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В связи с проведением селекции крупного рогатого скота по признаку жирномолочности,  

актуальным является поиск ДНК-маркеров, ассоциированных с содержанием жира в молоке коров. 

Одним из таких генов-кандидатов является ген agpat6, кодирующий глицерол-3-фосфат 

ацилтрансферазу 6 (AGPAT6). Известен однонуклеотидный полиморфизм rs211250281 (g27: 

36520069 G/T), который расположен в промоторной области  agpat6 и ассоциирован с содержанием 

жира в молоке коров. Целью данной работы было провести оценку частоты встречаемости 

полиморфизма rs211250281 у разных пород  крупного рогатого скота отечественной селекции. 

Исследования проводились на образцах ДНК коров восьми пород: айрширской (n=56), абердин-

ангусской (n=27), герефордской (n=33), якутской (n=41), ярославской (n=48), калмыцкой (n=49), 

костромской (n=38) и чёрно-пестрой голштинизированной (n=49). Генотипирование коров 

проводили методом ПЦР-ПДРФ. Обнаружены низкие значения частоты встречаемости генотипа TT 

гена AGPAT6 (rs211250281) у коров исследованных пород с высокими показателями 

жирномолочности.  
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Введение 

 

Содержание жира в молоке является экономически важным признаком, которому уделяется 

большое внимание в программах улучшения молочных пород крупного рогатого скота. Более 95% 

молочных жиров составляют триацилглицериды (Jensen, 2002). Биосинтез триацилглицеридов 

осуществляют последовательно ферментами GPAM (глицерин-3-фосфат-ацилтрансфераза 

митохондриальная), AGPAT6 (1-ацилглицерин-3-фосфат-O-ацилтрансфераза), LPIN1 (липин, 

фосфатидатфосфатаза) и DGAT1 (диацилглицерин-O-ацилтрансфераза) (Osorio et al., 2016; Bionaz 

et al., 2020).  

Появление и широкое использование технологий секвенирования следующего поколения 

(NGS, next generation sequencing) (Heather, Chain 2016) и ДНК-микрочипов (Bumgarner, 2013) 

позволило определить полные последовательности геномов большинства сельскохозяйственных 

животных, включая крупный рогатый скот (Zimin et al., 2009), и с помощью полногеномных 

ассоциативных исследований (GWAS, genome-wide association studies) (Dekkers, 2012; Koopaee, 

Koshkoiyeh, 2014) идентифицировать геномные варианты, связанные с экономически важными 

признаками,  

В настоящее время признанным ДНК-маркёром жирномолочности коров является 

полиморфизм DGAT1 K232A. Многочисленными исследованиями показана связь генотип   год?? 

KK DGAT1 с повышенным содержанием молочного жира в молоке (Pausch et al., 2017; Cai et al., 

2018; Cai et al., 2020; Ma et al., 2021; Khan et al., 2021). Было предложено несколько методов (ПЦР-

ПДРФ, HRMA и РB-ПЦР) для генотипирования полиморфизма DGAT1 K232A у крупного рогатого 

скота (Winter et al., 2002; Kong et al., 2007; Komisarek et al., 2008; Näslund et al., 2008; 
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Abdolmohammadi et al., 2011; Babii et al., 2018). Вместе с тем, данных о полиморфизме генов, 

кодирующих GPAM (Yu et al., 2021), LPIN1 (Han et al., 2019; Du et al., 2021) и AGPAT6, и его связи 

с содержанием жира в молоке коров крайне мало. 

Фермент AGPAT6 (синоним GPAT4) относится к семейству 1-ацилглицерин-3-фосфат-O-

ацилтрансфераз (EC 2.3.1.51) и является наиболее распростран`нной изоформой в молочной железе 

крупного рогатого скота (Beigneux et al., 2006; Bionaz et al., 2008). Ген, кодирующий AGPAT6, 

расположен на 27-й хромосоме, состоит из 14 экзонов и имеет длину около 30 965 пар нуклеотидов. 

Было обнаружено, что экспрессия гена agpat6 увеличивается в первые 60 дней лактации коров 

(Bionaz, Loor 2008; Strucke et al., 2012). В настоящее время известен однонуклеотидный 

полиморфизм (SNP, single nucleotide polymorphism) rs211250281 (g27: 36520069 G/T), который 

расположен в промоторной области гена agpat6. С помощью GWAS была выявлена его связь с 

содержанием жира в молоке коров (Daetwyler et al,. 2014; Littlejohn et al., 2014; Tribout et al., 2020; 

Wolf et al., 2021). Однако данных о распространении этого SNP среди разных пород крупного 

рогатого скота и  о его связи с жирностью молока крайне мало. В связи с этим целью данной работы 

являлась оценка встречаемости полиморфизма rs211250281 гена agpat6 у пород крупного рогатого 

скота. 
 

