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Аннотация. Проведённые исследования были направлены на выявление генетических 
маркеров, влияющих на нежность говядины, как наиболее важной определяющей вкус характери-
стики. В ходе работы были созданы тест-системы, основанные на методах ПЦР-ПДРФ и РВ-ПЦР, 
для идентификации аллельных вариантов полиморфизмов гена кальпаина 1 – CAPN1 _530 и 
CAPN1_4751.  Генотипирование   популяций  крупного  рогатого  скота  абердин-ангусской  
(n поп № 1=140, n поп № 2=20) и галловейской (n=100) пород по изучаемым полиморфизмам показало 
наличие в генотипах поп № 1 крупного рогатого скота абердин-ангусской породы предпочтитель-
ного аллеля С-CAPN1_4751 в частоте 0,44. Примечательно, что в данной популяции при достаточ-
но высокой доле гетерозигот (122 животных из 140, что составило 87,1 %) гомозиготных по алле-
лю С-CAPN1_4751 животных не оказалось. В популяции породы галловей животных-носителей 
аллеля С-CAPN1_4751  обнаружено  не  было. Желательного в отношении нежности мяса аллеля 
G-CAPN1_530 не было выявлено ни в одной из изучаемых популяций. Ввиду наличия большого 
влияния гена кальпаина 1 на нежность мяса, а также выявления генетической изменчивости по 
CAPN1_4751 среди российских популяций крупного рогатого скота мясных пород, считаем целе-
сообразным проведение дальнейших исследований на большем поголовье животных. Это будет 
способствовать поиску дополнительных генетических маркеров мясной продуктивности с пер-
спективой их внедрения в системы геномной селекции для повышения точности геномного про-
гноза в мясном скотоводстве. 
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Abstract. The conducted studies were aimed at identification of genetic markers that affect the 
tenderness of beef as the most important characteristic that determines taste. In the course of works, the 
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test systems for the identification of the allele variants of polymorphism of CAPN1 genes – CAPN1_530 
and CAPN1_4751, based on PCR-RFLP and RT-PCR methods were created. Genotyping of Aberdeen-
Angus cattle populations (n pop No. 1=140, n pop No. 2=20) and Galloway (n=100) breeds according to 
the studied polymorphisms showed the presence of pop No. 1 in Aberdeen cattle genotypes of the pre-
ferred allele C-CAPN1_4751 at a frequency of 0.44. It is noteworthy that in this population, there were no 
animals homozygous for the C-CAPN1_4751 allele with a sufficiently high proportion of heterozygotes 
(122 animals out of 140, which was 87.1%).  No animals carrying the C-CAPN1_4751 allele were found 
in the Galloway breed population. The G-CAPN1_530 allele, which is desirable for meat tenderness, was 
not identified in any of the studied populations. Due to the large influence of the CAPN1 gene on the ten-
derness of meat, as well as the revealing of the genetic variability for CAPN1_4751 among the Russian 
populations of beef cattle, we consider it advisable to conduct further research on a larger number of ani-
mals. This will contribute to the search for additional genetic markers of meat productivity with the pro-
spect of their introduction into genomic selection systems to increase the accuracy of genomic forecasting 
in beef cattle breeding. 
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Введение. 
Обеспечение продовольственной безопасности России является одной из основных задач 

агропромышленного комплекса нашей страны. Одной из мер достижения необходимого уровня 
собственного продовольствия и импортозамещения является увеличение объёмов продовольствия 
и улучшение качества потребляемых продуктов (Дунин И.М. и др., 2020). В частности, одной из 
проблем является обнаруживаемый в России на протяжении нескольких лет дефицит производства 
говядины, что подтверждается данными ВНИИ племенного дела – в 2022 году объём производства 
данного вида мяса составил 1,32 млн т, а потребления – 1,53 млн т (Шичкин Г.И. и др., 2023). Дан-
ный факт представляет собой угрозу продовольственной безопасности населения нашей страны, 
что нельзя оставлять без внимания ввиду высокой биологической ценности мяса крупного рогатого 
скота вследствие уникального аминокислотного состава и хорошей усвояемости организмом чело-
века (Pighin D et al., 2016). 

