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Ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) èññëåäîâàëè 762 ïðîáû êðîâè îò æè-
âîòíûõ ðàçíûõ ïîðîä êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, áîëüíûõ è èíôèöèðîâàííûõ âèðóñîì ëåéêîçà 
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (ÂË ÊÐÑ). Ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû Vector NTI áûëè ïîäîáðàíû ýíäî-
íóêëåàçû ðåñòðèêöèè. Íà îñíîâàíèè äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ïðè àíàëèçå ïîëèìîðôèçìà äëèí ðåñò-
ðèêöèîííûõ ôðàãìåíòîâ (ÏÄÐÔ-àíàëèç), ïî òèïàì ïàòòåðíîâ âûäåëèëè 11 ãðóïï, îáîçíà÷åí-
íûõ êàê óñëîâíûå ãåíîòèïû.   

 

Êëþ÷åâûå ñëîâà: âèðóñ ëåéêîçà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (ÂË ÊÐÑ), ãåíîòèïû, ýíäî-
íóêëåàçà ðåñòðèêöèè, ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, ïîðîäû êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, gag, ð24. 

 

Keywords: bovine leukemia virus (BLV), genotypes, restriction enzyme, polymerase chain 
reaction, breeds of cattle, gag, p24. 
 

BLV — èíôåêöèîííûé ðåòðîâèðóñ, èìåþùèé òðè îñíîâíûõ ñòðóê-
òóðíûõ ãåíà, êîòîðûå êîäèðóþò âèðóñíûå ïðîòåèíû è ðàñïîëîæåíû â ñëå-
äóþùåì ïîðÿäêå: 5'-gag-pol-env-3'. Ãåí gag êîäèðóåò áåëêè (ð24), êîòîðûå 
ôîðìèðóþò êîðîâóþ ÷àñòü âèðóñà è íåîáõîäèìû äëÿ åãî âíóòðèêëåòî÷íîé 
ñáîðêè, à òàêæå âûñâîáîæäåíèÿ èç êëåòêè. 

Ãåíîòèïè÷åñêàÿ íåîäíîðîäíîñòü âèðóñà ëåéêîçà êðóïíîãî ðîãàòîãî 
ñêîòà (bovine leukemia virus — BLV), íîñèòåëüñòâî êîòîðîãî ðåãèñòðèðóþò 
êàê â Ðîññèè, òàê è çà ðóáåæîì, ïðîäîëæàåò âûçûâàòü èíòåðåñ íå òîëüêî â 
îáùåáèîëîãè÷åñêîì, íî è â ïðèêëàäíîì àñïåêòå. Â òî æå âðåìÿ ñëåäóåò 
îòìåòèòü, ÷òî ýòîé ïðîáëåìå ïîñâÿùåíî îãðàíè÷åííîå ÷èñëî ïóáëèêàöèé, 
â ñèëó ÷åãî ñëîæèòü áîëåå èëè ìåíåå îïðåäåëåííîå ìíåíèå ïî ïðîáëåìå 
çàòðóäíèòåëüíî (1-13). Âìåñòå ñ òåì ïîÿâëÿþòñÿ ñîîáùåíèÿ îá îñîáåííî-
ñòÿõ òå÷åíèÿ ëåéêîçíîé èíôåêöèè, åå ýòèîëîãè÷åñêîì àãåíòå (3, 5, 7), î 
âûñîêîé ñòåïåíè àãðåññèâíîñòè íåêîòîðûõ ãåíîòèïîâ BLV (2).  

Áîëüøèíñòâî àâòîðîâ èçó÷àëè BLV ïî env-ãåíó è òîëüêî íåêîòîðûå 
èññëåäîâàíèÿ âûïîëíåíû ïî gag-ãåíó (1, 2, 6, 7, 10). Ñâåäåíèé ïî âàðèà-
áåëüíîñòè ãåíà gag BLV â äîñòóïíîé íàó÷íîé ëèòåðàòóðå ìû íå îáíàðóæè-
ëè. Ïðè ýòîì èäåíòèôèöèðîâàòü âèðóñ â îðãàíèçìå æèâîòíûõ ïî ãåíó gag 
óäàåòñÿ íà 5-7 ìåñ ðàíüøå, ÷åì ïî ãåíó env (3, 4).  

