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Ассоциация полиморфизма rs8193046  
гена TLR4 с элементным составом сыворотки 
крови коров красной степной породы
РЕЗЮМЕ

В последние годы изучение генетических факторов, влияющих на иммунный ответ, 
устойчивость к заболеваниям и продуктивность животных, привлекает значительное 
внимание селекционеров. Одним из таких факторов является толл-подобный рецеп-
тор 4 (TLR4), который играет ключевую роль в иммунном ответе. Рецептор реагирует 
на липополисахаридные компоненты бактериальной клеточной стенки. У крупного ро-
гатого скота идентифицированы 10 функциональных TLR (от TLR1 до TLR10), каждый из 
которых эволюционировал для распознавания специфических патоген-ассоциирован-
ных молекулярных паттернов (PAMP). Генетические полиморфизмы в генах TLR могут 
влиять на обмен веществ, связанный с усвоением и распределением макро- и микро-
элементов, а также определять различия в их содержании в тканях и сыворотке крови.
Цель данного исследования — изучение влияния полиморфизма rs8193046 гена TLR4 
на содержание лейкоцитов и элементный состав сыворотки крови коров красной степ-
ной породы.
Впервые была выявлена связь аллельных вариантов гена TLR4 с содержанием элемен-
тов в сыворотке крови и показателями иммунитета у дойных коров этой породы. Гено-
тип GG гена TLR4 был ассоциирован с более высоким содержанием макроэлементов, 
таких как кальций и фосфор, а также с более низким уровнем токсичных микроэле-
ментов, включая кадмий. Наличие носителей альтернативных аллелей в стаде красной 
степной породы открывает возможности для селекции, направленной на повышение 
резистентности к инфекционным заболеваниям.

Ключевые слова: TLR4, rs8193046, элементный состав, сыворотка крови, молочные  
коровы, красный степной скот
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Association of the rs8193046 polymorphism 
of the TLR4 gene with the elemental composition 
of the blood serum of red steppe cows
ABSTRACT

In recent years, the study of genetic factors affecting the immune response, disease 
resistance and productivity of animals has attracted considerable attention from breeders. 
One of these factors is the toll-like receptor 4 (TLR4), which plays a key role in the immune 
response. The  receptor responds to lipopolysaccharide components of the bacterial cell 
wall. Ten  functional TLRs (TLR1 to TLR10) have been identified in cattle, each of which has 
evolved to  recognize specific pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). Genetic 
polymorphisms in TLR genes can affect metabolism associated with the absorption and 
distribution of macro- and microelements, as well as determine differences in their content 
in tissues and blood serum. 
The purpose of this study is to study the effect of the rs8193046 polymorphism of the TLR4 
gene on the content of leukocytes and the elemental composition of the blood serum of cows 
of the red steppe breed.
For the first time, a connection was found between allelic variants of the TLR4 gene and 
the content of elements in the blood serum and immunity indices in dairy cows of this breed. 
The GG genotype of the TLR4 gene was associated with a higher content of macroelements, 
such as calcium and phosphorus, as well as with a lower level of toxic microelements, including 
cadmium. The presence of carriers of alternative alleles in the herd of the Red Steppe breed 
opens up opportunities for selection aimed at increasing resistance to infectious diseases.
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Введение/Introduction
Молочная продуктивность и здоровье крупного 

рогатого скота являются ключевыми факторами, 
определяющими экономическую эффективность 
животноводческих хозяйств [1–4].

В последние годы значительное внимание уде-
ляется изучению генетических факторов, влия-
ющих на иммунный ответ, устойчивость к заболе-
ваниям [5–8], уровень продуктивности и качество 
продукции животного происхождения  [9–11]. 
Один из таких факторов — ген TLR4 [12, 13], кото-
рый кодирует рецептор, играющий жизненно важ-
ную роль в иммунном ответе и реагирующий на 
липополисахаридные компоненты бактериальной 
клеточной стенки [14].

Полиморфизм rs8193046 гена TLR4 у крупного 
рогатого скота представляет собой изменение в 
последовательности ДНК, которое происходит в 
некодирующей области гена [15]. Этот полимор-
физм рекомендован Международным обществом 
по генетике животных (ISAG) для использования в 
программах отбора, что подчеркивает его значи-
мость для улучшения генетических характеристик 
и устойчивости животных к заболеваниям.

Ген TLR4 локализован на хромосоме 8. Иссле
дуемый полиморфизм находится в интроне, по-
этому его влияние на биологические функции ор-
ганизма животных вызывают особый интерес и 
трудности в изучении. Для того чтобы точно опре-
делить, как конкретно полиморфизм rs8193046 
влияет на функцию гена TLR4 и необходимы до-
полнительные молекулярные исследования, вклю-
чая функциональный анализ, который мог бы оце-
нить изменения в экспрессии гена, сплайсинге 
мРНК и других аспектах генной активности.

