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Актуальность. Развитие икринок и личинок Danio rerio ex utero и оптическая прозрачность их эмбрионов позволяет 
проводить визуальный анализ эмбрионов на разных стадиях развития и оценивать собственно органогенез.

Цель — оценка эффективности нуклеоспермата натрия в отношении выживаемости эмбрионов и личинок Danio 
rerio.

Материалы и методы. Исследование проводили на рыбах Danio rerio природного окраса. Для оценки эффектив-
ности нуклеоспермата натрия на выживаемость эмбрионов собранную икру в количестве 64 штук размещали в от-
дельных лунках. В эксперименте тестировали 3 концентрации нуклеоспермата натрия: 50 мкг (доза I), 1,3 мкг (доза II) 
и 0,0325 мкг (доза III) на лунку (200 мкл). Эксперимент проводили в течение 8 сут и оценивали следующие параметры: 
кровообращение, выход личинки из икринки и движение как эмбриона внутри икринки, так и появившейся личинки.

Результаты. На 1-е сутки в контроле кровообращение регистрировалось у всех эмбрионов, а движение определя-
лось с частотой 21,4 %. При исследовании препарата в дозе I кровообращение у эмбрионов регистрировали с частотой 
37,5 %, а движение — с частотой 6,25 %. При исследовании препарата в дозе II кровообращение выявлялось у всех 
эмбрио нов, тогда как движение — с частотой 46,6 %. При исследовании препарата в дозе III кровообращение вы-
являлось у всех эмбрионов, движение — у 18,75 %. На 8-е сутки оценивали только активное передвижение личин-
ки по экспериментальной лунке, так как все остальные показатели регистрировали у 100 % выживших эмбрионов. 
Эксперимент на 8-е сутки показал, что в контроле активно двигаются и удовлетворительно развиваются 37,5 % от пер-
воначально взятых живых эмбрионов, при добавлении нуклеоспермата натрия в дозе I — 50 %, в дозе II — 81,25 %, 
в дозе III — 75 %.

Заключение. Наибольшую выживаемость личинок Danio rerio регистрировали после добавления нуклеоспермата 
натрия в среду в средней дозе — 1,3 мкг/200 мкл (6,5 мкг/мл, или 0,0065 % раствор).
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BACKGROUND: The development of eggs and larvae of Danio rerio ex utero and the optical transparency of their embryos 
allow visual analysis of embryos at different stages of development and evaluation of organogenesis.

The aim of this study was to evaluate the effectiveness of sodium nucleospermate to the survival of embryos and larvae of 
Danio rerio.

MATERIALS AND METHODS: The study used Danio rerio fish of natural color. To assess the effectiveness of sodium nu-
cleospermate on embryo survival, 64 eggs were collected and placed in separate wells. Three concentrations of sodium 
nucleospermate were tested in the experiment: 50 μg (dose 1), 1.3 μg (dose 2), and 0.0325 μg (dose 3) per well (200 μL).  
The  experiment was conducted for 8 days, and blood circulation, exit of the larva from the egg, movements of the embryo inside 
the egg, and movements of the emerging larva were evaluated.

RESULTS: On day 1 in the control group, blood circulation was recorded in all embryos, and movement was determined in 
21.4%. With dose 1, the blood circulation in embryos was recorded at 37.5%, and movement was noted in 6.25%. With dose 2, 
blood circulation was detected in all embryos, while movement was noted in 46.6%. With dose 3, blood circulation was de-
tected in all embryos, and movement was noted 18.75%. On day 8, only active movements of the larvae along the experimental 
hole were evaluated because all other parameters were recorded in 100% of the surviving embryos. The experiment on day 
8 showed that in the control group, 37.5% of the initially taken living embryos actively move and develop satisfactorily with the 
addition of sodium nucleospermate at doses 50%, 81.25%, and 75%.

CONCLUSION: The highest survival rate of Danio rerio larvae was recorded after the addition of sodium nucleospermate to 
the medium at an average dose of 1.3 μg/200 μL (6.5 μg/mL, or 0.0065% solution).
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ВВЕДЕНИЕ
Danio rerio (Zebrafish) — это небольшая тропическая 

