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ТЕХНОЛОГИЙ ДЛЯ СОЗДАНИЯ ГЕНЕТИЧЕСКИ МОДИФИЦИРОВАННЫХ КРОЛИКОВ 

 
В данной статье мы представляем некоторые практические рекомендации, разработанные нами в ходе двухлет-

ней работы по получению нескольких линий кроликов с искусственно измененным геномом. Технология полу-

чения генетически модифицированных кроликов основана на получении датированных оплодотворенных яйце-

клеток с дальнейшей микроинъекцией генетических конструкций, оценкой выживаемости и пересадкой эмбри-

онов лапароскопическим и лапаротомическим способами. Наибольшую эффективность продемонстрировала 

следующая схема: введение сывороточного гонадотропина (Фоллимаг, МОСАГРОГЕН, Россия) в дозе 4ME/кг 

подкожно и внутривенное введение хорионического гонадотропина человека (Хорулон, Merck Animal Health, 

США) в дозе 60MЕ/кг. Таким образом, разработанная в итоге операционная процедура позволяет оператору 

проводить микроинъекции с высокой эффективностью переноса и максимальной выживаемостью клеток. Мик-

роинъекцию проводят через пневматический микроинъектор «Eppendorf FemtoJet 4i» с помощью гидравличе-

ских микроманипуляторов под визуальным контролем через инвертированный исследовательский микроскоп 

«NIKON ECLIPSE TS2R». Описанные результаты могут быть полезны в составлении стандартных операцион-

ных процедур, применяемых в лабораториях, которые занимаются получением генетически модифицирован-

ных животных кроликов. 
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Возможность целенаправленного редактирования генома про– и эукариот является одним 

из наиболее значимых достижений современной науки и промышленности [1–3]. Помимо неоцени-

мого вклада в пищевую и фармацевтическую отрасли, генетически модифицированные организмы 

оказали существенное влияние на экологию [4] и развитие биомедицины [5]. Особую медицинскую 

значимость в последнее десятилетие приобрели технологии генетического редактирования позвоноч-

ных. При этом наибольшее количество работ по созданию высших животных с измененным геномом 

проведено на таких видах, как Danio rerio [6], Rattus norvegicus [7], Mus musculus [8], Capra aegagrus 

[9] и Oryctolagus cuniculus [10]. 

В целом задачи, которые могут быть решены с помощью геномного редактирования позвоноч-

ных животных, можно разделить на 1) фундаментальные, связанные с изучением вклада генетиче-

ских вариаций и отдельных генов в фенотип; 2) медицинские, связанные с созданием модельных ор-

ганизмов, на которых можно изучать патогенез заболеваний и тестировать медицинские вмешатель-

ства; 3) биотехнологические, связанные с созданием продуцентов рекомбинантных белков. 

В то время как для решения фундаментальных и медицинских задач наибольшую популярность 

приобрели лабораторные мыши (Mus musculus) и крысы (Rattus norvegicus), оптимальным организ-

мом для использования в биотехнологии представляются кролики (Oryctolagus cuniculus). Подобная 

логика является отражением оптимального сочетания большой массы и быстрых темпов размноже-

ния наряду с относительно низкими требованиями к содержанию [11–14]. В этой связи кролики могут 

служить производителями рекомбинантных белков в высоких количествах, а их непродолжительный 

срок гестации ускоряет получение генетически модифицированных линий. 

                                                           
1
 Работа выполнена в рамках гранта (соглашение с Минобрнауки России №075-15-2022 от 06.05.2022) 

по реализации Программы стратегического академического лидерства Приоритет-2030, Стратегический проект 

«Наука XXI века», кластер проектов «Развитие генетических технологий», в интересах реализации программы 

консорциума «Генетические технологии для биомедицины, сельского хозяйства и промышленной микробиоло-

гии», подраздел «Молодые лидеры в науке». 
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В данной статье мы представляем некоторые практические рекомендации, разработанные нами 

в ходе двухлетней работы по получению нескольких линий кроликов с искусственно измененным 

геномом. При этом основной фокус наших рекомендаций направлен на осуществление процедур, свя-

занных с репродуктивными, а не молекулярно-биологическими технологиями. Опыт показывает, что 

эффективность практического применения новейших подходов генетического редактирования зача-

стую можно повысить с помощью простых приемов, связанных с особенностями репродуктивной 

биологии кроликов. 

