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Статья посвящена разработке метода диагностики аллелей экзона-2 гена DRB1 лейкоцитарного ан-
тигена овец (OLA). В качестве модели использованы две популяции овец романовской породы. Ис-
следования проводили методом рестрикционного картирования с использованием рестриктаз SacI,
SacII, MvaI, Hin1I и HaeIII. Вертикальный электрофорез гидролизованных фрагментов ДНК прово-
дили в 10%-ном полиакриламидном геле. Для анализа секвенированных последовательностей ис-
пользовали компьютерную программу SnapGene©, а для обработки полученных данных ‒ програм-
му MS Excel 2023. Аллелофонд в DRB1 локусе обоих популяций овец был представлен 25 разными
аллелями. В популяции № 1 идентифицировано 19 аллелей, в популяции № 2 – 17. Совпадение меж-
ду двумя выборками составило 44%, то есть выявлено 11 идентичных аллелей. После выравнивания
нуклеотидных последовательностей и оценки удаленности аллелей друг от друга было построено
филогенетическое дерево. Наличие тест-системы для анализа аллелей в локусе DRB1 важно для
оценки уровня биоразнообразия пород овец, а также их генетической устойчивости или предраспо-
ложенности к различным заболеваниям.
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В последние годы в животноводстве активно
идут исследования генов главного комплекса ги-
стосовместимости (MHC) как факторов устойчи-
вости или восприимчивости животных к различ-
ным заболеваниям с целью оптимизации стратегий
селекции. Лейкоцитарный антиген овец (Ovine leu-
kocyte antigen, OLA), часть MHC овец, включает
три класса генов: OLA-I, OLA-II, OLA-III, ‒ ко-
торые локализуются на хромосоме 20 в области
q15–q23 [1]. Система OLA ‒ это семейство множе-
ства генов, контролирующих иммунологическое
распознавание по принципу “Я/не-Я” [2‒9].
Обозначение локусов OLA возникло в результате

добавления “Ovar” (Ovis aries) к известным обо-
значениям локусов у человека. Так, класс OLA-I у
овец представлен пока одним локусом Ovar-N,
кодирующим 32 аллеля; OLA-II ‒ аллелями 5 ло-
кусов: Ovar-DRB1, Ovar-DQA1, Ovar-DQA2, Ovar-
DQB1 и Ovar-DQB2. Сюда же относятся два локуса
Ovca-DRA и Ovca-DRB1, идентифицированные у
диких канадских толсторогов (Ovis canadensis, от-
сюда и аббревиатура Ovca). В список вошли еще два
локуса, близкие к DQB человека: Ovar-DQB2like и
Ovar-DQA2like. Все 10 локусов OLA полиморф-
ные. Наибольший полиморфизм выявлен для Ovar-
DRB1 (n = 130), потом следуют Ovar-N (n = 32),
Ovar-DQB2 (n = 27) и Ovar-DQB1 (n = 22) и группа
из четырех локусов: Ovar-DQA2 (n = 14), Ovar-DQA1
(n = 12), Ovca-DRA (n = 10) и Ovca-DRB1 (n = 8).
Меньше всего полиморфных аллелей выявлено в
OvarDQB2like (n = 4) и Ovar-DQA2like (n = 3).
Класс OLA-III занимает область между OLA-I и

Список сокращений: DRB1 (DR B1 chain) – ген, кодирую-
щий β-цепь антигенпрезентирующей молекулы главного
комплекса гистосовместимости класса II; IPD (Immuno
Polymorphism Database) – база данных иммунополимор-
физмов; MHC (major histocompatibility complex) ‒ главный
комплекс гистосовместимости; OLA (Ovine leukocyte anti-
gen) ‒ лейкоцитарный антиген овец.
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OLA-II, где картированы гены, кодирующие не-
которые компоненты системы комплемента (С4а
и С4b, С2, фактор В), цитокины, 21-гидроксилазу
и другие [10, 11]. Локусы OLA-II высокополиморф-
ны и их рассматривают как основные генетические
маркеры в исследованиях по генотипированию
овец для определения их устойчивости/восприим-
чивости к инфекционным и паразитарным болез-
ням [5, 12]. Локусы DRB1 и DQB1 OLA класса II об-
ладают высоким полиморфизмом, который поддер-
живается предпочтительным отбором гетерозигот,
что было показано ранее c использованием других
типов (полиморфные системы белков, группы
крови, микросателлиты) маркирующих систем
[13‒16]. Разнообразие, обусловленное аллелями в
локусе DRB1, предполагает корреляцию между
структурами генов OLA и устойчивостью живот-
ного к паразитарным или инфекционным болез-
ням. Такая связь впервые была показана на цып-
лятах, у которых гаплотип B21 (MHC класса IIB)
обеспечивает самую высокую устойчивость к за-
ражению герпесвирусом, вызывающим болезнь
Марека [17, 18]. Не менее известна роль куриного
MHC класса I в обеспечении устойчивости к ви-
русу саркомы Рауса [19, 20]. Полиморфизм гена
Ovar-DRB1 играет важную роль в устойчивости к
нематодной инфекции у овец пород суффолкская
и тексель [10, 21].

