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Ýôôåêòèâíîñòü ýëèìèíàöèè ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê ïåòóõîâ

Èçó÷åíà ýôôåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ áóñóëüôàíà äëÿ ýëèìèíàöèè ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê ñåìåí-
íèêîâ ïåòóõîâ ñ öåëüþ ïðåêðàùåíèÿ ñïåðìàòîãåíåçà. Ìàêñèìàëüíûé ýôôåêò ðåãèñòðèðîâàëè ïðè ââåäå-
íèè áóñóëüôàíà â äîçå 80 ìã íà 1 êã æèâîé ìàññû. Ïðè èñïîëüçîâàíèè áóñóëüôàíà â äàííîé äîçå îòìå÷à-
ëè óìåíüøåíèå äèàìåòðà ñåìåííûõ êàíàëüöåâ íà 81 % ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, îáóñëîâëåííîå ýëè-
ìèíàöèåé çíà÷èòåëüíîé äîëè ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê (99 %). Íàèáîëåå óñòîé÷èâûìè ê âîçäåéñòâèþ
áóñóëüôàíà îêàçàëèñü êëåòêè Ñåðòîëè è ñïåðìàòîãîíèè. Ïðè ïîëíîé ýëèìèíàöèè äðóãèõ òèïîâ ñïåðìà-
òîãåííûõ êëåòîê íàáëþäàëè óìåíüøåíèå â ñåìåííûõ êàíàëüöàõ ñåìåííèêîâ êîëè÷åñòâà êëåòîê Ñåðòîëè
è ñïåðìàòîãîíèé ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì íà 39 è 98 % ñîîòâåòñòâåííî. Âîññòàíîâëåíèå ñïåðìàòîãå-
íåçà ó ïåòóõîâ îòìå÷àëè ÷åðåç 3—4 ìåñ ïîñëå ââåäåíèÿ áóñóëüôàíà. Îäíàêî êîíöåíòðàöèÿ ñïåðìèåâ â
ýÿêóëÿòå áûëà íèçêîé è ñîñòàâëÿëà òîëüêî 2—4 % îò íîðìû. Íîðìàëèçàöèÿ êîíöåíòðàöèè ñïåðìèåâ íà-
áëþäàëàñü ÷åðåç 9—10 ìåñ ïîñëå èíúåêöèè ïðåïàðàòà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñïåðìàòîãåíåç, ïåòóõè, áóñóëüôàí, ñïåðìàòîãîíèè, êëåòêè Ñåðòîëè.

Ïîëó÷åíèå òðàíñãåííûõ è õèìåðíûõ ñåëüñêîõîçÿéñò-
âåííûõ æèâîòíûõ è ïòèö ïîñðåäñòâîì ãåíåòè÷åñêîé
òðàíñôîðìàöèè è òðàíñïëàíòàöèè äîíîðñêèõ ìóæñêèõ
ïîëîâûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ íà-
ïðàâëåíèé ñîâðåìåííîé áèîòåõíîëîãèè, ðàññìàòðèâàþ-
ùèõñÿ â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâû òðàäèöèîííûì ìåòîäàì
ñåëåêöèè è òðàíñãåíåçà (Brinster, 2002; Sato et al., 2002;
Min et al., 2011; Zheng et al., 2014). Ñïîñîáíîñòü ñïåðìèåâ
ïåðåíîñèòü ýêçîãåííóþ ÄÍÊ â ÿéöåêëåòêó â ïðîöåññå
îïëîäîòâîðåíèÿ îáóñëîâëèâàåò âûñîêèé èíòåðåñ ê èñ-
ïîëüçîâàíèþ ïîëîâûõ êëåòîê ñàìöîâ äëÿ ïîëó÷åíèÿ îñî-
áåé ñ çàäàííûìè ïðèçíàêàìè. Â ñëó÷àå èíòåãðàöèè ðå-
êîìáèíàíòíîé ÄÍÊ â ãåíîì õîçÿèíà òðàíñãåí ìîæåò
óñòîé÷èâî ïåðåäàâàòüñÿ â ðÿäå ïîêîëåíèé. Êðîìå òîãî,
ââèäó ïðîâåäåíèÿ ìàíèïóëÿöèé íà âçðîñëûõ îñîáÿõ çíà-
÷èòåëüíî ñîêðàùàþòñÿ ìàòåðèàëüíûå è âðåìåíí*ûå çàòðà-
òû íà ïîëó÷åíèå òðàíñãåííîãî ïîòîìñòâà.

Â ýïèòåëèîñïåðìàòîãåííîì ñëîå ñåìåííûõ êàíàëüöåâ
ñåìåííèêîâ ñàìöîâ âûäåëÿþò íåñêîëüêî òèïîâ êëåòîê
(Æóíêåéðà, Êàðíåéðî, 2009). Íàèáîëüøèé èíòåðåñ ïðåä-
ñòàâëÿåò èñïîëüçîâàíèå ñòâîëîâûõ êëåòîê ñåìåííèêîâ —
ñïåðìàòîãîíèé òèïà À, ÿâëÿþùèõñÿ íåäèôôåðåíöèðî-
âàííûìè ïîëîâûìè êëåòêàìè (McLean, 2005). Ïîïóëÿöèÿ
äàííîãî òèïà ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê íåìíîãî÷èñëåííà.
Îíè ðàñïîëàãàþòñÿ íà áàçàëüíîé ìåìáðàíå ñåìåííûõ êà-
íàëüöåâ è îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ê ñàìîîáíîâëåíèþ è
äèôôåðåíöèðîâêå, îáåñïå÷èâàÿ íåïðåðûâíîñòü ïðîòåêà-
íèÿ ïðîöåññà ñïåðìàòîãåíåçà ñ îáðàçîâàíèåì çðåëûõ ïî-
ëîâûõ êëåòîê ñàìöîâ — ñïåðìèåâ. Äàííûå ñâîéñòâà ñïåð-
ìàòîãîíèé äåëàþò èõ óäîáíûìè êëåòêàìè-ìèøåíÿìè äëÿ

ââåäåíèÿ ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ (òðàíñãåíåç), à òàêæå èñ-
ïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà äëÿ ñî-
õðàíåíèÿ è ïîääåðæàíèÿ ãåíîôîíäà öåííûõ ïîðîä è
ëèíèé æèâîòíûõ è ïòèö (êðèîáàíêè) (Dobrinski, 2005;
Olive, Cuzin, 2005; Âîëêîâà è äð., 2012).

