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Целью настоящей работы являлась разработка эффективного способа детекции единичных нуклеотид-
ных замен (SNP) и идентификации аллельных вариантов генов на основе ПЦР-ПДРФ-анализа. Нами раз-
работан и апробирован на примере генотипирования крупного рогатого скота по аллелям A и K гена DGAT1 
способ проведения ПЦР-ПДРФ, отличающийся от аналога тем, что на этапе ПЦР в постановке «Single PCR» 
используются три праймера, два из которых являются аллельспецифичными, а третий праймер – общий 
для обоих аллелей анализируемого гена. Праймеры DGAT1-1 + DGAT1-2 + DGAT1-3 инициируют ампли-
фикацию участка DGAT1-гена крупного рогатого скота длиной 100 bp, соответственно DGAT1-ПДРФ-TaqI 
профиль АА = 82/18 bp, КК = 100 bp и АК = 100/82/18 bp. Проведение ПДРФ-анализа позволило иденти-
фицировать генотипы и аллели гена по соответствующим ПДРФ-TaqI-профилям; это говорит о том, что 
предложенный и апробированный нами новый способ ПЦР-ПДРФ эффективен и его можно применить для 
идентификации генотипов и аллелей других генов.
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The aim of this work was to develop an effi cient method for the detection of single nucleotide substitutions 
(SNP) and identifi cation of allelic variants of genes based on PCR-RFLP analysis. We have developed and tested in 
the genotyping of cattle in the alleles A and K gene DGAT1 method PCR-RFLP different from the counterpart of the 
fact that at the stage of PCR in the production of «Single PCR» is used three primers, two of which are allelespecifi c, 
and the third primer is common to both alleles of the analyzed gene. Primers DGAT1-1 + DGAT1-2 + DGAT1-3 
initiate amplifi cation plot DGAT1 gene of cattle with a length of 100 bp, respectively DGAT1-RFLP-TaqI profi le 
AA = 82/18 bp, КК = 100 bp and AK = 100/82/18 bp. Conducting RFLP analysis allowed to identify the genotypes 
and alleles of gene in corresponding RFLP-TaqI-profi les; his suggests that the proposed and tested a new method of 
PCR-RFLP effective and it can be used of identifi cation for genotypes and alleles of other genes.
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Наиболее удобным методом диагно-
стики аллельного полиморфизма ряда ге-
нов отвечающих за хозяйственно полезные 
признаки сельскохозяйственных живот-
ных, является ПЦР-ПДРФ (полимеразная 
цепная реакция с последующим анализом 
полиморфизма длины рестрикционных 
фрагментов). Благодаря своей простоте 
и точности он получил широкое распро-
странение в диагностических научно-ис-
следовательских учреждениях [1]. Суть 
данного метода в том, что происходит ам-
плификация участка определённого (иссле-
дуемого) гена, несущего сайт узнавания для 

эндонуклеазы, с последующим разрезанием 
его соответствующим ферментом. По длине 
образовавшихся фрагментов (ПДРФ) дела-
ют заключение о наличии / отсутствии ис-
комых аллелей у индивидуума [4, 7].

Одним из важных генов липидного об-
мена у крупного рогатого скота является 
ген диацилглицерол О-ацилтрансферазы 
(DGAT1). Исследования, проведённые на 
коровах-первотёлках холмогорской породы 
татарстанского типа, продемонстрировали, 
что наилучшие показатели молочной про-
дуктивности имели аналоги, несущие в сво-
ём геноме K-аллель гена DGAT1 [2]. В связи 
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с этим исследования, касающиеся разработ-
ки методов изучения аллельного полимор-
физма гена DGAT1, актуальны и представ-
ляют научный интерес.

Цель настоящей работы – разработка 
эффективного способа детекции единичных 
нуклеотидных замен (SNP) и идентифика-
ции аллельных вариантов генов на основе 
ПЦР-ПДРФ-анализа.

Материалы и методы исследования
Экстракция нуклеиновой кислоты из образцов 

цельной крови крупного рогатого скота, консервиро-
ванной 10 мМ ЭДТА-Na2, осуществлялась сорбцион-
ным способом («ДНК-сорб B», ФБУН ЦНИИ эпиде-
миологии Роспотребнадзора, Россия).

Разработанный способ проведения ПЦР-ПДРФ 
апробирован на примере генотипирования крупного 
рогатого скота по аллелям А и К гена DGAT1.

Анализ локуса гена DGAT1 при проведении ПЦР-
ПДРФ. ПЦР проводили на программируемом термо-
циклере «Терцик» (Россия) в объёме 20 мкл, содержа-
щей буфер (60 мМ трис-HCl (рН 8,5), 1,5 мМ MgCl2, 
25 мМ KCl, 10 мМ меркаптоэталол; 0,1 мМ тритон 
Х-100), 5 % DMSO, 0,25 мМ dNTP, 1 ед. Taq ДНК поли-
меразы, по 0,25 мкМ праймеров DGAT1-1: 5/-CCGCT
TGCTCGTAGCTTTCGAAGGTAACGC-3/ И DGAT1-2: 
5/-CCGCTTGCT CGTAGCTTTGGCAGGTAACAA-3/, 
по 0,5 мкМ праймера DGAT1-3: 
5/-AGGATCCTCACCGCGGTAGGTCAGG-3/ [3] для 
амплификации фрагмента гена DGAT1 длиной 100 пар 
нуклеотидов, 1 мкл пробы ДНК в следующем режиме:

×1: 94 °С – 4 мин; ×40: 94 °С – 10 с, 72 °С – 10 с;
×1: 72 °С – 5 мин.; хранение: 4 °С.
Для определения аллельного полиморфизма 

гена DGAT1 по вариантам А и К 20 мкл ПЦР пробы 
обрабатывали 20 ед. эндонуклеазы рестрикции TaqI 
в 1×буфере «Y» фирмы СибЭнзим (Россия) при 65 °C 
в течение ночи.

