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РЕФЕРАТ В течение последних 20 лет предпринимались многочисленные попытки использования живот-
ных для производства рекомбинантных белков человека и моноклональных антител. Однако только не-
давно на рынке появились два первых терапевтических препарата, полученных из молока трансгенных 
животных: С1-ингибитор (Ruconest) и антитромбин (ATryn). Это позволяет надеяться на доведение в бли-
жайшем времени до практического применения большего числа новых рекомбинантных белков, созданных 
с помощью этой технологии. В настоящем обзоре описаны способы получения трансгенных животных, 
обсуждаются преимущества и недостатки их использования для производства рекомбинантных белков 
человека и моноклональных антител.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА биореактор, продукция белков в молоке, производство моноклональных антител, реком-
бинантные белки, терапевтические препараты, трансгенные животные.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ мАТ – моноклональные антитела; МИ – микроинъекция ДНК в ядро; ПЯ – перенос 
ядер; РБ – рекомбинантный белок; рчАБ – рекомбинантный альбумин человека; рчБХЭ – рекомбинантная 
бутирилхолинэстераза человека; ТЖ – трансгенное животное; FDA – Управление по контролю качества 
пищевых продуктов и лекарственных препаратов (США); EMEA – Европейское агентство по контролю 
качества пищевых продуктов и лекарственных препаратов; СНО – культура клеток яичников китайского 
хомячка; ES-клетки – эмбриональные стволовые клетки; НТО – нетранслируемая область гена.

ВВЕДЕНИЕ
После успешной экспрессии первых рекомбинантных 
белков (РБ) в бактериях и дрожжах стало понятно, 
что в данных системах нельзя эффективно произ-
водить многие РБ человека. Так, в клетках бакте-
рий белки человека не подвергаются посттрансля-
ционным модификациям, а характер модификаций 
в клетках дрожжей отличается от модификаций 
в клетках человека. Кроме того, в данных экспресси-
онных системах не происходит правильный фолдинг 
многих сложных РБ человека [1, 2]. Поэтому встал во-
прос о необходимости развития альтернативных си-
стем экспрессии, способных обеспечить правильные 
посттрансляционные модификации РБ. В результате 
началась параллельная разработка двух технологи-
ческих платформ – на основе трансгенных животных 
и в культурах клеток млекопитающих. 

Первый успешный опыт получения трансген-
ных млекопитающих в результате микроинъекции 
генно-инженерной конструкции в пронуклеус зи-
готы мыши был осуществлен более 20 лет назад [3]. 

С тех пор в научных целях, для улучшения пород 
животных и продукции РБ получено большое коли-
чество трансгенных животных (ТЖ) [4–9]. В конце 
прошлого века сложилось представление, соглас-
но которому ТЖ считали наиболее перспективной 
платформой для производства РБ человека и моно-
клональных антител (мАТ). Однако, несмотря на это, 
доминирующую роль в производстве РБ заняли 
культуры клеток млекопитающих и, в первую оче-
редь, клетки яичников китайского хомячка (cHO). 
Так, к 2012 году на рынке США было представлено 
312 терапевтических препаратов, полученных с по-
мощью живых организмов [10]. С использованием 
культур клеток млекопитающих получено 193 про-
дукта, из них 42 – в культуре клеток cHO. Во многом 
это обусловлено тем, что только в 2006 году Евро-
пейским агентством лекарственных средств (eMeA) 
был одобрен антитромбин – первый рекомбинантный 
белок, выделенный из молока трансгенных коз [11]. 
Этот белок в дальнейшем разрешили для коммер-
циализации Управлением по контролю качества 
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пищевых продуктов и лекарственных препаратов 
США (FDA) в качестве препарата для предотвра-
щения образования тромбов у пациентов с наслед-
ственным дефицитом антитромбина. В 2011 году 
eMeA одобрило применение рекомбинантного С1-
ингибитора эстеразы, произведенного в кроликах, 
при наследственном ангионевротическом отеке. По-
явление первых допущенных к медицинскому при-
менению терапевтических препаратов, полученных 
с использованием ТЖ, дает основания предполагать, 
что в ближайшее время РБ займут значительную 
нишу в биотехнологии. Некоторые биотехнологи-
ческие компании (PPL therapeutics (Англия), Gtc 
Biotherapeutics (США) (поглощена в 2010 году ком-
панией LFB Biotechnologies, Франция), Hematech 
(США), Genzyme (США), ZymoGenetics (США), nexia 
Biotechnologies (Канада), Pharming (Нидерланды), 
BioProtein technologies (Франция), Avigenics (США), 
Viragen (США) и tranXenoGen (США)) активно ра-
ботают над развитием этой технологии. В настоящем 
обзоре приведены общие представления о получении 
ТЖ для продукции РБ человека и мАТ.

ОСНОВНЫЕ СПОСОБЫ ПОЛУЧЕНИЯ ТРАНСГЕННЫх 
ЖИВОТНЫх
К методам, позволяющим получать сельскохозяй-
ственных животных-продуцентов, содержащих 
трансген во всех клетках и передающих его потом-
кам, сегодня можно отнести микроинъекцию ДНК 
в пронуклеус зигот (МИ) и перенос ядер сомати-
ческих клеток (ПЯ). Наибольшее распространение 
получил метод микроинъекции ДНК в мужской 
пронуклеус зигот [12] (рис. 1). Линейная ДНК при по-

падании в ядро способна встраиваться в геном кле-
точных линий или живых организмов [13]. Обычно 
ДНК встраивается в транскрипционно неактивные, 
бедные генами, районы и в гетерохроматин. В один 
геномный сайт может попасть от одной до несколь-
ких десятков и даже сотен копий инъецированной 
конструкции. Впервые эту технологию опробовали 
на мышах, и до сих пор она остается надежным спо-
собом получения ТЖ. С использованием данного спо-
соба получили также первых сельскохозяйственных 
ТЖ. Однако в настоящее время методом МИ получа-
ют в основном трансгенных мышей, кроликов и сви-
ней. Это связано с недостаточной эффективностью 
метода, обусловленной низкой частотой встраивания 
рекомбинантной ДНК в геном, доступностью зигот 
на стадии двух пронуклеусов; результат зависит 
от проведения большого числа хирургических опе-
раций, а значит, содержания значительного (200–300 
голов) экспериментального стада и квалифицирован-
ной работы с животными. Кроме того, единственный 
способ определения уровня экспрессии встроивше-
гося трансгена – исследование первичных ТЖ и их 
потомков. Репродуктивный цикл у крупных живот-
ных (с учетом времени достижения физиологической 
зрелости и необходимости получить от первичных 
трансгенных самцов самок-продуцентов РБ с моло-
ком) составляет примерно 0.9/2.3 года у самок/самцов 
коз, 1.0/2.3 года – у свиней, 2.3/4.5 года – у коров. Эти 
ограничения увеличивают себестоимость получения 
первичных ТЖ и время, требуемое для организации 
такой работы.