Òåõíîëîãèÿ ïîëó÷åíèÿ òðàíñãåííûõ è õèìåðíûõ
îñîáåé ñ èñïîëüçîâàíèåì êëåòîê ãîíàä ñàìöîâ ïðåäóñ-
ìàòðèâàåò ïîëó÷åíèå êóëüòóðû äîíîðñêèõ êëåòîê è èõ
òðàíñïëàíòàöèþ â ñåìåííèêè ñàìöîâ-ðåöèïèåíòîâ. Èñ-
ïîëüçóåìûå â äàííîì ñëó÷àå ñàìöû-ðåöèïèåíòû ðàññìàò-
ðèâàþòñÿ â êà÷åñòâå ñâîåîáðàçíûõ «áèîðåàêòîðîâ», â ñå-
ìåííèêàõ êîòîðûõ ïðîèñõîäèò âûðàáîòêà ýíäîãåííûõ
ñïåðìèåâ, íåñóùèõ äîíîðñêóþ ãåíåòè÷åñêóþ èíôîðìà-
öèþ. Ïåðñïåêòèâíîñòü äàííîé òåõíîëîãèè ïîêàçàíà íà
ëàáîðàòîðíûõ è ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ (Brins-
ter, Avarbock, 1994; Rodriguez-Sosa et al., 2006; Oatley,
2010).

Êëþ÷åâûì ìîìåíòîì, îáóñëîâëèâàþùèì ýôôåêòèâ-
íîñòü òðàíñïëàíòàöèè äîíîðñêèõ ñïåðìàòîãîíèé, ÿâëÿåò-
ñÿ ïîäãîòîâêà ñàìöîâ-ðåöèïèåíòîâ, íàïðàâëåííàÿ íà ýëè-
ìèíàöèþ ñîáñòâåííûõ ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê â ñåìåí-
íèêàõ. Äëÿ ýòèõ öåëåé ðàññìàòðèâàåòñÿ èñïîëüçîâàíèå
äâóõ îñíîâíûõ ìåòîäè÷åñêèõ ïîäõîäîâ — èñïîëüçîâàíèå
îáëó÷åíèÿ (Withers et al., 1974; Meistrich et al., 1978) è õè-
ìè÷åñêàÿ ñòåðèëèçàöèÿ (Bucci, Meistrich, 1987). Â ïîñëåä-
íåì ñëó÷àå èñïîëüçóþò áóñóëüôàí. Äåéñòâèå äàííîãî
ïðåïàðàòà, âûçûâàþùåãî ñòåðèëüíîñòü ñàìöîâ, áûëî ïî-
êàçàíî â ýêñïåðèìåíòàõ íà ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ (Kim
et al., 1997; Ogawa et al., 1997; Dobrinski et al., 2000; Pana-
hi et al., 2015), ñâèíüÿõ (Kim et al., 1997; Ñàâ÷åíêîâà è äð.,
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2006) è ïòèöàõ (Li et al., 2008; Yu et al., 2010; Tagirov, Go-
lovan, 2012).

Öåëüþ íàøèõ èññëåäîâàíèé ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå ýô-
ôåêòèâíîñòè ýëèìèíàöèè ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê â ñå-
ìåííûõ êàíàëüöàõ ñåìåííèêîâ ïåòóõîâ ïðè èñïîëüçîâà-
íèè ðàçëè÷íûõ äîç áóñóëüôàíà.

Äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ïðåïàðàòà
áûëè ïðîâåäåíû äåòàëüíûå ãèñòîëîãè÷åñêèå èññëåäîâà-
íèÿ ñåìåííûõ êàíàëüöåâ ñåìåííèêîâ ïåòóõîâ, îòðàæàþ-
ùèå äèíàìèêó èçìåíåíèÿ ðàçìåðîâ ñåìåííûõ êàíàëüöåâ
ïîñëå ââåäåíèÿ áóñóëüôàíà, êîëè÷åñòâà ñïåðìàòîãåííûõ
êëåòîê â íèõ ñ îöåíêîé êëåòî÷íîãî ñîñòàâà è èçó÷åíà ðå-
çóëüòàòèâíîñòü âîññòàíîâëåíèÿ ñïåðìàòîãåíåçà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Îáúåêòîì èññëåäîâàíèé ñëóæèëè ñàìöû ïåòóõîâ ïî-
ðîäû Ïåðâîìàéñêàÿ â âîçðàñòå 6 ìåñ.

