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Исследование полиморфизма генов LTF и GDF-9 у млекопитающих 
(Bos Taurus L) методом ПЦР-ПДРФ анализа для решения задач 
фармакогенетики
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Резюме. Установлена тесная взаимосвязь между полиморфизмом гена лактоферрина (LTF) с заболеваемостью 
маститом и содержанием соматических клеток в молоке у млекопитающих. Продукты гена лактоферрина связаны 
с устойчивостью к ряду заболеваний, и прежде всего, к маститам. Лактоферрин (LTF)  — многофункциональный 
малый гликопротеин молока, основная функция которого  — защита молочной железы. Считается, что можно 
использовать генетические варианты лактоферрина в качестве ДНК-маркера для прогнозирования содержания 
соматических клеток в молоке и заболеваемости маститом: аллель А гена LTF связан с заболеваемостью маститом 
у таких млекопитающих как коровы. Также установлено влияние полиморфизма генов ВМР 15 и GDF9 у овец на 
количество овулируемых фолликулов и уровень овуляции. Так, аллели гена, Bone morphogenetic protein  — ВМР 
15 у овец, оказывают влияние на процесс фолликулогенеза и гетерозиготные овцы по данному локусу овулируют 
с двумя–тремя ооцитами. Авторы данного исследования рекомендуют использовать полиморфизм гена ВМР 15 
у овец в качестве ДНК маркера для повышения плодовитости животных в овцеводстве. Известно, что продукты гена 
GDF9 контролируют процесс роста и развития фолликулов у коров. Полиморфизм данного гена хорошо исследован 
в медицине, у женщин, имеющих мутацию в кодирующей части гена GDF9 встречаются признаки преждевременного 
угасания функции яичников. Изучение полиморфизма гена лактоферрина имеет теоретическое и прикладное 
значение, так как существует положительная корреляция между содержанием в молоке соматических клеток 
и генетическими вариантами лактоферрина. Таким образом, авторы работы предлагают использовать полиморфизм 
гена GDF9 у  коров в  качестве ДНК маркера для прогнозирования репродуктивной функции у млекопитающих. 
Цель работы: изучение полиморфизма ДНК генов LTF, GDF9 и выявление животных с желательным генотипом по 
изучаемым локусам, как перспективной модели для поиска новых фармакологических средств.
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Abstract. It has been established the close relationship between gene polymorphism of lactoferrin (LTF) with an incidence 
of mastitis and somatic cell counts in milk of mammals. Lactoferrin gene products are associated with resistance to 
several diseases, and particularly for mastitis. Lactoferrin (LTF ) is a multifunctional small glycoprotein of milk. Its main 
function is to protect the breast. It is considered that genetic variants of DNA lactoferrin could be used as a marker for 
the prediction of somatic cells in milk and mastitis incidence. Allele A of LTF gene is associated with the incidence of 
mastitis in mammals such as cows. It has also been established that the polymorphism of BMP15 and GDF9 genes of sheep 
influence the number and rate of ovulation. Thus the alleles of Bone morpho-genetic protein (BMR15) gene influence 
the process of folliculogenesis in sheep. Sheep heterozygous on this locus ovulate two or three oocytes. The authors 
of this study recommend the use of polymorphism BMP15 gene as DNA markers to increase fertility in sheep. It is well 
known that products of GDF9 gene control the process of growth and development of follicles in cows. Polymorphisms 
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of the gene is well studied in medicine. Women who have a mutation in the coding region of the gene GDF9 found signs 
of premature ovarian failure. The study of lactoferrin gene polymorphism has theoretical and practical importance since 
there is a positive correlation between the content in milk of somatic cells and genetic variants of lactoferrin. Thus, the 
authors suggest the use of GDF9 gene polymorphism in cows as a DNA marker for the prediction of reproductive function 
in mammals. The aim: to study DNA polymorphism of genes LTF, GDF9 and identified animals (Bos Taurus L) with the 
desired genotype for the studied loci to build model for searching new pharmacological agents.

Key words: DNA markers; lactoferrin and GDF9 genes.

