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В статье приведены данные об определении пригодности гена CYTB для типирования кроликов по-
роды Советская шиншилла. Детекцию целевого фрагмента гена CYTB проводили с помощью ПЦР 
в реальном времени с использованием высокоспецифичных праймеров и зонда на амплификаторе, 
продукт ПЦР использовали в реакции секвенирования по Сэнгеру. В результате эксперимента вы-
яснилось, что ген митохондриального цитохрома b может выступать в качестве маркера генетиче-
ской оценки чистоты породы кроликов Советская шиншилла и пригодности особей для дальнейшей 
селекции. Метод секвенирования данного участка гена цитохрома b показал свою эффективность, 
практическую значимость и позволил за достаточно короткий срок провести скрининг животных 
для их использования в селекционно-генетической работе или иных исследовательских целях.
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The article presents data on determining the suitability of the CYTB gene for typing rabbits of the Soviet 
Chinchilla breed. The detection of the target site of the CYTB gene was carried out by real-time PCR us-
ing highly specific primers and an amplifier probe; the PCR product was used in the Sanger sequencing 
reaction. The experiment determined that the mitochondrial cytochrome b gene can act as a marker for the 
genetic assessment of the purity of the Soviet Chinchilla rabbit breed and the suitability of individuals for 
further breeding. The method of sequencing of this section of the cytochrome b gene showed its efficacy 
and practical significance, allowing animals to be screened over a fairly short period of time for their use 
in breeding and genetic work or other research purposes.
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Введение
Кролики (лат. Oryctolagus cuniculus do-

mesticus) являются одним из наиболее часто 
используемых видов лабораторных живот-
ных в медико-биологических исследовани-
ях. На кроликах разработано большое ко-
личество моделей различных заболеваний 
человека. Эти животные широко использу-
ются для оценки безопасности субстанций 
и лекарственных препаратов.

Однако биоинформационные исследова-
ния генетических расстояний для 2793 ге-
нов врождённой иммунной системы чело-
века, кролика, а также мыши, доступных 
в базе данных NCBI, показали, что у 88% 
этих генов генетическое сходство между 
человеком и кроликом больше, чем меж-
ду человеком и мышью. Результаты объ-
ясняются увеличением частоты мутаций 
у мыши и ясно показывают, что кролик яв-
ляется лучшей моделью для изучения генов 
врождённой иммунной системы, чем лабо-
раторная мышь [14].

Широкое использование кроликов в био-
медицинских исследованиях обусловлено 
относительной простотой и низкой стоимо-
стью их содержания по сравнению с такими 
лабораторными животными, как кошки, со-

баки и обезьяны. В Российской Федерации 
одной из традиционно используемых по-
род в биомедицинских исследованиях 
является Советская шиншилла, создан-
ная путем скрещивания мелких кроликов 
породы Шиншилла с Белым великаном. 
Утверждена порода в 1963 году. Животные 
этой породы выносливы, неприхотливы 
и хорошо размножаются в различных кли-
матических условиях, что послужило их 
широкому применению в качестве лабо-
раторных в биологии, медицине и ветери-
нарии [5]. В токсикологии кролики тради-
ционно являются моделью для изучения 
токсичности накожных лекарственных 
форм. На них проводят исследования им-
плантатов и других медицинских изделий 
[4]. Кролики используются в исследовани-
ях по изучению патофизиологии и терапии 
легочных заболеваний. Воспалительные 
реакции, которые воспроизводятся на них, 
особенно при астме, сравнимы с таковыми 
у людей. Кроме того, легкие кроликов явля-
ются органом-мишенью для анафилактиче-
ской реакции, что также сходно с клиниче-
ской ситуацией у людей [9]. Кролики имеют 
много общих анатомических и биохимиче-
ских офтальмологических характеристик  



МЕТОДЫ И ТЕХНОЛОГИИ БИОМЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ |  
METHODS AND TECHNOLOGIES OF BIOMEDICAL RESEARCH

10 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2025| Toм 21 | № 2 | 8–16 

