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По результатам исследования полиморфизма 39 микросателлитных (STR) локусов и трех локусов
половой принадлежности, специфичных к различным видам семейства псовые, с целью ДНК-иден-
тификации биологических образцов животных вида енотовидная собака (Nyctereutes procyonoides) пред-
ложена тест-система NPlex, включающая 14 аутосомных STRs и два половых локуса. Тест-система
валидирована для решения экспертных задач по установлению принадлежности биологических
следов, обнаруженных на местах правонарушений (следов крови и выделений, фрагментов мышеч-
ных или костных тканей, дермы и волос и т.п.), конкретной особи животного вида енотовидная со-
бака, а также для установления биологического родства животных данного вида. Валидационные
мероприятия проведены в соответствии с протоколом Scientific Working Group on DNA Analysis
Methods.
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Вид енотовидная собака (Nyctereutes procyonoides)
является самым неизученным в семействе псо-
вые. Доступна информация о нескольких группах
исследователей [1–4], которые занимаются выяв-
лением индивидуальных генетических характе-
ристик этого вида животных. Поскольку данный
вид псовых лидирующий распространитель таких
заболеваний как бешенство и чесотка, основное
внимание ученых направлено именно на иссле-
дования зоонозных инфекций у вида [5–8].

Вид енотовидная собака в начале XX в. обитал
только на Дальнем Востоке и включал пять под-
видов: Nyctereutes procyonoides procyonoides (обитал
в Китае и Северном Вьетнаме); N. p. orestes (насе-
лял горную область Китая); N. p. ussuriensis (был
распространен в большинстве регионов Сибири и
Восточного Китая); N. p. koreensis и N. p. viverrinus
(обитали на территории Кореи и Японии соответ-
ственно) [9]. В Беларуси енотовидная собака бы-
ла интродуцирована в 1936 г. (Гомельская, Мин-
ская и Витебская области) [10]. Но уже до этого
времени на территории республики встречались
единичные особи енотовидной собаки, мигриро-
вавшие из соседних областей России, в которых

их интродукция была проведена раньше [11].
Енотовидная собака в Беларуси является ненор-
мируемым охотничьим видом, охота на которого
разрешена весь год. Однако отстрел данного жи-
вотного без охотничьей путевки или в заповедни-
ках классифицируется как факт незаконной охо-
ты, что приводит к возбуждению уголовных дел и,
как следствие, к назначению судебных экспертиз.
Численность енотовидной собаки на территории
страны в 2020 г. составляла около 15000 особей,
из которых 5500 особей (около 40% численности)
были добыты в ходе плановых охотничьих меро-
приятий [12].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования и выделение ДНК

Для изучения STR-полиморфизма вида еното-
видная собака было исследовано 165 образцов
мышечной и хрящевой ткани и образцов шерсти
животных (73 биологических образца самцов и 92
самок). Коллекция образцов диких животных бы-
ла законно сформирована при содействии ГУ
“Полесский государственный радиационно-эко-
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логический заповедник”, а также в сотрудниче-
стве с РГОО “Белорусское общество охотников и
рыболовов”.

ДНК из биологических образцов выделяли по
методике, основанной на высвобождении ДНК в
ходе инкубации образцов биологического мате-
риала в лизирующем буфере 20 мM Tris-HCl, pH 8.0,
содержащем 2% SDS, 100 мM NaCl, 20 мM EDTA, с
протеиназой К и 0.01 мМ дитиотрейтолом, при 37–
56°С и периодическом встряхивании. Лизат мы-
шечной и хрящевой ткани подвергали общепри-
нятой процедуре очистки на силикагеле [13].
Определение количества выделенной ДНК про-
водили методом спектрофотометрии с использо-
ванием прибора для измерения концентрации
общей фракции ДНК для микрообъемов объек-
тов исследования DS-11 (DeNovix, США) соглас-
но рекомендациям производителя.

Дизайн тест-системы, амплификация 
микросателлитных локусов и генотипирование
С целью разработки тест-системы для крими-

налистической ДНК-идентификации животных
биологического вида енотовидная собака проведе-
но исследование полиморфизма 39 STR-локусов и
трех локусов половой принадлежности. Подробный
перечень локусов указан в табл. S1 Приложения.

В процессе оптимизации условий протекания
амплификации исследовали специфичность и
интенсивность выявления аллелей в зависимости
от значений концентрации ионов Mg2+, температу-
ры отжига и концентрации праймеров, количества
и качества ДНК, с использованием различных ста-
билизаторов полимеразы (Triton X-100, Tween-20,
BSA, TMGNa, DMSO) в изменяющихся количе-
ствах, а также с ДНК-полимеразами различных
типов и производителей. В результате конечный
состав реакционной смеси общим объемом 10 мкл
составил: 10 мМ Tris-HCl, pH 8.6; 25 мМ KCl;
2.0 мМ MgCl2; 0.2 мМ каждого из dNTP; 0.2–
1.0 мкМ каждого из пары праймеров; 0.15 ед. ак-
тивности ДНК-полимеразы; 1.5 нг/мкл БСА (бы-
чий сывороточный альбумин); 0.02% Triton X-100
и 1–20 нг анализируемой ДНК.

