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В настоящее время большое внимание исследователей уделяется изучению роли оксида 

азота (NO) в процессах защиты организма животных от инфекционных патогенов. Ген 
индуцибельной формы синтазы оксида азота iNOS экспрессируется после воздействия на них 

бактериальными агентами и медиаторами воспаления; он служит маркером врождённого 

иммунитета у молодняка крупного рогатого скота, а у взрослого поголовья его аллельные 

варианты ассоциированы со степенью восприимчивости к инфекционным агентам. Цель 

исследования – оценка аллельного полиморфизма гена iNOS по выбранным маркерам 

резистентности и восприимчивости крупного рогатого скота к лейкозу на территории Уральского 

региона. В ходе исследования протокол ПЦР-ПДРФ адаптирован для анализа вариантов гена iNOS 

по полиморфизму маркера AH13-1. Получены данные о частотах распространения аллельных 

вариантов гена iNOS по полиморфизму длин рестриктных фрагментов: АА = 192/66 п.н.; AВ = 

258/192/66 п.н.; BВ = 258 п.н. В исследованной выборке коров (n=164) частота встречаемости 

генотипов АА составляла 47,6%, АВ – 42,7%; ВВ – 9,7%. Частота аллеля A составила 0,689, аллеля 

B – 0,311. Предварительная оценка распространённости аллельного полиморфизма гена iNOS в 

исследуемой популяции выявила наибольшее распространение у дойных коров аллеля А. В 

дальнейших исследованиях планируется изучить степень ассоциации между полиморфизмом гена 

iNOS и провирусной нагрузкой вируса лейкоза крупного рогатого скота для применения в 

селекционно-племенной работе. 
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Проблемы биологии продуктивных животных, 2023, 1: 31-36 
 

Введение 
 

Оксид азота (NO) в организме животных вырабатывается в защитно-приспособительной 

реакции, в которой молекулярный кислород связывается с атомом азота в гуанидиновой группе 

аргинина под действием нитроксидсинтазы (NOS) (Тухватуллина, 2021; Tukhvatullina, 2021). 

Доказано, что NO, продуцируемый макрофагами и другими клетками иммунной системы, 

обладает противомикробным, противовоспалительным и цитотоксическим свойствами (Реутов, 

2016; Гончаров, 2020; Bogdan, 2001; Hickey, 2001; Li, 2022). Бактерицидное действие обусловлено 

появлением реактивных промежуточных продуктов оксида азота, которые вызывают изменения 

активности белков, окислительный стресс и нарушение функции ДНК антигена (Галимова, 2016). 

Цитотоксический эффект NO увеличивается в результате взаимодействия с супероксидным 
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радикалом, образующим пероксинитрит, который обладает более высокой химической 

активностью, чем оксид азота или супероксидные агенты (Галимова, 2016).  

Выявленные взаимосвязи между бактерицидной активностью сыворотки крови и уровнем 

метаболитов NO свидетельствуют о важной роли оксида азота в механизмах врождённого 

иммунитета у телят и при применении иммунобиологических препаратов (Тухватуллина, 2021; 

Tukhvatullina, 2021). Показано, что эти эффекты в значительной степени обусловлены 

активностью индуцибельной синтазы оксида азота (iNOS) (Реутов, 2016; Гончаров, 2020; Bogdan, 

2001). Известно, что активность iNOS существенно возрастает в злокачественных 

новообразованиях различной локализации и варьирует в зависимости от стадии заболевания при 

опухолях молочной железы, яичников, головного мозга (Дерягина, 2016). Кодирующий участок 

гена iNOS состоит из трёх полиморфных маркеров (AH13-1, AH13-2, AH13-3) расположенных в 

третьем интроне. Проведен анализ аллельных вариантов полиморфного маркера AH13-1 гена 

iNOS и выявлена связь аллелей с наследукмой чувствительностью и резистентностью к BLV 

(Чичинина и др., 2005). Установлено, что в гене iNOS за устойчивость к вирусу лейкоза отвечает 

аллель А (вариант АА), а за чувствительность – аллель B (вариант BB) (Гильманов, 2022). 

Доказана роль аллельной изменчивости iNOS при изучении резистентности и восприимчивости 

животных к FLK BLV (Kuzhebayeva, 2021).  
 

Целью данного исследования была оценка аллельного полиморфизма гена iNOS по 

выбранным маркерам резистентности и восприимчивости крупного рогатого скота к лейкозу на 

территории Уральского региона с использованием адаптированного  протокола ПЦР-ПДРФ. 
 

