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Способы проведения ПЦР в реальном времени 
для генотипирования крупного рогатого скота 
по анализируемым SNP-маркерам гена iNOS
РЕЗЮМЕ

Современное развитие генетико-селекционных технологий требует углубленного изуче-
ния молекулярно-генетических механизмов, определяющих устойчивость крупного ро-
гатого скота к лейкозу. В этом контексте исследование полиморфизма гена iNOS Bos 
taurus представляет особую научную и практическую значимость, поскольку его резуль-
таты могут быть использованы для совершенствования селекционных программ, на-
правленных на повышение как продуктивности животных, так и их резистентности к хро-
ническим инфекционным заболеваниям.
Цель настоящего исследования — разработка способов проведения ПЦР в реальном 
времени в формате гибридизационно-флуоресцентной детекции однонуклеотидных по-
лиморфизмов для генотипирования крупного рогатого скота по SNP-маркерам AH13-1 
и AH13-6 гена iNOS.
Дизайн модифицированных и немодифицированных олигонуклеотидов, формирую-
щих для определенного полиморфного маркера свой набор из 5′-флуоресцентно-мече-
ных аллель-специфических праймеров, анти-праймера, меченого гасителем флуорес-
ценции с 3′-конца олигонуклеотида, а также общего праймера, выполнен в программе 
OligoAnalyzer 1.2. Разработанные способы, протестированные в данной работе, отно-
сятся к разновидности анти-праймер-опосредованной количественной ПЦР в реальном 
времени, гибридизационно-флуоресцентный формат детекции которой обеспечивает 
корректную интерпретацию данных кривых роста сигнала флуоресценции. Их достовер-
ность подкреплена ПЦР-ПДРФ-анализом с подобранными праймерами и эндонуклеаза-
ми рестрикции, тоже способными к идентификации генотипов искомых SNP-маркеров. 
При этом предложенные способы проведения ПЦР в реальном времени по сравнению с 
ПЦР-ПДРФ-анализом более экспрессны, так как не требуют времязатратных процедур 
эндонуклеазного расщепления и последующего электрофоретического разделения ге-
нерируемых фрагментов.
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Methods of conducting real-time PCR  
for genotyping cattle by analyzed SNP markers 
of the iNOS gene
ABSTRACT

Modern development of genetic and selection technologies requires in-depth study 
of molecular genetic mechanisms determining cattle resistance to leukemia. In this 
context, the study of the iNOS gene polymorphism in Bos taurus is of particular scientific 
and practical importance, since its results can be used to improve breeding programs 
aimed at increasing both animal productivity and their resistance to chronic infectious 
diseases. The aim of this study was to develop methods for real-time PCR in the format of 
hybridization-fluorescence detection of single nucleotide polymorphisms for genotyping 
cattle by SNP markers AH13-1 and AH13-6 of the iNOS gene. The design of modified and 
unmodified oligonucleotides forming for a certain polymorphic marker their own set of 
5′-fluorescently labeled allele-specific primers, an anti-primer labeled with a fluorescence 
quencher from the 3′-end of the oligonucleotide, and a common primer was performed 
in the OligoAnalyzer 1.2 program. The developed methods tested in this work belong to a 
variety of anti-primer-mediated quantitative real-time PCR, the hybridization-fluorescence 
detection format of which ensures correct interpretation of the fluorescence signal growth 
curve data. Their reliability is supported by PCR-RFLP analysis with selected primers and 
restriction endonucleases, which are also capable of identifying the genotypes of the sought 
SNP markers. Moreover, the proposed methods for conducting real-time PCR are more 
expressive compared to PCR-RFLP analysis, since they do not require time-consuming 
procedures of endonuclease cleavage and subsequent electrophoretic separation of the 
generated fragments.
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Введение/Introduction
Индуцибельная синтаза оксида азота (iNOS) — 

ключевой фермент, катализирующий синтез ок-
сида азота (NO) и его реактивных форм  [1, 2]. 
Эти молекулы играют важную роль: выступают 
медиаторами врожденного иммунитета, пода-
вляя патогены, и регулируют апоптоз, влияя на 
патофизиологические процессы [3–5].

Исследования полиморфизма гена iNOS Bos 
taurus приобретают особую значимость в кон-
тексте генетической селекции. Установленная 
ассоциация его аллельных вариантов с устой-
чивостью к лейкозу [6, 7] и молочной продуктив-
ностью  [7, 8] делает этот локус перспективной 
мишенью для разработки стратегий сохранения 
здоровья стада и повышения его продуктивности.

