
Ç‚Â‰ÂÌËÂ. áË„ÓÚ‡ ÒÎÛÊËÚ ÓÔÚËÏ‡Î¸ÌÓÈ ÒÚ‡‰Ë-
ÂÈ ‰Îfl ÔÓÎÛ˜ÂÌËfl Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ˚ı Ó„‡ÌËÁÏÓ‚, ‚ ÍÓ-
ÚÓÛ˛ ‚‚Ó‰flÚ ‚ÂÍÚÓÌ˚Â ÍÓÌÒÚÛÍˆËË, ÔË ˝ÚÓÏ
‚ Ó·ÓËı ÔÓÌÛÍÎÂÛÒ‡ı ‡ÍÚË‚ÌÓ ÔÓÚÂÍ‡ÂÚ ÒËÌÚÂÁ
Ñçä [1]. àÏÂÌÌÓ Ì‡ ˝ÚÓÈ ÒÚ‡‰ËË ‚ÓÁÌËÍ‡ÂÚ fl‰
‚ÓÁÏÓÊÌÓÒÚÂÈ ‰Îfl ËÌÚÂ„‡ˆËË ̋ ÍÁÓ„ÂÌÌÓÈ Ñçä Á‡

Ò˜ÂÚ Ó·‡ÁÓ‚‡ÌËfl ÌÂÍÓ‚‡ÎÂÌÚÌ˚ı Ò‚flÁÂÈ Ò ˝Ì‰Ó-
„ÂÌÌÓÈ Ñçä ‚ ‡ÈÓÌÂ ‰‚ÛıˆÂÔÓ˜Â˜Ì˚ı ‡Á˚‚Ó‚.
ì Ú‡ÍËı ‚Ë‰Ó‚ ÊË‚ÓÚÌ˚ı Í‡Í ÔÚËˆ˚ Ë ˚·˚, ˝Ï-
·ËÓÌ˚ ÒÓ‰ÂÊ‡Ú ÊÂÎÚÓÍ, Ï‡ÒÍËÛ˛˘ËÈ ÔÓÌÛÍ-
ÎÂÛÒ˚ Û Ó‰ÌÓÍÎÂÚÓ˜ÌÓÈ ÒÚ‡‰ËË ‡Á‚ËÚËfl, ˜ÚÓ Á‡-
ÚÛ‰ÌflÂÚ ÔÓˆÂÒÒ ÏËÍÓËÌ˙ÂÍˆËË ÌÂÓ·ıÓ‰ËÏÓ„Ó
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Экспрессия GFP гена у эмбрионов и мальков рыбки Danio rerio
после микроинъекции генетических конструкций 

с разными промоторами

Аннотация. В работе рассматриваются проблемы, связанные с получением трансгенных эмбрионов
и личинок рыб Danio rerio с экспрессией зеленого флуоресцентного гена (GFP) после введения генетиче-
ских конструкций с разными промоторами. Несмотря на то, что оптимальной стадией для получения транс-
генных организмов является зигота, в пронуклеусах которой активно протекает синтез ДНК, у рыб эмбрионы
содержат желток, маскирующий эти пронуклеусы. Вектора вначале попадают в желточную часть эмбриона,
что не позволяет чужеродному генетическому материалу попасть в период первого раунда репликации
ДНК, поэтому в большинстве случаев у таких видов наблюдается мозаичный тип интеграции и экспрессии
трансгена. Как правило, полностью трансгенных рыб получают в результате скрещивания потомства F1
или F2, в половых клетках которых был интегрирован трансген. В наших экспериментах использованы
два типа промоторов: в одном векторе флуоресцентный зеленый белок находился под контролем промо-
тора фактора элонгации человека (плазмида рСЕЕGFP), в другом — под контролем промотора бета актина
цыпленка (плазмида рCX-eGFP). Для получения трансгенных эмбрионов и личинок Danio rerio в область бла-
стодиска через 15–20 минут после оплодотворения при помощи микроинъектора проводили микроинъек-
цию генетических конструкций, содержащих ген GFP. Стадии развития и анализ экспрессии флуоресцент-
ного гена проводили при использовании стереомикроскопа Lumar 12 фирмы Zeiss.

Анализу было подвергнуто 372 эмбриона. После введения двух разных генетических конструкций у боль-
шинства эмбрионов (от 80 до 88%) экспрессия флуоресцентного гена наблюдается на четвертые сутки раз-
вития и около 30% эмбрионов имеют мозаичный паттерн экспрессии на вторые сутки развития только после
микроинъекции рекомбинантной плазмиды рCЕЕGFP. Обращает на себя внимание, что у более 70% эмбрио-
нов экспрессия флуоресцентного гена выявлена в области пищеварительной системы. Начальные этапы
экспрессии GFP гена отличались у эмбрионов рыб, полученных после введения разных векторов: самая ран-
няя экспрессия выявлена на стадии эпиболии (5 часов развития) при использовании конструкции рСЕЕGFP.
После ведения вектора pCX-EGFP впервые экспрессии появились на третьи-четвертые сутки развития.
Наиболее часто локализация активной зоны флуоресценции располагалась в области пищеварительной
системы, а также в отдельных кластерах миоцитов и эпителиальных клеток.

Таким образом, начальные этапы экспрессии GFP гена отличались у эмбрионов рыб, полученных после
введения разных векторов.