Материал и методы 
 

Объект исследований – Уральская популяция крупного рогатого скота молочного 

направления продуктивности. Предмет исследований – молекулярные маркеры iNOS, 

ассоциированные с резистентностью или восприимчивостью к лейкозу крупного рогатого скота. 

Исследования проведены на выборке дойных коров голштинской породы. (n =164) из трёх 

сельскохозяйственных предприятий.  
 

Выделение ДНК из цельной крови проводили с применением набора «Diatom DNA Prep 

200» (ООО «ИзоГен», Россия); для ПЦР использовали комплекс специфических праймеров (табл. 

1). В состав реакционной смеси входили: SE-буфер производства SibEnzyme (60 мМ Трис-HCl (pH 

8,6), 25 мМ КCl, 10 мМ 2-меркаптоэтанол, 0.1% Тритон Х-100), 0,18 мМ каждого dNTP, по 0,35 

мкМ каждого праймера, 1,7 мМ MgCl2; 0,31 ед. Taq-полимеразы (SibEnzyme), 30-80 нг ДНК. 

Термоциклирование осуществляли на амплификаторе SimpliAmp (Thermo Fisher Scientific, 

США), при следующих температурных режимах: предварительная денатурация при 95°С – 5 

мин.; далее 35 циклов: денатурация 94 °С – 20 сек., отжиг 60 °С – 20 сек., синтез при 72°С – 20 сек; 

элонгация при 72°С – 10 мин. ПЦР-ПДРФ осуществляли в конечном объёме 15 мкл, обрабатывали 

5 ед. эндонуклеазы рестрикции HinfI при температуре 37°С около 10-12 ч (Kuzhebayeva, 2021). 

Детекцию образующихся ПЦР-ПДРФ-фрагментов проводили в 3%-ом агарозном геле в 

буфере ТБЕ, содержащем бромид этидия, при напряжении 210 В в течение 1 ч, с последующей 

визуализацией ДНК с помощью CHEMIDOC XRS+ (Bio-Rad, США). 

Ожидаемые частоты генотипов рассчитывали согласно закону Харди-Вайнберга. Для 

сопоставления наблюдаемого и ожидаемого распределения частот генотипов использовали 

критерий соответствия «хи квадрат» (χ²).  
 

Результаты и обсуждение 
 

Для первичного анализа аллельного полиморфизма гена iNOS в исследованных 

популяциях был использован протокол ПЦР-ПДРФ, адаптированный для генотипирования 

Уральской популяции крупного рогатого скота по аллелям A, B полиморфного маркера AH13-1.  
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Результаты оценки частоты распространения аллельных вариантов гена iNOS у 

исследуемых животных и электрофореграмма представлены в табл. 1 и на рис. 1. 

 

 
Рис. 1. Электрофореграмма результатов ПЦР-ПДРФ по генотипированию крупного рогатого 

скота по аллелям A и B полиморфного маркера AH13-1 гена iNOS. Обозначения: генотип AA 

(192/66 п.н.); генотип BB (258 п.н.); генотип AB (258/192/66 п.н.). М – размерный стандарт с 

шагом 100 п.н. 

 
 

Среди исследованного поголовья крупного рогатого скота частота встречаемости 

генотипов составляла для АА 47,6 %, АВ – 42,7 %; ВВ – 9,7 %. Частота аллеля A составила 0,689, 

аллеля B – 0,311. Проведенная оценка аллельного разнообразия гена iNOS у коров молочного 

направления продуктивности показала превалирование аллеля А. Известно, что в гене iNOS аллель 

А (с генотипом АА) отвечает за устойчивость к вирусу лейкоза, а аллель В (с генотипом ВВ) – за 

восприимчивость к вирусу (Чижова, 2017; Kuzhebayeva, 2021). Индуцируемая синтаза оксида 

азота является сигнальной молекулой, которая синтезируется в клетках тканей и оказывает 

регулирующее воздействие на различные физиологические процессы, в том числе на 

нейротрансмиссию, иммунную защиту и апоптоз (Morales, 2020). В ранее проведенных работах 

был изучен аллельный полиморфизм полиморфного маркера AH13-1 гена iNOS и определены 

ассоциативные связи между полиморфными вариантами этого маркера и фенотипическими 

признаками резистентности и восприимчивости животных к вирусу лейкоза (Чичина, 2005; 

Гильманов, 2019, 2022).  

