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И ЗЕЛЕНОГО ФЛУОРЕСЦИРУЮЩЕГО БЕЛКА

Аннотация. Гранулоцит-колониестимулирующий фактор человека (GCSF, ГКСФ) – один из белков фармаколо-
гического назначения, который может быть выделен из молока трансгенных (ТГ) животных. Была получена плазми-
да, содержащая ген GCSF человека под контролем регуляторных элементов гена β-лактоглобулина крупного рогато-
го скота, и ген репортерного зеленого флуоресцентного белка (ЕGFP) под цитомегаловирусным (cmv) промотором. 
Использование выбранных промоторов обеспечивает тканеспецифичную экспрессию целевого белка в молочной 
железе ТГ животного-продуцента и высокий уровень ранней экспрессии репортерного белка в клетках эукариот, что 
позволяет детектировать ТГ эмбрионы на стадии культивирования и производить их предымплантационный отбор. 
Тестирование конструкции для оценки ее эффективности проводили на ТГ кроликах, полученных методом микро-
инъекции в мужской пронуклеус зигот. Был сделан вывод о токсичности GFP для эмбрионов на ранних стадиях 
развития из-за чрезмерной экспрессии гена EGFP под сильным cmv промотором. Была получена ТГ крольчиха (F0), 
у которой методом ИФА был оценен уровень ГКСФ человека в молоке и сыворотке крови. Из 22 крольчат, получен-
ных от нее за четыре окрола, два были трансгенны. От ТГ самца F0 было получено потомство (F1), 56 % которого 
составляли самцы, из них 88 % были ТГ и по состоянию здоровья не отличались от обычных кроликов. Среди самок 
ТГ было 10 %, и они погибали в течение двух недель после рождения. 
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TRANSGENIC RABBITS WITH GENES OF HUMAN GRANULOCYTE COLONY-STIMULATING 
FACTOR AND GREEN FLUORESCENT PROTEIN

Abstract. Human granulocyte–colony stimulating factor (GCSF) is one of the pharmacological proteins that can be iso-
lated from the milk of transgenic (TG) animals. The plasmid containing the human GCSF gene under the control of regulato-
ry elements of the bovine β-lactoglobulin gene and the reporter green fluorescent protein (EGFP) gene under the cytomegalo-
virus (cmv) promoter were obtained. The use of the selected promoters ensures tissue-specific expression of the target protein 
in the mammary gland of the TG producing animal and a high level of early expression of the reporter protein in eukaryotic 
cells, which makes it possible to detect TG embryos at the cultivation stage and perform their preimplantation selection. 
Testing of the gene construct effectiveness was carried out on TG rabbits obtained by microinjection into the male pronucleus 
of zygotes. It was concluded that GFP is toxic to embryos in the early stages of development due to overexpression of the 
EGFP gene under a strong cmv promoter. The TG female rabbit (F0) was obtained, in which the level of human GKSF in milk 
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and blood serum was assessed by the ELISA method. Of the 22 baby rabbits obtained from her in four kindling, two were 
transgenic. Offspring (F1) was obtained from the TG male F0, 56 % of which were males, of which 88 % were TG and did not 
differ from ordinary rabbits in terms of health. Among females, TG was 10 %, and they died within two weeks after birth.

Keywords: transgenic rabbits, microinjections, embryo, genetic construct, GCSF, EGFP
For citation: Koloskova E. M., Ezerskij V. A., Trubitsina T. P., Zhukova O. B., Ostrenko K. S., Belova N. V., Kutijn I. V., 

Ryabykh V. P. Transgenic rabbits with genes of human granulocyte colony-stimulating factor and green fluorescent protein. 
Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya agrarnykh navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences 
of Belarus. Agrarian series, 2025, vol. 63, no. 1, pp. 45–57 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1817-7204-2025-63-1-45-57

Введение. Молочную железу (МЖ) трансгенных (ТГ) сельскохозяйственных животных 
можно рассматривать как биореактор, являющийся альтернативой системам культивирования 
клеточных культур для получения высокоценных фармакологически активных рекомбинантных 
белков (РБ). Регуляторные последовательности генов молочных белков определяют тканеспеци-
фичный характер экспрессии трансгена в клетках МЖ и используются в генных конструкциях 
при создании животных – продуцентов биологически активных белков. При целенаправленном 
переносе в геном данных генных конструкций, в случае их экспрессии в МЖ ТГ животных, вме-
сте с молоком могут выделяться целевые РБ, количество которых может достигать нескольких 
миллиграммов и даже граммов на литр молока [1, 2]. В качестве животных-биореакторов обыч-
но предпочитают использовать ТГ коз или коров. Тем не менее все предварительные экспери-
менты по оценке работы генных конструкций и их компонентов проводятся на мелких лабора-
торных животных – мышах и крысах. Кролики, будучи сельскохозяйственными животными, 
широко применяются в биомедицинских исследованиях и рассматриваются как варианты для 
экспрессии в МЖ высокоактивных белков фармакологического назначения, потребность в коли-
честве которых относительно невелика [3, 4].

