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Ïðèâåäåíà êëàññèôèêàöèÿ ïî ñïîñîáó ïðîíèêíîâåíèÿ ÷åðåç ìåìáðàíó ïîðÿäêà 40 ìåòîäîâ ââåäåíèÿ
â æèâóþ êëåòêó ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà, âåùåñòâ è îðãàíåëë (îïèñàíû â ìîíîãðàôèè: Â. À. Íèêèòèí
«Ìèêðîèíúåêöèÿ», http://cam.psn.ru). Êàæäûé èç ýòèõ ìåòîäîâ èìååò ñâîè îñîáåííîñòè, ïðåèìóùåñòâà è
íåäîñòàòêè â îòíîøåíèè âûæèâàåìîñòè êëåòîê, ýôôåêòèâíîñòè ââåäåíèÿ, óíèâåðñàëüíîñòè, âîçìîæíî-
ñòåé òåõíè÷åñêîãî îñóùåñòâëåíèÿ. Â äàííîé ðàáîòå ìû îñòàíîâèëèñü íà îïèñàíèè ðÿäà íîâûõ è óñîâåð-
øåíñòâîâàííûõ íàìè ïîäõîäîâ, ìåòîäîâ è ïðèáîðîâ äëÿ ìèêðîõèðóðãèè è ìèêðîèíúåêöèè êëåòîê ñ ïî-
ìîùüþ ñòåêëÿííûõ ìèêðîïèïåòîê ñ öåëüþ èõ ïðèìåíåíèÿ â îáëàñòè êëåòî÷íîé èíæåíåðèè. Îáñóæäàþò-
ñÿ ïðîáëåìû íèçêîé ýôôåêòèâíîñòè êëîíèðîâàíèÿ êëåòîê è íåîáõîäèìîñòü ñîçäàíèÿ òàêèõ
ìåòîäè÷åñêèõ ïðèåìîâ ìèêðîõèðóðãèè è ìèêðîèíúåêöèè êëåòêè, êîòîðûå ìèíèìèçèðîâàëè áû âîçìîæ-
íîñòü åå ïîâðåæäåíèÿ ïðè ïðîâåäåíèè ìèêðîîïåðàöèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèêðîõèðóðãèÿ åäèíè÷íîé êëåòêè, ìèêðîèíúåêöèÿ, ïåðåñàäêà ÿäåð, êëîíèðî-
âàíèå, êëåòî÷íàÿ èíæåíåðèÿ.

Â êëåòî÷íîé è ãåííîé èíæåíåðèè, ãåíåòèêå è áèîëî-
ãèè ðàçâèòèÿ ââåäåíèå âåùåñòâ è îðãàíåëë â æèâóþ êëåò-
êó ïðèìåíÿþò äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ãåíîâ íà íàñëåäñò-
âåííîñòü, èññëåäîâàíèÿ âîïðîñîâ äèôôåðåíöèðîâêè è
ðàçâèòèÿ êëåòîê è òêàíåé, âçàèìîäåéñòâèÿ ÿäðà è öèòî-
ïëàçìû, ïðîâåäåíèÿ òîíêèõ îïåðàöèé íà êëåòêàõ, ïåðå-
ñàäêè ÿäåð ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ êëîíîâ, â òîì ÷èñëå èç
ñòâîëîâûõ êëåòîê (Wilmut et al., 1997; Øêóìàòîâ, 2001;
Illmensee, 2002; Di Berardino et al., 2003; Gurdon, Byrne,
2003; Hochedlinger, Jaenisch, 2003; Batchelder et al., 2005).
Ñîçäàòåëè è ðàçðàáîò÷èêè ìåòîäîâ ïðîíèêíîâåíèÿ â
êëåòêó ïðåäëàãàþò ðàçëè÷íûå èõ êëàññèôèêàöèè è â öå-
ëÿõ ñèñòåìàòèçàöèè, è äëÿ òîãî ÷òîáû ïîìî÷ü ýêñïåðè-
ìåíòàòîðàì âûáðàòü òîò ñïîñîá ââåäåíèÿ, êîòîðûé ìî-
æåò áûòü íàèáîëåå ïðèãîäåí äëÿ ðåøåíèÿ êîíêðåòíûõ
çàäà÷. Òàê, Ñåëèñ (Celis, 1984) äåëèò ìåòîäû ìèêðîèíú-
åêöèè íà òðè òèïà â çàâèñèìîñòè îò ñïîñîáà äîñòàâêè
ìàêðîìîëåêóë â ðåöèïèåíòíûå êëåòêè: ïðÿìàÿ ìèêðî-
èíúåêöèÿ ñòåêëÿííûìè ìèêðîïèïåòêàìè, äîñòàâêà âå-
ùåñòâ ñ ïîìîùüþ ïåðåíîñ÷èêîâ è ïåðåíîñ âåùåñòâ çà
ñ÷åò ñîçäàíèÿ óñëîâèé ïåðåíîñà. Ðèäæóýé (1991), õàðàê-
òåðèçóÿ ìåòîäû ââåäåíèÿ ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â
êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ, äåëèò ýòè ìåòîäû íà ÷åòûðå
òèïà. Ïåðâûé òèï — òðàíñôåêöèÿ ââåäåíèåì ÄÍÊ â
êëåòêè â ôîðìå, îáëåã÷àþùåé ïðîõîæäåíèå ÷åðåç êëå-
òî÷íóþ ìåìáðàíó: ìèêðîýëåêòðîôîðåç, ýëåêòðîïîðàöèÿ.
Ca-ôîñôàòíûé ìåòîä è îáðàáîòêà ïîëèêàòèîíàìè (Gra-
ham, Van der Eb, 1973; Huther, Andra, 1980; Ocho et al.,
1981; Neumann et al., 1982; Sussman, Milman, 1984; Gopal,
1985). Âòîðîé òèï — ýòî ñëèÿíèå êëåòîê-ìèøåíåé ñ
ÄÍÊ, óïàêîâàííîé â «òåíè» ýðèòðîöèòîâ èëè ëèïîñîìû
(Furusawa et al., 1974; Loyter et al., 1975; Kaltoft, Celis,

1978; Krieger et al., 1978; Schaefer-Ridder et al., 1982; Ce-
lis, 1984). Âûñîêèé óðîâåíü òðàíñôåêöèè äîñòèãíóò ïðè
íåïîñðåäñòâåííîé ìèêðîèíúåêöèè â ÿäðî êëåòêè â ñòàâ-
øèõ êëàññè÷åñêèìè ðàáîòàõ (Diacumakos, 1973; Capec-
chi, 1980; Graessmann et al., 1980). Ýòî òðåòèé òèï ìåòî-
äîâ, øèðîêî èñïîëüçóåìûõ äëÿ òðàíñãåíåçà (Hanahan,
1985; Ornitz et al., 1985; Niemann et al., 2005; Smith, Mo-
hun, 2005; Derouazi et al., 2006). ×åòâåðòûé òèï ìèêðî-
èíúåêöèè ãåíîâ (Ðèäæóýé, 1991) — ýòî èñïîëüçîâàíèå
ðåêîìáèíàíòíûõ âèðóñîâ (Van der Putten et al., 1985),
÷òî, íåñìîòðÿ íà ðÿä îãðàíè÷åíèé è íåäîñòàòêîâ ìåòîäà,
ïðèìåíÿåòñÿ âî ìíîãèõ èññëåäîâàíèÿõ (ñì. îáçîðû: Co-
losimo et al., 2000; Stanford et al., 2001; Tesson et al.,
2005). Â íåäàâíåì îáçîðå (Stephens, Pepperkok, 2001) àâ-
òîðû äåëÿò ìíîæåñòâî ñïîñîáîâ ïåðåñå÷åíèÿ ïëàçìåí-
íîé ìåìáðàíû íà òðè êëàññà: ïðÿìàÿ ìèêðîèíúåêöèÿ ñ
ïîìîùüþ ñòåêëÿííûõ êàïèëëÿðîâ, ïåðåíîñ ìîëåêóë ñ
ïîìîùüþ ïåðåíîñ÷èêîâ è ïåðìåàáèëèçàöèÿ ïëàçìåííîé
ìåìáðàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì õèìè÷åñêèõ âåùåñòâ, áèî-
ëîãè÷åñêèõ òîêñèíîâ èëè ýëåêòðè÷åñêèõ èìïóëüñîâ.
Â ïîñëåäíåì, 4-ì, èçäàíèè «Ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè
êëåòêè» (Alberts et al., 2002) ìåòîäû ââåäåíèÿ âåùåñòâ
èëè îðãàíåëë â êëåòêó ðàçäåëåíû íà ÷åòûðå ãðóïïû: ïðÿ-
ìàÿ ìèêðîèíúåêöèÿ ñ ïîìîùüþ ìèêðîïèïåòêè, ìåòîä
ýëåêòðîïîðàöèè, ìåòîä ñ èñïîëüçîâàíèåì ïåðåíîñ÷èêîâ
âåùåñòâà («òåíåé» ýðèòðîöèòîâ, ëèïîñîì è äð.) è áèîëè-
ñòèíã ñ èñïîëüçîâàíèåì «ãåíåòè÷åñêîãî ðóæüÿ». Íåñìîò-
ðÿ íà âîçðàñòàþùèé èíòåðåñ ê íåèíúåêöèîííûì ìåòî-
äàì, íè îäèí è íèõ íå ñòàë ïîêà øèðîêî ðàñïðîñòðàíåí-
íûì.

