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Здоровье и выживаемость в настоящее время являются ключевыми целевыми характеристиками селекционного разве-

дения сельскохозяйственных животных. В молочном скотоводстве значительная часть дойных коров выбывает из стада 

до достижения ими полного продуктивного потенциала из-за плохого состояния здоровья или проблем с фертильностью, 

что приводит к серьезным экономическим потерям из-за высоких затрат на выращивание телок. Эти затраты не покры-

ваются ожидаемой прибылью от производства молока от взрослой коровы. В связи с этим актуален поиск маркера, с по-

мощью которого будет определяться продуктивное долголетие и здоровье животных. Таким маркером, по мнению ряда 

ученых, может быть длина теломер. Длина теломер, измеряемая в лейкоцитах, является хорошим биомаркером-

кандидатом, поскольку TL связан со здоровьем, старением и стрессом у людей и других видов. Исследованиях с теломера-

ми использовался широкий спектр методов экстракции ДНК, а недавние количественные исследования, основанные на ПЦР 

(кПЦР), показывают, что выбор метода экстракции ДНК может влиять на средние относительные измерения длины 

теломер. Такие эффекты метода экстракции могут ограничивать использование собранных образцов ДНК многолетних 

давности, извлеченных различными методами. Однако, если эффекты метода экстракции являются систематическими, 

калибратор конкретного метода экстракции может быть в состоянии скорректировать их, поскольку систематические 

эффекты будут влиять на образец калибратора так же, как и на все другие образцы. Так же при измерении длины тело-

мер может повлиять много факторы как условия хранение образцов так же этапы ПЦР. В статье анализируются совре-

менные литературные данные по изучению длины теломер у крупного рогатого скота и дается краткое описание исполь-

зованных методов. 
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Health and survival are currently key targets for selective breeding of farm animals. In dairy farming, a significant proportion of 

dairy cows are retired from the herd before reaching their full productive potential due to poor health or fertility problems, resulting 

in serious economic losses due to the high costs of raising heifers. These costs are not covered by the expected profit from producing 

milk from an adult cow. In this regard, the search for a marker that will be used to determine the productive longevity and health of 

animals is relevant. Such a marker, according to some scientists, may be telomere length. Telomere length, measured in white blood 

cells, is a good candidate biomarker because TL is associated with health, aging, and stress in humans and other species. Telomere 

studies have used a wide range of DNA extraction methods, and recent quantitative PCR (qPCR)-based studies suggest that the 

choice of DNA extraction method can influence average relative telomere length measurements. Such extraction method effects may 

limit the use of collected decades-old DNA samples extracted by different methods. However, if the effects of an extraction method 

are systematic, the calibrator of a particular extraction method may be able to correct for them, since systematic effects will affect 

the calibrator's sample in the same way as all other samples. Also, when measuring telomere length, many factors can influence such 

as sample storage conditions and PCR stages. The article analyzes modern literature data on the study of telomere length in cattle 

and provides a brief description of the methods used. 
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Введение 

В настоящее время актуальной задачей сельскохозяйственных предприятий в странах с развитым 

молочным скотоводством, является увеличение продуктивного долголетия коров. Увеличение про-

дуктивной жизни молочных коров позволит уменьшить выбраковку, улучшить отбор, увеличить при-

быль молочных предприятий, удовлетворить потребительский спрос и повысить уровень содержания 

животных [1, 2, 3]. 

Известно, что сельскохозяйственные животные редко достигают своего биологического предела 

продолжительности жизни, и поэтому показатель длины их теломер изначально не вызывал большого 

исследовательского интереса. Однако, по мере того как стали накапливаться результаты исследова-

ний, связанных с изучением теломер у людей, и были получены данные о сложной связи теломер со 

здоровьем, старением и стрессом, этот показатель выходит на первый план в качестве потенциально-

го биомаркера долголетия у сельскохозяйственных животных [4, 5]. Но выводы, полученные на осно-

ве данных по исследованию длины теломер у людей, следует использовать с осторожностью, когда 

речь идет о животных. Ввиду ранней выбраковки у коров отсутствуют возрастные заболевания, такие 
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как рак, атеросклероз, аутоиммунные заболевания, ожирение, хроническая обструктивная болезнь 

легких, сахарный диабет, гематологические расстройства и нейродегенеративные заболевания), что 

зачастую является причиной повышенной скорости укорочения теломер у пожилых людей. Кроме 

того, нужно учитывать особенности породы молочного скота, методов для отбора биологического 

материала и ряд стрессовых факторов, которые влияют на длину теломер [7]. 

