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На примерах многочисленных исследований рассматривается возможность использования химер 
мышей, полученных в условиях опыта, как аналитического инструмента экспериментальной 
эмбриологии и генетики развития. 

Созданные искусственно химеры млекопитающих 
представляют собой модель, удобную для изучения 
различных проблем биологии развития и экспери
ментальной эмбриологии. Это — исследование кло-
нальности клеточных популяций в онтогенезе, вре
мени и места действия мутантных генов и их 
экспрессии в различных клеточных системах, ста
новление морфогенеза и роли клеточных систем в 
его контроле, познание механизмов межклеточных 
взаимодействий и процессов дифференцировки и 
малигнизации, выяснение особенностей взаимодей
ствия различных генотипов на клеточном уровне и 
т. д. 

Химеры широко используются для получения 
трансгенных животных, изучения влияния геноти-
пической компоненты в становлении канцерогене
за, сохранения генотипов летальных зародышей, а 
также партено (Pg)- и андрогенетических (Ag) 
зародышей, которые не могут полноценно разви
ваться самостоятельно. 

Первые химеры млекопитающих созданы у 
мышей в 1961 г. Тарковским [1 ], а затем в 1962 г. 
Минц — [2 ]. В настоящее время в зависимости от 
способа получения химеры подразделяют на агре-
гационные, инъекционные и ядерно-цитоплазмати-
ческие. Каждый из этих методов создания химер 
имеет ряд недостатков и преимуществ, которые 
необходимо строго учитывать при исследованиях 
того или иного вопроса. 

Метод агрегационных химер наиболее прост, 
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удобен и не требует дополнительного оборудова
ния. Ограничением метода является стадия разви
тия зародышей: в агрегацию вступают, в основном, 
зародыши и их бластомеры, обладающие адгезив-
ностью, которая сохраняется у бластомеров, начи
ная с двуклеточной стадии развития до 16—32-кле-
точной стадии (очень ранние бластоциста) . Адге-
зивность двуклеточных зародышей намного ниже, 
чем четырехклеточных морул, а бластомеры 32-
клеточной бластоцисты снова теряют способность к 
агрегации [3] . 

Наличие высокой адгезивности у восьмикле-
точных морул дало возможность использовать их 
для агрегации с внутренней клеточной массой 
(ВКМ) зародыша, которая в отличие от трофобла-
ста сохраняет свои адгезивные свойства. Этот метод 
окружения определенных клеток зародыша клетка
ми 4—8-клеточного зародыша назван методом 
«сэндвича» [4 ]. Агрегируют в «сэндвиче» не только 
ВКМ, но и эмбриональные половые клетки, изоли
рованные из зародыша на 8,5—12,5-й день эмбрио
нального развития [5] , а также эмбриональные 
стволовые и карциномные клетки [6, 7 ] . 

Высокая адгезивность, обнаруженная у восьми-
клеточных зародышей м ы ш е й , обеспечивается 
Са 2 + -зависимыми белками семейства увоморули-
нов, появляющихся в бластомерах в результате 
посттрансляционных модификаций ранее синтези
рованных молекул. Именно эти белки участвуют в 
определении гомотипичности клеток. Гомотипич-
ные плазматические мембраны при соприкоснове
нии клеток индуцируют встречный рост микровор
синок и микровыростов, в то время как гетероти-
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личные клетки при соприкосновении вытесняются 
из клеточной популяции [8, 9 ] . У восьмиклеточ-
ных зародышей мышей по способности к адгезии 
различают две популяции клеток: внутренние 
клетки, обладающие наибольшей и равномерной 
поверхностной адгезивностью, максимально кон
тактирующие с другими эмбриональными клетка
ми, и наружные, адгезивность которых на поверх
ности меньшая, чем внутри. Однако, несмотря на 
различную степень адгезивности, все клетки вось-
миклеточных зародышей мышей обладают тотипо-
тентностью, что доказано с помощью дезагрегации 
и повторной агрегации клеток таких зародышей с 
мечеными поверхностными бластомерами [10, 11]. 
Обычно принятое обозначение агрегационных хи
мер А«*В, где А и В — зародыши (или их бласто
меры) разных генотипов, одинаковых или различ
ных стадий развития. 

