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Резюме 

Лабораторная мышь является наиболее изученной и детально 

охарактеризованной моделью для биомедицинских исследований и является 

популярным объектом в вирусологии. Однако, вследствие межвидовых 

различий между мышью и человеком зачастую невозможно проведение 

экспериментов из-за невосприимчивости мышей ко многим вирусам человека. 

Один из путей решения этой проблемы – это получение нокаутных мышей с 

ослабленным иммунитетом. Такие мыши являются универсальными 

моделями для вирусологических исследований из-за неспецифической 

повышенной восприимчивостью к различным патогенам человека. 

Использование таких мышей позволяет проводить с вирусами, для которых 

нет генетически-модифицированных линий мышей со специфической 

восприимчивостью. В настоящем исследовании представлены результаты 

работы по получению нокаутной линии мышей по гену Ifnar1 при помощи 

двух разных подходов с использованием системы геномного редактирования 

CRISPR. Первый – это одномоментное удаление экзона и интеграция 

фланкированного loxP-сайтами экзона. Второй – это двухэтапная интеграция 

loxP-сайтов для фланкирования экзона без его удаления. Оба подхода 

применяются для получения conditional (условного, программируемого) 

нокаута. Также, для обоих подходов является характерным удаления экзона и 

получение мышей с классическим (конститутивным) нокаутом. В 

классических схемах трансгенеза принято получать эмбрионы для 

микроинъекции от самок-гибридов первого поколения, так как это упрощает 

работу. Однако, после получения генетически модифицированных мышей 

требуется проведения времязатратных возвратных скрещиваний для 

получения конгенных линий. Тем не менее, современные технологии 

позволяют использовать инбредные линии мышей для получения эмбрионов 

и микроинъекции, что значительно сокращает время для получения 

генетически-модифицированных линий мышей. В нашей работе мы 

использовали инбредную линию мышей C57BL/6 (SPF-виварий ИЦиГ СО 

РАН, Новосибирск) для получения эмбрионов и микроинъекции. Однако, при 

проведении данных работ мы столкнулись с несколькими проблемами. Во-

первых, мы отмечаем значительное снижение эффективности стандартного 

протокола суперовуляции. Во-вторых, мы столкнулись с проблемой плохой 

приживаемости инъецированных эмбрионов после эмбриотрансфера. Обе эти 

проблемы кардинальным образом снизили эффективность протоколов 

трансгенеза и затруднили получение целевых нокаутных линий мышей. 

Наиболее вероятным объяснением проблем, которые возникли в ходе нашей 

работы, может быть дрейф генов. А самым простым и эффективным способом 

решения данных проблем является покупка инбредных линий мышей является 

их покупка из зарубежных вивариев, в которых соблюдаются современные 

правила по контролю генетической стабильности. 

 



ПОЛУЧЕНИЕ НОКАУТНЫХ МЫШЕЙ IFNAR1 

GENERATION OF IFNAR1 KNOCKOUT MOUSE                                            10.46235/1028-7221-17326-GOA 

Russian Journal of Immunology (Russia)                                           ISSN 1028-7221 (Print)  

     ISSN 2782-7291 (Online) 

Ключевые слова: CRISPR, редактирование генома, 

иммунодефицитные линии мышей, дрейф генов, нокаут генов, Ifnar1.  



ПОЛУЧЕНИЕ НОКАУТНЫХ МЫШЕЙ IFNAR1 

GENERATION OF IFNAR1 KNOCKOUT MOUSE                                            10.46235/1028-7221-17326-GOA 

Russian Journal of Immunology (Russia)                                           ISSN 1028-7221 (Print)  

     ISSN 2782-7291 (Online) 

Abstract 

The laboratory mouse is one of the most extensively studied and well-

characterized model organisms in biomedical research and is widely used in 

virology. However, due to interspecies differences between mice and humans, 

certain experiments are often impossible because mice are naturally resistant to 

many human viruses. One possible solution is the generation of knockout mice with 

reduced immunity. Such models exhibit increased susceptibility to various human 

pathogens and enable studies of viruses for which no specific mouse models 

currently exist. 

 

In this study, we report the generation of a knockout mouse line targeting the Ifnar1 

gene using two CRISPR-based genome editing strategies. The first involves 

simultaneous exon deletion and integration of an exon flanked by loxP sites, while 

the second employs a two-step process to flank the exon with loxP sites without 

deletion. Both approaches aim to create conditional knockout models but can also 

produce constitutive knockouts through exon removal. 

 

Traditionally, embryos for microinjection are obtained from first-generation hybrid 

females, which simplifies the procedure but requires laborious backcrossing to 

establish congenic lines. Modern techniques now allow the use of inbred strains for 

embryo collection and microinjection, significantly reducing the time needed to 

generate genetically modified mice. 

 

In our work, we used the inbred C57BL/6 strain (SPF-vivarium, IC&G SB RAS, 

Novosibirsk) for embryo collection and microinjection. However, we encountered 

two main challenges: a marked decrease in the efficiency of the standard 

superovulation protocol and poor survival rates of injected embryos after transfer. 

These issues substantially lowered the overall efficiency of the transgenesis 

workflow and delayed the production of the desired knockout lines. 

 

The most plausible explanation for these difficulties is genetic drift in the local 

mouse colony. The most effective solution is to obtain inbred mouse strains from 

international facilities that maintain strict genetic quality control. Such an approach 

would ensure genetic stability, improve reproducibility, and enhance the efficiency 

of genome editing experiments in inbred mouse lines. 