При разработке тест-системы NPlex амплифи-
кацию проводили на программируемых приборах
термоциклического типа “C1000” (BioRad, США)
в следующих условиях: 10 мин инициальной ин-
кубации при 95°С; 30× [30 с при 95°С, 40 с при
60°С и 60 с при 72°С] с финальным этапом элон-
гации в течение 30 мин при 72°С.

Характерное для каждого из образцов сочета-
ние аллелей выявляли путем электрофоретиче-
ского разделения продуктов ПЦР в генетическом
анализаторе 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosys-
tems, США). Определение размеров выявленных
аллелей (в пн) и соответствующих генотипов

ДНК в исследуемых локусах проводили с исполь-
зованием внутренних стандартов размера Orange
500 bp (NimaGen®, Нидерланды) и GeneScan-600
LIZТМ SizeStandard v2.0 (ThermoFisher Scientific,
США), а также программного пакета GeneMapper
ID-X v1.6.

Секвенирование аллелей локусов

Для выявления возможных изоаллелей и мик-
ровариантов последовательности, а также для тан-
демного исчисления аллелей тест-системы прово-
дили определение первичной структуры аллелей
путем секвенирования методом обрыва цепи.
Нуклеотидные последовательности аллелей каждо-
го из STR-локусов и локусов половой принадлеж-
ности особей вида енотовидная собака определяли
в прямом и обратном направлении. Секвенирова-
ние проводили на приборе 3500 Genetic Аnalyzer с
использованием набора для секвенирования Big-
Dye® Tеrminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit (Ap-
plied Biosystems) и BrilliantDye™ Terminator kit v.3.1
(NimaGen®). Полученные результаты анализи-
ровали с помощью пакета программ Sequencing
Analysis Software v.5.4 (Applied Biosystems). Срав-
нительный анализ последовательностей аллелей
исследованных локусов у целевых видов и видов-
источников проводили на основе ресурсов базы
данных нуклеотидных последовательностей Gen-
Bank [14] и программного продукта BioEdit
v7.0.5.3 [15]. Последовательности каждого локуса
тест-системы NPlex, имеющие минимальный и
максимальный молекулярный размер аллелей,
были внесены в базу данных GenBank с присвое-
нием соответствующих номеров доступа, кото-
рые указаны в табл. S2 Приложения.

Статистическая обработка результатов

Основной анализ генетического разнообразия, а
именно выявление уровня полиморфизма, расчет
частот встречаемости аллелей, значения наблю-
даемой (НO) и ожидаемой (НЕ) гетерозиготности,
оценку соответствия равновесию Харди–Вайнберга
(HWE) и оценку сцепления локусов проводили с
использованием программных пакетов GenAlEx
v6.5 [16] и Arlequin v3.5.1.3 [17]. Установление воз-
можных ошибок в интерпретации генетических
профилей локусов с интенсивными статтер-фраг-
ментами, при выпадении аллелей, при наличии
“нуль”-аллелей или других возможных артефак-
тов ПЦР проводили с помощью программ Micro-
Checker v2.2.1 [18] и Cervus v3.0.7 [19].

Кластерный анализ массива генотипов выборки
енотовидной собаки, полученного с разработан-
ной тест-системой, оценивали с использованием
программы Structure v2.3.4 [20, 21].
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Криминалистические параметры отобранных
микросателлитных локусов (расчет PIC, вероят-
ностей случайного совпадения генотипов для не-
родственных особей и для сибсов, частоты встреча-
емости определенного генотипа) были рассчитаны
с помощью программных продуктов GenAlEx v6.5 и
Cervus v3.0.7. Конвертацию массивов генотипов
енотовидной собаки в генетические файлы вы-
шеперечисленных программ проводили с ис-
пользованием вспомогательного компонента
PGDSpider [22].

Валидационные мероприятия

Процесс апробации и оптимизации условий
использования тест-системы был направлен на
достижение высокого уровня специфичности ам-
плификации, оптимальной интенсивности выяв-
ления флуорофоров маркера и заключался в под-
боре температуры отжига праймеров, концентра-
ции праймеров и их соотношения в системе, а
также количества ДНК в пробе.

Валидационные мероприятия проведены в со-
ответствии с протоколом Scientific Working Group
on DNA Analysis Methods (SWGDAM) и включали
в себя: исследование работоспособности тест-си-
стемы как с коммерческими наборами реагентов
различных производителей (ThermoFisher Scientific,
США, ОДО “Праймтех”, РБ; ООО “Синтол”, РФ;
ЗАО “Евроген”, РФ; ООО “АртБиоТех”, РБ;
BioRad, США), так и с реакционными смесями
лабораторного приготовления, а также тестиро-
вание разработанной системы на повторяемость,
воспроизводимость, специфичность, анализ сме-
сей, чувствительность и устойчивость. Анализ ре-
зультатов валидационных мероприятий проводили
с помощью программного обспечения GeneMap-
per ID-X v1.4 (ThermoFisher Scientific).

Повторяемость. С целью оценки повторяемо-
сти получения результатов с использованием
тест-системы NPlex контрольные образцы ДНК
были амплифицированы 16 раз с последующим
анализом результатов генотипирования.

