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Традиционная селекция животных длительна по времени и требует больших материаль-
ных затрат. Применение лабораторных молекулярно-генетических методов значительно ускоряет 
и удешевляет процесс создания пород и кроссов с нужными свойствами, отбор желательных ге-
нотипов. Молекулярное типирование по аллелям, сцепленным с полом, важно для получения ис-
ходных линий птицы, дающих аутосексное потомство. Разделение по полу при выращивании 
бройлеров — известный технологический прием, который обеспечивает более эффективное ис-
пользование корма, лучшую выживаемость, сортность, повышенное сходство по массе. Нами 
разработан тест, позволяющий, используя технологию количественной ПЦР в реальном времени 
(ПЦР-РВ), различать у 1-суточных цыплят гомо- и гетерозиготное состояние сцепленных с по-
лом аллелей К и k, отвечающих за скорость роста перьев крыла. Применение количественной 
ПЦР-РВ для анализа генотипов сводится к дискриминации содержания одной копии гена в ге-
номе от двух. Для получения надежных результатов при проведении анализа необходимо придер-
живаться определенных правил: во-первых, эффективность ПЦР должна приближаться к максиму-
му, во-вторых, без надлежащей статистической обработки данных возможно получение ложных 
результатов. Для преодоления ограничений количественной ПЦР-РВ предложен новый алгоритм 
тестирования: все пробы подвергаются двум последовательным независимым анализам одновре-
менно с референсными образцами (известные генотипы), а с пробами, давшими противополож-
ные результаты, проводится повторный анализ без учета предыдущих данных. Такой подход ис-
ключает возможные ошибки. Предложена новая система из трех (вместо четырех) праймеров для 
амплификации двух генов и зонда, позволяющая эффективно дискриминировать генотипы КК, 
Кk и kk. Данные количественной ПЦР-РВ анализировали по методу ΔΔCt и обрабатывали при 
помощи пакета программ статистики SPSS с применением ROC-анализа. Использовав разрабо-
танный тест, мы определили процентное соотношение генотипов КК, Кk и kk среди 145 петухов 
исходных линий Б5, Б6, Б7 и Б9 отечественного мясного кросса Смена 8. Показано, что все 
протестированные 19 петухов линии Б5 и все 15 петухов линии Б6 имели генотип kk. Из 46 
петухов линии Б7 ни у одного не обнаружили генотип kk, у 17 особей (37 %) выявили генотип 
Кk, у 29 особей (63 %) — генотип КК. Из 65 петухов линии Б9 ни один не был гомозиготным по 
аллелю k (генотип kk), 17 особей (26 %) оказались гетерозиготами с генотипом Кk и 48 особей 
(74 %) имели генотип КК. Для исключения влияния возможной вариабельности нуклеотидных по-
следовательностей ДНК на результаты анализа провели секвенирование и установили отсутствие 
каких-либо нуклеотидных замен в участках отжига праймеров и зондов. Полученные результаты 
определения пола у 1-суточных цыплят с помощью количественной ПЦР-РВ (на основании выяв-
ления аллелей К и k, отвечающих за скорость роста перьев крыла) позволяют ускорить селекцию 
кур с целью создания нового отечественного мясного кросса. Дальнейшая селекционная работа 
предполагает оценку птицы традиционными и молекулярно-генетическими методами. 
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Разделение цыплят по полу (сексирование), используя простые фе-
нотипические приемы (например, дифференциация по скорости роста пе-
рьев крыла, по цвету перьев), дает целый ряд преимуществ по сравнению 
с традиционным методом, при котором определяют наличие половых бу-
горков. Решение этой актуальной задачи позволяет значительно снизить 
требования к персоналу, уменьшить процент ошибок и увеличить скорость 
сортировки цыплят. Для сексирования у бройлеров используется разная 
скорость оперяемости крыла у цыплят противоположного пола в 1-су-
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точном возрасте (1-3). Генетика этого явления хорошо изучена (4-6). Ал-
лель медленной оперяемости К расположен на Z хромосоме и сцеплен с 
полом. У петухов в геноме присутствуют две мужские половые хромосомы 
ZZ, у куриц — одна мужская Z и одна женская W. Определить пол у цып-
лят в 1-суточном возрасте можно по степени развития оперения крыла, 
которая наследуется через сцепленные с полом аллели — доминантный К 
и рецессивный к (быстрая оперяемость) (7). У 1-суточных цыплят, имею-
щих генотип КК, Кk или Кw, формирование перьевого покрова крыла за-
медлено (слабо развиты маховые перья, они либо одинаковые по длине, 
либо кроющие перья длиннее маховых), у особей с генотипами кк или кw 
маховые перья крыла хорошо развиты, а кроющие короче маховых. Ис-
пользование в скрещивании петухов, гомозиготных по гену быстрой опе-
ряемости kk, и кур Кw — носителей гена медленной оперяемости приво-
дит к получению потомства, среди которого все цыплята с быстрым опе-
рением крыла — курочки kw, с медленным — петушки Кk. 

