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Одно из основных направлений деятельности НЦБМТ ФМБА России — создание гуманизи-
рованных генно-модифицированных животных для научных и биомедицинских исследований. 
С  использованием классического трансгенеза и плазмидного варианта CRISPR/Cas9-технологии 
начиная с 2013 года в Центре было получено более 20 линий трансгенных, нокаутных и трансгенно- 
нокаутных животных — мышей-биомоделей. Основными «специализированными» линиями явля-
ются гуманизированные трансгенные мыши-биомодели, несущие аллели HLA класса I — HLA-В*, 
HLA-В**, HLA-В***, HLA-С*, HLA-B*07:02, HLA‑С*07:02, HLA-A*02:01, HLA-В*** КО, HLA-
A** КО, HLA-B**** КО, HLA-С** КО, а также NAT1, NAT2, АСЕ2 hom, hACE2-Tom (HDR-KI), 
SMN2 (S2), PrPSc, АСЕ2 hom / HLA-C**, β2m мыши KO, PrP КО, STE24 КО, SMN (S6) КО, SMN2 
КО, PrP КО / PrPSc, NAT1 KO, NAT2 KO.
В статье анализируются генетические конструкции и методы, с помощью которых получены генно- 
модифицированные животные. Обобщен многолетний опыт применения плазмидного варианта 
и рассматривается необходимость перехода к рибонуклеопротеиновому комплексу CRISPR/Cas9: 
высокая эффективность и специфичность, высокая частота целевых модификаций; возможность 
использования нескольких гРНК; встраивание одной копии HDR-ДНК-матрицы (трансген). Рас-
сматривается возможность замещения импортных реактивов и наборов реагентами отечественного 
производства.
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Creation of humanized genetically modified animals for biomedical research is an important direction 
in the activity of the Scientific Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological 
Agency (FMBA) of Russia. Since 2013, the Center has obtained more than 20 lines of transgenic, knockout, 
and transgenically-knockout mouse biomodels using classical transgenesis and the plasmid version of the 
CRISPR/Cas9 technology. The main specialized lines involve humanized transgenic mouse biomodels 
carrying alleles HLA class I — HLA-В*, HLA-В**, HLA-В***, HLA-С*, HLA-B*07:02, HLA‑С*07:02, 
HLA-A*02:01, HLA-В*** КО, HLA-A** КО, HLA-B**** КО, HLA-С** КО, as well as NAT1, NAT2, 
АСЕ2 hom, hACE2-Tom (HDR- KI), SMN2 (S2), PrPSc, АСЕ2 hom / HLA-C**, β2m mus KO, PrP КО, 
STE24 КО, SMN (S6) КО, SMN2 КО, PrP КО / PrPSc, NAT1 KO, NAT2 KO. In this article, we review the 
genetic constructs and methods used to produce genetically modified animals. The article summarizes the 
long-term experience of using the plasmid variant and discusses the need to switch to the CRISPR/Cas9 ri-
bonucleoprotein complex in the view of its high efficiency and specificity, high frequency of targeted mod-
ifications, the ability to use multiple gRNAs, and the insertion of a single copy of the HDR-DNA template 
(transgene). We also explore the possibility of replacing imported reagents and kits with domestic products.
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Введение
Создание гуманизированных генно-мо-

дифицированных животных для научных 
исследований — одно из основных направ-
лений деятельности НЦБМТ ФМБА России 
[1]. Начиная с 2013 года было получено 
более 20 линий генно-модифицированных 

мышей (табл. 1). В наших исследовани-
ях мы применяем классический трансге-
нез и CRISPR/Cas9-технологии (Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats / CRISPR-ASsociated protein 9 — 
сгруппированные короткие палиндром-
ные повторы, разделенные регулярными  
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промежутками / CRISPR-ассоциированный 
белок-9) (табл. 2), с помощью которых по-
лучаем трансгенных, нокаутных и транс-
генно-нокаутных животных — мышей-
биомоделей для биомедицинских задач. 
Основной используемый нами способ 
интеграции генетических конструкций 
(ГК)  — микроинъекция (МИ) ДНК в про-
нуклеус зиготы.