В 1997 году путем переноса ядра (ПЯ) соматиче-
ской клетки молочной железы в ооцит был получен 

Рис. 1. Схема получения трансгенных животных методом переноса ядер (верхняя часть) и микроинъекции ДНК 
в ядро (нижняя часть)
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клон овцы [14]. Это достижение открыло возможно-
сти удешевления и упрощения процедуры получения 
сельскохозяйственных ТЖ (рис. 1), поскольку боль-
шая часть работы в этом случае переносится с фермы 
в лабораторию, где проводят трансфекцию соматиче-
ских клеток и отбирают клоны, в которых произошла 
интеграция трансгена в геном. Затем ядро соматиче-
ской клетки инъецируется в энуклеированный ооцит, 
который трансплантируют самкам-реципиентам. 
Обычно для ПЯ используются клетки фибробластов. 
Большая часть крупных сельскохозяйственных жи-
вотных в последнее время была получена методом 
ПЯ [12]. Однако в данном случае трансфицирован-
ные клетки отбирают с помощью маркерных генов 
устойчивости к антибиотикам, что усложняет серти-
фикацию полученных рекомбинантных белков в FDA 
и eMeA [15]. Для увеличения эффективности такого 
отбора в качестве дополнительного селекционного 
агента часто используют флуоресцентные белки, на-
пример усиленный зеленый флуоресцентный белок 
(eGFP) [16]. Параллельно для удаления селекцион-
ных маркеров из генома отобранных клеточных ли-
ний применяют, в частности, системы на основе сайт-
специфичных рекомбиназ [17]. 

К негативным последствиям ПЯ-метода относят-
ся низкая выживаемость эмбрионов в ходе внутри-
утробного развития и слабое здоровье родившихся 
животных [12]. Это объясняется в том числе непол-
ным репрограммированием соматического ядра, 
в результате чего нарушается экспрессия ряда ге-
нов, необходимых для правильного протекания эм-
бриогенеза. Кроме того, процесс получения полно-
ценных яйцеклеток и их активация также требуют 
значительных временных и материальных затрат. 
В результате, один из мировых лидеров в использо-
вании ПЯ для получения сельскохозяйственных ТЖ, 
компания «Agroresearch» (Новая Зеландия) отказа-
лась от этого метода. В настоящее время компания 
разрабатывает альтернативные способы получения 
сельскохозяйственных ТЖ.

Альтернативой методам МИ и ПЯ могла бы стать 
технология сайт-специфического трансгенеза с ис-
пользованием эмбриональных стволовых (eS) клеток 
[18]. В этом методе трансген встраивают в геном eS-
клеток, отбирают клоны с правильной интеграцией 
нужного числа копий, затем трансгенные eS-клетки 
вводят в полость бластоцисты, которая трансплан-
тируется самке-реципиенту. После трансплантации 
таких клеток в яичники взрослых мышей до 30% 
родившихся мышат могут содержать трансген. Все 
операции с животными могут проводиться нехирур-
гическими методами, которые широко применяются 
в животноводстве; для получения трансгенов требу-
ется относительно мало бластоцист, а значит, и не-

большое экспериментальное стадо. Однако этот метод 
отработан только на мышах и крысах, а линии eS-
клеток для сельскохозяйственных животных пока 
не получены. Сходный подход заключается в транс-
формации стволовых клеток – предшественников 
сперматозоидов, и их последующей трансплантации 
в семенные канальцы нефертильных самцов [19].

Другие способы получения ТЖ применяются в на-
стоящее время сравнительно редко. Так, ТЖ можно 
достаточно эффективно получать, используя ретро-
вирусы, содержащие трансген [12]. Для этого зиго-
ты, лишенные защитной оболочки, культивируют 
в среде с добавленными лентивирусными частица-
ми, после чего трансплантируют приемным самкам. 
В зависимости от титра лентивируса происходит ин-
теграция от одной до нескольких копий трансгена, 
при этом трансгенными могут быть почти 100% по-
томства [12]. К преимуществам данного метода от-
носится эффективное получение ТЖ любых видов, 
а также и возможность получить ТЖ только с одной 
копией трансгена, что иногда бывает необходимо 
для научных целей. К основным недостаткам метода 
можно отнести невозможность использования интро-
нов в составе генной конструкции и ограничение мак-
симальной длины трансгена (примерно до 8000 п.н.), 
что определяется размером вирусной частицы. В ре-
зультате с помощью этого метода очень трудно до-
биться высокого уровня экспрессии трансгена.

Перспективным способом получения ТЖ явля-
ется использование векторов на основе мобильных 
генетических элементов, которые встраиваются в ге-
ном с помощью транспозазы [12]. В зиготу коинъе-
цируют ген, кодирующий транспозазу, и трансген, 
фланкированный концевыми повторами транспозона. 
В результате реакции, катализируемой транспоза-
зой, одиночная копия трансгена встраивается в одно 
или несколько мест в геноме животного. Этот подход 
уже использовался для получения крупных сель-
скохозяйственных животных, например свиней [20]. 
Эффективность интеграции трансгена в этом случае 
зависит от типа транспозона, длины трансгена, кон-
центрации и места инъекции ДНК и достигает 50% 
[20]. Однако пока отсутствуют данные об уровнях 
экспрессии целевого гена в ТЖ, полученных таким 
способом.

Отдельно следует упомянуть группу методов, 
основанных на заражении органа или ткани орга-
низма дефектным по репликации аденовирусом, 
содержащим ген целевого белка, что приводит к не-
продолжительной и не передающейся по наследству 
продукции РБ в этом органе или ткани.

В настоящее время трудно сравнивать эффек-
тивность новых и традиционных методов получения 
ТЖ.
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ЭКСПРЕССИОННЫЕ ВЕКТОРЫ, ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ ДЛЯ 
ПОЛУЧЕНИЯ ТРАНСГЕННЫх ЖИВОТНЫх
В экспрессионных векторах, обеспечивающих про-
дукцию РБ в молоке, используют регуляторные об-
ласти генов, белковые продукты которых составляют 
мажорную фракцию молока. Наиболее популярны 
регуляторные области гена лактоглобулина овцы, 
гена кислых белков молочной сыворотки грызунов 
(мышь, крыса) и кролика, генов α-лактальбумина 
и α-S1-казеина коровы и гена β-казеина козы [5]. 
Обычно в экспрессионный вектор включают про-
тяженную 5'-область (1–7 т.п.н.), которая состоит 
из промотора, тканеспецифичных энхансеров, усили-
вающих экспрессию в молочной железе, первых не-
кодирующих экзонов и расположенных между ними 
интронов (рис. 2А). В первых интронах генов с вы-
сокой долей вероятности могут находиться регуля-
торные элементы, способные усиливать транскрип-
цию гена. В экспрессионный вектор также включают 
3'-нетранслируемую область (НТО) гена, размеры 
которой могут варьировать от 0.5 до 10 т.п.н. и более. 
Обычно в состав 3'-НТО включают последние неко-
дирующие экзоны и интроны, сайт полиаденилиро-
вания и прилежащие последовательности, которые 
потенциально могут усиливать терминацию транс-
крипции. В векторной конструкции 5'- и 3'-НТО мо-
гут принадлежать как одному, так и разным генам.