Гранулоцитарный колониестимулирующий фактор (ГКСФ) – гемопоэтический гликопроте-
ин, который является одним из физиологических регуляторов, специфически и высокоэффектив-
но стимулирующих пролиферацию и дифференцировку гемопоэтических предшественников 
нейтрофилов, увеличивает продолжительность жизни клеток костного мозга, усиливает функ-
циональную активность зрелых нейтрофилов [5]. Присутствие рецепторов GCSF в различных 
клетках органов репродуктивной системы предполагает его значение в процессах оогенеза, ову-
ляции, имплантации и развития беременности [6].

Рекомбинантный ГКСФ человека (hGCSF) используется для лечения анемий различной этио-
логии, повышает эффективность трансплантации костного мозга [7], позволяет восстановить 
уровень нейтрофилов, повысить иммунитет и избежать возникновения сопряженных инфекций 
[8]. В клинической практике используют препараты рекомбинантного hGCSF, полученные в си-
стеме клеток E.coli (филграстим) или в системе клеток яичников китайских хомячков (СНО) (ле-
нограстим). Гликозилированный ленограстим по сравнению с филграстимом более идентичен 
природному hGCSF [9].

Работа по получению ТГ животных – биореакторов hGCSF ведется с начала 2000 г., когда 
была получена коза с интегрированным под промотором гена β-казеина козы геном hGCSF [10]. 
Содержание РБ в молоке не превышало 50 мкг/мл, коза не дала потомства. С генной конструк- 
цией (ГК), содержащей регуляторные области гена αS1-казеина (CSN1S1) КРС, были получены ТГ 
мыши. Концентрация hGCSF в молоке достигала 1 мг/мл. Наблюдали эктопическую экспрессию 
трансгена, что вызывало нежелательную стимуляцию кроветворения у некоторых из мышей [11].

Использование в составе ГК регуляторных областей гена CSN1S1 –  5ʹ-региона козы (3387 п. н., 
1-й экзон и интрон, часть 2-го экзона) и 3ʹ-региона КРС (1518 п. н., с некодирующими экзонами  
18 и 19) – позволило получить ТГ мышей с экспрессией hGCSF только в молоке. Это обеспечило 
у ТГ мышей тканеспецифичную экспрессию hGCSF с высокой биологической активностью в диа-
пазоне 19–40 мкг/мл молока [12]. Вектор был запатентован как pGoatcasGCSF (патент RU2422529C1, 
«Генно-инженерная конструкция pGoatcasGCSF, обеспечивающая продукцию гранулоцит-коло-
ниестимулирующего фактора человека в молоко трансгенных животных», авторы – И. А. Серова, 
Г. А. Дворянчиков, Л. Е. Андреева, О. Л. Серов, опубл. 27.06.2011). Бразильско-российским кол-
лективом ученых были получены козы с высоким уровнем РБ в молоке, способные к передаче 
трансгена потомству [13].
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Ген цитокина гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора (GM-
CSF), фактора роста лейкоцитов, тоже стал объектом для трансгенеза: экспрессия GM-CSF под 
контролем регуляторных последовательностей CSN1S1 КРС [14] и козы [15] была специфичной 
для МЖ мышей (содержание в молоке на уровне 1 мг/мл и 14 мкг/мл молока соответственно). 
Методом искусственного осеменения трансфицированными сперматозоидами были получены 
ТГ куры с геном hGCSF, концентрация РБ в сыворотке крови была 50–220 пкг/мл [16].

Частота интеграции трансгена в геном животного при микроинъекции (МИ) в пронуклеус 
зиготы при традиционном способе получения ТГ животных, уровень экспрессии РБ в МЖ, как 
правило, невысоки. Особенно важной эта проблема становится при работе с малоплодными 
сельскохозяйственными животными – козами, овцами, коровами. Оптимизировать получение 
ТГ животных можно с использованием репортерных систем, подтверждающих наличие трансге-
на в эмбрионе на предымплантационной стадии [17]. GFP активно применяется при изучении in 
vivo генной экспрессии: для его флюоресценции не требуются субстрат или кофакторы, он тер-
мостабилен и устойчив к действию протеаз, не токсичен при использовании в качестве селекци-
онного маркера у предымплантационных эмбрионов [18].

EGFP – вариант GFP с более высокой экстинкцией и эффективным фолдингом [19]. EGFP 
трансгенные мыши и крысы используются для моделирования заболеваний человека [20, 21], в тка-
невой инженерии [22]. С использованием в векторе экспрессии промотора β-актина курицы и эн-
хансера cmv (CAGGS) были получены ТГ животные с тотальной экспрессией РБ, в том числе 
кролики [19, 23, 24]. ТГ животные с тканеспецифичной экспрессией GFP являются ценными 
объектами в доклинических исследованиях клеточной терапии и трансплантации [25].

