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Резюме 
Цель.  Настоящая  статья  посвящена  изучению  молекулярной  структуры 
LTR‐области генома BLV (bovine  leukemia virus), циркулирующего в стадах 
чёрно‐пёстрой  голштинизированной  породы  на  территории 
Новосибирской области. 
Материал  и  методы.  Пробы  крови  (n=288)  чёрно‐пёстрого 
голштинизированного  скота  были  отобраны  в  2016  г.  в  Новосибирской 
области.  Скрининг на наличие/отсутствие BLV  проводился методом ПЦР‐
анализа.  Гематологические  исследования  осуществляли  при  помощи 
гематологического анализатора PСE‐90 Vet. 
Результаты.  Рестриктаза  BstMA  I  образует  одинаковые  для  всех 
исследованных  проб  разрезы,  визуализируемые  как  фрагменты  длиной 
237  пн  и  206  соответственно.  Гидролиз  рестриктазой  BspI  в  100%  проб 
показал  образование  фрагментов  262  и  161  пн,  что  свидетельствует  о 
мономорфности  сайта  по  нуклеотиду  А  (аденину).  Гидролиз 
эндонуклеазой  Bse1  образовал  фрагменты,  длиной  370  и  73  пн,  что 
соответствовало  гаплотипу  I,  а  так  же  378  и  65  пн,  что  соответствовало 
гаплотипу  III.  Проведено  соответствие  между  гаплотипом  вируса  и 
количеством  лейкоцитов  крупного  рогатого  скота,  однако  существенных 
различий  лейкоцитарных  формул  носителей  I  и  III  гаплотипа  не 
обнаружено.  Рассмотрены  различные  гипотезы  эволюционных  моделей 
взаимоотношения  BLV  и  крупного  рогатого  скота,  где  определяющим 
фактором мог оказаться полиморфизм LTR‐области вируса. 
Выводы.  Совокупность  собственных  исследований  и  литературных 
данных указывает на несостоятельность гипотезы о влиянии мутаций LRT‐
области  на  степень  узнаваемости  BLV  иммунной  системой  крупного 
рогатого скота.  
Ключевые слова 
SNP,  вирус лейкоза крупного рогатого скота  (BLV), LTR‐область, полимор‐
физм  длин  ристрикционных  фрагментов,  лейкоз,  гаплотип,  сельское  хо‐
зяйство. 
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Abstract 
Aim. This article is devoted to the study of the molecular structure of the LTR‐
region of  the BLV genome  (bovine  leukemia virus) circulating  in herds of  the 
black‐and‐white Holstein breed in the Novosibirsk Region. 
Material  and Methods.  Blood  samples  (n=288)  of  black‐and‐white  Holstein 
cattle were  taken  in 2016  in  the Novosibirsk Region. Screening  for  the pres‐
ence/absence of BLV was carried out by PCR analysis. Hematological  studies 
were carried out using a hematological analyzer RSE‐90 Vet. 
Results. BstMAI  restrictase  forms  the  same  sections  for all  the  studied  sam‐
ples,  visualized  as  fragments of  237  and  206 bp  in  length,  respectively.  The 
hydrolysis of  restrictase BspI showed  the  formation of  fragments of 262 and 
161 bp in 100% of the samples, which indicates the monomorphism of the site 
for  nucleotide  A  (adenine).  Hydrolysis  by  endonuclease  Bse1  formed  frag‐
ments 370 and 73 bp long, which correspond to haplotype I, as well as 378 and 
65 bp, which  correspond  to haplotype  III. The  correspondence between  the 
virus haplotype and the number of bovine  leukocytes was considered but no 
significant differences in the leukocyte formulas of haplotype I and III carriers 
were  found.  Various  hypotheses  of  evolutionary models  of  the  relationship 
between BLV and cattle, where the determining factor might be polymorphism 
of the LTR virus region, are considered. 
Conclusion. Our own research and data in the literature indicates the invalidity 
of  the hypothesis of  the  influence of mutations of  the LRT‐region on  the de‐
gree of recognition of BLV by the immune system of cattle. 
Key Words 
SNP, bovine  leukemia virus (BLV), LTR‐region, restriction fragment  length pol‐
ymorphism, leukemia, haplotype, Agriculture. 
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ВВЕДЕНИЕ 
В  настоящее  время  лейкоз  регистрируется  как 
наиболее  распространённое  эпизоотическое  забо‐
левание  крупного  рогатого  скота  в  России  и  ряде 
зарубежных стран  [1‐3]. Его возбудителем является 
BLV – вирус лейкоза крупного рогатого скота, отно‐
сящийся  к  РНК‐содержащим  вирусам  семейства 
Retroviridae. BLV  интегрируется  в  геномную ДНК B‐
лимфоцитов,  в  качестве  промежуточной  ДНК‐
формы (провируса) [4; 5]. Сводящиеся к репликации 
жизненные  процессы  вирусов  в  принципе  невоз‐
можны вне организма хозяина  [6],что стало причи‐
ной набирающей популярность концепции «вирус – 
организм –  среда»  [7; 8].  Считается,  что  симбиоти‐
ческие  и  паразитические  отношения  микроорга‐
низмов, в частности вирусов, с носителями являют‐
ся  довольно  мощными  коэволюционными  факто‐
рами [9]. 

