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Аннотация: метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) широко применяется для ре-
шения различных задач. ПЦР широко применяется для детекции патогенов бактериаль-
ной и вирусной природы. Праймеры являются очень важным компонентом ПЦР, посколь-
ку специфичность амплификации зависит в первую очередь от них. Они необходимы для 
работы фермента и являются специфичными к фрагменту интереса. По итогам отбора 
нуклеотидных последовательностей генома или отдельных фрагментов РНК вируса из 
международной базы данных на сайте NCBI, было выявлено большое количество после-
довательностей для вируса лейкоза крупного рогатого скота, которые хранятся в банках 
генов и ежедневно пополняющихся новыми данными. Конструирование праймеров с со-
блюдением необходимых параметров проводится с помощью различных компьютерных 
программ, основными из которых являются MUSCLE, UGENE V.36.0, Primer-BLAST, Oligo 
Analyzer и другие. Сконструированные праймеры затем синтезировали на синтезаторе 
олигонуклеотидов Expedite 8909, согласно инструкции прилагаемой к прибору. В резуль-
тате проведенных опытов нами были подобраны и синтезированы специфические син-
тетические олигонуклеотиды env (g51) _1 и env (g51) _2, для постановки ПЦР при лейкозе 
крупного рогатого скота.
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Введение
Вирус лейкоза крупного рогатого скота – РНК содержащий онкогенный вирус, вызы-

вающий злокачественное лимфопролиферативное заболевание животных. В соответ-
ствии с классификацией Международного Комитета Таксономии Вирусов (ICTV), относится 
к семейству Retroviridae (2 подсемейства, 7 родов), подсемейству Orthoretrovirinae, роду 
Deltaretrovirus, к которому также относятся и Т-лимфотропные вирусы приматов (PTLV) – 
человека и обезьян (HTLV и STLV) [1]. Стоит отметить, что за последнее время увеличилось 
количество исследований, о возможности рассмотрения данного заболевания как зоо-
нозной инфекции, так существуют сведения о способности вируса BLV инициировать рак 
груди и легких, а также дополнительных типов рака человека [2-4]. Таким образом, эти 
данные свидетельствуют о том, что инфицированный вирусом лейкоза скот, может пред-
ставлять вероятный риск для здоровья человека.

По данным эпизоотологических исследований в настоящее время лейкоз крупного ро-
гатого скота регистрируется в Северной и Южной Америке, некоторых странах Азии и 
Ближнего Востока, а также в Восточной и Центральной Европе [5], в Казахстане за 2015-
2019 гг. уровень инфицированности лейкозом составило 5,7% [6].
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Стоит отметить, что лейкоз ликвидирован более чем в 20 странах, где применялись 
традиционные методы тестирования на наличие антител, при выявление инфицирован-
ных животных забивали. На сегодня во многих странах, где уровень инфицированности 
приближается к 50% традиционные методы экономически нецелесообразны [7]. 

Высокая заболеваемость крупного рогатого скота лейкозом связана с тем, что недо-
статочно полно проводится работа по ликвидации и оздоровлению хозяйств по этому 
заболеванию, положительно реагирующие животные остаются в стадах, что приводит к 
перезаражению остального поголовья [8].

Известно, что почти у 70% инфицированных животных заболевание протекает бессим-
птомно, алейкемическая стадия. Однако уже через несколько лет бессимптомного пери-
ода у 25-30% животных инфицированных вирусом лейкоза прогрессирует стойкий лим-
фоцитоз, характеризующийся поликлональной экспрессией неопластической популяции 
лимфоцитов СD5+ В-лимфоцитов, а у 1-5% развивается В-клеточная лимфома [9]. Все же 
до сих пор неизвестен механизм, способный обеспечить защиту от энзоотического лейко-
за для инфицированных вирусом коров. 

