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Аннотация. Исследования проведены на бычках калмыцкой породы (n=182), возраст при отборе 
биосубстратов − 12-14 месяцев, живая масса − 343,7±6,4 кг. На перовом этапе для определения од-
нонуклеотидного полиморфизма фактора дифференциации роста 5 (T586C в экзоне 1) произведён 
отбор проб крови. Из цельной крови выделялись образцы ДНК с использованием набора реагентов 
фирмы IsoGeneLab. Праймеры, использованные в исследовании, синтезированы в НПФ «Литех». 
Для амплификации ДНК использовался термоциклер «MyCycler». 
Установлена частота встречаемости полиморфных групп в гене GDF5, которая составила по гомо-
зиготным аллелям: Т – 48,9 %, С – 4,4 %, геторозиготным – 46,7 %. 
На втором этапе исследований произведён отбор проб шерсти с верхней части холки у 8 голов из 
каждой выявленной группы животных. Элементный состав биосубстратов исследовали по 25 пока-
зателям, методами атомно-эмиссионной и масс-спектрометрии (АЭС-ИСП и МС-ИСП). 
Установлено влияние полиморфизма в гене фактора дифференциации роста 5 на элементный ста-
тус бычков. Так, у бычков с генотипом СС в шерсти содержалось больше макро- и эссенциальных 
элементов: Сa − на 38,4 и 35,8 %, K – 169,1 и 113,1 %, Na – на 112,9 и 92,2 %, I – на 39,0 и 30,4 %, 
Se – на 21,1 и 18,8 %, при уменьшении токсичных: As – на 37,5 и 2,3 %, Al – на 61,2 и 50,8 %, Pb – 
на 52,3 и 39,0 % относительно животных с генотипами ТТ и ТС соответственно. 
Дано заключение о необходимости проведения дальнейших исследований с увеличением группы 
животных по гомозиготному генотипу С. 
Ключевые слова: крупный рогатый скот, бычки, ген, GDF5, SNP, элементный статус, токсичные 
элементы. 
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Summary. The studies were performed on calves of the Kalmyk breed (n = 182), the age of selecting bio-
substrates was 12-14 months, live weight was 343.7 ± 6.4 kg. At the first stage, blood samples were taken 
to determine the single nucleotide polymorphism of growth differentiation factor 5 (T586C in exon 1). 
DNA samples were isolated from whole blood using an IsoGeneLab reagent kit. The primers used in the 
study were synthesized in NPF Litech. For amplification of DNA, the MyCycler thermal cycler was used. 
The frequency of occurrence of polymorphic groups in the GDF5 gene was established, it was according 
to homozygous alleles: T – 48.9%, C – 4.4%, heterozygous – 46.7%. 
At the second stage of research, hair samples were taken from the upper part of withers of 8 animals from 
each identified group of animals. The elemental composition of biosubstrates was studied according to 25 indi-
cators, using atomic emission and mass spectrometry (AES-ICP and MS-ICP). 
The effect of polymorphism in the gene of growth differentiation factor 5 on the elemental status of bulls 
has been established. So, hair of bulls with CC genotype contained more macro- and essential elements: 
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Ca – 38.4 and 35.8%, K – 169.1 and 113.1%, Na – 112.9 and 92.2 %, I – by 39.0 and 30.4%, Se – by 21.1 
and 18.8%, with a decrease in toxic: As – by 37.5 and 2.3%, Al – by 61.2 and 50,8%, Pb – by 52.3 and 
39.0% relative to animals with TT and TC genotypes, respectively. 
It is concluded that further research is needed with a larger group of animals according to homozygous 
genotype C. 
Key words: cattle, bulls, gene, GDF5, SNP, elemental status, toxic elements. 
 

Введение. 
Понимание роста и развития скелетных мышц является одной из важнейших задач в мяс-

ном скотоводстве. На мясную продуктивность и характеристики мяса влияют многие факторы, 
среди которых первостепенное значение имеют генетические. Выявление причинных локусов про-
дуктивности и качества мяса является важной задачей, стоящей перед генетиками всего мира 
(Garrick DJ and Ruvinsky A, 2014). На интенсивность роста влияют как факторы окружающей сре-
ды, включая рацион питания, так и различные гены, наследуемость этого признака свыше 80 % 
(Silventoinen K et al., 2003; Pilia G et al., 2006). 

 В связи с этим выявление генов-кандидатов и их полиморфных видов, связанных с про-
дуктивностью животных и качеством продукции, является перспективным направлением исследо-
ваний. 

