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Молочная селекция крупного рогатого скота направлена на повышение продуктивных признаков, в основ-
ном за счет использования ограниченного числа племенных быков-производителей. В результате наблюда-
ется рост инбридинга, приводящий к накоплению гетерозигот – носителей рецессивных летальных мутаций. 
Повышение числа носителей рецессивных летальных аллелей снижает рентабельность животноводческих 
хозяйств, поскольку увеличивается частота эмбриональной и постэмбриональной смертности, снижается 
фертильность коров. В данной статье представлены результаты разработок тест-систем для быстрой и недо-
рогой диагностики значимых для животноводства генетически детерминированных заболеваний крупного 
рогатого скота, а именно для голштинских гаплотипов 3, 6 и 7. Технология диагностики представляет собой 
ПЦР в реальном времени с использованием TaqMan зондов. Носителей голштинского гаплотипа 3 не было 
обнаружено ни в одной из исследованных популяций. Частоты носителей для HH6 и HH7 составили 0.95 и 
1.92% соответственно. Полученные значения совпадают с результатами мировых исследований, однако сто-
ит отметить, что в настоящее время проведено мало масштабных скринингов, поскольку казуальные локусы 
картированы относительно недавно.
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Особенностью селекции крупного рогатого 
скота голштинской породы является исполь-
зование ограниченного числа племенных бы-
ков-производителей. Один бык может являть-
ся отцом нескольких тысяч дочерей (эффект 
основателя), что служит причиной увеличения 
инбридинга в популяции [1]. Такой принцип 
разведения крупного рогатого скота вызывает 
быстрое накопление в популяции рецессивных 
аллелей, в том числе аллелей аутосомно-рецес-
сивных LoF-мутаций (LoF – lossoffunction), при-
водящих к утрате функций генов. Появление 
LoF-мутаций влечет за собой либо ухудшение 
качества жизни животного, либо эмбриональ-
ную или постэмбриональную смертности, при-
нося значительный экономический ущерб жи-
вотноводческим предприятиям [2].

О возникновении LoF-мутаций при инбри-
динге известно уже давно [3], однако картиро-
вание локусов казуальных мутаций продолжает 
выполняться [4–6], в том числе и для новых га-
плотипов [7–10].

Голштинский гаплотип 3 (OMIAID 001824-
9913) открыт в 2014 г. при помощи чипов 
BovineSNP50 (Illumina, США) и представляет 
собой миссенс мутацию на хромосоме 8 в 24-ом 
экзоне гена SMC2, кодирующего хромосом-ас-
социированный полипептид E [11]. Голштин-
ский гаплотип 6 (OMIA ID 002149-9913) обна-
ружен после анализа данных генотипирования 
по той же технологии и картирован к участку 
размером 1.1 Мб на 16-й хромосоме в виде SNP 
мутации в гене SDE2 (кодирует гомолог обслу-
живания теломер) [5]. Голштинский гаплотип 7 
(OMIA ID 001830-9913) обнаружен в результате 
анализа геномных данных на 27-ой хромосоме в 
интервалах 13.0–14.4 Мб в виде делеции четырех 
оснований гена CENPU (кодирует центромер-
ный белок U) [6].

Актуальность настоящей разработки обуслов-
лена отсутствием коммерческих тест-систем для 
диагностики голштинских гаплотипов 3, 6 и 7. 
Несмотря на то, что данные аутосомно-рецес-
сивные мутации картированы уже несколько лет 
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назад, методы их диагностики являются дорого-
стоящими и трудоемкими в использовании. На-
пример для скрининга голштинских гаплотипов 
3 и 6 применяется метод ПЦР-ПДРФ с исполь-
зованием дорогостоящих эндонуклеаз рестрик-
ции. Для голштинского гаплотипа 7 ПЦР-мето-
дов диагностики в литературе не описано.