Ключевые слова: Danio rerio, трансгенные животные, плазмиды, репортерные гены, экспрессия генов,
GFP.
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‚ÂÍÚÓ‡. äÓÏÂ ÚÓ„Ó, „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍ‡fl ÍÓÌÒÚÛÍˆËfl
ÔÓÒÚÛÔ‡ÂÚ ‚Ì‡˜‡ÎÂ ‚ ÊÂÎÚÓ˜ÌÛ˛ Ó·Î‡ÒÚ¸, ̃ ÚÓ, Í‡Í
Ô‡‚ËÎÓ, ÌÂ ÔÓÁ‚ÓÎflÂÚ ̃ ÛÊÂÓ‰ÌÓÏÛ „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍÓ-
ÏÛ Ï‡ÚÂË‡ÎÛ ÔÓÔ‡ÒÚ¸ ‚ ÔÂËÓ‰ ÔÂ‚Ó„Ó ‡ÛÌ‰‡
ÂÔÎËÍ‡ˆËË Ñçä, ÔÓ˝ÚÓÏÛ ‚ ·ÓÎ¸¯ËÌÒÚ‚Â ÒÎÛ˜‡-
Â‚ Û Ú‡ÍËı ‚Ë‰Ó‚ Ì‡·Î˛‰‡ÂÚÒfl ÏÓÁ‡Ë˜Ì˚È ÚËÔ ËÌ-
ÚÂ„‡ˆËË Ë ̋ ÍÒÔÂÒÒËË Ú‡ÌÒ„ÂÌ‡. ä ‰ÓÒÚÓËÌÒÚ‚‡Ï
ÔËÏÂÌÂÌËfl ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚÌÓ„Ó ÁÂÎÂÌÓ„Ó ·ÂÎÍ‡ ÏÓÊ-
ÌÓ ÓÚÌÂÒÚË ‚ÓÁÏÓÊÌÓÒÚ¸ ‚ËÁÛ‡ÎËÁËÓ‚‡Ú¸ ̋ ÍÒÔÂÒ-
ÒË˛ ÂÔÓÚÂÌÓ„Ó „ÂÌ‡ ÔÓ‰ ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚÌÓÈ ÏËÍ-
ÓÒÍÓÔËÂÈ in vivo [2]. ä‡Í Ô‡‚ËÎÓ, ÔÓÎÌÓÒÚ¸˛
Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ˚ı ˚· ÔÓÎÛ˜‡˛Ú ‚ ÂÁÛÎ¸Ú‡ÚÂ ÒÍÂ˘Ë-
‚‡ÌËfl ÔÓÚÓÏÒÚ‚‡ F1 ËÎË F2, ‚ ÔÓÎÓ‚˚ı ÍÎÂÚÍ‡ı
ÍÓÚÓ˚ı ·˚Î ËÌÚÂ„ËÓ‚‡Ì Ú‡ÌÒ„ÂÌ [3]. ÑÛ„ËÏ
‚‡ÊÌ˚Ï ‡ÒÔÂÍÚÓÏ ÛÒÔÂ¯ÌÓÈ ËÌÚÂ„‡ˆËË Ë ˝ÍÒ-
ÔÂÒÒËË ˜ÛÊÂÓ‰ÌÓ„Ó „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍÓ„Ó Ï‡ÚÂË‡Î‡
fl‚ÎflÂÚÒfl Ì‡ÎË˜ËÂ ÔÓÏÓÚÓÓ‚, ÍÓÚÓ˚Â ·˚‚‡˛Ú
ÌÂÚÍ‡ÌÂÒÔÂˆËÙË˜Ì˚ÏË Ë ÚÍ‡ÌÂÒÔÂˆËÙË˜Ì˚ÏË, ‡-
·ÓÚ‡˛˘ËÏË ÚÓÎ¸ÍÓ ‚ ÓÔÂ‰ÂÎÂÌÌÓÏ ÚËÔÂ ÚÍ‡ÌË.
ç‡Ë·ÓÎÂÂ ÔÓÔÛÎflÌ˚Â ÔÓÏÓÚÓ˚ ÒÎÂ‰Û˛˘ËÂ: Ï˚-
¯Â˜ÌÓ-ÒÔÂˆËÙË˜Ì˚È α-‡ÍÚËÌÓ‚˚È ÔÓÏÓÚÓ [4],
ÌÂÈÓÌ-ÒÔÂˆËÙË˜Ì˚È ÔÓÏÓÚÓ isl-1 [5], ˝ËÚÓ-
Ë‰ÌÓ-ÒÔÂˆËÙË˜ÂÒÍËÈ ÔÓÏÓÚÓ GATA [6], ËÌÒÛÎË-
ÌÓ‚˚Â ÔÓÏÓÚÓ˚ [7], ÒÔÂˆËÙË˜Ì˚È ‰Îfl ÔÂ˜ÂÌË
L-FABP ÔÓÏÓÚÓ [8], ÒÔÂˆËÙË˜Ì˚È ‰Îfl Ï‡ÍÓ-
Ù‡„Ó‚ ÔÓÏÓÚÓ mfap4 [9] Ë ÒÔÂˆËÙË˜Ì˚È ‰Îfl
ÔÓÎÓ‚˚ı ÍÎÂÚÓÍ ÔÓÏÓÚÓ vasa [10]. 

Ç Ì‡¯Ëı ̋ ÍÒÔÂËÏÂÌÚ‡ı ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡Ì˚ ‰‚‡ ÚË-
Ô‡ ÔÓÏÓÚÓÓ‚: ‚ Ó‰ÌÓÏ ‚ÂÍÚÓÂ ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚÌ˚È
ÁÂÎÂÌ˚È ·ÂÎÓÍ Ì‡ıÓ‰ËÎÒfl ÔÓ‰ ÍÓÌÚÓÎÂÏ ÔÓÏÓÚÓ-
‡ Ù‡ÍÚÓ‡ ˝ÎÓÌ„‡ˆËË ˜ÂÎÓ‚ÂÍ‡, ‚ ‰Û„ÓÏ — ÔÓ‰
ÍÓÌÚÓÎÂÏ ÔÓÏÓÚÓ‡ β-‡ÍÚËÌ‡ ˆ˚ÔÎÂÌÍ‡. 

ñÂÎ¸˛ ‰‡ÌÌÓÈ ‡·ÓÚ˚ ·˚ÎÓ ÒÓÁ‰‡ÌËÂ Ë ËÁÛ˜Â-
ÌËÂ Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ˚ı ̋ Ï·ËÓÌÓ‚ Ë Ï‡Î¸ÍÓ‚ ˚· Ò ̋ ÍÒ-
ÔÂÒÒËÂÈ ÂÔÓÚÂÌÓ„Ó „ÂÌ‡ ÁÂÎÂÌÓ„Ó ÙÎÛÓÂÒ-
ˆÂÌÚÌÓ„Ó ·ÂÎÍ‡ GFP, ÔÓÎÛ˜ÂÌÌ˚ı ÔÓÒÎÂ ‚‚Â‰ÂÌËfl
‰‚Ûı ‡ÁÌ˚ı „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËı ÍÓÌÒÚÛÍˆËÈ.

å‡ÚÂË‡Î Ë ÏÂÚÓ‰˚ ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÈ. ÇÁÓÒÎ˚Â
ÓÒÓ·Ë ˚· ÒÓ‰ÂÊ‡ÎËÒ¸ ‚ 30-ÎËÚÓ‚ÓÏ ‡Í‚‡ËÛÏÂ
Ò ÓÔÂ‰ÂÎÂÌÌ˚Ï ÂÊËÏÓÏ ÓÒ‚Â˘ÂÌÌÓÒÚË (13 ˜‡-
ÒÓ‚ — ‰ÂÌ¸, 11 ˜‡ÒÓ‚ — ÌÓ˜¸) ÔË ÚÂÏÔÂ‡ÚÛÂ
26–270ë Ë ÔË ‰‚ÛÍ‡ÚÌÓÏ ÍÓÏÎÂÌËË ‚ ÒÛÚÍË. ÑÎfl
ÔÓÎÛ˜ÂÌËfl ËÍ˚ ‚ÁÓÒÎ˚Â ÓÒÓ·Ë ·˚ÎË ÔÓÏÂ˘ÂÌ˚
‚ ÌÂÂÒÚÓ‚˚È 15-ÎËÚÓ‚˚È ‡Í‚‡ËÛÏ, ÚÂÏÔÂ‡ÚÛÛ
‚Ó‰˚ ÔÓ‰ÌËÏ‡ÎË ‰Ó 29°C, Ò‡ÏˆÓ‚ Ë Ò‡ÏÓÍ ‚ ÒÓÓÚÌÓ-
¯ÂÌËË 2:3 ÒÓ‰ÂÊ‡ÎË ‚ÌÛÚË ÒÂÚ˜‡ÚÓÈ Í‡ÏÂ˚. 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‡ [11]. ÑÎfl ÔÓ‚Â‰ÂÌËfl
ÏËÍÓËÌ˙ÂÍˆËÈ „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËı ÍÓÌÒÚÛÍˆËÈ ˚-
·‡Ï Ì‡ ÏËÍÓÍÛÁÌËˆÂ ·˚ÎË ËÁ„ÓÚÓ‚ÎÂÌ˚ ÏËÍÓ-
Ë„Î˚ ‰Ë‡ÏÂÚÓÏ 12–17 ÏËÍÓÌ. Ç Ó·Î‡ÒÚ¸ ·Î‡ÒÚÓ-
‰ËÒÍ‡ ˜ÂÂÁ 15–20 ÏËÌÛÚ ÔÓÒÎÂ ÓÔÎÓ‰ÓÚ‚ÓÂÌËfl
ÔË ÔÓÏÓ˘Ë ÏËÍÓËÌ˙ÂÍÚÓ‡ ÔÓ‚Ó‰ËÎË ÏËÍÓ-
ËÌ˙ÂÍˆË˛ „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËı ÍÓÌÒÚÛÍˆËÈ, ÒÓ‰ÂÊ‡-
˘Ëı „ÂÌ GFP. ëÚ‡‰ËË ‡Á‚ËÚËfl, ÊËÁÌÂÒÔÓÒÓ·ÌÓÒÚ¸
Ë ‡Ì‡ÎËÁ ˝ÍÒÔÂÒÒËË ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚÌÓ„Ó „ÂÌ‡ ÔÓ-
‚Ó‰ËÎË ÔË ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËË ÒÚÂÂÓÏËÍÓÒÍÓÔ‡ Lu-
mar 12 ÙËÏ˚ Zeiss. ëÚ‡ÚËÒÚË˜ÂÒÍÛ˛ Ó·‡·ÓÚÍÛ
Ï‡ÚÂË‡Î‡ ÔÓ‚Ó‰ËÎË ÔË ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËË Ô‡ÍÂÚ‡
ÔÓ„‡ÏÏ Excel-10 for Windows.