Помимо высокой стоимости одним из факторов, влияющих на потребительский спрос го-
вядины, являются вкусовые качества, уступающие свинине и мясу птицы. В связи с этим, наряду 
со стремлением увеличения объёма производства, стоит задача улучшения органолептических ха-
рактеристик говядины. 

Одним из ключевых свойств, определяющих вкусовые качества говядины, считается пока-
затель нежности, важным этапом формирования которого является созревание (старение) мяса. 
Большую роль в данном процессе играет мышечная протеолитическая система, наиболее значимый 
компонент которой белок кальпаин участвует в посмертном протеолизе мышечных волокон (Gees-
ink GH, 2006). Система кальпаина состоит из трёх белков (μ-кальпаин, m- кальпаин и кальпаста-
тин) и её активность зависит от концентрации ионов Ca2+. μ-кальпаин и m-кальпаин состоят из 
идентичной 28-кДа субъединицы и 80-кДа субъединицы, имеющей только 55-60 % аминокислот-
ной гомологии между двумя протеазами, которые кодируется двумя отдельными генами – кальпа-
ин 1 (CAPN1) и кальпаин 2 (CAPN2) (Mengistie D et al., 2021). 

Ранее проведённые исследования выявили достоверное влияние вариантов гена μ-
кальпаина (CAPN1) и гена кальпастатина (CAST) на нежность говядины (P≤0,05) (Casas E et al., 
2006; White SN et al., 2005; Leal-Gutiérrez JD et al., 2018). В частности, были определены три пред-
положительно наиболее значимых полиморфизма гена кальпаина 1, локализованного на ВТА29, 
образуемых в результате отдельных нуклеотидных замен (SNP): CAPN1_316 (генетическая локали-
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зация: 29:g.44069063C>G, c.947G>C, p.Gly316Ala, rs17872000), CAPN1_ 530 (29:g.44085642G>A, 
c.1588G>A, p.Val530Ile, rs17871051) и CAPN1_4751 (29:g.44087629C>T, c.1800+169C>T, 
rs17872050). Предпочтительными с точки зрения более нежного мяса были определены аллели С-
CAPN1_316,  G-CAPN1_530  и  C-CAPN1_4751 (McClure M and McClure J, 2016; Casas E and Kehri Jr ME, 
2016). 

 
Цель исследования. 
Разработка ДНК-тестов для определения аллельных вариантов полиморфизмов в позициях 

530 и 4751 гена кальпаина 1 и анализ российских популяций крупного рогатого скота мясного 
направления продуктивности по данным олигонуклеотидным заменам. 

 
Материалы и методы исследования. 
Объект исследования. Крупный рогатый скот абердин-ангусской породы двух популяций, 

разводимых в хозяйствах Калужской (молодняк, n=140) и Смоленской (быки, n=20) областей, а 
также галловейской породы (коровы, n=100) популяции Смоленской области. 

Обслуживание животных и экспериментальные исследования были выполнены в соответ-
ствии с инструкциями и рекомендациями нормативных актов: Модельный закон Межпарламент-
ской Ассамблеи государств-участников Содружества Независимых Государств "Об обращении с 
животными", ст. 20 (постановление МА государств-участников СНГ № 29-17 от 31.10.2007 г.). При 
проведении исследований были предприняты меры для обеспечения минимума страданий живот-
ных и уменьшения количества исследуемых опытных образцов.  

Схема эксперимента. Исследования проводились в лаборатории молекулярной генетики 
ФГБНУ ФИЦ ВИЖ им. Л.К. Эрнста в 2022-2023 гг. От животных в соответствии с этическими 
нормами, принятыми в Российской Федерации, отбирался биоматериал (ушные выщипы, кровь), из 
которого были получены препараты ДНК при помощи стандартно применяемых в лаборатории 
методик, в частности, посредством использования наборов для выделения нуклеиновых кислот 
Синтол 1 и 2 (ЗАО «Синтол», Россия) в соответствии с инструкциями производителя.  