Сильные промоторы, такие как cmv или промотор β-актина курицы, слитый с ранним энхан-
сером CMV-IE, обеспечивают сильную экспрессию гена GFP в предымплантационных эмбрио-
нах КРС: ее легко обнаружить в живых ТГ эмбрионах, с последующей их трансплантацией жи-
вотным-реципиентам для создания ТГ линий домашних животных, продуцирующих с молоком 
белки человека терапевтического назначения [26].

Цель работы – создание генетической конструкции, содержащей ген hGCSF с регуляторны-
ми элементами гена β-лактоглобулина КРС (βLg) и ген EGFP под cmv промотором, и оценка эф-
фективности созданной ГК при получении ТГ кроликов – продуцентов hGCSF с молоком.

Материалы и методы исследований. Создание ГК. ДНК-фрагмент, содержащий структур-
ный ген GCSF  человека (GenBank: X03656.1, 1486 п. н.) с регуляторными областями гена βLg 
КРС (5ʹ-регион, 3002 п. н., включая 1-й экзон и часть 2-го экзона, с сохранением рамки считыва-
ния для кодирующей последовательности гена РБ, и 3ʹ-регион – 1573 п. н.) был переклонирован 
по Xba I  сайту из плазмиды pβLgGC, ранее созданной в нашей лаборатории [27], в pBluescript II 
SK(-). В полученную плазмиду по Not I сайту рестрикции клонировали фрагмент cmv-EGFP-
PolyA site BGH. Получение плазмиды pβLgGCcmvEGFP описано в нашей статье [28]. Из плазми-
ды pβLgGCcmvEGFP рестриктазой Cla I вырезали линейную ГК размером 7919 п. н. и после пре-
паративного электрофореза выделяли из агарозного геля. Раствор очищенной ГК доводили до  
8 нг/мкл, фильтровали через фильтр 0,22 мкм (Millipore), разносили по 3 мкл в стерильные про-
бирки и хранили при температуре −20 °С до использования. Аналогично для МИ готовили вы-
резанный из плазмиды pβLgGC по Xba I сайту фрагмент ГК размером около 6100 п. н. Спер-
матозоиды млекопитающих входят в яйцеклетки практически по касательной, при этом ядро 
разрывается, хроматин деконденсируется и реконструируется. Мужской пронуклеус увеличива-
ется в размере, в то время как женский завершает второе деление мейоза. Центросома, сопровож-
дающая мужской пронуклеус, продуцирует микротрубочки, по большей части из белков яйце-
клетки, и контактирует с женским пронуклеусом. После этого каждый пронуклеус мигрирует по 
направлению к другому, реплицируя ДНК. Для наблюдения удобнее всего выбирать мужские 
пронуклеусы, которые в зиготах мыши всегда крупнее женских пронуклеусов, что облегчает 
видеоанализ. 

Получение кроличьих зигот. Кролики содержались в условиях вивария Всероссийского науч-
но-исследовательского института физиологии, биохимии и питания животных (ВНИИФБиП). 
Суперовуляцию самок (возраст 1,5–2,5 года, вес 2,5–3,5 кг) вызывали методом гормональной 
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стимуляции. В целях получения максимального количества зигот у крольчих-доноров вызывали 
суперовуляцию инъекцией ФСГ по схеме: 1-й день – в 16.30; 2-й и 3-й дни – в 9.00 и 16.30; 4-й 
день – в 9.00, в 16.00 – ХГ человека (100 МЕ). Самок-доноров покрывали самцом и через 15, 17–19 ч 
после введения ХГЧ хирургическим методом извлекали зиготы. Собранные зиготы промывали 
в каплях свежеприготовленной среды и переносили в такие же капли свежеприготовленной сре-
ды под минеральным маслом (Sigma embryo tested, США).

Микроинъекция ГК в пронуклеусы кроличьих зигот. Микроинъецирование ГК в зиготы про-
водили под инвертированным микроскопом ICM-405 (производства фирмы Opton), снабженного 
оптикой Номарского (фирмы Nikon) и комплектом манипуляторов и микроинъекторов (произ-
водства фирмы Narishiga). Линейная ГК была инъецирована в мужской пронуклеус зигот через 
микроиглу с внешним диаметром 1,5–2 мкм в объеме 2–3 пкл, с концентрацией 7–8 мкг/мл. 
Зиготы, не разрушавшиеся в течение 1 ч после МИ, были трансплантированы синхронизирован-
ным крольчихам-реципиентам по 15–40 шт. поровну в оба яйцевода с помощью пластикового 
катетера. Часть микроинъецированных зигот была поставлена на культивирование.

Культивирование кроличьих эмбрионов in vitro. Для длительного культивирования зигот до 
стадии бластоцисты была использована среда Ham’s F-10, обогащенная 20%-й эмбриональ ной 
сывороткой КРС (Eurobio, Франция). Культивирование проводили в пластиковых чашках Петри 
40 мм (SPL, Корея) в каплях среды объемом 40 мкл под легким минеральным маслом (Sigma 
embryo tested) под газовой фазой 5 % CO2 в воздухе при 38,5 °C. После этого бластоцисты были 
использованы для определения интеграции ГК в их геном методом флуоресцентной микроско-
пии и полимеразной цепной реакции (ПЦР).

