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Embryonic stem cells are commonly used for genera­
tion of transgenic mice. Embryonic stem cells could 
participate in the development of chimeric animals 
after injection into a blastocyst. Injection of genetically 
modified embryonic stem cells could lead to germ line 
transmission of a transgene or genomic modification 
in chimeric mice. Such founders are used to produce 
transgenic lines of mice. There are several projects 
dedicated to production of knock­out mouse lines 
(KOMP Repository, EUCOMM, Lexicon Genetics). Never­  
theless, there is a need for complex genome modifica­
tions, such as large deletions, reporter genes insertion 
into the 3’ gene regulatory sequence, or site­specific  
modifications of the genome. To do that, researchers 
need an embryonic stem cell line that is able to partici­
pate in chimeric animal formation even after prolonged 
culture in vitro. Several lines of mouse embryonic stem  
cells were produced in the Laboratory of Developmen­
tal Genetics of the Institute of Cytology and Genetics 
SB RAS. We tested DGES1 cell line (2n = 40, XY) (129S2/
SvPasCrl genetic background) for chimeric mice pro duc­ 
tion at the Center for Genetic Resources of Laboratory 
Animals at ICG SB RAS. Embryonic stem cells were 
injected into 136 blastocysts (B6D2F1 genetic back gro­
und), which were transplanted into CD­1 mice. Among 
66 progeny, 15 were chimeric, 4 of which were more 
than 80 % chimeric judged by coat color. All chimeras 
were males without developmental abnormalities. 10 
of 15 males were fertile. Microsatellite analysis of the 
progeny of chimeric mice revealed embryonic stem 
cell line DGES1 contribution to the gamete formation. 
Thus, a novel DGES1 embryonic stem cell line could be 
efficiently used for transgenic mouse production using 
B6D2F1 blastocysts and CD­1 recipients.
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Для получения трансгенных мышей широко используются эмбрио­
нальные стволовые клетки. При инъекции генетически модифи­
цированных эмбриональных стволовых клеток в бластоцисту 
можно получить химерных животных, часть половых клеток кото­
рых будет содержать модифицированный участок генома или 
трансген. Такие мыши­основатели могут дать начало линиям с 
модификациями генома. В настоящее время запущено несколько 
проектов (KOMP Repository, EUCOMM, Lexicon Genetics) по созда­
нию коллекций нокаутных по различным генам линий мышей. 
Тем не менее многие генно­инженерные задачи требуют сложных 
модификаций генома, таких как большие геномные делеции, 
встройка генов­репортеров в 3’­регуляторную область генов или 
сайт­специфичные мутации участков генома. Для этих целей тре­
буется линия эмбриональных стволовых клеток мыши, клетки 
которой способны участвовать в формировании химерного живот­
ного даже после длительного культивирования. В лаборатории 
генетики развития Института цитологии и генетики СО РАН для 
проведения экспериментов по созданию трансгенных линий 
мышей было получено несколько линий эмбриональных стволо­
вых клеток. Мы выбрали одну из них, DGES1 (нормальный карио­
тип 2n = 40, XY, генотип 129S2/SvPasCrl), для получения химерных 
животных на базе Центра коллективного пользования «SPF­вива­
рий» Института цитологии и генетики СО РАН. Эмбриональные 
стволовые клетки были введены в 136 бластоцист генотипа 
B6D2F1. Бластоцисты подсаживали мышам CD­1, всего родилось 
66 мышат. Среди этих потомков 15 оказались химерами, 4 из них 
с химеризмом выше 80 %. Все родившиеся химеры были самцами 
и не имели отклонений в развитии. 10 из 15 химерных животных 
были фертильны. Анализ аллелей микросателлитов потомков 
химерных самцов показал вклад эмбриональных ство ловых 
клеток DGES1 в формирование гамет. Таким образом, линию 
эмбриональных стволовых клеток DGES1 можно эффективно 
использовать для создания трансгенных линий мышей с бласто­
цистами генотипа B6D2F1 и мышей­реципиентов линии CD­1. 
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Впервые эмбриональные стволовые (ЭС) клетки мыши 
были получены M.J. Evans и M.H. Kaufman (1981) 
путем изоляции клеток внутренней клеточной массы 