Основная часть 

Структурные особенности теломер. Анализ методов выделения ДНК и измерения относительной 

длины теломер. Теломеры — это специализированные нуклеопротеиновые структуры, которые лока-

лизованы на концах хромосом. Теломеры состоят из повторяющихся нуклеотидных последователь-

ностей и набора специальных белков, которые взаимодействуют с ДНК с образованием нуклеопроте-

инового комплекса [8]. У большинства эукариот необходимая длина теломер поддерживается тело-

меразой, которая восполняет потерянные при репликации повторы на 3′-конце ДНК. Комплементар-

ную цепь при этом достраивает ДНК-полимераза [9]. 

Теломераза – рибонуклеопротеиновый комплекс, состоящий из фермента теломеразной обратной 

транскриптазы (TERT) и теломеразного РНК-компонента (TERC), который содержит матричную по-

следовательность для удлинения теломеры – 3′-AAUCCC-5′. Теломераза неактивна в большинстве 

соматических клеток млекопитающих. Хотя РНК-компонент транскрибируется на постоянном уровне 

почти во всех клетках, в соматических не синтезируется белковая часть – обратная транскриптаза. 

При искусственной активации экспрессии ее генов культура соматических клеток избегает реплика-

тивного старения, то есть клетки приобретают способность делиться неограниченно долго. Теломера-

за собирается и работает в стволовых, половых и некоторых других типах клеток, которым нужно 

делиться постоянно (например, клетках эпителия кишечника) [11]. Считается, что активация этого 

фермента связана с развитием рака: теломераза активна в 85 % раковых опухолей, в остальных 15 % 

действуют альтернативные механизмы поддержания длины теломер, основанные на рекомбинации 

[12, 13]. Для защиты теломер от повреждения имеется специальный комплекс из шести белков, кото-

рый получил название шелтерин, или телосома. Этот комплекс регулирует активность теломеразы. 

Связываясь с повторами TTAGGG на теломерной ДНК, шелтерин способствует образованию на ее 

конце t-петли – своеобразного «колпачка», прячущего свободный конец хромосомы от репарацион-

ных ферментов. Отсутствие или критический недостаток шелтерина в клетке «распечатывает» тело-

меры, и они становятся доступными нуклеазам и прочим ферментам, подвергаются деструкции и 

сливаются с концами других хромосом, что в итоге приводит к клеточной сенесценции или апоптозу. 

Длина теломеры не является стабильной, она может изменяться в течение времени под воздействием 

определенных факторов. Укорочение теломер может быть результатом потери их защиты и стабиль-

ности. Это может быть вызвано накоплением нерепарированных повреждений ДНК во время клеточ-

ного цикла за счет дестабилизации теломерных белковых комплексов таких как компоненты шелте-

ринового комплекса, т.е. теломерный повтор фактор связывания 1 и 2 теломерных повторов (TRF1 и 

TRF2) telomeric repeat binding factor 1 and 2 (TRF1 and TRF2) [14]. 

Влияние методов выделения ДНК на длину теломер было показано в работах [15, 16]. Авторы ра-

боты [15] сравнили использование двух разных типа колонок с кремнеземом для выделения ДНК с 

методом высаливания [17]. Полученные результаты лишь частично сопоставимы с результатами 

Cunningham et al. [17], которые использовали коммерческие наборы для высаливания, обеспечиваю-

щие высокое качество ДНК. В другой работе [18] сравнивали использование наборов для выделения 

ДНК на основе кремнеземных мембран с методом высаливания. Было обнаружено, что методы экс-

тракции ДНК на основе кремнеземных мембран дают более короткие значения длины теломер, чем 

при использовании немембранного метода. Кроме того, было обнаружено, что также условия хране-

ния образцов ДНК вносят существенную изменчивость в результаты количественной ПЦР при опре-

делении длины теломер [19]. 

Анализируя методы выделения ДНК для измерения длины теломер, можно прийти к определен-

ным выводам. Во-первых, широко используемые методы выделения ДНК дают значительные разли-

чия в измерениях длины теломер. Во-вторых, игнорирование этих различий при сравнении результа-

тов исследований, в которых применялись разные методы выделения ДНК, или смена методов выде-

ления ДНК в ходе одного и того же исследования может привести к неправильным выводам. Поэтому 

желательно использовать один метод выделения ДНК для всего исследования. В качестве альтерна-

тивы можно использовать калибратор, специфичный для метода выделения ДНК, если планируется 

несколько методов выделения.  

https://ru.wikipedia.org/wiki/Апоптоз
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Ниже рассмотрены преимущества и недостатки основных методов, разработанных для измерения 

длины теломер (TL) в клетках и тканях. К ним относятся qPCR (количественная полимеразная цепная 

реакция), анализ TRF (терминальный рестрикционный фрагмент), различные методы Q- FISH (коли-

чественная флуоресцентная гибридизация in situ), Flow-FISH (проточная флуоресцентная гибридиза-

ция in situ), STELA (S анализ длины теломеры) и TeSLA (анализ самой короткой длины теломер) [20]. 