Фактор дифференциации роста 5 (GDF5) является членом суперсемейства трансформиру-
ющего фактора роста-β (TGF-β) (Feng C et al., 2015), влияет как на рост, так и на поддержание ко-
стей, мышц и сухожилий (Nishitoh H et al., 1996; Francis-West PH et al., 1999; Mikic B et al., 2002).  

Обширные исследования в медицине установили связь аллеля Т с меньшим продуцирова-
нием белка GDF5, что приводит к снижению роста (Sanna S et al., 2008; Gudbjartsson DF et al., 
2008), предрасположенности к таким заболеваниям, как остеоартрит (Southam L et al., 2007; 
Miyamoto Y et al., 2007; Evangelou E et al., 2009), симфалангизм (Elkington SG and Huntsman RG, 
1967; Plett SK et al., 2008), дегенерация поясничного диска (Feng C et al., 2015) и др. 

Принимая во внимание все эти данные, в животноводстве изучение полиморфизма гена 
может решить проблему не только отбора животных, устойчивых к развитию заболеваний в опор-
но-двигательном аппарате, но и в качестве гена, влияющего на параметры тела и интенсивность 
роста. 

Роль химических элементов в функционировании организма огромна, доказано их участие 
в большинстве биохимических процессов и функциях. При этом каждый макро- или микроэлемент 
характеризуется определённым оптимальным диапазоном содержания в организме, отклонения в 
их концентрации способны привести к возникновению реакций различной степени выраженности, 
физиологическим изменениям в пределах обычной регуляции, значительным нарушениям метабо-
лизма и специфическим заболеваниям (Авцын А.П. и др., 1991).  

В этой связи оценка элементного статуса бычков в зависимости от полиморфизма гена 
GDF5 даст исчерпывающую информацию о его влиянии на обмен минеральных веществ. 

 
Цель исследования.  
Изучение влияния полиморфизма в гене GDF5 на элементный статус бычков калмыцкой 

породы. 
 
Материалы и методы исследования. 
Объект исследования. Бычки калмыцкой породы, возраст – 12-14 мес., живая масса – 

343,7±6,4 кг. 
Обслуживание животных и экспериментальные исследования были выполнены в соответ-

ствии с инструкциями и рекомендациями Russian Regulations, 1987 (Order No. 755 on 12.08.1977 the 
USSR Ministry of Health) and «The Guide for Care and Use of Laboratory Animals (National Academy 
Press Washington, D.C. 1996)». При выполнении исследований были предприняты усилия, чтобы 
свести к минимуму страдания животных и уменьшения количества используемых образцов. 
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Схема эксперимента. Исследование проведено в 2019 году в условиях СПК колхоз «Крас-
ногорский» Оренбургской области. На первом этапе для выявления одного нуклеотидного поли-
морфизма (SNP) (T586C в экзоне 1) у бычков калмыцкой породы (n=182) были взяты пробы крови. 
Отбор проб крови производили утром до кормления и поения. Кровь брали из хвостовой вены на 
уровне средней трети тела 2-5 хвостовых позвонков в вакуумные пробирки. 

Образцы ДНК выделены из цельной крови с использованием набора реагентов DIAtom 
DNAPrep 200 (ООО «Лаборатория Изоген», Россия). Для проведения полимеразной цепной реак-
ции использовали набор GenePak PCR Core (ООО «Лаборатория Изоген», Россия) и набор Encyclo 
PCR kit («Evrogen», Россия). Праймеры синтезированы в НПФ «Литех» (Россия). Нуклеотидная 
последовательность праймера для гена маркера GDF5 представлена в таблице 1. 

 
Таблица 1. Характеристика праймера, использованного в работе 

Table 1. Primer characteristics, used in work 
 

Ген-
маркер/ 
Marker 

gene 

Последовательность праймера/Primer sequence 

Размер 
продукта, 

п. н./ 
Product 
size, bps 

Источник  
информации/ 
The source of 
information 

GDF5 F: 5’-TGTCCGATGCTGACAGAAAGG-3’ 
R: 5’-GAGTGAGGTTAATCCCAGATACCA-3’ 235 Liu YF, et al. 

(2010)  
 
ПЦР-ПДРФ гена GDF5 проводили в термоциклере «MyCycler» Bio-Rad (США).  
Реакцию рестрикции полученных продуктов амплификации GDF5 проводили с использо-

ванием эндонуклеаз рестрикции MvaI (табл. 2). 
 

