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Перенос ядер соматических клеток (Somatic Cell Nuclear Transfer, SCNT) до настоящего 

времени был наиболее эффективным и жизнеспособным методом размножения ценных или 

находящихся под угрозой исчезновения животных. Более 99% эмбрионов или живого потомства, 

о которых ранее сообщалось, были получены с помощью подхода, основанного на 

микроманипуляциях, т.е. с использованием традиционного SCNT. При «ручном» клонировании 

(Hand-made Cloning, HMC) процедуры энуклеации ооцитов и реконструирования эмбрионов 

осуществляются в отсутствии zona pellucida, и все манипуляции проводятся без использования 

микроманипуляторов. К настоящему времени, в мире были получены положительные 

результаты по получению клонированного потомства от крупного рогатого скота, буйволов, 

овец, свиней и лошадей с использованием HMC. Цель исследования – апробация технологии 

клонирования крупного рогатого скота по методу HMC.  Яичники коров голштинской породы 

были получены с местной бойни в течение 20–30 мин после убоя и доставляны в лабораторию в 

течение 3 ч. Изучена эффективность основных этапов технологии клонирования методом HMC: 

дозревание ооцитов крупного рогатого скота in vitro, с последующим их использованием в 

качестве доноров цитопластов; получение культуры соматических клеток от 

высокопродуктивной коровы голштинской породы, использование её в качестве клеток доноров 

кариопластов; активация, культивирование и трансплантация реконструированных эмбрионов 

корове-реципиенту, генетическое тестирование полученного потомства. В результате 

исследования впервые в Российской Федерации получена клонированная тёлочка голштинской 

породы с использованием метода HMC. Полученные результаты свидетельствуют о 

возможности практического использования технологии HMC для получения потомства 

высокопродуктивных коров.  
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Введение 

Перенос ядер соматических клеток (Somatic Cell Nuclear Transfer, SCNT) является 

наиболее эффективным и жизнеспособным методом размножения ценных или находящихся под 

угрозой исчезновения животных (Lanza et al., 2000)  После рождения первого клонированного 

животного - овцы «Долли», с использованием микроманипуляционной техники энуклеации и 

реконструирования эмбрионов, было получено большое число высокоценных животных разных 

видов. Более 99% эмбрионов или живого потомства, о которых сообщалось, были получены с 

помощью подхода, основанного на микроманипуляциях, т.е. с использованием традиционного 

SCNT (Vajta et al., 2005). Однако сложная процедура микроманипуляций и дороговизна 

необходимого оборудования препятствуют широкому внедрению SCNT с целью 

воспроизводства высокопродуктивных животных. Таким образом, для широкого использования 

клонирования необходимо снизить затраты, без ущерба для эффективности самой технологии 

(Vajta et al., 2003). «Ручное» клонирование (Hand-made Cloning, HMC) - это 

усовершенствованный вариант SCNT, при котором процедуры энуклеации ооцитов и 

реконструирования эмбрионов осуществляются в отсутствии zona pellucida, а все манипуляции 

проводятся «вручную», без использования микроманипуляторов (Кириенко, Апрышко, 

Яковенко, 2003; Vajta et al., 2001). При использовании метода HMC отпала необходимость в 

дорогостоящем оборудовании, снизилась трудоемкость технологии и значительно ускорился 

процесс энуклеации яйцеклеток, что явилось революцией в области эмбриологии (Verma et al., 

2015). Разработка методики энуклеации ооцитов без zona pellucida (Li et al., 2014; Tani et al., 2006; 

Tatham et al., 1995) и системы культивирования в микролунках (Akshey et al., 2010; Vajta et al., 

2004; Vajta et al., 2000) сделала HMC более эффективным и экономичным методом по сравнению 

с традиционным SCNT. К настоящему времени, с использованием HMC было получено 

клонированное потомство от крупного рогатого скота (Oback et al., 2003), буйволов (George et 

al., 2011), овец (Zhang et al., 2013), свиней (Du et al., 2007) и лошадей (Lagutina et al., 2005), 

поэтому технология HMC считается более предпочтительной, нежели SCNT на основе 

микроманипуляций (Vajta, 2007). Предыдущие исследования показали, что потенциал развития 

HMC эмбрионов in vitro равен или даже превосходит данный показатель, полученный с 

использованием традиционного SCNT.  

