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Получение культур клеток лимфоцитов с целью изучения кариотипов животных является легкодо-
ступным, относительно дешевым методом и позволяет получать результаты в  короткие сроки. Для 
получения метафазных пластинок хромосом различных видов животных хорошего качества был опти-
мизирован привычный метод и внесены некоторые корректировки в протокол. При этом учитывались 
такие критерии, как использование различных сред для культивирования культуры клеток крови и воз-
можность применения их у разных видов животных. Были отобраны образцы крови из яремной вены у коз 
(n =15), овец (n = 30) и тура (n = 1). Культуру клеток культивировали в течение 72 ч, на 70 ч вносили 
колхицин в количестве 0,5 мкл/мл. В ходе исследований были использованы такие питательные среды, 
как  DMEM (Dulbeccos Modified Eagles Medium) и RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) и митоге-
ны фитогемагглютинин (ФГА) и конканавалин A в разной концентрации.  Оптимальные параметры для 
приготовления метафазных пластинок с хорошим распределением хромосом  были получены при исполь-
зовании среды RPMI 1640 с добавлением сухого L-глутамина и одновременного использования таких ми-
тогенов, как конканавалин и ФГА. Количество пластинок хорошего качества при получении культуры 
клеток лимфоцитов в зависимости от вида животных колебалось у овец от 2,17 до 6,52 %, у коз  – от 
33,3 до 66,7 %  и у тура достигало 100 %. Модифицированная методика позволила уменьшить потерю 
клеток в процессе приготовления препаратов хромосом. По результатам исследования, рост и деление 
клеток лимфоцитов, выделенных из периферической крови сельскохозяйственных животных зависит от 
состава среды и видовой особенности животных.

Введение. Цитогенетические методы иссле-
дования остаются актуальными для проведения 
кариологического анализа, необходимого для 
программ разведения животных [8]. Цитогене-
тические исследования направлены на изуче-
ние хромосомных  изменений, происходящих 
в геноме животных и человека. Исследование 
хромосомного профиля сельскохозяйственных 
животных в раннем возрасте – необходимый 
метод для выявления фертильности, наличия 
хромосомных аномалий и т.д. Так называемый 
«цитогенетический скрининг» дает возмож-
ность не только выявлять, но и выбраковывать 
особей с хромосомными аномалиями, позво-
ляющими снизить экономические потери [11]. 
Цитогенетические методы широко применя-
ют в различных областях, как медицины, так и 
сельского хозяйства. Основные исследования 
цитогенетики млекопитающих были начаты в 
1950-x годах. Они были направлены на разра-
ботку методики использования гипотонических 
растворов и их воздействия на клетки, различ-
ных фиксаторов, клеточных культур и митоти-
ческих ингибиторов [12]. 

Для обеспечения культивирования клеток необ-
ходимо знать их особенность с учетом потребности 
различных физиологических функций. Многие пи-
тательные среды являются комплексными и могут 
применяться для различных целей [1].  

К основным методам кариотипирования от-
носят получение культуры клеток тканей [10], 
метод раздавленных хромосом [3] и суспензии 
клеток тканей, подвергающихся митозу [7], ко-
торые были разработаны для визуализации хро-
мосом на разных стадиях развития животных.

Существует несколько протоколов получения 
культуры клеток хромосом (метафазных пласти-
нок). В основном все они были разработаны изна-
чально для человека. Затем эти протоколы были 
модифицированы для определенных видов живот-
ных и птиц. Совершенствование методов культиви-
рования позволит решить многие вопросы изуче-
ния биологии клеток. Разработка питательных сред, 
необходимых для длительного культивирования 
клеток животных вне организма, является важным 
фактором при получении препаратов хромосом.

Цель нашего исследования направлена на 
сравнение использования питательных сред для 
культивирования клеток периферической крови 
у разных видов животных.

