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РЕФЕРАТ 
Одним из перспективных направлений сохранения женских репродук-
тивных клеток класса птиц (Aves) является использование эмбриональ-
ных тканей репродуктивных органов и клеток. Оценка эффективности 
методов замораживания тканей женских репродуктивных органов 
птиц должна основываться на простоте и доступности. Модель хо-
риоаллантоисной мембраны кур (ХАМ) может быть доступным эф-

фективным подходом при оценке качества заморожено/оттаянных тканей яичников птиц 
для последующей ортотопной трансплантации. Целью исследования было определить воз-
раст эмбрионов кур для получения дифференцированных по полу гонад и провести оценку 
жизнеспособности трансплантированных эмбриональных женских гонад на хориоалланто-
исной мембране по их неоваскуляризации в мезенхиме для использования в дальнейшем 
данных методов скрининга при криоконсервации эмбриональных женских гамет кур. Для 
получения эмбриональных женских гонад использовали оплодотворенные яйца кур поро-
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ды русская белая после инкубации в течение 9-и суток – 10 шт., и в течение 17-и суток – 
10 шт. (в 3х повторностях). Количество васкуляризированных донорских гонад после 
трансплантации на ХАМ реципиента от эмбрионов в возрасте 9-и суток составило 75,0% 
от общего числа трансплантатов; от эмбрионов в возрасте 17-и суток этот показатель 
составил 63,6%. Представленные данные предназначены для практической оценки моде-
ли трансплантации ткани эмбриональных яичников доноров с использованием ХАМ 
реципиента с целью последующего ее использования при оценке эффективности прото-
кола витрификации эмбриональных тканей гонад кур, а также в протоколе получения 
гонадных зародышевых клеток (GGCs) из эмбриональных тканей яичников кур от 9-
суточных эмбрионов и трансплантации тканей эмбриональных яичников от 17-суточных 
эмбрионов. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION  
Современные методы сохранения 

генетических ресурсов сельскохозяй-
ственных птиц, в отличие от млекопитаю-
щих, включают в себя возможности со-
хранения только мужской части популя-
ции генофондных пород. Сохранение 
женского генома класса Aves, в настоящее 
время, остается на уровне разработки и 
апробации методов.  

Однако, для сохранения редких и ис-
чезающих генофондных пород сельскохо-
зяйственных птиц, находящихся на грани 
исчезновения, необходимо использовать 
весь спектр знаний и методов, чтобы 
обеспечить поддержание генетического 
разнообразия и использовать возмож-
ность его восстановления. 

Последние достижения в области 
криоконсервации и технологии восста-
новления пород домашней птицы с помо-
щью спермы, стволовых клеток, сомати-
ческих клеток и гонад открывают пер-
спективы для создания биобанков, хотя 
каждое из них имеет четкие различия и 
ограничения с точки зрения практично-
сти, осуществимости, эффективности и 
стоимости [1] 

Одним из перспективных направле-
ний сохранения женских репродуктивных 
клеток класса Aves является использова-
ния эмбриональных тканей репродуктив-
ных органов и клеток. Использование 
совокупности методов и протоколов 
криоконсервации тканей яичников кур и 
хирургической трансплантации может 
способствовать сохранению женских за-
родышевых клеток. Существующие про-
токолы медленного и быстрого заморажи-
вания тканей репродуктивных органов 

необходимо верифицировать с использо-
ванием доступных методов оценки жиз-
неспособности сохраняемых тканей ре-
продуктивных органов самок птиц [2,3], 
однако эффективность овариэктомии до-
норских яичников реципиентам не позво-
лила получить 100% потомство от донора 
из-за неполного удаления функциональ-
ной ткани яичников реципиента [1]. В 
2007 годы Y. Song и F. G. Silverside пред-
ставили результаты проведенного иссле-
дования, в котором яичники суточных 
цыплят были пересажены цыплятам-
реципиентам аналогичного возраста, и 
после достижения половой зрелости пере-
саженная ткань яичника полноценно 
функционировала [4]. 

Наиболее простой системой скринин-
га жизнеспособности будущих транс-
плантатов женских эмбриональных гонад 
кур является хориоаллантоисная мембра-
на куриного эмбриона (ХАМ) с высокой 
степенью васкуляризации [5]. Хориоал-
лантоисная мембрана эмбрионов кур 
обеспечивает через непрерывную систему 
кровообращения функции дыхания, 
транспорта кальция из яичной скорлупы, 
кислотно-щелочной гомеостаз и реаб-
сорбцию воды и др. [6]. 