Ìû ïîïûòàëèñü îõàðàêòåðèçîâàòü ãåíîòèïè÷åñêóþ âàðèàáåëüíîñòü 
ó âèðóñà ëåéêîçà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà ïî gag-ãåíó.  

Ìåòîäèêà. Èññëåäîâàëè 762 ïðîáû êðîâè îò æèâîòíûõ ðàçíûõ ïî-
ðîä êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, ñîäåðæàùèõñÿ íà ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ ïðåä-
ïðèÿòèÿõ Êðàñíîäàðñêîãî êðàÿ (2006-2009 ãîäû) è ñåðîïîçèòèâíûõ â ðåàê-
öèè èììóíîäèôôóçèè (ÐÈÄ+) ñî øòàììîì gp 51 BLV.  

ÄÍÊ ïðîâèðóñà ëåéêîçà âûäåëÿëè èç ëåéêîöèòîâ êðîâè ñîðáåíò-
íûì ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà Diatom DNA Prep 100 (ÎÎÎ Ëàáî-
ðàòîðèÿ «Èçîãåí», Ðîññèÿ) â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè èçãîòîâèòå-
ëÿ. Äëÿ ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè íàáîðû GenePak™ PCR test (OOO Ëàáîðàòîðèÿ 
«Èçîãåí», Ðîññèÿ), âêëþ÷àþùèå ïîëîæèòåëüíûé è îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëè 
äëÿ âèðóñà ëåéêîçà (gag).  

Ïðè âûïîëíåíèè ÏÖÐ ðåæèì àìëèôèêàöèè, ïðåäëîæåííûé M.R. Mo-
hammadabadi (10), îïòèìèçèðîâàëè, èñõîäÿ èç îæèäàåìîé äëèíû ôðàãìåí-
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òà. ×èñëî öèêëîâ ýëîíãàöèè ïîäáèðàëè ýìïèðè÷åñêè äëÿ íàèáîëåå âûñî-
êîãî âûõîäà ñïåöèôè÷íîãî àìïëèêîíà ïðè ìèíèìàëüíîì ñîäåðæàíèè íå-
ñïåöèôè÷åñêèõ ôðàãìåíòîâ. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â àìïëèôèêàòîðå Master-
cycler Gradient (ôèðìà «Eppendorf AG», Ãåðìàíèÿ). Îáúåì ðåàêöèîííîé 
ñìåñè — 40 ìêë, òåìïåðàòóðíî-âðåìåííîé ðåæèì: íà÷àëüíàÿ äåíàòóðàöèÿ 
ïðè 94 °Ñ â òå÷åíèå 3 ìèí; 42 öèêëà (äåíàòóðàöèÿ ïðè 94 °Ñ — 15 ñ, îò-
æèã ïðè 58 °Ñ — 15 ñ, ýëîíãàöèÿ ïðè 72 °Ñ — 30 ñ); ôèíàëüíàÿ ýëîíãàöèÿ 
ïðè 72 °Ñ â òå÷åíèå 3 ìèí.  

Äëÿ âûÿâëåíèÿ âèðóñîíîñèòåëåé ïî ãåíó gag (p24) (îæèäàåìàÿ äëè-
íà ôðàãìåíòà 347 ï.í.) ïðèìåíèëè îëèãîíóêëåîòèäíûå ïðàéìåðû 5'-GGA 
GGW GGR AAG ATG CGA ACT ATT-3' è 5'-GTC CGY TCT ACY AAC 
CCT GAA CTT-3' (10). Ïðàéìåðû ñèíòåçèðîâàëè â ëàáîðàòîðèè «ÌåäèÃåí» 
(ã. Íîâîñèáèðñê). Äèçàéí ïðàéìåðîâ îñóùåñòâëåí, èñõîäÿ èç ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ïîëíîðàçìåðíîé êîïèè ãåíà gag, âçÿòîé èç áàçû äàííûõ NSBI 
(National Center for Biotechnology Information, gi40796166, NP_777381.1).  

