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Моделирование способа ПЦР-ПДРФ-
генотипирования крупного рогатого скота 
по полиморфным маркерам гена iNOS
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Изучение полиморфизма гена iNOS. Bos. taurus и его ассоциативной связи с 
резистентностью к лейкозу крупного рогатого скота, а также с племенной ценностью по показателям 
молочной продуктивности является актуальным предметом исследования генетико-селекционной 
направленности.
Цели. исследования. — выявление и картирование полиморфных сайтов рестрикции у 4 SNP-
маркеров (AH13-1,. AH13-2,. AH13-3,. AH13-4) гена iNOS. Bos. taurus с последующим ПЦР-ПДРФ-
профилированием встречаемых генотипов и  моделированием способа генотестирования крупного 
рогатого скота по перечисленным полиморфным маркерам анализируемого локуса. 
Методы. Действенным инструментом визуализации результата компьютерной симуляции 
эксперимента, поспособствовавшим прогнозированию применимости разрабатываемого 
способа генотестирования, стало in silico моделирование генерируемых ПЦР-ПДРФ-профилей 
встречаемых генотипов полиморфных маркеров гена iNOS. Bos. taurus. При этом сам результат 
картирования выявленных полиморфных сайтов рестрикции и последующего профилирования 
встречаемых генотипов свидетельствовал о технической возможности детектирования методом 
ПЦР-ПДРФ-анализа полиморфных позиций 4 SNP-маркеров гена iNOS. Bos. taurus. Это в свою 
очередь инициировало моделирование способа генотестирования крупного рогатого скота 
по перечисленным полиморфным маркерам с предусмотрением последовательных этапов 
выделения ДНК из цельной консервированной крови крупного рогатого скота, постановки 
ПЦР с олигонуклеотидными праймерами iNOS-F и iNOS-R, проведения ПДРФ с подобранными 
эндонуклеазами рестрикции (HinfI, Sau96I (изошизомер AspS9I), HpyAV и MluCI (изошизомер 
Sse9I), а также выполнения гель-электрофорезной детекции с визуализацией полученных 
электрофореграмм в УФ-трансиллюминаторе.
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Modeling of PCR-RFLP genotyping of cattle  
by polymorphic markers of iNOS gene
ABSTRACT
Relevance. The study of the Bos.taurus.iNOS gene polymorphism and its association with resistance to 
bovine leukemia, as well as with breeding value in terms of milk productivity, is a topical subject of genetic 
selection research. 
The purpose of this study was to identify and map polymorphic restriction sites in 4 SNP markers (AH13-1,.
AH13-2,.AH13-3,.AH13-4) of the Bos.taurus.iNOS gene, followed by PCR-RFLP profiling of the encountered 
genotypes and modeling of the method of gene testing of cattle by the listed polymorphic markers of the 
analyzed locus. 
Methods. An effective tool for visualizing the result of computer simulation of the experiment, which 
contributed to predicting the applicability of the developed method of gene testing, was in silico modeling 
of the generated PCR-RFLP profiles of the encountered genotypes of polymorphic markers of the Bos.
taurus.iNOS gene. At the same time, the very result of mapping the identified polymorphic restriction sites 
and subsequent profiling of the encountered genotypes indicated the technical feasibility of detecting 
polymorphic positions of 4 SNP markers of the Bos. taurus. iNOS gene by PCR-RFLP analysis. This, in 
turn, initiated the modeling of the method of gene testing of cattle by the listed polymorphic markers 
with the provision of successive stages of DNA isolation from whole preserved blood of cattle, PCR with 
oligonucleotide primers iNOS-F and iNOS-R, RFLP with selected restriction endonucleases (HinfI, Sau96I 
(AspS9I isoschizomer), HpyAV and MluCI (Sse9I isoschizomer), as well as performing gel electrophoresis 
detection with visualization of the obtained electrophoregrams in a UV transilluminator.
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1 Order of the Ministry of Agriculture of the Russian Federation dated March 6, 2018, No. 101 “On the Approval of Rules for Conducting Preclinical Studies 
of a Veterinary Medicinal Product, Clinical Studies of a Veterinary Medicinal Product, and Bioequivalence Studies of a Veterinary Medicinal Product.”