В настоящее время большое внимание 
уделяется различным аспектам специ-
фичности системы CRISPR/Cas9, которая 
дает возможность точного редактирова-

ния генома — внесения специфичных за-
мен путем гомологичной рекомбинации 
(Homology Directed Repair — НDR) с низ-
ким фоном негомологичного соединения 
концов (Non-Homologous End Joining  — 
NHEJ), использование NHEJ репара-
ции для нокаута генов (knock out — КО). 
Технологию CRISPR/Cas9 активно ис-
пользуют для создания клеточных линий, 
животных-биомоделей, имитирующих за-
болевания, рассматривают потенциал ее 
применения для терапевтического вмеша-
тельства в геном человека.

Таблица 1. Основные линии созданных в НЦБМТ ФМБА России генно-модифицированных мышей: трансгенные, 
нокаутные и трансгенно-нокаутные
Table 1. Genetically modified mice created at the Scientific Center of Biomedical Technologies of the FMBA of Russia: 
transgenic, knockout, and transgenic-knockout lines

Год Линия Генная конструкция Метод Ген-мишень Ссылка
2013 NAT1 NAT1 трансгенез - [2, 3]

2013 NAT2 NAT2 трансгенез - [2, 3]

2014 HLA-В* «нативная» трансгенез -

2015 HLA-В** «гибридная» трансгенез -

2018 HLA-В*** «химерная» трансгенез -

2019 HLA-С* «химерная» трансгенез -

2020 HLA-B*07:02 «химерная» трансгенез - [4]

2020 АСЕ2 hom генетическая 
конструкция

трансгенез -

2021 HLA‑С*07:02 «химерная» трансгенез [4, 5]

2021 HLA-A*02:01 «химерная» трансгенез - [4, 6–8]

2021 hACE2-Tom (HDR- KI) px330, генетическая 
конструкция

CRISPR/Cas9 ACE2

2022 SMN2 (S2) SMN2 трансгенез -

2022 PrPSc PrPSc трансгенез -

2021 АСЕ2 hom / HLA-C** - скрещивание линий - -

2021 HLA-В*** КО px330 CRISPR/Cas9 β2m

2022 HLA-A** КО px330 CRISPR/Cas9 β2m

2022 HLA-B****КО px330 CRISPR/Cas9 β2m

2022 HLA-С** КО px330 CRISPR/Cas9 β2m

2023 β2m мыши KO px330 CRISPR/Cas9 β2m

2023 PrP КО px330 CRISPR/Cas9 Prnp

2023 STE24 КО px330 CRISPR/Cas9 Zmpste24

2024 SMN (S6) КО px330 CRISPR/Cas9 SMN1

2024 SMN2 КО px330 CRISPR/Cas9 SMN1

2024 PrP КО / PrPSc скрещивание линий Prnp

2024 NAT1 KO px330 CRISPR/Cas9 NAT1

2025 NAT2 KO px330 CRISPR/Cas9 NAT2
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Таблица 2. Методы, применяемые для получения генно-модифицированных животных
Table 2. Methods used to produce genetically modified animals

Параметр Классический трансгенез CRISPR/Cas9-технологии
Дизайн метода Создание генетической конструкции, сис-

темы верификации интеграции трансгена
Компьютерный подбор сайта-мишени, системы 
верификации целевых и нецелевых событий

Рабочие 
компоненты

Рекомбинантная ДНК (генетическая 
конструкция, содержащая регуляторные 
элементы и кодирующую белок последо-
вательность)

Рабочие компоненты — белок Cas9 и гРНК —  
для нокаута гена (+ HDR-ДНК-матрица для целе-
вой интеграции трансгена или модификации гена)

Способ введения Инъекция трансгена в пронуклеус зиготы Инъекция трансгена в пронуклеус/цитоплазму 
зиготы

Плюсы Получение трансгенного животного с 
полезной модификацией, обусловленной 
работой трансгена

