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Разведение КРС ведется в трех направлениях – мясное, молочно-
мясное и молочное с целью получения продукции нужной категории.  

За последние 30 лет были созданы трансгенные коровы для таких 
целей как 

- экспрессия фармацевтических белков, 
- увеличение доли бета- и каппа-казеина в молоке,
- повышение устойчивости к болезням,
- увеличение мясной продуктивности. 

Основной молочный аллерген - белок молочной сыворотки β-
лактоглобулин (БЛГ).

Нокаут гена БЛГ с помощью технологий генного редактирования 
полностью решает проблему  создания гипоаллергенных молочных 
продуктов.

Сообщений о получении КРС с модифицированным геном BLG с 
применением системы CRISPR/Сas9 пока не найдено. 

BLG-нокаутные козы были созданы в 2017 году посредством 
микроинъекции зигот CRISPR/Cas9-компонентов [Zhou et al., 2017]. 



[Wei et al., 2018]

Рисунок 1. Схема работы редактора генома CRISPR/Cas9 для введения 
целевых модификаций в геном 



Схема конструкция 
sgRNA для локуса BLG 
козы. 

Получение генно-модифицированных коз (ген BLG) с помощью 
микроинъекции CRISPR/Cas9 компонентов (из мировой практики).

Результаты секвенирования BLG-модифицированных козлят

[Zhou W. et al., 2017]

выжил



В

Анализ генотипа и экспрессии BLG в молоке и молочной 
железе.
А) сравнение целевой области gDNA в молочных железах коз BLG 
KO (#B1-2) и WT, а также кДНК BLG KO.Красные линии указывают 
на делецию 29 пн в локусе BLG. 
B) анализ экспрессии BLG при индуцированной лактации. 
C) анализ сывороточного белка из гормонально индуцированного 
козьего молока. Красный треугольник - WT BLG. 

[Zhou W. et al., 2017]



Цель работы:

Создание плазмиды, содержащей плечи гомологии к областям
гена BLG КРС с тем, чтобы в нее можно было интегрировать
ДНК-последовательность целевого белка.

С учетом полиморфизма гена bBLG, для
осуществления его модификаций (нокаут гена
локальными инсерциями или делециями,
крупной делецией) подобрать
последовательности направляющих РНК (нРНК)
и разработать систему ПЦР-анализа возможных
вариантов внесенных изменений для
конкретного аллельного варианта bBLG.



Для достижения цели   требовалось:

- подобрать последовательности направляющих РНК (нРНК) к гену 
BLG
Сиквенс и рестриктный анализ клонированных последовательностей 

гена  BLG быка «Мороз» черно-пестрой породы показал наличие  А-
аллеля, тогда как опубликованные в базе данных  GenBank записи 

X14710 и Z48305 (B.taurus gene for beta-lactoglobulin variant B) 
соответствуют В-аллелю. 

- разработать систему ПЦР-анализа возможных вариантов 
внесенных изменений для конкретного аллельного варианта BLG 
для осуществления его модификаций (нокаут гена локальными 
инделями или крупной делецией)

Подбор протоспейсерных последовательностей для создания 
направляющих РНК подбирали с использованием on-line программ 

CHOPCHOP <http://chopchop.cbu.uib.no/>, CRISPR direct 
<http://crispr.dbcls.jp/>, CRISPOR v.4.8. http://crispor.tefor.net/ с учетом 

секвенированной последовательности (А-аллеля гена BLG). 

http://chopchop.cbu.uib.no/
http://crispr.dbcls.jp/
http://crispor.tefor.net/


Потенциальная теоретическая делеция для пары gRNA51– gRNA52 
составляет 6 п.н., для пары gRNA31 – gRNA32  - 19 п.н.

Рисунок 4.  Фрагменты 5’- (вверху) и 3’-последовательностей (внизу) 
двухцепочечной ДНК BLG (скриншот окна программы Vector NTI). 



