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Тестирование разработанного способа  
ПЦР-ПДРФ-генотипирования крупного 
рогатого скота по SNP-маркерам гена iNOS
РЕЗЮМЕ
Воспроизводство высокопродуктивного стада крупного рогатого скота с генетической устойчиво-
стью к лейкозу — одна из важнейших задач племенного животноводства, достижимая комплексным 
подходом, включающим и генетико-селекционные исследования, в том числе направленные на из-
учение ассоциативной связи полиморфизма гена iNOS Bos taurus с племенной ценностью, а также с 
восприимчивостью и устойчивостью животных к данному заболеванию.
Цели исследования — картирование выявленных полиморфных сайтов рестрикции у 6 SNP-марке-
ров (AH13-1, AH13-2, AH13-3, AH13-4, AH13-5 и AH13-6) гена iNOS Bos taurus и программный расчет 
ПЦР-ПДРФ-профилей возможных генотипов с последующим тестированием разработанного спо-
соба генотипирования крупного рогатого скота по перечисленным маркерам.
Теоретико-аналитическая часть проведенного биоинформационного исследования расшири-
ла знания о полиморфных сайтах рестрикции 6 упомянутых SNP-маркеров и соответствующих 
ПЦР-ПДРФ-профилях их возможных генотипов, в том числе комплексных генотипов полиморфных 
маркеров AH13-1 и AH13-6, сгенерированных при рестрикционном картировании анализируемой 
последовательности ДНК, ограниченной праймерами iNOS-F и iNOS-R. Далее теоретическая воз-
можность детектирования перечисленных маркеров анализом полиморфизма длин рестрикцион-
ных фрагментов амплифицированной ДНК была подкреплена экспериментальными данными, полу-
ченными в результате тестирования разработанного способа ПЦР-ПДРФ-генотипирования крупно-
го рогатого скота по перечисленным маркерам с 5 отобранными эндонуклеазами рестрикции и изо-
шизомерами (HinfI, AspS9I, HpyAV, Sse9I и Bst4CI) преимущественно российского производства, что 
в конечном счете положительно сказалось на себестоимости проведенного исследования.
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Testing of the developed method for PCR-RFLP 
genotyping of cattle using SNP markers  
of the iNOS gene
ABSTRACT
Reproduction of a highly productive herd of cattle with genetic resistance to leukemia is one of the most 
important tasks of  livestock breeding, achievable by an integrated approach, including genetic and 
selection research, including those aimed at studying the associative relationship between the iNOS Bos 
taurus gene polymorphism and breeding value, and also with the susceptibility and resistance of animals 
to this disease.
The objectives of  the study were to map the identified polymorphic restriction sites in 6 SNP markers  
(AH13-1, AH13-2, AH13-3, AH13-4, AH13-5 and AH13-6) of  the iNOS Bos taurus gene and program 
calculation of  PCR-PDRF profiles of  possible genotypes, followed by testing of  the developed method  
of cattle genotyping cattle by the listed markers.
The theoretical and analytical part of the conducted bioinformatics study expanded knowledge about the 
polymorphic restriction sites of the 6 mentioned SNP markers and the corresponding PCR-RFLP profiles 
of their possible genotypes, including complex genotypes of the polymorphic markers AH13-1 and AH13-6 
generated during restriction mapping the analyzed DNA sequence, limited by primers iNOS-F and iNOS-R. 
Further, the theoretical possibility of  detecting the listed markers by analyzing the length polymorphism 
of restriction fragments of amplified DNA was supported by experimental data obtained as a result of testing 
the developed method for PCR-RFLP genotyping of cattle using the listed markers with 5 selected restriction 
endonucleases and isoschizomers (HinfI, AspS9I, HpyAV, Sse9I and Bst4CI) predominantly Russian-made, 
which ultimately had a positive impact on the cost of the research conducted.
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Введение/Introduction
iNOS (inducible nitric oxide synthase), в том числе из-

вестный как NOS2 (nitic oxide synthase 2), — ген, локали-
зованный в 19-й хромосоме у крупного рогатого скота, 
кодирующий цитоплазматический фермент, именуемый 
как индуцибельная синтаза оксида азота [1–3].

Данный фермент способен инициировать выработку 
большого количества короткоживущих молекул оксида 
азота и его реактивных форм, являющихся медиатором 
апоптоза и различных патофизиологических состояний, 
а также регулятором системы врожденного иммуните-
та [4–6].