Для оценки генетического разнообразия в ло-
кусе iNOS широко применяется метод полиме-
разной цепной реакции, совмещенный с ана-
лизом полиморфизма длин рестрикционных 
фрагментов (ПЦР-ПДРФ-анализ), позволяющий 
идентифицировать полиморфные маркеры че-
рез рестрикцию амплифицированных фрагмен-
тов ДНК  [9-11]. Данный метод использован при 
разработке способов ПЦР-ПДРФ-генотипирова-
ния крупного рогатого скота по SNP-маркерам 
(Single Nucleotide Polymorphism  — однонуклео-
тидный полиморфизм), локализованным в ана-
лизируемом локусе гена [12, 13].

Корректная детекция ряда полиморфных мар-
керов может быть осуществлена с использовани-
ем модифицированной методики dCAPS (Derived 
Cleaved Amplified Polymorphic Sequences — про-
изводные расщепленные амплифицированные 
полиморфные последовательности), создающей 
искусственный сайт рестрикции за счет рекон-
струированного праймера  [14], а также прямым 
секвенированием ПЦР-продукта, обеспечиваю
щим точное определение нуклеотидных за-
мен [15].

При этом наряду с вышеперечисленными 
ДНК-технологиями могут быть востребованы и 
способы проведения ПЦР в реальном времени в 
формате гибридизационно-флуоресцентной де-
текции однонуклеотидных полиморфизмов бла-
годаря их экспрессности [16].

Интеграция разрабатываемых диагностикумов 
в систему молекулярно-генетического тестирова-
ния племенного поголовья способствует не толь-
ко выявлению ассоциаций между SNP-маркерами 
и хозяйственно ценными признаками, но и фор-
мированию высокопродуктивных и генетически 
резистентных к лейкозу популяций крупного рога-
того скота, что является ключевым направлением 
современной селекционной практики.

Цель исследования  — разработка способов 
проведения ПЦР в реальном времени в формате 
гибридизационно-флуоресцентной детекции од-
нонуклеотидных полиморфизмов для генотипи-
рования крупного рогатого скота по SNP-марке-
рам AH13-1 и AH13-6 гена iNOS.

Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Исследование выполнено в лаборатории лейко-

зологии Всероссийского научно-исследователь-
ского института экспериментальной ветеринарии 
им. К.И. Скрябина и Я.Р. Коваленко Российской 
академии наук в 2024 году.

Экстракция нуклеиновых кислот из 100 ото-
бранных проб цельной консервированной кро-
ви голштинизированного скота черно-пестрой 
породы проведена комплектом реагентов для 
выделения ДНК из клинического материала  
«ДНК-сорб B» (ЦНИИ эпидемиологии Роспотреб-
надзора, Россия).

Дизайн олигонуклеотидов для проведения 
ПЦР в реальном времени в формате гибридиза-
ционно-флуоресцентной детекции с целью иден-
тификации аллелей и генотипов SNP-маркеров 
AH13-1 и AH13-6 гена iNOS Bos taurus выполнен 
в программе OligoAnalyzer 1.2 (Teemu Kuulasma, 
Финляндия).

Перечень сконструированных олигонуклеоти-
дов, включающий для определенного SNP-мар-
кера свой набор из 5’-флуоресцентно-меченых 
аллель-специфических праймеров, антипрайме-
ра, меченого гасителем флуоресценции с 3’-кон-
ца олигонуклеотида, а также общего праймера, 
представлен в таблице 1.

Таблица 1. Перечень сконструированных 
олигонуклеотидов
Table 1. List of constructed oligonucleotides

Наименование и последовательность 
олигонуклеотидов SNP-маркер

70C-F: 5′-FAM-CTTGGCTTCTTCAGGGAATC-3′
70T-F: 5′-VIC-CTTGGCTTCTTCAGGGACTT-3′
70-S: 5′-CCTGAAGAAGCCAAG-BHQ1-3′
82-R: 5′-ACTAGGCTCACGGAGG-3′

AH13-1

82C-R: 5′-ROX-ACTAGGCTCACGGAGGCAGG-3′
82T-R: 5′-Cy5-ACTAGGCTCACGGAGGCCGA-3′
82-S:  5′-CTCCGTGAGCCTAGT-BHQ3-3′
70-F: 5′-GACCTTGGCTTCTTCAGGGAGT-3′

AH13-6

Способы проведения ПЦР в реальном време-
ни для генотипирования крупного рогатого ско-
та по SNP-маркерам AH13-1 и AH13-6 гена iNOS 
выполнены на амплификаторе Tianlong Gentier 
96E (Tianlong, Китай). Готовые реакционные сме-
си объемом по 20 мкл включали в себя 14,2 мкл 
стерильной воды, 2 мкл dNTPs (2,5 мМ исходной 
концентрации каждого трифосфата), 2 мкл стан-
дартного буфера для Taq ДНК полимеразы (10×), 
0,2 мкл Taq ДНК полимеразы (5 ед.), 0,2 мкл мик-
са 5’-флуоресцентно-меченых аллель-специфи-
ческих праймеров (25 мкМ каждого праймера), 
0,2 мкл антипраймера (50 мкМ), 0,2 мкл общего 
праймера (50 мкМ), 1 мкл пробы ДНК 1-го раун-
да ПЦР.

