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Разработка и апробация тест-системы 
определения полиморфизма генов DGKH  
и PPP1R1C, ассоциированных с живой  
массой овец 
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Отечественное овцеводство отстает от других отраслей животноводства по темпам 
использования современных ДНК-технологий. Поиск новых генов — потенциальных кандидатов, 
ассоциированных с экономически значимыми признаками, — актуален для более полного раскрытия 
генетического потенциала овец. Ранее проведенный поиск полногеномных ассоциаций показал, что 
гены DGKH. и PPP1R1C оказывают определенное влияние на живую массу овец при рождении и в 
возрасте 90 дней. В связи с этим более детальное изучение полиморфизма в генах.DGKH.и PPP1R1C 
может углубить понимание о процессах роста и развития у домашних овец, поэтому были выбраны эти 
гены как целевые для проведения эксперимента. 

Методы. Праймеры и зонды были подобраны для амплификации фрагмента с таргетными SNP 
в генах DGKH и PPP1R1C длиной 68 пар нуклеотидов на основе референсной последовательности 
ДНК на 10-й (NC_056063.1) и 2-й хромосомах (NC_056055.1) овец, представленных в NCBI. Для 
определения полиморфизма были разработаны тест-системы на основе ПЦР в реальном времени. 
Генотипы определяли по многопараметрическому графику. Тест-системы апробированы на 147 овцах 
южной мясной породы.

Результаты. Разработанные тест-системы по перспективным генам DGKH и PPP1R1C позволили чет-
ко определять генотипы овец в формате ПЦР-РТ. В гене DGKH были выявлены все три генотипа (Т/Т, 
С/Т и С/С). В гене PPP1R1C не был идентифицирован гомозиготный генотип (Т/Т) в исследуемой по-
пуляции. Тест-системы пригодны для проведения рутинного ДНК-анализа в молекулярно-генетиче-
ских лабораториях. 
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Development and validation of a test system  
for determining the polymorphism in the DGKH  
and PPP1R1C genes associated with body weight  
of sheep
ABSTRACT
Relevance. National sheep breeding is lagging behind other branches of animal husbandry considering using 
of modern DNA technologies.  The search for new genes — potential candidates associated with economically 
significant traits — is relevant for a more complete disclosure of the genetic potential of sheep. An earlier 
genome-wide association study showed that the DGKH. and PPP1R1C genes had a certain effect on body 
weight of sheep at birth and at the age of 90 days. In this regard, a more detailed study of polymorphism in the 
DGKH and PPP1R1C genes can deepen understanding of growth and development processes in domestic 
sheep, so we have chosen these genes as targets for the experiment.

Methods.  Primers and probes were selected for amplification of a fragment with targeted SNPs in the 
DGKH and PPP1R1C.genes with a length of 68 nucleotide pairs based on the reference DNA sequence on 
the 10th (NC_056063.1) and the 2nd chromosome (NC_056055.1) sheep represented in NCBI. To determine 
polymorphism, real-time PCR-based test systems were developed. Genotypes were determined using a 
multiparametric graph. The test systems were tested on 147 sheep of the southern meat breed.

Results. The developed test systems for promising DGKH and PPP1R1C genes allowed to clearly determine 
sheep genotypes based on using the PCR-RT. All three genotypes (T/T, C/T, and C/C) were identified in the 
DGKH gene. No homozygous genotype (T/T) was identified in the PPP1R1C gene in the studied population. 
The test systems are suitable for routine DNA analysis in molecular genetic laboratories.
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Введение/Introduction
Отечественное овцеводство отстает от других отрас-

лей животноводства по темпам использования совре-
менных ДНК-технологий для применения в селекции по 
различным признакам. Частично такая тенденция объ-
ясняется тем, что на протяжении длительного времени 
развитие овцеводства происходило в условиях тради-
ционной технологии содержания и выращивания живот-
ных [1]. Интенсификация производства овцеводческой 
продукции должна происходить по ряду направлений, 
одно из которых заключается в более полной реализа-
ции генетического потенциала существующих пород 
и выведении новых продуктивных селекционных типов 
овец. Интеграция ДНК-технологий в селекционный про-
цесс позволяет повысить эффективность селекции по-
средством отбора носителей аллелей, ассоциирован-
ных с хозяйственно ценными признаками [2]. 

В мировой практике в овцеводстве широко приме-
няется ряд тест-систем, позволяющих анализировать 
полиморфные варианты в небольшом количестве из-
вестных или потенциальных генов-кандидатов, ассо-
циированных с тем или иным экономически значимым 
признаком [3–5].