Генетико-селекционные исследования, направлен-
ные на изучение ассоциативной связи полиморфиз-
ма гена iNOS Bos taurus с восприимчивостью и устой-
чивостью к лейкозу крупного рогатого скота, а также с 
племенной ценностью животных, весьма актуальны и 
продиктованы необходимостью воспроизводства вы-
сокопродуктивного стада с генетической резистентно-
стью к данному заболеванию [7–9].

Полимеразная цепная реакция, совмещенная с по-
лиморфизмом длин рестрикционных фрагментов 
(ПЦР-ПДРФ), — относительно простой и доступный 
комбинированный молекулярно-генетический метод 
определения генетического разнообразия (генетиче-
ского полиморфизма), широко используемый в лабора-
торной практике [10–12].

На основе указанного комбинированного метода 
ранее были разработаны способы генотипирования 
крупного рогатого скота по аллельным вариантам по-
лиморфного маркера AH13-1 гена iNOS [13, 14], а так-
же недавно смоделирован способ ПЦР-ПДРФ-геноти-
пирования по другим SNP-маркерам (AH13-2, AH13-3, 
AH13-4) [15], локализованным в анализируемом участ-
ке гена [16].

При этом в анализируемом локусе гена iNOS Bos 
taurus сосредоточены и другие SNP-маркеры (AH13-5 
и AH13-6), подробно охарактеризованные уже в данной 
работе. Детекция указанных полиморфных маркеров 
может быть диагностически значимой в случае установ-
ления и их взаимосвязи с хозяйственно ценными при-
знаками животных.

Развитие молекулярно-генетических подходов к ге-
нотипированию крупного рогатого скота по аллель-
ным вариантам установленных полиморфных марке-
ров — важный этап проводимых научных исследований 
и разработок, опирающийся на систематизированные 
знания о полиморфизме гена iNOS Bos taurus и прокла-
дывающий дорогу к более полному раскрытию его ассо-
циативной связи с резистентностью к лейкозу и племен-
ной ценностью животных.

Цель исследования — картирование выявлен-
ных полиморфных сайтов рестрикции у 6 SNP-мар-
керов (AH13-1, AH13-2, AH13-3, AH13-4, AH13-5 и 
AH13-6) гена iNOS Bos taurus и программный расчет 
ПЦР-ПДРФ-профилей возможных генотипов с после-
дующим тестированием разработанного способа ге-
нотипирования крупного рогатого скота по перечис-
ленным маркерам.

Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Исследование проведено в лаборатории лейкозо-

логии Всероссийского научно-исследовательского ин-
ститута экспериментальной ветеринарии им. К.И. Скря-
бина и Я.Р. Коваленко Российской академии наук  
в 2024 году.

Теоретико-аналитическую часть биоинформацион-
ного исследования по картированию выявленных поли-
морфных сайтов рестрикции у 6 SNP-маркеров (AH13-1, 
AH13-2, AH13-3, AH13-4, AH13-5 и AH13-6) гена iNOS 
Bos taurus и расчету ПЦР-ПДРФ-профилей возможных 
генотипов выполнили с применением онлайн-програм-
мы NEBcutter V2.0 (https://nc2.neb.com/NEBcutter2/).

Для практической реализации экспериментальной 
части исследования использовали технологические 
процедуры выделения ДНК, постановки ПЦР и ПДРФ, а 
также гель-электрофорезной детекции с последующей 
интерпретацией полученных результатов в идентифика-
ционном ключе.

Экстракцию нуклеиновых кислот из 65 отобранных 
проб цельной консервированной крови голштинизи-
рованного скота черно-пестрой породы осуществляли 
комплектом реагентов для выделения ДНК из клиниче-
ского материала «ДНК-сорб B» (ЦНИИ эпидемиологии 
Роспотребнадзора, Россия).

Постановку ПЦР с праймерами iNOS-F и iNOS-R для 
амплификации локуса гена iNOS Bos taurus длиной 
258 bp выполняли набором реагентов Encyclo Plus PCR 
kit (ЗАО «Евроген», Россия) согласно ранее представ-
ленному ПЦР-протоколу [15].