Целью настоящей работы было проведение всех этапов технологии HMC для оценки 

возможности практического её применения для получения клонированного потомства 

высокопродуктивных коров. 

Материал и методы  
 

Реагенты и среды. Все используемые реагенты были приобретены у Sigma Chemical Co. 

(Сент-Луис, Миссури, США), за исключением сыворотки крови коровы (cow serum, CS), 

которую получали и готовили самостоятельно. Среда ДМЕМ (DMEM, кат. №С420п), фосфатно-

солевой раствор Дюльбекко (DPBS, кат. № Р061, Р060), раствор трипсина-ЭДТА (кат. №П041), 

пенициллин/стрептомицин (кат. №А065), гентамицин (кат. №А011) были приобретены в ООО 

НПП «ПанЭко» (Москва, Россия). Вода для растворов (кат. №1.2.5.1.) была куплена в ООО 

«БиолоТ» (Санкт-Петербург, Россия). Приготовление сред и растворов, использованных в этом 

исследовании, включая: T0, T2, T10, T20 (Cреда TCM-199 забуфференная HEPES, с добавлением 

0, 2, 10 или 20% CS, соответственно); среды для аспирации ооцитов (TCM-aspiration), дозревания 

ооцитов (IVM-media) и культивирования эмбрионов (IVC-media); среды для электрослияния 
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Fusion medium (неэлектролитный раствор маннитола), растворы гиалуронидазы, проназы, 

фитогемагглютинина (ФГА), Са-ионофора А23187 и 6-DMAP,  было выполнено согласно Vajta  

(Vajta, Lewis, Tecirlioglu, 2006). 
 

Дозревание ооцитов in vitro. Дозревание ооцитов in vitro было выполнено, как описано 

ранее Vajta (Vajta, Lewis, Tecirlioglu, 2006). Яичники коров были получены с местной бойни. 

Яичники вырезали в течение 20–30 мин после убоя и доставляли в лабораторию в течение 3 ч в 

термосе, содержащем DPBS, при температуре 35–37°С. Ооцит-кумулюсные комплексы (ОКК) 

извлекали путем аспирации фолликулов диаметром 2–6 мм с помощью вакуумной 

аспирационной системы, оснащенной иглой калибром 18G. ОКК с многослойным кумулюсом 

отбирали для дозревания in vitro (IVM). Затем ОКК дважды отмывали в среде IVM (среда TCM-

199 с добавлением 26,2 мМ NaHCO3, 5 мМ HEPES, 15% CS и 15 МЕ/мл чХГ). Дозревание 

осуществляли в течение 22-24 часов в четырехлуночном планшете Nunc, содержащем 400 

мкл/лунка среды IVM под слоем минерального масла, в увлажненной атмосфере с 5% CO2 при 

38,5°C. 
 

Получение клеток доноров кариопластов. Первичная культура фибробластов была 

получена из биоптата кожи вымени, взятого в асептических условиях с использованием местной 

анестезии у взрослой чистопородной голштинской коровы класса элита-рекорд инв.№ 1310052 

(живая масса - 630 кг; количество лактаций – 7; средний удой за лактацию – 16633 л; 

максимальный удой за лактацию – 24816 л; средний % жира за лактацию – 3,67; максимальный 

% жира за лактацию – 3,84; средний % белка за лактацию – 3,16; максимальный % белка за 

лактацию –3,21).  

После взятия биоптата ткань нарезали на кусочки размером 1-3 мм и помещали в раствор 

трипсина-ЭДТА для диссоциации. Полученную клеточную суспензию отмывали в DPBS, 

содержащем 20% CS, после чего клетки седиментировали и рассевали во флаконы для клеточных 

культур в среду DMEM с 10% эмбриональной телячьей сыворотки. Культивирование 

пассажируемой клеточной культуры осуществляли в СО2-инкубаторе в увлажненной атмосфере 

с 5% CO2 при 38,5°C.  Культура кожных фибробластов была размножена тремя пассажами, а 

затем криоконсервирована. В качестве кариопластов использовали фибробласты размером 12-15 

мкм на стадии G0-G1, полученные из клеточного монослоя со 100% конфлюэнтностью. 
 