Детекцию результатов ПЦР-ПДРФ осуществляли 
методом горизонтального электрофореза в 3 % агароз-
ном геле в буфере ТBE (рН 8,0), содержащем этидий 
бромида в концентрации 0,5 мкг/мл, с последующей 
визуализацией амплифицированных продуктов в уль-
трафиолетовом трансиллюминаторе (λ = 310 нм).

Размеры фрагментов ДНК оценивали по подвиж-
ности в сравнении со стандартными ДНК маркерами.

В работе были использованы продукты для моле-
кулярно-биологических исследований производства 
ООО «СибЭнзим», Россия.

Исследования по определению полиморфных ва-
риантов гена DGAT1 у 70 чистопородных и помесных 
по голштинской породе быков-производителей про-
водились в ГУП ГПП «Элита» Высокогорского рай-
она Республики Татарстан.

Результаты исследования 
и их обсуждение

Одним из подходов к детекции единич-
ных нуклеотидных замен (SNP) и иденти-
фикации аллельных вариантов генов яв-
ляется способ ПЦР-ПДРФ (PCR-RFLP), 
включая её модификацию – PCR-PIRA 
(PCR-primer introduced restriction analysis), 
являющуюся ближайшим аналогом предла-
гаемого способа [5, 6].

Нами разработан и апробирован на при-
мере генотипирования крупного рогатого 
скота по аллелям A и К гена DGAT1, схо-
жий с прототипом [6], способ проведения 
ПЦР-ПДРФ, включающий подготовку про-
бы нуклеиновой кислоты, внесение указан-
ной пробы в реакционную смесь для ПЦР, 
состоящую из деионизированной воды, 
дНТФ, буферной системы, Taq ДНК поли-
меразы, праймеров, проведение ПЦР, по-
следующее эндонуклеазное расщепление 
ПЦР-продукта рестриктазой и детекцию 
полученных ПЦР-ПДРФ-фрагментов мето-
дом гель-электрофореза, отличающийся 
тем, что на этапе ПЦР в постановке «Single 
PCR» используются три олигонуклеотид-
ных праймера, два из которых являются 
аллельспецифичными, но с заданным иден-
тификационным сайтом рестрикции для од-
ного из них, а третий праймер – общий для 
обеих аллелей анализируемого гена.

Рис. 1. Результаты выравнивания и TaqI-рестрикционного картирования амплифицируемых 
с помощью трёх праймеров DGAT1-1 + DGAT1-2 + DGAT1-3 нуклеотидных 
последовательностей ДНК локуса DGAT1-гена Bos Taurus (аллели А и К)
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Рис. 2. Электрофореграмма результата TaqI-ПЦР-ПДРФ-идентификации аллелей А и К гена 
диацилглицерол О-ацилтрансферазы крупного рогатого скота с использованием трёх праймеров 

DGAT1-1 + DGAT1-2 + DGAT1-3 и рестриктазы TaqI. 
Обозначения: М) ДНК-маркеры 100 bp + 50 bp (СибЭнзим); 1–4, 6, 8–11, 13, 15, 17–18) 
TaqI-ПЦР-ПДРФ-профиль генотипа АК (100/82/18); 5, 16) TaqI-ПЦР-ПДРФ-профиль 
генотипа АА (82/18 bp); 7, 12, 14) TaqI-ПЦР-ПДРФ-профиль генотипа КК (100 bp)

Процесс валидации способа проведения 
ПЦР для идентификации аллельных вариан-
тов DGAT1-гена крупного рогатого скота осу-
ществляли с учётом анализа выравнивания 
фланкируемых тремя праймерами DGAT1-
1 + DGAT1-2 + DGAT1-3 (рис. 1) и путём те-
стирования протокола ПЦР-ПДРФ (рис. 2).

Праймеры DGAT1-1 + DGAT1-
2 + DGAT1-3 инициируют амплифика-
цию участка DGAT1-гена крупного рога-
того скота длиной 100 bp, соответственно 
DGAT1-ПДРФ-TaqI профиль АА = 82/18 bp, 
КК = 100 bp и АК = 100/82/18 bp.

После проведения ДНК-анализа 70 бы-
ков-производителей распределение живот-
ных по генотипам локуса гена DGAT1 было 
следующим: 38 (54,3 %) быков имели гомо-
зиготный генотип АА; 28 (40,0 %) – гетерози-
готный генотип АК и 4 (5,7 %) быка с гомо-
зиготным генотипом КК. При этом частота 
аллеля А составила 0,74, а аллеля К – 0,26.

Вывод
По результатам практических исследова-

ний, направленных на апробацию разработан-
ного нами способа проведения ПЦР-ПДРФ, 
нами получен обеспечиваемый заявленным 
способом технический результат, выражен-
ный в эффективной идентификации геноти-
пов (на примере генотипирования крупного 
рогатого скота по аллелям А и К гена DGAT1) 
ввиду корректной интерпретации генерируе-
мых генотип-специфичных фрагментов.
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