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Мутации в гене A34R, приводящие к увеличению 
иммуногенности вируса осповакцины
С.Н. Щелкунов1, 2 , Т.В. Бауэр1, С.Н. Якубицкий1, А.А. Сергеев1, А.С. Кабанов1, С.А. Пьянков1 

1 Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора, р. п. Кольцово, Новосибирская область, Россия
2 Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия

  snshchel@vector.nsc.ru

Аннотация. Самым простым и надежным способом защиты от вирусных инфекций является вакцинопрофи-
лактика. При этом наибольшей протективной эффективностью обладают живые вакцины, в основе которых 
используют слабовирулентные для человека вирусы, близкородственные патогенным, или аттенуированные 
(ослабленные за счет мутаций/делеций в вирусном геноме) варианты патогенного для человека вируса. Вак-
цинация против оспы с использованием живого вируса осповакцины (vaccinia virus, VACV), близкородствен-
ного вирусу натуральной оспы, сыграла важнейшую роль в успехе программы глобальной ликвидации оспы, 
которая осуществлялась под эгидой Всемирной организации здравоохранения. Прекращение после 1980 г. 
противооспенной вакцинации привело к тому, что огромная часть населения Земли в настоящее время не 
имеет иммунитета не только к оспе, но и любым другим зоонозным ортопоксвирусным инфекциям. Это соз-
дает возможность циркуляции зоонозных ортопоксвирусов в человеческой популяции и, как следствие, при-
водит к изменению экологии и круга чувствительных хозяев для разных видов ортопоксвирусов. При этом 
использование классической живой вакцины на основе VACV для защиты от этих инфекций в настоящее вре-
мя не приемлемо, так как она может обусловливать тяжелые побочные реакции. В связи с этим все более 
актуальной становится разработка новых безопасных вакцин против ортопоксвирусных инфекций человека 
и животных. Аттенуация (ослабление вирулентности) VACV достигается в результате направленной инактива-
ции определенных генов вируса и обычно приводит к уменьшению эффективности размножения VACV in vivo. 
Следствием этого может быть снижение иммунного ответа при введении аттенуированного вируса пациен-
там в стандартных дозах. Часто используемым для встройки/инактивации в геноме VACV является ген тими-
динкиназы, нарушение которого приводит к аттенуации вируса. В данной работе изучено, как введение двух 
точечных мутаций в ген A34R аттенуированного штамма LIVP-GFP (ТК-), увеличивающих выход внеклеточных 
оболочечных вирионов (EEV), влияет на свойства пато- и иммуногенности варианта VACV LIVP-GFP-A34R при 
интраназальном заражении лабораторных мышей. Показано, что увеличение продукции EEV рекомбинант-
ным штаммом VACV LIVP-GFP-A34R не меняет аттенуированный фенотип, характерный для родительского 
штамма LIVP-GFP, но приводит к существенно большей продукции VACV-специфичных антител.
Ключевые слова: вирус осповакцины; направленные мутации; аттенуация; иммуногенность.
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Abstract. Vaccination is the most simple and reliable approach of protection to virus infections. The most effective 
agents are live vaccines, usually low-virulence organisms for humans and closely related to pathogenic viruses or 
attenuated as a result of mutations/deletions in the genome of pathogenic virus. Smallpox vaccination with live vac-
cinia virus (VACV) closely related to smallpox virus played a key role in the success of the global smallpox eradication 
program carried out under the World Health Organization auspices. As a result of the WHO decision as of 1980 to stop 
smallpox vaccination, humankind has lost immunity not only to smallpox, but also to other zoonotic, orthopoxvirus-
caused human infections. This new situation allows orthopoxviruses to circulate in the human population and, as a 
consequence, to alter several established concepts of the ecology and range of sensitive hosts for various orthopox-
virus species. Classic VACV-based live vaccine for vaccination against orthopoxvirus infections is out of the question, 
because it can cause severe side effects. Therefore, the development of new safe vaccines against orthopoxviral 
infections of humans and animals is an important problem. VACV attenuation by modern approaches carried out 
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by targeted inactivation of certain virus genes and usually leads to a decrease in the effectiveness of  VACV in vivo 
propagation. As a result, it can cause a diminishing of the immune response after administration of attenuated virus 
to patients at standard doses. The gene for thymidine kinase is frequently used for insertion/inactivation of foreign 
genes and it causes virus attenuation. In this research, the effect of the introduction of two point mutations into the 
A34R gene of attenuated strain LIVP-GFP (ТК–), which increase the yield of extracellular enveloped virions (EEV), on 
the pathogenicity and immunogenicity of  VACV LIVP-GFP-A34R administered intranasally to laboratory mice were 
studied. It was shown that increase in EEV production by recombinant strain VACV LIVP-GFP-A34R does not change 
the attenuated phenotype characteristic of the parental strain LIVP-GFP, but causes a signif icantly larger production 
of  VACV-specif ic antibodies.
Key words: vaccinia virus; target mutations; attenuation; immunogenicity.

For citation: Shchelkunov S.N., Bauer T.V., Yakubitskiy S.N., Sergeev A.A., Kabanov A.S., Pyankov S.A. Mutations in the 
A34R gene increase the immunogenicity of vaccinia virus. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of 
Genetics and Breeding. 2021;25(2):139-146. DOI 10.18699/VJ21.017 (in Russian)

Введение
Вакцинопрофилактика – самый надежный способ защиты 
от вирусных инфекций. При этом наиболее эффективными 
являются живые вакцины, в основе которых используют 
слабовирулентные для человека вирусы, близкородствен-
ные патогенным, или аттенуированные (ослабленные за 
счет мутаций/делеций в вирусном геноме) варианты па-
тогенного для человека вируса (Щелкунов, 1998; Зверев, 
Юминова, 2012).

В течение долгих лет оспопрививания в XIX–XX вв. 
в разных частях света сформировалась практика исполь-
зования разных штаммов вируса, который в прошлом 
веке отнесен к виду Vaccinia virus (VACV), входящему 
в состав рода Orthopoxvirus семейства Poxviridae. В оте
чественной литературе данный вирус принято называть 
вирусом осповакцины (Fenner et al., 1988; Shchelkunov, 
2013; SanchezSampedro et al., 2015). Точное происхож-
дение этих штаммов в большинстве случаев неизвестно, 
они различаются между собой патогенностью при инфи-
цировании различных видов  лабораторных животных и 
реактогенностью при вакцинации людей (Shchelkunov 
et al., 2005; Kretzschmar et al., 2006; Jacobs et al., 2009; 
SanchezSampedro et al., 2015). В процессе массовой вак-
цинации все штаммы VACV обусловливали в небольшом 
проценте случаев тяжелые побочные реакции, включая 
энцефалиты и энцефаломиелиты, иногда приводившие 
к гибели вакцинируемых. Поэтому в 1980 г. после под-
тверждения глобальной ликвидации оспы была принята 
резолюция Всемирной ассамблеи здравоохранения, настоя
тельно призывающая все страны прекратить вакцинацию 
населения против оспы1.

С появлением возможности реконструирования генома 
VACV методами генетической инженерии в 80х гг. про-
шлого века этот вирус стали использовать в качестве мо-
лекулярного вектора для создания поливалентных вакцин 
против различных инфекций, а затем и онколитических 
вариантов VACV (Kutinova et al., 1995; Shchelkunov et al., 
2003, 2018; Jacobs et al., 2009; Thirunavukarasu et al., 2013; 
SanchezSampedro et al., 2015; Goncharova et al., 2016; 
Li Y. et al., 2017; Guo et al., 2019). При этом важнейшим 
стал вопрос о биологической безопасности создаваемых 
рекомбинантных VACV.

Прекращение противооспенной вакцинации привело 
к тому, что огромная часть населения Земли в настоящее 
1 World Health Assembly, 33. Global Smallpox Eradication. World Health Orga-
nization. 1980. https://apps.who.int/iris/handle/10665/155529 

время не имеет иммунитета не только к оспе, но и любым 
другим зоонозным ортопоксвирусным инфекциям. Это 
создает возможность циркуляции зоонозных ортопоксви
русов в человеческой популяции и, как следствие, при
водит к изменению экологии и круга чувствительных хо
зяев для разных видов ортопоксвирусов (Shchelkunov, 
2013). Поэтому вспышки заболеваний, обусловленных 
зоонозными ортопоксвирусами, такими как вирус оспы 
обезьян, вирус оспы коров и VACV, все чаще в послед-
ние годы регистрируют у людей на разных континентах 
(Albarnaz et al., 2018; Reynolds et al., 2019; Styczynski et 
al., 2019). При этом использование классической живой 
вакцины на основе VACV для защиты от этих инфекций 
в настоящее время не приемлемо, так как она может обу-
словливать тяжелые побочные ре акции, особенно у людей 
с ослабленной иммунной системой или иммунодефицита-
ми (в том числе у ВИЧин фицированных). В связи с этим 
все более актуальной является разработка современных 
безопасных вакцин против ортопоксвирусных инфекций 
человека и животных (Shchelkunov, 2011). 

Аттенуация VACV часто достигается в результате на-
правленной инактивации определенных генов вируса и 
обычно приводит к снижению эффективности размноже-
ния VACV in vivo. Следствием этого может быть снижение 
иммунного ответа при введении аттенуированного виру са 
пациентам в стандартных дозах (Moss, 2011; Sanchez
Sampedro et al., 2015; Albarnaz et al., 2018). Поэтому важ
но осуществлять поиск вирусных генов, модификация 
ко торых может привести к повышению иммуногенности 
аттенуированного VACV без увеличения его вирулент-
ности (Shchelkunov, Shchelkunova, 2020).

VACV формирует две инфекционные формы вирио
нов. Подавляющее большинство вирусного потомства 
составляют внутриклеточные зрелые вирионы (intracel-
lular mature virion, IMV), которые накапливаются в за-
раженной клетке в значительном количестве и попадают 
в окружающую среду только после разрушения клетки. 
Небольшой процент синтезируемых вирусных частиц 
покрывается дополнительной липопротеиновой оболоч-
кой и на раннем этапе цикла развития вируса выходит 
на поверхность клеток и находится в ассоциированном 
с клеткой состоянии (cellassociated virion, CEV). Часть 
CEV отделяется от поверхности клетки и переходит в сво 
 бодное состояние, называемое внеклеточными оболо-
чечными вирионами (extracellular enveloped virion, EEV) 
(Smith et al., 2002). Данная форма для большинства штам-

https://apps.who.int/iris/handle/10665/155529
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мов VACV со ставляет менее 1 % всего потомства вируса 
(Payne, 1980). При этом EEV VACV эффективнее IMV 
проникают в клетки (Locker et al., 2000) и обеспечивают 
быстрое распространение вируса по организму (Payne, 
1980; Blasco et al., 1993; Smith et al., 2002).

Снижение эффективности размножения in vivo атте
нуированного варианта VACV должно приводить к про-
порциональному уменьшению продукции EEV и, как 
следствие, снижению ранней диссеминации вируса по 
организму. Мы предположили, что увеличение выхода 
EEVаттенуированного VACV может обусловливать более 
выраженный противовирусный иммунный ответ. 

Одним из перспективных в этом направлении объек
тов исследования является ген A34R VACV (Blasco et al., 
1993). Он кодирует белок А34, входящий в состав липо-
протеиновой оболочки внеклеточных вирионов (EEV) и 
контролирует эффективность их отделения от поверх-
ности зараженной клетки и выхода в свободном виде в 
межклеточное пространство (Blasco et al., 1993; McNulty et 
al., 2011; Monticelli et al., 2019). У большинства изученных 
штаммов VACV при размножении их в культурах клеток 
млекопитающих на раннем этапе инфекции в виде EEV 
формируется менее 1 % вирусного потомства. Остальные 
вирионы находятся внутри клетки в виде IMV и CEV, 
которые выходят в окружающую среду только после ли-
зиса зараженной клетки (Payne, 1980; Smith et al., 2002). 
В результате множественных пассажей штамма NYCBH 
VACV при внутримозговом заражении мышей получен 
нейротропный штамм IHDJ VACV (Lee et al., 1992), 
который способен продуцировать EEV в количестве до 
30 % всего вирусного потомства и формировать комето-
образные бляшки на монослое чувствительных клеток 
(Payne, 1980; Blasco et al., 1993). Оказалось, что различия 
в аминокислотной последовательности белка А34 другого 
нейротропного штамма, WR VACV (образование менее 
1 % EEV от инфекционного потомства вируса на культу-
ре клеток), от аналогичного белка штамма IHDJ VACV 
составляют лишь две точечные позиции: Asp110 → Asn и 
Lys151 → Glu (Blasco et al., 1993). Показано, что замена 
гена A34R в штамме WR VACV на вариант этого гена 
из штамма IHDJ существенно увеличивает выход EEV
формы и это приводит к более эффективной диссеминации 
онколитических вариантов VACV, а также улучшенной 
противораковой активности таких вирусов in vivo (Kirn 
et al., 2008; Thirunavukarasu et al., 2013).

Целью данной работы явилось изучение влияния введе-
ния двух точечных мутаций в ген A34R, увеличивающих 
выход EEV, на свойства пато и иммуногенности аттенуи-
рованного варианта VACV LIVPGFP при интраназальном 
заражении лабораторных мышей.

Материалы и методы
Вирусы, культура клеток. В работе использовали клон 
14 штамма VACV LIVP (LIVP), полученный нами ра
нее трехкратным пересевом через бляшку изпод агароз-
ного покрытия методом предельного разведения (Yaku 
 bitskiy et al., 2015), а также штамм LIVPGFP, получен
ный на его основе встройкой гена зеленого флуоресцент
ного бел ка в состав вирусного гена тимидинкиназы (Petrov 
et al., 2013). Вирусы выращивали и титровали на культу

ре клеток почки африканской зеленой мартышки линии 
CV1 из коллекции ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотреб-
надзора, как описано С.Н. Щелкуновым и коллегами  
(2020). 

Получение вируса LIVP-GFP с точечными мутация-
ми в гене A34R. Рекомбинантный штамм LIVPGFPA34R 
получали методом временной доминантной селекции 
на основе VACV LIVPGFP с использованием плазми-
ды pMGCgptA34R*, содержащей мутантный вариант 
гена A34R (Asp110 → Asn, Lys151 → Glu), как описано  
Т.В. Бауэр и сотрудниками (2020). 

Оценка уровня продукции внеклеточной формы 
вирусов. Анализ уровня продукции EEV штаммов LIVP
GFP и LIVPGFPA34R проводили на 90 % монослое кле-
ток линии CV1, полученном на 6луночных планшетах. 
Монослой клеток CV1 заражали исследуемым вирусом 
со множественностью 10 БОЕ/клетка в трех повторах. 
Через 6 и 24 ч после заражения отбирали аликвоты над-
клеточной жидкости, а оставшиеся клетки подвергали 
трем циклам замораживания–оттаивания. Титр вируса в 
надклеточной жидкости и суспензии лизированных клеток 
определяли методом бляшек на культуре CV1. 

Животные. В исследованиях использовали инбред-
ных разнополых мышей линии BALB/c, полученных из 
питомника ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора. 
Подопытных животных содержали на стандартном рацио
не с достаточным количеством воды согласно ветеринар-
ному законодательству и в соответствии с требованиями 
гуманного содержания и использования животных в экс
периментальных исследованиях. Исследования и мани-
пуляции на животных проведены с одобрения комитета 
по биоэтике ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора 
(разрешение № 0609.2019 от 03.09.2019). 

Оценка патогенности вирусов для мышей. Исполь-
зовали 3–5недельных мышей линии BALB/c массой 
13–16 г. Препараты вирусов LIVP, LIVPGFP, LIVPGFP
A34R или физиологический раствор вводили животным 
интраназально (и/н), как описано С.Н. Щелкуновым и 
коллегами (2020). Применяли дозы заражения 108 или 

107 БОЕ/30 мкл/животное. В каждой группе эксперимен-
тальных животных было по 6 особей. Мышей ежедневно 
взвешивали и фиксировали внешние клинические при-
знаки заболевания (взъерошенность шерсти, адинамия, 
тремор) в течение 14 сут.

Выявление вирусов в слизистой носа и легких. Забор 
носовой перегородки и легких у мышей осуществляли 
через 3, 7, 10 сут после введения препаратов вирусов или 
физиологического раствора, предварительно выполнив 
процедуру эвтаназии методом цервикальной дислока-
ции. В каждой временной точке образцы брали от трех 
животных и анализировали их индивидуально. Готовили 
10% гомогенаты методом механической дезинтеграции с 
последующим добавлением питательной среды ДМЕМ. 
После нескольких актов замораживания–оттаивания в 
 полученных гомогенатах определяли титры вирусов ме-
тодом бляшек на монослое культуры клеток CV1.

Оценка нейровирулентности вирусов. Группам по 
10 особей 2–3дневных мышейсосунков линии BALB/c 
интрацеребрально (и/ц) вводили рекомбинантные штаммы 
LIVPGFP, LIVPGFPA34R или исходный LIVP в дозе 
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10 БОЕ/10 мкл/мышь. Животным контрольной группы 
и/ц вводили по 10 мкл физиологического раствора. За мы
шами наблюдали в течение 14 сут, учитывая количество 
погибших.

Получение сывороток крови экспериментальных 
животных. Через 28 сут после и/н введения препаратов 
VACV или физиологического раствора у мышей прово-
дили забор проб крови из ретроорбитального венозного 
синуса с помощью одноразовых стерильных капилляров. 
Из крови мышей была получена сыворотка путем осаж-
дения форменных элементов крови центрифугированием. 
Индивидуальные образцы сывороток крови мышей хра-
нили при температуре –20 °С.

Иммуноферментный анализ сывороток крови. 
Иммуноферментный анализ (ИФА) индивидуальных 
сы вороток крови мышей выполняли согласно С.Н. Щел-
кунову и коллегам (2020). В качестве антигена исполь-
зовали очищенный препарат VACV LIVP. Вычисляли 
средние геометрические значения логарифмов обратного 
титра VACVспецифических IgG по экспериментальным 
группам и рассчитывали доверительные интервалы для 
уровня 95 % вероятности совпадения каждой выборки с 
генеральной совокупностью.

Результаты

Сравнение уровней продукции EEV  
вирусами LIVP-GFP и LIVP-GFP-A34R
Оценку продукции EEVформы вирионов штамма LIVP
GFP и полученного на его основе мутантного варианта 
LIVPGFPA34R, кодирующего белок А34 с аминокис-
лотными заменами Asp110 → Asn и Lys151 → Glu, осу-
ществляли при заражении монослоя клеток линии CV1 
со множественностью 10 БОЕ/клетка. 

Результаты этих экспериментов демонстрируют, что 
уровни продукции IMV обоих вирусов на культуре клеток 
не имеют достоверных различий (рис. 1, а). В то же время 
вирус LIVPGFPA34R продуцирует EEV в значительно 
больших количествах по сравнению с исходным для него 
вариантом LIVPGFP, особенно на раннем этапе инфек-
ции (см. рис. 1, б ). Через 6 ч после заражения VACV, 
мутантный по гену A34R, производит в семь раз больше 
внеклеточных вирионов по сравнению с родительским 
штаммом LIVPGFP.

Патогенность штаммов VACV  
при интраназальном введении мышам
Для оценки патогенности VACV LIVP, LIVPGFP и LIVP
GFPA34R мышам линии BALB/c препараты вирусов вво-
дили и/н в дозах 108 или 107 БОЕ/30 мкл/животное. Группе 
мышей отрицательного контроля и/н наносили по 30 мкл 
физиологического раствора. В каждой группе эксперимен-
тальных животных было по 6 особей. Мышей ежедневно 
взвешивали и фиксировали внешние клинические призна-
ки заболевания в течение 14 сут. Начиная с третьих суток 
после инфицирования штаммом LIVP у  мышей наблюдали 
клинические проявления заболевания: взъерошенность 
шерсти, адинамию, тремор. Для штаммов LIVPGFP и 
LIVPGFPA34R не удалось выявить выраженных при-
знаков заболевания за все время наблюдения.

Поскольку большинство штаммов VACV при инфици
ровании взрослых мышей даже в высоких дозах не при
водят к их гибели, общепринятым методом оценки пато-
генности вариантов этого вируса является регистрация 
изменения массы тела животных после заражения (Belya
kov et al., 2003; Dai et al., 2008; Sumner et al., 2016; Phelps 
et al., 2017). Выполненные нами эксперименты показали, 
что наряду с внешними признаками заболевания при и/н 
заражении мышей штаммом LIVP наблюдается дозозави-
симое снижение массы тела животных, а рекомбинантные 
варианты LIVPGFP и LIVPGFPA34R не обусловливают 
изменений массы тела мышей, отличных от контрольных 
животных (рис. 2). Пик заболевания мышей приходился 
на 6–8е сут после заражения VACV LIVP.

Оценка наличия вирусов  
в слизистой носовой перегородки и легких
Для сравнения эффективности размножения в слизистой 
носовой перегородки и легких после и/н заражения мышей 
вирусами LIVP, LIVPGFP или LIVPGFPA34R на 3, 7 и 
10е сут эксперимента у трех животных для каждой дозы 
инфицирования (108 или 107 БОЕ) извлекали соответ-
ствующие ткани и готовили 10% гомогенаты, в которых 
определяли концентрацию VACV методом бляшек.

Результаты этих анализов указывают на то, что штамм 
VACV LIVP с гораздо большей эффективностью размно
жается in vivo по сравнению с аттенуированными вари-
антами VACV LIVPGFP и LIVPGFPA34R (рис. 3). На 
10е сут после инфицирования в слизистой носовой пере-
городки и легких мышей выявлялся только родительский 
штамм LIVP.

Нейровирулентность вариантов VACV
Для изучения способности вирусов LIVP, LIVPGFP и 
LIVPGFPA34R вызывать гибель новорожденных мышей 
при и/ц заражении (доза 10 БОЕ/10 мкл/мышь) использо-
вали группы по 10 особей, за которыми вели наблюдение 
в течение 14 сут после инфицирования. К концу экспе-
римента 90 % мышей, зараженных VACV LIVP, погибли. 
Для штамма LIVPGFP гибель мышей составила 20 %, для 
LIVPGFPA34R – 10 % (рис. 4). В контрольной группе 
(инъекция физиологического раствора) смертности жи-
вотных не наблюдали.

Рис. 1. Динамика увеличения титра вирусов LIVP-GFP и LIVP-GFP-A34R 
после заражения культуры клеток CV-1. 
а – общий титр; б – титр внеклеточной формы вируса в надклеточной 
 жидкости. * различия достоверны при p < 0.05.
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Иммуногенность штаммов VACV
Иммуногенность вариантов VACV LIVP, LIVPGFP и 
LIVPGFPA34R оценивали в тесте ИФА по уровню инду-
цируемых ими вирусспецифичных антител в сыворотках 
крови мышей, полученных через 28 сут после и/н инфици-
рования разными дозами вирусов (107 или 108 БОЕ/мышь).

Рис. 2. Изменение массы тела мышей после интраназального введения штаммов LIVP, LIVP-GFP или LIVP-GFP-A34R VACV в дозах 108 БОЕ/ мышь (а), 
107 БОЕ/мышь (б ) и физиологического раствора (контрольная группа).

Рис. 3. Накопление VACV в слизистой носовой перегородки и легких мышей, интраназально зараженных штаммами LIVP, LIVP-GFP или LIVP-
GFP-A34R в разных дозах. 
с. п. з. – сутки после заражения.
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Рис. 4. Динамика гибели новорожденных мышей при интрацере-
бральном заражении штаммами LIVP, LIVP-GFP или LIVP-GFP-A34R 
VACV.

Аттенуированный рекомбинантный штамм LIVPGFP 
индуцировал достоверно меньший уровень VACVспеци
фичных антител по сравнению с исходным штаммом LIVP 
(рис. 5). Введение же целевых мутаций в гене A34R при-
вело к значительному увеличению антительного ответа 
на инфекцию мышей вариантом VACV LIVPGFPA34R.

Обсуждение
Ранее мы показали, что в результате встройки гена Gfp 
в состав вирусного гена тимидинкиназы штамма LIVP 
(ТК–фенотип) происходит значительная аттенуация 
созданного варианта VACV LIVPGFP и, как следствие, 
снижение его иммуногенности. При этом наибольшую 
чувствительность к VACV лабораторные мыши проявля-
ли при и/н инокуляции (Щелкунов и др., 2020). Поэтому 
сравнительную оценку свойств пато и иммуногенности 
изучаемых штаммов VACV в данной работе осуществляли 
при и/н способе введения, который наиболее близок к 
естественному пути передачи вируса.

Продемонстрировано, что A34R VACV является одним 
из важных генов, контролирующих выход EEV из зара
женных клеток (Blasco et al., 1993; Smith et al., 2002; 
Brei man et al., 2013). Лабораторные штаммы WR и IHDJ 
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Mutations in the A34R gene increase  
the immunogenicity of vaccinia virus

VACV, значительно различающиеся по уровню продук-
ции EEV, по аминокислотной последовательности этого 
белка имеют отличия лишь в двух позициях – 110 и 151. 
Сконцевой лектиноподобный домен вирусного глико
протеина А34, находящийся на поверхности внеклеточ-
ных вирионов, обеспечивает высокоспецифичное взаи мо
действие вирионов с углеводами на поверхности клеток. 
За мена Lys151 → Glu в составе этого домена белка А34 
снижает эффективность связывания CEV  VACV с поверх-
ностью клетки и увеличивает выход EEV в окружающую 
среду (Blasco et al., 1993; Earley et al., 2008; McNulty et 
al., 2011). 