Воспроизводимость. Оценена вариабельность
получения результатов с использованием тест-
системы NPlex между операторами, временными
интервалами (сутки) и используемыми приборами.
Каждый оператор независимо соблюдал прото-
кол в отдельные дни и с использованием разного
оборудования.

Специфичность. В рамках анализа специфич-
ности оценена перекрестная применимость данной
системы на матрицах ДНК других представителей
семейства псовые. Также для валидации тест-си-
стемы NPlex по аналитической специфичности
проведена проверка возможности отжига различ-
ных комбинаций праймеров, использованных в
тест-системе, на матрицах ДНК других представи-

телей класса млекопитающие. Анализ проводили с
использованием базы нуклеотидных последова-
тельностей GenBank и программного продукта
Primer-BLAST.

Анализ смесей. С использованием предлагаемой
тест-системы были проанализированы образцы,
содержащие смесь биологического материала раз-
личных особей енотовидной собаки, а также образ-
цы, содержащие смесь ДНК енотовидной собаки и
ДНК другого представителя семейства псовые, в
различных соотношениях компонентов смеси.
Соотношения смесей были следующими: 1 : 1, 1 : 2,
1 : 5, 1 : 15 и 1 : 30, причем мужской образец был
второстепенным компонентом.

Чувствительность. Во время валидационных и
контрольных исследований тест-система NPlex
была проанализирована с использованием мартиц
ДНК в разном количестве (0.1, 0.5, 1, 2, 3, 5, 10, 20 нг)
и различного качества (ДНК с различным индек-
сом деградации).

Устойчивость. В рамках валидационных меро-
приятий продемонстрирована устойчивость ре-
зультатов, полученных с помощью тест-системы
NPlex, с использованием образца контрольной
ДНК енотовидной собаки. Амплификацию кон-
трольного образца ДНК с ипользованием тест-
системы NPlex проводили при 20, 25, 30, 35 и 40
циклах ПЦР в трех повторностях.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Конструирование мультиплексной тест-системы

Уже на первоначальном этапе исследования
пять микросателлитных локусов были исключены
из последующего анализа по причине отсутствия
специфической амплификации (табл. S1 Приложе-
ния). На втором этапе оценивался уровень поли-
морфизма отобранных 34 локусов и их способность
к амплификации в мультиплексной системе. Локу-
сы с мономорфным проявлением признака, вы-
сокой интенсивностью статтер-фрагментов или
препятствующие мультиплексированию были
удалены из последующего анализа.

Исключения составили два локуса vWF.x и
Nyct10, у которых были выявлены один и два аллеля
соответственно. Аллели локуса vWF.x содержат в
своей структуре гексануклеотидные тандемные
повторы. У енотовидной собаки, лисицы обык-
новенной и песца обыкновенного локус имеет
мономорфное выявление, у собак и волков – по-
лиморфное. Локус Nyct10 у лисицы обыкновен-
ной проявляется мономорфно, у енотовидной со-
баки – полиморфно, а у волка, собаки и песца локус
не амплифицируется.

Поскольку в Беларуси объектами незаконной
охоты могут быть все вышеперечисленные дикие
виды животных, а охоту на енотовидную собаку
нередко проводят с использованием охотничьих
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собак, существует высокая вероятность наличия
смешанных криминалистических образцов. В та-
ком случае локусы с выраженным межвидовым
дифференцирующим потенциалом могут быть
полезными компонентами тест-системы в качестве
внутреннего молекулярно-генетического контроля
видовой принадлежности исследуемого образца.

В результате проведенного секвенирования
аллелей отобранных локусов была установлена
выраженная размерная гомоплазия с типом тан-
дема (AG)n(GGAA)n в локусе FH3771 и было вы-
явлено большое количество микровариантов в
динуклеотидном локусе CPH4. Данные локусы
также были исключены из дальнейшей работы.
Причины исключения остальных исследованных
маркеров более подробно указаны в табл. S1 При-
ложения.

Неожиданный результат был получен при се-
квенировании аллелей локуса FH2361. При пере-
носе данного маркера на ДНК енотовидной соба-
ки аллели с исходно тетрануклеотидным тандемом
(CTTT)n у собаки домашней визуализируются
при электрофорезе как динуклеотидные и имеют
тандемное строение (CT)n (рис. 1).

Таким образом, в результате изучения поли-
морфизма 39 STR-локусов и трех локусов поло-
вой принадлежности было отобрано 14 аутосом-
ных микросателлитных локусов (гексануклеотид
vWF.x [23]; три локуса с тетрануклеотидным по-
втором – FH2096 [24], Nyct10 [2], PEZ17 [25]; два
тринуклеотидных локуса – Nyct9, Nyct11 [2]; во-
семь динуклеотидных – FH2361 [25], NPPM30,
NPPM609, NPPM965 [1], Nyct3, Nyct4, Nyct6 [2] и
V602 [26]) и два половых (DBX6, DBY7 [27]). Из
них девять локусов разработаны для генотипиро-
вания енотовидной собаки (Nyct10, Nyct9, Nyct11,
NPPM30, NPPM609, NPPM965, Nyct3, Nyct4,
Nyct6), шесть локусов – для собаки домашней
(vWF.x, FH2096, PEZ17, FH2361, DBX6, DBY7) и
один локус – для лисицы обыкновенной (V602).

