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Мониторинг показателей статуса хроматина 
в клетках гранулезы овариальных 
фолликулов перепелов разного направления 
продуктивности
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Выявление и анализ причин, снижающих показатели яичной продуктивности — акту-
альная проблема перепеловодства. Цель настоящего исследования — оценка деструктивных процес-
сов в  соматических клетках овариальных фолликулов (уровень апоптозов и пикнозов) половозрелых 
несушек перепелов разного направления продуктивности в связи с яйценоскостью и качественными 
показателями яиц.

Методы. В  экспериментах оценивали уровень апоптозов и пикнозов в  клетках гранулезы овари-
альных фолликулов 3–8 мм самок эстонской, маньчжурской, английской белой, смокинговой, ан-
глийской черной и фараон пород перепелов. Перепела содержались в  индивидуальных клетках 
монопородными парами при приглушенном 14-часовом световом дне. Возраст самок составлял 
160–180 суток. Уровень пикнотических клеток оценивали цитологическим методом Tarkowski, апоп-
тотические процессы анализировали путем окрашивания флуорохромами, пропидиум-иодидом 
и акридин-оранжевым (10 мкг/мл PI/AO).

Результаты. В  ходе цитологических исследований выявлены две породы перепелов, показавшие 
в среднем значении наиболее высокий процент клеток с дегенерированным хроматином по сравнению 
с остальными породами, — смокинговая и английская черная (40% и 51% против 13%, 17,12% и 14%, 
p < 0,01). Итоги исследования деструкции хроматина с помощью PI/AO показали высокий средний про-
цент апоптотических клеток почти у всех пород, кроме английской белой (36%, 36%, 42%, 52% и 43% 
против 22%, p < 0,05). Максимальная доля мертвых клеток гранулезы тестирована среди несушек по-
род смокинговая и английская черная (52% и 43% соответственно). При этом английская белая порода 
в  возрасте 183 дней имеет один из лучших показателей яйценоскости и доли желтка по отношению 
к массе яйца, что свидетельствует о возможности пролонгирования периода их использования в каче-
стве несушек.

Ключевые слова: фолликул, гранулеза, хроматин, апоптоз, пикноз, яичная продуктивность, Coturnix 
coturnix
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Monitoring of indicators of chromatin status in 
quails ovarian follicles granulosa cells of different 
directions of productivity
ABSTRACT
Relevance. Identification and analysis of the reasons for reducing egg productivity is an urgent problem in 
quail breeding. The aim of this study is to assess the destructive processes in the somatic cells in ovarian 
follicles (the level of apoptosis and pycnosis) of mature quail layers of different productivity in connection with 
egg production and quality indicators of eggs.

Methods. In experiments, the level of apoptosis and pyknosis in granulosa cells of ovarian follicles of 3–8 mm 
females of Estonian, Manchurian, English white, tuxedo, English black and Pharaoh breeds was evaluated. The 
quails were kept in individual cages in monopreed pairs with a muted 14-hour light day. The age of the females 
was 160–180 days. The level of pycnotic cells was assessed by the Tarkowski cytological method, apoptotic 
processes were analyzed by staining with fluorochromes, propidium iodide and acridine orange (10 mcg/ml 
PI/AO).

Results. chromatin. The results of the study of chromatin destruction using PI/AO showed a high average 
percentage of apoptotic cells in almost all breeds except thep < 0.05). The maximum proportion of dead 
granulosa cells was tested in Tuxedo and English Black layers (52% and 43% respectively). At the same time, 
the English white breed of quails at the age of 183 days has one of the best indicators of egg production and 
the proportion of yolk in relation to egg weight, which indicates the possibility of prolonging the period of their 
use as laying hens.
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Введение / Introduction
Перепеловодство  — относительно новое, активно 