Район гликопротеина А34 VACV с 80го по 130й ами-
нокислотный остаток является областью взаимодействия 
вирусных белков А34 и В5, и данный комплекс поверх-
ностных белков EEV играет важную роль в связывании 
этой формы вирионов с поверхностью клеток (Monticelli 
et al., 2019). Мутация Asp110 → Asn в гликопротеине 
А34 влияет на его связывание с белком В5 и, возможно, 
приводит к дополнительному увеличению выхода EEV.

Рассмотренные мутации в гене A34R, приводящие к 
увеличению продукции EEVформы VACV, не снижают 
инфекционность вируса (McIntosh, Smith, 1996). Более 
того, известно, что EEV инфицируют клетки с большей 
эффективностью по сравнению с IMV и различаются по 
механизму адсорбции на поверхности плазматической 
мембраны и проникновения внутрь клетки (Locker et al., 
2000).

В данной работе в качестве объекта исследования мы 
использовали аттенуированный рекомбинантный вирус 
LIVPGFP, который показал онколитическую эффектив-
ность на разных животных моделях (Petrov et al., 2013; 
Goncharova et al., 2016; Shchelkunov et al., 2018). В со-
став гена A34R этого вируса ввели точечные мутации, 
при водящие к заменам Asp110 → Asn и Lys151 → Glu в 

кодируемом им белке. При заражении клеток линии CV1 
обнаружили, что на ранних этапах инфекции мутантный 
вариант вируса LIVPGFPA34R значительно превосхо-
дит родительский штамм LIVPGFP по продукции EEV 
(см. рис. 1). При этом аттенуированный фенотип вируса 
LIVPGFPA34R не отличался от LIVPGFP (см. рис. 2). 

В ранее выполненных работах показано, что при и/н 
заражении мышей линии BALB/c пик накопления VACV 
в легких приходится на 4–5е сут (Payne, 1980; Lee et al., 
1992). Для сравнения эффективности размножения виру-
сов LIVP, LIVPGFP и LIVPGFPA34R in vivo определяли 
содержание вирусов в слизистой носовой перегородки 
(первичный очаг инфекции) и легких мышей на 3, 7 и 
10е сут эксперимента. Результаты этих исследований 
показали (см. рис. 3), что штамм VACV LIVP с гораздо 
большей эффективностью размножается in vivo по срав
нению с аттенуированными вариантами VACV LIVPGFP 
и LIVPGFPA34R. При этом введенные мутации в ген 
A34R не увеличивают накопление LIVPGFPA34R в 
легких мышей по сравнению с LIVPGFP.

Поскольку наиболее тяжелыми побочными реакция ми 
при вакцинации с использованием живого VACV яв ля
ются энцефалит и энцефаломиелит, необходимо изучать 
нейровирулентность получаемых штаммов VACV. Обще-
принятым методом оценки нейротоксичности VACV яв-
ляется внутримозговое заражение мышейсосунков (Li Z. 
et al., 2004). Исследования продемонстрировали (см. 
рис. 4), что LIVPGFP и LIVPGFPA34R практически не 
различаются между собой по данному показателю и про-
являют значительно сниженную нейровирулентность по 
сравнению с родительским штаммом LIVP. 

Для того чтобы выяснить, как введение мутаций, уве
личивающих продукцию EEV, влияет на иммуногенность 
VACV, аттенуированного в результате инактивации ви-
русного гена тимидинкиназы, сыворотки крови мышей, 
полученные через 28 сут после и/н инфицирования LIVP, 
LIVPGFP или LIVPGFPA34R разными дозами (107 

или 108 БОЕ/мышь), оценивали в тесте ИФА по уровню 
VACVспецифичных антител. Полученные данные (см. 
рис. 5) показывают, что аттенуированный рекомбинант-
ный штамм LIVPGFP индуцировал достоверно меньший 
уровень VACVспецифичных антител по сравнению с 
ис ходным штаммом LIVP, а введение целевых мутаций 
в гене A34R привело к значительному увеличению про-
дукции VACVспецифичных IgG в ответ на инфекцию 
мышей LIVPGFPA34R.

Заключение
Таким образом, увеличение продукции EEV в резуль тате 
введения двух точечных мутаций в ген A34R рекомбинант-
ного штамма VACV LIVPGFP не меняет его аттенуиро-
ванный фенотип, но приводит к существенно большей 
продукции VACVспецифичных антител.

Следует отметить, что встройку целевых генов в со-
став гена тимидинкиназы VACV часто используют при 
создании рекомбинантных вирусов (Mackett, 1987; San
chezSampedro et al., 2015). Следовательно, полученные 
в данной работе результаты важно учитывать при кон-
струировании безопасных и эффективных поливалентных 
живых вакцин на основе VACV. 

Рис. 5. Титры IgG сывороток крови интраназально инфицированных 
мышей вирусами LIVP, LIVP-GFP и LIVP-GFP-A34R в ИФА против цель-
новирионного антигена. 
Цифрами над столбиками указаны средние геометрические значения 
обратного титра VACV-специфических IgG для групп из 6 животных. Ин-
фицирующие дозы вирусов 107 или 108 БОЕ/мышь. КC – контрольная 
 сыворотка.
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Аннотация. Семядольные и листовые экспланты двух сортов ярового рапса (канолы) были трансформирова-
ны с использованием Agrobacterium tumefaciens, несущими генетическую конструкцию с геном-маркером gfp. 
Для уменьшения доли витрифицированных побегов-регенерантов мы оптимизировали содержание сахарозы 
в среде регенерации. Анализ потомства, полученного от растений поколения T0, показал, что в ряде линий 
распределение маркера gfp не подчинялось сегрегации моногенного признака по Менделю для самоопыляе-
мых растений, в то время как в потомстве других линий маркер gfp полностью отсутствовал, хотя его присут-
ствие было подтверждено у всех отобранных растений T0. Обнаружено, что у индивидуальных трансформан-
тов gfp наследуется случайным образом по всему центральному цветоносу, его наличие в геноме проростков 
не зависело от местоположения стручка. Таким образом, в образовании гамет растений T0 участвовали оба 
типа клеток – трансформированные и нетрансформированные. Помимо того, сегрегация маркера различа-
лась у растений линий T1, полученных черенкованием первичного трансформанта, в зависимости от местопо-
ложения черенка на стебле исходного растения, что указывает на химерность растений данного поколения. 
Далее установлено, что черенкование растений с последующим размножением семенами, образовавшимися 
в результате самоопыления, приводило к увеличению доли трансгенных растений в следующих поколе ниях. 
Полученные результаты показывают, что трансформанты были химерными, т. е. их ткани содержали как транс-
генные, так и нетрансгенные клетки, и эта химерность передавалась в последующие поколения. Кроме со-
става питательных сред, на появление химерных растений во время трансформации влияют такие факторы, 
как генотип растения и тип экспланта. Основываясь на этих результатах, мы разработали упрощенный метод, 
состоящий из нескольких раундов комбинации черенкования, получения семян методом самоопыления и по-
следующей отбраковки растений дикого типа, который позволил значительно обогатить популяции потомков 
исходных трансформантов рапса растениями, трансгенными по маркеру gfp.
Ключевые слова: наследование трансгена; трансформация; химера; витрификация (гипергидратация); рапс 
(канола).
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An increased proportion of transgenic plants  
in the progeny of rapeseed (Brassica napus L.) transformants 
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Abstract. Cotyledon and leaf explants of two spring rapeseed varieties were transformed with Agrobacterium tume-
faciens harboring a genetic construct with the gfp marker gene. In order to reduce the proportion of hyper-hydrated 
shoots, which appeared during regenerant formation, we optimized sucrose content in the regeneration media. 
Analysis of the progeny obtained from T0 regenerants showed that in a number of lines the distribution of the gfp 
marker did not follow Mendelian segregation of a monogenic trait in self-pollinated plants, while in the pro geny of 
the other lines of transgenic plants, the gfp marker was completely absent, although its presence had been conf irmed 
in all selected T0 plants. We also found that in individual transformants gfp is randomly inherited throughout the 
central peduncle; its presence in the genome of seedlings does not depend on the location of the pod. Thus, both 
transformed and non-transformed cells were involved in the formation of gametes in T0 plants. In addition, marker 
segregation was different in plants of the T1 line obtained by nodal cuttings of a primary transformant, depending 
on the location of the cuttings on the stem of the original plant, indicating that the nature of T1 generation plants 
was also chimeric. Furthermore, we showed that propagation of plants by cutting followed by propagation by seeds 
formed as a result of self-pollination led to an increase in the proportion of transgenic plants in subsequent gene-

© Ралдугина Г.Н., Хоанг Т.Ж., Нгок Х.Б., Карпычев И.В., 2021

Контент доступен под лицензией Creative Commons Attribution 4.0

ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИНЖЕНЕРИЯ
Оригинальное исследование / Original article

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2021;25(2):147-156
DOI 10.18699/VJ21.018

Перевод на английский язык  https://vavilov.elpub.ru/jour

http://vavilov.elpub.ru/jour


G.N. Raldugina, T.Z. Hoang 
H.B. Ngoc, I.V. Karpichev

148 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2021 • 25 • 2

An increased proportion of transgenic plants  
in the progeny of rapeseed (Brassica napus L.) transformants 

rations. The results obtained during the course of this study show that the transformants were chimeric, i. e. their 
tissues contained both transgenic and non-transgenic cells, and this chimeric nature was passed on to subsequent 
gene rations. We found that, in addition to nutrient media composition, other factors such as plant genotype and 
explant type also contribute to the rising of chimeric plants during transformation. Based on these results, we de-
veloped a simplif ied method, which consists of several rounds of a combination of cutting, seed production by self-
pollination, and subsequent culling of wild-type plants, which signif icantly enriched descendent populations of the 
original rapeseed transformants with plants transgenic for the gfp marker.
Key words: transgene inheritance; transformation; chimera; vitrif ication; rapeseeds.
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Введение
Перенос чужеродной ДНК в растения в настоящее вре
мя стал обычной процедурой для многих видов. Однако 
 осложнения, возникающие при регенерации побегов, мо
гут препятствовать получению трансгенных растений.

С серьезными проблемами исследователи сталкивают
ся, когда законы Менделя по какойто причине нарушают
ся при наследовании трансгена, интегрированного в геном 
полученных во время трансформации рекомбинантных 
растений. Это усложняет как саму экспериментальную 
работу, так и интерпретацию ее результатов, и потому 
требует дополнительного тщательного изучения.

Чужеродная ДНК, интегрированная в геном, обычно 
наследуется по законам Менделя и сегрегирует в строго 
определенных соотношениях в зависимости от количества 
локусов интеграции. Но в ряде случаев эти правила нару
шаются и трансгены наследуются совершенно случайно 
(Sarmah et al., 2004; Popelka et al., 2006). В таких случаях 
предполагают, что неменделевское наследование может 
быть вызвано различными перестройками, которые проис
ходят во время интеграции трансгенов (Walters et al., 1992; 
Tizaoui, Kchouk, 2012). Неканоническое наследование 
можно объяснить и образованием генотипических химер 
при регенерации растений (Schmülling, Schell, 1993).

Трансгенные растенияхимеры были описаны для 
мно гих видов (Costa et al., 2002; Flachowsky et al., 2008). 
По явление химерных растений во время трансформации 
может быть обусловлено несколькими причинами, напри
мер неэффективностью селективного давления вместе с 
присутствующей у самих растений эндогенной устойчи
востью к селективным агентам (RakosyTican et al., 2007), 
а также защитой нетрансформированных клеток от дей
ствия селективного агента факторустойчивыми трансфор  
мированными клетками при регенерации (Domín guez et 
al., 2004). Таким образом, наиболее вероятно, что транс
формированные растенияхимеры происходят из группы 
клеток, а не из одной клетки первичного экспланта (Zhu 
et al., 2007). Причины образования химер редко обсуж
даются в литературе, в то время как выяснение этих 
механизмов поможет устранить возможность появления 
химер. Выявить причины формирования химер помогает 
использование геноврепортеров, таких как гены устой
чивости к антибиотикам или гербицидам, а также генов, 
экспрессия которых может вызывать окрашивание или 
свечение трансформированных клеток (Zvereva, Romanov, 
2000). Одним из таких «окрашивающих» репортеров яв
ляется ген gfp, выделенный из люминесцирующей медузы 

Aequorea victoria (Shimomura et al., 1962). GFP оказался 
полезным инструментом для мониторинга регенерации 
побегов во время трансформации у ряда видов растений 
(Malyshenko et al., 2003; Faize et al., 2010).

Образование химерных растений во время регенерации 
затрудняет дальнейшую работу с трансформантами; при 
этом доля трансгенных растений в популяции потомства 
может значительно уменьшаться, как при черенковании, 
так при размножении растений Т0 семенами. Чтобы полу
чить генетически гомогенные трансгенные растенияпо
томки поколения Т0 при использовании вегетативного раз
множения, необходимо разработать подходы по удалению 
химер из растенийпотомков, созданных данным путем. 
Для этого сначала необходимо выяснить факторы, спо
собствующие формированию химерных растений рапса, 
что может быть достигнуто путем изучения наследования 
маркера gfp у потомков первичных регенерантов, полу
ченных при трансформации. Кроме того, мы поставили 
целью разработать достаточно простой подход, который 
поможет устранить химеры и обогатить полученные по
пуляции потомков трансформантов растениями, содер
жащими трансген.

Материалы и методы
Получение растительного материала и приготовление 
эксплантов. В исследовании использовались два яровых 
сорта рапса Brassica napus L. – Вестар (канадского про
исхождения) и Подмосковный (российского происхож
дения). Семядоли пятидневных сеянцев, пророщенных 
in vitro, или сегменты листьев растений, размноженных 
черенками и затем выращенных in vitro в течение 10–
12 недель, использовали в качестве эксплантов. Перед 
прорастанием семена стерилизовали 1 мин 70 % этанолом 
и 20 мин 20 % раствором промышленного гипохлорита 
натрия (Доместос, Россия), 5 раз промывали стерильной 
дистиллированной водой и затем помещали на агаризо
ванную 1/2 среду Мурасиге–Скуга (МС), не содержащую 
гормонов, с добавлением 0.5 % сахарозы. Чашки Петри 
с семенами ставили в камеру без света и выдерживали 
там в течение 24 ч, затем переносили в световую камеру 
фитотрона с циклом 12/12 ч (день/ночь) при интенсив
ности освещения 250 мкмоль·м–2 ∙ с–1 и дневных/ночных 
температурах 20–22/17–19 °C. Через 5 дней семядольные 
листья проростков использовали для получения эксплан
тов. Листовые экспланты получали, разрезая листовую 
пластинку с предварительно удаленной основной жилкой 
на 5 мм сегменты.
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Все регенерационные среды содержали 7 г/л агара. Пе
ред добавлением агара и последующим автоклавирова
нием pH сред доводили до 5.8.

Агробактериальная трансформация и регенерация 
растений. Для трансформации растений использовали 
штамм Agrobacterium tumefaciens AGL0 с генетической 
конструкцией pA3011, содержащей g fp в качестве мар
керного гена, и селективным маркером npt II (рис. 1, а). 
Конструкция была любезно предоставлена дром Петром 
Ивановым, кафедра вирусологии биологического факуль
тета МГУ им. М.В. Ломоносова. Культуры A. tumefaciens 
выращивали в жидкой среде LB, содержащей 50 мг/л 
ри фампицина (Рф) и 50 мг/л канамицина (Км), при энер
гичном встряхивании при 25 °C в течение 24 ч.

Метод получения трансгенных растений путем совмест
ного культивирования эксплантов с клетками A. tumefa

ciens на поверхности агаризованной среды был описан 
ранее (Malyshenko et al., 2003; Danilova et al., 2009). После 
2 дней совместного культивирования в темноте на среде 
для каллусогенеза (среда МС, содержащая 3 % сахарозы, 
2 мг/л αнафтилуксусной кислоты (НУК), 4 мг/л кинетина, 
0.1 мг/л 2,4дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4Д)) оба 
типа эксплантов переносили на среду для морфогенеза 
(среда МС, содержащая 0.7 или 1 % сахарозы, 8 мг/л 
6бензиламинопурина (БАП), 1.0 мг/л НУК) с добав
лением 800 мг/л цефотаксима (Цф), 3 мг/л абсцизовой 
кислоты (АБК) и 5 мг/л AgNO3 и затем помещали в све  
товую камеру (световой цикл 12/12 ч день/ночь при ин
тенсивности освещения 250 мкмоль·м–2 ∙ с–1, дневная/
ночная температура 20–22/17–19 °C). В конце двухне
дельной инкубации экспланты переносили на среду для 
морфогенеза без АБК, но с добавлением 500 мг/л Цф. Для 

а
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pA3011
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Диагностическая ПЦР

Диагностическая ПЦР
Прорастание 

семян

Сбор семян

Рост

Стручок IV

Стручок II

Стручок I

Стручок III

Стручок V

Черенкование

Линия отреза 
черенков

  Укоренение и рост 
растений T0

Совместная культивация 
эксплантов и A. tumefaciens

Регенерация
Трансформанты T0

Черенок b

Черенок a

Цветение, созревание семян

Перенос в почву

Черенки a и b (для растений T0)
Черенок a (для растений T1, T2, T3)

Укоренение  
и рост растений 

in vitro 

Укоренившийся 
черенок

Растения T1
Растения T2
Растения T3

Отбор трансген- 
содержащих регенерантов. 

Перенос на среду  
для укоренения

Рис. 1. Схемы использованной генетической конструкции (а) и опыта по обогащению популяций потомков трансгенных 
растений gfp-позитивными растениями (б). Создан с помощью программы Paint Tool Sai 2.0.
а – карта области Т-ДНК в составе плазмиды рА3011, которая была использована для трансформации семядольных и листовых 
эксплантов рапса. 35S рrо – промотор вируса мозаики цветной капусты (CaMV) 35S; GFP – кодирующая область гена GFP; 3’NTR – 
3’-нетранслируемая последовательность гена нопалинсинтазы (NOS); Nos ter и Nos рrо – соответственно терминатор и промотор 
гена нопалинсинтазы; NPТ II – кодирующая область гена неомицинфосфотрансферазы; RB и LB – правая и левая границы Т-ДНК.
б – схема обогащения популяции потомков трансгенных растений Brassica napus  L. растениями, содержащими маркер  gfp.  
gfp- по зитивные растения поколения Т0 черенковали, затем черенки (a и b) высаживали в сосуды со средой для укоренения in vitro, 
после чего подросшие саженцы a и b высаживали в почву для получения семян. Для посадки в почву использовали только нижние 
черенки (a) растений следующего по отношению к Т0 поколения. Описанный цикл черенкования и получения семян от растений, 
выращенных только из нижних черенков, повторяли для поколений Т2 и Т3 и для последующих поколений при необходимости. 
Черенки: а – первый (нижний), b – второй (верхний). Диагностическая ПЦР – ПЦР на матрице геномной ДНК, выделенной из одного 
листа каждого из отдельных регенерантов с праймерами для маркера gfp; трансформант Т0 – трансген-положительный регене-
рант; растение Т0 – укоренившийся побег-трансформант Т0.
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семядольных эксплантов в зависимости от требований 
конкретного эксперимента в среду добавляли Км (15 мг/л). 
Через 5–6 недель сформированные побеги отделяли от 
эксплантов и помещали на среду для укоренения (0.7 % 
сахарозы, 1/2 макроМС, полный набор микроэлементов, 
0.1 мг/л НУК). На данной стадии в среду добавляли Цф в 
концентрации 300 мг/л.

Трансгенные растения поколения T0 обоих сортов, у 
которых присутствие маркера g fp было подтверждено с 
помощью ПЦР, были расчеренкованы, и как нижний (а), 
так и верхний (b) черенки были посажены in vitro на сре
ду для укоренения (см. рис. 1, б). После формирования 
корней растения пересаживали в почву и выращивали в 
фитотроне (цикл 12/12 ч день/ночь при интенсивности 
света 250 мкмоль·м–2 ∙ с–1 и дневной/ночной температуре 
20–22/17–19 °C) для образования семян. Для анализа 
распределения трансгенных и нетрансгенных семян в 
стручках, созревших на цветоносах растений T0 после 
самоопыления, семена из каждого стручка каждой от
дельной кисти собирали и после дезинфекции высевали 
на поверхность твердой среды 1/2 MС, содержащей 0.5 % 
сахарозы. Канамицин в среду не добавляли, поскольку 
трансгенные по g fp семена не всегда содержали npt II и 
обе группы семян (как дикого типа, так и g fpтрансген
ные) плохо прорастали на средах с Км. Проростки под
вергали скринингу на маркерные гены с использованием 
диагностической ПЦР. Для получения растений T1 все 
семена из стручков каждого отдельного растения T0 сме
шивали, проращивали, как описано выше, отбирая толь  
ко g fp+ проростки. Семена, созревшие на растениях по
следующих поколений, использовали в дальнейших экс
периментах. Схема вышеописанных экспериментов при
ведена на рис. 1, б.

Скрининг растений на наличие маркерных генов. 
Плазмидную ДНК выделяли из бактериальных клеток 
методом щелочного лизиса (Green, Sambrook, 2013). 
Суммарную ДНК растений для ПЦРанализа выделяли 
с использованием метода, описанного в работе (Fulton 
et al., 1995).

Трансформанты и растения поколений T0, T1 и T2 под
вергали скринингу с помощью диагностической ПЦР: 
на наличие маркера g fp – с парой праймеров eGFP_FW 
5′CCTGAAGTTCATCTGCACCAC3′ и eGFP_RV 5′AC 
TCCAGCAGGACCATGTGAT3′; на ген npt II – с па
рой NPT_FW 5′GTGGAGAAGGCTATTCGGCTA3′ и 
NPT_RV 5′CCACCATGATATTCGGCAAG3′ соответ
ственно. Использовали следующий протокол амплифи
кации: 94 °C – 4 мин, затем 30 циклов амплификации 
(94 °C – 60 с, 64 °C – 60 с, 72 °С – 60 с) и последняя 
стадия синтеза при 72 °С в течение 4 мин. ДНК плаз
миды pA3011 служила положительным контролем, а 
геномная ДНК, выделенная из растений рапса дикого 
типа, – отрицательным. Для определения возможной 
контаминации T0 растений агробактериями использова
ли диагностическую ПЦР с парой праймеров для virD2: 
virD2F – 5′GAACCAAGACCCTTCAGCA3′ и virD2R – 
5′ATCCAGGACTATGCCGTGAC3′, следуя следующему 
протоколу амплификации: 94 °C – 4 мин, затем 35 циклов 
амплификации (94 °С – 60 с, 55 °С – 60 с, 72 °С – 30 с), 
последняя стадия – синтез при 72 °С в течение 4 мин. 

Амплифицированные фрагменты разделяли в 0.8 % не
денатурирующем агарозном геле, содержащем бромистый 
этидий.

В качестве дополнительного доказательства трансген
ности растений выявляли флуоресценцию белка GFP в 
органах растенийкандидатов путем освещения тканей 
растений голубым светом (440–480 нм) с использованием 
микроскопов Axiophot или AxioImager (Zeiss, Германия). 
Пример свечения GFP в трансгенных растениях показан 
на рис. 2, б.

Статистический анализ сегрегации. Пять идентич
ных экспериментов с выборкой из по меньшей мере 
24 экс плантов для каждого эксперимента были проанали
зированы с помощью одностороннего ANOVA с использо
ванием статистической программы SPSS v. 9. Для оценки 
разницы между трансгенным и нетрансформированным 
растением  выполнен tтест Стьюдента. Результаты счи
тали статистически достоверными при p ≤ 0.05.

Частоту трансформации определяли как отношение 
количества трансгенных g fp+ побегов к общему количе  
ству образовавшихся побегов. Экспериментальные дан
ные были обработаны в программе Microsoft Excel. Кри
терий χ2 рассчитывали по методу Смиряева и Кильчев
ско го (2007).

Результаты

Поиск оптимальных условий  
для регенерации побегов на эксплантах рапса
Если содержание сахарозы в среде не оптимизировано, 
побеги, образующиеся в процессе регенерации, могут 
вит ри фицироваться (гипергидратироваться) (Qin et al., 
2006). Следует отметить, что в наших экспериментах по 
трансформации рапса регенерированные растения фор
мировались на эксплантах двух типов, морфологически 
отличных друг от друга. На семядольных эксплантах об
разовывались преимущественно хорошо дифференци
рованные невитрифицированные побеги, тогда как на 
лис товых эксплантах большинство появившихся побе гов 
и зачатков были гипергидратированными, а среди невит
рифицированных побегов не было трансгенных. Что бы 
минимизировать витрификацию, мы проверили корреля
цию содержания сахарозы в среде со степенью гипергид
ратации регенерантов с использованием листовых экс
плантов сорта Вестар. Уменьшив концентрацию сахарозы 
в среде до 0.7 %, нам удалось значительно снизить степень 
витрификации регенерированных побегов (табл. 1). Такая 
среда для морфогенеза была использована во всех после
дующих экспериментах.