Ä ë ÿ ï ð å ê ð à ù å í è ÿ ý í ä î ã å í í î ã î ñ ï å ð ì à ò î -
ã å í å ç à èñïîëüçîâàëè ðàñòâîð áóñóëüôàíà (Sigma,
ÑØÀ). Áóñóëüôàí ðàñòâîðÿëè â äèìåòèëñóëüôîêñèäå
(ÄÌÑÎ) (Sigma, ÑØÀ). Ïîëó÷åííûé ðàñòâîð ñòåðèëèçî-
âàëè ïóòåì ôèëüòðàöèè ÷åðåç ôèëüòð ñ äèàìåòðîì ïîð
0.22 ìêì (ôèëüòðàöèîíàÿ íàñàäêà íà øïðèö). Ïðåïàðàò
â îáúåìå äî 1 ìë ââîäèëè íåïîñðåäñòâåííî â ñåìåííèêè
ïóòåì ìíîæåñòâåííîé èíúåêöèè (5—6 óêîëîâ) ñ ïî-
ìîùüþ èíñóëèíîâîãî øïðèöà U-100 ñ èãëîé 29G (0.33 �
13 ìì). Êîðìëåíèå ïòèö ïðåêðàùàëè çà 24 ÷ äî îïåðàöèè,
ïîåíèå — çà 12 ÷. Äëÿ àíåñòåçèè èñïîëüçîâàëè Ðîìåòàð
(20 ìã/ìë) â êîëè÷åñòâå 1.5—2.0 ìë íà ãîëîâó.

Äîñòóï ê ñåìåííèêó äëÿ ââåäåíèÿ áóñóëüôàíà îáåñ-
ïå÷èâàëè ÷åðåç ðàçðåç çà ïîñëåäíèì ðåáðîì. Ïòèöó ôèê-
ñèðîâàëè â áîêîâîì ïîëîæåíèè. Ðàçðåç äëèíîé 3—4 ñì
âåëè âíèç, íà÷èíàÿ îò êîíòóðà äëèííåéøåãî ìóñêóëà ñïè-
íû ïî ïåðåäíåìó êðàþ ïîñëåäíåãî ðåáðà. Çîíäîì èëè
èíúåêöèîííîé èãëîé ñìåùàëè âíèç êèøå÷íèê, â ðåçóëü-
òàòå ÷åãî îòêðûâàëñÿ îïåðàòèâíûé äîñòóï ê ñåìåííèêó.
×åðåç îäèí ðàçðåç îñóùåñòâëÿëè èíúåêöèè â îáà ñåìåí-
íèêà.

Áóñóëüôàí ââîäèëè â ðàñ÷åòå íà 1 êã æèâîé ìàññû â
äîçàõ 40, 60, 80 è 100 ìã. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû ñàìöû, ñ êîòîðûìè íå ïðîâîäèëè ìàíè-
ïóëÿöèé. Â êàæäîì ñëó÷àå áûëî èñïîëüçîâàíî íå ìåíåå
5 ñàìöîâ.

Ä ë ÿ ã è ñ ò î ë î ã è ÷ å ñ ê î ã î è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ ôèê-
ñàöèþ ôðàãìåíòîâ ñåìåííèêîâ ïðîâîäèëè â ðàñòâîðå
Áóýíà (ïèêðèíîâàÿ êèñëîòà, óêñóñíàÿ êèñëîòà è ôîð-
ìàëèí â ñîîòíîøåíèè 15 : 1 : 5) (Panreac, Ãåðìàíèÿ) â
òå÷åíèå 48 ÷. Ãèñòîëîãè÷åñêèå ïðåïàðàòû ñåìåííèêîâ ãî-
òîâèëè ïî îáùåïðèíÿòîé ìåòîäèêå, âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ
äåãèäðàòàöèþ òêàíè â ñïèðòàõ âîçðàñòàþùåé êîíöåíòðà-
öèè, ïðîïèòêó â ñìåñè êñèëîë—ïàðàôèí è çàêëþ÷åíèå â
ïàðàôèí (Ñàðêèçîâ, Ïåðîâ, 1996). Ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè
ãåìàòîêñèëèí-ýîçèíîì (BioVitrum, Ðîññèÿ). Ñ öåëüþ èñê-
ëþ÷åíèÿ ïîëó÷åíèÿ îøèáî÷íûõ ðåçóëüòàòîâ äëÿ àíàëèçà
îòáèðàëè òîëüêî ñåìåííûå êàíàëüöû, èìåþùèå îêðóãëóþ
ôîðìó è ïðîñâåò íà ïîïåðå÷íûõ ñðåçàõ. Èäåíòèôèêàöèþ
êëåòîê ñïåðìàòîãåííîãî ðÿäà ïðîâîäèëè èñõîäÿ èç èõ
ìîðôîëîãèè: êëåòêè Ñåðòîëè õàðàêòåðèçóþòñÿ íàëè÷èåì
ñâåòëîãî ÿäðà íåïðàâèëüíîé ôîðìû ñ îäíèì èëè íåñêîëü-
êèìè ÿäðûøêàìè; ñïåðìàòîãîíèè ðàñïîëàãàþòñÿ íà áà-
çàëüíîé ìåìáðàíå èëè êëåòêàõ Ñåðòîëè è èìåþò êðóãëîå
èëè îâàëüíîå ÿäðî ïðàâèëüíîé ôîðìû, ðàâíîìåðíî îêðà-
øèâàåìîå (Æóíêåéðà, Êàðíåéðî, 2009). Â îáðàçöàõ îò

êàæäîãî ñàìöà áûëî èññëåäîâàíî íå ìåíåå 30 ñåìåííûõ
êàíàëüöåâ. Ãèñòîëîãè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ìèêðîñêîïà Ni-U (Nikon, ßïîíèÿ). Îáðàáîòêó è
àíàëèç èçîáðàæåíèé ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì ïàêåòà
ïðîãðàìì NIS-Elements (Nikon, ßïîíèÿ).