êÂÁÛÎ¸Ú‡Ú˚ ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÈ Ë Ëı Ó·ÒÛÊ‰ÂÌËÂ.
èÂ‚ÓÈ ·˚Î‡ ÔËÏÂÌÂÌ‡ ÍÓÌÒÚÛÍˆËfl CX-eGFP,
ÍÓ‰ËÛ˛˘‡fl ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚÌ˚È ÁÂÎÂÌ˚È ·ÂÎÓÍ, ÍÓ-
ÚÓ‡fl ÍÓÏÂ ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚÂÈ „ÂÌ‡ GFP ÒÓ‰Â-
Ê‡Î‡ β-‡ÍÚËÌÓ‚˚È ÔÓÏÓÚÓ ˆ˚ÔÎÂÌÍ‡, ˝Ìı‡Ì-
ÒÂˆËÚÓÏÂ„‡ÎÓ‚ËÛÒ‡ Ë ÔÓÎË-α ÒË„Ì‡Î β-„ÎÓ·ËÌ‡
ÍÓÎËÍ‡ (ÔÓÙÂÒÒÓ å. Okabe ËÁ ÛÌË‚ÂÒËÚÂÚ‡
„. éÒ‡Í‡ Î˛·ÂÁÌÓ ÂÂ ÔËÒÎ‡Î). ëÓÚÛ‰ÌËÍË àÌ-
ÒÚËÚÛÚ‡ ÏÓÎÂÍÛÎflÌÓÈ „ÂÌÂÚËÍË êÄç (åÓÒÍ‚‡)
ÔÂ‰ÓÒÚ‡‚ËÎË ‰Û„Û˛ 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‡. 

Ç Ú‡·ÎËˆÂ 1 ÔÂ‰ÒÚ‡‚ÎÂÌ˚ ÂÁÛÎ¸Ú‡Ú˚ ̋ ÙÙÂÍ-
ÚË‚ÌÓÒÚË ÔÓÎÛ˜ÂÌËfl Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ˚ı ˚· Ë ÎÓÍ‡ÎË-
Á‡ˆËË ̋ ÍÒÔÂÒÒËË GFP „ÂÌ‡ ‚ ÔÂËÓ‰ ̋ Ï·ËÓÌ‡Î¸-
ÌÓ„Ó ‡Á‚ËÚËfl Danio rerio ÔÓÒÎÂ ‚‚Â‰ÂÌËfl ‰‚Ûı
„ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËı ÍÓÌÒÚÛÍˆËÈ CX-eGFP (GFP1 )
Ë CÖÖGFP (GFP2 ).

ÄÌ‡ÎËÁÛ ·˚ÎÓ ÔÓ‰‚Â„ÌÛÚÓ 372 ̋ Ï·ËÓÌ‡. èÓ-
ÒÎÂ ‚‚Â‰ÂÌËfl ‰‚Ûı ‡ÁÌ˚ı „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËı ÍÓÌÒÚÛÍ-
ˆËÈ Û ·ÓÎ¸¯ËÌÒÚ‚‡ ˝Ï·ËÓÌÓ‚ (ÓÚ 80 ‰Ó 88%)
˝ÍÒÔÂÒÒËfl ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚÌÓ„Ó „ÂÌ‡ ÓÚÏÂ˜ÂÌ‡ Ì‡
˜ÂÚ‚ÂÚ˚Â ÒÛÚÍË ‡Á‚ËÚËfl Ë ÓÍÓÎÓ 30% ˝Ï·ËÓ-
ÌÓ‚ ËÏÂÎË ÏÓÁ‡Ë˜Ì˚È Ô‡ÚÚÂÌ ̋ ÍÒÔÂÒÒËË Ì‡ ‚ÚÓ-
˚Â ÒÛÚÍË ‡Á‚ËÚËfl ÚÓÎ¸ÍÓ ÔÓÒÎÂ ÏËÍÓËÌ˙ÂÍˆËË
ÂÍÓÏ·ËÌ‡ÌÚÌÓÈ ÔÎ‡ÁÏË‰˚ CÖÖGFP (Ú‡·Î.1).
é·‡˘‡ÂÚ Ì‡ ÒÂ·fl ‚ÌËÏ‡ÌËÂ ÚÓ, ˜ÚÓ Û ·ÓÎÂÂ, ˜ÂÏ
70% ̋ Ï·ËÓÌÓ‚ ̋ ÍÒÔÂÒÒËfl ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚÌÓ„Ó „ÂÌ‡
‚˚fl‚ÎÂÌ‡ ‚ Ó·Î‡ÒÚË ÔË˘Â‚‡ËÚÂÎ¸ÌÓÈ ÒËÒÚÂÏ˚.
ä‡Í ·˚ÎÓ ÔÂ‰‚‡ËÚÂÎ¸ÌÓ ÔÓÍ‡Á‡ÌÓ, Ì‡ ‚˚ÊË‚‡Â-
ÏÓÒÚ¸, Ë, ÒÓÓÚ‚ÂÚÒÚ‚ÂÌÌÓ, ÔÓÎÛ˜ÂÌËÂ Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ˚ı 
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ç‡Á‚‡ÌËÂ 
‚ÂÍÚÓ‡ ÇÒÂ„Ó í‡ÌÒ-