Целью проведенного исследования была раз-
работка метода генетического анализа аллелей в
локусе DRB1 OLA у овец романовской породы.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Материал исследования

Образцы цельной крови брали у овец двух попу-
ляций романовской породы. Исследовали 59 различ-

ных половозрастных особей из ООО “АТИС СХ”
(популяция № 1) и 30 овцематок из ООО “Рома-
новское” (популяция № 2) в Ярославской обла-
сти. Кровь у животных брали из яремной вены в
пробирки с 0.05%-ным раствором ЭДТА. Образ-
цы хранили при ‒20°С.

Выделение ДНК

ДНК из цельной крови овец выделяли сор-
бентным методом с использованием набора реа-
гентов EX-516 (“СИНТОЛ”, Россия) по инструк-
ции производителя.

Дизайн праймеров

Согласно базе данных иммунополиморфиз-
ма главного комплекса гистосовместимости
(IPD-MHC; https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/), на
данный момент у овец идентифицировано более
150 различных аллелей гена DRB1. Из них 130 ал-
лелей подробно описаны, изучена их нуклеотид-
ная последовательность. Нами проведен поиск и
отбор нескольких пар локусспецифичных прай-
меров, позволяющих получить полную последо-
вательность экзона-2 гена DRB1 у овец романов-
ской породы [5, 22‒24]. При этом мы учитывали,
что на 3'-конце прямого праймера могут встре-
чаться вариативные области аллеля. В связи с
этим в одной из пар был использован укорочен-
ный вариант праймера HL031 (DRB1_E2_rev).
Эта модификация применена для сохранения ва-
риативных регионов аллелей. Тщательный отбор
праймеров проведен с целью дальнейшего их ис-
пользования в разрабатываемых протоколах ПЦР
для анализа экзона-2 гена DRB1 у овец (табл. 1).

Таблица 1. Праймеры, выбранные для ПЦР-анализа экзона-2 гена DRB1 у овец
Table 1. Primers selected for PCR analysis of DRB1 exon 2 in sheep

Примечание: a Температура плавления; b это укороченный по 3'-концу праймер HL031 (подчеркиванием выделена область,
вошедшая в DRB1_E2_rev). 
Note: a Melting temperature; b this is a 3'-truncated HL031 primer (the region included in DRB1_E2_rev is underlined).

Праймер
Tm

a, °С Источник
название последовательность, 5' → 3'

330_F ATTAGCCTCYCCCCAGGAGKC 59 [22]
329_R CACCCCCGCGCTCACCTCGCCGC 74 [22]
445_F TATCCCGTCTCTGCAGCACATTTC 61 [22]
DRB1_E2_rev GCTCACCTCGCCGCT 60 Эта работаb

OLA_DRB1(GC) CCGGAATTCCCGTCTCTGCAGCACATTTCTT 63 [5]
HL031 TTTAAATTCGCGCTCACCTCGCCGCT 68 [5]
OLA_XRB1 AGCTCGAGCGCTGCACAGTGAAACTC 51 [5]
KP_fw TATCCCGTCTCTGCAGCACATTTC 61 [24]
KP_rev TCGCCGCTGCACACTGAAACTCTC 65 [24]
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ПЦР-анализ экзона-2 гена DRB1

ПЦР проводили на приборе Rotor-Gene Q
(Qiagen, Германия) с использованием набора для
проведения ПЦР c HS-Taq (+MgCl2) (KH016-500;
“Биолабмикс”, Россия). В ходе оптимизации был
проведен ряд ПЦР для каждой группы праймеров.

Пары 330_F, 329_R, 445_F и DRB1_E2_rev ис-
пользовали в реакциях со следующим режимом:
1) денатурация при 95°C в течение 5 мин; 2) 30 цик-
лов по 30 с при 95°C, 30 с при 58°C, 30 c при 72°C;
3) финальная элонгация при 72°C в течение 10 мин.

ПЦР с праймерами OLA_DRB1(GC), HL031 и
OLA_XRB1 проводили в два этапа. На первом
этапе в 20 мкл реакционной смеси иcпользовали
пару OLA_DRB1(GC) и HL031 в следующем ре-
жиме: 1) денатурация при 95°C в течение 5 мин; 2)
15 циклов по 30 с при 95°C, 30 с при 50°C, 60 c при
72°C; 3) финальная элонгация при 72°C в течение
10 мин. Далее 3 мкл полученной на первом этапе
реакционной смеси вводили во второй этап
ПЦР (конечный объем 50 мкл) с праймерами
OLA_DRB1(GC) и OLA_XRB1 в следующем ре-
жиме: 1) 30 циклов по 30 с при 95°C, 30 с при 63°C,
60 c при 72°C; 2) финальная элонгация при 72°C в
течение 10 мин.