Основоположником метода инъекционных хи
мер является Гарднер (1968 г.) [12]. Суть метода 
заключается в инъекции одной или более клеток 
или даже ВКМ зародыша одного генотипа в бласто-
цель бластоцисты зародыша другого генотипа в 
период, начиная с момента ее появления (16—32 
клетки) до поздней бластоцисты. Этот метод более 
трудоемкий, требует специального оборудования, 
однако сейчас и он становится рутинным. Ограни
чением этого метода является стадия реципиен
та — бластоцисты, хотя эта стадия длится у мышей 
почти сутки. Преимущество этого метода заключа
ется в большем выходе животных-химер в постна-
тальном периоде и в большем участии потомков 
донорских клеток в построении различных тканей 
и органов. При этом не удалось установить связи 
между количеством инъецированных клеток и вы
ходом химер [13] . В ряде случаев инъекционный 
метод создания химер является единственно воз
можным, как, например, при работе с ранними 
эмбрионами кроликов, которые не могут разви
ваться без блестящей оболочки (zona pellucida) 
[14] , а также при создании межвидовых химер, 
когда для нормального развития зародыша (во 
избежание отторжения плода) необходимо геноти-
пическое сходство его трофобласта с самкой-реци
пиентом. В связи с этим часто используют микро
хирургический метод создания химер, помещая 
ВКМ одного зародыша в трофобласт другого. 

Мыши Mus musculus и М. caroli обычно не 
скрещиваются, но введение ВКМ последних в тро
фобласт М. musculus, предварительно лишенный 
собственной ВКМ, и пересадка таких зародышей 
самкам М. musculus приводят к рождению детены
шей М. caroli. Зародыши из ВКМ М. musculus и 
трофобласта М. caroli погибали у самок М. mus

culus на 16-й день после рождения. Агрегационные 
химеры этих двух видов у самок М. musculus 
развивались нормально. Исследование плацент та
ких химер обнаруживало участие клеток обоих 
видов мышей в их образовании, но гигантские 
клетки плаценты, контактирующие непосредствен
но с материнскими тканями, имели генотип М. 
musculus. Скорее всего, клетки М. musculus в 
химере имеют селективное преимущество, возмож
но, вследствие гомологичности клеточных поверх
ностей [15]. Агрегационным методом получены 
химеры между мышью и крысой [16], мышью и 
рыжей полевкой [17] , но такие химерные зароды
ши погибали при пересадке их реципиентным сам
кам. Интересно, что часто при создании межвидо
вых химер клетки одного вида «вытесняются» и 
происходит рождение однокомпонентных животных 
[18, 19] . 

Суть третьего метода заключается в замене 
одного ядра двуклеточного зародыша ядром бласто
мера любой стадии развития зародыша и даже 
ядром соматической клетки, используя микрохи
рургию и электрослияние. Этот метод важен для 
выяснения роли внеядерной наследственности в 
развитии [20]. 

Создание агрегационных химер часто сопро
вождается увеличением их клеточной массы, но 
при слиянии даже девяти зародышей рождаются 
жизнеспособные детеныши-химеры [21 ]. Сущест
вует предположение о том, что такие зародыши 
каким-то образом «знают» о своем размере и сразу 
после имплантации приводят себя в соответствие с 
нормой. Регуляция, вероятно, начинается еще на 
стадии бластоцисты и полностью заканчивается на 
стадии яйцевого цилиндра [22] . Если у нормаль
ных зародышей на шестой день эмбрионального 
развития отмечают буквально «взрыв» пролифера-
тивной активности, то этого не наблюдают у гиган
тских химерных зародышей. Существуют две точки 
зрения на регуляцию размера ранних зародышей. 
Первая связывает их размер с количеством клеток 
и формированием проамниотической полости заро
дыша. Обычно появление проамниотической поло
сти зависит от количества клеток, но не от количе
ства клеточных циклов, прошедших после оплодот
ворения. Проамниотическая полость образуется в 
разное время, но при сходном количестве клеток 
как у контрольных «п» клеточных зародышей, так 
и у экспериментальных 1/2 п и 2п [23]. В то же 
время показано, что дифференциация зародышей 
не зависит от размеров яйцевого цилиндра. При 
исследовании появления LDH-5 (лактатдегидроге-
наза-5) , продуцируемой зародышами в момент им
плантации, отмечена зависимость продукции LDH-

104 



Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н Ы Е Х И М Е Р Ы - И Н С Т Р У М Е Н Т Б И О Л О Г И И Р А З В И Т И Я 

5 от количества циклов репликации и отсутствие 
таковой от количества клеток [24 ]. 

У зародышей с числом клеток 2/г, 4п на стадии 
яйцевого цилиндра отмечают снижение пролифера-
тивной активности и возрастание клеточной гибе
ли. Возможно, что оба механизма имеют опосредо
ванное влияние на приведение зародыша к нор
мальному числу клеток, а каким образом идет 
регуляция размера гигантских бластоцист, еще 
предстоит выяснить и, вероятно, исследование экс
прессии клеточного протоонкогена c-fos, наблюдае
мое в этот период, поможет решению вопроса [25 ]. 