„ÂÌ Ì˚ı % çÂ Ú‡ÌÒ -
„ÂÌÌ˚ı % ùÍÒÔÂÒ ÒËfl 

‚ ·˛¯ÌÓÈ Ó·Î‡ÒÚË % àÌ˚Â
ÔÓfl‚ÎÂ ÌËfl %

GFP1, 4 ÒÛÚÍË 165 131 79,4 34 20,6 123 74,5 8 4,8

GFP2, 2 ÒÛÚÍË 126 36 28,6 90 71,4 24 19,0 12 9,5

GFP2, 4 ÒÛÚÍË 81 71 87,7 10 12,3 58 71,6 13 16,0

í‡·ÎËˆ‡ 1. ùÙÙÂÍÚË‚ÌÓÒÚ¸ ÔÓÎÛ˜ÂÌËfl Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ˚ı ˚· Ë ÎÓÍ‡ÎËÁ‡ˆËfl ÏÓÁ‡Ë˜ÌÓÈ 
˝ÍÒÔÂÒÒËË GFP „ÂÌ‡ (Ô=372)

Magazine-1-2019-2_Layout 1  04.04.2019  9:28  Page 10



˚· Ò ̋ ÍÒÔÂÒÒËÂÈ GFP „ÂÌ‡ ÓÚËˆ‡ÚÂÎ¸ÌÓ ‚ÎËflÂÚ
ÔÓˆÂÒÒ ÏËÍÓËÌ˙ÂÍˆËË ˜ÛÊÂÓ‰Ì˚ı „ÂÌÓ‚ [11].
Ç ÍÓÌÚÓÎ¸ÌÓÈ „ÛÔÔÂ ‚˚ÊË‚‡ÂÏÓÒÚ¸ ˝Ï·ËÓÌÓ‚
Ë ÎË˜ËÌÓÍ, ËÏÂ˛˘Ëı ÌÓÏ‡Î¸ÌÓÂ ‡Á‚ËÚËÂ, ·˚Î‡
‰ÓÒÚ‡ÚÓ˜ÌÓ ‚˚ÒÓÍÓÈ Ë ÒÓÒÚ‡‚ËÎ‡ ÓÚ 72 ‰Ó 93%. 

ùÍÒÔÂÒÒËfl GFP „ÂÌ‡ (GFP1) ‚ ̋ Ï·ËÓÌ‡Î¸-
ÌÓ-ÎË˜ËÌÓ˜Ì˚È ÔÂËÓ‰ ‡Á‚ËÚËfl Danio rerio ÔÓ-
ÒÎÂ ÏËÍÓËÌ˙ÂÍˆËË ‚ÂÍÚÓ‡ CX-eGFP.

èÓÒÎÂ ‚‚Â‰ÂÌËfl „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍÓÈ ÍÓÌÒÚÛÍˆËË pCX-
eGFP ‚ Ó·Î‡ÒÚ¸ ·Î‡ÒÚÓ‰ËÒÍ‡ ̋ ÍÒÔÂÒÒË˛ Ì‡·Î˛‰‡-
ÎË ÔÓÒÎÂ 48 ̃ ‡ÒÓ‚, ̃ ‡˘Â Ì‡ ÚÂÚ¸Ë ËÎË ̃ ÂÚ‚ÂÚ˚Â
ÒÛÚÍË ‡Á‚ËÚËfl ÛÊÂ Ì‡ ÒÚ‡‰ËË ÔÂ‰ÎË˜ËÌÍË (ËÒ. 1).

Ç ·ÓÎ¸¯ËÌÒÚ‚Â ÒÎÛ˜‡Â‚ ÁÓÌ˚ ÙÎÛÓÂÒˆÂÌˆËË
‡ÒÔÓÎ‡„‡ÎËÒ¸ ‚ Ó·Î‡ÒÚË ÔË˘Â‚‡ËÚÂÎ¸ÌÓÈ ÒËÒÚÂ-
Ï˚. ç‡ ̄ ÂÒÚ˚Â ÒÛÚÍË ÎË˜ËÌÍË ÔÓ‰‚ËÊÌ˚, ıÓÓ¯Ó
‡Á‚ËÚ˚ Ë ‡ÍÚË‚ÌÓ ÔÓÚÂ·Îfl˛Ú ÍÓÏ. ùÍÒÔÂÒÒË˛
GFP „ÂÌ‡ ÏÓÊÌÓ ‚Ë‰ÂÚ¸ ‚ Ó·Î‡ÒÚË ÔË˘Â‚‡ËÚÂÎ¸-
ÌÓÈ ÒËÒÚÂÏ˚, ‡ Ú‡ÍÊÂ ‚ ÓÚ‰ÂÎ¸Ì˚ı ÍÎÂÚÍ‡ı, Ú‡ÍËı
Í‡Í ˝ÔËÚÂÎË‡Î¸Ì˚Â Ë ÏËÓˆËÚ˚.

ùÍÒÔÂÒÒËfl GFP (GFP2) „ÂÌ‡ ÔÓÒÎÂ ÏËÍÓ-
ËÌ˙ÂÍˆËË „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍÓÈ ÍÓÌÒÚÛÍˆËË CÖÖGFP.

ëÎÂ‰ÛÂÚ ÓÚÏÂÚËÚ¸, ̃ ÚÓ Ì‡ Ì‡˜‡Î¸Ì˚ı ̋ Ú‡Ô‡ı ̋ ÍÒ-
ÔÂËÏÂÌÚÓ‚ ÔÂ‚˚Â ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚÌ˚Â ÏÂÚÍË ˝ÍÒ-
ÔÂÒÒËË „ÂÌ‡ GFP Ì‡·Î˛‰‡ÎË ÚÓÎ¸ÍÓ ̃ ÂÂÁ ÒÛÚÍË
ÔÓÒÎÂ ÓÔÎÓ‰ÓÚ‚ÓÂÌËfl, Ë ÎË¯¸ ‚ Â‰ËÌË˜Ì˚ı ÒÎÛ-
˜‡flı Ì‡·Î˛‰‡ÎË ̋ ÍÒÔÂÒÒË˛ ̋ ÚÓ„Ó „ÂÌ‡ Ì‡ ÒÚ‡‰ËË
˝ÔË·ÓÎËË ̃ ÂÂÁ 5 ̃ ‡ÒÓ‚ ‡Á‚ËÚËfl ̋ Ï·ËÓÌ‡ (ËÒ. 2).