Â òàáëèöå ïðåäñòàâëåíà ïðîâåäåííàÿ íàìè êëàññè-
ôèêàöèÿ îêîëî 40 ìåòîäè÷åñêèõ ïðèåìîâ ââåäåíèÿ ãåíå-
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Ââåäåíèå ÷óæåðîäíîãî ìàòåðèàëà â êëåòêó

Ìåòîä Ëèòåðàòóðíûé èñòî÷íèê

I. Ïðÿìàÿ ìèêðîèíúåêöèÿ (ìèêðîìàíèïóëÿöèîííûå ìåòîäû):
ìèêðîèíúåêöèÿ ïîä äàâëåíèåì ÷åðåç ñòåêëÿííûå ìèêðîïèïåòêè

ïðîêîë êëåòîê ìèêðîèãëîé, ïðîõîäÿùåé ÷åðåç ðàñòâîð èíúåöèðóåìîãî ìàòå-
ðèàëà

ìèêðîèíúåêöèÿ â ñî÷åòàíèè ñ ìèêðîýëåêòðîôîðåçîì
ìèêðîýëåêòðîôîðåç

ââåäåíèå ëèïèäîâ è ñâÿçàííûõ ñ ëèïèäàìè ìîëåêóë â öèòîïëàçìó áåç ïðîíèê-
íîâåíèÿ êîí÷èêà ìèêðîïèïåòêè â êëåòêó («slam» — simple lipid-assisted
microinjection)

ââåäåíèå ìàêðîìîëåêóë ñ ïîìîùüþ ñòåêëÿííîé ìèêðîïèïåòêè ñ íàðóæíûì
äèàìåòðîì 0.2 ìêì â èììîáèëèçîâàííûå (ïðèêðåïëåííûå ê ñóáñòðàòó)
êðîâåòâîðíûå êëåòêè ñïèííîãî ìîçãà

Diacumakos, 1973; Graessmann et al., 1980;
Viigipuu, Kallio, 2004
Yamamoto et al., 1982

Lo, 1983
Bowman, Tedeschi, 1980; Ocho et al.,

1981; Àëåêñàíäðîâ, 1983; Ïåðâèñ,
1983

Laffafian, Hallett, 1998

Davis et al., 2000

II. Áèîëîãè÷åñêàÿ áàëëèñòèêà (áèîëèñòèêà):
âûñîêîñêîðîñòíîé ìåõàíè÷åñêèé ïðîáîé êëåòêè
áèîëèñòè÷åñêàÿ òðàíñôåêöèÿ ïðè ïîìîùè ÷àñòèö çîëîòà, óñêîðåííûõ ïîä

äåéñòâèåì ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ

Klein et al., 1992
Johnston, 1990; Bridgman et al., 2003

III. Ïåðôîðàöèîííûå:
ýëåêòðîïîðàöèÿ
îáðàáîòêà êëåòîê óëüòðàçâóêîì
ïåðôîðàöèÿ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ïðè ïîìîùè ôèëüòðîâ
ñîñêàáëèâàíèå êëåòîê ñ ñóáñòðàòà â ïðèñóòñòâèè ýêçîãåííîãî ìàòåðèàëà
öåíòðèôóãèðîâàíèå êëåòîê â ñðåäå ñ ÄÍÊ â ñî÷åòàíèè ñ ýëåêòðîïîðàöèåé
îñìîòè÷åñêàÿ ïåðôîðàöèÿ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû
ïðîáîé êëåòêè ëàçåðíûì ìèêðîëó÷îì

Neumann et al., 1982; Hibbitt et al., 2006
Nozaki et al., 2003; Zarnitsyn, Prausnitz, 2004
Siebrasse et al., 2002
Fechheimer et al., 1987
Li et al., 1999
Lieber et al., 1987
Kurata et al., 1986; Tao et al., 1987

IV. Îïîñðåäîâàííîå ââåäåíèå:
à) äåéñòâèå ôèçè÷åñêèõ ôàêòîðîâ

ýëåêòðîñëèÿíèå êàðèîïëàñòà êëåòêè-äîíîðà ñ ýíóêëåèðîâàííîé êëåòêîé-
ðåöèïèåíòîì
òåðìîñëèÿíèå êëåòîê

ýëåêòðîàêóñòè÷åñêîå ñëèÿíèå êëåòîê
ñëèÿíèå êëåòîê ïîñëå Y-îáëó÷åíèÿ
ñëèÿíèå êëåòîê ïîñëå îáëó÷åíèÿ èõ ïîâåðõíîñòè èíôðàêðàñíûì ëàçåðîì
á) äåéñòâèå õèìè÷åñêèõ è áèîëîãè÷åñêèõ ôàêòîðîâ
ñëèÿíèå êëåòîê è ìèêðîêëåòîê-äîíîðîâ ñ êëåòêàìè-ðåöèïèåíòàìè ñ ïîìîùüþ

ïîëèòýòèëåíãëèêîëÿ (ÏÝÃ), ôèòîãåìàããëþòèíèíà, ÏÝÃ/ÄÌÑÎ
êîïðåöèïèòàöèÿ

Ca-ôîñôàòíûé ìåòîä
Sr-ôîñôàòíûé ìåòîä

èñïîëüçîâàíèå ïîðîîáðàçóþùåãî òîêñèíà — ñòðåïòîëèçèíà-O
â) äåéñòâèå áèîëîãè÷åñêèõ ôàêòîðîâ
ñëèÿíèå êëåòîê è ìèêðîêëåòîê-äîíîðîâ ñ êëåòêàìè-ðåöèïèåíòàìè ñ ïîìîùüþ

èíàêòèâèðîâàííîãî âèðóñà Ñåíäàé
èñïîëüçîâàíèå «òåíåé» ýðèòðîöèòîâ
èñïîëüçîâàíèå ëèïîñîì

ïåðåíîñ ãåíîâ âêëþ÷åíèåì èõ â êëåòêè áàêòåðèàëüíûõ ïðîòîïëàñòîâ

ïåðåíîñ ãåíîâ ñ èçîëèðîâàííûìè õðîìîñîìàìè

ìåòîä Òýí-Îêàÿìû
ÄÝÀÝ-äåêñòðàíîâûé ìåòîä
ñïîíòàííîå ïîãëîùåíèå íóêëåèíîâûõ êèñëîò â ïðèñóòñòâèè êðèîïðîòåêòîðîâ

è ìíîãîàòîìíûõ ñïèðòîâ
ïåðåíîñ ÄÍÊ â ÿäðà êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ ñ ïîìîùüþ àãðîáàêòåðèé

Willadsen, 1986; ×àéëàõÿí è äð., 1987;
Gao, 2006

Antonov, 1990
Bardsley, 1990
Gil’iano et al., 1988; Prince et al., 1999
Miller et al., 2000

McNeill, Brown, 1980; Sanford, Stubblefield,
1987; Kishi et al., 2003; Yang, Shen, 2006

Ishiura et al., 1982; Walters, Welsh, 1999
Reddel et al., 1988; Jackman et al., 1998
Walev et al., 2001

Fournier, Ruddle, 1977; Mann, Lovell-Badge,
1984; Yabuuchi et al., 2004

Furusawa et al., 1974; Boogard, Dixon, 1983
Fraley, Papahadjopoulos, 1982; Schaefer-Ridder

et al., 1982; Ropert, 1999
Rassoulzadegan et al., 1982; Gokhale et al.,

1993
McBride, Ozer, 1973; Scangos, Ruddle, 1981;

Hadlaczky, 2001
Kando, Okayama, 1990
Gopal, 1985
Lewis et al., 1980; Lopata et al., 1984

Ziemienowicz et al., 1999

V. Òðàíñôåêöèÿ ñ ïîìîùüþ «âåêòîðíûõ ñèñòåì»:
èñïîëüçîâàíèå âèðóñîâ
äîñòàâêà ñåãìåíòèðîâàííîé ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ â ýìáðèîíàëüíûå êëåòêè