Введение/Introduction
Индуцибельная синтаза оксида азота — цитоплазма-

тический фермент, кодируемый геном NOS2 (nitric ox-
ide synthase 2)1, также известным как iNOS (inducible ni-
tric oxide synthase), локализованным в 19-й хромосоме 
у крупного рогатого скота [1]. Данный фермент катали-
зирует выработку реактивного азотного промежуточ-
ного продукта оксида азота — RNINO (от англ. Reactive  
Nitrogen Intermediate Nitric Oxide), являющегося одной 
из токсичных молекул иммунной системы, задействуе-
мых при подавлении микробных патогенов [2–4].

Полиморфизм гена iNOS Bos. taurus и его ассоциа-
тивная связь (как с резистентностью крупного рогато-
го скота к лейкозу [5–7], так и с племенной ценностью 
[6] по показателям молочной продуктивности) — акту-
альный предмет исследования генетико-селекционной  
направленности.

Одним из стандартизированных подходов к опреде-
лению генетического полиморфизма является метод, 
основанный на анализе полиморфизма длин рестрик-
ционных фрагментов амплифицированной ДНК — ПЦР-
ПДРФ [8]. На базе данного метода уже разработаны 
способы генотипирования крупного рогатого скота по 
аллельным вариантам полиморфного маркера AH13-1.
гена iNOS [9, 10], притом что в анализируемом локусе 
рассредоточены и другие SNP-маркеры [11], детекция 
которых может быть также диагностически значима в 
случае установления и их взаимосвязи с хозяйственно 
ценными признаками.

Цели. исследования — выявление и картирование 
полиморфных сайтов рестрикции у 4 SNP-маркеров 
(AH13-1, AH13-2, AH13-3, AH13-4) гена iNOS Bos.taurus.
с последующим ПЦР-ПДРФ-профилированием встре-
чаемых генотипов и моделированием способа геноте-
стирования крупного рогатого скота по перечисленным 
полиморфным маркерам анализируемого локуса.

Материалы и методы исследований / 
Materials and methods
Исследование проведено в лаборатории лейкозоло-

гии Всероссийского научно-исследовательского инсти-
тута экспериментальной ветеринарии им. К.И. Скряби-
на и Я.Р. Коваленко Российской академии наук в 2023 г.

Теоретико-аналитическая часть биоинформационно-
го исследования, посвященная выявлению и картирова-
нию полиморфных сайтов рестрикции у 4 SNP-маркеров 
(AH13-1, AH13-2, AH13-3, AH13-4) гена iNOS Bos.taurus, 
а также последующему ПЦР-ПДРФ-профилированию 
встречаемых генотипов, выполнена в онлайн-про-
грамме NEBcutter V2.0 (New England Biolabs, США).

Для практической реализации экспериментальной 
части исследования потребуются дальнейшие тех-
нологические процедуры выделения ДНК, постанов-
ки ПЦР и ПДРФ, а также гель-электрофорезной де-
текции. При этом экстракция нуклеиновых кислот из 
цельной консервированной крови крупного рогатого 
скота может быть осуществлена комплектом реаген-
тов для выделения ДНК из клинического материала 
«ДНК-сорб B» (Центральный научно-исследователь-
ский институт эпидемиологии Роспотребнадзора, 
г. Москва, Россия).

Постановка ПЦР с праймерами iNOS-F и iNOS-R 
для амплификации локуса гена iNOS Bos. taurus дли-
ной 258 bp может быть проведена набором реагентов 

Encyclo Plus PCR kit (ЗАО «Евроген», Россия) согласно 
составленному ПЦР-протоколу (табл. 1).

Последующую процедуру эндонуклеазного расще-
пления амплифицированных ПЦР-проб следует выпол-
нить с 4 подобранными рестриктазами (New England 
Biolabs, США) согласно составленным ПДРФ-протоко-
лам (табл. 1).

