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Аннотация. Улучшение качества яичной скорлупы имеет критически важное значение для 

птицеводства и здоровья человека. Целью работы являлось изучение экспрессии гена ISM1 в раз-
личных областях яйцевода как потенциального маркера, ассоциированного с качеством скорлупы 
яиц у кур. Выборка состояла из трех групп: молодые (27-28 недель, n=8), птицы с нарушением ка-
чества скорлупы (истончение и повышенная хрупкость, n=15), несушки позднего периода продук-
тивности без патологий скорлупы (n=25). Для проведения исследования была разработана тест-
система на основе метода ПЦР-РВ, с помощью которой исследована дифференциальная экспрессия 
гена ISM1 в двух отделах тканях репродуктивного тракта кур – скорлуповой железе и перешейке. 
Гены GAPDH и ACTB были выбраны в качестве контроля. Статистическая обработка проводилась 
с помощью инструментов RStudio с применением U-критерия Манна-Уитни. При сравнении групп, 
разделенных по стадии цикла, в скорлуповой железе наблюдалось статистически значимое повы-
шение уровня относительной экспрессии гена ISM1 (p<0,001) у группы кур на стадии предовуля-
торной волны относительно группы в середине цикла. Также в образцах ткани скорлуповой желе-
зы уровень экспрессии ISM1 статистически значимо повышался в группе кур с тонкой скорлупой 
(p=0,047) при сравнении «поздний период продуктивности, середина цикла» и «тонкая скорлупа, 
середина цикла». Результаты работы подтверждают статус ISM1 как потенциального гена-
кандидата, ассоциированного с признаком прочности скорлупы яиц кур. 
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Abstract. Improving eggshell quality is critical for poultry production and human health. The aim 

of the study was to investigate ISM1 gene expression in various regions of the oviduct as a potential mark-
er associated with eggshell quality in hens. The sample consisted of three groups: young hens (27-28 
weeks, n=8), birds with eggshell quality problems (thinning and increased fragility, n=15), and laying 
hens of the late period of productivity without eggshell pathologies (n=25). A test system based on the 
real-time PCR method was developed for the study which was used to investigate the differential expres-
sion of the ISM1 gene in two sections of the chicken reproductive tract tissues - the shell gland and the 
isthmus. The GAPDH and ACTB genes were selected as a control. Statistical processing was performed 
using RStudio tools using the Mann-Whitney U-test. When comparing groups divided by cycle stage, a 
statistically significant increase in the relative expression level of the ISM1 gene (p<0.001) was observed 
in the shell gland in the group of hens at the preovulatory wave stage relative to the group in the middle of 
the cycle. Furthermore, in shell gland tissue samples, ISM1 expression levels were significantly increased 
in the thin-shelled chicken group (p=0.047) when comparing "late production, mid-cycle" and "thin shell, 
mid-cycle." These results confirm ISM1's status as a potential candidate gene associated with the shell 
strength trait in chicken eggs. 
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Введение. 
В контексте современных экономических условий РФ одной из центральных задач про-

мышленного птицеводства становится получение наибольшего количества пищевого и инкубаци-
онного яйца при наименьших финансовых издержках. Сообщается, что за 2024 год объем произ-
водства яиц в России составил 46,5 млрд штук (Фисинин В.И., 2025). Яйца высоко востребованы 
на рынке, поскольку находят широкое применение в пищевой промышленности как сами по себе в 
качестве продукта питания, так и в качестве сырья для изготовления различных продовольствен-
ных товаров (Сидорова А.Л. и др., 2025). Производство пищевых яиц в необходимом огромном 
количестве невозможно без получения соответствующего же количества инкубационных яиц вы-
сокого качества, без чего невозможно эффективное функционирование всей технологической ли-
нии вплоть до изготовления готовой продукции (Бурмистрова О.М. и др., 2019). Для успешного 
рентабельного производства решающими факторами являются цены на корма, здоровье и продук-
тивность поголовья, длительность продуктивного использования птицы (Бушкарева А.С., 2017). 
Например, известным фактом является снижение яйценоскости у кур в возрасте 65-70 недель по 
завершению первого продуктивного периода жизни – интервал от первого снесенного яйца до 
наступления линьки (Лебедева И.Ю. и др., 2024). Рядом авторов было показано, что добавление в 
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рацион птицы различных минеральных и пробиотических добавок способствует увеличению яич-
ной продуктивности и улучшения качества яиц (Холодилина Т.Н. и др., 2025; Нотова С.В. и др., 
2023). Также в литературе имеются данные о снижении качества скорлупы яиц у возрастных несу-
шек (Wistedt A et al., 2019; Xu J et al., 2025). 