Режимы термоциклирования и детекции для 
SNP-маркера AH13-1: ×1: 94 °С  — 4 мин.; ×20: 
94 °С — 10 сек., 60 °С — 10 сек., 72 °С — 10 сек., 
50 °С — 10 сек. (FAM — канал детекции № 1 / VIC — 
канал детекции № 2). Режимы термоциклирования 
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и детекции для SNP-маркера AH13-6: ×1: 94 °С — 
4  мин.; ×20: 94 °С  — 10 сек., 65 °С  — 10 сек., 
72 °С — 10 сек., 55 °С — 10 сек. (ROX — канал де-
текции № 3 / Cy5 — канал детекции № 4).

Постановка 1-го раунда ПЦР с праймерами 
iNOS-F и iNOS-R для амплификации локуса гена 
iNOS Bos taurus длиной 258 bp осуществлена на-
бором реагентов Encyclo Plus PCR kit (ЗАО «Ев-
роген», Россия) согласно ранее использованно-
му протоколу  [13]. Дополнительно проведенная 
полугнездовая ПЦР с праймерами iNOS-F1 и 
iNOS-R для амплификации локуса гена iNOS Bos 
taurus длиной 209 bp выполнена с Taq ДНК поли-
меразой со стандартным буфером (ООО «Сиб
Энзайм», Россия).

Процедура эндонуклеазного расщепления на-
работанных с праймерами iNOS-F1 и iNOS-R ам-
пликонов осуществлена рестриктазами, подо-
бранными для определенного SNP-маркера. 
В  частности, для детекции полиморфных пози-
ций SNP-маркера AH13-1 10 мкл амплификата 
смешивали с равным объемом ПДРФ-смеси, со-
держащей 2 ед. BstACI в SE-буфере W (ООО «Сиб
Энзайм», Россия) или 2 ед. BstACI и 5 ед. HaeIII в 
SE-буфере G (ООО «СибЭнзайм», Россия), инку-
бируя в термостате при 37 °С в течение 4 часов. 
Аналогичный объем амплификата и ПДРФ-сме-
си, а также схожее время инкубирования исполь-
зовали и при детекции полиморфных позиций 
AH13-6 (5 ед. HinfI в SE-буфере O (ООО «Сиб
Энзайм», Россия).

Инкубированные ПЦР-ПДРФ-пробы, окра-
шенные буфером для нанесения образцов 
ДНК 4X Gel Loading Dye, Blue (ЗАО «Евроген», 
Россия), вносили в лунки 3%-ного агарозно-
го геля в объеме 20 мкл и подвергали гори-
зонтальному электрофорезу в ТAE буфере 
(pH 8,0) (ЗАО «Евроген», Россия) с последую
щей визуализацией электрофореграмм в 
УФ-трансиллюминаторе.

Результаты и обсуждение / 
Results and discussion
Авторами разработаны способы проведения 

ПЦР в реальном времени для генотипирова-
ния крупного рогатого скота по SNP-маркерам 
AH13-1 и AH13-6 гена iNOS в формате гибриди-
зационно-флуоресцентной детекции, предусма-
тривающие использование для определенного 
полиморфного маркера своего набора модифи-
цированных и немодифицированных олигону-
клеотидов, куда входят 5′-флуоресцентно-мече-
ные аллель-специфические праймеры (70C-F +  
+ 70T-F для AH13-1 и 82C-R + 82T-R для AH13-6),  
общий праймер (82-R для AH13-1 и 70-F для  
AH13-6), и антипраймер (70-S для AH13-1 и 
82-S для AH13-6), меченый гасителем флуорес-
ценции с 3′-конца олигонуклеотида.

Локализация сконструированных олигонуклео
тидов во фланкируемой ими области гена iNOS 
Bos taurus отображена на рисунке 1.

Наглядный пример результата тестирования 
разработанного способа проведения ПЦР в ре-
альном времени для генотипирования крупно-
го рогатого скота по SNP-маркеру AH13-1 пред-
ставлен на рисунке 2.