Процедуру эндонуклеазного расщепления ампли-
фицированных ПЦР-продуктов проводили подобран-
ными для определенного полиморфного маркера ре-
стриктазами. В частности, для детекции полиморфных 
позиций SNP-маркеров AH13-1 и AH13-6 10 мкл ампли-
фиката смешивали с равным объемом ПДРФ-смеси, 
содержащей 5 единиц эндонуклеазы рестрикции HinfI в 
SE-буфере O (ООО «СибЭнзайм», Россия), и инкубиро-
вали в термостате при 37 °С в течение 4 часов. Анало-
гичный объем амплификата и ПДРФ-смеси, а также схо-
жее время инкубирования использовали и при детекции 
полиморфных позиций других SNP-маркеров: AH13-2  
(5 ед. AspS9I в SE-буфере W (ООО «СибЭнзайм», Россия),  
37 °С), AH13-3 (1 ед. HpyAV в SE-буфере rCutSmart™ 
Buffer (New England Biolabs, USA), 37 °С), AH13-4  
(1 ед. Sse9I в SE-буфере B (ООО «СибЭнзайм», Россия), 
55 °С), AH13-5 (2 ед. Bst4CI в SE-буфере Y (ООО «СибЭн-
займ», Россия), 65 °С).

Аликвоты инкубированных ПЦР-ПДРФ-проб вноси-
ли в лунки 2,5%-ного агарозного геля в объеме 10 мкл и 
подвергали вместе с маркерами длин ДНК (ООО «СибЭн- 
займ», Россия) горизонтальному электрофорезу в буфе-
ре ТBE (pH 8,0) с последующей визуализацией электро-
фореграмм в УФ-трансиллюминаторе и фиксацией полу-
ченных результатов на цифровую камеру.

Результаты и обсуждение / Results and discussion
Биоинформационный анализ депонированных 

в  GenBank NCBI нуклеотидных последовательностей 
локуса гена iNOS Bos taurus, ограниченных праймера-
ми iNOS-F и iNOS-R, свидетельствует не только о ранее 
описанных 4 SNP-маркерах (AH13-1, AH13-2, AH13-3, 
AH13-4) [15, 16], но и о еще 2 однонуклеотидных поли-
морфизмах, рассматриваемых в качестве SNP-марке-
ров AH13-5 и AH13-6.

Представленная на рисунке 1 смоделированная по-
следовательность анализируемого локуса гена со сме-
шанными нуклеотидами в полиморфных позициях 
6  SNP-маркеров, выделенных красным цветом, сфор-
мирована в результате множественного выравнивания 
в BLAST (Базовый инструмент поиска локального вырав-
нивания — Basic Local Alignment Search Tool, https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi/) депонированных в GenBank 
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NCBI (Национальный центр биотехнологической инфор-
мации — National Center for Biotechnology Information, 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) соответствующих после-
довательностей (AF465168, LR962749, OX344708), пер-
вая из которых (AF465168) несет информацию о 4 ранее 
описанных SNP-маркерах, а другие 2 последовательно-
сти открывают возможность обосновать наличие еще  
2 дополнительных SNP-маркеров — AH13-5 (LR962749)  
и AH13-6 (OX344708).

На рисунке 1 представлены и полиморфные сайты 
рестрикции перечисленных 6 SNP-маркеров гена iNOS 
Bos taurus, и соответствующие ПЦР-ПДРФ-профили 
возможных генотипов, сгенерированные при рестрик-
ционном картировании анализируемой последователь-
ности ДНК, ограниченной праймерами iNOS-F и iNOS-R.

Однако в отношении SNP-маркеров AH13-1 и AH13-6, 
чьи полиморфные позиции могут затрагивать сай-
ты рестрикции общей для них эндонуклеазы HinfI, рас-
считанные ПЦР-ПДРФ-профили 3 генотипов AH13-1, 
представленные на рисунке 1, верны лишь при гено-
типе CC AH13-6, и, соответственно, сгенерированные 
ПЦР-ПДРФ-профили 3 генотипов AH13-6 корректны 
лишь при генотипе TT AH13-1.

Более подробная информация о рассчитанных 
ПЦР-ПДРФ-профилях комплексных генотипов поли-
морфных маркеров AH13-1 и AH13-6, взаимосвязанных 
с их гаплотипами, представлена в таблице 1.

