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Введение. Примордиальные 

зародышевые клетки (primordial 

germ cells, PGC) являются клетками- 

предшественниками зрелых гамет, 

способными передавать всю гене-

тическую информацию организма 

следующему поколению. Возмож-

ность использования PGC птиц как 

для получения трансгенных птиц 

с помощью методик TALEN или 

CRISPR/Cas, так и в качестве мо-

дели для исследования развития 

зародышевой линии, а также для 

сохранения многих видов диких 

и домашних птиц еще больше по-

высили интерес к этим клеткам.

Пути миграции PGC в эмбрионах 

птиц отличаются от пути их мигра-

ции у млекопитающих [1], что дает 

им огромное преимущество для 

дальнейшего исследования поло-

вых клеток, поскольку их можно 

выделить на разных стадиях эмбри-

онального развития. У эмбрионов 

птиц PGC первоначально обнаружи-

ваются в виде рассеянного рисун-

ка в области pellucida на X стадии 

развития по Эяль- Гилади и Кочав 

[2]. Между этапом X и этапом HH 2 

по Гамбургеру- Гамильтону [3] PGC 

перемещаются пассивно с общим 

движением эмбриональных клеток; 

на стадии HH 4 они активно перехо-

дят на экстраэмбриональный заро-

дышевый серп [2,3]. Впоследствии, 

между стадиями HH 9 и 12, PGC 

перемещаются в кровеносные сосу-

ды, где циркулируют через кровоток 

эмбриона и окончательно оседают 

на генитальном гребне.

В литературе описаны раз-

личные методы выделения PGC 

из эмбриональной ткани и крове-

носных сосудов, включая сорти-

ровку клеток, активируемую флу-

оресценцией (FACS), и магнитно- 

активируемую сортировку клеток 

(MACS) с использованием PGC-

специфических антител [4].

Бусульфан, введенный в ку-

риные яйца на стадии X по Эяль- 

Гилади и Кочав [2], успешно эли-

минирует эндогенные PGC в эм-

брионах, что значительно увели-

чивает долю донорского потомства 

[5]. Бусульфан (1,4-бутандиол- 

диметансульфонат) – это алкили-

рующий агент с высокой цитоток-

сичностью по отношению к заро-

дышевым клеткам, включая PGC 
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бробласты кур (в качестве внеш-

него контроля); 2) нативные PGC; 

и 3) PGC из эмбрионов, обрабо-

танных бусульфаном, на базовой 

среде KnockOut DMEM/F-12 без 

L-глутамина (Gibco, ThermoFisher) 

с добавлением следующих компо-

нентов в расчет на 500 мл среды: 

натрия пируват 1М (Applichem), ну-

клеозиды Embryo Max Nucleosides 

100X (Millipore) – 2,5 мл, Human 

Activin A Recombinant Protein (Gib-

co, Thermo Fisher) – 25 нг/мкл, 

Human FGF-basic (FGF-2/bFGF) 

Recombinant Protein (Gibco, Ther-

mo Fisher) – 10 нг/мкл, Chicken 

Serum (Gibco, Thermo Fisher) – 

2%, 2-меркаптоэтанол (NF, VWR) – 

3,9 мкл, антибиотик- антимикотик 

(Thermo Fisher) до 1Х. Введение 

бусульфана в эмбрионы осущест-

вляли в свежеснесенные яйца 

перед закладкой в инкубатор, 

через отверстие в скорлупе диа-

метром 5-7 мм; под бинокуля-

ром с помощью микроинъектора 

(Narishige IM-11-2, Japan; диаметр 

иглы 30 мкм) вводили суспензию 

бусульфана в диметилформами-

де (75 мкг бусульфана в 250 мкл 

ДМФА) непосредственно в желток. 

Каждые 2 дня проводилась замена 

половины культуральной среды. 

Отношение живых и мертвых кле-

ток оценивали при помощи кра-

сителя трипановый синий (0,5%) 

по стандартной методике. Коли-

чество клеток определяли на авто-

матическом счетчике клеток ТС20 

(Bio- Rad, США).

Для идентификации PGC в трех 

изучаемых культурах клеток был 

проведен анализ экспрессии спец-

ифических примордиальных генов 

в реальном времени. Клетки, про-

мытые 0,1М фосфатного буфера 

(pH=7,0), лизировали реагентом 

ExtractRNA (Евроген, Россия) со-

гласно инструкции производи-

теля и замораживали при -200С. 

