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Ç‚Â‰ÂÌËÂ. Ç Ì‡ÒÚÓfl˘ÂÂ ‚ÂÏfl ÌÂ ÛÚËı‡ÂÚ ‰ËÒ-
ÍÛÒÒËfl Ó ÔÓÎ¸ÁÂ ËÎË ‚Â‰Â „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍË ÏÓ‰ËÙËˆË-
Ó‚‡ÌÌ˚ı ÔÓ‰ÛÍÚÓ‚. à Ï‡ÎÓ ÍÚÓ Á‡‰ÛÏ˚‚‡ÂÚÒfl
Ó ÚÓÏ, ‚ÎËfl˛Ú ÎË ·ËÓÚÂıÌË˜ÂÒÍËÂ ÏÂÚÓ‰˚ Ì‡ Ò‡Ï
Ó„‡ÌËÁÏ. ÑÎfl ÔÓÎÛ˜ÂÌËfl Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ˚ı ÊË‚ÓÚÌ˚ı
ÔËÏÂÌfl˛Ú ‡ÁÎË˜Ì˚Â ÏÂÚÓ‰˚, ÌÓ Ò‡Ï˚Ï ‡ÒÔÓ-
ÒÚ‡ÌÂÌÌ˚Ï Ë ËÌÙÓÏ‡ÚË‚Ì˚Ï ÓÒÚ‡ÂÚÒfl ÏÂÚÓ‰ ÏËÍ-
ÓËÌ˙ÂÍˆËË „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËı ÍÓÌÒÚÛÍˆËÈ ‚ ÓÔÎÓ‰Ó-
Ú‚ÓÂÌÌ˚Â flÈˆÂÍÎÂÚÍË. ê˚·˚ ÓÚÌÓÒflÚÒfl Í Ó·˙ÂÍÚ‡Ï
ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËfl, ËÏÂ˛˘ËÏ ÓÔÂ‰ÂÎÂÌÌ˚Â ÔÂËÏÛ-
˘ÂÒÚ‚‡: ÓÌË ÌÂ Ú‡Í ‰ÓÓ„Ë ‚ ÒÓ‰ÂÊ‡ÌËË ÔÓ Ò‡‚ÌÂ-
ÌË˛ Ò ÍÛÔÌ˚ÏË ÒÂÎ¸ÒÍÓıÓÁflÈÒÚ‚ÂÌÌ˚ÏË ÊË‚ÓÚ-
Ì˚ÏË, ÔÓ‰ÛˆËÛ˛Ú ÏÌÓ„Ó ËÍ˚ — flÈˆÂÍÎÂÚÓÍ,

ÌÂÓ·ıÓ‰ËÏ˚ı ‰Îfl Ëı Ú‡ÌÒÙÓÏ‡ˆËË, ÏÓÊÌÓ ÎÂ„ÍÓ
ÍÓÌÚÓÎËÓ‚‡Ú¸ Ëı ˝Ï·ËÓÌ‡Î¸ÌÓÂ Ë ÔÓÒÚÌ‡Ú‡Î¸-
ÌÓÂ ‡Á‚ËÚËÂ. Ç Ì‡ÒÚÓfl˘ÂÂ ‚ÂÏfl ÒÔËÒÓÍ ÔÓÎÛ-
˜ÂÌÌ˚ı Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ˚ı ˚· Ó„ÓÏÂÌ, ÓÌ ‚ÍÎ˛˜‡ÂÚ
‚ ÒÂ·fl Í‡Í ÏÓ‰ÂÎ¸Ì˚Â Ó„‡ÌËÁÏ˚, Ú‡Í Ë Ó·˙ÂÍÚ˚
ÚÓ‚‡ÌÓ„Ó ‚˚‡˘Ë‚‡ÌËfl [1, 2]. íÂÏ ÌÂ ÏÂÌÂÂ, ÔË
‚‚Â‰ÂÌËË „ÂÌÓ‚ ‚ ‡ÌÌËÂ ˝Ï·ËÓÌ˚ ÒÛ˘ÂÒÚ‚ÛÂÚ
ÌÂÏ‡ÎÓ ÔÓ·ÎÂÏ. Ç ÌÂÔÓÎÌÓÈ ÒÚÂÔÂÌË ËÁÛ˜ÂÌ˚ ÏÓ-
ÎÂÍÛÎflÌÓ-„ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËÂ ÓÒÓ·ÂÌÌÓÒÚË Ì‡˜‡Î¸Ì˚ı
ÒÚ‡‰ËÈ ̋ Ï·ËÓ„ÂÌÂÁ‡, ̃ ÚÓ ÓÒÓ·ÂÌÌÓ ‚‡ÊÌÓ ‰Îfl ·ÓÎÂÂ
˝ÙÙÂÍÚË‚ÌÓ„Ó ÔÂÂÌÓÒ‡ ˜ÛÊÂÓ‰Ì˚ı „ÂÌÓ‚. çÂ-
ÍÓÚÓ˚Â Ú‡ÌÒ„ÂÌ˚ ÏÓ„ÛÚ ‡ÍÚË‚ËÓ‚‡Ú¸Òfl ‚ ‡ÁÌ˚Â
ÔÂËÓ‰˚ ÓÌÚÓ„ÂÌÂÁ‡ ‚ ‡ÁÌ˚ı ÚÍ‡Ìflı, ̃ ÚÓ Á‡‚ËÒËÚ
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Влияние процесса микроинъекции на выживаемость 
эмбрионов зебрафиш (Danio rerio) при получении трансгенных рыб

