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Предрасположенность лошадей к назальному кровотечению существенно влияет на их работоспособность и требует контроля при 
селекционной работе, направленной на совершенствование породы, улучшение ее рабочих качеств. Одной из причин таких кровотече-
ний являются спонтанные нуклеотидные замены в домене D`-D3 фактора фон Виллебранда. В проведенных исследованиях выполнен 
анализ присутствия и распространения мутации в домене D`-D3 этого фактора (c.2826 A>C в экзоне 22, приводящая к замене лизина 
на аспарагин) у российских пород лошадей (русский рысак, русская верховая, русский тяжеловоз, алтайская, карачаевская). Наибо-
лее высокая частота встречаемости такой замены обнаружена у русского рысака и русского тяжеловоза. Для выяснения возмож-
ной связи распространения этой мутации с популяционно-генетическими взаимоотношениями между породами лошадей по 26-ти 
фрагментам геномной ДНК, фланкированных инвертированными повторами участков микросателлитов (GA)9C, (AG)9C и (GAG)6C 
(Inter Simple Sequence Repeats – ISSR-PCR маркер), выполнено полилокусное генотипирование, рассчитаны генетические расстояния 
и построены соответствующие дендрограммы. Установлено, что распространенность выявленной мутации не связана с популяци-
онно-генетической близостью пород. Учитывая тот факт, что исторически в формировании русского рысака и русского тяжеловоза 
принимала участие орловская порода, не исключено, что высокая частота встречаемости этой мутации у русского рысака и русского 
тяжеловоза может быть обусловлена ее присутствием у исходной орловской породы лошадей.
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The predisposition of horses to nasal bleeding significantly affects their performance and requires special control especially in the breeding work 
aimed at improving the breed, improving its working qualities. One of the causes of such bleeding is spontaneous nucleotide substitutions in the D`-
D3 domain of von Willebrand factor. In this paper, the presence and distribution of mutations in the domain D`-D3 of this factor  is analyzed (c.2826 
A>C in exon 22, leading to the replacement of lysine by asparagine) in Russian horse breeds (Russian Trotter, Russian Saddle horse, Russian 
Heavyweight, Altai, Karachai horse breeds).The highest frequency of this replacement was found in the Russian Trotter and Russian Heavyweight. 
To clarify the possible relationship of the spread of this mutation with the population-genetic relationship between horse breeds on 26 fragments of 
genomic DNA, flanked by inverted repeats sections of microsatellites (GA)9C, (AG)9C and (GAG)6C (Inter Simple Sequence Repeats – ISSR-PCR 
markers) polylocus genotyping was performed, genetic distances were calculated and corresponding dendrograms were constructed. It turned out 
that the prevalence of the detected mutation is not related to the population-genetic proximity of breeds. However, given the fact that historically in 
the formation of the Russian Trotter and Russian Heavyweight took part Orel horse breed, it is possible that the high frequency of this mutation 
in the Russian Trotter and the Russian Heavyweight may be due to its presence in the group of Oryol horses that are the source for these breeds.
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Назальные кровотечения у лошадей, возникающие 
при физических нагрузках, известны давно, однако ме-
тоды выявления повышенной предрасположенности к 
ним остаются недостаточно разработанными [1]. Гене-
тическая предрасположенность к назальным кровоте-
чениям при физических нагрузках подробно исследо-
вана у людей, в качестве одной из причин выделены 
дефекты фактора фон Виллебранда (von Willebrand 
factor, vWF). Функция vWF является ключевой в агре-
гации тромбоцитов, взаимодействии с фактором свер-
тывания крови VIII (FVIII). После активации и высво-
бождения FVIII запускает превращение протромбина в 
активную форму тромбина [2]; 95% FVIII связывается 
с vWF, стабилизируя его.