развивающееся направление птицеводства, сосре-
доточенное в  основном в  коллективных фермерских и 
личных подсобных хозяйствах  [1, 2]. Короткий срок 
инкубации яиц, интенсивный рост, скороспелость и 
короткий срок производственного цикла дают возмож-
ность получать до двух-трех поколений птицы с высоким 
выходом продукции, что дает большое преимущество 
перед другими видами сельскохозяйственной птицы. 
Яичное направление в  перепеловодстве особенно вы-
годно с экономической точки зрения. При начале яйце
кладки самок в  35–45-дневном возрасте за год можно 
получить до 2,5  кг яичной массы, что превосходит вес 
самой перепелки в 20 раз [3, 4]. Но необходимо учиты-
вать особенности породы и их направленность, так как 
почти все породы перепелов являются смешанными по 
продуктивным показателям. В  связи с  этим возникают 
вопросы, на каком этапе производственного цикла ста-
новится экономически нерентабельным содержание 
несушек и какая порода перепелов является наиболее 
продуктивной в яичном направлении.

Особенностями развития птичьих фолликулов опре-
деляется репродуктивная функция птиц. В  репродук-
тивном периоде только 5% фолликулов развиваются 
в  преовуляторные фолликулы, а  большинство мелких 
желтых фолликулов (< 8 мм в  диаметре) переходят 
в атретические и реабсорбируются [5]. Обычно в пико-
вый период яйцекладки только один маленький желтый 
фолликул селектируется в день, чтобы соответствовать 
иерархии преовуляторных фолликулов, и начинается 
быстрый рост с окончательной дифференцировкой при 
подготовке к овуляции. Очевидно, что познание этапов 
фолликулогенеза и вовлечение в этот процесс сомати-
ческих клеток фолликулов (их пролиферативная актив-
ность, деструктивные процессы) позволят проследить 
формирование яйцеклеток и улучшить их качество. 
До сих пор механизмы селекции доминантного фолли-
кула окончательно не выяснены.

Цель исследования — оценка деструктивных процес-
сов в  соматических клетках овариальных фолликулов 
(уровень апоптозов и пикнозов) половозрелых несушек 
перепелов разного направления продуктивности в свя-
зи с показателями их продуктивности.

Материал и методы исследования /  
Material and methods 
Исследования проводились на базе Федерального 

государственного бюджетного научного учреждения 
«Федеральный исследовательский центр животновод-
ства — ВИЖ им. академика Л.К. Эрнста. Объектом ис
следований являлись перепела следующих пород: эс
тонская, маньчжурская, английская белая, смокинговая, 

английская черная, фараон. Исследование проводилось 
в соответствии с принципами биоэтики (Европейская 
конвенция о защите позвоночных животных для экспе-
риментальных и других научных целей, 1986 г.).Перепе-
ла содержались в индивидуальных клетках монопород-
ными парами при приглушенном 14-часовом световом 
дне. Возраст самок составлял 160–180  суток. Корм-
ление птицы осуществляли в  соответствии с  нормами 
кормления промышленным комбикормом для продук-
тивных перепелов (с обменной энергией 2900  ккал/
кг) один раз в день, вода — в постоянном доступе. Для 
инкубации отбирали яйца правильной формы, без за-
грязнений, боя. Срок хранения составлял не более трех 
суток. Инкубация проводилась в течение 17 дней в инку-
баторах R-COM MARU DELUXE 180 (Rcom, Южная Корея) 
при дифференцированном режиме от 38,2 °C в 1-е сутки 
с  понижением до 37,2 °C на 14-е сутки и повышением 
влажности перед выводом до 65–70%. По результатам 
инкубации была проведена оценка выводимости пого-
ловья, проанализированы стадии гибели эмбрионов.

Оценку качества яиц в  количестве 20 шт от каждой 
особи проводили по следующим показателям: высота 
желтка, диаметр желтка, доля желтка к массе яйца [6].

Клетки гранулезы вместе с  фолликулярной жидко-
стью отбирались из белых фолликулов (n = 22, число 
повторностей  — 3) яичников перепелок-несушек post 
mortem (рис. 1). 