Качество скорлупы является существенным параметром для пищевого и инкубационного 
яйца. Это – комплексный показатель, куда включают массу, пигментацию, шероховатость, толщи-
ну, мраморность и прочность, которая имеет определяющее значение (Васильева Л.Т. и др., 2025; 
Горчаков В. и др., 2021). Непосредственно от прочности скорлупы зависит сохранение товарных 
качеств яиц и сокращение убытков от боя и насечки при их хранении и транспортировке (Околело-
ва Т.М. и Енгашев С.В., 2020). На толщину скорлупы могут оказывать влияние такие факторы как: 
возраст, содержание кальция в рационе, температура, загазованность и запыленность, генетические 
факторы. Толщина скорлупы имеет различные показатели у разных линий, кроссов и пород кур 
(Aygun A et al., 2025; Sözcü A et al., 2021). Эффективность проведения селекционно-племенной ра-
боты, включающей в себя генетические исследования, в значительной степени определяет про-
гресс птицеводческой отрасли в целом. Поэтому изучение генетических механизмов формирования 
структуры яичной скорлупы продолжает оставаться актуальным. В числе генов, для которых ря-
дом авторов была установлена взаимосвязь с процессом формирования скорлупы, можно выделить 
истимин-1 (Wu Y et al., 2022; Zhang Q et al., 2015; Li G et al., 2023). 

Истмин-1  (ISM1) первоначально был идентифицирован как секретируемый белок массой 
60 кДа, и описан как часть группы синэкспрессии FGF8, в которую также входят гены SPRY и SEF. 
Семейство белков ISM уникально для хордовых и характеризуется наличием двух консервативных 
доменов: TSR1, расположенного в центре, и AMOP – на С-конце (Osуrio L et al., 2019). Основные 
функции, описанные для домена TSR1, включают регуляцию межклеточных и клеточно-
внеклеточных взаимодействий, клеточную направленность и ингибирование ангиогенеза. Домен 
AMOP – это новый внеклеточный домен, состоящий примерно из 160 аминокислот, который пер-
воначально был обнаружен в некоторых вариантах сплайсинга MUC4.7 Он редко встречается в 
геноме и до сих пор описан только в 4 белках: MUC4, SUSD2, ISM1 и ISM2. Функция домена 
AMOP остается неизвестной, хотя предполагается, что он может играть роль в клеточной адгезии 
(Gao G et al., 2023). Два структурных домена ISM1 высококонсервативны среди видов и обладают 
высокой степенью гомологии. ISM1 динамически экспрессируется в различных тканях и в разных 
местах на разных стадиях роста, что указывает на тесную связь ISM1 с ростом и развитием, а также 
функциями этих тканей и органов (Osуrio L et al., 2014). Однако, его точная биологическая функ-
ция в аспекте формирования яйца остается не ясна. 

 
Цель работы. 
Изучить экспрессию гена ISM1 в различных областях яйцевода у несушек в качестве по-

тенциального гена-кандидата, ассоциированного с качеством скорлупы яиц у кур. 
 
Материалы и методы исследования. 
Объект исследования. Куры яичного кросса белый хайсекс в количестве 48 голов.  
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.) и 
принципы надлежащей лабораторной практики (Национальный стандарт Российской Федерации 
ГОСТ Р 53434-2009). При проведении исследований были предприняты меры для обеспечения ми-
нимума страданий животных и уменьшения количества исследуемых опытных образцов.  

Схема эксперимента. Птица содержалась в условиях физиологического двора ФГБНУ 
ФИЦ ВИЖ им. Л.К. Эрнста в отдельных клетках для индивидуального мониторинга яйценоскости. 
После убоя проводили вскрытие с последующим отбором образцов скорлуповой железы и пере-
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шейка, которые незамедлительно помещали на долгосрочное хранение в ультранизкотемператур-
ный морозильник при t=-86 °C (Snijders Tilburg BV, Нидерланды), что обеспечивало сохранность и 
предотвращало  деградацию  РНК.  Исследуемая  выборка  включала  три группы кур: молодые 
(27-28 недель, n=8), птицы с нарушением формирования скорлупы (истончение и повышенная 
хрупкость, n=15), несушки позднего периода продуктивности без патологий скорлупы (n=25). 

