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Аннотация. Голштинские гаплотипы 4 (HH4) и 5 (HH5), а также миссенс-мутация в гене CACNA1S, вы-
зывающая синдром врожденной мышечной слабости (MW), относятся к рецессивным генетическим нару-
шениям крупного рогатого скота голштинской породы. Распространение данных мутаций связано с интен-
сивным использованием геномной селекции, которая, несмотря на положительные эффекты в повышении 
молочной продуктивности, способствует усилению инбридинга и накоплению летальных и сублетальных 
аллелей в популяциях. Цель – разработка новых ПЦР-тест-систем в режиме реального времени на основе 
технологии TaqMan для диагностики MW, HH4 и HH5. Методы. В работе использованы образцы ДНК коров 
из созданного биобанка крупного рогатого скота голштинской породы популяций Свердловской области, 
Республики Удмуртия, Пермского и Краснодарского краев. Количество особей для скрининга HH4 соста-
вило 139 голов, для HH5 и MW – 137 голов. Разработка тест-систем включала подбор специфических прай-
меров и зондов, оптимизацию условий амплификации и валидацию на контрольных образцах с известным 
генотипом. Научная новизна заключается в том, что впервые созданы и апробированы ПЦР-тест-системы 
в реальном времени для одновременной детекции трех рецессивных генетических нарушений (MW, HH4 и 
HH5) у крупного рогатого скота голштинской породы в популяциях Российской Федерации. Разработанные 
подходы позволяют проводить генотипирование с высокой точностью и воспроизводимостью, что ранее 
не было реализовано в формате TaqMan-зондов для данных мутаций. Результаты. В ходе скрининга но-
сителей HH4 не обнаружено. Частота носительства HH5 составила 0,73 % (95 % ДИ: 0,08–3,36); частота 
носительства MW – 10,22 % (95 % ДИ: 5,98–16,12). Разработанные тест-системы обеспечивают быструю, 
специфичную и экономически доступную диагностику, что делает их пригодными для рутинного скринин-
га в селекционных программах. Полученные данные свидетельствуют о необходимости систематического 
мониторинга генетических нарушений в популяциях голштинского скота Российской Федерации с целью 
своевременного выявления и элиминации носителей летальных и сублетальных аллелей из селекционных 
программ.

Ключевые слова: голштинский гаплотип 4, голштинский гаплотип 5, синдром врожденной мышечной сла-
бости, ПЦР в реальном времени, TaqMan-зонды, крупный рогатый скот, генетическая диагностика, частота 
носительства
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Abstract. Holstein haplotypes 4 (HH4) and 5 (HH5), as well as early-onset muscle weakness syndrome (MW), are 
recessive genetic disorders reported in Holstein cattle. The spread of these mutations is associated with the inten-
sive use of genomic selection, which, despite positive effects on milk production, contributes to increased inbreed-
ing and the accumulation of lethal and sublethal alleles in populations. The purpose of this study was to develop 
novel real-time TaqMan-based PCR assays for the diagnosis of MW, HH4, and HH5. Methods. DNA samples 
from Holstein cows were obtained from the biobank, representing populations from Sverdlovsk region, the Ud-
murt Republic, Perm Krai, and Krasnodar Krai. The number of tested animals for HH4 was 139, for HH5 and 
MW – 137. The development of the assay systems included selecting specific primers and probes, optimizing am-
plification conditions, and validating the assays on control samples with known genotypes. The scientific novelty 
lies in the fact that real-time PCR assay systems were developed and tested for the first time for the simultaneous 
detection of three recessive genetic disorders (MW, HH4, and HH5) in Holstein cattle populations of the Russian 
Federation. The developed approaches enable genotyping with high accuracy and reproducibility, which had not 
previously been implemented in a TaqMan probe format for these mutations. Results. Screening revealed no carri-
ers of HH4. The carrier frequency of HH5 was 0.73 % (95 % CI: 0.08–3.36), and the carrier frequency of MW was 
10.22 % (95 % CI: 5.98–16.12). The developed assays provide rapid, specific, and cost-effective detection, making 
them suitable for routine screening in breeding programs. The obtained data indicate the necessity of systematic 
monitoring of genetic disorders in Holstein cattle populations of the Russian Federation for the timely detection 
and elimination of carriers of lethal and sublethal alleles from breeding programs.