Аспирации подвергались фолликулы с высоким турго-
ром и обширной сетью капилляров. Фолликулярная жид-
кость центрифугировалась в течение 7 мин. при 1000 об./
мин., после чего осадок в виде клеток гранулезы отправ-
лялся на цитогенетический анализ. Для определения 
статуса хроматина (уровня пикноза) в клетках гранулезы 
овариальных фолликулов использовали цитологический 
метод. Клетки гранулезы помещали на 5–10  мин. в  те-
плый (37 °C) 0,9%-ный гипотонический раствор трехза-
мещенного цитрата натрия, после чего переносили на 
сухое обезжиренное стекло и фиксировали смесью ме-
танола и уксусной кислоты (3:1). Суховоздушные препа-
раты клеток гранулезы окрашивали 4%-ным раствором 
Романовского — Гимза (азур-эозином) в течение трех- 
четырех минут. Уровень апоптозов в гранулезных клетках 
определяли с помощью флуорохромов: пропидия йоди-
да (PI) c фильтрами возбуждения 565/30 нм и эмиссии 
620/60 нм и акридинового оранжевого (AO) c фильтра-
ми возбуждения 470/40 нм и эмиссии 525/50 нм (Sigma-
Aldrich, США). Для этого клетки дважды отмывали в PBS 
(Phosphate Buffered Saline) (37 °C), после чего произво-
дили фиксацию клеток 70-градусным спиртом в  тече-
ние 20–30  мин. После этого клетки дважды отмывали 
в PBS (37 °C) и окрашивали раствором AO/PI (10 мкг/мл 
в PBS) в течение 10 мин. Подсчет клеток производился 
на микроскопе Nikon eclipse Ni (Nikon, Япония) при Х900 

увеличении под им-
мерсией.Рис 1. Яичник половозрелой несушки (возраст 183 дня): А — порода смокинговая, Б — английская белая.  

Фото автора

Fig. 1. Ovary of a mature laying quail (age 183 days): A — tuxedo breed, B — English white. Photo of the author

А Б
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Результаты и обсуждение / Results and 
discussion
Цитогенетический анализ клеток гранулезы перепе-

лок показан на рисунке 2.
В ходе цитологических исследований по методу 

Тарковского  [7] (пикноз) были выявлены две породы, 
показывающие в  среднем значении наиболее высокий 
процент клеток с  дегенерированным хроматином по 
сравнению с  остальными породами,  — смокинговая и 
английская черная (40% и 51% против 13%, 17,12% и 
14%, p ˂ 0,01). Атрезия овариальных фолликулов у кур, 
как и у млекопитающих, реализуется путем апоптоза, 
который представляет собой физиологическую форму 
смерти клетки  [8]. Гранулеза  — интрафолликулярная 

популяция клеток, продуцирующих комплекс биоло-
гически активных веществ, в  том числе и стероидных 
гормонов. Атрезия  — нормальный физиологический 
процесс, регулирующий число фолликулов, предназна-
ченных для овуляции. Интенсивность атретических про-
цессов контролирует количество преовуляторных фол-
ликулов у кур, влияя в конечном итоге на интенсивность 
и качество яйцекладки [9, 10]. Результаты исследования 
деструкции хроматина с помощью PI/AO показали высо-
кий средний процент апоптотических клеток почти сре-
ди всех пород, кроме английской белой (36%, 36%, 42%, 
52% и 43% против 22%, p ˂ 0,05). Однако наибольшая 
доля мертвых клеток всё же выявлена среди несушек 
пород смокинговая и английская черная (52% и 43% со-
ответственно).

Данные яичной продуктивности исследован-
ных пород представлены на рисунке 3.

Анализ исследований показал, что среднее 
значение доли желтка английской белой незна-
чительно превышает по доле желтка остальные 
породы и достоверно превосходит показатели 
смокинговой породы (р < 0,05), тогда как вы-
сота и диаметр желтка сравниваемых пород 
находятся примерно на одинаковом уровне. 
При этом стоит отметить, что по показателям 
цитогенетического анализа именно несуш-
ки английской белой превосходят сородичей 
других пород в соотношении клеток «живые — 
мертвые».