Наследование маркерных генов,  
интегрированных в геном рапса
В более ранних исследованиях по трансформации экс
плантов семядолей рапса различными генетическими 
конструкциями (Gomaa et al., 2012; Raldugina et al., 2018) 
мы показали, что в потомстве самоопыляющихся транс
генных растений сегрегация трансгенов и геновмаркеров 
часто не подчиняется законам наследования Менделя. 
Среди потомков самоопыляющихся растений преобладали 
дикие, а не трансгенные растения. В некоторых случаях 
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целевой ген вообще не наследовался. Мы предположили, 
что эти линии растений на самом деле были химерными. 
Вероятно, отчасти это происходило по причине того, 
что нижняя часть химерного побега T0 была под более 
сильным селективным давлением, чем апикальная часть, 
которая располагалась дальше от среды, а также росла 
позже, когда антибиотик уже мог частично разложиться. 
Таким образом, нетрансформированные клетки выживали 
и участвовали в образовании растений поколения T0.

В дальнейшем мы проанализировали наследование 
маркерного гена в нескольких последующих за Т0 по
колениях. Для этой цели был выбран ген g fp в качестве 
маркера, так как наблюдение за люминесценцией белка  
GFP должно было бы позволить нам следить за образова
нием побеговрегенерантов на ранних стадиях. Однако на
дежных данных с явным доказательством присутствия 
химеры в сформированных первичных структурах не 

было получено (Hoang, Raldugina, 2012), поскольку нам 
не удавалось отличить трансгенные клетки от нетранс
формированных. Свечение наблюдалось в разных частях 
растений, независимо от генотипа и/или типа экспланта 
(см. рис. 2, б ). Поэтому мы не применяли данный под
ход в настоящей работе для изучения химерной природы 
трансгенных растений и факторов, которые могут быть 
вовлечены в формирование химер. Дальнейшее изучение 
трансформированных растений проводили с использо
ванием только диагностической ПЦР (см. Материалы и 
методы). Результаты скрининга растенийкандидатов на 
наличие маркера g fp показаны на рис. 2, а. Полученные 
методом ПЦР данные подтверждали путем выявления 
флуоресценции белка GFP в органах растенийкандидатов 
(см. рис. 2, б).

Кроме того, исходные регенерантытрансформанты T0 
тестировали с помощью ПЦР на контаминацию агробакте
риями, как описано в разделе «Материалы и методы». При 
этом ни одно растение не оказалось контаминированным 
(результаты не представлены).

Наследование маркера gfp в T0 регенерантах
Несколько линий GFPэкспрессирующих растений поко
ления T0, полученных на эксплантах обоих сортов, были 
посажены в почву. Все растения были фертильными и 
после самоопыления образовали жизнеспособные семе на. 
Собранные семена проращивали в асептических усло
виях и затем подвергали скринингу на наличие генамар
кера g fp.

Чтобы выяснить, какие типы клеток – трансформиро
ванные или нетрансгенные, были вовлечены в форми
рование генеративных органов растений поколения T0, 

Таблица 1. Зависимость степени витрификации 
регенерированных побегов рапса сорта Вестар  
от концентрации сахарозы в среде

Концен-
трация 
сахарозы,  
%

Частота  
образования 
дифференци-
рованных 
побегов, %

Доля среди дифференцированных 
побегов, %

витрифици-
рованные

трансгенные 
(частота  
трансформации)

1.0 7.6 ± 0.3 3.7 ± 0.7 0

0.7 8.7 ± 0.3 1.4 ± 0.4 66.67 ± 19.7

Примечание. Данные представлены как М ± SD, где М – средняя величи-
на, SD – стандартное отклонение.
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Рис. 2. Скрининг растений-кандидатов, полученных путем агробактериальной трансформации, на присутствие маркера gfp.
а – диагностическая ПЦР для определения присутствия маркера gfp в геномах растений-кандидатов. Тотальную ДНК выделяли из 
растительного материала и проводили ПЦР в объеме 20 мкл (см. Материалы и методы). Затем 10 мкл аликвоты образцов наносили 
на 1 % неденатурирующий агарозный гель, содержащий бромид этидия. М – маркер молекулярной массы; K+ – ПЦР с ДНК плазмиды 
рА3011 (положительный контроль); K– – ПЦР с тотальной ДНК рапса дикого типа (отрицательный контроль); Н – ПЦР с использова-
нием воды вместо ДНК-матрицы (контроль на контаминацию); 1–16 – ПЦР с тотальной ДНК, полученной из растений-кандидатов.
б  – флуоресценция белка  GFP в клетках мезофилла листа трансформированного растения рапса. Лист трансгенного растения:  
1 – в проходящем свете; 2 – в ультрафиолетовом свете, клетки мезофилла видны как светящиеся точки.
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мы проверили наследование маркера g fp в стручках, 
сформированных на центральном цветоносе растений 
каж дой из шести отобранных линий. На наличие g fp 
были проанализированы только четырепять нижних 
стручков, собранных с центральных частей цветоноса, 
поскольку в условиях фитотрона жизнеспособные семена 
формировались исключительно в этих стручках, а не в 
расположенных выше. Выяснилось, что g fp наследуется 
случайным образом по всему цветоносу, его присутствие 
в геноме проростков не зависит от местоположения струч
ка. Маркер g fp был обнаружен лишь в потомстве расте
ний, полученных на эксплантах семядолей (табл. 2). Все 
семена, собранные на растениях, происходящих из лис
товых эксплантов, оказались нетрансгенными. Таким 
образом, в образовании гамет растений поколения T0, 
образовавшихся на эксплантах семядолей, участвовали 
оба типа клеток.

Наследование маркера gfp у растений,  
размножаемых черенками
Способность растений рапса размножаться вегетативно с 
помощью стеблевых черенков широко используется для 
клонирования индивидуальных растений. Мы изучали, 
зависит ли наследование маркера g fp от числа черенкова
ний (см. рис. 1, б). Семена растений T0 дезинфицировали 
и затем проращивали in vitro. Проростки, экспрессирую
щие GFP, высаживали на корнеобразующую среду. После 
образования двух междоузлий побеги черенковали, снова 
укореняли, а растения, образованные из пазушной почки 
нижнего междоузлия, высаживали в почву (см. рис. 1, б, 
черенки а). Растения, сформированные из апикальных 
почек, снова черенковали; после укоренения верхних че

ренков (b) их также высаживали в почву. Семена, собран
ные с этих растений, снова высевали, а проростки про
веряли на наличие маркера g fp.

Статистический анализ данных сегрегации g fp с ис
пользованием критерия χ2 показал, что для черенков a, 
полученных из трех независимых линий сорта Вестар 
(В2, В3, В4), наследование g fp соответствовало за
кону Менделя для наследования моногенного признака 
(табл. 3). Однако для верхних черенков b случайная сегре
гация маркера g fp наблюдалась на растениях следующего 
поколения. Только в В5, где растение, сформированное 
из нижнего черенка, к сожалению, погибло, сегрегация по 
Менделю наблюдалась в потомстве растения, выращен
ного из верхнего черенка.

Для растений сорта Подмосковный сегрегация маркер
ного гена была совершенно случайной, и его наследования 
по Менделю никогда не наблюдалось. Однако на каждом 
растении этого сорта всегда созревало некоторое количе
ство семян, содержащих g fp.

Таким образом, растенияпотомки, полученные путем 
самоопыления исходных трансформантов Т0, неожиданно 
для нас тоже оказались, скорее всего, химерными.

Наследование маркера gfp  
у растений поколений T1 и T2
Интеграция трансгенных конструкций в один менделев
ский локус, независимо от количества копий, часто (но не 
всегда) наблюдается у трансформантов, продуцируемых 
Agrobacteriumопосредованной трансформацией. Исходя 
из предположения, что трансформанты T0 и кло ны T0, 
полученные из нижних и верхних черенков, содержат 
вставку маркера g fp только в одном локусе, в поколе
нии T1 следует ожидать три класса растений в соответ
ствии с их генотипом.

Чтобы обогатить трансгенные популяции рапса инди
видуумами, содержащими маркер g fp, для получения по
томства T1 можно взять только растения, гомозиготные 
по маркеру g fp. Такие генотипы могут быть идентифици
рованы путем физического картирования локуса интегра
ции вставки маркера с последующим отбором гомозигот 
методом ПЦРанализа. Альтернативно гомозиготность 
маркера g fp может быть определена с помощью анализа 
его сегрегации. Сегрегация маркера g fp в соотношении 
4 : 0 в следующем поколении будет указывать, что роди
тельские растения были g fp+/g fp+ гомозиготами. Однако 
оба эти подхода трудоемки и требуют много времени, 
поэтому мы предложили упрощенный метод отбора для 
обогащения популяций потомков T0 g fpпозитивными 
растениями независимо от генотипа. Хотя трансгенные 
гетерозиготы при расщеплении в последующих поколе
ниях и будут давать нетрансгенных потомков, но в смысле 
экспрессии трансгена в популяции данного поколения на 
практике часто не так важно, являются ли трансгенные 
растения гетеро или гомозиготными, главное, чтобы в 
них имела место вышеупомянутая экспрессия. 

Для обогащения трансгенных популяций рапса расте
ниями, содержащими маркер g fp, как геми, так и гомо
зиготными, мы выбраковывали g fpнегативные семена 
в потомстве T1 и T2. Три линии трансформированных 
растений сорта Вестар и одну линию сорта Подмосковный 

Таблица 2. Распределение трансгенных и нетрансгенных 
семян в стручках, образовавшихся на цветоносах 
трансформированных растений рапса поколения T0

Трансгенная 
линия 

Число трансгенных и нетрансгенных семян  
(gfp+/gfp–) и доля трансгенных семян, %

Номер стручка

1 2 3 4 5

ПС-1 2/8
20

7/1
87.5

7/3
70

3/6
33

НФ
–

ПС-2 0/7
0

0/10
0

2/5
28.5

0/8
0

3/3
50

ВС-3 8/2
80

6/1
85.7

4/3
57.1

НФ
–

НФ
–

ПЛ-4 0/9
0

0/8
0

0/8
0

0/10
0

НФ
–

ПЛ-5 0/10
0

0/10
0

0/5
0

0/10
0

НФ
–

ВЛ-6 0/10
0

0/8
0

0/8
0

НФ
–

НФ
–

Примечание. Среда для проращивания семян содержала 0.5×  MС и 
0.5 % сахарозы. П – сорт Подмосковный; В – сорт Вестар; C – семядольные 
экспланты; Л  – листовые экспланты. Прочерк  – семена невсхожие, НФ  – 
семена не сформировались.
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выращивали из верхних черенков (нижние черенки не ис
пользовали, так как некоторые из них погибли) (табл. 4).

Семена, полученные методом самоопыления, затем 
проращивали и проверяли на наличие маркера g fp. Про
ростки с g fp брали для черенкования, когда образовыва
лось одно междоузлие. В этом случае верхние черенки (b) 
трансгенных растений Т2 и Т3 высаживали в землю. 

Результаты ПЦРанализа показали, что процентное со
держание g fpнегативных семян в общем количестве 
семян, продуцируемых растениями поколений T2 и T3, 
уменьшилось, хотя абсолютное количество трансгенных 
семян для каждого тестируемого растения осталось при
мерно на одном уровне.

Обсуждение

Влияние сахарозы на степень витрификации  
побегов-регенерантов 
Образование витрифицированных побегов у многих видов 
растений зависит от содержания сахарозы в питательной 
среде (Sharma, Thorpe, 1989; Qin et al., 2006). В этом ис
следовании мы показали, что уменьшение концентрации 
сахарозы в среде для регенерации до 0.7 % приводило 
к снижению степени витрификации побегов рапса (см. 
табл. 1). Это соответствует результатам, описанным в 
ра боте (Yu et al., 2011) для регенерации гипокотильных 
сегментов проростков брокколи.

Наследование маркера gfp  
у растений рапса поколения T0
Анализ распределения трансгенных и нетрансгенных 
семян на цветоносах каждого растения T0 семядольного 
происхождения показал, что во время роста кистей и 
формирования стручков распределение маркера g fp было 

Таблица 3. Сегрегация маркера gfp у трансгенных растений рапса поколения T1, полученных из семядольных эксплантов

Трансгенная 
линия

Черенок Количество растений потомства Т0 Hf Н0 χ 2
    theor

общее трансгенных (gfp+)  
и их доля, %

нетрансгенных (gfp–)

В-1 a 20 4 (20) 16 0.8  :  3.2 3 : 1 >3.84

b 21 0 21 0 : 4 3 : 1 НП

В-2 a 24 18 (75) 6 3 : 1 3 : 1 0

b 42 6 (14.3) 36 0.6 : 3.4 3 : 1 >3.84

В-3 a 18 15 (83.3) 3 3.3 : 0.7
15 : 3

3 : 1
15 : 1

0.67
>3.84

b 33 16 (48.5) 17 1.9 : 2.1 3 : 1 >3.84

В-4 a 20 16 (80) 4 3.2 : 0.8
15 : 3.75

3 : 1
15 : 1

0.27
>3.84

b 37 14 (37.8) 23 1.5 : 2.5 3 : 1 >3.84

В-5 a Растение погибло

b 31 24 (77.4) 7 3.1 : 0.9 3 : 1 0.10

В-6 a Растение погибло

b 18 0 18 0 : 4 3 : 1 НП

П-7 a 47 7 (14.9) 40 0.6 : 3.4 3 : 1 >3.84

b Растение погибло

П-8 a 37 19 (51.3) 18 18 2 : 2 3 : 1

b 40 17 (42.5) 23 23 1.7 : 2.3 3 : 1

П-9 a 39 5 (12.8) 34 34 0.5 : 3.5 3 : 1

b 30 11 (36.7) 21 21 1.5 : 2.5 3 : 1

Примечание. Стандартное значение χ 2
    theor  = 3.84 (р ≤ 0.05). H0 и Hf – теоретическая и фактическая сегрегация соответственно; В – Вестар; П – Под-

московный; а и b – нижний и верхний черенки соответственно; НП – неприменимо.

Таблица 4. Доли (%) gfp+ растений в трех последовательных 
поколениях трансформированных растений 

Трансгенная линия Т1 Т2 Т3

В-3b gfp+/gfp– 16/17 16/5 17/1

Трансгенные семена, % 48.5 76.2 94.4

В-4b gfp+/gfp– 14/23 17/4 16/2

Трансгенные семена, % 37.8 80.9 88.9

В-5b gfp+/gfp– 24/7 10/11 12/6

Трансгенные семена, % 77.4 47.6 66.7

П-8b gfp+/gfp– 17/23 16/5 14/2

Трансгенные семена, % 45.5 76.2 87.5

Примечание. Проанализированы растения, происходящие из верхних 
черенков  (b), поскольку некоторые растения, происходящие из нижних 
черенков, не выживали после пересадки в почву. В – Вестар, П – Подмо-
сковный.
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совершенно случайным, не зависело от местоположения 
стручка (см. табл. 2). Случайный характер наследования 
позволяет предполагать, что эти растения, вероятно, были 
химерными. Возможно, такое распределение обусловлено 
образованием гамет из трансгенных и нетрансформиро
ванных клеток. Многие исследователи, изучавшие на
следование трансгенов у разных видов растений, предпо
лагают, что искажение сегрегации может отражать сте
рильность одного типа гамет. Aragão с коллегами (1996) 
объяснили сегрегацию в соотношении 1 : 1, наблюдаемую 
у потомства трансгенных растений сои, нежизнеспособ
ностью трансгенной пыльцы. Другие исследователи пред
положили, что отсутствие ожидаемой сегрегации в по
томстве, происходящем от скрещивания трансгенных и 
нетрансформированных растений кукурузы, может быть 
связано с нежизнеспособностью пыльцы в трансгенных 
растениях, вызванной неудачной интеграцией трансгена 
(Walters et al., 1992). Неканоническая сегрегация также 
может быть объяснена химерной природой трансгенных 
растений, в которых часть гамет образована из нетранс
формированных клеток. Hiei с соавторами (1994) отмеча
ют необычную сегрегацию генамаркера gus в потомстве 
трансформантов риса, поскольку популяция растений T0 
состояла исключительно из химерных растений.

Меристематические образования на эксплантах, об
разующиеся во время морфогенеза, состоят из корпуса и 
оболочки, причем последняя содержит несколько слоев, 
обозначаемых, начиная с внешнего слоя, как L1, L2, L3 
и т. д. (Tooke, Battey, 2003). Каждый слой меристемы от
вечает за развитие определенных растительных тканей 
и органов. Например, слой L2 обеспечивает формирова
ние пыльцы и семян (растительные цветочные органы) 
(Irish, 1991). Повидимому, трансформированные клет 
 ки присутствуют преимущественно во внешнем слое L1 
(Tooke, Battey, 2003). Мы предположили, что регенеранты, 
обра зованные на семядольных эксплантах, происходили 
в основном из слоя L2 с участием слоев L1 и L3. На лис
товых эксплантах формирование побегов, вероятно, шло 
исключительно из клеток слоя L3, где трансформирован
ные клетки не обнаруживаются.

Чтобы подтвердить это предположение, мы проанали
зировали сегрегацию маркера g fp в потомстве исходных 
трансформантов. Почти для всех растений были выявлены 
существенные отклонения от менделевского соотношения 
сегрегации 3 : 1 (один локус интеграции g fp) (см. табл. 3, 
черенки а). Статистическая оценка данных о сегрегации 
гена g fp в популяции T0 растений рапса, размножен
ных черенкованием, была выполнена с использованием 
критерия χ2, учитывая, что во время агробактериальной 
трансформации маркер g fp интегрировался в геном рапса 
только в одном локусе. Следует отметить, что некоторые 
линии, например В3a и В4a, на которых вызревало не 
менее 80 % g fpсодержащих семян, могли иметь два или 
даже больше локусов интеграции маркерного гена в одной 
или в разных хромосомах (см. табл. 3, полужирные циф
ры). Это предположение, однако, не меняет сделанного 
ранее заключения, касающегося химерной природы расте
ний T0, поскольку ни одно из растений не продуцировало 
g fp+ семена с долей около 95 %, что соответствовало бы 
сегрегации с соотношением 15 : 1 для дигенного признака. 

Следовательно, линии В3a и В4a, наверное, тоже были 
химерными. И повидимому, большинство оригинальных 
трансформантов были химерными. Таким образом, ткани 
их половых органов могли происходить одновременно из 
трансформированных и нетрансформированных клеток, 
образуя химерную меристему, где нетрансгенные клет
ки, вероятно, делились быстрее, чем трансгенные. Мы 
предположили, что при низком селективном давлении 
при росте побегов в какойто момент в побегах начали 
преобладать нетрансформированные клетки.

Впоследствии мы проверили эту гипотезу, срезая побе
ги, выросшие непосредственно на экспланте (растения T0, 
см. рис. 1, б ), и выращивая полученные из них растения 
для образования семян. Обнаружено, что тип сегрегации 
маркера зависит от конкретного побегарегенеранта, взя
того для выращивания взрослого растения, которое позже 
образовывало семена.

Сегрегация маркера gfp+ у потомства растений, 
полученных черенкованием
Статистическая оценка данных сегрегации маркера g fp 
показала (см. табл. 3), что у некоторых растений, полу
ченных из нижних черенков (черенки a, см. рис. 1, б, линии 
В2, В3 и В4), наблюдалась сегрегация в соотношении 
3 : 1. В то же время у растений, происходивших из верх
ней части побега этого же растения (черенки b), маркер 
распределялся случайным образом. Таким образом, у 
большинства растений Т1 наследование g fp зависело 
от расположения черенка, подтверждая, что они были 
химерными. Следовательно, отбор оригинальных побе
гов, срезанных непосредственно с экспланта, несмотря 
на по ложительный результат их тестирования на мар
кер g fp без предварительных раундов дополнительного 
вегетативного размножения черенками, может привести 
к отбору химерных трансформантов, а в следующих по
колениях – к повышению доли нетрансгенных растений 
в популяции.

Описанный выше подход позволил нам идентифи
цировать предполагаемые химеры, которые должны 
быть какимто образом исключены из популяции транс
генных растений. Некоторые исследователи, например 
Chen (2011), чтобы избавиться от химер среди транс
формантов Lesquerella fendleri, рекомендуют проводить 
несколько раундов последовательных регенераций на экс
плантах полученных трансформантов, каждый раз выби
рая побеги, экспрессирующие маркерный ген gus. Исполь
зуя этот подход, автору удалось снизить долю химерных 
побегов с 80–90 до 2.2 % без увеличения концентрации 
селективного антибиотика, который сильно ингибировал 
морфогенез при добавлении в высоких концентрациях в 
среду регенерации.

Аналогичный подход, включающий последовательные 
субкультивирования листовых эксплантов, вырезанных из 
химерных трансгенных растений, рекомендован для про
изводства трансгенных растений табака без маркера (Li 
et al., 2009). С помощью этой процедуры исследователям 
удалось снизить долю химерных растений в трансгенной 
популяции с 60–80 до 4–8 %.

Перечисленные подходы применяются, когда растения
трансформанты необходимо размножать вегетативно, 
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например черенкованием. В случае размножения семе
нами, например самоопылением, следующие поколения 
растений, казалось бы, должны быть «очищены» от хи
мерности. Однако, к нашему удивлению, Т1 растения, 
полученные путем самоопыления исходных трансфор
мантов, тоже оказались химерными. Наиболее очевидное 
объяснение данного феномена – нестабильность мар ке
ра gfp в геноме трансформантов. Но «генетическое вос
становление» – механизм неменделевского наследования 
внегеномной информации, впервые обнаруженный у 
Arabidopsis thaliana, также может иметь место в нашем 
случае (Lolle et al., 2005). Было показано, что несколько 
независимых мутантных штаммов арабидопсиса проду
цировали явно нормальное потомство с высокой частотой 
(до нескольких процентов), что выше, чем можно было бы 
ожидать, если бы речь шла о случайных обратных мута
циях. Lolle с коллегами (Lolle et al., 2005) предположили, 
что это происходит изза точной реверсии исходной ДНК 
по механизму, включающему управляемое этой матри
цей восстановление исходной предковой ДНК, которая 
ранее была передана «на хранение» в так называемый 
кэш РНК. Феномен, называемый гипотезой «кэш РНК», 
означает, что организмы могут иногда восстанавливать 
свою ДНК до предковой на основе матрицы «кэш РНК», 
унаследованных от прошлых поколений (Lolle et al., 2005). 
Гипотеза кэширования РНК оспаривалась рядом авторов 
(Comai, Cartwright, 2005; Mercier et al., 2008; Miyagawa et 
al., 2013). Однако недавно было показано наличие РНК
кэша участков генома и даже полноразмерных хромосом у 
некоторых организмов (Byeon, Kovalchuk, 2016; Lindblad 
et al., 2017). Возможно, в нашем случае данный механизм 
работает только для части клеток, что и приводит к по
явлению химер.

Наследование маркера gfp  
у трансформантов рапса поколений T1 и T2
Определение количества трансгенных и нетрансгенных 
проростков из семян, образовавшихся на растениях по
колений T1 и T2, полученных из верхних черенков (b)
первичных трансформантов, показало, что с каждым по
следующим поколением доля g fp – семян уменьшалась 
(см. табл. 4, рис. 1, б). При этом общее количество семян 
тоже уменьшалась, но в меньшей степени. Поскольку 
клетки дикого типа участвуют в формировании пула гамет 
в химерных растениях T1, в потомстве T0 наблюдается 
более высокая доля растений дикого типа по сравнению 
с потомством T1. Сегрегация 3 : 1 отмечалась для боль
шинства линий растений T1, скорее всего, потому, что в 
этих линиях произошла интеграция маркера g fp только 
в одном локусе генома. Что касается увеличения доли 
g fp+ растений в потомстве T2 по сравнению с их родите
лями T1, то объяснение этому, вероятно, следует искать 
в несоблюдении условий, необходимых для реализации 
закона Менделя для сегрегации моногенного признака. 
Для большинства организмов, размножающихся поло
вым путем, случаи, когда законы Менделя могут строго 
объяснять все типы наследования, относительно редки. 
Часто модели наследования являются более сложными 
(Schacherer, 2016). Также возможно, что несоблюдение 
закона сегрегации моногенных признаков в нашем случае 

связано с выращиванием растений в условиях фитотро
на, а не в естественной среде (влияние эпигенетических 
факторов и РНКкэширования?). Однако изучение этих 
феноменов выходит за рамки настоящего исследования.

Заключение
В данном исследовании мы показали, что большинство 
регенерировавших в наших опытах трансгенных растений 
рапса являются химерами. К сожалению, нам не удалось 
выяснить, какие факторы определяют образование химер
ных трансгенных растений. Однако удалось продемон
стрировать, что некоторые факторы могут быть связаны с 
появлением химерных растений во время трансформации. 
Это генотип растения, тип экспланта, используемого для 
трансформации, а также питательные среды для транс
формации и регенерации. Мы также обнаружили, что 
химерность по какимто причинам может передаваться в 
последующие поколения.