Реконструирование эмбрионов методом HMC. Процедура клонирования методом HMC 

была выполнена согласно Vajta (Vajta, Lewis, Tecirlioglu, 2006) с некоторыми модификациями. 

Ооциты денудировались в среде Т2, содержащей 0,5 мг/мл гиалуронидазы. Для работы отбирали 

ооциты на стадии MII с выделившимся первым полярным тельцем. После денудации ооциты на 

1 ч помещались в среду Т2, содержащую 10 мкг/мл демекольцина, после чего у ооцитов 

ферментативно удаляли zona pellucida в среде Т10, содержащей 2 мг/мл проназы. Ооциты без 

zona pellucida с хорошо заметным экструдирующимся веретеном деления переносили в среду 

Т20 для инактивации проназы. Энуклеацию осуществляли в среде Т2 с помощью микролезвия 

путем бисекции ооцита, отсекая часть ооцита, содержащую экструдирующееся веретено 

деления. Процедура бисекции осуществлялась под визуальным контролем с использованием 

бинокулярной лупы. Части ооцитов без веретена деления (≈60-75% от объема исходного ооцита) 

отбирали и использовали, впоследствии, в качестве цитопластов. Полученные в результаты 

бисекции цитопласты переносили в среду T20 до восстановления сферической формы. После 

этого цитопласт погружали в среду T0, содержащую 5 мг/мл фитогемагглютинина, на 3-5 сек и 

переносили в каплю среды T2, содержащую донорские клетки. Цитопласт соединяли с одним 
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округлым фибробластом (кариопластом), после чего полученный комплекс 

кариопласт/цитопласт переносили в каплю среды для слияния (0,3 М маннитол, 0,05 мМ CaCl2, 

0,1 мМ MgSO4, 1 мг/мл PVA). Комплекс кариопласт/цитопласт помещали в камеру для 

электрослияния с той же средой и ориентировали комплекс перпендикулярно электродам. После 

этого комплекс объединяли с ещё одним цитопластом, с получением результирующего триплета 

цитопласт/кариопласт/цитопласт.  

Слияние осуществляли с помощью электропоратора собственного производства, 

посредством однократного импульса постоянного тока 1,9 кВ/см с дительностью 8 мкс. Для 

выравнивания триплетов на электродах, перед подачей импульса постоянного тока, 

использовали переменный электрический ток частотой 400 кГц и напряжением 0,2 кВ/см, с 

подъемом напряжения непосредственно перед импульсом до 0,4 кВ/см.  

После электрослияния триплеты инкубировали при 38,5°С в среде Т20 до полного 

слияния клеточных мембран с образованием реконструированного эмбриона. Полученные 

реконструированные эмбрионы в течение 2 ч культивировали в среде IVC, до момента 

активации. Активацию индуцировали воздействием 10 мкМ Са-ионофора А23187 в среде Т2 в 

течение 5 мин с последующей инкубацией в среде IVC, содержащей 2 мМ 6-

диметиламинопурина (6-DMAP) в течение 5 ч в увлажненной атмосфере с 5% CO2 при 38,5°C 

(Vajta, Lewis, Tecirlioglu, 2006). 
 

Культивирование эмбрионов in vitro. Культивирование реконструированных эмбрионов 

in vitro проводили, как описано ранее (Vajta et al., 2000). Для культивирования 

реконструированных эмбрионов использовалась модифицированная система культивирования 

WOW (well-of-the-well, «лунка в лунке»), согласно которой эмбрионы культивировали в 

микролунках, самостоятельно сделанных в лунках 4-х луночного планшета Nunc. Эмбрионы 

индивидуально рассаживали по микролункам (до 20 шт), лунки предварительно заполняли 400 

мкл среды IVC с добавлением 5% CS и покрывали 400 мкл минерального масла. 

