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Авторами разработан дизайн праймеров для получения фрагментов гена CSN2 бета-
казеина КРС, содержащих нуклеотидные полиморфизмы, связанные с продукцией различных 
изоформ белка. Дополнительно разработаны праймеры для секвенирования получаемых по-
следовательностей в прямом и обратном направлении.  
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The authors developed a design of primers for obtaining fragments of the CSN2 gene of bovine 

beta-casein containing nucleotide polymorphisms associated with the production of various protein 
isoforms. Additionally developed primers for sequencing the resulting sequences in the forward and 
reverse directions. 
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Улучшение среднего уровня жизни 
граждан и увеличение доступности продуктов 
питания ставит перед сельскохозяйственной 
наукой новые задачи. На первый план выхо-
дит не просто количество пищи, но и обеспе-
чение её наилучшего из возможных качеств. 
Современные методы биологической науки 
позволяют подойти к задачам на стыке сель-
ского хозяйства, пищевой промышленности и 
медицины, сделав продукты питания инстру-
ментом профилактики болезней и лечения. 
Ярким примером является так называемое А2 
молоко, интерес к которому, как с точки зре-

ния профилактики аллергических и воспали-
тельных явлений, так и с точки зрения ком-
мерческой выгоды для производителей мо-
лока и молочных продуктов растёт в мире и 
России. Отмечено, что увеличение потребле-
ния молочных продуктов связано с увеличе-
нием риска или обострением симптомов не-
которых расстройств, включая желудочно-
кишечную дисфункцию [1] и расстройств, 
связанные с иммунитетом / воспалением [2]. 
Некоторые из этих эффектов молочных про-
дуктов вызываются группой пептидов, при-
сутствующих в молоке, получаемых в резуль-
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тате протеолиза β-казеина, в частности β-
казоморфина-7 (BCM-7). BCM-7 возникает 
только из A1 типа β-казеина, но не из A2 типа 
β-казеина; эти два основных типа β-казеина 
присутствуют в молоке. Один или оба из этих 
типов белка могут находиться в коровьем мо-
локе в зависимости от генетики отдельных 
коров. Авторами разработан дизайн прайме-
ров для получения фрагментов гена CSN2 бе-
та-казеина КРС, содержащих нуклеотидные 
полиморфизмы, связанные с продукцией раз-
личных изоформ белка. Дополнительно раз-
работаны праймеры для секвенирование по-
лучаемых последовательностей в прямом и 
обратном направлении.   

Методика исследований. В качестве 
объектов исследований использовали живот-
ных учебно-опытного хозяйства «Краснодар-
ское» Кубанского ГАУ. Забор крови осуществ-
ляли специалисты хозяйства в соответствии с 
правилами ветеринарного надзора. Исполь-
зовали коммерчески доступные вакуумные 
пробирки для гематологических исследова-
ний с ЭДТА-К2 (этилендиаминтетраацетат), 
используемые для исследования цельной 
крови в гематологии (Improvacuter, КНР). Об-
разец крови наносили на поверхность сте-
рильной марли и подвергали сушке в асепти-
ческих условиях при комнатной температуре. 
После этого часть волокон, в необходимом 
количестве (фрагмент примерно 10x10 мм) 
изолировали и проводили выделения геном-
ной ДНК с использованием набора «К-СОРБ» 
(Кат. № EX-514, Синтол, Москва) в соответ-
ствии с рекомендациями фирмы-произво-
дителя, используя время первичного лизиса 

60 мин. Определение концентрации ДНК про-
водили с помощью набора Quant-iT PicoGreen 
dsDNA Assay Kit (Кат. № Р7589, Thermo Fisher 
Scientific, США), с использованием красителя 
PicoGreen. Полученные образцы ДНК в экви-
валентном количестве использовали в каче-
стве матрицы для получения ПЦР-фрагментов 
гена бета-казеина. Для это использовали ин-
дивидуальные праймеры, дизайн которых 
был разработан авторами. Очищенные фраг-
менты подвергали секвенированию по мето-
ду Сэнгера, дважды прочитывая последова-
тельность в прямом и обратном направлении 
с использованием праймеров 3 и 4 соответ-
ственно (таблица 2). Визуализацию результа-
тов секвенирования и анализ последователь-
ностей на наличие определённых нуклеотид-
ных полиморфизмов производили с исполь-
зованием программных пакетов Finch TV Ver-
sion 1.4.0. (Geospiza, США) и Gene Runner Versi-
on 6.5.52. Beta (Gene Runner, США).  