Таблица 2. Олигонуклеотиды для создания компонентов CRISPR/Cas9 
системы и праймеры для ПЦР-анализа модификаций*

Обозначение 5’-3’ последовательность Назначение
bg51f caccggagatgtcgctggccgcca

pX330-51b
bg51r aaactggcggccagcgacatctcc
bg52f caccgacttggtactccttggcca pX330-52b 
bg52r aaactggccaaggagtaccaagtc
bg31f caccgatcctgacgctcccccgcca

pX330-31bbg31r aaactggcgggggagcgtcaggatc
bg32f caccggggagcgtcaggatgggac

pX330-32bbg32r aaacgtcccatcctgacgctcccc
[*по протоколу Мензоров и др., 2016]



https://www.addgene.org/42230/
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Рисунок 5. Плазмида pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 
(Addgene plasmid # 42230)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23287718


Смесь для образования вставки, мкл
№ Компонент,   (конц.). bg51 bg52 bg31 bg32
1 Вода 13 13 13 13
2 bg51f 2 - - -
3 bg51r 2 - - -
4 bg52f - 2 - -
5 bg52r - 2 - -
6 bg31f - - 2 -
7 bg31r - - 2 -
8 bg32f - - - 2
9 bg32r - - - 2
10 Т4PNK 1 1 1 1

11 10х T4 DNA ligase 
buffer

2 2 2 2

12 Масло минеральное 20 20 20 20
Итого: 40 40 40 40

Таблица 5. Состав смесей для образования двухцепочечных 
вставок с липкими концами



Смесь для образования плазмид, мкл

№ Компонент,   (конц.).
pX330-

b51
pX330-

b52
pX330-

b31
pX330-

b32
1 Вода 9 9 9 9
2 5х T4 DNA ligase buffer 4 4 4 4
3 БСА* (10 мг/мл) 1,5 1,5 1,5 1,5
4 pX330 (150 нг/мкл) 2 2 2 2
5 BbsI (10 ед/мкл) 1 1 1 1
6 T4 DNA ligase 1 1 1 1
7 bg51 1,5 - - -
8 bg52 - 1,5 - -
9 bg31 - - 1,5 -
10 bg32 - - - 1,5
11 Масло минеральное 20 20 20 20

Итого: 40 40 40 40

Таблица 6. Состав лигазных смесей для
получения плазмид на основе pX330



Рис. 4.  Схема гомологичной рекомбинации генной конструкции 
BLGcmvEGFP с геном BLG. ПЦР-детекция.

HDR

Пара
праймеров

Размер ПЦР-амплификата, п.н. Примечания, детекция
WT ГМЖ (модификация)

HA5F /HA5R - 1179 (5’HA для HDR ) Крупные делеции АГ
HA3F/ HA3R - 972 (3’HA для HDR)



Пара
праймеров

Размер ПЦР-амплификата, п.н. Примечания, 
детекцияWT ГМЖ (модификация)

T5L / T5R 490 <490 (∆G51/∆G52) Мелкие делеции, 
ПААГT3L /T3R 397 <397 (∆G31/∆G33)

T5L / T3R 3598 ≈320 для
∆G51(G52)/G31(G32)

HA5F/ HA3R 3621 ≈350 для
∆G51(G52)/G31(G32)
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Рисунок 6. Вариант репарации негомологичным соединением концов. 
ПЦР-детекция.

NHEJ
(большая делеция g51-g32)



1.Разработана стратегия модификации гена  ВLG КРС для его 
нокаута и сайт-специфической интеграции гена маркерного белка 
с использованием технологии  CRISPR/Cas9 .
2. Разработана стратегия анализа возможных генетических 
модификаций, возникших в результате работы компонентов  
системы CRISPR/Cas9 и ГИК, микроинъецированных в зиготы 
(NHEJ, HDR).

Получены генетические конструкции:
- βLGcmvЕGFP для направленной интеграции рекомбинантного гена 

ЕGFP под контролем CMV промотора в геном КРС под контроль 
промотора гена бета-лактоглобулина (βLG).

- компоненты системы CRISPR/Cas9 в плазмидной форме на основе 
pX330, кодирующей Cas9 и гРНК для гена  βLG КРС (по две плазмиды к 

его 5’- и 3’- областям. На основе этих плазмид могут быть созданы 
компоненты CRISPR/Cas9 в РНК форме.
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