Аннотация. Рыбы относятся к удобным объектам исследования, т.к. они недороги в содержании, имеют
прозрачные оболочки, позволяющие легко анализировать стадии развития, продуцируют много оплодо-
творенной икры, необходимой для введения генов. Целью данной работы стало изучение влияния введе-
ния генетических конструкций методом микроинъекции на жизнеспособность трансгенных модельных
эмбрионов и личинок рыб с флуоресцентными репортерными генами. При помощи микроманипулятора
были введены две разные генные конструкции, содержащие репортерный ген GFP, в качестве контроля
была микроинъецирована дистиллированная вода. Достоинством этих конструкций служит прижизненная
экспрессия зеленого флуоресцентного белка при УФ облучении и применении фильтра ФИТЦ. Анализ
стадий развития, морфологических изменений рыб и экспрессию генов изучали на стереомикроскопе
Lumar 12 фирмы Zeiss. Уже через сутки анализ ранних стадий развития рыб как в контроле, так в экспе-
риментальных группах показал наличие нормальных и аномальных форм развития. Кроме того, во всех
исследуемых группах эмбрионов были выявлены нежизнеспособные организмы. Таким образом, именно
первые сутки являются основным критическим периодом выживаемости эмбрионов. Всего было проана-
лизировано 335 эмбрионов, среди которых в контроле — 60, после введения воды — 11, после введения
конструкции pCX-EGFP — 26 и 38 после введения генетической конструкции рCЕЕGFP. 

Впервые показана различная жизнеспособность эмбрионов и личинок в контроле и при использовании
разных векторов. Выявлены критические периоды жизни ранних стадий развития в экспериментальных
и контрольных группах рыб. Получены трансгенные эмбрионы и личинки Danio rerio с мозаичным харак-
тером экспрессии зеленого флуоресцентного белка GFP. Следует отметить, что недостаточно изучено влия-
ние генных модификаций на гомеостаз и продолжительность жизни генетически измененных организмов
как на популяционном, клеточном, так и молекулярном уровнях. Необходимы дальнейшие исследования
особенностей развития и продолжительности жизни трансгенных организмов.

Ключевые слова: трансгенные животные, плазмиды, репортерные гены, экспрессия генов, микро-
инъекция, генетические конструкции, эмбрионально-личиночное развитие, зебрафиш, выживаемость.
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ÓÚ ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËfl ÚÍ‡ÌÂÒÔÂˆËÙË˜Ì˚ı ÔÓÏÓÚÓÓ‚
[3]. àÁ‚ÂÒÚÌ˚ Â‰ËÌË˜Ì˚Â ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËfl ‚ÎËflÌËfl
Ò‡ÏËı Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ˚ı ÚÂıÌÓÎÓ„ËÈ Ì‡ ÊËÁÌÂ‰ÂflÚÂÎ¸-
ÌÓÒÚ¸ „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍË ÏÓ‰ËÙËˆËÓ‚‡ÌÌ˚ı ÊË‚ÓÚÌ˚ı
[4, 5]. ë‚Âı˝ÍÒÔÂÒÒËfl ÌÂÍÓÚÓ˚ı Ú‡ÌÒ„ÂÌÓ‚,
Ì‡ÔËÏÂ, „ÂÌ‡ „ÓÏÓÌ‡ ÓÒÚ‡, ̃ ‡ÒÚÓ ‚˚Á˚‚‡ÂÚ ‡Á-
ÎË˜Ì˚Â Ì‡Û¯ÂÌËfl ‚ Ó„‡ÌËÁÏÂ. Ä Ò‚Âı˝ÍÒÔÂÒ-
ÒËfl ·ÂÎÍ‡ ÙÂËÚËÌ‡, Û˜‡ÒÚ‚Û˛˘Â„Ó ‚ Â„ÛÎflˆËË
ÍÎÂÚÓ˜ÌÓ„Ó „ÓÏÂÓÒÚ‡Á‡ ÊÂÎÂÁ‡, ÔË‚Ó‰ËÎ‡ Í ÛÏÂÌ¸-
¯ÂÌË˛ ‚ÂÒ‡ Ï˚¯ÂÈ Ë ÔÓÚÂÂ ‚ÓÎÓÒ Ì‡ ÚÛÎÓ‚Ë˘Â [6]. 

ñÂÎ¸˛ ‰‡ÌÌÓÈ ‡·ÓÚ˚ ÒÚ‡ÎÓ ËÁÛ˜ÂÌËÂ ‚ÎËfl-
ÌËfl ‚‚Â‰ÂÌËfl „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËı ÍÓÌÒÚÛÍˆËÈ ÏÂÚÓ‰ÓÏ
ÏËÍÓËÌ˙ÂÍˆËË Ì‡ ÊËÁÌÂÒÔÓÒÓ·ÌÓÒÚ¸ Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ˚ı
ÏÓ‰ÂÎ¸Ì˚ı ˝Ï·ËÓÌÓ‚ Ë ÎË˜ËÌÓÍ ˚· Ò ÙÎÛÓÂÒ-
ˆÂÌÚÌ˚ÏË ÂÔÓÚÂÌ˚ÏË „ÂÌ‡ÏË. ç‡ÎË˜ËÂ ˝ÍÒ-
ÔÂÒÒËË GFP „ÂÌ‡ ÔÓÁ‚ÓÎËÚ Ò Ó‰ÌÓÈ ÒÚÓÓÌ˚ ÓÚ-
·Ë‡Ú¸ ˝ÙÙÂÍÚË‚Ì˚Â „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËÂ ÍÓÌÒÚÛÍˆËË,
Ò ‰Û„ÓÈ ÒÚÓÓÌ˚, ‚˚fl‚ÎflÚ¸ ‚ÓÁÏÓÊÌÓÂ ‚ÎËflÌËÂ
Ú‡ÌÒ„ÂÌÓ‚ Ì‡ ÊËÁÌÂÒÔÓÒÓ·ÌÓÒÚ¸ ˚· ‚ ÚÂ˜ÂÌËÂ ̋ Ï-
·ËÓÌ‡Î¸ÌÓ-ÎË˜ËÌÓ˜ÌÓ„Ó ÔÂËÓ‰‡ ‡Á‚ËÚËfl, ‡ Ú‡Í-
ÊÂ Û˜ËÚ˚‚‡Ú¸ ÎÓÍ‡ÎËÁ‡ˆË˛ Ë ‰ËÌ‡ÏËÍÛ ̋ ÍÒÔÂÒÒËË

