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РЕФЕРАТ 
Снижение репродуктивных показателей в мировом скотоводстве, обуслов-
ленное накоплением наследственных аномалий, требует разработки эффек-
тивных методов генетического мониторинга мутаций. Целью исследований 
стала разработка и оптимизация методов детекции двух наследственных 
аномалий крупного рогатого скота мясных пород (казахская белоголовая, 
абердин-ангусская порода): гипертрофии мускулатуры (M1) и дилютора 

(DL). В качестве биологического материала использовали цельную кровь, законсервиро-
ванную в ЭДТА, от крупного рогатого скота казахской белоголовой (n = 54) и абердин-
ангусской (n =35) пород. Выделение ДНК осуществляли с помощью автоматической 
станции для выделения нуклеиновых кислот Nexor32m (Lepu Medical Technology 
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Co.,Ltd., Китай), с применением набора «МагноПрайм® ВЕТ» (ООО «НекстБио», Рос-
сия). Качество, количество выделенных образцов, оценивали спектрофотометрическим 
методом с помощью EZdrop 1000 ( Blue-Ray Biotech, Тайвань) и флуориметрическим 
методом с использованием Qubit 4 (ThermoFisher Scientific, США), с использованием 
набора QuDye HS (Lumiprobe, Россия). Для мутации M1 в гене MSTN был апробирован 
и оптимизирован известный ПЦР-протокол на выборке абердин-ангусской породы 
(n=35). Для выявления делеции в гене PMEL (DL) у казахской белоголовой породы была 
разработана новая ПЦР-система в режиме реального времени с оптимизацией темпера-
туры отжига праймеров. В результате скрининга носители аллеля M1 выявлены не были. 
При апробации разработанного теста на выборке казахской белоголовой породы (n=54) 
было обнаружено 3 носителя аллеля DL: 2 гетерозиготы (3,7%) и 1 гомозигота (1,85%). 
Полученные результаты показали эффективность разработанных методов для монито-
ринга генетических аномалий у крупного рогатого скота молочного направления. Внед-
рение этих ПЦР-тестов в селекционно-племенную работу позволит осуществлять кон-
троль над распространением нежелательных аллелей и способствовать повышению про-
дуктивности и экономической эффективности мясного скотоводства. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
В условиях растущего спроса на жи-

вотноводческую продукцию ключевой 
задачей является обеспечение устойчиво-
го роста ее производства. Однако в по-
следние десятилетия в мировом скотовод-
стве наблюдается стабильная тенденция к 
снижению репродуктивных показателей, 
что оказывает влияние на экономическую 
эффективность отрасли [1, 2, 3]. Данная 
проблема в равной степени затрагивает 
как молочное, так и мясное скотоводство 
и обусловлена комплексом генетических 
факторов, среди которых ведущая роль 
отводится интенсивной селекции на по-
вышение продуктивности, часто имею-
щей отрицательную генетическую корре-
ляцию с фертильностью, накоплению 
инбредной депрессии и распространению 
наследственных аномалий [1, 2]. 

Одной из наиболее значимых про-
блем в селекции являются рецессивные 
летальные аллели. Их наличие в гетерози-
готном состоянии у фенотипически нор-
мальных животных-носителей приводит к 
эмбриональной смертности или сниже-
нию жизнеспособности потомства в слу-
чае образования гомозиготного генотипа 
[4, 5]. Особую опасность представляет 
феномен, при котором летальные аллели 
могут закрепляться в популяции благода-
ря селективному преимуществу гетерози-
готных носителей, например, за счет по-
ложительного плейотропного эффекта на 
продуктивные признаки [5, 6, 7]. Класси-

ческим примером служат мутации в гене 
миостатина (MSTN), приводящие к син-
дрому «двойной мускулатуры» и распро-
страненные в ряде мясных пород [8, 9]. 