Культивирование осуществляли в СО2-инкубаторе в увлажненной атмосфере с 5% CO2, 5% О2 и 

90% N2 при 38,5°C.  Дробление реконструированных эмбрионов оценивали на 2-й день (0-й день 

– день реконструирования), а развитие до стадии бластоцисты регистрировали до восьмого дня 

культивирования. Полученные бластоцисты хорошего качества были криоконсервированы 

методом витрификации и хранились в жидком азоте при -196°C до момента оттаивания и 

переноса в рога маток коров-реципиентов. 
 

Синхронизация эстрального цикла реципиентов и перенос эмбрионов. Животными-

реципиентами служили 14-16 мес. тёлки голштинской породы, выращенные в условиях молочно-

товарной фермы АО «Рассвет» Краснодарского края. Перед использованием животных в 

качестве реципиентов телки проверялись на наличие регулярного эстрального цикла. 

Синхронизацию эстрального цикла реципиентов и перенос эмбрионов проводили как 

описано ранее (Yang et al., 2012). Телкам с интактной маткой вводили 100 мкг аналога ГнРГ в 0-

й день, 500 мкг аналога PGF2α на 7-й день и 100 мкг аналога ГнРГ на 9-й день индуцированного 

эстрального цикла. Эструс наблюдали с 10-го по 13-й день. На 7-й день индуцированного 

эстрального цикла криоконсервированные/оттаянные бластоцисты были перенесены 

нехирургическим путем в рог матки, ипсилатеральный по отношению к яичнику, содержащему 

пальпируемое желтое тело. 

Эмбрионы индивидуально помещали в соломинки объёмом 0,25 мл и транспортировали 

в портативном переносном инкубаторе при температуре 38,5°С из лаборатории до фермы. 
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Перенос эмбрионов осуществлялся с использованием катетера для переноса эмбрионов под 

эпидуральной анестезией. 

Статус стельности определяли УЗИ-сканером через 30 дней и повторно ректальной 

пальпацией через 60 дней после переноса эмбрионов. 
 

Организация отёлов и генетическое тестироваие. Стельные реципиенты до отёла 

находились на групповом беспривязном содержании. За 21 день до предполагаемого отела 

животных переводили в индивидуальные клетки. Клонированные телята были рождены либо в 

результате естественного отела, либо путем кесарева сечения после введения корове-

реципиенту, за 36 часов до планируемой операции, 20 мг дексаметазона внутримышечно. В 

случае необходимости, новорождённым телятам проводились реанимационные мероприятия: 

удаление слизи из дыхательных путей, оксигенотерапия (6 л/мин), ингаляция сальбутамолом с 

постоянным контролем сатурации и ЧСС. В течение первых 2 ч после отела телята получали 

молозиво, регистрировались масса тела, пол и продолжительность стельности. Телят 

изолировали и наблюдали до 1-месячного возраста. 

Для генетического тестирования были использованы пробы крови от клонированного 

теленка и от коровы-реципиента (суррогатной матери), а также культура фибробластов кожи 

коровы-донора кариопластов. Сравнение ДНК-профилей животных проводилось путем 

анализа STR-локусов методом капиллярного электрофореза с использованием генетического 

анализатора и программного обеспечения Genemapper (Applied Biosystems, США).  

 

Результаты и обсуждение 

 За период с 11.10.2022 по 22.06.2023 было проделано 35 экспериментов по 

клонированию крупного рогатого скота методом HMC. За время работы из фолликулов яичников 

коров было получено 17606 ОКК, выделенных из 1174 коровьих яичников, 11268 ОКК было 

поставлено на дозревание in vitro. Эффективность дозревания ооцитов до стадии МII составила 

69,9% (7879 из 11268). Бисекции подверглись 7786 ооцитов МII, из которых было получено 6423 

цитопласта. Эффективность бисекции составила 82,5% (6423 из 7786). Для реконструирования 

эмбрионов было использовано 5764 цитопласта с получением 2324 триплетов 

цитопласт/кариопласт/цитопласт. После электрослияния было получено 1718 

реконструированных эмбриона. Эффективность электрослияния составила 73,9% (1718 из 2324). 

Через 2 ч после электрослияния был активирован 1591 реконструированный эмбрион. При 

оценке 2-го дня развития в деление дроблением вступил 71% реконструированных эмбрионов от 

числа активированных (1130 из 1591). До стадии бластоцисты развилось 13,1% эмбрионов (148 

из 1130), а доля бластоцист хорошего качества составила 10,3% (116 из 1130).  