Следует отметить, что ряд отечественных ученых изу-
чали влияние ряда известных генов-кандидатов на росто-
вые и мясные качества овец российских пород. Так, на-
пример, было установлено, что доля носителей наиболее 
желательного аллеля в гене миостатина (с.*1232A) [6] 
составила 90% в популяциях джалгинских и советских 
мериносов и 85% — манычских мериносов [7]. Кроме 
того, были показаны достоверные корреляции аллеля 
с.*1279A в гене MyoD1.с более высокими убойными пока-
зателями баранчиков северокавказской породы по срав-
нению с носителями других генотипов [8].

Л.Н. Скорых и соавторы (2020) выявили положитель-
ное влияние гетерозиготного АВ/GH и гомозиготного 
ВВ/GH генотипов гена соматотропина (гормона роста) 
на интенсивность роста мясошерстных овец [9]. Тем не 
менее результаты проведенных исследований носят по-
родоспецифический характер. В связи с этим актуально 
проводить поиск новых генов, которые могут быть пред-
ложены в качестве потенциальных кандидатов, ассоци-
ированных с экономически значимыми признака-
ми у овец, для последующей разработки тест-систем  
с перспективой внедрения в селекционный процесс.

В предыдущих исследованиях авторов был проведен 
полногеномный поиск ассоциаций в ресурсной популя-
ции овец возвратных кроссов (романовская × катадин) × 
× романовская. Взвешивание экспериментальных жи-
вотных проводилось в возрасте 6 (при рождении), 42, 
90, 180 и 270 дней. Полногеномные SNP-профили были 
получены с помощью ДНК-чипа высокой плотности 
Ovine Infinium® HD SNP BeadChip (Illumina, Inc., США).

В результате исследования были идентифицированы 
SNP, ассоциированные с живой массой и локализован-
ные вблизи генов, оказывающих прямое или косвенное 
влияние на живую массу [10]. Так, SNP на 2-й хромосоме 
был ассоциирован с живой массой овец при рождении и 
локализован вблизи гена PPP1R1C..На 10-й хромосоме 
был идентифицирован SNP, влияющий на живую мас-
су овец в возрасте 90 дней и располагающийся в непо-
средственной близости к гену DGKH.[10].

Ген PPP1R1C. (субъединица 1C регуляторного инги-
битора протеинфосфатазы 1). был предложен в каче-
стве потенциального кандидата, вовлеченного в фор-
мирование мышечной массы у крупного рогатого скота 
(КРС) шаролезской и лимузинской пород [11].

Ген DGKH (диацилглицеролкиназа eta) — это член се-
мейства ферментов диацилглицеролкиназ, которые ката-
лизируют фосфорилирование диацилглицерина с обра-
зованием фосфатидной кислоты. DGKH был предложен 
в качестве белка — регулятора сигнального каскада Ras/
Raf/MEK/ERK, контролирующего большее количество 
процессов регуляции роста в клетках, включая пролифе-
рацию, трансформацию и дифференцировку [12]. Следо-
вательно, ген DGKH может влиять на рост организма бла-
годаря своим активирующим свойствам.

P. Widmann и соавторы (2013) предложили ген DGKH.
в качестве.функционального кандидата, ассоциирован-
ного с процессами роста КРС [13].

В племенном заводе «Ладожский» на базе генофонд-
ного стада южной мясной породы создается новый се-
лекционный тип овец с использованием генетического 
материала от баранов породы катадин для улучшения 
скороспелости и мясных качеств.

Поскольку гены DGKH и PPP1R1C были выявлены в 
ресурсной популяции овец, созданной при участии ба-
ранов породы катадин, можно предполагать, что эти 
гены будут информативны в популяции создаваемого 
селекционного типа и, соответственно, могут быть ис-
пользованы для ведения маркерной селекции. В связи с 
этим весьма актуальна разработка информативных ДНК 
тест-систем, которые позволят четко различать аллель-
ные варианты в изучаемых генах. 

Цели. работы — разработка, экспериментальная 
апробация и оценка эффективности тест-системы 
определения полиморфизма генов DGKH и PPP1R1C.

Материалы и методы исследования /  
Materials and methods
Исследование проводили в 2023 году на базе обору-

дования центра коллективного пользования «Биоресур-
сы и биоинженерия сельскохозяйственных животных» 
ФГБНУ ФИЦ ВИЖ им. Л.К. Эрнста. 

