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Реферат. Молочная продуктивность как сложный количественный признак контролируется большим 
количеством генов и их факторов транскрипции с учётом физиологии животного. В этой связи актуален 
поиск и идентификация генов, ответственных за хозяйственно полезные признаки крупного рогатого скота. 
Динамика молочной продуктивности зависит от ряда факторов, поскольку секреторную активность молоч-
ной железы контролирует комплекс гормонов, генов, факторов транскрипции и ферментов. Генотип особи 
определяет её потенциал продуктивности и норму реакции на условия внешней среды. Исследуемый ген 
Pit-1 является информативным маркером в детерминации молочной и мясной продуктивности. Генотипы 
изучаемого гена идентифицируются с помощью анализа полимеразной цепной реакции и полиморфизма 
длин рестриктных фрагментов. При анализе данных используется критерий хи-квадрат для определения 
генотипа, частот аллелей и равновесия Харди-Вайнберга. Объект исследования – ДНК крови красной степ-
ной и симментальской пород крупного рогатого скота Павлодарской области Казахстана. По результатам 
амплификации фрагмента гена Pit-1 получен продукт ПЦР размером 451 п.н. По результатам расщепления 
ампликонов получены генотипы АА (451 п.н.), АВ (451, 207, 244 п.н.) и ВВ (207, 244 п.н.). В рассматри-
ваемых хозяйствах региона преобладают генотипы ВВ, АВ. В исследуемых группах животных региона 
наблюдается высокая частота аллеля В: у красной степной – 0,689, симментальский – 0,549; частота аллеля 
А – 0,312; 0,451 соответственно. Генетическое равновесие не нарушено; критерий достоверности соответ-
ствия эмпирического распределения теоретическому у красной степной породы – 0,04, у симментальской 
– 0,16. Выявленные ассоциации полиморфизма гена Pit-1 могут быть использованы для отбора и подбора 
родительских пар при направленной селекции.
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Abstract. The search and identification of genes responsible for economically useful traits of cattle is relevant. 
Dairy productivity as a complex quantitative trait, is controlled by a large number of genes and their transcription 
factors taking into account the physiology of the animal. The dynamics of dairy productivity depends on a number 
of factors, since the secretory activity of the mammary gland is controlled by a complex of hormones, genes, 
transcription factors and enzymes. The studied gene Pit-1 (POU1F1) is an informative marker in determining 
milk and meat productivity. The genotype of an individual determines its productivity potential and the norm of 
reaction to environmental conditions. Genotypes of the studied gene are identified by polymerase chain reaction 
and restriction fragment length polymorphism (PCR-PDRP) analysis. When analyzing the data, the chi-square 
test is used to determine the genotype, allele frequencies and Hardy-Weinberg equilibrium. The object of research 
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– DNA of blood of red steppe, simmental breeds of cattle of Pavlodar region of Kazakhstan. According to the 
results of amplification of Pit-1 gene fragment the PCR product with the size of 451 bp was obtained. According 
to the results of amplicon splitting the genotypes AA (451 bp), AB (451, 207, 244 bp) and BB (207, 244 bp) were 
obtained. In the considered farms of the region genotypes BB, AB prevail. In the studied groups of animals of 
the region high frequency of allele B is observed; in red steppe – 0.689, simmentals – 0.549; frequency of allele 
A – 0.312; 0.451 respectively. Genetic equilibrium is not disturbed; the criteria of reliability of the empirical 
distribution to the theoretical one in red steppe breed – 0.04, in simmentals – 0.16. The revealed associations of 
Pit-1 gene polymorphism can be used for selection and selecting parental pairs at directed breeding.

Молочная продуктивность как сложный 
количественный признак контролируется боль-
шим количеством генов и их факторов транс-
крипции с учётом физиологии животного. В 
этой связи актуален поиск и идентификация ге-
нов, ответственных за хозяйственно полезные 
признаки крупного рогатого скота. Динамика 
молочной продуктивности зависит от ряда 
факторов, поскольку секреторную активность 
молочной железы контролирует комплекс гор-
монов, генов, факторов транскрипции и фер-
ментов. Набор сайтов связывания факторов 
транскрипции в регуляторных районах генов 
рассматривается как существенная, главная 
часть регуляторного кода транскрипции, на-
ходящаяся в тесном взаимодействии с рядом 
других кодов (код позиционирования нукле-
осом, гистоновый код, код наднуклеосомной 
укладки хроматина) и обеспечивающая диф-
ференциальную экспрессию генов могокле-
точного организма [1, 2].