Обратную транскриптазу MINT 

(Евроген, Россия) использовали 

ленные из эмбриональной крови, 

могут быть пролиферированы в те-

чении длительного времени в ком-

плексных культуральных средах, 

содержащих куриную сыворот-

ку, фетальную бычью сыворотку 

(FBS), фактор роста фибробластов 

2 (FGF2) и среду, кондициониро-

ванную клетками печени буйвола 

(BRL), сохраняя при этом специ-

фичность клонов и их способность 

к передаче зародышевой линии 

[8]. Сообщалось, что FGF2, инсу-

лин и активин необходимы для 

пролиферации куриных PGCs, что 

позволяет эффективно выращи-

вать и размножать PGC как самцов, 

так и самок кур [9].

Целью данной работы являлась 

идентификация PGC в культуре 

клеток путем анализа экспрессии 

специфических примордиальных 

генов с помощью полимеразной 

цепной реакции (ПЦР) в реальном 

времени в следующих системах 

культивирования: PGC, PGC, об-

работанных бусульфаном, и кон-

трольных клеток фибробластов.

Материал и методика иссле-

дований. Для проведения работ 

были отобраны яйца (n=21) кур 

пушкинской породы мясояичного 

типа продуктивности биоресурсной 

коллекции ВНИИГРЖ. PGC кур от-

бирались на 3-4 сутки инкубации 

из дорсальной аорты эмбрионов 

(стадия HH 14). Яйца инкубировали 

в лабораторном инкубаторе (ИФХ-

250НС, Россия) с периодической 

сменой положения при 37-380C 

и относительной влажности 65-

70%. В скорлупе выпиливалось 

отверстие диаметром 10-15 мм, 

и через полученное отверстие 

под бинокуляром с помощью 

микроинъектора Narishige IM-11-

2 осуществлялся отбор PGC. Клет-

ки культивировали 21 день при 

370C с 4% CO
2
 в инкубаторе HF-90 

(Китай) в базовых средах. В экс-

перименте использовалось три 

системы культивирования: 1) фи-

и сперматогониальные стволовые 

клетки (SSC) в семенниках мышей, 

крыс и птиц. Бусульфан нарушает 

процесс репликации молекулы 

ДНК, что индуцирует поврежде-

ние и опосредованный апоптоз 

зародышевых клеток путем потери 

сигнального пути c-kit/SCF, кле-

точного механизма, необходимого 

во многих типах клеток зародыше-

вой линии. Интересно, что бусуль-

фан цитотоксичен не только для 

PGC ранних эмбрионов, но также 

для циркулирующих PGC в кро-

веносных сосудах, что может ис-

пользоваться для получения более 

высокого процента трансгенных 

птиц путем обработки эндогенных 

PGC бусульфаном. Однако мало 

что известно о клеточных реакциях 

PGC после их обработки бусуль-

фаном [5,6].

Разработка систем культиви-

рования PGC – важнейший этап 

для дальнейшего их использова-

ния в научно- практической дея-

тельности. В первые дни в среде 

культивирования, кроме PGC, 

содержится большое количество 

форменных элементов (клеток) 

крови, которые затрудняют иден-

тификацию PGC и последующую 

работу с ними. При правильном 

культивировании к 21 дню оста-

ются только PGC, а клетки крови 

деградируют. Система долгосроч-

ного культивирования куриных 

PGC была впервые успешно раз-

работана Ван де Лавуаром с соавт. 

в 2006 г. [7]; было показано, что 

bFGF играет существенную роль 

в пролиферации и выживаемо-

сти куриных PGC через митоген- 

активируемый белок киназу (MEK) 

и киназу, регулируемую внекле-

точным сигналом (ERK), помогает 

поддерживать активность теломе-

разы, что вносит вклад в развитие 

зародышевой линии культивиру-

емых PGC в течение длительного 

периода времени и их миграци-

онную активность. PGC кур, выде-
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после остановки реакции, мето-

дом полуколичественного анализа 

мРНК в присутствии экзогенной 

мРНК (эмбриональные фибробла-

сты) в качестве стандарта. В этом 

методе используется ко-обратная 

транскрипция и ко-амплификация 

(ко- ОТ-ПЦР) целевой и стандартной 

мРНК. Эта процедура позволяет 

сравнивать транскрипты с исполь-

зованием паттерна транскрипции 

генов домашнего хозяйства, как 

правило, имеющих постоянную 

ровную экспрессию, таких как 

GAPDH и RSP17, и обычно исполь-

зуемых как внутренний стандарт. 