 

Keywords: CRISPR, genome editing, immunodeficient mouse lines, genetic 

drift, gene knockout, Ifnar1. 
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1 Введение 1 

Редактирование генома – одна из наиболее динамично развивающихся 2 

областей современной генетики и молекулярной биологии. Отдельное место в 3 

данном направлении занимает редактирование генома лабораторной мыши 4 

(Mus musculus), что связано с исторической популярностью мышей как модели 5 

для биомедицинских исследований, а также из-за высокой степени гомологии 6 

мышиного и человеческого геномов. Кроме того, мышь, как объект для 7 

биологии имеет эффективные и детально разработанные подходы для 8 

модификации генома [31, 32]. Активное развитие методов генетической 9 

модификации мышей началось в 1980-х годах [22] и продолжает 10 

совершенствоваться по настоящее время [48]. 11 

Наиболее распространенными методами получения трансгенных и 12 

генетически модифицированных мышей являются пронуклеарная (и 13 

цитоплазматическая) микроинъекция зигот [22, 48], а также метод получения 14 

химер [27, 52]. Пронуклеарная микроинъекция традиционно использовалась 15 

для внесения трансгенов со случайной интеграцией в геном [44], тогда как 16 

метод получения химер позволяет осуществлять целевое редактирование 17 

генома с использованием эмбриональных стволовых клеток [27, 52]. Несмотря 18 

на более высокую сложность и трудоемкость метода получения химер, он 19 

позволял получать линии мышей с целевыми модификациями в геноме, чего 20 

нельзя было добиться при помощи пронуклеарной микроинъекции. 21 

С появлением и усовершенствованием современных технологий 22 

редактирования генома, таких как, нуклеаз на основе цинковых пальцевых 23 

(ZFN), TALEN и, в большей степени, системы CRISPR/Cas9 значительно 24 

повысилась точность и эффективность целевых геномных модификаций [48]. 25 

А комбинация метода пронуклеарной микроинъекции и системы CRISPR/Cas9 26 

позволила получать мышей с направленными генетическими модификациями, 27 

включая нокауты генов [43], точечные мутации [6] и целевые интеграции [3, 28 

36]. 29 

В настоящее время редактирование генома мышей широко применяется 30 

в как в фундаментальных, так и в прикладных исследованиях и направлено на 31 

изучение функции генов [34], регуляторных регионов ДНК [33], 32 

моделирование человеческих патологий [33], получение гуманизированных 33 

моделей мышей [5, 29] и прочего. Эти модели являются ключевыми 34 

инструментами для изучения патогенеза заболеваний, тестирования 35 

лекарственных препаратов [5] и разработки новых терапевтических стратегий. 36 

Также, генетически-модифицированные мыши активно используются в 37 

вирусологических исследованиях [16, 28, 38]. 38 

Животные, в том числе и мыши являются распространенной моделью 39 

для изучения инфекционных заболеваний человека [15, 16, 51], в том числе 40 

для тестирования терапии [41]. Однако, использование мышей в 41 

вирусологических экспериментах затруднено из-за межвидового барьера 42 

между человеком и мышью, который препятствует заражению грызунов 43 

вирусами, патогенными для людей [9, 35, 40]. В таких случаях исследователи 44 
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нередко прибегают к использованию приматов, что значительно увеличивает 45 

стоимость и продолжительность проектов [12, 17, 30]. Решение проблемы 46 

невосприимчивости мышей к вирусным заболеваниям человека стало 47 

возможным благодаря технологиям редактирования генома, при этом 48 

существует несколько подходов к преодолению этого барьера. 49 

Первый из них – гуманизация мышей с помощью трансгенеза. 50 

Поскольку некоторые вирусы используют специфические рецепторы или 51 

иные белковые факторы для проникновения в клетки человека и дальнейшего 52 

размножения, целью гуманизации является экспрессия этих факторов в 53 

организме мыши. Генетические конструкции могут интегрироваться либо 54 

случайным образом (классический трансгенез), либо в определенное 55 

положение в геноме (knock-in). Эти конструкции обеспечивают экспрессию 56 

человеческих белков, необходимых для заражения [15, 39]. 57 

С использованием такого подхода были получены трансгенные мыши, 58 

экспрессирующие человеческий рецептор ACE2, что сделало их 59 

восприимчивыми к коронавирусам (MERS, SARS-CoV-2) [15, 39]. Кроме того, 60 

была разработана модель, в которых экспрессия гена hACE2 осуществляется 61 

под контролем Cre-рекомбиназы, что позволяет получать линии мышей с 62 

тканеспецифичной экспрессией гена hACE2 [10].  63 

Помимо генетической гуманизации, существует метод гуманизации 64 

иммунной системы мышей путем трансплантации гемопоэтических 65 

стволовых клеток человека иммунодефицитным линиям мышей. В результате 66 

у животных формируются компоненты человеческой иммунной системы. 67 

Такие модели широко применяются в исследованиях вируса иммунодефицита 68 

человека (ВИЧ), а также для тестирования антиретровирусной терапии [4, 51]. 69 

Еще одним подходом к преодолению межвидового барьера является 70 

создание мышей с ослабленным иммунитетом за счет нокаута ключевых или 71 

вспомогательных генов иммунной системы [16, 38, 49]. Данные линии мышей 72 

обладают неспецифической повышенной восприимчивостью к различным 73 

патогенам, включая вирусы [18, 20]. 74 

В настоящей работе представлены данные о получении линии мышей с 75 

нокаутом гена Ifnar1, которая широко используется в вирусологических 76 

исследованиях [18, 20], а также обсуждаются проблемы, которые возникли 77 

при проведении экспериментов с использованием инбредной линии C57BL/6 78 

и возможные пути их решения. 79 

2 Материалы и методы 80 

Дизайн системы CRISPR и получение компонентов для 81 

микроинъекции. 82 

Подбор последовательностей хнРНК (sgRNA) был осуществлен в 83 

онлайн программе benchling.com с алгоритмом оценки on-target активности по 84 

Doench et al. [13] и off-target активности по Hsu et al. [25]. Последовательности 85 