Материал и методы 
 

Исследования проводились на образцах ДНК (n=344) восьми пород: айрширской (n=56), 

абердин-ангусской (n=27), герефордской (n=33), якутской (n=41), ярославской (n=48), калмыцкой 

(n=49), костромской (n=38) и черно-пестрой голштинизированной (n=49) из коллекции ФГБНУ 

ЦЭЭРБ. 

Генотипирование коров проводили методом ПЦР-ПДРФ. Для ПЦР использовали набор 

реагентов с высокоточной полимеразой Phusion Hot Start II High-Fidelity DNA Polymerase («Thermo 

Scientific» США). Реакционная смесь объемом 50 мкл содержала 10 мкл 5х буфера, 0,5 мкл Taq-

полимеразы, по 5 мкл праймеров agpat6_0281-F:5'-GGAGCACGTCAACCAACACC-3' и 

agpat6_0281-R:5'-AGT GCATATGTTCTGAACGCC A -3' (рабочая концентрация каждого 0,2 мкМ) 

и 10 нг ДНК. Реакцию амплификации проводили при следующих условиях: начальная денатурация 

30 сек. при 98°С (1 цикл); 10 сек. при 98°С, 30 сек. при 65°С, 30 сек. при 72°С (38 циклов). 

Результаты амплификации оценивали методом электрофореза в 1,2%-ном агарозном геле.  

Рестрикционный анализ проводили в 20 мкл смеси, содержащей полученные ампликоны, 18 

мкл воды, 2 мкл буфера R (Thermo Scientific, США) и 0,1 мкл (1 ед.) рестриктазы NmuCI (Thermo 

scientific, США) в течение 16 ч при 37°С. Результаты рестрикции оценивали методом электрофореза 

в 2%-ном агарозном геле. 

Оценку частот встречаемости выявленных генотипов и алеллей проводили методом 

прямого подсчёта: 

𝑃(𝐴) =
(2𝑁1 + 𝑁2)

2𝑛
  

 

где N1 – число гомозигот по исследуемому аллелю; N2 – число гетерозигот; n – объём выборки.  

Статистическую ошибку частот аллелей генов вычисляли по формуле: 
 

𝑆(𝑝) = √
𝑝𝑞

𝑛
 

 

где p – частота исследуемого аллеля; q = 1 - p; n – объём выборки.  

Для оценки отклонения наблюдаемых генотипов от равновесия Харди-Вайнберга (избыток 

гетерозигот) использовалось значение χ2:  

𝜒2 =  ∑
(𝐻𝑜 − 𝐻𝑒)2

𝐻𝑒
 

 

где Hо − наблюдаемая гетерозиготность; He − ожидаемая гетерозиготность. 
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Результаты и обсуждение 

 

В процессе исследования  на основе анализа полиморфизма длин рестрикционных 

фрагментов (ПЦР-ПДРФ) разработан протокол генотипирования полиморфизма rs211250281 

(g27:36520069 G/T), расположенного в промоторном участке гена agpat6 крупного рогатого скота.  

Протокол включает в себя  амплификацию участка гена длиной 340 п.н., содержащего полиморфный 

сайт, расщепление полученного апликона с помощью эндонуклеазы NmuCI и электрофоретическое 

разделение полученных фрагментов ДНК. Генотип животного определяется на основании длин 

рестрикционных фрагментов. Гомозиготный генотип по аллелю G (генотип GG) характеризуется 

наличием на электрофореграмме двух фрагментов ДНК длиной 110 и 230 п.н.; в 

электрофоретическом спектре образцов, гомозиготных по аллелю T (генотип TT), определяется один 

фрагмент ДНК длиной 340 п.н.; для гетерозиготных образцов (генотип G/T) специфично наличие 

всех трёх фрагментов ДНК (340, 110 и 230 п.н.) (рис. 1). Результаты ПЦР-ПДРФ были валидированы 

секвенированием ампликонов по методу Сэнгера.  

С помощью разработанного метода ПЦР-ПДРФ было проведено генотипирование коров 

восьми пород (айрширской, абердин-ангусской, герефордской, якутской, ярославской, калмыцкой, 

костромской и голштинизированной чёрно-пестрой) и были рассчитаны частоты встречаемости 

аллелей и генотипов (табл. 1). 

 
Таблица 1. Частоты генотипов и аллелей замены rs211250281 в гене agpat6 

 

Породы 

 

Генотип 

 

n 

 

Р 

 

Аллель 

 

n 

 

P±S(p) 

 

χ2 

 

Ярославская 

 

GT 21 0,438 G 67 0,698±0,066 

0,068 TT 4 0,083 T 29 0,302±0,066 

GG 23 0,48  

Айрширская 

GT 10 0,179 G 98 0,875±0,044 

1,89 TT 2 0,036 T 14 0,125±0,044 

GG 44 0,789  

Костромская 

 

GT 18 0,474 G 50 0,658±0,077 

0,104 TT 4 0,105 T 26 0,342±0,077 

GG 16 0,421  

Чёрно-пёстра 

голштинизированная 

 