Получены значения относительно-

го количественного определения 

экспрессии генов (RQ), которые 

группируются по образцу.

Экспрессия почти всех исследу-

емых генов в фибробластах была 

на порядок, а то и на несколько по-

рядков ниже, чем в культурах PGC 

и PGC, обработанных бусульфаном.

Специфические маркерные 

гены DDX4 и DAZL экспрессиро-

Результаты исследований 

и их обсуждение. Количество 

живых клеток (средние значения ± 

стандартная ошибка) в различных 

системах культивирования на 21 

день в расчете на 1 млн./мл среды 

составило в культуре фибробла-

стов 2,37×107±0,01×104, процент 

живых PGC 89%; в культуре PGC 

0,34×106±0,04×106, процент жи-

вых 26%; в культуре PGC c бусуль-

фаном 2,08×106±0,07×106, про-

цент живых 42%. Достоверность 

различия сравниваемых значений 

(по t-критерию Стьюдента) соста-

вила p≤0,01.

Анализ экспрессии генов (см. 

список в табл. 1) в реальном 

времени проведен модифици-

рованным методом количествен-

ного ПЦР, называемым полуко-

личественной ПЦР (пкПЦР, semi-

quantitative PCR). Он часто исполь-

зуется для сравнения экспрессии 

нескольких генов. В данном случае 

измеряют количество накопленно-

го продукта только в одной точке – 

для синтеза первой цепи кДНК 

с одноцепочечной матрицы РНК. 

В табл. 1 приведены праймеры 

к генам, проявляющим специфи-

ческую экспрессию, свой ственную 

только PGC кур. В качестве рефе-

ренсного образца использовали 

эмбриональные фибробласты. 

В качестве эндогенного контро-

ля использовали два референс-

ных гена домашнего хозяйства 

кур, GAPDH (glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase) и RSP17 

(ribosomal protein S17).

Реакцию ПЦР в реальном време-

ни (ПЦР-РВ) проводили на приборе 

Applied Biosystems QuantStudio 5 

(Thermo Fisher Scientific, Inc., США). 

Амплификация кДНК и детекция 

сигнала (40 циклов) проведена 

в следующем режиме: 950C – 

5 мин; 950C – 20 сек; 590C – 20 сек; 

720C – 30 сек (этап сбора данных). 

Результаты получены с использова-

нием оборудования ЦКП «Геном-

ные технологии, протеомика и кле-

точная биология» ФГБНУ ВНИИСХМ.

Таблица 1. Праймеры, использованные для анализа PGC

Ген
Полное 

название гена

Прямой праймер 

(5´-3´)

Обратный праймер 

(5´-3´)

Размер 

ампликона
Номер в NCBI

DDX4
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box 

polypeptide 4 (DDX4)
TGTTATACAAGCAGGGCGGG TTGCTGCTTTTGGAAGGCAC 133 NM_204708.3

DAZL
Deleted in azoospermia-like 

(DAZL)
TGGAACAGAAGACGTCACGG TCATACTCCACTGAGCAGCC 182 NM_204218.2

OCT4

POU domain class 5 

transcription factor 3 

(POU5F3)

GTTGTCCGGGTCTGGTTCTG CTGTAGCCCTGGGATGTCAC 149 NM_001309372.2

SOX2
SRY (sex determining region 

Y)-box 2 (SOX2)
CGAGCTCTGCACATGAAGGA TACCCCGGTCGTCATGGTAT 138 NM_205188.3

NANOG
Homeobox protein NANOG 

(NANOG)
ACTACTACTGGCCCTCTCCG AGTGGCAGAGTCTGGGGTAT 167 NM_001146142.2

SALL4
Spalt-like transcription 

factor 4 (SALL4)
TCCGCCCAATGGGGGTAATTT TGGAGCTCATTTCGCCATCT 208 NM_001080872.2

PIWIL1
Piwi-like RNA-mediated 

gene silencing 1 (PIWIL1)
TCCATCTGAACAGCGGCAAT GGTCATGGAAATCCCGACGA 185 NM_001098852.2

PIWIL2
Piwi-like RNA-mediated 

gene silencing 2 (PIWIL2)
TCCACGGTCGACATGAACTG ATGGTTCGCACGTAGGTCTC 173 XM_040689385.1