ПЦР с парой праймеров KP-fw и KP-rev про-
водили в следующем режиме: 1) денатурация при
95°C в течение 5 мин; 2) 40 циклов по 60 с при
95°C, 45 с при 59.5°C, 60 c при 72°C; 3) финальная
элонгация при 72°C в течение 10 мин.

Ферментативный гидролиз

В качестве ферментов рестрикции применяли
изошизомеры рестриктаз фирмы “SibEnzyme”
(Россия): Sfr303I, Bst2UI, BstACI, EcoICRI, BsuRI.
Реакцию проводили в объеме 20 мкл с 9 мкл
ПЦР-смеси и 5 U фермента в условиях, рекомен-
дованных производителем.

Электрофорез ДНК-гидролизатов

Вертикальный электрофорез ферментативных
гидролизатов ДНК проводили в 10%-ном ПААГ в
буфере TBE (“Евроген”, Россия). Горизонталь-
ный электрофорез проводили в 1.5%-ном агароз-
ном (Suzhou Yacoo Science, Китай) геле в TBE-бу-
фере. К 20 мкл реакционной смеси добавляли 4 мкл
6× буфера для нанесения ДНК-образцов на гель и
0.25 мкл 100× Sybr Gold (Thermo Fisher Scientific,
США). Электрофорез проводили в течение 60 мин
при 120 В. Для детекции использовали трансил-
люминатор ECX-F15.M (Vilber Lourmat, Фран-
ция) при длине волны 495 нм.

Виртуальное рестрикционное картирование
Для предварительной оценки распределения

аллелей в DRB1 локусе было проведено их вирту-
альное картирование рестриктазами SacI, SacII,
MvaI, Hin1I и HaeIII. Нуклеотидные последова-
тельности каждого экзона-2 каждого известного
аллеля загружали в онлайн ресурс Restriction Ana-
lyzer (https://molbiotools.com/). Далее выбирали
список используемых ферментов. В результате
работы программа предоставляет данные о том, ка-
кой длины фрагменты будут получены в результате
обработки загруженной нуклеотидной последо-
вательности каждым отдельным ферментом.

Рестрикционное картирование
После электрофореза в полиакриламидном ге-

ле и детекции результатов проводили оценку
длин фрагментов ДНК, образовавшихся в резуль-
тате реакции гидролиза. На основании числа и
длин фрагментов проводили анализ схожести
различных образцов и делали выводы об их ал-
лельном составе, опираясь на результаты предва-
рительного виртуального картирования.

Секвенирование и анализ 
амплифицированных фрагментов гена DRB1

Секвенирование фрагментов, полученных в
ходе ПЦР, проведено в ЗАО “Евроген” на генети-
ческом анализаторе 3500 хL Applied Biosystems
(Thermo Fisher Scientific).

Анализ последовательностей проводили с ис-
пользованием компьютерной программы Snap-
Gene© (https://www.snapgene.com/).

Построение филогенетического дерева
Для выравнивания нуклеотидных последова-

тельностей и построения филогенетического дере-
ва использовали онлайн ресурс Multiple Sequence
Alignment by CLUSTALW (https://www.ge-
nome.jp/tools-bin/clustalw; Kyoto University Bioin-
formatics Center, Япония).

Обработка данных
Полученные данные обрабатывали с исполь-

зованием программы MS Excel 2023.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Предварительное типирование ДНК-

последовательностей известных аллелей, 
полученных при обработке рестриктазами

На момент начала работы в базе данных
IPD-MHC содержалась информация о 130 алле-
лях гена DRB1 с описанием их нуклеотидной по-
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следовательности. Раньше для проведения ста-
тистических исследований, связанных с определен-
ными аллелями, использовали распределение
вариантов DRB1 по группам согласно наличию
или отсутствию специфичных сайтов рестрикции
[5, 25]. Данный метод анализа позволяет пример-
но определить схожесть нуклеотидных последо-
вательностей без применения секвенирования.
Принцип действия заключается в обработке нук-
леотидной последовательности одним или не-
сколькими ферментами рестрикции. В результате
реакции гидролиза рассматриваемая цепь ДНК
распадается (или не распадается в случае отсут-
ствия сайта распознавания рестриктазы) на фраг-
менты различной длины. Далее проводят элек-
трофоретический анализ длин образовавшихся
фрагментов. Нуклеотидные последовательности
со сходными паттернами гидролиза распреде-
ляют в группы. Чем больше ферментов исполь-
зуют параллельно, тем более качественно уда-
ется сгруппировать исследуемые образцы. Принад-
лежность к одной группе позволяет предполагать,
что рассматриваемые варианты нуклеотидных
последовательностей обладают схожей структу-

рой ‒ как минимум в участках, где есть сайт ре-
стрикции.