При оценке аллельного полиморфизма гена iNOS ранее было выявлено, что телята с 

генотипом АА имели более высокую врождённую резистентность, в отличие от молодняка с 

генотипом АВ (Тюлькин, 2019). Было установлено превалирование у быков-производителей 

молочного и мясного направления продуктивности аллеля А, отвечающего за устойчивостью к 

вирусу лейкоза крупного рогатого скота, и при анализе полиморфизма генов у быков-

 

Таблица 1. Аллельное разнообразие гена iNOS у исследованных особей крупного рогатого скота (n=164) 
 

 Частота встречаемости χ2 

генотипы аллели 

AA AB BB A B  

 

0,008 

n % n % n %  

0,689 

 

0,311 Н 78 47,6 70 42,7 16 9,7 

О 78,064 47,6 70,356 42,9 15,9 9,7 
 

Примечание: Н – наблюдаемое распределение генотипов, О – ожидаемое распределение генотипов. 
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производителей с помощью ассоциативных тестов (iNOS, BLG) наибольшие показатели по 

молочной продуктивности были у животных с комплексным генотипом BB и AB (Гильманов, 

2018). Авторами была показана возможность использования гена iNOS в качестве SNP-маркера 

для маркер-ориентированной селекции (Гильманов, 2018; Morales, 2020). 
 

В ходе проведенного исследования локусов, ассоциированных с хозяйственно ценными 

фенотипическими признаками устойчивости к лейкозу крупного рогатого скота, проведена 

оптимизация протокола ПЦР-ПДРФ для анализа вариантов гена iNOS по полиморфизму маркера 

AH13-1 и были оценены частоты встречаемости аллельных вариантов гена iNOS по аллелям А, В 

полиморфного маркера AH13-1.  

По результатам ПЦР-ПДРФ анализа аллельных вариантов гена iNOS выявлено три гено-

специфичных фрагментов: АА = 192/66 п.н.; AВ = 258/192/66 п.н.; BВ = 258 п.н. В исследованной 

выборке поголовья крупного рогатого скота частота встречаемости генотипов АА составляла 

47,6%, АВ – 42,7%; ВВ – 9,7%. Частота аллеля A составила 0,689, аллеля B – 0,311. Из 

литературных источников известно, что аллель А отвечает за устойчивость к вирусу лейкоза, а 

аллель В – за восприимчивость к данному инфекционному агенту (Тюлькин,2019; Kuzhebayeva, 

2021). Проведенная первичная оценка аллельного полиморфизма гена iNOS выявила 

доминирование аллеля А.  
 

Заключение 
 

Предварительная оценка распространённости полиморфизма гена iNOS в популяции 

дойных коров на территории Уральского региона выявила наибольшее распространение аллеля А, 

отвечающего за резистентность  к вирусу лейкоза крупного рогатого скота. Дальнейшее изучение 

аллельных вариантов гена iNOS позволит проводить генотипирование животных для дальнейшего 

селекционного отбора родительских пар, с целью получения от них потомства с желательными 

качествами. 
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ABSTRACT. At present, much attention of researchers is paid to the study of the role of nitric 

oxide (NO) in protecting animal from infectious pathogens. The gene for the inducible form of nitric 

oxide synthase iNOS is expressed after exposure to bacterial agents and inflammatory mediators; it serves 

as a marker of innate immunity in young cattle; in adult cattle, its allelic variants are associated with the 

degree of susceptibility to infectious agents. The aim of the study was to evaluate the allelic 

polymorphism of the iNOS gene for selected markers of resistance and susceptibility of cattle to leukemia 

in the Ural region. In the course of the study, the PCR-RFLP protocol was adapted for the analysis of 

iNOS gene variants for the polymorphism of the AH13-1 marker. Data of the distribution frequencies of 

allelic variants of the iNOS gene were obtained according to the restriction fragment length 

polymorphism: AA = 192/66 bp; AB = 258/192/66 b.p.; BB = 258 b.p. In the studied sample of cows 

(n=164), the frequency of occurrence of AA genotypes was 47.6%, AB - 42.7%; BB - 9.7%. The A allele 

frequency was 0.689, and the B allele frequency was 0.311. A preliminary assessment of the prevalence 

of allelic polymorphism of the iNOS gene in the study population revealed the greatest distribution of the 

A allele in dairy cows. In further studies, it is planned to determine the degree of association between the 

iNOS gene polymorphism and the proviral load of the bovine leukemia virus for use in breeding work. 
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