Типичная электрофореграмма разработанной
тест-системы для идентификации енотовидной
собаки приведена на рис. 2.

Статистический анализ результатов 
использования тест-системы

При статистическом анализе результатов гено-
типирования установлено, что распределение ча-
стот гетерозиготных профилей в исследуемой вы-
борке соответствует нормальному (рис. 3).

При этом распределение частот гетерозигот-
ных профилей выборки подчиняется правилу
трех сигм (σ). На расстоянии одного стандартно-
го отклонения (1σ) от среднего значения 0.658 на-
ходятся 66.7% значений из данного распределе-
ния (диапазон значений 0.530–0.786, стандартное
отклонение σ = 0.127); 95.2% значений лежат на

Рис. 1. Участок последовательности локуса FH2361 у
собаки домашней (на рисунке C_l_familiaris_refer-
ence_317) и у енотовидной собаки (на рисунке N_pro-
cyonoides_318, N_procyonoides_316, N_procyonoi-
des_314, N_procyonoides_312, N_procyonoides_310,
N_procyonoides_308, N_procyonoides_306).
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расстоянии двух стандартных отклонений (диа-
пазон 0.402–0.914); 99.4% – не более трех σ (диа-
пазон значений 0.274–1.041). Результаты свиде-
тельствуют, что выборка животных репрезента-
тивна и панель локусов тест-системы NPlex
выявляет полиморфизм образцов адекватно.

Одновременно был проведен анализ результатов
генотипирования с помощью программ Micro-
Checker v2.2.1 и Cervus v3.0.7 на предмет выпадения
аллелей, неверной интерпретации результатов ге-
нотипирования по причине интенсивных статтер-
фрагментов, артефактов ПЦР, “нуль”-аллелей
и т.п. Анализ показал отсутствие “нуль”-аллелей или
других отклонений у всех исследованных локусов.

Оценка сцепления локусов с использованием
программных пакетов GENALEX v6.5 и Arlequin
v3.5.1.3 показала отсутствие сцепленного наследо-
вания признаков, что свидетельствует о независи-
мом распределении аллелей локусов тест-системы.

Кластерный анализ выборки, проведенный с
использованием программы Structure v2.3.4, по-
казал отсутствие подразделения на популяции и
признал выборку образцов генетически одно-
родной.

Аллельное распределение в суммарной выбор-
ке енотовидных собак для всех исследованных
полиморфных локусов соответствовало распре-
делению Харди–Вайнберга (P > 0.05).

Средняя ожидаемая гетерозиготность (НЕ) для
микросателлитных локусов, входящих в тест-си-
стему, составила 0.655. Средняя наблюдаемая ге-
терозиготность (НO) составила 0.657. Детальная
информация об исследованных локусах пред-
ставлена в табл. 1.

Согласно D. Botstein et al. [28] PIC для высоко-
информативного локуса должен превышать зна-
чение 0.5, для достаточно информативного может
быть менее 0.5, но обязательно превышать значение
0.25. Показатель PIC для малоинформативного ло-
куса имеет значение менее 0.25. Как следует из
табл. 1, минимальные значения PIC выявлены у ло-
кусов Nyct10 (0.375), NPPM965 (0.357). Такое значе-
ние PIC для локуса Nyct10 обусловлено существова-
нием только двух аллелей, а для локуса NPPM965
(пять аллелей) – сильной выраженностью мажор-
ного аллеля. Максимальное значение PIC выявлено
у локуса V602 (0.785), что объясняется большим
количеством выявленных аллелей с относительно
равномерным распределением в популяции.
Среднее значение PIC составило 0.629. Таким об-
разом, полученные нами данные следует считать
значимыми для интерпретации результатов и
оценки уровня изменчивости.

Суммарно в выборке с использованием тест-
системы NPlex были идентифицированы 82 алле-
ля, частоты встречаемости которых приведены в

Таблица 1. Характеристика микросателлитных локусов тест-системы NPlex для идентификации особей еното-
видной собаки

Примечание. * Na – число выявленных аллелей в локусе; HO – наблюдаемая гетерозиготность; HE – ожидаемая гетерозигот-
ность; HWЕ – значимость отклонения от равновесия Харди–Вайнберга; ns – статистически незначимое отклонение от рав-
новесия HWЕ; PIC – показатель информативности генетического полиморфизма.