ñ ïîìîùüþ ñïåðìàòîçîèäîâ ïîñëå ñîâìåñòíîé èíêóáàöèè
ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííûé ýíäîöèòîç ìîëåêóëÿðíûõ êîíñòðóêöèé

èñïîëüçîâàíèå ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë
äîñòàâêà âåùåñòâ â ëèçîñîìû ìàêðîôàãîâ ïðè ïîìîùè Protozoa äëÿ ìîëåêó-

ëÿðíîé òåðàïèè

Mellon et al., 1981; Dani, 1999; Conese et al., 2004
Lavitrano et al., 1989; Pittoggi et al., 2006

Ñîáîëåâ è äð., 1994; Sobolev et al., 1998; Iva-
nova et al., 1999; Hwa Kim et al., 2005

Tagawa et al., 1988; Yano et al., 2000
Vaccaro, 2000



òè÷åñêîãî è äðóãîãî ìàòåðèàëà ïî ñïîñîáó ïðîíèêíîâå-
íèÿ â êëåòêó. Âñå ýòè ãðóïïû ìåòîäîâ êàðäèíàëüíî ðàç-
ëè÷àþòñÿ òåõíèêîé ñâîåé ðåàëèçàöèè. Ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî îñíîâíàÿ ìàññà ìåòîäîâ ÿâëÿåòñÿ èëè äîñòàâêîé âå-
ùåñòâ â öèòîïëàçìó, èëè «òðåêîâîé» — ïåðåíîñ âåùåñò-
âà ÷åðåç öèòîïëàçìó â ÿäðî, ïðè êîòîðîì íà ïóòè ïåðåíî-
ñà îñòàåòñÿ ñëåäîâîå êîëè÷åñòâî ââîäèìûõ ìîëåêóë.
Êàæäûé ìåòîä èìååò ñâîè îñîáåííîñòè, ïðåèìóùåñòâà è
íåäîñòàòêè â îòíîøåíèè âûæèâàåìîñòè êëåòîê, ýôôåê-
òèâíîñòè ââåäåíèÿ, óíèâåðñàëüíîñòè è âîçìîæíîñòåé
òåõíè÷åñêîãî îñóùåñòâëåíèÿ. Ê ñïîñîáàì ïðÿìîé, àä-
ðåñíîé äîñòàâêè âåùåñòâ îòíîñèòñÿ ïðåæäå âñåãî ìåòîä
ìèêðîèíúåêöèè â êëåòêó è åå îðãàíåëëû ÷åðåç ñòåêëÿí-
íûå ìèêðîïèïåòêè, íà êîòîðîì ìû îñòàíîâèìñÿ â íàñòî-
ÿùåé ðàáîòå. Áóäóò ðàññìîòðåíû íåêîòîðûå ïîäõîäû,
ïðèåìû è óñòðîéñòâà — êàê óñîâåðøåíñòâîâàííûå, òàê è
âíîâü ñîçäàííûå íàìè íà îñíîâå ïðåäñòàâëåíèé öèòîëî-
ãèè è êëåòî÷íîé èíæåíåðèè äëÿ ïðÿìîãî ïåðåíîñà â
êëåòêó è èç êëåòêè ãåíåòè÷åñêîãî è èíîãî ìàòåðèàëà ñ
ïîìîùüþ ñòåêëÿííûõ ìèêðîïèïåòîê, â òîì ÷èñëå ïðè
êëîíèðîâàíèè ìëåêîïèòàþùèõ ìåòîäîì ïåðåñàäêè ÿäåð.

Î á ú å ê ò û è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ. Ðàáîòû ïðîâîäèëè íà
ðàííèõ ýìáðèîíàõ ìëåêîïèòàþùèõ — ìûøàõ
CBWA-òåòðàãèáðèäàõ (albino), CBA � C57 (agouti) è
C57BL/6. Âîçðàñò ìûøåé íå ïðåâûøàë 1.5—2.0 ìåñ.

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å î ï å ð è ð î â à í í û õ ÿ é ö å -
ê ë å ò î ê è î ï ð å ä å ë å í è å æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ý ì -
á ð è î í î â ïðîâîäèëè in vitro â ìîäèôèöèðîâàííîé ñèí-
òåòè÷åñêîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå Âèòòåíà (Whitten, 1971),
ñîäåðæàùåé 10 ìêÌ Na2 ÝÄÒÀ (Abramczuk et al., 1977),
â ñïåöèàëüíûõ êàìåðàõ (Áåðåçîâñêàÿ è äð., 1986) ïðè
37 °Ñ â ïðèñóòñòâèè 5 % CO2 â òå÷åíèå 24—72 èëè
24—48 ÷ ñîîòâåòñòâåííî.

Ì è ê ð î õ è ð ó ð ã è ÿ. Äëÿ ìèêðîõèðóðãèè â ñðåäó
ââîäèëè öèòîõàëàçèí Á â äîçå 5 ìêã/ìë (Serva) (Hoppe,
Illmensee, 1977). Ìèêðîõèðóðãè÷åñêóþ îïåðàöèþ ïî
óäàëåíèþ ìóæñêîãî è æåíñêîãî ïðîíóêëåóñîâ ñ ïîñëåäó-
þùèì ââåäåíèåì ïîëó÷åííîãî òàêèì îáðàçîì êàðèîïëà-
ñòà ïîä zona pellucida ýíóêëåèðîâàííîé çèãîòû ïðîâîäè-
ëè, ðóêîâîäñòâóÿñü îïèñàíèåì ìèêðîîïåðàöèè (McGrath,
Solter, 1983), ñî çíà÷èòåëüíûìè ìîäèôèêàöèÿìè, îïè-
ñàííûìè íèæå. Âðåìÿ èíêóáàöèè çèãîò â ñðåäå äî îïåðà-
öèè íå ïðåâûøàëî 15 ìèí. Âñå ìàíèïóëÿöèè ñ êëåòêàìè
ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è â îñíîâíîì ïî
ðàçðàáîòàííûì â ïðîöåññå èññëåäîâàíèÿ ìåòîäàì, ñ ïî-
ìîùüþ ñïåöèàëüíûõ îðèãèíàëüíûõ ìèêðîèíñòðóìåíòîâ
è ïðèáîðîâ.

Ð å ê î í ñ ò ð ó ê ö è ÿ ê ë å ò ê è ì å ò î ä î ì ï å ð å ñ à ä -
ê è ÿ ä å ð. Ìû èñïîëüçóåì ïîíÿòèå «ðåêîíñòðóêöèÿ êëåò-
êè» äëÿ îáîçíà÷åíèÿ âîññòàíîâëåíèÿ åäèíè÷íîé êëåòêè
êàê öåëîãî è âîññòàíîâëåíèÿ åå æèçíåäåÿòåëüíîñòè ïó-
òåì ìàíèïóëÿöèé, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ïåðåñàäêó ÿäåð,
ðàçäåëåíèå êëåòîê ðàííèõ ïðåäèìïëàíòàöèîííûõ ýìáðè-
îíîâ, ìèêðîèíúåêöèþ, ýëåêòðîñëèÿíèå è äð., â ðåçóëüòà-
òå ÷åãî îíà ïðèîáðåòàåò íîâûå èëè àíàëîãè÷íûå ïðåäû-
äóùèì êà÷åñòâà.

Ñàìîé ðàñïðîñòðàíåííîé òåõíîëîãèåé ðåêîíñòðóê-
öèè êëåòêè, èëè êëîíèðîâàíèÿ, ÿâëÿåòñÿ ïåðåñàäêà
ÿäåð — èç ýìáðèîíàëüíîé èëè ñîìàòè÷åñêîé êëåòêè, à â
ïîñëåäíåå âðåìÿ è èç ñòâîëîâûõ êëåòîê — â ýíóêëåèðî-
âàííûé îîöèò èëè îïëîäîòâîðåííóþ ÿéöåêëåòêó. Ïåðå-
ñàäêà ÿäåð îñóùåñòâëÿåòñÿ â íåñêîëüêî ýòàïîâ: ýíóêëåà-
öèÿ êëåòêè-ðåöèïèåíòà, àñïèðàöèÿ ÿäðà êëåòêè äîíîðà â
ìèêðîïèïåòêó, ìèêðîèíúåöèðîâàíèå êàðèîïëàñòà êëåò-
êè-äîíîðà â ýíóêëåèðîâàííóþ êëåòêó-ðåöèïèåíò èëè

ñëèÿíèå åãî ñ îîïëàñòîì êëåòêè-ðåöèïèåíòà ñ ïîìîùüþ
íåõèðóðãè÷åñêèõ ìåòîäîâ, íàïðèìåð ýëåêòðè÷åñêîãî èì-
ïóëüñà, èíàêòèâèðîâàííîãî âèðóñà Ñåíäàé, ïîëèýòèëåí-
ãëèêîëÿ.