хнРНК представлены в Таблице 1. Праймеры для генотипирования были 86 

подобраны в онлайн программе в Primer Blast (NCBI), а последовательности 87 

праймеров представлены в Таблице 2. 88 
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Плазмидный вектор pT7-gRNA (https://www.addgene.org/46759/) был 89 

использован для клонирования последовательностей выбранных хнРНК-1 и 90 

хнРНК-2 по методу Golden Gate. В качестве матрицы для получения хнРНК-3 91 

и хнРНК-4 были использованы ПЦР-продукты, полученный с использованием 92 

праймеров FWD-хнРНК-3 и REV-хнРНК, и FWD-хнРНК-3 и REV-хнРНК 93 

соответственно [6] (Таблица 2). Далее, полученные матрицы были 94 

использованы для проведения in vitro транскрипции (Биолабмикс, T7-tr-20), а 95 

полученная РНК выделена и очищена при помощи набора Monarch RNA 96 

Cleanup T2040L. 97 

Матричная РНК Cas9 была получена при помощи in vitro транскрипции 98 

с использованием набора «HiScribe T7 ARCA mRNA Kit» (NEB, E2065S) и 99 

плазмиды pT7hCas9 (содержит ген Cas9 под контролем T7-промотора) в 100 

качестве ДНК-матрицы. Выделение и очистку мРНК Cas9 проводили при 101 

помощи набора Monarch RNA Cleanup (NEB, T2040L). 102 

В качестве длинной одноцепочечной ДНК была использована кДНК. 103 

Получение кДНК состояло из нескольких последовательных этапов. На 104 

первом этапе была получена плазмида, содержащая: 1) Т7-промотор; 2) левое 105 

плечо гомологии (chr16:91286049-91286416, 368 п.н., GRCm39/mm39); 106 

3) loxP-сайт, 4) второй экзон гена Ifnar1 (chr16:91286417-91286717, 301 п.н., 107 

GRCm39/mm39); 5) loxP-сайт; 6) правое плечо гомологии (chr16:91286718-108 

91287206, 489 п.н., GRCm39/mm39). На втором этапе была проведена реакция 109 

in vitro транскрипция (Биолабмикс, T7-tr-20), а полученная РНК выделена и 110 

очищена при помощи набора Monarch RNA Cleanup (NEB, T2040L). На 111 

третьем этапе была синтезирована кДНК с использованием ОТ-M-MuLV-RH 112 

(Биолабмикс, R01-50) и очищена при помощи набора Monarch RNA Cleanup 113 

(NEB, T2040L). 114 

Короткие олигонуклеотиды, выступающие в качестве матриц для 115 

фланкирования третьего экзона Ifnar1 loxP-сайтами были синтезированы 116 

коммерчески (ДНК-синтез, Москва), последовательности представлены в 117 

Таблице 2. Схема ожидаемых генетических модификаций представлена на 118 

Рисунке 1.  119 

Получение и микроинъекция эмбрионов, эмбриотрансфер. 120 

Для получения ооцитов были использованы самки линии C57BL/6 (SPF-121 

виварий ИЦиГ СО РАН). Была проведена суперовуляция 7,5 Ед PMSG/мышь 122 

(Фоллигон, MSD) в 18:00 в первый день и 7,5 Ед hCG/мышь (Хорулон, MSD) 123 

в 18:00 в третий день. Утром четвертого дня из яйцеводов самок были вымыты 124 

ооциты, а от самцов линии C57BL/6 (SPF-виварий ИЦиГ СО РАН) получены 125 

сперматозоиды. In vitro оплодотворение проводили согласно протоколу [46]. 126 

Для получения мышей с одномоментным фланкированием loxP-сайтами 127 

второго экзона была проведена микроинъекция пронуклеусов зигот 128 

раствором, содержащим хнРНК-1 25 нг/мкл, хнРНК-2 25 нг/мкл, мРНК-Cas9 129 

50 нг/мкл и кДНК 25 нг/мкл [1, 2].  130 

Для фланкирования LoxP-сайтами третьего экзона была проведена 131 

цитоплазматическая микроинъекция зигот раствором, содержащим хнРНК-3 132 
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25 нг/мкл, мРНК-Cas9 50 нг/мкл и оцДНК-3 25 нг/мкл. На следующий день 133 