„ÂÌÓ‚ ‚ ÍÎÂÚÍ‡ı ‚ ˝Ï·ËÓÌ‡Î¸ÌÓÏ Ë ÔÓÒÚÌ‡Ú‡Î¸-
ÌÓÏ ÔÂËÓ‰‡ı ‡Á‚ËÚËfl Ó„‡ÌËÁÏÓ‚. 

å‡ÚÂË‡Î Ë ÏÂÚÓ‰˚ ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÈ. ÑÎfl ÔÓÎÛ-
˜ÂÌËfl ËÍ˚ ‚ÁÓÒÎ˚Â ÓÒÓ·Ë ·˚ÎË ÔÓÏÂ˘ÂÌ˚ ‚ ÌÂ-
ÂÒÚÓ‚˚È 15-ÎËÚÓ‚˚È ‡Í‚‡ËÛÏ (ÒÓÎfiÌÓÒÚ¸ ‚Ó‰˚
1 „/Î NaCl, ‰Ó·‡‚ÎÂÌ˚ ÍÓÌ‰ËˆËÓÌÂ Ë Ó˜ËÒÚË-
ÚÂÎ¸, t=29°C, ÂÊËÏ ÓÒ‚Â˘ÂÌËfl 13 ˜‡ÒÓ‚ ‰ÂÌ¸,
11 ˜‡ÒÓ‚ ÌÓ˜¸) ‚ÌÛÚË ÒÂÚ˜‡ÚÓÈ Í‡ÏÂ˚ ‚ ÒÓÓÚÌÓ-
¯ÂÌËË Ò‡ÏˆÓ‚ Í Ò‡ÏÍ‡Ï 2:3. ç‡ ÒÎÂ‰Û˛˘ËÈ ‰ÂÌ¸
ÔÓËÁ‚Ó‰ËÚÂÎË ·˚ÎË ËÁ‚ÎÂ˜ÂÌ˚ Ë ÔÓÏÂ˘ÂÌ˚ ‚ Ó·-
˘ËÈ ‡Í‚‡ËÛÏ, ‡ ̋ Ï·ËÓÌ˚ ÒÓ·‡Ì˚ ÔË ÔÓÏÓ˘Ë
ÒËÙÓÌ‡. ÑÎfl ÔÓ‚Â‰ÂÌËfl ÏËÍÓËÌ˙ÂÍˆËÈ ˚· ËÒ-
ÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÎÒfl ÏËÍÓÏ‡ÌËÔÛÎflÚÓ Ò ÏËÍÓË„Î‡ÏË
Ë ÔÂ‰ÏÂÚÌ˚Â ÒÚÂÍÎ‡. åÂÚÓ‰ÓÏ ÏËÍÓËÌ˙ÂÍˆËË
‚ Ó·Î‡ÒÚ¸ ·Î‡ÒÚÓ‰ËÒÍ‡ ‚ ÓÔÎÓ‰ÓÚ‚ÓÂÌÌ˚Â flÈˆÂ-
ÍÎÂÚÍË ·˚ÎË ‚‚Â‰ÂÌ˚ ‰‚Â ‡ÁÌ˚Â „ÂÌÌ˚Â ÍÓÌÒÚÛÍ-
ˆËË, ÒÓ‰ÂÊ‡˘ËÂ ÂÔÓÚÂÌ˚È „ÂÌ GFP, ‚ Í‡˜ÂÒÚ‚Â
ÍÓÌÚÓÎfl ·˚Î‡ ÏËÍÓËÌ˙ÂˆËÓ‚‡Ì‡ ‰ËÒÚËÎÎËÓ-
‚‡ÌÌ‡fl ‚Ó‰‡. ÄÌ‡ÎËÁ ÒÚ‡‰ËÈ ‡Á‚ËÚËfl, ÏÓÙÓÎÓ-
„Ë˜ÂÒÍËı ËÁÏÂÌÂÌËÈ ˚· Ë ˝ÍÒÔÂÒÒË˛ „ÂÌÓ‚ ËÁ-
Û˜‡ÎË Ì‡ ÒÚÂÂÓÏËÍÓÒÍÓÔÂ Lumar 12 ÙËÏ˚ Zeiss.
ëÚ‡ÚËÒÚË˜ÂÒÍËÂ ‰‡ÌÌ˚Â Ó·‡·‡Ú˚‚‡ÎË ÔË ËÒÔÓÎ¸-
ÁÓ‚‡ÌËË Ô‡ÍÂÚ‡ ÔÓ„‡ÏÏ Excel 10 for Windows.