Современная селективная практика 
отвечает на эти вызовы пересмотром при-
оритетов в сторону сбалансированного 
отбора, учитывающего как продуктивные, 
так и репродуктивные признаки. Развитие 
технологий высокоплотного генотипиро-
вания и полногеномного анализа позволя-
ет осуществлять такой комплексный от-
бор, включая мониторинг нежелательных 
генетических вариантов [3, 10]. В этом 
контексте все большее внимание привле-
кают гены, оказывающие плейотропное 
влияние на несколько хозяйственно по-
лезных признаков. Ярким примером явля-
ется ген PMEL, ответственный за дилю-
тор-фенотип (ослабление пигментации). 
Последние исследования демонстрируют, 
что мутации в этом гене не только влияют 
на масть животных, но и могут ассоции-
роваться с улучшением качества мяса и 
показателями роста [11, 12], что указыва-
ет на его сложный плейотропный эффект. 

Контроль наследственных аномалий 
является неотъемлемым элементом совре-
менной селекционно-племенной работы. 
Эта задача приобретает особую актуаль-
ность для Уральского региона, где живот-
новодство является структурообразую-
щей отраслью сельского хозяйства, соче-
тая молочное и мясо-молочное скотовод-
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ство. Интенсификация производства и 
стратегическая задача повышения про-
дуктивности скота напрямую зависят от 
сохранения и улучшения его генетическо-
го потенциала. 

В связи с этим, первоочередной зада-
чей является разработка и внедрение оте-
чественных ПЦР тест-систем для детек-
ции ключевых генетических аномалий. 
Дальнейшие перспективы – создание оте-
чественных высокопроизводительных 
диагностических панелей, позволяющих 
проводить массовый скрининг племенно-
го скота. 

Цель исследования – оптимизировать 
ПЦР протокол для выявления генетиче-
ски детерминированного заболевания 
гипертрофии мускулатуры (М1) и разра-
ботать метод идентификации носителей 
рецессивных аллей дилютора (DL) у 
крупного рогатого скота мясного направ-
ления продуктивности. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Объект исследования – популяции 
крупного рогатого скота мясного направ-
ления продуктивности. Предмет исследо-
вания - генетические маркеры дилютор 
(DL) и мутация миостатина (M1), ассоци-
ированная с гипертрофией мускулатуры у 
животных. 

В качестве биологического материала 
использовали цельную кровь, законсерви-
рованную в ЭДТА, от крупного рогатого 
скота казахской белоголовой (n = 54) и 
абердин-ангусской (n =35) пород. Выде-
ление ДНК осуществляли с помощью 
автоматической станции для выделения 
нуклеиновых кислот Nexor32m (Lepu 
Medical Technology Co.,Ltd., Китай), с 
применением набора «МагноПрайм® 
ВЕТ» (ООО «НекстБио», Россия). Каче-
ство, количество выделенных образцов, 
оценивали спектрофотометрическим ме-
тодом с помощью EZdrop 1000 ( Blue-Ray 
Biotech, Тайвань) и флуориметрическим 
методом с использованием Qubit 4 
(ThermoFisher Scientific, США), с исполь-
зованием набора QuDye HS (Lumiprobe, 
Россия).  

Амплификацию нуклеиновых кислот 

осуществляли с помощью CFX Opus 96 
(Bio-Rad Laboratories, Inc., США). Элек-
трофоретическое разделение продуктов 
реакции проводили в 3% агарозном геле в 
камере DYCP-32C (Beijing Liuyi Biotech-
nology Co.,Ltd, Китай), с визуализацией в 
гель-документирующих системах CHEM-
IDOC XRS+ и Gel Quant Express (Thermo 
Fisher Scientific, США). 

Идентификация носителей мутаций 
DL и M1.  

Для выявления мутации М1, харак-
терной для крупного рогатого скота абер-
дин-ангусской породы, были использова-
ны последовательности праймеров 
(таблица №1), ранее предложенные Коно-
валовой Е. с соавторами [13].  

Для идентификации носителей DL, 
ассоциированного с делецией в гене 
PMEL (p.Leu18del), был произведен под-
бор праймеров и гидролизных зондов, что 
представлено в Таблице 1. Дизайн олиго-
нуклеотидов выполнен с помощью Primer 
3web.  

Определение расчётных температур 
плавления и отжига, а также специфично-
сти праймеров проведено с использовани-
ем Primer BLAST. Проверку на наличие 
димеров праймеров производили с помо-
щью ThermoFisher Multiple Primer Analyz-
er. 

Реакционная смесь включала в себя: 
экстра-микс для ПЦР HS-Taq(2X) 
(diaGene, Россия), праймеры и зонды 
(0,35 мкМ каждый), 2 мкл исследуемого 
образца ДНК и H2Od до 25 мкл.  