Эффективность получения агрегационных хи
мер может быть достаточно высокой и составлять 
~80 % для синхронизированных по темпам разви
тия и потому обладающих сходной адгезивностью 
зародышей при их развитии до бластоцисты [26, 
27 ]. Однако постнатальный выход химер, как пра
вило, невысок и составляет менее 30 % от количе
ства пересаженных химерных бластоцист [28 ]. 
Процессы, происходящие при объединении гетеро-
хронных зародышей или их бластомеров, изучены 
весьма слабо. Каждый этап доимплантационного 
эмбриогенеза сопровождается процессами, крайне 
важными для дальнейшего развития, однако прак
тически неизвестно, что происходит на молекуляр
ном уровне при объединении высокогетерохронных 
бластомеров [29] . 

Считается установленным, что независимо от 
«возраста» вероятность вхождения эндогенных бла
стомеров в ВКМ выше, поэтому, если есть необхо
димость попадания исследуемых бластомеров или 
эмбриональных клеток в ВКМ, часто применяют 
метод «сэндвича». Для этого их окружают бласто
мерами других зародышей [30, 31 ]. 

Объединение только одного бластомера восьми-
клеточного зародыша с двуклеточным зародышем 
способствовало ускорению образования бластоцеля 
по сравнению с контролем [32, 33 ], а объединение 
одного бластомера четырехклеточного зародыша с 
Pg-зародышами разных стадий развития (2, 4 и 
8-клеточными) в каждом отдельном случае обеспе
чивало дальнейшее нормальное развитие послед
них [34]. Гарбут [35] , агрегируя восьмиклеточные 
зародыши из четырех пар 2 / 8 бластомеров, одна 
пара из которых была старше других на 4 ч, 
показал, что более продвинутые в развитии бласто
меры, как правило, входили впоследствии в ВКМ 
зародыша. 

Работы с доимплантационными зародышами 
млекопитающих в основном ограничены неболь
шим количеством клеток в них. Поэтому в настоя
щее время часто пользуются либо эмбриональными 
стволовыми клетками (embryonal stem cells, ESC), 

либо эмбриональными карциномными клетками 
(embryonal carcinomal cells, ЕСС) . Эти клетки об
ладают тотипотентностью и их с успехом применя
ют в различных манипуляциях с зародышами. 
ESC — это клетки, выделенные из ВКМ и поддер
живаемые в культуре in vitro на протяжении мно
гих пассажей. ESC способны создавать клоны в 
агрегационных химерах, хотя и с меньшей эффек
тивностью, чем клетки ВКМ того же генотипа. 
Агрегация ESC с тетраплоидными зародышами мы
шей приводила к рождению мышат, состоящих в 
основном из ESC-производных, тетраплоидные же 
клетки находили в желточном мешке и трофобла-
сте [36 ]. Инъекция ESC в бластоцель также приво
дит к рождению мышат-химер [37 ], но авторы 
отметили, что избыточное введение ESC (15—20 
клеток) вместо 4—8 под блестящую оболочку вы
зывало аномальное развитие зародышей. 

Гомотипические ESC образуют адгезивные 
контакты с бластомерами морулы, но не бластоци
сты. Использование ESC, несущих трансген в каче
стве маркера, позволило изучать в химерах распре
деление клеточных клонов, исследовать закономер
ности изменений, происходящих при становлении 
отдельных органов и тканей [38 ]. Применение ESC 
с мутантными или выключенными генами позволя
ет изучить роль этих генов в развитии зародышей 
[39, 4 0 ] . 

ЕСС, так же как и ESC, способны участвовать 
в создании агрегационных химер. Клеточных ли
ний ЕС очень много, но исследователи отдают 
предпочтение карциномным линиям, полученным 
от мышей линии 129/Sv. Клетки ЕС получают из 
тератом, развившихся после инъекции зародышей 
мышат в эктопические места. Как и ESC, ЕСС 
тоже тотипотентны и агрегация их с восьмиклеточ-
ными зародышами обеспечивает рождение мышат-
химер [41 ]. Некоторые авторы отмечают зависи
мость нормального развития таких химер от коли
чества объединенных ЕСС [7, 42, 4 3 ] , но в то же 
время введение в бластоцель от 20 до 40 ЕСС не 
приводило к аномальному развитию и появлению 
опухолей, последние наблюдали лишь в единичных 
случаях [44 ]. Из анализа этой работы складывает
ся впечатление, что появление опухолей зависит от 
используемой линии Е С С Так , при инъекции ЕСС 
линии С17 в бластоцель зародышей не наблюдали 
появления опухолей. Более «молодые» линии ЕСС, 
как правило, не давали опухолей, а более «старые» 
обладали такими свойствами. 