êÂÁÛÎ¸Ú‡Ú˚ ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÈ Ë Ó·ÒÛÊ‰ÂÌËÂ. ç‡
ËÒ. 1 Ë ËÒ. 2 ÔÂ‰ÒÚ‡‚ÎÂÌ˚ „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËÂ ÍÓÌ-
ÒÚÛÍˆËË, ÍÓÚÓ˚Â ·˚ÎË ÏËÍÓËÌ˙ÂˆËÓ‚‡Ì˚ ‚ ÁË-
„ÓÚ˚ Ë 2-ı ·Î‡ÒÚÓÏÂÌ˚Â ˝Ï·ËÓÌ˚ Danio rerio.
èÓÙÂÒÒÓ å. Okabe („. éÒ‡Í‡, üÔÓÌËfl) ÔÂ‰Ó-
ÒÚ‡‚ËÎ „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍÛ˛ ÍÓÌÒÚÛÍˆË˛ CX-eGFP,
ÍÓ‰ËÛ˛˘Û˛ ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚÌ˚È ÁÂÎÂÌ˚È ·ÂÎÓÍ
(ËÒ. 1). ùÚ‡ „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍ‡fl ÍÓÌÒÚÛÍˆËfl ÍÓÏÂ
ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚÂÈ „ÂÌ‡ GFP ÒÓ‰ÂÊËÚ Ç-‡ÍÚË-
ÌÓ‚˚È ÔÓÏÓÚÓ ˆ˚ÔÎÂÌÍ‡, ˝Ìı‡ÌÒÂ ˆËÚÓÏÂ„‡-
ÎÓ‚ËÛÒ‡ Ë ÔÓÎË-Ä ÒË„Ì‡Î Ç-„ÎÓ·ËÌ‡ ÍÓÎËÍ‡. 

ëÓÚÛ‰ÌËÍË àÌÒÚËÚÛÚ‡ ÏÓÎÂÍÛÎflÌÓÈ „ÂÌÂÚË-
ÍË êÄç ÔÂ‰ÓÒÚ‡‚ËÎË ÔÎ‡ÁÏË‰Û ëÖÖGFP, ÒÓ-
‰ÂÊ‡˘Û˛ ÂÔÓÚÂÌ˚È „ÂÌ GFP ÔÓ‰ ÍÓÌÚÓÎÂÏ
Ù‡ÍÚÓ‡ ˝ÎÓÌ„‡ˆËË ˜ÂÎÓ‚ÂÍ‡ Ò ˝Ìı‡ÌÒÂÓÏ ˆËÚÓ-
ÏÂ„‡ÎÓ‚ËÛÒ‡ ˜ÂÎÓ‚ÂÍ‡ (ËÒ. 2).

ÑÓÒÚÓËÌÒÚ‚ÓÏ ˝ÚËı ÍÓÌÒÚÛÍˆËÈ ÒÎÛÊËÚ ÔË-
ÊËÁÌÂÌÌ‡fl ̋ ÍÒÔÂÒÒËfl ÁÂÎÂÌÓ„Ó ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚÌÓ„Ó
·ÂÎÍ‡ ÔË ìî Ó·ÎÛ˜ÂÌËË Ë ÔËÏÂÌÂÌËË ÙËÎ¸Ú‡
îàíñ.

èÓÒÎÂ ‚‚Â‰ÂÌËfl ÂÔÓÚÂÌ˚ı ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚ-
Ì˚ı „ÂÌÓ‚ ‚ Ó·Î‡ÒÚ¸ ·Î‡ÒÚÓ‰ËÒÍ‡ ÛÊÂ ̃ ÂÂÁ ÒÛÚÍË
ÍÛÎ¸ÚË‚ËÓ‚‡ÌËfl ‡Ì‡ÎËÁ ˝Ï·ËÓÌ‡Î¸Ì˚ı ÒÚ‡‰ËÈ
Í‡Í ‚ ÍÓÌÚÓÎÂ, Ú‡Í ‚ ̋ ÍÒÔÂËÏÂÌÚ‡Î¸Ì˚ı „ÛÔÔ‡ı
ÔÓÍ‡Á‡Î Ì‡ÎË˜ËÂ ÌÓÏ‡Î¸Ì˚ı Ë ‡ÁÌ˚ı ÙÓÏ ‡ÌÓ-
Ï‡Î¸ÌÓ„Ó ‡Á‚ËÚËfl (ËÒ. 3). äÓÏÂ ÚÓ„Ó, ˜ÂÂÁ
24 ˜‡Ò‡ ÍÛÎ¸ÚË‚ËÓ‚‡ÌËfl ‚Ó ‚ÒÂı ËÒÒÎÂ‰ÛÂÏ˚ı
„ÛÔÔ‡ı ˝Ï·ËÓÌÓ‚ ·˚ÎË ‚˚fl‚ÎÂÌ˚ ÌÂÊËÁÌÂÒÔÓ-
ÒÓ·Ì˚Â Ó„‡ÌËÁÏ˚. 

ê‡ÌÂÂ Ì‡ÏË ·˚ÎÓ Û·Â‰ËÚÂÎ¸ÌÓ ÔÓ‰ÂÏÓÌÒÚË-
Ó‚‡ÌÓ ‚ÎËflÌËÂ ıÓÎÓ‰Ó‚ÓÈ Ó·‡·ÓÚÍË ˝Ï·ËÓÌÓ‚
(100 ë) Ì‡ ÔÓÌËÊÂÌËÂ ÊËÁÌÂÒÔÓÒÓ·ÌÓÒÚË ̋ Ï·ËÓ-
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Рис. 1. Генетическая конструкция pCX-EGFP