Методика исследований. Исследование про-
водили в лаборатории клеточной инженерии Феде-
рального исследовательского центра животноводс-
тва – ВИЖ имени академика Л.К. Эрнста. Объектом 
исследования служили препараты хромосом сель-
скохозяйственных животных. Опыт был проведен 
на козах (n = 15), овцах (n = 30) и туре (n = 1), содер-
жащихся на физиологическом дворе ВИЖ. 
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Культуру клеток лимфоцитов получали по 
следующей прописи: отбирали кровь в вакуумные 
пробирки с гепарином в количестве 5–10 мл, вы-
держивали 30 мин при температуре +4 °С, цент-
рифугировали 10 мин при 1000 об./мин. Готовили 
среду для дальнейшего культивирования, содер-
жащую питательную среду RPMI (Roswell Park 
Memorial Institute) или DMEM (Dulbeccos Modified 
Eagles Medium), митоген фитогемагглютинин  или  
конканавалин A и антибиотики в определенных 
концентрациях и объемах, затем добавляли 2 мл 
плазмы с лимфоцитами и ставили инкубировать 
на 72 ч в термостат при 37,6 °С. На 70 ч добавля-
ли колхицин и по истечении 72 ч проводили ги-
потоническую обработку, фиксацию и нанесение 
полученной суспензии на стекла с последующим 
окрашиванием препаратов хромосом.

Основные критерии в исследованиях – вы-
бор оптимальной среды для культивирования, 
ее количество, подбор используемых митогенов, 
а также изучение сравнительного аспекта ис-
пользуемых питательных сред в зависимости от 
вида животного. В эксперименте использовали 
несколько модификаций прописей протоколов 
питательных сред для постановки культуры кле-
ток лимфоцитов, более подробно схема опыта 
представлена в табл. 1.  

После каждого этапа раствор центрифугиро-
вали при 1000 мин-1 в течение 10 мин. Суспензию 
наносили на предметные стекла методом раска-
пывания с высоты 40 см и после высушивания 
проводили окраску препаратов  по методу Рома-
новского – Гимза и Дифф – Квик. Для окрашива-
ния  по методу Романовского – Гимза препараты 
помещали в 2%-й раствор красителя на 20 мин. 
Процесс окрашивания с использованием набора 
Дифф – Квик  состоит из четырех этапов, так как 
набор содержит четыре компонента. 

Препараты в течение 2–3 мин фиксировали  с 
помощью раствора № 1. Удаляли  остатки, поста-

вив стекла вертикально на фильтровальную бумагу. 
После фиксации окрашивали красителем раствора 
№ 2 (розовый), продолжительность окрашивания 
3 мин, также удаляли остатки краски, поставив 
стекла в вертикальном положении на фильтро-
вальную бумагу. Данную процедуру повторяли и с 
раствором № 3. После удаления избытка раствора 
№ 3 слайды промывали в буфере и высушивали.  

Препараты хромосом подсчитывали и иден-
тифицировали с помощью программы VideoTest 
Карио 3.1. Фотосъемку проводили с использо-
ванием камеры Альтами 3М Пикс и микроскопа 
Альтами БИО1, изображения обрабатывали с 
помощью программы  AltamiStudio 3.4.0. (увели-
чение 100). Полученные данные обрабатывали 
при помощи компьютерной программы SPSS 
Statistics 23.0. Определяли сопряженности меж-
ду используемыми компонентами и количеством 
полученных метафазных пластинок. Определяли 
распределение высококачественных метафазных 
пластинок в зависимости от  состава культураль-
ных сред и используемых митогенов. 

Результаты исследований. В ходе исследо-
ваний изучали рост и деление клеток в процессе 
культивирования лимфоцитов крови разных ви-
дов для получения хромосом. Данные результа-
тов в зависимости от вида животных представле-
ны в табл. 2. 

Несмотря на то, что у овец было много пре-
паратов без метафазных пластинок (82,6 %), 
количество пластинок хорошего качества при 
встречаемости 2 пластинок на стекле составило 
6,52 %, в то время как 1, 4, 6, 13 и 25 пластинок 
соответственно достигало 2,17 %.  В то же вре-
мя у тура встречаемость на предметном стекле 
метафазных пластинок с частотой 4 пластинки 
составила 100 %, у коз 8 и 15 пластинок –  соот-
ветственно 66,7 и 33,3 %.