бластоцисты. ЭС клетки способны к самообновлению и 
дифференцировке in vitro в производные трех зародыше-
вых листков (включая гаметы). При введении ЭС клеток 
в бластоцисту можно получить химерное животное, часть 
клеток которого будет иметь генотип ЭС клеток и, в том 
числе, формировать гаметы. Более того, при инъекции ЭС 
клеток в тетраплоидную бластоцисту возможно образова-
ние эмбриона, полностью сформированного из введенных 
ЭС клеток, так как тетраплоидные клетки не способны 
формировать эмбрион, но дифференцируются во внезаро-
дышевые ткани. Проведение генетических манипуляций 
с ЭС клетками с последующим субклонированием позво-
ляет получать трансгенных мышей с желаемыми свойства-
ми. С развитием новых методов генной инженерии, таких 
как аденоассоциированные вирусы, транспозоны и сайт-
направленные нуклеазы (ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9), 
трансгенез обрел «новое дыхание». Стало возможным 
эффективное получение линий ЭС клеток с направленной 
встройкой интересующего исследователя гена, большими 
хромосомными перестройками или генами-репортерами 
развития (Wijshake et al., 2014).

Нужно отметить, что свойства линий ЭС клеток, полу-
ченных в разных лабораториях, индивидуальны. Основ-
ные параметры, по которым оценивают потенциал линий 
клеток, следующие: способность давать вклад в половые 
клетки при получении химерных животных; стабильность 
хромосомного состава при длительном культивировании 
in vitro; условия культивирования (питающие клетки 
(фидер)), компоненты среды для культивирования). Успех 
эксперимента по получению трансгенной линии мышей во 
многом зависит именно от свойств модифицируемых ЭС 
клеток (Kraus et al., 2010). Помимо линий ЭС клеток для 
получения химерных мышей необходима технологическая 
база, обеспечивающая возможность проведения инъекции 
ЭС клеток в бластоцисты, пересадку бластоцист реципи-
ентным самкам и другие вспомогательные операции. Про-
цедура создания химерных мышей требует тщательного 
планирования и координации, так как инъекцию ЭС кле-
ток в бластоцисту необходимо проводить на определенной 
стадии эмбрионального развития (Longenecker, Kulkarni, 
2009). В данной работе мы исследовали потенциал новой 
линии ЭС клеток, DGES1, полученной в лаборатории 
генетики развития ИЦиГ СО РАН. Использование линии 
DGES1 в сочетании со специфическими генотипами ре-
ципиентных бластоцист и приемных матерей привело к 
эффективному получению фертильных химерных мышей.

Материалы и методы
Культивирование клеток. Линию ЭС клеток DGES1 по-
лучили из 3.5D бластоцисты мышей Mus musculus линии 
129S2/SvPasCrl (ЦКП «SPF-виварий» ИЦиГ СО РАН) по 
следующему протоколу (Bryja et al., 2006). Число хромо-
сом линии DGES1 составляло 2n = 40, XY. Дальнейшее 
культивирование проводили в среде для ЭС клеток на 
ин активированных митомицином C эмбриональных 
фибро бластах мыши (фидере) на пластике, покрытом 
0.1 % желатином. Для пересева ЭС клеток использовали 