Другой пример результата тестирования еще 
одного предложенного способа проведения ПЦР 
в реальном времени для генотипирования круп-
ного рогатого скота уже по SNP-маркеру AH13-6 
наглядно продемонстрирован на рисунке 3.

В результате тестирования разработанных 
способов проведения ПЦР в реальном време-
ни для генотипирования крупного рогатого ско-
та по SNP-маркерам AH13-1 и AH13-6 получены 

Рис. 1. Локализация сконструированных олигонуклеотидов 
для идентификации аллелей и генотипов SNP-маркеров 
AH13-1 и AH13-6 во фланкируемой области гена iNOS Bos 
taurus
Fig 1. Localization of designed oligonucleotides for 
identification of alleles and genotypes of SNP markers AH13-1 
and AH13-6 in the flanking region of the iNOS gene Bos taurus

Примечание: кинетические кривые роста сигнала флуорес-
ценции, характерные для генотипа СС (канал FAM, зеленая ли-
ния), генотипа TT (канал VIC, голубая линия) и генотипа CT (ка-
налы FAM и VIC, зеленая и голубая линии). Ось ординат отражает 
относительные единицы флуоресценции (RFU). Ось абсцисс от-
ражает циклы амплификации.

Note: kinetic curves of fluorescence signal growth characteristic 
of the CC genotype (FAM channel, green line), TT genotype (VIC 
channel, blue line) and CT genotype (FAM and VIC channels, green 
and blue lines). The ordinate axis reflects relative fluorescence units 
(RFU). The abscissa axis reflects amplification cycles.

Рис. 2. Результат проведения ПЦР в реальном времени 
для генотипирования крупного рогатого скота по SNP-мар-
керу AH13-1
Fig. 2. Result of real-time PCR for genotyping cattle using the 
AH13-1 SNP marker
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Примечание: кинетические кривые роста сигнала флуоресценции, характерные для гено-
типа СС (канал ROX, коричневая линия), генотипа TT (канал Cy5, красная линия) и генотипа CT 
(каналы ROX и Cy5, коричневая и красная линии). Ось ординат отражает относительные едини-
цы флуоресценции (RFU). Ось абсцисс отражает циклы амплификации.

Note: kinetic curves of fluorescence signal growth characteristic of the CC genotype (ROX 
channel, brown line), TT genotype (Cy5 channel, red line) and CT genotype (ROX and Cy5 channels, 
brown and red lines). The ordinate axis reflects relative fluorescence units (RFU). The abscissa axis 
reflects amplification cycles.

Рис. 3. Результат проведения ПЦР в реальном времени для генотипирования крупного 
рогатого скота по SNP-маркеру AH13-6
Fig. 3. Result of real-time PCR for genotyping cattle using the AH13-6 SNP marker

обеспечиваемые предло- 
женными генодиагности- 
ческими подходами тех-
нические результаты, вы-
раженные в эффективной 
идентификации искомых 
генотипов определенных 
полиморфных маркеров 
ввиду корректной интер-
претации данных кривых 
роста сигнала флуоресцен- 
ции (рис. 2, 3).

Предложенные спосо-
бы, протестированные в на-
стоящей работе, относятся 
к разновидности антипрай-
мер-опосредованной коли-
чественной ПЦР в реальном 
времени (antiprimer-based 
quantitative real-time PCR, 
aQRT-PCR)  [16], способ-
ной эффективно иденти-
фицировать однонуклео-
тидный полиморфизм. При 
этом основное отличие от 
прототипа кроется в кон-
структивной особенности 
5′-флуоресцентно-мече-
ных аллель-специфических 
праймеров, полностью со-
стоящих из ген-специфич-
ных последовательностей, 
5′-концевые участки кото
рых способны к конку-
рентной гибридизации с 
комплементарным анти-
праймером, меченым га-
сителем флуоресценции 
с 3′-конца олигонуклео-
тида.

Следует отметить, что 
достоверность полученных 
результатов подкреплена 
данными ПЦР-ПДРФ-ана-
лиза с подобранными набо-
рами праймеров и рестрик-
таз, в том числе способных 
к идентификации геноти-
пов SNP-маркеров AH13-1 
и AH13-6.

В настоящем исследовании сконструирован-
ный dCAPS праймер iNOS-F1 применен в стату-
се внутреннего олигонуклеотида в полугнездо-
вой ПЦР вместе с внешним праймером iNOS-R, 
инициирующим амплификацию локуса гена iNOS 
Bos taurus длиной 209 bp.

Локализация использованных праймеров во 
фланкируемых ими областях локуса гена iNOS 
отображена на рисунке 4.