Генотип особи определяет её потенциал 
продуктивности и норму реакции на условия 
внешней среды. Исследуемый нами ген Pit-1 
(POU1F1) является информативным маркером 
в детерминации молочной и мясной продук-
тивности. 

Локализованный в районе центромеры пер-
вой хромосомы, Pit-1 кодируется специфиче-
ским гипофизарным фактором транскрипции. 
На ранних этапах пренатального развития он 
направляет дифференциацию клеток гипофи-
за, определяет развитие зон, ответственных 
за синтез соматотропина (GH), пролактина 
(PRL) и тиреотропного гормона, и участвует 
в регуляции экспрессии их генов. Pit-1 входит 
в POU-домен, включающий группу транскрип-
ционных регуляторов (регуляторные белки), 
играющих важную роль в дифференциации 
и пролиферации клеток, секретирующих эти 
гормоны. Регуляторные белки – это инструмен-
ты настройки РНК-полимеразы (устройство, 
считывающее и перекодирующее генетическую 
информацию) на необходимый уровень транс-
крипционной активности. Мутации в гене Pit-1 
приводят к заметному снижению экспрессии 
генов PRL, GH и к значительному снижению 

пролиферации клеточных линий, продуциру-
ющих эти гормоны, гипоплазии гипофиза. 

Исследователи активно изучают гены со-
матотропинового каскада, белковые продукты 
которых являются ключевыми звеньями одной 
гуморальной цепи, участвующей в процессах 
роста и развития млекопитающих (bPit-1, bGH, 
bGHR, bIGF-1). В каскаде экспрессия одного 
гена влияет на экспрессию всех остальных, и 
один полиморфизм может потенцировать дей-
ствие другого. Для гена Pit-1 идентифицирован 
полиморфизм в шестом экзоне в районе цен-
тромеры первой хромосомы [3–5].

Генотипы изучаемого гена идентифициру-
ются с помощью анализа полимеразной цепной 
реакции и полиморфизма длин рестриктных 
фрагментов (ПЦР-ПДРФ). При анализе данных 
используется критерий хи-квадрат для опреде-
ления генотипа, частот аллелей и равновесия 
Харди-Вайнберга. 

Полиморфизм гена – фактора транскрип-
ции гипофиза Pit-1 иранской голштинской 
породы скота изучается учёными в группе с 
генами гипоталамо-гипофизарной оси (PRL, 
GH) с последующим определением их влия-
ния на признаки молочной продуктивности. 
Исследуемые гены: PRL, GH, фактор транс-
крипции гипофиза Pit-1, преобразователи сиг-
налов и активаторы транскрипции (STAT5a). 
Частоты генотипов AA, AB и BB Pit1-HinfI со-
ставили 0,142; 0,358 и 0,500 соответственно [6].

В результате исследований полиморфизма 
Pit-1 фризской голштинской породы Индонезии 
было обнаружено три генотипа – AA, AB и BB, 
их частоты составляли 0,1; 0,3 и 0,6 соответ-
ственно. Частоты аллелей А и В – 0,25 и 0,75 
соответственно. По результатам исследования 
сделан вывод, что высшим генотипом Pit-1 у 
местной голштинской породы молочного скота 
был тип ВВ, а аллелей – тип В [7].

Исследование голштинской породы 
Татарстана показало, что популяция также 
полиморфна, генетическое равновесие не на-
рушено. Распределение аллелей и генотипов 
было следующим: А – 0,32, В – 0,68, АА – 
11,7 %, АВ – 40,5, ВВ – 47,7 % [8]. Учёными 
проведено также полногеномное исследование 
ассоциации и точное картирование крупного 
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рогатого скота корейской голштинской породы 
(n = 2780) [9].

Ген гипофизарного фактора транскрипции 
Pit-1 исследуется и в генном каскаде, контро-
лирующем липидный и энергетический обмен. 
Рассматриваемая группа генов является основ-
ной составляющей роста млекопитающих, и, 
следовательно, откорма крупного рогатого ско-
та. Исследование проведено для оценки влия-
ния полиморфизмов генов, связанных с метабо-
лизмом липидов и энергии, включая рецептор 
окисленных липопротеинов низкой плотности 
1 (OLR1), лактоферрин (LTF), стеароил-КоА-
десатуразу (SCD), бета-лактоглобулин (LGB), 
тиреоглобулин (TG), аннексин A9 (ANXA9), 
миогенный фактор 5 (MYF5), протеинкиназу, 
AMP-активируемую некаталитическую субъ-
единицу гамма-3 (PRKAG3) и гипофиз-спец-
ифический транскрипционный фактор 1 (Pit-1) 
на показатели откорма симментальской породы 
крупного рогатого скота [10]. 