была проведена цитоплазматическая микроинъекция обоих бластомеров 134 

двухклеточных эмбрионов раствором, содержащим хнРНК-4 25 нг/мкл, 135 

мРНК-Cas9 50 нг/мкл и оцДНК-4 25 нг/мкл [1, 2].  136 

После микроинъекции, двухклеточные эмбрионы были 137 

трансплантированы псевоберемнным самкам CD-1 (SPF-виварий ИЦиГ СО 138 

РАН) с использованием ингаляционного изофлуранового наркоза в воронку 139 

яйцевода [1, 7, 23] 140 

Все процедуры, проводимые с животными проведены в соответствии с 141 

Директивой Европейского Парламента и Совета Европейского Союза 142 

(2010/63/EU) и одобрены этическим комитетом ФБУН ГНЦ ВБ Вектор 143 

Роспотребнадзора (протокол № 5, 31 августа 2023). 144 

Генотипирование полученных мышей. 145 

Выделение ДНК проводили при помощи лизиса с протеиназой К, а затем 146 

смесь очищали при помощи смеси фенол-хлороформа (1:1). ДНК осаждали 147 

изопропанолом, а затем промывали 70% этанолом. Растворенную ДНК в воде 148 

использовали для проведения ПЦР с использованием Taq-полимеразы по 149 

стандартному протоколу (последовательности праймеров для 150 

генотипирования указаны в Таблице 2). Продукты анализированли при 151 

помощи гель-электрофореза в агарозном геле. Подготовку образцов для 152 

секвенирования осуществляли при помощи набор BrilliantDye™ Terminator, v 153 

3.1 (NimaGen), а прочтение проводили на анализаторе Applied Biosystems 154 

Sanger Sequencing 3500 Series Genetic Analyzers (ThermoFisher). Схема 155 

генотипирования представлена на Рисунке 2.  156 

3 Результаты 157 

Дизайн экспериментов для получения нокаута гена Ifnar1. 158 

Для получения нокаутной линии мышей с условным 159 

(программируемым, conditional) нокаутом по гену Ifnar1 было выбрано два 160 

разных подхода. Целью первого подхода является одномоментная вставка 161 

двух loxP-сайтов, фланкирующих второй экзон гена Ifnar1 (Рисунок 1А). 162 

Кроме того, при данном подходе ожидается получение мышей с делецией 163 

второго экзона (конститутивный нокаут) [37]. Для получения нокаутных 164 

мышей была использована пронуклеарная микроинъекция компонентов 165 

системы CRISPR/Cas9 (двух хнРНК и мРНК Cas9) и длинной одноцепочечной 166 

ДНК в роли матрицы для репарации. В качестве одноцепочечной ДНК была 167 

использована кДНК (оцДНК-1) (Рисунок 1А). 168 

Второй подход заключается в двухэтапной интеграции loxP-сайтов в 169 

геном для фланкирования третьего экзона гена Ifnar1 (Рисунок 1Б). Как и для 170 

одномоментного подхода интеграции LoxP-сайтов, в данном случае также 171 

возможно возникновение делеций экзона [24]. Для получения нокаутных 172 

мышей этим способом был проведен первый раунд цитоплазматической 173 

микроинъекциии компонентов системы CRISPR/Cas9 (хнРНК-3 и мРНК Cas9) 174 

и оцДНК-3 в зиготы мышей (одноклеточная стадия). Для второго раунда 175 

микроинъекции была использована смесь компонентов CRISPR/Cas9 176 
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(хнРНК-4 и мРНК Cas9) и оцДНК-4, которая была введена в цитоплазму обоих 177 