рыбка семейства карповых, обитающая в природе в при-
брежных водах Индийского океана. К настоящему време-
ни используется несколько хорошо изученных модельных 
объектов для определения влияния тех или иных генов 
на эбриогенез, скрининга лекарственных препаратов и ре-
шения ряда других задач и проблем, стоящих перед ме-
дициной и биологией. Вместе с тем по сравнению с дру-
гими модельными объектами, такими как плодовая мушка 
Drosophila melanogaster и червь Caenorhabditis elegance, 
между геномом человека и рыбки Zebrafish установлена 
сильная консервативная связь. Это делает тропическую 
рыбку отличной моделью для изучения комплексных 
биологических процессов, например развитие нервной, 
сердечно-сосудистой и гемопоэтической систем, а также 
ангиогенеза, апоптоза и токсических эффектов различных 
факторов [5]. Кроме того, существует ряд практических 
преимуществ, позволяющих эффективно поддерживать 
популяцию рыбок и надежно регистрировать изменения, 
возникающие в эмбрионах и личинках. Danio rerio легко 
разводится: в результате каждого спаривания можно по-
лучить до 200 икринок. Кроме того, развитие ex utero и оп-
тическая прозрачность эмбрионов в процессе эмбриоге-
неза позволяет делать визуальный анализ эмбрионов 
на разных стадиях развития и собственно органогенез [6]. 

К 24 ч после фертилизации уже начинает формировать-
ся общий план строения тела и все клетки-прекурсоры 
и ткани мозга, глаз и сердце можно легко обнаружить 
с помощью рутинного светового микроскопа. Эмбриогенез 
завершается через 72 ч после фертилизации, а наиболее 
важные органы, включая кардиоваскулярную систему, же-
лудочно-кишечный тракт, печень и почки уже полностью 
формируются через 96 ч после оплодотворения. Счита-
ется, что такое стремительное развитие за 96 ч у Danio 
rerio соответствует 3-месячному развитию человеческого 
эмбриона [3]. К настоящему времени уже получены сотни 
генетических мутантов Danio rerio, фенотип которых на-
поминает и может быть клиническим эквивалентом за-
болеваний у человека. Получено также несколько химер-
ных моделей с рецепторами и сигнальными молекулами 
человека. Гены, кодирующие определенные рецепторы 
и сигнальные молекулы, как правило, связаны с раз-
витием кардиоваскулярной патологии, заболеваниями 
кроветворной и нервной систем, миопатиями и миоди-
строфиями, что позволяет анализировать эффективность 
перспективных лекарственных препаратов [2, 4]. Имму-
нологическая и клиническая эффективность нуклеоспер-
мата натрия (Вирутера) ранее была доказана для лечения 
пациенток с хроническим эндометритом. Нуклеоспермат 
натрия — это высокоочищенная фракция нуклеиновых 
кислот из клеток молок лососевых рыб и является ин-
дуктором системы врожденного иммунитета [1]. В связи 

Рис. 1. Схема эксперимента: К — контроль; Э1 — доза I нуклеоспермата натрия (50 мкг/200 мкл на лунку), Э2 — доза II 
(1,3 мкг/200 мкл), Э3 — доза III (0,0325 мкг/200 мкл). Лунки содержали ту же воду из резервуара, в котором получали икру. Тем-
пература воды в лунках +23 °С
Fig. 1. Scheme of the experiment: K — control; E1 — dose 1 of sodium nucleospermate (50 μg/200 μL per well); E2 — dose 
2 (1.3 μg/200 μL); E3 — dose III (0.0325 μg/200 μL). The wells contained the same water from the reservoir in which the spawn was 
obtained. The water temperature in the wells was +23°С
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с этим представляет несомненный интерес насколько 
 нуклеоспермат натрия эффективен в повышении выжи-
ваемости эмбрионов.

Цель работы — оценка эффективности нуклеоспер-
мата натрия (вирутера) в отношении выживаемости эм-
брионов и личинок Danio rerio.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проводили на рыбках Danio rerio при-

родного окраса (n = 24). Рыбок содержали в просторных 
аквариумах при температуре воды при +21 °С раздельно 
самок (n = 12) и самцов (n = 12) в течение 2 сут при стан-
дартных компонентах грунта, стандартной аэрации и рН 
воды. Световой цикл составлял 9/15 ч. Кормили взрос-
лых особей 1 р/сут в 14:00, содержали на стандартном 
рационе. Далее через 2 сут самцов и самок в соотно-
шении 4:3 пересаживали в один аквариум с водой тем-
пературы +23 °С, на дне аквариума была расположе-
на стандартная сетка для нереста. Рацион кормления 
оставался стандартным. Через 1 сут в утренние часы 
самки начинали нерест. Через 3–4 ч после начала не-
реста рыбок аккуратно вылавливали из аквариума, сетку 
осторожно промывали в этом же резервуаре и со дна 
индивидуально микропипеткой собирали каждую икрин-
ку. Для оценки эффективности нуклеоспермата натрия 
в отношении выживаемости эмбрионов данного вида 
собранную икру в количестве 64 штук разместили в от-
дельных лунках, исходя из следующей схемы (рис. 1). 
Использовали 3 дозы нуклеоспермата натрия: Э1 — 
доза I нуклеоспермата натрия (50 мкг/200 мкл на лун-
ку), Э2 — доза II (1,3 мкг/200 мкл), Э3 — доза III (0,0325 
мкг/200 мкл). Эксперимент проводили в течение 8 сут 
и оценивали следующие параметры: кровообращение, 
выход личинки из икринки, движение эбриона внутри 
икринки, движение появившейся личинки. Полученные 
результаты обрабатывали статистически с использова-
нием критерия χ2 при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Как показали результаты исследования, на 1-е сутки 