Keywords: Holstein haplotype 4, Holstein haplotype 5, muscle weakness syndrome, real-time PCR, TaqMan 
probes, cattle, genetic diagnostics, carrier frequency
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Постановка проблемы (Introduction)
Голштинские гаплотипы 4 и 5, а также миссенс-

мутация в гене CACNA1S, вызывающая синдром 
ранней мышечной слабости (MW), представля-
ют собой рецессивные генетические нарушения 
крупного рогатого скота голштинской породы. 
Искусственное осеменение, экстракорпоральное 
оплодотворение и трансплантация эмбрионов ис-
пользуются в геномной селекции, направленной на 
повышение удоя, содержания жира и белка в моло-
ке, а также для отбора животных с желательными 
фенотипическими характеристиками. Вместе с тем, 
несмотря на указанные положительные эффекты, 
геномная селекция способствует усилению инбри-

динга, что сопровождается возникновением леталь-
ных мутаций и проявлением новых рецессивных 
аномалий [1].

Синдром ранней мышечной слабости (Early-
onset muscle weakness syndrome, MW/HMW) – это 
рецессивное моногенное заболевание крупно-
го рогатого скота голштинской породы (OMIA 
002819-9913), обусловленное миссенс-мутаци-
ей в гене CACNA1S (rs3423414874; c.3068G>A; 
p.Gly1029Ser), локализованном на 16-й хромосоме. 
Ген кодирует α1S-субъединицу дигидропиридино-
вого рецептора (DHPR), который является ключе-
вым компонентом системы сопряжения возбужде-
ния и сокращения скелетной мускулатуры. Замена 
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глицина серином в положении 1029 нарушает регу-
ляцию внутриклеточного кальция, что клинически 
проявляется неонатальной астазией – неспособно-
стью новорожденных телят самостоятельно стоять, 
а также характерной позой и прогрессирующей 
атрофией мышц тазового пояса [2; 3].

Важной особенностью MW является неполная 
пенетрантность: часть гомозиготных особей демон-
стрирует минимальные клинические признаки или 
сохраняет жизнеспособность при хорошем уходе, 
что существенно осложняет диагностику и требует 
обязательного применения молекулярно-генетиче-
ских методов [2; 3]. В настоящее время для диагно-
стики данного генетического нарушения разработа-
на аллель-специфичная ПЦР [4].

Голштинский гаплотип 4 (HH4) представляет 
собой рецессивное наследственное нарушение, ас-
социированное с мутацией в гене GART (OMIA: 
001826–9913), впервые описанное в 2013 году. 
Фенотипически HH4 проявляется эмбриональной 
смертностью: гибель плода происходит на сроках 
гестации от 60 до 100 дней. Гомозиготные по му-
тантному аллелю эмбрионы нежизнеспособны, что 
приводит к ранним абортам и снижению репро-
дуктивных показателей у коров-носителей [5]. Для 
проведения скрининговых исследований HH4 Н. В. 
Ковалюк с соавторами разработана ПЦР-ПДРФ [6].

Голштинский гаплотип 5 (HH5) обусловлен му-
тацией в гене TFB1M (OMIA: 001941-9913), впер-
вые описан в 2016 году. Как и HH4, данное нару-
шение относится к рецессивным летальным мута-
циям с эмбриональной гибелью гомозигот на сро-
ках стельности от 60 до 100 дней. Мутация в гене 
TFB1M нарушает нормальное развитие плода, что 
приводит к его резорбции или аборту. HH5 пред-
ставляет собой один из наиболее распространен-
ных гаплотипов в популяции голштинского скота, 
что требует обязательного мониторинга носитель-
ства в племенных стадах с целью предотвращения 
распространения [5]. Y. Zhang с соавторами разра-
ботали ПЦР-тест-системы на основе конкурентной 
аллель-специфической ПЦР (KASP) для дифферен-
циации аллелей дикого типа и соответствующих 
мутантных аллелей как для HH4, так и для HH5 [7].