Показатели яйценоскости являются не менее 
важной составляющей пород перепелов. Как 
показали данные, имеется прямая связь между 
долей клеток в состоянии пикноза и уровнем яй-
ценоскости за четыре месяца (рис. 4).

В результате анализа выявлена обратная 
корреляционная связь между долей клеток, 
содержащих хроматин в  состоянии пикноза, и 
средним значением яйценоскости за весь пери-
од яйцекладки.

Крайне немногочисленные и давние иссле-
дования, показывающие данные о росте и раз-
витии яичников птиц, а  также о формировании 
доминантного фолликула, не дают в  полной 
мере оценить статус их фертильности. Одна-
ко единичные работы указывают на активный 
митоз клеток гранулезы у доминантных фолли-
кулов в  период интенсивной яйцекладки, тогда 
как в процессе атрезии антральных фолликулов 
(не достигших стадии доминантного фолликула) 
происходят подавление митотического процес-
са и рост числа клеток в  состоянии апоптоза. 
При этом было выдвинуто предположение, что 
именно гибель клеток гранулезы в  результате 
апоптоза является одним из механизмов ре-
грессии тканей фолликулов и индуцирования 
его к атрезии [11, 12].

Выводы / Conclusion
В результате мониторинга показателей де-

структивных процессов в  овариальных фолли
кулах исследованных перепелок выявлены 
межпородные различия по уровню пикнозов и 
апоптозов в  клетках гранулезы. Как показали 
результаты исследований, в  одном возрасте и 
в  одинаковых условиях содержания у разных 
пород несушек перепелов выявлены различные 
показатели деструкции хроматина в  гранулез-

Рис. 3. Показатели высоты, диаметра желтка и доли желтка к массе яйца: 
с:e; k:l, р < 0,05

Fig. 3. Indicators of height, yolk diameter and proportion of yolk to egg mass: 
c:e; k:l, р < 0.05

Рис. 4. Корреляция между долей пикнозов и яйценоскостью, r = –0,929, 
р < 0,05

Fig. 4. Correlation between the egg production and proportion of pycnosis,  
r = –0.929, р ˂ 0.05

Рис. 2. Оценка показателей дегенерации хроматина овариальных фолликулов 
перепелов (Тарковский/PI): a:e; a:f; b:e; b:f; c:e; c:f; d:e; d:f; o:p; p:q; p:r — 
p ˂ 0,01; m:p; m:q; m:r; n:p; n:q; n:r  — p ˂ 0,05.

Fig. 2. Evaluation of indicators chromatin degeneration in quail ovarian follicles 
(Tarkovsky/PI): a:e; a:f; b:e; b:f; c:e; c:f; d:e; d:f; o:p; p:q; p:r — p ˂ 0.01; m:p; m:q; 
m:r; n:p; n:q; n:r — p ˂ 0.05.
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ных клетках стандартизированных по морфологии фол-
ликулов. У перепелок пород смокинговая и английская 
черная отмечен крайне высокий процент клеток гра-
нулезы в  состоянии пикноза и апоптоза, что указыва-
ет на активные атретические процессы в  фолликулах. 
Обнаруженные факты свидетельствуют о низких по-
казателях яйценоскости и выбраковки в более раннем 
периоде представителей вышеуказанных групп в срав-
нении с другими породами. При этом английская белая  

порода в возрасте 183 дней имеет один из лучших по-
казателей яйценоскости и доли желтка по отношению 
к  массе яйца, что предполагает возможность более 
продолжительного периода их использования в  каче-
стве несушек. Результаты исследования могут быть 
использованы для дальнейшего выяснения молеку-
лярно-биологических механизмов фолликулярной се-
лекции и качества формирующейся яйцеклетки.
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