Актуальность темы
Исследованиями установлена тесная взаимос-

вязь между полиморфизмом гена лактоферрина 
(LTF) с  заболеваемостью маститом, содержани-
ем соматических клеток в  молоке. Продукты гена 
лактоферрина связаны с  устойчивостью к  заболе-
ваниям, прежде всего, к  маститам. Лактоферрин 
крупного рогатого скота (LTF)  — многофункцио-
нальный малый гликопротеин молока, основная 
функция которого — защита молочной железы [2]. 
Ген LTF локализован на хромосоме 22q24, состоит 
из  17  экзонов и  полная последовательность гена 
34,5  тыс  п. н. Исследованиями ученых установле-
на частота генетических вариантов АА, ВВ и  АВ 
лактоферрина у  коров голштинской породы, 32,5, 
10 и  57,5 % соответственно. Авторы рекомендуют 
использовать генетические варианты лактоферри-
на в  качестве ДНК маркера для прогнозирования 
содержания соматических клеток в молоке и  забо-
леваемости маститом, аллель А  гена LTF связана 
с  заболеваемостью маститом у  коров [3]. Также, 
установлено влияние полиморфизма генов ВМР 
15 и GDF9 у овец на количество овулируемых фол-
ликулов и уровень овуляции. Так, аллели гена, Bone 
morphogenetic protein — ВМР 15 у овец, оказывают 
влияние на процесс фолликулогенеза и гетерозигот-
ные овцы по  данному локусу овулируют с  двумя-
тремя ооцитами. Авторы данного исследования 
рекомендуют использовать полиморфизм гена ВМР 
15 у овец в качестве ДНК маркера для повышения 
плодовитости животных в овцеводстве [1].

В 2013 году появилось первое сообщение о поли-
морфизме гена GDF9 (Growth differentiation factor 9) 
у Bos Taurus L и о связи аллелей данного гена с вы-
ходом пригодных для трансплантации эмбрионов 
у животынх-доноров, с общим количеством эмбрио-
нов. Ген GDF9 у Bos Taurus L имеет длину 3824 пар 
нуклеотидов, экзонная часть гена оказалась кон-
сервативной и не имеет мутации, а в интронной ча-
сти обнаружены две точечные мутации. Известно, 
что продукты гена GDF9  контролируют процесс 
роста и  развития фолликулов у  коров. Полимор-
физм данного гена хорошо исследован в медицине, 
у  женщин, имеющих мутацию в  кодирующей ча-
сти гена GDF9  встречаются признаки преждевре-

менного угасания функции яичников [4, 5]. Китай-
скими учеными установлено, что высокий выход 
качественных эмбрионов для трансплантации был 
у  коров‑доноров с  генотипом A485TТ, также была 
выявлена положительная корреляция с  общим ко-
личеством эмбрионов и  генотипом коров‑доноров 
А625AA. Изучение полиморфизма гена лактоферрина 
имеет теоретическое и  прикладное значение, так 
как существует положительная корреляция содер-
жанием в молоке соматических клеток и с генетиче-
скими вариантами лактоферрина.

Таким образом, авторы работы предлагают ис-
пользовать полиморфизм гена GDF9 у коров в каче-
стве ДНК маркера для прогнозирования репродук-
тивной функции у Bos Taurus L.
Цель работы: изучение полиморфизма ДНК 

генов LTF, GDF9 и  выявление животных с  жела-
тельным генотипом по  изучаемым локусам, как 
перспективной модели для поиска новых фармако-
логических средств. 

Материалы и методы исследования
Исследования проводили на 88 коровах голштин-

ской породы племенного хозяйства ТОО «Байсерке-
Агро» Талгарского района Алматинской области. 
Кровь для анализа брали из яремной вены в ваккум-
ную пробирку с  антикогулянтом  — ЭДТА. Работу 
проводили в учебно-научно-диагностической лабо-
ратории Казахстанско-Японского инновационного 
центра КазНАУ. ДНК из крови выделяли с помощью 
набора «ДНК сорб В».