0.05 % трипсин-ЭДТА. Среда для ЭС клеток включала 
DMEM с 4.6 г/мл глюкозы (Thermo Fisher Scientific, 
США), 7.5 % FBS для ЭС клеток (Thermo Fisher Scientific, 
США), 7.5 % KSR (Thermo Fisher Scientific, США), 1X 
GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific, США), 1X NEAA 
(Thermo Fisher Scientific, США), 1X пенициллин-стрепто-
мицин (Thermo Fisher Scientific, США) и 1000 ед./ мл LIF 
(PolyGene, США). Для инъекций в бластоцисту клетки 
культивировали без фидера на желатине, при этом в 
среду дополнительно добавляли 2i ингибиторы: 1 мкМ 
PD0325901 (Sigma-Aldrich, США) и 3 мкМ CHIR99021 
(Sigma-Aldrich, США) (Gertsenstein et al., 2010). Культу-
ры клеток содержались при 37 °С в 5 % CO2 инкубаторе. 
Клетки пассировали каждые два дня. В данном исследо-
вании для микроинъекции в бластоцисты использовали 
клетки DGES1 на 34-м пассаже.

Животные и условия содержания. Исследование 
выполнено на базе Центра генетических ресурсов лабо-
раторных животных ИЦиГ СО РАН (RFMEFI61914X0005 
и RFMEFI62114X0010). Использовали самцов инбредной 
линии мышей C57BL/6J, самок гибридов B6D2F1, полу-
ченных при скрещивании самок линии C57BL/6J и самцов 
DBA/2JRccHsd, а также самок и самцов аутбредной линии 
CD-1. Животных содержали в индивидуально вентилируе-
мых клетках (Optimice, США), самцов по одному, а самок 
по пять в клетке при температуре 24 °С, фотопериоде 
14С : 10Т, влажности 40–50 % и свободном доступе к воде 
и корму. Для кормления использовали брикетированные 
корма SNIFF (Германия), деионизированную воду обо-
гащали солями в соответствии с требованиями к воде, 
используемой для поения SPF-мышей. Подстилочным 
материалом служили обеспыленная березовая крошка 
(Альбион, Новосибирск). Все подопытные животные 
были свободны от видоспецифических патогенов (specific 
pathogen free – SPF). 

Получение вазэктомированных самцов. Процедуру 
вазэктомии проводили не менее чем за две недели до 
начала эксперимента. Самцов наркотизировали внутри-
брюшинным последовательным введением препаратов 
Домитор (15 мкг/100 г массы тела) и Золетил (3 мг/100 г 
массы тела). После наркотизации самцов помещали на 
подогреваемый столик, обрабатывали операционное 
поле 70 % этиловым спиртом. Семявыносящие протоки 
отделяли от сопряженных тканей и пережигали пинцетом, 
раскаленным на спиртовой горелке, и закрывали надрезы 
наложением двух-трех швов.

Получение бластоцист. В качестве доноров бластоцист 
использовали самок мышей B6D2F1 в возрасте 8–12 нед. 
Для синхронизации эстрального цикла и получения боль-
шого числа бластоцист индуцировали суперовуляцию. 
За два часа до отключения света в комнате содержания 
животных самкам внутрибрюшинно вводили 7.5 у. е. 
гонадотропина из сыворотки жеребых кобыл (Фолли-
гон, MSD Animal Health, Нидерланды). Через 46–48 ч 
внутрибрюшинно вводили 7.5 у. е. хорионического го-
надотропина человека (Хоруллон, MSD Animal Health, 
Нидерланды). Сразу после инъекции хорионического 
гонадотропина человека самок подсаживали по одной 
к фертильным самцам линии C57BL/6J. На следующее 
утро после подсадки к самцу у самок проверяли наличие 
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вагинальных пробок и при обнару-
жении таковых отсаживали мышей 
в отдельные клетки. День обнаруже-
ния вагинальной пробки считали 0.5 
днем беременности. Бластоцисты 
вымывали из матки самок-доноров 
через три дня после обнаружения ва-
гинальной пробки (срок беременно-
сти – 3.5 дня). У самок, подвергнутых 
кранио-цервикальной дислокации, 
извлекали матку и освобождали от 
жировой ткани. Каждый рог матки 
через апикальный надрез промывали 
подогретой до 37 °С эмбриональной 
средой М2 (Sigma-Aldrich, США). 
Собранные бластоцисты переносили 
в 50 мкл среды KSOM (CosmoBio, 
Япония), покрывали минеральным 
маслом (Sigma-Aldrich, США) и по-
мещали в CO2-инкубатор.