Реконструированные бластоцисты хорошего качества были перенесены в рог матки 

синхронизированных телок-реципиентов (11 эмбрионов) или криоконсервированы (105 

эмбрионов). После подготовки телок реципиентов 23 эмбриона были разморожены и перенесены 

в рог матки суррогатным матерям. Количество перенесенных эмбрионов в расчете на 1 телку-

реципиента составило 1 эмбрион.  

На 60-й день после переноса эмбрионов, стельность была выявлена у 8 животных. На 12-

й неделе произошло прерывание стельности у двух суррогатных матерей, а позднее, на 22-й 

неделе, абортировало еще одно животное. На 41,5-й неделе стельности в результате 

естественного отела было зафиксировано мертворождение. Вес теленка составил 59 кг.  
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Полученные результаты представлены в табл. 1. 

Таблица 1. Эффективность получения клонированного потомства крупного рогатого скота 

методом HMC 
 

Основные этапы HMC Эффективность 

n (шт) % 

Получено ОКК при аспирации фолликулов 17606  

Поставлено ОКК на дозревание in vitro 11268  

Получено ооцитов на стадии MII после дозревания 7879 69,9 

Подвергнуто ооцитов процедуре бисекции 7786  

Получено цитопластов, после бисекции 6423 82,5 

Использовано цитопластов, с целью реконструирования эмбрионов 5764  

Получено триплетов цитопласт/кариопласт/цитопласт 2324  

Реконструировано эмбрионов (слито триплетов) 1718 73,9 

Активировано реконструированных эмбрионов 1591  

Продробилось эмбрионов на 2-й день развития 1130 71,0 

Развилось эмбрионов до стадии бластоцисты:  

- в том числе до бластоцист хорошего качества 

148 

116 

13,1 

10,3 

Криоконсервировано эмбрионов 105  

Оттаяно эмбрионов 23  

Перенесено оттаянных эмбрионов в матку телок-реципиентов: 

- в том числе эмбрионов 7-го дня развития  

- в том числе эмбрионов 8-го дня развития 

20 

15 

5 

 

Перенесено свежих эмбрионов в матку телок-реципиентов 

- в том числе эмбрионов 7-го дня развития  

- в том числе эмбрионов 8-го дня развития 

11 

9 

2 

 

Количество перенесенных эмбрионов в расчете на 1 телку-реципиента 1  

Стельных реципиентов на 60-й день после переноса эмбрионов 8 25,8 

Реципиентов на позднем сроке стельности 1 12,5 

Абортировано плодов: 

- в том числе в I триместре стельности 

- в том числе во II триместре стельности 

3 

2 

1 

37,5 

25,0 

12,5 

Отелов: 

- в том числе мертворождений 

- в том числе живорождений, с гибелью телят в первые часы жизни 

- в том числе живорождений, с жизнеспособным теленком (живым >10 сут.) 

4 

1 

2 

1 

100 

25 

50 

25 

 

В связи крупноплодностью полученного теленка было принято решение последующие 

отелы проводить с использованием кесарева сечения. Следующие два отёла проходили с 

использованием кесарева сечения; на сроке 37 недель были получены 2 живые тёлочки весом по 

58 кг каждая. В течение первых 2-х часов после отёла у полученных телят констатировали смерть 

в связи с дыхательной недостаточностью. Данные по клиническим исходам отёлов 

клонированными телятами представлены в табл. 2.  

В результате кесарева сечения на 40,5-й неделе стельности, впервые в России, методом 

Hand-made Cloning была получена жизнеспособная клонированная телочка весом 70 кг (рис. 1). 
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Таблица 2. Клинические исходы отёлов клонированными телятами 

№ 

отела 

Срок отёла, 

недели 

Вид отёла/ 

родовспоможения 

Вес телят при 

рождении, кг 

Исход отёла 

1 41,5 Естественный отёл 59 Мертворождение 

2 37 Кесарево сечение 58 Гибель теленка в первые 2 часа жизни 

3 37 Кесарево сечение 58 Гибель теленка в первые 2 часа жизни 

4 40,5 Кесарево сечение 70 Живорождение жизнеспособным 

телёнком (живым >10 суток) 
 

 

  

 

Рис. 1. Корова-донор кариопластов (А) и тёлочка, полученная методом клонированная (возраст 2 

недели) (Б). 