Заболевание фон Виллебранда (von Willebrand 
disease – VWD) подразделяют на три основных типа. 
Тип 1 включает частичный количественный дефицит 
vWF, тип 2 – качественные дефекты, тип 3 – практиче-
ски полный дефицит vWF. Тип VWD 2 разделен на че-

тыре вторичных категории. Тип 2А включает варианты 
со сниженной адгезией тромбоцитов, вызванной дефи-
цитом высокомолекулярных мультимеров vWF. Тип 2B 
характеризуется повышенным сродством к тромбоци-
тарному гликопротеину Ib. Тип 2M включает варианты 
с неполноценной адгезией тромбоцитов к эндотелию 
сосудов, несмотря на относительно нормальные разме-
ры vWF. Тип 2N отличается от всех остальных умень-
шенной способностью к связыванию фактора FVIII [3]. 

В литературе имеются данные о спонтанных мута-
циях у лошадей в домене D`-D3, участвующем в свя-
зывании FIII (в частности, c.2826 A>C в экзоне 22), в 
результате  происходит замена лизина на аспарагин, 
однако, до сих пор частота встречаемости и распро-
странение этой мутации у разных пород лошадей не-
достаточно исследованы [4].

Подобные нуклеотидные замены обнаруживаются 
у человека в домене D3 vWF связывания с FIII, часто 
диагностируемые по фенотипу как гемофилия А [5]. У 
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человека домен связывания vWF с FVIII локализован 
в первых 272 aa зрелого vWF в области, кодируемой 
экзонами 18-22 гена vWF [6]. Тип 2N VWD у человека 
описан около 30 лет назад; показано, что он наследует-
ся по рецессивному типу, в домене D`-D3 выявлено 53 
миссенс мутаций (несинонимических мононуклеотид-
ных замен) [7]. Большинство мутаций типа 2N vWD 
локализованы в пределах сайта связывания FVIII vWF 
между остатками аа Ser764 и Arg1035 и охватывают до-
мен D’ и часть домена D3 [8-10]. Распространенность 
таких мутаций тесно связана с различными этносами 
человека и существенно различается у представителей 
разных стран [11].

У лошадей также выявлены наследуемые количе-
ственные и качественные дефекты фактора фон Вил-
лебранда [12,13]. Несмотря на важность прогноза 
предрасположенности к назальным кровотечениям у 
лошадей в связи с их использованием при физических 
нагрузках, частота встречаемости нуклеотидных замен 
vWF в сайте связывания с фактором FIII и их распро-
страненность недостаточно изучены. 

Целью настоящих исследований была разработка 
метода выявления мутации в домене связывания vWF 
с FIII (c.2826 A >C в экзоне 22, условно обозначенная 
как аллель С), соответствующая нуклеотидным заме-
нам при VWD 2N, а также оценка распространения 
этой мутации у лошадей разных пород.

Методика. Экспериментальные исследования, ма-
тематическая обработка и анализ полученных данных 
выполняли в Центре нанобиотехнологий РГАУ–МСХА 
имени К.А. Тимирязева. Объектом исследований по-
служили 119 гол. лошадей карачаевской породы (ООО 
«Аргамак» – n=22, ООО «Шаман» – n=29, ООО «Дон» 
– n=18, ООО «Мустанг» – n=50), 26 – алтайской, 32 
– породы русский тяжеловоз, 14 – русская верховая 
и 22 гол. русский рысак (конезавод «Поворот В.П.»). 
Эти породы были подразделены на две группы: горные 
аборигенные (алтайская и карачаевская) и заводские 
(русский рысак, русская верховая и русский тяжело-
воз). Исторически породы тесно переплетаются друг с 
другом: алтайская – с русским тяжеловозом, русский 
тяжеловоз – с орловским рысаком, русский рысак, рус-
ская верховая и карачаевская – с английской верховой 
[14-17]. 