Îáùåïðèíÿòî ïðîâîäèòü ïåðåñàäêó ÿäåð ïî ñëåäóþ-
ùåé ñõåìå: êëåòêó ôèêñèðóþò ñ ïîìîùüþ ìèêðîïðèñî-
ñêè-äåðæàòåëÿ è ââîäÿò â íåå ðàçëè÷íûå ìèêðîèíñòðó-
ìåíòû äëÿ ìèêðîõèðóðãèè. Ïðè òàêîì ñïîñîáå óäåðæè-
âàíèÿ êëåòêè íåâîçìîæíî èçáåæàòü çíà÷èòåëüíûõ åå
äåôîðìàöèé è äàæå ïîâðåæäåíèÿ (Íèêèòèí, Ôåñåíêî,
2006). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðàêòè÷åñêè ñðàçó ïîñëå íà÷à-
ëà ôèêñàöèè êëåòêè ñ èñïîëüçîâàíèåì îòðèöàòåëüíîãî
äàâëåíèÿ, ñîçäàâàåìîãî â ìèêðîïðèñîñêå-äåðæàòåëå,
÷àñòü áëàñòîìåðà çàõîäèò â ïèïåòêó, à íà ôîòîãðàôèÿõ,
ñäåëàííûõ ïîñëå ìèêðîèíúåêöèè, íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòå-
ëüíîå óìåíüøåíèå ïåðèâèòåëëèíîâîãî ïðîñòðàíñòâà ýì-
áðèîíà, à çàòåì è óìåíüøåíèå áëàñòîìåðà, ÷òî ìîæíî
îáúÿñíèòü òîëüêî óòå÷êîé èõ ñîäåðæèìîãî. Êðîìå òîãî,
èçëèøíåå ïðèñàñûâàíèå ÷àñòè êëåòêè âî âðåìÿ îïåðàöèè
ñîçäàåò âíóòðè íåå âûñîêîå äàâëåíèå, è ïðè ïðîõîæäå-
íèè ìèêðîèíñòðóìåíòà â êëåòêó èç íåå ïðîèñõîäèò âûòå-
êàíèå öèòîïëàçìû ÷åðåç ïåðôîðàöèþ ìåìáðàíû.

Ïîëó÷åííûå ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ñâåäåíèÿ íå âû-
çûâàþò ñîìíåíèÿ â âàæíîñòè ïåðèâèòåëëèíîâîãî ïðî-
ñòðàíñòâà äëÿ ðàçâèòèÿ ýìáðèîíà (Talbot, Dandekar,
2003). Ïåðèâèòåëëèíîâîå ïðîñòðàíñòâî ÿâëÿåòñÿ õîðîøî
ñáàëàíñèðîâàííîé ñðåäîé, â êîòîðîé ïðîèñõîäèò ðàçâè-
òèå çàðîäûøà äî ìîìåíòà âûõîäà åãî èç zona pellucida.
Ëèøèòü åãî õîòÿ áû ÷àñòè âîäû è êîìïîíåíòîâ îçíà÷àåò
èçìåíèòü îñìîòè÷åñêèé áàëàíñ âñåé êëåòêè è çàñòàâèòü
åå ïåðåñòðàèâàòüñÿ è àäàïòèðîâàòüñÿ ê èçìåíèâøåìóñÿ
îêðóæåíèþ (Garin et al., 1996).

Ìû èñêàëè âîçìîæíîñòü îïòèìèçèðîâàòü ïðîöåññ
ôèêñàöèè êëåòêè ìèêðîïèïåòêîé, è òàêîé ìåòîä áûë
íàéäåí — óäåðæèâàíèå êëåòîê çà ñ÷åò èñïîëüçîâàíèÿ êà-
ïèëëÿðíûõ ñèë ìèêðîïèïåòêè-äåðæàòåëÿ, íàïðàâëåííûé
ïðåæäå âñåãî íà ñíèæåíèå ïîâðåæäåíèé êëåòêè è åå îð-
ãàíåëë â ñëîæíûõ óñëîâèÿõ ìèêðîõèðóðãèè ïîä êîíòðî-
ëåì ìèêðîñêîïà (Áîíäàðåâ è äð., 1987). Óñèëåíèå óäåð-
æèâàíèÿ êëåòêè ïðåäëîæåííûì ìåòîäîì íà ïîðÿäîê èëè
äàæå íà äâà ïîðÿäêà íèæå îáû÷íî èñïîëüçóåìîãî. Ìèêðî-
ïèïåòêó-äåðæàòåëü ïîãðóæàëè â ñðåäó, â êîòîðîé ïðîèç-
âîäèëè ìèêðîõèðóðãè÷åñêóþ îïåðàöèþ, è îíà òîò÷àñ æå
çàïîëíÿëà âíóòðåííþþ ïîëîñòü ìèêðîèíñòðóìåíòà çà
ñ÷åò êàïèëëÿðíûõ ñèë. Çàòåì â åãî ïîëîñòè ñîçäàâàëè ïî-
ëîæèòåëüíîå äàâëåíèå (ïðè ïîìîùè ìèêðîèíúåêòîðà èëè
øïðèöà) äî ïîÿâëåíèÿ â ïîëå çðåíèÿ ìèêðîñêîïà ìåíèñêà
ñðåäà—âîçäóõ. Ïîñëå ýòîãî ìèêðîïèïåòêó-äåðæàòåëü
ïîäâîäèëè âïëîòíóþ ê êëåòêå è ïðåêðàùàëè ïîäà÷ó ïîëî-
æèòåëüíîãî äàâëåíèÿ âíóòðü íåå, ïðè ýòîì âñàñûâàíèå
ñðåäû è ôèêñàöèÿ êëåòêè ïðîäîëæàëèñü çà ñ÷åò êàïèëëÿð-
íûõ ñèë äî íàñòóïëåíèÿ ðàâíîâåñèÿ. Äàâëåíèå, íå ïðåâû-
øàþùåå âåëè÷èíû, äîñòàòî÷íîé äëÿ ôèêñàöèè êëåòîê, ïî-
ëó÷àëè èçìåíÿÿ ïîëîæåíèå ìåíèñêà âíóòðè ïîëîñòè ìèê-
ðîïèïåòêè-äåðæàòåëÿ: ÷åì äàëüøå îí îò âûõîäíîãî
îòâåðñòèÿ ìèêðîèíñòðóìåíòà, òåì ìåíüøå óñèëèå ïðèñà-
ñûâàíèÿ, ïðè÷åì íå çà ñ÷åò èñêóññòâåííî ñîçäàâàåìîãî
îòðèöàòåëüíîãî äàâëåíèÿ, à çà ñ÷åò êàïèëëÿðíûõ ñèë.

Âïîñëåäñòâèè ìû ôèêñèðîâàëè êëåòêó ïî-äðóãîìó,
âîîáùå áåç èñïîëüçîâàíèÿ îòðèöàòåëüíîãî äàâëåíèÿ, ñ
ïîìîùüþ êàïñóëû-äåðæàòåëÿ, êîòîðóþ èçãîòàâëèâàëè
íà ìèêðîêóçíèöå ïî ôîðìå êëåòêè (ðèñ. 1).

Ýòîò ìèêðîèíñòðóìåíò ìû èñïîëüçîâàëè â ðàçðàáî-
òàííîì è èçãîòîâëåííîì íàìè ñîâìåñòíî ñ Èíñòèòóòîì
ïðèáîðîñòðîåíèÿ ÐÀÍ ìèêðîìàíèïóëÿòîðå äëÿ ïåðåñàä-
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êè ÿäåð åäèíè÷íûõ êëåòîê (ðèñ. 2). Ïðèíöèïèàëüíàÿ îñî-
áåííîñòü ýòîãî ìèêðîìàíèïóëÿòîðà â òîì, ÷òî åãî ãîëîâ-
êà óñòðîåíà òàêèì îáðàçîì, ÷òî â íåé âîçìîæíî ìîíòè-
ðîâàòü äâà è áîëüøå ìèêðîèíñòðóìåíòîâ, êîòîðûå ìîãóò
äâèãàòüñÿ îòíîñèòåëüíî äðóã äðóãà ïî òðåì êîîð-
äèíàòàì. Ñïåöèàëüíî äëÿ ðàáîòû íà ýòîì ìèêðîìàíèïó-
ëÿòîðå áûëî ðàçðàáîòàíî 10 îðèãèíàëüíûõ êîìáèíèðî-
âàííûõ ìèêðîèíñòðóìåíòîâ (ðèñ. 3, À), êîòîðûå ìîæíî
èñïîëüçîâàòü áåç ïðèâëå÷åíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ ìèêðî-
ìàíèïóëÿòîðîâ.