Получение химер. Микроинъек-
ции проводили под ин вертирован-
ным микроскопом Axio Observer 
(Carl Zeiss, Германия), оснащенным 
системой микроманипуляторов и 
микроинъекторов (Narishige, Япония) 
и охлаждающим столиком (+6 °C), 
соединенным с водяной помпой. 
Суспензию ЭС клеток (50–100 мкл) и 
15–20 бластоцист вносили в инъекци-
онную камеру, содержащую среду, ис-
пользуемую для культивирования ЭС 
клеток DGES1. ЭС клетки собирали в 
инъекционный капилляр (TransferTip, 
Eppendorf, Германия) и, удерживая 
бластоцисту холдинговой пипеткой, 
вводили в бластоцель 12–15 клеток 
(рис. 1). 

Бластоцисты с инъецированными 
ЭС клетками и не имеющие при-
знаков лизиса клеток переносили в 
чашку со средой KSOM и инкубиро-
вали 1–2 ч в при 37 °С в атмосфере 
5 % СО2. Псевдобеременным самкам 
(2.5-й день беременности) CD-1, по-
крытым вазэктомированными сам-
цами линии CD-1, хирургическим 
путем трансплантировали 12–13 здо-
ровых бластоцист в левый рог матки. 
Операции проводили под газовым 
наркозом (Aerrane, Baxter Healthcare 
Corp., США).

ПЦР-анализ микросателлитов. 
ДНК из хвостов мы шей и из культур 
ЭС клеток выделяли лизированием 
в буфере (100 мM NaCl; 10 мM Tris-
HCl, pH 8.0; 10 мМ EDTA; 0.5 % 
SDS) с добавлением протеиназы К 
(конечная концентрация – 1 мкг/мл). 
Пробирки инкубировали при темпе-

ратуре 56 °С в течение 12–16 ч с последующей инактивацией протеиназы К 
(95 °С, 10 мин). Затем проводили очистку ДНК фенол-хлороформом. Реак-
ционная смесь для ПЦР объемом 25 мкл содержала 1× AS буфер (67 мМ Tris-
HCl (pH 8.8 при 25 °C); 16.6 мМ (NH4)2SO4, 1.5 мМ MgCl2, 0.01 % Tween 20), 
0.2 мМ каждого дезоксинуклеотида (дАТФ, дЦТФ, дГТФ и дТТФ), 0.4 мкМ 
каждого из праймеров, 0.5 ед. Taq полимеразы, 100 нг геномной ДНК. ПЦР 
проводили на автоматическом амплификаторе T100 Ther mal Cycler (Bio-Rad, 
США). Для ПЦР использовали сле дующие условия амплификации: 95 °С в 
течение 3 мин, затем 35 циклов амплификации (95 °С – 30 с, 58 °С – 30 с, 
72 °С – 20 с), заключительная элонгация 72 °С – 3 мин. Продукты ампли-
фикации визуализировали с помощью электрофореза в 3 % агарозном геле. 
Использовали прай меры для амплификации микросателлита D6Mit102: 
5′-CCATGTGGATATCTTCCCTTG-3′ (F) и 5′-GTATACCCAGTTGTAAATCT
TGTGTG-3′ (R) (Lamacchia et al., 2007). 