Нами были разработаны гормональные протоколы, опробованы новые методы микроинъекций, 

протестированы различные среды для культивирования. Кроме того, нами проведено сравнение эффек-

тивности разных схем гормональной стимуляции для получения максимального количества оплодотво-

ренных яйцеклеток от каждого кролика. Описанные результаты могут быть полезны в составлении 

стандартных операционных процедур, применяемых в лабораториях, которые занимаются получением 

генетически модифицированных животных, включая кроликов, мышей и крыс. 

Целью данного исследования стала разработка стабильной технологии получения генетически 

модифицированных кроликов, основанная на получении датированных оплодотворенных яйцеклеток 

с дальнейшей микроинъекцией генетических конструкций, оценкой выживаемости и пересадкой эм-

брионов лапароскопическим и лапаротомическим способами. 

 

Материалы и методы исследований 
 

Исследование было проведено на базе Лаборатории геномного редактирования в биомедицине 

и ветеринарии НИИ Фармакологии живых систем НИУ «БелГУ» в период с 2020 по 2022 гг. и явля-

лось частью нескольких исследовательских проектов, направленных на создание уникальных линий 

трансгенных кроликов, экспрессирующих рекомбинантный человеческий HSP70 (протокол заседания 

этического комитета №10-28/20-a), браззеин (протокол заседания этического комитета №10-21/20-c) 

и GFP (протокол заседания этического комитета №05-23/21-e), а также кроликов с нокаутом гена 

RPE65 (протокол заседания этического комитета №01-25/21). 

В качестве объекта исследования суммарно было использовано 112 кроликов породы «Хи-

коль», полученных из питомника ООО «НТЦ БИО». После поступления из питомника животные 

проходили 10-дневный период карантина и адаптации. На всех этапах исследования животные со-

держались в специализированных клетках в условиях контролируемого освещения 12/12 часов 

при температуре 21–23°С и влажности 40–60 %. Проавтоклавированный корм и очищенная вода бы-

ли представлены в свободном доступе (ГОСТ 50258-92). В качестве подстила использовались опилки, 

прошедшие предварительную стерилизацию при приемке. В комнатах содержания животных осу-

ществлялась приточно-вытяжная вентиляция с принудительным воздухообменом, эквивалентным  

10 объемам в час. 

Все манипуляции с животными проводили квалифицированные сотрудники в соответствии 

с требованиями Положения о лабораторной практике в РФ 2003 г. и Директивы 2010/63/ЕU Европей-

ского парламента и Европейского союза по охране животных, используемых в научных целях, а так-

же правил 3R. В карантинный период, а также на протяжении исследования животных ежедневно 

осматривал штатный ветеринарный врач НИИ Фармакологии живых систем НИУ «БелГУ». 

Общая стратегия создания генетически модифицированных животных. Предложено 

большое количество вариаций в подходах к созданию генетически модифицированных животных. 

Генетически измененные зиготы могут быть получены с использованием переноса ядер стволовых 

клеток [15], трансплантации сперматогональных стволовых клеток [16], введения генетической кон-

струкции с помощью электропорации [17], вирусной трансфекции [18] или трансфекции с липофек-

тамином [19], а также прямой микроинъекцией в пронуклеус [20]. В нашей лаборатории был выбран 

и развивается последний подход. В соответствии с этим все описанные процедуры и результаты 

имеют отношение к стратегии получения животных по следующей схеме: 1) суперовуляция и забор 

оплодотворенных яйцеклеток у самок-доноров; 2) микроинъекция генетической конструкции в про-

нуклеус зиготы; 3) культивирование зиготы до стадии двух бластомеров; 4) выбор морфологически 

сохранных зигот и их трансплантация в яйцевод самок-реципиентов. 