ПЦР-анализ кроличьих бластоцист. Бластоцисты, развившиеся из зигот, визуально оценивали 
под люминесцентным микроскопом при освещении синим светом и методом ПЦР. Бластоцисты 
отбирали из культуральной среды, по одной помещали в 10 мкл неполного буфера для лизиса 
(Протеиназа К 125 мкг/мл; Трис-HCl, рН 8,3, 100 мМ; КCl, 100 мМ; Tween 20, 0,45 %) и заморажи-
вали. Хранили при −20 °С до анализа. Перед анализом бластоцисты лизировали, для нейтрали-
зации неинтегрированной ГК и устранения ложноположительных результатов проводили ре-
стрикцию Dpn I. ПЦР проводили с использованием праймеров GFPE1 (AGCCATATGGTGAGCA
AGGGCGAGGAGCTGTT) и GFPE2 (AGACTCGAGCGGCCGCTTTACTTGTACAGCTC), размер 
ПЦР-ампликона 750 п. н.

Определение ТГ кроликов. Геномную ДНК выделяли из кусочка уха двухнедельных кроль-
чат. Для ПЦР-детекции EGFP использовали праймеры GFPE1-GFPE2. Для детекции βLgGC ис-
пользовали праймеры βLgE14 (AAAGGCCGTGTCTCCAGT) и GC7 (GATCTCACAGGGGCCCTTG), 
размер ПЦР-ампликона 960 п. н. 

Концентрацию ГКСФ человека в молоке и сыворотке крови определяли с использованием 
набора для иммуноферментного анализа ГКСФ человека в биологических жидкостях человека 
и культуральных средах производства ЗАО «Вектор-Бест» (G-CSF-ИФА-Бест Кат. № А-8786).

Результаты исследований и их обсуждение. Сравнивали влияние cmvEGFP фрагмента в со-
ставе ГК βLgGCcmvEGFP на развитие и выживаемость кроличьих эмбрионов в условиях культи-
вирования. В качестве контроля брали зиготы, микроинъецированные буфером ТЕ и ГК βLgGC. 
Эмбрионы культивировали до стадии бластоцисты на протяжении 4 сут (96 ч), после чего оцени-
вали их развитие и флуоресценцию EGFP (табл. 1).

До стадии бластоцисты-морулы из микроинъецированных эмбрионов контрольной группы 
развивалось 97 %. Введение в ГК гена EGFP под cmv промотором уменьшало эффективность 
развития эмбрионов на 28 % по сравнению с эмбрионами, микроинъецированными ГК без ре-
портерного фрагмента: 60 и 88 % соответственно. Эффективность интеграции трансгена, оце-
ненная по результатам свечения 2–16 клеточных эмбрионов, достигала 52 %, тогда как на стадии 
бластоцисты светилось 17 % (рис. 1). Эмбрионы, микроинъецированные βLgGCcmvEGFP и раз-
вившиеся до стадии бластоцисты-морулы, проверяли ПЦР-анализом (праймеры GFPE1-GFPE2). 
Из 53 проверенных эмбрионов трансген был обнаружен у 15: 28 % против 17 % светящихся в си-
нем свете эмбрионов.
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Т а б л и ц а  1.  Показатели развития зигот кролика in vitro после микроинъекции генной конструкции 
βLgGCcmvEGFP и βLgGC (% относительно микроинъецированных зигот)

T a b l e  1.  Indicators of rabbit zygote development in vitro after microinjection of βLgGCcmvEGFP and βLgGC  
genetic constructs (% relative to microinjected zygotes)

Группа бластоцист
МИ Культивировано  

(≈ 96 ч)

Развилось до стадии Светились в УФ

2–16 клеток бластоцисты-морулы 2–16 клеток бластоцисты-морулы

N/100 % N/% N/% N/% N/%* N/%* 

К ТЕ, буфер 30 30/100 1/3 29/97 – –
I βLgGCcmvEGFP 89 83/93 30/36 53/60 16/52 9/17
II βLgGC 85 82/96 7/8 75/88 – –

* % относительно развившихся до соответствующего состояния.
*% relative to the developed to the corresponding state.

Было проверено влияние длительности культивирования микроинъецированных ГК 
βLgGCcmvEGFP эмбрионов на их жизнеспособность, приживляемость в организме животных- 
реципиентов (табл. 2). У крольчих-реципиентов зиготы, микроинъецированные ГК, приживля-
лись почти так же, как и контрольные (7 и 6 крольчат в помете). Приживляемость эмбрионов, 
развившихся in vitro до стадии бластоцисты, была почти в два раза ниже (4 крольчонка в помете). 
Кроме того, при трансплантации эмбрионов, микроинъецированных ГК, более чем в 2 раза сни-
жалось число сукрольных реципиентов по сравнению с контролем (33 против 80 %). Из 36 ро-
дившихся крольчат F0 у двух (6 %) ПЦР-анализ показал наличие в геноме трансгенов GCSF 
и EGFP (табл. 3).

