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Аннотация: стратегия элиминации вредных мутации у голштинской породы включает 
проведение генетического мониторинга распространенности скрытых наследственных 
аномалии с помощью молекулярно-генетических методов. В настоящее время существует 
тенденция увеличения количества наследственных заболеваний у высокопродуктивных 
племенных животных вследствие интенсивной селекции и инбридинга. Целью настояще-
го исследования были разработка новых и совершенствование существующих молекуляр-
но-генетических способов диагностики носителей гаплотипов фертильности HH3, HH5 у 
коров голштинской породы и изучение уровня встречаемости указанных заболеваний. 
Диагностика гетерозиготных носителей мутации в кодирующей части гена SMC2 прове-
дена методом tetra-primer ARMS-PCR реакции, последовательности внешних и внутрен-
них праймеров определены с помощью программы Primer 1. Для детекции носителей 
делеции в составе гена TFB1M использованы аллельспецифические праймеры, размеры 
ПЦР продукта у гомозиготных здоровых животных 442 п.н., у гетерозиготных носителей 
442 п.н. и 256 п.н. По результатам генетического мониторинга у исследуемой популя-
ции частота гетерозиготных носителей гаплотипа фертильности HH3 была – 3,23%, HH5 
– 8,35%. Рекомендуется с целью контроля риска заболеваемости племенного поголовья 
наследственными аномалиями проводить генетический скрининг племенного поголовья 
молочных хозяйств с охватом диагностических исследований в пределах от 10% до 20% 
от общего поголовья.

Ключевые слова: гаплотипы фертильности HH3; HH5; гены SMC2; TFB1M; tetra-primer; 
ARMS-PCR реакция; дизайн праймеров; программа Primer 1.

Введение
В настоящее у крупного рогатого скота зарегистрированы 608 наследственных анома-

лии, из которых более 50 генетических дефектов идентифицируются с помощью молеку-
лярно-генетических методов диагностики. Известно, наследственные аномалии являются 
следствием хромосомных нарушений, абберации, изменений в составе соответствующих 
генов, в виде точечной мутации, инсерции или делеции. Учеными была выявлена новая 
мутация ARMC3, связанная с морфологическим нарушением в области хвоста спермиев 
быков производителей. Установлена, что пропорция спермиев с дефектами головки ва-
рьировалась от 47% до 62%, данный показатель в десять раз выше, чем в сперме у здо-
ровых животных [1]. 
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Генотипирование образцов ДНК для детекции носителей гаплотипа фертильности 
HH3 проводится с помощью STAS PCR метода. Используются внешние праймеры: F 5’– 
TTAGTGGCTCTGTCATTAATCCTG–3’ и R 5’–ATACTGACCATTACTAAAGAATAG–3’ и внутренние 
праймеры F 5’–TGGACATATGCTACGTACTCATTCC–3’ и R 5’–TTGGTTCTTACCTGAGAATGTGTGA–3’. 
Использование внешних праймеров позволяет амплифицировать фрагмент гена SMC2 
(structural maintenance of chromosomes 2) длиной 219 п.н., детекция алелей мутантного и 
дикого типов осуществляются с помощью внутренних праймеров (дикий тип аллели – 155 
п.н., мутантный тип аллели – 112 п.н.) [2].

Первые сообщения об использовании tetra-primer ARMS-PCR реакции для детекции ге-
терозиготных носителей точечной мутации в медицинской практике, в ветеринарии, так-
же для ДНК паспортизации племенных животных появились в 2013 году. Так, ученые для 
идентификации аллелей гена каппа казеина крупного рогатого скота использовали эф-
фективную методику – способ tetra-primer ARMS-PCR реакции, которая имеет некоторые 
преимущества, по сравнению с существующими классическими ПЦР-ПДРФ способами: не 
применяются эндонуклеазы, сокращается длительность ДНК анализа, снижается себесто-
имость исследования, так как нет необходимости проведения рестрикции амплификата. 
Следует отметить, что дизайн праймеров для tetra-primer ARMS-PCR реакции осуществля-
ется с помощью программы Primer 1: (http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html) [3].