Òàê, íàïðèìåð, åñëè ìû ôèêñèðóåì êëåòêó ïðè ïåðå-
ñàäêå ÿäåð êàïñóëîé-äåðæàòåëåì, òî ìèêðîïèïåòêó äëÿ
õèðóðãèè ìîæíî ââîäèòü èç åå ïîëîñòè. Â ðåçóëüòàòå äëÿ
îïåðàöèè äîñòàòî÷íî îäíîãî ìèêðîìàíèïóëÿòîðà, à íå
äâóõ è áîëåå, êàê îáû÷íî. Êðîìå òîãî, ïðè òàêîì ñïîñîáå
ïðîâåäåíèÿ ìèêðîîïåðàöèè ïîÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü ðà-
áîòàòü íà êëåòêàõ ñ ðàçëè÷íîé ðèãèäíîñòüþ: ôèêñèðóåò-
ñÿ íåïîñðåäñòâåííî íóæíûé ó÷àñòîê ìåìáðàíû, è èçíóò-
ðè êàïñóëû-äåðæàòåëÿ ââîäèòñÿ ìèêðîõèðóðãè÷åñêèé
èíñòðóìåíò. Èñïîëüçóÿ äâóõêàíàëüíûé ìèêðîîòñîñ-èð-
ðèãàòîð è ïîäàâàÿ â íåãî îòðèöàòåëüíîå è ïîëîæèòåëü-
íîå äàâëåíèå, ìîæíî ïðîâîäèòü âûìûâàíèå ÿéöåêëåòîê
èç ÿéöåâîäîâ èëè èç ðîãîâ ìàòêè æèâîòíûõ, ïðîìûâàíèå
ïîëîñòè îðãàíîâ, ïåðôóçèþ è ñìåíó ðàñòâîðîâ â ïðîòî÷-
íîé ìèêðîêàìåðå. Ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíûõ ìèêðîïåòåëü
ðàçëè÷íûõ âèäîâ ñ ïåðåìåííûì äèàìåòðîì (ðèñ. 3) ìû
ïðîâîäèëè ðàçäåëåíèå ðàííèõ ýìáðèîíîâ íà ñòàäèè äâóõ
áëàñòîìåðîâ (Íèêèòèí è äð., 1980). Åñëè Øïåìàíí (Spe-
mann, 1938) äëÿ ðàçäåëåíèÿ ÿéöåêëåòîê òðèòîíà èëè àì-
ôèáèé èñïîëüçîâàë âîëîñ íîâîðîæäåííîãî ðåáåíêà, òî
ýòè ìèêðîïåòëè ìîæíî èçãîòîâèòü íà ìèêðîêóçíèöå èç
êàïðîíîâûõ íèòåé âïëîòü äî äèàìåòðà 7—10 ìêì è ïðè-
ìåíÿòü èõ â êà÷åñòâå ìèêðîëèãàòóð äëÿ ÿéöåêëåòîê ìû-
øåé, êðûñ, êðîëèêîâ è êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà. Ïðè ýòîì
êàæäóþ èç íèõ ìîæíî ñäåëàòü ìíîãîðàçîâîé: â óøêî ïåò-
ëè ïðîäåâàþò íèòü, ñâîáîäíûå êîíöû êîòîðîé çàêðåïëÿ-
þò â äåðæàòåëå äðóãîãî ìèêðîìàíèïóëÿòîðà, íèòü îòòÿãè-
âàþò è âîçâðàùàþò ïåòëþ â èñõîäíîå ïîëîæåíèå.

Ñëåäóþùèé ýòàï ðåêîíñòðóêöèè êëåòêè — ïåðåíîñ â
íåå ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà èëè èçâëå÷åíèå åãî, â äàí-
íîì ñëó÷àå ýíóêëåàöèÿ. Íàø îïûò ïîêàçûâàåò, ÷òî ìèê-
ðîõèðóðãèÿ ÿéöåêëåòîê — ñàìûé îòâåòñòâåííûé ýòàï ïå-
ðåñàäêè ÿäåð (èëè ïðîíóêëåóñîâ), òàê êàê ïðîíèêíîâåíèå
ìèêðîïèïåòêè â êëåòêó âñåãäà ñîïðîâîæäàåòñÿ åå äåôîð-
ìàöèÿìè è â ðàçíîé ñòåïåíè ïîâðåæäåíèÿìè. Êðîìå
òîãî, äëèòåëüíûå äåôîðìàöèè êëåòêè ïðèâîäÿò ê çàìåò-

íûì óòå÷êàì èç íåå êëåòî÷íîãî ñîäåðæèìîãî. Ðåçêèå èç-
ìåíåíèÿ äàâëåíèÿ âîçíèêàþò, êàê ïðàâèëî, îò çàñîðåíèÿ
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Ðèñ. 1. Êàïñóëà-äåðæàòåëü äëÿ ôèêñàöèè êëåòêè áåç èñïîëüçîâàíèÿ îòðèöàòåëüíîãî äàâëåíèÿ.

à — êëåòêó ïîìåùàþò â ïîëîñòü êàïñóëû, èñïîëüçóÿ óïîð, íàïðèìåð ñòåíêó ìèêðîêàìåðû; á — ìèêðîèíúåêöèÿ â êëåòêó.

Ðèñ. 2. Ñõåìà ïåðåñàäêè ÿäåð (à) è ìèêðîìàíèïóëÿòîð äëÿ ïåðå-
ñàäêè ÿäåð (á).

1 — êàïñóëà-äåðæàòåëü, 2 — áëàñòîìåð, 3 — ÿäðî äëÿ ïåðåñàäêè,
4 — ñòåêëÿííàÿ ïëàñòèíêà äëÿ óïîðà, ïîñëå ïåðåñàäêè ÿäðà ñíèìàåòñÿ,
5 — èçîòîíè÷åñêèé ðàñòâîð, 6 — ïîäà÷à äàâëåíèÿ äëÿ ïåðåñàäêè ÿäðà.



ìèêðîïèïåòêè èëè îáðàçîâàíèÿ âîçäóøíûõ ïóçûðüêîâ â
ñèñòåìå ìèêðîèíúåêòîðà. Áûëà ðàçðàáîòàíà ñïåöèàëüíàÿ
ìèêðîïèïåòêà äëÿ ïåðåñàäêè ÿäåð, èìåþùàÿ ñòðîãî öè-
ëèíäðè÷åñêóþ âíóòðåííþþ ïîëîñòü, áëàãîäàðÿ ÷åìó
ÿäðî âíóòðè ìèêðîïèïåòêè íå äåôîðìèðîâàëîñü (ðèñ. 4).
Êðîìå òîãî, ïîâåðõíîñòü ñòåêëà ìèêðîèíñòðóìåíòîâ îá-
ðàáàòûâàëè ñèëèêîíèçèðóþùèìè ðàñòâîðàìè, îáðàçóþ-
ùèìè ãèäðîôîáíóþ ïëåíêó, êîòîðàÿ ïðåäîòâðàùàëà àä-

ãåçèþ âíóòðèêëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà è èñêëþ÷àëà èëè
ñâîäèëà ê ìèíèìóìó ñâÿçàííîå ñ ýòèì ïîâðåæäåíèå.

Çà ñ÷åò ñïåöèàëüíîãî çàòà÷èâàíèÿ ñ ÷åòûðåõ ñòîðîí
êîí÷èêà ìèêðîïèïåòêè äëÿ ïåðåñàäêè ÿäåð (ðèñ. 4, à, á) ñ
ïîìîùüþ ñïåöèàëüíîãî óñòðîéñòâà (ðèñ. 5) (Ãðèøèí
è äð., 1987) îí ëåãêî ïðîõîäèë ÷åðåç zona pellucida, íå
äåôîðìèðóÿ âñþ êëåòêó, ÷òî áûëî âèäíî ïîä ìèêðîñêî-
ïîì, à â ìîìåíò èçâëå÷åíèÿ åãî èç zona pellucida ïðîèñ-
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Ðèñ. 3. Ìèêðîèíñòðóìåíòû.