Выделение тотальной РНК проводилось с применением набора «РНК-Экстран» (ООО 
«Синтол», Россия) в соответствии с протоколом производителя. Синтез однонитевой кДНК осу-
ществлялся при помощи набора ОТ-M-MuLVRH (ООО «Биолабмикс», Россия) тщательно следуя 
указаниям производителя. Реакцию проводили в объеме 20 мкл. В пробирку добавляли следующие 
компоненты: тотальная РНК 2 мкг; по 2 мкл гексамерных случайных праймеров (10 мкМ); 10 мкл 
воды для ПЦР. Смесь прогревали 2 мин при +70 °С и переносили образцы в лед. После чего добав-
ляли 8 мкл предварительно подготовленной смеси: 4 мкл 5х буфера, 2 мкл смеси dNTPs, 2 мкл DTT 
(20 мМ), 2 мкл M-MuLV-ревертазы, и инкубировали – 1 час при +37 °С. После инактивации фер-
мента при +70 °C в течение 10 мин полученные кДНК хранили при -20 °C до момента использова-
ния в ПЦР. Дизайн праймеров для амплификации участка гена ISM1 проводился на основании ин-
формации базы NCBI при помощи компьютерной программы Primer3web v. 3.0 (Untergasser A et 
al., 2012). Были подобраны следующие последовательности: 

ISM1-For  tggtgggtgggatggtcatg 
ISM1-Rev  ttctgactgccgcttccaca 
ISM1-Zond  ROX-atggtccctttgtagcgtca-BHQ2. 
Для проведения ПЦР использовали прибор QuantStudio 5 Real Time PCR System в следующем 

режиме: начальная денатурация +95 °С − 10 мин, 50 циклов амплификации: +95 °C − 15 с, +60 °C – 
30 с, +72 °C – 30 с. 

В качестве референсных генов использовали GAPDH (глицеральдегид-
3фосфатдегидрогеназа) и ACTB (в-актин). Реакцию проводили в конечном объеме 15 мкл реакци-
онной смеси, содержащей 1хПЦР буфера (16.6 мМ (NH4)2SO4, 67.7 мМ Трис-HCl, pH=8.8, 0.1 % 
(v/v) Tween 20, 1.5 мМ MgCl2), 0,5 мМ MgCl2, 200мкМ дНТП, 0,1 мкл каждого из праймеров и зон-
дов (10 пмоль) контрольных генов, 0,5 мкл праймеров и зонда (10 пмоль) целевого гена, 1 Ед 
SmartTaq-полимеразы и 1 мкл тестируемой кДНК. 

Оборудование и технические средства. Исследования выполнены с использованием при-
борной базы Центра коллективного пользования научным оборудованием «Биоресурсы и биоин-
женерия сельскохозяйственных животных» ФГБНУ ФИЦ ВИЖ им. Л. К. Эрнста на базе лаборато-
рии молекулярной генетики сельскохозяйственных животных. Для проведения ПЦР использовали 
прибор QuantStudio 5 Real Time PCR System (Applied Biosystems by.ThermoFisher Scientific). 

Статистический анализ. Для расчета относительной экспрессии использовали метод 2^-
(ΔΔCt) (Livak KJ et al., 2001). Нормализацию проводили по геометрическому среднему уровню 
экспрессии двух референсных генов (GAPDH, ACTB) для повышения надежности. Статистическую 
обработку  данных  выполняли  в  среде  RStudio  (v. 4.2.1)  с  использованием  пакетов  tidyverse  
(v. 2.0.0) для обработки и визуализации данных, ggpubr (v. 0.6.0) для построения графиков и rstatix 
(v. 0.7.2) для проведения непараметрической статистики. Проверку нормальности распределения 
данных относительной экспрессии в каждой группе осуществляли с помощью теста Шапиро-
Уилка. Поскольку для некоторых групп распределение отличалось от нормального (P≤0,05), для 
сравнения независимых групп применяли U-критерий Манна-Уитни, являющийся непараметриче-
ским аналогом t-критерия Стьюдента. Уровень значимости для всех тестов устанавливали на 
уровне P≤0,05. 

 
 Результаты исследования. 

Была произведена апробация разработанной тест-системы для проведения дальнейшего ис-
следования на экспериментальной выборке. На рисунке 1 представлены флуоресцентные кривые 
специфических продуктов амплификации генов GAPDH, ACTB и ISM1 на образцах кДНК, полу-
ченных из различных тканей репродуктивного тракта кур.  
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А 

 
 В 

 
Рисунок 1. Флуоресцентные кривые генов GAPDH, ACTB и ISM1 в скорлуповой железе (А) и 

перешейке (В) 
Figure 1. Fluorescence curves of the GAPDH, ACTB and ISM1 genes in the shell gland (A) and isth-

mus (B) 
 

Подобранные праймеры стабильны и позволяют получать требуемый продукт в одинаковых 
температурно-временных режимах. 