Для выделения ДНК из цельной крови лошадей по 
стандартной методике использовали набор «ДНК-Экс-
тран-1». При проведении полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР) применяли две методики – выявление 
нуклеотидной замены с использованием аллель-спец-
ифичных праймеров, условно обозначенной нами как 
мононуклеотидный полиморфизм (Single Nucleotide 
Polymorphism – SNP) и ПДРФ (полиморфизм длин 
рестрикционных фрагментов, RFLP). Суть метода за-
ключается в подборе рестриктазы (фермент, расщепля-
ющий ДНК в месте сочетания нуклеотидов, специфи-
ческого для данной рестриктазы), которая  выявляла 
бы последовательность с одним аллелем и не выявляла 
бы с другим. Вторая методика – аллель-специфическая 
ПЦР (метод SNP), для которой подбирают праймеры, 
различающиеся только целевым нуклеотидом на флан-
ге. Аллельные варианты различаются за счет того, что 
3’-концевой нуклеотид одного из праймеров гибриди-
зуется непосредственно с вариабельным нуклеотидом 
(позиция SNP), что обуславливает наличие или отсут-
ствие ПЦР. 

Подбор праймеров осуществляли с помощью про-
граммы Primer-BLAST. Из диссертации Elaine M. 

Norton [18] были взяты данные секвенирования по-
следовательности гена фактора Виллебранда здоровой 
лошади и жеребенка, у которого проявилось назальное 
кровотечение. Для выявления нуклеотидной замены 
с применением методики SNP были подобраны два 
прямых праймера, отличающихся друг от друга нали-
чием на 3` конце соответствующих нуклеотидов (А и 
С). Длина праймеров: прямой (SNP) – 24 п.о. (пар ну-
клеотидов); прямой (ПДРФ) – 20 п.о.; обратный (и для 
SNP, и для ПДРФ) – 19 п.о. Для рестрикции применяли 
эндонуклеазу рестрикции HpySE526 I, имеющую сайт 
посадки A↓CGT.

Далее выполняли сравнительный анализ генетиче-
ских структур по полилокусным спектрам продуктов 
амплификации фрагментов геномной ДНК, фланкиро-
ванных инвертированным повтором участков микроса-
теллитных локусов, используемых в качестве маркеров 
(Inter-Simple Sequence Repeat - ISSR-PCR). ПЦР анализ 
проводили по методике, предложенной Зеткевичем Е. 
с соавторами [19], с некоторыми модификациями. В 
качестве праймеров использовали ди- и тринуклео-
тидные микросателлиты с якорными нуклеотидами – 
(AG)9C, (GA)9C и (GAG)6C. Все праймеры были син-
тезированы фирмой Синтол, Россия. ПЦР проводили в 
объеме 20 мкл с использованием коммерческого набо-
ра реагентов ПЦР-РВ (Синтол, Россия) на амплифика-
торе «Терцик» (ДНК-технологии, Россия).

Продукты амплификации (ампликоны) разделяли в 
горизонтальном 1,5%-ном агарозном геле в 1х ТВЕ-бу-
фере. Перед нанесением в гель ПЦР-продукт смешива-
ли с красителем – бромфенолом в равных количествах.  
Напряжение источника тока – 109 В, длительность 
разделения – 90 мин. Окрашивание гелей проводили 
бромистым этидием концентрацией 0,5 мкг/мл. Фраг-
менты ДНК визуализировали в УФ свете при помощи 
трансиллюминатора УВТ-1 (Биоком, Россия). Размеры 
фрагментов ДНК определяли при помощи маркера мо-
лекулярных масс 100 bp+1.5 Kb+3 Kb (12 фрагментов 
от 100 до 3000 bp) M27 (СибЭнзим, Россия). 

Математическая обработка результатов исследова-
ний была основана на том, что для каждого спектра 
строили матрицу, отражающую присутствие/отсут-
ствие конкретных ампликонов. Для обработки данных 
использовали программы Adobe Photoshop, Microsoft 
Excel, TFPGA. Каждый ампликон спектра рассматри-
вали как один локус ДНК. Полиморфизм такого ло-
куса оценивали по наличию/отсутствию ампликона 
соответствующей длины в спектрах с использованием 
компьютерной программы TFPGA. Выполнен расчет 
индекса PIC (Polymorphic Information Content), кото-
рый характеризует уровень ожидаемой гетерозигот-
ности локусов – продуктов амплификации, исходя из 
представлений о том, что по каждому локусу иссле-
дованная группа животных находится в равновесном 
состоянии, соответствующем закону Харди-Вайнберга 
[20]. По частотам встречаемости ампликонов рассчи-
тывали генетические расстояния по методу М.Нея [21] 
между исследуемыми группами лошадей разных пород 
и хозяйств. На основании данных о генетических рас-
стояниях выполняли кластерный анализ и построение 
дендрограмм.