CXCR4
C-X-C motif chemokine 

receptor 4 (CXCR4)
CTTCCTGGGTGCCAAGTTCA GCAAGGGAAAGCGTTAGCTG 164 NM_204617.3

PRDM14 PR/SET domain 14 (PRDM14) TTCGTTTTGTCGGAGGAGGG CTGCGTTAACAAACACGGCG 187
ENSGALE00000466677

XM_013101163

PRDM1 PR/SET domain 1 (PRDM1) GACCGTGCTCAGAAGGGAAA AGGTAACAGAGGTAGCGGGT 157 XM_003641038.5

GAPDH
Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH)
TGATGCCCCCATGTTTGTGA GATGGCATGGACAGTGGTCA 166 NM_204305.2

RSP17
Ribosomal protein S17 

(RPS17)
TCCAAAGGACTTCGACCTGC CATTTTAGGGATGCGCGTGG 196 NM_204217
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стволовых клеток и репрессией 

программы соматических клеток 

в клетках- предшественниках. Ус-

ловная инактивация SALL4 во вре-

мя спецификации PGC приводила 

к уменьшению количества PGC 

в эмбриональных гонадах. SALL4 

и PRDM1, как известно, связаны 

с репрессорным комплексом ги-

стоновой деацетилазы; предпо-

лагается, что SALL4 супрессирует 

программу соматических клеток, 

возможно, за счет рекрутирова-

ния репрессорного комплекса 

в сочетании с PRDM1, следова-

тельно, это важно для специфи-

кации PGC [13].

PIWIL1 и PIWIL2, которые отно-

сятся к PIWI-подобному семейству 

и играют решающую роль в кури-

ных зародышевых клетках, были 

сверхэкспрессированы в нативных 

PGC (RQ=14531 и RQ=6274 соответ-

ственно), в PGC, обработанных бу-

сульфаном (RQ=1,66 и RQ=23094), 

а в фибробластах наблюдался 

сравнительно низкий уровень экс-

прессии (RQ=1,015 и RQ=3,1). Дан-

ные гены являются специфичными 

для PGC и используются для под-

тверждения наличия PGC в культу-

ре клеток [12].

Ген CXCR4 не показал экспрес-

сию в PGC и PGC, обработанных 

бусульфаном. При проведении 

или 10,5 сутки, а также мужских 

и женских гонадных PGC на 11,5 

сутки транскрипционная про-

грамма нарушалась и, в конечном 

итоге, данные PGC уничтожались 

путем апоптоза. Таким образом, 

PRDM1 является транскрипцион-

ным фактором, который постоян-

но требуется для всего процесса 

развития PGC. Три транскрипци-

онных фактора – PRDM1, PRDM14 

и TFAP2C – создают программу 

транскрипции для развития PGC 

и вносят свой вклад в работу 

сложной схемы транскрипции ос-

новных транскрипционных факто-

ров плюрипотентности, POU5F1, 

SOX2 и NANOG [12].

Специфический зародыше-

вый ген SALL4 экспрессировался 

во всех клетках: в фибробластах 

(RQ=3,644), в PGC, обработанных 

бусульфаном (RQ=19,044) и в на-

тивных PGC (RQ=8,34). Белок цин-

кового пальца Spalt-like 4 (SALL4) 

является критическим фактором 

транскрипции для плюрипотент-

ности в эмбриональных ство-

ловых клетках (ESC). Он также 

участвует в формировании раз-

личных органов у мышей и лю-

дей. Сообщалось о важной роли 

SALL4 в спецификации PGC мы-

шей. Спецификация PGC сопро-

вождается активацией программы 

вались в PGC на уровне RQ=2,14 

и RQ=78664 соответственно; 

в PGC, обработанных бусульфа-

ном – RQ=206,7 и RQ=4051; в клет-

ках фибробластов – RQ=4,087 

и RQ=1,508 (рис 1). DAZL – спец-

ифичный для зародышевой ли-

нии РНК-связывающий белок, хо-

рошо изученный у позвоночных 

видов из-за его роли в мейотиче-

ской прогрессии и поддержании 

плюрипотентности зародышевых 

клеток. Используя ген DAZL кур 

в качестве маркера зародышевой 

плазмы, Lee с соавт. заметили, 

что аберрантная экспрессия DAZL 

влияет на пролиферацию PGC, экс-

прессию важных генов и апоптоз 

in vitro, предполагая, что данный 

ген играет роль в целостности за-

родышевых клеток кур [10].