До настоящего времени основными и единственными методами борьбы с BLV явля-
ется выбраковка больных и изоляция инфицированных коров. Поэтому первостепен-
ное значение имеет своевременная и точная диагностика инфекции, вызванной BLV. 
Диагностические исследования на лейкоз проводят в основном серологическими (РИД, 
ИФА) молекулярно-биологическим (ПЦР) и гематологическим методами. Достоинством 
молекулярно-биологического метода (ПЦР) является, что в результате определенный ви-
русоспецифический фрагмент выделенной нуклеиновой кислоты амплифицируется до 
количества достаточного для его визуального определения. С помощью ПЦР удается об-
наруживать даже деградированную нуклеиновую кислоту, присутствующую в следовых 
количествах. ПЦР как метод диагностики лейкоза крупного рогатого скота возможно при-
менять уже с 15-дневного возраста [10].

Возбудитель заболевания РНК содержащий вирус лейкоза крупного рогатого скота, 
который относятся к семейству Retroviridae. Строение, молекулярный состав и геном воз-
будителя достаточно подробно изучены авторами [11]. Липопротеиновая наружная обо-
лочка вириона покрыта гликопротеидными пепломерами, которая скрывает экосаэдриче-
ский нуклеокапсид. Нуклеокапсид заключает в себе две идентичные молекулы вирусной 
РНК, представленные ферментом ревертазой и фрагментами клеточной РНК [12]. 

Длина полной последовательности вируса лейкоза крупного рогатого скота 8714 п.н. 
[13]. Следует отметить, что концы интегрированного провируса лейкоза крупного рога-
того скота, также как у многих ретровирусов, представляют собой последовательности, 
называемые длинными концевыми повторами (LTR long terminal repeat). На сегодняшний 
день идентифицированы 7 альтернативно сплайсированных РНК, а также 8 открытых ра-
мок считывания, такие как gag, prt, pol, env, tax, rex, RIII, GIV [14]. 

Основным признаком семейства Retroviridae является то, что геном вируса может су-
ществовать в двух формах, таких как геномной одноцепочечной РНК или в виде прови-
русной ДНК, синтезированной на геномной РНК как на матрице [15]. Полноразмерная 
молекула РНК транскрибируется из интегрированного провируса, и выполняет две глав-
ные функции, такие как формирование вирионной РНК и мРНК для синтезирования про-
дуктов генов gag, pol, env [16].

Для постановки ПЦР важное значение имеет удачный выбор праймера, который может 
привести к появлению неспецифического продукта амплификации из-за образования 
«праймерного димера». Праймерный димер представляет собой побочный продукт ам-
плификации в виде двунитевого фрагмента, возникающего за счет отжига праймеров с их 
последующей достройкой [17, 18]. Специфичность праймера крайне важна. В том случае, 
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если их специфичность недостаточна, то вероятней всего в пробирке с реакционной сме-
сью будут происходить нежелательные процессы, такие как синтез неспецифической ДНК. 
При проведении электрофореза неспецифическая ДНК выявляется в виде тяжелых или 
легких дополнительных полос, иногда шмеров, в виде сплошных мазков в агарозном геле. 
Также часть праймеров и дНТФ может расходоваться на синтез неспецифической ДНК, 
что приводит к значительной потере чувствительности [19].

В целях подбора специфических праймеров особое значение имеет выбранный ген. 
Ген env, кодирующий оболочку BLV, транскбируется как 5,1 кДа мРНК, с последующей 
трансляцией белка-предшественника pr72env [20-22], белки которого транспортируются в 
комплексе Гольджи, где расщепляется на два гликолизированных белка оболочки: транс-
мембранный gp30 и внеклеточный gp51.

Трансмембранный gp30, является слабоимунногенным, а внеклеточный gp51 вы-
зывает высокую экспрессию специфических антител у инфицированных животных. 
Моноклональные антитела к gp51, взаимодействуют с эпитопами (F, G и Н) на молекуле 
белка, определящими инфекционость вируса. Данный факт позволяет предположить, что 
в отсутствии эпитопов F, G и H, происходит потеря инфекционности.