Оснащение: 

– сывороточный гонадотропин 200 МЕ/мл; 

– хорионический гонадотропин человека 300 МЕ/мл; 



 Методические рекомендации к использованию репродуктивных технологий… 441 
СЕРИЯ БИОЛОГИЯ. НАУКИ О ЗЕМЛЕ  2022. Т. 32, вып. 4 

 

 

– новокаин; 

– раствор йода; 

– медетомидин; 

– пинцет хирургический прямой; 

– операционный стол для кроликов; 

– ножницы хирургические прямые; 

– атравматические иглы; 

– шприцы 1 мл; 

– шприцы 2,5 мл; 

– шприцы 25 мл; 

– катетер 21G, поливинилхлорид; 

– среда Дюльбекко; 

– ватные тампоны; 

– пробирки 50 мл; 

– среда эмбриологическая М2; 

– чашки Петри D=30 мм; 

– иглы атравматические полипропилен мононить синий USP 4/0 (MР1,5), 90 см, 5 шт.; 

– капилляры стеклянные; 

– стеромикроскоп с объективами 5х и 20х; 

– инвертированный исследовательский микроскоп с объективом 20х, 40х; 

– пуллер микропипеток; 

– кузнеца для изготовления микрокапилляров; 

– стерилизатор паровой. 

 

Результаты и их обсуждение 
 

Суперовуляция. Первым этапом в большинстве технологий создания генетически модифици-

рованных позвоночных является получение оплодотворенных яйцеклеток у самки-донора. В качестве 

общепринятого подхода к увеличению количества зигот используется стимуляция гормональными 

препаратами, интенсифицирующими выход яйцеклеток в яйцеводы. При разработке схемы гормо-

нальной суперовуляции мы опирались на коэффициенты межвидового пересчета [21], опыт работы 

на мышах [22] и статистику по количеству полученных яйцеклеток при применении каждой из схем. 

Из опробованных нами схем наибольшую эффективность продемонстрировала следующая схе-

ма: введение сывороточного гонадотропина (Фоллимаг, МОСАГРОГЕН, Россия) в дозе 4ME/кг под-

кожно и внутривенное введение хорионического гонадотропина человека (Хорулон, Merck Animal 

Health, США) в дозе 60MЕ/кг в следующем режиме: 

1-й день – Фоллимаг – 16.30; 2-й день – Фоллимаг – 9.00 и 16.30; 3-й день – Фоллимаг – 9.00 

и 16.30; 4-й день – Фоллимаг – 9.00; 5-й день – Хорулон – 16.30, с последующим искусственным осе-

менением. Данная схема позволяет добиться выхода около 40 яйцеклеток у одной самки. 

Забор зигот у самок-доноров. При работе с мелкими лабораторными животными общеприня-

тым способом получения зигот является терминальное вымывание оплодотворенных яйцеклеток, 

производящееся непосредственно после эвтаназии. Ряд причин, включая этические и экономические 

аспекты, не позволяет применять аналогичный подход у кроликов, что диктует необходимость про-

ведения операционного вмешательства с соблюдением анестезиологических стандартов, а также пра-

вил асептики и антисептики. 

Согласно разработанному нами протоколу, извлечение эмбрионов из яйцеводов проводится хи-

рургическим методом, через бахромку яйцевода. Общий наркоз вызывают с помощью медетомидина. 

У наркотизированного животного вымывают и выбривают операционное поле. После этого животное 

дислоцируют в операционную комнату, укладывают на операционный станок и фиксируют за ноги. 

Операционное поле дезинфицируют 5 % раствором йода и осуществляют местную инфильтрацион-

ную анестезию 2 % раствором новокаина. Для сохранения стерильности операционного поля, зону 

вокруг него покрывают стерильной простыней. Разрез кожи производится по белой линии живота на 

уровне двух последних сосков длиной 10 см. Мышцы разделяют тупым способом. После вскрытия 

брюшной полости подтягивают к разрезу яйцевод и яичник. Через бахромку в ампулу яйцевода вво-
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дят пластиковый катетер подходящего диаметра длиной 40–50 см и фиксируют его там усилием 

большого и указательного пальцев хирурга. 

Со стороны маточно-трубного соединения в яйцевод вводят инъекционную иглу, к которой за-

тем подсоединяют шприц, заполненный 50 мл фосфатно-солевого буфера Дюльбекко, обогащенного 

4 % фетальной сывороткой крупного рогатого скота. Нагнетая раствор, проводят вымывание эмбрио-

нов из яйцевода. Вытекающую через пластиковый катетер жидкость с эмбрионами собирают в стек-

лянный флакон. 