с людьми. Размер глаза делает этих живот-
ных удобной моделью для исследований 
в офтальмологии при изучении различных 
заболеваний у человека, включая синдром 
сухого глаза, глаукому, возрастную деге-
нерацию желтого пятна, индуцированную 
светом ретинопатию, катаракту и увеит 
[13, 16]. На кроликах разработан метод 
индукции пролиферации эндотелиальных 
клеток роговицы, который может быть ис-
пользован для лечения дистрофии рогови-
цы Фукса [8, 10]. Кролик является одной 
из лучших моделей для изучения инфек-
ционных заболеваний: бактериальных (си-
филис, туберкулез) и вирусных инфекций 
(ВИЧ, папилломавирус, вирус простого 
герпеса, вирусы оспы, норовирусы) [12].

В течение последних десятилетий 
для биомедицинских исследований все 
большее внимание уделяется созданию 
трансгенных кроликов. С появлением тех-
нологий редактирования генома, особенно 
CRISPR-Cas9, с 2014 года получено мно-
жество кроликов с нокаутированными ге-
нами (KO), с внедренными с помощью го-
мологичной репарации (HDR) генами (KI) 
для воспроизведения генетических патоло-
гий человека — т. н. «гуманизированные» 
животные [3, 6, 7, 15]. В ближайшие годы 
с помощью этой технологии количество та-
ких животных будет только расти. Большое 
значение имеет получение трансгенных 
кроликов-биореакторов — источников би-
ологически ценных белков, в т.ч. и белков 
человека биомедицинского и биотехноло-
гического назначения [1, 2].

Отдельного внимания заслуживает во-
прос об использовании кроликов в иммуно-
логии. Данные животные являются гипер-
иммунными и участвуют в исследовании 
и разработке иммунологических методов 
более 100 лет в качестве продуцентов ди-
агностических антител. Кроличьи анти-
тела — как поликлональные, так и моно-
клональные (МАТ) — являются основным 
источником для получения диагностиче-

ских и терапевтических препаратов [11]. 
Высокое сродство и специфичность к анти-
генам кроличьих МАТ по сравнению с мы-
шиными объясняют их несомненное пре-
имущество в использовании на практике. 
Благодаря последним достижениям в об-
ласти гибридомных технологий кроличьи 
МАТ будут широко применяться в терапев-
тических и диагностических целях в бли-
жайшие годы [17].

Научные исследования, проводимые 
на кроликах породы Советская шиншилла, 
требуют поддержания и сохранения чисто-
ты данной линии. Племенная работа вклю-
чает в себя отбор особей для размножения 
с помощью простых и наиболее оптималь-
ных методов типирования.

Надежными и быстрыми методами ти-
пирования являются молекулярно-генети-
ческие методы. Наиболее перспективными 
мишенями генетического типирования яв-
ляются митохондриальные гены, в частно-
сти, ген митохондриального цитохрома b 
(CYTB), который широко используется в ка-
честве молекулярного маркера для определе-
ния филогенетических связей на различных 
уровнях при систематизации. В настоящем 
исследовании ген CYTB использовался в ка-
честве маркера для типирования кроликов 
породы Советская шиншилла.

Целью данной работы являлось опреде-
лить пригодность гена CYTB для типирова-
ния кроликов породы Советская шиншилла.

Материалы и методы
Кролики породы Советская шиншил-

ла были получены из филиала «Элек-
трогорский» ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России (Московская обл.), где содержались 
в механизированных крольчатниках с регу-
лярной сменой подстилки, на стандартном 
рационе для кроликов со сбалансированным 
кормлением (сено, зерновые корма, свежая 
трава и овощи, витаминно-минеральные до-
бавки) и постоянным доступом к воде.
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В работе было использовано 8 самцов по-
роды Советская шиншилла в возрасте 6 мес.

Биоматериал для генетического анализа
Геномную ДНК выделяли из лимфоци-

тов крови кроликов разного пола и возра-
ста, определенных в питомнике как порода 
Советская шиншилла.