Детальное исследование гена К, расположенного в области интегра-
ции эндогенного ретровируса ev21, позволило установить связь между удво-
ением тандема частично делетированных генов жгутикового белка сперма-
тозоидов dSpef2 и рецептора пролактина dPrlr с генотипом K (8). Изучение 
механизмов, определяющих медленное оперение, показало важность экс-
прессии продуктов генов dSpef2 и dPrlr в кожном покрове (9, 10). Рецептор 
пролактина, лигандом которого служит гормон гипофиза пролактин, отно-
сится к семейству рецепторов цитокинов и экспрессируется во всех тканях 
позвоночных. Пролактину приписывается около 300 различных функций, 
в том числе поддержание водно-солевого баланса, участие в процессах ро-
ста и развития, обмена веществ, в деятельности гормональной системы и 
мозга, в контроле поведения, в регуляции и работе иммунной системы (11), 
в воспроизводстве, продукции яиц у кур (12), индукции линьки (13).  

Особенность отечественного кросса Смена 8 — его универсаль-
ность. При стабильно высокой скорости роста молодняка, что позволяет 
сократить сроки выращивания, птица имеет устойчивую репродукцию, 
хорошо адаптирована к российским условиям (в отличие от зарубежных 
кроссов), может использоваться при клеточной и напольной технологиях 
содержания. Родительское стадо имеет высокий пик яйцекладки (85 %). 
Для кросса также характерна хорошая жизнеспособность, однородность 
стада, высокий выход грудных и ножных мышц, эффективная конверсия 
корма (http://www.gossort.com/docs/rus/REESTR_SKOT2015.pdf). 

Получение аутосексных цыплят с разной оперяемостью в 1-суточ-
ном возрасте (на примере скрещивания петухов исходной линии Б7 и кур 
исходной линии Б9 мясного кросса Смена 8) иллюстрирует схема:  

Линия Б7 (♂) ½ Б9 (♀) 
Генотип kk Кw 
Признак Быстрое оперение крыла Медленное оперение крыла 
Потомство Б79 
Генотип Кk (♂) kw (♀) 
Признак Медленное оперение крыла Быстрое оперение крыла 

Сексирование необходимо для раздельного выращивания бройле-
ров. Этот технологический прием обеспечивает более эффективное исполь-
зование корма, лучшую выживаемость, сортность, повышенное сходство по 
массе, то есть способствует улучшению выходных показателей бройлеров 
при меньших экономических издержках. 

Нами предложена новая тест система, позволяющая определять ко-
пийность гена, ответственного за скорость оперения кур, а также алгоритм 
анализа копийности генов при помощи количественной ПЦР в реальном 
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времени. Это дает возможность эффективно и с высокой пропускной спо-
собностью генотипировать аллели К и k кур для ускоренного получения 
исходных линий мясного кросса Смена 8, дающих аутосексное потомство. 

Цель исследования заключалась в разработке теста для молекуляр-
ного типирования генов быстрой и медленной оперяемости у кур с ис-
пользованием ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ).  

Методика. Испытание тест-системы и алгоритма генотипирования 
проводили на 145 образцах ДНК петухов линий Б5, Б6, Б7 и Б9 отече-
ственного мясного кросса Смена 8. 

