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использованы в качестве эффективных 
компонентов сред, однако в каждом конк-
ретном случае необходимо подбирать оп-
тимальные варианты.

Выводы
1. Полярность ингредиентов синтети-

ческих сред оказывает существенное вли-
яние на криобиологические показатели со-
храненных объектов вследствие межмоле-
кулярного взаимодействия их через ион-
ные связи, с элементами цитоплазматичес-
ких мембран.

2. Способность аминокислот образо-

вывать биокомплексы или препятствовать 
образованию крупных кристаллов льда по-
вышает эффективность криоконсервации 
геномов животных.

3. Механизмы криопротекторного эф-
фекта  полярных соединений могут реали-
зовываться путем становления межмоле-
кулярных взаимодействий в криобиологи-
ческих системах.

4. При создание новых криоконсерван-
тов необходимо учитывать их физико-хи-
мические свойства и видоспецифичность 
консервируемого материала.
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SUMMARY
In the experiment it was studied the role of substances with different polarity (glucides and amino acids) at 
the cryopreservation of bull’s semen and of cock’s semen. It was established the factors which depend on 
their influence of the gametes of experimental animals. The researchers tried to explain the mechanisms of 
the cryoprotective activity in a new way. It was summed up that the glucide was well studied monosaharid 
in the cryopreservation process of bull’s semen which has the property to stabilize the intermolecular 
interactions as in the glycolipids complexes as in those glycoproteinic. At the same time with the increase of 
the content’s monomerycal links the morphophysiologycal indices of deconservated material also increase. 
The performed experiments established that the cryoconservative result of the substances with the different 
polarity was able to understand proceeding from the changes of superficial load of the plasmatic membranes 
of gametes.

Главная тема настоящих исследований 
– реконструкция единичной клетки, фун-
даментальные и технологические аспекты 
проблемы клонирования. Эти работы на-
ходятся в русле научного направления по 

сохранению исчезающих видов животных, 
создателем которого в нашей стране был 
профессор Б.Н. Вепринцев.

Сохранение исчезающих видов живот-
ных осуществляется различными метода-

УДК: 576/57.086.862+57.086.864+57.086.866

В.А. Никитин, А.С. Соболев
Институт биофизики клетки РАН (ИБК РАН), Институт биологии гена 
РАН (ИБГ РАН)

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ТЕХНОЛОГИЙ 
ЭМБРИОНАЛЬНОГО И СОМАТИЧЕСКОГО 
КЛОНИРОВАНИЯ ДЛЯ СОХРАНЕНИЯ И 
ВОСПРОИЗВОДСТВА ИСЧЕЗАЮЩИХ ВИДОВ 
ЖИВОТНЫХ



203Ветеринарная патология. № 4. 2007

ÏÐÎÁËÅÌÛ ÑÎÕÐÀÍÅÍÈß ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÐÅÑÓÐÑÎÂ

ми. Это, прежде всего, создание заповед-
ников, зоопарков, различных трансген-
ных технологий, а также развитие селек-
ции и криоконсервации – сохранение ген-
ного материала в криобанках. Каждый ме-
тод имеет свои преимущества и ограниче-
ния, свои уровни возможного применения 
для решения поставленной задачи. Так, ес-
ли соматические клетки можно сохранять 
вне криобанка с помощью периодического 
пересева культур, гаметы и ранние эмбри-
оны нельзя использовать снова после того, 
как они уже однажды были разморожены, 
так как повторные криогенные воздейс-
твия могут их повредить. 

Таким образом, в ряде случаев клони-
рование животных может явиться единс-
твенной технологией, с помощью которой 
можно получить достаточное количество 
особей с требуемыми качествами. 

Клон – это множество клеток или ор-
ганизмов, сохраняющих генотипическую 
и эпигенотипическую наследственность, 
что определяет преемственность и сохра-
нение изменений, происходящих в ряде по-
колений. Единичную клетку нельзя назы-
вать клоном. 

В настоящее время можно говорить о 
существовании нескольких типов клони-
рования: 

1. клонирование хирургическим разде-
лением ранних предимплантационных эм-
брионов, начиная с 2-х клеточной стадии, 

2. клонирование с использованием 
трансплантации ядер, пронуклеусов или 
кумулюсных клеток ооцитов из одного эм-
бриона в предварительно энуклеирован-
ный эмбрион, 

3. трансплантация ядер репрограмми-
рованных соматических клеток в предва-
рительно энуклеированный эмбрион, 

4. клонирование с использованием ство-
ловых клеток. 