Áûëè èçó÷åíû ñëåäóþùèå ïîêàçàòåëè — äèàìåòð ñå-
ìåííûõ êàíàëüöåâ, êîëè÷åñòâî ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê â
íèõ, êëåòî÷íûé ñîñòàâ ïîïóëÿöèè ñïåðìàòîãåííûõ êëå-
òîê è äîëÿ «ïóñòûõ» ñåìåííûõ êàíàëüöåâ îò îáùåãî ÷èñ-
ëà èññëåäîâàííûõ ñåìåííûõ êàíàëüöåâ. Ê «ïóñòûì» ñå-
ìåííûì êàíàëüöàì îòíîñèëè êàíàëüöû ñ íåáîëüøèì êî-
ëè÷åñòâîì ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê, ðàñïîëîæåííûõ â
îäèí ðÿä íà áàçàëüíîé ìåìáðàíå è ïðåäñòàâëåííûõ ïðå-
èìóùåñòâåííî êëåòêàìè Ñåðòîëè è åäèíè÷íûìè ñïåðìà-
òîãîíèÿìè.

Ý ô ô å ê ò è â í î ñ ò ü â î ñ ñ ò à í î â ë å í è ÿ ñ ï å ð ì à -
ò î ã å í å ç à ó ïåòóõîâ ïîñëå èõ îáðàáîòêè áóñóëüôàíîì
îöåíèâàëè íà îñíîâå àíàëèçà êà÷åñòâåííûõ è êîëè÷åñò-
âåííûõ ïîêàçàòåëåé ñïåðìàòîçîèäîâ â ýÿêóëÿòå. Èçó÷àëè
ñëåäóþùèå ïîêàçàòåëè — ñîñòîÿíèå àêðîñîì, öåëîñò-
íîñòü õðîìàòèíà, äîëÿ àòèïè÷íûõ êëåòîê è êîíöåíòðàöèÿ
ñïåðìèåâ. Áûëî èçó÷åíî èçìåíåíèå äàííûõ ïîêàçàòåëåé â
äèíàìèêå äî ââåäåíèÿ áóñóëüôàíà è ÷åðåç 4 è 9 ìåñ ïîñëå
ââåäåíèÿ ïðåïàðàòà.

Ñáîð ñåìåíè îñóùåñòâëÿëè ìåòîäîì àáäîìèíàëüíîãî
ìàññàæà. Êîíöåíòðàöèþ ñïåðìèåâ îïðåäåëÿëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ïðîãðàììû «Çîîñïåðì 1.0» (ÎÎÎ «Âèäåî-
ÒåñÒ», Ðîññèÿ). Ñóñïåíçèþ ñïåðìàòîçîèäîâ ïîìåùàëè â
ñ÷åòíóþ êàìåðó Ìàêëåðà, ïðîâîäèëè çàïèñü âèäåîèçîá-
ðàæåíèé, íà îñíîâå àíàëèçà êîòîðûõ ïðîâîäèëè àâòîìà-
òè÷åñêîå ðàñïîçíàâàíèå è îöåíêó êàæäîãî ñïåðìàòîçîèäà
ïî çàäàííûì ïàðàìåòðàì.

Ìîðôîëîãèþ ñïåðìèåâ è ñîõðàííîñòü àêðîñîì îöåíè-
âàëè ìåòîäîì äèôôåðåíöèàëüíîé îêðàñêè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì íàáîðà Äèôô-Êâèê («ÄÈÀÕÈÌ», ÍÏÔ «ÀÁÐÈÑ+»,
Ðîññèÿ). Ñóñïåíçèþ ñïåðìàòîçîèäîâ íàíîñèëè íà ïðåä-
ìåòíîå ñòåêëî, âûñóøèâàëè è ôèêñèðîâàëè â ìåòàíîëå â
òå÷åíèå 5 ìèí. Îêðàñêó ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè ñîãëàñíî
ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.

Äëÿ îöåíêè öåëîñòíîñòè õðîìàòèíà îöåíèâàëè íàëè-
÷èå ðàçðûâîâ â ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ àêðèäèí-îðàíæåâîãî òåñ-
òà (ÀÎ-òåñò, Ðîññèÿ). Ñóñïåíçèþ ñïåðìàòîçîèäîâ íàíîñè-
ëè íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî, âûñóøèâàëè è ôèêñèðîâàëè â
ñìåñè ýòàíîëà è óêñóñíîé êèñëîòû â ñîîòíîøåíèè 3 : 1
â òå÷åíèå 1.5 ÷ ïðè 4 °Ñ. Ìàçêè âûñóøèâàëè è íàíîñèëè
ðàñòâîð êðàñèòåëÿ (20 ìë 0.1 Ì ðàñòâîðà ëèìîííîé êèñ-
ëîòû, 1.25 ìë 0.2 Ì Na2HPO4 è 5 ìë 1%-íîãî âîäíîãî
ðàñòâîðà àêðèäèí-îðàíæåâîãî (Biochem, Ôðàíöèÿ). Âû-
äåðæèâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí, óäàëÿëè êðàñèòåëü, âûñóøè-
âàëè è îöåíèâàëè ôëóîðåñöåíöèþ ïîä ìèêðîñêîïîì Ni-U
(Nikon, ßïîíèÿ). Ãîëîâêè ñïåðìàòîçîèäîâ ñ ïîâðåæäåí-
íûì õðîìàòèíîì äàþò êðàñíóþ ôëóîðåñöåíöèþ, ñ íåïî-
âðåæäåííûì õðîìàòèíîì — çåëåíóþ.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ïîëó÷åííûõ ðå-
çóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû
R 3.3.2 (R Core Team, 2012). Âèçóàëèçàöèþ äàííûõ îñó-
ùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ R ïàêåòà «ggplot2» (Wickham,
2009). Ðàñ÷åò êðèòåðèÿ Øàïèðî—Óèëêà ïîêàçàë, ÷òî ïî-
ëó÷åííûå äàííûå èìåëè íå íîðìàëüíîå ðàñïðåäåëå-
íèå, âñëåäñòâèå ÷åãî äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ êîíöåíòðàöèè
áóñóëüôàíà íà èçó÷àåìûå ïîêàçàòåëè ïðèìåíÿëè íåïàðà-
ìåòðè÷åñêèé äèñïåðñèîííûé àíàëèç Êðàñêåëà—Óîë-
ëèñà ñ àïîñòåðèîðíûì ìíîæåñòâåííûì ñðàâíåíèåì ïðè
ïîìîùè êðèòåðèÿ Ìàííà—Óèòíè ñ ïîïðàâêîé Áîí-
ôåððîíè.
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Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Áóñóëüôàí ââîäèëè â ñåìåííèêè â äîçå îò 40 äî
100 ìã íà 1 êã æèâîé ìàññû. Ïðè âûáîðå äèàïàçîíà äîçû
ïðåïàðàòà îñíîâûâàëèñü íà ðåçóëüòàòàõ èññëåäîâàíèé,
ïîëó÷åííûõ ðàíåå íà ëàáîðàòîðíûõ è ñåëüñêîõîçÿéñòâåí-
íûõ æèâîòíûõ (Kim et al., 1997; Ogawa et al., 1997; Do-
brinski et al., 2000; Li et al., 2008; Yu et al., 2010; Tagirov,
Golovan, 2012; Panahi et al., 2015), â òîì ÷èñëå íà ðåçóëü-
òàòàõ èññëåäîâàíèé, ïðîâåäåííûõ ðàíåå íà ñâèíüÿõ íà
áàçå ÂÈÆ èì. Ë. Ê. Ýðíñòà (Ñàâ÷åíêîâà è äð., 2006). Ñëå-
äóåò îòìåòèòü, ÷òî â óêàçàííûõ èññëåäîâàíèÿõ áóñóëüôàí
ââîäèëè âíóòðèáðþøèííî. Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ ìû
èñïîëüçîâàëè ââåäåíèå äàííîãî ïðåïàðàòà íåïîñðåäñò-
âåííî â ñåìåííèêè.