бластомеров каждого двухклеточного эмбриона (Рисунок 1Б). Помимо 178 

вставки LoxP-сайтов возможно также возникновение делеции третьего экзона. 179 

Получение мышей с нокаутом гена Ifnar1. 180 

Для получения нокаутных мышей первым (одномоментным) подходом 181 

была выполнена микроинъекция 345 зигот линии C57BL/6, полученных от 24 182 

самок (эффективность суперовуляции составила 14,38 зигот/мышь). 183 

Инъецированные эмбрионы, достигшие двухклеточной стадии (263 эмбриона, 184 

выживаемость 76,23%) были трансплантированы 16 псевдобеременным 185 

самкам CD-1. В результате родилось 13 мышат, а рождаемость составила 5%. 186 

Данные представлены в Таблице 1. 187 

В результате проведения эмбриотрансфера была замечена низкая 188 

приживаемость эмбрионов линии C57BL/6, а также сниженный ответ самок 189 

линии C57BL/6 в протоколе суперовуляции. Низкая эффективность 190 

суперовуляции может быть вызвана плохим качеством гормональных 191 

препаратов или являться особенностью линии мышей. Причиной плохой 192 

приживаемости эмбрионов могут быть токсическое воздействие материалов 193 

для культивирования эмбрионов (чашки Петри, среды для культивирования, 194 

эмбриональное масло и прочее), компонентов для микроинъекции 195 

(токсичность, off-target эффекты и прочее), а также особенность линии мышей-196 

доноров ооцитов или линии-реципиента. 197 

Для выявления вышеперечисленных возможных проблем следующие 198 

эксперименты по получению нокаутных мышей по гену Ifnar1 проводились с 199 

внутренним контролем, а именно параллельной суперовуляцией самок линии 200 

CD-1, in virto оплодотворением их ооцитов, микроинъекцией и 201 

культивированием эмбрионов CD-1, а также совместным эмбриотрансфером 202 

эмбрионов от линии C57BL/6 и CD-1. 203 

Для следующего раунда микроинъекций и получения нокаутных мышей 204 

первым подходом были получены 122 зиготы линии C57BL/6 и 135 зигот 205 

линии CD-1. Далее, была проведена пронуклеарная микроинъекция 122 зигот 206 

линии C57BL/6 и 80 зигот линии CD-1, а оставшиеся 55 неинъецированных 207 

зигот линии CD-1 были культивированы в качестве контроля. Далее, был 208 

проведен эмбриотрансфер 100 двухклеточных эмбрионов B6 и 20 эмбрионов 209 

CD-1 пяти псевдобеременным самкам CD-1 (по 20 эмбрионов B6 и 4 эмбриона 210 

CD-1 каждой самке), а также 35 эмбрионов CD-1 двум псевдобеременным 211 

самкам CD-1 (17 и 18 эмбрионов). В результате родились две мыши линии 212 

C57BL/6 (рождаемость 2% от подсаженных эмбрионов) и восемь мышей CD-213 

1 (рождаемость 15% от подсаженных эмбрионов CD-1). Эффективность 214 

суперовуляции самок C57BL/6 составила 13,56 эмбрионов/мышь, а самок 215 

линии CD-1 составила 33,75 ооцита/мышь (от 4 самок было получено 135 216 

ооцитов). Контрольные 55 неинъецированных зигот линии CD-1 успешно 217 

поделились на следующий день и было получено 55 двухклеточных 218 

эмбрионов. Выживаемость эмбрионов линии C57BL/6 после микроинъекции 219 
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составила 81,97%, а для линии CD-1 – 68,75%. Результаты представлены в 220 

Таблице 1. 221 

Для получения нокаутных мышей вторым подходом (Рисунок 1Б) была 222 

проведена цитоплазматическая микроинъекция 84 зигот линии C57BL/6 223 

(эффективность суперовуляции 14 ооцитов/мышь). Также была проведена 224 

цитоплазматическая микроинъекция 122 зигот линии CD-1 без последующего 225 

раунда инъекции бластомеров (получены от 4 самок, эффективность 226 

суперовуляции 30,5 ооцитов/мышь). Далее, было инъецировано 68 227 

двухклеточных эмбрионов линии C57BL/6, после чего трансплантировано 52 228 

эмбриона (с двумя бластомерами) и 16 эмбрионов (с одним бластомером) 229 

линии C57BL/6 и 79 эмбрионов линии CD-1 восьми псевдобеременным 230 

самкам линии CD-1. В результате родилось 4 мыши линии C57BL/6 231 

(рождаемость 5%) и 17 мышей линии CD-1 (рождаемость 22%). Выживаемость 232 

зигот после однократной микроинъекции для линии C57BL/6 составила 233 

83,33%, а для линии CD-1 – 64,75%. Результаты представлены в Таблице 3. 234 

Анализ мышей 235 

 В результате анализа мышей, которые родились после применения 236 

первого (одномоментного) подхода не было обнаружено животных с целевой 237 

интеграцией loxP-сайтов (ПЦР анализ с парами праймеров F1+LoxP-R и 238 

R1+LoxP-F). При анализе животных, направленном на поиск целевой делеции 239 

(301 п.н.) второго экзона при помощи ПЦР, была обнаружена одна мышь (№7), 240 

которая предположительно имела делецию (Рисунок 2). Однако, при 241 

дальнейшем анализе последовательности ПЦР-продукта у F0 №7 была 242 

обнаружена нецелевая делеция 297 п.н. в первом интроне 243 

(Chr16:90504660-90504956, версия генома мыши GRCm38) в районе хнРНК-1 244 

(Рисунок 3 и Рисунок 5А). Из-за того, что нами не было обнаружено целевых 245 

интеграций loxP-сайтов или делеций второго экзона мы провели 246 

секвенирование районов целевых сайтов хнРНК для оценки эффективности 247 

системы CRISPR. В результате секвенирования по Сенгеру ПЦР-продуктов, 248 

полученных от 17 мышей F0, было обнаружено два события редактирования 249 

для хнРНК-1 (11,8%) и шесть событий редактирования для хнРНК-2 (35,3%). 250 

Таким образом, в результате применения данного подхода не удалось 251 

получить мышей как с условным нокаутом, так и с конститутивным. 252 

В результате генотипирования четырех родившихся мышей линии 253 

C57BL/6, полученных после применения второго (поэтапного) подхода были 254 

обнаружены две мыши, имеющие целевую делецию третьего экзона 255 

(конститутивный нокаут). У мыши F0 №1 размер делеции составил 2977 п.н. 256 

(Chr16: 90507401-90510377, версия генома мыши GRCm38) (Рисунки 4А и 5Б), 257 

а у мыши F0 №4 – 2487 п.н. (Chr16:90507956-90510442, версия генома мыши 258 

GRCm38) (Рисунки 4А и 5В). У F0 №2 при помощи метода ПЦР была выявлена 259 

вставка второго loxP-сайта (Рисунок 4Б). Интеграции первого loxP-сайта у 260 

родившихся четырех мышей не было выявлено. Дополнительно был проведен 261 

ПЦР для определения целостности последовательности ДНК в районе хнРНК-262 

3. В результате анализа не удалось получить ПЦР-продукты (Рисунок 4В), что 263 
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свидетельствует о возникновении потенциальной делеции в данном районе 264 