Выделение ДНК
Получение препаратов ДНК проводи-

ли с использованием набора реагентов 
МАГНО сорб (“AmpliSens”, Россия) и стан-
ции для выделения нуклеиновых кислот 
KingFisher Flex (“Thermo Fisher Scientific”, 
Финляндия). Готовые растворы ДНК хра-
нили при температуре не выше -16°С не бо-
лее 1 мес.

Подбор праймеров
Для определения нуклеотидной после-

довательности праймеров и зонда было 
использовано программное обеспечение 
Vector NTI (“Thermo Fisher Scientific”, США) 
и база данных BLAST. Синтез праймеров 
осуществлялся ООО «ДНК синтез» (Россия).

Проведение ПЦР в реальном времени
Детекцию целевого фрагмента гена 

CYTB проводили с помощью ПЦР в ре-
альном времени с использованием высо-
коспецифичных праймеров и зонда (ООО 
«ДНК-Синтез», Россия) на амплификаторе 
(«ДНК Технология», Россия). Продукт ПЦР 
использовали в реакции секвенирования 
по Сэнгеру.

Секвенирование по Сэнгеру
Процедуру проводили с использованием 

прямого и обратного праймеров на сек-
венаторе Genetic Analyser 3500 (Applied 
Biosystems). Обработку полученных ре-
зультатов, сравнение и выравнивание по-

следовательностей проводили с помощью 
программного обеспечения Vector NTI 
и онлайн-модуля BLAST Align (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/BlastAlign.cgi).

Дизайн системы для ПЦР детекции 
фрагментов гена CYTB у кроликов породы 
Советская шиншилла

ПЦР в реальном времени позволяет быс-
тро и качественно определить наличие гена 
CYTB, однако для более детального анализа 
нуклеотидной последовательности с целью 
типирования кроликов породы Советская 
шиншилла требуется проведение секвени-
рования эпитопа. В табл. 1 представлены 
праймеры и зонд, используемые для ПЦР 
в реальном времени и для секвенирования.

Полученные таким образом ампликоны 
могут быть использованы в дальнейшем 
как для верификации наличия гена CYTB 
методом детекции ДНК в режиме реального 
времени, так и в качестве материала для опре-
деления точной нуклеотидной последователь-
ности методом секвенирования по Сэнгеру.

Результаты и их обсуждение
Проведение ПЦР в реальном времени 

и подтверждение соответствия участ-
ка гена CYTB кроликов заявленной породе 
Советская шиншилла методом секвени-
рования по Сэнгеру

Секвенирование является одним из клю-
чевых методов в молекулярной биологии, 
который позволяет точно установить пер-
вичную последовательность нуклеотидов 
в цепи ДНК. Полученные при этом пер-
вичные данные с помощью специальных 
программ и анализа методами биоин-
форматики могут быть использованы для  

Таблица 1. Праймеры для ПЦР детекции гена CYTB 
Table 1. Primers for PCR detection of the CYTB gene

Праймер Последовательность 5’-3’ Размер, п.н

SVcbF GGCCTGTGCTTAATCATTCA

238SVcbR TGCCGATGTTTCAGGTTTCT

SVcbZ ROX-GTTGACTTATTCGATATCTCCATGC-BHQ-2
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картирования ДНК, поиска последователь-
ностей и других целей. В нашем случае 
использование данного метода позволяет 
подтвердить нуклеотидную последова-
тельность участка гена CYTB, полученно-
го в результате ПЦР в реальном времени, 
последовательности CYTB, характерной 
для породы кроликов Советская шиншилла.

В качестве матрицы для ПЦР в реаль-
ном времени и последующего секвени-
рования использовали ДНК кроликов по-
роды Советская шиншилла, полученную 
из выделенного препарата образцов крови. 
Сравнение нуклеотидных последователь-
ностей гена CYTB кроликов проводили 
выравниванием полученных сиквенсов от-
носительно нуклеотидной последователь-
ности CYTB кроликов породы Советская 
шиншилла, взятой из базы данных NCBI 
(GenBank: FM205927.1).

Секвенирование проводили с использо-
ванием и прямого, и обратного праймеров.