Рис. 1. Фотографии эмбрионов кролика, микроинъецированных конструкцией βLgGCcmvEGFP,  
культивируемых до стадии бластоцисты (слева – в видимом свете, справа – в синем свете (480 нм)). Цифрами 

обозначены эмбрионы с выраженной флуоресценцией: 1 – двухклеточный эмбрион; 2 и 3 – мозаичные эмбрионы

Fig. 1 Photos of rabbit embryos microinjected by the βLgGCcmvEGFP construct, cultured to the blastocyst stage  
(on the left – in visible light, on the right – in blue light (480 nm)). The numbers indicate embryos with evident fluorescence: 

1 – a two-cell embryo; 2 and 3 – mosaic embryos

Т а б л и ц а  2.  Приживляемость микроинъецированных генной конструкцией βLgGCcmvEGFP  
эмбрионов разных стадий развития

T a b l e  2.  Acceptability of embryos, microinjected by the βLgGCcmvEGFP genetic construct,  
at different stages of development

Характеристика 
эмбрионов

Число
реципиентов / 

родивших

Трансплантировано эмбрионов /  
на одного реципиента

Родилось  
крольчат (♂/♀)

Родилось / 
трансплантировано, %

Количество крольчат  
на одну родившую

крольчиху

Контроль 5/4 110/22 28 (15/13) 25 7
МИ зиготы 7/4 154/22 24 (11/13) 16 6
МИ бластоцисты 5/3 95/19 12 (7/5) 13 4
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Т а б л и ц а  3.  Общая эффективность получения трансгенных кроликов при трансплантации эмбрионов  
разных стадий развития, микроинъецированных генной конструкцией βLgGCcmvEGFP

T a b l e  3.  The overall efficiency of obtaining transgenic rabbits during transplantation of embryos at different  
development stages, microinjected with βLgGCcmvEGFP genetic construct

Характеристика 
эмбрионов

Число реципиентов / 
число родивших

Трансплантировано
эмбрионов

Родилось крольчат Общая эффективность 
трансгеноза, %всего из них трансгенных, N/%

МИ зиготы 12/7 249 36 2/6 0,8

Трансгенная самка № 13 (R) при скрещивании с нетрансгенными самцами в результате 4 окро-
лов принесла 26 крольчат, из которых 22, в том числе 2 ТГ, погибли сразу или в течение несколь-
ких суток после рождения. ПЦР-анализ ДНК, выделенной из органов и тканей крольчихи F0, 
умершей вскоре после 4-го окрола, показал наличие трансгена в пробе уха, мышечной ткани, 
сердце, почках, яичниках, и отсутствие – в легких, печени, толстом и тонком кишечнике (рис. 2).
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Рис. 2. Тушка крольчихи № 13 в видимом и синем свете (a); освежеванная тушка: полусухожильная, двуглавая 

мышцы бедра, ягодичные и длиннейшая мышца спины заметно различаются по цвету (b); образцы мышечной ткани в 
видимом (c) и синем свете (d) 

 
Fig. 2. The carcass of rabbit No. 13 in visible and blue light (a); the skinned carcass: semitendinous, biceps thigh muscles, 

gluteal and the longest back muscle significantly differ in color (b); muscle tissue samples in visible (c) and blue light (d) 
 

Во время первой лактации для определения содержания чГКСФ в молоке у крольчихи № 13 
на 2, 15, 25 и 35 сут брали пробы. Молоко разбавляли в 10, 100 и 1000 раз в отмывочном буфере из 
набора для проведения ИФА. В отмывочный буфер предварительно добавляли БСА (Sigma, A4503) 
до 1 %. В качестве отрицательного контроля использовали молоко нетрансгенной крольчихи в таких 
же разведениях. Сыворотки крови проверяли без разведения. 

У нетрансгенных крольчих (N = 7) в сыворотке крови ГКСФ не был обнаружен у 5 особей, у 
двух других – (20 ± 2) и (56 ± 4) пг/мл, в молоке ГКСФ отсутствовал. У ТГ крольчихи содержание 
ГКСФ в крови было (19 ±1) пг/мл, а в молоке на 2-е сут лактации – 7 нг/мл, и на 25-е и 35-е сут 
лактации 77 и 200 нг/мл соответственно.  

В отличие от ТГ самки самец № 24 (F0) в результате скрещивания с нетрансгенными 
крольчихами произвел многочисленное потомство (рис. 3). От 11 самок было получено 45 потомков 
F1: 25 (56 %) самцов и 20 (44 %) самок. Из 25 самцов 22 (88 %) были трансгенны. Из 20 самок ТГ 
было всего 2 (10 %), и они погибли в течение двух недель после рождения. 