Толл-подобные рецепторы (TLR) представля-
ют собой структурно консервативный класс транс-
мембранных рецепторов распознавания образов 
I  типа, которые могут различать широкий спектр 
патоген-ассоциированных молекулярных паттер-
нов (PAMP)  [16]. У крупного рогатого скота были 
идентифицированы и картированы 10 функцио-
нальных TLR (от TLR1 до TLR10), причем каждый 
TLR эволюционировал для распознавания опреде-
ленных PAMP  [17]. Полиморфизм TLR4 связан не 
только с устойчивостью или восприимчивостью к 
болезням, таким как мастит или инфекционный ке-
ратоконъюнктивит, но и с различными характери-
стиками молочной продуктивности, количеством 
соматических клеток, сохранением лактации круп-
ного рогатого скота и легкостью отела [18–20].

TLR4 играет ключевую роль в распознавании 
патогенов и активации врожденного иммунного 
ответа  [21]. Изменения в регуляции экспрессии 
этого гена могут влиять на эффективность им-
мунного ответа коров на инфекции. Здоровье им-
мунной системы непосредственно связано с про-
дуктивностью сельскохозяйственных животных. 
Например, здоровье вымени и восприимчивость к 
маститу определяют количество и качество моло-
ка у молочных коров [22, 23].

Генетические полиморфизмы могут оказывать 
влияние на обмен веществ, связанный с усвое-
нием, транспортировкой и запасом макро- и ми-
кроэлементов [24]. Генетические вариации в фер-
ментах, участвующих в метаболизме минералов, 
могут определять различия в их содержании в 
тканях и сыворотке крови [25]. Породные особен-
ности животных детерминируют различную ге-
нетическую предрасположенность к накоплению 
конкретных элементов [26]. Например, некоторые 
породы скота эффективнее усваивают опреде-
ленные минералы из корма или отличаются мета-
болическим путем, что влияет на их уровень в ор-
ганизме [27].

Существуют сложные взаимосвязи между опре-
деленными микроэлементами, иммунной функ-
цией и устойчивостью к болезням у крупного ро-
гатого скота  [28, 29]. Некоторые микроэлементы 
могут оказывать влияние на компоненты врожден-
ного иммунитета, в связи с этим их можно рассма-
тривать как важные регуляторы TLR, поскольку 
они обладают иммуномодулирующими функция-
ми [30–32]. Недостаток макро- и микроэлементов 
может ослабить врожденный иммунитет и повы-
сить восприимчивость к патогенам.

Воспалительные и инфекционные заболе-
вания крупного рогатого скота молочного на-
правления являются наиболее часто встреча-
ющимися. Оказывая негативное влияние на 
благополучие животных, они сопровождаются 
значительными экономическими потерями для 
производства  [33–35]. Поэтому всё больше ис-
следований сосредоточены на поиске вариаций 
генов, контролирующих иммунный ответ и вос-
приимчивость к инфекциям, и их связи с различ-
ными нарушениями физического состояния жи-
вотных [36, 37].

Цель данного исследования — изучение влия-
ния полиморфизма rs8193046 гена TLR4 на содер-
жание лейкоцитов и элементный состав сыворот-
ки крови коров красной степной породы.

Авторы предполагают, что различия в элемент-
ном составе могут быть связаны с вариациями 
гена TLR4 и, следовательно, обусловливают раз-
личную устойчивость к заболеваниям и продук-
тивность.

Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Исследование проводили на физиологически 

здоровых коровах (n = 100) красной степной поро-
ды, содержащихся в Оренбургской области Рос-
сийской Федерации.

Живая масса животных в период отбора со-
ставляла 450 ± 15,6 кг, возраст 4–5 лет, вторая ста-
дия лактации (100–200 дней).

Эксперимент проводили в весенний сезон 
2024 года — стойловый период выращивания.

Отмечали 100%-ную поедаемость кормов.
Данные о рационе исследуемых животных пред-

ставлены в таблице 1.
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1 Модельный закон об обращении с животными. Принят 31.10.2007 Постановлением № 29-17 на 29-м пленарном заседании МПА СНГ. 
Информационный бюллетень МПА. 2011; 49: 401–420.
2 ГОСТ Р 53434-2009 Принципы надлежащей лабораторной практики.
3 https://xn----btbzumgw.xn--p1ai/
4 https://www.ncbi.nlm.nih.gov 

Элементный состав воды и рационов питания 
животных представлен в таблице 2.

Обслуживание животных и экспериментальные 
исследования были выполнены в соответствии с 
инструкциями и рекомендациями нормативных 
актов, таких как:
	Модельный закон Межпарламентской ас-

самблеи государств  — участников Содружества 
Независимых Государств «Об обращении с живот-
ными»1,
	Национальный стандарт Российской Феде-

рации ГОСТ Р 53434-20092.
Лабораторные исследования проведены в 

Центре коллективного пользования биологиче-
ских систем и агротехнологий РАН3.

Для исследований использовали цельную 
кровь, отобранную из хвостовой вены в пробир-
ки Vacuette с активатором свертывания крови 
(Greiner Bio-One International AG, Австрия).

Для генетических и гематологических исследо-
ваний кровь отбирали в пробирки Vacuette с анти-
коагулянтом К2-ЭДТА (Greiner Bio-One International 
AG, Австрия).