в контроле кровообращение регистрировали у всех эм-
брионов, а движение — лишь у 21,4 % (рис. 2). При ис-
следовании нуклеоспермата натрия в дозе I кровообра-
щение у эмбрионов регистрировали с частотой 37,5 %, 
а движение — с частотой 6,25 %. При исследовании ну-
клеоспермата натрия в дозе II кровообращение выявляли 
у всех эмбрионов, тогда как движение —только у 46,6 %. 
При исследовании препарата в дозе III кровообращение 
зафиксировано у всех эмбрионов, движение — у 18,75 %. 
На 3-и сутки добавляли новый параметр оценки жизне-
деятельности эмбрионов (в некоторых случаях уже личи-
нок Danio rerio) — появление на свет личинки, параметр 
«движение» оценивали по передвижению личинки по экс-
периментальной лунке, а не внутри икринки (рис. 3, 4). 
В контроле кровообращение зарегистрировано у 87,5 % 
эмбрионов, движения не наблюдали, появилось на свет 
87,5 % личинок. При исследовании препарата в дозе I кро-
вообращение определялось у 87,5 % эмбрионов, движения 
не наблюдали, на свет появилось 81,25 % личинок. При ис-
следовании препарата в дозе II кровообращение наблюда-
ли у 93,75 % эмбрионов, движение отсутствовало, на свет 
появилось 93,75 % личинок. При исследовании препарата 
в дозе III кровообращение наблюдали у 81,25 % эмбри-
онов, движение — у 37,5 %, на свет появилось 81,25 % 
личинок. Эксперимент на 4-е сутки показал, что в контро-
ле кровообращение, движение и появление на свет были 
у 87,5 % эмбрионов. При исследовании препарата в дозе I 
кровообращение и движение регистрировали у 93,75 % 
эмбрионов, появление на свет — у 18,75 %. При иссле-
довании препарата в дозе II все параметры составляли 
93,75 %. При исследовании препарата в дозе III все па-
раметры соответствовали 81,25 %. На 7-е сутки исследо-
вания все три параметра в каждой дозе сравняли свое 
значение: контроль — 87,5 % кровообращение, движение, 
появление на свет, доза I — 81,25 %, доза II — 93,75 %, 

Рис. 2. Эмбрион Danio rerio. Первые сутки эксперимента
Fig. 2. Danio rerio embryo: day 1 of the experiment

Рис. 3. Эмбрион Danio rerio. Третьи сутки эксперимента
Fig. 3. Danio rerio embryo: day 3 of the experiment
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доза III — 75 %. На 8-е сутки оценивали только активное 
передвижение личинки по экспериментальной лунке, так 
как все остальные показатели составляли 100 % для вы-
живших эмбрионов. Эксперимент на 8-е сутки показал, 
что в контроле активно двигаются и удовлетворительно 
развиваются 37,5 % первоначально взятых живых эмбри-
онов, при введении нуклеоспермата натрия в дозе I — 
50 %, в дозе II — 81,25 %, в дозе III — 75 % (рис. 5).

На основании полученных данных можно предполо-
жить, что нуклеоспермат натрия в указанной дозе (экс-
периментальная группа Э2) наиболее оптимально ак-
тивирует систему врожденного иммунитета Danio rerio, 
вызывая развитие комплекса регулируемых цитокинами 
провоспалительных и противовоспалительных сигналов, 
нужных для завершения воспаления реакций, что способ-
ствует более эффективному развитию эмбрионов и личи-
нок рыбки [7].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленная модель может рассматриваться 

как перспективная для исследования адекватной индук-
ции противовоспалительных цитокинов и поддержания 
баланса между секретируемыми про- и антипролифе-
ративными цитокинами на этапе имплантации эмбриона 
и ранних этапов беременности у человека, а нуклеоспер-
мат натрия как препарат выбора в коррекции бесплодия 
и привычного невынашивания беременности.
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Рис. 4. Личинка Danio rerio. Третьи сутки эксперимента
Fig. 4. Danio rerio larva: day 3 of the experiment

Рис. 5. Выживаемость эмбрионов и личинок Danio rerio в разные 
сроки эксперимента при использовании разных доз нуклеоспер-
мата натрия. Э1, Э2, Э3 — номер экспериментальной группы
Fig. 5. Survival of Danio rerio embryos and larvae at different 
times of the experiment when using different doses of sodium 
nucleospermate
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