Учеными проводится работа по оптимизации и модификации условий проведения 
tetra-primer ARMS-PCR, так как в составе реакционной смеси в течение 35-40 циклов 
работают одновременное три пары праймеров: прямой внешний и обратный внешний 
праймеры, прямой внешний и обратный внутренний праймеры, прямой внутренний и об-
ратный внешний праймеры [4].

Таким образом, этап оптимизации реакции является достаточно сложным процессом и 
требует много времени. Важными факторами являются: методы изоляции ДНК, температу-
ра отжига праймеров, ПЦР протоколы, реагенты и концентрация праймеров. Температура 
плавления считалась важным фактором амплификации, однако небольшие изменения 
концентрации реагентов также существенно влияют на ПЦР, особенно концентрация 
MgCl2. Необходимо каждый раз оптимизировать концентрацию внутренних и внешних 
праймеров в составе реакционной смеси [5].

Другими исследователями для tetra-primer ARMS-PCR реакции праймеры были подо-
браны с помощью http://primer1.soton.ac.uk/public_html/primer1.html и специфичность 
разработанных праймеров были проверены с помощью http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
blast. Определяющими факторами для оптимизации метода tetra-primer ARMS-PCR были: 
необходимая концентрация реагентов ПЦР, соотношение внешнего и внутреннего прай-
меров, а также температура отжига [6]. 

Точные и недорогие методы генетического исследования SNP полиморфизмов акту-
альны в ветеринарной практике, особенно когда нужно проанализировать большое по-
головье животных на генетические аномалии. Дефицит адгезии лейкоцитов крупного ро-
гатого скота (BLAD) является важным генетическим заболеванием и для ПЦР диагностики 
разработаны специальные праймеры, позволяющие выявить гетерозиготных носителей 
BLAD [7]. Для выявления носителей мутации CVM применяется в основном алелльспец-
ифическая реакция, так как отсутствуют рестриктазы для распознования SNP полимор-
физма (SNP rs438228855). Следует отметить, что существующий способ сложный, в не-
которых случаях неточный, длительный. У гомозиготных здоровых животных появляются 
фрагменты: 389 п.н. и 199 п.н., у гетерозиготных носителей 389 п.н., 241 п.н. и 199 
п.н. [8]. Гаплотипы фертильности HH3, HH5 у коров голштинской породы сопровождается 
эмбриональной смертностью, ранними абортами и соответственно, разработка способов 
диагностики имеет большое практическое значение. Целью настоящего исследования 
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является разработка и внедрение для выявления точечной мутации способа tetra-primer 
ARMS-PCR реакции при генетических дефектах, гаплотипах фертильности HH3, HH5 у 
крупного рогатого скота.

Материалы и методы
В качестве материала для ДНК тестирования коров были использованы 207 образцов 

замороженной крови крупного рогатого скота голштинской породы племенного хозяйства 
№1 и 164 образца крови племенного хозяйства №2 Алматинской области. Экстракция ДНК 
из замороженной крови проводилась в лаборатории «Зеленой биотехнологии и клеточной 
инженерии» Казахстанско-Японского инновационного центра КазНАИУ согласно инструк-
ции производителя коммерческого набора. Количество изолированной геномной ДНК и 
степень очистки ДНК определяли с помощью микроспектрофотометрического анализа 
(NanoDrop™ 2000). Для анализа последовательностей генов SMC2, TFB1M использовалась 
иноформация, имеющеяся на Американском сайте NBCI в форматах FASTA и GenBank, по-
следовательности праймеров для tetra-primer ARMS-PCR реакции определяли с помощью 
программы Primer 1: Forward inner primer (T allele): 885 TTGGACATATGCTACGTACTCAGTT 
909, Reverse inner primer (C allele): 930 GTTCTTACCTGAGAATGTGGGG 909, Forward outer 
primer (5’ – 3’): 773 AGGTCTTTAGTGGCTCTGTCATTAAT 798, Reverse outer primer (5’–3’): 
1125 TTGTAATTCCAGGCTCTTTCTTTAA 1101, температура отжига 59 (54)°C, Product size for 
T allele: 242 bp, Product size for C allele: 158 bp и Product size of two outer primers: 353 bp.

