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1. Кролики как продуценты 
биологически активных 

белков  с молоком: 
достоинства и недостатки









2. Биотехнология получения 
трансгенных кроликов 



Вымывание 
зигот



Введение  раствора  конструкции в пронуклеус 
зиготы. 



3. Кролик - продуцент 
лактоферрина  человека  с 

молоком



Плазмида Плазмида 
ppαs1Lfs1Lf









Калибровка 4

y = 0,7864e4,1965x

R2 = 0,997

0

10

20

30

40

50

60

70

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

ОП

ч
Л

Ф
, 

н
г/

м
л

Калибровочная кривая  разработанной тест-
системы для количественного определения чЛФ 

в молоке трансгенных животных.

С  одержание чЛФ  в  
молоке трансгенных 
кроликов 

  40  варьировало от до
800 /нг мл  



Содержание человеческого лактоферрина в молоке 
трансгенных крольчих гомозиготных и 

гетерозиготных по гену лактоферрина человека в 
течение разных лактаций
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гетерозиготы, 1-я лактация

гетерозиготы, 3 и 4-я лактации

гомозиготы, 1-я лактация

гомозиготы, 2-я лактация





4. Использование маркерного гена в 
получении кролика-продуцента 
биологически активного белка 
человека (чГКСФ) с молоком





Свечение эмбрионов на разных стадиях развития после 
микроинъекции  линейной ДНК, содержащей гены ГКСФ 

и зеленого флуоресцентного белка
(слева – при облучении светом 480 нм, справа – в видимом свете)



Рис. .    4-х клеточный эмбрион мыши Рис. .    4-х клеточный эмбрион мыши CC5757BLBL, , 
трансгенныйтрансгенный по гену  по гену EGFPEGFP  













5. Использование 
репортерных и селективных 

генов 
в составе генетических  

конструкций



Схема генетической конструкции, включающей 
репортерный и селективный гены 

Регуляторные 
области 

Промотор и 
терминирующуя 
последователь-

ность, 
обеспечивающие 

транскрипцию 
трансгена при 
встраивании в 

геном, 
происходящем, как 

правило, 
случайным образом 

Регуляторные 
области 

Промотор и 
терминирующуя 
последователь-

ность, 
обеспечивающие 

транскрипцию 
трансгена при 
встраивании в 

геном, 
происходящем, как 

правило, 
случайным образом 

Репортерный 
ген 

Например,ген 
зеленого 

флуоресцентного 
белка (ЕGFP) или ген 

красного 
флуоресцентного 
белка  (RFP) под 

промотором, 
обеспечивающим 

экспрессию на ранних 
стадиях развития 

 

Репортерный 
ген 

Например,ген 
зеленого 

флуоресцентного 
белка (ЕGFP) или ген 

красного 
флуоресцентного 
белка  (RFP) под 

промотором, 
обеспечивающим 

экспрессию на ранних 
стадиях развития 

 

Селективный 
ген 

Ген устойчивости к 
токсичному для 

эукариот 
антибиотику, 

содержащемуся в селективной среде

Селективный 
ген 

Ген устойчивости к 
токсичному для 

эукариот 
антибиотику, 

содержащемуся в селективной среде

Структурный 
ген 

Целевой участок 
интегрируемой 

кДНК, 
обеспечивающий 

экспрессию 
трансгена

Структурный 
ген 

Целевой участок 
интегрируемой 

кДНК, 
обеспечивающий 

экспрессию 
трансгена



Генетическая конструкция  ααs1LfcmvRFPsvNeos1LfcmvRFPsvNeo    

Регуляторные 
области 

5’и 3’ области гена 
αs1-казеина 

крупного рогатого 
скота (αs1)

  αs1-казеин - основной 

белок молока жвачных. 
Регуляторные элементы 

гена  αs1-казеина 
обеспечивают  
тканеспецифическую 
экспрессию трансгена в 
молочной железе

(вариант - 5’область гена 

-лактоглобулина 
крупного рогатого скота 
(βLg)