Экспериментальная часть исследования, посвящен-
ная тестированию ранее смоделированного способа 
ПЦР-ПДРФ-генотипирования крупного рогатого скота 
по 4 полиморфным маркерам (AH-13-1, AH13-2, AH13-3, 
AH13-4) гена iNOS  [15], расширенного анализом еще 

Рис. 1. Полиморфные сайты рестрикции 6 SNP-маркеров (AH13-1, 
AH13-2, AH13-3, AH13-4, AH13-5 и AH13-6) гена iNOS Bos taurus  
и соответствующие ПЦР-ПДРФ-профили возможных генотипов, 
сгенерированные при рестрикционном картировании анализируе-
мой последовательности ДНК, ограниченной праймерами iNOS-F 
и iNOS-R

Fig. 1. Polymorphic restriction sites of 6 SNP markers (AH13-1, AH13-2, 
 AH13-3, AH13-4, AH13-5 and AH13-6) of the Bos taurus iNOS gene and 
the corresponding PCR-RFLP profiles of possible genotypes generated 
by restriction mapping analyzed DNA sequence limited by primers 
iNOS-F and iNOS-R
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Таблица 1. Рассчитанные ПЦР-ПДРФ-профили комплексных 
генотипов полиморфных маркеров AH13-1 и AH13-6

Table 1. Calculated PCR-RFLP profiles of complex genotypes  
of polymorphic markers AH13-1 and AH13-6
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Рис. 2. Электрофореграмма HinfI-ПЦР-ПДРФ-профилей комплекс-
ных генотипов полиморфных маркеров AH13-1 и AH13-6 гена iNOS 
Bos Taurus: Обозначение: М) маркеры длин ДНК; 1–9) комплексные 
генотипы: 1, 5) СТ/CT (258/192/179/79/66/13 bp); 2, 3, 4, 6) CT/CC 
(258/192/66 bp); 5) TT/CT (258/179/79 bp); 8) TT/CC (258 bp); 9) СС/CC 
(192/66 bp)

Fig. 2. Electropherogram of HinfI-PCR-RFLP profiles of complex 
genotypes of polymorphic markers AH13-1 and AH13-6 of the iNOS gene 
Bos taurus: M) DNA length markers; 1–9) complex genotypes: 1, 5) СТ/CT 
(258/192/179/79/66/13 bp); 2, 3, 4, 6) CT/CC (258/192/66 bp); 5) TT/CT 
 (258/179/79 bp); 8) TT/CC (258 bp); 9) СС/CC (192/66 bp)

по 2 SNP-маркерам (AH13-5 и AH13-6), реализова-
на комплексом технологических процедур, завершае-
мых гель-электрофорезной детекцией, наглядные при-
меры которой в виде обработанных электрофореграмм 
представлены на соответствующих рисунках (рис. 2–4). 
В  частности, на рисунке 2 наглядно отображена элек-
трофореграмма HinfI-ПЦР-ПДРФ-профилей 5 ком-
плексных генотипов полиморфных маркеров AH13-1 и 
AH13-6 гена iNOS Bos taurus, выявленных в ходе тести-
рования разработанного способа на исследуемой вы-
борке животных.

При этом программно рассчитанные HinfI-ПЦР-
ПДРФ-профили большинства выявленных комплекс-
ных генотипов (CT/CC, TT/CT, TT/CC и СС/CC) поли-
морфных маркеров AH13-1 и AH13-6 соответствовали 
визуально наблюдаемой картине электрофоретическо-
го разделения фрагментов ДНК. За исключением одно-
го комплексного генотипа (CT/CT с гаплотипами C/T и 
T/C), чьи теоретические расчеты (258/179/66/13 bp) не 
совпадали с экспериментально полученными данными 
(258/192/179/79/66/13 bp).

Основная причина, повлиявшая на указанное несов
падение, кроется в неполном эндонуклеазном расще-
плении ДНК с близко расположенными сайтами ре-
стрикции HinfI из-за его медленной диссоциации с 
одного из разрезанных участков, до завершения кото-
рой перекрывается доступ к еще не разрезанному со-
седнему участку узнавания фермента.

Электрофореграмма Sse9I-ПЦР-ПДРФ-профилей  
3 генотипов (AA, AG, GG) полиморфного маркера AH13-4 
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гена iNOS Bos taurus, также выявленных в ходе тестиро-
вания разработанного способа на исследуемой выбор-
ке животных, наглядно отображена на рисунке 3.

В целом визуально наблюдаемая картина электро-
форетического разделения фрагментов ДНК выяв-
ленных генотипов SNP-маркера AH13-4 гена iNOS Bos 
taurus соответствовала их программно рассчитанным 
Sse9I-ПЦР-ПДРФ-профилям. 