ДНК выделяли из отобранных перьев кур с использованием набора 
М-Сорб (ЗАО «Синтол», Россия). Предварительно проводили пробоподго-
товку: 0,5 см кончика очина пера помещали в пробирку объемом 1,5 мл 
(ООО «Техоснастка», Россия). Добавляли 400 мкл лизирующего раствора и 
инкубировали при 37 С в течение 20 мин с перемешиванием, лизат оса-
ждали в высокоскоростной микроцентрифуге Циклотемп-902 (ЗАО «Цик-
лотемп», Россия) в течение 3 мин при 13 тыс. об/мин. Супернатант пере-
носили в пробирку объемом 1,5 мл и продолжали выделение в соответ-
ствии со стандартным протоколом к набору М-Сорб. Концентрацию ДНК 
определяли на спектрофотометре NanoPhotometer («Implene», Германия). В 
реакцию брали около 3 мкг ДНК (А260/280 = 1,8-2,0). Праймеры и зонды 
для ПЦР-РВ и секвенирования, представленные ниже, разработаны на 
основе известных последовательностей ДНК (9, 10, 14) и синтезированы в 
ЗАО «Синтол»; использованные флуоресцентные метки — карбоксифлуо-
ресцеин (FAM) и 6-карбоксиродамин (R6G) с 3´-концевой модификацией 
фосфатом (р):  

LFBF1 5´3´: CTCACTGAAACCATCCCTGGA  
LFBR1 5´3´: CTAACCTGAGACAAGTGTCGGA 
LFBV1 (зонд) 5´3´: (6FAM)-CCCCTTAAATGCC(dT-BHQ1)TGCTTTTCCATC-р 
NFR 5´3´: CTGTGGTTTGCTCGGTTTTGGA 
NFP (зонд) 5´3´: (5R6G)-CTCCATCTCTCC(dT-BHQ1)TGCTTTTCCATC-р  
PROSF 5´3´: GTTTGCCTATCACAGCATTGTAGA 
PROSR 5´3´: GCTGGTTCCTCATCCTGTCTGA 
SPEFR 5´3´: GTGCAATTTAGCAGTGCATGTGA 

Мультиплексную ПЦР-РВ (каналы детекции — FAM и R6G) про-
водили на приборе АНК-32М («Институт аналитического приборострое-
ния РАН», Россия) по следующей температурно-временной циклограмме 
(40 циклов): денатурация при 93 С — 15 с, отжиг при 60 С — 30 с. Ис-
пользовали реакционную смесь (20 мкл) для ПЦР-РВ (ЗАО «Синтол», Рос-
сия). Концентрация праймеров в реакционной смеси составляла 450 нМ, 
концентрация зондов — 250 нМ. Специфичность ПЦР-РВ подтверждали 
секвенированием продуктов амплификации, полученных при помощи прай-
меров PROSF, PROSR и SPEFR, на генетическом анализаторе Нанофор 05 
(«Институт аналитического приборостроения РАН», Россия) в соответ-
ствии с протоколом изготовителя. 

Результаты. Система праймеров LFBF1, LFBR1 и зонда LFBV1 
позволяла обнаружить ген dSpef2 dPrlr, система праймеров LFBF1, NFR и 
зонда NFP выявляла референсный ген рецептора пролактина кур Prlr. 
Праймеры PROSF, PROSR и SPEFR использовались для секвенирования 
фрагментов генов  Spef2 и Prlr. 

Определение генотипов КК и Кк при помощи ПЦР-РВ сводится к 
задаче дискриминации двух копий гена в геноме от одной (8, 15, 16). Она 
может решаться при помощи количественной ПЦР (8, 17), а также мето-
дом гибридизации нуклеиновых кислот (15, 18, 19). Каждый из перечис-
ленных подходов имеет свои преимущества и недостатки. Гибридизация 
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по Саузерну трудоемка, занимает много времени и требует разнообразного 
оборудования. При использовании количественной ПЦР (ПЦР-РВ) для 
решения поставленной задачи результаты могут оказаться неадекватными, 
если не соблюдаются необходимые условия при выполнении теста и по-
следующей статистической обработки данных (15, 18, 19). Однако при со-
ответствующем исполнении этот метод высокотехнологичен и позволяет 
за короткое время накопить большой массив информации. Для надежного 
тестирования необходимо, чтобы за один цикл ПЦР количество ДНК удва-
ивалось и эффективность амплификации приближалась к максимальной 
(20, 21). Также нужно тщательно отслеживать ее вероятные флуктуации, 
которые могут приводить к неправильным результатам. 