Регуляторные 
области 

5’и 3’ области гена 
αs1-казеина 

крупного рогатого 
скота (αs1)

  αs1-казеин - основной 

белок молока жвачных. 
Регуляторные элементы 

гена  αs1-казеина 
обеспечивают  
тканеспецифическую 
экспрессию трансгена в 
молочной железе

(вариант - 5’область гена 

-лактоглобулина 
крупного рогатого скота 
(βLg)

Структурный ген 

кДНК 
лактоферрина 
человека (hLF) 

Источник железа; 
подавляет рост ряда 
патогенных бактерий; 
обладает 
противовоспалительным 
действием; инициирует 
активность киллерных 
клеток; усиливает 
антитело-зависимую 
клеточную 
цитотоксическую 
активность. Может быть 
использован как 
радиодиагностический 
препарат  для 
обнаружения 
онкоопухолей на ранних 
стадиях.

Структурный ген 

кДНК 
лактоферрина 
человека (hLF) 

Источник железа; 
подавляет рост ряда 
патогенных бактерий; 
обладает 
противовоспалительным 
действием; инициирует 
активность киллерных 
клеток; усиливает 
антитело-зависимую 
клеточную 
цитотоксическую 
активность. Может быть 
использован как 
радиодиагностический 
препарат  для 
обнаружения 
онкоопухолей на ранних 
стадиях.

Репортерный 
ген 

Ген красного 
флуоресцентного 
белка  (RFP) под 

цитомегаловирусным 
 (cmv) промотором 

 Белок поглощает    свет 
с максимумом 553нм, 
испускает – 574 нм; 
не требуются субстрат 
или кофакторы  для 
флуоресценции; 
термостабилен и 
устойчив к действию 
протеаз; 
не токсичен при 
использовании  в 
качестве селекционного 
маркера у предимплан-
тационных эмбрионов.

Репортерный 
ген 

Ген красного 
флуоресцентного 
белка  (RFP) под 

цитомегаловирусным 
 (cmv) промотором 

 Белок поглощает    свет 
с максимумом 553нм, 
испускает – 574 нм; 
не требуются субстрат 
или кофакторы  для 
флуоресценции; 
термостабилен и 
устойчив к действию 
протеаз; 
не токсичен при 
использовании  в 
качестве селекционного 
маркера у предимплан-
тационных эмбрионов.

Селективный 
ген 

Ген устойчивости к 
неомицину  

(неомицинфосфо-
трансферазы) под ранним промотором 

sv40 (Neo) 
 Обеспечивает 
устойчивость 
трансфецированных конструкцией клеток млекопитающих к 
антибиотику 
неомицину (G418)  посредством 
продуцирования 
неомицинфосфотранс
феразы.

Селективный 
ген 

Ген устойчивости к 
неомицину  

(неомицинфосфо-
трансферазы) под ранним промотором 

sv40 (Neo) 
 Обеспечивает 
устойчивость 
трансфецированных конструкцией клеток млекопитающих к 
антибиотику 
неомицину (G418)  посредством 
продуцирования 
неомицинфосфотранс
феразы.



Сводная схема получения рекомбинантных плазмид 
на основе  pas1Lf,  несущих  репортерные (EGFP, RFP) 
и селективный ген (Neo).



контроль

Развитие кроличьих зигот до стадии 
бластоцисты при введении в пронуклеус зигот 

конструкции αs1LfсmvЕGFP*  
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* С этой конструкцией также была 
получена трансгенная F0-крольчиха, 

погибшая в возрасте 4 месяца



Эмбрионы кроликов, инъецированные конструкцией с геном 
красного флуоресцентного белка ( sαsα 11LfcmvRFPLfcmvRFP). Фото справа – 
в обычном свете, слева – в красном свете. 