ì ·ÓÎ¸¯ËÌÒÚ‚‡ ̋ Ï·ËÓÌÓ‚ ËÏÂÌÌÓ ̃ ÂÂÁ ÒÛÚÍË
‡Á‚ËÚËfl ıÓÓ¯Ó Á‡ÏÂÚÌ‡ Í‡ÚËÌ‡ ÏÓÁ‡Ë˜ÌÓ„Ó
Ô‡ÚÚÂÌ‡ ˝ÍÒÔÂÒÒËË „ÂÌ‡ GFP Ì‡ ÒÚ‡‰ËË Ù‡ËÌ-
„ÛÎ˚, ÍÓ„‰‡ ÓÒ¸ ÚÂÎ‡ ‚˚‡‚ÌË‚‡ÂÚÒfl ÔÓ ÓÍÛÊÌÓ-
ÒÚË ÊÂÎÚÓ˜ÌÓ„Ó ÏÂ¯Í‡, ÔÓfl‚ÎflÂÚÒfl ÔË„ÏÂÌÚ‡ˆËfl
‚ ÍÓÊÂ Ë „Î‡ÁÌ˚ı fl·ÎÓÍ‡ı, Ë‰ÂÚ ‡ÍÚË‚Ì˚È ÏÓÙÓ-
„ÂÌÂÁ ÒËÒÚÂÏ˚ ÔÂ‚Ë˜Ì˚ı Ó„‡ÌÓ‚ (ËÒ. 3 Å). ùÚÓÚ
ÔÂËÓ‰ Û Danio rerio ‰ÎËÚÒfl ÒÛÚÍË. ç‡Ë·ÓÎÂÂ flÍÓ
˝ÍÒÔÂÒÒËfl GFP „ÂÌ‡ ‚˚‡ÊÂÌ‡ ‚ Ó·Î‡ÒÚË ÊÂÎ-
ÚÓ˜ÌÓ„Ó ÏÂ¯Í‡ (ËÒ. 3Ä). ëÎÂ‰ÛÂÚ ÓÚÏÂÚËÚ¸, ˜ÚÓ
ËÏÂÌÌÓ ̋ ÚÓÚ ÔÂËÓ‰ ‡Á‚ËÚËfl Û ̋ Ï·ËÓÌÓ‚ ÁÂ·‡-
ÙË¯ fl‚ÎflÂÚÒfl ÍËÚË˜Ì˚Ï Ë ÒÓÔÓ‚ÓÊ‰‡ÂÚÒfl ÔÓ-
‚˚¯ÂÌÌÓÈ „Ë·ÂÎ¸˛ [11].

óÂÂÁ 48 ˜‡ÒÓ‚ ‡Á‚ËÚËfl Á‡‚Â¯‡ÂÚÒfl ÏÓÙÓ-
„ÂÌÂÁ Ó„‡ÌÓ‚, ıfl˘‡, ıÓÓ¯Ó ÒÙÓÏËÓ‚‡Ì „ÓÎÓ‚-
ÌÓÈ Ë „Û‰ÌÓÈ ÓÚ‰ÂÎ˚ ÚÛÎÓ‚Ë˘‡, ‡ÒËÌıÓÌÌÓ ÔÓ-
ËÒıÓ‰ËÚ ‚˚ÎÛÔÎÂÌËÂ ˝Ï·ËÓÌÓ‚ ËÁ Ó·ÓÎÓ˜ÂÍ. 

Рубрика: Молекулярная генетика

11Экспрессия GFP гена у эмбрионов и мальков рыбки Danio rerio после микроинъекции 
генетических конструкций с разными промоторами

Рис. 1. Экспрессия GFP гена в области пищеварительной
системы на стадии предличинки

Рис. 2. Экспрессия флуоресцентного гена GFP на
эмбриональной стадии эпиболии (5 часов развития)

Рис. 3. Суточный эмбрион Danio rerio (Б). Экспрессия
флуоресцентного гена GFP на эмбриональной стадии

фарингула перед вылуплением из оболочки (А)

а

б
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á‡‚Â¯‡ÂÚÒfl ÏÓÙÓ„ÂÌÂÁ Ó„‡ÌÓ‚, ıfl˘‡, ıÓ-
Ó¯Ó ÒÙÓÏËÓ‚‡Ì „ÓÎÓ‚ÌÓÈ Ë „Û‰ÌÓÈ ÓÚ‰ÂÎ˚
ÚÛÎÓ‚Ë˘‡, ‡ÒËÌıÓÌÌÓ ÔÓËÒıÓ‰ËÚ ‚˚ÎÛÔÎÂÌËÂ
˝Ï·ËÓÌÓ‚ ËÁ Ó·ÓÎÓ˜ÂÍ (ËÒ. 4Ä). Ç ˝ÚÓÚ ÔÂËÓ‰
ÏÓÁ‡ËˆËÁÏ ˝ÍÒÔÂÒÒËË ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚÌÓ„Ó „ÂÌ‡ ıÓ-
Ó¯Ó ‚˚‡ÊÂÌ. è‡‡ÎÎÂÎ¸ÌÓ Ò ‡ÍÚË‚ÌÓÈ ̋ ÍÒÔÂÒ-
ÒËÂÈ ‚ Ó·Î‡ÒÚË ÊÂÎÚÓ˜ÌÓ„Ó ÏÂ¯Í‡ Á‡ÏÂÚÌ˚ ÍÎ‡ÒÚÂ-
˚ ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚÌ˚ı ÍÎÂÚÓÍ ‚ Ó·Î‡ÒÚË „ÓÎÓ‚ÌÓ„Ó
ÏÓÁ„‡, ËÌÓ„‰‡ „Î‡Á (ËÒ 4Å). Ç‰ÓÎ¸ ÚÛÎÓ‚Ë˘‡ ‚ÒÚÂ-
˜‡˛ÚÒfl ÓÚ‰ÂÎ¸Ì˚Â Û˜‡ÒÚÍË Ï˚¯Â˜ÌÓÈ ÚÍ‡ÌË Ë ̋ ÔË-
ÚÂÎË‡Î¸Ì˚Â ÍÎÂÚÍË Ò ̋ ÍÒÔÂÒÒËÂÈ ÁÂÎÂÌÓ„Ó ÙÎÛÓ-
ÂÒˆÂÌÚÌÓ„Ó ·ÂÎÍ‡.

ä 72 ̃ ‡Ò‡Ï ‡Á‚ËÚËfl ÔÎ‡‚‡ÚÂÎ¸Ì˚È ÔÛÁ˚¸ Ì‡-
‰Û‚‡ÂÚÒfl, Ì‡˜ËÌ‡˛ÚÒfl ÔÓËÒÍË Â‰˚, ÔÓfl‚ÎflÂÚÒfl ‡Í-
ÚË‚Ì‡fl ÔÓ‰‚ËÊÌÓÒÚ¸ Ï‡Î¸Í‡. Ç ̋ ÚÓÚ ÔÂËÓ‰ Ô‡ÚÚÂÌ
˝ÍÒÔÂÒÒËË GFP „ÂÌ‡ ÒÓı‡ÌflÂÚÒfl. ç‡ ̃ ÂÚ‚ÂÚ˚Â
ÒÛÚÍË Û ˚·ÓÍ Ì‡˜ËÌ‡ÂÚÒfl ÎË˜ËÌÓ˜Ì‡fl ÒÚ‡‰Ëfl Ò ‡Í-
ÚË‚ÌÓÈ ÙÓÏÓÈ ÔËÚ‡ÌËfl (ËÒ. 5Ä). ùÍÒÔÂÒÒËfl
Û ÌÂÍÓÚÓÓÈ ̃ ‡ÒÚË ÍÎÂÚÓ˜ÌÓ„Ó ÒÓÒÚ‡‚‡ ÔËÓ·ÂÚ‡ÂÚ
Ú‡ÌÁËÂÌÚÌ˚È ı‡‡ÍÚÂ, ÒÓı‡ÌflÂÚÒfl ËÌÚÂÌÒË‚Ì‡fl
ÙÎÛÓÂÒˆÂÌˆËfl ‚ Ó·Î‡ÒÚË ÔË˘Â‚‡ËÚÂÎ¸ÌÓÈ ÒËÒÚÂ-
Ï˚ (ËÒ. 5Ä), ‚ ÌÂÍÓÚÓ˚ı ÏËÓˆËÚ‡ı Ë ÍÎÂÚÍ‡ı
ÍÓÊÌÓ„Ó ÔÓÍÓ‚‡ (5Å), ÔÓfl‚Îfl˛ÚÒfl ÓÚ‰ÂÎ¸Ì˚Â

ÍÎ‡ÒÚÂ˚ Ò‚ÂÚfl˘ËıÒfl ˜Â¯ÛÂÍ ‚ Ó·Î‡ÒÚË „ÓÎÓ‚˚
Ë ÚÛÎÓ‚Ë˘‡. ì ‚ÒÂı ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌÌ˚ı Ï‡Î¸ÍÓ‚ ÒÎÂ-
‰ÛÂÚ ÓÚÏÂÚËÚ¸ ÏÓÁ‡Ë˜Ì˚È Ô‡ÚÚÂÌ ̋ ÍÒÔÂÒÒËË Â-
ÔÓÚÂÌÓ„Ó „ÂÌ‡.