Для детекции полиморфизма гена LTF использо-
вали следующую пару праймеров: 

F — 5′-GCCTCATGACAACTCCCACAC‑3′, 
R 5′-CAGGTTGACACATCGGTTGAC‑3′. 
Условия проведения ПЦР: денатурация при 

94 °C — 45 сек, отжиг праймеров — 62 °C 45 сек 
и элонгация при температуре 72 °C 45 сек и коли-
чество циклов 35–40. Объем реакционной сме-
си: 50  мкл, имеющий следующий состав: 5  мкл 
10 × ПЦР  буфера, 1,5  мМ MgCl2, 2,5  мкл 25  мкМ 
прямого и  обратного праймеров, 5  мкл 0,2  мМ 
концентрации каждого dNTP, 0,5  мкл фермента 
Taq Polymerase с  активностью 5u/μl, 5  мкл ДНК 
и 26,5 мкл дистиллированной воды.
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Для генотипирования по  локусу лактоферрина 
используется эндонуклеаза EcoRI, которая имеет 
сайт рестрикции GAATT/C и продукт амплификации 
длиной 301 п. н. после рестрикции амплификата ре-
стриктазой EcoRI образуются два фрагмента длиной 
201 п. н. и 100 п. н. Как видно электрофореграмме, 
лунка 1 — ДНК маркер, лунки 1, 6, 8, 13 животные 
с генотипом АА, лунки 2, 3, 5, 7, 10, 12 с генотипом 
АВ и лунки 4, 9, 14 с генотипом ВВ (рис. 1).

Для амплификации нужного фрагмента гена 
GDF9 A485T были использованы праймеры, разра-
ботанные авторами TangK. Q. и др. (2013), которые 
имеют следующие последовательности: 
прямые F 5′-AGGGAAGAAGAAAGATCTTTTGC‑3′
обратные R: 5′- TCTACCCAGGCTTTAGTCCC-3′. 
Использование данной пары праймеров позволя-
ет амплифицировать участок гена GDF 9  длиной 
208 пар нуклеотидов. В данном случае для геноти-
пирования животных применяется рестриктаза NsiI, 
которая имеет сайт рестрикции ATGCA/T.

Для детекции второй точечной мутации в  ин-
тронной части изучаемого гена A625T нами были 
использованы праймеры: 
прямые F: 5′-ATGCCCTCATGGGTTGATGTAGGCTA‑3′ 
обратные R: 5′- CTCCCATCTCTCTCATACACACAAG–3′. 

Комплементарность последовательностей выше-
указанных праймеров нами были проверены с помо-
щью компьютерной программы, обе пары праймеров 
оказались комплементарными исследуемому участ-
ку гена GDF9. Рестрикцию продукта ПЦР во втором 
опыте проводили с помощью рестриктазы DraI, ко-
торая имеет сайт рестрикции TTT/AAA.

Результаты исследования
Всего генотипировано 88  животных (голштин-

ская порода) ТОО «Байсерке-Агро», частота гене-
тических вариантов по  локусу лактоферрина со-
ставила: с генотипом АА — 28 животных (31,8 %), 
АВ — 54 животных (61,3 %) и ВВ — 6 животных 
(6,8 %). Диагностику на  субклинический мастит 
проводили методом подсчета соматических кле-

ток в молоке коров с помощью прибора Fossomatic 
5000 и димастиновой пробы, по результатам иссле-
дования у  12  животных был выявлен субклиниче-
ский мастит. Они имели гетерозиготный генотип 
АВ по локусу лактоферрина и полученные резуль-
таты соответствуют литературным данным.

Так, по локусам A485T и A625T гена фактора ро-
ста и дифференцировки (GDF9) у исследуемой по-
пуляции животных выявлены все три генетических 
варианта генотипа, однако из-за небольшой не вы-
явлена корреляция между генетическими вариан-
тами гена GDF9 и репродуктивной функцией у Bos 
Taurus L.

Выводы
Таким образом, результаты нашего исследова-

ния по изучению полморфизма гена лактоферрина 
у млекопитающих (Bos Taurus L), показывают, что 
существует положительная корреляционная связь 
между генетическим вариантом АВ лактоферрина 
и заболеваемостью субклиническим маститом. Ис-
пользование метода полимеразной цепной реакции 
совместно с  ПДРФ позволяет в  течение 5–6  часов 
провести генотипирование животных по  локусам 
A485T и  A625T гена фактора роста и  дифферен-
цировки (GDF9). Таким образом, представляется 
перспективным поиск фармакологических средств 
на  основе новых данных о  полиморфизме генов 
лактоферрина и фактора роста и дифференцировки 
(GDF9).
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