Результаты и обсуждение. Исследования с исполь-
зованием двух методов выявлений нуклеотидной заме-
ны в позиции c.2826 A >C в экзоне 22 фактора Вилле-
бранда позволили оценить частоту встречаемости этой 
мутации у лошадей разных пород (табл.1). Наиболее 
высокая частота встречаемости гомозигот по аллелю 
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дикого типа (А) наблюдается среди лошадей русской 
верховой и алтайской пород, низкая – у русской тяже-
ловозной и русской рысистой. Самая высокая частота 
встречаемости аллеля А выявлена у лошадей алтайской 
и русской верховой породы, самая низкая – у рысаков 
и русских тяжеловозов. Эти данные дают возможность 
прогнозирования повышенной предрасположенности 
к назальным кровотечениям у рысистых и тяжеловоз-
ных лошадей. Можно ожидать, что у лошадей этих 
пород имеется повышенный риск проявления болезни 
Виллебранда типа 2N при физических нагрузках, так 
как рассматриваемая нами мутация приводит именно к 
этому типу заболевания.
Табл. 1. Частота встречаемости аллелей А и C 22 экзона 

22 vWF у лошадей разных пород

Порода, хозяйство А С

Карачаевская, «Аргамак» 0,46 0,54

Карачаевская, «Шаман» 0,46 0,54

Карачаевская, «Мустанг» 0,37 0,63

Карачаевская, «Дон» 0,47 0,53

Карачаевская, в среднем 0,44 0,58

Алтайская 0,61 0,39

Русская верховая 0,57 0,43

Русский рысак 0,16 0,84

Русская тяжеловозная 0,25 0,75

Поскольку у людей распространение некоторых 
нуклеотидных замен, связанных с предрасположенно-
стью к болезни Виллебранда типа 2N, зависит от этни-
ческой принадлежности [22], можно ожидать, что и у 
лошадей межпородные различия обусловлены опреде-
ленной близостью генетических структур, так как при 
создании пород и для совершенствования их рабочих 
качеств достаточно часто использовали одни и те же 
улучшающие породы. 

Выполнен анализ генетических структур пород 
лошадей с использованием полилокусного генотипи-
рования геномных фрагментов ДНК, фланкирован-
ных инвертированными повторами участков микроса-
теллитных локусов (GA)9C, (AG)9C и (GAG)6C (Inter 
Simple Sequence Repeats - ISSR-PCR маркеры). Полу-
чены продукты амплификаци  геномных фрагментов 
(ампликонов) размером от 300 до примерно 1750 п.о. 
Общее количество обнаруженных ампликонов геном-
ной ДНК с использованием всех трех праймеров соста-
вило 26 фрагментов. Наиболее полиморфными у ис-
следованных лошадей оказались спектры ампликонов, 
полученные по фрагментам геномной ДНК, фланкиро-
ванным инвертированным повтором (AG)9C, наименее 
– инвертированным повтором (GAG)6C (табл.2). 