À: à—â — ìèêðîøïðèö, ìèêðîïèíöåò è ìèêðîðàñøèðèòåëü; ã—å — ìèêðîäåðæàòåëü ñ âûäâèæíûì øòîêîì, ìèêðîîòñîñ-èððèãàòîð è ìèêðîïåòëÿ èç êà-
ïèëëÿðà ñ ïåðåìû÷êîé; æ—ê — ìèêðîïåòëÿ èç êàïèëëÿðà ñî âñòàâêîé, ìèêðîïåòëÿ èç ñïàðåííîãî êàïèëëÿðà, ìèêðîïåòëÿ èç îäèíî÷íîãî êàïèëëÿðà è
ìèêðîïåòëÿ-«óäàâêà». Á — íà ïðèìåðå ìèêðîïåòëè èç îäèíî÷íîãî êàïèëëÿðà (À, è) ïîêàçàí îáùèé âèä ìèêðîèíñòðóìåíòîâ; ñòðåëêà äåìîíñòðèðóåò

âîçìîæíîñòü ìíîãîðàçîâîãî èñïîëüçîâàíèÿ ìèêðîïåòåëü.



õîäèë îòðûâ êàðèîïëàñòà îò öèòîïëàñòà (ðèñ. 4, ã).
Îáû÷íàÿ ìèêðîïèïåòêà äåëàåò ïåðôîðàöèþ êðóãëîé, è
òÿæ, ñîåäèíÿþùèé öèòîïëàñò ñ êàðèîïëàñòîì, ïðè óäà-
ëåíèè ïîñëåäíåãî èç çàðîäûøà ÷àñòî ïîëó÷àåòñÿ òîë-
ñòûì è îñòàåòñÿ î÷åíü äëèííûì ïîñëå óäàëåíèÿ âïëîòü
äî îêîí÷àòåëüíîãî îòðûâà. Ïðè ýòîì ïðîèñõîäÿò ïîòåðè
ñîäåðæèìîãî êëåòêè, ÷òî íåæåëàòåëüíî, îñîáåííî åñëè
öèòîïëàñò ïðåäïîëàãàåòñÿ èñïîëüçîâàòü â äàëüíåéøåì.
Ýòî ìîæíî âèäåòü íà ôîòîãðàôèÿõ â ðàáîòå àâòîðîâ
(McGrath, Solter, 1983), ìåòîä êîòîðûõ èñïîëüçóþò ïðàê-
òè÷åñêè âñå ëàáîðàòîðèè äëÿ ìèêðîõèðóðãè÷åñêîé ýíóê-

ëåàöèè ýìáðèîíà. Íîâàÿ ìèêðîïèïåòêà äëÿ ïåðåñàäêè
ÿäåð ïðîèçâîäèëà ïåðôîðàöèþ, íå ðàñêëèíèâàÿ zona pel-
lucida, à ðàçðåçàÿ åå ïî ïðîôèëþ ïîëóêðóãëîãî ñå÷å-
íèÿ êîí÷èêà. Äàëüíåéøåå ïðîíèêíîâåíèå ìèêðîïèïåòêè
÷åðåç zona pellucida ïðîèñõîäèëî çà ñ÷åò ðàçäâèãà-
íèÿ ðàçðåçà. Ïðè óäàëåíèè êàðèîïëàñòà ïîëóêðóãëûå
ðàçðåçû îò êîí÷èêà ýòîé ìèêðîïèïåòêè ëåãêî ñìûêàëèñü,
ò. å. ïåðôîðàöèè ïîëó÷àëèñü áûñòðî ðåïàðèðóåìûìè
(ðèñ. 4, â, 1—4).

×óâñòâèòåëüíîñòü ÿéöåêëåòîê ìûøè ê ìèêðîõèðóð-
ãè÷åñêèì ìàíèïóëÿöèÿì èçìåíÿëàñü â òå÷åíèå âðåìåíè,
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Ðèñ. 4. Ñõåìû ôîðìû è çàòî÷êè êîí÷èêà ìèêðîïèïåòêè äëÿ ïåðåñàäêè ÿäåð, îáðàçîâàíèÿ ïåðôîðàöèè â ïðîöåññå ïðîíèêíîâåíèÿ
êîí÷èêà ïîëó÷åííîé ìèêðîïèïåòêè ÷åðåç zona pellucida è ôîòî ïåðåñàäêè ÿäåð ñ ïîìîùüþ ýòîé ìèêðîïèïåòêè.

à, 1—3 — ïðîôèëè êîí÷èêà; á — ñõåìà çàòî÷êè; â, 1—4 — ýòàïû îáðàçîâàíèÿ ïåðôîðàöèè â zona pellucida êëåòêè; ã — ýíóêëåàöèÿ ýìáðèîíà ìûøè,
âèäåí êîðîòêèé òÿæ öèòîïëàçìû.



ïðåäøåñòâóþùåãî ïåðâîìó äåëåíèþ. Èçâåñòíî, ÷òî îò
ìîìåíòà îïëîäîòâîðåíèÿ äî ïåðâîãî äðîáëåíèÿ âÿçêîñòü
öèòîïëàçìû ìåíÿåòñÿ: âíà÷àëå îíà ðåçêî ïîâûøàåòñÿ,
çàòåì ñíèæàåòñÿ è ñíîâà ïîâûøàåòñÿ ê ìîìåíòó íà÷àëà
äðîáëåíèÿ ÿéöà (Dalcq, 1932). Ó÷èòûâàÿ ýòî, îïåðàöèþ
ïðîâîäèëè èìåííî â ýòîò ìîìåíò, ïåðåä íà÷àëîì äåëå-
íèÿ äðîáëåíèÿ. Ýíóêëåàöèÿ çèãîò çàäîëãî äî ýòîãî ìî-
ìåíòà â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ïðèâîäèëà ê èõ ðàçðóøå-
íèþ óæå íà ïåðâîì ýòàïå. Íàïðîòèâ, íåïîñðåäñòâåííî
ïåðåä íà÷àëîì äðîáëåíèÿ ìèêðîèíñòðóìåíò âõîäèë â
zona pellucida ëåãêî, è íà ïåðâîì ýòàïå îïåðàöèè ãèáåëè
êëåòîê ïðàêòè÷åñêè íå íàáëþäàëîñü. Òàêèì îáðàçîì,
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî îïòèìàëüíîå âðåìÿ ïðîâåäåíèÿ
îïåðàöèé — íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä äåëåíèåì êàê äëÿ
êëåòîê-ðåöèïèåíòîâ, òàê è äëÿ êëåòîê-äîíîðîâ (Ñâèðè-
äîâà, Íèêèòèí, 1986).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî óäàëÿåìîå èç êëåòêè ÿäðî âñå-
ãäà îêðóæåíî ìåìáðàíîé è íåáîëüøèì ñëîåì öèòîïëàç-
ìû (êàðèîïëàñò). Ïî äàííûì Çàõàð÷åíêî è ñîàâòîðîâ
(Zakhartchenko et al., 1997), ñîîòíîøåíèå îáúåìà öèòî-
ïëàñòà è êàðèîïëàñòà âëèÿåò íà ðàçâèòèå ýìáðèîíà ïî-
ñëå ïåðåñàäêè ÿäåð, ïðè ýòîì íàèáîëåå áëàãîïðèÿò-
íûå óñëîâèÿ ðàçâèòèÿ âîçíèêàþò, êîãäà îáúåìû êàðèî-
ïëàñòà è öèòîïëàñòà îäèíàêîâû. Åñëè ïåðåñàæèâàòü
îäíîé ìèêðîïèïåòêîé îáà ïðîíóêëåóñà ñðàçó, êàê ïîêà-
çàíî íà ðèñ. 4, ã, êîëè÷åñòâî öèòîïëàçìû áóäåò çíà÷èòåëü-
íî áîëüøå.

Îïåðàöèþ ìû ïðîâîäèëè èìåííî òàê, ïîñêîëüêó áî-
ëüøîé îáúåì öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî îêðóæåíèÿ áûë áëà-
ãîïðèÿòåí äëÿ ñîõðàíåíèÿ öåëîñòíîñòè ýíóêëåèðîâàííî-
ãî ÿäðà è ñïîñîáíîñòè åãî ê äàëüíåéøåìó äåëåíèþ. Ïðè
ïðîâåäåíèè ìèêðîõèðóðãè÷åñêîé îïåðàöèè âûÿñíèëîñü,
÷òî ïîñëå ïðîêîëà zona pellucida ìèêðîèíñòðóìåíò âíå-
äðÿëñÿ âíóòðü êëåòêè, íå ïîâðåæäàÿ åå öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêóþ ìåìáðàíó. Ýòîìó ñïîñîáñòâîâàëî â òîì ÷èñëå äåé-
ñòâèå öèòîõàëàçèíà Á, êîòîðûé äåëàåò öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêóþ ìåìáðàíó ñâåðõýëàñòè÷íîé (Modlinski, 1980).