Рис. 2. Генетическая конструкция рCЕЕGFP

Влияние процесса микроинъекции на выживаемость эмбрионов зебрафиш (Danio rerio)
при получении трансгенных рыб
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ÌÓ‚ Ë ÎË˜ËÌÓÍ ˚· Á‡ Ò˜ÂÚ Û‚ÂÎË˜ÂÌËfl ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚‡
‡ÌÓÏ‡Î¸Ì˚ı ÙÓÏ ‡Á‚ËÚËfl [7]. äÓÏÂ ÚÓ„Ó, ·˚Î‡
‚˚fl‚ÎÂÌ‡ ÓÒÌÓ‚Ì‡fl ÍËÚË˜ÂÒÍ‡fl ÚÓ˜Í‡ ÊËÁÌÂÒÔÓ-
ÒÓ·ÌÓÒÚË — ÔÂ‚˚Â 24 ˜‡Ò‡ ‡Á‚ËÚËfl. Ç ˝ÍÒÔÂË-
ÏÂÌÚ‡ı ÔÓ ÏËÍÓËÌ˙ÂÍˆËË Í‡Í „ÂÌÓ‚, Ú‡Í Ë ‰ËÒ-
ÚËÎÎËÓ‚‡ÌÌÓÈ ‚Ó‰˚, Ú‡ÍÊÂ ·˚ÎÓ ÔÓÍ‡Á‡ÌÓ, ˜ÚÓ
˜ÂÂÁ ÒÛÚÍË ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó ‡ÌÓÏ‡Î¸Ì˚ı Ë ÌÂÊËÁÌÂ-
ÒÔÓÒÓ·Ì˚ı ˝Ï·ËÓÌÓ‚ ‰ÓÒÚÓ‚ÂÌÓ Û‚ÂÎË˜Ë‚‡ÂÚÒfl
ÔÓ Ò‡‚ÌÂÌË˛ Ò ÍÓÌÚÓÎ¸Ì˚ÏË ÌÂ ËÌ˙ÂˆËÓ‚‡Ì-
Ì˚ÏË ̋ Ï·ËÓÌ‡ÏË. ÇÒÂ„Ó ·˚ÎÓ ÔÓ‡Ì‡ÎËÁËÓ‚‡ÌÓ
335 ˝Ï·ËÓÌÓ‚, ÒÂ‰Ë ÍÓÚÓ˚ı ‚ ÍÓÌÚÓÎÂ — 60,
ÔÓÒÎÂ ‚‚Â‰ÂÌËfl ‚Ó‰˚ — 111, ÔÓÒÎÂ ‚‚Â‰ÂÌËfl ÍÓÌ-
ÒÚÛÍˆËË pCX-EGF — 26 Ë 38 ÔÓÒÎÂ ‚‚Â‰ÂÌËfl
ÍÓÌÒÚÛÍˆËË CÖÖGFP. èÓÎÛ˜ÂÌÌ˚Â ‰‡ÌÌ˚Â ÔÂ‰-
ÒÚ‡‚ÎÂÌ˚ ‚ Ú‡·ÎËˆÂ 1. 

àÁ Ú‡·ÎËˆ˚ ‚Ë‰ÌÓ, ̃ ÚÓ ÓÒÌÓ‚Ì˚Ï ÍËÚË˜ÂÒÍËÏ
ÔÂËÓ‰ÓÏ ‚˚ÊË‚‡ÂÏÓÒÚË ̋ Ï·ËÓÌÓ‚ fl‚Îfl˛ÚÒfl ÒÛÚ-
ÍË. Ç˚fl‚ÎÂÌ‡ ‰ÓÒÚÓ‚ÂÌ‡fl ‡ÁÌËˆ‡ ‚˚ÊË‚‡ÂÏÓÒÚË
˝Ï·ËÓÌÓ‚ ˚· Ò ÍÓÌÚÓÎ¸ÌÓÈ „ÛÔÔÓÈ Û ‚ÒÂı ÓÔ˚Ú-
Ì˚ı „ÛÔÔ (ÍÓÏÂ „ÛÔÔ˚ ÔÓÒÎÂ ÏËÍÓËÌ˙ÂÍˆËË
ÍÓÌÒÚÛÍˆËË pCX-EGFP ‚ ÔÂ‚˚Â ÒÛÚÍË), ˜ÚÓ
‰ÓÍ‡Á˚‚‡ÂÚ, ˜ÚÓ ÔÓˆÂÒÒ ‚‚Â‰ÂÌËfl Í‡Í ‚Ó‰˚, Ú‡Í
Ë „ÂÌÓ‚ ÓÍ‡Á˚‚‡ÂÚ ÌÂ„‡ÚË‚ÌÓÂ ‚ÎËflÌËÂ Ì‡ ÊËÁÌÂ-
ÒÔÓÒÓ·ÌÓÒÚ¸ ̋ Ï·ËÓÌÓ‚ Ë ÎË˜ËÌÓÍ (Á‡ ËÒÍÎ˛˜ÂÌË-
ÂÏ ÔÂ‚˚ı ÒÛÚÓÍ ÔÓÒÎÂ ‚‚Â‰ÂÌËfl „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍÓÈ ÍÓÌ-
ÒÚÛÍˆËË pCX-EGFP). é˜Â‚Ë‰ÌÓ, ̃ ÚÓ Ò‡Ï ÔÓˆÂÒÒ
ÏËÍÓËÌ˙ÂÍˆËË Ú‡‚ÏËÛÂÚ ̃ ‡ÒÚ¸ ÁË„ÓÚ Ë ‰‚Ûı·Î‡-
ÒÚÓÏÂÌ˚ı ˝Ï·ËÓÌÓ‚. ç‡Ë·ÓÎÂÂ ÔËÏÂ˜‡ÚÂÎ¸Ì‡
‚˚ÊË‚‡ÂÏÓÒÚ¸ ÔË ‚‚Â‰ÂÌËË „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍÓÈ ÍÓÌ-
ÒÚÛÍˆËË pCX-EGFP. ç‡·Î˛‰‡ÂÚÒfl ‰‚‡ ÔËÍ‡

ÒÏÂÚÌÓÒÚË, Ì‡ ÔÂ‚˚Â ÒÛÚÍË Ë Ì‡ ˜ÂÚ‚fiÚ˚Â. 