Согласно сообщениям других групп исследователей, 
в процессе создания трансгенных растений в некоторых 
случаях возникают и химерные растения. Как правило, 
их отбраковывают, оставляя только те регенеранты, в ко
торых наблюдается менделевская сегрегация, и обычно 
только одного конкретного трансгена. Кроме того, насле
дование этих трансгенов в растениях, размножающихся 
с помощью черенкования, обычно не изучается. Весь ре
генерированный побег трансформированного растения 
высаживают в почву, затем выделяют суммарную ДНК из 
листового материала и проверяют ПЦРанализом на транс
генность. Мы же, напротив, сначала размножали растения 
путем черенкования, затем сажали полученные черенки 
в почву и только потом изучали сегрегацию маркера g fp; 
и этот раунд отбора должен был повторяться по меньшей 
мере дватри раза. Использованный нами упрощенный 
подход позволил значительно увеличить долю растений, 
содержащих маркер g fp, в популяциях потомков транс
формированных растений рапса.
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Abstract. The method of biological ballistics (biolistic transformation, genetic bombardment) of plants is one of 
the most modern methods used for direct gene transfer into plant cells. The main advantages of this method 
include the ability to simultaneously incorporate several target genes into the plant genome, carry out transfer 
without unnecessary agrobacterial parts and plasmid DNA sequences, and the short time needed to produce 
transgenic cells. For different plant objects, the efficiency of obtaining transgenic plants by the ballistic method 
varies from 1 to 3 %. For potato plants, the transformation efficiency is quite low at the moment and the selection 
of optimal conditions for biolistics is one of the pressing issues of practical biotechnology. This article presents a 
successful experience of introducing two genes of interest into two potato varieties using the biolistic approach. 
The results of biolistic transformation experiments are presented for two types of explants: potato internodes 
and calli of the varieties Aksor and Nevskiy. Of the 862 explants used for transformation, 56 regenerated plants 
were obtained. PCR screening of transformants revealed one plant with the insertion of the chitinase gene, one 
with the insertion of the endo-β-1,3-glucanase gene, and co-transformation by both genes was confirmed in four 
regenerants. The average transformation efficiency for potato explants was 0.7 %. A high number of regenerants 
(56) as opposed to a low number of transformants (6) reflects an attempt to increase the number of regenerants 
by using a lower concentration of the selective agent (kanamycin). Although this approach requires more effort, 
it can be used to produce potato lines with integrated genes of interest for further use in crop breeding. The lines 
of potato obtained in the current study by introducing two genes associated with the plant response to fungal 
pathogens will be further assessed for their resistance to fungal diseases and, if successful, will be used in potato 
crop breeding.
Key words: biolistic transformation; potato; explant; internodes; calli; biotechnology.
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Аннотация. Метод биобаллистической трансформации растений – один из наиболее современных спосо-
бов, используемых для прямого переноса генов в клетки растений. К главным преимуществам этого мето-
да относятся возможность одновременно встраивать в геном растений несколько целевых генов, прово-
дить перенос без лишних агробактериальных участков и последовательностей плазмидной ДНК, а также 
короткие сроки получения трансгенных клеток. В среднем для разных объектов эффективность получения 
трансгенных растений баллистическим методом варьирует от 1 до 3 %. Для растений картофеля на сегод-
няшний момент эффективность трансформации довольно низкая, и подбор оптимальных условий проведе-
ния биобаллистики является одним из актуальных вопросов практической биотехнологии. В данной статье 
представлен положительный опыт внедрения двух генов интереса в два сорта картофеля с использованием 
подходов биобаллистики. Представлены результаты экспериментов по биобаллистической трансформации 
двух видов эксплантов – междоузлий и каллусов картофеля сортов Аксор и Невский. Из 862 эксплантов, 
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подвергнутых трансформации, получено 56 растений-регенерантов. В результате скрининга трансформан-
тов методом ПЦР выявлено одно растение со вставкой гена хитиназы, одно со вставкой гена эндо-β-1,3-
глюканазы и в четырех регенерантах подтверждена котрансформация обоими генами. Средняя эффектив-
ность трансформации эксплантов картофеля составила 0.7 %. Большое число растений-регенерантов (56) 
по отношению к числу трансформантов (6) отражает попытку увеличить количество регенерантов исполь-
зованием низких концентраций селективного агента (антибиотика канамицина). Хотя этот подход требует 
заметных усилий, он может применяться для получения линий картофеля со вставкой генов интереса для 
их дальнейшего использования в селекции. Линии картофеля, полученные в данном исследовании после 
внедрения двух генов, связанных с устойчивостью растений к грибным патогенам, будут в дальнейшем оце-
ниваться на устойчивость к грибным заболеваниям и в случае успешного прохождения испытаний будут 
включены в селекционный отбор.
Ключевые слова: биобаллистическая трансформация; картофель; эксплант; междоузлия; каллусы; биотех-
нология.

Introduction
Modern biotechnological studies dedicated to the transforma-
tion of potatoes use a number of approaches based on both 
direct gene transfer and agrobacteria. The agrobacterial ap-
proach has traditionally been used to transform potato leaves, 
internodes, and tubers. This is due to the good susceptibility 
of potato plants to agrobacteria, and this method serves best 
when it is necessary to transfer one gene to the genome of 
the host plant. If the goal of research is the introduction of 
several genes into the genome at once, with their coordinated 
integration and expression, then the method of choice will 
be the biolistic transformation (Romano et al., 2001; Craig 
et al., 2005).

It is known that the effectiveness of biolistic transformation 
depends on a large number of factors, including the number 
of embryogenic cells, their regenerative ability, the number 
of DNA-coated particles, and the amount of DNA that is 
bound to the particles (Rivera et al., 2012). However, in case 
of potatoes the transformation success also largely depends 
on the genotype of the plant (Jo et al., 2014).

Despite the fact that the method of biolistic transformation 
has been used for about 20 years and has become routine for 
some crops (Taylor, Fauquet, 2002), it is still rarely used for 
potatoes. The first work on the bombardment of potatoes was 
published in 2001 (Romano et al., 2001), but since then the 
number of such works has not exceeded a dozen. The sizes of 
introduced sequences (Ercolano et al., 2004), the comparison 
with PEG-mediated transformation of protoplasts (Craig et al., 
2005) and even the possibility of conducting bombardment 
with agrobacterial cells carrying three genes of interest were 
studied (Nguyen et al., 2001).

According to available literature, the efficiency of potato 
transformation largely depends on the explants for bombard-
ment: for leaves, it is 0.02 plants per transformed explant; 
this index is higher for micro-tuber slices (0.1 plants per 
transformed explant), and the maximum result is achieved 
when using internodes (0.77 plants per transformed explant) 
(Romano et al., 2001).

However, to date, there are not enough comparable data in 
the literature on the effectiveness of transformation using the 
bombardment method depending on the type of explants. The 
explant type mostly used in the studies where transformation 
efficiency was indicated in numbers was potato leaves. For 
example, Craig et al. (2005) indicate 0.5 transformation events 
per leaf as efficiency, and Nguyen et al. (2001) confirm these 
numbers, indicating that the transformation efficiency was 

similar to Craig’s data. The only comparable data available in 
the literature are the data by Romano et al. (2001).

In addition, all works that somehow describe the effective-
ness of transformation state that it depends on the genotype, 
with a special mention of “low frequency of the appearance 
of regenerants selected using kanamycin” (Ercolano et al., 
2004). The experiments performed by Joe and colleagues 
(Jo et al., 2014) even show that marker-free transformation 
is more prone to the characteristics of the variety compared 
to marker-mediated transformation. The authors suggest that 
this may be due to the variety-specific features of antibiotic 
tolerance, which gives transformed cells different opportuni-
ties for shoot development.

Although the interest in biolistic transformation for its use 
in potato breeding increases, more studies on the application 
of method are needed to establish the most suitable explant 
type and fine-tune the procedures for both bombardment and 
post-bombardment stages.

The purpose of this study was to evaluate the effectiveness 
of the biolistic transformation of potatoes depending on the 
plant explant type.

Materials and methods
The object of study was potato of two varieties – Aksor and 
Nevskiy. Aksor is a potato variety of Kazakhstan’s breed, cha-
racterized by relative heat resistance, drought resistance, and 
disease resistance (http://www.kartofel.org/cultivars/reg_cult/
aksor.pdf). Nevskiy is a potato variety of Russian selection, 
medium early, high-yielding, poorly resistant to fusarium 
infection (http://www.kartofel.org/katalog/katalog1.pdf).

Preparing plant explants for transformation. Explant 
type 1. The internodes of test plants (21–28 days old), grown 
on the medium for test tube plants, were longitudinally cut into 
segments and directly exposed to OSS osmotic medium with 
cut side up (composition of the medium is provided below in 
the corresponding section) 24 hours before the bombardment 
(Sanford et al., 1993).

Explant type 2. A two-week callus was obtained from po-
tato plants cultivated on the medium for test tube plants, cut 
along internodes and put with cut side up on callus-inducing 
medium. Resulting callus was transferred to osmotic medium 
and simultaneously embryogenic callus was selected with  
the control of a stereoscopic microscope (Sambrook et al., 
1989).

Genetic constructs for potato transformation. The full-
size genes – class I chitinase and potato endo-β-1,3-gluca-
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nase – were cloned from the potato variety Aksor induced 
by Fusarium solani (Chirkin et al., 2016). The genes were 
excised from pUC57 vector by BamHI and SacI sites and in-
dependently cloned to pBI121 vector containing the selective 
kanamycin resistance gene, resulting in two separate genetic 
constructs. Minimal expression unit (MEU) was excised from 
the vector with EcoRI and BglII restriction endonu cleases.

Biolistic transformation of potato embryogenic callus 
and internodes. The biolistic transformation of the potatoes 
was carried out on PDS-1000/He Particle Delivery System 
(Bio-Rad) device at vacuum pressure of  91.4–94.8 kPa, using 
gold particles bound to DNA according to the manufacturer’s 
instructions. For each experiment, 100 ng of elution-purified 
MEU was used. Microparticles (1 μm) of gold (Bio-Rad) 
coated with DNA according to the binding procedure (Sanford 
et al., 1993) were used. Four to seven shots were fired for each 
design, using both 900 and 1100 psi discs.

Nutrient media. The composition of the nutrient media 
used in the study is provided in Table 1. All the media are based 
on Murashige–Skoog medium (Murashige, Skoog, 1962).

Cultivation of plant tissue after transformation. After the 
bombardment, the plant material was left on osmotic media 
for two days, then the transformed calli were planted on Selec-
tion Medium containing antibiotic kanamycin as a selective 
agent. Selection took from 45 to 65 days with exposition to 
the light to register points of growth, detected by the pre sence 
of chlorophyll-bearing cells at 10–20× magnification. The se-
lected growth points were passaged to regeneration medium. 
Regenerants were first planted in Petri dishes, and then, as 
they grew, into Magenta boxes. Resulting individual plants 
were passaged to test tubes plants’ medium.

Analysis of the presence of the target gene insert in 
re generated plants. All regenerated plants were analyzed 

for the presence of the target gene insert. The analysis of 
the insert was carried out by a polymerase chain reaction 
 using primers selected for the introduced genetic design. For 
analysis of the presence of the glucanase gene insert in potato 
plants, the following primers were used: Ch_S_F (CCACG 
TCTTCAAAGCAAGTGG); Gl_S_R (TGAATGTTGGTG 
GCAACAAGTAAT).

The primer design for the chitinase gene insert was the 
following: Ch_S_F (CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG); 
Ch_S_R (CATTTGTATTACCACACCAGCCG).

DNA for analysis was isolated using Sigma EXTRACT-N-
AMP-RED PLANT PCR kit. Two microliters of the resulting 
DNA were used for PCR along with 2 ul HotTaq ×10 buffer, 
2 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 10 pmol of each primer and 
1 unit of HotTaq DNA polymerase. The regime for the ampli-
fication of both genes was the following: initial denaturation 
at 95 °С for 5 minutes, followed by 35 cycles (94 °С – 30 sec; 
55 °С – 30 sec; 72 °С – 40 sec) and 72 °С – 5 minutes.

Visualization of  the PCR products was carried out in 1.5 % 
ethidium bromide-stained agarose gel in TAE buffer and pro-
cessed by gel documentation system (Bio-Rad).

Results
For the biolistic transformation, we used two potato varieties 
(Aksor and Nevskiy) introduced in Kazakhstan and the gene-
tic constructs based on the pBI121 vector (Fig. 1) containing 
selective kanamycin resistance gene and two target genes – 
class I chitinase gene and potato endo-β-1,3-glucanase gene – 
cloned from the potato variety Aksor induced by Fusarium 
solani infection (Chirkin et al., 2016). These genes were part 
of the previous research of plants resistance to fungal diseases, 
with the idea that their constant expression might increase 
plant resistance to fungal diseases.

Table 1. The composition of the media used in the study

Parameter Test tube plants’ 
Medium

Callus-inducing 
Medium

Osmotic  
Medium (OSS)

Selection  
Medium

Regeneration 
Medium

Murashige–Skoog Basal Medium, g/l 4.4 4.4 4.4 4.4 4.4

Murashige–Skoog vitamins, ml/l 1 1 1 1 1

Sucrose, g/l 30 30 30 30 30

Agar, g/l 8 8 8 8 8

2,4-D, mg/l – 2 2 2 –

Mannitol, g/l – – 36.43 – –

Zeatin, mg/l – 0.5 – 0.5 0.5

Kanamycin, mg/l – – – 20 20

Gibberellic acid, mg/l – – – – 2

LBRB

Pst I

Pst I Xba I

Sst I

Sma I
BamH I

EcoR I

Pst I

SnoB ISph I

Sph I

Sph I
Hind III

ATG TGA

NOS-pro NPT II (Kan’) CaMV-35S promoter β-glucuronidase NOS-terNOS-ter

Fig. 1. Scheme of pBI121 vector.
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The genes were introduced into the 
vector instead of the second selective 
marker, the β-glucuronidase gene, under 
the control of CaMV-35S promoter to 
ensure constant expression of the genes, 
allowing the study of their importance 
in the plant’s immune response and 
the development of potato plants with 
enhanced resistance to fungal diseases. 
An independent construct was created 
for each gene; the presence of the se-
lective gene in both constructs allowed 
selecting plants with both genes at once, 
as well as with individually introduced 
genes.

a

b

a

b

Fig. 2. Embryogenic callus of potato on a nutri-
ent medium for the callus induction: a – calli of 
Aksor potato; b – calli of Nevskiy potato. 

Fig.  3.  Potato explant on an osmotic biolistic 
medium: a – fresh internodes; b – calli derived 
from internodes.

To transform potato cells with two target genes at once, we performed a bio listic 
transformation, in which the co-transformation efficiency is quite high and, accord-
ing to the available literature (Romano et al., 2001), is up to 85 % when using two 
constructs si mul taneously.

The regenerative ability of potatoes is lost quite quickly during callus formation 
and cultivation, so, when choosing the optimal tissue for biolistic experiments, 
we were primarily guided by the presence of the regenerative ability of the callus 
cultures for a long period necessary for the biolistics itself and subsequent regene-
ration and selection on a nutrient medium.

A few studies dedicated to potato biolistic transformation use leaves of 4–5-week-
old seedlings as explant material. However, our preliminary experiments have 
shown insufficient regeneration efficiency of this type of explant on the Aksor and 
Nevskiy varieties. It should be noted that explants obtained from internodes have 
high regeneration potential, and therefore have been successfully used in a number 
of studies on agrobacterial transformation to improve the efficiency of the process 
(Kisgyörgy et al., 2008; Mielby et al., 2012).

Our preliminary biolistic experiments showed higher effec tiveness of internodes 
as explant in comparison with leaves and apical meristems. In this regard, to study 
the effectiveness of the potato biolistic transformation depending on the type of 
plant explant, we selected two types of explant – internodes and 2–3-week calli 
obtained from potato internodes.

It should be noted that the two potato varieties selected as the starting material – 
Aksor and Nevskiy – differed in behavior in cell culture. During the cultivation of 
internodes on a callus-inducing nutrient medium (Fig. 2), the embryogenic calli of 
Aksor potatoes were large, uniform, while the calli of Nevskiy potato did not reach 
large sizes and began to turn yellow and die relatively quickly.

Both types of explants – fresh potato internodes and a 2–3-weeks-old callus 
obtained from potato internodes (Fig. 3) – were used for the biolistic experiment. 

This approach was supposed to offset the difference in callus formation of explants 
taken in the experiment. This was especially important for calli of the Nevskiy 
variety as they showed insufficient callus formation from the original plant mate-
rial, according to the results of the visual assessment of their ability to start callus 
formation in vitro.

A total of 5 series of transformation experiments was conducted, each containing 
10 plates, with a total number of explants used – 862, of which 475 explants were 
obtained from the Aksor variety, and the remaining 387 – from the Nevskiy variety. 
In the presence of the selective agent, cells carrying the antibiotic resistance gene 
survived, while non-transformed cells died. Kanamycin, an antibiotic widely used 
in the potato transformation studies, was used as a selective agent at a concentra-
tion of 20 mg/l. By the end of the selection stage, during which callus was induced 
in the fresh internodes used for ballistics, the two types of explants were almost 
equal in shape and size.

After subculturing the explants on the selection medium for 2 months, the plates 
were visually analyzed for the presence of the developing plantlets (points of 
growth), which were transferred to rege neration medium. Only calli with visible 
signs of regeneration were selected, as in Figure 4, a, which shows the explants 
to be transferred to regeneration medium (see Fig. 4, b) to stimulate the regenera-
tive abilities of the material by zeatin and gibberellic acid. The regene rant plants 
were grown and subcultured on test tube plants’ medium for further study and  
propagation.

In general, the explants’ regenerative ability was sufficient, but not all visible 
seedlings reached the stage of separation from the main callus into separate magenta 
boxes or subsequent transfer to separate tubes. After separation from the main cal-
lus, some regenerants acted differently in the second round of selection. As shown 
in Figure 5, one of the plants (right) is tolerant to the presence of kanamycin, while 
the other (left) did not go through the selection stage and was rejected.

As a result of the selection, potato re generant plants presumably carrying an 
insert of target chitinase and glucanase genes were obtained. The number of po tato 
regenerant plants obtained after the transformation of various types of explants (in-
ternode and callus) was different for the two varieties. A total of 56 regenerants was 
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Fig.  4.  Potato explants after biolistic transfor-
mation: a  – рotato explants after exposure to 
selective medium; b  – рotato explants at the 
regeneration stage.

a

b

Fig. 5. Regenerant plants on selective medium 
in the second stage of selection.

Table 2. The number of potato regenerants on Selection Medium

Variety Explant Number of explants Number of regenerants

Aksor Internodes 312 17

Callus 163 12

Nevskiy Internodes 242 20

Callus 145 7

Total 862 56

The screening of plants was performed after co-transformation. The re sulting 
regenerated potato plants of  both varieties were propagated microclonally in vitro. 
For each of the 56 transformed plants (lines), 10 test tube plants were obtained, 
which were used to perform polymerase chain reaction (PCR) for the presence of 
the target gene insert. Part of the leaf was cut from the plants for DNA isolation, 
and subsequently used for PCR with insert-specific primers.

The analysis of potato regenerants was carried out by PCR with specific primers. 
Since the introduced genes were also originally isolated from potatoes, the primers 
were designed in a special way: the forward sequence of the primer was annealing 
to the promoter part of the construct, and the reverse – with chitinase and glucanase 
genes, respectively, leading to two reaction products of  290 bp (chitinase gene) 
and 210 bp (glucanase gene).

Of the 56 potato regenerant plants, one plant carried an insert of the chitinase 
gene (Aksor variety, explant type – fresh internodes), one carried an insert of the 
glucanase gene (Nevskiy variety, fresh internodes), and four more were cha racterized 
by the presence of two genes (two belonged to Aksor variety, fresh internodes, one 
to Aksor variety, callus, and one to Nevskiy variety, callus). An example of the PCR 
confirmation results of the target genes’ insertion is given in Figure 6. 

Thus, the data of PCR analysis show that out of 862 explants of potato internodes 
and calli, only six plants were successfully transformed as the result of biolistic 
transformation; these plants carry either one or both inserts of the target chitinase 
and glucanase genes. Transformation efficiency was assessed by the number of 
viable regenerated plants relative to the number of explants subjected to biolistics  
(Table 3). 

As seen from the data presented in Table 3, the average transformation efficiency 
for both varieties of potatoes was 0.7 %. At the same time, the maximum transforma-
tion efficiency was achieved using fresh internodes of the Aksor variety (0.96 %), 
and the minimum – with fresh internodes of the Nevskiy variety. It should be noted 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Fig.  6.  Electrophoretic analysis of potato regenerated plants for the presence of chitinase and 
glucanase gene inserts.
Lane 1 and 15 – molecular weight marker (50 bp), lane 12 – positive control, lanes 13, 14 – negative controls, 
lanes 2–11 – test samples: 2, 3 and 9 – Aksor line carrying chitinase gene (DNA extracted from three plants 
of one line), 5 – Nevskiy line with chitinase and glucanase genes, 7 – Nevskiy line with glucanase insert, 
4, 6, 8 – Aksor lines with no inserts, 10, 11 – Nevskiy lines with no inserts.

obtained from the 862 explants taken in 
the experiment, with the largest number 
of regenerants from the internodes of 
the Nevskiy variety. The survival of re-
generated plants from the Aksor callus 
tissue was 7.4, and that of the Nevskiy 
variety was 4.8 (Table 2).
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A positive experience in applying the biolistic 
approach to potato varieties Aksor and Nevskiy

that in experiments with Aksor potatoes, the minimum level 
of biolistics efficiency on calli taken as explants (0.61 %) 
slightly differs from the maximum value of transformation 
efficiency for the Nevskiy variety on internodes – 0.41 %, 
which indicates the difference in charac teristics for each 
varieties of potatoes.

In experiments on the co-transformation of potatoes 4 out 
of 6 regenerant plants were co-transformed, which is 66.7 %. 
These results confirm the data of other authors on the high 
degree of joint integration of two separate genes of interest 
(Romano et al., 2001).

Discussion
This study was aimed to compare the effectiveness of the 
biolistic transformation using different explant types and 
depending on the potato genotype. At the same time, the low 
number of transformed plants does not let us draw solid con-
clusions. It is doubtless that for the biolistic transformation it 
is necessary to consider the individual characteristics of the 
potato variety and experimentally select a specific explant 
type. Moreover, even with a low number of transformants we 
can state that fresh internodes are best suited for transform-
ing the Aksor variety, while embryogenic callus should be 
selected for the Nevskiy variety. This finding will be used in 
future works dedicated to biolistic transformation for potato 
crop breeding. 

The average transformation efficiency was not very high 
(0.7 %), which corresponds with the findings of other authors. 
At the same time, it seems that some transformed embryogenic 
callus might be lost at the selection and regeneration stages, 
so adaptation of these procedures will help raise the efficiency 
index. One of the attempts to do so was done in the current 
work – we ref lected on the concern of other authors that se-
lection with kanamycin adversely inf luences the regenerants’ 
appearance and took the lower limit of the selective agent’s 
concentration – kanamycin was used at 20 mg/l, whereas in 
some sources up to 100 mg/l is recommended. This explains 
the high number of regenerants as opposed to the number of 
transformants. The decision on kanamycin’s concentration was 
taken after the preliminary experiments on stable transforma-
tion (data not shown), in which no regenerants were obtained 
after the selection stage, while the experiments on transient 
transformation showed sufficient number of transformed cells 
(data not shown). Thus, further research is needed for the 
post-bombardment stage to make the transformation event 
more successful. Although kanamycin is one of the most used 
antibiotics for potato transformation, other selective agents 
should be explored, including such options as herbicide resis-

tance agents, which are also a valuable trait for crop breeding 
and will help in agricultural crop production.

The high co-transformation efficiency justifies the use of 
this method for introduction of several genes of interest in one 
shot. Further studies should be dedicated to introducing more 
than two genes at once for the evaluation of this approach’s 
efficiency. Combined, the protocol of adapted selective/re-
generation stage and biolistic technique with more than two 
genes of interest at once will provide potato crop breeding 
with valuable efficient and time-saving methods.

Conclusion
Despite the fact that agrobacterial transformation remains 
the most used method of introducing new genes into potato, 
the biolistic transformation method has certain advantages 
depending on the goals of the transformation. For example, 
with the help of  bombardment, several genes can be intro-
duced at once, and this can be done both as a single cassette 
and as co-transformation, the efficiency of which is quite high. 
This study showed high co-transformation efficiency of two 
independent genetic constructs, and will serve as a basis for 
further studies dedicated to introduction of more indepen-
dent genetic constructs at once. Considering the insufficient 
number of published works on stable biolistic transformation 
of potatoes, we believe that data obtained in this study will 
make a certain contribution to the development of biolistic 
transformation technology of potatoes.