Разработка тест-систем для выявления аллельных вариантов полиморфизмов гена кальпаи-
на 1 осуществлялась при помощи использования метода на основе полимеразной цепной реакции 
(ПЦР), в частности ПЦР с последующим анализом длин рестрикционных фрагментов (ПЦР-ПДРФ) 
и дальнейшего совершенствования разработанных тест-систем методом ПЦР в режиме реального 
времени (ПЦР-РВ). 

Анализ продуктов ПЦР-ПДРФ проводили при помощи электрофореза в 3 %-ном агарозном 
геле при 120 В посредством системы для электрофореза и гель-документации FireReader V10. Про-
ведение ПЦР-РВ осуществлялось на амплификаторе QuantStudio 5. 

Оборудование и технические средства. Исследования проводились в лаборатории моле-
кулярной генетики ФГБНУ ФИЦ ВИЖ им. Л.К. Эрнста, пробы ДНК были депонированы в банке 
ДНК Центра коллективного пользования ФГБНУ ФИЦ ВИЖ им. Л.К. Эрнста. Для проведения 
ПЦР использовался термоциклер Gene Explorer (Bioer, Китай), для проведения ПДРФ – термостат 
BioShake iQ (Analytik Jena, Германия). Анализ продуктов ПЦР-ПДРФ посредством системы для 
электрофореза и гель-документации FireReader V10 (UVITEC Co., Великобритания).  Проведение 
ПЦР-РВ – на амплификаторе QuantStudio 5 (Applied Biosystems, Сингапур). Полученные данные 
оценивались при помощи предлагающегося к прибору программного обеспечения. 

Статистическая обработка полученных данных. Подсчёт и статистическую обработку 
результатов осуществляли с помощью офисного программного комплекса «Microsoft Office» 
(США) с применением программы «Excel» («Microsoft», США).  
 

Результаты исследования. 
Для анализа изучаемых SNP при помощи программы Primer3Plus 

(https://www.primer3plus.com/) были подобраны олигонуклеотидные праймеры, позволяющие про-
водить ПЦР-амплификацию и получать соответствующие ДНК-фрагменты. Анализ последова-
тельностей ДНК области мутаций выявил сайты узнавания для эндонуклеаз рестрикции Tth1H1 
(CAPN1_530) и BstDEI (CAPN1_4751). Подбор эндонуклеаз рестрикции осуществлялся при помо-
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щи программного продукта лаборатории New England Bilab NebCutter V.3.0. 
(https://nc3.neb.com/NEBcutter/).  

В результате исследования были разработаны тест-системы на основе метода ПЦР-ПДРФ, 
позволяющие дифференцировать аллельные варианты, образованные в ходе полиморфизмов 
CAPN1_530 и CAPN1_4751. 

Данные тест-системы были модернизированы при помощи метода РВ-ПЦР. Примеры по-
лучаемых результатов представлены на рис. 1 и 2. 

 
 

Рисунок 1. Результаты ДНК-диагностики полиморфизма CAPN1_530 при помощи методов 
ПЦР-ПДРФ (левая часть рисунка) и ПЦР-РВ (правая часть рисунка). Все представленные 

пробы имеют генотип АА 
Figure 1. The results of DNA diagnostics of CAPN1_530 polymorphism by PCR-RFLP (the 

left part of the figure) and RT-PCR (the right part of the figure) methods. All present probes have 
AA-genotype 

 

 

 
Рисунок 2. Результаты анализа полиморфизма CAPN1_4754. В левой части рисунка –   

электрофореграмма ПЦР-ПДРФ. Обведены животные с генотипом ТТ. Остальные пробы на 
фото имеют генотип СТ. В правой части рисунка – результаты РВ-ПЦР: верхний график – 