Цель проекта – разработка новых тест-систем 
ПЦР для диагностики летальных генетических 
мутаций крупного рогатого скота.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

ДНК животных выделяли из крови, закон-
сервированной в ЭДТА, с использованием на-
бора “DiatomDNAPrep-400” (Изоген, Россия). 
Отбор крови осуществляли из хвостовой вены. 
Проведение исследований было одобрено Ко-
митетом по институциональной этике ФГБНУ 
“Уральский федеральный аграрный научно-ис-
следовательский центр Уральского отделения 
Российской академии наук” (протокол № 566 
от 5 сентября 2023 г.). Детекцию проводили в 
амплификаторе CFX96 (Bio-RadLaboratories, 
Inc., США). Для диагностики на носительства 
мутаций использовали специфические олиго-
нуклеотидные праймеры, синтезированные 
компанией Lumiprobe (Россия) (табл. 1). Ди-
зайн олигонуклеотидов, положительных и от-

рицательных контрольных образцов выполнен 
с помощью FastPCR 6.8 [12, 13]. Определение 
температур плавления и отжига праймеров 
проведено с использованием PrimerBLAST 
[14] и IDT-DNAOligoAnalyser [15], а проверка 
на наличие димеров – с помощью ThermoFis
herMultiplePrimerAnalyzer [16]. Для контроля 
эффективности протекания ПЦР при каждом 
запуске использовали разработанные нами 
комплекты положительных химических кон-
трольных образцов для мутантного и здорово-
го аллелей. Амплификацию ДНК проводили 
с помощью экстра-микса HS-Taq ПЦР (2×) 
(diaGene, Россия).

Температурные режимы, оптимальные для 
протекания реакций, представлены в табл. 2. 
Скрининг на наличие голштинских гаплотипов 
3, 6 и 7 был проведен на 360, 423 и 417 особях 
соответственно, включая 89 быков-производи-
телей, чья сперма используется на территории 
Свердловской области. Оценку специфичности 
разработанных реакций проводили с использо-
ванием гель-электрофореза и системы капилляр-
ного электрофореза Qsep100 (BiOptic, Тайвань). 
Для капиллярного электрофореза использованы 
картриджи S2 (BiOptic, Тайвань), выравниваю-
щий маркер 20 пн – 1 Кб и маркер длин ДНК от 
15 до 622 пн. С помощью специализированного 
ПО Q-Analyzer выбраны условия электрофореза 

Таблица 1. Последовательности праймеров, использованных в исследовании

Последовательность 5′–3′
Размер 

ампликона, 
пн

Holstein haplotype 3 
F: TCGATGCAGCCCTGGATCTTT
R: GCCTCTTTCCTTCTGGAACCAT
Probe_A: [HEX]ATGTGTGAAATGAGTACGTA[BHQ2]
Probe_G: [ROX]ATGTGTGGAATGAGTACG[BHQ2]

240

Holstein haplotype 6
F:GCAGTGTCGACGGATAAA
R:CGAGCTTACGTCATCAAGATA
Probe_T: [HEX]TGG [LNA-G]TGAGATGGC[LNA-G]GA[BHQ2]
Probe_C: [ROX]TGG GTG AGA CGG CGG A[BHQ2]

193

Cotrol_T: GCAGTGTCGACGGATAAATTCCGCCATCTCACCCAATATCTTGATGACGTAAGCTCG 57
Control_C: GCAGTGTCGACGGATAAATTCCGCCGTCTCACCCAATATCTTGATGACGTAAGCTCG 57

Holstein haplotype 7
F:GTGGTGCTCAAATGTTTACA
R:GCTGCGATTAAATCCCTATTTT
Probe_del: [FAM]AA[LNA_T]TTCGATATTACTG[LNA_A]AGCA[BHQ1]
Probe_pr_WT: [ROX]ATTTCGATATTACTTACTGAAGCA[BHQ2]

165

Cotrol_del:GTGGTGCTCAAATGTTTACAGTGCTTCAGTAATATCGAAATTGAAAATAGGGATTTAATCG
CAGC

65

Control_TTAC:GTGGTGCTCAAATGTTTACAGTGCTTCAGTAAGTAATATCGAAATTGAAAATAGGGAT
TTAATCGCAGC

69
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для наиболее точного анализа и проведена ин-
терпретация результатов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Каждая из разработанных тест-систем была 
проверена на специфичность с помощью пла-
стинчатого гель-электрофореза и капиллярного 
гель-электрофореза (рис. 1). Наблюдается соот-
ветствие длины ампликонов с результатами ана-
лиза по базе данных Primer BLAST.