 

В результате проведенного генетического тестирования в двух независимых 

лабораториях (DNK–center, г. Москва; KSITEST, г. Москва) было выявлено полное совпадение 

ДНК-профилей по исследованным STR-локусам в образцах клонированного телёнка и коровы-

донора кариопластов №1310052, и их несовпадение с ДНК-профилем коровы-реципиента 

№2210438 (суррогатная мать). Данные представлены в табл. 3.  

До сих пор менее одного процента попыток клонирования приводят к успешным родам 

(Saini et al., 2015), даже несмотря на использование эмбрионов хорошего качества при переносе 

здоровым синхронизированным реципиентам, а из рожденных клонов, лишь относительно 

небольшая часть достаточно здоровы, чтобы прожить дольше нескольких дней (Bang et al., 2015). 

Большинство потерь при использовании технологии клонирования (как классического 

SCNT, так и HMC) связано с его основными этапами: дозревание ОКК, реконструирование, 

активация, раннее развитие эмбрионов. То есть большинство потерь происходит в 

предимплантационный период или на ранних сроках имплантации (Avise, 2015; Keefer, 2015). 

Техника HMC подразумевает манипулирование с ооцитами и эмбрионами лишенными 

блестящей оболочки, так как удаление zona pellucida существенно облегчает и ускоряет 

отдельные этапы технологии клонирования, что приводит к сравнимому, или даже более 

высокому уровню рождаемости, чем при использовании традиционного клонирования (Vajta, 

2007). 
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Таблица 3. Сравнение ДНК-профилей по STR-локусам 
 

 

Животное/локус 

Образец №1  

(клонированный 

телёнок) 

Образец №2  

(корова-донор 

кариопластов №1310052) 

Образец №3  

(корова-реципиент 

№2210438) 

Eth3 125, 129 125, 129 129, 129 

Cssm66 183, 185 183, 185 189, 189 

inra23 208, 210 208, 210 206, 214 

BM1818 266, 266 266, 266 262, 266 

ilsts6 288, 292 288, 292 292, 294 

Tgla227 89, 89 89, 89 89, 89 

Tgla126 115, 117 115, 117 115, 117 

Tgla122 171, 183 171, 183 161, 163 

Sps115 248, 254 248, 254 248, 252 

Eth225 148, 150 148, 150 148, 152 

Tgla53 160, 162 160, 162 160, 186 

Csrm60 92, 98 92, 98 92, 92 

Bm2113 135, 135 135, 135 125, 135 

Bm1824 188, 188 188, 188 178, 188 

Eth10 219, 219 219, 219 217, 219 
 

Рядом исследовательских групп в области клонирования была проведена критическая 

оценка техники HMC и сообщалось о её преимуществах и недостатках (Verma et al., 2015; 

Vajta, 2007; Singla et al., 2014; Mahdi, Fakhrisadat, 2012). 

 В настоящее время с использованием техники HMC, было получено клонированное 

потомство от различных видов животных, таких как крупный рогатый скот (Vajta et al., 2000; 

Singla et al., 2014; Thouas, Jones, Trounson, 2003), овцы (Khan et al., 2018) свиньи (Booth et al., 

2001; Du et al., 2005), верблюды (Moulavi, Hosseini, 2019) и мыши (Ribas et al., 2005). 

Несомненные преимущества новой техники клонирования были продемонстрированы на 

двух видах сельскохозяйственных животных: на крупном рогатом скоте (Vajta et al., 2003) и 

свиньях (Du et al., 2005).  

Клонирование является мощным инструментом для создания генетически идентичных 

копий желаемого животного-донора, однако, несмотря на то что за последние годы в области 

клонирования животных достигнуты определенные успехи, они пока в большей степени носят 

эмпирический характер, поэтому положительные результаты сильно варьируют от эксперимента 

к эксперименту. Основной причиной такой нестабильности результатов является 

недостаточность фундаментальных знаний о глубинных механизмах, обусловливающих процесс 

репрограммирования кариопластов цитопластами, и факторов, влияющих на этот процесс (Lin et 

al., 2008).  