Определение концентрации минеральных эле- 
ментов в образцах сыворотки крови проводи-
ли методом масс-спектрометрии с индуктив-
но связанной плазмой (ICP-MS) с использова-
нием масс-спектрометра Agilent 7900 (Agilent 
Technologies, США).

Таблица 1. Состав рационов животных в стойловый 
период выращивания
Table 1. The composition of animal diets during  
the stall-rearing period

Состав Количество на одну голову
в сутки

Сено бобово-злаковое, кг 5

Сенаж разнотравный, кг 6,5

Корнеплоды (свекла кормовая) 8

Силос кукурузный, кг 13

Концентраты, кг 5

Соль поваренная, г 92

Динатрийфосфат, г 45

Премикс, г 45

В рационе содержатся:

ЭКЕ 14,9

Обменная энергия, МДж 152,2

Сухое вещество, кг 15,2

Сырой протеин, г 1998

Переваримый протеин, г 1301,2

Сырая клетчатка, г 3671,8

Крахмал, г 1900,8

Сахар, г 905,4

Сырой жир, г 410,4

Таблица 2. Элементный состав воды и рационов, мг/кг
Table 2. Elemental composition of water and diets, mg/kg

Элемент Вода Рацион

Li 0,009 ± 0,0006 0,0004 ± 0,00002

Be 0 0,004 ± 0,0001

B 0,04 ± 0,002 8,39 ± 1,1

Na 0 339 ± 18

Mg 36 ± 2 1702 ± 90

Al 0 343,6 ± 1,4

P 0 1444 ± 62

K 2 ± 0 9351 ± 449

Ca 56 ± 3 2351 ± 106

Mn 0,0003 ± 0,0002 19,4 ± 1,05

Co 0,0001 ± 0,00001 0,12 ± 0,001

Ni 0,0008 ± 0,00001 3,422 ± 0,27

Cu 0,001 ± 0,0002 4,42 ± 0,17

Se 0,001 ± 0,0003 3,57 ± 0,98

Br 0,23 ± 0,01 22,4 ± 2,5

Sr 0,47 ± 0,02 28,8 ± 1,5

Mo 0,0002 ± 0,000001 4,37 ± 0,18

Ag 0 1,78 ± 0,48

Cd 0 0,14 ± 0,01

Sn 0 0,06 ± 0,002

Sb 0,0001 ± 0,00001 0,06 ± 0,003

I 0,0034 ± 0,0002 0,24 ± 0,01

Ba 0,0006 ± 0,000002 14,8 ± 1,48

Hg 0 0,15 ± 0,001

Pb 0 0,27 ± 0,01

Bi 0 0,002 ± 0,0003

Cr 0,00013 ± 0,00001 2,67 ± 0,28

Fe 0,0005 ± 0,00001 156,5 ± 0,32

Zn 0,0107 ± 0,0009 10,7 ± 0,6

As 0,005 ± 0,0003 2,7 ± 0,28

Морфологические показатели крови иссле-
довали на анализаторе URIT-2900 Vet Plus (URIT 
Medical Electronics Co., Китай).

Выделение ДНК проводили из цельной кро-
ви с использованием набора реагентов «М-сорб 
кровь» («Синтол», Россия). 

Контроль качества выделенной ДНК прово-
дили на флуориметре Qubit 4.0 с применением 
набора Qubit dsDNA BR Assay (Invitrogen, США). 
Генотипирование аллельных вариантов SNP 
rs8193046 осуществляли методом ПЦР в режи-
ме реального времени. Каждый образец ампли-
фицировали с использованием пары праймеров 
и двух зондов, несущих «гаситель» на 3′-конце и 
разные флюоресцентные красители на 5′-конце 
(«Синтол», Россия).

Дизайн праймеров проводили с помощью он-
лайн-инструмента BLAST NCBI4.
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Последовательность праймеров и зондов пред-

ставлена в таблице 3.
Полимеразную цепную реакцию проводили на 

амплификаторе Real-time CFX96 Touch (BioRad, 
США). ПЦР проводили в следующих условиях: 
предварительная денатурация при 95 °С в тече-
ние 180 с., затем 40 циклов, включающих денату-
рацию при 95 °С в течение 15 с., отжиг праймеров 
и элонгацию при 63 °С в течение 40 с. Детекцию 
флуоресценции проводили на стадии элонгации 
по каналам FAM и HEX.

Обработку полученных данных проводили с ис-
пользованием методов вариационной статисти-
ки с применением статистического пакета Statis- 
tica 10 (StatSoft Inc., США).

Гипотезу о принадлежности данных нормаль-
ному распределению проверяли с помощью непа-
раметрических процедур обработки статистиче-
ских совокупностей U-критерия Манна  — Уитни. 
Полученные данные представлены в виде ме-
дианы (Ме) и 25–75-го квартилей (Q

25
–Q

75
). 

Критическое значение уровня статистической 
значимости при проверке нулевых гипотез прини-
мали равным 0,05.