Для анализа полученных данных была про-
ведена оценка качества метафазных пластинок в 

Таблица 1 

Состав используемых в эксперименте сред

Состав среды Среда RPMI 1640
Среда 
DMEM

Сыворотка BSA
Конканава-

лин
ФГА

Гентами-
цин

№ 1 5 – 1,0 55 – 40
№ 2 – 6 1,5 55 – 40
№ 3 5 – 1,0 – 100 40
№ 4 – 6 1,5 – 100 40

№ 5
5

С глутамином
– 1,0 35 – 40

№ 6 5 – – 27,5 13,5 40

№ 7
5

С глутамином
– – 55 50 40

Таблица 2

Результаты данных в зависимости от вида животных

Вид
Метафазные пластины, шт.

Всего, шт.
0 1 2 4 6 8 13 15 25

Коза 0 0 0 0 0 2 0 1 0 3
Овца 38 1 3 1 1 0 1 0 1 46
Тур 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
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процентном соотношении (табл. 3). Количество 
препаратов хромосом хорошего качества соста-
вило 69,4 %. В ходе эксперимента при исполь-
зовании различных сред для культивирования 
лимфоцитов крови встречались высококонден-
сированные хромосомы (30,6 %), клетки с пло-
хой гипотонией (29,2 %) и клетки, находящиеся 
в цитоплазматической оболочке (13,9 %).

Данные полученных результатов в зависимости 
от используемой среды представлены на рис. 1, 2. 
Использование сред № 3, № 4 и № 5 не позволи-
ло получить метафазные пластинки. При исследо-
вании среды № 1 было отмечено, что в 85,3 % не 
было получено хромосом, в то время как выявление 
2, 4, 8, 11 и 13 метафазных пластинок на препара-
тах хорошего качества составило 2,9 % хромосом. 
Частота встречаемости хромосом с наложениями 
составила 11,1 %, препараты с 1 и 3 метафазными 
пластинками – 22,2 %, с 2 пластинками  – 33,3 % и 
14 пластинками – 11,1 %. 

Исследование среды № 2 позволило получить 
1, 2 и 4 метафазные пластинки – 11,1 % в каждом 
случае, 66,7 % приходилось на предметные стек-
ла без хромосом.  Наложения хромосом встреча-
лись на препаратах с 1, 3, 6, 12 и 21 метафазными 
пластинками (12,5 % на каждую). Процентное 
отношение предметных стекол, на которых не 
было хромосом, в этом случае составило 37,5 %. 

При использовании сред № 6 и № 7 не было сте-
кол без метафазных пластинок. В последнем случае 
было получено 8 хороших пластинок (100 %), а при 
применении среды № 6 – 2, 6 и 13 метафазных плас-
тинок, что составило около 33,4 % в каждом случае.

Плохая  гипотония встречалась при использо-
вании сред № 2–5, при этом частота встречаемости 
метафазных пластинок с гипотонией при использо-
вании среды № 1 при выявлении 1 и 14 пластинок 
составляла 14,3 % и 2 пластинок –  71,4 %; среды 
№ 2 – 2 (25,0 %) и 6 пластинок (12,5 %); среды 
№ 6 – 2 (66,7 %) и 3 пластинки (33,3 %). При ис-
пользовании среды № 7 гипотония не наблюдалась. 

Следует отметить, что клетки в цитоплазма-
тической оболочке были выявлены только при 
применении сред № 1 и № 2. На долю с 1, 5, 6 и 7 
метафазными пластинками в среде № 1 приходи-
лось 25 %, в среде № 2 – с 1, 2, 8 и 15 метафазны-
ми пластинками на предметном стекле – 16,7 % и 
с 6 метафазными пластинками – 33,3 %.    