Среди промоторов, используемых для экспрес-
сии в молочных железах, одним из наиболее эффек-
тивных для продукции целевых белков в молочных 

железах мышей, коз и коров считается промотор 
гена β-казеина (табл. 1). На основе этого промото-
ра создан самый популярный коммерческий вектор 
для продукции РБ в молоке ТЖ – рBc1 (Invitrogen) 
(рис. 2Б). С использованием этого вектора получе-
но большинство трансгенных линий коз с высоким 
уровнем продукции целевого белка. В этом векторе 
используется регуляторная область гена β-казеина 
размером 6.2 т.п.н., состоящая из промотора и гормон-
зависимого энхансера, который стимулирует про-
мотор только в клетках молочной железы [31]. В со-
став вектора также входят 7.8 т.п.н. 3'-области гена 
β-казеина, которая обеспечивает эффективную тер-
минацию транскрипции, что необходимо как для об-
разования стабильной мРНК, кодирующей целевой 
белок, так и для предотвращения транскрипции при-
лежащих геномных районов, способной вызывать 
формирование репрессированного хроматина по ме-
ханизму РНК-интерференции. Для накопления целе-
вого белка в молоке кодирующая часть гена должна 
содержать последовательность сигнального пептида, 
необходимого для секреции. Такую последователь-
ность можно взять из любого гена, кодирующего се-
кретируемый белок. 

В зависимости от поставленных задач в вектор 
встраивают либо полный ген с интронами, либо его 
кДНК, либо мини-ген, содержащий только часть 
интронов. Как правило, использование гена с неиз-
мененной экзон-интронной структурой позволяет 
получить в ТЖ намного более высокие уровни про-

А

энхансер промотор трансген область терминации транскрипции

5'-НТО 3'-НТО

Б

Вектор pBC1
β-глобиновый 

локус кур
5'-область β-казеинового  

гена коз
3'-область β-казеинового  

гена коз

2× инсулятор энхансер промотор 1 2 7 8 9 область терминации транскрипции

2.4 т.п.н. 6.5 т.п.н. 7 т.п.н.
трансген

Рис. 2. Векторы для продукции рекомбинантных белков. А – Структура вектора для продукции рекомбинантных 
белков в трансгенных животных и клеточных линиях. Б – Строение вектора pBC1, используемого для продукции 
рекомбинантных белков в молоке трансгенных животных
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дукции целевого белка по сравнению с использова-
нием кДНК [32, 33]. Например, в нескольких неза-
висимых исследованиях ген лактоферрина человека 
экспрессировали с использованием одного и того же 
вектора рBc1 (рис. 2Б). Если для получения ТЖ ис-
пользовали кДНК, то концентрация рекомбинантного 
лактоферрина не превышала 4 мг/мл в молоке мы-
шей и 0.7 мг/мл – в молоке трансгенных коз (табл. 1). 
При использовании нативного гена лактоферрина 
с интронами, длина которого составляет 50 т.п.н., по-
лучили трансгенных мышей, концентрация рекомби-
нантного лактоферрина в молоке которых достигала 
160 мг/мл (табл. 1). Получены также трансгенные 
козы, содержащие одну копию конструкции, но экс-
прессирующие в молоке до 10 мг/мл рекомбинант-
ного лактоферрина человека [22]. Аналогичной была 
разница в экспрессии рекомбинантного лактоферри-
на при использовании αS1-казеинового промотора 
коров (табл. 1). Этот пример показывает, что при-
сутствие интронов в кодирующей области трансгена 
примерно на порядок увеличивает содержание целе-
вого белка в молоке.

Значительную роль в обеспечении эффективно-
сти экспрессии трансгена играет район интеграции 
конструкции в геном. Инъецированная ДНК обычно 
встраивается в области, бедные генами, в которых 
чаще происходят разрывы ДНК [13]. В таких райо-

нах хроматин обычно негативно влияет на экспрес-
сию трансгена, встроенного поблизости. Кроме того, 
в один геномный сайт часто встраиваются несколь-
ко копий конструкции, что может, в свою очередь, 
приводить к репрессии транскрипции в результате 
формирования гетерохроматина на повторяющихся 
последовательностях.

Для защиты экспрессии трансгена от репрессии 
и поддержания прямой зависимости между количе-
ством копий и уровнем экспрессии трансгена в куль-
турах клеток млекопитающих используется ряд ре-
гуляторных элементов: А/Т-богатые участки ДНК, 
которые связываются с фракцией ядерного матрикса, 
названные MAr/SAr-элементами [34, 35]; регуля-
торные элементы (ucOe), активирующие промоторы 
генов «домашнего хозяйства» [36]; StAr-элементы, 
способные блокировать распространение гетерохро-
матина [37]; инсуляторы [38, 39].

Из всех перечисленных регуляторных элементов 
в векторных конструкциях для получения ТЖ ис-
пользуют только инсуляторы. Инсуляторами назы-
вают регуляторные элементы, которые блокируют 
взаимодействие между энхансером и промотором, 
если находятся между ними [40, 41]. Кроме того, 
часть инсуляторов способна служить границей меж-
ду транскрипционно активным хроматином и гете-
рохроматином. Один из наиболее хорошо изученных 

Таблица 1. Сравнение уровня продукции рекомбинантных белков (РБ) молока человека в трансгенных животных 
(ТЖ) с использованием различных вариантов генной конструкции 

РБ/конструк-
ция Регуляторные элементы ТЖ/способ 

получения

Максимальный 
уровень продукции 

РБ, мг/мл
Ссылка

Лактоферрин

Нативный ген Бакмида Корова/ПЯ 3.4 [16]

Нативный ген WAP-ген (21 т.п.н.) (мышь) Мышь/МИ 30 [21]

–“– β-казеиновый промотор (коза) + инсулятор Мышь/МИ 160 [22]

–“– β-казеиновый промотор (коза) + инсулятор Коза/МИ 10.8 [22]

–“– αS1-казеиновый промотор (корова) Корова/МИ 3 [23]

кДНК β-казеиновый промотор (коза) + инсулятор Коза/МИ 0.7 [24]

кДНК αS1-казеиновый промотор (корова) Мышь/МИ 0.036 [25]

–“– β-казеиновый промотор (коза) + инсулятор Мышь/МИ 4 [26]

Лизоцим

кДНК β-казеиновый промотор (коза) + инсулятор Корова/ПЯ 0.026 [17]

–“– β-казеиновый промотор (коза) + инсулятор Свинья/ПЯ 0.00032 [27]

–“– αS1-казеиновый (корова) Коза/МИ 0.27 [28]

–“– αS1-казеиновый (корова) Мышь/МИ 0.00071 [29]