Результаты и обсуждение / 
Results and discussion
По результатам исследования однонуклеотид-

ного полиморфизма rs8193046 гена TLR4 коров 
(n  =  100) красной степной породы распределяли 
по группам согласно их генотипу: носители гено-
типа АА, гетерозиготные животные AG и гомози-
готные животные по мутантному аллелю GG.

Преобладающим вариантом гена TLR4 оказал-
ся генотип GG и был обнаружен у 67% особей, ге-
терозигот с генотипом AG выявлено 23%, генотип 
AA имели 10% исследуемых животных.

Частота A-аллеля составляла 0,215, встречае-
мость G-аллеля достигала 0,785 (рис. 1).

Полиморфизмы в гене TLR4 могут изменять 
способность рецептора распознавать патогены и 
активировать сигнальные пути, такие как транс-
крипционный ядерный фактор NF-κB, что может 
влиять на продукцию цитокинов и, следователь-
но, на рекрутирование и активацию различных 
типов лейкоцитов  [38]. Как сообщалось ранее, 
животные с генотипом GG более устойчивы к ин-
фекциям, что указывает на более эффективный 
иммунный ответ. В настоящем исследовании по-
лиморфизм гена TLR4 отражался на составе лей-
коцитов исследуемых животных.

По результатам клинического анализа кро-
ви коров красной степной породы с различными 
полиморфными вариантами гена TLR4 носите-
ли генотипа AG характеризовалась наиболее вы-
соким содержанием лейкоцитов в крови, в то вре-
мя как группы с генотипами GG и AA уступали по 
содержанию белых кровяных телец на 18,3% и 
12,5% соответственно. В структуре лейкоцитов 
доминирующее положение занимали гранулоци-
ты (рис. 2), причем у гетерозиготных животных их 

Таблица 3. Последовательность праймеров и зондов 
для оценки SNP rs8193046 TLR4 коров красной 
степной породы
Table 3. Primer and probe sequences for evaluation of SNP 
rs8193046 TLR4 of Red Steppe cows

Праймеры
F:AGAGGAGAGTTGCTTGGAAGTC

R:TTGGTTGATATGGGGATGTTGT

Зонды
(FAM)-aggaagacaccAcatctaatatct-(RTQ1)

(R6G)-agacaccGcatctaatatctaatca-(BHQ2)

Рис. 1. Результат амплификации по пороговому циклу 
rs8193046 гена TLR4: канал HEX — аллель A, канал FAM — 
аллель G
Fig. 1. Result of threshold cycle amplification of rs8193046 
of the TLR4 gene: HEX channel is the A allele, FAM channel is 
the G allele
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доля достигала 55,6%, тогда как в группах носите-
лей генотипов GG и AA их содержание составляло 
41,3% и 42,4% от общего числа соответственно.

Таким образом, полиморфизм rs8193046 ассо-
циирован с различиями в количестве лейкоцитов 
в крови коров красной степной породы, что, воз-
можно, может быть следствием уровня экспрес-
сии TLR4 у носителей разных вариантов гена. Так, 
повышенное содержание лейкоцитов у гетерози-
готного генотипа (AG) сопровождается более ак-
тивным иммунным ответом, что, вероятно, обу-
словлено оптимальным уровнем экспрессии гена.

Рис. 2. Содержание типов лейкоцитов в крови коров 
красной степной породы с различными генотипами TLR4 
в 10⁹ кл/л. Различия между группами с генотипами GG и 
AG по сравнению с группой с генотипом AA статистически 
значимы при p < 0,05 (*)
Fig. 2. The content of leukocyte types in the blood of cows 
of the Red Steppe breed with different TLR4 genotypes  
in 10⁹ cells/l. Differences between groups with the GG and AG 
genotypes compared to the group with the AA genotype are 
statistically significant at p < 0.05 (*)
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Показатель количественного содержания гра-
нулоцитов у коров с генотипом AG был выше на 
33,3% и 50,0% (p < 0,05) относительно групп с GG 
и AA вариантами гена соответственно, что свиде-
тельствует о более активном врожденном иммун-
ном ответе. Гранулоциты, включая нейтрофилы, 
играют ключевую роль в раннем ответе на инфек-
цию [39].

Существует врожденный иммунный ответ, ко-
торый обеспечивает быстрые реакции на патоге-
ны, такие как активация гранулоцитов (нейтрофи-
лов, эозинофилов и базофилов) через TLR4. Этот 
ответ является первой линией защиты и неспеци
фичен, а также адаптивный иммунный ответ, ко-
торый включает более медленные, но специфи-
ческие реакции, такие как активация лимфоцитов 
(Т- и В-клеток), обеспечивающие долгосрочную 
иммунную память [40].

Более низкое содержание лимфоцитов у гете-
розиготных животных подтверждает сдвиг в сто-
рону врожденного иммунного ответа, в то время 
как у носителей генотипов GG и AA более выражен 
адаптивный иммунный ответ. Таким образом, по-
вышенная доля гранулоцитов у гетерозиготных 
животных, вероятнее всего, опосредована боль-
шей продукцией провоспалительных цитокинов. 
Следовательно, можно предположить, что гене-
тические особенности животных по гену TLR4 мо-
гут влиять на продукцию цитокинов и хемокинов, 
которые регулируют миграцию и активацию лей-
коцитов.