 

  

 
a      b 

 

 
c 

 
Рис. 2. Тушка крольчихи № 13 в видимом и синем свете (a); освежеванная тушка: полусухожильная, двуглавая 

мышцы бедра, ягодичные и длиннейшая мышца спины заметно различаются по цвету (b); образцы мышечной ткани в 
видимом (c) и синем свете (d) 

 
Fig. 2. The carcass of rabbit No. 13 in visible and blue light (a); the skinned carcass: semitendinous, biceps thigh muscles, 

gluteal and the longest back muscle significantly differ in color (b); muscle tissue samples in visible (c) and blue light (d) 
 

Во время первой лактации для определения содержания чГКСФ в молоке у крольчихи № 13 
на 2, 15, 25 и 35 сут брали пробы. Молоко разбавляли в 10, 100 и 1000 раз в отмывочном буфере из 
набора для проведения ИФА. В отмывочный буфер предварительно добавляли БСА (Sigma, A4503) 
до 1 %. В качестве отрицательного контроля использовали молоко нетрансгенной крольчихи в таких 
же разведениях. Сыворотки крови проверяли без разведения. 

У нетрансгенных крольчих (N = 7) в сыворотке крови ГКСФ не был обнаружен у 5 особей, у 
двух других – (20 ± 2) и (56 ± 4) пг/мл, в молоке ГКСФ отсутствовал. У ТГ крольчихи содержание 
ГКСФ в крови было (19 ±1) пг/мл, а в молоке на 2-е сут лактации – 7 нг/мл, и на 25-е и 35-е сут 
лактации 77 и 200 нг/мл соответственно.  

В отличие от ТГ самки самец № 24 (F0) в результате скрещивания с нетрансгенными 
крольчихами произвел многочисленное потомство (рис. 3). От 11 самок было получено 45 потомков 
F1: 25 (56 %) самцов и 20 (44 %) самок. Из 25 самцов 22 (88 %) были трансгенны. Из 20 самок ТГ 
было всего 2 (10 %), и они погибли в течение двух недель после рождения. 

 

      a            b                                                 c
Рис. 2. Тушка крольчихи № 13 в видимом и синем свете (a); освежеванная тушка: полусухожильная,  
двуглавая мышцы бедра, ягодичные и длиннейшая мышца спины заметно различаются по цвету (b);  

образцы мышечной ткани в видимом (c) и синем свете (d)

Fig. 2. The carcass of rabbit No. 13 in visible and blue light (a); the skinned carcass: semitendinous, biceps thigh muscles, 
gluteal and the longest back muscle significantly differ in color (b); muscle tissue samples in visible (c) and blue light (d)

Во время первой лактации для определения со-
держания чГКСФ в молоке у крольчихи № 13 на 2, 
15, 25 и   35-е сут брали пробы. Молоко разбавляли 
в 10, 100 и 1000 раз в отмывочном буфере из набора 
для проведения ИФА. В отмывочный буфер предва-
рительно добавляли БСА (Sigma, A4503) до 1 %. В ка-
честве отрицательного контроля использовали мо-
локо нетрансгенной крольчихи в таких же разведе-
ниях. Сыворотки крови проверяли без разведения.

У нетрансгенных крольчих (N = 7) в сыворотке 
крови ГКСФ не был обнаружен у 5 особей, у двух 
других – (20 ± 2) и (56 ± 4) пг/мл, в молоке ГКСФ от-
сутствовал. У ТГ крольчихи содержание ГКСФ 
в крови было (19 ±1) пг/мл, а в молоке на 2-е сут лак-
тации – 7 нг/мл, и на 25-е и 35-е сут лактации 77 
и 200 нг/мл соответственно. 

В отличие от ТГ самки самец № 24 (F0) в резуль-
тате скрещивания с нетрансгенными крольчихами 
произвел многочисленное потомство (рис. 3). От 11 са-
мок было получено 45 потомков F1: 25 (56 %) самцов 

Рис. 3. Наследование трансгена у потомков 
трансгенного самца № 24 в F1 от скрещивания 
с нетрансгенными животными (круг – самка, 
квадрат – самец, черная заливка – трансген)

Fig. 3. Inheritance of transgene in descendants of 
transgenic male No. 24 in F1 after crossing with  
non-transgenic animals (circle – female, square – 

male, black fill – transgene)
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и 20 (44 %) самок. Из 25 самцов 22 (88 %) были трансгенны. Из 20 самок ТГ было всего 2 (10 %), 
и они погибли в течение двух недель после рождения.

Был проведен ПЦР-анализ геномной ДНК, выделенной из органов и тканей выборочных ТГ 
потомков кролика № 24, показавший наличие трансгена во всех образцах.