Локус
Выявленный 
размерный 

диапазон в тандемах

Выявленный 
истинный 

диапазон, пн
Na HO HE HWЕ PIC

vWF.X 2/2 121/121 1 Мономорфный локус
Nyct10 8–9 188–191 2 0.503 0.500 ns 0.375
Nyct11 5–8 103–112 3 0.570 0.585 ns 0.495
NPPM609 12–19 183–197 5 0.612 0.581 ns 0.547
NPPM965 9–13 220–228 5 0.412 0.389 ns 0.357
NPPM30 17–23 226–238 6 0.648 0.741 ns 0.695
Nyct9 6–14 162–186 6 0.776 0.785 ns 0.752
Nyct3 16–22 237–249 7 0.636 0.691 ns 0.652
FH2361 14–20 306–318 7 0.463 0.436 ns 0.409
Nyct4 10–23 215–241 7 0.780 0.795 ns 0.765
FH2096 4–10 84–108 7 0.661 0.635 ns 0.595
Nyct6 11–25 143–171 8 0.812 0.799 ns 0.771
PEZ17 9–17 192–224 9 0.818 0.768 ns 0.737
V602 3–14 124–146 9 0.855 0.811 ns 0.785
DBX6 X 246 1 Мономорфный локус
DBY7 Y 117 1 Мономорфный локус
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Таблица 2. Частоты встречаемости аллелей локусов тест-системы NPlex в популяции енотовидной собаки

Аллель
N

YC
T

11

V6
02

N
YC

T
10

N
P

P
M

60
9

N
P

P
M

96
5

N
P

P
M

30

FH
20

96

N
YC

T
6

N
YC

T
3

PE
Z1

7

FH
23

61

N
YC

T
9

N
YC

T
4

3 0.130
4 0.091 0.006
5 0.464 0.161 0.545
6 0.009 0.155 0.097
7 0.436 0.073
8 0.100 0.300 0.494 0.003 0.012 0.197
9 0.097 0.506 0.094 0.015 0.003

10 0.197 0.136 0.194 0.036 0.176 0.015
11 0.003 0.764 0.209 0.091
12 0.164 0.170 0.024
13 0.612 0.003 0.379 0.191 0.284
14 0.012 0.094 0.191 0.735 0.315 0.235
15 0.067 0.118 0.018
16 0.012 0.009 0.024
17 0.055 0.009 0.482 0.003 0.012 0.216
18 0.282 0.300 0.152 0.073
19 0.064 0.321 0.152 0.079 0.134 0.116
20 0.024 0.209 0.003
21 0.064 0.061 0.073
22 0.264 0.070 0.006
23 0.015 0.045 0.061
25 0.191

табл. 2. Наиболее полиморфными оказались локусы
V602 и PEZ17, у них было выявлено по девять алле-
лей. Наименьший уровень полиморфизма показали
локусы Nyct10 (два аллеля), Nyct11 (три аллеля).
Наиболее выраженные мажорные аллели были
обнаружены в локусах NPPM965 – аллель 11 (ча-
стота 0.764), FH2361 – 14 (0.735), NPPM609 – 13
(0.612), FH2096 – 5 (0.545) и Nyct3 – 17 (0.482). В
локусах Nyct11, NPPM30, Nyct6 и Nyct4 выявлено
два и более доминантных аллеля.

Криминалистическую применимость локусов
тест-системы NPlex для идентификационных целей
оценивали по таким критериям как вероятность
случайного совпадения генотипов двух индивидуу-
мов (P(ID) – для неродственных особей и P(ID)sib –
для родственных животных) и частота встречаемо-
сти определенного генотипа. Поскольку в иссле-
дованной выборке отсутствует подразделение на
популяции, расчет показателей проводили на ос-
нове полученных данных совокупной выборки
для 13 несцепленных локусов. Результаты приве-
дены в табл. 3, при этом перечень локусов отра-
жает убывание их значений P(ID).

Значение вероятности случайного совпадения
исследуемого образца по заданному генотипу бы-
ло максимальным для локуса NPPM965, а мини-
мальным для локуса V602. Высокий уровень зна-
чения P(ID) для локуса NPPM965 (пять аллелей)
объясняется сильно выраженным мажорным алле-
лем 11 (частотой встречаемости 0.764). Минималь-
ное значение случайного совпадения для локуса
V602 обусловлено максимальным числом аллелей (9)
с относительно равномерным распределением
частот в популяции.

Частота встречаемости генотипа в выборке ва-
рьировала от 6.3 × 10–17 до 2.5 × 10–10 со средним
значением 1.1 × 10–11. Значения P(ID) и P(ID)sib
для тест-системы NPlex составляли 1.6 × 10–11 и
3.9 × 10–5 соответственно. Значения LR для не-
родственных особей и сибсов составили 6.4 × 1010

и 2.5 × 104 соответственно. Учитывая, что числен-
ность популяции енотовидной собаки в Республи-
ке Беларусь по состоянию на 2020 г. оценивалась в
15000 особей, сила исключения, обеспечиваемая
STR-локусами тест-системы NPlex, позволяет
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Таблица 3. Значения вероятности случайного совпадения генотипов двух неродственных особей и сибсов для от-
дельных локусов и их комбинаций

Примечание. P(ID) – вероятность случайного совпадения генотипов двух индивидуумов для неродственных особей; P(ID)sib – ве-
роятность случайного совпадения генотипов двух индивидуумов для родственных животных; * – здесь и далее произведение
P(ID) предыдущих и данного локусов; ** – здесь и далее произведение P(ID)sib предыдущих и данного локусов.