Всего на носительство голштинского гапло-
типа 3 было исследовано 360 особей крупного 
рогатого скота Свердловской и Пермской об-
ластей, а также Удмуртии. Носителей данной 
мутации не выявлено. В схожем скрининговом 
исследовании в выборке из 390 голштинских 
коров китайской популяции при помощи кон-
курентной аллель-специфической ПЦР (KASP, 
kompetitiveallele-specific PCR) была определена 
доля носительства данной летальной мутации – 
2.6% [17].

В ходе работы проведен скрининг 423 особей 
крупного рогатого скота Свердловской и Перм-
ской областей, а также Удмуртии на носитель-
ство голштинского гаплотипа 6. Обнаружено че-
тыре носителя данной аутосомно-рецессивной 
генетической мутации, что составляет 0.95% от 
общего исследованного поголовья. Доля носите-
лей в данной выборке не превышает значения в 
группе быков, сперма которых используется на 
территории Уральского региона [18]. Получен-
ные данные также совпадают с исследованием 
китайских ученых, которые проводили скрининг 
1633 коров голштинской породы на носитель-
ство восьми летальных генетических мутаций 
при помощи метода KASP, средняя доля носи-
тельства составила 1.86% [19].

Кроме того, нами подобрана тест-система 
для диагностики голштинского гаплотипа 7. 
Было разработано два комплекта олигонуклео-
тидов (праймеры и зонды), для каждого из кото-
рых проведена оценка эффективности с целью 
выбора оптимального. С помощью созданной 

Таблица 2. Режимы амплификации, используемые в исследовании

Гаплотип
Режим амплификации

Начальная денатурация Денатурация, отжиг, элонгация Окончательная элон-
гация

1 цикл 45 циклов 1 цикл

HH3 95˚ – 10 мин 95˚ – 15 с, 59˚– 30 с, 
72˚ – 30 с 📷* 72˚ – 10 мин

1 цикл 40 циклов 1 цикл

HH6 95˚ – 5 мин 95˚ – 20 с, 60˚ – 30 с, 
72˚ – 20 с 📷* 72˚ – 10 мин

1 цикл 40 циклов 1 цикл

HH7 95˚ – 5 мин 95˚ – 20 с, 57˚ – 30 с, 
72˚ – 20 с 📷*

72˚ – 10 мин

* – сканирование.

20
26
34
67
76
90
110
123
147
160
180
190
201
217
238
307
404
527
622
1000

Маркер
длинн 1 2 3 4 5 6

МА-2

240 п.н.
193 п.н.

57 п.н. 69 п.н.

165 п.н.

Маркер длин

НН3

НН6

НН6 контроль

НН7

НН7 конероль

С-01С-01А-01Н-01 В-01

Рис. 1. Результаты капиллярного электрофореза.

РАЗРАБОТКА НАБОРОВ ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ ГОЛШТИНСКИХ ГАПЛОТИПОВ
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ПЦР-системы проведен скрининг 417 особей 
крупного рогатого скота Свердловской, Перм-
ской и Кировской областей. Всего обнаружено 
восемь носителей генетического заболевания, то 
есть 1.92% от общего поголовья. В 2023 г. швед-
скими учеными исследованы геномные данные 
более 24000 коров для поиска аллелей леталь-
ных мутаций. Частота встречаемости генотипов 
с HH7 составила 0.29%, и сделан вывод, что но-
сителями данного генетического заболевания 
являются исключительно потомки голштинских 
быков [20]. Согласно Решению Коллегии Ев-
разийской экономической комиссии от 2 июня 
2020 г. № 74, голштинский гаплотип 7 не под-
лежит обязательному скринингу, в связи с чем 
наблюдается накопление данной генетической 
мутации в популяциях крупного рогатого скота 
России. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Впервые были созданы тест-системы для де-
текции аллелей голштинских гаплотипов 3, 6, 7 в 
режиме реального времени. Наша разработка по-
зволяет проводить быструю диагностику данных 
рецессивных летальных мутаций без использо-
вания дорогих коммерческих наборов (KASP) 
или эндонуклеаз рестрикции (ПЦР-ПДРФ). 