Сравнительный анализ результатов, получен
ных при использовании агрегационного и инъекци
онного методов, выявил различную способность 
линий ЕСС к образованию химер с F-зародыша-
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ми — уровень получения химер был выше при 
инъекционном методе, несмотря на то, что предва
рительно линии ЕСС отобрали по их способности 
давать химеры агрегационным методом. При введе
нии в бластоцель от 2 до 50 клеток ЕС только два 
плода из 193 имели морфологические изменения и 
у одного из 88 выявлена опухоль [45]. Поэтому 
необходима предварительная селекция линий кле
ток на способность образовывать химеры без разви
тия опухолей. Распределение ЕСС по органам и 
тканям не зависело от количества введенных кле
ток, но уровень химеризма в постнатальном пери
оде снижался с возрастом химер, что свидетельст
вует о прохождении селекции против ЕС клеток на 
протяжении жизни химер. Эмбриональные карци-
номные клетки обнаруживаются в производных 
всех зародышевых листков, что открывает перспек
тивы для использования их в терапевтической 
трансплантологии [46] . 

Агрегационные химеры предоставляют уни
кальную возможность изучить взаимодействие фе-
нотипически сходных, но генотипически различ
ных аллогенных популяций клеток в одном орга
низме в течение эмбриогенеза и постнатального 
периода и исследовать судьбу каждой популяции 
клеток, проследить время и место действия леталь
ных мутаций. Исследование гена white, одного из 
девяти аллелей локуса ті у мышей, начато Коню
ховым в 1965 г. Мутантные аллели локуса ті 
нарушают развитие нервного гребня, приводят к 
нарушению образования меланоцитов [47 ]. Изуче
ние паттерна пигментации у агрегационных химер 
МҐ/+*>+/+ показало, что одинарная доза гена МҐ 
подавляет пролиферацию меланоцитов, а на химе
рах МҐ/+**МҐ/МҐ установлено, что пролифера
ция меланобластов МҐ/МҐ (двойная доза гена) 
блокируется на ранних стадиях эмбриогенеза [48 ]. 

С помощью агрегационных химер изучали 
функцию и других генов: тса, Т (Brachyury), Ґ 
(strong's luxoid gene) . Исследование летальных ге
нов в химерах позволяет выяснить причины, вызы
вающие гибель зародышей, стадию, на которой 
происходит действие гена, систему, в которой дан
ный ген реализуется. В большинстве работ феноти-
пические эффекты проявления мутантных генов 
зависели от процентного состава в химере клеток с 
мутантным генотипом [49—51 ]. 

Известно, что мыши являются объектом, по
зволяющим изучать болезни человека. Болезнь 
Хиршспринга человека, как и мыши, гомозиготные 
по Is/Is, характеризуются отсутствием ганглиев в 
дистальном конце кишечника. Для выяснения при
чины отсутствия ганглиев были созданы химеры 
ls/ls^Г с восьмиклеточными зародышами. Оказа

лось, что у животных, имевших более 20 % клеток 
дикого типа, ганглии образовывались. При этом 
выяснилось, что за развитие дефекта Is /Is эмбрио
нов отвечают не нейробласты, а мезенхима кишеч
ника [52] . 

С помощью агрегационных химер установлено, 
что фенотипическая экспрессия гена nude подавля
ется присутствующими нормальными эмбриональ
ными тканями. У мышей nude наблюдают отсутст
вие тимуса, в то время как из 17 химер nude** Г 
у 16 обнаружено наличие нормального тимуса 
[53 ]. Химеры с успехом применяются и в изучении 
канцерогенеза: исследуется развитие опухолей в 
зависимости от генотипов используемых линий 
[54]. 

В 1984 г. опубликованы работы, доказывающие 
невозможность развития Pg- и Ag-зародышей до 
рождения. Ag-зародыши с трудом развиваются до 
бластоцисты и гибнут, как правило, на стадии 
нескольких сомитов, а Pg-зародыши гибнут на 
стадии 25 сомитов (недавно удалось довести их 
развитие до стадии 45 сомитов) [55—57]. В связи 
с этим сделаны попытки спасти такие зародыши с 
помощью агрегации их с + / + - зародышами, кроме 
того, открылась заманчивая перспектива быстрого 
получения чистых линий при использовании Pg-
клеток, в том случае, если они будут попадать в 
половые пути. 