Из всех живых организмов вирусы наиболее 
подвержены  мутагенезу  [10].  BLV  хоть  и  является 
вирусом  с  достаточно  консервативной  нуклеотид‐
ной  последовательностью  [11;  12],  молекула  РНК 
всё же представляет собой довольно неустойчивую 
и мутабильную структуру [13]. За последние десять 
лет  в  мире  было  зарегистрировано  немало  новых 
штаммов BLV  [14],  при  этом  гарантии  того,  что  ис‐
следователями  описаны  все  существующие  разно‐
видности  по‐прежнему  нет  [15].  В  свою  очередь, 
именно  нуклеотидная  последовательность  вируса 
сама  по  себе  является  мишенью  для  наиболее  со‐
временного  и  точного  метода  скрининга  –  ПЦР‐
анализа  [16‐18].  При  этом  единичной  мутации 
вполне  достаточно  для  того,  что  бы  имеющиеся 
тест‐системы  дали  при  анализе  ложноотрицатель‐
ный  результат.  Таким  образом,  на  «вооружении» 
диагностической  лаборатории  желательно  иметь 
несколько  тест‐систем,  позволяющих  идентифици‐
ровать наличие BLV в пробах биологического мате‐
риала крупного рогатого скота.  

Такие  гены BLV  как  pol,  env и  gag  являются 
достаточно  хорошо  изученными  и  используются  в 
тест‐системах для скрининга [19‐21]. В то же время 
LTR‐область  BLV  считается  довольно  слабоизучен‐
ной  структурой  [15],  что  делает  актуальным  не 
только  изучение  её  молекулярной  структуры  как 
таковой, но и создаёт перспективу разработки тест‐
систем на основе праймеров, специфичных именно 
к LTR‐области. 

Известно,  что  в  LTR‐области  BLV 
локализованы  так  называемые  гены‐мутаторы, 
катализирующие  мутагенез  [2].  В  некоторых 
исследованиях показана связь мутаций LTR‐области 
BLV  с  особенностями  течения  инфекции  [2;  22]. 
Длинные  кольцевые  повторы  провирусной  ДНК 
вируса  BLV  содержат  последовательности, 
предрасположенные  к  формированию  таких 
неканонических структур ДНК, как G4 квадруплексы 
[7;  21;  23]  и  триплексы  [24].  Установлено,  что 
сравнительно длинный пурин‐пиримидиновый трек 
длиной  в  13  пн,  предрасположенный  к 
формированию межмолекулярных триплексов ДНК‐
РНК,  и  отличающийся  относительно  повышенным 
консерватизмом  как  в  секвенированных 