í‡ÍËÏ Ó·‡ÁÓÏ, Ì‡˜‡Î¸Ì˚Â ˝Ú‡Ô˚ ˝ÍÒÔÂÒÒËË
GFP „ÂÌ‡ ÓÚÎË˜‡ÎËÒ¸ Û ̋ Ï·ËÓÌÓ‚ ˚·, ÔÓÎÛ˜ÂÌÌ˚ı
ÔÓÒÎÂ ‚‚Â‰ÂÌËfl ‡ÁÌ˚ı ‚ÂÍÚÓÓ‚: Ò‡Ï‡fl ‡ÌÌflfl
˝ÍÒÔÂÒÒËfl ‚˚fl‚ÎÂÌ‡ Ì‡ ÒÚ‡‰ËË ̋ ÔË·ÓÎËË (5 ̃ ‡ÒÓ‚
‡Á‚ËÚËfl) ÔË ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËË ÍÓÌÒÚÛÍˆËË ëÖ-
ÖGFP; ÔÓÒÎÂ ‚Â‰ÂÌËfl ‚ÂÍÚÓ‡ pCX-EGFP ‚ÔÂ-
‚˚Â ˝ÍÒÔÂÒÒËË ÔÓfl‚ËÎËÒ¸ Ì‡ ÒÚ‡‰ËË ÚÂı-˜ÂÚ˚-
Âı ÒÛÚÓÍ ‡Á‚ËÚËfl. èË ‚‚Â‰ÂÌËË ‰‚Ûı ‡ÁÌ˚ı
„ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËı ÍÓÌÒÚÛÍˆËÈ Û ·ÓÎ¸¯ËÌÒÚ‚‡ ̋ Ï·ËÓ-
ÌÓ‚ ̋ ÍÒÔÂÒÒËfl ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚÌÓ„Ó „ÂÌ‡ Ì‡·Î˛‰‡ÂÚ-
Òfl Ì‡ ÎË˜ËÌÓ˜ÌÓÈ ÒÚ‡‰ËË. ç‡Ë·ÓÎÂÂ ̃ ‡ÒÚÓ ÎÓÍ‡ÎË-
Á‡ˆËfl ‡ÍÚË‚ÌÓÈ ÁÓÌ˚ ÙÎÛÓÂÒˆÂÌˆËË ‡ÒÔÓÎ‡„‡Î‡Ò¸
‚ Ó·Î‡ÒÚË ÔË˘Â‚‡ËÚÂÎ¸ÌÓÈ ÒËÒÚÂÏ˚, ‡ Ú‡ÍÊÂ ‚ ÓÚ-
‰ÂÎ¸Ì˚ı ÍÎ‡ÒÚÂ‡ı ÏËÓˆËÚÓ‚ Ë ˝ÔËÚÂÎË‡Î¸Ì˚ı
ÍÎÂÚÓÍ.

ÇÔÂ‚˚Â ‚ 2003 „Ó‰Û ‚ Î‡·Ó‡ÚÓËË ñ‡fl ·˚Î‡
ÒÓÁ‰‡Ì‡ Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ‡fl ÎËÌËfl ÏÂ‰‡ÍË, ‚ ÍÓÚÓÓÈ ÔÓ-
‚ÒÂÏÂÒÚÌÓ Ó·Ì‡ÛÊË‚‡Î‡Ò¸ ÁÂÎÂÌ‡fl ÙÎÛÓÂÒˆÂÌˆËfl

ГЕНЕТИКА И РАЗВЕДЕНИЕ ЖИВОТНЫХ 1/2019

12 Л. В. Козикова, Е. А. Полтева  ©

Рис. 4. 2-х суточный эмбрион зебрафиш (А). 
Б — Экспрессия GFP гена через 48 часов после

оплодотворения

а

б

Рис. 5. Экспрессия GFP гена в области
пищеварительной системы на четвертые сутки развития

Danio rerio (А) и в некоторых эпителиальных клетках 
и миоцитах (Б).

а

б
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‚ÓÍÛ„ ‚ÒÂÈ ˚·˚ ÓÚ ÔÓÍÓÎÂÌËÈ F0 ‰Ó F2 ‚ ÒÓÓÚ-
‚ÂÚÒÚ‚ËË Ò ÏÂÌ‰ÂÎÂ‚ÒÍËÏ Ì‡ÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÂÏ [12]. Ç ̂ Ë-
ÚËÓ‚‡ÌÌÓÈ ‡·ÓÚÂ ·˚Î ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡Ì ÔÓÏÓÚÓ β-
‡ÍÚËÌ‡ ÏÂ‰‡ÍË. èÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚË Ñçä ‚˚¯Â-
ÛÔÓÏflÌÛÚ˚ı ÔÓÏÓÚÓÓ‚ ‡ÁÏÂÓÏ ÓÚ 0,5 ‰Ó 6,5
Ú.Ô.Ì. ‰ÓÒÚ‡ÚÓ˜Ì˚ ‰Îfl ÚÓ„Ó, ˜ÚÓ·˚ Á‡ÒÚ‡‚ËÚ¸ Â-
ÔÓÚÂ GFP ËÏËÚËÓ‚‡Ú¸ ÚÍ‡ÌÂÒÔÂˆËÙË˜ÂÒÍÛ˛
˝ÍÒÔÂÒÒË˛ „ÂÌ‡. Ç Ì‡¯Ëı ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËflı ‰ÎËÌ‡
‚ÂÍÚÓÓ‚ ÒÓÒÚ‡‚ÎflÎ‡ 5,5 Ú.Ô.Ì. Ë 4,2 Ú.Ô.Ì., ‡ ‚ fl-
‰Â ‡·ÓÚ ÛÍ‡Á‡ÌÓ, ˜ÚÓ ÚÂ·ÛÂÚÒfl ·ÓÎÂÂ ‰ÎËÌÌ‡fl
Â„ÛÎflÚÓÌ‡fl ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚ¸ Ñçä, Ú‡Í‡fl
Í‡Í ·ÓÎÂÂ 20 Ú.Ô.Ì., ‰Îfl ÔÓÎÌÓ„Ó ÔÓ‚ÚÓÂÌËfl ı‡-
‡ÍÚÂÌ˚ı ÔÓÙËÎÂÈ ˝ÍÒÔÂÒÒËË ˝Ì‰Ó„ÂÌÌ˚ı „Â-
ÌÓ‚. ë ̂ ÂÎ¸˛ Û‚ÂÎË˜ÂÌËfl ‡ÁÏÂÓ‚ ‚ÂÍÚÓÓ‚ ÒÚ‡-
ÎË ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡Ú¸ ·‡ÍÚÂË‡Î¸ÌÛ˛ ËÒÍÛÒÒÚ‚ÂÌÌÛ˛
ıÓÏÓÒÓÏÛ (ÇÄC). àÌÚÂÂÒÌ˚Â ÂÁÛÎ¸Ú‡Ú˚ ·˚ÎË
ÔÓÎÛ˜ÂÌ˚ „ÛÔÔÓÈ ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎÂÈ ÔÓ‰ ÛÍÓ‚Ó‰-
ÒÚ‚ÓÏ ÔÓÙÂÒÒÓ‡ óÂÌ, ÍÓÚÓ˚Â ÒÍÓÌÒÚÛËÓ‚‡ÎË
ÍÎÓÌ BAC ‡ÁÏÂÓÏ 150 Í· Ò ÔÓÏÓÚÓÓÏ ˚·ÓÍ
‰‡ÌËÓ myf5, Ë Ò„ÂÌÂËÓ‚‡ÎË Ú‡ÌÒ„ÂÌÌÛ˛ ÎËÌË˛
Tg (myf5: gfp) [13]. ùÚ‡ Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ‡fl ÎËÌËfl ÒÔÓ-
ÒÓ·Ì‡ ÔÓ‚ÚÓflÚ¸ ÒÔÂˆËÙË˜ÂÒÍÛ˛ ‰Îfl ÒÓÏËÚÓ‚ Ë Á‡-
‚ËÒfl˘Û˛ ÓÚ ÒÚ‡‰ËË ̋ ÍÒÔÂÒÒË˛ ̋ Ì‰Ó„ÂÌÌÓ„Ó myf5
Ì‡ ‡ÌÌÂÈ ÒÚ‡‰ËË ‡Á‚ËÚËfl, ̃ ÚÓ Ë„‡ÂÚ ‚‡ÊÌÛ˛ ÓÎ¸
‰Îfl ËÁÛ˜ÂÌËfl Â„ÛÎflˆËË „ÂÌÓ‚, Ì‡˜ËÌ‡fl Ò ‡ÌÌÂ-
„Ó ˝Ï·ËÓ„ÂÌÂÁ‡. 