Полученную промывную жидкость отстаивают в термостате или на обогреваемом столике 

в течение 10–15 минут. Осторожно с помощью шприца удаляют верхний слой жидкости. Оставшую-

ся во флаконе жидкость взбалтывают и переносят в большую чашку Петри. В чашке под стереомик-

роскопом при увеличении 5х проводится поиск эмбрионов. Найденные эмбрионы переносят в малые 

чашки Петри в свежую среду Дюльбекко и оценивают их состояние. После этого яйцеклетки промы-

вают в 3-4 порциях среды Дюльбекко с добавлением 0,3 % бычьего сывороточного альбумина. Нако-

нец, проводят визуальную оценку морфологии эмбрионов (рис. 1). 

 

 
 

Рис. 1. Общий вид эмбрионов кроликов. 

Примечание. Тип 1 – Зрелый или нормальный тип, эмбрион с равными бластомерами,  

без ануклеарных фрагментов и с видимыми пронуклеусами. Тип 2 ‒ Абнормальный тип, эмбрион  

неудовлетворительного качества с содержанием ануклеарных фрагментов, отсутствием пронуклеусов 

 

Микроинъекция генно-инженерной конструкции. Следующим после получения зигот этапом 

при получении генетически модифицированных животных является введение генно-инженерной 

конструкции, служащей для внесения трансгена или модификаций в геноме. Наиболее важным ас-

пектом на данном этапе является отработка техники приготовления микрокапилляров и процесса 

микроинъецирования. При разработке оптимальной технологии внесения генетического материала 

мы использовали генно-инженерные конструкции, содержащие трансген зеленого флуоресцентного 

белка GFP. Данный подход позволил проводить быструю и удобную оценку эффективности микро-

инъекции и выживаемости клеток по количеству зигот, проявляющих флуоресцентную эмиссию 

(таблица). 

 

Выживаемость и эффективность встраивания генетической конструкции  

после микроинъекции конструкции, содержащей кДНК GFP 
 

Показатель Микроинъекция Интактные 

Количество живых эмбрионов до начала микроинъекций 500 100 

Количество живых эмбрионов после окончания микроинъекций, 0 ч 255 (51 %) 100 (100 %) 

Количество живых эмбрионов через 24 ч 210 (42 %) 94 (94 %) 

Количество поделившихся двухбластомерных эмбрионов через 24 ч 197 (39,4 %) 86 (86 %) 

 

Таким образом, разработанная в итоге операционная процедура позволяет оператору проводить 

микроинъекции с высокой эффективностью переноса и максимальной выживаемостью клеток. Мик-

роинъекцию проводят через пневматический микроинъектор Eppendorf FemtoJet 4i» (Eppendorf, 
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США) с помощью гидравлических микроманипуляторов (Narishige group, Япония) под визуальным 

контролем через инвертированный исследовательский микроскоп «NIKON ECLIPSE TS2R» (Nikon, 

Япония). Изготовление микроинъекционных игл для прокалывания осуществляется на «пуллере мик-

ропипеток Флеминга-Брауна P-97». Изготовление капилляров для фиксирования яйцеклеток произ-

водится с помощью пуллера для вытягивания капилляров «Narishige P-1000» (Япония) и микрокузни-

цы «Narishige MF-900» (Япония). Микроинъекции производятся в одно и то же время суток, одним 

оператором (рис. 2). 

 
 

Рис. 2. Микроинъекция генно-инженерной конструкции в эмбрион кролика 

Примечание. Слева – манипуляционный капилляр для захвата эмбрионов в камере, изготовленный 

в микрокузнице. Справа – микроинъекционная игла, изготовленная в пуллере Sutter Instrument Com-

pany P-97; в середине рисунка ‒ эмбрион кролика. 

 

Культивирование эмбрионов. Стандартной практикой после внесения генетической конструк-

ции является in vitro культивирование эмбрионов. Культивирование позволяет провести селекцию 

выживших и погибших эмбрионов с помощью визуальной оценки эффективности деления. Кроме 

того, культивирование позволяет довести эмбрионы до необходимой стадии, что в некоторых случаях 

позволяет увеличить эффективность имплантации. 

