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Белки молока жвачных животных кодируются высоко полиморфными генами. В последние 

годы возрос интерес к генетическому полиморфизму основных белков молока, появилась 

международная программа «Геном молока». Цель исследования - разработка тест-системы для 

выявления нормальных и мутантных аллелей в локусе бета-казеина CSN2 и проведение 

генодиагностики четырех аллелей этого локуса у двух пород крупного рогатого скота с 

использованием технологии аллельспецифичных TaqMan зондов. Для проведения 

биоинформативного анализа часть материалов были взяты из баз данных OMIA (Австралия) и NCBI 

(США). На основе разработанной методики проведена аттестация холмогорской и ярославской 

пород, принадлежащих чёрно-пёстрому генеалогическому корню. Показано, чаще всего 

встречаются генотипы с «плохими» CSN2А1 и CSN2В аллелями. Наличие такого состояния 

генотипов у исследованных пород связано с невостребованностью А2-бета-казеинового молока. У 

коров отсутствовал редко встречаемый у молочных пород CSN2А3 аллель. Разработанный ПЦР-РВ-

метод для диагностики нормальных и мутантных аллелей в локусе бета-казеина позволяет на ранних 

этапах селекционной работы формировать группы племенных быков-производителей, ремонтных 

бычков, быковоспроизводящих коров. Предложенная ДНК-технология даст возможность заложить 

основу для создания качественного поголовья крупного рогатого скота в регионах, где разводятся 

представители разных генеалогических корней.  

 

Ключевые слова: крупный рогатый скот, породы, локус бета-казеина, тест-система,   

аллельспецифичные TaqMan зонды.  
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Введение  

 

Молочные белки делятся на две группы: казеины и растворимые белки. Казеины составляют 

около 75-80% от общего количества молочных белков в коровьем молоке (Горбатова, 2004;  

Иолчиев, 2005; Хаертдинов и др., 2009;  Kalyankar  et al., 2016;  Иванов и др., 2017).  Они состоят из 

четырех вариантов белков: альфа S1- казеин (CSN1S1, 39-46% от общего количества казеинов), 

альфа-S2-казеин (CSN1S2, 8-11%), бета-казеин (CSN2, 25-35%) и каппа-казеин (CSN3, 8-15%) (Eigel  

et al., 1984). Сывороточные белки составляют около 16% общего молочного белка и содержат два 

основных белка: альфа-лактальбумин и бета-лактоглобулин. Сюда же входят 

пептоны/низкомолекулярные пептиды (3%) и белки мембраны шариков молочного жира (MFGM) 

(2-6%) (Singh H., 2006; Smoczyński et al., 2012; Cong Wang et al.,  2022). Белки молока жвачных 

животных кодируются высоко полиморфными генами. С тех пор как вышли пионерские работы 



75 
 

 

(Aschaffenburg, Drewry., 1955), обнаружившие аллели А и В бета-лактоглобулина у крупного 

рогатого скота, возрос интерес к генетическому полиморфизму основных белков молока. По сути, 

появилась международная программа «Геном молока». Эта цепь исследований привела к тому, что 

было показано наличие большого полиморфизма белков молока у крупного рогатого скота и других 

видов сельскохозяйственных животных (Barłowska et al., 2012).  

Согласно обзору литературы (Caroli et al., 2009) аллельные варианты генов молочных белков 

приблизительно выглядят следующим образом: αs1- CSN (A, B, C, D, E, F, G, H, I, n=9), αs2-CSN (A, 

B, C, D, n=4), β-CSN (A1, A2, A3, B, C, D, E, F, G, H1, H2, I, n=12), κ-CSN (A, A1, B, B2, C, D, E, F1, 

F2, G1, G2, H, I, J, n=14), 11 β-LG (A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, W, n=11) и α-LA (A, B, C, n=3). Эти 

аллельные формы контролируются кодоминантными аутосомными генами, по менделевскому типу 

наследования. Различные генетические варианты молочных белков отличаются друг от друга всего 

несколькими аминокислотными заменами или делецией в полипептидной цепи (Eigel et al., 1984). 