Существующие диагностические подходы, не-
смотря на свою эффективность, обладают рядом 
ограничений: необходимость электрофоретической 
детекции (для ПЦР-ПДРФ и аллель-специфичной 
ПЦР) либо использование сложных и дорогосто-
ящих платформ (для кастомной KASP-системы). 
Кроме того, отсутствуют унифицированные прото-
колы ПЦР в реальном времени для детекции HH4, 
HH5 и MW, что затрудняет внедрение рутинного 
скрининга в ветеринарных лабораториях. Разработ-
ка ПЦР-тест-систем с использованием гидролизуе-
мых зондов позволит совместить высокую специ-

фичность и сократить время анализа, что особенно 
актуально для массового генотипирования в селек-
ционных программах.

Цель исследования  – разработать новые ПЦР-
тест-системы для диагностики летальных и субле-
тальных генетических мутаций крупного рогатого 
скота голштинской породы.
Методология и методы исследования (Methods)

Объект исследования – ДНК крупного рогатого 
скота голштинской породы. Предмет исследова-
ния – ДНК-маркеры, ассоциированные с генетиче-
ски детерминированными заболеваниями крупного 
рогатого скота (синдром врожденной мышечной 
слабости (МW), голштинские гаплотипы 4, 5).

Схема эксперимента
Исследование выполнено на образцах ДНК био-

банка, созданного в отделе геномных исследований 
и селекции животных Уральского НИВИ  – струк-
турного подразделения ФГБНУ УрФАНИЦ УрО 
РАН. Всего для диагностики голштинского гапло-
типа 4 было исследовано 139 проб ДНК от коров 
Свердловской области, Республики Удмуртии и 
Пермского края. Скрининг на наличие голштинско-
го гаплотипа 5 проведен на 137 образцах ДНК от 
коров Свердловской области и Республики Удмур-
тия, на наличие синдрома врожденной мышечной 
слабости – на 137 пробах ДНК от коров голштин-
ской породы Краснодарского края, Свердловской 
области и Республики Удмуртия.

Оборудование и технические средства
Для идентификации носителей синдрома врож-

денной мышечной слабости и голштинского гапло-
типа 4 были разработаны собственные ПЦР-тест-
системы. Для диагностики голштинского гаплотипа 
5 был использован ранее предложенный A. Khatib с 
соавторами набор праймеров, для которого допол-
нительно нами были разработаны специфические 
зонды [8].

Для диагностики на носительство мутаций ис-
пользовали специфические олигонуклеотидные 
праймеры, синтезированные компанией «Биолаб-
микс» (Россия) (таблица 1). Дизайн олигонуклеоти-
дов выполнен с помощью FastPCR 6.8 [9; 10]. Опре-
деление температур плавления и отжига праймеров 
проведено с использованием Primer BLAST [11] и 
IDT-DNA OligoAnalyser [12], а проверка на наличие 
димеров – с помощью ThermoFisher Multiple Primer 
Analyzer [13]. Амплификацию ДНК проводили с 
помощью экстрамикса HS-Taq ПЦР (2x) (diaGene, 
Россия), детекцию – в амплификаторе CFX Opus 96 
(Bio-Rad Laboratories, Inc., США).