At the same time, the lines produced in the course of this 
work will be used to evaluate their resistance to fungal di-
seases, and, if successful, can be used in potato crop breeding 
for increased resistance to fungal diseases.
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Генетические аспекты  
устойчивости картофеля к фитофторозу
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Аннотация. Оомицет Рhytophthora infestans Mont. de Bary – основной патоген сельскохозяйственных культур 
семейства Пасленовые, особенно картофеля (Solanum tuberosum). С учетом того, что картофель – четвертая куль
тура в мире по масштабам выращивания, ежегодные потери от фитофтороза огромны. Исследования базовых 
механизмов взаимодействия между картофелем и возбудителем фитофтороза не только расширяют фундамен
тальные знания в этой области, но и открывают новые возможности для влияния на эти взаимодействия с целью 
повышения резистентности к патогену. Взаимодействие картофеля и возбудителя фитофтороза можно рассмат
ривать с генетической точки зрения, причем интересны как ответ картофеля на процесс колонизации со сто
роны P. infestans, так и изменение активности генов у фитофторы при заражении растения. Можно исследовать 
этот процесс через изменение профиля вторичных метаболитов хозяина и патогена. Помимо фундаментальных 
исследований в этой области, не меньшее значение имеют и прикладные работы в виде создания новых пре
паратов для защиты картофеля. Представленный обзор кратко описывает основные этапы исследований устой
чивости картофеля к фитофторозу, начиная с самых первых работ. Большое внимание уделяется ключевым 
моментам по изменению профиля вторичных метаболитов (фитоалексинов). Отдельный раздел посвящен опи
санию как качественных, так количественных признаков устойчивости картофеля к возбудителю фитофтороза: 
их вкладу в общую резистентность, картированию и возможности регуляции. Оба вида признаков важны для 
селекции картофеля: качественная устойчивость за счет Rгенов быстро преодолевается патогеном, в то время 
как пирамидирование локусов количественных признаков способствует созданию высокоустойчивых сортов. 
Новейшие подходы молекулярной биологии дают возможность изучать и транслятомные профили, что позво
ляет по смотреть на взаимодействие картофеля и возбудителя фитофтороза. Показано, что процесс колонизации 
картофеля отражается не только на активности различных генов и профиле вторичных метаболитов, выявлены 
также белкимаркеры ответа на заражение со стороны картофеля – это патогензависимые белки и пластидная 
углекислая ангидраза. Маркерами заражения от P. infestans были белки грибной целлюлозосинтазы и гаусто
рийспецифический мембранный белок. В данном обзоре приведена информация по наиболее актуальным ком
плексным исследованиям генетических механизмов устойчивости картофеля к фитофторозу.
Ключевые слова: Phytophthora infestans; Solanum tuberosum; фитофтороз; резистентность; Rгены; локусы коли
чественных признаков; вторичные метаболиты.
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Abstract. Phytophthora infestans Mont. de Bary is the main oomycete pathogen of cultivated crops in the family Sola-
naceae, especially potato (Solanum tuberosum). Because potato is the fourth most cultivated crop worldwide, its annual 
losses from late blight are tremendous. Studies of the basic mechanisms of interaction between potato and the late 
blight pathogen not only expand the fundamental knowledge in this area, but also open up new possibilities for regu
lating these interactions in order to increase resistance to the pathogen. The interaction of potato and the late blight 
pathogen can be considered from a genetic point of view, and it is interesting to consider both the response of the po
tato to the colonization process by P. infestans and the change in gene activity in late blight during plant infection. We 
can also investigate this process by changing the prof ile of secondary metabolites of the host and the pathogen. In ad
dition to fundamental work in this area, applied work in the form of the development of new preparations for protect
ing potatoes is of no less importance. This review brief ly describes the main stages of studies of potato resistance to late 
blight, starting almost from the f irst works. Much attention is paid to key works on changing the prof ile of seconda ry 
metabolites phytoalexins. A separate section is devoted to the description of both qualitative and quantitative charac
teristics of potato resistance to the late blight pathogen: their contribution to overall resistance, gene mapping, and 

© Фролова Т.С., Черенко В.А., Синицына О.И., Кочетов А.В., 2021

Контент доступен под лицензией Creative Commons Attribution 4.0

СЕЛЕКЦИЯ РАСТЕНИЙ НА ИММУНИТЕТ И КАЧЕСТВО
Обзор / Review

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2021;25(2):164170
DOI 10.18699/VJ21.020



Генетические аспекты устойчивости  
картофеля к фитофторозу

Т.С. Фролова, В.А. Черенко 
О.И. Синицына, А.В. Кочетов

2021
25 • 2

165СЕЛЕКЦИЯ РАСТЕНИЙ НА ИММУНИТЕТ И КАЧЕСТВО / PLANT BREEDING FOR IMMUNITY AND QUALITY

regulation capabilities. Both types of traits are important for potato breeding: quantitative resistance due to Rgenes is 
quickly overcome by the pathogen, while quantitative trait loci make it possible to create varieties with almost absolute 
resistance due to the pyramid of effective genes. The latest approaches in molecular biology make it possible to study 
translatomic prof iles, which makes it possible to look at the interaction of potatoes and the late blight pathogen at a 
different angle. It has been shown that the process of potato colonization affects not only the activity of various genes 
and the prof ile of secondary metabolites: proteinsmarkers of the response to infection from potatoes have also been 
identif ied: they are pathogenbound proteins and plastid carbonic anhydrase. On the part of P. infestans, fungal cellu
lose synthase proteins and haustoriumspecif ic membrane protein were markers of infection. Thus, the review contains 
information on the most relevant complex studies of the genetic mechanisms of potato resistance to late blight.
Key words: Phytophthora infestans; Solanum tuberosum; late blight; resistance; Rgenes; quantitative trait loci; second
ary metabolites.
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Введение
Картофель, или паслен клубненосный (Solanum tubero
sum L.), был одомашнен около 7000–10 000 лет назад на 
территории современного Южного Перу. В Европу кар
тофель был завезен испанцами относительно недавно, 
во второй половине XVI в. С тех пор он стал одной из 
основных сельскохозяйственных культур, занимая по мас
штабам выращивания четвертое место после кукурузы, 
пшеницы и ржи. В связи с большими объемами возделы
вания весь ма существенными являются потери урожая 
изза различных патогенов, основной из которых – возбу
дитель фито фтороза (Phytophthora infestans), способного 
полностью уничтожить растения спустя несколько дней 
после появления первых симптомов заражения. Поэтому 
изучение механизмов взаимодействия картофеля и воз
будителя фитофтороза на молекулярном и генетическом 
уровнях очень важны для создания новых подходов для 
повышения резистентности картофеля.

Первые труды, посвященные взаимодействию S. tube
rosum и P. infestans, относятся к концу 1960х гг. (Ingram, 
Robertson, 1965; Ingram, 1967; Robertson et al., 1968). В ра
ботах проводили сравнение восприимчивого (Majestic) и 
устойчивого (Orion) к возбудителю фитофтороза сортов 
картофеля. Ранее было показано, что гены устойчивости 
(Rгены) экспрессируются только во фрагментах ткани 
толщиной более 10 клеток (Tomiyama et al., 1958), поэтому 
исследование осуществляли на клеточных культурах и 
тканевых агрегатах. Было сделано два ключевых вывода: 
1) в тканях обоих сортов содержатся вещества, стимули
рующие рост возбудителя фитофтороза, т. е. они являются 
нормальными метаболитами живых тканей, а не образу
ются в ответ на заражение; 2) тканевые агрегаты сорта 
Orion тормозили развитие возбудителя фитофтороза, но 
после заморозки и, как следствие, разрушения тканей это 
свойство пропадало. Таким образом, был сделан вывод, 
что резистентность – это свойство живых тканей, спо
собных реагировать на патоген (Ingram, Robertson, 1965).  
В дальнейшем было установлено, что картофель сорта 
Orion может быстро развивать постинфекционную токсич
ность, тормозящую рост зародышевых трубок  P. infestans, 
тем самым предотвращая инфицирование. Ключевая роль 
в развитии этого ответа отводится Rгену (Ingram, 1967).

Соединения, обуславливающие устойчивость растений 
к патогенам, ранее были названы фитоалексинами (Mül ler, 
Behr, 1949). В предыдущих исследованиях высказывалось 

предположение, что именно они нарабатываются в тканях 
в ответ на инфицирование, что и приводит к ингибиро
ванию патогенов. Позднее была опубликована статья, 
свидетельствующая о накоплении фенольных соединений 
в токсичных для фитофторы фракциях (Robertson et al., 
1968): салициловой, пгидроксибензойной и ванилиновой 
кислот. Авторы высказывают предположение, что система 
устойчивости, основанная на Rгене, может быть связана 
с постинфекционной индукцией синтеза фитоалексинов. 
Примерно в это же время были описаны фитоалексины 
сесквитерпеноидной структуры: ришитин, любимин, фи
туберин и солаветивон, выделенные из зараженных клуб
ней картофеля (Katsui et al., 1968; Kuć, 1982; Kuć, Rush, 
1985).

Спустя почти 20 лет было издано подробное исследо
вание временного накопления ришитина как наиболее 
показательного маркера иммунного ответа в клубнях ре
зистентных и восприимчивых сортов в ответ на заражение 
P. infestans (Rohwer et al., 1987). Обнаружено, что ришитин 
и некоторые его структурно родственные производные 
(любимин) быстро накапливались в клубнях при несов
местимых взаимодействиях картофеля и фитофторы и до
статочно медленно – у совместимых, в листьях подобный 
ответ отсутствовал. Сделан вывод, что сесквитерпены 
мо гут быть полезны в развитии иммунного ответа, но не 
являются обязательными компонентами устойчивости.

Интересная работа была проведена по приданию 
устой чивости картофеля к P. infestans через создание со
ма тических и половых гибридов культивируемого S. tu
be rosum с диким подвидом S. circaeifolium Bitter, устой
чивость которого к возбудителю фитофтороза – весьма 
привлекательный признак для включения в генофонд 
культурного картофеля. Путем слияния клеток были полу
чены тетраплоидные гибридные каллусы (Mattheij et al., 
1992), а растения из них обладали полной устойчивостью 
к P. infestans. Исследователи сравнили содержание глико
алкалоидов у родительских растений и гибридов и обна
ружили повышенное содержание томатидин глико зида, 
позаимствованное гибридом от дикого S. circaeifolium. 
Кроме того, был обнаружен новый гликозид демисси
дин, не найденный ни у одного из родителей. Отмечаются 
фертильность полученных женских растений и возмож
ность их скрещивания с культивируемым S. tuberosum 
для закрепления приобретенной устойчивости. Этой же 
группой исследователей были созданы половые гибриды 
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S. tuberosum и S. circaeifolium (Louwes et al., 1992). Среди 
гибридов наблюдались преимущественно триплоидные 
растения (83 %), несущие двойной геном S. circaeifolium, 
что делает их более устойчивыми к патогену и, как 
следствие, более перспективными для использования в 
селекции. Половые гибриды также обладали повышен
ным содержанием томатидин гликозида и демиссидин 
гликозидом, не обнаруженным у родительских растений.

Картирование признаков устойчивости  
в геноме S. tuberosum

Качественные признаки, обусловленные R-генами 
В начале XXI в. развитие компьютерных технологий и 
статистических методов дало возможность проводить 
более масштабный анализ групп сцепления, выявлять 
локусы с генами количественных признаков и строить 
для них карты сцепления. Были созданы карты сцепления 
для диплоидного картофеля, согласно которым локусы 
качественной устойчивости к возбудителю фитофтороза 
располагаются практически в каждой хромосоме, а на 
хромосомах III, IV, V и VI были сцеплены с поздней спе
лостью (Gebhardt, Valkonen, 2001; Simko, 2002). Позднее 
подобные результаты были получены и для тетраплоид
ного картофеля (Bradshaw et al., 2004) при скрещивании 
устойчивого (Stirling) и восприимчивого сортов. Среди 
множества групп сцепления обнаружен перспективный 
локус в хромосоме IV, который не сцеплен с поздней 
спелостью клубней. У устойчивого родительского рас
тения Rген, переданный потомству, был картирован в 
хромосоме XI. 

Несмотря на обилие работ, посвященных картирова
нию Rгенов в геноме картофеля (Ballvora et al., 2002; 
Van Der Vossen et al., 2003; Park et al., 2005; Restrepo et al., 
2005; Bradshaw et al., 2006a, b; SolomonBlackburn et al., 
2007; Brugmans et al., 2008; Tan et al., 2008; Rauscher et al., 
2010), следует отметить, что устойчивость к возбудителю 
фитофтороза сортов картофеля на основании Rгенов со
храняется на протяжении 5–10 лет, после чего сорт ста 
новится восприимчивым к новым расам P. infestans (Ste
wart et al., 2003). Распознавание патогена Rгеном доволь
но быстро нивелируется мутациями в соответствующем 
гене авирулентности P. infestans, что позволяет патогену 
успешно проникать и колонизировать растениехозяина 
при совместимом взаимодействии (Poland et al., 2009).

Биоинформатические методы были использованы и для 
изучения механизмов восприимчивости. Показано, что 
карбоангидраза – фермент, обратимо конвертирующий 
диоксид углерода в бикарбонат, может играть большую 
роль во время несовместимых взаимодействий между 
патогеном и хозяином (Restrepo et al., 2005). С помощью 
ДНКмикрочипов было исследовано временное измене
ние экспрессии Rгенов: в первые часы после заражения 
(6–12 ч) в целом наблюдалась индукция экспрессии, но 
спустя некоторое время (48–72 ч) большая часть генов 
подверглась репрессии. Интересным выглядит подавление 
жасмонатного пути при восприимчивых взаимодействиях. 
Однако при заражении в основном подавляются гены, 
связанные с фотосинтезом: так, наиболее выраженное 
подавление обнаружено для пластидной карбоангидразы, 

которая обладает антиоксидантной активностью и спо
собностью связывать салициловую кислоту (Slaymaker 
et al., 2002). В первые 12 ч наблюдалось существенное 
усиление экспрессии карбоангидразы при несовместимых 
взаимодействиях, тогда как через 24 или 48 ч ее следы 
едва обнаруживались, что позволяло однозначно отли
чить устойчивые формы. Значительная роль салициловой 
кислоты именно в раннем ответе S. tuberosum на инфи
цирование была продемонстрирована с помощью транс
генных NahG растений, которые не способны накапливать 
салициловую кислоту, их восприимчивость к  P. infestans 
была гораздо выше, чем у дикой формы. Однако предва
рительная обработка растений препаратом салициловой 
кислоты практически уравнивала вероятность заражения 
(Halim et al., 2007).

Помимо единичных доминантных Rгенов устойчиво
сти, отвечающих за распознавание соответствующего гена 
авирулентности P. infestans и запускающих защитный от
вет, проявляющийся в локальной гибели клеток (реакция 
сверхчувствительности) и тем самым останавливающий 
рост патогенных микроорганизмов, у растений существует 
группа генов с другим механизмом защиты – гены множе
ственной устойчивости. Исследована экспрессия четырех 
геновтранспортеров у картофеля, транскрипция которых 
регулировалась различными препаратами (Ruocco et al., 
2011). Среди них были выявлены и те, экспрессия которых 
существенно возрастает при заражении P. infestans, – гены 
StPDR1 и StPDR2 экспрессировались активнее в 13 и 37 
раз соответственно спустя 18 ч после заражения. Авторы 
полагают, что все исследованные ими гены (StPDR1–4) 
являются частью более сложного системного ответа рас
тения на биотические и абиотические факторы.

Локусы количественных признаков у S. tuberosum
Масштабная попытка картирования локусов количествен
ных признаков у картофеля была предпринята в 2018 г. 
(Santa et al., 2018). Исследователи снова выбрали в каче
стве объекта тетраплоидный геном картофеля, отмечая его 
высокую важность для селекции и при этом существенные 
затруднения в силу высокой гетерозиготности у автотет
раплоидного картофеля. Ученым удалось обнаружить 
два новых QTL на хромосомах III и VIII. Отмечается, 
что один из аллелей первого локуса может опосредовать 
в среднем более высокую степень тяжести заболевания. 
Этот локус также включает транскрипционный фактор 
Arf 2, связанный со старением листьев, вызванный окис
лительным стрессом у Arabidopsis и передачей сигналов 
гиббереллина и брассиностероидных путей при взаимо
действии растения с патогеном (Vert et al., 2008; Lim et al., 
2010; Koch et al., 2016). Аллель, определяющий в среднем 
более низкую степень тяжести заболевания, содержал QTL 
хромосомы VIII. Этот маркер связан с геном, который 
кодирует фактор транскрипции спиральпетляспираль 
(bHLH) JAF13, участвующий в биосинтезе флавоноидов 
у Petunia × hybrida (Quattrocchio et al., 2006).

Были получены трансгенные растения со сверхэкс
прессией гена редуктазы Dгалактуроновой кислоты и 
повышенным уровнем Lаскорбата (Chung et al., 2019). 
После заражения размер некротических пятен у транс
генных растений был меньше, чем в контрольной груп
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пе, при этом обнаружено увеличение экспрессии генов, 
участвующих в антиоксидантной активности. В результа
те выявлено снижение активных форм кислорода (АФК) 
в клетках, что может объяснять меньший размер не
кротического пятна за счет уменьшения ответа реакции 
сверхчувствительности, индуцируемого АФК. В целом 
отмечалась большая устойчивость трансгенных растений 
к возбудителю фитофтороза, однако полной устойчивости 
не наблюдалось. Lаскорбат снизил содержание абсци
зовой кислоты и увеличил содержание гибберелиновой 
кислоты. Но при этом установлена существенная потеря 
в урожайности картофеля, которая все же превышала 
урожай от зараженного.

Транскриптомный анализ  
для совместимых и несовместимых 
взаимодействий P. infestans и S. tuberosum
В 2012 г. впервые выполнен транскриптомный анализ для 
совместимых и несовместимых взаимодействий P. infes
tans и S. tuberosum (Gyetvai et al., 2012). Исследовано пять 
изогенных линий, которые различались только наличи ем 
и отсутствием Rгена (R1), с целью исключить влияние 
генетического фона на транскриптом. Однако оказалось, 
что изменения транскриптома между растениями одной 
линии отличаются больше, чем средние транскриптомы 
линий между собой, что указывает на значительное влия
ние как индивидуальных физиологических параметров, 
так и факторов окружающей среды в процессе защитной 
реакции. Одним из них может быть движение во времени 
и пространстве защитных сигналов от места первоначаль
ного физического контакта между зооспорами P. infestans 
и клеткамихозяевами и соседними клетками. Анализ 
DeepSAGE позволил выявить некоторые интересные ас
пекты общей структуры транскриптома. Две трети (68 %) 
унитагов были экспрессированы на низких уровнях 
(< 10 CPM) в ткани листьев, из которых одна треть (36 %) 
не соответствовала ни одному из известных транскриптов 
картофеля, что может быть объяснено немодельным объ
ектом и немногочисленными данными о транскриптоме 
S. tuberosum. С другой стороны, только 3 % унитагов по
казали среднюю экспрессию выше 100 CPM, но составили 
32 % от общего транскриптома. Из очень частых транс
криптов только 14 % были не известны. Нужно отметить 
следующие транскрипты из этого исследования: 
1. Наиболее частый тег (StET008016) соответствует уни

гену TC208859, аннотированному как белок клеточной 
стенки – экспрессия этого гена составляла 4 % всех 
транскриптов в тканях листьев. Белки этого семейства 
выполняют функцию каркаса в качестве агглютини
рующих агентов для отложения компонентов клеточ ной 
стенки (Mangeon et al., 2010). Обнаружено также их 
участие в защитной реакции растений против бактерий 
и грибов (Park et al., 2000; Fu et al., 2007). 

2. Через один день после инокуляции транскрипт 
StET009643, соответствующий гену трансальдолазы 
ToTAL2 (TC196885), специфически и временно по
вышался во время несовместимых взаимодействий. 
Транс альдолазы (ЕС 2.2.1.2) катализируют образова
ние одного из предшественников шикимовой кислоты, 
который участвует в образовании фенилпропаноидов, 

алкалоидов и растительных гормонов ауксина и сали
циловой кислоты – важного компонента системы за
щиты растения. 

3. Через три дня после инфицирования транскрипт 
StET010841, соответствующий гену фибриллина 8 
(TC207935), был строго и специфически репрессиро
ван. Растительные фибриллины представляют собой 
структурные липидассоциированные белки, распо
ложенные в тилакоидных мембранах, которые, пови
димому, играют роль в реакциях биотического и абио
тического стресса, роста и развития и в гормональной 
сигнализации. 

4. Снижается уровень транскриптов карбоангидразы, что 
может быть использовано для повышения устойчиво
сти к P. infestans (унигены TC209461, TC218724 или 
TC221870 аннотированы как карбоангидразы).
В работе показано, что изменения транскрипции во вре

мя инфекции в совместимых взаимодействиях были более 
выраженными, чем в несовместимых. Число последова
тельностеймишеней, однако, было одинаковым: 240 и 220 
для несовместимых и совместимых взаимодействий со
ответственно. В целом транскриптомы несовместимых и 
совместимых взаимодействий показали больше различий, 
чем общности. Несовместимое взаимодействие приводит 
к запрограммированной гибели небольшого числа клеток 
в месте первичного контакта с патогеном. Транскриптом 
этих клеток может претерпеть значительные изменения, 
тогда как отобранные соседние ткани остаются относи
тельно нетронутыми. Наблюдаемые изменения могут 
быть причинами или следствиями сигналов системной 
приобретенной резистентности.

Таким образом, через некоторое время интерес к Rге
нам как перспективным для селекции кандидатам су
щественно уменьшился, устойчивость за счет них доста
точно быстро сводилась к нулю новыми расами воз
будителя фитофтороза. Вместо поиска основного гена 
исследователи перешли к мнению, что резистентность 
более перспективно рассматривать как полигенный и, как 
следствие, количественный признак. Поэтому вектор ис
следований изменился на поиск новых геновкандидатов 
и их картирования для эффективного сочетания аллелей 
повышенной резистентности в улучшенных сортах. По
стулируется, что для преодоления полигенной устойчиво
сти картофеля требуется большее число мутаций в генах 
авирулентности возбудителя.

При использовании SNPмаркеров были выявлены 
следующие гены: гены липоксигеназы (жасмонатный 
путь), 3гидрокси3метилглутарилкоэнзим А редуктаза 
(мевалонатный путь) и цитохром р450 (терпеновый био
синтез) (Mosquera et al., 2016).

С учетом предыдущих исследований (PajerowskaMu
khtar et al., 2009; Odeny et al., 2010; Muktar et al., 2015) 
суммарно выявлено 10 наиболее подходящих локусов 
для применения в качестве диагностических маркеров в 
селекционных программах. Эти гены кодируют фермен
ты, функционирующие в жасмонатном и оксилипино вом 
путях (StAOS2, Plox1), в биосинтезе липидов (BCCP, био
тинкарбоксильный белокноситель) и вторичных тер
пеновых метаболитов (HMGCR, CYP71D11). Есть гены с 
неизвестной функцией (StGP28) или функцией распозна
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вания патогенов (Rpivnt1) и транскрипционной регуля
ции (TEF1, C3HLTF, RBP50). Их важность как геновкан
дидатов для придания устойчивости в селекции важна для 
(1) непосредственного участия в контроле количественной 
устойчивости к возбудителю фитофтороза, которая не из
меняется при поздней зрелости растений, (2) дальнейшей 
функциональной характеристики и (3) подтверждения 
диагностической способности в различных селекционных 
популяциях и средах.

Изопрен синтезируется в растениях двумя путями: аце  
тат/мевалонатным и дезоксиксилозафосфат/метилэрит
ритфосфатным. Генучастник резистентности 1дезокси
Dксилулозо5фосфат синтазы 1 (StDXS1) был обнаружен 
во втором пути (Henriquez et al., 2016). Его экспрессия 
изменяется в ответ на заражение и коррелирует с накоп
лением 1дезоксиDксилулоза5фосфат синтазы – фер
мента, катализирующего начальную стадию 2CметилD
эритрит4фосфатного пути (DOXPMEP), участвующего 
в биосинтезе изопреноидов, необходимых для мембран 
хлоропластов. Изопреноиды также нужны для синтеза ка
ротиноидов и хлорофилла, абсцизовой и гибберелиновой 
кислот, содержание которых, соответственно, увеличива
ется при увеличении экспрессии StDXS1.

Еще одна временная динамика при заражении была 
получена для гена StPOTHR1 с использованием транс
генных растений, где целевой ген был выключен за счет 
РНК интерференции (Chen et al., 2018). Белковый продукт 
гена StPOTHR1 локализуется на плазматической мембране 
клеток и существенно уменьшает степень колонизации, 
причем его сверхэкспрессия усиливает резистентность, 
экспрессироваться этот ген начинает после заражения в 
устойчивых сортах.

Исследование посттрансляционных 
модификаций (SUMO) в процессе заражения 
картофеля возбудителем фитофтороза
Сумоилирование – один из типов посттрансляционной 
модификации белков в клетке, реализуемой за счет не
большого (~100 аминокислотных остатков) белка SUMO 
(small ubiquitinrelated modifier), способного ковалентно 
присоединяться к мишени, подобно убиквитинилирова
нию, однако не приводящему к деградации субстрата.