последовательностях  GenBank,  так  и  лимфомах, 
индуцированных  BLV,  локализован  в  области 
второго  участка  TxRE  (Tax‐responsiveelements)  [7; 
25].  Можно  ожидать,  что  встройки  провирусной 
ДНК  с  такими  флангами,  предрасположенными  к 
формированию  неканонических  структур  ДНК, 
оказывают  существенное  влияние  на  экспрессию 
рядом  расположенных  генов.  Участок  TxRE, 
связывающий  активатор  транскрипции 
провирусной  ДНК  (Tax),  представляет  особый 
интерес,  поскольку  локализован  в  энхансерном 
участке LTR‐области. Tax непосредственно участвует 
в  регуляции  транскрипции провирусной ДНК BLV  и 
оказывает  существенное  влияние  на  экспрессию 
генов  хозяина,  связанных  с  клеточной 
пролиферацией  и  дифференцировкой, 
иммортализацией первичных клеточных популяций 
в системе invitro, увеличения скорости мутирования 
путем  подавления  эксцизионной  реапарации  ДНК 
[7;  21].  Несмотря  на  широкий  спектр  мишеней 
регуляторных эффектов Tax белка, принято считать, 
что  одними  из  ведущих  мишеней  регуляторных 
эффектов  этого  белка  являются  гены,  кодирующие 
белки  иммунной  системы  [7;  21].  Существует 
предположение  о  влиянии  однонуклеотидных 
замен  в  длинных  концевых  повторах  (LTR‐области) 
на  узнаваемость  вируса  организмом,  то  есть 
скрывать  вирус  от  иммунной  системы  организма, 
тем  самым  увеличивая шанс  встраивания  вируса  в 
клетку «хозяина» [25; 26]. Таким образом, изучение 
мутаций  LTR‐области  BLV  представляется  весьма 
интересным  аспектом.  Вклад  в  его  разрешение  и 
является целью настоящего исследования. 
 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В  работе  использовали  образцы  тотальной  ДНК, 
выделенной  из  цельной  крови  288  коров  чёрно‐
пёстрой  голштинизированной породы,  разводимой 
на территории Новосибирской области. Пробы кро‐
ви были отобраны в мае 2016  г. из хвостовой вены 
стерильными катетерами с использованием ЭДТА в 
качестве антикоагулянта. ДНК выделяли с помощью 
набора «ДНК‐Сорб‐В» (ФГУН ЦНИИ Эпидемиологии, 
Россия).  Скрининговые  исследования  на  наличие 
BLV  в  пробах  проводили  набором  «АмплиСенс®» 
(ФГУН  ЦНИИ  Эпидемиологии,  Россия).  Цитофлюо‐
реметрические и морфологические показатели кро‐
ви  определяли  при  помощи  автоматического  вете‐
ринарного  гематологического  анализатора  PСE‐90 
Vet. 

Инфицированных  BLV  выявляли  методом 
ПЦР‐анализа,  так  как  данный  метод  считается 
наиболее  достоверным  [16‐18].  Методика  ПЦР‐
анализа  LTR‐области  BLV  и  применяемые  в  иссле‐
довании  праймеры  являются  собственными  разра‐
ботками. Непосредственная методика тестирования 
подробно  описана  в  предыдущей  работе  [27].  Для 
типирования полиморфизма LTR‐области использо‐
вали рестриктазы BstMA  I, Bse1, BspI.  Рeстрикцион‐
ную карту составляли с использованием биоинфор‐
мационных программ для работы с последователь‐
ностями  расшифрованных  геномов,  при  использо‐
вании  последовательностей  из  Международной 
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базы NCBI  (GeneBank).  Длины фрагментов  рестрик‐
ции указаны в соответствии с Каталогом продукции 
кампании  «SibEnzym».  Статистическую  достовер‐
ность  различий  признаков  оценивали  критерием 
Стьюдента. 

 
ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Ассоциация  результатов  скрининга  на  вирусоноси‐
тельство BLV  и  биохимического  тестирования  проб 

крови  показывает,  что  из  288  исследованных  осо‐
бей у 63 было выявлено носительство BLV (табл. 1). 
Из  общего  количества  инфицированных  животных 
всего  у 15%  показатели  крови  оставались  в  преде‐
лах  нормы.  Гематологическая  стадия  течения  лей‐
козной  инфекции,  с  выраженным  лимфоцитозом 
была диагностирована у 14 голов.  
 