Первые работы по получению химер Pg*»V+ 

предприняты Стевенсом и соавт. [58, 59 ] . Авторы 
использовали линию мышей LT/Sv, у которой 
10 % овулировавших яиц спонтанно развиваются 
партеногенетически. Сначала у потомков таких 
химер не обнаруживали Pg-клеток в половых пу
тях, затем были получены потомки от химерной 
самки с Pg-генотипом (по окраске и GPI анализу) . 
Создание инбредных мышей требует до 20 генера
ций брат-сестринских скрещиваний (около 5 лет) . 
Однако достижение 100 %-й гомозиготности невоз
можно из-за баланса между возникновением новых 
мутаций и потерей прежних, вследствие чего по
стоянно остается небольшой уровень гетерозиготно-
сти. Поэтому использование Pg-гомозиготных заро
дышей предоставляет возможность более быстрого 
получения чистых линий, что особенно важно при 
создании пород у крупного рогатого скота, когда 
при традиционном подходе для этого не хватает 
целой жизни человека [60]. 

Исследование Ag«*7+- и Pg^V +-xnMep позво
лило обнаружить, что Ag- и Pg-клетки неоднознач
но распределяются по зародышевым и внезароды-
шевым листкам. Pg-клетки находили в зародыше и 
мезодерме желточного мешка, однако не выявляли 
в его эктодерме и трофобласте. Ag-клетки обнару-
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живали в основном в трофобласте и желточном 
мешке и только отдельные — в зародыше. Химеры 
Ag^F гибнут, как правило, не доходя до рождения 
[61 ]. Поскольку распределение тех и других кле
ток было различным, то создавалось впечатление, 
что химеры Ag^Pg могут спокойно развиваться до 
рождения. Но такие химерные зародыши развива
лись до бластоцист, имплантировали и погибали на 
10—12-й день эмбрионального развития. Распреде
ление Ag- и Pg-клеток у этих химер было сходным 
с таковым при их агрегации с F-зародышами. 
Следовательно, наличие только отцовского или ма
теринского генома в отдельных клетках неадекват
но их наличию в одной клетке [61 ]. Однако Ренард 
и Барра при объединении гаплоидных Pg- и Ag-за-
родышей с помощью электрослияния создали химе
ры между зародышами этих генотипов, объединяя 
их вначале на двух-, а затем и на четырехклеточ-
ных стадиях, и, пересадив их самкам-реципиентам, 
получили нормальных мышат [58—59 ]. Тем самым 
авторы доказали, что по крайней мере до восьми-
клеточной стадии родительские геномы могут раз
виваться самостоятельно и не требуют объедине
ния. Эти работы подтвердили также их данные в 
отношении цитоплазматических эффектов у линии 
ДДК, а именно — что синдром ДДК линии вызван 
материнской мРНК, которая может сохраняться до 
имплантации и модифицируется лишь отцовским 
геномом при взаимодействии с ним [65]. 

Распределение Pg-клеток в тканях Pg^F - заро-
дышей очень различно. До 10—12-го дня отмеча
лось равное соотношение тех и других клеток, а на 
последующих стадиях развития обнаруживалась 
направленная селекция против однородительских 
клеток. Причем элиминация Pg-клеток происходит 
сначала во внезародышевых оболочках, затем в 
тканях мезодермы и энтодермы [66, 67 ]. В тканях 
эктодермального происхождения гибель этих кле
ток идет не столь интенсивно и вклад Pg-клеток 
остается довольно велик в до- и постнатальном 
периодах [68, 6 9 ] . Pg-клетки участвуют в форми
ровании всех тканей, кроме скелетной мускулату
ры, но в печени, почках и крови их вклад очень 
незначителен [69, 70 ] . 

Оносительно значения Pg-клеток для тканей 
головного мозга, то у этих авторов работ [69, 70] 
имеются противоречия, хотя и другие исследовате
ли подтверждают важность Pg-клеток для тканей 
мозга. PgoF -зародыши, как правило, меньше по 
размеру, чем контрольные. В связи с этим сделано 
предположение о том, что в таких химерах нару
шена пролиферация клеток [70 ]. Была исследована 
пролиферативная активность клеток пищевари
тельного тракта и матки у Pg^F -химер [71] . До 

Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н Ы Е Х И М Е Р Ы — И Н С Т Р У М Е Н Т Б И О Л О Г И И Р А З В И Т И Я 

24-го дня постнатального развития у химер не 
обнаружено изменений в пролиферативной актив
ности, но на 101-й день отмечено снижение проли
ферации Pg-клеток в толстом кишечнике и матке. 
При этом в криптах толстого кишечника обнару
живались и морфологические изменения. Причина 
снижения пролиферации и гибели Pg-клеток неиз
вестна, но подтверждается многими исследователя
ми. Отсутствие Pg-клеток в скелетной мускулату
ре, возможно, связано с более ранней селекцией 
против Pg-миобластов, происходящей до их объеди
нения в мышечное волокно. 