Локус P(ID) для одного 
локуса

P(ID)sib для одного 
локуса

P(ID) с включением 
последующего локуса

P(ID)sib с 
включением 

последующего локуса

NPPM965 4.1 × 10–1 6.6 × 10–1 4.1 × 10–1 6.6 × 10–1

NYCT10 3.8 × 10–1 5.9 × 10–1 1.5 × 10–1* 3.9 × 10–1**

FH2361 3.5 × 10–1 6.2 × 10–1 5.2 × 10–2 2.4 × 10–1

NYCT11 2.6 × 10–1 5.2 × 10–1 1.4 × 10–2 1.3 × 10–1

NPPM609 2.1 × 10–1 5.1 × 10–1 2.9 × 10–3 6.5 × 10–2

FH2096 1.8 × 10–1 4.8 × 10–1 5.1 × 10–4 3.1 × 10–2

NYCT3 1.3 × 10–1 4.4 × 10–1 6.8 × 10–5 1.3 × 10–2

NPPM30 1.1 × 10–1 4.1 × 10–1 7.7 × 10–6 5.5 × 10–3

PEZ17 8.5 × 10–2 3.9 × 10–1 6.5 × 10–7 2.1 × 10–3

NYCT9 7.9 × 10–2 3.8 × 10–1 5.2 × 10–8 8.0 × 10–4

NYCT4 7.2 × 10–2 3.7 × 10–1 3.7 × 10–9 3.0 × 10–4

NYCT6 6.9 × 10–2 3.7 × 10–1 2.6 × 10–10 1.1 × 10–4

V602 6.1 × 10–2 3.6 × 10–1 1.6 × 10–11 3.9 × 10–5

LR 6.4 × 1010 2.5 × 104

достигать надежного уровня доказательств в кри-
миналистическом ДНК-анализе.

При этом необходимо учитывать, что исследо-
ванная выборка была однородной и, как следствие,
при расчете вероятности случайного совпадения не
были учтены значения FST (коэффициента инбри-
динга) для данной конкретной популяции еното-
видной собаки. В случае использования NPlex
для других регионов и мест обитаний енотовид-
ной собаки следует создать соответствующий
массив генотипов и оценить уровень субструкту-
рирования популяции. При наличии субструкту-
рирования значения P(ID) и P(ID)sib будут раз-
личные для каждой субпопуляции.

Валидация тест-системы NPlex
При разработке тест-системы NPlex синтез

праймеров, входящих в тест-систему, проводился
в АО “Гентерра” (Российская Федерация).

В результате валидационных мероприятий по
исследованию работоспособности тест-системы
с коммерческими наборами реагентов различных
производителей (ThermoFisher Scientific, США;
ОДО “Праймтех”, РБ; ООО “Синтол”, РФ; ЗАО

“Евроген”, РФ; ООО “АртБиоТех”, РБ; BioRad,
США) установлено, что использование различ-
ных реагентов данных производителей на выяв-
ляемые параметры системы не влияет.

Повторяемость. При проведении исследова-
ний в одинаковых условиях продемонстрирована
повторяемость результатов, полученных с помо-
щью тест-системы NPlex.

В каждом параллельном анализе для каждого
образца ДНК при использовании тест-системы
NPlex выявлены все ожидаемые аллели во всех
локусах. Полученные данные указывают на то,
что тест-система NPlex стабильно дает результат с
высокой повторяемостью.

Воспроизводимость. Для оценки вариабельно-
сти исследования тест-системы NPlex было полу-
чено 88 результатов. Прецизионность каждого
образца, генотипированного тест-системой NPlex,
составила 100%.

Специфичность. Тест-система NPlex предна-
значена для ДНК-идентификации и установле-
ния родства животных вида енотовидная собака,
обитающих на территории Беларуси. Перекрест-
ная активность тест-системы NPlex при геноти-
пирования ДНК других видов семейства псовые
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Таблица 4. Результаты перекрестной амплификации микросателлитных локусов тест-системы NPlex на матри-
цах ДНК других видов семейства псовые

Примечание. n/a – отсутствие специфического продукта амплификации.

Локус
Vulpes vulpes

(лисица обыкновенная)
Vulpes lagopus

(песец обыкновенный)

Canis lupus lupus
(волк обыкновенный)
и Canis lupus familiaris 
(собака домашняя)

vWF.X В аллельном диапазоне Вне аллельного диапазона

DBX Вне аллельного диапазона В аллельном диапазоне

NPPM609 n/a »

Nyct6 n/a »

NPPM965 Вне аллельного диапазона n/a

Nyct10 » n/a

Nyct4 n/a В аллельном диапазоне

Nyct11 Общий аллельный диапазон для всех видов

V602 »

NPPM30 »

FH2096 »

PEZ17 »

FH2361 »

Nyct9 »

DBY »

Nyct3 n/a

(в части совпадения диапазона выявляемых алле-
лей других видов семейства псовые с диапазоном
енотовидной собаки) представлена в табл. 4.