α-Лактальбумин

Нативный ген Бакмида Корова/ПЯ 1.55 [30]
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инсуляторов позвоночных – инсулятор из кластера 
β-глобиновых генов кур (HS4-инсулятор), размером 
1200 п.н., расположенный на 5'-конце β-глобинового 
локуса [42]. В нем выявлен коровый участок длиной 
250 п.н., обладающий полной инсуляторной активно-
стью. В данном участке идентифицирован сайт свя-
зывания белка ctcF, единственного охарактеризо-
ванного инсуляторного белка позвоночных [43]. СТСF 
отвечает за способность HS4-инсулятора блокиро-
вать энхансеры и помогает связываться с инсулято-
ром белкам uSF1 и uSF2, которые формируют грани-
цу между активным хроматином и гетерохроматином 
[44]. Также с последовательностью HS4-инсулятора 
связывается белок BGP1/Vezf1 [45], защищающий 
Gc-богатые последовательности инсулятора от ме-
тилирования, которое приводит к нарушению связы-
вания инсуляторных белков с ДНК и, как следствие, 
к инактивации инсулятора. Согласно существующей 
модели, BGP1/Vezf1 также терминирует слабую 
транскрипцию, распространяющуюся из гетерохро-
матинового района, что может играть важную роль 
в защите β-глобинового локуса от распространения 
неактивного хроматина [46]. Созданный компани-
ей «Invitrogen» (США) для получения ТЖ вектор 
pBc1 содержит две копии HS4-инсулятора длиной 
1.2 т.п.н. на 5'-конце вектора (рис. 2Б). Детальный 
анализ влияния HS4-инсулятора на транскрипцион-
ную активность нескольких промоторов, в том чис-
ле β-казеинового промотора коз и WAP-промотора 
кроликов, показал, что инсулятор значительно по-
вышает уровень экспрессии трансгена и количество 
трансгенных линий, в которых наблюдается значи-
мая продукция целевого белка [22, 47–50]. В то же 
время HS4-инсулятор не влияет на вариабельность 
экспрессии трансгена и его эктопическую экспрессию 
в других тканях организма, не обеспечивает прямую 
зависимость между числом копий трансгена и уров-
нем его экспрессии. Таким образом, HS4-инсулятор 
выполняет роль универсального усилителя транс-
крипции, который можно использовать для увеличе-
ния активности слабых промоторов. Однако он не по-
зволяет добиться эффективной экспрессии трансгена 
только в молочной железе, что важно для продукции 
многих целевых белков, негативно воздействующих 
на здоровье ТЖ. 

Возможной альтернативой инсуляторам и другим 
регуляторным элементам может быть увеличение раз-
мера регуляторных последовательностей в трансген-
ной конструкции. Многие локусы, экспрессирующие 
гены белков молока, имеют протяженные 5'- и 3'-обла-
сти, которые могут содержать как тканеспецифичные 
энхансеры, так и инсуляторы, способные обеспечи-
вать защиту от влияния окружающих генов. Напри-
мер, создана конструкция размером 50 т.п.н., в составе 

которой кодирующая часть (3 т.п.н.) гена WAP мыши, 
состоящая из 24 т.п.н., была заменена на структурную 
часть гена лактоферрина человека длиной 29 т.п.н. [21]. 
В результате получили трансгенных мышей, в мо-
лочной железе которых наблюдалась высокая тка-
неспецифичная экспрессия трансгена, а продукция 
рекомбинантного лактоферрина человека достигала 
в молоке 30 мг/мл (табл. 1).

Еще один способ получения ТЖ, эффективно 
продуцирующих целевые белки, – интеграция в ге-
ном больших участков ДНК, достигающих 250 т.п.н. 
Для подготовки таких протяженных генных кон-
струкций можно использовать векторы на основе 
бактериальных искусственных хромосом (бакмид), 
позволяющих проводить клонирование последова-
тельностей размером до 400 т.п.н. [51, 52]. Регулятор-
ные участки тканеспецифичных генов могут занимать 
большие геномные области и находиться в составе со-
седних генов. Например, несколько энхансеров, сти-
мулирующих ген WAP свиньи, удалены на 140 т.п.н. 
от регулируемого ими гена и отделены от него дру-
гими генами [53]. При использовании больших фраг-
ментов ДНК можно с высокой долей вероятности счи-
тать, что все регуляторные элементы данного гена 
включены в трансген. Предполагается, что при ис-
пользовании такого подхода трансген специ фично 
экспрессируется только в молочной железе, и влия-
ние окружающего хроматина на экспрессию транс-
гена сводится к минимуму. Этот подход позволяет 
получить ТЖ, экспрессия трансгена в которых мак-
симально соответствует экспрессии эндогенного ана-
лога. Например, при помощи такого метода получены 
трансгенные коровы, экспрессирующие гены лак-
тоферрина и α-лактальбумина человека (табл. 1). 
В целом этот метод позволяет добиться стабильной 
экспрессии трансгена на уровне нативного гена. Так, 
в трансгенных коровах продукция лактоферрина 
и альфа-лактальбумина достигала 3.4 и 1.55 мг/мл 
соответственно (табл. 1). Проблему представляют 
другие гены, которые входят в состав бакмиды и экс-
прессия которых может негативно влиять на здоровье 
ТЖ. Также необходимо отметить, что использование 
бакмиды не полностью подавляет влияние геномного 
окружения: экспрессия остается частично зависимой 
от места интеграции в геном [54, 55]. При этом не на-
блюдается прямой зависимости между числом копий 
бакмиды и уровнем экспрессии. Это может быть свя-
зано с тем, что запускаемая РНК-интерференция не-
гативно влияет на экспрессию генов в бакмиде. 

ПОЛУЧЕНИЕ РЕКОМБИНАНТНЫх БЕЛКОВ ЧЕЛОВЕКА 
С ПОМОЩЬЮ ТРАНСГЕННЫх ЖИВОТНЫх
С начала 1990-х годов предпринимались попытки 
получения ТЖ, продуцирующих различные бел-
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ки человека. В настоящее время эти белки нараба-
тывают в других системах экспрессии (бактериях, 
дрожжах, клетках млекопитающих). Большую часть 
рекомбинантных белков человека, которые произ-
водятся в культурах клеток млекопитающих, со-
ставляют белки плазмы крови [56]. Использование 
рекомбинантных белков плазмы крови растет с каж-
дым годом, так как расширяется сфера их примене-
ния, а использование тканей человека для выделения 
нативных белков ограничено из-за существующего 
риска вирусной контаминации, малого числа доноров 
и этических причин. Факторы свертывания крови 
VII, VIII и IX применяют для пожизненной терапии 
наследственных заболеваний. Несмотря на высокий 
уровень очистки белков, получаемых в бактериаль-
ных или дрожжевых системах, со временем у боль-
шинства больных возникает иммунный ответ на те-
рапию, что обуславливает необходимость замены 
препарата на аналогичный, но произведенный дру-
гим способом. Поэтому продукция рекомбинантных 
факторов свертывания крови в молоке ТЖ имеет 
важное медицинское значение [57]. В табл. 2 при-
ведены некоторые примеры ТЖ, в молоке которых 
содержатся факторы свертывания крови человека. 
В большей части случаев для терапии заболеваний 
крови необходимо сравнительно небольшое количе-
ство (исчисляемое граммами) РБ. Вследствие этого 
оптимальным ТЖ для производства РБ считается 
кролик: от каждой трансгенной крольчихи можно 
получить около 5 л молока за лактацию или 20 г РБ 
в год. Полученные результаты показывают, что экс-
прессия факторов свертывания крови не влияет 
на здоровье и лактацию животных [74, 75].