Ïðè àíàëèçå ñòðóêòóðû íàèáîëåå âàðèàáåëüíûõ ó÷àñòêîâ (ñ öåëüþ 
ïîäáîðà ýíäîíóêëåàç ðåñòðèêöèè äëÿ îöåíêè èõ ïîëèìîðôèçìà) èñïîëüçî-
âàëè ïðîãðàììó Vector NTI.  

Ðåçóëüòàòû. Äëèíà îáëàñòè gag-ãåíà, ôëàíêèðîâàííàÿ ñïåöèôè÷-
íûìè ïðàéìåðàìè, ñîñòàâëÿëà 347 ï.í. Íà ðèñóíêå 1 ïðèâåäåíà òèïè÷íàÿ 
ýëåêòðîôîðåãðàììà ïðîäóêòîâ àìïëèôèêàöèè, ñâèäåòåëüñòâóþùàÿ î íàëè-
÷èè ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ (èíòåãðèðîâàíà â ÄÍÊ êëåòêè æèâîòíîãî-õîçÿèíà). 
Âî âñåõ àíàëèçèðóåìûõ îáðàçöàõ ÄÍÊ äèàãíîñòèðîâàëñÿ ôðàãìåíò, ñîîò-
âåòñòâóþùèé ðàñ÷åòíîé äëèíå àìïëèêîíà (347 ï.í.).  

 
Ðèñ. 1. Òèïè÷íàÿ ýëåêòðîôîðåãðàììà ïðîäóêòîâ ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè îáëàñòè ãåíà gag ïðîâèðóñíîé 
ÄÍÊ âèðóñà ëåéêîçà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (347 ï.í.), ïîëó÷åííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì îáðàçöîâ 
ÄÍÊ (1-25) îáñëåäîâàííûõ æèâîòíûõ êðàñíîé ñòåïíîé ïîðîäû (ÑÏÊ «Êîëîñ», Êðàñíîäàð-
ñêèé êðàé, Äèíñêèé ð-í): Ê(−) — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü, Ê(+) — ïîëîæèòåëüíûé êîí-
òðîëü (GenePak™ PCR test, OOO Ëàáîðàòîðèÿ «Èçîãåí», Ðîññèÿ). 

 

ÏÖÐ-àíàëèç íàëè÷èÿ ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ ó êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà 
ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ, ñïåöèôè÷åñêèõ äëÿ îáëàñòè gag-ãåíà ðàçìå-
ðîì 347 ï.í., ïîêàçàë (òàáë. 1), ÷òî äîëÿ ÐÈÄ-ñåðîïîçèòèâíûõ æèâîòíûõ ñ 
îòðèöàòåëüíûì ðåçóëüòàòîì â ÏÖÐ ñîñòàâëÿëà 2,6 %.  

1. Íàëè÷èå ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ âèðóñà ëåéêîçà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (îáëàñòü 
ãåíà gag, 347 ï.í.), âûÿâëÿåìîé ìåòîäîì ÏÖÐ ó æèâîòíûõ, ñåðîïîçèòèâíûõ â 
ðåàêöèè èììóíîäèôôóçèè (ÐÈÄ) (Êðàñíîäàðñêèé êðàé, 2006-2009 ãîäû) 

×èñëî æèâîòíûõ, ãîë. 
Ïîðîäà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà 

ÐÈÄ+ ÐÈÄ+, ÏÖÐ+ ÐÈÄ+, ÏÖÐ− 
×åðíî-ïåñòðûé ãîëøòèíèçèðîâàííûé ñêîò 284 263 21 
Êðàñíàÿ ñòåïíàÿ  255 244 11 
Àéðøèðñêèé ñêîò 223 217 6 

Âñåãî 762 724 38 
Ï ð è ì å ÷ à í è å. ×åðíî-ïåñòðûé ãîëøòèíèçèðîâàííûé ñêîò — ÇÀÎ «Àãðîíîì», êðàñíàÿ ñòåïíàÿ ïîðî-
äà — ÑÏÊ «Êîëîñ», àéðøèðñêèé ñêîò — ÏÇ «èì. Â.È. ×àïàåâà». 