Распределение аллельных частот по этим локусам 
варьировало в зависимости от праймера, наиболее по-
лиморфными оказались спектры ампликонов, полу-
ченных с использованием в качестве праймера участка 

Табл. 2. Полиморфное информационное содержание 
(PIC) и доля полиморфных локусов спектров 

продукции амплификации 
по праймерам (AG)9C, (GA)9C и (GAG)6C

Показатель Праймер

(GA)9C (AG)9C ( GAG)6C

Общее количество фрагментов 13 9 4

Количество полиморфных 
фрагментов

5 6 1

Доля полиморфных локусов, % 38 67 25

PIC 0,21 0,34 0,22

динуклеотидного микросателлита (AG)9C у алтайских 
лошадей, наименее – тринуклеотида (GAG)6C у рус-
ского тяжеловоза (табл.3). Спектры ампликонов по 
всем 26 локусам оказались наименее полиморфными 
у русского тяжеловоза, наиболее – у алтайских лоша-
дей. То есть по этим спектрам русский тяжеловоз был 
самой консолидированной породой.

Табл. 3. Полиморфное информационное содержание 
(PIC) у лошадей разных пород по спектрам ампликонов, 

полученных с использованием в качестве праймеров 
последовательностей (AG)9C, (GA)9C и (GAG)6C

Праймер Порода

русский 
рысак

алтай-
ская

карачаев-
ская

русский 
тяжело-

воз

русская 
верховая

(GA)9C 0,20 0,20 0,20 0,19 0,24

(AG)9C 0,30 0,65 0,30 0,23 0,22

(GAG)6C 0,24 0,24 0,24 0,15 0,21

В среднем 0,25 0,36 0,25 0,19 0,22

Расчет генетических расстояний на основании этих 
спектров и построение дендрограмм свидетельствуют 
о том, что наиболее близкими по генетической струк-
туре оказались лошади пород русская верховая и рус-
ский тяжеловоз, причем эта закономерность обнаружи-
валась по спектрам ампликонов всех трех праймеров 
(рис.). 

На дендрогамме, построенной на основании рас-
пределения у исследованных животных фрагментов 
геномной ДНК, фланкированных инвертированными 
повторами (GA)9C, (AG)9C и (GAG)6C, выделяются два 
основных кластера: один – объединяющий русскую 
верховую и русского тяжеловоза, второй – алтайскую, 
карачаевскую породу и рысаков. 

Поскольку самая высокая частота аллеля С, локали-
зованного в разных кластерах, наблюдается у рысаков 
(0,84) и русского тяжеловоза (0,75), а самая низкая – у 
алтайских лошадей (0,39), популяционно-генетиче-
ской близостью исследованных пород нельзя объяс-
нить распространение аллеля. В то же время, участие 
орловской породы в истории формирования рысаков 
и русского тяжеловоза не исключает возможности 
распространения этого аллеля за счет «эффекта осно-
вателя». Вероятно, носительство мутации, связанной 
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Дендрограммы генетических взаимоотношений между 
породами лошадей: А – праймер (GA)9C; 

Б – праймер (AG)9С; В – праймер (GAG)9C.

с повышенной предрасположенностью к назальным 
кровотечениям, имеет специфические для этих пород 
физиологические компенсаторные механизмы. 

Таким образом, у лошадей русской верховой, рус-
ский тяжеловоз, русский рысак, алтайской, карачаев-
ской пород выявлена высокая частота встречаемости 
нуклеотидной замены по сравнению с референсным 
геном (c.2826 A>C в экзоне 22 домена D`-D3 факто-
ра фон Виллебранда), приводящая к замене лизина на 
аспарагин. Спонтанные мутации в домене D`-D3 это-
го фактора ассоциированы с нарушением агрегации 
тромбоцитов и повышенной предрасположенностью, 
в частности, к назальным кровотечениям. Наибольшая 

частота встречаемости этого дефекта обнаружена у 
рысаков и русского тяжеловоза, наименьшая – у алтай-
ской лошади. Данные исследований свидетельствуют 
о том, что распространенность аллеля С не связана с 
популяционно-генетической близостью пород, оце-
ненной по 26-ти ISSR-PCR маркерам. Исторически в 
формировании русского рысака и русского тяжеловоза 
принимала участие орловская порода, поэтому не ис-
ключено, что высокая частота встречаемости аллеля С 
у русского рысака и русского тяжеловоза может быть 
обусловлена его присутствием у исходной орловской 
породы лошадей.  
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