Сначала было проведено сравнение показателей относительной экспрессии 2^-(ΔΔCt) между 
группами кур с тонкой скорлупой и контрольной группы (совокупная группа, сформированная из 
молодых и кур позднего периода продуктивности с нормальной скорлупой) (рис. 2). 

Как следует из полученных данных, уровень относительной экспрессии гена ISM1 
достоверно не различался между двумя сравниваемыми группами. 

В целях оценки потенциальной роли возрастного фактора было проведено сравнение пока-
зателей 2^-(ΔΔCt) гена ISM1 в группах молодых кур и кур позднего периода продуктивности (рис. 
3). 
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 А 

В 
Рисунок 2. Уровни относительной экспрессии гена ISM1 анализируемых групп «нормальная 
скорлупа (контроль) – тонкая скорлупа» в тканях скорлуповой железы (А) и перешейка (В) 
Figure 2. Relative expression levels of the ISM1 gene in the analyzed groups “normal shell (control) 

– thin shell” in the tissues of the shell gland (A) and isthmus (B) 
 
Наблюдаемые данные позволяют утверждать, что показатель возраста достоверно не влиял 

на уровень относительной экспрессии ISM1 в тканях и скорлуповой железы, и перешейка. 
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А 

В 
Рисунок 3. Уровни относительной экспрессии гена ISM1 анализируемых групп «молодые – 

позднего периода продуктивности» в тканях скорлуповой железы (А) и перешейка (В) 
Figure 3. Relative expression levels of the ISM1 gene in the analyzed groups “young – late period of 

productivity” in the tissues of the shell gland (A) and isthmus (B) 
 

Чтобы оценить вероятную роль стадии овуляторного цикла, было проведено сравнение 
уровней относительной экспрессии ISM1 у групп кур, находящихся на разной стадии цикла, а 
именно – предовуляторная волна (период активной подготовки, когда скорлуповая железа готовит-
ся к секреции компонентов скорлупы) и середина цикла (через ~12-14 часов после овуляции, когда 
активное формирование яйца не происходит). На рисунке 4 представлены графические зависимо-
сти, характеризующие показатели 2^-(ΔΔCt) гена ISM1 в группах кур разных стадий овуляторного 
цикла. 
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А 
 

B 
 

Рисунок 4. Уровни относительной экспрессии гена ISM1 анализируемых групп «предовуля-
торная волна – середина цикла» в тканях скорлуповой железы (А) и перешейка (В) 

Figure 4. Relative expression levels of the ISM1 gene in the analyzed groups “preovulatory wave – 
mid-cycle” in the tissues of the shell gland (A) and isthmus (B) 

 
Анализ данных позволяет сделать вывод, что в группе кур, находившихся на стадии предо-

вуляторной волны, наблюдалось статистически значимое повышение экспрессии гена ISM1 в скор-
луповой железе (P≤0,001) относительно группы кур в середине цикла. В образцах перешейка за-
фиксирована аналогичная тенденция, хотя показатель не достигал достоверных значений 
(p=0,059). 
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Для обеспечения независимости от влияния стадии овуляторного цикла, было проведено 
сравнение значений 2^-(ΔΔCt) между группой кур с тонкой скорлупой против контрольной группы 
кур в середине цикла (рис. 5). 

A 

B 
Рисунок 5. Уровни относительной экспрессии гена ISM1 анализируемых групп «контроль, 

середина цикла – плохая скорлупа, середина цикла» в тканях скорлуповой железы (А)  
и перешейка (В) 

Figure 5. Expression of the ISM1 gene in normal (control) and ‘poor shell, mid-cycle’ groups in the 
tissues of the shell gland (A) and isthmus (B) 

 
При сравнении в одинаковую стадию овуляторного цикла уровень экспрессии гена ISM1 в 

контрольной группе и группе кур с плохой скорлупой статистически значимо не различался в тка-
нях как скорлуповой железы, так и перешейка. 
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Для минимизации вероятного влияния показателей возраста и стадии овуляторного цикла 
был проведен сравнительный анализ по группам «поздний период продуктивности, середина цик-
ла» и «тонкая скорлупа, середина цикла» (рис. 6). 