Для получения высокого уровня экспрессии в клетках млекопитающих используются силь-
ные промоторы/энхансеры, такие как промотор цитомегаловируса человека [29], популярный 
для экспрессии коммерческих рекомбинантных антител в клетках млекопитающих [30]. Однако 
в условиях in vivo эффективность экспрессии РБ может повредить развитию живого организма. 
В наших исследованиях до состояния бластоцисты-морулы развивалось 88 % зигот, микроинъе-
цированных ГК βLgGC и не более 60 % с ГК βLgGCcmvEGFP. Около 52 % эмбрионов имели ин-
тенсивное свечение на стадии 2–16 клеток, но на стадии бластоцисты происходило трехкратное 
снижение количества светящихся эмбрионов (табл. 1). При этом светилась не вся бластоциста, 
а несколько ее клеток, что является свидетельством мозаицизма эмбриона. ПЦР-анализ развив-
шихся бластоцист показал, что реальное количество из них транс генных было не визуальные  
17 %, а 28 % (включая все светящиеся бластоцисты). Полученные результаты подтверждаются 
работой [31], показавшей, что при микроинъецировании зигот ГК, содержащими EGFP под раз-
личными промоторами, частота развития эмбрионов кроликов до стадии морулы была самой 
низкой для конструкций с cmv промотором, при этом эффективность интеграции трансгена  
(15 %), мозаицизм (60 %) были самыми высокими. Высокая степень мозаичности эмбрионов КРС 
(75 %) в аналогичном эксперименте была показана и для трансгена EGFP под сильным промото-
ром бета-актина курицы, раннего энхансера CMV-IE, и последовательностью полиаденилирова-
ния бета-глобина кролика [32].

Несмотря на общепринятое мнение о нетоксичности флуоресцентных белков для организма 
и клеток млекопитающих, было показано, что GFP может ухудшать здоровье ТГ животных. У мы-
шей   и кроликов с тотальной экспрессией репортерного белка наблюдали гломерулосклероз, 
а специфичная для сердца экспрессия GFP вызывала дилатационную кардиомиопатию, задержку 
роста у мышей ТГ линий, что нужно учитывать при применении GFP-трансгенных животных 
в биомедицинских исследованиях [32].

Пронуклеус – аналог ядра – практически не содержит ферментов, деградирующих ДНК, поэ-
тому инъецированная ДНК может сохраняться продолжительное время, не менее одного клеточ-
ного цикла (а в реальности сохраняется даже после 3–5 делений [33]) и, соответственно, встраи-
ваться в геном на любом из клеточных делений. Мозаичное встраивание трансгена может проис-
ходить как в клетки, образующие эмбриобласт, так и в клетки, образующие трофобласт. В первом 
случае с высокой вероятностью из эмбриона разовьется и родится полноценное ТГ животное, 
а при интеграции ГК в клетки, образующие трофобласт, ТГ животных получить не удастся. 
Можно сделать вывод, что метод определения трансгенности по интенсивности свечения может 
быть использован для отбора ТГ эмбрионов. При этом целесообразно брать эмбрионы на стадии 
ранней бластоцисты, в которых флуоресцируют все клетки. Также целесообразно принять за 
ориентир интенсивность свечения эмбриона.

В связи с тем, что при использовании ГК, содержащих маркерный ген ЕGFP, после микро-
инъецирования в пронуклеусы зигот, их приходится культивировать in vitro до стадии бластоци-
сты и затем эти бластоцисты трансплантировать животным-реципиентам, возникает вопрос 
о влиянии длительности культивирования in vitro на жизнеспособность эмбрионов и их прижив-
ляемость в организме животных-реципиентов. Эксперимент показал (табл. 2), что у сукрольных 
реципиентов зиготы, микроинъецированные ГК, приживлялись (соотношение родилось/транс-
плантировано, %) лучше, чем эмбрионы, развивавшиеся in vitro до стадии бластоцисты (16 и 13 % 
соответственно), количество крольчат в гнезде было 6 и 4.

В нашем эксперименте доля ТГ крольчат среди рожденных была 6 %, а общая эффектив-
ность трансгеноза, посчитанная как отношение количества рожденных ТГ кроликов к количе-
ству трансплантированных эмбрионов, – 0,8 %. Первый показатель оказался хуже, чем в работе 
наших коллег, использовавших ГК для экспрессии лактоферрина человека в молочной железе: 
доля ТГ крольчат была 7 % [34]. Общая эффективность трансгеноза при этом была такой же, как 
и в нашем эксперименте (0,9 и 0,8 %), что соответствует мировому уровню при получении ТГ 
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животных методом микроинъецирования ГК в пронуклеусы зигот. Низкую долю ТГ крольчат 
среди рожденных в нашем случае можно объяснить наличием в ГК гена ЕGFP под сильным про-
мотором: экспрессия гена на ранних стадиях приводила к сверхэкспрессии зеленого флуорес-
центного белка. Скорее всего, большинство таких эмбрионов погибали на ранних сроках бере-
менности реципиенток.

