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мый признак, который может быть улучшен 
методом селекции. Отбор и селекцию крупно-
го рогатого скота по признакам питания необ-
ходимо проводить в направлении роста про-
должительности и эффективности образцов 
пищевого поведения.

С учетом положительного влияния пи-
щевой активности на продуктивные качества 
и снижения величины надоя при развитии 
групповых взаимодействий, селекция должна 
быть направлена в пользу активизации приема 

корма и жвачки и снижения количества стол-
кновений в стаде.

При смене одного поколения продолжи-
тельность приема корма может быть увели-
чена на 37 мин и жвачки на 38 мин, а число 
групповых взаимодействий снижено на 6,5 
раз в сутки, в т.ч. столкновений на 15,5 раза. 

Улучшение наследственности, а также 
условий онтогенеза и создание адаптивной 
среды обитания являются основными факто-
рами формирования позитивного поведения. 
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Целью настоящей работы была разра-
ботка специфических праймеров к ДНК Orni-Orni-
thobacterium rhinotracheale, создание и апро- rhinotracheale, создание и апро-rhinotracheale, создание и апро-, создание и апро-
бация ПЦР-протокола. 

Материалы и методы.
Для анализа нуклеотидного состава 

ДНК Ornithobacterium rhinotracheale были ис-Ornithobacterium rhinotracheale были ис- rhinotracheale были ис-rhinotracheale были ис- были ис-
пользованы базы данных GeneBank и Afsa. 
Для поиска уникальных последовательностей 
специфического гена были использованы ре-
сурсы GeneBank – on-line Blast.

Для подбора праймеров были использо-
ваны программы Gene Runner �ersion 3.05 и 
Primer Blast (ресурсы GeneBank).

Для проведения амплификации был ис-
пользован детектирующий термоциклер «ДТ-
322» производства ООО «ДНК-Технология», 
г.Москва, позволяющий проводить амплифи-
кацию и флуоресцентную детекцию в режиме 
«реального времени».

После синтеза олигонуклеотидов были 
подобраны оптимальные условия проведения 
полимеразной цепной реакции (концентрация 

праймеров, температурные параметры и коли-
чество циклов амплификации). Для проведе-
ния амплификации использована коммерче-
ская стандартизированная реакционная смесь 
для проведения ПЦР в режиме «реального 
времени» с Ta�-ДНК-полимеразой и ингиби-Ta�-ДНК-полимеразой и ингиби--ДНК-полимеразой и ингиби-
рующими ее активность антителами в присут-
ствии красителя SYBR Green I производства 
«Компании «Синтол» (г.Москва). Для выделе-
ния ДНК применялись реактивы « Проба ГС» 
производства ООО «ДНК-Технология»(г.Мо-
сква). Для проведения электрофоретической 
детекции продуктов амплификации были 
использованы коммерческие наборы произ-
водства ООО «ДНК-Технология» (г.Москва), 
содержащие готовые 2,3% агарозные гели с 
сухой навеской буферной смеси.

Для апробации предложенной методики 
были использованы полевые штаммы Orni-Orni-
thobacterium rhinotracheale НИИЦМБ Улья- rhinotracheale НИИЦМБ Улья-rhinotracheale НИИЦМБ Улья- НИИЦМБ Улья-
новской УГСХА и культура Ornithobacterium 
rhinotracheale (штамм № 51463, 51464).
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Результаты исследований.
Для дизайна праймеров нами было ре-

шено использовать 16s рибосомальный ген 
Ornithobacterium rhinotracheale. 

В базе данных GeneBank была найде-GeneBank была найде- была найде-
на полная нуклеотидная последовательность 
гена 16sRNA. Затем она была просканирована 
системой Blast этой базы данных на предмет 
совпадения с существующими данными сек-
венирования других микроорганизмов. 100% 
совпадения более не встречалось, следователь-
но, оставалось выбрать только уникальные 
последовательности, фланкирующие участок 
гена 16sRNA Ornithobacterium rhinotracheale. 
После ряда проведенных анализов програм-
мами Gene Runner v.3.05 и Primer-Blast (в ре-Gene Runner v.3.05 и Primer-Blast (в ре- Runner v.3.05 и Primer-Blast (в ре-Runner v.3.05 и Primer-Blast (в ре- v.3.05 и Primer-Blast (в ре-v.3.05 и Primer-Blast (в ре-.3.05 и Primer-Blast (в ре-Primer-Blast (в ре--Blast (в ре-Blast (в ре- (в ре-
жиме on-line) эти последовательности были 
определены; они фланкировали участок гена 
размером 302 пары нуклеотидных оснований.

Праймеры (16S-1 размером 19 п.о. и 
16S-2 размером 19 п.о.) были синтезированы 
в «Компании «Синтол» (г.Москва).

Для самой полимеразной цепной реак-
ции было решено использовать коммерческий 
набор с оптимизированной буферной систе-
мой, Ta�-ДНК-полимеразой и ингибирующи-Ta�-ДНК-полимеразой и ингибирующи--ДНК-полимеразой и ингибирующи-
ми ее активность антителами в присутствии 
красителя SYBR Green � производства «Ком-SYBR Green � производства «Ком- Green � производства «Ком-Green � производства «Ком- � производства «Ком-� производства «Ком- производства «Ком-
пании «Синтол» (г.Москва), который содер-
жал смесь: 125 мкМ dNTP, 1.25 u Ta�-ДНК-
полимеразу c ингибирующими ее активность 
антителами (для «горячего старта»), 1,25 мМ 
MgCl2, а также 10х ПЦР-буфер и минеральное 
масло. Объем реакционной смеси без матрич-
ной ДНК в конечном виде составлял 25 мкл. 
Объем пробы матричной ДНК, вносимой в 
реакционную смесь, составил 5 мкл.