A 

B 

Рисунок 6. Уровни относительной экспрессии гена ISM1 анализируемых групп  
«поздний период продуктивности, середина цикла – тонкая скорлупа, середина цикла» в 

тканях скорлуповой железы (А) и перешейка (В) 
Figure 6. Relative expression levels of the ISM1 gene in the analyzed groups “late period of produc-

tivity, mid-cycle – thin shell, mid-cycle” in the tissues of the shell gland (A) and isthmus (B) 
 

В образцах перешейка показатель экспрессии ISM1 достоверно не различался между срав-
ниваемыми группами. Для образцов скорлуповой железы был обнаружен статистически значимый 
более высокий уровень экспрессии в группе кур с тонкой скорлупой (p=0,047). 
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Обсуждение полученных результатов.  
Значительные экономические потери, вызванные ухудшением качества яичной скорлупы, 

особенно в поздний период яйцекладки, являются насущной проблемой для яичной промышленно-
сти. Поэтому понимание механизмов регуляции качества яичной скорлупы имеет большое эконо-
мическое и биологическое значение. 

Недавние транскриптомные исследования (Wu Y et al., 2022; Li G et al., 2023), проведенные 
группами авторов методом высокопроизводительного секвенирования РНК для выявления генов-
кандидатов, связанных с качеством скорлупы яйца, идентифицировали истимин-1 как потенциаль-
ный маркер, ассоциированный с качеством скорлупы. Однако в этих исследованиях не была учтена 
стадия цикла. В настоящей работе впервые проведен количественный анализ экспрессии гена ISM1 
в различных отделах яйцевода кур яичного кросса с учётом и стадии овуляторного цикла, и каче-
ства скорлупы. 

Наши результаты, полученные методом количественной ПЦР в реальном времени (qPCR), 
подтверждают статус истимина-1 как гена-кандидата и делают существенное дополнение: экспрес-
сия ISM1 имеет подтвержденную и достоверную корреляцию с овуляторным циклом. Максималь-
ные показатели 2^-(∆∆Ct) наблюдаются в период предовуляторной волны, когда происходит ак-
тивная подготовка к секреции компонентов скорлупы. Это указывает на вовлеченность ISM1 в фи-
зиологические процессы, непосредственно предшествующие кальцификации. 

При анализе групп «поздний период продуктивности, середина цикла» и «тонкая скорлупа, 
середина цикла» в тканях скорлуповой железы аналогично наблюдалось повышение уровня экс-
прессии ISM1 в группе кур с тонкой скорлупой. Белок ISM1 содержит два консервативных домена 
— TSR1 (регуляция межклеточных взаимодействий, ингибирование ангиогенеза) и AMOP (пред-
полагаемая клеточная адгезия). Исследования, проведенные на мышах и цыплятах, показали, что 
ISM1 регулирует сигнальный путь NODAL и участвует в морфогенезе органов, включая асиммет-
ричное развитие (Osório L et al., 2014, 2019). Повышение экспрессии ISM1 у несушек с тонкой 
скорлупой может быть связано с тем, что при нарушении формирования скорлупы вследствие воз-
растных изменений или дефицита кальция, яйцевод пытается мобилизовать дополнительные ре-
сурсы, в том числе усиливая экспрессию генов, связанных с органогенезом и репарацией тканей. 
Обнаруженная нами ассоциация позволяет предложить ISM1 в качестве дополнительного молеку-
лярного маркера для селекции на прочность скорлупы, особенно в поздний период продуктивно-
сти, когда качество яиц закономерно снижается. 

 
Заключение. 
В рамках выполненного исследования были проведены работы по изучению экспрессии ге-

на ISM1, ассоциированного с качеством скорлупы яиц: проведен анализ литературных источников, 
разработана тест-система на основе метода qPCR и выполнена ее апробация. В результате были 
выявлены достоверные различия в уровнях экспрессии этого гена в зависимости от стадии овуля-
торного цикла, а также от показателя толщины скорлупы. Обнаруженная нами ассоциация позво-
ляет предложить ISM1 в качестве дополнительного молекулярного маркера для селекции на проч-
ность скорлупы, особенно в поздний период продуктивности, когда качество яиц закономерно 
снижается. Полученные результаты вносят вклад в понимание механизма, лежащий в основе фор-
мирования ультраструктуры яичной скорлупы, что может способствовать будущим исследованиям 
по улучшению ее качества на разных периодах яйцекладки. 
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