В отличие от факторов свертывания крови VII, 
VIII и IX, потребности в рекомбинантном альбуми-
не исчисляются тоннами, так как альбумин, помимо 
медицины, используется в биотехнологии для ста-
билизации других белков. Альбумин – основной бе-
лок крови, который обычно выделяют из плазмы. 
Производство рекомбинантного альбумина дороже 
выделения его из плазмы крови, так как для меди-
цинских целей необходима очень высокая степень 
очистки. В настоящее время рекомбинантный аль-
бумин преимущественно производится в дрожжах 
Saccharomyces cerevisiae (recombumintM) и Pichia 
pastoris (AlbrectM). Огромные потребности в реком-
бинантном альбумине определили выбор трансген-
ных коров для его производства. Так, недавно Gtc 
Biotherapeutics (США) получила трансгенных коров, 
продукция рекомбинантного альбумина человека 
(рчАБ) в молоке которых в среднем составила 1–5 
мг/мл [15] или до 30 кг на одну корову-продуцента 
в год. В той же работе была описана одна линия 
трансгенных коров, в молоке которых концентрация 

рчАБ достигала 48 мг/мл, что определялось инте-
грацией 250 копий конструкции. Трансгенные коро-
вы этой линии обладали более коротким периодом 
лактации и снижением удоя, поэтому можно предпо-
ложить, что продукция рчАБ в молоке трансгенных 
коров должна быть ниже 48 мг/мл.

Некоторые белки, такие, как гормоны и цитоки-
ны, негативно влияют на лактацию и здоровье ТЖ. 
В результате возникает проблема с поддержанием 
трансгенного стада. Наиболее показательным являет-
ся проект, осуществляемый фирмой «PharmAthene 
Inc.» (США) по заданию Министерства обороны США, 
по получению бутирилхолинэстеразы (табл. 2), вы-
сокоактивного фермента, эффективно защищающе-
го от фосфорорганических отравляющих веществ. 
В результате получено стадо коз, в котором уровень 
рекомбинантной бутирилхолинэстеразы человека 
(рчБХЭ) в молоке составлял 1–5 мг/мл [59]. Основная 
проблема, с которой столкнулась компания, – влия-
ние рчБХЭ на лактацию, что значительно снизило 
продуктивность трансгенных коз [76]. В результа-
те встал вопрос об экономической целесообразно-
сти использования трансгенных коз для получения 
рчБХЭ. 

Существует несколько подходов, при помощи ко-
торых удается продуцировать РБ, негативно влияю-
щие на лактацию и здоровье ТЖ, однако они только 
частично решают проблему. Во-первых, можно най-
ти промотор, который стабильно работает исклю-
чительно в молочной железе на достаточно низком 
уровне. Например, c использованием промотора гена 
β-казеина без энхансера (табл. 2) в трансгенных 
козах продуцировали рекомбинантный гранулоци-
тарный колониестимулирующий фактор человека 
(рчГ-КСФ) [60]. Однако концентрация рчГ-КСФ в мо-
локе этих коз не превышала 0.05 мг/мл. Были также 
получены трансгенные мыши, молоко которых содер-
жало 0.02–0.04 мг/мл рчГ-КСФ. Использовали также 
экспрессирующий вектор, содержащий 5'-регуля-
торную область гена CSN1S1 козы (3387 п.н.), вклю-
чающую первый интрон, и 3'-область гена CSN1S1 
коровы (1518 п.н.) с некодирующими экзонами 18 и 19 
[67]. В результате показали, что в трансгенных мы-
шах, несущих этот вектор, рчГ-КСФ экспрессиру-
ется только в молоке, но не в других тканях. Однако 
низкий уровень РБ в молоке снижает экономическую 
привлекательность данного подхода. 

Альтернативным способом получения РБ, негатив-
но влияющих на здоровье ТЖ, является заражение 
молочный железы векторами на основе аденовирусов, 
дефектных по репликации. Например, в лаборато-
рии трансгенеза и клонирования животных (Гавана, 
Куба) получили аденовирусный вектор, предназна-
ченный для экспрессии рекомбинантного эритропоэ-
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тина человека. В молоке зараженных этим аденови-
русом коз концентрация эритропоэтина достигала 2 
мг/мл, но он обладал низкой биологической актив-
ностью, что, как полагают, связано с недостаточным 
уровнем гликозилирования белка, полученного таким 
способом [77]. Описано получение с помощью адено-
вирусных векторов рекомбинантного гормона роста 
человека в мышах (2 мг/мл) и козах (0.3 мг/мл) [78]. 
Аналогичный подход использовали и в случае реком-
бинантного лактоферрина человека, концентрация 
которого в молоке коз достигала 2 мг/мл [79]. Несмо-
тря на простоту получения с помощью аденовирус-
ного вектора животных, экспрессирующих целевой 
белок в молоке, этот метод не позволяет обеспечить 
стабильную экспрессию рекомбинантного белка 

на уровне, достаточном для его промышленного про-
изводства. Высокий уровень экспрессии (1.5–2 мг/мл) 
наблюдался только в течение первых 25 дней лакта-
ции, что можно объяснить либо естественным отми-
ранием трансфицированных клеток, либо иммунным 
ответом на инфекцию.

Наконец, перспективным способом считается 
продукция белков в неактивной форме. Например, 
для получения рекомбинантного эритропоэтина че-
ловека создан экспрессирующий вектор, в котором 
кДНК эритропоэтина встроена в пятый экзон гена 
лактоглобулина коров [68] таким образом, чтобы 
между кодирующими областями двух генов находил-
ся участок, расщепляемый IgA-протеазой. В резуль-
тате были получены трансгенные мыши и кролики, 

Таблица 2. Примеры экспрессии рекомбинантных белков (РБ) человека в молоке трансгенных животных (ТЖ) 

РБ (конструкция) Регуляторные элементы ТЖ/способ 
получения

Максимальный 
уровень экспрес-
сии РБ в молоке, 

мг/мл

Ссылка

Альбумин 
(нативный ген)

β-казеиновый промотор  
(коза) + инсулятор Корова/ПЯ 40 [15] 

Альфа-фетопротеин  
(нативный ген)

β-казеиновый промотор  
(коза) + инсулятор Коза/ПЯ 1.1 [58] 

Бутирилхолинэстераза  
(кДНК) –“– Коза/ПЯ 5 [59]

Гранулоцитарный колониестимулирую-
щий фактор (нативный ген) –“– Коза/МИ 0.05 [60]

Гормон роста 
(нативный ген)

β-казеиновый промотор 
(коза) Коза/ПЯ 0.07 [61]

Антитромбин 
(кДНК)

β-казеиновый промотор 
(коза) Коза/МИ 2 [62]

Фактор свертывания крови IX  
(мини-ген) –“– Мышь/МИ 0.026 [63]

Тканевый активатор плазминогена 
(кДНК) –“– Коза/МИ 3 [64]

Фактор свертывания крови IX (кДНК) β-казеиновый промотор 
(корова) Коза/МИ 9.5 × 10-5 [65]

Гормон роста 
(нативный ген)

β-казеиновый промотор 
(корова) Корова/ПЯ 5 [66] 

Гранулоцитарный колониестимулирую-
щий фактор (нативный ген)

αS1-казеиновый промотор 
(коза) Мышь/МИ 0.04 [67]

Эритропоэтин 
(кДНК)

β-лактоглобулиновый  
промотор (корова)

Мышь/кролик 
/МИ

0.3 (мышь)
0.5 (кролик) [68]

Лизостафин 
(нативный ген)

β-лактоглобулиновый  
промотор (овца) Корова/ПЯ 0.014 [69]

Лизостафин
(кДНК)

β-лактоглобулиновый  
промотор (овца) Мышь/МИ 1.3 [70]

С1-ингибитор эстеразы  
(нативный ген) WAP-промотор (мышь) Кролик/МИ 1.8 [71]

Фактор свертывания крови IX
(кДНК) WAP-промотор (мышь) Свинья/МИ 4 [72]

Фактор свертывания крови VIII
(кДНК) WAP-промотор (мышь) Кролик/МИ 0.1 [73, 74]
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в молоке которых концентрация химерного белка 
достигала 0.3 и 0.5 мг/мл соответственно. После раз-
резания химерного белка IgA-протеазой активность 
эритропоэтина восстанавливалась, при этом лакта-
ция и здоровье ТЖ не нарушились. Возможно также 
использовать коэкспрессию РБ и ингибитора, блоки-
рующего его активность. Так, экспрессируемая в мо-
локе рекомбинантная проурокиназа человека почти 
сразу же превращается в активную форму – уроки-
назу, что делает такой биореактор бесперспективным 
для получения лекарственной формы белка (проуро-
киназы). Для решения этой проблемы проурокина-
зу коэкспрессировали в молоке трансгенных мышей 
с бактериальным ингибитором сериновых протеаз 
[80]. Это позволило очистить молоко трансгенных мы-
шей от процессированной проурокиназы (урокиназы) 
и резко повысить выход лекарственной формы этого 
белка. 

