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Аннотация

Обоснована необходимость проведения исследований генетических основ устойчивости се-
верного оленя к инфекционным и инвазионным заболеваниям для оптимизации селек-

ционных и ветеринарных мероприятий. Экспериментальным путем определена часть нукле-
отидной последовательности 3’-нетранслируемой области гена GRO1 у тундровых северных 
оленей ненецкой породы. 

Ключевые слова: северный олень, генетические основы резистентности, нуклеотидная по-
следовательность ДНК, нетранслируемая область гена. 
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Ветеринария и зоотехния: зоотехния
Abstract

The necessity of making studies of the genetic basis of resistance of reindeer to infectious and 
parasitic diseases to optimize breeding and veterinary activities. Experimentally determined 

part of the nucleotide sequence 3’-untranslated region of the gene GRO1 among the tundra Nenets 
reindeer breed.

Keywords: reindeer, genetic basis of resistance, the nucleotide sequence of DNA, noncoding 
region of the gene.

Одним из основных факторов породоо-
бразования в северном оленеводстве 

является отбор животных на увеличение 
естественной резистентности. Это диктует 
необходимость проведения исследований в 
области генетики с целью изучения генети-
ческих основ устойчивости северного оленя 
к инфекционным и инвазионным заболе-
ваниям (бруцеллез, некробактериоз, эхино-
коккоз, цистицеркоз и др.), к неблагоприят-
ным факторам внешней среды (аномально 
низкая зимняя и высокая летняя темпера-
тура воздуха, низкокалорийное или непол-
ноценное питание и т.п.) для оптимизации 
селекционных и ветеринарных мероприя-
тий [7, 14].

Сведения по генетике и структурной ге-
номике северного оленя немногочисленны. 
На территории России северные олени были 
достаточно широко изучены с помощью ме-
тодов белкового электрофореза [5, 8], более 
современные методы изучения генетическо-
го разнообразия к популяциям северного 
оленя в России стали применяться только в 
последние 10 лет.

В работе Н. В. Кол [2] был впервые изу-
чен полиморфизм митохондриальной ДНК 
северных оленей Тувы, а также Чукотки, 
Якутии и Магаданской области, а также 
впервые применен метод ISSR для анализа 
полиморфизма у северных оленей. 

В. В. Гончаровым с соавторами [1] прове-
дено сравнение трех популяций домашних 
северных оленей с использованием случай-
ных праймеров. Выявлены различия RAPD-
спектров при анализе частот встречаемости 
ДНК-фрагментов. Рассчитаны популяцион-
но-генетические параметры. 

Т. М. Романенко с соавторами [4] исследо-
вала популяции домашнего северного оле-
ня о. Колгуев с целью оценки генетической 
структуры по полиморфизму межмикроса-
теллитных последовательностей ДНК.

На Аляске проводятся сравнительные 
исследования митохондриальной ДНК и 
микросателлитов ДНК у домашних и диких 
северных оленей [9]. Предсказание инди-
видуальной генетической предрасположен-
ности к инфекции на основе последователь-
ности ДНК является сложным процессом и 
требует специфических знаний об ассоциаци-
ях генотип (фенотип) в популяциях, подвер-
гающихся влиянию разнообразных факторов 
внешней среды. Один из путей идентифи-
кации этих ассоциаций начинается с иссле-
дований по типу «случай-контроль» генных 
районов, которые имеют фундаментальные 
биологические взаимосвязи с фенотипом [13]. 

В последние годы получили распростране-
ние методы, основанные на анализе однону-
клеотидных полиморфизмов (ОНП) различ-
ных генов. ОНП – это замены нуклеотидов 
в последовательности ДНК, частота которых 
в популяции может варьировать в широких 
пределах [3]. Для выявления ассоциаций 
«генотип-фенотип» в исследованиях по типу 
«случай-контроль» предложены две общие 
стратегии для исследования ОНП маркеров. 
Первый, прямой подход, ставит цель иден-
тифицировать каждый ОНП на протяжении 
всего гена-кандидата для прямой идентифи-
кации, предрасполагающей к заболеванию 
мутации. Второй, косвенный подход, ставит 
целью идентифицировать фракцию ОНП в 
районе гена-кандидата и выявить мутацию, 
предрасполагающую к заболеванию, через 
сцепленное неравновесие. Последний под-
ход более распространен, так как он требует 
небольшого числа ОНП и способен зафикси-
ровать аллельные ассоциации с предраспола-
гающими к заболеванию мутациями в более 
широком геномном районе. Когда последний 
подход сочетается с хорошо организованными 
исследованиями «случай-контроль», ассоциа-
ция может быть зафиксирована, если маркер-
ный аллель встречается с существенно более 
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высокой частотой у пораженных индивидуу-
мов, по сравнению с контрольными особями. 

У северных оленей ОНП маркеры, имею-
щиеся у крупного рогатого скота, отсутству-
ют, поскольку распределение их на хромосо-
ме даже у близкородственных видов может 
не совпадать [11].