Инвазивные растительные патогены развили возмож
ность модифицировать метаболизм своего хозяина, стиму
лируя метаболические процессы, которые способствуют 
росту патогена (Colignon et al., 2017). Действительно, 
было обнаружено, что во время процесса заражения со
держание большинства известных конъюгатов SUMO 
S. tuberosum значительно изменяется, некоторые уменьша
ются, но многие существенно увеличиваются. Выявлены 
белкимаркеры ответа на заражение со стороны картофе 
ля – это патогенсвязанные белки (PR1) и вышеупомя
нутая пластидная карбоангидраза (CA). Маркерами от 
P. infestans заражения были белки грибной целлюлозо
син тазы (CesA3) (GrenvilleBriggs et al., 2008) и гаусто
рий специфический мембранный белок (PiHmp1) (Avro va 
et al., 2008). Синтез белка PR1 стимулируется салицило вой 
кислотой, способность поддерживать его в высокой кон
центрации после заражения отличает резистентные расте
ния (EschenLippold et al., 2012). Роль CA все еще остается 

неясной, однако разница в уровне СА также позволяет 
различить устойчивые и не устойчивые к возбудителю 
фитофтороза сорта (Restrepo et al., 2005). Гены белковых 
маркеров P. infestans сначала активно экспрессировались 
как в устойчивых, так и в неустойчивых сортах, но при 
несовместимом взаимодействии их активность начинала 
снижаться через 24 ч после заражения. Таким образом, 
получены доказательства, что в восприимчивых сортах 
картофеля патогену удается ингибировать защитные ме
ханизмы растения и успешно инфицировать растения, 
в то время как в устойчивых сортах такое явление не 
наблюдалось.

Заключение
В настоящее время генетических исследований защитных 
реакций со стороны картофеля существенно больше, чем 
вирулентности со стороны P. infestans, и основная их 
часть направлена на поиск и картирование локусов коли
чественных признаков, отвечающих за резистентность. 
На заре исследований наибольший интерес вызывали 
Rгены, одного аллеля которых часто было достаточно 
для устойчивости к возбудителю фитофтороза. Таким 
образом, резистентность рассматривалась преимуще
ственно как качественный признак. Позже выяснилось, 
что созданные сорта невыгодны с экономической точки 
зрения – P. infestans легко преодолевает моногенную 
устойчивость за счет особенностей строения своего ге но
ма. Это обстоятельство заставило пересмотреть взгляды и 
перейти к оценке резистентности как к признаку количе
ственному, поэтому встал вопрос о поиске локусов коли
чественных признаков, которые могут быть перспектив
ны для селекции. В процессе исследования установлено, 
что у культурного картофеля основные локусы, дающие 
резистентность, часто сцеплены с негативными для про
дуктивности растений качествами, например с поздней 
зрелостью клубней. Поэтому поиск новых локусов по
прежнему остается актуальной задачей.

Несмотря на большой прогресс в понимании механиз
мов устойчивости и способности предсказывать вспышки 
фитофтороза, пандемические вспышки с колоссальным 
уроном все еще случаются в разных странах (Fry et al., 
2013; Chowdappa et al., 2015), что свидетельствует о недо
статочности полученных знаний для эффективной защиты 
сельскохозяйственных растений и необходимости новых 
исследований в этом направлении.
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Аннотация. Около одной трети урожая выращиваемого в мире ячменя используется для переработки в солод для 
обеспечения нужд пивоваренной промышленности. В связи с этим изучение генетической основы пивоваренных 
признаков и селекция пивоваренных сортов ячменя, адаптивных к условиям их произрастания, актуальны как во 
всем мире, так и в Российской Федерации, где преобладают выращивание и использование зарубежных солодо-
вых сортов ячменя. К основным параметрам качества солода (искусственно пророщенного и высушенного зерна 
ячменя) относятся: экстрактивность, диастатическая сила, индекс Кольбаха, вязкость, содержание в зерне белка, 
β-глюкана, свободного аминного азота и растворимого белка. Большинство этих компонентов находится под конт-
ролем локусов количественных признаков (quantitative trait loci, QTL) и подвержено влиянию условий среды, что 
осложняет их изучение и точную локализацию. Кроме того, фенотипическая оценка пивоваренных признаков – 
трудоемкий и дорогостоящий процесс. В настоящее время известно более 200 QTL, связанных с пивоваренными 
параметрами, выявленных с привлечением двуродительских картирующих популяций. Молекулярные маркеры 
широко применяются как для картирования QTL-локусов, ответственных за пивоваренные качества, так и для вы-
полнения работ по маркер-опосредованной селекции (МОС), что в комбинации с традиционными селекционными 
подходами дает возможность создавать эффективные стратегии, направленные на ускорение процесса получения 
новых перспективных генотипов. Тем не менее МОС пивоваренных признаков сталкивается с рядом трудностей, та-
ких как невысокая точность локализации QTL-локусов, их неэффективность при переносе в другую генотипическую 
среду, сцепленность с нежелательными признаками, что обуславливает необходимость валидации QTL и сцеплен-
ных с ними молекулярных маркеров. В обзоре приведены результаты работ по использованию МОС для улучшения 
пивоваренных качеств ячменя, а также рассматриваются исследования по поиску ассоциаций между генотипом и 
фенотипом, выполненные с помощью ПГАА-анализа (полногеномный поиск ассоциаций) на основе последних до-
стижений в области высокопроизводительного генотипирования (diversity array technology, DArT и single-nucleotide 
polymorphism, SNP маркеры).
Ключевые слова: Hordeum vulgare; пивоваренный ячмень; QTL; маркер-опосредованная селекция, полногеномный 
поиск ассоциаций.
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Abstract. About one-third of the world’s barley crop is used for malt production to meet the needs of the brewing indus-
try. In this regard, the study of the genetic basis of malting quality traits and the breeding of malting barley varieties that 
are adaptive to their growing conditions are relevant throughout the world, particularly in the Russian Federation, where 
the cultivation and use of foreign malting varieties of barley prevails. The main parameters of malting quality (artif icially 
germinated and dried barley grains) are malt extract, diastatic power, Kolbach index, viscosity, grain protein, wort β-glucan, 
free amino nitrogen, and soluble protein content. Most of these components are under the control of quantitative trait loci 
(QTLs) and are affected by environmental conditions, which complicates their study and precise localization. In addition, 
the phenotypic assessment of malting quality traits requires elaborate, expensive phenotypic analyses. Currently, there are 
more than 200 QTLs associated with malting parameters, which were identif ied using biparental mapping populations. 
Molecular markers are widely used both for mapping QTL loci responsible for malting quality traits and for performing 
marker-assisted selection (MAS), which, in combination with conventional breeding, makes it possible to create effective 
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strategies aimed at accelerating the process of obtaining new promising genotypes. Nevertheless, the MAS of malting 
quali ty traits faces a series of diff iculties, such as the low accuracy of localization of QTLs, their ineffectiveness when trans-
ferred to  another genetic background, and linkage with undesirable traits, which makes it necessary to validate QTLs and 
the molecular markers linked to them. This review presents the results of studies that used MAS to improve the malting 
quality of barley, and it also considers studies that searched for associations between genotype and phenotype, carried out 
using GWAS (genome-wide association study) approaches based on the latest achievements of high-throughput geno-
typing (diversity array technology (DArT) and single-nucleotide polymorphism markers (SNPs)). 
Key words: Hordeum vulgare; malting barley; QTL; marker-assisted selection; genome-wide association studies.
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Введение
Ячмень (Hordeum vulgare L.) занимает четвертое место 
в мире по производству зерна после пшеницы, риса и 
кукурузы и используется для производства кормов, про-
дуктов питания, а около 30 % зерна – для промышленной 
переработки в солод, большая часть которого применяется 
для пивоварения (Newton et al., 2011; Bond et al., 2015; 
http:// www.fao.org/faostat/ru/). 

Солод – это частично пророщенное зерно, у которого 
в процессе прорастания происходит образование гидро
литических ферментов, расщепляющих крахмал в сбра-
живаемые сахара. Количество и состав появившихся при 
соложении ингредиентов (низкомолекулярных сахаров, 
аминокислот, жирных кислот, и ферментов) влияют на 
ка чество солода (Bamforth, 2009). Качество солода в основ
ном определяется оптимальными значениями его экстрак
тивности (суммы растворенных веществ, которые при 
затирании переходят в раствор, определяемый при изме
рении его относительной плотности); диастатической 
силы (способность ферментов гидролизовать крахмал 
до простых сахаров); вязкости, отражающей раствори
мость и скорость фильтрации солодового сусла; содер-
жания βглюкана в сусле; индекса Кольбаха, выражаю-
щего растворимость солодового белка в пивном сусле; 
содержания свободного аминоазота, растворимого белка 
и белка в зерне (Меледина и др., 2013; Cu et al., 2016). 
При этом необходимо, чтобы зерно было подходящего 
пивоваренного сорта, обладало высокой прорастающей 
способностью и энергией, чувствительностью к водопо-
глощению, не имело примесей, не содержало микробных 
или химических загрязнителей (Stanca et al., 2016). 

Актуальным является направление селекции, ориенти-
рованное на получение сортов ячменя с высокими пиво-
варенными качествами и повышенной урожайностью (Li 
et al., 2009; Николаев и др., 2017). Соблюдение баланса 
между этими двумя параметрами – одна из серьезных проб
лем, поскольку высокая урожайность, часто зависящая от 
применения азотных удобрений, ассоциирована с высо-
ким содержанием белка и βглюкана, что нежелательно 
для получения высококачественного солода (Chen et al., 
2006). С точки зрения селекции не существует единого 
стандарта ячменя, который универсально подходил бы 
для описания пивоваренного сорта. В свое время указы-
валось, что для пивоварения во всем мире использовали 
двурядные сорта ячменя, кроме США и Мексики, где 
предпочитали шестирядные сорта (Riggs, Kirby, 1978). 
Лучшие пивоваренные сорта – яровые, однако изза обед
нения генетического разнообразия среди них (Laidò et 

al., 2009; Меледина и др., 2013), а также изменения кли
мата возрос интерес к озимым сортам, в связи с чем 
пи воваренные ассоциации Европы и США включили их 
в ряд рекомендованных сортов (http://www.ukmalt.com/
pressreleaseupdatenovember2019; https://ambainc.org/
ambapublications/recommendedmaltingbarleyvarieties/).

По производству ячменя и занятым под этой культурой 
площадям первое место в мире занимает Российская Фе
дерация (Сортовые ресурсы…, 2010; http://www.fao.org/
faostat/ru/). Однако особого развития селекция пивова-
ренного ячменя в России не получила, в результате чего 
80–90 % солода производят или из импортируемого сырья, 
или при выращивании солодовых сортов зарубежной 
селекции (Гончаров, Мордовин, 2019). Селекция и воз-
делывание российских сортов пивоваренного ячменя 
ведутся как в европейской части страны, так и в Запад-
ной Сибири и на Алтае (Сурин и др., 2014; Аниськов и 
др., 2016; Николаев и др., 2017; Мусалитин и др., 2019). 
Ввиду жестких стандартов со стороны пивоваренной 
промышленности и различий климатических условий в 
регионах Российской Федерации создание собственной 
сырьевой базы пивоваренного ячменя сталкивается с 
су щественными трудностями (Сурин и др., 2014; Муса
литин и др., 2019). Как правило, импортные сорта обла
дают хорошими технологическими характеристиками, 
отвечаю щими требованиям современного пивоваренного 
про изводства, однако при выращивании их в российских 
регионах показатели произведенного из них солода и 
пива чаще всего не достигают заявленных характеристик 
(Аниськов и др., 2016; Николаев и др., 2017). Поэтому 
получение конкурентоспособных отечественных сортов 
пивоваренного ячменя, сочетающих в себе адаптивность 
к условиям выращивания с оптимальными технологиче-
скими параметрами, является актуальной задачей. 

Пивоваренные качества ячменя относятся к  сложным 
количественным признакам и имеют полигенный контроль 
(Fox et al., 2003), в связи с чем изучение их с применением 
традиционных методов анализа затруднено. Привлечение 
молекулярных маркеров позволяет значительно расши-
рить возможности по хромосомной локализации генов 
и локусов количественных признаков (QTL – quantitative 
trait loci), детерминирующих признаки качества солода, и 
обеспечить селекционный процесс эффективным инстру-
ментом для ускоренного и направленного отбора растений 
(маркеропосредованная селекция) (Han et al., 1997). 

В этом обзоре рассматриваются и обсуждаются основ-
ные проблемы, связанные с молекулярногенетическим 
картированием пивоваренных признаков, и результаты ис-

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1439-0523.2009.01636.x#b28
https://ambainc.org/amba-publications/recommended-malting-barley-varieties/
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пользования современных технологий высокопроизводи-
тельного генотипирования для прикладных исследований 
по созданию селекционного материала с улучшенными 
пивоваренными свойствами.

Особенности генетического контроля 
пивоваренных признаков
Фенотип, определяющий пивоваренное качество ячменя, 
представляет собой результат взаимодействия большо-
го количества параметров, каждый из которых имеет 
сложную генетическую основу (MolinaCano et al., 1997; 
Fox et al., 2003). Большинство из них относятся к коли-
чественным признакам с относительно низким уровнем 
наследуемости, которые контролируются множеством 
генов (Fox et al., 2003). Например, значения наследуемости 
для экстрактивности, оцениваемые в F2 и F3 с помощью 
различных методов и в разных популяциях, варьировали 
от 8 до 70 %, а наследуемость активности αамилазы у 
растений F2 и F5 варьировала от 37 до 65 % и от 39 до 
74 % соответственно (Foster et al., 1967). Кроме того, про-
явление количественных признаков зачастую зависит от 
условий выращивания, таких как состав почвы, темпера-
тура, полив и применение удобрений (Qi et al., 2005), взаи
модействие генотип × среда (Coles et al., 1991), методов 
проведения лабораторного анализа (Cullis et al., 2003) и 
сложных взаимоотношений между компонентами, опре-
деляющими признаки качества солода. Все эти аспекты 
обуславливают сложности для точной локализации QTL, 
контролирующих пивоваренные качества.

В некоторых исследованиях QTL для определенных 
пивоваренных качеств были обнаружены в различных 
районах генома, что связано с влиянием разных геноти-
пов, задействованных в скрещивании популяций, и/или 
влиянием взаимодействий генотип × среда. Например, 
QTL, контролирующие содержание солодового экстрак-
та, были идентифицированы на хромосомах 1Н и 2Н в 
популяциях, полученных от двух североамериканских 
сортов (MarquezCedillo et al., 2000), и на хромосомах 1Н 
и 5Н в популяциях из австралийских и канадских сортов 
(Col lins et al., 2003). Даже при одной и той же популяции 
(Blen heim × E224/3) QTLлокусы для солодового экстракта 
на хромосоме 2Н разные исследователи обнаружили в раз
ном количестве и на разных позициях (Thomas et al., 1996; 
Powell et al., 1997). Поэтому возникает необходимость 
валидации QTL с использованием разных картирующих 
популяций, выращенных в различающихся условиях, для 
возможности оценки взаимодействия QTL со средой (Pa
nozzo et al., 2007; Elía et al., 2010).

Тем не менее QTLанализ на основе двуродительских 
картирующих популяций получил широкое распростра-
нение для идентификации и локализации QTLлокусов 
(MarquezCedillo et al., 2000; Collins et al., 2003; Edney, 
Mather, 2004; Emebiri et al., 2005; Panozzo et al., 2007; Rae 
et al., 2007). Гены или QTL, контролирующие пивоварен-
ные признаки, были идентифицированы на всех семи 
хромосомах ячменя, но большинство из них выявлены 
на хромосомах 1H, 4H, 5H и 7H (Schmalenbach, Pillen, 
2009; Wang et al., 2015). Значительная часть исследо-
ваний, посвященных изучению QTL, ответственных за 
пивоваренные качества, выполнена на основе данных 

генотипирования, полученных с применением различ-
ных молекулярных маркеров (Han et al., 1997; Mather et 
al., 1997; Coventry et al., 2003; Panozzo et al., 2007; Rae 
et al., 2007; Schmalenbach, Pillen, 2009; Szűcs et al., 2009; 
Castro et al., 2013). Кроме того, база маркеров ячменя зна
чительно расширилась с развитием методов детекции од
но нуклеотидного полиморфизма (SNP, singlenucleotide 
polymorphism) на основе технологии Illumina GoldenGate, 
что обеспечило возможность доступа к тысячам аллелей 
и привело к созданию высоконасыщенной консенсусной 
карты ячменя с 2943 локусами SNP (Close et al., 2009). 
Информация об этих SNP была скомбинирована с другими 
генетическими маркерами, такими как RFLP, AFLP, SSR 
и DArT, в объединенной базе пивоваренных QTL ячменя 
(Szűcs et al., 2009). Была составлена карта, насчитываю
щая 154 QTL, ассоциированных с 18 пивоваренными 
при знаками, локализованных на всех хромосомах ячменя. 

Известно не менее 268 пивоваренных QTL/генов, най-
денных в более чем 20 картирующих популяциях (Hayes 
et al., 2000; Zale et al., 2000; Fang et al., 2019). Однако ре-
зультаты этих исследований сложно применять напрямую 
в селекции по многим причинам. Например, большин-
ство картирующих популяций не включают генотипы, 
используемые для получения новых сортов; QTL могут 
быть специфичны для определенной популяции; жела-
тельные для пивоваренного качества аллели могут быть 
зафиксированы только в конкретных генотипах; неко-
торые QTL могут иметь низкую точность локализации 
изза малого размера картирующих популяций (Sneller et 
al., 2009). Особая проблема для селекции – то, что QTL, 
идентифицированные в картирующих популяциях, мо-
гут не сегрегировать в селекционных популяциях, как, 
например, QTL для пивоваренных качеств на хромосо  
мах 4H и 7H ячменя (Condon et al., 2008). Вследствие 
этого подчеркивается, что использование для картиро
вания местных селекционных линий может быть более 
эффективным для выявления QTL, адекватных конкрет-
ным условиям выращивания и целям селекции (Poz niak 
et al., 2012).

Использование маркер-ориентированной 
селекции для улучшения пивоваренных качеств
Маркерориентированная селекция (МОС) ячменя пред-
ставляет особый интерес в плане получения генотипов 
с хорошими пивоваренными свойствами, так как фено-
типическая оценка качества солода с задействованием 
лабораторного оборудования – дорогостоящий процесс, 
требует больших объемов зерна. Эти признаки находятся 
под влиянием взаимодействия генотипа со средой. Мо-
лекулярные маркеры для оценки пивоваренных качеств 
могут обеспечить быстрый отбор растений на ранних 
этапах селекционных исследований и изучение популяций 
большого размера, тем самым увеличивая вероятность 
обнаружения желаемых генетических комбинаций (Igar
tua et al., 2000).

Для количественных признаков, к которым относятся 
пивоваренные, МОС имеет два основных ограничения. 
Вопервых, по сравнению с моногенными признаками, 
количественные признаки характеризуются низкой на-
следуемостью, что влечет за собой менее точную оценку 
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их генетической локализации. В результате возникает 
необходимость отбора большого фрагмента хромосомы, 
что сопряжено с переносом многих потенциально нежела-
тельных генов. Вовторых, многие из аллелей QTL трудно 
обнаружить при переносе в другую генотипическую 
среду (Rae et al., 2007). Большинство исследований по 
картированию QTL, отвечающих за качество солода, были 
основаны на скрещивании родителей, контрастных по 
пивоваренным качествам, например, пивоваренный сорт × 
кормовой сорт, что идет вразрез с общепринятой практи-
кой селекции пивоваренного ячменя, в которой обычно не 
используют кормовые генотипы. В связи с этим локусы 
количественных признаков, ответственные за пивова-
ренные качества, перед использованием в МОС должны 
быть проверены в селекционных программах. Кроме того, 
некоторые из идентифицированных QTL нельзя приме-
нять для МОС, поскольку они ассоциированы не только с 
целевыми, но и с нежелательными признаками. Так, один 
из таких QTL обнаружен на длинном плече хромосомы 3Н 
и ассоциирован не только с увеличением силы диастаза, 
но и с повышением вязкости сусла (Panozzo et al., 2007).

Одним из успешных примеров улучшения пивоварен
ных качеств с использованием МОС служат работы, свя
занные с ферментом βамилазой, которая в основном опре
деляет силу диастаза (Zhang et al., 2007). Локус Bmyl на 
хромосоме 4Н контролирует активность βамилазы, со
от ношение свободного/связанного фермента и термо-
стабильность, а его аллели – различные изоферментные 
типы. Были разработаны ПЦРмаркеры, позволяющие 
проводить отбор различных аллелей βамилазы, что дает 
возможность использовать эти маркеры в МОС в зависи-
мости от потребностей пивоварения (Erkkilä, 1999). На-
пример, в случае необходимости высокой диастатической 
силы и ферментативной активности нужно проводить 
отбор аллелей Sd2-H и Sd3. С помощью молекулярных 
маркеров и дигаплоидной технологии был осуществлен 
перенос аллеля Bmy1-Sd3 от Hordeum spontaneum L. в два 
коммерческих сорта культурного ячменя. В результате 
активность βамилазы и диастатическая сила у этих сор
тов увеличились в среднем на 30 % (Li et al., 2004). Ис-
пользование CAPSмаркера позволило перенести аллель 
Sd3 термостабильной βамилазы от дикорастущего ячменя 
H. spontaneum в коммерческий сорт Gairdner и получить 
элитные линии с высокими пивоваренными качествами 
(Xu et al., 2018). Описание маркеров, использованных в 
работах, посвященных МОС пивоваренных признаков 
ячменя, приведено в Приложении1. 

Культурный ячмень содержит две изоформы фермента 
липоксигеназы, которая окисляет ненасыщенные жир ные 
кислоты в соответствующие гидроксипероксиды. Одна 
из изоформ – LOX1 – способствует синтезу веществ, ухуд
шающих вкусовую стабильность пива (Hirota et al., 2006). 
Установлено, что этот признак кодируется локусом на хро
мосоме 4Н, а отсутствие данного белка вызвано однонук
леотидной мутацией. Применение CAPSмаркера для 
отбора мутантов, лишенных изофермента LOX1, позво-
лило создать новые селекционные линии за три года, хотя 
обычно для этого требуется около десяти лет. Обнаружено, 
1 Приложение см. по адресу: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2021-25/appx4.pdf

что в пиве, приготовленном с использованием ячменя, не 
имеющего LOX1 (nullLox сорта), содержание веществ, 
вызывающих застарелый вкус изза окисления, было сни-
жено на 75 % по сравнению с пивом, приготовленным из 
обычного ячменного солода (Hirota et al., 2005). Один из 
показателей качества пива – стабильность пивной пены, 
которая зависит от совместного действия различных бел-
ков, изоальфакислот, полисахаридов и ионов металлов, 
содержащихся в пиве. Для отбора гаплотипов белков Z4 
и Z7, ассоциированных с качеством пивной пены, были 
разработаны CAPSмаркеры и показана их эффективность 
при анализе 23 сортов пивоваренного ячменя (Iimure et 
al., 2011).

Представлена возможность использования МОС для 
отбора популяций с улучшенными пивоваренными каче-
ствами (Coventry et al., 2003). Например, было выявлено, 
что линии, несущие аллель, сцепленный с SSRмаркером 
EBmac501 на хромосоме 1Н, характеризуются повышен-
ными, по сравнению с другими линиями, значениями 
диастатической силы, β и αамилазы. Кроме того, этот 
маркерный локус ассоциирован с повышенным содер-
жанием солодового экстракта, поэтому рассматривается 
как перспективный для применения в МОС (Collins et al., 
2003). Использование МОС для отбора растений, несу-
щих целевые пивоваренные признаки, позволило создать 
перспективные селекционные линии при скрещивании 
кормового ячменя сорта Keel с тремя сортамидонорами, 
имевшими высокие показатели пивоваренного качества 
(Vassos et al., 2004). F. Han с коллегами (1997) провели 
сравнение эффективности селекции пивоваренных ка-
честв с помощью фенотипического подхода и маркерас-
социированной селекции с применением молекулярных 
маркеров, фланкирующих районы генома QTL1 и QTL2, 
ответственные за процент солодового экстракта, актив-
ность αамилазы, силу диастаза и содержание βглюкана в 
солоде. Установлено, что для QTL1 подход, основанный на 
комбинации МОС и оценки фенотипа, более эффективен, 
чем просто отбор по фенотипу, сопряженный с трудоем-
кими и дорогостоящими методами оценки компонентов 
солода. Процесс отбора желаемых генотипов может быть 
значительно облегчен с помощью ПЦРмаркеров, в связи 
с чем ряд RFLPмаркеров для пивоваренных QTL был 
конвертирован в ПЦРмаркеры (Lee, Penner, 1997). 