Температурные режимы, оптимальные для 
протекания реакций, представлены в таблице 2. 
Оценку специфичности разработанных реакций 
проводили с использованием горизонтального 
гель-электрофореза.
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Таблица 1 
Последовательности праймеров, использованные в исследовании

Последовательность 5’–3’ Размер ампликона, п. н.
Голштинский гаплотип 4 (НН4)

F: AAGGTGTCCTCTATGCTGG
R: GTGCAGAGCAAGCCATCTA
HH4_prN: [FAM]TTTAaT[LNA-T]GCCGTTTCGGTGATCCA[BHQ1]
HH4_prM: [ROX]TTAcT[LNA-T]GCCGTTTCGGTGATCC[BHQ2]

324

Голштинский гаплотип 5 (НН5) [8; данное исследование]
F: AGATATGCTAAAGTTTACCTAGAAGAA
WT_R: CTGAAGCTCCATTCTGAGTCAT
Del_R: TGCTCTATGAATTTTGTGAATGGT
HН5_prN: [FAM]TGTTT[LNAG]AAAATATCTGTTATTTTGCC[BHQ1]
HH5_prM: [ROX]TGGTGTAGGTTCTAAAATGTCTTG[BHQ2]

442 (дикий тип)
256 (мутантная аллель)

Синдром врожденной мышечной слабости (MW)
F: GAAATTTTTCCCCTCAA[LNA-G]CC
R: TGCTCATCGTCATGCTCTTC
prN2: [FAM]CTACGCGGTCATCgGCATG[BHQ1]
prM2: [ROX]CATCTACGCGGTCATCaGCATG[BHQ2]

386

Table 1
Sequences of primers used in the study

Sequence 5’–3’ Amplicon size, bp
Holstein haplotype 4 (HH4)

F: AAGGTGTCCTCTATGCTGG
R: GTGCAGAGCAAGCCATCTA
HH4_prN: [FAM]TTTAaT[LNA-T]GCCGTTTCGGTGATCCA[BHQ1]
HH4_prM: [ROX]TTAcT[LNA-T]GCCGTTTCGGTGATCC[BHQ2]

324

Holstein haplotype 5 (HH5) [8; this study]
F: AGATATGCTAAAGTTTACCTAGAAGAA
WT_R: CTGAAGCTCCATTCTGAGTCAT
Del_R: TGCTCTATGAATTTTGTGAATGGT
HН5_prN: [FAM]TGTTT[LNAG]AAAATATCTGTTATTTTGCC[BHQ1]
HH5_prM: [ROX]TGGTGTAGGTTCTAAAATGTCTTG[BHQ2]

442 (wild type)
256 (mutant allele)

Muscle weakness syndrome (MW)
F: GAAATTTTTCCCCTCAA[LNA-G]CC
R: TGCTCATCGTCATGCTCTTC
prN2: [FAM]CTACGCGGTCATCgGCATG[BHQ1]
prM2: [ROX]CATCTACGCGGTCATCaGCATG[BHQ2]

386

Таблица 2
Режимы амплификации,

используемые в исследовании
Протокол амплификации

Голштинский гаплотип 4 (НН4)
1 цикл: 95 ℃ – 5 мин.;

40 циклов: 95 ℃ – 20 с, 60 ℃ – 30 с, 72 ℃ – 20 с 📷
Голштинский гаплотип 5 (НН5) 

[8, данное исследование]
1 цикл: 95 ℃ – 5 мин.;

40 циклов: 95 ℃ – 30 с, 57 ℃ – 30 с, 72 ℃ – 30 с 📷
Синдром врожденной мышечной слабости (MW)

1 цикл: 95 ℃ – 5 мин.;
40 циклов: 95 ℃ – 20 с, 63 ℃ – 30 с, 72 ℃ – 20 с 📷

Table 2 
Amplification protocols

Amplification protocol
Holstein haplotype 4 (НН4)

1 cycle: 95 °C – 5 min.;
40 cycles: 95 °C – 20 s, 60 °C – 30 s, 72 °C – 20 s 📷

Holstein haplotype 5 (HH5) 
[8, this study]

1 cycle: 95 °C – 5 min.;
40 cycles: 95 °C – 30 s, 57 °C – 30 s, 72 °C – 30 s 📷

Muscle weakness syndrome (MW)
1 cycle: 95 °C – 5 min.;

40 cycles: 95 °C – 20 s, 63 °C – 30 s, 72 °C – 20 s 📷

Статистическая обработка
Доверительный интервал (95 % ДИ), характери-

зующий частоту встречаемости аллелей в генераль-
ной совокупности по данным выборочных частот, 
рассчитывали по методу Джеффриса с использова-
нием онлайн-калькулятора [14].

