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Последние десятилетия ознаменовались
изменением в подходах к совершенствованию
домашних животных. Традиционно данные ра�
боты включали, как правило, многолетние на�
блюдения за продуктивными качествами
отдельных особей с выявлением улучшителей
и использование их в селекции. С развитием
ДНК�технологий и накоплением фактическо�
го материала стало возможным через оценку
генотипа в рамках концепции ген�маркеров
признаков изучить все многообразие феноти�
пических форм и выявить желательные [1].

Наиболее перспективным методом выяв�
ления маркеров различных генов оказался ме�
тод полимеразной цепной реакции (Polymerase
chain reaction�PCR). ПЦР – это метод, который
позволяет проверить генетический материал,
экстрагированный из исследуемого клиничес�
кого образца, на наличие в его составе участка
чужеродной или измененной генетической ин�
формации, что используется для получения ко�
пий непротяженных участков ДНК исследуемо�
го генетически обусловленного признака и, кро�
ме того, для визуализации (в случае присут�
ствия) таких специфических участков, что и яв�
ляется целью генодиагностики [2].

В связи с этим массовое внедрение в живот�
новодство ДНК�технологий позволяет изучить
гены�маркеры животных, которые контролиру�
ют и прогнозируют важные функции у живот�
ных, такие как рост, уровень удоя и качество мо�
лока, качество мяса. Одним из таких генов явля�
ется ген СAPN1, ответственный за формирова�
ния нежности мяса [3].

Нежность в качестве признака можно оп�
ределить как степень жесткости мышечных во�
локон. Ученые предполагают, что нежность мяса
связана со структурой мышц или их протеина�
ми. Положительное влияние на нежность мяса
оказывает гликоген (животный сахар). После
убоя животных он переходит в молочную кис�
лоту, которая при достаточно длительном воз�
действии размягчает соединительную ткань.
Нежность мяса зависит от содержания в мыш�
цах соединительной ткани. Растворимость кол�
лагена снижается с возрастом животных, и мясо
становится более жестким [4].

С генетической точки зрения нежность
мяса обусловлена действием трех различных
генов, ответственных за синтез миостатина,
кальпаина и кальпастеина. Ген кальпаина –
CAPN1, кальций�зависимой протеазы, которая
модифицирует мышечную ткань во время пос�
леубойного созревания мяса, – член широкого
семейства цитозольных Са2+�активируемых
цистеиновых протеаз, обладающих структурой
EF�hand. Этот фермент разрезает множество
внутриклеточных белков, модифицируя их
функции, таким образом участвуя в нейроде�
генеративных процессах и апоптозе. Данный
тип ферментов также разрушает белки цитос�
келета и другие примембранные белки. Дей�
ствие этой нейтральной протеазы практичес�
ки необратимо, что, по�видимому, является од�
ной из причин опасности длительного повы�
шения уровня Са2+ в цитозоле. Для большей
надежности кальпаин контролируется кальпа�
стином, который не только ингибирует его ак�
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тивность, но также предотвращает его связы�
вание с мембранами [5].

CAPN1 кодируется большой субъедини�
цей м�кальпаина. Этот ген состоит из 22 экзо�
нов и имеет размер около 30 т.н.п. В кодирую�
щей части этого гена ранее было обнаружено
две несинонимические замены, которые при�
водили к изменениям в аминокислотной пос�
ледовательности в положениях 316 (глицин
на аланин) и 530 (валин на изолейцин). В нук�
леотидной последовательности это были за�
мены С на G и A на G. Желательными ал�
лельными формами, обеспечивающими полу�
чение мяса повышенной нежности, являются
С316 и G530, и животные, гомозиготные по этим
аллелям, представляют наибольший интерес
для исследования [6].

На основании вышеизложенного целью
нашего исследования является оценка встре�
чаемости животных с желательными аллель�
ными формами гена CAPN 1 с помощью по�
лимеразной цепной реакции при использова�
нии генетических маркеров.

Материалы и методы
Объектом исследований являлись живот�

ные калмыцкой (n=119) и казахской белого�
ловой (n=39) пород крупного рогатого скота.
Для определения полиморфизма гена CAPN1
у подопытных животных были отобраны про�
бы крови. Кровь, полученную из яремной
вены животных, вносили в пробирки с 600 мкл
этилендиаминтетрауксусной кислоты
(ЭДТА) до конечного объема 10 мл. Выделе�
ние ДНК из крови проводили с использова�
нием комплекта реагентов для выделения ге�
номной ДНК из цельной крови «ДНК�Экст�
ран�1»(«Синтол», Россия). Для амплифика�
ции фрагмента гена CAPN1 использовались
праймеры:

 (5’�AGCAGCCCACCATCAGAGAAA – 3’
 5’– TCAGCTGGTTCGGCAGAT – 3’).