Целью нашего исследования было 
определить возраст эмбрионов кур для 
получения дифференцированных по полу 
гонад и провести оценку жизнеспособно-
сти трансплантинованных эмбриональ-
ных женских гонад на хориоаллантоис-
ной мембране по их неоваскуляризации в 
мезенхиме для использования в дальней-
шем данных методов скрининга при 
криоконсервации эмбриональных жен-
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ских гамет кур. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  

MATERIALS AND METHODS 
Для получения эмбриональных жен-

ских гонад использовали оплодотворен-
ные яйца кур породы фавероль и русская 
белая после инкубации в течение 9-и су-
ток – 10 шт., и в течение 17-и суток – 10 
шт. Инкубацию яиц проводили в стан-
дартном режиме при температуре 37,5⁰С 
и относительной влажности 63-65%. За-
кладку яиц для инкубации проводили так, 
чтобы гонады необходимого возраста 
были получены одновременно. Эмбрио-
нальные женские гонады отделяли с ис-
пользованием микрохирургических нож-
ниц и переносили в питательную среду 
Дюльбекко на 1-1,5 ч, после чего прово-
дили трансплантацию на ХАМ. Опыт 
проведен в 3х повторностях. 

Для получения ХАМ использовали 
оплодотворенные яйца кур породы рус-
ская белая (10 шт.). На 3 сутки инкубации 
проводили подготовку хориоаллантоис-
ной мембраны по следующему протоко-
лу: яйца обрабатывали 70% этиловым 
спиртом, затем, минимально травмируя 
яйцо, острым концом скальпеля делали 
отверстие в скорлупе на остром конце 
яйца и отбирали стерильным шприцом 
2,0 мл белка для увеличения просвета 
между ХАМ и подскролупной оболочкой 
для предотвращения ее сращивания с со-
судами аллантоиса. Далее, для доступа к 
хориоаллантоисной мембране на боковой 
части яйца выпиливали окно размером 
15х10 мм, не повреждая подскорлупную 
мембрану (рис.1). Окно закрывали меди-
цинским пластырем на тканевой основе и 
продолжали инкубацию до 10-и суток.  

Трансплантацию донорских эмбрио-
нальных гонад на ХАМ проводили следу-
ющим образом: вскрывали подскорлуп-
ную мембрану, на поверхности хориоал-
лантоисной мембраны размещали силико-
новое кольцо, изготовленное из медицин-
ской силиконовой трубки с внутренним 
диаметром 5 мм, предварительно анти-
септически обработанное. В центр сили-
конового кольца с помощью микрохирур-
гических щипцов помещали извлеченные 

эмбриональные женские гонады, полу-
ченные от эмбрионов после 9-и и 17-и 
суток инкубации. Закрывали окно на по-
верхности яйца пластырем и продолжали 
инкубацию еще в течение 5 суток.  

Степень неоваскуляризации эмбрио-
нальных женских гонад на ХАМ на 5й 
день инкубирования оценивали визуально 
с использованием стереоскопического 
микроскопа МСП-2 при увеличении х60, 
а также путем оценки гистологических 
препаратов.  

Для гистологического исследования 
брали женские эмбриональные гонады 
кур на 9-й и 17-й день инкубации, а также 
донорские ткани эмбриональных гонад 
после инкубации на ХАМ реципиента на 
5й день инкубирования. Образцы фикси-
ровали в растворе Буэна. Фиксированные 
образцы заливали парафином, делали се-
рийные срезы на микротоме толщиной 4 
мкм, окрашивали гематоксилином/
эозином и анализировали под микроско-
пом (увеличение х200, ×400 Motic, Ки-
тай).  