×åðåç 1 ìåñ ïîñëå èíúåêöèè áóñóëüôàíà ïðîâîäèëè
îöåíêó ñïåðìàòîãåíåçà ó ïîäîïûòíûõ ñàìöîâ. Ãèñòîëîãè-
÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ñòðóêòóðû ñåìåííèêîâ âûÿâèëè èç-
ìåíåíèå ðàçìåðîâ ñåìåííûõ êàíàëüöåâ è íàëè÷èÿ â íèõ
ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè
ââîäèìîãî ïðåïàðàòà (ðèñ. 1). Òàê, ïðè ââåäåíèè áóñóëü-
ôàíà â êîíöåíòðàöèè 40 ìã íà 1 êã æèâîé ìàññû äèàìåòð
ñåìåííûõ êàíàëüöåâ ñîñòàâèë 132 � 3 ìêì, ÷òî áûëî íà
54 % ìåíüøå, ÷åì â êîíòðîëå (284 � 4 ìêì, ð < 0.01). Ïðè
óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè áóñóëüôàíà îòìå÷àëè óìåíü-
øåíèå äèàìåòðà ñåìåííûõ êàíàëüöåâ (ð < 0.01). Ïðè äîçå
60 ìã/êã äàííûé ïîêàçàòåëü íå ïðåâûøàë 72.0 � 1.3 ìêì,
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Ðèñ. 1. Äèàìåòð ñåìåííûõ êàíàëüöåâ ñåìåííèêîâ ïåòóõîâ (à) è
äîëÿ «ïóñòûõ» êàíàëüöåâ (á) ïîñëå ââåäåíèÿ áóñóëüôàíà â ðàç-

íûõ äîçàõ.

Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåé àðèôìåòè÷åñêîé è 95%-íîãî äîâå-
ðèòåëüíîãî èíòåðâàëà.

Ðèñ. 2. Íàëè÷èå (à) è êîëè÷åñòâî (á) ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê â
ñåìåííûõ êàíàëüöàõ ïåòóõîâ ïîñëå ââåäåíèÿ áóñóëüôàíà â

ðàçëè÷íûõ äîçàõ.

Íà ãðàôèêàõ îòðàæåíî ðàñïðåäåëåíèå çíà÷åíèé èçó÷àåìûõ ïîêàçàòåëåé
â ñðàâíèòåëüíîì àñïåêòå ìåæäó ýêñïåðèìåíòàëüíûìè ãðóïïàìè. Äàí-
íûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ìåäèàíû, íèæíåãî è âåðõíåãî êâàðòèëåé è âû-

áðîñîâ.



ïðè 80 ìã/êã — 55.0 � 1.2, ïðè 100 ìã/êã —
38.0 � 1.4 ìêì; ðàçíèöà ñ êîíòðîëåì äîñòèãàëà 75, 81 è
87 % ñîîòâåòñòâåííî.

Èçó÷åíèå çàïîëíåííîñòè ñåìåííûõ êàíàëüöåâ ñïåð-
ìàòîãåííûìè êëåòêàìè âûÿâèëî âûñîêèé ïðîöåíò «ïóñ-
òûõ» ñåìåííûõ êàíàëüöåâ, ê êîòîðûì îòíîñèëè êàíàëüöû
ñ íåáîëüøèì êîëè÷åñòâîì ñïåðìàòîãåííûõ êëå-
òîê, ðàñïîëîæåííûõ â îäèí ðÿä íà áàçàëüíîé ìåìáðàíå.
Ãèñòîëîãè÷åñêèé àíàëèç îáðàçöîâ, âçÿòûõ èç ðàçíûõ ó÷à-
ñòêîâ ñåìåííèêîâ, ïîêàçàë, ÷òî äîëÿ ñåìåííûõ êà-
íàëüöåâ ñ ýëèìèíèðîâàííûìè ñïåðìàòîãåííûìè êëåòêà-