ПЦР в реальном времени проводили на про�
граммируемом амплификаторе АНК�32
в объеме реакционной смеси 25 мкл, содержа�
щей 60 мМ трис�HCl (рН 8,5), 1,5 мМ MgCl2,
25 мМ KCl, 10 мМ меркаптоэталол; 0,1 мМ
тритон Х�100; 0,2 мМ дНТФ, 1 ед. Taq ДНК
полимеразы, по 0,5 мкМ каждого из прайме�
ров. Амплификацию гена CAPN1 проводили
по следующему режиму:

1. 95 оС – 120 сек х 1;
2. 64 оС – 40 сек х 40;
3. 95 оС – 20 сек х 40.
Частоту встречаемости генотипов опреде�

ляли по формуле:
p = n/N,

где р – частота определения генотипа, n – коли�
чество особей, имеющих определенный генотип,
N – число особей.

Частоту отдельных аллелей определяли по
формуле:

РА = (2nAA+nAB) : 2N
qB = (2nBB+nAB) : 2N,

где PА – частота аллеля А,
qB – частота аллеля В,
N – общее число аллелей.
По закону Харди�Вайнберга рассчитыва�

ли ожидаемые результаты частот генотипов в
исследуемой популяции.

Полученные результаты в ходе научных
исследований обработаны биометрическим
методом с использованием стандартных про�
грамм.

Результаты и обсуждения
Методом ПЦР в реальном времени было

исследовано наличие полиморфизма C316G
гена CAPN1, частота его встречаемости сре�
ди калмыцкой и казахской белоголовой по�
род КРС и возможность его использования
для генотипирования (рисунок 1).

При анализе 39 образцов ДНК животных
казахской белоголовой породы выявлено, что
10,3% имели желательную форму аллеля
(СС), а 2,6% составляли гетерозиготы GC, у
остальных выявлен аллель GG (87,2%).

Анализ проб животных калмыцкой поро�
ды показал большую встречаемость желатель�
ных генотипов, а именно среди 122 образцов
ДНК было выявлено животных с генотипом
CC 19,67%, с генотипом GC 14,75% и с геноти�
пом GG 80,00%.

Из 52 биопроб, взятых у крупного рогатого
скота каргалинского мясного типа, было выяв�
лено 17,31% животных с генотипом СС, 32,69%
гетерозигот (GC) и 50,00% с генотипом GG
(табл. 1).

Анализ полученных результатов показал
существенные различия соотношения животных
разных генотипов в отдельных популяциях. Так,
у животных калмыцкой породы частота жела�
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тельного генотипа СС выше, чем у аналогов ка�
захской белоголовой породы на 9,41%, а по срав�
нению с каргалинским мясным типом – на 2,36%.
Превосходство животных каргалинского мясно�
го типа над казахскими белоголовыми состави�
ло 7,05%. При этом полученные различия по ко�
личеству желательных гомозиготных генотипов
СС не были достоверными. При сравнении меж�
ду собой частот гетерозигот в исследуемых по�
пуляциях установлено, что наивысшими пока�
зателями по частоте встречаемости генотипов
GC оказались животные каргалинского мясного
типа, а разность с калмыцкими аналогами со�
ставила 17,94% (Р<0,05) и с гетерозиготами ка�
захской белоголовой породы 30,13% (Р<0,001).
В свою очередь, различия между частотой гетеро�
зигот калмыцкой и казахской белоголовой пород
составили 12,19% (Р<0,01). Наличие у животных
калмыцкой породы и каргалинского мясного типа
желательного признака и относительно высокую
частоту его встречаемости можно объяснить гете�
рогенностью данных породы и типа.

По частоте аллелей исследуемые микропопу�
ляции имеют определенные различия (табл. 2).

Частоты встречаемости аллелей С и G
у особей каргалинского мясного типа состави�
ли 0,337 и 0,663 соответственно.Что касаемо ча�
стоты встречаемости аллелей у особей калмыц�
кой породы, то для алелля С она составила 0,270,
а аллеля G – 0,729.