В качестве биологического материала для молекуляр-
но-генетического исследования использовали ушные 
выщипы овец южной мясной породы (n = 147). На рисун-
ке 1 представлены овцы южной мясной породы, которая 

Рис. 1. Овцы южной мясной породы (ПЗ «Ладожский», Краснодар-
ский край, Усть-Лабинский р-н), март 2023 г. Фото автора

Fig. 1. Sheep of the Southern Meat breed (PZ “Ladoga”, Krasnodar 
Territory, Ust-Labinsky District), March 2023. Photo by the author
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разводится в племенном заводе «Ладожский» (Красно-
дарский край, Усть-Лабинский р-н).

Образцы ткани овец были получены из биоколлекции 
«Банк генетического материала домашних и диких видов 
животных и птицы» (№ 498808, зарегистрирован Мин-
обрнауки РФ), созданной и поддерживаемой в ФГБНУ 
ФИЦ животноводства — ВИЖ им. академика Л.К. Эрнста. 

ДНК из ткани выделяли с помощью набора «ДНК- 
Экстран-2» (ЗАО «Синтол», Россия) по протоколу произ-
водителя. Опытным путем были подобраны состав реак-
ционной смеси и оптимальные условия проведения ПЦР. 
Для двух генов реакции проводили в конечном объеме 
20 мкл: 2 мкл реакционного буфера (10х Taq Turbo буфер, 
ЗАО «Евроген», Россия), 12 мкл H2O, 2,5 мкл dNTPs, 2 мкл 
смеси праймеров, 0,8 мкл смеси зондов (0,3 мкл зонда 
FAM и 0,5 мкл зонда R6G), 0,2 мкл SmartTaq ДНК полиме-
разы (ЗАО «Диалат Лтд.», Россия), 1 мкл ДНК. 

Амплификацию фрагмента гена DGKH проводили в 
следующем температурно-временном режиме: 120 с. 
при 50 °С (1 цикл); 10 мин. при 95 °С (1 цикл); 15 с. при 
95 °С, 45 с. при 62 °С, 30 с. при 72 °С (40 циклов); заклю-
чительный этап — 10 мин. при 72 °С. 

Амплификацию фрагмента гена PPP1R1C проводили 
в следующем температурно-временном режиме: 120 с. 
при 50 °С (1 цикл); 10 мин. при 95 °С (1 цикл); 15 с. при 
95 °С, 45 с. при 59 °С, 30 с. при 72 °С (40 циклов); заклю-
чительный этап — 10 мин. при 72 °С.

ПЦР в реальном времени осуществляли с использо-
ванием прибора QuantStudio®5 (ThermoFisher Scientific, 
США). Результат оценивали по многопараметрическому 
графику.

Результаты и обсуждение / Results and discussion
Для определения полиморфизма генов DGKH. и 

PPP1R1C были разработаны тест-системы на осно-
ве ПЦР в реальном времени. Подбор праймеров и зон-
дов для амплификации фрагмента с таргетными SNP в 
генах DGKH и PPP1R1C.длиной 68 пар оснований про-
водили в соответствии с референсной последователь-
ностью ДНК на 10-й (NC_056063.1) и 2-й хромосомах 
(NC_056055.1) овец, представленных в базе Националь-
ного центра биотехнологической информации NCBI. 

В таблице 1 представлены последовательности прай-
меров и зондов, подобранных для тест-системы опре-
деления полиморфизма генов DGKH и PPP1R1C, ассо-
циированных с мясной продуктивностью овец.

Постановка ПЦР-градиента на приборе QuantStudio®5 
(ThermoFisher Scientific, США) позволила определить 
температуру отжига праймеров и зондов. Для генов 

Таблица.1. Последовательности праймеров и зондов, подо-
бранных для тест-системы определения полиморфизма генов 
DGKH и PPP1R1C, ассоциированных с живой массой овец

Table.1..The sequences of primers and probes selected for the 
test system for determining the polymorphism of the DGKH and 
PPP1R1C genes associated with body weight in sheep

Название гена Последовательности праймеров и зондов (5’–3’)