 

Ïðè èçó÷åíèè ñòðóêòóðû ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé gag-ãåíà, èìåþùèõ-
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ñÿ â ðåñóðñå NSBI, ïðîàíàëèçèðîâàëè äàííûå äëÿ 11 èçîëÿòîâ BLV, â ðå-
çóëüòàòå ÷åãî áûëè âûÿâëåíû íàèáîëåå âàðèàáåëüíûå ó÷àñòêè gag-ãåíà. Íà 
ýòîì îñíîâàíèè äëÿ îöåíêè ïîëèìîðôèçìà äëèí ðåñòðèêöèîííûõ ôðàã-
ìåíòîâ âûáðàëè äâå ýíäîíóêëåàçû (HaeIII è FaeI). Ïðîöåäóðà îïðåäåëåíèÿ 
ïîëèìîðôèçìà äëèí ðåñòðèêöèîííûõ ôðàãìåíòîâ áûëà ïðåäâàðèòåëüíî 
îïòèìèçèðîâàíà: ÏÖÐ — ïî êðèòåðèþ ìàêñèìàëüíîãî âûõîäà àìïëèêîíà, 
ÏÄÐÔ — ïî ïîëíîòå ãèäðîëèçà, ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå — ïî ïà-
ðàìåòðàì ðåæèìà, îáåñïå÷èâàþùèì íàèáîëüøóþ ÷åòêîñòü ïàòòåðíîâ. Äëÿ 
ãåíîòèïèðîâàíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì îãðàíè÷åííîé ïàíåëè ñ ÄÍÊ îò æè-
âîòíûõ, ñåðîïîçèòèâíûõ ê BLV â ÐÈÄ, îáðàçöû (ïî 10 èç êàæäîé ïàíåëè) 
îòáèðàëè ñëó÷àéíûì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ÷åãî íà ïàíåëè ðàñïîëàãàëèñü 
èçîëÿòû îò îñîáåé ðàçíîé ïîðîäíîé è òåððèòîðèàëüíîé ïðèíàäëåæíîñòè. 
Ïðèìåð ýëåêòðîôîðåãðàììû ïðîäóêòîâ ãèäðîëèçà àìïëèêîíà ðåñòðèêòàçîé 
HaeIII ïðåäñòàâëåíà íà ðèñóíêå 2. 

 

 

Ñðàâíèâàÿ ôàêòè÷åñêèå è îæèäàåìûå ñïåêòðû ïðîäóêòîâ ãèäðîëè-
çà, ìû óñëîâíî ðàçäåëèëè èçó÷åííûå âàðèàíòû âèðóñà BLV ïî ïîëèìîð-
ôèçìó gag-ãåíà. Ïðè ãèäðîëèçå ðåñòðèêòàçîé HaeIII ìîæíî âèçóàëèçèðî-
âàòü íå ìåíåå 8 ãðóïï ïàòòåðíîâ, Fae I — 4 ãðóïïû, âêëþ÷àÿ âàðèàíò, â 
êîòîðîì îòñóòñòâóþò ñàéòû ðåñòðèêöèè. Òî åñòü âñåãî ñ èñïîëüçîâàíèåì 
äâóõ ðåñòðèêòàç ìîæíî âûäåëèòü íå ìåíåå 11 óñëîâíûõ ãåíîòèïîâ, ðåãèñò-
ðèðóåìûõ ó èçó÷åííûõ ãðóïï êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà: 8 — ó æèâîòíûõ 
àéðøèðñêîé ïîðîäû, 6 — ó ÷åðíî-ïåñòðîãî ãîëøòèíèçèðîâàííîãî è 3 — ó 
êðàñíîãî ñòåïíîãî ñêîòà. Ïðè ýòîì ó æèâîòíûõ âñåõ îáñëåäîâàííûõ ïîðîä 
áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû òðè îäèíàêîâûõ óñëîâíûõ ãåíîòèïà ïðîâèðóñà — 
I, II è III (òàáë. 2).  