Был проведен ряд фундаментальных исследований, позволивших определить частоты генетических 

вариантов белков молока у разных пород крупного рогатого скота. Установлена связь между 

качеством молока и аллелотипом по полиморфным белкам. Показана потенциальная возможность 

по их использованию в качестве вспомогательного средства для генетического отбора животных 

(Cardak, 2007; Caroli et al., 2009; Подречнева и др., 2020; Марзанов и др., 2021а, б).  

Одним из таких важных белков молока является бета-казеин (CSN2). Исследованиями 

последних лет показано, что CSN2A1 и CSN2B варианты образуют белки молока крупного рогатого 

скота и их производное бета-казоморфин 7, которые при потреблении вызывают в организме 

человека ряд нарушений в работе кишечника, ишемическую болезнь сердца, диабет, аутизм у детей, 

синдром внезапной смерти новорожденных (Elliott, 1999; Kaminski et al., 2007; Дубынин, 

Каменский, 2010; Вудфорд, 2018). 

Быстрота и точность диагностики аллелей в локусе бета-казеина значительно повысилась 

благодаря установлению их генетической природы. В ряде стран мира проводятся активные 

исследования по выявлению нормальных и мутантных аллелей в локусе бета-казеина. В 

высокоразвитых странах Европы и Северной Америке созданы специальные программы по 

диагностике нормальных и мутантных аллелей бета-казеина (CSN2) в популяциях различных пород. 

На племенных станциях выдающихся производителей и ремонтный молодняк проверяют на 

носительство нормальных и мутантных аллелей по данному локусу, а результаты в обязательном 

порядке, регулярно публикуют в каталогах по племенным быкам. В открытой печати предложены 

ряд методов диагностики аллелей в локусе бета-казеина (Caroli et al., 2016; Dar et al., 2018). Однако 

они занимают много времени либо используется дорогостоящий метод секвенирования, или 

определяют ограниченное число аллелей. Таким образом, в молекулярной биологии существует 

очевидная потребность в разработке высокочувствительных, специфичных, быстрых и не 

дорогостоящих способов диагностики аллелей и генотипов бета-казеина, а также создания тест-

систем для их осуществления, которые могут быть применены в ветеринарной практике.  

Цель исследования - разработка тест-системы для выявления нормальных и мутантных 

аллелей в локусе бета-казеина(CSN2) и проведение генодиагностики этого локуса у двух пород 

крупного рогатого скота (холмогоской и ярославской).  

  

Материал и методы  
 

Источником для исследований служили образцы цельной крови от коров двух пород 

(холмогорская, ярославская), представителей черно-пестрого генеалогического корня крупного 

рогатого скота (n=101). Кровь у представителей холмогорской породы (n=71) брали в 3-х хозяйствах 

Республики Коми: ПлемХоз УХТА-97; ООО «Пригородный» и ООО «Агрокомплекс Инна 

Приполярная». У коров ярославской породы, цельную кровь брали из СПК «Подобино» Тверской 

области (n=30). 

Для выделения ДНК использовали 100 мкл подготовленного образца цельной крови. 

Экстракцию ДНК проводили из образцов крови с помощью сорбентного метода («S-Сорб», EX-516-

100 (ООО «НПФ Синтол»). Подбор праймеров и аллельспецифичных зондов проводили при 
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помощи пакета прикладных программ «Oligo 6.0» (https://www.oligo.net/), «Primer3» 

(https://Primer3.org), «Oligo Analyzer» (https://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/). Для этого 

проводили анализ нуклеотидных последовательностей локуса бета-казеина, опубликованных в 

базах данных генов и фенов наследственных болезней животных Австралии (On-line Mendelian 

Inheritance in Animals, OMIA, https://www.omia.org/home/) и Национального центра 

биотехнологической информации США (National Center for Biotechnology Information, NCBI, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  

Для поиска гомологичных последовательностей в базах данных NCBI использовали 

алгоритм BLAST. Для просмотра хроматограмм, результатов секвенирования, использовали 

программу Chromas (http://technelysium.com.au/wp/chromas/).  

При постановке ПЦР-РВ и секвенировании для учета результатов и обработки данных 

использовано программное обеспечение, поставляемое вместе с оборудованием.  

Популяционно-генетический анализ встречаемости полученных генотипов и аллелей у 

исследованных групп животных проводили по описанным ранее методам (Меркурьева, 1977).  