На рис. 1 и 2 представлен пример сиквен-
са с прямым и обратным праймером нукле-
отидной последовательности гена CYTB.

В работе использовали программу 
VectorNTI, приложение Align.

Результаты секвенирования
Последовательность пробы f_C2_E01_05 

(секвенирование с праймером SVcbF)
GGCCTGTGCTTAATCATTCAAATT

TTAACTGGTCTCTTCCTAGCCATATA
TTACACCTCAGACACAATAACAGC
ATTCTCATTGGTAACTCATATTTGCC
GAGACATAAACCATGGTTGACTTAT
TYGATATCTCCATGCCAATGGAGCA-
TCGATATTTTTTATTTGCCTCTATATACA

Сравнение полученной последователь-
ности секвенирования гена CYTB кроликов 
Советской шиншиллы с последователь-
ностью из базы данных NCBI (GenBank: 
FM205927.1)

Последовательность пробы r_C2_E02_05 
(секвенирование с праймером SVcbR)

CCATATATTACACCTCAGACACAATAA
CAGCATTCTCATTGGTAACTCATATTTG
CCGAGACATAAACCATGGTTGACTTATT
CGATATCTCCATGCCAATGGAGCATCGA
TATTTTTTATTTGCCTCTATATACAYGTA
GGCCWTGGAATCTATTATGGCTCATATA
CATATCTAGAAACCTGAAACATCGGCA

Сравнение полученной последователь-
ности секвенирования гена CYTB кроликов 
советской шиншиллы с последователь-

Рис. 1. Пример сиквенса с прямым праймером SVcbF.
Примечание: Y=C.
Fig. 1. An example of a sequence with a direct SVcbF primer.
Note: Y=C
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ностью из базы данных NCBI (GenBank: 
FM205927.1).

На основе данных нуклеотидных по-
следовательностей, полученных в резуль-
тате секвенирования гена CYTB кроликов 
породы Советская шиншилла с прямым 
и обратным праймерами (SVcbF/SVcbR), 
выстроена следующая нуклеотидная после-
довательность:

GGCCTGTGCTTAATCATTCAAATTTTA
ACTGGTCTCTTCCTAGCCATATATTACA
CCTCAGACACAATAACAGCATTCTCAT
TGGTAACTCATATTTGCCGAGACATAAA
CCATGGTTGACTTATTCGATATCTCCAT
GCCAATGGAGCATCGATATTTTTTATTT
GCCTCTATATACACGTAGGCCATGGAAT
CTATTATGGCTCATATACATATCTAGAAA
CCTGAAACATCGGCA

Данная последовательность соответст-
вует референсной нуклеотидной последо-
вательности гена CYTB кролика породы 
Советская шиншилла в базе данных NCBI 
(Oryctolagus cuniculus mitochondrial partial 
cytb gene for cytochrome b, breed Soviet 
Chinchilla Sequence ID: FM205927.1).

Заключение
При ведении племенной работы с кроли-

ками породы Советская шиншилла, а так-
же планировании проведения технологии 
редактирования генома CRISPR-Cas9 
для получения нокаутированных кроликов 
для воспроизведения генетических патоло-
гий человека необходимо проводить оценку 
чистоты породы с помощью простых и наи-
более оптимальных методов типирования. 
Периодический генетический анализ пого-
ловья животных позволит вести контроль 
чистоты линии, а также осуществлять ка-
чественный отбор особей для размножения, 
которые будут максимально соответство-
вать задачам предстоящих исследований. 
Контроль генетической чистоты и отбор 
наиболее перспективных особей для раз-
множения лежат в основе эффективной се-
лекционно-генетической работы. В качест-
ве маркера генетической оценки чистоты 
породы кроликов Советская шиншилла 
и пригодности особей для дальнейшей се-
лекции может выступать ген митохондри-
ального цитохрома b. Метод секвенирования  

Рис. 2. Пример сиквенса с обратным праймером SVcbR.
Примечание: Y=C, W=A.
Fig. 2. An example of a sequence with a reverse SVcbR primer.
Note: Y=C, W=A.
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