животное с генотипом СТ, нижний – генотип ТТ 
Figure 2. The results of CAPN1_4751 polymorphism analysis. PCR-RFLP gel electrophoresis 

is in the left part of the figure. In the circles are the animals with TT genotype. The rest probes on 
the photo have CT genotype. The RT-PCT results are in the right part of the figure: the upper  

figure is the animal with CT genotype, the lower – TT genotype 
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В ходе ПЦР-амплификации области мутации полиморфизма CAPN1_530 образуется ДНК-
фрагмент длиной 370 п.о., соответствующий аллелю дикого типа А. При наличии в генотипе му-
тантного аллеля G, ассоциированному с более нежным мясом, в ходе ПДРФ на электрофореграмме 
визуализировалось бы два фрагмента ДНК размером 162 и 142 п.о. 

Однако ни в одной из исследуемых популяций не было обнаружено животного с наличием 
в генотипе желательного G-аллеля полиморфизма CAPN1_530.  

Дизайн системы ПЦР-ПДРФ для выявления аллелей полиморфизма CAPN1_4751 предпола-
гает амплификацию ДНК фрагмента области мутации размером 218 п.о. Сайт рестрикции, харак-
терный для эндонуклеазы BstDEI, присутствует в аллеле дикого типа, который вследствие ПДРФ 
расщепляется на два фрагмента 146 и 72 п.о. При наличии мутации, приводящей к образованию 
желательного аллеля С, ферментного расщепления не происходит и, таким образом, мутантный 
аллель представлен одним нерестрицированным фрагментом длиной 218 п.о. Обнаруженные в хо-
де исследования генотипы по полиморфизму CAPN1_4751 представлены на рисунке 2. 

Проведённое при помощи разработанных тест-систем генотипирование российских попу-
ляций абердин-ангусской и галловейской пород не выявило сильной изменчивости по изучаемым 
полиморфизмам гена кальпаина 1 (табл. 1). 

Таблица 1. Результаты генотипирования крупного рогатого скота российских популяций 
абердин-ангусской и галловейской пород по полиморфизмам гена кальпаина 1 

Table 1. The genotyping results of Russian cattle populations of Angus and Galloway breeds on 
CAPN1 polymorphisms  

 

Популяция / Population n CAPN1_530 CAPN1_4751 
AA GA GG TT CT CC 

Абердин-ангус № 1 / 
Aberdeen-Angus No. 1 140 140 0 0 18 122 0 

Абердин-ангус № 2 / 
Aberdeen-Angus No. 2 20 20 0 0 20 0 0 

Галловей / Galloway 100 100 0 0 100 0 0 
 
Как видно из результатов таблицы 1, всё исследуемое поголовье абердин-ангусской и гал-

ловейской пород было гомозиготным по аллелю А полиморфизма CAPN1_530. 
Полиморфизм CAPN1_4751 оказался более вариабельным. И если в популяциях абердин-

ангусской породы № 2 и галловейской породы все животные были 100 % носителями генотипа ТТ, 
то в популяции № 1 абердин-ангусов были выявлены особи, гомозиготные по аллелю дикого типа 
Т и большая часть – гетерозиготные животные. Примечательно, что животных с генотипом СС, 
предположительно лучшим в отношении нежности мяса, выявлено не было. Подсчёт частот алле-
лей С и Т CAPN1_4751 в популяции абердин-ангусов № 1 показал, что частота аллеля Т составила 
0,56, а аллеля С – 0,44. 