По данным авторов, при анализе ДНК, экстрагированной из клеток моноцитов кро-
ви животных, ПЦР-методом с использование праймеров для env гена удается выявить 
больше положительных случаев, чем при использовании праймера для других генов [23]. 
Вместе с тем в других исследованиях указывается, что праймеры к env гену обеспечивают 
большую специфичность анализа, чем на другие гены [24].

Целью данной статья является подбор праймеров и синтезирование специфических 
олигонуклеотидов для отработки условий постановки ОТ-ПЦР, используемые для диагно-
стики лейкоза крупного рогатого скота.

Материалы и методы
Для подбора и синтеза праймеров нами был выбран ген env. Ген env имеет длину 1545 

п.н. (4821 п.н. – 6368 п.н.), кодирует зрелый поверхностный гликопротеид gp51 и при-
крепленный к нему дисульфидной связью трансмембранный белок gp30. Отличие анти-
телообразования на белок env gp51 состоит в том, что антитела против gp51 постоянно 
обнаруживаются в сыворотке у инфицированных животных с низкой провирусной на-
грузкой в лейкемической и алейкемической стадии лейкозного процесса. При подборе 
прямого праймеров для ПЦР нами был выбран короткий отрезок гена вблизи его 5’-конца 
с оптимальной длиной около 20 нуклеотидов. Нами были подобраны последовательности 
нуклеотидов, которые соответствуют предъявляемым требованиям к праймерам. 

В международной базе данных на сайте NCBI нами был проведен анализ последова-
тельностей генома вируса лейкоза крупного рогатого скота. Для подбора специфических 
праймеров был выбран ген env, кодирующий гликопротеид оболочки вируса. Следует от-
метить, что ген env содержит конформационные и линейные эпитопы. У вирусов изоли-
рованных в разных географических регионах структура и состав этих эпитопов различен. 
Поиск нуклеотидных последовательностей сегментов лейкоза крупного рогатого скота 
проведен в международной базе данных GenBank. Выравнивание проводили с использо-
ванием программы MUSCLE, входящей в пакет программ UGENE v.36.0. Специфические 
олигонуклеотидные праймеры, используемые для обнаружения ВЛКРС с помощью ОТ-
ПЦР, подбирали с помощью программы Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast/). Проверку проводили с использованием программы OligoAnalyzer (https://
www.idtdna.com/calc/analyzer). При выборе синтетических олигонуклеотидов придержи-
вались следующих требований: длина праймеров 16-25 нуклеотидов; содержание GC-пар 
– 50-60%; разница в температуре отжига обоих праймеров – не более 60С; праймеры 
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не должны быть само- и взаимно-комплементарными; нуклеотиды 3’-конца праймера 
должны быть строго комплементарны матрице. Компьютерно-моделированные последо-
вательности праймеров в дальнейшем синтезировали на синтезаторе олигонуклеотидов 
Expedite 8909, Applied Biosystems. Синтез ДНК проводили согласно протоколам, прилага-
емым к прибору. Полученные олигонуклеотиды элюировали с колонок концентрирован-
ным раствором аммиака и выпаривали в вакуумном испарителе CentriVap Concentrator, 
LABCONCO. Преципитат праймеров растворяли в ТЕ буфере и переосаждали этанолом. 
Полученные таким образом синтезированные праймеры использовали для отработки по-
становки ОТ-ПЦР. 

Для проверки синтезированных праймеров нами было выделено РНК, с использова-
нием набора qIAamp® Viral RNA Mini Kit в соответствии с наставлением по применению 
данного набора. ОТ-ПЦР проводили в объеме реакционной смеси 25 мкл. Реакционная 
смесь состояла из Enzyme Mix – 0,5 мкл (10 пМ); 5хПЦР-буфер – 5 мкл; специфические 
праймеры (10 пМ) по 0,5 мкл; смесь dNTP (10 пМ) – 0,5 мкл; РНК – 3 мкл; деонизирован-
ная вода – 15 мкл. Для электрофореза использовали 2% раствор агарозы в TAE-буфере. 
Документирование полученных результатов проводили при помощи гель документирую-
щей системы MiniBIS Pro 16mm GELqUANT (DNR Bio Imaging Systems).