Известны также другие примеры использования МОС 
для работы с QTL, ассоциированными с пивоваренными 
признаками. Так, с помощью молекулярных маркеров 
была подтверждена локализация на хромосоме 5Н двух 
QTL, влияющих на пивоваренные качества. В дальнейшем 
отбор генотипов, несущих аллели от пивоваренного сор
та Harrington, позволил получить дигаплоидные линии с 
улучшенными пивоваренными характеристиками, такими 
как низкое значение βглюкана и содержание белка в зер
не, высокая сила диастаза и солодового экстракта (Igartua 
et al., 2000). Применение ПЦРмаркеров к району QTL 
на хромосоме 5Н, влияющему на активность αамилазы, 
дало возможность интрогрессировать этот признак от 
сорта пивоваренного ячменя Morex в кормовой ячмень 
La belle (Ayoub et al., 2003). Это исследование показа-
ло, что МОС можно успешно привлекать для работы с 
QTL в популяциях, где только один из родителей (сорт 

https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-94-007-4682-4_6#CR131
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-94-007-4682-4_6#CR71
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Morex) использован для первоначальной идентификации 
и картирования QTL. Посредством SSRмаркеров была 
осуществлена интрогрессия QTLрайонов, ответственных 
за содержание белка, показатели солодового экстракта и 
вязкости, от озимого сорта пивоваренного ячменя Nure в 
дигаплоидную популяцию, полученную от скрещивания 
Nure c яровым сортом Tremois (Laidò et al., 2009). Были 
созданы SSRмаркеры, фланкирующие QTLлокусы на 
хромосомах 2Н, 6Н и 7Н, имеющие значительный эф-
фект на содержание белка, которые, по мнению авторов, 
могут быть полезными при создании сортов с высоким 
содержанием белка (Fan et al., 2017). В работе с популя-
циями, полученными при скрещивании элитных пиво-
варенных сортов ячменя, было проведено картирование 
QTLлокусов, ответственных за пивоваренные качества, 
и определены два SSRмаркера, перcпективных для ис-
пользования в МОС (Panozzo et al., 2007).

Полногеномный анализ ассоциаций  
как перспектива развития молекулярной 
селекции пивоваренных качеств
С появлением более экономичных высокопроизводи-
тельных платформ генотипирования, таких как Diversity 
Array Technology (DArT) (Wenzl et al., 2004) и Ilumina’s 
GoldenGate Assay (Close et al., 2009), и усовершенствова-
нием методов статистического анализа и компьютерных 
программ полногеномный анализ ассоциаций – ПГАА 
(genomewide association studies, GWAS) – стал много-
обещающей альтернативой традиционному QTLанализу 
двуродительских популяций для обнаружения и точного 
картирования локусов количественных признаков. К пре-
имуществам этого метода относятся более широкий охват 
генетического разнообразия популяции, т. е. одновремен-
ного изучения большого числа аллелей, высокая разре 
 шающая способность картирования, вплоть до установле-
ния полиморфизма единичного нуклеотида, и сокращение 
времени исследования изза отсутствия необходимости 
создавать картирующую популяцию (Rafalski, 2010).

Для эффективного применения имеющихся техноло-
гий рядом исследователей при выполнении ПГАА были 
использованы сведения, полученные в ходе длительных 
селекционных испытаний, что существенно снижает стои
мость генетических исследований. Например, были ском
бинированы данные по пивоваренным качествам из 97 
селекционных испытаний, проведенных на 1862 линиях, 
с результатами применения 3072 SNPмаркеров для ас-
социативного картирования. Выявлено, что этот подход 
обеспечивает повышенную точность для идентификации 
QTL, связанных с пивоваренными качествами, по сравне-
нию с предыдущими исследованиями по картированию 
(Mohammadi et al., 2014). Кроме того, метод ПГАА по-
зволяет идентифицировать гораздо большее количество 
молекулярных маркеров по сравнению с традиционным 
QTLкартированием (Cai et al., 2013). В другом иссле-
довании были использованы данные о фенотипических 
проявлениях 18 пивоваренных признаков, накопленные за 
25 лет для 174 европейских сортов ячменя, при изучении 
ПГАА с применением DArTмаркеров. 

Помимо подтверждения уже известных QTL на хромо-
сомах 1H, 2H и 5H, были обнаружены новые ассоциации, 

например маркеры, сцепленные с индексом пивоваренно-
го качества и вязкости (Matthies et al., 2014). Коллекция 
из 91 элитной линии ячменя была проанализирована с 
помощью ПГАА с целью поиска DArTмаркеров, ассоции
рованных с семью пивоваренными качествами, опреде
лено 19 предполагаемых маркерных экспрессирующихся 
по следовательностей, ответственных за ассоциации мар-
керпризнак (Beattie et al., 2010). Изучение коллекции из 
224 яровых генотипов ячменя с использованием 1536 SNP 
позволило обнаружить 57 новых QTL, ответственных за 
хозяйственно ценные признаки, в том числе содержание 
крахмала и белка в зерне (Pasam et al., 2012). Таким об-
разом, установленные в рассмотренных исследованиях 
ассоциации между генотипом и фенотипом могут быть 
полезными для отбора родительских генотипов, несущих 
желаемые аллели, с целью моделирования будущих се-
лекционных исследований, хотя полученные результаты 
нуждаются в валидации в полевых условиях.

Заключение
Пивоваренное качество ячменя – результат сложного взаи
модействия различных компонентов, контролируемых 
множеством генов. В связи с этим отбор по фенотипиче-
ским признакам является трудоемким и дорогостоящим 
процессом. Маркеропосредованная селекция пивоварен
ных признаков представляет собой эффективную альтер-
нативу или дополнение к традиционному подходу, однако 
требует детальной информации о генетической структу
ре генов/QTL, отвечающих за целевые признаки. Анализ 
QTL широко используется для хромосомной локализации 
хозяйственно ценных признаков и выявления молекуляр-
ных маркеров. К настоящему времени идентифицировано 
большое число QTL, контролирующих пивоваренные 
признаки, а применение ассоциированных с ними моле-
кулярных маркеров и современных достижений, полу-
ченных в области высокоразрешающего генопирования, 
дает возможность проводить эффективный отбор желае-
мых генотипов для селекции сортов ячменя с высокими 
пивоваренными качествами.
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Аннотация. Среди встречающихся в природе пигментов антоцианы являются, пожалуй, одной из наиболее изу-
ченных групп. Начиная с первых исследований о физико-химических свойствах антоцианов, проведенных еще 
в XVII в. британским естествоиспытателем Р. Бойлем, наука об этих уникальных соединениях сделала огромный 
шаг вперед. На сегодняшний день достаточно хорошо исследованы структура и функции антоцианов в рас-
тительных клетках, а путь их биосинтеза – один из самых полно охарактеризованных путей биосинтеза вто-
ричных метаболитов как на биохимическом, так и на генетическом уровне. Наряду с этими фундаментальными 
достижениями, мы начинаем осознавать потенциал антоцианов как соединений промышленного значения, как 
пигментов самих по себе, а также в качестве компонентов функционального питания, способствующих преду-
преждению и снижению риска развития хронических заболеваний. Долгое время биологическая активность 
антоцианов была недооценена, в частности, из-за данных об их низкой биодоступности. Однако в ходе иссле-
дований было показано, что в организме человека и животных эти соединения активно метаболизируются и 
биодоступность, оцененная с учетом их метаболитов, превышала 12 %. Экспериментально подтверждено, что 
антоцианы обладают антиоксидантными, противовоспалительными, гипогликемическими, антимутагенными, 
антидиабетическими, противораковыми, нейропротекторными свойствами, а также полезны для здоровья 
глаз. Однако проведенные исследования не всегда могут объяснить молекулярные механизмы действия ан-
тоцианов в организме человека. По некоторым данным, наблюдаемые эффекты объясняются действием не 
антоцианов, а их метаболитов, которые, благодаря своей повышенной биодоступности, могут быть более био-
логически активными, чем исходные соединения. Высказывается также предположение о положительном эф-
фекте на здо ровье человека всего комплекса полифенольных соединений, поступающего в организм в составе 
растительной пищи. В представленном обзоре суммированы результаты основных направлений исследований 
антоцианов в качестве компонентов функционального питания. Отдельное внимание уделено результатам ге-
нетических исследований синтеза пигментов, данные которых приобретают особую важность в связи с актуали-
зацией селекционных программ, направленных на повышение содержания анто цианов у культурных растений.
Ключевые слова: растения; пигменты; вторичные метаболиты; флавоноиды; антоцианы; регуляторные гены; 
структурные гены; антиоксиданты; биологическая активность.

Для цитирования: Юдина Р.С., Гордеева Е.И., Шоева О.Ю., Тихонова М.А., Хлесткина Е.К. Антоцианы как компоненты 
функционального питания. Вавиловский журнал генетики и селекции. 2021;25(2):178-189. DOI 10.18699/VJ21.022

Anthocyanins as functional food components
R.S. Yudina1 , E.I. Gordeeva1, O.Yu. Shoeva1, M.A. Tikhonova1, 2, E.K. Khlestkina1, 3

1 Institute of Cytology and Genetics of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia
2 Scientific Research Institute of Physiology and Basic Medicine, Novosibirsk, Russia
3 Federal Research Center the N.I. Vavilov All-Russian Institute of Plant Genetic Resources (VIR), St. Petersburg, Russia

  yurs@bionet.nsc.ru

Abstract. Among the natural pigments, anthocyanins are assumed to represent one of the most studied groups. 
Starting with the f irst studies on the physicochemical properties of anthocyanins carried out in the 17th century by 
 British naturalist Robert Boyle, the science about these unique compounds has progressed substantially. To date, the 
structure and functions of anthocyanins in plant cells have been well studied, and the pathway of their biosynthesis 
is one of the most fully characterized pathways of secondary metabolite biosynthesis at both the biochemical and 
genetic levels. Along with these fundamental achievements, we are beginning to realize the potential of anthocya-
nins as compounds of industrial importance, as pigments themselves, as well as components of functional food that 
contribute to the prevention and reduction of risk of chronic diseases. For a long time, the biological activity of antho-
cyanins has been underestimated, in particular, due to the data on their low bioavailability. However, studies showed 
that in humans and animals, these compounds are actively metabolized and the bioavailability, estimated taking into 
account their metabolites, exceeded 12 %. It has been experimentally shown that anthocyanins have antioxidant, 
anti-inf lammatory, hypoglycemic, antimutagenic, antidiabetic, anti-cancer, neuroprotective properties, and they are 
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benef icial for eye health. However, the studies conducted cannot always explain the molecular mechanism of action 
of anthocyanins in the human body. According to some reports, the observed effects are not due to the action of 
anthocyanins themselves, but to their metabolites, which can be more biologically active because of their increased 
bioavailability. Other data ascribe the positive effect on human health not to individual anthocyanins, but to the whole 
complex of polyphenolic compounds consumed. The review summarizes the results of the studies of anthocyanins as 
components of functional food. Special attention is paid to genetic control of the pigment synthesis. These data are of 
particular importance in respect to the initiated breeding programs aimed at increasing the content of anthocyanins 
in cultural plants.
Key words: plants; pigments; secondary metabolites; f lavonoids; anthocyanins; regulatory genes; structural genes; 
 antioxidants; biological activity.
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Введение
В последние годы в науке о питании появилось новое 
на правление – функциональное питание. Его концепция 
возникла в Японии в 1980–1990-х гг. и базируется на 
употреблении в пищу так называемых  функциональных 
продуктов питания (Фотев и др., 2018). Согласно опре-
делению, функциональными называют пищевые про-
дук ты, содержащие физиологически активные, ценные и 
 безопасные для здоровья ингредиенты с известными фи-
зико-химическими характеристиками, для которых вы-
явлены и научно обоснованы полезные для сохранения 
и улучшения здоровья свойства (ГОСТ Р 52349-2005). 
К таким веществам относятся растворимые и нераствори-
мые пищевые волокна, витамины, минеральные вещества, 
жиры и вещества, сопутствующие жирам, полисахариды, 
вторичные растительные соединения, про- и пребиотики. 

В качестве компонентов функционального питания 
активно исследуются различные биологически активные 
соединения, среди которых антоцианы привлекают особое 
внимание (Calderaro et al., 2020). Эти соединения являют-
ся водорастворимыми пигментами, окраска которых, в 
зависимости от структуры и рН среды, может варьировать 
от красного и пурпурного до синего цвета. Антоцианы 
ши роко представлены в группе покрытосеменных рас-
тений и встречаются у некоторых представителей голо-
семенных, тогда как в других таксонах они отсутствуют 
(Rau sher, 2006). Окрашивая генеративные органы и пло-
ды, анто цианы участвуют в привлечении опылителей и 
распространителей семян, в вегетативных органах они 
задействованы в адаптивных реакциях к условиям окру-
жающей среды (Hatier, Gould, 2008). 

К настоящему времени появились убедительные, науч-
но-обоснованные данные о пользе антоцианов для живот-
ных и человека, помимо их важной роли в жизни растений. 
Ингибирование антоцианами различных форм рака, мета-
болических, сердечно-сосудистых и нейродегенеративных 
заболеваний было задокументировано как на эксперимен-
тальных моделях in vitro и in vivo, так и в клинических и 
эпидемиологических исследованиях (Тараховский и др., 
2013; Li et al., 2017). Ранее предполагалось, что только 
антиоксидантные свойства антоцианов ответственны за их 
укрепляющие здоровье эффекты. Однако было показано, 
что они способны взаимодействовать с регуляторными 
белками, а также с компонентами сигнальных путей и, 
таким образом, модулировать физиологические процессы, 
протекающие в организме человека (Li et al., 2017).

Основные источники антоцианов – темноокрашенные 
плоды, среди которых ягоды бузины, рябины черноплод-
ной, граната и черники – лидеры по содержанию этих 
соединений (Ramos et al., 2014). В последнее время в 
качестве источников антоцианов стали рассматривать 
более экзотические в этом плане культуры, такие как зла-
ки и картофель, зерно и клубни которых также способны 
накапливать антоциановые соединения (Payyavula et al., 
2013; Zhu, 2018). Несмотря на то что и в зерне, и клубнях 
антоцианов содержится меньше, чем в ягодах, они также 
являются привлекательным источниками этих соедине-
ний, поскольку характеризуются более длительным хра-
нением, доступностью и повседневным употреблением 
в пищу, по сравнению с сезонными ягодами и фруктами. 
Исследования потребительских характеристик изделий, 
приготовленных из зерна пшеницы, содержащего анто-
цианы, показали, что они не уступают, а по некоторым 
параметрам даже превосходят контрольные изделия, не 
содержащие антоцианы (Bartl et al., 2015; Pasqualone et al., 
2015; Хлесткина и др., 2017; Ma et al., 2018).

В связи с большим потенциалом антоцианов в качестве 
компонентов функционального питания сегодня ста но-
вятся востребованными знания об их генетическом конт-
роле, которые находят свое применение в селекционных 
программах, направленных на создание новых сортов 
культурных растений с повышенным содержанием этих 
ценных для здоровья человека соединений. 

В настоящем обзоре представлены данные о синтезе ан-
тоцианов у растений и его генетическом контроле, особое 
внимание уделено исследованиям антоцианов в качест-
ве функциональных компонентов продуктов питания, в 
частности их биодоступности и механизмам позитивного 
действия в организме человека.

Химическая структура  
и разнообразие антоцианов
Антоцианы относятся к флавоноидным соединениям, 
 входящим в группу полифенолов. В их структуре выделя-
ют углеводный остаток и неуглеводное основание – агли-
кон. Все флавоноиды, включая антоцианы, имеют общий 
15-углеродный скелет C6-C3-C6, который состоит из двух 
ароматических колец А и В, соединенных С3-фрагментом 
(рис. 1). Степень окисления С-кольца определяет класс 
флавоноидов, к которому относится искомое соединение. 
У антоцианов С-кольцо имеет две двойные связи и несет 
положительный заряд (ион флавилия). 
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Все разнообразие антоцианов, которых, по данным 
2006 г., было выявлено около 600 индивидуальных соеди-
нений, обуславливают 25 различных агликонов, при этом 
90 % идентифицированных антоцианов являются произ-  
водными только шести из них: цианидина (Cy), дельфини-
дина (Dp), мальвидина (Mv), пеларгонидина (Pg), пеони-
дина (Pn) и петунидина (Pt) (Andersen, Jordheim, 2006).

При общем строении С15-углеродного скелета в классе 
антоцианов индивидуальные соединения выделяют на 
основе наличия, положения и характера модификаций 
основного скелета. Все антоциановые соединения пред-
ставляют собой гликозиды, полученные в результате при-
соединения сахаров к агликонам, среди которых наибо-
лее частыми являются глюкоза (Glu) и рамноза (Rha), 
а также встречаются галактоза (Gal), арабиноза (Ara), 
кси лоза (Xyl), рутиноза (Rut), могут попадаться дисаха-
риды и очень редко – трисахариды. Помимо гликозили-
рования, антоцианы могут подвергаться ацилированию с 
помощью ароматических или алифатических ацильных 
остатков, наиболее распространенными из которых яв- 
 ляются п-кумаровая, кофейная и феруловая кислоты. Ан-
то циановые соединения также могут подвергаться мети-
лированию и метоксилированию, а благодаря наличию 
реакционноспособных гидроксильных групп они легко 
вступают в реакции алкилирования, образуя эфиры (За-
прометов, 1974).

Биосинтез антоцианов  
и его генетическая регуляция
Многообразие флавоноидных соединений, включая ан-
тоцианы, образуется в результате общего фенилпропа-
ноидного и флавоноидного путей биосинтеза, активность 
которых зависит от двух групп генов – структурных, ко-
дирующих ферменты биосинтеза, и регуляторных, коди-
рующих транскрипционные факторы, которые тканеспе-
цифически регулируют экспрессию структурных генов 
и определяют, таким образом, паттерны распределения 
пигментов.

Биосинтез антоцианов
Биосинтез всех флавоноидных соединений начинается с 
фенилаланина. Фенилаланин-аммиак-лиаза PAL, цинна-
мат-4-гидроксилаза С4H, 4-кумарат:КоА-лигаза 4CL, дей-
ствуя поочередно, преобразуют фенилаланин в 4-кума-
рил-КоА. Последующая конденсация одной молекулы 

4-кумарил-КоА и трех молекул малонил-КоА с помощью 
халконсинтазы CHS приводит к образованию тетрагид-
роксихалкона и тригидроксихалкона, которые являются 
предшественниками различных классов флавоноидов и 
изофлавоноидов соответственно. Под действием халкон-
флаванонизомеразы CHI тетрагидроксихалкон превра-
щается в нарингенин. Последний служит субстратом для 
ферментов, осуществляющих реакции гидроксилирова-
ния С-кольца в положении С3, либо B-кольца в положе-
нии С3′. Так, нарингенин с помощью фермента флаванон-
3-гидроксилазы F3H преобразуется в дигидрокемпферол 
DHK, а с помощью флавоноид-3′-гидроксила зы F3′H –  
в эриодиктиол. 

Гидроксилирование DHK с помощью F3′H или фла-
воноид-3′5′-гидроксилазы F3′5′H приводит к образованию 
дигидрокверцетина DHQ или дигидромирицетина DHM 
соответственно. Полученные дигидрофлавонолы DHK, 
DHQ и DHM восстанавливаются дигидрофла во нол-4-
редуктазой, DFR до соответствующих флаван-3,4-диолов 
лейкопеларгонидина, лейкоцианидина, лейкодельфини-
дина, которые преобразуются до 3-ОН-анто цианидинов 
пеларгонидина, цианидина и дельфинидина с помощью 
фермента антоцианидинсинтазы ANS. Последующие 
этапы биосинтеза антоцианов относятся к реакциям ко-
нечных модификаций, необходимых для их стабилизации 
и хранения. В этой стадии биосинтеза принимают участие 
ферменты, относящиеся к классам О-метилтрансфераз 
ОМТ, гликозилтрансфераз GT и ацилтрансфераз АТ. Ан-
тоциановые соединения синтезируются на цитоплазмати-
ческой поверхности эндоплазматического ретикулума, а 
затем транспортируются и хранятся в вакуолях (Winkel-
Shirley, 2001).

Регуляция биосинтеза антоцианов
В регуляции биосинтеза антоцианов принимают участие 
транскрипционные факторы, принадлежащие к семей-
ствам MYB, bHLH и WD40, которые для выполнения ре-
гуляторных функций объединяются в MYB-bHLH-WD40 
(MBW) комплексы (Hichri et al., 2011). Их регуляция 
мо жет быть светозависимой и светонезависимой. Све-
тозависимая регуляция инициируется фоторецепторами 
при действии света различной длины волны. Центральное 
место в передаче сигналов от фоторецепторов к синтезу 
антоцианов занимает регуляторный фактор ELONGATED 
HYPOCOTYL 5 (HY5) (Bulgakov et al., 2017), который на-
прямую может связываться с промотором гена PAP1, ко-
дирующего транскрипционный фактор MYB (Shin et al., 
2013). Другой важный участник светозависимой регуля-
ции – убиквитинлигаза COP1, мишенями которой служат 
регуляторные факторы, вовлеченные в биосинтез анто-
цианов (например, PAP1 и PAP2) (Bulgakov et al., 2017).

У некоторых видов растений синтез антоцианов осу-
ществляется в подземных органах, например в клубнях 
картофеля, что исключает его светозависимую регуляцию. 
Хотя точный механизм светонезависимой регуляции не-
известен, существует предположение, что он реализуется 
посредством сахарозы. Так, в промоторной области гена 
AN1, кодирующего MYB-подобный транскрипционный 
фактор, регулирующий синтез антоцианов в клубнях кар-
тофеля, у сортов с фиолетовой окраской клубней было 
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Рис. 1. Базовая структура антоцианов.
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выявлено шесть SURE (sucrose responsive elements) эле-
ментов, тогда как у сортов с белой и желтой окраской 
клубней этот ген содержал один SURE. Предположитель-
но, сахароза активирует экспрессию гена AN1, который, в 
свою очередь, активирует экспрессию структурных генов 
биосинтеза антоцианов, а также генов, кодирующих фер-
менты гидролиза сахарозы, такие как синтаза сахарозы 
и инвертаза. Гидролитические ферменты расщепляют 
сахарозу, приводя к снижению ее уровня в клетке с вы-
свобождением гексоз, продукты распада которых служат 
предшественниками для синтеза фенилпропаноидов 
(Payyavula et al., 2013).

Фенотипическое изменение окраски у растений часто 
обусловлено мутациями именно в регуляторных генах, 
которые рассматриваются, таким образом, как наиболее 
эффективные мишени для селекции и биотехнологии. 
К примеру, накопление антоцианов в мякоти яблока про-
исходит благодаря усиленной активации гена MdMYB10, 
в промоторе которого присутствуют пять 23-нуклеотид-
ных повторов (Espley, 2009). Сходным образом накопле-
ние большого количества антоцианов в мякоти кроваво-
го апельсина обусловлено инсерцией Copia-подобного 
ретротранспозона, приводящей к усилению экспрессии 
близлежащего гена Ruby, кодирующего транскрипцион-
ный фактор MYB, регулирующий синтез антоцианов 
(Bu telli et al., 2012). У мягкой пшеницы выявлено шесть 
261-нуклеотидных тандемных повторов в промоторе до-
минантного аллеля bHLH-кодирующего гена Pp3/TaPpb1, 
активирующего экспрессию структурных генов синтеза 
антоцианов в перикарпе зерновки, тогда как лишь один 
такой повтор был обнаружен в рецессивном аллеле у не-
окрашенных сортов (Shoeva et al., 2014; Jiang et al., 2018). 
Тандемная дупликация двух первых экзонов, первого 
интрона и части второго интрона, а также инсерция фраг-
мента длиной около 11 тыс. нуклеотидов обнаружены в 
промоторе bHLH-кодирующего гена Kala4 у чернозерных 
сортов риса, но у белозерных сортов такой дупликации 
не выявлено (Oikawa et al., 2015). 

Помимо мутаций в промоторных районах регулятор-
ных генов, были описаны мутации, приводящие к сдвигу 
рамки считывания. Так, у ячменя идентифицирован ген 
HvMyc2, контролирующий синтез антоцианов в алейро-
новом слое зерновки ячменя, рецессивные аллели ко - 
торого имеют однонуклеотидную инсерцию в кодирую-
щей части гена (Strygina et al., 2017). Мутации в генах, 
кодирующих WD40, менее распространены, поскольку 
эти гены имеют плейотропные функции, которые не огра-
ничиваются лишь синтезом антоцианов (Zhang, Schra-
der, 2017).

Таким образом, на сегодняшний день достаточно полно 
охарактеризованы метаболический путь биосинтеза ан-
тоцианов, а также его регуляция. Установлено, что каче-
ственный состав антоциановых пигментов определяют 
ферменты биосинтеза, в то время как распределение пиг-
ментов в тканях растений, а также его количество контро-
лируются регуляторными генами. Именно с выявлением 
триггерных регуляторных генов и их картированием на 
хромосомах связаны современные постгеномные методы 
селекции культурных растений с повышенным содержа-
нием антоцианов в зерне.