àÁ‚ÂÒÚÌÓ, ̃ ÚÓ „ÂÌ Tbx5 fl‚ÎflÂÚÒfl Ù‡ÍÚÓÓÏ Ú‡ÌÒ-
ÍËÔˆËË T-box, ÓÚ‚ÂÚÒÚ‚ÂÌÌ˚Ï Á‡ ÒÔÂˆËÙËÍ‡ˆË˛
ÚËÔ‡ ÍÎÂÚÓÍ Ë ÏÓÙÓ„ÂÌÂÁ. îÂÌÓÚËÔ˚ ÏÛÚ‡ÌÚ‡ tbx5
Ó˜ÂÌ¸ ÔÓıÓÊË Û ÏÎÂÍÓÔËÚ‡˛˘Ëı Ë ˚·ÓÍ ‰‡ÌËÓ.
í‡ÍËÏ Ó·‡ÁÓÏ, Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ‡fl ˚·‡ ÒÓ ÒÔÂˆËÙË˜Â-
ÒÍÓÈ ‰Îfl ÒÂ‰ˆ‡ ÙÎÛÓÂÒˆÂÌˆËÂÈ ÏÓ„Î‡ ·˚ Ó·ÂÒ-
ÔÂ˜ËÚ¸ ÒÍËÌËÌ„ ÎÂÍ‡ÒÚ‚ ÓÚ ÒÂ‰Â˜ÌÓ-ÒÓÒÛ‰ËÒÚ˚ı
Á‡·ÓÎÂ‚‡ÌËÈ. Ñ‡ÌËÓ ÂËÓ ÒÚ‡ÌÓ‚ËÚÒfl ÔÓÔÛÎflÌ˚Ï
˝ÍÒÔÂËÏÂÌÚ‡Î¸Ì˚Ï ÊË‚ÓÚÌ˚Ï ‰Îfl ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÈ
‡Í‡ ˜ÂÎÓ‚ÂÍ‡, ÓÚ˜‡ÒÚË ÔÓÚÓÏÛ, ˜ÚÓ Ë‰ÂÌÚËÙËˆË-
Ó‚‡Ì˚ „ÓÏÓÎÓ„Ë ˚· ̃ ÂÎÓ‚Â˜ÂÒÍËı ÓÌÍÓ„ÂÌÓ‚ Ë „Â-

ÌÓ‚-ÒÛÔÂÒÒÓÓ‚ ÓÔÛıÓÎÂÈ, ‡ ÓÚ˜‡ÒÚË ÔÓÚÓÏÛ, ̃ ÚÓ
ÒË„Ì‡Î¸Ì˚Â ÔÛÚË, Â„ÛÎËÛ˛˘ËÂ ‡Á‚ËÚËÂ ‡Í‡,
ÒÓı‡Ìfl˛ÚÒfl [14]. ÉËÒÚÓÎÓ„Ë˜ÂÒÍËÂ ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËfl
fl‰‡ ÓÔÛıÓÎÂÈ ˚· Ë ˜ÂÎÓ‚ÂÍ‡ ÓÍ‡Á‡ÎËÒ¸ ÔÓıÓ-
ÊËÏË [15], ÔË ˝ÚÓÏ Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ‡fl ÎËÌËfl ˚·ÓÍ
Danio rerio Ò ÍÓÊÌÓ-ÒÔÂˆËÙË˜ÂÒÍÓÈ Í‡ÒÌÓÈ ÙÎÛÓ-
ÂÒˆÂÌˆËÂÈ ÏÓÊÂÚ ·˚Ú¸ ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡Ì‡ ‰Îfl Ó·Ì‡-
ÛÊÂÌËfl ÓÔÛıÓÎÂÈ ÍÓÊË [16]. ÉÂÌÂÚË˜ÂÒÍË ËÁÏÂ-
ÌÂÌÌ˚Â Ó„‡ÌËÁÏ˚ ÏÓ„ÛÚ ÒÎÛÊËÚ¸ ̋ ÍÓÎÓ„Ë˜ÂÒÍËÏ
ËÌ‰ËÍ‡ÚÓÓÏ ‰Îfl Ó·Ì‡ÛÊÂÌËfl Á‡„flÁÌfl˛˘Ëı ‚Â-
˘ÂÒÚ‚, ÔË ̋ ÚÓÏ, ̋ ÚË ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËfl ÒÓÒÂ‰ÓÚÓ˜ÂÌ˚
Ì‡ ÔÓÍ‡Á‡ÚÂÎflı ÒÏÂÚÌÓÒÚË Ë ‡ÌÓÏ‡ÎËflı ˝Ï·ËÓ-
Ì‡Î¸ÌÓ„Ó ‡Á‚ËÚËfl. ä ÓÒÌÓ‚Ì˚Ï Á‡„flÁÌËÚÂÎflÏ
ÓÍÛÊ‡˛˘ÂÈ ÒÂ‰˚ ‰Îfl ÊË‚ÓÚÌ˚ı ÓÚÌÓÒflÚÒfl ‡Ó-
Ï‡ÚË˜ÂÒÍËÂ Û„ÎÂ‚Ó‰ÓÓ‰˚, ÚflÊÂÎ˚Â ÏÂÚ‡ÎÎ˚ Ë ̋ Ò-
ÚÓ„ÂÌ˚ [17]. èËÏÂÌÂÌËÂ Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ˚ı ˚· ÔÓÁ-
‚ÓÎËÚ ÓÚ‚ÂÚËÚ¸ Ì‡ fl‰ ‚ÓÔÓÒÓ‚: ‚˚Á˚‚‡˛Ú ÎË
ÚÓÍÒËÍ‡ÌÚ˚ ‰ÂÙÂÍÚ˚ ‚ „ÂÌ‡ı ‚Ó ‚ÂÏfl ˝Ï·ËÓ„Â-
ÌÂÁ‡; Í‡Í ‚ÎËfl˛Ú Á‡„flÁÌfl˛˘ËÂ ‚Â˘ÂÒÚ‚‡ Ì‡ ̋ ÍÒ-
ÔÂÒÒË˛ ÂÔÓÚÂÌ˚ı „ÂÌÓ‚, Ì‡ıÓ‰fl˘ËıÒfl ÔÓ‰
ÍÓÌÚÓÎÂÏ ÚÍ‡ÌÂÒÔÂˆËÙË˜ÂÒÍËı ÔÓÏÓÚÓÓ‚; Í‡Í
Á‡‚ËÒËÚ ‚ÎËflÌËÂ Á‡„flÁÌËÚÂÎÂÈ Ì‡ ̋ Ï·ËÓÌ‡Î¸ÌÓÂ
‡Á‚ËÚËÂ ÓÚ ‰ÓÁËÓ‚ÍË?