В молекулярной селекции балийского скота 
Grati-Bali для выявления полиморфизма в по-
пуляции активно используются гены GH, GHR, 
Pit-1, контролирующие живую массу; метод 
ПЦР-ПДРФ с рестрикционными ферментами 
MspI, AluI, HinfI (GH/MspI, GHR/AluI, Pit-1/
HinfI). Исследования направлены на опреде-
ление уровня перечисленных генов и их свя-
зи с массой тела животных в качестве перво-
го шага для получения маркерной селекции 
(MAS). Анализ показал, что гены GH и Pit-1 
мономорфны, выявляются по одному генотипу, 
каждый с частотой аллеля более 99 %. Ген GHR 
был обнаружен в трех генотипах – AA, AG, GG 
с частотами аллелей A – 0,579 и G – 0,421. Ген 
GHR/AluI у Grati-Bali является полиморфным 
и существенно не связан с массой тела [11–13].

Гены семейства роста GHR и Pit-1, кон-
тролирующие признаки роста, также влияют 
на плодовитость животных. Многоплодие 
мясного скота может быть полезным при ин-
тенсивном выращивании коров. Современные 
технологии молекулярных маркеров позво-
ляют выявить гены, влияющие на количе-
ственные, в том числе и на репродуктивные 
признаки у скота. Было предсказано, что ряд 
генов роста и репродуктивности приведут к 
двойне и многоплодию у крупного рогатого 
скота. Исследования ученых направлены на 
выявление генетических полиморфизмов генов 
GHR и Pit-1 у скота породы Peranakan Ongole 
Индонезии у близнецов и многоплодных рож-
дений по сравнению с одиночными рождени-
ями. Анализируются варианты полиморфизма 
локуса GHR/Ssp в экзоне 8 (A/T) и локуса Pit1/
Stu1 в экзоне 3 (C/T). Идентификация вариан-

тов генотипа экзона GHR 8 локуса показала, 
что у породы Peranakan Ongole от близнецов и 
многоплодных  рождений преобладал генотип 
ТТ (0,5625–1,00), частота генотипа АТ была 
от 0 до 0,4375, а генотип АА не встречался. 
Генотипирование фрагментов ДНК локуса экзо-
на 3 Pit1/Stu1 (C/T) выявило три генотипа – CC 
(234 п.н.), AC (197, 37 п.н.) и AA (234, 197, 37 
п.н.). Коровы с генотипом АА имели лучшие 
показатели фертильности, о чем свидетель-
ствует более высокая частота эмбрионально-
го оплодотворения in vitro (бластоциста), чем 
у коров с генотипами СС и АС. Генетический 
полиморфизм фрагментов экзона 3 Pit1 вызван 
существованием точечной мутации между ос-
нованиями C и T [14].

Генетическая информация по полимор-
физму применяется для разработки стратеги-
ческих планов, направленных на улучшение 
генетических качеств буйволов из Хузестана 
(Иран). Учеными оценивается влияние гене-
тических полиморфизмов в генах GH, Pit-1, 
GHR, GHRHR и KCN3 на молочную продук-
тивность и массу тела хузестанских буйволов. 
Генотипированы амплифицированные и рас-
щепленные фрагменты GH/AluI, GHR/AluI, 
GHRHR/HaeIII, Pit-1/HinfI и KCN3/HindIII. 
Частота мутантных аллелей Pit-1 составила 
51,7 %. Существовали значительные различия 
(< 0,0001) в генотипических частотах Pit-1 
между буйволами с высокой и низкой молочной 
продуктивностью. Полиморфизмы Pit-1 оказы-
вали значительное влияние на массу тела [15].

При оценке ассоциации между полимор-
физмом гена Pit-1, расположенного в шестом 
экзоне хромосомы 1 крупного рогатого скота и 
признаками молочной продуктивности местных 
коров региона Кербала (Ирак), частоты аллелей 
и генотипов были следующими: АА – 0,081, 
для AВ – 0,688, ВB – 0,229, PIT1(A) – 0,43 и 
PIT1(B) – 0,57. Достоверной разницы по живой 
массе и удоям между генотипами не установ-
лено (Р > 0,05). Исследователи показали, что 
полиморфизм гена Pit-1 не связан с массой тела 
и молочной продуктивностью [16, 17].

В целях реализации исследований по теме 
«Особенности генетического полиморфизма по 
генам-кандидатам молочной продуктивности 
коров симментальской и красной степной по-
род казахстанской селекции» целесообразно 
провести анализ по полиморфным вариантам 
гена Pit-1 перечисленных пород животных. 