ÑÓÒÚÓ‚ÂÌÓÒÚ¸ ‡ÁÌËˆ˚ ‚˚ÊË‚‡ÂÏÓÒÚË ̋ Ï·ËÓ-
ÌÓ‚ ˚·, ÔÓÎÛ˜ÂÌÌ˚ı ÔÓÒÎÂ ÏËÍÓËÌ˙ÂÍˆËË ‚Ó-
‰˚ Ë „ÂÌ‡, ·˚Î‡ Ó·Ì‡ÛÊÂÌ‡ ‚ ÔÂ‚˚Â ÚÓÂ ÒÛÚÓÍ
ÔÓÒÎÂ ÏËÍÓËÌ˙ÂÍˆËË ÍÓÌÒÚÛÍˆËË pCX-EGFP
(ÓÚÏÂ˜ÂÌÓ ÁÌ‡ÍÓÏ*). ÑÓÒÚÓ‚ÂÌÓÈ ‡ÁÌËˆ˚ ‚˚-
ÊË‚‡ÂÏÓÒÚË ̋ Ï·ËÓÌÓ‚ ÔÓÒÎÂ ÏËÍÓËÌ˙ÂÍˆËË ‚Ó-
‰˚ Ë ÍÓÌÒÚÛÍˆËË CÖÖGFP Ì‡ ÔÓÚflÊÂÌËË ÒÂÏË
ÒÛÚÓÍ ÌÂ ‚˚fl‚ÎÂÌÓ. ëÎÂ‰ÛÂÚ ÓÚÏÂÚËÚ¸, ̃ ÚÓ ÌÂ ÚÓÎ¸-
ÍÓ Û ˚· ÓÚÏÂ˜ÂÌÓ ÒÌËÊÂÌËÂ ÊËÁÌÂÒÔÓÒÓ·ÌÓÒÚË
Ë ÔÓfl‚ÎÂÌËÂ ‡ÁÎË˜Ì˚ı ‡ÌÓÏ‡ÎËÈ ÔÓÒÎÂ ‚‚Â‰Â-
ÌËfl „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËı ÍÓÌÒÚÛÍˆËÈ ÏÂÚÓ‰ÓÏ ÏËÍÓ-
ËÌ˙ÂÍˆËË. ê‡ÌÂÂ Ì‡ÏË ·˚ÎË ÔÓÎÛ˜ÂÌ˚ Ú‡ÌÒ„ÂÌ-
Ì˚Â ÍÓÎËÍË Ò ËÌÚÂ„ËÓ‚‡ÌÌ˚Ï „ÂÌÓÏ „ÓÏÓÌ‡
ÓÒÚ‡, Û Ó‰ÌÓ„Ó ËÁ ÍÓÚÓ˚ı ·˚ÎË ‚˚fl‚ÎÂÌ˚ Ì‡-
Û¯ÂÌËfl ÔÂÂ‰ÌËı ÍÓÌÂ˜ÌÓÒÚÂÈ, ‡ Ú‡ÍÊÂ Ì‡·Î˛-
‰‡ÎË ‡·ÓÚËÓ‚‡ÌÌ˚Â ÔÎÓ‰˚ ·ÓÎ¸¯Ó„Ó ‡ÁÏÂ‡
[4]. Ç ‰Û„Ëı ‡·ÓÚ‡ı ˆËÚÓ„ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËÈ ‡Ì‡ÎËÁ
ÔÓÚÓÏÍÓ‚ Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ˚ı ÍÓÎËÍÓ‚ Ò ËÌÚÂ„ËÓ‚‡Ì-
Ì˚Ï „ÂÌÓÏ Ù‡ÍÚÓÓÏ VIII ˜ÂÎÓ‚ÂÍ‡, Ì‡ıÓ‰fl˘Â-
„ÓÒfl ÔÓ‰ ÍÓÌÚÓÎÂÏ „ÂÌ‡ WAP Ï˚¯Ë, ÔÓÍ‡Á‡Î
‰ÓÒÚÓ‚ÂÌÓÂ Û‚ÂÎË˜ÂÌËÂ ˜‡ÒÚÓÚ˚ ıÓÏÓÒÓÏÌ˚ı
Ì‡Û¯ÂÌËÈ ‰Ó 3,37% ÔÓ Ò‡‚ÌÂÌË˛ Ò ÌÂÚ‡ÌÒ„ÂÌ-
Ì˚ÏË ÍÓÎËÍ‡ÏË. èÓÍ‡Á‡ÚÂÎË ÏËÍÓfl‰ÂÌÓ„Ó ÚÂ-
ÒÚ‡ Í‡Í ÔÓÍ‡Á‡ÚÂÎfl „ÂÌÓÏÌÓÈ ÌÂÒÚ‡·ËÎ¸ÌÓÒÚË Ú‡ÍÊÂ
ÓÚ‡Ê‡ÎË Û‚ÂÎË˜ÂÌËÂ ̃ ‡ÒÚÓÚ˚ Ë ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚‡ ̋ ËÚ-
ÓˆËÚÓ‚ Ò ÏËÍÓfl‰‡ÏË ‚ 2 ‡Á‡ Û Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ˚ı
ÍÓÎËÍÓ‚ Ë ‚ 3 ‡Á‡ Û Ò‚ËÌÂÈ ÔÓ Ò‡‚ÌÂÌË˛ Ò ËÌ-
Ú‡ÍÚÌ˚ÏË ÍÓÎËÍ‡ÏË [8]. é˜Â‚Ë‰ÌÓ, ˜ÚÓ ÔÂÂÌÂ-
ÒÂÌÌ˚Â ̋ ÍÁÓ„ÂÌÌ˚Â ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚË ÏÓ„ÛÚ ·˚Ú¸