Ïîñëå ìèêðîõèðóðãèè æèçíåñïîñîáíûìè îêàçàëèñü
90 % ïðîîïåðèðîâàííûõ çèãîò, â òî âðåìÿ êàê, ïî ëèòåðà-
òóðíûì äàííûì, ïîñëå ìèêðîõèðóðãèè ïðèãîäíûìè äëÿ
êóëüòèâèðîâàíèÿ îñòàâàëèñü òîëüêî 39 % êëåòîê (Illmen-
see, Hoppe, 1981). Êàðèîïëàñò ïåðåíîñèëè òîé æå ìèêðî-
ïèïåòêîé â ýíóêëåèðîâàííóþ çèãîòó ïîä zona pellucida è
ïåðåñàäêó ÿäðà çàâåðøàëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîñëèÿíèÿ.
Â ðåçóëüòàòå ýêñïåðèìåíòîâ ñ ïðèìåíåíèåì îïèñàííûõ
ïðèåìîâ è ìèêðîèíñòðóìåíòîâ áûëî ïîëó÷åíî æèâîå è
æèçíåñïîñîáíîå ïîòîìñòâî ìûøåé (Ñâèðèäîâ è äð.,
1987; ×àéëàõÿí è äð., 1987). Ýòî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âû-
âîä î òîì, ÷òî ïðîâåäåííîå ïî òàêîìó ïðîòîêîëó ðåêîí-
ñòðóèðîâàíèå çèãîò ñî÷åòàíèåì ìèêðîõèðóðãèè è ýëåêò-
ðîñëèÿíèÿ íå âíîñèò çàìåòíûõ íàðóøåíèé â ðàçâèòèå
ýìáðèîíà è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî â øèðîêîì êðóãå
çàäà÷ ïî êëåòî÷íîé èíæåíåðèè.

Â â å ä å í è å ð à ñ ò â î ð î â ð à ç ë è ÷ í û õ â å ù å ñ ò â, â
ò î ì ÷ è ñ ë å Ä Í Ê, â ê ë å ò ê ó. Äëÿ ïðîêîëà ìåìáðàí
êëåòîê èëè îðãàíåëë áîëüøîå çíà÷åíèå èìååò èñïîëü-
çîâàíèå îñòðûõ, çàòî÷åííûõ ìèêðîïèïåòîê (McGrath,
Solter, 1983; Íèêèòèí, 1986). Îíè ëåã÷å ïðîíèêàþò â
êëåòêè, ïðîèçâîäÿ ìåíüøèå ìåõàíè÷åñêèå ïîâðåæäåíèÿ
ìåìáðàí. Îäíàêî îáùåïðèíÿòûå óñòðîéñòâà äëÿ çàòà÷è-
âàíèÿ, èçâåñòíûå íàì, îñòàâëÿþò íà ìèêðîèíñòðóìåíòå
ïðîäóêòû øëèôîâêè, íå äàþò âîçìîæíîñòè ðåãóëèðîâàòü
âñå íåîáõîäèìûå ìàíèïóëÿöèè è íå ïîçâîëÿþò ïðîâî-
äèòü ïðè áîëüøîì óâåëè÷åíèè ìèêðîñêîïè÷åñêèé êîíò-
ðîëü ïðîöåññîâ çàòà÷èâàíèÿ.

Ñîâìåñòíî ñ Èíñòèòóòîì ïðèáîðîñòðîåíèÿ ÐÀÍ
áûëî ðàçðàáîòàíî è èçãîòîâëåíî çàâîäñêèì ñïîñîáîì ïî
ïðåäñòàâëåííîìó íàìè ïðîåêòó óñòðîéñòâî äëÿ çàòî÷êè
ìèêðîèíñòðóìåíòîâ (Ãðèøèí è äð., 1987), ïîêàçàííîå íà
ðèñ. 5. Îñíîâíàÿ òîíêîñòü ïðîöåññà çàòà÷èâàíèÿ ìèêðî-
ïèïåòîê ñ ïîìîùüþ ýòîãî óñòðîéñòâà çàêëþ÷àåòñÿ â òîì,
÷òî ïîòîêîì âîäû, ïîäàâàåìûì èç ïîëîñòè ìèêðîïèïåò-
êè, ìîæíî ðåãóëèðîâàòü ìåíèñê, îáðàçóþùèéñÿ ìåæäó
êîí÷èêîì ìèêðîïèïåòêè è àáðàçèâíûì äèñêîì: ÷åì ìå-
íüøå ýòîò ìåíèñê, òåì ñèëüíåå ïðèæèì êîí÷èêà ìèêðî-
ïèïåòêè ê àáðàçèâíîìó äèñêó è òåì áîëåå èíòåíñèâíî
ïðîèñõîäèò çàòà÷èâàíèå. Ýòîò æå ïîòîê âîäû ïðåäîòâðà-
ùàë íåîáðàòèìîå çàñîðåíèå âûõîäíîãî îòâåðñòèÿ ìèêðî-
ïèïåòêè. Îêîí÷àòåëüíàÿ øëèôîâêà çàòî÷åííîãî êîí÷è-
êà, ÷òî î÷åíü âàæíî äëÿ êà÷åñòâåííîãî èçãîòîâëåíèÿ
ìèêðîïèïåòêè, îñóùåñòâëÿëàñü ïðè èíòåíñèâíîé ïîäà÷å
âîäû èç ïîëîñòè ìèêðîïèïåòêè. Ïîìèìî ýòîãî, â äàííîì
óñòðîéñòâå îáåñïå÷åí êîíòðîëü âñåõ ýòàïîâ çàòà÷èâàíèÿ
ìèêðîèíñòðóìåíòîâ ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà ñ áîëüøèì
óâåëè÷åíèåì.

Ì í î ã î ä î ç î â û é ì è ê ð î è í ú å ê ò î ð. Ïðèíöèï ðà-
áîòû è óñòðîéñòâî øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííûõ ìèêðîèíú-
åêòîðîâ âåñüìà ïðîñòû — ýòî ìèêðîøïðèö, ñîåäèíåí-
íûé øëàíãîì ñ ìèêðîïèïåòêîé. Îäíàêî ïðè ðàáîòå ñ
åäèíè÷íîé êëåòêîé âñåãäà ñòîèò çàäà÷à ìèíèìèçèðîâàòü
êîëè÷åñòâî ââîäèìîãî âåùåñòâà. ×åì ìåíüøå äèàìåòð
ïîðøíÿ øïðèöà è ÷åì ìåíüøåå ïåðåìåùåíèå ïîðøåíü
äîëæåí ñîâåðøèòü, ÷òîáû âûòîëêíóòü èíúåöèðóåìûé
îáúåì èç ìèêðîïèïåòêè, òåì ìåíüøóþ äîçó ìîæíî ââåñ-

Ìåòîäû ââåäåíèÿ âåùåñòâ è îðãàíåëë â êëåòêó â òåõíîëîãèÿõ êëåòî÷íîé èíæåíåðèè 637

Ðèñ. 5. Ñõåìà çàòà÷èâàíèÿ ìèêðîïèïåòêè ïîä êîíòðîëåì ìèê-
ðîñêîïà íà ìèêðîêóçíèöå.

1 — àáðàçèâíûé äèñê (ñàïôèðîâîå èëè êâàðöåâîå ñòåêëî); 2 — ìèêðîïè-
ïåòêà; 3 — ïîòîê âîäû; 4 — ìåíèñê âîäû: ÷åì îí ìåíüøå, òåì ñèëüíåå
ñòåïåíü ïðèæèìà ìèêðîïèïåòêè ê äèñêó. Èç ìèêðîïèïåòêè (2) ïîäàåòñÿ
âîäà, áëàãîäàðÿ ÷åìó íå ïðîèñõîäèò íåîáðàòèìîãî çàñîðåíèÿ åå êîí÷èêà.



òè â êëåòêó. Ìû èñïîëüçîâàëè äëÿ òàêèõ öåëåé ñïåöèàëü-
íî ñîçäàííûé íàìè ìíîãîäîçîâûé ìèêðîèíúåêòîð (Áîí-
äàðåâ è äð., 1986).