 
Таблица 1. Распределение инфицированных BLV животных по интенсивности проявления лейкемоидных 
реакций 
Table 1. Disposition of BLV‐infected animals by intensity of leukemoid reactions 

№  Показатель / Index  n  % 

1  Инфицированные / Infected  63  100 

2 
Без изменений гематологических показателей 
No changes in hematological parameters 

16  25 

3 
C выраженным лейкоцитозом 
With expressed leukocytosis / > 10 х 109/l 

33  53 

4 
С гематологической стадией течения лейкозa 
With the hematological stage of the course of leukemia 

14  22 

 
Учитывая замены на сайтах генома 8034 и 8139 пар 
нуклеотидов,  выявленных методом  полиморфизма 
длин рестрикционных фрагментов, была составлена 
схема  образования  гаплотипов  (табл.  2).  Гаплотип 
был  обозначен  соответствующей  аббревиатурой 
нуклеотида, в случае разрезания, и символом N, то 
есть  неизвестным  нуклеотидом  –  в  случае  отсут‐
ствия  разреза.  Учитывая  комбинацию  замен  (табл. 
2) по каждой пробе была составлена таблица обра‐
зования  гаплотипа,  в  соответствии  с  которой  все 
пробы  распределились  на  2  гаплотипа  –  I  и  III. 
Встречаемость гаплотипа I (n=42; p=0,667; mp=0,059) 

была  в  два  раза  выше  (Р<0,001),  чем  гаплотипа  III 
(n=21; q=0,333; mq=0,059). 

Результаты исследований показали наличие: 
гомогенной  дикого  типа,  гомогенной  с  наличием 
SNP и двух гетерогенных, то есть имеющих гаплоти‐
пы  дикого  типа  и  полиморфизмы.  Рестриктаза 
BstMA I образует одинаковые для всех исследован‐
ных проб разрезы, визуализируемые как фрагменты 
длиной  237  пн  и  206  соответственно.  Таким  обра‐
зом, нуклеотид №237 в изученной выборке являлся 
мономорфным, представленным аденином  (А), что 
соответствует так называемому дикому типу вируса 
(рис. 1, табл. 2). 

 
Таблица 2. Схема образования гаплотипов 
Table 2. Scheme of formation of haplotypes 

 
Гаплотип 
Haplotype 

Фрагменты продуктов рестрикции
Products of restriction fragments 

BstMA I – 
GTCTCN↑ CAGAG(N)5↓ 

Bse1 –
ACTGGN↑ TGAC↓CN 

Bsp I – 
C↑CGC GGC↓G 

I   237 (A)  378 (GC) 262 (CG) 
II  237 (A)  378 (GC) ‐ (AG) 
III  237 (A)  370 (CN) 262 (CG) 
IV  237 (A)  370 (CN) ‐( AG) 
V  - (N)  378 (GC) 262 (CG) 
VI  - (N)  378 (GC) ‐ (AG) 
VII  - (N)  370 (CN) 262 (CG) 
VIII_  - (N)  370 (CN) ‐ (AG) 

 
Продукты  рестрикции  эндонуклеазы  BspI  были 
идентичны во всех изученных пробах с образовани‐
ем фрагментов 262 и 161 пн, что свидетельствует о 
наличии цитозина (С). Отсутствие гидролиза, харак‐
терное  при  наличии  на  данном  сайте  аденина  (А), 
свойственного  аденина  (А)  на  сайте  рестрикции 
(рис.  1,  табл.  2).Таким  образом,  100%  образовав‐
шихся амплификонов принадлежали к дикому типу. 

Гидролиз  эндонуклеазой  Bse1  оказался 
наиболее  информативным.  На  электрофореграмме 
(рис. 2) различаются две группы паттернов: первый 
отрезок амплификона на уровне 378 пар нуклеоти‐
дов  визуализируется  отчетливо,  второй  на  уровне 
65 пн на фото плохо различим, хотя зрительно визу‐
ализируется.  Различие  в  качестве  визуализации 

объясняется проведением электрофореза в агароз‐
ном геле, в котором, как правило, слабо визуализи‐
руются  короткие  фрагменты  [28;  29].  На  второй 
группе  паттернов  виден  участок  амплификона  раз‐
мером 370  пар  нуклеотидов,  и  также  слабо  визуа‐
лизируется второй – 73 пн (рис. 2). 