Рис. 3. Суточные эмбрионы Danio rerio (слева нормальная морфология, справа — аномальная форма развития)

í‡·ÎËˆ‡ 1. Ç˚ÊË‚‡ÂÏÓÒÚ¸ ˝Ï·ËÓÌÓ‚ Danio rerio ÔÓÒÎÂ ÏËÍÓËÌ˙ÂÍˆËË ‚Ó‰˚ Ë „ÂÌÓ‚ GFP

èÂËÓ‰ ‡Á‚ËÚËfl äÓÌÚÓÎ¸ ·ÂÁ ÏËÍÓ-
ËÌ˙ÂÍˆËË (%)

åËÍÓËÌ˙ÂÍˆËfl 
‚Ó‰˚ (%)

åËÍÓËÌ˙ÂÍˆËfl
ÍÓÌÒÚÛÍˆËË 

pCX-GFP (%)

åËÍÓËÌ˙ÂÍˆËfl
ÍÓÌÒÚÛÍˆËË 

CÖÖGFP (%)
1 ÒÛÚÍË 86,67 49,55 77,78* 47,37
2 ÒÛÚÍË 85,00 47,75 72,22* 44,74
3 ÒÛÚÍË 83,33 46,85 69,05* 44,74
4 ÒÛÚÍË 83,33 45,05 53,97 44,74
5 ÒÛÚÍË 83,33 45,05 52,38 44,74
6 ÒÛÚÍË 81,67 44,14 50,00 44,74
7 ÒÛÚÍË 81,67 44,14 50,00 44,74
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ËÌ‰ÛÍÚÓ‡ÏË Ì‡ÒÎÂ‰ÒÚ‚ÂÌÌÓÈ ËÁÏÂÌ˜Ë‚ÓÒÚË. åÓÊ-
ÌÓ Ú‡ÍÊÂ ‰ÓÔÛÒÚËÚ¸, ˜ÚÓ ËÌÚÂ„‡ˆËfl Ë ̋ ÍÒÔÂÒÒËfl
˜ÛÊÂÓ‰ÌÓÈ Ñçä ·Û‰ÂÚ Ì‡Û¯‡Ú¸ „ÓÏÂÓÒÚ‡Á Ú‡ÌÒ-
„ÂÌÌ˚ı Ó„‡ÌËÁÏÓ‚, ˜ÚÓ ÔË‚Ó‰ËÚ Í ÔÓfl‚ÎÂÌË˛
Ô‡ÚÓÎÓ„Ë˜ÂÒÍËı Ì‡Û¯ÂÌËÈ, Ì‡Û¯ÂÌË˛ ‚ÓÒÔÓËÁ-
‚Ó‰ËÚÂÎ¸ÌÓÈ ÙÛÌÍˆËË Ë ÒÓÍ‡˘ÂÌË˛ ÔÓ‰ÓÎÊË-
ÚÂÎ¸ÌÓÒÚË ÊËÁÌË [9]. Ç ÌÂÍÓÚÓ˚ı ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËflı
ÔÓÍ‡Á‡ÌÓ, ̃ ÚÓ Û Ú‡ÌÒ„ÂÌÌÓ„Ó „ÓÎ¸ˆ‡ Ë Â„Ó ÔÓÚÓÏÍÓ‚
Ò ËÌÚÂ„ËÓ‚‡ÌÌ˚Ï „ÂÌÓÏ „ÓÏÓÌ‡ ÓÒÚ‡ Ì‡fl‰Û
Ò ÛÒÍÓÂÌÌ˚Ï ÓÒÚÓÏ Ì‡·Î˛‰‡ÎË Ú‡ÍËÂ ÏÓ‰ËÙË-
Í‡ˆËË ÏÂÚ‡·ÓÎËÁÏ‡ Í‡Í ÛÒËÎÂÌËÂ ÓÍËÒÎËÚÂÎ¸Ì˚ı
ÔÓˆÂÒÒÓ‚ ÌÂ·ÂÎÍÓ‚˚ı ‚Â˘ÂÒÚ‚, ËÌÚÂÌÒË‚Ì‡fl ÛÚË-
ÎËÁ‡ˆËfl ÎËÔË‰Ó‚ [10]. ì ˚·, Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ˚ı ÔÓ „Â-
ÌÛ „ÓÏÓÌ‡ ÓÒÚ‡, ‰Û„ËÏ ÌÂ„‡ÚË‚Ì˚Ï ˝ÙÙÂÍÚÓÏ
fl‚ÎflÂÚÒfl Ì‡Û¯ÂÌËÂ ÓÒÏÓÂ„ÛÎflˆËË, ̃ ÚÓ ‚Â‰ÂÚ Í ÔÓ-
ÌËÊÂÌË˛ ‚˚ÊË‚‡ÂÏÓÒÚË ÔÓ Ò‡‚ÌÂÌË˛ Ò ÌÂÚ‡ÌÒ-