Результаты и обсуждение / Results and discussion
Ограниченная праймерами iNOS-F и iNOS-R ре-

ференсная нуклеотидная последовательность локуса 
гена iNOS Bos.taurus, депонированная в GenBank NCBI 
(AF465168), представлена 4 SNP-маркерами: AH13-1, 
AH13-2, AH13-3, AH13-4, полиморфные позиции ко-
торых обозначены на рисунке 1. При этом полиморф-
ные позиции перечисленных SNP-маркеров могут быть 
успешно детектированы методом ПЦР-ПДРФ-анали-
за, что вполне обосновано результатом картирования 

Таблица.1. Протоколы ПЦР-ПДРФ-анализа локуса iNOS 
Bos taurus
Table.1. Protocols for PCR-RFLP analysis of the Bos taurus 
iNOS locus

ПЦР-протокол

Реагенты Исходная
концен трация

Рабочая
концентрация

1 проба
(мкл)

10 проб
(мкл)

Стерильная вода 32 320

5×Encyclo Red буфер 5× 1× 10 100

50×смесь dNTP 50× 1× 1 10

Праймер iNOS-F 50 мкМ 0,5 мкМ 0,5 5

Праймер iNOS-R 50 мкМ 0,5 мкМ 0,5 5

50×Encyclo 
полимераза 50× 1× 1 10

Проба ДНК 5

Итого: 50

Нуклеотидные последовательности праймеров:
iNOS-F: 5/-AGGCGGGTTTAAGCTCCTAG-3/ (20 н.)
iNOS-R: 5/-ACACTGGACCCATCAGCTGC-3/ (20 н.)
Режим амплификации:
×1: 95 °С — 4 мин. ×40: 95 °С — 10 сек., 58 °С — 10 сек., 72 °С — 10 сек. ×1: 
72 °С — 5 мин.

ПДРФ-протоколы

Реагенты Исходная 
концен трация

Рабочая
концен трация

1 проба
(мкл)

10 проб
(мкл)

dH2O 7,5 75

rCutSmart™ Buffer 10× 1× 2 20

H
in

fI

S
au

96
I

H
py

AV

M
lu

C
I 10

ед.
5

ед.
2

 ед.
10
ед.

5
ед.

2,5
ед.

1 
ед.

5 
ед. 0,5 5

ПЦР-проба 10

Итого: 20

Режим инкубирования

37
 °C

37
 °C

37
 °C

37
 °C в течение 1 часа

Электрофорез в 2,5%-ном агарозном геле в буфере TBE, окрашенном  
этидием бромидом 

Визуализация полученных электрофореграмм в УФ-трансиллюминаторе
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полиморфных сайтов рестрикции 
и последующего профилирования 
встречаемых генотипов (рис. 1).

In. silico моделирование гене-
рируемых ПЦР-ПДРФ-профилей 
встречаемых генотипов поли-
морфных маркеров гена iNOS 
Bos. taurus — действенный ин-
струмент визуализации резуль-
тата компьютерной симуляции 
эксперимента, способствующий 
прогнозированию применимости 
разрабатываемого способа гено-
тестирования.

На рисунке 2 представлен ре-
зультат in. silico моделирования 
HinfI-ПЦР-ПДРФ-профилей ге-
нотипов полиморфного маркера 
AH13-1 гена iNOS.Bos.taurus.

Рассчитанные HinfI-ПЦР-ПДРФ-
фрагменты ассоциированы с тре-
мя генотип-специфичными профи-
лями SNP-маркера AH13-1, среди 
них два гомозиготных профи-
ля генотипов CC (192/66 bp) и TT 
(258 bp), а также гетерозиготный 
профиль генотипа CT (258/192/66 
bp) (рис. 2)

Генерация данных фрагментов 
и ассоциированных с ними про-
филей опосредована полиморф-
ной позицией маркера AH13-1 в 
положении 70, приводящей к созданию участка узнава-
ния рестриктазы HinfI (G/ANTC) при SNP с заменой ти-
мина (T) на цитозин (C) (рис. 1).

Результат моделирования in. silico. Sau96I-ПЦР-
ПДРФ-профилей генотипов полиморфного маркера 
AH13-2 гена iNOS.Bos.taurus представлен на рисунке 3.