Детекция аллелей гена TFB1M (гаплотип HH5) у коров проводилась с помо-
щью следующих пар праймеров: прямого праймера для дикого типа F–WD: 5’–
CAGCATCCAGAAGCATCATTGTAAA–3’ и прямого праймера для мутантного типа аллели F–
MT: 5’–CAGAAGCATCATKGTAATTGTAATCAT–3’, обратного праймера для дикого типа аллели 
R–R–WD: 5’–AAGGCAGCTGTCAAATTTATTGTTGTTT–3’, обратного праймера для мутантного 
типа аллели R–MT: 5’–CTATGAATTTTGTGAATGGTATGGTGTA–3’. Использование вышеука-
занной пары праймеров позволяет амплифицировать участок гена длиной 90 п.н., ре-
акция проводится в двух отдельных пробирках одновременно и где идет амплификация, 
идентифицируется как гетерозиготные носители гаплотипа фертильности HH5. 

Также, для выявления инсерции в части гена TFB1M был использован другой способ: F: 
5’–AGATATGCTAAAGTTTACCTAGAAGAA–3’, Wild R: 5’–CTGAAGCTCCATTCTGAGTCAT–3’, Mutant 
R: 5’–TGCTCTATGAATTTTGTGAATGGT–3’. В зависимости от генотипа животных в результате 
амплификации образуются фрагменты: 442 п.н. и 256 п.н., первый фрагмент соответству-
ет дикому типу аллели, второй мутантному типу аллели гена TFB1M. Разделение фрагмен-
тов ДНК, амплификата осуществлялось в 3% агарозном геле с помощью горизонтального 
электрофореза.

Результаты
Проведено ДНК тестирование 371 образца крови коров голштинской породы зару-

бежной селекции племенных хозяйств Алматинской области на генетические дефек-
ты, гаплотипы фертильности HH3, HH5 с помощью tetra-primer ARMS-PCR реакции. 
Компьютерная программа Primer 1 позволяет осуществлять дизайн внешних и внутрен-
них праймеров: Forward outer primer 5’–AGGTCTTTAGTGGCTCTGTCATTAAT 3’, Reverse 
outer primer 5’–TTGTAATTCCAGGCTCTTTCTTTAA 3’, Forward inner primer (T allele): прямой 
5 TTGGACATATGCTACGTACTCAGTT и обратный Reverse inner primer (C allele): обратный 
GTTCTTACCTGAGAATGTGGGG. Прямые и обратные внешние праймеры позволяют ампли-
фицировать фрагмент гена SMC2 длиной 353 п.н., который не имеет диагностическое 
значение (рисунок 1). 
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Рисунок 1. Электрофореграмма амплификата гена SMC2 (гаплотип HH3), 3% агароза, 
1-10 лунки амлификат размером 353 п.н., М – ДНҚ маркер pUC19/MspI

Рисунок 2. Электрофореграмма результата tetra-primer ARMS-PCR реакции, 
амплификат гена SMC2 характерный для дикого типа аллели T, 4% агароза, 1-10 лунки 

здоровые гомозиготные животные, фрагмент 242 п.н., М – ДНК маркер pUC19/MspI

Идентификация гомозиготных здоровых особей и гетерозиготных носителей мутации 
гаплотипа фертильности HH3 нами осуществлялась с помощью tetra-primer ARMS-PCR 
реакции, с помощью внутреннего прямого и внешнего обратного праймеров были синте-
зированы фрагменты, длиной 242 п.н., характерные для гомозиготных здоровых живот-
ных (рисунок 2). На электрофореграмме (рисунок 3) продемонстрированы образцы ДНК 
гетерозиготных носителей, амплифицированные с использованием специфичных для му-
тантного типа С аллели праймеров, внешнего прямого и внутреннего обратного прайме-
ров, на электрофореграмме хорошо видны фрагменты размером 158 п.н., оптимальной 
температурой отжига праймеров составила 54°C. 

Рисунок 3. Электрофореграмма tetra-primer ARMS-PCR реакции с праймерами 
для мутантного типа аллели C гена SMC2, 4% агароза, 1, 2-6 лунки гетерозиготные 

носители HH3, амплификат 158 п.н., М – ДНК маркер pUC19/MspI
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В наших экспериментах на первом этапе работы для диагностики носителей делеции 
в составе гена TFB1M (гаплотип фертильности HH5) был использован способ амплифи-
кации участка гена с помощью аллель специфических праймеров, одновременно в двух 
разных пробирках, размер полученного амплификата 90 п.н. (рисунок 4). 