Из приведенных результатов следует, что ло-
кусы тест-системы NPlex проявляют значитель-
ную перекрестную активность с матрицами ДНК
других видов из семейства псовых. Последнее не ка-
жется удивительным, поскольку семейство объеди-
няет виды, связанные общим происхождением в си-
лу филогенетического родства. С учетом перекрест-
ной активности локусов включение в тест-систему
NPlex локусов с низкой полиморфностью (vWF.x,
Nyct10), но с выраженным межвидовым дифферен-
цирующим потенциалом является оправданным.

При использовании данной тест-системы на
матрицах ДНК представителей семейства коша-
чьи (кошка домашняя, рысь европейская), семей-
ства куньи (хорь лесной, выдра речная, куница
лесная, ласка, норка американская, барсук), се-
мейства бобровые (бобр речной), семейства заячьи
(заяц-русак, заяц-беляк), отряда парнокопытные
(косуля европейская, олень благородный, олень
пятнистый, лось, лань европейская, бык домашний,
зубр европейский, кабан европейский), отряда не-

парнокопытные (лошадь домашняя), класса пти-
цы (курица домашняя, гусь серый, индейка) и от-
ряда приматы (человек) продукты ПЦР в исполь-
зуемых локусах не выявляются.

Также с использованием базы нуклеотидных
последовательностей GenBank и программного
продукта Primer-BLAST было проанализировано
суммарно 289 возможных комбинаций праймеров
тест-системы NPlex. Установлено, что только одна
комбинация потенциально может приводить к не-
специфической амплификации: праймер “DBY7 F”
дает неспецифическую амплификацию (фрагмент в
173 пн) с праймером “Nyct10 R” на матрице ДНК
кабана европейского (Sus scrofa). Полученный ре-
зультат свидетельствует о высокой аналитиче-
ской специфичности тест-системы.

Анализ смесей. Образцы, содержащие смесь
биологического материала различных особей
енотовидной собаки, а также енотовидной собаки и
различных представителей семейства псовые мо-
гут быть проанализированы с использованием
тест-системы. В данном случае интерпретация
результатов генотипирования будет в значительной
мере зависеть от качественных и количественных
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Рис. 4. Электрофореграмма результатов амплификации контрольного образца ДНК енотовидной собаки при различ-
ных количествах циклов амплификации. 40с, 35с, 30с, 25с, 20с – число циклов амплификации. По вертикали – ин-
тенсивность флуоресценции.
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характеристик смеси. Тем не менее необходимо
отметить, что наличие в ПЦР-смеси примеси
ДНК другого псового легко диагностируется вви-
ду различий в аллельном диапазоне локусов, об-
ладающих дифференцирующим потенциалом.

Чувствительность. Для тест-системы NPlex
оптимальное количество ДНК, вносимой в ПЦР,
составляет 2 нг. Во время валидационных и кон-
трольных исследований тест-система показала
полное выявление генотипа животного в диапа-
зоне от 0.5 до 15 нг ДНК.

Минимальное вносимое количество ДНК,
позволяющее получить полный генетический про-
филь животного, составляет 0.5 нг и является пре-
делом определения тест-системы.

Устойчивость. Тест-система NPlex оптимизиро-
вана при использовании 30 циклов амплификации.
В рамках валидационных мероприятий продемон-
стрирована устойчивость результатов, полученных
с помощью тест-системы NPlex на образце конто-
рольной ДНК енотовидной собаки. Для тест-си-
стемы NPlex получено 15 результатов, демонстри-
рующих устойчивость исследования. Электрофо-
реграмма результатов амплификации контрольного
образца ДНК енотовидной собаки при различном
количестве циклов аплификации представлена
на рис. 4.

Минимальное количество циклов амплифика-
ции, при которых возможно полное выявление
генотипа животного с использованием тест-си-
стемы NPlex, составляет 20. Оптимальное коли-
чество циклов амплификации с использованием
тест-системы NPleх составляет 30. При этом уве-
личение циклов амплификации до 40 не приво-
дит к появлению неспецифических продуктов
амплификации, а уменьшение количества цик-
лов до 20 может приводить к выпадению аллелей
только в локусах DBX и Nyct9. Остальные локусы
NPleх амплифицируются эффективно.

В ходе настоящего исследования был опреде-
лен спектр STR-локусов, которые обладают до-
статочным полиморфизмом при работе с ДНК
енотовидной собаки, и была разработана мульти-
плексная тест-система NPlex для идентификации
особей енотовидной собаки в криминалистиче-
ских исследованиях. В ходе экспериментов была
проведена оценка полиморфизма, криминали-
стических параметров локусов, включенных в
тест-систему, а также подтверждена тандемная
структура аллелей локусов. Разработанная тест-
система NPlex обладает высокой повторяемостью
и прецизионностью в 100%, имеет высокую ана-
литическую специфичность и низкий предел об-
наружения генетического материала. По резуль-
татам генетико-статистического анализа массива
генотипов образцов енотовидной собаки все ло-
кусы наследуются независимо и соответствуют
равновесию Харди–Вайнберга. Разработанная
тест-система NPlex может применяться при ис-
следовании вещественных доказательств по де-
лам о незаконной охоте, о нападении диких жи-

вотных и по иным делам, связанным с участием
енотовидных собак.

