
Молекулярно-биологическое направление 

Оценка длины теломер кур 

 Оценку длины теломерных участков проводили с помощью количественного ПЦР. 

Нами был разработан метод оценки длины теломер у кур, при этом за основу был взят 

метод определения относительных размеров теломерных участков хромосом у зябликов 

(Heidinger et al., 2014). Принцип метода относительной количественной оценки теломер 

заключается в сравнении количества ампликонов однокопийного региона генома и 

ампликонов теломерных участков.  

Проведено исследование длины теломерных участков хромосом в клетках крови у 

контрольной и трех опытных групп кур в различные временные периоды эксперимента: 

75, 225 и 445дней. В каждой группе исследовали ДНК 50 особей. Анализ относительной 

длины теломер проводили методом количественной ПЦР в режиме реального времени в 3-

х повторностях. Основные параметры методики (праймеры, условия проведения реакции 

и т.д.) были разработаны нами в ходе предыдущего этапа выполнения проекта. На данном 

этапе мы внесли некоторые дополнительные процедуры. А именно: для количественного 

анализа длины теломер мы использовали не один, а два однокопийных участка – гена 

gapdh, использованный ранее, и гена rplp0. Дизайн специфичных праймеров (прямой – 5′-

TCGGACCTGAGAAGACCTCC, обратный – TTCAATGGTCCCTCGGGAAA-3′) к 

нуклеотидной последовательности гена rplp0, был проведен с помощью программы 

Primer-BLAST. Более того на этом этапе мы определили эффективность амплификации 

теломерных участков хромосом. Эффективность рассчитывали по калибровочной кривой, 

построенной на основе количественного анализа ПЦР продуктов (пороговых циклов) с 

различными концентрациями ДНК матрицы. В качестве ДНК матрицы был выбран 

синтетический олигонуклеотид, комплиментраный по нуклеотидному составу 

теломерному участку хромосом (TTAGGG)14. Эффективность амплификации теломерных 

областей составила 135 %. Превышение этого показателя более 100 % в нашем случае 

можно объяснить образованием дополнительного ПЦР продукта – димера праймеров. 

Следует отметить, что стандартные праймеры для оценки размеров теломер у 

позвоночных животных (прямой – 5′-

CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT-3′, обратный – 5′-

GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT-3′) (Cawthon, 2002, 

O’Callaghan, Fenechet, 2011) высоко комплиментарны, что и является причиной 

образования неспецифичного продукта ПЦР в виде их димеров. Тем не менее исходя из 

эффективности ПЦР (135 % для теломер и 100 % для однокопийных контрольных 



регионов генов gapdh и rplp0) мы внесли корректировку в формулу количественных 

расчетов. А именно: 2(∆Сt), где ∆Ct=1.3*Ctтеломер –(Сtgapdh+rplp0)/2. 

Результаты количественного соотношения ампликонов теломерных областей к 

ампликонам однокопийных участков (гены gapdh, rplp0) представлены на рисунке 1. Этот 

показатель у 75 суточных птиц составил 6.6±0.7 в контрольной группе, 6.7±0.7 в I группе, 

6.4±0.9 во II группе и6.5±0.8 в III группе; у 225 суточных птиц - 5.5±0.5 в контрольной 

группе, 5.5±0.6 – I группе, 5.6±0.7 - II группе и 5.4±0.6 - III группе; у 445 суточных птиц - 

4.2±0.9 в контрольной группе, 4±1 – I группе, 4.2±1.1 - II группе и 4.1±1 - III группе.  

 

Рисунок 1. Относительная длина теломерных участков хромосом у контрольной и трех 

опытных групп кур различных возрастов: 75, 225 и 445 дней. 

Статистическую обработку полученных данных проводили с использованием 

пакета программ R Sudio v. 1.0.136. В большинстве исследуемых групп полученные 

значения не соответствовали нормальному распределению. И для статистической оценки 

различий использовали U-критерий Манна — Уитни.  

С увеличением возраста птиц, как в контрольной, так и в трех опытных группах, 

длина теломерных участков достоверно (P<0.01) уменьшалась. На 13-18 % было выявлено 

снижение длины теломер у 225 суточных птиц, по сравнению с 75 суточными и на 25-28 

% снижение – у 445 суточных, по сравнению с 225 суточными птицами. Полученные нами 

данные о возрастных изменениях длины теломерных участков у кур коррелируют с 

результатами других исследований (Kim et al., 2011; Sohn, Subramani, 2014). 

Статистически значимых различий в относительной длине теломер между контрольной и 

экспериментальными группами не установлено.  
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