Высокая частота целевых модификаций;
возможность использования нескольких гРНК;  
встраивается одна копия HDR-ДНК-матрицы 
(трансген)

Минусы Случайное встраивание трансгена; 
разная копийность; низкий уровень 
трансгенеза — до 3%

Разная частота (иногда высокая) нецелевых 
событий

Трансгенные мыши
Основными «специализированными» ли-

ниями нашего Центра являются гуманизи-
рованные трансгенные мыши-биомодели, 
несущие разные аллели главного комплек-
са гистосовместимости человека — класса 
I (HLA class I), предназначенные для иссле-
дований в области биомедицины и фарма-
когенетики, разработки вакцин и таргетных 
иммунобиологических препаратов. Первые 
трансгенные мыши этого типа получены 
с использованием «нативных» генетиче-
ских конструкций (ГК), представляющих 
собой полноразмерный ген HLA с собст-
венными регуляторными последователь-
ностями. В «гибридных» конструкциях 
«человеческий» фрагмент был представ-

лен 5’-регуляторной последовательностью 
и 1-3-экзон-интронным фрагментом, вто-
рая часть была заменена на мышиную. 
Наиболее перспективными оказались «хи-
мерные» ДНК-конструкции, кодирующие 
β2-микроглобулин человека, антиген-пред-
ставляющие домены HLA class I и струк-
турные домены главного комплекса гисто-
совместимости мыши (Н-2К) (рис. 1).

Конструкции отличаются друг от друга 
HLA-последовательностью (540 п.н.), про-
дуктом интегрированного в геном мыши 
трансгена является химерный белок (рис. 2).

Нокаутные и трансгенно-нокаутные 
линии мышей
Целевое редактирование генома — мощ-

ный инструмент изучения свойств генов 

Рис. 1. Схема генных конструкций (тип HLA класса I). ГК содержит: регуляторные области рекомбинант-
ного гена (СВН-промотор, посттрансляционный регуляторный элемент WPRE, сигнал полиаденилирования 
TKPA); последовательность, кодирующую «химерный» белок (β2-микроглобулин человека; глицин-сериновый 
линкер; вариабельная часть — антигенпрезентирующие домены α1 и α2 HLA класса I; α3-домен, трансмем-
бранная и зндоплазматическая части молекулы H2K).
Fig. 1. Scheme of gene constructs (type HLA class I). GC contains regulatory regions of the recombinant gene (СВН-
promoter, posttranslational regulatory element WPRE, TKPA polyadenylation signal); sequence encoding a "chimeric" 
protein (human β2-microglobulin glycine-serine linker; variable part — antigen-presenting domains α 1 an α2 of HLA 
class I; a3-domain, transmembrane and enpseudoplasmic parts of the H2K molecule).
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и изменения их нуклеотидной последова-
тельности. Технология геномного редак-
тирования CRISPR/Cas9, позволяющая 
вносить двухцепочочный разрыв (ДЦР) 
в ген-мишень, стала наиболее эффективной 
и применяемой в практике [14]. Основные 
пути репарации молекулы ДНК, в кото-
рой возник ДЦР, — NHEJ и HDR [17]. 
При NHEJ репарированная ДНК часто со-
держит мутации — делеции и инсерции [9], 
используемые для направленного нокаута 
генов. HDR менее ошибочна, но требуются 
введения ДНК-донора, с которого должна 
произойти рекомбинация для репарации 
ДЦР. Эффективность HDR при редактиро-
вании генома клеток животных ниже, чем 
NHEJ, и обусловлена несколькими фак-
торами: HDR прямо конкурирует с путем 
репарации NHEJ, активным на протяжении 
всего клеточного цикла, тогда как HDR ог-
раничена поздней фазой G2 и S клеточного 
цикла, когда происходит репликация ДНК 
перед делением клетки [12].