У обоих ТГ кроликов, полученных в нашем эксперименте, ПЦР-анализ геномной ДНК, выде-
ленной из пробы кончика уха и лейкоцитов, подтвердил наличие обеих частей генной конструк-
ции. Мы наблюдали мозаичный тип наследования трансгена в потомстве F1 самки № 13 от скре-
щивания ее с нетрансгенными самцами: соотношение ТГ : неТГ было 1 : 11. Это свидетельство-
вало о том, что гаметы крольчихи были представлены двумя типами: с трансгеном и без него. 
В результате мозаицизма гамет в потомстве F1 происходит отклонение от менделевского расще-
пления 1 : 1 с увеличением доли нетрансгенных потомков. Мозаичность впоследствии была под-
тверждена ПЦР-анализом ДНК, выделенной из разных органов и тканей. Следует отметить, что 
потомство, полученное от крольчихи № 13, быстро погибало: мать отказывалась выкармливать 
новорожденных, часть крольчат были мертворожденными.

Самец № 24, напротив, дал многочисленное потомство F1, в котором преобладали самцы (56 %), 
почти все они были трансгенными (88 %). Среди самок доля ТГ была всего 10 %, они были не-
жизнеспособны. Можно предположить, что доля ТГ эмбрионов-самок в период внутриутробного 
развития была близка к таковой у эмбрионов-самцов, но их большая часть погибла внутриутроб-
но. В результате из-за высокой эмбриональной смертности их доля в числе родившихся была 
низкой. Это объясняет преобладание самцов в F1. Наследование трансгена в потомстве F1 самца 
№ 24 от скрещивания его с нетрансгенными самцами было 24 : 21, что близко к менделевскому  
1 : 1, но если брать во внимание нашу гипотезу о внутриутробно погибших ТГ самках, это соот-
ношение значительно выше в сторону трансгенных потомков. 

Факт преобладания ТГ потомков-самцов и нежизнеспособность ТГ самок нуждается в объяс-
нении. Возможно, у самца № 24 (F0) произошла интеграция трансгена в Y-хромосому и передача 
трансгена по наследству идет только по мужской линии, т. е. получилось сцепление с мужским 
полом. Этот факт при наличии нетрансгенных самцов F1 свидетельствует о мозаичном встраива-
нии трансгена, но не объясняет факт появления ТГ самок в F1. Как правило, интеграция трансгена 
происходит случайным образом в один локус реципиентного генома, зачастую в нескольких копи-
ях. Трансген попадает в разное хромосомное окружение, следствием чего является доста точно  
выраженная вариабельность в его экспрессии у разных ТГ животных [34]. Можно осторожно пред-
положить, что наша ГК интегрировалась не только в Y-хромосому самца F0, но и в другую хромо-
сому, повредив локус, жизненно необходимый для нормального функционирования женского ор-
ганизма. Хотя вероятность такой двойной интеграции мала, в совокупности с мозаицизмом, в том 
числе гамет, наблюдаемая нами наследуемость трансгена может быть объяснена.

Одной из целей нашей работы было получение ТГ кроликов с тканеспецифичной экспресси-
ей ГКСФ человека в МЖ, для чего мы использовали регуляторные области гена βLg в составе 
ГК. В других работах для этой цели применяли регуляторные последовательности генов других 
молочных белков: β-казеина козы [10], CSN1S1 КРС [11, 14] и козы [12, 13, 15]. Самое высокое со-
держание ГКСФ человека (в среднем 620 мкг/мл) было в молоке трансгенных коз [13]. В молоке 
нашей ТГ крольчихи содержание ГКСФ на 5 сут первой лактации достигало 200 нг/мл. Экспрес-
сия была тканеспецифичной. Несмотря на низкое содержание ГКСФ, нельзя сделать однознач-
ный вывод об эффективности использованной генной конструкции. Как уже было упомянуто, 
для экспрессии важное значение имеет сайт интеграции трансгена (хромосомное окружение), 
количество его встроенных копий [33]. Не исключено, что при получении нескольких линий ТГ 
по этой ГК кроликов у одной из них были бы удовлетворительные показатели.

Заключение. Были получены трансгенные кролики с интегрированной конструкцией, вклю-
чающей нуклеотидные последовательности гена GCSF человека под контролем регуляторных 
последовательностей гена бета-лактоглобулина КРС и репортерный экспрессирующий ген зеле-
ного белка под цитомегаловирусным промотором (βLgGCcmvEGFP).  У обоих кроликов была 
мозаичность встраивания трансгена, что наблюдалось в доле трансгенных потомков в F1. Метод 
определения трансгенности предымплантационных эмбрионов по интенсивности свечения про-
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дуктов экспрессии гена зеленого белка может быть использован для отбора эмбрионов. При этом 
целесообразно брать эмбрионы на стадии ранней бластоцисты, в которой флуоресцируют все 
клетки. Трансгенез с микроинъекцией классической генной конструкции в пронуклеус приво-
дит к появлению F0 животных с интеграцией трансгена в случайные сайты генома, что не всегда 
обеспечивает ожидаемую и возможную его экспрессию. Необходимо получать несколько F0 жи-
вотных, чтобы создать устойчивую линию ТГ животных с желательными характеристиками. 
Современные методы геномного редактирования позволяют сделать процесс получения ТГ жи-
вотных более эффективным.
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