Sau96I-ПЦР-ПДРФ-фрагменты, ассоциированные c 
тремя генотип-специфичными профилями SNP-мар-
кера AH13-2, формируют два профиля гомозигот-
ных генотипов AA (202/47/9 bp) и GG (113/89/47/9 bp), 
а также профиль гетерозиготного генотипа AG 

Рис. 1. Полиморфные сайты рестрикции SNP-маркеров AH13-1, AH13-2, AH13-3, 
AH13-4 гена iNOS.Bos.taurus.и соответствующие ПЦР-ПДРФ-профили генотипов, 
сгенерированные при рестрикционном картировании анализируемого локуса, 
фланкируемого праймерами iNOS-F и iNOS-R

Fig. 1. Polymorphic restriction sites of SNP markers AH13-1, AH13-2, AH13-3, AH13-4 of 
the Bos.taurus.iNOS gene and the corresponding PCR-RFLP genotype profiles generated 
by restriction mapping of the analyzed locus, flanked by primers iNOS-F and iNOS-R

114

70

152

230

R

R

R

R

R

R

Y

Y

Рис. 2. Моделирование HinfI-ПЦР-ПДРФ-профилей генотипов 
полиморфного маркера AH13-1 гена iNOS.Bos.taurus.(прайме-
ры iNOS-F и iNOS-R). Обозначения: 1) ПЦР-продукт (258 bp); 2–4) 
ПДРФ-профили: 2) генотип CC (192/66 bp); 3) генотип TT (258 bp); 
4) генотип CT (258/192/66 bp)
Fig. 2. Modeling of HinfI-PCR-RFLP profiles of genotypes of the poly-
morphic marker AH13-1 of the Bos.taurus.iNOS gene (primers iNOS-F 
and iNOS-R). Designations: 1) PCR-product (258 bp); 2–4) RFLP-pro-
files: 2) genotype CC (192/66 bp); 3) genotype.TT (258 bp); 4) geno-
type CT (258/192/66 bp)

(202/113/89/47/9 bp) (рис. 3). Генерация указанных 
фрагментов и ассоциированных с ними профилей свя-
зана не только с наличием полиморфной позиции у 
маркера AH13-2 в положении 114, приводящей к обра-
зованию сайта рестрикции Sau96I (G/GNCC) при SNP с 
заменой аденина (A) на гуанин (G), но и присутствием 
двух мономорфных сайтов рестрикции в анализируе-
мом локусе гена iNOS.(рис. 1).

На рисунке 4 представлен результат in.silico модели-
рования HpyAV-ПЦР-ПДРФ-профилей генотипов поли-
морфного маркера AH13-3 гена iNOS.Bos.taurus.

Рис. 3. Моделирование Sau96I-ПЦР-ПДРФ-профилей генотипов 
полиморфного маркера AH13-2 гена iNOS.Bos.taurus.(праймеры 
iNOS-F и iNOS-R). Обозначения: 1) ПЦР-продукт (258 bp); 2–4) 
ПДРФ-профили; 2) генотип AA (202/47/9 bp); 3) генотип GG 
(113/89/47/9 bp); 4) генотип AG (202/113/89/47/9 bp)
Fig. 3. Modeling of Sau96I-PCR-RFLP profiles of genotypes of the 
polymorphic marker AH13-2 of the Bos.taurus.iNOS gene (primers 
iNOS-F and iNOS-R). Designations: 1) PCR-product (258 bp); 2–4) 
RFLP-profiles; 2) genotype AA (202/47/9 bp); 3) genotype GG 
(113/89/47/9 bp); 4) genotype AG.(202/113/89/47/9 bp)
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Рассчитанные HpyAV-ПЦР-ПДРФ-фрагменты фор-
мируют три генотип-специфичных профиля маркера 
AH13-3, к которым относятся два гомозиготных профи-
ля генотипов AA (146/112 bp) и GG (258 bp), а также ге-
терозиготный профиль генотипа AG (258/146/112 bp) 
(рис. 4). Генерация данных фрагментов и ассоциирован-
ных с ними профилей непосредственно связана с поли-
морфной позицией маркера AH13-3 в положении 152, 
приводящей к созданию участка узнавания рестрикта-
зы HpyAV (CCTTC(6/5) при SNP с заменой гуанина (G) на 
аденин (A) (рис. 1).