ДНК, а данная мышь не может быть использована для повторной вставки 265 

первого loxP-сайта. От обеих мышей с делецией третьего экзона были 266 

получены потомки первого поколения, несущие родительские модификации. 267 

4 Обсуждение 268 

Современные методы геномного редактирования, а именно система 269 

CRISPR, произвели своего рода революцию в области получения генетически 270 

модифицированных мышей. Благодаря этим технологиям стало возможным 271 

получение мышей с целевыми интеграциями в геном при помощи 272 

микроинъекции зигот. Более того, современные эмбрионами позволяют 273 

отказаться от использования гибридов для получения эмбрионов и проводить 274 

модификации сразу на необходимом генетическом фоне, а чаще всего 275 

используют инбредную линию мышей C57BL/6. 276 

В классических схемах трансгенеза принято использовать гибридов 277 

первого поколения для получения ооцитов, чаще всего F1 C57BL/6 x DBA2 из-278 

за их лучшей устойчивости к микроинъекции и большей продукции ооцитов 279 

[7, 23]. Однако, после получения мышей-основателей линии требуется 280 

длительное проведение возвратных скрещиваний для создания конгенной 281 

линии [14]. Благодаря разработке современных методов возможно 282 

использование инбредных линий мышей при создании генно-283 

модифицированных линий, что исключает необходимости в таких возвратных 284 

скрещиваниях и экономит время для проведения экспериментов. 285 

Кроме того, существует проблема «мутации-пассажира» (Passenger 286 

Mutations), при которой невозможна полная замена генома одной линии на 287 

геном целевой линии в области интеграции трансгена. Эта проблема может 288 

приводить к искажению результатов научных экспериментов [45]. Однако, она 289 

может быть решена повторным получением генетически-модифицированной 290 

линии мышей, но с использованием животных инбредной линии [6]. 291 

Наша работа была направлена на получение условного 292 

(программируемого) нокаута гена Ifnar1 с применением двух различных 293 

подходов. При помощи подхода одномоментной интеграции для 294 

фланкирования loxP-сайтами второго экзона нам не удалось получить как 295 

целевой интеграции, так и ожидаемой делеции второго экзона. Данный 296 

результат связан с низкой эффективностью системы CRISPR, а также 297 

дополнительными проблемами в протоколе трансгенеза. Во втором подходе, 298 

основанном на поэтапном фланкирование loxP-сайтами третьего экзона, было 299 

получено две линии мышей с целевой делецией третьего экзона, а также одну 300 

мышь с интеграцией одного из loxP-сайтов. Однако, мышь с интеграцией не 301 

может быть использована для дальнейшего введения второго loxP-сайта, так 302 

как в области второго предполагаемого сайта произошла делеция, 303 

препятствующая последующей интеграции другого loxP-сайта. Несмотря на 304 

то, что микроинъекции для последовательной интеграции loxP-сайтов были 305 

разобщены во времени были получены мыши с делециями третьего экзона, что 306 

является характерным для оригинального протокола [24].  307 
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При выполнении работы по нокаутированию гена Ifnar1 мы столкнулись 308 

с дополнительными проблемами. Первая проблема — сниженный ответ самок 309 

линии C57BL/6 на гормональную суперовуляцию (примерно 14 310 

эмбрионов/мышь).  Вторая — низкая приживаемость эмбрионов линии 311 

C57BL/6 после трансплантации (рождаемость около 5%). Однако, 312 

использование мышей линии CD-1 для получения зигот, микроинъекции и 313 

эмбриотранфера исключило технические проблемы протокола трансгенеза. 314 

Данные проблемы существенно снизили эффективность метода трансгена для 315 

получения линии мышей с нокаутом гена Ifnar1. Также, мы столкнулись с 316 

такими же проблемами и при проведении других экспериментов по 317 

получению генетически-модифицированных мышей с использованием той же 318 

самой линии C57BL/6 (неопубликованные данные).  Для сравнения можно 319 

привести работу, которая была проведена в начале 2018 года с использованием 320 

линия мышей C57BL/6 из того же источника (SPF-виварий ИЦиГ СО РАН) и 321 

приживаемостью эмбрионов 21.52% и 25.54% в двух разных экспериментах 322 

[6].  323 

Для выявления возможных причин низкой эффективности протокола 324 

трансгенеза нами был применен подход совместной трансплантации 325 

эмбрионов от разных линий мышей. Эмбриотрансфер эмбрионов линии CD-1 326 

позволил исключить сразу несколько проблем, а именно проверить качество 327 

гормонов для суперовуляции, качество культурального пластика, сред и 328 

минерального масла для культивирования эмбрионов, а также исключить 329 

токсичность компонентов для микроинъекции. Поэтому, были исключены 330 

перечисленные причины плохого ответа на самок линии C57BL/6 на 331 

суперовуляцию, а также плохой приживаемости эмбрионов. Предложенный 332 

нами подход может быть использован как метод универсального контроля при 333 

возникновении проблем на разных этапах протоколов трансгенеза, так как 334 

мыши CD-1 используются в качестве реципиентов и всегда есть в наличие. 335 

Кроме того, подсадка небольшой доли эмбрионов линии CD-1 может 336 

способствовать развитию нормальной беременности у мышей, стимулируя 337 

гормональную систему матери. В свою очередь, это может способствовать 338 

нормальной имплантации и дальнейшему развитию эмбрионов от целевой 339 

линии мышей. После рождения, мышата от линии CD-1 дополнительно 340 

стимулируют лактацию, что может помочь в решении проблемы 341 

каннибализма у мышей. При работе с эмбрионами линии CD-1 стоит учесть, 342 

что зиготы чуть хуже переносят микроинъекцию чем зиготы C57BL/6, однако, 343 

различимость пронуклеусов у зигот CD-1 лучше. 344 

Наиболее вероятным объяснением проблем, которые возникли в ходе 345 

нашей работы, может быть дрейф генов [50]. Его эффекты становятся заметны 346 

при длительном инбредном разведении, а проблема дрейфа генов не является 347 

новой и известна научному сообществу уже давно [11, 21, 47].  348 

Одним из решений проблемы генетического дрейфа, может быть, замена 349 

используемых линий мышей на аналогичные линии из вивариев, которые 350 

контролируют качество животных. Это позволит привести используемые 351 
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линии в соответствие с международными стандартами, а также обеспечит 352 