Ç Á‡ÍÎ˛˜ÂÌËÂ ÒÎÂ‰ÛÂÚ ÓÚÏÂÚËÚ¸, ˜ÚÓ ÏÓ‰ÂÎ¸
Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ˚ı ˚· Ó·ÂÒÔÂ˜Ë‚‡ÂÚ ̋ ÙÙÂÍÚË‚Ì˚È ÔÓ‰-
ıÓ‰ in vivo ‰Îfl Ë‰ÂÌÚËÙËÍ‡ˆËË Â„ÛÎflÚÓÌ˚ı ÔÓ-
ÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚÂÈ Ñçä, ‡ Ú‡ÍÊÂ ‰Îfl ÓÔÂ‰ÂÎÂÌËfl
ÙÛÌÍˆËË „ÂÌÓ‚, ÍÓÏÂ ̋ ÚÓ„Ó, Ëı ÏÓÊÌÓ ËÒÔÓÎ¸ÁÓ-
‚‡Ú¸ ‰Îfl ÒÍËÌËÌ„‡ ÎÂÍ‡ÒÚ‚ Ë ‚ Í‡˜ÂÒÚ‚Â ˝ÍÓÎÓ-
„Ë˜ÂÒÍËı ËÌ‰ËÍ‡ÚÓÓ‚ ‰Îfl ‚˚fl‚ÎÂÌËfl Á‡„flÁÌfl˛-
˘Ëı ‚Â˘ÂÒÚ‚ ‚ ÓÍÛÊ‡˛˘ÂÈ ÒÂ‰Â. ëÚ‡ÌÓ‚ËÚÒfl
ÔÓÔÛÎflÌ˚Ï ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËÂ Ú‡ÌÒ„ÂÌÌ˚ı ˚·ÓÍ
Danio rerio ‚ Í‡˜ÂÒÚ‚Â ÏÓ‰ÂÎ¸Ì˚ı Ó„‡ÌËÁÏÓ‚
‰Îfl ËÁÛ˜ÂÌËfl ̋ ÚËÓÎÓ„ËË fl‰‡ ·ÓÎÂÁÌÂÈ ̃ ÂÎÓ‚ÂÍ‡,
Ú.Í. ÓÚÏÂ˜ÂÌ ÍÓÌÒÂ‚‡ÚËÁÏ „ÂÌÓ‚, ‡ Ú‡ÍÊÂ ÏÂı‡ÌËÁ-
ÏÓ‚ Â„ÛÎflˆËË ÍÓÌÚÓÎfl ‡Á‚ËÚËfl ÚÍ‡ÌÂÈ Ë Ó„‡-
ÌÓ‚ Û ·ÓÎ¸¯ËÌÒÚ‚‡ ÔÓÁ‚ÓÌÓ˜Ì˚ı Ó„‡ÌËÁÏÓ‚ [18].
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Kozikova L., Polteva E.

Expression of GFP gene in embryos and larvaе Dania rerio fishes
after microinjection of genetic vectors with different promoters

Abstract. The paper deals with the problems associated with obtaining Danio rerio transgenic embryos and
larvae with the expression of the green fluorescent gene (GFP) after the introduction of genetic constructs with
different promoters. Despite the fact that the optimal stage for obtaining transgenic organisms is a zygote, in the
pronuclei of which DNA synthesis is actively proceeding, in fish, embryos contain a yolk that masks these pronuclei.
The vectors initially fall into the yolk part of the embryo, which does not allow foreign genetic material to enter
the period of the first round of DNA replication, therefore, in most cases, these species show a mosaic type of
transgene integration and expression. As a rule, fully transgenic fish are obtained by crossing the offspring F1 or
F2, in the germ cells of which the transgene was integrated. In our experiments, two types of promoters were
used: in one vector, the fluorescent green protein was under the control of the human elongation factor promoter
(plasmid pCEEGFP), in the other, under the control of the chicken beta actin promoter (plasmid pCX-eGFP).To ob-
tain transgenic embryos and Danio rerio larvae, in the blastodisc area, 15–20 minutes after fertilization, a microin-
jector was used to microinject genetic constructs containing the GFP gene. The developmental stages and analysis
of the expression of the fluorescent gene were performed using a Lumar- 12 stereomicroscope from Zeiss.

372 embryos were analyzed. After the introduction of two different genetic constructs in most embryos (from
80 to 88%), expression of the fluorescent gene is observed on the fourth day of development, and only about 30%
of embryos have a mosaic pattern of expression on the second day of development only after microinjection of
the recombinant plasmid pCEEEGFP. It is noteworthy that in more than 70% of embryos, expression of the fluo-
rescent gene was detected in the area of the digestive system. The initial stages of GFP gene expression differed
in fish embryos obtained after the introduction of different vectors: the earliest expression was detected at the
epibolia stage (5 hours of development) using the pCEEGFP construct. After maintaining the pCX-EGFP vector,
expression first appeared on the third to fourth day of development. Most often, the localization of the fluorescence
core was located in the region of the digestive system, as well as in separate clusters of myocytes and epithelial cells.
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Thus, the initial stages of expression of the GFP gene differed in fish embryos obtained after the introduction
of different vectors. Transgenic fish are widely used. The models of transgenic fish allow in vivo to identify reg-
ulatory DNA sequences, as well as to determine the functions of genes, and serve as indicators for identifying
pollutants in the environment, they can be used for screening drugs. Danio rerio transgenic fish are used as
model organisms in the development of a number of human diseases, because most genes and their regulation
to control the development of tissues and organs are conservative.

Keywords: Danio rerio, transgenic animals, plasmids, reporter genes, gene expression, GFP. 
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