Развитие Pg-эмбрионов мышей зависит от их 
линейной принадлежности [72 ] и это позволяет 
предположить, что элиминация Pg-клеток в химе
рах может осуществляться с различной интенсив
ностью в зависимости от генотипа Pg-клеток. Иса
ев и соавт. показали, что доимплантационное раз
витие химер (Pg)CBA^BALB и (Pg)C 5 7 Bb*BALB 
происходит сходным образом, а в постимплантаци-
онном периоде у химер первого типа Pg-клетки 
погибают быстрее, чем у химер второго типа [69 ]. 
Зависимость развития Pg-клеток в химерах от их 
генотипической принадлежности отмечена также в 
работе [70] (причем использование чистых линий 
обеспечивает больший вклад Pg-клеток, чем Pg F 2 

этих линий) . Таким образом, различия в результа
тах относительно вклада Pg-клеток в развитие 
разных органов и химер в целом, по-видимому, 
обусловлены их генотипическими различиями, ста
диями развития объединенных зародышей, а также 
способом создания агрегационных химер. 

В 1988 г. Су рани и соавт. [61 ] проанализиро
вали Ag^F -химеры на 10-й день эмбрионального 
развития. Ag-клетки обнаруживали в желточном 
мешке и трофэктодерме, причем в некоторых слу
чаях их содержание превышало 50 % . Содержание 
этих клеток 50 % и более оказалось летальным для 
плода, несмотря на то, что они находились во 
внезародышевых оболочках. Только при незначи
тельном количестве Ag-клеток в химере развитие 
плода доходит до рождения [73] . Химеры, как 
правило, были большого размера, а наибольшее 
количество Ag-клеток отмечено в скелетной муску
латуре и сердце и лишь следовые количества — в 
тканях головного мозга. Химеры Ag<*F погибали 
из-за нарушений в скелете и хрящевой ткани. 
Скорее всего, экспрессия с отцовских аллелей от
ветственна за развитие сердца и скелетной муску
латуры, а для нормального развития необходим 
баланс дозы гена. Если баланс нарушен дупликаци
ями родительских хромосом или даже их участков, 
то наблюдаются фенотипические нарушения [74 ]. 

Значительное улучшение потенциала развития 

107 



МОРОЗОВА Л. М., СОЛОМКО А. П. 

Ag-клеток в химерах получено при использовании 
ESC линии 129/Sv, обеспечивших развитие Ag-хи-
мер до рождения. Химеры были большого размера, 
но имели различные нарушения в развитии [75] . 
Таким образом, следует отметить различия в по
тенциях Ag- и Pg-клеток в составе химер. 

ES клетки использовали не только при иссле
довании химер с Ag-, но и с Pg-клетками. Необхо
димо выделить ряд особенностей развития химер 
при использовании PgESC — это нормальный раз
мер зародышей и экспрессия ряда генов, которые 
не экспрессировались у Pg-зародышей, что, по 
мнению авторов, связано с изменением регуляции 
PgESC. Распределение же PgESC по тканям и 
органам было аналогично таковому Pg-клеток в 
зародышах [76]. 

Ограничение потенций в развитии Pg- и Ag-
клеток в химерах связывают с нарушением геном
ного импринтинга в них. Под геномным имприн-
тингом подразумевается регуляторный процесс рас
познавания аллелей материнского и отцовского 
происхождения. Таких импринтированных генов в 
геноме млекопитающих насчитывают около 0,1 % 
[77 ]. Наиболее изученными генами, подверженны
ми импринтингу, являются: Igf2 — ген инсулино-
подобного фактора роста; Igf2r — ген его рецепто
ра; Я-19 — тесно сцепленный с Igf2, но имеющий 
противоположный импринт; SnrpN — ген малого 
ядерного рибонуклеопротеина N. Считается, что 
импринтинг реализуется посредством метилирова
ния геномной Д Н К во время гаметогенеза [78]. В 
последние годы ведется активное изучение этой 
проблемы и отмечен большой поток работ, посвя
щенных исследованию импринтинга и его регуля
ции у отдельных генов [79—81 ]. Изучение двух 
генов — Igf2 и Igf2r, экспрессирующихся в норме 
только с отцовских и материнских аллелей соответ
ственно, у Ag- и Pg-клеток химер позволило обна
ружить изменение импринта этих генов, они рабо
тали в таких клетках как с материнских, так и 
отцовских аллелей. Кроме того, двойная доза этих 
генов могла вызывать аномалии, причем изменение 
экспрессии отцовских аллелей, ответственных за 
становление определенных клеточных линий, при
водило к большим нарушениям [82] . 