Подбор направляющих РНК. Несмотря 
относительную простоту метода CRISPR, 
специфичность расщепления и эффектив-

ность зависят в первую очередь от выбо-
ра сиквенса гидовой (направляющей) РНК 
(гРНК — gRNA), направляющих эндону-
клеазу Cas9 к мишени, последовательность 
которой имеет минимальное сходство с дру-
гими участками генома, а похожие на нее 
участки не находятся рядом с нуклеотид-
ным мотивом, прилежащим к протоспей-
серу (Protospacer Adjacent Motif — PAM), 
или отличаются от мишени в ближней 
к PAM части. Использование компьютер-
ных алгоритмов для выбора гРНК позволяет 
предсказать наиболее удачные последова-
тельности, что резко повысило специфич-
ность редактирования [13]. К настоящему 
времени создано несколько десятков про-
грамм для вычисления наиболее выгодных 
направляющих последовательностей (ми-
шени, таргеты). Это такие онлайн програм-
мы, как SynthegoDesign Tool; Broad Institute 
GPP sgRNADesigner; CHOPCHOP [16]; 
CRISPOR [10]; Off-Spotter; Cas-OFFinder; 
CRISPR-Era; BenchlingCRISPR Guide RNA 
Design tool и др.

В нашей работе мы использовали про-
грамму CRISPOR. Она находит гРНК в за-

Рис. 2. Молекулы основного комплекса гистосовместимости класса 1, представленные на поверхности клеток. 
Слева: HLA трансгенные мыши. Справа: HLA трансгенные мыши с нокаутом гена β2-микроглобулина мыши.
Fig. 2. Molecules of the major histocompatibility complex of class I, represented on the cell surface. On the left: HLA 
transgenic mice. On the right: HLA transgenic mice and knockout of the mouse β2-microglobulin gene.
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Рис. 3. Результат работы CRISPR. В верхней части — графическое представление входной последователь-
ности с вариантами мишеней CRISPR в первом экзоне. Ниже — фрагмент таблицы с направляющими, с ука-
занием прогностических показателей, номеров и местоположений нецелевых нуклеотидов, ссылками на кон-
структор праймеров для ПЦР. Выделена последовательность выбранной гРНК.
Fig. 3. Results of CRISPR operation. The upper part gives a graphical representation of the input sequence 
with variants of CRISPR targets in the first exon. Below is a fragment of a table with guides, indicating prognostic 
indicators, numbers and locations of non-target nucleotides, and links to a PCR primer constructor. The sequence 
of  the selected gRNA is boxed.

данной ДНК-последовательности и ранжи-
рует их по различным показателям, которые 
оценивают потенциальные побочные эф-
фекты в интересующем геноме и прогно-
зируют активность в целевой области. 
Помимо поддержки множества геномов, 
отличительной особенностью CRISPOR 
является то, что она помогает в клонирова-
нии, экспрессии и проверке направляющих 
последовательностей. Отображаются пере-
крывающиеся олигонуклеотиды, праймеры 
для проверки мишени и нецелевых мута-
ций, ферменты рестрикции, которые можно 
скачать в виде таблиц. CRISPOR доступна 
по адресу http://crispor.org [10].

Пример 1. Нокаут гена β2-микроглобу-
лина мыши. Принцип: репарация ДЦР 
по механизму NHEJ. Сайт для внесе-
ния ДЦР искали в 1-м и 2-м экзонах гена 

β2-микроглобулина мыши (NC_000068, 
GeneBank). В качестве исходных данных 
нуклеотидную последовательность одного 
из экзонов вносили в активное окно про-
граммы CRISPOR, в другой строке выби-
рали организм хозяина — Mus Musculus. 
Третьим шагом был выбор типа PAM и эн-
донуклеазы, осуществляющей ДЦР (20bp-
NGG — SpCas9). Результаты работы про-
граммы представлены на рис. 3.