Результаты
Получение химер и их потомков. В ходе эксперимента в 136 бластоцист 
микроинъецировали ЭС клетки DGES1 (таблица). Бластоцисты, не име-
ющие признаков повреждений после микроинъекций, были подсажены 10 
реципиентным самкам, все они успешно выносили беременность и родили 
мышат. Количество детенышей в пометах варьировало от двух до девяти. 
Всего родилось 66 мышат, 15 из них оказались химерными (рис. 2). Оценка 
химеризма по окраске шерсти выявила долю агути около 80 % у четырех 
мышей, от 30 до 80 % у восьми и менее 30 % у трех. Для проверки фертиль-
ности и способности химер передавать потомству геном ЭС клеток химер, 
достигших возраста половой зрелости, ссаживали с самками C57BL/6J. Из 15 
химерных самцов 10 были фертильны. От каждого из них получили не менее 
четырех пометов. Всего было получено 270 потомков, среди которых 20.7 % 
имели окраску агути (вклад генома ЭС клеток DGES1). Мышата с окраской 
агути родились в пометах от четырех из десяти химерных самцов. В пометах, 
полученных от самок, покрытых двумя самцами с выраженностью химеризма 
~ 90 %, встречаемость агути среди потомков составила 100 и 54.7 % соот-
ветственно. У потомков двух самцов с выраженностью химеризма 50 и 30 % 
доля носителей агути составила 8 и 2.6 % соответственно.

ПЦР-анализ вклада ЭС клеток DGES1 в зародышевый путь. Для того 
чтобы подтвердить вклад ЭС клеток в половые клетки химерных животных, 
мы использовали полиморфный микросателлит D6Mit102 (Lamacchia et al., 
2007), позволяющий различать родительское происхождение хромосомы 6 
в линиях мышей C57BL/6J и 129S2/SvPasCrl. Анализ показал, что потомки 
от скрещивания химерных самцов, имеющих вклад из ЭС клеток DGES1 
(генотип 129S2/SvPasCrl), и самок мышей линии C57BL/6J несут два аллеля, 

Fig. 1. Microinjection of DGES1 ES cells into a mouse blastocyst.
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характерных для линий C57BL/6J и 129S2/SvPasCrl, так 
же, как и их химерные родители (рис. 3). В некоторых 
пометах от скрещивания химер на C57BL/6J рождались 
животные с черным цветом шерсти. Это объясняется тем, 
что у химерных животных сперматозоиды могут образо-
вываться как из потомков клеток линии DGES1, так и из 
клеток бластоцисты-реципиента. Мы проводили ПЦР-
анализ микросателлитов только для потомков с цветом 

шерсти агути. Результаты ПЦР-анализа демонстрируют, 
что химерные самцы, родившиеся в результате инъекции 
клеток линии DGES1, действительно передают свой ге-
нетический материал потомкам (germline transmission). 
Таким образом, ЭС клетки линии DGES1 подходят для 
получения трансгенных линий мышей.

Обсуждение 
Получение трансгенных мышей с помощью инъекции ЭС 
клеток в эмбрионы мыши крайне востребовано, когда не-
обходимо внести сложные модификации генома. Была соз-
дана новая линия ЭС клеток мыши, DGES1, пригодная для 
эффективного получения трансгенных животных. Кроме 
того, мы показали, что линия ЭС клеток DGES1 сохраняет 
плюрипотентность и способность формировать ткани и 
органы химерных мышей, в том числе гонады, на 34-м 
пассаже культивирования. Это означает, что накопление 
пассажей при проведении генетических модифицикаций 
клеток этой линии не будет ограничивать ее потенциал. 
Таким образом, новые ЭС клетки линии DGES1 можно 
эффективно использовать для генетической модификации 
и получения трансгенных мышей. 

Не менее важную роль для рождения большого чис-
ла фертильных химерных животных играет сочетание 
генотипов ЭС клеток, бластоцист и приемных матерей, 
поэтому постоянно ведутся поиски оптимальных комби-
наций этих факторов (Seong et al., 2004; Fielder et al., 2012; 
Alcantar et al., 2016). 