Данная  картина  распределения  ристрикци‐
онных  фрагментов  была  типичной  для  всех  проб. 
Определялось только два гаплотипа. Причем,  хоте‐
лось  бы  обратить  внимание  на  тот  факт,  что  на 
уровне 370  пар нуклеотидов фрагмент режется  эн‐
донуклеазой в случае наличия замены в последова‐
тельности с G на С,  в  то время как разрез на сайте 
378  пн  возможен  при  последовательности  дикого 
типа, то есть без замены при гаплотипе С (рис. 2, 3). 
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Возможные  замены  (SNP)  указаны  в  круглых  скоб‐
ках за нуклеотидом, который они замещают. Таким 
образом, фактором, определяющим гаплотип BLV в 

изученных  пробах  стали  мутации  нуклеотидов, 
определяемых  гидролизом  при  воздействии  эндо‐
нуклеазой Bse1. 

 

 
Рисунок 1.Схема образования фрагментов при гидролизе участка генома BLV 443 пн указанными рестрикта‐
зами 
Figure 1. Scheme of formation of fragments during hydrolysis of part of the genome of BLV 443 bp of the indicated 
restrictases 

 

 
Рисунок 2. Визуализация гидролиза продуктов амплификации Bse1 ‐ CN/GC 
Figure 2. Visualization of hydrolysis of the products of Bse1 ‐ CN/GC amplification 
 

 
Рисунок 3. Нуклеотидная последовательность участка генома BLV, находящаяся в LTR области и фланкируе‐
мая олигонуклеотидными праймерами, в местах предполагаемых SNP указаны разрезы эндонуклеазами 
Figure 3. The nucleotide sequence of the BLV genome site located in the LTR region and flanked by oligonucleotide 
primers in the places of the assumed SNP are indicated by endonuclease sections 

 
Помимо  скрининга  на  наличие/отсутствие  BLV  в 
пробах биологического материала крупного рогато‐
го  скота  был  проведён  биохимический  анализ  сы‐
воротки  крови.  Показатели  крови животных,  инфи‐
цированных лейкозом разных гаплотипов, не имели 
между  собой  значимых  различий  содержания  как 
общего числа лейкоцитов, так и их отдельных фрак‐
ций,  что  подтверждается  значением  критерия  Сть‐
юдента  ниже  стандартного  для  Р<0,05  (t=2,00  при 
d.f.=61).  Стоит  отметить,  что  животные‐носители  I 
гаплотипа  отличались  несколько  более  высоким 
лейкоцитозом,  за счет лимфоцитов и  гранулоцитов 

(табл. 3).  Лейкоцитарная формула животных обеих 
групп  существенно  превышала  физиологическую 
норму [30]. 

Обращает  на  себя  внимание,  что  в  изучен‐
ной  выборке  только  25%  инфицированных  живот‐
ных не проявляли клинических признаков лейкоза, 
выражаемых лейкоцитарной формулой. Более ран‐
ние исследования показывают,  что латентное тече‐
ние  лейкоза  характерно  как минимум для 70%  но‐
сителей [2; 31; 32]. Более того, оба гаплотипа BLV в 
настоящем  исследовании  проявляют  себя  более 
агрессивно,  вызывая  большую  долю  клинических 
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случаев  лейкоза  даже  в  сравнении  с  результатами 
типирования животных других хозяйств Новосибир‐
ской области [27]. Впрочем, это может объясняться 
не столько неучтёнными генетическими факторами 
вируса  или  же  крупного  рогатого  скота,  сколько 
неравноценными  условиями  кормления  и  содер‐
жания.  Давно  известно  [33],  что  неполноценное 

кормление  является  весьма  существенным  факто‐
ром для прогрессирования инфекционных агентов, 
что  невозможно  при  наличии  в  достаточном  коли‐
честве в рационах, а, следовательно, и в организме 
животных  таких  естественных  противовирусных  и 
противомикробных факторов как витамины, микро‐ 
и макроэлементы. 