Рисунок 4. Электрофореграмма амплификата гена TFB1M, 4,0% агароза,
1-2, 4-11 лунки отрицательный результат, здоровые гомозиготные, 3-лунка гетерозиготный 

носитель гаплотипа HH5, длина фрагмента 90 п.н., М – ДНК маркер pUC19/MspI

Следует отметить, что прямые праймеры для дикого и мутантного типов аллелей име-
ют одинаковую последовательность, идентифицировать гомозиготных здоровых особей 
и гетерозиготных носителей позволяет применение специфических обратных прай-
меров, которые комплементарны к дикому и мутантному типов аллелей гена TFB1M. 
Методологическая сущность метода заключается в том, что при одновременной ампли-
фикации образцов ДНК, в двух разных пробирках идет амплификация во всех образцах, 
если животные являются гомозиготными здоровыми, во второй пробирке, с обратными 
праймерами для мутантного типа аллелей идет амплификация фрагмента гена только, у 
гетерозиготных носителей. Амплификация проводится паралелльно в двух разных про-
бирках, так как ПЦР продукт имеет одинаковый размер – 90 п.н., визуализация результа-
тов амплификации осуществляется в 4,0% агарозном геле (рисунок 4). 

Таким образом, с помощью вышеизложенного способа идентифицирует гетерозигот-
ных носителей гаплотипа фертильности HH5, однако данный способ трудоемкий, за-
тратный, одновременно необходимо поставить ПЦР в двух разных пробирках, размер 
полученного амплификата небольшой (90 п.н.), который слабо визуализируется на элек-
трофореграмме. Поэтому, нами на следующем этапе работы был использован альтерна-
тивный способ детекции носителей гаплотипа фертильности HH5 с помощью следующих 
праймеров: F: 5’–AGATATGCTAAAGTTTACCTAGAAGAA–3’, R: 5’–CTGAAGCTCCATTCTGAGTCAT 
–3’, R: 5’–TGCTCTATGAATTTTGTGAATGGT–3’. В состав реакционной смеси входят три прай-
мера, общий прямой и два обратных, специфичных для дикого (442 п.н.) и мутантного 
типов аллелей (256 п.н.) (рис 4).
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Рисунок 5. Электрофореграмма амплификата гена TFB1M, 3% агароза, 1-3,
5-14 лунки здоровые гомозиготные, 4-лунка – гетерозиготный носитель гаплотипа HH5, 

длина фрагментов 442 п.н., 256 п.н., М – ДНК маркер pUC19/MspI

ПЦР диагностика носителей гаплотипа фертильности HH5 проводится в двух вариан-
тах, где в состав реакционной смеси входят все три праймера и позволяет определить 
гомозиготных здоровых животных и гетерозиготных носителей. Другой вариант, в состав 
реакционной смеси входят общий прямой праймер и обратный праймер для мутантного 
типа аллели и в результате амплификации образуется ПЦР продукт размером 256 п.н., 
характерный для гетерозиготных носителей (рисунок 5).

В результате генетического скрининга 371 коров были выявлены гетерозиготные но-
сители мутации гаплотипа фертильности HH3 у 7 коров (3,38%) голштинской породы 
Канадской селекции в племенном хозяйстве №1 и у 5 коров (3,04%) в племенном хо-
зяйстве №2. Распространенность другого гаплотипа HH5 у коров племенного хозяйства 
№1 была высокой и составила 11,59% (24 животные), у коров племенного хозяйства №2 
– 4,26% (7 голов). 

Обсуждение 
Известно, что ген SMC2 (гаплотип HH3) локализован на хромосоме 8, данный генетиче-

ский дефект появился в результате точечной мутации T→C в позиции F1135S (95410507) 
[9]. Российские ученые для детекции носителей гаплотипа фертильности HH3 используют 
три праймера, специфичные для дикого и мутантного типов аллелей, идентификация ге-
нотипов животных осуществляется путем рестрикции полученного ПЦР продукта рестрик-
тазой SspMI с сайтом узнавания C↑TAG, на электрофореграмме у здоровых гомозиготных 
животных появляются два фрагмента: 219 п.н. и 155 п.н., у гетерозиготных носителей три 
фрагмента: 219 п.н., 155 п.н. и 112 п.н. [10]. Установлена локализация точечной мутации 
в составе гена SMC2, выделена красным цветом в квадратной скобке: GCCCTGGATCTTTCT
CATACTCAGAATATTGGACATATGCTACGTACTCA[T/C]