Таблица 2. Характеристика эндонуклеазы и размеры продуктов рестрикции в зависимости  
                      от генотипа 
Table 2. Characterization of endonuclease and sizes of restriction products depending on genotype 
 

Ген/ 
Gene 

Рестриктаза/ 
Restrictase 

Замена 
нуклеотида/Nucleotide 

replacement 

Температура 
инкубации, °С/ 

Incubation  
temperature, ºС 

Размеры продуктов, п. н./ 
Product sizes, bp 

GDF5 MvaI TC +37 
TT – 235 п. н. 
CC – 181 и 54 п. н. 
CT – 235, 181 и 54 п. н. 

 
Для проведения реакции в пробирке смешивали 20 мкл ПЦР-продукта и 10 ед. MvaI с по-

следующим инкубированием при t +37 ºC в течение 5 часов. Полученный продукт разделяли мето-
дом горизонтального электрофореза (в 1х трис-боратном буфере при напряжении 80 В) в 2,5 %-
ном агарозном геле с окрашиванием бромистого этидия. После чего гель анализировали в ультра-
фиолетовом свете на трансиллюминаторе «UVT-1» (ООО Биоком, Россия), фотографировали с по-
мощью системы «VITran v.1.0» (ООО Биоком, Россия). Определение длины фрагментов проводили 
с помощью маркера молекулярных масс «GenePakR DNA Ladder M 50» (ООО «Лаборатория Изо-
ген», Россия). 

На втором этапе исследований произведён отбор проб шерсти с верхней части холки в ко-
личестве не менее 0,4 г у 8 голов из каждой выявленной группы животных при помощи беспровод-
ной машинки Heiniger Saphir (Швейцария). 
 Оценка элементного статуса. Элементный состав шерсти определяли методами атомно-
эмиссионной и масс-спектрометрии (АЭС-ИСП и МС-ИСП) в испытательной лаборатории АНО 
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«Центр биотической медицины» (г. Москва, Россия; Registration Certificate of ISO 9001: 2000, 
Number 401–5.04.06). Озоление биосубстратов проводили с использованием микроволновой систе-
мы разложения MD-2000 (США). Оценка содержания элементов в полученной золе осуществля-
лась с использованием масс-спектрометра Elan 9000 (Perkin Elmer, США) и атомно-эмиссионного 
спектрометра Optima 2000 V (Perkin Elmer, США). Элементный состав биосубстратов исследовали 
по 25 показателям (Al, As, B, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, I, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, P, Pb, Se, Si, Sn, Hg, Sr, 
V, Zn). 

Оборудование и технические средства. Исследования выполнялись на оборудовании и 
наборах реагентов в условиях Испытательного центра ЦКП ФНЦ БСТ РАН (аттестат аккредитации 
№ RA.RU.21ПФ59 от 02.12.2015). 

Для определения полиморфизма в гене GDF5 использовалось следующее оборудование: 
термоциклер «MyCycler» («Bio-Rad», США), наборы реагентов «DIAtom DNAPrep 200», GenePak 
PCRCore и маркер молекулярных масс «GenePakR DNA Ladder M 50» (ООО «Лаборатория Изо-
ген», Россия), набор EncycloPCRkit (ЗАО Евроген, Россия). 

Статистическая обработка. Для проверки гипотезы о нормальности распределения коли-
чественных признаков применяли критерий Шапиро-Уилка. Закон распределения исследуемых 
числовых показателей не отличался от нормального, поэтому достоверность различий проверяли с 
помощью общепринятого параметрического метода (t-критерий Стьюдента). Во всех процедурах 
статистического анализа рассчитывали достигнутый уровень значимости (P), при этом критиче-
ский уровень значимости в данном исследовании принимался меньшим или равным 0,05. В табли-
цах приведены средние значения показателей (M) и их стандартные отклонения (±STD). Для обра-
ботки данных использовали пакет прикладных программ «Statistica 10.0» («Stat Soft Inc.», США). 

 
Результаты исследований. 
Определение однонуклеотидного полиморфизма (T586C) в гене GDF5 показало различную 

частоту его встречаемости (табл. 3). 
 