Наиболее низкое содержание лимфоцитов на-
блюдали в группе гетерозиготных животных, со-
ставляющее 27,0% от общего числа лейкоцитов, 
а наивысшее зафиксировано в группе гомози-
готных по мутантному G-аллелю с долей 38,2% в 
лейкоцитарной формуле коров красной степной 
породы. Статистически значимые различия коли-
чественного содержания лимфоцитов были полу-
чены между группами с генотипом GG и AG, кото-
рые составили 23,7% (p < 0,05).

Повышенное количество гранулоцитов и сни-
женное количество лимфоцитов у гетерозигот-
ных животных (AG) могут быть связаны с тем, что 
один референсный аллель (A) обеспечивает до-
статочную функцию TLR4 для активации врожден-
ного иммунного ответа. Более низкий уровень 
лимфоцитов у гетерозиготных животных может 
указывать на то, что врожденный иммунный ответ 
является доминирующим, в связи с чем необходи-
мость в активации адаптивного иммунного ответа 
снижена [41].

У животных с генотипом AA наблюдали сба-
лансированный иммунный ответ с оптимальным 
уровнем гранулоцитов и лимфоцитов, что соот-
ветствует нормальной функции рецептора TLR4. 
У носителей варианта GG проявляются компен-
саторные механизмы, усиливающие адаптивный 
иммунный ответ, что могло бы объяснить повы-
шенную устойчивость к инфекциям. Эти механиз-
мы включают активацию лимфоцитов и продукцию 

антител, компенсируя изменения во врожденном 
иммунном ответе за счет усиления адаптивной 
иммунной реакции, что сопровождается увеличе-
нием количества лимфоцитов (Т- и В-клеток) [42].

В результате изучения элементного состава 
сыворотки крови коров красной степной породы 
выявлены следующие тенденции. Достоверные 
различия между AA-генотипом и носителями му-
тантного G-аллеля были зарегистрированы по 
концентрации большинства эссенциальных ми-
кроэлементов. Наличие G-аллеля ассоциирова-
но с более высокими значениями Cr в сыворотке 
крови животных (рис. 3). Так, у коров с генотипом 
GG гена TLR4 концентрация Cr оказалась досто-
верно выше — на 65,51% (p = 0,031), а у гетеро-
зиготных особей AG — на 93,1% по сравнению с 
группой АА. Содержание остальных изученных 
эссенциальных микроэлементов у носителей му-
тантного аллеля в основном уступало группе с ре-
ференсным генотипом. Так, уровень Cu в группе с 
GG-вариантом был ниже на 11,68% (p = 0,039) по 
сравнению с животными без мутации, а разница 
с гетерозиготной группой составляла 26,49% в 
пользу AA-генотипа. По концентрации Zn разли-
чия между животными с вариантом АА гена TLR4 
и генотипом GG составляли 16,65%, а по сравне-
нию с гетерозиготной группой установлено до-
стоверное превышение содержания элемента на 
19,33% (p = 0,016). Схожую тенденцию наблюда-
ли для Fe и Li.

По содержанию условно-эссенциальных эле-
ментов в сыворотке крови статистически зна-
чимых различий между носителями разных ва-
риантов гена не выявлено. Однако отмечали 
тенденцию более низкого уровня V в группах с му-
тантным аллелем по сравнению с генотипом АА. 

Рис. 3. Относительная разница концентрации эссенци-
альных микроэлементов в сыворотке крови коров красной 
степной породы с генотипами GG и AG гена TLR4 по сравне-
нию с генотипом AA (100%), %. Различия между группами с 
генотипами GG и AG по сравнению с группой с генотипом AA 
статистически значимы при p < 0,05 (*)
Fig. 3. Relative difference in  the concentration of  essential 
microelements in the blood serum of Red Steppe cows with the 
GG and AG genotypes of  the TLR4 gene compared to the AA 
genotype (100%), %. Differences between groups with the GG 
and AG genotypes compared to the group with the AA genotype 
are statistically significant at p < 0.05 (*)
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Так, превосходство AA-особей варьировало в пре-
делах 11,53–21,15% при минимальном значении у 
гомозиготных коров.

В категории потенциально токсичных и токсич-
ных элементов достоверно более низкие значе-
ния Cd, Sr имели гетерозиготные (AG) и гомози-
готные по мутантному аллелю (GG) животные. Так, 
превосходство AA-варианта по содержанию Cd 
составляло 28,31% по сравнению с AG-группой, 
а с генотипом GG  — 55,19% (p  =  0,018) (рис. 4). 
Уровень Sr в группах с мутантным G-аллелем 
был ниже показателей AA-генотипа на 19,92% 
и 16,05% (p  =  0,046), соответственно, для гете-
розиготных (AG) и гомозиготных (GG) животных. 
Схожую тенденцию отмечали для Al.