Для повышения эффективности при создании химер 
мы использовали 2i ингибиторы (Gertsenstein et al., 2010) 
и сочетание генотипов: ЭС клетки 129S2/SvPasCrl, бла-
стоцисты B6D2F1 и реципиенты CD-1. Сравнение пока-

Efficiency of chimera production from DGES1 ES cells injected into blastocysts 

Number of successfully 
injected blastocysts

Number  
of recipient females

Total  
progeny size 

Total number  
of chimeras 

Number of male 
chimeras 

Number of fertile 
male chimeras 

124 of 136 (91.2 %) 10 66 (53.3 %) 15 (22.7 %) 15 (100 %) 10 (66.7 %)

Fig. 2. Male chimeras born after DGES1 ES cell microinjection into a 
mouse blastocyst.  
Agouti (brown) patches of coat color indicate the contribution of DGES1 cells 
with the dominant agouti allele to animal tissues. 
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Fig. 3. Microsatellite PCR analysis of the DGES1 ES cells and the offspring from DGES1 chimeras. Only agouti­colored pups were selected for 
microsatellite PCR. 
Lanes: 100 bp, 100­bp DNA ladder; H2O, negative control; DGES1 (129S2), DNA from the DGES1 cell line (129S2/SvPasCrl genotype); C57BL/6J × 129S2 and 
C57BL/6J × CBA, DNA from hybrid strains containing the C57BL/6J allele; chimeras №6 and 12, male DGES1 chimeras; 1–15, the offspring of chimera No.6 born 
after crossing to C57BL/6J females; 24–25, the corresponding offspring of chimera No.12. 
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Эффективное получение химерных мышей с использованием 
новой линии эмбриональных стволовых клеток 

зателей эффективности получения химер после инъекций 
ЭС клеток в бластоцисты, наблюдаемых в нашей работе, 
с результатами, представленными M. Hu c коллегами 
(2013), показало, что используемая нами комбинация Н-2 
гаплотипов ЭС клеток, бластоцист и приемных матерей 
повышает выход химер. В нашей работе доля химер, по-
лученных из общего числа инъецированных бластоцист, 
составила 12.1 %, из них химерных самцов было 100 %, 
эти показатели превышают результативность получения 
химер 7 и 66.7 % соответственно, достигнутую в одной 
из последних работ (Hu et al., 2013). Наблюдаемое уве-
личение выхода химер может быть обусловлено имму-
ногенетическими различиями по главному локусу гисто-
совместимости (Н-2) ЭС клеток, бластоцист и приемной 
матери. Показано, что особенности иммуногенетических 
взаимоотношений мать – плод, складывающихся на стадии 
формирования бластоцисты, оказывают существенное 
влияние на эндокринное обеспечение беременности и, 
как следствие, на жизнеспособность эмбрионов в периоды 
доимплантационного и постимплантационного развития 
(Gerlinskaya, Evsikov, 2001). Это обстоятельство может 
объяснять меньший выход химер (Hu et al., 2013) тем, 
что в данной работе для микроинъекций ЭС клеток ис-
пользовали бластоцисты аутбредных самок линии CD-1 и 
в качестве реципиентов – самок этой же CD-1 линии. Наш 
подход отличался тем, что для микроинъекций ЭС клеток 
применялись гибридные бластоцисты B6D2F1, несущие 
Н-2d и Н-2в локусы, которые подсаживали аутбредным 
самкам CD-1. Проблеме влияния комбинации Н-2 гапло-
типов химерных бластоцист и организма приемной матери 
на выживаемость химер в организме приемной матери и 
жизнеспособность не уделяется должного внимания, хотя 
P. Dvorak с коллегами (1995) показали, что определенные 
комбинации Н-2 химерных бластоцист и приемных ма-
терей оказывают существенное влияние на успешность 
имплантации. Наши результаты, в свою очередь, указы-
вают на влияние комбинации Н-2 гаплотипа химерных 
бластоцист и приемной матери на выживаемость в период 
беременности и фертильную способность взрослых хи-
мерных самцов. Таким образом, сочетание новой линии 
ЭС клеток DGES1 и комбинации Н-2 гаплотипов бласто-
цист, используемых для инъекций ЕС клеток и приемных 
матерей, позволяет создавать новые трансгенные линии 
мышей с высокой эффективностью.
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