Чаще всего рассматривали следующие рестрик-
тазы: SacI, SacII, MvaI, Hin1I и HaeIII. С целью по-
нять, насколько точно можно идентифицировать
аллели, присутствующие в геноме конкретного
рассматриваемого животного, при помощи ото-
бранного набора ферментов, мы провели предва-
рительное виртуальное рестрикционное картиро-
вание всех доступных последовательностей.

В связи с этим на предварительном этапе ис-
следования мы выбрали референсную последова-
тельность гена DRB1 овец (Gene ID: 101119342) и
провели виртуальную ПЦР с использованием
праймеров 330_F и DRB1_E2_rev. Эта пара прай-
меров была выбрана в качестве целевой, так как их
комбинация позволяет охватить наиболее длинную
последовательность (331 п.н) участка гена. Кроме
того, ее использование в ПЦР позволяет избежать
разночтений в вариативных участках по концам
экзона-2 гена DRB1. Продукты амплификации
анализировали электрофорезом в 1.5%-ном ага-
розном геле (рис. 1).

После этого провели выравнивание всех 130
описанных аллелей в локусе DRB1 с полученным
фрагментом экзона-2. На основании выравнива-
ния для каждого аллеля составили нуклеотидные
последовательности одинаковой длины с после-
довательностями используемых праймеров по
краям. Полученные варианты последовательно-
стей подвергли виртуальному параллельному
гидролизу рестриктазами SacI, SacII, MvaI, Hin1I
и HaeIII. Выявлено, что из ПЦР-ампликона (об-
щая длина – 331 п.н.), обработанного различны-
ми рестриктазами, могут быть получены следую-
щие фрагменты: 331 и 242/89 п.н. для SacI, 331 и
263/68 п.н. для SacII, 123/107/87/14, 180/87/50/14
и 123/87/57/50/14 п.н. для MvaI, 331 и 212/119 Hin1I,
193/124/14, 193/138, 193/72/52/14, 259/72, 193/72/66,
207/124, 207/72/48 и 207/72/52 п.н. для HaeIII.

Для каждого известного аллеля была составле-
на индивидуальная рестрикционная карта. Алле-
ли, которые образовывали одинаковые рестрик-
ционные карты по всем 5 используемым фермен-
там, объединяли в общую группу. По результатам
обработки всех 130 нуклеотидных последовательно-
стей было сформировано 20 возможных вариантов
рестрикционной карты. Таким образом, удалось
распределить все выявленные последовательности
аллелей гена DRB1 в 20 групп гидролитического
паттерна (табл. 2) по карте гидролиза ампликона
экзона-2. Полное распределение групп представ-
лено в табл. S1 Дополнительных материалов.

Рестрикционное картирование выборок

Для исследования генетического разнообра-
зия овец романовской породы было проанализи-

Рис. 1. Электрофоретический анализ продуктов
ПЦР-амплификации ДНК овец. На дорожки нанесе-
ны ПЦР-продукты, полученные с праймерами 330_F
и 329_R (1), 330_F и DRB1_E2_rev (2), 445_F и 329_R
(3), 445_F и DRB1_E2_rev (4), OLA_DRB1(GC),
OLA_XRB1 и HL031 (5), KP_fw и KP_rev (6). В каче-
стве маркера длин ДНК использовали Step50 plus
(“Биолабмикс”, Россия).
Fig. 1. Electrophoretic analysis of PCR amplification of
sheep DNA. The lanes contain PCR products obtained
with primers 330_F and 329_R (1), 330_F and
DRB1_E2_rev (2), 445_F and 329_R (3), 445_F and
DRB1_E2_rev (4), OLA_DRB1(GC), OLA_XRB1 and
HL031 (5), KP_fw and KP_rev (6). Step50 plus (“Biolab-
mix”, Russia) was used as a DNA length marker.

1500 п.н.

1000 п.н.

700 п.н.
600 п.н.
500 п.н.

200 п.н.
150 п.н.
100 п.н.

400 п.н.
350 п.н.
300 п.н.
250 п.н.

1Маркер 2 3 4 5 6
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ровано две их популяции. Из цельной крови, полу-
ченной от животных, выделяли суммарную геном-
ную ДНК, после чего проводили амплификацию
экзона-2 гена DRB1 с использованием праймеров
330_F и DRB1_E2_rev. ПЦР-смесь каждого об-
разца делили на 5 частей ‒ для параллельного
гидролиза ферментами рестрикции. Для каждого
фермента использовали условия, рекомендован-
ные производителем (табл. 3).