Процент успешного получения предим-
плантационных эмбрионов и живого по-
томства животных методами микрохирур-
гии исключительно низкий – всего 0.1-3(%). 
Кроме того, новорожденные особи в боль-
шинстве случаев имеют серьезные анома-
лии развития [1, 2]: отек плаценты или ано-
мально большую плаценту,  большой вес, 
высокий уровень ранней смертности, на-
личие опухолей и т. д. В то же время пора-
зительной особенностью работ по клони-
рованию является то, что многие авторы 
не описывают подробно условия микро-
операции и не документируют сообщения 
фотографическим материалом, а также не 
обсуждают в качестве возможных причин 

неудач ошибки при проведении микрохи-
рургии клетки. 

Проблема воспроизводимости экспе-
риментов по клонированию, достижения 
управляемых, не случайных успехов, пред-
ставляется нам исключительно важной. 
Подробный анализ экспериментов по кло-
нированию К. Илмензее позволил нам най-
ти возможные причины того, почему автор 
не смог воспроизвести свои результаты. 
Это помогло нам получить клонирован-
ную мышь методом переноса пронукле-
усов в предварительно энуклеированную 
яйцеклетку раннего эмбриона мыши с ис-
пользованием метода электрослияния [3]. 
На ферме в Украине были получены гене-
тически идентичные близнецы телят высо-
копродуктивной Лебединской породы ко-
ров методом микрохирургического разде-
ления бластоцист, как одного из вариантов 
клонирования [4]. 

Детальный анализ в серии эксперимен-
тов особенностей и трудностей высоко-
технологичной методики пересадки ядер 
позволил нам придти к заключению, что 
низкий процент успешных эксперимен-
тов по клонированию может быть связан, 
в том числе, с повреждением органелл при 
их переносе и с серьезными ошибками в 
процессе проведения микрохирургических 
операций [5]. Разработан ряд новых мето-
дических подходов для ряда стадий микро-
хирургической операции и создан набор 
устройств и микроинструментов, миними-
зирующих повреждение эмбриона [6, 7, 8]. 
Это позволило увеличить выход жизне-
способных предимплантационных эмбри-
онов при клонировании в несколько раз 
по сравнению с известными в литературе 
данными. Удалось также модифицировать 
уже существующие сложные устройства 
и приспособить их для работы в услови-
ях экспедиции. Экспедиции нашего Инсти-
тута успешно работали с некоторыми из 
этих устройств на Дальнем Востоке, в Ук-
раине, а также при выезде с оборудовани-
ем в Берлинский Научно-исследователь-
ский Институт Биологии животных Зоо-
парка и Дикой природы (IZW). Разрабо-
танные нами подходы, методы и приборы 
используются в ряде Институтов РАН и в 
Харьковском НИИ животноводства (Ук-
раина) в работах по генной и клеточной 
инженерии и по репродуктивному клони-
рованию животных.

В настоящее время интенсивно раз-
рабатывается уникальная технология пе-
реноса генома с помощью молекулярных 
конструкций. Это новое направление да-
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ет большие возможности как для работ 
по генной коррекции, так и по генной те-
рапии млекопитающих, что, в свою оче-
редь, так или иначе может быть связано с 
сохранением популяций. В работах [9, 10, 
11, 12] нам удалось впервые продемонстри-
ровать перенос генов в составе молекуляр-
ных конструкций в клетки молочных же-
лез мышей и овец и в эмбрионы мышей и 
кроликов с помощью рецептор-опосредо-
ванного эндоцитоза. 

Сохранение исчезающих видов живот-
ных с помощью клонирования, в том чис-
ле в сочетании с криоконсервацией, име-
ет большие перспективы. Для этого есть и 

технологии, и устройства, накоплен также 
большой опыт экспериментирования при 
использовании в качестве объектов как 
лабораторных животных, так и различных 
сельскохозяйственных животных. Есть 
также возможности для работы в услови-
ях дикой природы и в зоопарках. 

С использованием криобанков сохра-
нение генетического материала путем кло-
нирования и развитие методов репрограм-
мирования для соматического клонирова-
ния позволят преодолеть многие пробле-
мы сохранения исчезающих видов живот-
ных на нашей Планете с помощью прямо-
го их воспроизведения. 
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В 2005 году в нашей лаборатории поя-
вилась возможность испытать импортное 
оборудование для замораживания спер-

мы жеребцов по западной технологии. Эту 
возможность нам предоставил Локотской 
К.З., который приобрел оборудование и 
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