Рисунок 1 – Подготовка эмбрионов-
реципиентов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Поскольку определено, что дифферен-

циация гонад в семенники или яичники 
завершает третью критическую фазу – 8-и 
суток инкубации [7,8], в нашей работе 
извлечение гонад осуществляли на 9-и 
сутки инкубации после критической фазы 
для полной визуальной достоверности 
гонадной дифференцировки (рис. 2).  17-е 
сутки инкубации для получения эмбрио-
нальных гонад (рис. 3) были выбраны по 
следующим причинам: во-первых, дан-
ный возраст эмбриона позволяет оценить 
развитие фолликулов гистологическим 
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методом, во-вторых, данный период раз-
вития эмбрионов характеризуется спадом 
уровня альфа-фетопротеина, который 
предохраняет эмбрион от развития имму-
нологического конфликта [9] и снижает 
влияние материнского организма, что 
может, по нашему мнению, способство-
вать успешной ксенотрансплантации на 
ХАМ. Гонады эмбрионов более старшего 
возраста становятся менее пригодны для 
целей ортотрансплатации из-за возможно-
го иммунного конфликта между донор-
ским яичником и эмбрионом-
реципиентом. Из данных проведенных 
экспериментов следует, что количество 
полученных эмбриональных женских 
гонад, пригодных для последующего за-
мораживания, составило 32-35% от обще-
го числа оцененных эмбрионов в зависи-
мости от возраста (табл. 1, рис. 2-3).  

В свою очередь, количество эмбрио-
нов, оцененных по развитию ХАМ, и при-
годных в качестве реципиентов составило 
не более 40% (рис. 5 и рис. 6). Эмбрионы 
различались по развитию кровеносной 
системы и толщине сосудов ХАМ. Для 
успешной приживляемости донорских 
тканей гонад необходимо размещать 
фрагмент ткани в наиболее васкуляризи-
рованной зоне ХАМ. Количество васкуля-
ризированных донорских гонад от эмбри-
онов в возрасте 9-и суток составило 
75,0% от общего числа трансплантатов; 
от эмбрионов в возрасте 17-и суток этот 
показатель составил 63,6%. 

Рисунок 2 – Дифференцированные по 
полу эмбриональные гонады кур  

(9 суток инкубации). а) правая гонада 
(начальная стадия дегенерации);  

б) левый увеличенный яичник. 

Рисунок 3 – Дифференцированные по 
полу эмбриональные гонады кур 

(17 суток инкубации). а) редуцирован-
ная правая гонада;  

б) левый увеличенный яичник. 

Результаты трансплантации фрагмен-
тов донорских тканей эмбриональных 
гонад на ХАМ оценивали визуально на 
стереомикроскопе по наличию мелкой 
сосудистой сетки (неоваскуляризации) по 
покровному эпителию фрагментов тканей 
донорских эмбриональных яичников (рис. 
4-6).  Оценку развития эмбриональных 
гонад и фолликул проводили на срезах 
гистологических препаратов, на рисунках 
7 и 8 представлены изменения размеров 
гонад и размеров и количества фоллику-
лов в зависимости от возраста эмбрионов. 
В возрасте эмбриона 17 суток отмечено 
существенное снижение числа оогоний, 
что соответствует нормальному развитию 
генеративных клеток в эмбриональный 
период.  

Рисунок 4 – Эмбриональный яичник кур 
на ХАМ перед инкубацией: а) фрагмент 
эмбриональной гонады: б) силиконовое 

кольцо. 
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Таблица 1 – Показатели приживаемости эмбриональных гонад кур 
(яичников) на хориоаллантоисной мембране 

Показатель 
Всего оцене-
но эмбрио-

нов, шт. 

Кол-во яичников, 
полученных для 
трансплантации, 

шт. 

Кол-во гонад 
транспланти-
рованных на 

ХАМ, шт. 

Кол-во васкуляризиро-
ванных донорских 

гонад, шт. 

- эмбрионов 
в возрасте 9-

и суток 
28 (12♀) 9 (32,1%) 8 6 (75,0%) 

- эмбрионов 
в возрасте           
17-и суток 

34 (12♀) 12 (35,3%) 11 7 (63,6%) 

Рисунок 5 – Фото развития ХАМ с  
размещенной эмбриональной гонадой 
после инкубации в течение 5-и суток.  

Рисунок 6 – Изображение фрагментов донорских эмбриональных гонад с васкуляриза-
цией по покровному эпителию после 5-и суток инкубации на ХАМ (увеличение х20) 

полученных от эмбрионов: а) трансплантированный яичник 9-суточного эмбриона;  
б) трансплантированный яичник 17-суточного эмбриона. 

Рисунок 7 – Снимок фрагмента гисто-
логического препарата эмбрионального 
яичника (9 суток) – генеративная фаза 
развития первичных гонадных половых 

клеток: а) увеличение х100,  
б) увеличение х400. 