Результаты
В результате поиска нуклеотидных последовательностей ВЛКРС было получено 119 

полных последовательностей генома для разных штаммов.
Следующим этапом проводили выравнивание полученных последовательностей с 

целью определения консервативных участков, подходящих для подбора праймеров. 
Выравнивание показало, что сходство между полными геномами вируса лейкоза круп-
ного рогатого скота составляет от 86 до 99%. Результаты выравнивания представлены на 
рисунке 1.
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Рисунок 1 – Выравнивание нуклеотидных последовательностей полных геномов 
вируса лейкоза крупного рогатого скота с помощью программы UGENE 36.0

Для подбора праймеров были выбраны области, кодирующие ген env. В качестве рефе-
рентной последовательности был использован геном с GenBank ID: K02120. В результате 
были подобраны 10 пар праймеров на ген env (таблица 1, рисунок 2).

Таблица 1 – Комбинации различных пар праймеров на геном 
вируса лейкоза крупного рогатого скота

№
п/п Прямой праймер Обратный праймер

1 ACTCTAACCTGGGAGATATGGG GACGAGTTGACCCAGAAGATTT
2 CCTTCCCAGACTGTGCTATATG GAGGAAGCCGTAGAGAGATTAAC
3 AACCCGACTTTCCCCAGTTG GACCCAGAAGATTTGGGCGT
4 CAACCCGACTTTCCCCAGTT CGGAGGAAGCCGTAGAGAGA
5 CATATGATTGCGAGCCCCGA AACTGGGGAAAGTCGGGTTG
6 CCCTCTGTCAGATCATGGGC TGACCCAGAAGATTTGGGCG
7 TATGATTGCGAGCCCCGATG GGCCCATGATCTGACAGAGG
8 AGTGACTGGGTTCCCTCTGT GCCATCCTTGGGTGGTGTTA
9 CCTTATGTGGGGGCAGATCG GCCCATGATCTGACAGAGGG

10 CCCGACTTTCCCCAGTTGAA ACCCAGAAGATTTGGGCGTC
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Рисунок 2 – Графическое представление подобранных пар праймеров к гену env на геноме

В данном случае также проводили предварительный отбор пула праймеров по основ-
ным критериям, предъявляемым для ПЦР. В первую очередь длина олигонуклеотида не 
должна была превышать 22 нуклеотида, имела допустимое процентное соотношение GC 
– оснований – 40-70%, температуру плавления и прогнозируемый размер ПЦР продукта, 
находящийся в пределах 150-400 п.н. Из пула конструированных праймеров на первом 
этапе для дальнейших исследований отобраны пять пар праймеров для разработки ПЦР. 

В дальнейшей работе, проверяли термодинамические и структурные характеристики 
подобранных олигонуклеотидов. Праймеры не должны образовывать тугоплавких шпи-
лек, гомо- и гетеродимеры. Праймеры не должны иметь ∆G меньше -6 kcal/mole. Проверку 
проводили с использованием программы OligoAnalyzer (https://www.idtdna.com/calc/
analyzer). Праймеры не должны иметь ∆G меньше -6 kcal/mole. На рисунке 3 приведен 
пример праймера, исключенного из дальнейшего анализа.

Рисунок 3 – Проверка праймеров на образование димеров
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Как видно из приведенных на рисунке 3 данных, в ходе проверки подобранных нами 
праймеров были обнаружены праймеры с показателями само-димеров ∆G которых со-
ставляет -9.28 и -6.34, такие димеры могут затруднить проведение реакции ОТ-ПЦР, соот-
ветственно их мы исключали.