Проведенными исследованиями установле�
но достаточно высокое количество гетерозигот,

а частота встречаемости желательного аллеля
С составляет 0,337, что в 1,25 раза выше по срав�
нению с микропопуляцией калмыцкого и в 2,93
раза – казахского белоголового скота.

Это может быть связано с тем, что калмыц�
кая порода имеет общие корни с индийским зебу
и представляет собой переходную форму меж�
ду европейским и азиатским скотом. Калмыц�
кий скот зачастую используется в качестве ос�
новы для создания новых пород. Так, например,
казахская белоголовая порода была получена
при скрещивании быков герефордской породы
с маточным поголовьем местного казахского
и калмыцкого скота. Это объясняет наличие ис�
следуемого полиморфизма среди особей казах�
ской белоголовой породы, несмотря на то, что
в исследуемой популяции казахского белоголо�
вого скота частота встречаемости генотипов, не�
сущих желательный аллель С, составляет всего
лишь 0,115, в то время как в популяции калмыц�
кой породы этот показатель равен 0,270, то есть
более чем в 2 раза выше.

При расчете количества желательных ге�
нотипов, возникающих на основе случайного
сочетания аллелей в одном аутосомном локусе
было установлено, что в микропопуляции кал�
мыцкого скота этот показатель составил 177
голов, тогда как фактическое их количество со�
ставило 42 головы. В микропопуляциях скота
казахской белоголовой породы и каргалинс�
кого мясного типа эти показатели соответ�
ственно составили 4,5 и 5 голов; 309 и 34 голо�

вы. На основании этого
можно предположить, что с
увеличением фактического
количества гетерозигот в
микропопуляции теорети�
чески существует большая
вероятность получения же�
лательных генотипов. Гене�
тическая изменчивость в
популяциях калмыцкой по�
роды и каргалинского мяс�
ного типа теоретически на�
много выше, по сравнению
с их морфологической из�
менчивостью.

Другой мерой генети�
ческой изменчивости явля�
ется доля гетерозигот в по�
пуляции. При изучении

А – Калмыцкая порода; Б – Казахская белоголовая порода;
В – Каргалинский мясной тип

Рисунок 1. Частота встречаемости генотипов гена CAPN 1
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данного вопроса проводилась оценка ожидае�
мой гетерозиготности (Ножид.) по частотам ал�
лелей. На основе теоретических предпосылок
популяционной генетики на основании соотно�
шения Харди�Вайнберга частоты гомозигот в
популяции равны квадратам частот аллелей.
Так как сумма частот гомо� и гетерозиготных
генотипов равна 1.

Исследованиями установлено, что ожидае�
мая гетерозиготность по изучаемым локусам в
микропопуляции калмыцкого скота составила
0,395±0,040. Смещение фактической гетерози�
готности по сравнению с ожидаемой составило
0,247 (Р<0,001). В микропопуляции скота ка�
захской белоголовой породы ожидаемая гете�
розиготность составила 0,204±0,0518, тогда как
фактическая частота гетерозигот была 0,026,
а разность между этими показателями – 0,178
(Р<0,001). При анализе микропопуляции кар�

галинского мясного типа ожидаемая гетерози�
готность составила 0,447±0,0404, при этом сме�
щение в большую сторону по сравнению с фак�
тической частотой встречаемости гетерозигот
составило 0,120 (Р<0,001).

Необходимо отметить, что во всех анали�
зируемых микропопуляциях нарушено ген�
ное равновесие из�за смещения фактического
и теоретически ожидаемого количества гетеро�
зигот. Кроме того, этому способствовало давле�
ние искусственного отбора животных и направ�
ленного подбора пар быков и коров для скре�
щивания.

Таким образом, применение метода ПЦР
в реальном времени при исследовании поли�
морфизма гена CAPN1 позволило выявить
животных с желательными аллельными вари�
антами в микропопуляциях и изучить их ге�
нетические особенности.

14.05.2012
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USING PCR FOR GENOTYPING CATTLE CAPN1 THE GENE USING GENETIC MARKERS
 The paper presents results of experimental studies on the use of DNA technology in farming, on the basis

of molecular genetic techniques that allow the testing of animals of any age and gender, to assess and predict
their productivity. Revealed that the SS is the most desirable form of the gene allele CAPN1, responsible for the
formation of the tenderness of meat.

Key words: DNA, molecular genetics, polymerase chain reaction (RT�PCR�PCR), real�time PCR (PCR�RT),
a gene CAPN1, genotype.
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