Полученные продукты разделяли электрофо-
резом в 10%-ном ПААГ, детектировали с использо-
ванием ДНК-красителя Sybr Gold (Thermo Fisher
Scientific). По результатам электрофореза в ПААГ
каждый образец оценивали по пяти вариантам
гидролиза с каждым ферментом (по длинам фраг-
ментов, полученных после гидролиза амплико-
на). На основании полученных рестрикционных
карт каждый образец относили к одной из групп

Таблица 2. Группы гидролитического паттерна, составленные на основе возможных комбинаций вариантов
гидролиза (рестрикционных карт) рассматриваемого ампликона 
Table 2. Hydrolytic pattern groups compiled on the basis of possible combinations of hydrolysis variants (restriction maps)
of the amplicon under consideration

* Примечание: Группа гидролитического паттерна.
* Note: Group of hydrolytic pattern.

Группа ГП*
Длина рестрикционных фрагментов, п.н.

SacII/Sfr303I MvaI/Bst2UI Hin1I/BstACI SacI/EcoICRI HaeIII/BsuRI

1 331 123/107/87/14 331 331 193/124/14
2 263/68 123/107/87/14 331 331 193/124/14
3 263/68 180/87/50/14 331 331 193/124/14
4 331 123/107/87/14 212/119 331 193/124/14
5 263/68 123/107/87/14 212/119 331 193/124/14
6 331 123/107/87/14 212/119 242/89 193/124/14
7 263/68 180/87/50/14 212/119 331 193/124/14
8 331 123/107/87/14 331 331 193/138
9 331 123/107/87/14 331 242/89 193/138

10 263/68 180/87/50/14 331 331 193/138
11 331 123/107/87/14 331 331 193/72/52/14
12 331 123/107/87/14 212/119 331 193/72/52/14
13 331 180/87/50/14 212/119 331 259/72
14 331 123/107/87/14 212/119 242/89 193/72/52/14
15 331 123/107/87/14 331 331 193/72/66
16 331 123/107/87/14 331 242/89 193/72/66
17 331 123/107/87/14 212/119 331 193/72/66
18 263/68 123/87/57/50/14 331 331 207/124
19 331 123/87/57/50/14 331 331 207/72/48
20 331 123/87/57/50/14 331 331 207/72/52

Таблица 3. Условия гидролиза целевых ПЦР-продуктов рестриктазами 
Table 3. Conditions for hydrolysis of target PCR products by restriction enzymes

Фермент Буфер

Условия реакции

гидролиз инактивация

Т, °С время, мин Т, °С время, мин

Sfr303I B 37 90 65 20
Bst2UI G + BSA (0.1 мг/мл) 37 90 80 20
BstACI W 37 90 80 20
EcoICRI G + BSA (0.1 мг/мл) 37 90 65 20
BsuRI G 37 90 80 20
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гидролитического паттерна, приведенных в табл. 2,
или к их комбинации. В результате гидролиза об-
разца, содержащего аллели из разных групп гидро-
литического паттерна, одновременно формируют-
ся карты, соответствующие обеим группам. Таким
образом, происходит наложение гидролитических
карт друг на друга. Полученные рестрикционные
карты, а также групповая принадлежность для
каждого исследуемого образца представлены в
табл. 4. Кроме того, для подтверждения эффектив-
ности рассматриваемой системы было проведено
секвенирование всех образцов для точного опреде-
ления конкретных аллелей в каждом из них, а так-
же для проверки достоверности оценки группо-
вой принадлежности по рестрикционной карте.

Идентификация конкретных аллелей 
по результатам секвенирования

Полученные в ходе работы ПЦР-фрагменты
секвенировали с праймером 330_F для точного
определения аллелей, представленных в рассмат-
риваемых выборках, и оценки гетерогенности
DRB1 локуса в двух популяциях овец романов-
ской породы. Выравнивание полученных нуклео-
тидных последовательностей проводили против
ранее определенных групп. В случае секвениро-
вания гетерозигот в некоторых участках на хро-
матограмме детектировали появление двух сигна-
лов разных нуклеотидов одновременно. В связи с
этим аллели подбирали таким образом, чтобы в
местах двоения сигнала комбинация вариатив-
ных участков разных аллелей образовывала кар-
тину, соответствующую данным хроматограммы.
Аллели 09:01 и 09:02 невозможно различить в
рамках экзона-2 DRB1 локуса, так как их отличия
локализованы в первом экзоне. В общей сложно-
сти в DRB1 локусе было идентифицировано 19 алле-
лей у овец в популяции № 1 и 17 в популяции № 2. В
тоже время аллелофонд в DRB1 гене обоих попу-
ляций был представлен 25 разными аллелями.
Совпадение между двумя выборками составило
44%, то есть было выявлено 11 идентичных алле-
лей (табл. 5).