Таблица 3. Частота встречаемости полиморфизма в гене GDF5 
Table 3. The frequency of occurrence of polymorphism in GDF5 gene 

 

Генотип/Genotype Количество животных, гол./ 
Quantity of animals, head 

Частота встречаемости, %/ 
Frequency of occurrence, % 

ТТ 89 48,9 
ТС 85 46,7 
СС 8 4,4 

 
Установлена низкая частота встречаемости особей по гомозиготному генотипу С. 
Изучение элементного состава шерсти с холки бычков различных генотипов позволила 

установить следующие характеристики (табл. 4). 
У бычков с генотипом СС относительно животных с генотипами ТТ и ТС отмечалось по-

вышенное содержание Сa на 38,4 (Р0,001) и 35,8 % (Р0,05), K – на 169,1 (Р0,001) и 113,1 % 
(Р0,001), Na – на 112,9 (Р0,001) и 92,2 % (Р0,001), I – на 39,0 (Р0,001) и 30,4 % (Р0,001), Se – 
на 21,1 (Р0,001) и 18,8 % (Р0,001), В – на 35,2 (Р0,001) и 35,4 % (Р0,001), Li – на 69,4 (Р0,001) 
и 56,1 % (Р0,001), сниженное по As – на 37,5 (Р0,001) и 2,3 %, Al – на 61,2 (Р0,001) и 50,8 % 
(Р0,001), Pb – на 52,3 (Р0,001) и 39,0 % (Р0,001) соответственно.  
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Таблица 4. Концентрация химических элементов в шерсти бычков разных генотипов,  
                           мг/кг (M±STD) 

Table 4. The concentration of chemical elements in hair of bulls with different genotypes,  
                         mg/kg (M±STD) 

 
Элемент/ 
Element 

Генотип/Genotype 
ТТ ТС СС 

Макроэлементы/Macroelements 
Ca 3252±566,0 3314±967,3 4499±744,2*** 
K 2687±1012,0 3393±2110,2 7230±1608,9*** 
Mg 690±147,4 757±420,2 878±286,0 
Na 897±247,0 994±421,9 1910±353,0*** 
P 276±53,7 270±65,2 254±65,6 

Эссенциальные микроэлементы/Essential microelements 
Co 0,54±0,24 0,48±0,42 0,56±0,28 
Cr 2,54±0,83 2,47±1,74 3,18±1,20 
Cu 12,96±1,47 11,21±2,55 11,72±1,24 
Fe 593,75±193,88 537,25±324,49 728,25±208,64 
I 0,86±0,05 0,92±0,19 1,20±0,17*** 
Mn 56,51±8,18 48,66±28,35 61,81±26,54 
Se 0,51±0,06 0,52±0,06 0,62±0,04*** 
Zn 118,61±18,03 115,70±10,59 118,12±10,05 

Условно-эссенциальные микроэлементы/Conditionally essential microelements 
В  3,16±0,36 3,15±0,66 4,27±0,51*** 
Si 2,77±1,17 2,22±2,39 2,51±1,43 
Li 1,05±0,30 1,15±0,48 1,79±0,38*** 
Ni 5,25±2,34 5,35±4,90 5,70±2,63 
V 2,7±0,81 2,68±1,21 3,39±1,29 
As 0,34±0,08 0,22±0,12* 0,21±0,03*** 

Токсичные микроэлементы/Toxic microelements 
Al 602,6±123,79 475,0±74,75* 233,7±62,54*** 
Sr 17,89±3,25 18,63±6,58 23,68±8,12 
Pb 0,49±0,10 0,38±0,04* 0,24±0,07*** 
Sn 0,017±0,01 0,016±0,01 0,015±0,01 
Cd 0,04±0,01 0,03±0,02 0,035±0,02 
Hg 0,0225±0,01 0,0275±0,00 0,0125±0,01 

           Примечание: * – Р0,05; ** – Р0,01; *** – Р0,001 по сравнению с TT 
           Note:* – Р0.05; ** – Р0.01; *** – Р0.001 in comparison with TT 

 
Построение элементного профиля бычков сравниваемых групп на основании концентрации 

химических элементов в шерсти выявила существенные их изменения по полиморфизму гена 
GDF5 (рис. 1 и 2).  

Анализ элементных профилей показал, что мутации гена с TТ к CС при невысокой их ча-
стоте встречаемости приводят к увеличению макро- и эссенциальных элементов при снижении 
уровня токсичных. 