 

Результаты и обсуждение  
 

При создании тест-системы был проведён поиск нуклеотидных последовательностей генов, 

ответственных за хозяйственно-полезные признаки, по базам данных нуклеотидных 

последовательностей OMIA (OMIA  002033-9913) и NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/X14711.1?report=genbank&log$=nuclalign 

&blast_rank=1&RID=9BWGSV03016). В результате поиска были найдены такие 

последовательности, которые определяли часть структуры нужных нам генов. 

В основу тест-системы положена технология дифференциации аллелей с помощью 

олигонуклеотидных зондов. При использовании флуоресцентно-меченных олигонуклеотидных 

зондов для различения однонуклеотидных полиморфизмов (ОНП) применяли подход, основанный 

на различии в эффективности гибридизации аллельспецифичных зондов на каждом цикле ПЦР. 

Зонды метили различными флуорофорами (FAM, R6G, ROX, Cy5), а результаты реакции с ними 

регистрировали на четырех различных каналах детекции прибора Rotor Gene Q (Qiagen, Германия) 

– Green, Yellow, Orange, Red.  

Общая пара праймеров и три пары зондов были скомплектованы в три реакционные смеси 

(РС1, РС2, РС3), каждая из которых детектирует нуклеотидную замену. В первой реакционной 

смеси (РС1) происходила детекция замены азотистого основания цитозина (C) на аденин (A), что в 

свою очередь приводило к замене аминокислоты пролин (Pro) на гистидин (His) в позиции 67. Во 

второй реакционной смеси (РС2) происходила замена азотистого основания цитозина (C) на гуанин 

(G), что в свою очередь приводило к замене аминокислоты cерин (Ser) на aргинин (Arg) в позиции 

122. В третьей реакционной смеси (РС3) происходила замена азотистого основания цитозина (C) на 

аденин (A), что в свою очередь приводило к замене аминокислоты Гистидин (His) на Глутамин (Gln) 

на в позиции 106.  

Детекция выявляемых аллелей основана на различии в эффективности гибридизации зонда 

на каждом цикле ПЦР с полностью комплементарным зонду аллелем и аллелем с заменой одного 

нуклеотида.  Для определения аллельных вариантов гена бета казеина у крупного рогатого скота 

применяли метод ПЦР-РВ с использованием аллельспецифичных флуоресцентных TaqMan зондов. 

Одна пара праймеров и три пары аллельспецифичных зондов были подобраны с учетом трех 

участков однонуклеотидных замен в гене бета казеина (CSN2). Для каждой замены 

аллельспецифичные зонды подбирали таким образом, чтобы один из них гибридизовался при 

температуре проведения синтеза цепей с аллелем нормального (дикого) типа, а второй – с аллелем 

мутантного типа. Вывод об аллельном варианте в генотипе локуса бета - казеина делали на 

основании сочетания результатов детекции для трех реакционных смесей (Lien et al., 1992). 

В табл. 1 представлены материалы по использованным каналам, флуоресцентным меткам, 

амплифицируемым фрагментам, показаны длины анализируемых фрагментов (п.н.) и 

контролируемые параметры.   

https://www.oligo.net/
file:///C:/Users/Администратор/Desktop/2022/2022-3/2002-3/макеты%20раб/%20Австралии%20(On-line%20Mendelian%20Inheritance%20in%20Animals
file:///C:/Users/Администратор/Desktop/2022/2022-3/2002-3/макеты%20раб/%20Австралии%20(On-line%20Mendelian%20Inheritance%20in%20Animals
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/X14711.1?report=genbank&log$
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Taблица 1. Амплифицируемые фрагменты гена бета-казеина (CSN2) 
 

 Канал Флуорес-

центные 

метки 

Амплифицируемый 

фрагмент 

Длина 

фрагмента, 

п.н. 

