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МЕТОД МИКРОИНЪЕКЦИЙ ЭКЗОГЕННОЙ ДНК В ИКРУ РЫБ 
С ЦЕЛЬЮ ПОЛУЧЕНИЯ ТРАНСГЕННЫХ ЖИВОТНЫХ

Г К. ШАХБАЗЯН. И Д КАЗАРЯН
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Для решения как фундаментальных, так л прикладных биотехнологи­
ческих задач все большее распространение получает трансгенная техн- 
...дня. Грансгены часто экспрессируются а вызывают изменения в сп 
:еж тканевой специфичности, физиологических реакциях а иногда во 
всей программе развития организма. Таким образом, открывается путь 
г изучению функциональной роли и регуляции экспрессии клонирован­
ных генов на уровне целого организма.

Разработан целый ряд методик, позволяющих вводить различные 
последовательности ДИК в клетки зародышевого пути животных. К од­
ному из наиболее распространенных из них относится метод микроипь- 
екций генетического материала в зиготы и ранние эмбрионы различных 
животных КЗ. 5].

Для микроииъекцйй используются рекомбинантные конструкции, 
содержащие индивидуальные гены, которые помещаются под контроль 
различных гетерологических промоторов, обеспечивающих тканеснеш։ 
фичпость экспрессии генов.

Целью настоящей работы явилось изучение интеграции и экспрес­
сии экзогенного генетического материала.

Привлекательными моделями для подобного рода работ, ввиду до­
статочной изученности эмбриогенеза и сравнительной простоты методи­
ческих подходов, являются рыбы [2, Ц

Мдге/’.-д.-.! и методика. Работу прозопили та зрелой икре карпа (Сурнгидае). ко­
торую получали в ответ на инъекции самкам гормона гонадотропина. Яйцеклетка 
осеменяли гусх-нзиен спермы при 20° и помещали и аппарат на обсскленвэхнс. В 
оплодотворенное яйцо карпа мнкроилъецнрозали рекомбинантную молекулу, кото­
рая состояла ։з слитного гена гомосернякинззы ։։ греовинсмнтстазы под контролем 
пр -мотора гена мегаллотсонеина мыши.

Рекомбинантную ДИК выделяли из £. соИ С 600 методом щелочного лизиса [I] 
и очищали 9М Ь։С1 с последующим осаждением ДНК полиэтнлеигликолем 6000. 
Дальнейшую очистку проводили па колонке с сс-фарозой 4В. Суперскрученную ДНК 
линеаризовали при помощи рестрицтазы Крп 1 и переосаждалн этанолом. Препа­
рат расгв -рял-и я 10 м.М трис-ПС! (pH 7.5) я 0.1 м.М ЭДТА, после чего использовали 
для микройнъекций
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В цитоплазму формирующегося бластодиска и:гц михроинъсцкроаали 20 ил рас- 
тзо ра.

Результаты и обсуждение. Получение трансгенных рыб осуществ­
ляли с помощью микроинъекций. Для фиксирования обёСклсенную ик­
ру помещали в лунку пластинки из оргстекла, а микропипетку, изготов­
ленную из капилляра с оттянутым концом (диаметр кончика микропи-

Vc’JHGUh.-. для MKxporMnCKHiiii в икру рыб ! -дозатор, 2—мякрошприц, 
3—де ржа-тель мзкроШЩеткн; 5 пластинка н - оргстекла

петки 15- 20 мкм). закрепляли з держателе микроманипулятора КМ-2 
Гибким шлангом микропипетку соединяли с-микрошприцем (объемом 
50 мкл) и заполняли систему дистиллированной водой. Раствор ДНК 
набирали в мвкропппетк} через носик и вращением ручки .микровинта 
вводил’ в икру (рис.) Инъецированную икру помещали в аппарат на 
выживание при 20'.

В результате мнкроинъскций выживало 10% особей. В нашем экс­
перименте было получено 23 малька, которые после выклева были пере­
несены 1՛ лабораторные аквариумы.

На данном этапе проводятся исследования по определению нали­
чия интеграции и транскрипции введенной ДНК в различных органах 
животных.
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