Результаты (Results)
В результате проведенных исследований были 

разработаны ПЦР-тест-системы для диагностики 
синдрома врожденной мышечной слабости и гол-
штинских гаплотипов 4 и 5. 
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Рис. 1. Результаты оптимизации тест-системы:
А. Для диагностики голштинского гаплотипа 4.

B. Для диагностики синдрома 
врожденной мышечной слабости.

1–8 – эксперимент с градиентом температур, 
М – размерный стандарт с шагом 100 п. н.

Fig. 1. Optimization of the test system:
A. For the diagnosis of Holstein haplotype 4.

B. For the diagnosis of weak muscle syndrome.
1–8 – gradient PCR at the annealing step, 

M – 100-bp DNA ladder

Для подбора оптимальных условий амплифи-
кации проводили ПЦР с градиентом температур на 
этапе отжига праймеров. Условия амплификации: 
предварительная денатурация  – 5 мин.; далее 35 
циклов: денатурация, отжиг и элонгация – по 20 с 
каждый. Температуры денатурации и элонгации со-
ставили 95 и 72 °C соответственно. Градиент темпе-
ратур на этапе отжига праймеров варьировал от 64 
до 56 °C. Наблюдается соответствие длины ампли-
конов с результатами анализа по базе данных primer 
BLAST (рис. 1).

При помощи разработанной ПЦР-тест-системы 
для диагностики голштинского гаплотипа 4 про-
веден скрининг 139 особей голштинской породы 
Свердловской области и Республики Удмуртии, но-
сителей в исследованной выборке не обнаружено. 
На носительство MW всего было исследовано 137 
особей голштинской породы Краснодарского края, 
Свердловской области и Республики Удмуртия, об-
наружено 14 носителей – 10,22 % (95 % ДИ: 5,98–
16,12). При помощи разработанных наборов в ис-
следованной выборке коров обнаружен 1 носитель 
HH5, что составляет 0,73 % (95 % ДИ: 0,08–3,36) 
(таблица 3). 

Рис. 2. Результаты электрофореза для диагностики 
голштинского гаплотипа 5: 1–5, 7, 8 – аллель дикого 

типа (442 п. н.); 6 – мутантная аллель (246 п. н.), 
М – размерный стандарт с шагом 100 п. н.

Fig. 2. Agarose gel electrophoresis results for the diagnosis 
of Holstein haplotype 5: lanes 1–5, 7, 8 – wild-type allele

 (442 b. p.); lane 6 – mutant allele (246 b. p.), 
M – 100-bp DNA ladder

Таблица 3
Частота встречаемости генетически детерминированных заболеваний 

крупного рогатого скота голштинской породы

LoF-
мутации

Особей исследовано

Ч
ис

ло
но

си
те

ле
й

Н
ос

ит
ел

ей
, %

Нижнее 
значение 
95 % ДИ

Верхнее 
значение 
95 % ДИ 

Свердлов-
ская 

область
Пермский 

край
Удмуртская 
Республика

Краснодар-
ский край

HH4 65 48 26 – 0 0 0 1,79
HH5 111 – 26 – 1 0,73 0,08 3,36
MW 89 – 24 24 14 10,22 5,98 16,12

Table 3
The incidence of hereditary disorders in Holstein dairy cattle

Lof 
mutation

Number of animals tested

N
um

be
r 

of
 c

ar
ri

er
s

C
ar

ri
er

s, 
%

Lower 
95 % CI

Upper 
95 % CISverdlovsk 

region Perm Krai Udmurt 
Republic

Krasnodar 
Krai

HH4 65 48 26 – 0 0 0 1.79
HH5 111 – 26 – 1 0.73 0.08 3.36
MW 89 – 24 24 14 10.22 5.98 16.12
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Носители, которые ранее были обнаружены при 
помощи набора праймеров для диагностики гол-
штинского гаплотипа 5, также выявлены разрабо-
танной TaqMan-системой (рис. 2).
Обсуждение и выводы (Discussion and Conclusion)