ìè íà ñðåçàõ âàðüèðîâàëà â çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçóåìîé
äîçû áóñóëüôàíà è ñîñòàâèëà â ñðåäíåì 50 � 7, 73 � 6,
94 � 2 è 96 � 2 % ïðè èñïîëüçîâàíèè äàííîãî ïðåïàðàòà
â êîíöåíòðàöèÿõ 40, 60, 80 è 100 ìã íà 1 êã æèâîé ìàññû
ñîîòâåòñòâåííî. Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàí-
íûõ âûÿâèë ìåíüøóþ âàðèàáåëüíîñòü äàííîãî ïîêàçàòå-
ëÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè áóñóëüôàíà â âûñîêèõ êîíöåíòðà-
öèÿõ — 80 è 100 ìã íà 1 êã æèâîé ìàññû (ðèñ. 2). Ïîëó-
÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ðåçóëüòàòèâíîñòè
âûêëþ÷åíèÿ ñïåðìàòîãåíåçà ó ïåòóõîâ ïðè ââåäåíèè áó-
ñóëüôàíà íåïîñðåäñòâåííî â òêàíü ñåìåííèêà. Ïðè ýòîì
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Ñîñòàâ ïîïóëÿöèè ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê ñåìåííûõ êàíàëüöåâ ñåìåííèêîâ ïåòóõîâ
ïîñëå ââåäåíèÿ ðàçëè÷íûõ äîç áóñóëüôàíà

Äîçà áóñóëüôàíà,
ìã íà 1 êã æèâîé ìàññû

Êîëè÷åñòâî ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê â 1 ñåìåííîì êàíàëüöå, øò

âñåãî êëåòêè Ñåðòîëè ñïåðìàòîãîíèè
ñïåðìàòîöèòû
1-ãî ïîðÿäêà

40 36 � 2 17 � 1 17 � 1 2.0 � 0.4

60 20 � 2 15 � 1 5 � 1 —

80 12 � 1 11 � 1 1.0 � 0.1 —

100 9 � 1 8 � 1 1.0 � 0.2 —

Êîíòðîëü 884 � 7 18 � 3 69 � 5 150 � 2

Ðèñ. 3. Ñåìåííûå êàíàëüöû 6-ìåñÿ÷íîãî ïåòóõà.

à, á — ïîñëå îáðàáîòêè áóñóëüôàíîì (80 ìã íà 1 êã æèâîé ìàññû), â ñåìåííûõ êàíàëüöàõ âèäíû ñïåðìàòîãåííûå êëåòêè, ïðåäñòàâëåííûå êëåòêàìè
Ñåðòîëè è åäèíè÷íûìè ñïåðìàòîãîíèÿìè; â, ã — êîíòðîëü, â ñåìåííûõ êàíàëüöàõ ïðåäñòàâëåíû âñå òèïû ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê (êëåòêè Ñåðòîëè,
ñïåðìàòîãîíèè, ñïåðìàòîöèòû 1-ãî è 2-ãî ïîðÿäêîâ, ñïåðìàòèäû è ñïåðìèè). Îêðàñêà ãåìàòîêñèëèí-ýîçèíîì. Êëåòêè Ñåðòîëè ïîêàçàíû ÷åðíûìè

ñòðåëêàìè, ñïåðìàòîãîíèè — áåëûìè.



äåéñòâèå áóñóëüôàíà îòìå÷àëîñü íå òîëüêî â ìåñòàõ èíú-
åêöèè ïðåïàðàòà, íî ðàñïðîñòðàíÿëîñü è íà çíà÷èòåëüíóþ
÷àñòü ñïåðìàòîãåííîé òêàíè îðãàíà.

Â èññëåäîâàíèÿõ, ïðîâåäåííûõ ðàíåå íà ëàáîðàòîð-
íûõ æèâîòíûõ è ïòèöàõ, òàêæå îòìå÷àëîñü óìåíüøåíèå
ðàçìåðîâ ñåìåííèêîâ ó îïûòíûõ îñîáåé ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì (Ñàâ÷åíêîâà, 2006; Tagirov, Golovan, 2012).
Îäíàêî äåòàëüíûõ ãèñòîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé, îõâà-
òûâàþùèõ äèíàìèêó èçìåíåíèÿ ðàçìåðîâ ñåìåííûõ êà-
íàëüöåâ è êëåòî÷íîãî ñîñòàâà ïîïóëÿöèè ñïåðìàòîãåííûõ
êëåòîê, íå ïðîâîäèëè.

Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óìåíüøå-
íèå äèàìåòðà ñåìåííûõ êàíàëüöåâ áûëî îáóñëîâëåíî çíà-
÷èòåëüíûì ñíèæåíèåì êîëè÷åñòâà ñïåðìàòîãåííûõ êëå-
òîê â íèõ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè áóñóëüôàíà â êîíöåíòðà-
öèè 40 ìã/êã êîëè÷åñòâî êëåòîê â 1 ñåìåííîì êàíàëüöå
âàðüèðîâàëî îò 5 äî 112 êëåòîê è ñîñòàâèëî â ñðåäíåì
36 � 2 êëåòêè ïðè àíàëîãè÷íîì ïîêàçàòåëå â êîíòðîëüíîé
ãðóïïå 884 � 7 êëåòîê. Ïðè ââåäåíèè áóñóëüôàíà â êîí-
öåíòðàöèÿõ 60, 80 è 100 ìã íà 1 êã æèâîé ìàññû îòìå÷àëè
äîñòîâåðíîå (ð < 0.01) ñíèæåíèå äàííîãî ïîêàçàòåëÿ ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì íà 97.7, 98.6 è 98.9 % ñîîòâåòñò-
âåííî (òàáë. 1). Ñ óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè áóñóëüôàíà
âàðèàáåëüíîñòü ïðèçíàêà çíà÷èòåëüíî óìåíüøàëàñü
(ðèñ. 2).