воспроизводимость результатов [8]. Кроме того, дрейф генов может быть 353 

причиной невоспроизводимости результатов в биологических исследованиях 354 

[19, 26]. 355 

Другой известный подход для решения проблемы дрейфа генов при 356 

инбредном разведении мышей, который был предложен и используется The 357 

Jackson Laboratory (JaxLab) — это криоконсервация эмбрионов [47, 50]. 358 

Данный подход был успешно реализован для создания криобанков эмбрионов 359 

наиболее часто используемых линий мышей в JaxLab. Например, для линии 360 

C57BL/6 была отобрана пара основателей 223-го поколения (так называемые 361 

«Адам» и «Ева»), от которых в течение двух последующих генераций 362 

получили многочисленное потомство (F225). От этих потомков были 363 

получены зиготы, которые впоследствии подвергли криоконсервации. Этот 364 

криоархив используется для последующего разведения поколений F226–F230, 365 

что позволяет минимизировать эффекты дрейфа генов и обеспечивает 366 

генетическую стабильность линии. Также, генетический материал от 367 

исходной пары используется в качестве референса для мышей линии C57BL/6 368 

[42].  Аналогичная схема применяется и для других линий [47]. 369 

При внедрении подобного подхода в национальных центрах разведения 370 

лабораторных животных необходимо, во-первых, провести полную смену 371 

колоний мышей на животных из надежных источников с покупкой лицензии 372 

для коммерческого разведения. После этого, необходимо провести 373 

криоконсервацию эмбрионов с целью создания большого криоархива. Далее, 374 

криоархив может быть использован для постоянного и своевременного 375 

обновления мышей в разведении по аналогии со схемой из JaxLab. При 376 

использовании описанной схемы, но с использованием собственных линий 377 

мышей требуется провести фенотипирование и оценить ключевые параметры 378 

линии, например, установить среднее число мышат в помете, динамику 379 

прироста массы тела и другие характеристики. Важно учитывать, что такие 380 

линии, будучи сублиниями от исходных, должны получить собственную 381 

номенклатуру. Кроме того, результаты, полученные с использованием этих 382 

сублиний, могут оказаться невоспроизводимыми при сравнении с 383 

результатами, полученными на мышах из JaxLab или других международных 384 

репозиториев. 385 
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ТАБЛИЦЫ 

 

Таблица 1. Последовательности хнРНК. В скобках указана 

последовательность PAM. 

Table 1. Sequences of sgRNAs. The PAM sequence is given in round brackets. 

№ 

# 

Название 

Name 

Последовательность 5’ → 3' (PAM) 

Sequence 5’ → 3’ (PAM) 

1 хнРНК-1 

sgRNA-1 

CATGTGCCACTATTACCCTG (GGG) 

3 хнРНК-2 

sgRNA-2 

ATCGAACGTAGGTGACTGAT (TGG) 

4 хнРНК-3 

sgRNA-3 

AGGAGGCAGCTTCGTGACGA (CGG) 

5 хнРНК-4 

sgRNA-4 

CTTTCCTGGTAACTTACCAG (AGG) 
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Таблица 2. Последовательности праймеров для генотипирования и 

олигонуклеотидов. 

Table 2. Sequences of primers for genotyping and oligonucleotides. 

№ 

# 

Назван

ие 

Name 

Последовательность 5’ → 3' 

Sequence 5’ → 3’ 

1 FWD-

хнРНК-

3 

FWD-

sgRNA-

3 

GTTAATACGACTCACTATAGAGGAGGCAGCTTCGTG

ACGA 

GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAA 

2 FWD-

хнРНК-

4 

FWD-

sgRNA-

4 

GTTAATACGACTCACTATAGCTTTCCTGGTAACTTAC

CAG 

GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAA 

3 REV-

хнРНК 

REV-

sgRNA 

AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATA

ACG 

GACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTA 

4 оцДНК-

3 

ssDNA-

3 

AATAAATTCTCTTAGTATGACTGCCACTGTATGTTTC

CCAGA 

TGTTTCTCTTCCGTCGGTCGACATAACTTCGTATAGC

ATACA 

TTATACGAAGTTATCCTCGAGGTCACGAAGCTGCCTC

CTTAT 

GTGGGCTGTGGTCTAAAGTGACCTTCCAGGTCTCAG

GAGGT 

 

5 оцДНК-

4 

ssDNA-

4 

TTCCGCCATGCGTTTGCTTCTACTAGGAGGTTTCAGA

ACAG 

CTTTCCTGGTAACTTACGTCGACATAACTTCGTATAG

CATAC 

ATTATACGAAGTTATCCTCGAGGCAGAGGCAGCATT

TGCTG 

CCATTGTCAGAGTTACCTGGTTTTCTTTGGTGCATAG

ATGCA 

6 F1 AGGGCTTATTGTGGGTGGTG 

7 R1 ACCACTGTGTGTGCTGGAAA 

8 LoxP-F CATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATC 

9 LoxP-R CATGCATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTT

ATCCTAG 
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10 F2 ACTGCCACTGTATGTTTCCCA 

11 R2 GGCTCATGTGAGCTGTTGAC 

12 R3 TTGCCTCTAACAGGCTGGTG 
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Таблица 3. Данные по микроинъекции эмбрионов, выживаемости после 

инъекции, эмбриотрансфера и родившихся мышей. 