Для подбора оптимальных условий 
проводили ПЦР с градиентом температур. 
Условия амплификации: предварительная 
денатурация – 5 минут, далее 35 циклов 
денатурация-отжиг-элонгация 20 секунд 
каждый. Температуры денатурации и 
элонгации были 95 ℃ и 72 ℃ соответ-
ственно.  

Градиент температур на этапе отжига 
праймеров был от 64 ℃ до 56 ℃. Считы-
вание уровня флуоресценции, проводи-
лось на этапе элонгации, по каналам FAM 
и VIC. 

https://www.dia-m.ru/vendors/blue-ray/
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Таблица 1 – Последовательности олигонуклеотидов для выявления генетических 
нарушений М1, DL 

Генетиче-
ский де-

фект 

Назва-
ние 

Последовательность 5’-3’ 
Температура 
отжига, ◦C 

Источник 

М1 

MSTN82
1F 

TGAGGTAGGAGAGTGTTTT-
GGG 

  
62,0 

(13) 
MSTN82

1Rn 
CCTCTGGGGTTTGCTTGGT 

MSTN82
1Rm 

ACAGCATCGAGAT-
TCTGTCACA 

DL 

Front 
GGATGGATCTGGTGCTGA-

GA 

62,0 
Собствен-
ная разра-

ботка 

Reverse 
ATCTTCATGTGGG-

GAGGGAG 

Probe1 
TCTGATGGGTGTTCTGGCT

GTAG[BHQ-1] 

Probe2 
TCTGATGGGTGTTCTTCTGG

CTGTA[BHQ-2] 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Для подбора оптимальных условий 

проводили ПЦР с градиентом температур. 
Определение оптимальной температуры 
на данном этапе, позволяет избежать ап-
лификации неспецифичных участков 
ДНК. Результаты электрофоретического 
разделения продуктов реакции представ-
лены на Рисунке 1 и 2. 

Как видно из электрофореграмм раз-
деления продуктов реакции, снижение 
температуры на этапе отжига праймеров 
приводит к появлению неспецифичных 
продуктов реакции. Таким образом, для 
последующих экспериментов была уста-

новлена оптимальная и специфичная тем-
пература отжига, равная 62°C. 

Для выявления носителей мутации 
M1, был апробирован протокол, ранее 
предложенный Коноваловой Е. с соавто-
рами (13) на выборке крупного рогатого 
скота абердин-ангусской породы (N = 35). 
В результате исследования носителей 
рецессивных аллелей выявлено не было. 

Разработанные нами олигонуклеотиды 
для выявления генетически детерминиро-
ванного заболевания DL-дилютор у казах-
ской белоголовой породы крупного рога-
того скота методом ПЦР реального вре-
мени представлены на Рис. 3.  

Рисунок 1 – Электрофореграмма продуктов реакции амплификации M1, где  
1-8 исследуемые образцы в градиенте температур от 64 ℃ до 58 ℃, М – размерный 

стандарт шаг 100 п.н. 
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Рисунок 2 – Электрофореграмма продуктов реакции амплификации DL, где 1-8  
исследуемые образцы в градиенте температур от 64 °С – 58 °С, М – размерный 

стандарт шаг 100 п.н. 

Рисунок 3 – Графики амплификации DL, где А – здоровый аллель (канал детекции 
VIC), B – рецессивный аллель (канал считывания FAM), RFU – уровень флуоресценции, 

Cycles – циклы аплификации.  

На графике амплификации представ-
лен пример амплификации здорового ал-
леля по каналу VIC и рецессивного алле-
ля по каналу FAM. Для апробации разра-
ботанных праймеров нами было исследо-
вано 54 особи. В результате обнаружено 
две гетерозиготы по DL, что составляет 
3,7% частоты встречаемости аллеля в 
нашей выборке и 1 гомозигота по мутант-
ному аллелю – 1,85 %. Следовательно, 
разработанный метод является эффектив-
ным инструментом для генетического 
мониторинга, а его применение подтвер-
дило наличие аллеля DL в исследованной 

популяции казахской белоголовой поро-
ды. 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Проведенное исследование было сфо-

кусировано на решении одной из ключе-
вых проблем современной селекции мяс-
ного скота – контроле над распростране-
нием сублетальных рецессивных аллелей. 