 
Обсуждение полученных результатов. 
В ходе работы были созданы ДНК-тесты, позволяющие проводить генотипирование круп-

ного рогатого скота независимо от пола, возраста и физиологического состояния по полиморфиз-
мам гена кальпаина 1, предположительно оказывающим влияние на процессы посмертного про-
теолиза в мышцах и, как следствие, на степень нежности мяса. Данные разработки дают возмож-
ность альтернативного определения статуса животных по полиморфизмам гена кальпаина 1 
CAPN1_530 и CAPN1_4751 либо доступным в любой молекулярно-генетической лаборатории ме-
тодом ПЦР-ПДРФ-анализа (Габидулин В.М. и Алимова С.А., 2016), либо при помощи ПЦР в ре-
жиме  реального  времени, что наиболее подходит для анализа большого количества образцов 
(Seifi M et al., 2012; Ребриков Д.В. и др., 2020).  
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Ранее нами при помощи собственного ДНК-теста было проведено изучение полиморфизма 
гена кальпаина 1 в позиции 316 (CAPN1_316) в российских популяциях абердин-ангусской и гал-
ловейской пород (Коновалова Е.Н. и др., 2023а, 2023б). Анализ по данному маркеру выявил нали-
чие аллелей дикого типа и мутантного и трёх возможных генотипов (GG, GC и CC). Причём часто-
та желательного с точки зрения нежности мяса аллеля С составила в популяции ангусов 0,20-0,28 в 
зависимости от пола животных, а в популяции галловеев – 0,38. 

Полученные в настоящем исследовании результаты продемонстрировали наличие в одной 
из популяций абердин-ангусской породы предпочтительного по продуктивности аллеля С-
CAPN1_4751 в относительно высокой частоте (0,44). 

Всё это позволяет предположить наличие достаточно высокого генетического потенциала 
мясных стад, разводимых на территории России, в частности, абердин-ангусской и галловейской 
пород. В связи с этим представляет интерес дальнейший анализ имеющихся и поиск новых генети-
ческих маркеров, связанных со свойствами, определяющими вкусовые качества мяса. 

 
Заключение. 
В ходе работы были созданы ДНК-тесты для определения аллельных вариантов полимор-

физмов в позициях 530 и 4751 гена кальпаина 1, которые дают возможность альтернативного 
определения аллельных вариантов данных мутаций при помощи двух модификаций метода ПЦР – 
с помощью анализа длин рестрикционных фрагментов или в режиме реального времени. Данные 
разработки позволяют проводить генотипирование крупного рогатого скота по полиморфизмам 
CAPN1_530 и CAPN1_4751 молекулярно-генетическим лабораториям разного уровня оснащённо-
сти и получать данные о наличии конкретных аллелей вышеуказанных мутаций в генотипах жи-
вотных независимо от возраста, пола и физиологического статуса. 

Анализ трёх российских популяций крупного рогатого скота абердин-ангусской и галло-
вейской пород показал их генетическую однородность по полиморфизму CAPN1_530 – все живот-
ные были гомозиготными по аллелю дикого типа А, а связанного с более нежным мясом аллеля G 
в генотипах исследуемого поголовья выявлено не было. Определённая генетическая вариабель-
ность была обнаружена по полиморфизму CAPN1_4751 – в одной из популяций абердин-ангусской 
породы большинство животных имели гетерозиготный генотип СТ (87,1 %). Интересен тот факт, 
что гомозиготных по аллелю С-CAPN1_4751 животных в данном поголовье не оказалось. Вместе с 
тем, частота благоприятного в отношении нежности мяса аллеля С составила 44 % (0,44), что даёт 
возможность селекции наиболее продуктивных животных по данному SNP. 

Полученные результаты показывают целесообразность дальнейших исследований генети-
ческих маркеров мясных продуктивных свойств крупного рогатого скота, увеличивая как количе-
ство изучаемых полиморфизмов, так и численность исследуемого поголовья. Данные исследования 
представляются весьма перспективными. Во-первых, появится возможность определения генети-
ческого статуса животных по генам продуктивности, что позволит осуществлять планомерный от-
бор наиболее ценных особей и разработку программ селекции для получения потомства с наиболее 
высокими продуктивными показателями. Во-вторых, генетические маркеры с наиболее значитель-
ным влиянием могут быть в дальнейшем включены в программы геномной селекции, что повысит 
точность геномного прогноза и ускорит генетический прогресс стад. 
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