Изменение импринта ES клеток при введении 
их в химеры, наблюдали в примордиальных поло
вых клетках эмбрионов 12,5 дня развития [83] . 
Исследование импринта гена Н-19 в условиях in 
vitro и in vivo на стадии бластоцисты обнаружило 
нарушение его экспрессии в системе in vitro. В 
среде Whitten обычно молчащий отцовский аллель 
начинал экспрессироваться, в то время как в среде 
KSOM+AA (аминокислотные добавки) экспрессия 

этого аллеля омечалась, но была очень низкой. 
Появление экспрессии гена Н-19 в системе in vitro 
не связано с недостатком ДНК-метилтрансфераз-
ной активности или распределением белка Dnmt l , 
которые были одинаковыми в обеих системах. Тем 
более, что импринт гена Snrpn у зародышей в 
обеих системах оставался неизменным [84]. 

Изменение экспрессии генов Я - 7 9 , lgf2, а так
же импринтированного гена GrblO отмечено у пре-
натальных мышат в том случае, если до стадии 
бластоцисты зародыши культивировали в среде 
М16, а затем пересаживали самкам-реципиентам 
[85]. Можно предположить, что повышенная экс
прессия Igf2 в AgES ответственна за развитие 
избыточной массы и аномалий в скелете. Для 
выяснения этого вопроса введены мутации lg/2-/-B 
AgES-клетки. У химер, несущих эту мутацию, не 
наблюдали скелетных аномалий, однако выявили 
другие аномалии, включая избыточную массу и 
эмбриональную гибель, что, по-видимому, свиде
тельствует о существовании в химерах с Ag-клет-
ками и других импринтированных генов, ответст
венных за эти нарушения [86 ]. 

Представляет определенный интерес работа, 
проведенная группой Сурани [87 ], в которой было 
сопоставлено развитие химер с Pg- и Ag-клетками, 
несущими дупликацию дистального района 7-й 
хромосомы, где расположены гены Н-19 и Igf2, 
PatDH^N и MatDi7-+N. Выяснилось, что зароды
ши, несущие дупликацию дистального района, гиб
ли на 16-й день развития, когда несли MatDi7, в то 
время как при наличии отцовской дупликации 
PatDH гибель наступала на более ранних стадиях. 
При этом у химер с PatDH выявлен ускоренный 
рост по сравнению с химерами с Ag-клетками. 
Масса эмбрионов у химер MatDi7 была сравнима с 
таковой у обычных эмбрионов и они выживали до 
родов (в то время как F-зародыши MatDil гибли на 
16-й день развития). У химер с Pg-клетками отме
чено замедление роста. Эти результаты свидетель
ствуют о кумулятивном эффекте других генов, 
расположенных на дистальном конце хромосомы 1. 
Явление импринтинга все еще недостаточно изуче
но, и в последние годы (1999—2001) опубликовано 
особенно много работ, посвященных этому эпигене
тическому регуляторному процессу экспрессии ге
нов у млекопитающих [81, 8 8 ] . 

Еще в 1979 г. МакЛарен предсказала возмож
ность эффекта гетерозиса у химер, несущих две 
генетически различные популяции клеток [89]. 
Фолкнер и соавт. [90 ] отметили наличие гетерози
са по массе химер, но не обнаружили каких-либо 
закономерностей ее повышения. В том же году 
было показано, что степень гетерозиса по величине 

108 



Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н Ы Е Х И М Е Р Ы — И Н С Т Р У М Е Н Т БИОЛОГИИ Р А З В И Т И Я 