 
Таблица 3. Гематологические показатели крови животных‐носителей разных гаплотипов BLV 
Table 3.Hematological parameters of blood of animals‐carriers of different haplotypes of BLV 

Показатель 
Index 

Носители I гаплотипа 
Carriers of haplotype I, p±mp 

Носители III гаплотипа 
Carriers of haplotype III, 

p±mp 
tf* 

Лейкоциты 
Leukocytes, 109/l 

17,07± 2,78  14,52±3,05  0,618 

Лимфоциты 
Lymphocytes, 109/l 

9,14± 2,46  8,35± 2,75  0,214 

Моноциты 
Monocytes, 10

9/l 
1,50± 0,35  1,27± 0,51  0,372 

Гранулоциты 
Granulocytes, 109/l 

6,43±1,22  4,90±1,93  0,670 

Лимфоциты 
Lymphocytes, 109/l 

51,95±10,03  57,10±11,56  ‐0,337 

Моноциты 
Monocytes, 109/l 

8,99±1,31  8,78±2,96  0,065 

Гранулоциты 
Granulocytes,10

9/l 
36,69±7,51  34,14±12,17  0,178 

* tf ‒ значение критерия Стьюдента / value of the Student criterion 
 
Немаловажно  отметить,  что  именно  I  гаплотип  но‐
сит в себе SNP определяемую эндонуклеазой Bse1, 
что  дает  возможность  проверить  предположение 
ряда  ученых  [26;  34;  35]  о  необходимости  данных 
замен, для того чтобы вирус мог «уйти» от реакции 
иммунной  системы  организма  «хозяина».  В  насто‐
ящем  исследовании  не  было  получено  данных, 
указывающих на  участие LRT‐области BLV  в регуля‐
ции  иммунного  ответа  крупного  рогатого  скота  на 
возбудитель  лейкоза.  С  другой  стороны,  LRT‐
область  содержит  генетические  элементы  регуля‐
ции  скорости  синтеза  вирусных  частиц  BLV  [15],  и 
как показывают наши недавние исследования  [27], 
интенсивность репликации вирусных частиц вполне 
может  являться  следствием  мутаций  LRT‐области. 
Но  стоит  помнить,  что  увеличение  скорости  раз‐
множения при прочих равных условиях непременно 
спровоцирует  более  интенсивный  ответ  иммунной 
системы, что чревато гибелью, как вирусоносителя, 
так  и  вируса,  если  последнему  не  удастся  проник‐
нуть в организм следующего владельца [27]. Таким 
образом,  скорость размножения вируса оказывает‐
ся  лимитирована  узнаваемостью  иммунной  систе‐
мы,  что  собственно,  позволяет  определить  второй 
эволюционный вектор, направленный на снижение 
узнаваемости  вируса  иммунной  системой  и,  в  ко‐
нечном счёте – на переход отношений вирус‐хозяин 
с паразитических на симбиотические. 

Данные  предыдущего  исследования  указы‐
вают  на  увеличение  вирусной  нагрузки  и  количе‐
ства  лейкоцитов  при  замене  С>G  [34],  что  явно 
опровергает  предположение  о  детерминации мас‐
кировочного  вектора  BLV  LRT‐областью.  Сопостав‐
ление  собственных  исследований  и  литературных 
данных  [2; 15; 32]  скорее подтверждает  гипотезу о 

функции LRT‐области как регулятора синтеза вирус‐
ных частиц. Принимая во внимание принципы гене‐
тического  контроля,  трудно  предположить  [10], 
чтобы регулятор сам по себе мог являться фактором 
узнаваемости вириона иммунной системой носите‐
ля  по  принципу  «свой‐чужой».  Единственное  воз‐
можное  влияние  регулятора  на  маскировочную 
функцию может заключаться в уменьшении синтеза 
регулируемого  продукта.  Гораздо  более  логичным 
представляется  выполнение  маскировочной  функ‐
ции белками оболочки вириона,  которые у BLV  ко‐
дируются геном env [22; 36; 37]. 
 
ВЫВОДЫ 
1. Типирование  LRT‐области  BLV  выявило 
однонуклеотидную  замену  С>G,  которая 
обнаружилась  как  образование  фрагментов 
рестрикции эндонуклеазой Bse1, длиной 370+73 пн 
(соответствовало I гаплотипу вируса) и 378+65 пн (III 
гаплотип). 
2. Встречаемость  гаплотипа  I  составила 
0,667±0,059; гаплотипа III – 0,333±0,059 
3. Содержание  лейкоцитов  в  крови  носителей  I  и 
III не имела существенных различий. 
4. Совокупность  собственных  исследований  и 
литературных  данных  указывает  на 
несостоятельность  гипотезы  о  влиянии  мутаций 
LRT‐области на степень узнаваемость BLV иммунной 
системой крупного рогатого скота. 
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