На основании множественного выравнивания
нуклеотидных последовательностей обнаружен-
ных аллелей построили филогенетическое дерево
с использованием онлайн ресурса Multiple Se-
quence Alignment by CLUSTALW (https://www.ge-
nome.jp/tools-bin/clustalw) и оценили удален-
ность идентифицированных аллелей друг от дру-
га (рис. 2).

Цифры в основании узлов и в круглых скобках
рядом с наименованием аллеля указывают так на-
зываемую длину ветвей, а конкретнее, число нук-
леотидных замен, произошедшее в среднем меж-
ду двумя узлами (при 1 замене на 10 нуклеотидов
это 0.1, на 100 нуклеотидов ‒ 0.01 и т.д.). Числа в
квадратных скобках в основании узла указаны в
процентах и могут варьировать от 1 до 100%. Это
мера поддержки узла, или значение бутстрэп-

анализа. Это число указывает степень вероятно-
сти того, что в данном месте происходит разделе-
ние ветвей именно указанными группами, и чем
больше число, тем выше достоверность и вероят-
ность произошедшего разделения.

В ходе построения филогенетического дерева
последовательности соотносят в различных ком-
бинациях ‒ для определения наиболее достовер-
ных данных распределения. Чем чаще пара по-
следовательностей попадает в один узел, тем бо-
лее вероятно их близкое разделение в процессе
изменения нуклеотидной последовательности.
Например, аллели 09:01 и 09:02 отличаются друг
от друга на один нуклеотид. Таким образом, на-
блюдается очень низкое число замен (5 × 10‒9) и
высокий балл бутстрэп-анализа, равный 100%.
Таким образом, чем дальше друг от друга нахо-
дятся узлы, разделяющие аллели между собой,
тем раньше во времени произошла нуклеотидная
замена, определяющая их отличие. В таком слу-
чае большое число узлов, отделяющих аллель
01:01 от 04:02, показывает их большую генетиче-
скую отдаленность друг от друга.

Преимущества и ограничения метода 
рестрикционного картирования

В ходе проведенной работы нам удалось подо-
брать оптимальную пару праймеров, использова-
ние которой позволило впервые получить ампли-
коны экзона-2 гена DRB1 овец романовской поро-
ды. При введении в ПЦР комбинации праймеров
мы получили последовательность, полностью за-
хватывающую исследуемый фрагмент ДНК и все
вариативные сайты, содержащиеся в экзоне-2.
Кроме того, по краям ПЦР-фрагмента формиро-
вались участки, длина которых была достаточна
для использования праймеров на интронных
фрагментах ‒ для более точных результатов се-
квенирования.

Нами разработан метод дифференцироки ал-
лелей гена DRB1 по группам гидролитического
паттерна с использованием 5 ферментов рестрик-
ции и продемонстрирована его эффективность.
Заметим, что ранее аналогичный метод генотипи-
рования по DRB1 при помощи рестрикционного
картирования со схожим набором ферментов был
использован для поиска возможных корреляций
между гаплотипами по DRB1 и резистентностью к
паразитозам и нематодозам [4, 5]. Авторы пришли к
выводу, что гаплотипы MvaI(210/123/87/86)-
SacII(296/229/69)-Hin1I(296/178/118) [5] и
SacI(296/208/88) MvaI(123/87/86) [4] могут быть
связаны с устойчивостью животных к кишечным
паразитозам. Но в связи с отсутствием на тот мо-
мент информации о точном числе возможных ал-
лельных вариаций и их нуклеотидных последова-
тельностях такое типирование не позволило точно
идентифицировать конкретные аллели, определя-
ющие резистентность, хотя возможность сузить
допустимые варианты до конкретных групп была.
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Таблица 5. Аллели в локусе DRB1, обнаруженные в двух популяциях овец романовской породы 
Table 5. Alleles at the DRB1 locus detected in two populations of Romanov sheep

* Примечание: Аллели 1‒11 ‒ общие для двух исследованных популяций овец выделены зеленым цветом
* Note: Alleles 1‒11 are common in the two sheep populations studied, and are highlighted in green.