Синдром врожденной мышечной слабости гол-
штинского скота впервые описан в 2022 году [2]. 
При помощи ретроспективного анализа определе-
но происхождение мутации до быка Southwind Bell 
of Bar-Lee (род. 1984). Широкое использование его 
потомков Roylane Socra Robust-ET и Seagull-Bay 
Supersire-ET способствовало глобальному рас-
пространению генетического нарушения. В ис-
следованной нами выборке частота встречаемости 
носительства синдрома врожденной мышечной 
слабости составила 10,22  %. По результатам от-
ечественных и мировых исследований частота 
носительства MW варьирует от 3 до 38 % в зави-
симости от географического региона: в США – до 
11 % среди коров, в Польше – до 38 % среди быков 
исследованной выборки, в Российской Федерации 
(Краснодарский край) – 5,5 % у коров и телок, до-
стигая 28 % в быкопроизводящей группе. По дан-
ным Я. А. Хабибрахмановой с соавторами, мутация 
в гене CACNA1S выявлена у 4,3 % быков-произво-
дителей голштинской породы в отечественной по-
пуляции (частота мутантной аллели – 2,15 %) [2; 3]. 
Отсутствие скрининговых исследований привело к 
накоплению носителей синдрома врожденной мы-
шечной слабости в популяциях крупного рогатого 
скота, в связи с чем данное генетическое нарушение 
было включено в список обязательного тестирова-
ния согласно Решению Евразийской экономической 
комиссии от 17 декабря 2024 г. № 140 (приложение 
№ 3 к Решению Коллегии ЕЭК от 02.06.2020 № 74).

В нашем исследовании носителей HH4 не об-
наружено, однако А. В. Степанов с соавторами в 
одном из хозяйств Свердловской области выявили, 
что частота носительства генетического наруше-

ния составила 1,89 % [15]. Частота встречаемости 
голштинского гаплотипа 5 в исследованной выбор-
ке составила 0,73 %, в более ранних проведенных 
нами исследованиях частота встречаемости была 
1,4 %, что объясняется большей выборкой живот-
ных [16]. В исследовании О. С. Романенковой с со-
авторами с помощью разработанной AS-PCR были 
проведены скрининговые исследования разводи-
мых в России 1202 быков-производителей и 708 
коров голштинской и голштинизированных пород, 
среди которых обнаруженная частота встречаемо-
сти носителей – 3,24 % и 1,41 % среди быков-про-
изводителей и коров соответственно [17]. Таким об-
разом, представленные данные подтверждают зна-
чительную вариабельность частоты носительства 
MW, HH4 и HH5 в разных популяциях крупного 
рогатого скота и свидетельствуют о необходимости 
регулярного мониторинга данных мутаций в селек-
ционных программах.

Впервые были созданы тест-системы для детек-
ции аллелей голштинских гаплотипов 4, 5 и синдро-
ма врожденной мышечной слабости в режиме ре-
ального времени. Наша разработка позволяет про-
водить быструю диагностику данных рецессивных 
летальных и сублетальных мутаций.

Носителей голштинского гаплотипа 4 не было 
обнаружено ни в одной из исследованных популя-
ций. HH5 выявлен только у одного животного ис-
следованной выборки. Носители MW обнаружены 
среди коров голштинской породы Краснодарского 
края, Свердловской области и Республики Удмур-
тия. В связи с высокой частотой распространения 
синдрома врожденной мышечной слабости в по-
пуляциях крупного рогатого скота необходимо про-
водить мониторинговые исследования племенных 
производителей и доноров эмбрионов животных 
для обеспечения устойчивого развития животно-
водства в регионе.
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