Table 3. Data about of embryo microinjection, post-injection survival, embryo 

transfer and pups delivery. 

№ 

# 

Подх

од 

Meth

od 

Количе

ство 

самок-

доноров

, линия 

Number 

of donor 

females, 

line 

 

Колич

ество 

зигот 

Numbe

r of 

zygote

s 

Эффектив

ность 

суперовул

яции 

(зигот/мы

шь) 

Superovula

tion 

efficiency 

(zygotes/m

ouse) 

Зигот 

трансплантиро

вано 

(выживаемость 

после 

инъекции) 

Zygotes 

transplanted 

(survival after 

injection) 

Родилось 

мышей 

(эффективно

сть 

эмбриотранс

фера) 

Mice born 

(embryotransf

er efficiency) 

1 Перв

ый 

подх

од 

The 

first 

meth

od 

24, 

C57BL/

6 

345 14,37 263 (76,23%) 13 (5%) 

2 Перв

ый 

подх

од 

The 

first 

meth

od 

9, 

C57BL/

6 

122 13,56 100 (81,97) 2 (2%) 

4, CD-1 135, из 

них 80 

инъец

ирова

но 

135, of 

which 

80 

were 

injecte

d 

33,75 55 (68,75) 8 (15%) 

3 Втор

ой 

подх

од 

The 

secon

d 

6, 

C57BL/

6 

84 14 68 (83,33% 

после 

однократной 

инъекции) 

68 (83.33% after 

a single 

injection) 

4 (5%) 
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Meth

od 

4, CD-1 122 30,5 79 (64,75%) 17 (22%) 
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РИСУНКИ 

 

Рисунок 1. А – схема генетических модификаций, осуществляемых при 

применении первого подхода нокаута гена Ifnar1 (одномоментная интеграция 

двух loxP-сайтов). 

Figure 1. A – Schematic diagram of the genetic modifications achieved using the 

first Ifnar1 gene knockout method (simultaneous integration of two loxP sites). 

 
Б - схема генетических модификаций, осуществляемых при применении 

второго подхода нокаута гена Ifnar1 (поэтапная интеграция двух loxP-сайтов). 

B – Schematic diagram of the genetic modifications achieved using the second 

Ifnar1 gene knockout method (stepwise integration of two loxP sites). 
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Рисунок 2. Схема генотипирования ожидаемого аллеля с интеграцией loxP-

сайтов и аллеля с делецией для первого (А) и второго (Б) подходов. 

Figure 2. Scheme of genotyping of the expected allele with integration of loxP sites 

and the allele with a deletion for the first (A) and second (B) methods. 

 
 

Рисунок 3. Результаты генотипирования мышей F0, полученных после 

применения первого (одномоментного) подхода нокаута гена Ifnar1 

(праймеры F1+R1). 

Figure 3. Results of genotyping of F0 mice obtained after the first (one-stage) 

knockout method of the Ifnar1 gene (primers F1+R1). 
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Рисунок 4. Результат генотипирования четырех мышей, полученных после 

применения второго (двухэтапного) подхода нокаута гена Ifnar1. 

Figure 4. Genotyping results for four mice obtained using the second (two-step) 

Ifnar1 gene knockout method. 

 
А – результат, направленный на поиск аллеля с делецией (праймеры F2 и R2). 

Б – результат, направленный на поиск интеграции первого loxP-сайта 

(праймеры LoxP-F и R2). В – результат, направленный на установление 

целостности сайта хнРНК-3 (праймеры F2 и R3), wt – ДНК от мыши без 

геномных модификаций. 

A – result aimed at finding the allele with the deletion (primers F2 and R2). B – 

result aimed at finding the integration of the first loxP site (primers LoxP-F and R2). 

C – result aimed at establishing the integrity of the cgRNA-3 site (primers F2 and 

R3), wt – DNA from mouse without genome modifications. 
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Рисунок 5. А – Результат секвенирования ПЦР-продукта, полученного из 

аллеля с делецией 297 п.н. (Chr16: 90504660-90504956, версия генома мыши 

GRCm38). Б - Результат секвенирования аллеля ПЦР-продукта, полученного 

из аллеля с делецией третьего экзона размером 2977 п.н. (Chr16: 90507401-

90510377, версия генома мыши GRCm38). В - Результат секвенирования ПЦР-

продукта, полученного из аллеля с делецией третьего экзона размером 2487 

п.н. (Chr16: 90507401-90510377, версия генома мыши GRCm38). 

Figure 5. A – Sequencing result of the PCR product obtained from the allele with a 

297 bp deletion (Chr16: 90504660-90504956, mouse genome version GRCm38). B 

– Sequencing result of the PCR product allele obtained from the allele with a 2977 

bp deletion of the third exon (Chr16: 90507401-90510377, mouse genome version 

GRCm38). C – Sequencing result of the PCR product obtained from the allele with 

a 2487 bp deletion of the third exon (Chr16: 90507401-90510377, mouse genome 

version GRCm38). 
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