Мутация в гене TLR4 может оказывать влияние 
на накопление и усвоение макро- и микроэлемен-
тов в организме животных через различные ме-
ханизмы. Рецептор TLR4 играет ключевую роль 
в распознавании патогенов и активации воспа-
лительного ответа. Воспаление оказывает суще-
ственное воздействие на метаболизм и распре-
деление элементов в теле животных. Активация 
TLR4 приводит к высвобождению провоспали-
тельных цитокинов, таких как интерлейкин-6  
(IL-6) и фактор некроза опухоли альфа (TNF-α). 
Эти цитокины влияют на метаболизм железа, цин-
ка и других микроэлементов.

Изменение функции TLR4 оказывает влияние на 
барьерную функцию и проницаемость кишечника 
и, следовательно, на всасывание макро- и микро-
элементов. Кроме того, рецептор взаимодейству-
ет с микробиотой кишечника, изменение структу-
ры гена TLR4 способно оказывать влияние на ее 
состав и, как следствие, на метаболизм различ-
ных элементов [43]. Кроме того, воспалительный 
процесс и сигнальные пути, активируемые через 
TLR4, могут регулировать экспрессию транспорт-
ных белков, таких как трансферрин и металлоти-
онеин, участвующих в метаболизме макро- и ми-
кроэлементов [44].

Сравнивая элементный статус сыворотки крови 
коров с генотипом AG и GG, отмечали статистиче-
ски значимые различия в макроэлементном соста-
ве животных двух групп. Так, содержание K (рис. 5а) 
у носителей GG-варианта оказалось на 10,34% 
(p  =  0,032) выше по сравнению с AG-группой, а 
уровень Ca (рис. 5б) — на 3,3% (p = 0,047) отно-
сительно гетерозиготных животных. Схожая тен-
денция прослеживалась для макроэлементов P и 
Mg, значения которых оказались, соответственно, 
выше на 9,55% и 4,96% у гомозиготных коров по 
мутантному аллелю.

Концентрация кальция имеет решающее зна-
чение для большого спектра клеточных меха-
низмов иммунного ответа (например, кальций 
опосредует функции TLR) [45]. При стимуляции 
TLR внутриклеточные уровни кальция увеличи-
ваются либо из внутренних запасов в просве-
те эндоплазматического ретикулума (ЭР), либо 
за счет притока из внеклеточного пространства. 

Рис. 4. Относительная разница концентрации потенциаль-
но токсичных и токсичных микроэлементов в сыворотке кро-
ви коров красной степной породы с генотипами GG и AG гена 
TLR4 по сравнению с генотипом AA (100%), %. Различия меж-
ду группами с генотипами GG и AG по сравнению с группой с 
генотипом AA статистически значимы при p < 0,05 (*)
Fig. 4. Relative difference in  the concentration of  potentially 
toxic and toxic microelements in the blood serum of Red Steppe 
cows with the GG and AG genotypes of the TLR4 gene compared 
to the AA genotype (100%), %. Differences between groups with 
the GG and AG genotypes compared to the group with the AA 
genotype are statistically significant at p < 0.05 (*)
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Рис. 5. Концентрация калия (a) и кальция (б) в сыворот-
ке крови коров с генотипами AG и GG гена TLR4. Получен-
ные данные представлены в виде медианы (Ме) и 25–75-го 
квартилей
Fig. 5. Concentration of  potassium (a) and calcium (b) in  the 
blood serum of cows with the AG and GG genotype of the TLR4 
gene. The obtained data are presented as a median (Me) and 
25–75 quartiles
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Предыдущие исследования показали, что повы-
шенное внутриклеточное содержание кальция 
играет важную роль в опосредовании иммунно-
го ответа, запускаемого TLR [46].

В большинстве исследований внимание уде-
лялось внутриклеточной мобилизации кальция. 
Однако TLR могут запускать высвобождение каль-
ция из ЭР, а затем опосредованный STIM-ORAI 
вход кальция. Tang Songqing и колл. [47] измени-
ли концентрации стимулов и обнаружили, что до-
бавление Ca2+ в среду значительно увеличивает 
продукцию цитокинов и хемокинов макрофагами 
дозозависимым образом. Эти данные позволяют 
предположить, что разные концентрации Ca2+, по-
добно разной интенсивности лигандов TLR, могут 
влиять на силу ответа макрофагов. Исследование 
сигнального пути TLR показывает, что внеклеточ-
ный кальций участвует в регуляции ответа TLR 
посредством прямой активации киназного сиг-
нального пути, регулируемого внеклеточным сиг-
налом [48].

Таким образом, внеклеточный кальций после 
входа, опосредованного STIM1, может управлять 
прямой регуляцией передачи сигналов TLR  [49], 
что способствует активации макрофагов посред-
ством механизма прямой связи. Данный факт мо-
жет являться причиной более высоких концен-
траций Ca в группе животных с генотипом GG, 
ассоциированным с устойчивостью к бактериаль-
ным инфекциям.