Основные методы измерения длины теломер представлены в табл. 1. 

Первоначальное определение панели теломер позвоночных было выполнено путем секвенирова-

ния ДНК. Основываясь на знаниях о высокой консервативности последовательности теломер 

(TTAGGG) n, был разработан анализ TRF с использованием зонда, меченного (TTAGGG) n, и в 

настоящее время он является широко используемым методом измерения теломер [21]. 

Анализ TRF считается «золотым стандартом» для измерения длины теломер, он позволяет изме-

рить интенсивность мазков теломер, чтобы определять среднее значение TL. В то время как диапазон 

размеров теломер можно увидеть с помощью Саузерн-блоттинга, самые короткие теломеры визуали-

зировать невозможно [22]. 

Метод Q-FISH использует микроскоп для определения интенсивности флуоресценции теломер по-

сле гибридизации с зондом флуоресцентной пептидной нуклеиновой кислоты (PNA) и теломерного 

повтора (CCCTAA 3) [23]. 

Коммерческая модификация Q-FISH, называемая высокопроизводительной Q-FISH (HT Q-FISH) 

[20], позволяет проводить крупномасштабные исследования фиксированных лимфоцитов. 

В отличие от Q-FISH, другие методы как qPCR и Саузерн-блоттинг требуют выделения ДНК. [17]. 

Некоторые методы исследований нацелены на самые короткие теломеры, такие как анализ длины 

одиночных теломер (STELA) и анализ наименьшей длины теломер (TeSLA) [24, 25]. 

Самым большим преимуществом STELA является возможность генерировать высокоточные изме-

рения длины теломер с ограничением исходного материала. Действительно, ДНК в диапазоне пико-

грамм или всего 50 клеток достаточно для обеспечения надежных измерений длины, и в этом отно-

шении STELA хорошо подходит для анализа редких типов клеток [26]. 

Однако, каждый из перечисленных методов имеет свои недостатки. Особенности анализа TRF и 

метода Q – FISH ограничивают использование этих методов в популяционных исследованиях. 

Например, для Саузерн-блоттинга требуется большое количество геномной ДНК, поэтому он не под-

ходит для исследований с ограниченным количеством образцов. Метод Q-FISH требует свежей крови 

и не применим для твердых тканей или архивных образцов. Кроме того, анализ TRF и Flow-FISH яв-

ляются трудоемкими и дорогостоящими. 

Наиболее заметным недостатком метода TRF является требование значительного количества ДНК. 

Другим недостатком является относительная нечувствительность метода TRF к очень коротким тело-

мерам. Поскольку самые короткие теломеры, вероятно, являются наиболее важными в запуске старе-

ния, нечувствительность к обнаружению коротких концов снижает универсальность метода TRF [27]. 

Известно, что метод qPCR относительно недорог и может быть выполнен с использованием не-

большого количества ДНК, полученного из большинства архивных образцов. Этот метод остается 

наиболее подходящим для крупных популяционных исследований, для которых обычно требуются 

сотни или тысячи образцов. Однако при использовании qPCR необходим тщательный методологиче-

ский анализ каждого шага этого процесса [28, 29, 30]. Недостатком qPCR является то, что он вносит 

большую ошибку измерения и, таким образом, снижает статистическую мощность анализа [28]. 

Кроме того, при использовании этого метода существует много факторов, приводящих к ошибкам. 

Необходим правильный выбор праймеров, выбор мастер-микса, устранение ошибки пипетирования, 

правильное положение планшета. В работе [31] было показано, что наблюдались систематические 

изменения в измерениях qPCR TL в зависимости от положения лунки термоциклера.  

Принимая во внимание все вышеперечисленные моменты, можно сделать вывод что метод qPCR 

является наиболее подходящим методом для измерения длины теломер. 

Особенности породы. Большинство работ по изучению длины теломер было проведено для коров 

голштино-фризской породы [36, 37]. Однако стоит обратить внимание на коров агеролезской породы, 

которая является наиболее типичной для итальянского региона. Важным является тот факт, что воз-

раст выбраковки агеролезских коров попадает в диапазон от 8 до 13 лет, в то время как выбраковка 

голштино-фризской породы начинается с 6 лет. Ранее [38] изучали длину теломер в лейкоцитах в 50 

образцах японского черного крупного рогатого скота (возрастной диапазон 0–18 лет) и показали сни-

жение длины теломер с возрастом. Результаты авторов работы [39] выявили более высокие значения 



  

34 

 

длины теломер у долгоживущей автохтонной породы крупного рогатого скота (агеролезская). Так как 

была показана наследуемость длины теломер TL [40] и отмечено, что более длинные теломеры у по-

роды крупного рогатого скота связаны с более продолжительным периодом продуктивной жизни, 

включение этого параметра в планы селекции может представлять значительный интерес. [40]. 
 