Плазмида и  конструкция, содержащие кДНК  чЛФ,  
репортерный ген красного флуоресцентного белка и 

селективный ген устойчивости к неомицину



6. Другие конструкции: 
- инсуляторы  
- слитые белки

- «кроличья кассета»
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* Электрофореграмма ПЦР-
амплификатов ДНК, выделенной из уха 
и тонкого кишечника крольчат F0, 
полученных в результате 
микроинъекции конструкции 
Ins1Ins2as1Lf. 
Дор.3 и 4 – трансгенный крольчонок 
(живорожденный, погиб).
Дор. 7 – К+ (кролик, трансгенный по 
as1Lf).
 

Плазмида 
pIns1Ins2as1Lf *

Инсуляторы в составе конструкций



Плазмиды 
pIns1Ins2bLgGCSF 

и pIns1Ins2bLgGCSFcmvEGFP



Регуляторные областиРегуляторные области 
5’область гена αs1-казеина крупного рогатого скота (αs1)

  αs1-казеин - основной белок молока жвачных. Регуляторные элементы гена  αs1-казеина 
должны обеспечить  тканеспецифическую экспрессию трансгена в молочной железе

Регуляторные областиРегуляторные области 
5’область гена αs1-казеина крупного рогатого скота (αs1)

  αs1-казеин - основной белок молока жвачных. Регуляторные элементы гена  αs1-казеина 
должны обеспечить  тканеспецифическую экспрессию трансгена в молочной железе

Структурный ген 2Структурный ген 2 
ДНК гранулоцит колоние-стимулирующего фактора человека 

(hGCSF) 
Стимулирует фагоцитоз, хемо-токсическую и антитело-зависимую цитотоксическую активность нейтрофилов. Стимулирует и регулирует пролиферацию и дифференцировку гемопоэтических предшественников нейтрофилов. Увеличивает продолжительность жизни клеток головного мозга. Используется для лечения анемий различной этиологии, повышает эффективность трансплантации костного мозга 

Структурный ген 2Структурный ген 2 
ДНК гранулоцит колоние-стимулирующего фактора человека 

(hGCSF) 
Стимулирует фагоцитоз, хемо-токсическую и антитело-зависимую цитотоксическую активность нейтрофилов. Стимулирует и регулирует пролиферацию и дифференцировку гемопоэтических предшественников нейтрофилов. Увеличивает продолжительность жизни клеток головного мозга. Используется для лечения анемий различной этиологии, повышает эффективность трансплантации костного мозга 

ЛинкерЛинкер
Нуклеотидная 

последовательность, 
соответствующая 

пептиду, 
расщепляемому 
пептидазой IgA
IgA протеаза не 

содержится в тканях 
млекопитающих - 
уменьшается риск 

расщепления слитого 
белка и превращения 
его в активную форму 

ЛинкерЛинкер
Нуклеотидная 

последовательность, 
соответствующая 

пептиду, 
расщепляемому 
пептидазой IgA
IgA протеаза не 

содержится в тканях 
млекопитающих - 
уменьшается риск 

расщепления слитого 
белка и превращения 
его в активную форму 

Структурный ген 1Структурный ген 1 
кДНК лактоферрина 

человека (hLF) 
Источник железа; подавляет 
рост ряда патогенных 
бактерий; обладает противо-
воспалительным действием; 
инициирует активность 
киллерных клеток; усиливает 
антителозависимую 
клеточную цитотоксическую 
активность. Может быть 
использован как радио-
диагностический препарат  
для обнаружения онко-
опухолей на ранних стадиях.

Структурный ген 1Структурный ген 1 
кДНК лактоферрина 

человека (hLF) 
Источник железа; подавляет 
рост ряда патогенных 
бактерий; обладает противо-
воспалительным действием; 
инициирует активность 
киллерных клеток; усиливает 
антителозависимую 
клеточную цитотоксическую 
активность. Может быть 
использован как радио-
диагностический препарат  
для обнаружения онко-
опухолей на ранних стадиях.

Конструкция с геном слитого белка:
  αs1LfGCSF*



Структура прямого  праймера
для создания последовательности 
линкера  

* С конструкцией αs1LfGCSF был 
получен живорожденный F0 
трансгенный  кролик, умерший в 
течение месяца



Спасибо за Спасибо за 
внимание!внимание!