GT 27 0,551 G 57 0,581±0,070 

0,857 TT 7 0,143 T 41 0,419±0,070 

GG 15 0,306  

Якутская 

 

GT 9 0,22 G 71 0,866±0,053 

0,124 TT 1 0,024 T 11 0,134±0,053 

GG 31 0,756  

Абердин-ангусская 

GT 11 0,407 G 29 0,537±0,095 

0,881 TT 7 0,259 T 25 0,463±0,095 

GG 9 0,333  

Калмыцкая 

 

GT 17 0,347 G 67 0,683±0,066 

1,92 TT 7 0,149 T 31 0,317±0,066 

GG 25 0,51  

Герефордская 

 

 

GT 17 0,515 G 41 0,621±0,084 

0,29 TT 4 0,121 T 25 0,379±0,084 

GG 12 0,363  
 

Примечания: *P − частота встречаемости; **S(p) – стандартная ошибка среднего 

 

Согласно результатам GWAS, аллель Т rs211250281 в гене agpat6 ассоциирован с 

более низким содержанием жира в молоке коров (Daetwyler et al., 2014; Littlejohn et al., 2014; 

Tribout et al., 2020). Среди исследованных пород крупного рогатого скота наименьшие 

значения частоты встречаемости генотипа ТТ были выявлены у якутского скота (0,024), у 



30 
 

коров айрширской (0,036) и ярославской (0,083) пород (табл. 1). Якутскому скоту присуща 

высокая жирномолочность (в среднем 6-7%) (Корякина, 2013). Высокое содержание жира в 

молоке является одним из отличительных качеств ярославской породы, для которой 

значения массовой доли жира составляют от 4,0% до 4,8% (Филинская, 2017). Также 

высокая жирномолочность (4,2-4,9%) характерна для коров айрширской породы 

(Коновалов, 2009; Болгов, 2010; Новоселова, Холодова, 2015). 
 

 
 

 
Рис. 1. Пример электрофоретического разделения продуктов 

рестрикции гена agpat6 методом ПЦР-ПДРФ. Представлены 

гетерозиготный (GT) и гомозиготные (GG и TT) генотипы. М – маркер 

длин ДНК (100-1500 п.н., GeneRuler™ 100+ bp DNA Ladder, Евроген). 

 

Для остальных исследованных пород крупного рогатого скота показатели массовой доли 

жира в молоке ниже и составляют 4,2-4,4% для калмыцкой и абердин-ангусской (Cole, Johansson, 

1933; Нармаев, 1963), 3,9-4,0% для герефордской (Лукьянов, 2018), 3,7–3,8% для чёрно-пестрой 

голштинизированной (Соловьёва, 2017) и 3,8-4,2% для костромской пород (Баранов, 2019). Для этих 

пород показатели частоты встречаемости генотипа TT оказались выше − от 0,105 до 0,259 (табл. 1). 

Таким образом, прослеживается тенденция к уменьшению частоты встречаемости генотипа TT для 

rs211250281 в гене agpat6 у пород купного рогатого скота с высокими показателями 

жирномолочности. Однако необходимы дальнейшие исследования по валидации полиморфизма 

rs211250281 в гене agpat6 как генетического маркера жирномолочности у разных пород и 

популяций крупного рогатого скота. 

 

Заключение 

 

Исследованиие, проведенное методом ПЦР-ПДР на образцах ДНК восьми пород коров 

(айрширская, абердин-ангусская, герефордская, якутская, ярославская, калмыцкая, костромская и 

чёрно-пестрая голштинизированная) выявило низкий уровень встречаемости генотипа TT гена 

agpat6 (rs211250281) у пород крупного рогатого скота с высокими показателями жирномолочности.  

 
Работа выполнена в рамках Государственного задания Минобрнауки России (№121052600344-8). 
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ABSTRACT. Selection of cattle with high milk fat content is one of the important tasks of dairy 

cattle breeding. In this regard, the search for DNA markers associated with milk fat content is relevant. 

Gene encoding glycerol-3-phosphate acyltransferase 6 (AGPAT6) involved in triacylglycerol biosynthesis 

is one of such candidate genes. The SNP rs211250281 (g27: 36520069 G/T) in agpat6 gene was found to 

located in the promoter region and was associated with the milk fat content in cattle. The aim of this study 

was frequency assessment of SNP rs211250281 of the agpat6 gene in different breeds of Russian selection. 

The studies were carried out on DNA samples from eight cattle breeds: Ayrshire (n=56), Angus (n=27), 

Hereford (n=33), Yakut (n=41), Yaroslavl (n=48), Kalmyk (n=49), Kostroma (n=38) and holsteinized 

Black-and-White cows (n=49). Genotyping of cows was carried out by PCR-RFLP method. The lowest 

values of TT genotypes frequency were found in cattle breeds with high levels of milk fat content. 
 

Keywords: cattle, milk fat content, genotyping, agpat6 gene, single nucleotide polymorphism, frequency of 

occurrence. 
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