Дополнительно наблюдаемый у гетерозиготного ге-
нотипа (AG) неспецифичный фрагмент длиной око-
ло 500  bp — непродиссоциировавшийся комплекс 
«ДНК-фермент», существенно не влияющий на коррект
ную интерпретацию результатов генотестирования.

Наглядные примеры электрофореграмм ПЦР-ПДРФ- 
профилей генотипов полиморфных маркеров AH13-2, 
AH13-3 и AH13-5 гена iNOS Bos taurus представлены на 
объединенном рисунке 4.

На нем (рис. 4) запечатлены лишь ПЦР-ПДРФ-про-
фили единичных генотипов SNP-маркеров AH13-2 (GG), 
AH13-3 (GG) и AH13-5 (TT). При этом другие генотипы 
указанных полиморфных маркеров в исследуемой вы-
борке крупного рогатого скота не выявлены в ходе те-
стирования предложенного способа генотипирования.

Следует отметить, что из 5 подобранных эндо-
нуклеаз рестрикции (HinfI, Sau96I, HpyAV, MluCI и 
HpyCH4III) (рис. 1) 3 фермента были успешно заме-
нены на их прототипы, в частности Sau96I на изоши-
зомер AspS9I, MluCI на изошизомер Sse9I и HpyCH4III  
на изошизомер Bst4CI. Данные изошизомеры и ре-
стриктазу HinfI производит российская компания  
ООО «СибЭнзайм», что в конечном счете положительно 

Рис. 3. Электрофореграмма Sse9I-ПЦР-ПДРФ-профилей  
генотипов полиморфного маркера AH13-4 гена iNOS Bos taurus:  
М) маркеры длин ДНК; 1–8) генотипы: 1, 5) AA (228/30 bp);  
2, 4, 6, 7) AG (258/228/30 bp); 3, 8) GG (258 bp)

Fig. 3. Electropherogram of Sse9I-PCR-RFLP profiles of genotypes  
of the polymorphic marker AH13-4 of the iNOS gene Bos taurus:  
M) DNA length markers; 1–8) genotypes: 1, 5) AA (228/30 bp);  
2, 4, 6, 7) AG (258/228/30 bp); 3, 8) GG (258 bp)

 

Рис. 4. Электрофореграммы ПЦР-ПДРФ-профилей генотипов 
полиморфных маркеров AH13-2, AH13-3 и AH13-5 гена iNOS Bos 
taurus: М) Маркеры длин ДНК; A — AspS9I-ПЦР-ПДРФ-профиль 
генотипа SNP-маркера AH13-2: 1–8) GG (113/89/47/9 bp);  
B — HpyAV-ПЦР-ПДРФ-профиль генотипа SNP-маркера AH13-3:  
1–8) GG (258 bp); C — Bst4CI-ПЦР-ПДРФ-профиль генотипа  
SNP-маркера AH13-5: 1–8) TT (182/76 bp)

Fig. 4. Electropherograms of PCR-RFLP profiles of genotypes  
of polymorphic markers AH13-2, AH13-3 and AH13-5 of the iNOS gene 
Bos taurus: M) DNA length markers; A — AspS9I-PCR-RFLP genotype  
profile of the SNP marker AH13-2: 1–8) GG (113/89/47/9 bp);  
B — HpyAV-PCR-RFLP genotype profile of the SNP marker AH13-3: 1–8) 
GG (258 bp); C — Bst4CI-PCR-RFLP genotype profile of SNP marker 
AH13-5: 1–8) TT (182/76 bp)

 

сказалось на себестоимости запланированной и реали-
зованной экспериментальной части исследования.

Выводы/Conclusions
Результат картирования выявленных полиморфных 

сайтов рестрикции у 6 SNP-маркеров (AH13-1, AH13-2, 
AH13-3, AH13-4, AH13-5 и AH13-6) гена iNOS Bos taurus 
и программного расчета ПЦР-ПДРФ-профилей воз-
можных генотипов указывал на теоретическую возмож-
ность детектирования перечисленных маркеров анали-
зом полиморфизма длин рестрикционных фрагментов 
амплифицированной ДНК. 

Указанная возможность затем была подтверждена 
экспериментально при тестировании разработанно-
го способа генотипирования крупного рогатого скота 
по перечисленным маркерам с 5 отобранными эндону-
клеазами рестрикции и изошизомерами (HinfI, AspS9I, 
HpyAV, Sse9I и Bst4CI) преимущественно отечественно-
го производства (за исключением HpyAV), положитель-
но повлиявших на себестоимость проведенного иссле-
дования.
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