Результаты исследований и их  
обсуждение. Задачей настоящей работы яв-
лялось получение стабилизированных в век-
торной плазмиде фрагментов гена белка бе-
та-казеина (β-CN) КРС, имеющих различные 
нуклеотидные полиморфизмы, отвечающие 
за выработку определённых изоформ белка. 
Данная ДНК может быть использована в каче-
стве матрицы для проверки работоспособно-
сти разрабатываемой генетической тестовой 
системы и оптимизация условий проведения 
анализа для А1/А2-молока с применением 
ПЦР в реальном времени.  

. 

 
Таблица 1 – Использованные в работе праймеры (дизайн всех праймеров разработан 

авторами исследования) 

№ Праймер 
Последовательность нуклеотидов 

(5'-...-3') 

Кол-во 
нуклеотидов 

(шт.) 

Темп. отжига 
(°С) 

1 CSN2_for GTT ATA TGA AAC CAG TTT GGA C 22 56 

2 CSN2_rev GAC AAT AAT AGG GAA GGG TC 20 56 

3 seqCSN2_for TAT GTT TTA AAA AGA GGA GG 20 50 

4 seqCSN2_rev TGG ATA TTT AGG GAA GGG 18 51 

 
Данная ДНК может быть использована в 

качестве матрицы для проверки работоспо-
собности разрабатываемой генетической те-
стовой системы и оптимизация условий про-

ведения анализа для А1/А2-молока с приме-
нением ПЦР в реальном времени. Первона-
чально было необходимо выделить интакт-
ную геномную ДНК коров. Для эксперимента 
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были выбраны животные учебно-опытного 
хозяйства «Краснодарское» Кубанского ГАУ. 
Нами была получена коллекция образцов ге-
номной ДНК коров. Исследовав аллельную 
структуру группы животных и определив их 
генотипы, мы завершили данный этап тем, 
что клонировали фрагменты гена бета-
казеина (β-CN), несущие различные нуклео-
тидные полиморфизмы в Т-вектор. В случае, 
когда ПЦР-продукт перед клонированием был 
получен с использованием геномной ДНК ге-
терозиготного животного, фактически фраг-
мент длиной примерно в 800 п.н.о. представ-
лял собой почти эквимолярную смесь моле-
кул, гетерогенных в точке соответствующего 
нуклеотидного полиморфизма. При лигиро-
вании с Т-вектором, трансформации лигазной 
смесью бактериальных клеток и дальнейшей 
клональной селекции, ввиду того, что клон-
трансформант является потомком единичной 
клетки, получившей в подавляющем боль-
шинстве случаев только одну копию лигиро-
ванной с ДНК-вставкой плазмиды, все полу-
ченные трансформанты несут лишь один из 
возможных вариантов триплета в составе 
фрагмента гена бета-казеина.  Данное поло-
жение было доказано путем прямого секве-
нирования плазмид. Таким образом, мы полу-
чили набор Т-векторов, образцы каждого из 
которых содержат гомогенные, относительно 
нуклеотидных полиморфизмов, контролиру-
ющих фенотип А1/А2-молока, фрагменты ге-
на бета-казеина (β-CN).  

Выводы. В результате исследований 
авторами получена коллекция Т-векторов, 

которые содержат гомогенные, относительно 
нуклеотидных полиморфизмов, контролиру-
ющих фенотип А1/А2-молока, фрагменты ге-
на бета-казеина (β-CN). Данные вектора и их 
смеси могут быть использованы в качестве 
матрицы для проверки работоспособности 
разрабатываемой генетической тестовой си-
стемы на основе ПЦР в реальном времени и 
оптимизации условий проведения анализа на 
А2-молоко. 
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