Контролируемый 

параметр 

 Green FAM Участок гена CSN2 259 п.н. Определение генотипа  

по бета-казеину 

 Yellow R6G Участок гена CSN2 259 п.н. Определение генотипа  

по бета -казеину 

 Orange ROX Участок гена CSN2 259 п.н. Определение генотипа  

по бета-казеину 

 Red Cy5 Участок гена CSN2 259 п.н. Определение генотипа  

по бета-казеину 
 

Даны варианты для распознавания генотипов в локусе бета-казеина. Часть генотипов 

определяли по каналу Green сигналом FAM, другая по каналу Yellow - сигналом R6G. По каналу 

Orange генотипы устанавливали сигналом от ROX, а по каналу Red сигналом от Cy5. В результате 

проведенных исследований, создан Набор для ПЦР-диагностики генотипов и аллелей в локусе бета-

казеина (CSN2). Набор рассчитан на проведение 100 реакций объемом 25 мкл. 

Использовали пару гибридизационных зондов для каждой реакционной смеси, специфичных 

для определенного аллельного варианта, меченных разными флуорофорами и разрушаемых в ходе 

ПЦР за счет 5’ – экзонуклеазной активности Taq – полимеразы. Детекция выявляемых аллелей 

основана на различии в эффективности гибридизации зонда на каждом цикле ПЦР с полностью 

комплементарным зонду аллелем и аллелем с заменой одного нуклеотида. Поскольку только 

гибридизованные зонды разрушаются ферментом, накопление сигнала пропорционально 

эффективности гибридизации. Различие в эффективности гибридизации зондов очень 

незначительно, однако эта небольшая разница напливается от цикла к циклу что, в итоге, позволяет 

достоверно различать аллели (табл. 2).  
 

Таблица 2. Определение аллельных вариантов гена бета казеина (CSN2)   

у крупного рогатого скота 
 

Диагностируемые 

генотипы в локусе 

бета-казеина 

Реакционная смесь 

(РС1) C/A 

Green/Yellow 

Реакционная смесь 

(РС2) C/G 

Green/Yellow 

Реакционная смесь  

(РС3) C/A 

Orange/Red 

A1A1 A/A  C/C  C/C  

A1A2 C/A C/C  C/C  

A2A2 C/C  C/C  C/C  

А2А3 А/А  С/С  С/А 

A1B A/A  C/G C/C  

A2B C/A C/G C/C  

B A/A  G/G  C/C  

MVA1 C/C  C/G C/C  

MVA2 C/A G/G  C/C  

MVA3 C/C  G/G  C/C  
 

Примечание: РС1, РС2, РС3 - реакционные смеси 1, 2, 3, содержащие флуоресцентно-меченные 

олигонуклеотидные пробы со следующими азотистыми основаниями: аденин (A), цитозин (C), гуанин 

(G), используемые для диагностики генотипов и аллелей в локусе, бета-казеина; Green, Yellow, Orange, 

Red - каналы флуоресценции в приборе Rotor Gene Q (Qiagen, Германия) по которым определяются 

генотипы и аллели в локусе, бета-казеина. В локусе бета-казеина установлены новые мутации, они 

получили лабораторные обозначения: MVA1, MVA2, MVA3. 
 

С использованием разработанной методики и созданного Набора проведен 

геногеографический анализ распространения мутантных (CSN2А1, CSN2В) и нормальных (CSN2А2, 

CSN2А3) аллелей в локусе бета-казеина у коров холмогорской (Республика Коми) и ярославской 

(Тульская область) пород крупного рогатого скота. По классификации (Farrell et al., 2004), в локусе 

бета-казеина выявлено 12 аллелей. Они принадлежат к двум семействам: CSN2А1 (CSN2A1, CSN2B, 

CSN2C, CSN2F, CSN2G) и CSN2А2 (CSN2A2, CSN2A3, CSN2D, CSN2E, CSN2H1, CSN2H2, CSN2I). В 
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середине 90-х был открыт еще один, 13-й аллель, у местного южнокорейского крупного рогатого 

скота, который получил новое обозначение - CSN2А4.  Данный аллель встречается у локального 

крупного рогатого скота в виде гетерозигот, образуя генотипы вместе с CSN2А1, CSN2А2, CSN2В 

вариантами. Структура формируемого им белка бета-казеина слабо изучена (Chung et al., 1995).  

Всего в проведенных нами исследованиях были использованы данные по 101 животным 

(табл. 3). Исходя из классификации (Farrell et al., 2004), у исследованных коров холмогорской 

породы (n=71), в локусе бета-казеина встречается больше генотипов с «плохими» CSN2А1 и CSN2В 

аллелями, чаще всего ввиде гетерозиготных генотипов, хотя CSN2A1/A1- и CSN2B/B - гомозиготы были 

тоже не редкостью.  