DGKH

F5`-TCATTTTCCTTATTCATGTCCCCT-3`

R5`-TGAACACAGCTTCTTACCCATC-3`

5`-FAM-AGTCTGCTACACTCTGCTTAAG-BHQ-1-3`

5`-R6G-AGTCCGCTACACTCTGCTTAAG-BHQ-1-3`

PPP1R1C

5`-ATTCTGTGTTCCTATCACCT-3`

5`-GTGGTGTTCATCTGACTGCTTA-3`

5`-FAM-TGACTGCTGTGAACTCTGATGAT-BHQ-1-3`

5`-R6G-TGATTGCTGTGAACTCTGATGAT-BHQ-1-3`

Примечание: F — прямой праймер (комплементарен 3’-цепи 
ДНК), R — обратный праймер (комплементарен 5’-цепи ДНК).
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Рис. 2. Многопараметрические графики различных аллельных  
вариантов гена DGKH

Fig. 2. Multivariable plots of various allelic variants of the DGKH.gene

Рис. 3. Многопараметрические графики различных аллельных вари-
антов гена PPP1R1C

Fig. 3. Multivariable plots of various allelic variants of the PPP1R1C gene
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DGKH.и.PPP1R1C оптимальные температуры отжига со-
ставили 62 °С и 59 °С соответственно.

В результате проведения ПЦР в реальном времени 
были выявлены различные аллельные варианты генов 
DGKH.(рис. 2) и.PPP1R1C.(рис. 3).

Как показано на рисунке 2, аллелю T в гене DGKH со-
ответствует увеличение флуоресценции по каналу кра-
сителя FAM, а аллелю С в гене DGKH. — увеличение  
флуоресценции по каналу красителя R6G.

Как показано на рисунке 3, аллелю С в гене PPP1R1C.
соответствует увеличение флуоресценции по каналу 
красителя FAM, а аллелю Т в гене PPP1R1C — увеличе-
ние флуоресценции по каналу красителя R6G.

В результате генотипирования овец по гену DGKH 
методом ПЦР с детекцией результатов в режиме реаль-
ного времени были выявлены все три генотипа (Т/Т, С/Т 
и С/С). В то время в исследуемой выборке животных ген 
PPP1R1C. был представлен лишь двумя генотипами — 
С/С и С/Т. Гомозиготы по аллелю Т (генотип Т/Т) обна-
ружены не были.

В таблице 2 представлены частоты встречаемости 
аллелей и генотипов по генам DGKH и PPP1R1C соот-
ветственно.

Генотипирование по гену DGKH выявило, что 24 жи-
вотных из исследуемой выборки (16,32%) имели гомо-
зиготный генотип Т/Т, гомозиготный генотип C/C был 
обнаружен у 42 овец (28,57%), 81 животное (55,11%) — 
гетерозиготы (T/C). Оба аллеля встречались примерно 
с одинаковой частотой в исследуемой популяции (ал-
лель T — 43,88%, аллель С — 56,12%). 

В то же время по гену PPP1R1C было обнаруже-
но смещение частот аллелей. Наиболее распростра-
ненным оказался аллель С (80,61%), когда частота 

встречаемости аллеля Т была 19,39%. Это связано с от-
сутствием в выборке гомозиготных животных по алле-
лю Т. В основном в популяции встречался гомозигот-
ный генотип С/С с частотой 61,22% (n = 90), остальные 
38,78% животных (n = 57) были представлены гетерози-
готами (генотип С/Т).

Полученные результаты подтверждают разрешаю-
щую способность разработанных тест-систем и их при-
годность для проведения рутинного ДНК-анализа. 

Выводы/Conclusion
Исследование показало, что разработанные тест- 

системы позволяют определять аллельные варианты 
генов DGKH и PPP1R1C, ассоциированных с живой мас-
сой у овец. 

Таким образом, представленная тест-система по-
зволит заблаговременно определять аллельные вари-
анты генов DGKH и PPP1R1C, ассоциированных с живой 
массой, что впоследствии позволит ускорить селекцию 
овец на мясные качества. 

Описанная тест-система имеет перспективы для 
применения в селекционной работе в овцеводстве, в 
частности для отбора наиболее перспективных овец но-
вого создаваемого селекционного типа.

Таблица.2..Частота встречаемости аллелей и генотипов  
по генам DGKH и PPP1R1C

Table.2..The frequency of alleles and genotypes for the DGKH  
and PPP1R1C genes

Ген
Частота 

аллелей, %
Частота генотипов

Т/Т Т/С (C/T) С/С

Т С n % n % n %

DGKH 43,88 56,12 24 16,32 81 55,11 42 28,57

PPP1R1C 19,39 80,61 – – 57 38,78 90 61,22
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