Для нокаута гена β2-микроглобулина 
мыши (рис. 2) применяли плазмидный 
вариант метода CRISPR/Cas9 — pX330-
U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (Addgene 
#42230), предназначенный для экспрес-
сии SpCas9 и химерной направляющей 
РНК в клетках млекопитающих (рис. 4) 
[11]. После выбора в активной строке этой 
плазмиды (далее — pX330) программа  
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вычисляет олигонуклеотиды для клони-
рования и всю необходимую информацию 
для дальнейшей верификации мутаций: 
праймеры для получения ПЦР-ампликонов 
заданного размера, содержащих ми-
шень (электрофорез в АГ, ПААГ и сик-
венс). При необходимости можно полу-
чить информацию о сайтах рестрикции 
для валидации ПЦР-продукта, ПЦР-
праймеры для амплификации возможных 
нецелевых участков.

Как правило, получают несколько 
плазмид с разными гРНК и в услови-
ях in vitro проверяют их эффективность. 
Для этой цели использовали плазмиду 
pCAG-EgxxFP, несущую рекомбинантный 
ген под контролем промотора CAG, кодиру-
ющий: 5’- и 3’-фрагменты EGFP с перекры-
вающимися областями для гомологичной 
рекомбинации, разделенными сайтом муль-
тиклонирования. Целевой фрагмент гена 
β2m мыши, содержащий мишени для гРНК, 
клонируют в плазмиду pCAG-EgxxFP, 
и клетки HEK293 котрансфицируют плаз-
мидой-мишенью pCAG-EGxxFP и pX330-n. 
После ДЦР целевой ДНК запускается сис-
тема репарации, в результате чего восста-
навливается ген EGFP и начинается синтез 
флуоресцентного белка [15].

Таким образом нами получена линия мы-
шей, нокаутная по гену β2-микроглобулина, 
и несколько линий трансгенно-нокаутных 
линий мышей HLA class I КО (табл. 1).

Пример 2. Нокаут гена ACE2 мыши. 
Гомологичная рекомбинация с использо-

ванием генной конструкции ACE2-Tom. 
Принцип: репарации ДЦР по механиз-
му HDR с использованием ДНК-донора. 
Трансгенные мыши линии hACE2 получены 
в результате микроинъекции генетической 
конструкции donor-hACE2 и pX330-mAce2, 
кодирующей эндонуклеазу Cas9 и gRNA, 
специфичную к фрагменту первого экзона 
гена ACE2 мыши. Мыши этой линии экс-
прессируют ангиотензин-превращающий 
фермент 2 человека (ACE2) и флуоресцент-
ный маркерный белок (tdTomato) в эквимо-
лярных количествах. Фланкирование ГК 
плечами гомологии позволяет ей прицель-
но встраиваться (knock in — KI — встра-
ивание гена в определенный локус) в ген 
ACE2, который нокаутируется (рис. 5).

Точность встраивания ГК (реализа-
ция HDR, KI) была подтверждена ПЦР-
реакциями с использованием пар, содер-
жащих ГК- и ген-специфичный праймер 
(ампликоны А2 и А4, рис. 5).

От теории к практике: 
возможности и перспективы
Все созданные нами линии нокаутных 

и трансгенно-нокаутных мышей получены 
методом микроинъекции в пронуклеус зи-
готы модифицированной плазмиды pX330-
U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (Addgene 
#42230), кодирующей и экспрессирующей 
сайтспецифичную гРНК и эндонуклеазу 
Cas9. Необходимо отметить, что ДЦР сай-
та-мишени ДНК достигается совместной 
работой двух компонентов, образующих 
рибонуклеопротеиновый (РНП) комплекс: 

Рис. 4. Основные элементы плазмиды pX330-U6-Chimeric_BB-CBН-hSpCas9, кодирующие эндонуклеазу Cas9 
и гРНК (после вставки дуплекса олигонуклеотидов по сайту BbsI).
Fig. 4. Main elements of the plasmid pX330-U6-Chimeric_BB- CBН-hSpCas9 encoding Cas9 endonuclease and gRNA 
(after insertion of an oligonucleotide duplex at the BbsI site).
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Рис. 5. Схема направленной гомологичной рекомбинации генной конструкции ACE2-Tom и рестриктированного 
гена-мишени Ace2 мыши (NC_000086.8). Внизу — ген ACE2 со встроенным трансгеном ACE2-Tom. Указаны 
праймеры для детекции трансгена, HDR встраивания и сиквенса основных фрагментов. ПЦР-ампликоны обо-
значены как А1‒А4.
Fig. 5. Scheme of homologous directed recombination of the ACE2-Tom gene construct and the restricted mouse 
ACE2 target gene (NC_000086.8). At the bottom, there is the ACE2 gene with the integrated ACE2-Tom transgene. 
Primers for transgene detection, HDR embedding, and sequence of the main fragments are indicated. PCR amplicons 
are designated as A1‒A4.