Аллели в DRB1 локусе*

популяция № 1
(n = 59)

частота 
встречаемости

популяция № 2
(n = 30)

частота 
встречаемости

1. OLA02429
Ovar-DRB1*03:01

0.1271 1.OLA02429
Ovar-DRB1*03:01

0.1000

2. OLA02424
Ovar-DRB1*03:02

0.0254 2.OLA02424
Ovar-DRB1*03:02

0.0167

3. OLA02979
Ovar-DRB1*03:10

0.0169 3.OLA02979
Ovar-DRB1*03:10

0.0167

4. OLA02459
Ovar-DRB1*04:02

0.1356 4.OLA02459
Ovar-DRB1*04:02

0.1333

5. OLA08707
Ovar-DRB1*06:02

0.0847 5.OLA08707
Ovar-DRB1*06:02

0.1167

6. OLA02431
Ovar-DRB1*07:01

0.0254 6.OLA02431
Ovar-DRB1*07:01

0.0333

7. OLA02428
Ovar-DRB1*09:01

0.0339 7.OLA02428
Ovar-DRB1*09:01

0.0167

8. OLA02477
Ovar-DRB1*09:02

0.0339 8.OLA02477
Ovar-DRB1*09:02

0.0167

9. OLA08873
Ovar-DRB1*16:13

0.0593 9.OLA08873
Ovar-DRB1*16:13

0.0333

10. OLA02467
Ovar-DRB1*20:01

0.1525 10.OLA02467
Ovar-DRB1*20:01

0.1833

11. OLA02468
Ovar-DRB1*20:02

0.0763 11.OLA02468
Ovar-DRB1*20:02

0.0500

12. OLA08716
Ovar-DRB1*20:04

0.0508 12. OLA08878
Ovar-DRB1*12:06

0.0667

13. OLA08709
Ovar-DRB1*26:01

0.0254 13. OLA02483
Ovar-DRB1*03:08

0.0833

14. OLA08863
Ovar-DRB1*29:01

0.0169 14. OLA02787
Ovar-DRB1*12:02

0.0333

15. OLA08711
Ovar-DRB1*04:06

0.0169 15. OLA02445
Ovar-DRB1*02:01

0.0333

16. OLA08675
Ovar-DRB1*10:05

0.0593 16. OLA02426
Ovar-DRB1*01:01

0.0167

17. OLA08710
Ovar-DRB1*10:09

0.0508 17. OLA02788
Ovar-DRB1*12:03

0.0667

18. OLA02478
Ovar-DRB1*11:02

0.0254

19. OLA08681
Ovar-DRB1*17:04

0.0169
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К сожалению, при проведении ПЦР с праймера-
ми, указанными в обеих статьях [4, 5], происходит
уничтожение сайта рестрикции прямым прайме-
ром для фермента MvaI, который присутствует в
некоторых вариантах аллелей, из-за чего пропа-
дает возможность правильно дифференцировать
часть групп. При проведении анализа результатов
рассматриваемых статей с данными рестрикци-
онного картирования всех известных последова-
тельностей, полученных в ходе работы, мы обна-
ружили, что невозможно с точностью определить,
какие именно генотипы могут отвечать за устойчи-
вость животных к нематодозам из-за очень широ-
кого спектра возможных аллелей и их комбина-
ций. Таким образом, разработанная нами методо-
логия рестрикционного картирования позволила
расширить знания об аллельном составе DRB1 ге-
на у овец и в дальнейшем может быть использова-
на как инструмент генотипирования, причем бо-
лее точный, чем в рассмотренных выше работах.

Разработанный нами метод позволяет в боль-
шинстве случаев достаточно точно определить
принадлежность исследуемого участка гена DRB1
из образца особи к определенной группе или их
комбинации. Но такой способ рестрикционного
картирования требует определенной доработки,

так как в процессе идентификации групповой при-
надлежности возникает ряд ограничений. Во-пер-
вых, это очень близкое расположение фрагментов,
которые незначительно отличаются по размеру, но
эта разница является определяющей (фрагменты
длиной 138/124 или 72/66 п.н.). Во-вторых, при
использованном методе окрашивания визуально
трудно определить наличие фрагментов размером
50 п.н. и меньше из-за низкой интенсивности лю-
минесценции, что затрудняет проведение анали-
за. В-третьих, использование описанного набора
ферментов рестрикции позволяет выделить лишь
20 групп гидролитического паттерна, что при об-
щем размере базы данных в 130 идентифицирован-
ных последовательностей не дает точной информа-
ции о конкретных аллелях, содержащихся в попу-
ляции. Необходимо провести оптимизацию и поиск
дополнительных рестрикционных сайтов, которые
позволят точнее определять групповую принадлеж-
ность, исключив стадию секвенирования.

Следует отметить еще очень важный момент.
Дело в том, что исследованная нами романовская
порода овец относится к закрытой и многоплод-
ной, что может влиять на сужение ее аллелотипа
из-за стихийного инбридинга. Косвенно это под-
тверждается и общим уровнем геномной гетеро-

Рис. 2. Филогенетическое дерево обнаруженных аллелей гена DRB1. Цифры рядом с каждым узлом обозначают меру
поддержки узла. Красным цветом выделены аллели, идентифицированные в популяции № 1, синим цветом – в попу-
ляции № 2, зеленым цветом – общие для обеих популяций аллели. Обозначения: 5e‒9 = 5 × 10‒9, 6e‒9 = 6 × 10‒9.
Fig. 2. Phylogenetic tree of the detected alleles of the DRB1 gene. The numbers next to each node represent a measure of node
support. Red indicates alleles identified for population #1, blue for population #2, and green indicates alleles common to both
populations. Designations: 5e‒9 = 5 × 10‒9, 6e‒9 = 6 × 10‒9.