Для культивирования микроинъекцированные эмбрионы помещают в предварительно загазо-

ванные культуральные среды K-SICM-20 (Sydney IVF Cleavage Medium), приготовленные по следу-

ющему протоколу. 

Капля среды объемом 200 мкл накрывается легким минеральным маслом и помещается 

с находящимися в ней эмбрионами в инкубатор с напряжением СО2 5 %, при температуре 37° С  

на 24 ч. Культуральные среды в процессе культивирования не меняются. 

Технологии генетического редактирования высших животных приобретают все большее значе-

ние для современной медицины и биотехнологии [23]. Помимо того, что генетически модифициро-

ванные животные способствуют более прецизионному изучению человеческих патологий, ряд из них 

может выступать в качестве биореакторов для производства рекомбинантных белков [24]. Законо-

мерным следствием возрастающего спроса на новые линии генетически модифицированных живот-

ных является широкое внедрение и распространение репродуктивных и молекулярно-биологических 

методик в лабораториях, имеющих возможности для содержания животных. 

Очевидно, что в терминах технологий генетического редактирования наибольший фокус 

направлен на молекулярно-биологические аспекты процесса [25]. Тем не менее, создание организмов 

с измененным геномом также требует высокой профессиональной подготовки и научной квалифика-

ции персонала, ответственного за репродуктивные технологии [26]. Кроме того, для повышения эф-

фективности создания линий с измененным геномом требуется постоянный поиск и совершенствова-

ние подходов к манипуляциям с животными и зиготами. 

В настоящее время существует большое разнообразие подходов к созданию генетически моди-

фицированных позвоночных. Помимо широкого спектра существующих молекулярных машин гене-

тического редактирования [27] и способов их доставки в ядро зиготы [28], значительно варьируют и 

вспомогательные репродуктивные технологии. Например, некоторые авторы сообщают об успешном 



444 В.М. Покровский, Е.А. Патраханов, А.Ю. Карагодина и др.  
2022. Т. 32, вып. 4  СЕРИЯ БИОЛОГИЯ. НАУКИ О ЗЕМЛЕ 

 

 

генетическом редактировании без использования экстракорпоральных процедур и переноса эмбрио-

нов суррогатным матерям [29]. Кроме того, особенности культивирования, возраст эмбрионов и спо-

собы их трансплантации могут быть изменены в зависимости от конкретной лаборатории, задач ис-

следователя и выработанного протокола [30; 31]. 

 

Заключение 
 

Нами были воспроизведены, адаптированы и описаны все этапы репродуктивных процедур, не-

обходимых для получения генетически модифицированных кроликов. Результаты проведенной работы 

могут быть использованы в различных отраслях науки, включая медицинские и сельскохозяйственные. 

Трансгенные линии лабораторных кроликов могут служить репрезентативной тест-системой для пре-

цизионного изучения патогенеза заболеваний и для изучения эффективности и безопасности лекар-

ственных средств, а также для создания кроликов-продуцентов рекомбинантных белков. 
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In this article, we present some practical recommendations that we developed in the course of two years of work on 

obtaining several lines of rabbits with an artificially modified genome. The technology of obtaining genetically modi-

fied rabbits, based on obtaining dated fertilized eggs with further microinjection of genetic constructs, assessment of 

survival and embryo transfer by laparoscopic and laparotomic methods. The following regimen demonstrated the great-

est efficiency: administration of serum gonadotropin (Follimag, MOSAGROGEN, Russia) at a dose of 4ME/kg subcu-

taneously and intravenous administration of human chorionic gonadotropin (Chorulon, Merck Animal Health, USA) at 

a dose of 60ME/kg. Thus, the resulting operating procedure allows the operator to perform microinjections with high 

transfer efficiency and maximum cell survival. Microinjection is carried out through an Eppendorf FemtoJet 4i pneu-

matic microinjector using hydraulic micromanipulators  under visual control through a NIKON ECLIPSE TS2R invert-

ed research microscope. The described results may be useful in the compilation of standard operating procedures used 

in laboratories that are engaged in the production of genetically modified rabbit animals. 

 

Keywords: transgenic animals, hormonal system, construct puncture, cultivation, embryos, eggs, superovulation. 
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