Таблица 1 .  Основные методы измерения длины теломер 
 

Метод qPCR TRF Q-Fish Flow-Fish STELA TeSLA 

Требуемое коли-

чество кле-

ток/ДНК 

Низкий (> 

50нг ДНК) 

Высокая (05–

10 мкл ДНК) 

Любое коли-

чество жизне-

способных 

клеток 

05–2×106 жиз-

неспособных 

клеток 

Очень низкий 

(<2нг ДНК) 

Очень низкий 

(20 нг ДНК 

для каждой 

реакции) 

Трудоемкость Низкий Высокий 
Очень высо-

кий 

Очень высо-

кий 

Очень высо-

кий 

Очень высо-

кий 

Время обработки 

на образец 
Низкий Высокий Высокий Низкий 

Очень высо-

кий 
Высокий 

Единица измере-

ния 

Амплифика-

ция теломер 

относительно 

контрольного 

гена 

Средний TL по 

всем ячейкам 

Средняя TL 

ячейки 

Средняя TL в 

определенных 

типах клеток 

Одиночная 

хромосома 

TL 

Одиночная 

хромосома 

TL 

Включает интер-

стициальную по-

следовательность 

теломер 

Да Да Нет Нет Нет Нет 

Оценка длины 

теломер 

Амплифика-

ция соотно-

шения тело-

мер и стан-

дартных 

одиночных 

копий гена 

Средняя длина 

для общей 

клеточной 

популяции 

Средняя дли-

на ячейки 

Удельная 

средняя длина 

клетки 

 

Конкретная 

длина одного 

конца хромо-

сомы 

Конкретная 

длина одного 

конца хромо-

сомы 

Литература [22] [32] [33] [26] [34] [35] 
 

Влияние оксидативного, теплового и метаболического стресса на длину теломер. Оксидативный 

стресс как правило связан с продукцией активных форм кислорода (АФК). Считают, что теломеры, 

богатые гуанином, особенно восприимчивы к окислительному стрессу [41]. В результате нефермен-

тативного свободнорадикального окисления 2-дезоксигуанозина образуется 8-оксо-2-

дезоксигуанозин. Эту молекулу рассматривают как премутагенное повреждение, которое приводит к 

появлению трансверсий GC-TA, что впоследствии выражается в неадекватной репликации теломер-

ной ДНК, ускорении укорачивания теломер. Если механизм репарации ДНК нарушен, то это может 

привести к старению или клеточному апоптозу [42]. 

В этой связи нужно отметить, что теломеры имеют сниженную реакцию на повреждение ДНК, что 

приводит к неэффективному восстановлению ДНК при воздействии окислительного повреждения 

[43]. Развитие оксидативного стресса у молочных коров это довольно распространенное явление. Так, 

например, это состояние отмечается при таком заболевании. Такое состояние, возникает в основном у 

высокопродуктивных молочных коров после родов. LDA вызывает экономические потери, связанные 

с прямыми и косвенными затратами. Возникает LDA преимущественно в течение первого месяца 

лактации, и более чем в 50% случаев диагностируется на первой и второй неделе после родов. В по-

слеродовой период коровы испытывают метаболический стресс, поэтому животные переходят в со-

стояние отрицательного энергетического баланса. Повышенная мобилизация липидов, которая 

наблюдается при таком состоянии может увеличить образование активных форм кислорода. [44]. 

Заключение 

Проанализированные данные позволяют прийти к следующему заключению: 

1. С целью избежания стресса при отборе биологического материала для анализа длины теломер 

лучше использовать молоко, однако остальные методы не исключаются. 

2. Желательно использовать один метод выделения ДНК на протяжении всего исследования. 

3. Метод qPCR является наиболее подходящим для измерения длины теломер у крупного рогатого 

скота. 

4. Все виды стрессового воздействия (оксидативный, тепловой и метаболический) оказывают 

негативное влияние на длину теломер. 
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5. При отборе животных с целью увеличения продуктивного долголетия следует обратить внима-

ние на использование животных местных пород, которые имеют более поздние сроки выбраковки, 

лучше адаптированы к природным условиям данной местности и, соответственно, будут менее под-

вержены действию стрессовых факторов окружающей среды. 

6. Возраст самок играет значительную роль для продуктивного долголетия потомства. Отбор те-

лок, рожденных зимой, от молодых самок может способствовать увеличению продолжительности 

жизни молочного скота. 
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