Необходимо отметить, что сиалирование РБ в мо-
локе трансгенных кроликов и свиней наиболее сход-
но с сиалированием в клетках человека, что имеет 
принципиальное значение для снижения иммуноген-
ности препаратов при длительной терапии [81, 82]. 
В молоке же трансгенных коз и коров могут проис-
ходить неправильные посттрансляционные модифи-
кации, снижающие активность рекомбинантного бел-
ка. Наиболее простой способ удаления неправильной 
модификации – мутирование в белке сайта, по ко-
торому происходит нежелательная модификация. 
Например, альфа-фетопротеин, одноцепочечный 
гликозилированный белок 68 кДа сыворотки крови, 
используется в терапии аутоиммунных заболеваний. 
Потребность в правильно свернутом рекомбинантном 
альфа-фетопротеине человека (рчАФП) очень высо-
ка (требуются килограммы белка), поэтому компа-
ния «Merrimack Pharma» (США) совместно с «Gtc 
Biotherapeutics» (США) запустила проект по полу-
чению трансгенных коз, продуцирующих с молоком 
рчАФП. Альфа-фетопротеин человека, выделенный 
из молока трансгенных коз, оказался гликозили-
рованным по остатку аспарагина в положении 233, 
что значительно снижало его активность. Поэтому 
в рчАФП заменили остаток аспарагина на глутамин, 
что привело к инактивации сайта гликозилирования 
[58, 83]. При этом показано, что биологическая ак-
тивность и фармакокинетика мутантного варианта 
альфа-фетопротеина были такими же, как у натив-
ного белка. 

Рынок мАТ относится к наиболее быстро разви-
вающимся сегментам фармацевтической индустрии. 
В 2007 году терапевтические мАТ, основная часть 
которых применяется при онкологических и аутоим-
мунных заболеваниях, принесли биотехнологическим 
компаниям США более 26 млрд долларов [84]. 

В настоящее время используемые в медицине мАТ 
производятся исключительно в культурах клеток 
млекопитающих, так как для терапевтической эф-
фективности необходимы правильные посттрансля-
ционные модификации мАТ. К наиболее важным 
модификациям относятся присоединение олигоса-
харидов и сиаловой кислоты, которые значительно 
увеличивают время циркуляции мАТ в кровеносном 
русле и снижают их иммуногенность. Однако РБ, по-
лучаемые в культурах клеток, имеют сравнительно 
высокую себестоимость. Поэтому в конце 1990-х го-
дов была предпринята попытка использования ТЖ 
в качестве продуцентов антител [85, 86]. Так как мАТ 
состоят из двух полипептидных цепей, то для их экс-
прессии в ТЖ использовались две конструкции, ко-
торые содержали гены, кодирующие тяжелую и лег-
кую субъединицы. Обычно при получении ТЖ в один 
геномный сайт встраивается несколько конструк-
ций, кодирующих тяжелую и легкую цепь антител. 
В первых работах мАТ экспрессировали с исполь-
зованием различных промоторов генов белков мо-
лока, например, β-лактоглобулина овцы [87] и WAP 
мыши [88, 89]. В результате получили трансгенных 
мышей, в молоке которых содержались мАТ в доста-
точно высоких концентрациях 0.4–5 мг/мл (табл. 3). 
В дальнейшем мАТ с целью создания фармацевти-
ческого производства получали в трансгенных козах, 
а для тестирования экспрессионных векторов, каче-
ства мАТ и отработки метода их выделения исполь-
зовали трансгенных мышей. При этом для экспрес-
сии мАТ получил распространение описанный выше 
вектор pBc1 (рис. 2Б). С помощью этого вектора по-
лучены наиболее высокие уровни экспрессии мАТ 
в трансгенных мышах, достигавшие 32 мг/мл молока 
(табл. 3). Однако данные по уровню экспрессии мАТ 
в молоке трансгенных коз в открытой печати практи-
чески отсутствуют. Только в одном обзоре [86] упоми-
наются трансгенные козы, у одной из которых уро-
вень экспрессии достигал 14 мг/мл. 

Согласно данным фирмы «Gtc Biotherapeutics» 
(США), мАТ, выделенные из молока трансгенных коз, 
обычно бывают стабильными и высокоэффективны-
ми, причем даже высокий уровень экспрессии мАТ 
не влияет на здоровье и лактацию трансгенных коз. 
Фирмой разработаны достаточно простые методы по-
лучения высокоочищенных мАТ, пригодных для ис-
пользования в медицинских целях [95, 96]. Проведен-
ные исследования позволяют считать трансгенных 
коз оптимальными для производства мАТ [97]. При-
влекательность трансгенных коз обусловлена так-
же тем, что они реже болеют коровьим бешенством 
по сравнению с овцами и коровами. В настоящее вре-
мя для производства РБ из молока трансгенных коз 
используют животных из Новой Зеландии или Ав-
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стралии, так как официально считается, что в этих 
странах коровьего бешенства нет. 

В настоящее время потребность во многих мАТ до-
стигает нескольких сотен килограмм в год. Так, ми-
ровые потребности в мАТ к рецептору cD20 превы-
шают 600 кг в год. Подсчитано, что стадо, состоящее 
из 210 трансгенных коз, в молоке которых содержат-
ся мАТ в концентрации 8 г/л, может полностью обе-
спечить мировые потребности в мАТ к cD20 с при-
мерной себестоимостью 100 $/г [85]. В то же время 
для получения такого же количества мАТ необходи-
мо 51 000 л клеточной культуры при производитель-
ности 1 г/л и примерной себестоимости 300 $/г. 