помета у химер находится в прямой зависимости от 
степени химеризма [91 ]. Тщательный анализ всех 
пометов у химер BALBoC 5 7 Bl позволил выявить 
такую зависимость в яичниках и других органах 
самок, дающих две популяции потомков, тогда как 
у самок, дающих потомков одного генотипа, гете
розис не был обнаружен, несмотря на высокий 
вклад клеток обоих генотипов в яичники. Важно 
отметить, что у названных химер в смешанных 
пометах рождались, в основном, детеныши геноти
па С 5 7В1, в то время как в яичниках доминантной 
компонентой были клетки линии BALB. Это же 
отмечено и для самок од покомпонентных поме
тов — из девяти самок-химер семь рожали детены
шей только линии С 5 7В1. Авторам работы не уда
лось установить, с чем может быть связано прояв
ление большего числа детенышей линии С 5 7В1 при 
высоком уровне химеризма в яичниках обеих кле
точных популяций. Они ссылаются на данные Гер-
харда о возможном наличии у таких самок геноти
па XX/XY. Кроме того, обнаружены различия в 
потомстве у самцов химер BALB^C 5 7B1, скрещен
ных с самками BALB, зависящие от времени спари
вания и времени овуляции у самок, а также от 
возраста химерных самцов [93 ]. Повышенную фер-
тильность химер по сравнению с исходными роди
телями отметили Ренк и Клюгер [94 ]. 

Рождение преимущественно детенышей одного 
генотипа было отмечено и в более ранних работах. 
При скрещивании самцов химер С 5 7В1ЛС 3Н с сам
ками С 5 7В1 доля детенышей последнего генотипа 
резко снижалась с увеличением возраста самцов, 
хотя даже в 15-месячном возрасте такие самцы 
несли более 30 % сперматозоидов генотипа С 5 7В1. 
Этот факт делает вполне реальным предположение 
о существовании внутриматочного отбора против 
эмбрионов собственного генотипа у самок линии 
С 5 7В1, который зависит не только от генотипа, но и 
от возраста матери. Инбредные самки С 5 7В1 с воз
растом становятся менее способными к вынашива
нию инбредных эмбрионов того же генотипа. Пре
обладание С 3 Н половых клеток у химер С 3Н«*С 5 7В1 
происходит, несмотря на то, что в яичниках идет 
отбор на преобладание клеток генотипа С 5 7В1 [95 ]. 
Тенденция к преобладанию одного компонента в 
составе двух популяций половых клеток отмечает
ся и в других сочетаниях линий. Большинство 
самцов химер SJL*»C5 7B1 генерируют только SJL 
сперматозоиды, даже те самцы, которые произво
дят оба типа клеток [96 ]. 

Материнский эффект при развитии химер до 
12,5 дня отмечен и для линии BALB. Наблюдали 
уменьшение в химерах клеток линии BALB, если 
эту линию использовали в качестве материнской 

одного из компонентов химер [BALB х (ВС х 
х BALB) ]<*(С57В1 х CBA)F 2 , и отсутствие такого 
эффекта при рецессивных скрещиваниях [ (ВС х 
х BALB) х BALB]^(C 5 7 B1 х CBA)F 2 , когда линию 
BALB использовали как отцовскую. Авторы обсуж
дают три возможные причины этого явления: ци-
топлазматическое наследование, геномный имп-
ринтинг и влияние репродуктивного тракта [97 ]. 

Таким образом, причины избирательного взаи
модействия двух генотипов с предпочтением одного 
из них в потомстве предстоит еще выяснить, веро
ятно, с привлечением третьей линии в качестве 
самок-реципиентов. 

С помощью химер можно решать многие про
блемы клеточной биологии, однако и сами химеры 
остаются весьма интересным объектом исследова
ния. До сих пор нет четкого ответа на вопрос — 
существует ли предпочтительное сочетание опреде
ленных генотипов в химере, каковы должны быть 
особенности генотипов, позволяющие химере раз
виваться более активно и обладать повышенной 
жизнеспособностью. И если химеры толерантны к 
составляющим генотипам, то по каким признакам, 
кроме иммунологического, нужно вести подбор не
обходимых линий. Остается невыясненным, в ка
кой степени асинхронность зародышей при созда
нии химер сказывается на их доимплантационном 
и постнатальном развитии, каков количественный 
вклад клеток зародышей одного срока развития и 
соответственно генотипа необходим для того, чтобы 
«подчинить» себе регуляцию развития отстающих 
или более продвинутых в развитии зародышей. Для 
выяснения всех перечисленных вопросов необходи
мы дальнейшие исследования. 

L. М. Morozova, А. P. Solomko 

Experimental chimeras — instrument of investigation in development 

biology 

Summary 

Potential of using experimental chimaeras of mice as an analytical 
instrument in the experimental embryology and genetics of de
velopment is reviewed. 

Л. M. Морозова, О. П. Соломко 

Експериментальні химери — інструмент біології розвитку 

Резюме 

На прикладах численних досліджень розглянуто можливості 
використання химер мишей, отриманих за умов досліду, як 
аналітичного інструменту експериментальної ембріології та 
генетики розвитку. 
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