Значительна доля встречаемости гетерозиготных генотипов с участием CSN2А1 и CSN2В 

аллелей у другой исследованной, ярославской породы. Следует отметить, тенденции проявления тех 

или иных генотипов у обеих пород одинаковыми. Общим также является отсутствие гомо- и 

гетерозиготных генотипов с участием CSN2А3 аллеля. Показано, у исследованных двух пород 

отсутствует нарушение генетического равновесия (2 =1,55; df=3; Р>0,05 и 2 =2,69; df=3; Р>0,05 

соответственно).  

Установлено также, что мутантные β-CNА1 и β-CNВ аллели обладают кодоминантным типом 

наследования, в отличие от ранее установленных рецессивных источников наследственных 

болезней. Это означает, каждое животное, будь это бык или корова, сохраняют мутантный аллель в 

виде гомо- или гетерозиготного генотипа. В таком случае, родители будут передавать мутантный 

аллель потомкам, в 100% случаях при гомозиготной форме или 50% - гетерозиготном состоянии.  

Быков намного меньше, чем коров, в силу жесткого отбора. Тем не менее, несмотря на 

высокую стоимость племенных быков-производителей, при выявлении у них мутантных аллелей, 

удаляются из селекционных центров. Их заменяют ремонтными быками-производителями, не  

носителями. Сложнее с коровами, их больше и аттестовать всех на носительство мутаций 

практически невозможно. 

Поэтому коров рекомендуем тестировать по локусу бета-казеина при создании особых 

племенных популяций, например, типов, линий, быковоспроизводящих групп коров, нуклеусов. 

Тогда как, быков - производителей используемых в конкретном селекционном процессе, 

необходимо тестировать в обязательном порядке. 

В историческом плане, связанный с возникновением β-CNА1 и β-CNВ мутаций у молочных 

пород крупного рогатого скота, причиной подобного типа нарушений, по нашему мнению, является 

спонтанностьвидимых причин и рассматриваем как ошибку, сбой, в молекулах ДНК, которые 

проявляются в виде замен нуклеотидов. В результате возникает однонуклеотидный полиморфизм 

(ОНП) или single nucleotide polymorphism (SNP). Не исключено, эти события были связаны с 

одомашниванием молочного скота, когда отбирались животные, с наиболее мягким нравом, 

носителей мутантных аллелей. Возможно также, что причиной была проводимая жёсткая 

селекционная работа, направленная на получение высоких удоев, т.е. селекционный пресс на 

реализацию одного признака плюс экологические факторы, могли быть причиной появления 

каскада мутаций 

Как видно на табл. 2, процесс возникновения мутаций не зависит от породы. Больше всего 

CSN2А2/А2 генотипа бета-казеина встречается у гернзейской и джерсейской пород, доля которых в 

Российской Федерации мала. При этом особенностью данных мутаций является, ее 

кодоминантность. Это уникальное состояние, когда мутация кодоминантна в генотипе и способна 

вырабатывать наряду с нежелательным, нормальный белок молока. Следует также особо отметить, 

главной причиной распространения данного явления служат близкородственные принципы 

разведения сельскохозяйственных животных.  

Считаем, наличие такого аллелотипа у двух изученных пород связано с отсутствием 

целенаправленной селекции по элиминации CSN2А1 и CSN2B аллелей в локусе бета-казеина. Не 

исключено влияние экологического фактора на формирование генотипов, поскольку обе 

исследованные породы, исконно разводятся на Севере и в Центральной России, практически в 

одинаковых условиях внешней среды.  

Отсутствием у большинства хозяйств заинтересованности получать антиаллергенное 
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молоко, поскольку А1- и В - белки бета-казеина молока является тем источником, которые 

вызывают непринятие молока организмом человека (Jianqin S. et al., 2016; Вудфорд К., 2018). 

Отсюда, нежелание проведения конкретных селекционных мероприятий по подбору быков-

производителей к стаду, отбору коров при ремонте на заданные генотипы (CSN2А2/А2 или CSN2А2/А1) 

для целенаправленного получения качественного А2 бета-казеинового молока. 