гРНК + белок Cas9. РНП комплекс может 
быть получен тремя способами: 1)  ми-
кроинъекцией экспрессирующей плаз-
миды типа pX330; 2) гРНК + мРНК Cas9; 
3)  гРНК  + белок Cas9. Особенности и ха-
рактеристики каждого способа приведены 
в табл.  3. Белок Cas9, полученный в ре-
зультате реализации любого из трех вари-
антов, образует стабильный РНП комплекс, 
а включение в состав белка концевых сиг-
налов ядерной локализации (NLS) способ-
ствует доставке в ядро, увеличивая ско-
рость расщепления геномной ДНК.

Использованный нами плазмидный ва-
риант, несмотря на привлекательную сто-
имость и статус «два в одном», проходит 
самый длинный по биологической реали-
зации путь. Плазмида непрерывно нара-
батывает большое количество нуклеазы, 
в клетке значительно повышается риск по-

явления неспецифических мутаций. Кроме 
того, существует возможность интеграции 
плазмидной ДНК в геном хозяина, что од-
нажды было обнаружено в нашей практике.

Тем не менее вопрос приобретения плаз-
мид типа pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-
hSpCas9 может быть актуален и в настоящее 
время. Несколько лет назад единственным 
вариантом (кроме «из рук-в-руки») был де-
позитарий https://www.addgene.org/42230, 
где за небольшую плату можно приобрести 
любую из описанных в литературе плазмид. 
Относительно недавно появился китайский 
вариант — http://www.youbio.cn/, который, 
возможно, станет альтернативой Addgene.

Из вариантов РНК-комплекс (гРНК + 
Cas9 мРНК) или РНП-комплекс (гРНК + 
Cas9 мРНК) наибольший практический ин-
терес для нас представляет второй. Синтез 
Cas9 мРНК требует соблюдения ряда  
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требований: наличие матрицы — плазмиды 
с последовательностью Cas9 под промото-
ром Т7, набора реагентов для транскрип-
ции, условий проведения реакции, очист-
ки полученной мРНК, условий хранения 
мРНК. Для нас наиболее предпочтитель-
ным является использование готового Cas9 
протеина, способного образовывать РНП 
комплексы с гРНК.

Высокоэффективный рекомбинантный 
белок SpCas9 (TrueCut Cas9 Protein v2, про-
изводитель — Thermo Fisher Scientific) мож-
но приобрести на отечественных сайтах 
https://www.dia-m.ru/, https://www.laborato-
rii.com/. Несмотря на высокую стоимость, 
объем раствора с рабочей дозой 100 нг/мкл  
для микроинькций составит 1000 мкл, 
что способно обеспечить большой объем 
работы. Альтернатива — белок-нуклеа-
за Cas9 от новосибирского производите-
ля («Биолабмикс») — доступен на сайте 
https://shop.helicon.ru/ и сайте производите-
ля https://biolabmix.ru/.

Направляющая РНК — обязательный 
элемент CRISPR/Cas системы в любом 
ее варианте. In vitro транскрипция гРНК 
при возможности использования готовой 
Cas9 становится основной операцией, ко-
торую нам предстоит освоить для перехода 
на новый уровень эффективности получе-
ния генно-модифицированных животных.

Основные этапы:
Создание ДНК-матрицы
1.   Подбор направляющих последователь-

ностей с использованием онлайн-программ 
(описано выше по тексту).