Информативные данные по минерализации шерсти в зависимости от полиморфизма гена 
даёт расчёт суммы количества веществ, выраженной в молях (табл. 5). 
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Рис. 1 – Элементный профиль бычков калмыцкой породы в возрасте 12 месяцев генотип ТС  
               относительно ТТ, % 

Figure 1 – Elemental profile of Kalmyk bulls at the age of 12 months, genotype TC relative to TT, % 
 

-80
-60
-40
-20

0
20
40
60
80

100
120
140
160
180

K
N

a Li I
Ca B Sr M

g V Cr Fe Se M
n N
i

Co Zn P Si Cu Cd Sn As H
g

Pb Al

%

химические элементы/chemical elements

 

Рис. 2 – Элементный профиль бычков калмыцкой породы в возрасте 12 месяцев генотип  
                  СС относительно ТТ, % 

Figure 2 – Elemental profile of Kalmyk bulls at the age of 12 months, genotype CC relative to TT, % 
 

Бычки с генотипом СС превосходили сверстников с генотипами ТТ и ТС по концентрации 
суммы эссенциальных микроэлементов в шерсти на 18,1 (Р0,01) и 29,8 % (Р0,001), но уступали 
по сумме токсичных на 60,4 % (Р0,001) и 49,9 % (Р0,001).  
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Таблица 5. Количество химических элементов в шерсти бычков, ммоль/кг (M±STD) 
Table 5. The number of chemical elements in hair of bulls, mmol/kg (M±STD) 

 

Элементы/Elements 
Полиморфизм/Polymorphism 

ТТ ТС СС 
Эссенциальные /Essential 13,72±1,53 12,49±1,07 16,21±1,24** 
Токсичные/Toxic 23,38±0,91 18,48±0,74 9,26±0,88*** 

                  Примечание: * – при Р0,05; ** – при Р0,01; *** – при Р0,001  
                  Note: * – at Р0.05; ** – at Р0.01; *** – at Р0.001  

 
Обсуждение полученных результатов. 
С развитием ДНК технологий ген-маркерная селекция на основе определения однонулео-

тидных полиморфизмов рассматривается как важный инструмент для генетического улучшения 
поголовья мясного скота и облегчает геномный отбор по заданному признаку продуктивности 
(Cole JB et al., 2011). 

Изучение перспективного гена-кандидата продуктивности GDF5 и его воздействия на эле-
ментный статус бычков при откорме показало, что у молодняка с редким полиморфным генотипом 
СС (n=8 при выборке 182 головы) относительно животных с генотипами ТТ и ТС отмечалось по-
вышение минерализации шерсти по макроэлементам: Сa, K, Na и эссенциальным: I и Se при сни-
жении токсичных: As, Al, Pb.  

Снижение токсичных элементов, возможно, произошло в связи с повышением концентра-
ции Se, между которыми присутствуют антагонистические связи, это подтверждают работы 
Kotyzova D et al. (2010), Skalnaya MG et al. (2018).   

Установлено, что воздействие токсичных микроэлементов вызывает широкий спектр не-
благоприятных последствий для здоровья животных, приводя к снижению как продуктивных, так и 
репродуктивных качеств (Ronis MJ et al., 1996; Kalashnikov V et al., 2018). Причём в относительно 
меньших уровнях потребления токсичных элементов, чем предполагалось ранее (Advisory Commit-
tee on Childhood Lead Poisoning Prevention, of the Centers for Disease Control and Prevention, 2012).  
 В связи с этим представляется перспективным продолжение исследований по полиморфиз-
му гена GDF 5 с увеличением гомозиготной группы по аллелю С в качестве гена-кандидата сниже-
ния уровня токсичной нагрузки. 
 

Выводы. 
Проведённые исследования указывают на влияние генотипа бычков по гену фактора диф-

ференциации роста 5 на элементный статус. Так, у бычков с генотипом СС относительно живот-
ных с генотипами ТТ и ТС отмечалось повышенное содержание Сa на 38,4 (Р0,001) и 35,8 % 
(Р0,05), K – на 169,1 (Р0,001) и 113,1 % (Р0,001), Na – на 112,9 (Р0,001) и 92,2 % (Р0,001), I – 
на 39,0 (Р0,001) и 30,4 % (Р0,001), Se – на 21,1 (Р0,001) и 18,8 % (Р0,001), В – на 35,2 (Р0,001) 
и 35,4 % (Р0,001), Li – на 69,4 (Р0,001) и 56,1 % (Р0,001), сниженное по As – на 37,5 (Р0,001) и 
2,3 %, Al – на 61,2 (Р0,001) и 50,8 % (Р0,001), Pb – на 52,3 (Р0,001) и 39,0 % (Р0,001) соответ-
ственно.  

Необходимо проведение дальнейших исследований с увеличением группы животных по 
гомозиготному генотипу С. 

 
Исследования выполнены в соответствии с планом НИР на 2019-2021 гг. ФГБНУ 
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