Цель исследования – оценка полиморфизма 
гена Pit-1 методом ПЦР-ПДРФ у симменталь-
ской и красной степной пород Павлодарской 
области Казахстана.
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ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Объект исследования – ДНК крови красной 
степной и симментальской пород крупного ро-
гатого скота (n=183). Забор проб крови произво-
дился от 120 голов скота красной степной породы 
в 2023 г. в ТОО «Победа» (Павлодарская область, 
Щербактинский район, с. Орловка) и от 63 голов 
симментальской породы в 2017 г. в племенном 
хозяйстве ТОО «Галицкое» (Павлодарская об-
ласть, Успенский район, с. Галицкое). 

Предмет исследования – полиморфный ген 
Pit-1. Исследование проводили с целью изуче-
ния полиморфизма гена Pit-1 (замена G на A в 
области шестого экзона).

Алгоритм действий: выделение ДНК – гель-
электрофорез, детекция ДНК – ПЦР – гель-
электрофорез, детекция ампликонов Pit-1 – вве-
дение рестриктазы HinfI в ампликоны – гель-
электрофорез, детекция ПДРФ (генотипиро-
вание) – расчёт частоты генотипов и аллелей.

Экстракцию ДНК проводили в процессе 
лизирования клеток крови, закрепления ДНК 
на сорбенте, промывки (3×), элюции ДНК в ТЕ-
буфер (50 мкл). Для экстракции нуклеиновой 
кислоты использовали набор реагентов ДНК-
сорб-В компании «АмплиСенс®», г. Москва. 

Для проведения ПЦР использована готовая 
реакционная смесь БиоМастер HS-Taq ПЦР 
(2×) компании «Биолабмикс», г. Новосибирск. 
Состав БиоМастер HS-Taq ПЦР (2×): 100 мM 
Трис-НCl, рН 8,5 (при 25 °С), 100 мM KCl, 
0,4 мМ каждого дезоксинуклеозидтрифосфа-
та, 4 мМ MgCl2, 0,06 ед. акт./мкл Taq ДНК-
полимеразы, 0,2% Tween 20, стабилизаторы 
HS-Taq ДНК-полимеразы. 

ПЦР-праймеры синтезировали в ком-
пании «Люмипроб РУС»,  г.  Мо сква. 
Последовательности олигонуклотидов для 
исследуемого гена Pit1:

Pit1-F: 5′-aaa cca tca tct ccc ttc tt-3′;
Pit1-R: 5′-aat gta caa tgt gcc ttc tga g-3′. 
Амплифицировали фрагменты на тер-

моциклере «Терцик» («ДНК-Технология», г. 
Москва). 

Режим амплификации:
94 °С – 5 мин;

94 °С – 30 c; 56 °С – 30 c;72 °С – 30 c. × 
35 циклов;

72 °С – 10 мин;
Хранение – минус 4 °С.
Анализ полиморфизма длин рестрикци-

онных фрагментов включал обработку ампли-
фиката сайт-специфической рестриктазой и 
последующее разделение полученных фраг-
ментов с помощью горизонтального гель-
электрофореза (Pit-1/ HinfI). Электрофорез 
проводили в 2 %-м агарозном геле с броми-
стым этидием. Сайт узнавания HinfI G↑ANTC 
/ CTNA↓G. Источник: из штамма E. сoli, несу-
щего клонированный ген HinfI из Haemophilus 
influenzae.

Для проведения электрофоретического раз-
деления продуктов амплификации вносили ага-
розные пластины в камеру с ТБЕ – буфером (1×). 
Электрофорез проводится в направлении от ка-
тода (–) к аноду (+) в течение 50 мин, напряжён-
ность электрического поля 10–20 В/см при шири-
не камеры 10 см. Напряжение, устанавливаемое 
в источнике постоянного тока, – 200–220 В. На 
трансиллюминаторе анализирировали полу-
ченные результаты. Продукт амплификации 
виден в ультрафиолетовом свете (длина волны 
254 нм или 310 нм) в виде светящейся полосы 
красно-оранжевого цвета.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ 
ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ HinFI гена Pit-1 проводился по ме-
тодике, описанной М.В. Позовниковой [1]. 

По результатам амплификации фрагмента 
гена Pit-1 методом ПЦР в данном исследовании 
был получен продукт ПЦР размером 451 п.н. 
(рис. 1). Положение на геле специфических 
полос показано стрелками.

Амплифицированный фрагмент гена Pit-1 
входит в состав экзона 6 [7]. Генотипирование 
для дифференциации аллелей А и В проводили 
путём расщепления продукта ПЦР с использо-
ванием рестриктазы HinfI с сайтом разрезания 
G↑ANTC / CTNA↓G. 