Рисунок 8 – Снимок фрагмента  
гистологического препарата  

эмбрионального яичника (17 суток) – 
обозначены первичные фолликулы 

(увеличение х400). 
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Рисунок 9 – Фрагмент изображения  
гистологического среза трансплантиро-
ванного эмбрионального яичника (9 су-

ток) после инкубации на ХАМ в течение 
5 суток: выделен фрагмент неоваскуля-

ризации ткани яичника. 

Оценка неоваскуляризации гистологи-
ческого среза трансплатированного до-
норского яичника после инкубации в те-
чение 5 суток на ХАМ показала различие 
по количеству мелких сосудов, которое 
составило у эмбрионов в возрасте 9-и 
суток 2-3 шт. в поле зрения, у эмбрионов 
в возрасте 17-и суток – 1-2 шт. в поле 
зрения (рис. 9). 

Полученные результаты показывают, 
что возможно эффективное использова-
ние эмбриональных гонад кур генофонд-
ных пород в возрасте 9-и и 17-и суток 
инкубации, для последующего их хране-
ния in vitro, ввиду возможности их 
успешной последующей трансплантации 
курам-реципиентам. 

Хориоаллантоисная мембрана может 
служить моделью для тестирования био-
совместимости эмбриональных тканей 
гонад кур для различных пород для по-
следующей ксенотрансплантации наибо-
лее подходящим породам-реципиентам. 
Также представленная модель оценки 
жизнеспособности эмбриональных гонад 
кур может использоваться для определе-
ния необходимого количества женских 
гонад при хранении in vitro при установ-
лении прогнозируемого уровня прижив-
ляемости транплантируемых репродук-
тивных органов на основе модели ХАМ.  

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Эффективность методов витрифика-

ции эмбриональных гонад кур и низко-
температурного хранения in vitro требует 
дальнейшей разработки и апробации. 
Кроме того, не выяснена эффективность 
трансплантации донорских эмбриональ-
ных репродуктивных органов живым ре-
ципиентам и возможность получения от 
них потомства.  

Проведенное исследование позволяет 
оценить преимущество модели ХАМ ре-

ципиента при оценке качества трансплан-
тируемого донорского репродуктивного 
материала при создании криобанка гермо-
плазмы самок сельскохозяйственных 
птиц. Несомненно, что сохранение гене-
ративных клеток самок птиц в условиях 
низкотемпературного хранения затребует 
проведения значительного количества 
исследований по разработке и оценке 
методов замораживания репродуктивных 
клеток, их трансплантации в виде тканей 
или при использовании гонадных зароды-
шевых клеток (GGCs), извлеченных из 
гонад на ранней половой дифференциа-
ции. В настоящий момент исследования 
в данном направление ведутся многими 
научными лабораториями мира.  
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ABSTRACT 

One of the promising areas for preserv-
ing female reproductive cells of the Aves 
class is the use of embryonic tissues of re-
productive organs and cells. Evaluation of 
the effectiveness of freezing methods for 
female reproductive organs of birds should 
be based on simplicity and availability. The 
chicken chorioallantoic membrane (CAM) 
model can be an accessible and effective 
approach to assessing the quality of frozen/
thawed avian ovarian tissues for subsequent 
orthotopic transplantation. The aim of the 
study was to determine the age of chicken 
embryos for obtaining sex-differentiated 
gonads and to evaluate the viability of trans-
planted embryonic female gonads on the 
chorioallantoic membrane by their neovascu-
larization in the mesenchyme for further use 
of these screening methods in cryopreserva-
tion of embryonic female gametes of chick-
ens. To obtain embryonic female gonads, 
fertilized eggs of Russian White chickens 
were used after incubation for 9 days - 10 
pcs, and for 17 days - 10 pcs (in 3 repli-
cates). The number of vascularized donor 
gonads after transplantation to the recipient's 
CAM from 9-day-old embryos was 75.0% of 
the total number of transplants; from 17-day-
old embryos it was 63.6%. The presented 
data are intended for practical evaluation of 
the model of transplantation of donor embry-
onic ovarian tissue using the recipient's 
CAM for the purpose of its subsequent use 
in assessing the effectiveness of the vitrifica-
tion protocol for embryonic gonadal tissues 
of chickens, as well as in the protocol for 
obtaining gonadal germ cells (GGCs) from 
embryonic ovarian tissues of chickens from 
9-day-old embryos and transplantation of 
embryonic ovarian tissues from 17-day-old 

embryos. 
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