„ÂÌÌ˚ÏË Ó„‡ÌËÁÏ‡ÏË. èÓ ‰‡ÌÌ˚Ï fl‰‡ ‡‚ÚÓÓ‚
[11] Û „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍË ËÁÏÂÌÂÌÌ˚ı Ó„‡ÌËÁÏÓ‚ Ò ËÌ-
ÚÂ„ËÓ‚‡ÌÌ˚ÏË „ÂÌ‡ÏË „ÓÏÓÌ‡ ÓÒÚ‡ ËÁÏÂÌflÂÚ-
Òfl ̋ ÍÒÔÂÒÒËfl „ÂÌÓ‚, Ò‚flÁ‡ÌÌ‡fl Ò ÓÒÏÓÂ„ÛÎflˆËÂÈ,
ÔË ˝ÚÓÏ Û‚ÂÎË˜Ë‚‡˛ÚÒfl Ó·˙ÂÏ˚ ËÏÔÓÚ‡ ËÓÌÓ‚
Ì‡ÚËfl ‚ ÍÎÂÚÍ‡ı, ̃ ÚÓ ‚˚Á˚‚‡ÂÚ Ì‡Û¯ÂÌËÂ ÓÒÏÓ-
ÚË˜ÂÒÍÓ„Ó ‰‡‚ÎÂÌËfl, ËÁÏÂÌflÂÚÒfl ˝ÌÂ„ÂÚË˜ÂÒÍËÈ
ÏÂÚ‡·ÓÎËÁÏ, ‚Â‰Û˘ËÈ Í ÛıÛ‰¯ÂÌË˛ ÙËÁËÓÎÓ„Ë˜Â-
ÒÍÓ„Ó ÒÓÒÚÓflÌËfl. çÂÓ·ıÓ‰ËÏÓ ÓÚÏÂÚËÚ¸, ̃ ÚÓ ÌÂ‰Ó-
ÒÚ‡ÚÓ˜ÌÓ ËÁÛ˜ÂÌÓ ‚ÎËflÌËÂ „ÂÌÌ˚ı ÏÓ‰ËÙËÍ‡ˆËÈ
Ì‡ „ÓÏÂÓÒÚ‡Á Ë ÔÓ‰ÓÎÊËÚÂÎ¸ÌÓÒÚ¸ ÊËÁÌË „ÂÌÂÚË-
˜ÂÒÍË ËÁÏÂÌÂÌÌ˚ı Ó„‡ÌËÁÏÓ‚ Í‡Í Ì‡ ÔÓÔÛÎflˆËÓÌ-
ÌÓÏ, ÍÎÂÚÓ˜ÌÓÏ, Ú‡Í Ë ÏÓÎÂÍÛÎflÌÓÏ ÛÓ‚Ìflı.
ê˚·˚ ÔÂ‰ÒÚ‡‚Îfl˛ÚÒfl Ó‰ÌËÏ ËÁ Ò‡Ï˚ı ÎÛ˜¯Ëı
ÏÓ‰ÂÎ¸Ì˚ı Ó·˙ÂÍÚÓ‚ ‰Îfl ÔÓ‚Â‰ÂÌËfl ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡-
ÌËÈ ‚ ˝ÚÓÏ Ì‡Ô‡‚ÎÂÌËË.
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Influence of the microinjection process on the survival of embryos
Zebrafish (Danio rerio) in the production of transgenic fish

Abstract. Fish belong to convenient objects of research, tk. they are not expensive in the content, they have
transparent shells that allow easy analysis of developmental stages, produce a lot of fertilized eggs required

Влияние процесса микроинъекции на выживаемость эмбрионов зебрафиш (Danio rerio)
при получении трансгенных рыб

àÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËfl ÔÓ‚Â‰ÂÌ˚ ÔË ÔÓ‰‰ÂÊÍÂ îÄçé êÓÒÒËË, Â„ËÒÚ‡ˆËÓÌÌ˚È 
ÌÓÏÂ ÚÂÏ˚ ‹AAAA-A18-118021590138-1
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for introduction of genes. The purpose of this work was to study the effect of the introduction of genetic con-
structs by microinjection on the viability of transgenic model embryos and larvae of fish with fluorescent re-
porter genes. Using a micromanipulator, two different gene constructs containing the reporter gene GFP were
introduced, as a control, distilled water was microinjected. The advantage of these constructs is the intravital
expression of the green fluorescent protein under UV irradiation and FITC filter application. Analysis of devel-
opmental stages, morphological changes in fish, and gene expression were studied on a Lumar 12 stereo mi-
croscope by Zeiss. Within a day, analysis of the early stages of fish development both in control and in experi-
mental groups showed the presence of normal and abnormal forms of development. In addition, non-viable
organisms have been identified in all embryo groups studied. Thus, it is the first day that is the main critical
period of embryo survival. A total of 335 embryos were analyzed, among them in control 60, after the introduc-
tion of water 111, after the introduction of the pCX-EGFP construct 126 and 38 after the pCEEGPF.

The different viability of embryos and larvae in control and using different genetic constructs is shown for the
first time. The critical periods of life of the early stages of development in the experimental groups of fish were
first revealed. Transgenic embryos and Danio rerio larvae were obtained with the mosaic nature of the expression
of the green fluorescent protein (GFP). It should be noted that the influence of gene modifications on the home-
ostasis and the life span of genetically modified organisms at the population, cellular, and molecular levels has not
been sufficiently studied. Further research is needed on the development and life span of transgenic organisms.

Key words: transgenic animals, plasmids, reporter genes, gene expression, microinjection, genetic and con-
struction, embryonic-larval development, zebrafish, survival.
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