Культуры Ornithobacterium rhinotrache-Ornithobacterium rhinotrache- rhinotrache-rhinotrache-
ale были подвергнуты этапу выделения ДНК 
с помощью коммерческого набора «Проба-
ГС» производства ООО «ДНК-Технология» 
(г.Москва) с сорбентной технологией очист-
ки. 

Затем нами был проведен ряд экспери-
ментов для оптимизации протокола ПЦР. 

Для процесса амплификации был ис-
пользован детектирующий термоциклер «ДТ-
322» производства ООО «ДНК-Технология» 
(г.Москва) c возможностью флуоресцентой 
детекции во время амплификации (режим 
«реального времени»). Флуоресценцию дает 
интеркалирующий краситель SYBR Green I, 

который связывается в процессе амплифи-
кации в двухцепочечной ДНК (2). Таким об-
разом, чем больше ампликонов образуется в 
процессе реакции, тем сильнее сигнал флуо-
ресценции, а это, в свою очередь, можно при-
менить для количественной оценки исходной 
матричной ДНК Ornithobacterium rhinotrache-Ornithobacterium rhinotrache- rhinotrache-rhinotrache-
ale. Единственный недостаток применения 
интеркалирующего красителя заключается в 
том, что флуоресцирует не только специфи-
ческий ампликон, но и связавшийся с неспец-
ифическими продуктами SYBR Green I (3). 
Поэтому для точной оценки полученных про-
дуктов амплификации мы применяли также 
метод горизонтально электрофоретической 
детекции в 2,3% агарозном геле. 

Одновременный экспериментальный 
ряд содержал несколько реакционных проби-
рок, у которых температура отжига праймеров 
снижалась с 75ºС до 60º с шагом в 5ºС. Сам 
протокол проведения амплификации состоял 
из трех этапов: денатурации ДНК при 95ºС, 
отжига праймеров на денатурированной ДНК, 
элонгации (синтеза новой цепи с помощью 
фермента Ta�-ДНК-полимеразы, наибольшая 
активность которой проявляется при 72ºС). 
Нами был выбран классический тип протоко-
ла ПЦР без предварительных «посадочных» 
циклов. Однако для активации Ta�-ДНК-
полимеразы требовалась инактивация анти-
тел, ингибирующих ее действие. После ряда 
проведенных опытов нами было установлено, 
что оптимальной температурой отжига прай-
меров оказалась температура 60ºС. При этой 
температуре наблюдался максимальный про-
дукт амплификации. 

Таким образом, в конечном варианте он 
имел следующий вид:

1. 95ºС – 5 минут – 1 цикл
2. 95ºС – 10 сек

60ºС – 20 сек  30 циклов
72ºС – 20 сек

            3. 72ºС – 2 мин - 1 цикл

Аналогично опытам по оптимизации 
температурного режима были проведены экс-
перименты по оптимизации конечной концен-
трации праймеров в реакционной смеси. Нами 
было установлено, что избыток праймеров в 
реакции приводил к образованию неспецифи-
ческих продуктов амплификации, имеющих 
размер продукта, не превышающего 100 п.о. 
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Недостаток праймеров в экспериментальном 
ряде приводил либо к образованию продук-
тов амплификации слишком большой длины 
(>1000-2000 п.о.), либо видимой детекции не 
наблюдалось вовсе. Таким образом, была вы-
явлена оптимальная концентрации праймеров 
в реакционной смеси – по 15 pmol 16S-1 и 
16S-2.

Из-за отсутствия количественных тан-
дартов ДНК Ornithobacterium rhinotracheale, 
нами были определены их относительные 
концентрации в предложенных пробах. В ка-

честве единицы было предложено принять 
пробу с Ср-max. Таким образом, мы получили 
величины концентраций ДНК относительно 
их минимального количества в эксперименте 
(см. табл.).

Выводы.
В результате проведенной нами работы 

были определены специфичные праймеры, 
фланкирующие часть гена 16sRNA генома Or-sRNA генома Or- генома Or-Or-
nithobacterium rhinotracheale. Фланкируемый 
участок гена 16sRNA имеет длину 302 пары 
нуклеотидов. 

Рис 1. ПЦР-протокол детекции участка гена 16sRNA Ornithobacterium rhinotracheale 
в присутствии красителя SYBR Green I в режиме «реального времени».
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времени» является не столь специфичным, 
как применение флуоресцентных зондов, но 
позволяет существенно снизить материаль-
ные затраты при проведении количественного 
исследования. Скомпенсировать этот недоста-
ток мы смогли проведением вторичной детек-
ции полученных амплификатов методом гори-
зонтального электрофореза в агарозном геле.

Были подобраны оптимальные условия 
проведения полимеразной цепной реакции с 
выбранной парой праймеров в режиме «ре-
ального времени» с интеркалирующим кра-
сителем SYBR Green �. Детекция флуорес-SYBR Green �. Детекция флуорес- Green �. Детекция флуорес-Green �. Детекция флуорес- �. Детекция флуорес-�. Детекция флуорес-. Детекция флуорес-
ценции во время реакции позволила оценить 
относительное количество исходной матрич-
ной ДНК. Метод применения интеркаляторов 
при проведении ПЦР в режиме «реального 

Рис.2 Электрофорез тех же продуктов амплификации в 2,3% агарозном геле (с конеч-
ной концентрацией праймеров по 15 pmol на реакционную смесь): ДНК Ornithobacterium 
rhinotracheale 1-штамм №51463, 2-штамм №51464, 3-штамм №51464/6.11, 4-штамм №18.11, 
5-штамм №Or-20; 6- отрицательный контроль; 7-маркер молекулярного веса M-100.
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