Результат in.silico моделирования MluCI-ПЦР-ПДРФ-
профилей генотипов полиморфного маркера AH13-4 
гена iNOS.Bos.taurus представлен на рисунке 5.

MluCI-ПЦР-ПДРФ-фрагменты, ассоциированные c тре-
мя генотип-специфичными профилями SNP-маркера 
AH13-4, формируют два профиля гомозиготных геноти-
пов AA (228/30 bp) и GG (258 bp), а также профиль гетеро-
зиготного генотипа AG (258/228/30 bp) (рис. 5).

Генерация указанных фрагментов и ассоциирован-
ных с ними профилей опосредована полиморфной по-
зицией маркера AH13-4 в положении 230, приводящей 
к  образованию сайта рестрикции MluCI (/AATT) при SNP 
с заменой гуанина (G) на аденин (A) (рис. 1).

Следует отметить, что из четырех подобранных эн-
донуклеаз рестрикции (HinfI, Sau96I, HpyAV и MluCI), 

Рис. 4. Моделирование HpyAV-ПЦР-ПДРФ-профилей генотипов 
полиморфного маркера AH13-3 гена iNOS.Bos.taurus.(праймеры 
iNOS-F и iNOS-R). Обозначения: 1) ПЦР-продукт (258 bp); 2–4) 
ПДРФ-профили: 2) генотип AA (146/112 bp); 3) генотип GG (258 bp); 
4) генотип AG (258/146/112 bp)
Fig. 4. Modeling of HpyAV-PCR-RFLP profiles of genotypes of the 
polymorphic marker AH13-3 of the Bos.taurus.iNOS gene (primers 
iNOS-F and iNOS-R). Designations: 1) PCR-product (258 bp); 2–4) 
RFLP-profiles: 2) genotype AA.(146/112 bp); 3) genotype GG (258 bp); 
4) genotype AG (258/146/112 bp)

Рис. 5. Моделирование MluCI-ПЦР-ПДРФ-профилей генотипов 
полиморфного маркера AH13-4 гена iNOS.Bos.taurus.(праймеры 
iNOS-F и iNOS-R). Обозначения: 1) ПЦР-продукт (258 bp); 2–4) 
ПДРФ-профили: 2) генотип AA (228/30 bp); 3) генотип GG (258 bp); 
4) генотип AG (258/228/30 bp)
Fig. 5. Modeling MluCI-PCR-RFLP profiles of genotypes of the 
polymorphic marker AH13-4 of the Bos.taurus.iNOS gene (primers 
iNOS-F and iNOS-R). Designations: 1) PCR-product (258 bp); 2–4) 
RFLP-profiles: 2) genotype AA (228/30 bp); 3) genotype.GG (258 bp); 
4) genotype AG (258/228/30 bp)

упомянутых в данной работе, две могут быть успешно 
заменены на их прототипы, в частности Sau96I на изо-
шизомер AspS9I и MluCI на изошизомер Sse9I. При этом 
данные изошизомеры и рестриктазу HinfI производит и 
реализует российская компания ООО «СибЭнзайм», что 
ожидаемо положительно скажется на себестоимости 
планируемой экспериментальной части исследования.

Выводы/Conclusion 
Результат картирования выявленных полиморфных 

сайтов рестрикции и последующего профилирования 
встречаемых генотипов свидетельствовал о возмож-
ности детектирования полиморфных позиций 4 SNP-
маркеров (AH13-1, AH13-2, AH13-3, AH13-4) гена iNOS 
Bos. taurus методом ПЦР-ПДРФ-анализа. Установлен-
ная возможность открыла путь к моделированию спо-
соба генотестирования крупного рогатого скота по пе-
речисленным полиморфным маркерам анализируемого 
локуса, предусматривающего последовательные эта-
пы экстракции нуклеиновых кислот, постановки ПЦР и 
ПДРФ, а также гель-электрофорезной детекции. При 
этом доступность отобранных эндонуклеаз рестрикции, 
в том числе к приобретению их изошизомеров на оте-
чественном (российском) рынке, делает планируемую 
экспериментальную часть исследования вполне осуще-
ствимой.
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