Носителей голштинского гаплотипа 3 не было 
обнаружено ни в одной из исследованных попу-
ляций. HH6 выявлен только у представителей 
голштинской породы крупного рогатого скота. 
Носители HH7 обнаружены среди коров гол-
штинской породы, а также быков-производи-
телей, чья сперма используется на территории 
Свердловской обл. Кроме того, носительство 
летальной мутации выявлено в локальной по-
пуляции тагильской черно-пестрой породы, что 
вероятно связано с использованием быков гол-
штинской породы в селекционных программах. 
Ранее было показано, что в Уральском регионе 
наблюдается крайне низкое генетическое разно-
образие черно-пестрого голштинизированного 
крупного рогатого скота [21]. Таким образом, 
использование испытывающих инбредную де-
прессию популяций крупного рогатого скота для 
селекции аборигенных пород может способство-
вать накоплению генетически детерминирован-
ных заболеваний.

В связи с высокой частотой распространения 
голштинского гаплотипа 7 в уральской популя-
ции крупного рогатого скота желательно прово-
дить мониторинговые исследования племенных 

производителей и доноров эмбрионов животных 
для обеспечения устойчивого развития животно-
водства в регионе.

Работа выполнена в рамках Государственного 
задания Минобрнауки России по теме № 0532-
2022-0004 “Разработка технологии для маркер-о-
риентированной селекции крупного рогатого 
скота по генам, ассоциированным с устойчиво-
стью к заболеваниям”.

Работа выполнена при поддержке Фонда 
им. Геннадия Комиссарова.

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с участием в качестве объекта лю-
дей.
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NOVEL REAL-TIME PCR METHODS FOR BOVINE HAPLOTYPES HH3, 
HH6, HH7 DIAGNOSIS

V. D. Zubareva1, M. V. Bytov1, O. S. Zaitseva1, O. V. Sokolova1, *
1Ural Federal Agrarian Scientific Research Centre, Ural Branch of Russian Academy of Sciences,Ekaterinburg, 620142 Russia

*е-mail: nauka_sokolova@mail.ru

Dairy cattle breeding is aimed at improving the productivity, mainly through the use of a limited number of breeding 
bulls. As a result, an increase in inbreeding is observed causing accumulation of heterozygotes-carriers of recessive 
lethal mutations. A rise in the number of carriers reduces the profitability of dairy farms, since the frequency of 
embryonic and post-embryonic mortality increases, and the fertility of cows decreases. This paper presents the results 
of the development of test systems for rapid and inexpensive diagnostics of genetically determined cattle diseases that 
are significant for animal husbandry, namely for Holstein haplotypes 3, 6 and 7. The diagnostic technology is real-time 
PCR using TaqMan probes. Carriers of the Holstein haplotype 3 were not found in any of the studied populations. The 
carrier frequencies for HH6 and HH7 were 0.95 and 1.92%, respectively. Carrier frequencies are consistent with the 
results of studies worldwide, however, it is worth noting that only few large-scale screening studies have been carried 
out, since causative loci have been mapped relatively recently.

Keywords: cattle, Holstein haplotypes, lethal mutations, SNP, deletion, PCR, TaqMan.

РАЗРАБОТКА НАБОРОВ ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ ГОЛШТИНСКИХ ГАПЛОТИПОВ
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