2.   Разработка ДНК-матрицы, содержа-
щей направляющую последовательность 
(мишень) и промотор Т7 РНК-полимеразы 
перед последовательностью гРНК.

2.1.   Использование синтетических «длин-
ных» праймеров (предпочтительный)

Прямой (вариабельный): 64 нуклеотида. 
N  — направляющая последовательность 
из 20 нуклеотидов (мишень на геномной 
ДНК).
GAAATTAATACGACTCACTATAGGNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNGTTTTAGAGC
TAGAAATAGC

Обратный праймер (стандартный, уни-
версальный): 80 нуклеотидов.
GCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAG
TTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACT
TGCTATTTCTAGCTCTAAAAC

Достоинства: универсальность обрат-
ного праймера; простота получения  
ДНК-матрицы; хранение праймеров  
и ДНК-матрицы не требует специальных 
условий.

2.2.   Вариант получения ПЦР-продукта 
ДНК-матрицы с готовой рХ330-х, в кото-
рой гРНК находится под U6-промотором. 

Таблица 3. Варианты работы/доставки комплекса гРНК + эндонуклеаза Cas9
Table 3. Options for operation/delivery of the gRNA + Cas9 endonuclease complex

Параметр Плазмидный РНК-комплекс РНП-комплекс

Компоненты CRISPR ДНК-вектор гРНК + мРНК Cas9 гРНК + белок Cas9

Эффективность Низкая Средняя Высокая 

Специфичность Низкая Высокая Высокая 

Стоимость Низкая Высокая Высокая 

Микроинъекция Пронуклеус Цитоплазма Цитоплазма или пронуклеус

Путь 
биологической 
реализации

Ядро (синтез мРНК Cas9) → 
цитоплазма (синтез белка Cas9, 
образование РНП комплекса) → 
ядро (РНП комплекс, ДЦР)

Цитоплазма (синтез белка 
Cas9, образование РНП 
комплекса) → ядро (РНП 
комплекс, ДЦР)

Цитоплазма (РНП комплекс) 
или ядро (РНП комплекс, 
ДЦР)

Проверка 
эффективности 

Сложная: котрансформация 
клеточной культуры, культивиро-
вание, флуоресценция

Сложная: котрансформация 
клеточной культуры, культиви-
рование, флуоресценция

Простая: рестрикция 
клонированной в плазмиду 
ДНК-мишени, электрофорез 
в агарозном геле
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Используют прямой праймер с T7-про-
мотором.

Минусы: необходимость подготовки 
рХ330-х (заказ олигонуклеотидов, рестрик-
ция плазмиды, отжиг праймеров, клони-
рование, лигирование, трансформация 
штамма E. coli, проверка клонов, наработка 
положительного клона, выделение и очистка  
рХ330-х). Длительный и трудоемкий вариант.

3.   Очистка ДНК-матрицы выделением 
из полосы после электрофореза из агароз-
ного геля с использованием стандартного 
набора или с помощью набора для выделе-
ния ДНК и РНК из реакционных смесей.

4.   Проверка качества и количества очи-
щенной ДНК-матрицы электрофорезом 
в ПААГ или агарозном геле. ДНК можно 
хранить при температуре -20°C в течение 
длительного времени.

Синтез гРНК осуществляется T7 РНК-
полимеразой на полученной ДНК-матрице: 
распознавание Т7-промотора, инициация 
транскрипции и образование гРНК, ком-
плементарной ДНК-шаблону. Самый тру-
доемкий и затратный этап подготовки РНП 
комплекса. Обычно применяют импортные 
наборы:

– «MEGAshortscript™ T7 Transcription 
Kit» (Ambion, AM1354) https://www.
fishersci.com;

– GeneArt Precision gRNA Synthesis Kit, 
A29377 (Thermo Fisher Scientific)

https://www.dia-m.ru.
Альтернатива — «Набор для проведения 

T7-транскрипции in vitro» https://biolabmix.ru.
Ферментативный синтез РНК на ДНК-

матрице ДНК-зависимой РНК-полимеразой 

бактериофага T7. РНК может быть исполь-
зована для систем геномного редактирова-
ния в качестве направляющей РНК и дру-
гих целей.