Несмотря на сравнительно низкую себестоимость 
производства мАТ в трансгенных козах, существует 
ряд недостатков в их использовании по сравнению 
с культурами клеток млекопитающих. Во-первых, 
антитела должны быть правильно гликозилированы 
и сиалированы, что имеет важное значение для их 
стабильности, иммуногенности и биологической ак-
тивности. В молочных железах трансгенных коз про-
исходит гликозилирование и сиалирование, но оно 
может быть неполным. Кроме того, с увеличением 
уровня экспрессии мАТ эффективность гликозили-
рования падает. Поэтому оптимальным уровнем мАТ 
в молоке считается 2–4 мг/мл. Вторая проблема со-
стоит в том, что сиаловая кислота в трансгенных ко-
зах представлена N-ацетилнейраминовой кислотой 
(nAnA) [98], в то время как у людей антитела со-
держат N-гликозилнейраминовую кислоту (nGnA). 
Существует вероятность того, что антитела с «не-
правильной» сиаловой кислотой в некоторых случа-

ях могут оказаться иммуногенными для пациентов. 
В культурах клеток млекопитающих рекомбинант-
ные белки также имеют гетерогенное гликозилиро-
вание и сиалирование, и обычно оно не полностью со-
ответствует нативному варианту. Для преодоления 
этой проблемы в клеточные линии, продуцирующие 
рекомбинантные белки, вводят дополнительные гены, 
которые кодируют транспортеры и ферменты, усили-
вающие уровень гликозилирования и сиалирования, 
и/или гены, РНК-продукт которых индуцирует инак-
тивацию генов, кодирующих белки, негативно влияю-
щие на гликозилирование [99, 100]. В последнее время 
с разработкой новых технологий сайт-направленного 
мутагенеза появилась возможность инактивировать 
в клеточных линиях гены, вовлеченные в гликозили-
рование РБ, отличное от гликозилирования в клет-
ках человека. Аналогичные подходы неприменимы 
для животных-продуцентов, так как изменения в ге-
номе могут негативно отразиться на жизнеспособ-
ности ТЖ. Единственный потенциально возможный 
вариант – создание ТЖ с использованием вектора 
под строгим контролем экспрессии только в молоч-
ной железе. Такой вектор должен экспрессировать 
дополнительные гены, усиливающие/модифицирую-
щие гликозилирование, и гены, кодирующие группы 
РНК, способные инактивировать гены, белковые про-
дукты которых ответственны за неправильное глико-
зилирование РБ. Наконец, проблему при очистке мАТ 
из молока представляет присутствие в козьем молоке 
около 0.3–0.5 мг/мл эндогенных иммуноглобулинов. 
Поэтому для получения высокоочищенных мАТ не-
обходима эффективная хроматографическая стадия 

Таблица 3. Примеры продукции мАТ в молоке трансгенных животных (ТЖ)

Антиген, с которым связыва-
ется антитело Регуляторные элементы ТЖ/конструкции

Максимальный 
уровень продукции 
антител в молоке, 

мг/мл

Ссылка

cD6-рецептор WAP-промотор (кролик) Мышь/два 
нативных гена 0.4 [90]

S-гликопротеин оболочки 
(коронавирус гастроэнтерита) WAP-промотор (мышь) Мышь/два 

нативных гена 5 [89]

S-гликопротеин оболочки 
(вирус гастроэнтерита)

β-лактоглобулиновый про-
мотор (овца) Мышь/две кДНК 6 [91]

Br96 анти-Lewis Y β-казеиновый промотор (коза) Мышь/два 
нативных гена 14 [86]

Br96 анти-Lewis Y β-казеиновый промотор (коза) Мышь/два 
нативных гена 4 [86]

cD20-рецептор β-казеиновый промотор (коза) 
+ инсулятор –“– 22.3 [92]

Антиген белка оболочки 
(вирус гепатита А)

β-казеиновый промотор (коза) 
+ инсулятор –“– 32 [93]

B-антиген белка оболочки 
(вирус гепатита B) –“- –“– 17.8 [94]
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разделения козьих и человеческих иммуноглобули-
нов [86]. В то же время с внедрением синтетических 
сред для культивирования клеточных культур за-
метно упростилась стадия очистки рекомбинантных 
белков, что несколько снизило себестоимость получе-
ния высокоочищенных мАТ. 

Недавно показали, что отсутствие фукозы в гли-
коцепи антитела позволяет индуцировать цитоток-
сичность при концентрации антитела в десятки раз 
меньшей, чем при использовании обычных антител 
[101]. Для получения таких дефукозилированных 
антител экономически выгодной могла бы стать плат-
форма на основе трансгенных кроликов. Интересно, 
что в рекомбинантном С1-ингибиторе человека, вы-
деленном из молока трансгенных кроликов, не най-
дены остатки фукозы, что предполагает отсутствие 
активного фукозилирования в молочных железах 
кролика. Таким образом, трансгенные кролики могут 
стать привлекательной платформой для производ-
ства этого нового класса высокоактивных антител.

Широкомасштабный проект по получению мАТ 
в ТЖ был начат в конце 1990-х годов фирмой 
«Genzyme transgenic» (в настоящее время – «Gtc 
Biotherapeutics»), которая заключила контрак-
ты с большим числом фирм-разработчиков мАТ 
как терапевтических средств. На первом этапе мАТ 
для оценки их общей активности получали в транс-
генных мышах. Если уровень экспрессии и био-
логическая активность мАТ в трансгенных мышах 
соответствовали ожидаемым, то на втором эта-
пе получали коз-продуцентов. В настоящее время 
компания «Gtc Biotherapeutics» разрабатывает 
технологию производства нескольких широко ис-
пользуемых мАТ (rituximab®, Herceptin®, Humira® 
и erbitux®) в трансгенных козах. Работы по получе-
нию мАТ в трансгенных козах также активно ведутся 
в Китае и Новой Зеландии.

ПОТЕНЦИАЛЬНАЯ РОЛЬ ТРАНСГЕННЫх ЖИВОТНЫх 
В СЕЛЬСКОМ хОЗЯЙСТВЕ 
На данный момент FDA близок к принятию поло-
жительного решения по коммерческому исполь-
зованию лосося, экспрессирующего гормон роста 
(AquAdvantage), который, согласно заключению, 
безопасен и для человека, и для окружающей сре-
ды [11, 102]. Экономический эффект в случае транс-
генного лосося связан с ускорением роста почти в 2 
раза, что значительно снижает себестоимость раз-
ведения. В связи с этим можно предполагать, что уже 
в ближайшем будущем будет получено разрешение 
на коммерческое применение различных ТЖ, с по-
мощью которых могут быть достигнуты такие зна-
чимые цели, как 1) получение модифицированного 
молока, содержащего РБ человека; 2) изменение со-

става молока для увеличения эффективности полу-
чения молочных продуктов; 3) улучшение свойств 
сельскохозяйственных животных (быстрый рост, 
переработка отходов); 4) повышение устойчивости 
сельскохозяйственных животных к бактериальным, 
вирусным и прионным инфекциям [103].

В настоящее время все более актуальной стано-
вится проблема искусственного вскармливания но-
ворожденных и питания детей раннего возраста. 
По своему составу грудное молоко значительно от-
личается от козьего и коровьего. Так, в молоке че-
ловека намного выше концентрация лактоферрина 
(2.0–5.8 мг/мл), лизоцима (0.03–3 мг/мл) и лакталь-
бумина (1.8–3.1 мг/мл). Эти белки защищают орга-
низм от инфекций, улучшают структуру эпителия 
кишечника, положительно влияют на микрофлору 
кишечника и усиливают иммунитет. В то же время 
концентрация этих белков в коровьем молоке намного 
ниже: 0.03–0.49 мг/мл лактоферрина, 0.05–0.22 мг/мл 
лизоцима и 1.47 мг/мл лактальбумина. Смеси для ис-
кусственного вскармливания, изготовленные на осно-
ве молока животных, не обеспечивают оптимального 
питания младенцев, поскольку готовятся на основе 
гидролизатов и не содержат функциональных бел-
ков.