Следующим этапом проверяли специфичность подобранных праймеров с использо-
ванием программы BLAST, праймеры должны быть 100% специфичны с геномом ВЛКРС. 
Пример такого анализа представлен на рисунке 4.

Рисунок 4 – Проверка специфичности праймеров с помощью программы BLAST

Проведенные эксперименты по выбору пары праймеров показали, что оптимальными 
оказались праймеры env(g51)_1F и env(g51)_1R, env(g51)_2F и env(g51)_2R, позволяющие 
нарабатывать ПЦР продукт соответственно размерами 206 п.н. и 340 п.н.

Автоматический синтез олигонуклеотидов осуществляли с помощью специальных при-
боров – ДНК-синтезаторов. Синтез праймера проводили поэтапным достраиванием ну-
клеотида, согласно его нуклеотидной последовательности. 

По результатам проведенного нами работы были подобраны следующие пары прайме-
ров: env(gp51)_1F и env(gp51)_1R, env(gp51)_2F и env(gp51)_2R. В таблице 2 приведена ха-
рактеристика специфических синтетических олигонуклеотидов для идентификации гена 
вируса лейкоза крупного рогатого скота.

Таблица 2 – характеристика специфических олигонуклеотидов для постановки 
ОТ-ПЦР на ген env(gp51) вируса лейкоза крупного рогатого скота

Ген Последовательность
 (5'->3') Длина Tm, 0С GC% Размер 

продукта, п.н.

env (g51) _1F CCCGACTTTCCCCAGTTGAA 20 59.89 55 206
env (g51) _1R ACCCAGAAGATTTGGGCGTC 20 60.32 55
env(gp51)_2F CAACCCGACTTTCCCCAGTT 20 60.18 55 340env(gp51)_2R CGGAGGAAGCCGTAGAGAGA 20 60.46 60
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Следующим этапом было проведение проверки работы праймеров. Наработку ПЦР 
продуктов проводили в амплификаторе Mastercycler ep Gradient S (Eppendorf, Германия) 
согласно режиму амплификации, подобранным нами в результате ряда экспериментов: 
500С – 30 мин, 950С – 10 мин, 35 циклов, 940С – 20 сек, 580С – 20 сек, 720С – 40 сек и 
720С – 7 мин, 40С – хранение.

На рисунке 5 представлен электрофореграмма ПЦР, согласно которой размеры полу-
ченных ПЦР-продуктов соответствуют своим, выше указанным теоретическим размерам.

М – ДНК маркеры молекулярных весов; 
1,7 – кДНК вируса концентрация праймера в РС 0,5 мкл; 
2,8 – кДНК вируса концентрация праймера в РС 1,0 мкл; 
3,9 – кДНК вируса концентрация праймера в РС 1,5 мкл; 
4,10 – кДНК вируса концентрация праймера в РС 2,0 мкл; 
5,11 – кДНК вируса концентрация праймера в РС 2,5 мкл; 
6,12 – Отрицательный контроль

Рисунок 5 – Электрофореграмма продуктов амплификации ОТ-ПЦР с праймерами 
участка env (g51)_1 и env (g51)_2 кДНК лейкоза крупного рогатого скота

Таким образом, синтезированные нами праймеры отвечают всем общепринятым реко-
мендациям, которые используются при конструировании праймеров.

Заключение
Таким образом, в результате проведенных исследований проведен поиск полных ну-

клеотидных последовательностей гена env. Проведен сравнительный анализ и множе-
ственное выравнивание полных нуклеотидных последовательностей гена. И на основе 
анализа последовательностей гена вируса лейкоза крупного рогатого скота, с использова-
нием программы «OligoAnalyzer», подобраны праймеры для специфического выявления 
вируса. Так же произведен синтез специфических праймеров в необходимом количестве 
на синтезаторе олигонуклеотидов, согласно протоколам производителя. В результате про-
веденной апробации подобранных праймеров, судя по качеству получившихся продуктов 
ПЦР, оба праймера рабочие.
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ІРІ ҚАРА МАЛДЫҢ ЛЕйКОЗЫ КЕЗІНДЕ ПТР ЖҮРГІЗУГЕ 
АРНАЛҒАН СПЕЦИфИКАЛЫҚ ПРАйМЕРЛЕРДІ ТАҢДАУ 