Помимо этого, на рисунке 4 представлены и 
полиморфные сайты рестрикции SNP-маркеров 

AH13-1 и AH13-6, а также соответствующие 
ПЦР-ПДРФ-профили их возможных генотипов, 
сгенерированные при рестрикционном картиро-
вании анализируемой последовательности ДНК, 
ограниченной уже внутренним (iNOS-F1) и внеш-
ним (iNOS-R) праймерами (рис. 4).

Наглядные примеры полученных электрофоре-
грамм ПЦР-ПДРФ-профилей генотипов SNP-мар-
керов AH13-1 и AH13-6 гена iNOS Bos taurus, сге-
нерированных с отобранными праймерами и 
рестриктазами, представлены на рисунке 5.

Рис. 4. Синтетическая нуклеотидная последовательность локуса гена iNOS Bos taurus 
с локализацией использованных праймеров и полиморфных сайтов рестрикции 
SNP-маркеров AH13-1 и AH13-6 со сгенерированными ПЦР-ПДРФ-профилями их воз-
можных генотипов
Fig. 4. Synthetic nucleotide sequence of the iNOS gene Bos taurus locus with localization of 
the primers used and polymorphic restriction sites of SNP markers AH13-1 and AH13-6 with 
generated PCR-RFLP profiles of their possible genotypes
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На них в общей сложности запечатлены 
ПЦР-ПДРФ-профили трех генотипов SNP-марке-
ров AH13-1 (TT, CC, CT), а также двух генотипов 
AH13-6 (CC и CT). Третий генотип TT SNP-марке-
ра AH13-6 в ходе генотестирования в исследуе-
мой выборке крупного рогатого скота не выяв-
лен.

Полученные результаты генотестирования 
с внутренним (iNOS-F1) и внешним (iNOS-R) 
праймерами в постановке полугнездовой ПЦР 
и отобранными рестриктазами согласуются 

Рис. 5. Электрофореграммы ПЦР-ПДРФ-профилей генотипов SNP-мар-
керов AH13-1 и AH13-6 гена iNOS Bos Taurus: М) Маркеры длин ДНК.  
A  — BstACI-HaeIII-ПЦР-ПДРФ-профили генотипов SNP-маркера AH13-1: 1, 
4) генотип TT (144/65 bp); 2) генотип CC (144/48/17 bp); 3, 5) генотип CT 
(144/65/48/17 bp). B  — HinfI-ПЦР-ПДРФ-профили генотипов SNP-маркера 
AH13-6: 1, 2, 3) генотип СС (209 bp); 4, 5) генотип CT (179/30 bp).
Fig. 5. Electropherograms of PCR-RFLP profiles of genotypes of SNP markers 
AH13-1 and AH13-6 of the iNOS gene Bos taurus: M) DNA length markers.  
A — BstACI-HaeIII-PCR-RFLP profiles of genotypes of SNP marker AH13-1: 1, 4) 
genotype TT (144/65 bp); 2) genotype CC (144/48/17 bp); 3, 5) genotype CT 
(144/65/48/17 bp). B  — HinfI-PCR-RFLP profiles of genotypes of SNP marker 
AH13-6: 1, 2, 3) genotype CC (209 bp); 4, 5) genotype CT (179/30 bp)

с результатами ранее проведен-
ной гнездовой ПЦР с внутренними 
(iNOS-F1 и iNOS-R1) праймерами и 
последующего ПДРФ-анализа для 
идентификации SNP-маркеров гена 
iNOS крупного рогатого скота  [17], 
что свидетельствует об их достовер-
ности.

Выводы/Conclusions
Разработанные способы проведе-

ния ПЦР в реальном времени для гено-
типирования крупного рогатого ско-
та по SNP-маркерам AH13-1 и AH13-6 
гена iNOS являются действенными 
подходами к идентификации искомых 
однонуклеотидных полиморфизмов. 
Гибридизационно-флуоресцентный 
формат детекции использованной 
разновидности антипраймер-опосре-
дованной ПЦР в реальном времени 
обеспечивает корректную интерпре-
тацию данных кривых роста сигнала 
флуоресценции. 

Достоверность полученных результатов под-
креплена ПЦР-ПДРФ-анализом с подобранны-
ми наборами праймеров и рестриктаз, способ-
ных к идентификации генотипов SNP-маркеров 
AH13-1 и AH13-6 гена iNOS Bos taurus. Однако, 
в отличие от ПЦР-ПДРФ-анализа, предложен-
ные способы проведения ПЦР в реальном вре-
мени не требуют времязатратных процедур эн-
донуклеазного расщепления и последующего 
электрофоретического разделения генерируе-
мых фрагментов.
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