Àíàëèç ñîñòàâà ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê ñåìåííûõ êà-
íàëüöåâ ïîêàçàë, ÷òî äàííàÿ ïîïóëÿöèÿ êëåòîê áûëà
ïðåäñòàâëåíà ïðåèìóùåñòâåííî êëåòêàìè Ñåðòîëè è
ñïåðìàòîãîíèÿìè, ÷òî ãîâîðèò î íàèáîëüøåé óñòîé÷èâî-
ñòè äàííûõ òèïîâ êëåòîê ê íåãàòèâíîìó âîçäåéñòâèþ áó-
ñóëüôàíà (ðèñ. 3). Ïðè ýòîì ñ óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðà-
öèè áóñóëüôàíà äîëÿ ñïåðìàòîãîíèé çíà÷èòåëüíî ñíèæà-
ëàñü (ð < 0.01). Ïðè ââåäåíèè áóñóëüôàíà â ñåìåííèêè
â êîíöåíòðàöèè 40 ìã/êã ñîîòíîøåíèå êëåòîê Ñåðòîëè
è ñïåðìàòîãîíèé áûëî îäèíàêîâûì — 50 è 50 % ñîîò-
âåòñòâåííî. Ñ ïîâûøåíèåì êîíöåíòðàöèè äî 60 ìã/êã ñî-
îòíîøåíèå äàííûõ òèïîâ êëåòîê ñîñòàâèëî ñîîòâåòñòâåí-
íî 75 è 25 %, äî 80 ìã/êã — 92 è 8, äî 100 ìã/êã — 89
è 11 %.

Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ äàííûõ â êà÷åñòâå îïòèìàëü-
íîé äîçû áóñóëüôàíà äëÿ ýëèìèíàöèè ñïåðìàòîãåííûõ
êëåòîê ñåìåííèêîâ ìîæíî ðåêîìåíäîâàòü ââåäåíèå 80 ìã
ïðåïàðàòà íà 1 êã æèâîé ìàññû. Èñïîëüçîâàíèå áóñóëüôà-
íà â áîëüøåé êîíöåíòðàöèè — 100 ìã/êã — íå äàåò çíà÷è-
òåëüíîãî óëó÷øåíèÿ ðåçóëüòàòèâíîñòè óäàëåíèÿ ñïåðìà-
òîãåííûõ êëåòîê. Íåñìîòðÿ íà äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ïî
äèàìåòðó ñåìåííûõ êàíàëüöåâ è êîëè÷åñòâó ñïåðìàòîãåí-
íûõ êëåòîê â íèõ, óñòàíîâëåííûå ïðè ââåäåíèè áóñóëü-
ôàíà â äàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ, ñëåäóåò îòìåòèòü îòñóòñò-
âèå ðàçëè÷èé ïî êëåòî÷íîìó ñîñòàâó ïîïóëÿöèè ñïåðìà-
òîãåííûõ êëåòîê â ñåìåííûõ êàíàëüöàõ. Ñîîòíîøåíèå
êëåòîê Ñåðòîëè è ñïåðìàòîãîíèé â îáîèõ ñëó÷àÿõ áûëî
îòíîñèòåëüíî îäèíàêîâûì.

Ðÿä èññëåäîâàòåëåé îòìå÷àþò ðåçóëüòàòèâíîñòü äâó-
êðàòíîãî ââåäåíèÿ áóñóëüôàíà â ýëèìèíàöèè ñïåðìàòî-
ãåííûõ êëåòîê â ñåìåííûõ êàíàëüöàõ ñåìåííèêîâ (Tagi-
rov, Golovan, 2012; Panahi et al., 2015). Ðåçóëüòàòû íàøèõ
èññëåäîâàíèé ïîêàçûâàþò äîñòàòî÷íîñòü îäíîêðàòíîãî
ââåäåíèÿ áóñóëüôàíà äëÿ ýôôåêòèâíîãî âûêëþ÷åíèÿ
ñïåðìàòîãåíåçà: èñïîëüçîâàíèå áóñóëüôàíà â êîíöåíòðà-
öèè 80 ìã/êã ïîçâîëÿåò ýëèìèíèðîâàòü äî 99 % ñïåðìà-
òîãåííûõ êëåòîê. Ïðîâåäåíèå äâóêðàòíîé îáðàáîòêè áó-
ñóëüôàíîì íåæåëàòåëüíî ââèäó òîêñè÷íîñòè ïðåïàðàòà è
íåîáõîäèìîñòè ïðîâåäåíèÿ õèðóðãè÷åñêèõ ìàíèïóëÿöèé
äëÿ ïîëó÷åíèÿ îïåðàòèâíîãî äîñòóïà ê ñåìåííèêó. Êðîìå
òîãî, ïîëíîå óäàëåíèå êëåòîê Ñåðòîëè ìîæåò íåãàòèâíî
ñêàçàòüñÿ íà êîëîíèçàöèè äîíîðñêèõ êëåòîê â ñåìåííûõ
êàíàëüöàõ ïåòóõîâ-ðåöèïèåíòîâ, òàê êàê ðàçâèòèå ñïåð-
ìàòîãåííûõ êëåòîê èäåò íà êëåòêàõ Ñåðòîëè.

Äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè âîññòàíîâëåíèÿ ñïåðìà-
òîãåíåçà ó ïåòóõîâ ïîñëå èõ îáðàáîòêè áóñóëüôàíîì
áûëî îñóùåñòâëåíî ââåäåíèå äàííîãî ïðåïàðàòà â ñåìåí-
íèêè 4 ïåòóõîâ. Âîçîáíîâëåíèå ñïåðìàòîãåíåçà ó
ïîäîïûòíûõ ñàìöîâ íàáëþäàëè ÷åðåç 3.5—4.0 ìåñ ïîñëå
èíúåêöèè (ðèñ. 4). Îäíàêî êîíöåíòðàöèÿ ñïåðìèåâ â ýÿêó-
ëÿòå áûëà íèçêîé — 50—100 ìëí/ìë, ÷òî ñîñòàâèëî òîëü-
êî 2—4 % îò íîðìû. Ïðè ýòîì ïîêàçàòåëè ñîõðàííîñòè
àêðîñîì è öåëîñòíîñòè õðîìàòèíà áûëè â ïðåäåëàõ íîð-
ìû, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòñóòñòâèè ñòîéêîãî íåãàòèâ-
íîãî âëèÿíèÿ áóñóëüôàíà â îïòèìàëüíîé äîçå (80 ìã íà
1 êã æèâîé ìàññû) íà ñòðóêòóðó ÄÍÊ ïîëîâûõ êëåòîê
(òàáë. 2). Ïîëíîå âîññòàíîâëåíèå ñïåðìàòîãåíåçà íàáëþ-
äàëè ÷åðåç 9—10 ìåñ ïîñëå èíúåêöèè áóñóëüôàíà.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ðåçóëüòàòèâ-
íîñòè èñïîëüçîâàíèÿ áóñóëüôàíà äëÿ âûêëþ÷åíèÿ ñïåð-
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Ðèñ. 4. Âîññòàíîâëåíèå ñïåðìàòîãåíåçà ó ïåòóõîâ ïîñëå ââåäå-
íèÿ áóñóëüôàíà.

Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå àáñîëþòíûõ çíà÷åíèé ïîêàçàòåëÿ è ëè-
íèåé, ñãëàæåííîé ïî ìåòîäó ëîêàëüíîé ðåãðåññèè, ïðåäñòàâëåííîé ñî

ñòàíäàðòíîé îøèáêîé.

Ò à á ë è ö à 2

Âëèÿíèå áóñóëüôàíà íà êà÷åñòâåííûå ïîêàçàòåëè ñïåðìû ïåòóõîâ

Ïîêàçàòåëü
Äî ââåäåíèÿ
áóñóëüôàíà

Ïîñëå ââåäåíèÿ áóñóëüôàíà

4-é ìåñ 9-é ìåñ

Öåëîñòíîñòü õðîìàòèíà, % 96.0 � 1.6 95.0 � 1.6 96.0 � 1.4

Ñîõðàííîñòü àêðîñîì, % 97.0 � 0.5 96.0 � 1.1 98.0 � 0.6

Äîëÿ àòèïè÷íûõ êëåòîê, % 4.0 � 0.4 5.0 � 0.6 4.0 � 0.7



ìàòîãåíåçà ó ïåòóõîâ, ïðè ýòîì îïòèìàëüíàÿ äîçà ïðå-
ïàðàòà ñîñòàâëÿåò 80 ìã íà 1 êã æèâîé ìàññû. Èñïîëüçî-
âàíèå áóñóëüôàíà â äàííîé äîçå ñïîñîáñòâîâàëî
óìåíüøåíèþ äèàìåòðà ñåìåííûõ êàíàëüöåâ è ñíèæåíèþ
êîëè÷åñòâà ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê â íèõ ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì íà 81 è 99 % ñîîòâåòñòâåííî. Êëåòî÷íûé ñî-
ñòàâ ïîïóëÿöèè ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê áûë ïðåäñòàâëåí
ïðåèìóùåñòâåííî êëåòêàìè Ñåðòîëè (92 %) è íåçíà÷è-
òåëüíûì êîëè÷åñòâîì ñïåðìàòîãîíèé (8 %). Íàëè÷èÿ
äðóãèõ òèïîâ ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê â ñåìåííûõ êàíàëü-
öàõ âûÿâëåíî íå áûëî. Âîññòàíîâëåíèå ñïåðìàòîãåíåçà ó
ïåòóõîâ îòìå÷àëîñü ÷åðåç 3—4 ìåñ ïîñëå ââåäåíèÿ áó-
ñóëüôàíà ñ íîðìàëèçàöèåé êîíöåíòðàöèè ñïåðìèåâ â
ýÿêóëÿòå ê 9 ìåñ ïîñëå èíúåêöèè ïðåïàðàòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 16-16-10059).
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THE EFFECT OF BUSULFAN AT DIFFERENT CONCENTRATIONS ON THE ELIMINATION

OF SPERMATOGENIC CELLS IN CHICKEN MALES

N. A. Volkova,1 A. N. Vetokh, A. V. Dotsev, I. P. Novgorodova,

L. A. Volkova, O. A. Artemieva, N. A. Zinovieva
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The effect of busulfan treatment on elimination of spermatogenic cells in chicken males’ testes was studied
with the aim of switching off spermatogenesis. It was found that the optimal concentration of this drug was 80
mg/kg of live weight. With the introduction of busulfan into the testes of male chickens at this concentration,
the diameter of the seminiferous tubules was reduced by 81 % as compared to the control group, due to the eli-
mination of a significant proportion of spermatogenic cells (up to 99 %). The most resistant cells to busulfan
treatment were Sertoli cells and spermatogonia. With complete elimination of other types of spermatogenic
cells, the number of Sertoli cells and spermatogonia in the testicle tubules decreased by 39 and 98 %, respecti-
vely, in comparison with the control group. Spermatogenesis recovery was observed 3—4 months after the ad-
ministration of busulfan. However, the concentration of spermatozoa in the ejaculate was low and amounted to
only 2—4 % as compared to the norm. Normalization of sperm concentration was observed 9—10 months after
injection of the drug.

K e y w o r d s: spermatogenesis, chicken males, busulfan, spermatogonia, Sertoli cells.
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