Частота неудач при клонировании остается достаточно высокой (Ji et al., 2013). Многие 

клонированные эмбрионы могут развиться до предимплантационных стадий, но подавляющее 

большинство из них не способно дать жизнеспособную беременность (Hill et al., 2000). 

Сообщалось, что несмотря на использование здоровых, фертильных, синхронизированных телок 

в качестве реципиентов, потеря эмбрионов в начале первого триместра стельности составила 

50% и около 80% плодов было абортировано во втором триместре, в основном из-за аномалий 

плаценты (Lee et al., 2004). 

В большинстве работ сообщается о значительных эмбриональных потерях на ранних 

стадиях развития, примерно в возрасте 30-90 дней стельности (Lonergan et al., 2007) из-за 
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дисфункции и недоразвития плаценты и её кровеносных сосудов (Edwards et al., 2003). Частота 

наступления стельности и её сохранность в первом триместре составляет менее половины от 

обычно ожидаемой. Эмбриональные потери очень высоки и около 80% выкидышей происходят 

во втором триместре, кроме того, на поздних сроках стельности значительно возрастает 

вероятность развития плацентарных и фетальных аномалий (Farin, Piedrahita, Farin, 2006). 

Основной причиной потерь в третьем триместре являются гидроаллантоис и водянка плода, 

обычно приписываемые недостаточной плацентации (Loi et al., 2006). Так же описаны случаи 

потери стельностей из-за гипоксии плода, поскольку у клонированных животных снижен размер 

плацентома, что ограничивает транспорт питательных веществ и кислорода от матери к плоду 

(Miglino et al., 2007). 

Аномалии плаценты являются частой патологией, которая обнаруживается у 

клонированных животных. По мнению ряда учёных, ранние эмбриональные потери связаны 

именно с недоразвитием плаценты (Hill, 2002). Сообщалось, что у клонированных животных 

наблюдается аномальное развитие аллантоиса и недоразвитие кровеносных сосудов плаценты, 

количество плацентомов у таких животных значительно снижено (Miglino et al., 2007), и, по-

видимому, приводит к снижению плацентарного газообмена, поскольку у клонированных 

плодов на поздних сроках беременности регистрируется гипоксия (Loi et al., 2006). 

После завершения внутриутробного развития клонированные животные сталкиваются с 

большими затруднениями, приспосабливаясь к жизни ex utero (Garry et al., 1996). Телята могут 

выглядеть как их нормальные сверстники, однако генетически они будут отличны от них, и эти 

различия обусловлены эпигенетическими аномалиями, приобретенными в ходе ядерного 

репрограммирования (Ji et al., 2013). У клонированных животных обнаруживаются многие 

гестационные и неонатальные аномалии (Lee et al., 20004), что может быть связано с 

ненадлежащей экспрессией и, вероятно, неполным репрограммированием импринтированных 

генов (Wrenzycki et al., 2004). Согласно другим сообщениям, различия обусловлены аномалиями 

в длине теломер, экспрессии генов или паттернов метилирования генома (Hill, 2002). 

Несмотря на то, что постнатальная жизнеспособность клонированного потомства 

снижена, наблюдается значительная индивидуальная изменчивость от животного к животному 

(Kruip, den Daas, 1997). В основном в послеотельном периоде у телят наблюдались проблемы с 

дыхательной (van Wagtendonk-de Leeuw et al., 2000), сердечно-сосудистой и центральной 

нервной системами (Farin, Piedrahita, Farin, 2006). Эти патологии, вероятнее всего, связаны с 

ненадлежащим эпигенетическим репрограммированием донорского генома, приводящим к 

несоответствующим паттернам экспрессии генов во время развития клона (Keefer, 2015; Lin et 

al., 2008).  

«Синдром большого потомства» — пример фенотипической аномалии у клонированных 

животных (Bertolini, Anderson, 2002; Ibtisham et al., 2016; Keefer, 2015), которая увеличивает 

вероятность осложнений при организации отёла, вплоть до потери теленка и коровы (Garry et al., 

1996).  