В связи с этим, особый интерес пред-
ставляют гены хемокинов, которые ответ-
ственны за активацию лейкоцитов и фор-
мирование иммунного ответа хозяина на 
инфекцию [12]. Полиморфизмы этих генов 
могут быть перспективнымигенетическими 
маркерами для генетического анализа эко-
типов и породных групп северных оленей. 
Ранее в 3’-нетранслируемойобласти гена 
GRO1 обнаружено два ОНП, представлен-
ные у некоторых пород крупного рогатого 
скота с высокой частотой [6, 10].

В настоящем исследовании осуществлен 
анализ нуклеотидной последовательности 
нетранслируемой области гена GRO1 се-
верного оленя для выявления потенциаль-
ных ОНП.

Целью работы является создание банка 
образцов ДНК, отражающего генетическое 
разнообразие популяции северного оле-
ня и амплификация с помощью полиме-
разной цепной реакции фрагмента ДНК 
гена GRO1, участвующего в формировании 
врожденного иммунитета к инфекционным 
заболеваниям у крупного рогатого скота.

Материал и методика исследований. 
В соответствии с поставленными задача-
ми исследование проводилось на северных 
оленях ненецкой аборигенной породы. Взя-
тие крови проводилось в декабре месяце из 
шейной вены (V. Saphena) с помощью иглы 
и собирали в стеклянные пробирки, кото-
рые замораживали для транспортировки 
в г. Новосибирск. Кровь хранилась в холо-
дильниках до проведения анализов. Кровь 
брали у важенок (3–12 лет), быков-кастра-
тов (4–15 лет) и телят (6–7 мес.).

Выделение тотальной ДНК из крови про-
водили с помощью экстракции фенолом и 
хлороформом по стандартной методике с соб-
ственными модификациями. Пробу крови 
(10 мл или менее) переносили в гомогени-
затор Поттера, добавляли примерно 1 объем 
буфера «A» (0.01M Трис-HCl, pH 7.5; 10мМ 
NaCl; 3мМ MgCl2) и сгустки растирали до 

однородной массы, затем центрифугировали 
20–30 мин. при 4000 об./мин. Надосадочную 
жидкость удаляли и осадки дважды про-
мывали 10 мл буфера «A» (центрифугиро-
вали 15 мин. при 4000 об./мин.). После это-
го к осадкам добавляли около 1 мл буфера 
«B» (0.05М Трис-HCl, pH 8.0; 100мМ NaCl; 
10мМ EDTA), 40 мкл 20% SDS и 3 мг про-
теиназы и проводили лизис при 37–45 ºC в 
течение ночи. Затем к лизированной кле-
точной массе добавляли по 100 мкл 5MNaCl 
и проводили очистку от белков с помощью 
последовательной экстракции фенолом, сме-
сью фенол/хлороформ (1:1) и хлороформом, 
добавляя каждый раз по 750 мкл органиче-
ского реагента к водной фазе и центрифу-
гируя 10 мин. при 6000 об./мин. После этого 
проводили осаждение ДНК добавлением к 
водной фазе 750 мкл изопропилового спирта 
(инкубировали 1 час при –20 ºC). Затем цен-
трифугировали 15 мин. при 12 000 об./мин. 
и промывали осадок 2–3 раза 75% этанолом, 
высушивали осадок примерно 30 мин. при 
56 ºC и растворяли в 200 мкл ddH2O. Пробы 
ДНК хранили при температуре –20 ºС. Всего 
было выделено 148 образцов ДНК.

Амплификация фрагмента ДНК 
гена GRO1 с помощью полимеразной 
цепной реакции. Фрагмент ДНК длиной 
266 п.н., содержащий часть 3’-нетранслиру-
емой области гена, амплифицировали с ис-
пользованием праймеров:

164-5’-TTTATTTATGTTTCAAAGCCTG
TG-3’-189;

430-5’-TATCTGTTTGCTTGAACCCTCC
AC-3’-407.

Позиции указаны в соответствии с нумера-
цией нуклеотидов в амплификате фрагмен-
та к ДНК гена GRO1 (growth-relatedprotein 
1 gene) крупного рогатого скота Bostaurus в 
базе нуклеотидных последовательностей Gen-
Bank Национального центра биотехнологиче-
ской информации США (идентификационный 
номер AF140641). Подбор структуры олиго-
нуклеотидныхпраймеров проводили с помо-
щью компьютерных программ Oligo и Vec-
torNTI 5.2 (http://www.oligo.net/; http://www.
invitrogen.com/content.cfm?pageID=10352).

Синтез олигодезоксирибонуклеотидов осу-
ществляли твердофазным H-фосфонатным 
методом на автоматическом синтезаторе мо-
дели АСМ-102у (ТОО БИОСЕТ).
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Полимеразную цепную реакцию про-

водили на ДНК-амплификаторе Терцик 
(«ДНК-Технология», г. Москва). Режим 
амплификации: денатурация при 95 оC (5 
мин.); затем 10 циклов, включающих дена-
турацию при 94 оС (1 мин.), отжиг при 54 оС 
(1 мин.) и элонгацию при 72 оС (1 мин.); да-
лее 25 циклов, включающих денатурацию 
при 94 оС (30 сек.), отжиг при 52 оС (30 сек.) 
и элонгацию при 72 оС (30 сек.). 