2. Ðàñïðåäåëåíèå (%) óñëîâíûõ ãåíîòèïîâ âèðóñà ëåéêîçà êðóïíîãî ðîãàòîãî 
ñêîòà (ïî ãåíó gag) â îáñëåäîâàííûõ õîçÿéñòâàõ Êðàñíîäàðñêîãî êðàÿ
(2006-2009 ãîäû) 

Óñëîâíûé ãåíîòèï 
Õîçÿéñòâî, ïîðîäà 

I II III IV V VI VII VIII IX X XI
ÇÀÎ «Àãðîíîì», êðàñíàÿ ñòåïíàÿ  17 8 75 – –  –  –  –  –  –  – 
ÑÏÊ «Êîëîñ», ÷åðíî-ïåñòðûé 
ãîëøòèíñêèé ñêîò  44 12 6 6 13 19 –  –  –  –  – 
ÏÇ «èì. Â.È. ×àïàåâà», àéðøèðñêàÿ 40 6 6 –  –  –  7 20 7 7 7 
Â ñðåäíåì 36 10 27 2 5 7 2 7 2 2 2 
Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðî÷åðêè îçíà÷àþò, ÷òî âàðèàíò íå âûÿâëÿëñÿ. 

 

Òàêèì îáðàçîì, íàìè èçó÷åíî ðàñïðîñòðàíåíèå óñëîâíûõ ãåíîòè-
ïîâ âèðóñà ëåéêîçà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (BLV) ïî gag-ãåíó â òðåõ õî-
çÿéñòâàõ Êðàñíîäàðñêîãî êðàÿ. Ñðåäè èíôèöèðîâàííûõ BLV æèâîòíûõ 
íàèáîëüøåå ðàçíîîáðàçèå ãåíîòèïîâ ïðîâèðóñà BLV áûëî âûÿâëåíî ó 
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà àéðøèðñêîé ïîðîäû, íàèìåíüøåå — ó æèâîòíûõ 

 

Ðèñ. 2. Ïðèìåð ýëåêòðîôîðåãðàììû ïðîäóêòîâ 
ãèäðîëèçà ýíäîíóêëåàçîé ðåñòðèêöèè HaeIII àì-
ëèêîíîâ (347 ï.í.) ãåíà gag âèðóñà ëåéêîçà êðóï-
íîãî ðîãàòîãî ñêîòà, ïîëó÷åííûõ ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ èç ëåéêîöèòîâ öåëüíîé êðî-
âè æèâîòíûõ: 1 — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ
(ÎÎÎ Ëàáîðàòîðèÿ «Ìåäèãåí», ã. Íîâîñèáèðñê), 
2-4 — îïûòíûå îáðàçöû (ñëó÷àéíàÿ âûáîðêà; ñî-
îòâåòñòâåííî II, X è IV óñëîâíûå ãåíîòèïû ïðî-
âèðóñà).   

Ìåòîä èñïîëüçîâàëè äëÿ èññëåäîâàíèÿ 
÷åðíî-ïåñòðîãî ãîëøòèíèçèðîâàííîãî ñêîòà (ÇÀÎ «Àãðîíîì»), æèâîòíûõ êðàñíîé ñòåïíîé 
ïîðîäû (ÑÏÊ «Êîëîñ») è àéðøèðñêîãî ñêîòà (ÏÇ «èì. Â.È. ×àïàåâà») (Êðàñíîäàðñêèé êðàé, 
2006-2009 ãîäû). 
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êðàñíîé ñòåïíîé ïîðîäû. Ñëåäîâàòåëüíî, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü íàëè÷èå 
âçàèìîñâÿçè ìåæäó ïîðîäíîé ïðèíàäëåæíîñòüþ è âîñïðèèì÷èâîñòüþ æè-
âîòíîãî ê îïðåäåëåííîìó ãåíîòèïó BLV ïî gag-ãåíó.  
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S u m m a r y 
 

By polymerase chain reaction (PCR), a proviral DNA was tested in 762 blood samples 
from cattle of different breeds, sick and infected with bovine leukemia virus, to examine a viral 
heterogeneity. Using the Vector NTI software, the appropriate endonucleases were fond out for 
RFLP analysis. Based on data obtained from the analysis of polymorphisms of restriction fragment 
length, the 11 groups were defined as genotypes according to the types of patterns.  
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