Для поддержания роста и размножения кле-
ток в зависимости от цели необходима опре-
деленная питательная среда, обеспечивающая 
клетки питанием и веществами, необходимыми 
для их жизнеспособности. Несмотря на разнооб-

разие сред, их выбор при культивировании име-
ет очень большое значение [2]. Периферические 
лимфоциты при культивировании представлены 
популяцией клеток, находящихся на пресинтети-
ческой стадии клеточного цикла, большинство 
из них находится в стадии покоя. Для клеточного 
деления в культуру клеток добавляют такие ми-
тогены, как конканавалин и ФГА.   

В отличие от других культур клеток in vitro 
культивирование клеток лимфоцитов с целью 
кариотипирования не является таким требова-
тельным к среде, хотя и имеет свои нюансы. Для 
культивирования лимфоцитов крови используют 
искусственные среды, которые сбалансированы 
по солевому составу и являются комплексны-
ми [18]. Искусственные среды обеспечивают как 
поддержание жизнеспособности, длительное 
культивирование, так и неограниченный рост 
культуры или других специализированных функ-
ций. Необходимо учитывать как особенности, так 
и функции компонентов, входящих в их состав 
[14, 15]. 

Как уже было отмечено ранее, для определен-
ного типа клеток были разработаны наиболее 
подходящие питательные среды. Среда DMEM 
содержит практически в 2 раза больше амино-
кислот по концентрации и в 4 раза витаминов 
по сравнению с другими, а также дополнитель-
ные аминокислоты, позволяющие улучшать рост 
клеток. Изначально эту среду использовали для 
культур эмбриональных стволовых клеток мыши, 
позже стали применять и для других целей. 

Среду RPMI 1640 применяют для лимфоци-
тов периферической крови. У этой среды очень 
большой спектр применения при культивирова-
нии клеток человека и животных. Она обеспечи-
вает определенную ростовую активность клеток. 

Аминокислота  L-глутамин является очень 
важным компонентом при культивировании кле-
ток. Добавление ее необходимо для повышения 
содержания в среде питательных компонентов. Од-
ним из недостатков сред, содержащих L-глутамин, 
является его нестабильность. Через 21 день про-
исходит его разложение [17], вследствие чего он 
оказывает токсическое действие на клетки. Ис-
следователи используют глутамин в средах перед 
непосредственным их использованием.  

Немаловажным фактором является примене-
ние питательных сред для различных видов жи-
вотных. Нами проведены исследования на козах, 
овцах и туре. T.L. Silva et al. [16] использовали среду 
DMEM для получения препаратов хромосом чере-
пах. Исследования этих ученых, направленных на 

Таблица 3 

Процентное соотношение метафазных пластин разного качества

Качество метафазных пластинок Валидные Пропущенные
n % n %

Мет. пластинки хорошего качества 50 69,4 22 30,6
Конденсированные пластинки 22 30,6 50 69,4
Плохая гипотония 21 29,2 51 70,8
Хромосомы в цитоплазматической оболочке 10 13,9 62 86,1



6969

А
ГР

А
РН

Ы
Й

 Н
А

У
ЧН

Ы
Й

 Ж
У

РН
А

Л
А

ГР
А

РН
Ы

Й
 Н

А
У

ЧН
Ы

Й
 Ж

У
РН

А
Л

7
2021

Рис. 1. Диаграммы результатов использования сред: 
А – хорошие метафазные пластинки; Б – хромосомы 

в цитоплазматической оболочке; 
В – конденсируемые хромосомы; 

Г – плохая гипотония

Рис. 2. Изображения метафазных пластинок 
в зависимости от результатов использования 

питательных сред (ув. 100, имерсия): 
А – хорошие метафазные пластинки; 

Б – хромосомы в цитоплазматической оболочке; 
В – конденсируемые хромосомы, 

Г – плохая гипотония

оптимизирование условий культивирования, поз-
волили получить хорошие результаты. Разработан-
ный метод был лучше тех, которые применяли для 
млекопитающих и человека, и позволил получить 
метафазные пластинки хорошего качества.

V.T. Okomoda et al. [13] проводили исследова-
ния, направленные на оптимизацию протокола по-
лучения цитогенетических препаратов. Их иссле-
дования были связаны с подбором концентрации 
колхицина и экспозиции, а также использованием 
различных растворов для гипотонии у разных ви-
дов рыб. 