Подобранные праймеры и зонды анализировали в мультиплексной 
ПЦР-РВ для двух образцов (¹ 64 и ¹ 65) в сериях из пяти 2-кратных раз-
ведений ДНК в двух повторностиях. Эффективность амплификации гена 
dSpef2 dPrlr составила 92 % (R2 = 0,9945), референсного гена пролактина — 
94 % (R2 = 0,9991). Применение одного общего праймера LFBF1 для ам-
плификации двух генов делает предложенную систему более устойчивой за 
счет уменьшения числа компонентов и сглаживает возможные различия в 
работе праймеров. 

В предварительных экспериментах по определению генотипов кур 
образцы исследовали в 2-кратных повторностях. До 10 % проб в одном из 
экспериментов дали результаты, не только лежащие в так называемой «се-
рой» области, но и достоверно противоположные в повторе одной пробы. 
Для повышения достоверности теста мы разработали новый алгоритм, ко-
торый отличается от описанного ранее (8). Для каждой партии исследуемых 
образцов обязательно использование не менее четырех референсных проб 
для каждого из тех генотипов, относительно которых делается анализ. Затем 
проводится повторное независимое определение с аналогичным набором 
проб. Подсчитываются результаты в каждом из двух тестов, и при обнару-
жении расхождений выполняется новое определение с референсными про-
бами в двух независимых повторах. Такой алгоритм позволяет свести ве-
роятность ошибки к минимуму. 

Использовав новый алгоритм, проанализировали 19 образцов ДНК 
петухов из исходной линии Б5 и 15 образцов — из исходной линии Б6 мяс-
ного кросса Смена 8. В 100 % случаев был подтвержден генотип кк, что 
полностью коррелировало с фенотипом для этих двух исходных линий.  

 

 

Результат генотипирования петухов линии Б7 кросса Смена 8 с помощью ПЦР в реальном вре-
мени:  А — образец ¹ 64 (ΔСt = 0,8) для генотипа КК, Б — образец ¹ 65 (ΔСt = 0,02) для 
генотипа Кk; «  » — канал детекции FAM (ген dSpef2 dPrlr), «  » — канал детекции R6G 
(ген Prlr).  
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Для исследования петухов линий Б7 и Б9 использовали четыре ре-
ференсных петуха с генотипом КК и четыре — с генотипом Кk. Примеры 
кинетических кривых ПЦР-амплификации, полученных для образцов ¹ 64 
и ¹ 65 исходной линии Б7 приведены на рисунке. Для каждого проана-
лизированного образца проводили расчет разницы пороговых циклов ре-
акций по тандему генов dSpef2 dPrlr (канал детекции FAM) и гену пролак-
тина (канал детекции R6G) по формуле ΔСt = Ct (FAM)  Ct (R6G). Как 
видно из рисунка, пороговые циклы амплификации фрагмента референсно-
го гена пролактина кур (канал детекции R6G) больше, чем пороговые 
циклы амплификации фрагмента гена dSpef2 dPrlr (канал детекции FAM) 
(см. рис., А), либо равны им (см. рис., 2). Разница объясняется тем, что в 
образцах ДНК особей, имеющих генотип КК, содержится в 2 раза больше 
копий гена К, чем у петухов с генотипом Кk. Генотипы образцов анализи-
ровали с использованием метода ΔΔCt (22) в соответствии с описанием 
(8), данные обрабатывали при помощи пакета программ статистики SPSS 
(23), применяя ROC-анализ (24). Использование других бинарных класси-
фикаторов (25) и методов статистики (18) для увеличения надежности ре-
зультатов может быть перспективным при подобного рода исследованиях. 