Полученные продукты амплификации 
анализировали с помощью вертикально-
го электрофореза в 4% полиакриламидном 
геле (Остерман, 1983). Для нанесения проб 
использовали буфер (6х), содержащий 0,25% 
бромфенолового синего, 0,25% ксилолциа-
нола и 30% глицерина. Электрофорез про-
водили в течение 30 мин. при мощности 
тока 25 Вт в трис-боратном буфере. Гель 
окрашивали бромистым этидием и фото-
графировали при ультрафиолетовом осве-
щении с помощью гель-документирующей 
системы («БиоКом», г. Москва).

Пример анализа продуктов амплифика-
ции приведен на рис. 1.

Результаты исследования. Сравнение 
последовательности амплифицированного 
фрагмента северного оленя размером 266 п.н. 
с последовательностью 3’-нетранслируемой 
области гена GRO1 крупного рогатого скота 
выявило совпадение в 95% позиций (рис. 2). 
Несовпадения связаны с наличием делеций 
C и A в позициях 71 и 240, вставок C и Т в 
позициях 74 и 242, нуклеотидных замен в по-
зициях 58, 81, 90, 109, 150 и 194 п.н. 95. Высо-

Рис. 1. Анализ продуктов амплификации 
фрагмента ДНК гена GRO1 с помощью 

полимеразной цепной реакции 
(дорожки 1–5 — ДНК северных оленей, 

дорожка 6 — ДНК крупного рогатого скота 
(контроль)). Фрагмент размером 266 п.н. 

обозначен стрелкой
кая степень гомологии С3’нетранслируемой 
областью гена GRO1 крупного рогатого скота 
свидетельствует, что секвенированный фраг-
мент ДНК действительно является результа-
том амплификации соответствующего райо-
на гена GRO1 северного оленя.

Следует отметить, что изучение генома 
северного оленя Rangifer tarandus, особенно 
его транскрибируемой части, в настоящее 
время в мире лишь начинается. Так, в базе 
данных GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/) для этого вида представлены лишь две 
нуклеотидные последовательности, относя-
щиеся к мРНК двух генов: мРНК гена бета-
дефенсина-1 (372 п.н.) и мРНК гена костно-

Рис. 2. Выровненные последовательности 3’нетранслируемой области гена GRO1 северного оленя 
(собственные данные) и крупного рогатого скота (последовательность AF140643 из базы данных 

GenBank). Гомологичные нуклеотиды обозначены точкой, делеции и инсерции – прочерком
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го морфогенетического белка-3b (1647 п.н.). 
Определенная нами нуклеотидная после-
довательность части 3’-нетранслируемой 
области гена GRO1 в некоторой степени до-
полняет имеющуюся информацию.

Нуклеотидные последовательности образ-
цов ДНК от всех восьми животных оказались 
полностью идентичными. Таким образом, нами 
не выявлено наличие ОНП маркеров в секве-
нированном фрагменте 3’-нетранслируемойо-
бласти гена GRO1 северного оленя. У северных 
оленей ОНП маркеры, имеющиеся у крупного 
рогатого скота (рис. 2), отсутствуют, поскольку 
распределение их на хромосоме, даже у близ-
кородственных видов, может не совпадать [13].

Полученная нами информация о нуклео-
тидной последовательности необходима для 
оптимального дизайна праймеров и зондов 
при молекулярно-генетическом анализе это-
го района ДНК у северного оленя и других 
видов. Информация об отсутствии ОНП у 
северного оленя в дальнейшем позволяет из-
бежать феномена отсутствия амплификации 
одного из аллелей. В этом случае животные 
с гетерозиготным генотипом могут быть оши-
бочно идентифицированы как гомозиготы. 
Считается, что отсутствие амплификации од-
ного из аллелей возникает при наличии не-
известного ОНП в месте связывания ДНК с 
праймером [10]. Распаривание нуклеотидов 
между матрицей ДНК и праймером может 
дестабилизировать формирование ДНК-
дуплекса и таким образом снизить амплифи-
кацию гаплотипа, содержащего один из алле-
лей с неизвестным ОНП. Наше исследование 
показывает, что если у северного оленя будет 
найден ОНП в этом районе ДНК, то при его 
анализе можно не опасаться отсутствия ам-
плификации одного из аллелей, поскольку 
маловероятно, чтобы в таком консерватив-
ном районе рядом находились два ОНП.

Выводы:
1) определена часть нуклеотидной после-

довательности 3’-нетранслируемой области 
гена GRO1 северного оленя Rangifertarandus 
размером 266 п.н.;

2) последовательности ДНК 3’-нетранс-
лируемой области гена GRO1 северного 
оленя и крупного рогатого скота крайне 
консервативны, что свидетельствует в поль-
зу функциональной важности этого участка 
гена у представителей двух видов;

3) ОНП в 3’-нетранслируемой области 
гена GRO1 северных оленей ненецкой по-
роды не обнаружены. Возможно, они пред-
ставлены в популяции с низкой частотой. 
Информация может быть полезна при пла-
нировании дорогостоящих исследований по 
оценке генетических различий между попу-
ляциями северного оленя.
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