P.U. Devi et al. [5] была изучена цитогенетичес-
кая характеристика макабубнарских коз с исполь-
зованием культуральной среды RPMI 1640, обога-
щенной L-глутамином, а также фетальной бычьей 
сыворотки и ФГА, что позволило получить хоро-
шие препараты. Исследователи в эксперименте 
на козах использовали 0,75%-й гипотонический  
раствор KCl (инкубирование  в течение 30 мин). 
Все последующие манипуляции были проведе-
ны так же, как и в нашем исследовании. Клеточ-
ную суспензию наносили на чистые сухие стекла. 
G. Ciptadi et al. [4] был провели генетический ана-
лиз хромосом коз Сандуро по подобному прото-
колу получения метафазных пластинок.

M.E.A. El-Gawad et al. [6] проводили исследо-
вания, направленные на изучение кариотипиро-
вания трех пород египетских овец (Barki, Rahmani 
и Ossimi), с использованием метода [9] с неболь-
шими изменениями. Эта методика была адап-
тирована с использованием питательной среды 
RPMI 1640 в количестве 5 мл и 2%-м ФГА в качес-
тве митогена, на 72 ч культивирования добавляли 
колхицин на 30 мин. В качестве гипотонического 
раствора применяли 0,75%-й раствор KCl (инку-
бация 30 мин), клетки фиксировали также в све-
жем растворе охлажденного фиксатора (3 части 
метанола: 1 часть ледяной уксусной кислоты) и 
повторяли до тех пор, пока супернатант не станет 
прозрачным. Для нанесения суспензии на холод-
ное предметное стекло был использован воздуш-
но-сухой метод с последующим окрашиванием 
20%-м раствором Гимзы в течение 30 мин.

Заключение. Полученные  результаты пока-
зывают, что рост и деление клеток лимфоцитов, 
выделенных из периферической крови сельско-
хозяйственных животных, зависят от состава 
среды и видовой особенности животных. 

В ходе исследований установлено, что из изуча-
емых сред лучшей была среда № 7. Она позволила 
получить наилучшие результаты с минимальной 
потерей хромосом во время приготовления пре-
паратов. 

Работа выполнена в рамках государственно-
го задания при финансовой поддержке фундамен-
тальных научных исследований Минобрнауки РФ.  
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Obtaining cultures of lymphocyte cells for studying of 
animal karyotypes is an easily accessible, relatively cheap 
method and allows obtaining results in a short time. We 
optimized the usual method with corrected  some adjust-
ments to the protocol to obtain metaphase plates of chro-
mosomes of various animal species of good quality. At the 
same time, such criteria as the use of different media for the 
cultivation of blood cell cultures and the possibility of us-

ing them in different species of animals were taken into ac-
count. Blood samples were collected from the jugular vein 
in goats (n=15), sheep (n=30) and round (n=1). The cell 
culture was cultivated for 72 h; colchicine was added for 
70 h in an amount of 0.5 μl / ml. The study used nutrient 
media such as DMEM (Dulbecco s Modified Eagle s Medium) 
и RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) and mito-
gens phytohemagglutinin and Concanavalin A in different 
concentrations. Optimal parameters for the preparation of 
metaphase plates with good chromosome distribution were 
obtained using RPMI 1640 medium supplemented with dry 
L-glutamine and the simultaneous use of mitogens such as 
concona-valin and PHA (phytohemagglutinin). The number 
of plates of good quality when obtaining a culture of lym-
phocyte cells, depending on the type of animals, ranged from 
2.17 to 6.52% in sheep, 33.3-66.7% in goats, and reached 
100% in tur. The modified technique made it possible to re-
duce the loss of cells during the preparation of chromosome 
preparations. Thus, the results of our study show that the 
growth and division of lymphocyte cells isolated from the 
peripheral blood of farm animals depends on the composi-
tion of the environment and the species characteristics of the 
animals.
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