Для выявления носителей мутации 
M1, был апробирован протокол, ранее 
предложенный Коноваловой Е. с соавто-
рами [13], в исследуемой выборке особей 
крупного рогатого скота абердин-
ангусской породы, носителей рецессив-
ных аллелей выявлено не было. 
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Результатом работы стала успешная 
разработка и апробация отечественного 
ПЦР-протокола для детекции делеции в 
гене PMEL (p.Leu18del), известной как 
дилютор (DL). Подобранные нами олиго-
нуклеотиды и гидролизные зонды показа-
ли высокую специфичность и эффектив-
ность в режиме реального времени, что 
подтверждается четкой кинетикой ампли-
фикации и разделением сигналов по кана-
лам FAM и VIC. Оптимизация температу-
ры отжига на уровне 62°C позволила пол-
ностью исключить неспецифичную ам-
плификацию, что является критически 
важным для использования метода в ру-
тинной диагностике. Применение разра-
ботанной ПЦР тест-системы для скринин-
га популяции казахской белоголовой по-
роды (n=54) позволило выявить присут-
ствие аллеля DL с общей частотой встре-
чаемости 3,7% для гетерозигот и 1,85% 
для гомозигот. Полученные частоты ука-
зывают на необходимость внедрения си-
стемного скрининга. Несмотря на то, что 
дилютор не является летальной аномали-
ей, его плейотропные эффекты, ассоции-
рованные с качеством мяса и показателя-
ми роста [11, 12], а также потенциальные 
проблемы с фотосенсибилизацией у жи-
вотных со светлой мастью, – требуют 
проведения контроля за распространени-
ем данной мутации в современных селек-
ционных программах. 

В дальнейшей работе нами планиру-
ется расширение объема выборки живот-
ных для проведения скрининга по изучае-
мым генетическим аномалиям. Увеличе-
ние количества исследуемых животных 
позволит получить статистически досто-
верные данные о частотах встречаемости 
аллелей в популяциях, выявить редких 
носителей наследственных заболеваний в 
различных хозяйствах мясного направле-
ния Уральского региона. 
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ABSTRACT 

The decline in reproductive performance 
in global cattle breeding, due to the accumu-
lation of hereditary anomalies, requires the 
development of effective methods for genet-
ic monitoring of mutations. The aim of the 
research was to develop and optimize meth-
ods for detecting two hereditary anomalies 
of beef cattle (Kazakh white-headed, Aber-
deen Angus breed): muscle hypertrophy 
(M1) and dilutor (DL). For the M1 mutation 
in the MSTN gene, the well-known PCR 
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protocol was tested and optimized on a sam-
ple of the Aberdeen Angus breed (n=35). 
Whole blood preserved in EDTA from Ka-
zakh Whitehead (n = 54) and Aberdeen An-
gus (n = 35) cattle was used as biological 
material. DNA extraction was performed 
using a Nexor32m automated nucleic acid 
extraction station (Lepu Medical Technology 
Co., Ltd., China) and the MagnoPrime® 
VET kit (NextBio LLC, Russia). The quality 
and quantity of the isolated samples were 
assessed spectrophotometrically using an 
EZdrop 1000 (Blue-Ray Biotech, Taiwan) 
and fluorimetrically using a Qubit 4 
(ThermoFisher Scientific, USA) and the 
QuDye HS kit (Lumiprobe, Russia). To de-
tect a deletion in the PMEL (DL) gene in the 
Kazakh white-headed breed, a new real-time 
PCR system was developed with optimiza-
tion of the primer annealing temperature. As 
a result of the screening, no carriers of the 
M1 allele were identified. When testing the 
developed test on a sample of the Kazakh 
white-headed breed (n=54), 3 carriers of the 
DL allele were found: 2 heterozygotes 
(3.7%) and 1 homozygote (1.85%). The re-
sults showed the effectiveness of the devel-
oped methods for monitoring genetic abnor-
malities in dairy cattle. The introduction of 
these PCR tests into breeding work will al-
low controlling the spread of undesirable 
alleles and contribute to increasing the 
productivity and economic efficiency of beef 
cattle breeding. 
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