Результаты изучения образцов от 46 петухов исходной линии Б7 
показали, что ни у одного не выявлен генотип kk, 17 (37 %) имели гено-
тип Кk и 29 (63 %) — генотип КК. По данным анализа образцов от 65 пе-
тухов исходной линии Б9, ни у одного не обнаружили генотип kk, у 17 
(26 %) — генотип Кk и у 48 (74 %) — генотип КК. Чтобы исключить воз-
можное влияние вариабельности исследуемых участков генов, провели се-
квенирование продуктов амплификации ДНК, полученных при помощи 
пар праймеров PROSF и PROSR (ген Prlr), а также PROSF и SPEFR (ген 
dSpef2 dPrlr). Было установлено, что последовательности в анализируе-
мых областях в целом инвариантны и не содержат нуклеотидных замен в 
участках отжига праймеров и зондов.  

В дальнейшем предполагается оценить поголовье традиционными 
и молекулярно-генетическими методами. По результатам петухи линии Б7 
с генотипами КК и Кk, а также петухи линии Б9 с генотипами Кk и kk и 
их потомки будут исключены из селекции, что позволит получить линии с 
заданным генотипом. 

Таким образом, разработан тест и предложен алгоритм выявления у 
1-суточных цыплят гомо- и гетерозиготного состояния сцепленных с по-
лом аллелей К и k, отвечающих за скорость роста перьев крыла, с исполь-
зованием количественной ПЦР в реальном времени. С помощью предло-
женного теста определено процентное соотношение генотипов КК, Кk и 
kk среди 145 петухов исходных линий Б5, Б6, Б7 и Б9 отечественного 
мясного кросса Смена 8. Дальнейшая селекционная работа предполагает 
оценку птицы традиционными и молекулярно-генетическими методами с 
целью исключить из селекции петухов линии Б7 с генотипами КК и Кk, 
петухов линии Б9 с генотипами Кk и kk, а также их потомков как не соот-
ветствующих целевым параметрам. 
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A b s t r a c t  
 

Traditional breeding is time and material consuming. Modern laboratory techniques signifi-
cantly speed up and reduce the costs for breeding animals with the desired properties. A test based 
on the quantitative real-time PCR (qPCR) technology was developed to distinguish between homo-
zygous and heterozygous state of the genes from alleles K and k which are responsible for the rate of 
wing feather growth in day-old chicks. The use of quantitative real-time PCR for the analysis of gen-
otypes is aimed at the discrimination between one and two copies of the target gene in a genome. To 
obtain reliable results, certain rules must be followed when conducting the assay: the efficiency of the 
PCR should be close to the maximum; it is possible to obtain a significant number of false results 
without the appropriate statistical analysis. A new assay algorithm was proposed to overcome the lim-
itations of qPCR: all samples are subjected to two successive independent analyses in parallel with 
the reference samples of both genotypes; if the two runs produce divergent results then the assay is 
repeated and the previous results are discarded. This approach allows to reduce assay error probabil-
ity down to zero. The new system consists of three (instead of four) primers for amplification of two 
genes and two probes, allowing efficient analysis of various allele K genotypes. Quantitative real-
time PCR data analysis was performed by ΔΔCt method using the statistics software package SPSS 
for ROC analysis. Using the method developed, the percentage of KK, Kk and kk genotypes was 
determined in 145 cocks of original lines B5, B6, B7 and B9 of domestic meat chicken of cross 
Smena 8. It was shown that 19 cocks of line B5 and 15 cocks of line B6 had kk genotype. From 
the 46 cocks of line B7, none had kk genotype, 17 cocks (37 %) had Kk genotype, and 29 cocks 
(63 %) had KK genotype. From the 65 cocks of line B9, none had kk genotype, 17 cocks (26 %) 
had Kk genotype, and 48 cocks (74 %) had KK genotype. Analyzed fragments were sequenced to ex-
clude the effects of possible nucleotide sequence variability on the assay. The sequences did not con-
tain any nucleotide substitutions in the sites of the primers and probes annealing. The data obtained 
will accelerate selection of new domestic meat chicken breeds with possibility of sexing based on 
feather length in day-old chicken. Further breeding work involves the assessment of the offspring us-
ing traditional and molecular genetic methods.  

 

Keywords: real-time polymerase chain reaction, qPCR, genotype, gene copy number, auto-
sex chickens, poultry selection, meat chickens.   