Получаемая картина электрофореза иссле-
дуемых пород крупного рогатого скота при-
ведена на рис. 2, 3.
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Дорожки 1, 2 – ПЦР-продукт фрагмента гена Pit-1 симменталов; дорожки 3–5, 8–10 – ПЦР-продукт фрагмента 
гена Pit-1 красной степной породы; дорожка 6 – маркер молекулярных масс 100 bp DNA Ladder; дорожка 7 – 

маркер молекулярных масс 1 kb DNA Ladder

Рис. 1. ПЦР-продукт 451 п.н. фрагмента гена Pit-1 
PCR product 451 b.p. fragment of the Pit-1 gene

Дорожки 1, 3, 5, 7, 8 – фрагменты рестрикции 451, 244, 207 п.н., соответствующие генотипу Pit-1/HinfI AB; 
дорожки 2, 4, 9, 10 – фрагмент рестрикции 244, 207 п.н., соответствующий генотипу Pit-1-HinFI BB; дорожка 6 – 

фрагмент рестрикции 451 п.н., соответствующий генотипу Pit-1/HinFI AA 

Рис. 2. Электрофореграмма ДНК-типирования полиморфизма Pit-1/HinFI симменталов 
Electrophoregram of DNA typing of Pit-1/HinFI polymorphism of Simmentals

По результатам расщепления ампликонов 
получены генотипы АА, АВ и ВВ. О генотипе 

АА свидетельствовало наличие одной полосы 
ДНК размером 451 п.н., генотип АВ показал 
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три полосы ДНК размером 451, 207 и 244 п.н., 
ВВ генотип определялся наличием двух полос 
ДНК размером 207 и 244 п.н. Образование по-

лос ДНК, наблюдаемое после электрофореза, 
показывает, что присутствует аллель В.

 
Дорожки 1, 3, 8, 9, 10 – фрагменты рестрикции 451, 244, 207 п.н., соответствующие генотипу Pit-1/HinfI AB; 
дорожки 2, 4, 7 – фрагмент рестрикции 244, 207 п.н., соответствующий генотипу Pit-1-HinFI BB; дорожка 5 – 

маркер молекулярных масс 100 bp DNA Ladder; дорожка 6 – маркер молекулярных масс 1 kb DNA Ladder

Рис. 3. Электрофореграмма ДНК-типирования полиморфизма Pit-1/HinFI красной степной породы 
Electrophoregram of DNA typing of Pit-1/HinFI polymorphism in red steppe breed

Частота генотипов и аллелей гена Pit-1 анализируемой группы животных
The frequency of genotypes and alleles of the Pit-1 gene in the analyzed group of animals

Хозяйство, порода 
скота n

Частота генотипов Теоретически 
ожидаемая 
гетерезиготность

χ2

Частота аллелей

AA AB
(факт.) BB A B

ТОО «Победа»,
красная степная 120 0,092 0,433 0,475 0,514 0,04 0,312 0,689

ТОО «Галицкое», 
симментальская 63 0,222 0,476 0,302 0,312 0,16 0,451 0,549

Соотношение генотипов выразили через 
формулу Харди-Вайнберга p2AA : 2pqAa : q2aa, 
p + q = 1. 

На основании этих результатов было под-
считано, что у красной степной породы генотип 
BB имеет самую высокую частоту, за ним сле-
дуют AB и AA. У симменталов региона преоб-
ладает генотип АB. Частота аллеля B (0,689; 
0,549) выше, чем аллеля A (0,312; 0,451) у обе-
их пород (таблица).

По критерию К. Пирсона (χ2) фактически 
полученные расщепления приближены к те-
оретически ожидаемым (0,04; 0,16). Высокая 
степень достоверности совпадения фактически 

наблюдавшихся данных с теоретически уста-
новленными подтверждает гипотезу о генном 
равновесии генотипов гена Pit-1 у крупного ро-
гатого скота ТОО «Победа» и ТОО «Галицкое» 
[17, 18].

ВЫВОДЫ
1. В исследуемых группах животных 

Павлодарской области наблюдается высокая 
частота аллеля В: у красной степной породы – 
0,689, симментальской – 0,549; частота аллеля 
А – 0,312; 0,451 соответственно. Генетическое 
равновесие не нарушено; χ2 для красной степ-
ной породы – 0,04, симменталов – 0,16.
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2. Выявленные ассоциации полиморфизма 
гена Pit-1  могут быть использованы для отбора 

и подбора родительских пар при направленной 
селекции.
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