Итогом разработки тест-системы явилась мето-
дика ДНК-идентификации биологических образ-
цов животных вида енотовидная собака (Nyctereutes
procyonoides), предназначенная для практикую-
щих судебных экспертов Государственного коми-
тета судебных экспертиз Республики Беларусь и
научных сотрудников по профилю исследования.
Методика включена в Реестр судебно-эксперт-
ных методик и иных методических материалов
Государственного комитета судебных экспертиз
Республики Беларусь, что соответствует импле-
ментации разработки в национальную правовую
систему.

Авторы выражают благодарность Республи-
канскому государственому общественному объ-
единению “Белорусское общество охотников и
рыболовов” и персонально И.С. Юрченко, заве-
дующему отдела экологии фауны Государствен-
ного природоохранного научно-исследователь-
ского учреждения “Полесский государственный
радиационно-экологический заповедник” за по-
мощь в формировании коллекции биологических
образцов.

Подробная информация об используемых по-
следовательностях праймеров и особенностях ис-
следованных локусов, а также номера доступа к
последовательностям аллелей в GenBank приве-
дены в табл. S1 и S2 Приложения.

Все авторы участвовали в исследовании и ана-
лизе результатов.

Данная работа выполнялась на базе государ-
ственного учреждения “Научно-практический
центр Государственного комитета судебных экс-
пертиз Республики Беларусь” и финансировалась
Национальной Академией наук Республики Бе-
ларусь (номер государственной регистрации
НИОК(Т)Р: 20190195).

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Таблица S2. Номер доступа GenBank, последовательности праймеров и локусов, входящих в тест-систему NPlex

Локус Флуорофор Последовательности праймеров Номер доступа GenBank

vWF.X VIC
CTCCCCTTCTCTACCTCCACCTCTAA

OM371048
CAGAGGTCAGCAAGGGTACTATTGTG

Nyct10 NED
CTTGCTGCAAATCTCCCATT OM716956

OM716957CAAGGAGAGGAGCTGTTTGC

Nyct11 FAM
CCAGTCATCCTGCCTTTGTT OM716958

OM716959GTGCCCTTGTGGGTTTCTTA

NPPM609 FAM
TTTGGGGTCACTCAGATAGGAAG OM716960

OM716961TTTTCCAGAAGGGAGAACAGGT

NPPM965 FAM
AGAGCAAAGAAACAGGGCTATAG OM716962

OM716963GCTGATTTTGTGTTCTGCTCTGT

NPPM30 FAM
AGGACTATTTCACGCCTTGTTG OM716964

OM716965ATTCCCACCTCAGTGATTACAG

Nyct9 PET
CCCTCAATGGTCTTATCCCC OM716966

OM716967ACGACCCCTTCATCTGACTG

Nyct3 VIC
TGGACAAGGTCACACAGGAA OM716968

OM716969ACCCTCCAAGTGTTCACGAC

FH2361 NED
GCTTGGAAGGTGAGACTGAATG OM716970

OM716971AGCACTTAGAATGTACCAGGCA

Nyct4 PET
TGCTTCTGTCTCCCCTGTCT OM716972

OM716973AGTTCAGCCGGGTTGTAATG

FH2096 VIC
CCGTCTAAGAGCCTCCC OM716974

OM716975GACAAGGTTTCCTGGTTCCA

Nyct6 VIC
GATCCAGCTGTCACTGCTTT OM716976

OM716977GTCTGCTTCTCCCTCTCCCT

PEZ17 VIC
CTAAGGGACTGAACTTCTCC OM716978

OM716979GTGGAACCTGCTTAAGATTC

V602 FAM
CAGCCTGGACTACAATTCTCTTT OM716980

OM716981CCCCAAGTCTTTTGTCCAGA

DBX FAM
ATGCTGCAGTTTTTCCAGA

OM630073
TACGCTGGGTCTTAGTT

DBY NED
GGTCCAGGAGAGGCTTTGAA

OM630074
TGCCATTGTTTAAAAGGAAG
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A Robust Test System for DNA Identification of Raccoon Dogs
A. E. Hrebianchuka, *, O. N. Lukashkovab, S. A. Kotavab, and I. S. Tsybovskyc

aState Forensic Examination Committee of the Republic of Belarus, Minsk, 220073 Belarus
bScientific and Practical Center of the State Forensic Examination Committee of the Republic Belarus, Minsk, 220114 Belarus

cRUP “BelJurZabespjachjenne”, Minsk, 220069 Belarus
*e-mail: iamsanya94@mail.ru

To establish a system for DNA identification of biological samples of the raccoon dog (Nyctereutes procyonoi-
des), we carried out a study of polymorphism of 39 microsatellite loci and three sex loci specific to various
species of the Canidae family. This resulted in the development of the NPlex test system, which includes 14
autosomal STRs and two sex loci. The test system has been validated for use in forensic identification of
racoon dogs based on biological traces (such as traces of blood and secretions, fragments of muscle tissue or
bones, dermis and hair, etc.) found at crime scenes, as well as for establishing biological relationship of ani-
mals of this species. Validation efforts were performed in accordance with the protocol of the Scientific Work-
ing Group on DNA Analysis Methods.

Keywords: microsatellites, identification, Canidae family, forensics, illegal hunting.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