В Китае для получения модифицированного моло-
ка получили трансгенных коров, которые экспресси-
руют рекомбинантный лактоферрин (3.4 мг/мл) [16], 
лизоцим (0.03 мг/мл) [17] или лактальбумин человека 
(1.5 мг/мл) [33]. В дальнейшем планируется начать 
производство молока, которое содержит все три РБ 
человека в оптимальной концентрации. В США по-
лучены трансгенные козы, молоко которых содержит 
рекомбинантный лизоцим человека в концентрации 
0.27 мг/мл [31], что составляет 67% от концентрации 
лизоцима в грудном молоке. Показано, что пастери-
зованное молоко с лизоцимом человека положитель-
но влияет на здоровье молодняка коз и свиней [104, 
105]. В настоящее время Университет Дэвиса (США) 
совместно с Институтом биомедицины федераль-
ного университета ceará (Бразилия) получил грант 
от правительства Бразилии для изучения возмож-
ности использования молока, содержащего реком-
бинантный лизоцимом человека, при диарее у детей 
из малообеспеченных семей. Также планируется по-
лучить трансгенных коз, экспрессирующих в молоке 
рекомбинантный лактоферрин, для последующего 
производства молока, содержащего одновременно 
два белка человека. 

Новозеландская государственная компания 
«Agroresearch» создает трансгенных коров с целью 
повышения эффективности получения сыров. При-
мерно 80% белков молока составляют наиболее цен-
ные белки – казеины. При этом фракция казеинов ко-
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ровьего молока состоит из αS1-, αS2-, β- и k-казеинов, 
кодируемых одной копией гена каждый [106]. Ка-
зеины агрегируют в большие мицеллы. Мицелляр-
ная структура и ее стабильность могут меняться 
в зависимости от соотношения казеинов, что влияет 
на физико-химические свойства молока. Сыр образу-
ется путем агрегации казеиновых мицелл, которые, 
формируя белковую сеть, задерживают воду и жир. 
Увеличенное содержание β- и k-казеинов приводит 
к уменьшению размера мицелл и повышает темпе-
ратурную устойчивость, что необходимо для произ-
водства сыра [107]. С целью увеличения количества 
β- и k-казеинов в молоке были получены трансген-
ные коровы, содержащие дополнительные копии со-
ответствующих генов [108]. При этом использовали 
эндогенный ген β-казеина коров с его регуляторны-
ми последовательностями. Так как ген k-казеина об-
ладает сравнительно низким уровнем экспрессии, 
то для получения трансгенных коров использовали 
химерный ген, содержащий регуляторную область 
гена β-казеина и кодирующую часть гена k-казеина. 
В результате получили трансгенных коров, в моло-
ке которых уровень β-казеина был увеличен на 20%, 
а k-казеина – в 2 раза. Этот результат наглядно пока-
зывает возможность изменения состава молока мето-
дом трансгенеза, что может повысить эффективность 
многомиллиардного сырного производства. 

Одной из проблем свиноводства является высо-
кая смертность поросят, обусловленная недостатком 
α-лактальбумина в молоке. Для решения этой пробле-
мы получили трансгенных свиней, в геном которых 
был встроен ген α-лактальбумина коров, что привело 
к увеличению концентрации лактозы в молоке [109]. 
В результате значительно снизилась смертность 
поросят, вскормленных модифицированным моло-
ком. Другая проблема свиноводства – загрязнение 
окружающей среды их фекалиями, содержащими 
высокую концентрацию фосфора. Для решения этой 
проблемы получили трансгенных свиней, в геном ко-
торых был встроен бактериальный ген, кодирующий 
фитазу [110]. В результате уровень фосфатов в фека-
лиях трансгенных свиней снизился на 75%. 

Устойчивость к заболеваниям – другой чрез-
вычайно важный аспект применения трансгенеза 
в сельском хозяйстве. Так ущерб от мастита (воспа-
ления молочной железы, вызванного бактериальной 
инфекцией) крупного рогатого скота только в США 
составляет более 1.7 млрд долларов в год [111]. Обыч-
но мастит вызывается стафилококками. Бактерицид-
ным эффектом против стафилококков, вызывающих 
мастит, обладает лизостафин – мощная пептидо-
гликангидролаза, секретируемая Staphylococcus 
simulans. Были получены трансгенные коровы [69], 
в молоке которых содержался лизостафин (на уровне 

0.014 мг/мл). Показано, что у таких коров повысилась 
устойчивость к стафилококковым инфекциям.

Наиболее опасное заболевание крупного рогато-
го скота в странах северного полушария – синдром 
губчатой энцефалопатии, известный также как ко-
ровье бешенство. Для борьбы с этим заболеванием 
предложено удалять ген прионного белка [112], кото-
рый вызывает заболевание. В результате получили 
трансгенных коровы без этого гена, которые обладали 
устойчивостью к заражению коровьим бешенством 
[113]. Очевидно, что использование таких коров мо-
жет снизить вероятность появления и распростране-
ния эпидемий коровьего бешенства. 

Приведенные примеры показывают перспек-
тивность использования ТЖ в сельском хозяйстве. 
Основной фактор, сдерживающий распространение 
ТЖ, – это опасение населения по поводу безопас-
ности трансгенных продуктов. Из-за этого уже-
сточаются требования регулирующих органов, 
что усложняет получение разрешения на исполь-
зование ТЖ. В 2009 году (действующая редакция 
от 17 мая 2011 года), после более чем 10 лет работы, 
в FDA была разработана процедура рассмотрения 
заявок на использование ТЖ [114]. В развивающих-
ся странах процедура одобрения новых продуктов 
проще, а власти и население лучше относятся к ТЖ, 
как к одному из способов решения проблемы обеспе-
чения продовольствием и повышения уровня жизни 
населения. Вследствие этого большинство проектов 
по использованию ТЖ в сельском хозяйстве в на-
стоящее время осуществляются в таких странах, 
как Бразилия, Аргентина и Китай. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
За последние 20 лет созданы эффективные техноло-
гии получения ТЖ – продуцентов РБ. ТЖ открывают 
возможности значительного снижения себестоимости 
производства мАТ и РБ человека с посттрансляцион-
ными модификациями, очень близкими к модифика-
циям в белках человека.

До последнего времени основными причинами, 
по которым в развитых странах не производили РБ 
с использованием ТЖ, были отсутствие разработан-
ного законодательства, регулирующего использова-
ние ТЖ, строгие этические нормы и протесты насе-
ления против использования животных в качестве 
биореакторов. 

Однако в настоящее время ситуация начинает 
меняться – разработаны подробные правила, регла-
ментирующие использование ТЖ для производства 
РБ. Создание двух одобренных регуляторными ор-
ганами США и Евросоюза производств РБ из молока 
ТЖ сняло многие вопросы, связанные с организацией 
производства, а истечение срока действия патентов 
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на многие биопрепараты усилило конкуренцию сре-
ди производителей, что заставляет их искать макси-
мально выгодные с экономической точки зрения тех-
нологические платформы для производства. Таким 
образом, можно ожидать, что в ближайшем будущем 
ТЖ найдут широкое применение в биотехнологиче-
ской и пищевой промышленности. 
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