Общее число однонуклеотидных полиморфизмов или SNP в геноме крупного рогатого скота 

составляет приблизительно 10-13 миллионов. Полиморфизм, затрагивающий кодирующие части 

генов, нередко приводит к аминокислотным заменам и появлению белков с новыми, зачастую с 

нежелательными функциональными свойствами. Скрининг SNP явился важным этапом в изучении 

генетики крупного рогатого скота. Оказалось, многие из них явились источником наследственных 

заболеваний, таких как BLAD, CVM, BY (Марзанов и др., 2003; Agerholm et al., 2010; Casas, Kehrli, 

2016; Chun Hsuan Chao et al., 2020; Марзанова и др., 2021; 2022), отрицательно влияющими на 

качество получаемой молочной продуктивности и организм человека (CSN2, CSN3) (Jianqin et al., 

2016; Иванов и др., 2017; Dar et al., 2018; Вудфорд, 2018).   

Разработка методов диагностики нормальных и мутантных аллелей в локусе бета-казеина 

позволит купировать распространение нежелательных вариантов, ухудшающих качество 

получаемой молочной продуктивности. Предложенный ПЦР-РВ-метод для массовой диагностики 

нормальных и мутантных аллелей в локусе бета-казеина, даст возможность, на ранних этапах 

формировать группы племенных животных-неносителей (быков-производителей, ремонтных 

бычков, быковоспроизводящих коров), тем самым заложить основу для создания качественного 

поголовья в регионах, где разводятся представители всех генеалогических корней крупного 

рогатого скота.  

ДНК-технология и генетико-генеалогический анализ позволяют диагностировать эти 

мутации и проводить своевременную санацию стада. Процесс не простой и может занять годы. 

Искоренение мутантных β-CNА1 и β-CNВ аллелей возможно при проведении комплексных 

мероприятий, оно включает подбор гомозиготных (β-CNА2/А2) или гетерозиготных (β-CNА2/А1) быков 

к стаду, отбор коров - не носителей β-CNА1 и β-CNВ мутаций.  

 

Заключение 
 

Разработанный ПЦР-РВ-метод для диагностики нормальных и мутантных аллелей в локусе 

бета-казеина позволяет на ранних этапах селекционной работы формировать группы племенных 

быков-производителей, ремонтных бычков, быковоспроизводящих коров. На основе разработанной 

методики проведена аттестация холмогорской и ярославской пород, принадлежащих чёрно-

пёстрому генеалогическому корню. Показано, чаще всего встречаются генотипы с «плохими» 

CSN2А1 и CSN2В аллелями. Наличие такого состояния генотипов у исследованных пород связано с 

невостребованностью А2-бета-казеинового молока. У исследованных коров отсутствовал редко 

встречаемый у молочных пород CSN2А3 аллель. 
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ABSTRACT. The milk proteins of ruminants are encoded by highly polymorphic genes. In recent 

years, interest in the genetic polymorphism of the main proteins of milk has increased, and the international 

program "Genome of Milk" has appeared. The aim of the study was to develop a test system for the detection 

of normal and mutant alleles in the CSN2 beta-casein locus and to carry out gene diagnostics of four alleles 

of this locus in two breeds of cattle using the technology of allele-specific TaqMan probes. For 

bioinformatic analysis, some of the materials were taken from the OMIA (Australia) and NCBI (USA) 

databases. On the basis of the developed methodology, the certification of the Kholmogory and Yaroslavl 

breeds belonging to the black-and-white genealogical root was carried out. It has been shown that genotypes 

with “bad” CSN2A1 and CSN2B alleles are most common. The presence of such a state of genotypes in 

the studied breeds is associated with the lack of demand for A2-beta-casein milk. Cows lacked the CSN2A3 

allele, which is rare in dairy breeds. The developed RT-PCR method for diagnosing normal and mutant 

alleles in the beta-casein locus makes it possible to form groups of pedigree bulls, replacement bulls, and 

bull-reproducing cows at the early stages of breeding work. The proposed DNA technology will provide an 

opportunity to lay the foundation for creating a high-quality cattle population in regions where 

representatives of different genealogical roots are bred. 
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