Обычно продолжительность стельности клонированным теленком довольно 

затягивается, что происходит из-за снижения транзиторной функции плаценты для кортизола 

плода или из-за отсутствия высвобождения АКТГ плодом (Wells, 2003). Гормональный 

дисбаланс и большие размеры плода могут приводить к дистоции и к связанным с ней проблемам 

в послеотельный период.  

У многих клонированных телят значительно снижена постнатальная жизнеспособность 

(De et al., 2011). Доля рожденных клонированных телят, которые выживают в течение 
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длительного времени, варьирует от 47 до 80% (Wells, 2005). При рождении клонированные 

телята и ягнята обычно демонстрируют признаки дистресса.  Согласно исследованиям, 

нарушения, связанные с дисфункцией сосудистого русла, такие как легочная гипертензия, отёки 

и плевральные выпоты, также являются причиной послеродовой смертности.  Помимо этого, 

гемодинамические нарушения вызывают капиллярный застой в альвеолах и тромбоз легочной 

артерии. Данные нарушения, вероятно, ингибируют полное раскрытие альвеол и вызывают 

дыхательную недостаточность, которая обуславливает низкую постнатальную выживаемости 

клонированных телят (Maiorka et al., 2015). Одной из причин смертности клонированных телят в 

постнатальный период является сепсис, развивающийся вследствие расширенных пупочной 

артерии и вены (Edwards et al., 2003). 

 

Заключение 

 

В результате проведенной работы, впервые в России, методом Hand-made Cloning 

получена клонированная телочка голштинской породы. Технология клонирования методом 

HMC является эффективным вариантом SCNT и может быть использована в условиях молочно-

товарной фермы. Методика HMC не лишена некоторых недостатков, присущих технологии 

клонирования в целом, и поэтому она требует дальнейшего усовершенствования, однако в 

долгосрочной перспективе HMC является простым, технологичным и коммерчески доступным 

методом получения клонированного потомства крупного рогатого скота.  

Авторами разработаны и апробированы технологичнские усовершенствования  метода 

HMC, такие как применение монокристаллического микроножа с атомарно острой заточкой и 

электропоратор с оптимизированной для HMC формой и последовательностью импульсов.  

Использование метода HMC может стать не только ценным инструментом в племенной работе 

по тиражированию высокоценных животных и усилению селекционного эффекта, но также 

может быть использован для сохранения исчезающих пород скота и поддержания генетического 

разнообразия. 
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ABSTRACT. Somatic cell nuclear transfer (SCNT) was up to date the most effective and 

viable method for propagating valuable or endangered animals. More than 99% of embryos or living 

offspring previously reported were obtained using a micromanipulation approach, i.e. using traditional 

SCNT. With hand-made cloning (HMC), the procedures of oocyte enucleation and embryo 

reconstruction are carried out in the absence of the zona pellucida, and all manipulations are carried out 

without the use of micromanipulators. To date, using HMC, positive results have been obtained in the 

world in obtaining cloned offspring from cattle, buffaloes, sheep, pigs and horses. The aim of this work 

https://doi.org/10.1007/978-1-59745-154-3_12
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is to test the technology of cloning cattle using the HMC method. The selection of materials for the 

study and the organization of calving were carried out on the basis of the dairy farm using Holstein 

cows. Cow ovaries were obtained from a local slaughterhouse within 20–30 minutes after slaughter and 

delivered to the laboratory within 3 hours. The effectiveness of the main stages of cloning technology 

using the HMC method was studied: maturation of cattle oocytes in vitro, followed by their use as 

cytoplast donors; obtaining a culture of somatic cells from a highly productive Holstein cow and using 

it as karyoplast donor cells; activation, cultivation and transplantation of reconstructed embryos into a 

recipient cow, genetic testing of the resulting offspring and cow recipient. As a result of the study, for 

the first time in the Russian Federation, a cloned Holstein heifer was obtained using the HMC method. 

The results obtained indicate the possibility of practical use of HMC technology to produce offspring of 

highly productive cows. 

 

Keywords: cattle, manual cloning, oocyte enucleation, embryo reconstruction, blastocyst production, 

cloned offspring, genetic testing. 
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