TTCACACATTCTCAGGTAAGAACCAAAA. Нами, с помощью программы Primer 1 были опре-
делены последовательности двух внешних и двух внутренних праймеров, у гетерозиготных 
носителей гаплотипа фертильности на электрфореграмме были обнаружены фрагменты 
размером 158 п.н. (рисунок 3). Разработанный способ tetra-primer ARMS-PCR реакции 
отличается от существующего способа тем, что исключается применение рестриктазы, что 
снижает себестоимость диагностических исследований. Также важным фактором являют-
ся оптимальные размеры полученных с помощью tetra-primer ARMS-PCR реакции фраг-
ментов: 353 п.н., 242 п.н. и 158 п.н., которые хорошо визуализируются в 3,0% агарозном 
геле при горизонтальном электрофорезе. 

Согласно стратегии снижения распространения летальных вредных мутации у крупного 
рогатого скота голштинской породы предусмотрено проведение генетического монито-
ринга поголовья племенных животных с охватом не менее 10-20% от общего поголовья. 
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В племенном хозяйстве №1 количество крупного рогатого скота разной половозраст-
ной группы составило 800 голов, в племенном хозяйстве №2 600 голов, уровень охвата 
диагностическим исследованием на генетические дефекты HH3, HH5, составил 25,8% и 
27,3%, соответственно.

Заключение
Существуют три варианта возникновения генетических дефектов у крупного рогатого 

скота, в результате точечной мутации, (замена одного нуклеотида, SNP полиморфизм), ин-
серции (вставка в кодирующей части гена) и делеции (удаление участка гена). В работе 
для выявления точечной мутации в позиции F1135S T→C гена SMC2 был использован 
способ tetra-primer ARMS-PCR реакции, последовательности праймеров определены про-
граммой Primer 1, так как нет соответствующей рестриктазы для идентификации мутант-
ного и дикого типов аллелей. Таким образом, разработанный способ является быстрым, 
точным и позволяет проводить генетический мониторинг животных в большом количе-
стве. Причиной возникновения гаплотипа фертильности HH5 у голштинской породы скота 
является делеция участка гена TFB1M, длиной 138 347 п.н., соответственно для детекции 
носителей данного гаплотипа были использованы три праймера: прямой общий и об-
ратный праймер для дикого типа аллели, обратный праймер для мутантного типа алле-
ли. Полученные в результате амплификации фрагменты ДНК достаточного размера, 442 
п.н. и 256 п.н., хорошо визуализируются на электрофореграмме. Частота гетерозиготных 
носителей гаплотипа HH3 и HH5 у исследуемой популяции составила 3,23% и 8,35%, 
соответственно.

Финансирование. Работа выполнена в рамках проекта: «Разработка молекулярно-ге-
нетических способов детекции скрытых мутации у крупного рогатого скота и управление 
процессом элиминации наследственных аномалии» на 2021-2023 годы.
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ІРІ ҚАРА МАЛЫНДА HH3, HH5 ҰРЫҚТАНҒЫШТЫҚ 
ГАПЛОТИПТЕРІН БАЛАУ ЖАСАУҒА TeTRA-PRIMeR 

ARMS-PCR РЕАКЦИЯ ӘДІСІН ҚОЛДАНУДЫҢ 
АРТЫҚШЫЛЫҚТАРЫ

Ж.Ж. Бименова1 , В.П. Терлецкий2 , А. Багдат1 , Е.С. Усенбеков1 *

1 КЕАҚ «Қазақ ұлттық аграрлық зерттеу университеті», 
Қазақстан, usen03@mail.ru

2 А.С. Пушкин атындағы Ленинград мемлекеттік университеті, 
Ресей Федерациясы, Санкт-Петербург-Пушкин valeriter@mail.ru