Статистически значимые различия между ана-
лизируемыми группами фиксировались в отноше-
нии условно-эссенциального микроэлемента  — 
бора (B), концентрация которого в сыворотке крови 
гетерозиготных животных оказалась на 3,61% 
(p = 0,035) выше по сравнению с группой гомози-
готных по мутантному аллелю животных.

В группе эссенциальных элементов наблюдали 
тенденцию к более низкому содержанию Cr, Fe и 
Se у гомозиготных коров по мутантному аллелю в 
сравнении с гетерозиготной группой. Исключение 
составлял Cu: концентрация данного элемента у 
носителей мутации оказалась наиболее низкой 
среди прочих групп животных.

Среди потенциально токсичных элементов зна-
чительная детерминация генотипом выявлена по 
уровню Cd, который оказался ниже в гомозигот-
ной GG-группе на 37,5% относительно гетерози-
готных особей.

Таким образом, генотип AA у коров красной 
степной породы ассоциирован с более высокими 
значениями Cu, Zn, Sr, а также Fe, Se, Li, Cd и Al и 
более низким содержанием Cr:

Генотип AG ассоциирован с более высокой кон-
центрацией в сыворотке крови Cd и более низким 
содержанием макроэлементов Ca, K, P:

Для мутантного генотипа GG характерны повы-
шенные концентрации Ca и P и более низкие зна-
чения Cd в сыворотке крови:

Изменчивость концентрации К в сыворот-
ке крови животных имела схожую с уровнем Ca 
тенденцию в зависимости от аллельного вари-
анта гена TLR4. Для группы гетерозиготных жи-
вотных было характерно достоверно наиболее 
низкое содержание данного макроэлемента в 
сравнении с другими исследуемыми группа-
ми. Кальций и калий находятся в тесной взаи
мосвязи. Различия в концентрациях кальция и 
калия в сыворотке крови между животными с ге-
нотипами AG и GG, вероятно, обусловлены ком-
плексным взаимодействием воспалительных 
процессов, изменением функции кишечника, 
генетической регуляцией и эпигенетическими 
изменениями. Животные с генотипом GG отли-
чаются эффективным механизмом регуляции 
кальция, в то время как гетерозиготные живот-
ные (AG) характеризуются измененным балан-
сом электролитов, что приводит к более низким 
уровням калия.

Содержание P и Mg в группе гетерозиготных 
животных было минимальным среди изученных 
генотипов. Наивысший уровень P и Ca зафикси-
рован в сыворотке крови коров с генотипом GG. 
На гомеостаз кальция, фосфора и магния влияют 
одни и те же гомеостатические механизмы [50], 
в результате чего изменения их концентраций в 
большинстве случаев взаимосвязаны [51].

Zhang Daohai  [52] и колл. установили, что вы-
сокий уровень фосфата может усиливать экс-
прессию TLR4, активировать сигнальный путь 
NF-κB и, таким образом, вызывать выработку вос-
палительных цитокинов. Магний снижает TLR-
опосредованное производство цитокинов путем 
регуляции транскрипции, повышая уровни IκBα и 
снижая активацию NF-κB. Следует отметить, что 
магний действует как физиологический блокатор 
кальциевых каналов [53].

Статистически значимые различия отмечены в 
отношении Zn и Cu между группами с вариантами 
AA и AG. Генотип AA был ассоциирован с наиболее 
высокими показателями данных эссенциальных 
микроэлементов. Соответствующие уровни цинка 
необходимы для правильного функционирования 
иммунной системы, в то время как чрезмерное 
содержание цинка оказывает на нее негативное 
воздействие [54, 55]. При врожденном иммуните-
те цинк сохраняет естественную барьерную струк-
туру и функцию эпителиальной мембраны  [56]. 
Цинк может модулировать воспаление посред-
ством передачи сигналов TLR на разных уровнях 
и путях. Доказано участие Zn в различных иммун-
ных заболеваниях, поражая В-, Т- и дендритные 
клетки (ДК). Стимуляция агонистом TLR4 ЛПС 
изменяла экспрессию переносчиков Zn в ДК, тем 
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самым снижая уровни свободного внутриклеточ-
ного Zn [57]. Известно, что Zn ингибирует актива-
цию NF-κB, что в свою очередь снижает выработ-
ку провоспалительных цитокинов, TNF-α, IL-1β и 
IL-6.

В исследовании Maiguma Masayuki и колл. [58] 
было выяснено, что экспрессия TLR4 значитель-
но увеличивалась при стимуляции ЛПС в усло-
виях низкого и нормального содержания Zn. 
Однако экспрессия TLR4 в условиях высокого 
содержания Zn была ослаблена даже в присут-
ствии ЛПС.

Содержание Cr в сыворотке крови животных с 
референсным генотипом значительно уступало 
носителям мутантной аллели. В ряде исследова-
ний продуктивность растущих животных, иммун-
ный ответ и некоторые параметры крови поло-
жительно изменялись при добавлении хрома в 
корма. Кроме того, Kamei Nozomu и колл. [59] по-
казали, что Cr может играть противовоспалитель-
ную роль, ингибируя активацию ядерного фактора 
каппа B (NF-kB) и ослабляя резистентность к ин-
сулину, что приводит к снижению количества про-
воспалительных цитокинов, включая TNF-α, ин-
терлейкин-6 (IL-6) и C-. Уровни реактивного белка 
у крыс с диабетом.