Гены плюрипотентности SOX2 

и NANOG имели экспрессию (RQ) 

в клетках PGC на уровне 4196 

и 14,863; в PGC, обработанных бу-

сульфаном – 73,395 и 33,83; в клет-

ках фибробластов – 4,36 и 0,28.

OCT4 (также известный как 

POUV и POU5F3) имел высокую 

экспрессию в PGC (RQ=981,5) 

и низкую – в PGC, обработанных 

бусульфаном (RQ=1,79) и фибро-

бластах (RQ=1,432). Доказано, что 

гены POU5F1 и SOX2 необходимы 

для спецификации PGC, и что 

POU5F1 и NANOG необходимы для 

выживания мигрирующих и гонад-

ных PGC; в отсутствие POU5F1 или 

NANOG эти PGC удаляются путем 

апоптоза [11]. Ген PRDM1 имел 

сверхвысокие уровни экспрессии 

у PGC (RQ=32520) и PGC, обрабо-

танных бусульфаном (RQ=27187) 

и низкие уровни экспрессии у фи-

бробластов (RQ=2,654). Доказано, 

что PRDM1 является критическим 

геном для спецификации PGC 

и играет ключевую роль в под-

держании и надлежащем развитии 

мигрирующих, а также гонадных 

PGC. При отсутствии экспрессии 

PRDM1 в мигрирующих PGC на 9,5 

Рис. 1. График уровней экспрессии для анализа специфичности PGC
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PGC оставались достаточно высо-

кими, особенно по генам PRDM1, 

PIWIL2 и DAZL1, но были ниже, 

чем у нативных PGC, что может 

быть быть отнесено на счет не-

достаточной концентрации или 

недостаточно длительного воз-

действия бусульфана на культу-

ру PGC. Данное явление требует 

дополнительных исследований, 

поскольку противоречит обще-

известным данным.

Исследование выполне-

но за счет гранта Россий-

ского научного фонда №20-

76-10006, https://rscf/proj-

ect/20-76-10006/.

Заключение. Полученные 

данные по экспрессии специфи-

ческих эмбриональных генов раз-

вития, в том числе и транскрип-

ционных факторов, подтвержда-

ют присутствие и развитие PGC 

в культуральной среде. Несмотря 

на то, что обработка бусульфа-

ном по нескольким источникам 

[5,6] должна вызывать повреж-

дение ДНК в клетках- мишенях, 

что приводит к выключению всех 

клеточных механизмов и разру-

шению клеток и должно оста-

навливать рост PGC, уровни экс-

прессии специфических генов 

в обработанных бусульфаном 

повторного эксперимента с целью 

исключения технической ошибки 

результат подтвердился, толь-

ко для PGC уровень экспрессии 

составил 0,22, а для фибробла-

стов – 0,98. Возможно, почти пол-

ное отсутствие экспрессии этого 

гена в PGC связано с отсутствием 

миграции по кровеносному руслу 

эмбриона, поскольку предыдущие 

исследования показали, что ре-

цептор 4, связанный с G-белком 

(CXCR4), экспрессируется мигри-

рующими PGC, которые достигают 

гребня половых органов во время 

циркуляции по кровеносному рус-

лу эмбриона кур [14].
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Identification of Primordial Germ Cells of Pushkin Chicken Breed in Cultures 

by RT-PCR Analysis of Expression of the Specific Genes
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Russian Research Institute of Farm Animal Genetics and Breeding - Branch of the L.K. Ernst Federal Research Center 

for Animal Husbandry

Abstract. Primordial germ cells (PGC) are the progenitor cells of mature gametes. The possibility of use of avi-

an PGC to produce transgenic birds as well as to conserve many species of wild and domestic birds has further 

increased the interest in isolation and culturing of these cells. During the first days of the culturing the culture 

medium contains large amounts of blood cells in addition to PGC, which complicate the identification and subse-

quent application of PGC. With proper cultivation only PGC remain by day 21 while blood cells degrade. There is 

a need to reliably identify PGC for further scientific and practical use. In the study presented the identification 

of PGC was carried out by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis of the expression of 11 specific 

primordial genes in three cell cultures: native PGC, busulfan-treated PGC, and fibroblast cell culture used as the 

control. The results of the expression analysis in these cultures confirm the presence of PGC and their develop-

ment in the culture medium.
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