У.Ж. Кужебаева *, И.С. Бейшова , В.А. Ульянов , 
Т.В. Ульянова , А.М. Ковальчук , Н.С. Гинаятов , А.Ж. Сидарова

«Жәңгір хан атындағы Батыс Қазақстан аграрлық-техникалық университеті» КеАҚ-ң, 
Қазақстан, Орал

usya_999@mail.ru

Аннотация: полимеразды тізбекті реакция (ПТР) әдісі әртүрлі мәселелерді шешу үшін 
кеңінен қолданылады. ПТР бактериялық және вирустық сипаттағы патогендерді анықтау 
үшін кеңінен қолданылады. Праймерлер ПТР-дің өте маңызды құрамдас бөлігі болып та-
былады, өйткені күшейту ерекшелігі бірінші кезекте оларға байланысты. Олар фермент-
тің жұмыс істеуі үшін қажет және спецификалық фрагментіне тән. NCBI веб-сайтындағы 
халықаралық дерекқордан геномның нуклеотидтік тізбегін немесе вирустың жеке РНҚ 
фрагменттерін іріктеу нәтижелері бойынша ген банктерінде сақталатын және күн сайын 
жаңа деректермен толықтырылатын ірі қара малдың лейкоз вирусына арналған көпте-
ген тізбектер анықталды. Қажетті параметрлерді сақтай отырып, праймерлерді жобалау 
әртүрлі компьютерлік бағдарламалардың көмегімен жүзеге асырылады, олардың негіз-
гілері MUSCLE, UGENE V. 36.0, Primer-BLAST, Oligo Analyzer және басқалары. Содан кейін 
құрастырылған праймерлер құралмен бірге берілген нұсқауларға сәйкес Expedite 8909 
олигонуклеотид синтезаторында синтезделді. Жүргізілген тәжірибелер нәтижесінде біз ірі 
қара малдың лейкозына ПТР қою үшін env (g51)_1 және env (g51)_2 арнайы синтетикалық 
олигонуклеотидтерін таңдап, синтездедік.

Түйін сөздер: ірі қара малдың лейкозы; праймер; ген; нуклеотидтер; полимеразды тіз-
бекті реакция
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SeLeCTION OF SPeCIFIC PRIMeRS 
FOR PCR IN BOVINe LeUKeMIA VIRUS

U.Zh. Kuzhebayeva *, I.S. Beishova , V.А. Ulyanov , 
Т.V. Ulyanova , А.М. Kovalchuk , N.S. Ginayatov , А.Zh. Sidarova

NCJSC «Zhangir Khan Agrarian Technical University», Kazakhstan, Ural
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Abstract: the polymerase chain reaction (PCR) method is widely used to solve various 
problems. PCR is widely used for the detection of bacterial and viral pathogens. Primers are 
a very important component of PCR, since the specificity of amplification depends primarily 
on them. They are necessary for the enzyme to work and are specific to the fragment of 
interest. Based on the results of the selection of nucleotide sequences of the genome or 
individual fragments of the virus RNA from the international database on the NCBI website, 
a large number of sequences for the bovine leukemia virus were identified, which are stored 
in gene banks and updated daily with new data. The construction of primers in compliance 
with the necessary parameters is carried out using various computer programs, the main of 
which are MUSCLE, UGENE V.36.0, Primer-BLAST, Oligo Analyzer and others. The designed 
primers were then synthesized on the Expedite 8909 oligonucleotide synthesizer, according 
to the instructions attached to the device. As a result of our experiments, we selected and 
synthesized specific synthetic oligonucleotides env (g51)_1 and env (g51)_2, for setting up 
PCR for bovine leukemia.
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