OLA02445 | Ovar-DRB1*02_01 | 801

OLA02979 | Ovar-DRB1*03_10 | 269

OLA02483 | Ovar-DRB1*03_08 | 269

OLA08873 | Ovar-DRB1*16_13 | 270

OLA02483 | Ovar-DRB1*12_03 | 269

OLA02787 | Ovar-DRB1*12_02 | 269

OLA08878 | Ovar-DRB1*12_06 | 270

OLA08675 | Ovar-DRB1*10_05 | 269

OLA02467 | Ovar-DRB1*20_01 | 274

OLA02468 | Ovar-DRB1*20_02 | 274

OLA08716 | Ovar-DRB1*20_04 | 268

OLA02459 | Ovar-DRB1*04_02 | 269

OLA08711 | Ovar-DRB1*04_06 | 269

OLA08681 | Ovar-DRB1*17_04 | 269

OLA08707 | Ovar-DRB1*06_02 | 270

OLA08710 | Ovar-DRB1*10_09 | 249

OLA02424 | Ovar-DRB1*03_02 | 4747

OLA02429 | Ovar-DRB1*03_01 | 801

OLA02483 | Ovar-DRB1*01_01 | 801

OLA02428 | Ovar-DRB1*09_01 | 801

OLA02477 | Ovar-DRB1*09_02 | 474

OLA08709 | Ovar-DRB1*26_01 | 801

OLA08863 | Ovar-DRB1*29_01 | 270

OLA02431 | Ovar-DRB1*07_01 | 901

OLA02478 | Ovar-DRB1*11_02 | 474
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(5e−9)

(0.0119178)
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генности у двух популяций овец. Так, нами пока-
зано, что 44% идентифицированных аллелей экзо-
на-2 гена DRB1 совпадают в двух разных популяци-
ях романовских овец. Как видно из построенного
филогенетического дерева (рис. 2), между двумя
выборками нет широкого эволюционного раз-
броса. Обнаруженные аллели либо совпадают
между группами, либо очень близко расположе-
ны на ветвях с уровнями поддержки узлов, близ-
кими к единице, а также низким уровнем нуклео-
тидных замен в последовательностях. Исключе-
ниями можно считать аллели 02:01, 11:02, 01:01 и
группу из вариантов 12:06, 12:02 и 12:03. Возмож-
но, что можно найти больше отличий, но для это-
го необходимо проведение аттестации широкой
выборки овец романовской породы из различных
регионов.

В проведенном исследовании представлена и
оптимизирована методика генотипирования эк-
зона-2 гена DRB1 у овец романовской породы с
использованием специфичных праймеров и фер-
ментов рестрикции. Продемонстрировано, что
использование разработанного алгоритма по-
строения рестрикционных карт позволяет точно
идентифицировать аллельный состав исследуе-
мого региона в популяции и влияние конкретных
нуклеотидных замен на сайты рестрикции в извест-
ных последовательностях аллелей. Однако методи-
ка требует дальнейшей доработки из-за ряда техни-
ческих ограничений, таких как сложность визуа-
лизации малых фрагментов ДНК и недостаточная
точность при дифференцировании некоторых
комбинаций групп. Для улучшения точности ге-
нотипирования необходимо искать дополнитель-
ные рестрикционные сайты и их комбинации и
расширять выборку для более глубокого анализа
аллельного разнообразия.
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Comparison of DRB1 Gene Alleles in Two Populations 
of Romanov Sheep Breed by Restriction Mapping and Sequencing
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Abstract—Here, a method for the identification of alleles of DRB1 gene exon 2 of sheep leukocyte antigen
(OLA). Two populations of Romanov sheep were used as a model. The studies were carried out by restriction
mapping using the SacI, SacII, MvaI, Hin1I and HaeIII restriction enzymes. Vertical electrophoresis of hy-
drolyzed DNA fragments was performed in a 10% polyacrylamide gel. SnapGene© computer program was
used to analyze the results of sequencing, and MS Excel 2023 program was used for statistical processing the
obtained data. The allele pool at the DRB1 locus of both populations was represented by 25 different alleles.
Nineteen alleles were identified in population #1 and 17 alleles in population #2. The concordance between
the two samples was 44%, i.e. 11 identical alleles were identified. After aligning the nucleotide sequences and
estimating the distance of alleles from each other, a phylogenetic tree was constructed. The availability of the
test system for analyzing alleles at the DRB1 locus is important for assessing the level of biodiversity of sheep
breeds, as well as their genetic resistance or susceptibility to various diseases.
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