Аңдатпа: Голштеин тұқымындағы зиянды мутацияны жою стратегиясы молекулалық-ге-
нетикалық әдістерді қолдана отырып, жасырын тұқым қуалайтын ауытқулардың тара-
луына генетикалық мониторинг жүргізуді қамтиды. Қазіргі уақытта қарқынды селекция 
және инбридинг бір популяция аумағындағы жақын түрлердің будандасуы салдарынан 
жоғары өнімді асыл тұқымды жануарлардағы тұқым қуалайтын аурулар санының ұлға-
юы байқалады. Осы зерттеудің мақсаты голштеин тұқымдас сиырлардағы HH3, HH5 
ұрықтанғыштық гаплотиптерінің тасымалдаушыларын диагностикалаудың жаңа және 
қолданыстағы молекулалық-генетикалық әдістерін жасау және осы аурулардың пайда 
болу деңгейін зерттеу болып табылды. SMN2 генінің кодтау бөлігіндегі гетерозиготалы 
мутация тасымалдаушыларын диагностикалау tetra-primer ARMS-PCR реакциясы арқылы 
жүзеге асырылады, сыртқы және ішкі праймерлердің тізбектері Primer 1 бағдарламасы-
ның көмегімен анықталады. TFB1M генінің құрамындағы делеция тасымалдаушыларын 
анықтау үшін аллельді арнайы праймерлер қолданылды, гомозиготалы сау жануарлар-
дағы ПТР өнімінің мөлшері 442 ж. н., гетерозиготалы тасымалдаушыларда 442 ж.н. және 
256 ж.н. анықталды. Генетикалық мониторинг нәтижелері бойынша зерттелген популяци-
яда HH3 ұрықтанғыштық гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушыларының жиілігі – 
3,23%, HH5 – 8,35% құрады. Асыл тұқымды мал басының тұқым қуалайтын ауытқулармен 
ауру қаупін бақылау мақсатында диагностикалық зерттеулерді қамти отырып, жалпы мал 
басының 10%-дан 20%-ға дейінгі ауқымын асыл тұқымды сүт шаруашылықтарының мал 
басына генетикалық скрининг жүргізу ұсынылады.

Түйін сөздер: HH3; HH5 ұрықтанғыштық гаплотиптері; SMC2; TFB1M гендері; tetra-
primer; ARMS-PCR реакциясы; праймер дизайны; Primer 1 бағдарламасы.

ADVANTAGeS OF USING TeTRA-PRIMeR ARMS-PCR 
ReACTION MeTHOD FOR DeTeCTING CARRIeRS 

OF HH3, HH5 FeRTILITY HAPLOTYPeS IN CATTLe

Zh.Zh. Bimenova1 , V.P. Terlestky2 , A.B. Bagdat1 , Y.S. Ussenbekov1 *

1 NJSC «Kazakh National Agrarian Research University», Kazakhstan, usen03@mail.ru 
2 Leningrad State University named after A.S. Pushkin, Russian Federation, 

St. Petersburg-Pushkin, valeriter@mail.ru

Abstract: the strategy for eliminating harmful mutations in the Holstein breed includes 
genetic monitoring of the prevalence of hidden hereditary anomalies using molecular genetic 
methods. Currently, there is a tendency to increase the number of hereditary diseases in 
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highly productive breeding animals due to intensive selection and inbreeding. The aim of this 
study was to develop new and improve existing molecular genetic methods for diagnosing 
carriers of fertility haplotypes HH3, HH5 in Holstein cows and to study the incidence of these 
diseases. Diagnosis of heterozygous carriers of the mutation in the coding part of the SMC2 
gene was carried out using the tetra-primer ARMS-PCR reaction, the sequences of external 
and internal primers were determined using the Primer 1 program. Allele-specific primers 
were used to detect carriers of the deletion in the TFB1M gene, the sizes of the PCR product in 
homozygous healthy animals 442 bp, in heterozygous carriers 442 bp. and 256 b.p. According 
to the results of genetic monitoring in the study population, the frequency of heterozygous 
carriers of the HH3 fertility haplotype was 3.23%, HH5 – 8.35%. It is recommended, in order 
to control the risk of morbidity of breeding stock with hereditary anomalies, to carry out 
genetic screening of breeding stock of dairy farms with the coverage of diagnostic tests 
ranging from 10% to 20% of the total livestock.

Key words: fertility haplotypes HH3; HH5; SMC2 genes; TFB1M; tetra-primer; ARMS-PCR 
reaction; primer design; Primer 1 program.