Отмечалась тенденция к более высокому со-
держанию Fe в группе животных, имеющих ва-
риант АА гена TLR4. Железо необходимо для со-
здания эффективных иммунных ответов против 
вторгающихся патогенов  [60], таких как диффе-
ренцировка и пролиферация Т-лимфоцитов и 
выработка активных форм кислорода (АФК) для 
уничтожения патогенов [61].

Среди условно-эссенциальных элементов кон-
центрация бора оказалась достоверно ниже у го-
мозиготных носителей мутантного аллеля в срав-
нении с другими исследуемыми группами.

Коровы красной степной породы с генотипом 
АА характеризовались более высоким содержани-
ем потенциально токсичных элементов, в том чис-
ле Sr, Al, Cd. Высокие значения Cd были характер-
ны и для группы с генотипом AG.

Ген TLR4 играет ключевую роль в распознава-
нии патогенов и активации врожденного иммун-
ного ответа. В настоящем исследовании авторы 
обнаружили, что уровни эссенциальных элемен-
тов, таких как кальций, калий, фосфор, магний, 
цинк, медь, хром и железо, а также токсичных ме-
таллов (стронций, алюминий, кадмий) варьируют 
в зависимости от генотипа TLR4.

Таким образом, результаты данного исследо-
вания показывают, что генотип TLR4 детермини-
рует содержание микроэлементов в сыворотке 
крови, что в свою очередь способно модулиро-
вать иммунные и воспалительные реакции у коров 
красной степной породы. Кальций, участвующий в 
передаче сигналов в клетках, и калий, необходи-
мый для поддержания мембранного потенциала, 
могут модулировать активацию иммунных клеток 
через TLR4.

Фосфор, являющийся ключевым компонентом 
нуклеотидов и фосфолипидов, может быть вовле-
чен в фосфорилирование белков, что важно для 
передачи сигналов через TLR4. Магний, участвую-
щий в многочисленных ферментативных реакци-
ях, может модулировать воспалительные реакции, 
связанные с активацией TLR4. Цинк, необходимый 
для функционирования иммунных клеток и анти-
оксидантной защиты, и медь, участвующая в ан-
тиоксидантной защите, могут влиять на экспрес-
сию TLR4 и модулировать воспалительный ответ. 
Хром, задействованный в метаболизме углево-
дов и липидов, и железо, важное для транспорта 
кислорода и функции иммунных клеток, влияют на 
активацию TLR4 и последующие воспалительные 
реакции.

Токсичные металлы, такие как стронций, алю-
миний и кадмий, усиливают воспалительные ре-
акции через активацию TLR4 и других сигнальных 
путей, что подчеркивает важность изучения их 
взаимодействия с геном TLR4.

Коровы с генотипом АА характеризовались 
наибольшим суммарным содержанием как эс-
сенциальных микроэлементов, так и значитель-
ным преобладанием токсичных микроэлементов в 
сравнении с другими группами (рис. 6).

Так, генотипы AG и GG уступали по содержанию 
токсичных элементов на 32,2% и 31,0% относи-
тельно AA-варианта, а по концентрации эссенци-
альных микроэлементов эта разница составляла 
11,6% и 14,7% соответственно. Суммарное со-
держание макроэлементов незначительно разли-
чалось между исследуемыми группами.

Рис. 6. Соотношение суммарного содержания условно-эс-
сенциальных и эссенциальных микроэлементов в сыворот-
ке крови коров красной степной породы с различными гено-
типами TLR4, %. Различия между группами с генотипами GG 
и AG по сравнению с группой с генотипом AA статистически 
значимы при p < 0,05 (*)
Fig. 6. Ratio of  total content of  conditionally essential and 
essential microelements in  blood serum of  Red Steppe cows 
with different TLR4 genotypes, %. Differences between groups 
with GG and AG genotypes compared to the group with AA 
genotype are statistically significant at p < 0.05 (*)
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Выводы/Conclusions
По результатам исследования полиморфизм 

в гене TLR4 rs8193046 отражался на показателях 
клинического анализа крови животных, в частно-
сти на содержании лейкоцитов. Животные с гено-
типом AG характеризовались наиболее высоким 
содержанием лейкоцитов в крови, доминирую-
щее положение среди которых занимали грану-
лоциты, что может быть связано с более активным 
иммунным ответом.

Генотип GG гена TLR4 был выделен как вари-
ант, ассоциированный с более высоким содер-
жанием важнейших для молочного скота макроэ-
лементов — кальция и фосфора, а также с более 
низким содержанием токсичных микроэлементов, 
включая кадмий. Наличие в стаде красной степ-
ной породы носителей альтернативных аллелей 
позволяет проводить отбор, направленный на по-
вышение резистентности к инфекционным забо-
леваниям.
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