Ýòà îðèãèíàëüíàÿ êîíñòðóêöèÿ îáåñïå÷èëà ïîëó÷å-
íèå ìèêðîäîç ñ òî÷íîñòüþ äî ôåìòîëèòðà ïðè äîñòàòî÷-
íîé ïðîñòîòå óïðàâëåíèÿ (ôåìòîëèòð — ýòî 1 ìêì3). Òà-
êàÿ òî÷íîñòü îáåñïå÷èâàåòñÿ çà ñ÷åò óñòàíîâêè âíóòðü
èíúåêöèîííîé ïèïåòêè ìåðíîãî êàïèëëÿðà, êîòîðûé
ôàêòè÷åñêè ñëóæèò ïîðøíåì è óïðàâëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ
ãèäðàâëèêè, à òàêæå çà ñ÷åò îðèãèíàëüíî óñòðîåííîãî äå-
ëèòåëÿ ìåõàíè÷åñêîãî óñèëèÿ ñ óíèêàëüíîé âåëè÷èíîé
ðåäóêöèè ïåðåìåùåíèÿ ïîðøíÿ 1 : 40 000 ïî îòíîøåíèþ
ê ïðèëàãàåìîìó ìåõàíè÷åñêîìó óñèëèþ. Îäíàêî ñ ó÷å-
òîì òîãî, ÷òî ëèìèòèðóþùèì ôàêòîðîì òî÷íîñòè äîç âî
âñåõ èçâåñòíûõ ìèêðîèíúåêòîðàõ ñëóæèò ñèñòåìà øëàí-
ãîâ, â äàëüíåéøåì ìû ìîäèôèöèðîâàëè ýòîò ìèêðîèíú-
åêòîð è èñïîëüçîâàëè åãî â óïðîùåííîì âèäå, áåç ïðèìå-
íåíèÿ ãèäðàâëè÷åñêîé ïåðåäà÷è è áåç øëàíãà.

Íà ðèñ. 6 ïîêàçàíû ñõåìà èíúåöèðóþùåé ÷àñòè ìíî-
ãîäîçîâîãî ìèêðîèíúåêòîðà è åãî îáùèé âèä. Âíóòðü
êîíóñíîé ÷àñòè ìèêðîèíúåêöèîííîé ïèïåòêè ââåäåí
òîíêèé ìåòàëëè÷åñêèé ìèêðîñòåðæåíü (ïëóíæåð)
(ðèñ. 6, à, 4) äèàìåòðîì äî íåñêîëüêèõ äåñÿòûõ ìèëëè-
ìåòðà, ôàêòè÷åñêè ñëóæàùèé ïîðøíåì. Ñèñòåìà óïðî-
ùàåòñÿ è óâåëè÷èâàåòñÿ òî÷íîñòü èíúåöèðîâàíèÿ ÷åðåç

ñòåêëÿííûå ìèêðîïèïåòêè. Âèçóàëüíûé êîíòðîëü èñòå-
÷åíèÿ ìèíèìàëüíîãî îáúåìà â îáû÷íûé îïòè÷åñêèé ìèê-
ðîñêîï ïðàêòè÷åñêè íåâîçìîæåí, íî ïðîñëåäèòü
èñòå÷åíèå íåñêîëüêèõ îáúåìîâ ÷åðåç êîí÷èê äèàìåòðîì
â 1 ìêì è ìåíüøå — âûïîëíèìàÿ çàäà÷à. Êðîìå òîãî, îò-
ñóòñòâèå â äàííîì ìèêðîèíúåêòîðå ñèñòåìû øëàíãîâ,
ñîåäèíÿþùèõ äîçàòîð äàâëåíèÿ ñî ñòåêëÿííîé ìèêðîïè-
ïåòêîé, ïîçâîëèëî ïðåîäîëåòü ýòîò ëèìèòèðóþùèé ôàê-
òîð òî÷íîñòè äîç âî âñåõ èçâåñòíûõ ìèêðîèíúåêòîðàõ.

Ïðîáëåìà ðåêîíñòðóêöèè êëåòêè ìåòîäàìè êëåòî÷-
íîé èíæåíåðèè — îäíà èç öåíòðàëüíûõ â áèîëîãèè, òàê
êàê ïîçâîëÿåò ïîäîéòè ê ðåøåíèþ ðÿäà ïðèíöèïèàëüíûõ
âîïðîñîâ áèîëîãèè ðàçâèòèÿ, ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè,
ãåííîé è êëåòî÷íîé èíæåíåðèè, àêòèâíî âìåøèâàòüñÿ â
ðàçâèòèå êëåòîê, îðãàíîâ è òêàíåé. Áëàãîäàðÿ ýòèì ìåòî-
äàì ïîëó÷èëè ðàçâèòèå òàêèå áèîòåõíîëîãèè, êàê ôàðìà-
öåâòè÷åñêîå (Wolf et al., 2000), òåðàïåâòè÷åñêîå (Illmen-
see, 2001, 2002; Hochedlinger, Jaenisch, 2003) è ðåïðî-
äóêòèâíîå êëîíèðîâàíèå æèâîòíûõ (Wolf et al., 1998;
Kuhholzer, Prather, 2000; Heyman, 2005; Lagutina et al.,
2005; Vajta, Gjerris, 2006). Áîëüøèå è î÷åâèäíûå ñåé÷àñ
ïåðñïåêòèâû èìååò èñïîëüçîâàíèå ìåòîäîâ ðåêîíñòðóê-
öèè êëåòêè äëÿ ñîõðàíåíèÿ ãåíîôîíäà èñ÷åçàþùèõ âè-
äîâ æèâîòíûõ (Lanza et al., 2000; Li et al., 2006; Pukaz-
henthi et al., 2006). Îäíàêî ìèêðîõèðóðãè÷åñêèå ìàíèïó-
ëÿöèè ñ êëåòêîé, êàê îòìå÷àþò ìíîãèå àâòîðû, ÿâëÿþòñÿ
âåñüìà äîðîãîñòîÿùèìè, òàê êàê òðåáóþò èñïîëüçîâàíèÿ
ñïåöèàëüíîãî âûñîêîòåõíîëîãè÷íîãî îáîðóäîâàíèÿ, îñî-
áûõ ïîäõîäîâ äëÿ ðàçíûõ çàäà÷ è äëÿ ðàçíûõ æèâîòíûõ,
à ðåçóëüòàòû èõ âî ìíîãîì çàâèñÿò îò ïðîôåññèîíàëèçìà
ìèêðîõèðóðãà. Â ñâÿçè ñ ýòèì âàæíîå çíà÷åíèå ïðèîáðå-
òàþò ñîçäàíèå â íàøåé ñòðàíå îòå÷åñòâåííîãî áàçîâîãî
îáîðóäîâàíèÿ è ðàçðàáîòêà íîâûõ ìåòîäîâ ìèêðîõèðóð-
ãèè è ìèêðîèíúåêöèè åäèíè÷íîé êëåòêè, êîòîðûå ïîçâî-
ëèëè áû âåñòè ñîáñòâåííûå èññëåäîâàíèÿ è îáåñïå÷èòü
îáó÷åíèå ñïåöèàëèñòîâ ïî ìèêðîõèðóðãèè êëåòêè è ìèê-
ðîèíúåêöèè â êëåòêó, à òàêæå ðàñøèðèòü âíåäðåíèå ýòèõ
ìåòîäîâ â ïðàêòèêó ðàáîòû íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèõ
ëàáîðàòîðèé è öåíòðîâ ïî áèîòåõíîëîãèè. Äàííàÿ ðàáîòà
âûïîëíåíà â ðóñëå ýòèõ ïðîáëåì, è èññëåäîâàíèÿ â ýòîì
íàïðàâëåíèè ïðîäîëæàþòñÿ.

Àâòîðû âûðàæàþò èñêðåííþþ ïðèçíàòåëüíîñòü ïðîô.
À. Ñ. Ñîáîëåâó (Èíñòèòóò áèîëîãèè ãåíà ÐÀÍ) çà ïîëåç-
íóþ êðèòèêó è ñîâåòû ïðè íàïèñàíèè äàííîé ñòàòüè.
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We have presented the classification of more than 40 methods of genetic material, substances and organel-
les introduction into a living cell. Each of them has its characteristic advantages, disadvantages and limitations
with respect to cell viability, transfer efficiency, general applicability, and technical requirements. It this article
we have enlarged on the description of our developments of several new and improved approaches, methods and
devices of the direct microinjection into a single cell and cell microsurgery with the help of glass micropipettes.
The problem of low efficiency of mammalian cloning is discussed with emphasis on the necessity of expertizing
of each step of single cell reconstruction to begin with microsurgical manipulations and necessity of the deve-
lopment of such methods of single cell resonstruction that could minimize the possible damage of the cell.

K e y w o r d s: single cell microsurgery, microinjection, nuclear transfer, cloning, cell engineering.

Ìåòîäû ââåäåíèÿ âåùåñòâ è îðãàíåëë â êëåòêó â òåõíîëîãèÿõ êëåòî÷íîé èíæåíåðèè 641