Очистку гРНК производят на колонках  — 
например, «MEGAclear™ Transcription 
Clean-Up Kit» (Ambion, AM1908) (https://
www.fishersci.com) или «набора mini 
для выделения ДНК и РНК из реакционных 
смесей» (https://biolabmix.ru). Хранение вы-
деленной РНК при -80°С.

Проведенный анализ методических под-
ходов к реализации высокоэффективного 
РНП комплекса CRISPR/Cas показал воз-
можность его применения в условиях обыч-
ной ПЦР-лаборатории с использованием 
реактивов отечественного производителя, 
например, «Биолабмикс» (Новосибирск), 
в качестве альтернативы импортным ре-
активам. Несомненно, развитие и модер-
низация применяемых методов повысят 
эффективность получения генно-модифи-
цированных животных-биомоделей.

Заключение
В НЦБМТ ФМБА России получены более 

20 линий генно-модифицированных мы-
шей. В процессе получения ряда мышей-
биомоделей применены методы классиче-
ского трансгенеза: создание и интеграция 
в пронуклеус генетических конструкций, 
содержащих структурные элементы генов 
человека, использование CRISPR/Cas9-
технологии позволило получить линии мы-
шей с нокаутом собственных генов.

Для каждой линии разработаны методы 
верификации трансгена, идентификации 

Рис. 6. ПЦР-синтез ДНК-матрицы для транскрипции гРНК in vitro.
Fig. 6. PCR synthesis of a DNA template for RNA transcription in vitro.
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нокаута. Выборочным секвенированием 
ДНК целевых нуклеотидных последова-
тельностей в поколениях мышей отсле-
живали устойчивость приобретенных 
генетических модификаций. Наличие 
функционально активного трансгена под-
тверждали не только на уровне транскрип-
ции (мРНК), но и на уровне целевого белка.

Получены полигибридные линии мышей- 
биомоделей с наличием нескольких транс-
генов, а также трансгенно-нокаутные ли-
нии мышей. Суть и новизна нашего под-
хода заключаются в конструировании ГИК 
для конкретного человека со всеми нюан-
сами генетических особенностей, учиты-
вая полиморфизм гена-мишени, с дальней-
шим изучением на этой мышиной модели 
средств коррекции и лечения патологии 
в аспекте персонализированной медицины.

В нашем арсенале также имеется удач-
ный опыт нокаута собственного гена мыши 
с его заменой геном человека гомологич-
ной рекомбинацией (HDR). Использование 
CRISPR/Cas9-технологии по сравнению 
с классическим трансгенезом позволило 
резко повысить эффективность получе-
ния генно-модифицированных мышей. 
Практически все линии в первых поколе-
ниях представлены несколькими сублини-

ями, что позволило нам проводить более 
эффективную селекцию. Наш опыт пока-
зал, что применение ГИК с плазмидной 
реализацией имеет ряд ограничений — 
случайное встраивание трансгена; разная 
копийность; низкий уровень трансгенеза — 
до 3%, тогда как использование CRISPR/
Cas9-метода в виде рибонуклеопротеино-
вых комплексов существенно повысит эф-
фективность и специфичность встраивания, 
повысит уровень частоты целевых модифи-
каций; даст возможность использовать не-
сколько гРНК; возможность интеграции од-
ной копии HDR-ДНК-матрицы (трансген). 
Высокая эффективность РНП комплек-
сов CRISPR/Cas9 позволит нам получать 
не только мышей-биомоделей, но и есте-
ственным образом подойти к созданию 
востребованных для биомедицинских ис-
следований генно-модифицированных кро-
ликов, крыс и других животных.

Многолетний опыт показал, что весь ком-
плекс генетических исследований для по-
лучения новых трансгенных линий мы мо-
жем осуществлять с помощью реактивов 
и наборов отечественного производителя, 
что дает возможность совершенствовать 
нашу методическую базу для воплощения 
планов.
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