Биодоступность антоцианов  
и их метаболизм в организме человека
Долгое время роль антоцианов в функциональном пита-
нии была недооценена, в частности, из-за данных об их 
низкой биодоступности, которая определяется как отно-
шение части вещества, достигающего системной цирку-
ляции, органов и тканей, к общему количеству потреб-
ляемого вещества. По некоторым оценкам, лишь 0.4 % 
исходного количества употребленных в пищу антоцианов 
детектировано в плазме крови животных и человека (Ma-
nach et al., 2005). Такие низкие концентрации антоциа нов 
не могли объяснить физиологические эффекты, наблю- 
даемые после их употребления. Усовершенствование ме-
тодов детекции позволило оценить биодоступность ан-
тоцианов с учетом их метаболитов и продуктов взаимо-
действия. С использованием радиоактивно меченного 
циа нидин-3-гликозида C3G было показано, что не менее 
12.38 % метаболитов антоцианов выводится из организ-
ма человека в составе мочи и выдыхаемого воздуха, что 
намного выше биодоступности, оцененной только по со-
держанию исходных соединений в плазме крови (Czank 
et al., 2013). Исследование образцов крови и продуктов 
выделения после однократного употребления 500 мг C3G 
выяви ло присутствие в них как интактного соединения, 
так и его катаболизированных производных, среди кото-
рых наиболее представленными были глюкурониды про-
токатехиновой кислоты и цианидина, их метилированные 
производные, феруловая, гиппуровая, фенилуксусная и 
фенилпропионовая кислоты (Czank et al., 2013).

У животных, которых кормили антоцианами, эти со-
единения были обнаружены практически во всех органах, 
в том числе в тканях головного мозга, что указывает на 
их активную абсорбцию и способность преодолевать ге-
матоэнцефалический барьер (Celli et al., 2017; Sandoval-
Ramírez et al., 2018). Важно отметить, что при кратко-
срочном употреблении антоцианов в тканях животных 
преобладают их исходные формы, а при долгосрочном – 
метаболиты, что связывают с деятельностью кишечной 
микробиоты (Sandoval-Ramírez et al., 2018).

Метаболизм антоцианов начинается в ротовой поло- 
сти, где ряд их частично расщепляется гликозидазами 
бактериальной микрофлоры до соответствующих агли-
конов (Kamonpatana et al., 2012) (рис. 2). В желудке про-
исходит первоначальная абсорбция гликолизированных 
антоцианов через желудочную стенку в кровяное русло 
воротной вены. Именно абсорбцией из желудка объяс-
няют быстрое повышение концентрации антоцианов в 
плазме крови сразу после их приема. В транспортировке 
антоцианов через стенку желудка задействованы били-
транслоказы и переносчики глюкозы GLUT1 и GLUT3 
(Oliveira et al., 2019). По воротной вене антоцианы по-
падают в печень и распределяются по гепатоцитам, где 
они подвергают ся глюкуронированию, метилированию 
и сульфатирова нию, которые осуществляются фермен-
тами уридин-5- ди фосфоглюкуронозил-трансферазой  
UDPGT, катехол-О-метилтрансферазой COMT и сульфо-
трансферазой SULT соответственно (Celli et al., 2017). 
В печени часть антоцианов и продуктов их деградации 
попадает в желчь и секретируется обратно в просвет ки-
шечника через желчный проток (энтерогепатическая ре-
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Рис. 2. Схема абсорбции и метаболизма антоцианов в организме человека. 
Ант – антоциановый агликон; Ант-Гл – гликозид антоциана; ГлК Ант – глюкуронидированный агликон антоциана; ГлК Ант-Гл – 
глюкуронидированный гликозид антоциана; ГлК ФК – глюкуронидированная фенольная кислота; Мет Ант-Гл – метилированный 
гликозид антоциана; Мет ФК – метилированная фенольная кислота; Сл Ант – сульфатированный агликон антоциана; Сл ФК – суль-
фатированная кислота; ФК – фенольная кислота; BT – билитрансклоказа; COMT – катехол-О-метилтрансферазы; GLUT – транспортер 
глюкозы; LPH – лактозо-флоризин гидролаза; SULT – сульфотрансфераза; UDPGT – уридин-5-дифосфоглюкуронозил-трансферазы. 
По (McGhie, Walton, 2007; Celli et al., 2017).

циркуляция), тогда как другая часть попадает в общий 
кровоток. 

Кроме вышеописанного специфического контура цир-
куляции, неабсорбированные в желудке антоцианы по-
ступают в кишечник. Тонкий кишечник является вторым 
участком желудочно-кишечного тракта (ЖКТ), в котором 
происходит активная абсорбция антоцианов в виде ин-
тактных гликозидов либо образующихся под действием 
гидролаз их агликонов. В клетках энтероцитов каемча-
то го эпителия кишечника антоцианы, как и другие фла-

во ноиды, могут подвергаться гидролизу под действием 
лак таза-флоризин гидролазы LPH (Day et al., 2000). Хотя  
транспортеры антоцианов в клетки кишечника до сих пор 
точ но не установлены, предполагается, что в этом про-
цессе участвуют переносчики глюкозы GLUT2 (Faria 
et al., 2009) и натрий-зависимый переносчик глюкозы 
SGLT1 (Zou et al., 2014). В энтероцитах антоцианы и 
их агликоны глюкуронируются. Перед тем как попасть 
в кровяное русло, эти вещества по воротной вене до-
ставляются в печень, где они метилируются и сульфати-
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руются соответствующими трансферазами. Антоцианы, 
не абсорбированные в тонком кишечнике, попадают в 
толстый кишечник, где они подвергаются расщеплению 
микробиотой, в результате чего образуются фенольные 
кислоты и гидроксициннаматы, которые, в свою оче-
редь, могут всасываться эпителием, попадать в кровяное 
русло и в дальнейшем экскретироваться в мочу (Fang,  
2014). Антоцианы и другие флавоноиды не могут быть 
полностью разрушены микробиотой толстого кишечни-
ка, что объясняет присутствие некоторого количества ин-
тактных антоцианов в содержимом фекальных выделений 
(He et al., 2005).

Таким образом, показано, что в организме человека ан-
тоцианы активно метаболизируются. Поскольку концен-
трация и профиль соединений, присутствующих в плазме 
крови, являются ключевыми для их возможного физиоло-
гического воздействия на целевые мишени, су ществует 
предположение, что продукты разложения ан т оцианов 
в ЖКТ и их конъюгированные метаболиты мо гут быть 
более биологически активными, чем исходные антоциа-
новые соединения, вероятно, благодаря своей повышен-
ной биодоступности.

Роль антоцианов в лечении  
и профилактике заболеваний
Антоцианы представляют собой общепризнанную догму 
в народной медицине во всем мире. Антоцианы из раз-
личных видов гибискуса исторически использовались в 
средствах от дисфункции печени и гипертонии, эти со-
единения из черники имеют давнюю историю применения 
при микробных инфекциях, диарее и других нарушениях 
здоровья (Smith et al., 2000; Wang et al., 2000). Именно 
полифенольными соединениями и их регуляр ным упо-
треблением в составе красных вин удалось разрешить из-
вестный французский парадокс, заключающийся в низ-
кой частоте возникновения ишемической болезни сердца 
у французов, несмотря на высокий уровень жира в их 
диете (Renaud, de Lorgeril, 1992). К настоящему времени 
установлено, что антоцианы характеризуются широким 
спектром биологического действия в организме челове-
ка (Приложение)1. Их полезные для здоровья эффекты 
час тично обусловлены антиоксидантными свойствами, 
а так же способностью влиять на регуляторные белки и 
компоненты сигнальных путей и таким образом моду-
лировать физиологические процессы, протекающие в 
организме человека.

Антоцианы как антиоксиданты
Наверное, самое известное и активно обсуждаемое свой-
ство антоцианов – их антиоксидантная активность, кото-
рая не уступает, а по ряду оценок даже выше, чем у таких 
общепринятых антиоксидантов, как α-токоферол (Wang et 
al., 1997), тролокс и катехин (Kähkönen, Heinonen, 2003). 
Антиоксидантные свойства антоцианов обусловлены их 
структурными особенностями: числом гидроксильных 
групп, наличием катехинового фрагмента в В-кольце и 
иона оксония в С-кольце, паттерном гидроксилирования, 
метилирования, ацилирования и гликозилирования (Yang 
1 Приложение см. по адресу: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2021-25/appx5.pdf

et al., 2011). Среди антоциановых агликонов наибольшую 
антиоксидантную активность проявляют Dp и Cy, за ко-
торыми в порядке уменьшения следуют Mv, Pn, Pg и Pt 
(Lucioli, 2012).

В организме человека антиоксидантные свойства анто-
цианов реализуются с помощью их прямого взаимодей-
ствия со свободными радикалами (Fukumoto, Mazza, 2000) 
либо опосредованно через модулирование антиоксидант-
ной защитной системы организма (Shih et al., 2007; Steffen 
et al., 2008; Toufektsian et al., 2008).

Антоцианы для здоровья глаз
Благоприятное влияние антоцианов на улучшение зре-
ния было впервые задокументировано во время Второй 
мировой войны, когда летчики Королевских военно-воз-
душных сил Британии для повышения оcтроты зрения в 
темное время суток употребляли джем из черники (Ghosh, 
Konishi, 2007). В клинических испытаниях было показа-
но, что употребление антоцианов действительно способ-
ствует улучшению дневного, сумеречного и ночного зре-  
ния. Однако воздействие антоцианов на зрительные функ-
ции наблюдалось не во всех экспериментах, а зависело 
от принимаемой дозы, ее состава и продолжительности 
(Nakaishi et al., 2000; Lee et al., 2005). 

Одним из механизмов, объясняющих положительное 
действие антоцианов на зрение, является их способность 
восстанавливать зрительный пигмент родопсин. При этом 
было установлено, что гликозид и рутинозид Cy ускоря-
ли регенерацию родопсина, а производные Dp не оказы-
вали никакого воздействия (Matsumoto et al., 2003). В ис-
следовании in vitro было выявлено, что антоцианы так - 
же способны ингибировать фотоокисление бисретинола 
A2E – хромофора липофусциновых гранул, который на-
капливается с возрастом в эпителиальных клетках сет-
чатки и может приводить к нарушению целостности их 
мембран (Jang et al., 2005). Поскольку гибель светочув-
ствительных клеток сетчатки глаза рассматривается как 
основная причина развития возрастной макулодистро-
фии, полученные результаты позволяют предположить, 
что антоцианы могут служить эффективным профилакти-
ческим средством этого дегенеративного заболевания.

Антоцианы для профилактики  
сердечно-сосудистых заболеваний
Результаты проведенных исследований указывают на то, 
что антоцианы помогают предотвратить и частично вос-
становить нарушения в организме, приводящие к сердеч-
но-сосудистым заболеваниям – группе болезней сердца и 
кровеносных сосудов, являющихся основной причиной 
смертности во всем мире (Wallace et al., 2016). В частно-
сти, показано, что регулярное употребление антоцианов 
в пищу снижает концентрацию в плазме липопротеинов 
низкой плотности, агрегацию тромбоцитов, вероятность 
развития артериальной гипертензии и эндотелиальной 
дисфункции (Erlund et al., 2008; Zhu et al., 2014). Благодаря 
ингибированию ангиотензинпревращающего фермента, 
активирующего гормон ангиотензин, ответственный за 
сужение сосудов, антоцианы способствуют снижению 
артериального давления (Parichatikanond et al., 2012). По-
мимо этого, антоцианы повышают активность эндотели-

http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2021-25/appx5.pdf
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12024#crf312024-bib-0069
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12024
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альной синтазы оксида азота eNOS и увеличивают, таким 
образом, высвобождение оксида азота NO, обладающего 
вазодилатирующими, противотромбозными, антиатеро-
генными и антипролиферативными свойствами (Xu et al., 
2004; Horie et al., 2019).

Благотворное влияние антоцианов на сердечно-сосу-
дистую систему обусловлено также их противовоспа-
лительными и антиагрегатными свойствами. Как проти-
вовоспалительные агенты, антоцианы могут подавлять 
экспрессию генов цитокинов, кодирующих медиаторы 
воспаления, среди которых ключевое место занимает 
сиг нальный путь ядерного фактора NF-κB (Karlsen et al., 
2010). Антоцианы также способны ингибировать экс-
прессию гена, кодирующего циклооксигеназу-2 COX-2, 
участвующую в синтезе простагландинов, обладающих 
противовоспалительной активностью (Hou et al., 2005).

Употребление антоцианов – эффективная профилак-
тика атеросклероза, обусловленного сужением сосудов 
и снижением кровотока за счет отложения холестерина 
и некоторых фракций липопротеидов в просвете сосудов 
(Mauray et al., 2012). Они проявляют свои антиатероген-
ные свойства благодаря супрессирующему влиянию на 
образование тромбоцитарных белков хемокинов, участ-
вующих в привлечении циркулирующих лейкоцитов и 
клеток-предшественников к месту повреждения эндоте-
лия (Song et al., 2014).

Приведенные примеры представляют собой лишь ма-
лую часть полученных к настоящему времени данных о 
благотворном влиянии антоцианов на состояние сердеч-
но-сосудистой системы. На сегодняшний день эта группа 
соединений рассматривается в качестве эффективных 
профилактических средств против сердечно-сосудистых 
патологий.

Антоцианы для профилактики  
нейродегенеративных заболеваний
Богатые антоцианами фрукты могут оказывать положи-
тельное влияние на изменение направления старения 
ней ронов и поведения (Joseph et al., 1999). Проведено 
рандомизированное контролируемое клиническое ис-
следование, в котором люди старшей возрастной группы 
(70+) с деменцией получали богатый антоцианами виш-
невый сок (200 мл/день) или контрольный сок с низким 
содержанием антоцианов. У группы, регулярно получав-
шей антоцианы, наблюдалось улучшение показателей бег-
лости речи, кратковременной и долговременной памяти 
(Kent et al., 2017). Было отмечено положительное влияние 
богатых антоцианами экстрактов шелковицы на индукцию 
антиоксидантных ферментов и коррекцию когнитивных 
нарушений у мышей с ускоренным старением и нейроде-
генерацией альцгеймероподобного типа (Shih et al., 2010). 
Нейропротекторные эффекты антоцианов могут быть 
свя заны с ослаблением нейротоксичности, индуцируемой 
перекисью водорода, амилоидом-бета, D-галактозой и 
ишемией (Tarozzi et al., 2010; Min et al., 2011; Rehman et 
al., 2017). Показана польза богатого антоцианами зерна 
пшеницы для когнитивных функций взрослых мышей 
(Ten ditnik et al., 2017). На клеточных моделях болезни Пар-
кинсона выявлено, что экстракты, богатые антоцианами 
и проантоцианидинами, проявляют нейропротекторную 

активность против повреждения нейронов нейротоксином 
ротеноном (Strathearn et al., 2014).

Основными механизмами, с помощью которых анто-
цианы влияют на функции мозга, служат их способности 
защищать нейроны от повреждений, индуцированных 
нейротоксинами и воспалением, активировать синапти-
ческую передачу и улучшать мозговое кровообращение, 
а также препятствовать высвобождению факторов индук-
ции апоптоза (Spencer, 2010).

Антиканцерогенные свойства антоцианов
Антиканцерогенные свойства антоцианов продемонстри-
рованы на клеточных моделях различного типа рака, на 
экспериментальных животных, а также в ходе клиниче-
ских наблюдений (Hou, 2003; Smeriglio et al., 2016). Так, 
снижение жизнеспособности клеток рака гортани, рака 
желудка и рака молочной железы наблюдалось при об-
работке их экстрактом из плодов пурумы бразильской 
(Li et al., 2017). Частота возникновения индуцированных 
канцерогенами колоректальных аденом и карцином была 
заметно ниже у крыс, которых кормили фиолетовой ку-
курузой с высоким уровнем антоцианов по сравнению с 
группой крыс, в диете которых эти соединения отсутство-
вали (Hagiwara et al., 2001). 

В ходе клинических наблюдений было установлено, 
что антоцианы из различных источников способны инги-
бировать инициацию и прогрессирование рака молочной 
железы, простаты, печени, толстого и тонкого кишечника, 
крови, шейки матки, легких, фибросаркомы и метаста-
тической меланомы (Hou, 2003; Smeriglio et al., 2016; Li 
et al., 2017). При этом следует отметить, что индивиду-
альные соединения и их композиции проявляют разную 
антиканцерогенную активность, которая зависит как от 
типа агликона антоциана, паттерна его гликозилирования, 
метилирования и ацилирования, так и от комбинации 
ин дивидуальных соединений (Smeriglio et al., 2016; Li et 
al., 2017). Антиканцерогенные свойства антоцианов обу-
словлены их способностью прерывать клеточный цикл, 
индуцировать апоптоз, блокировать образование новых 
сосудов (антиангиогенные свойства), ингибировать окис-
лительное повреждение ДНК, активировать ферменты 
детоксификации, а также способностью ингибировать 
циклооксигеназу COX-2 и модулировать иммунный от-
вет, в том числе через микробиоту (Smeriglio et al., 2016). 
Перечисленные механизмы могут быть реализованы со-
вместно, что усиливает антиканцерогенные свойства.

Антоцианы для профилактики  
метаболических нарушений
В качестве функциональных компонентов питания ан-
тоцианы могут быть использованы для предотвращения 
ожирения, лечения неалкогольной жировой болезни пе-
чени и диабета 2-го типа. Исследования на людях и на 
экспериментальных животных позволили объяснить мо-
лекулярные механизмы, с помощью которых они регули-
руют жировой и углеводный обмен и снижают резистент-
ность к инсулину (Ghosh, Konishi, 2007; Li et al., 2017).

Употребление антоцианов обуславливает снижение 
уровня глюкозы в крови как за счет снижения экспрес-
сии генов, кодирующих транспортные белки натрия и 
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глюкозы, GLUT2 и SGLT1 соответственно, в ки шечнике, 
ингибирования кишечной α-глюкозидазы (Adi sakwattana 
et al., 2011) и панкреатической α-амилазы (Sui et al., 2016), 
так и за счет способности гликозированных антоцианов 
использовать транспортный механизм глю козы в эпители-
альных клетках желудка, таких как пере носчики глюкозы 
GLUT1 и GLUT3 (Liu et al., 2014; Oliveira et al., 2019). 
Антоцианы также способны снизить резистентность к 
инсулину, повышая экспрессию регулируемого инсулином 
гена белка-транспортера глюкозы GLUT4 путем акти-
вации и фосфорилирования альфа-субъединицы АМФ-
активируемой протеинкиназы АМФКα в белой жировой 
ткани, скелетных мышцах и печени, стимулирующей 
поглощение глюкозы и секрецию инсулина β-клетками 
поджелудочной железы, в то же время ингибируя вы-
работку избытка глюкозы в печени (Tsuda et al., 2004; 
Takikawa et al., 2010).

Антоцианы оказывают защитное действие на β-клетки 
поджелудочной железы, уменьшая митохондриальную 
продукцию активных форм кислорода (Zhang et al., 2010; 
Sun et al., 2012). Они могут модулировать антиоксидант-
ную защиту, активируя антиокислительные ферменты и 
способствуя синтезу восстановленного глутатиона (GSH) 
в печени. Так, потребление антоцианов восстанавливает 
уровень глутатионпероксидазы 3, который значительно 
снижается при приеме пищи с высоким содержанием 
жира (Tsuda, 2016).

При чрезмерном накоплении жировой ткани наруша-
ются процессы кровоснабжения жировых клеток адипо-
цитов, появляются очаги некроза и инфильтрация жиро-
вой ткани макрофагами, что приводит к избыточному об-
разованию провоспалительных цитокинов и повышению 
уровня циркулирующих свободных жирных кислот, веду-
щих к системному воспалению (Tsuda, 2016). Антоцианы 
улучшают метаболизм жирных кислот и триглицеридов 
за счет повышения активности липопротеинлипазы в 
скелетных мышцах (Lefevre et al., 2008). Они также подав-
ляют прирост массы тела, восстанавливают нарушенную 
функцию печени и значительно увеличивают концентра-
цию гормона адипонектина, вырабатываемого жировыми 
клетками, путем активации АМФК, в то же время снижая 
уровни инсулина и лептина (Takikawa et al., 2010; Wu et 
al., 2013). Снижая секрецию лептина, вырабатываемого 
жировой тканью, антоцианы модулируют активность 
нейропептида Y и рецептора GABAB1 в гипоталамусе, сиг-
нализирующих об энергетическом состоянии тела и конт-
ролирующих потребление пищи (Badshah et al., 2013). 
Другой механизм уменьшения гипергликемии и улучше-
ния чувствительности к инсулину связан с подавлением 
антоцианами экспрессии ретинол-связывающего белка 4 
(Sasaki et al., 2007). Кроме того, антоцианы регулируют 
FoxO1-опосредованную транскрипцию адипоцитарной 
триглицеридной липазы и, таким образом, ингибируют 
липолиз, индуцированный высоким содержанием глюко-
зы в адипоцитах, что позволяет предположить их потен- 
циальное терапевтическое применение при гиперлипи-
демии, связанной с диабетом (Guo et al., 2012).

Действие антоцианов на неалкогольную жировую бо-
лезнь печени и диабетическую нефропатию также включа-
ет снижение накопления липидов и улучшение липидного 

профиля в печени, ослабление инсулин-резистентности, 
повышение уровня PPARα, снижение воспаления и окис-
лительного стресса (Takayama et al., 2009; Guo et al., 2012; 
Qin et al., 2018; Sangsefidi et al., 2019).

Противомикробные свойства антоцианов
Антоцианы влияют на микробиоту кишечника. Они спо-
собны ингибировать рост патогенных микроорганизмов, 
таких как Enterococcus spp. и Clostridium perfringens, а 
также проявляют пребиотические эффекты, ускоряя рост 
Lactobacillus spp. и Bif idobacterium spp. (Hidalgo et al., 
2012). Показано, что экстракты антоцианов повышают 
проницаемость мембран бактерий, вызывающих пище-
вые отравления, Listeria monocytogenes, Staphylococcus 
aureus, Salmonella enteritidis и Vibrio parahaemolyticus. 
В результате повышенной проницаемости из клеток бак-
терий происходит утечка белков, нуклеиновых кислот 
и метаболитов. Помимо этого, антоцианы могут прони-
кать в клетки бактерий и снижать активность ферментов 
основ ного метаболизма, таких как щелочная фосфатаза, 
адено зинтрифосфатаза, а также супероксиддисмутаза, 
нару шая, таким образом, работу бактериальной клетки 
(Sun et al., 2018).

Биологическая значимость природных 
комплексов, содержащих антоцианы
Как отмечают токсикологи, биологи и практикующие вра-
чи, действие природных соединений ослабляется, когда 
биологически активные смеси (экстракты) разделяются на 
очищенные компоненты и вводятся отдельно (Liu, 2003; 
Lila, Raskin, 2005). Так, было определено, что фитохими-
ческие составляющие американской клюквы, хотя и инди-
видуально эффективные против канцерогенеза человека, 
обеспечили максимальную защиту только при совместном 
применении в натуральных смесях (Seeram et al., 2004). 
В этом исследовании были предложены потенциальные 
синергетические антипролиферативные эффекты от сме-  
сей антоцианов, проантоцианидинов и гликозидов фла-
вонолов. В других исследованиях комбинации двух по-
лифенольных соединений из винограда (ресвератрол и 
кверцетин) продемонстрировали синергетическую спо-
собность индуцировать апоптоз (активацию каспазы-3) 
в клеточной линии карциномы поджелудочной железы 
человека (Mouria et al., 2002). Аналогично, смешанный 
полифенольный экстракт из красного вина показал более 
сильное ингибирование синтеза ДНК в клетках орального 
плоскоклеточного рака, чем отдельные соединения, даже 
когда концентрации индивидуально вводимого кверце-
тина или ресвератрола были выше, чем концентрации в 
смешанном экстракте (Elattar, Virji, 1999).

Признанные потенцирующие взаимодействия между 
компонентами в природном фитохимическом комплексе 
оказывают сильную поддержку сторонникам «употреб ле-
ния всей (функциональной) пищи», не полагаясь только на 
однокомпонентные экс тракты или вытяжки из пищевых 
продуктов, которые продаются в форме биологически 
активных добавок (БАД). В последнем случае потеря 
взаимодействующих фито химикатов на этапе разработки 
продукта может привести к значительному снижению эф-
фективности экстракта. В литературе хорошо задокумен-
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тировано, что флавоноиды обладают широким спектром 
биологических свойств (см. Приложение), которые могут 
объяснять терапевтическое действие смеси взаимодей-
ствующих флавоноидов посредством нескольких путей 
вмешательства одновременно.

Таким образом, в настоящее время представляют огром-
ный интерес не только сами антоциановые пигменты и 
их польза для здоровья, но и созданные природой расти-
тельные продукты, содержащие смеси этих соединений, 
долгое время применявшиеся в народной медицине без 
тщательного изучения и научного подтверждения их до-
стоинств.

Заключение
В представленном обзоре суммированы результаты основ-
ных направлений исследований антоцианов в качест ве 
компонентов функционального питания. Потенциальные 
эффекты, способствующие укреплению здоровья, мно-
гогранны. Выявленные положительные эффекты под-  
тверждены экспериментальными исследованиями и кли-
ническими испытаниями. Все эти данные свидетельству-
ют о том, что регулярное употребление в пищу цветных 
съедобных плодов, обогащенных антоцианами, и про-
дуктов их переработки способствует улучшению здоровья 
и качества жизни людей. Отдельное внимание уделено 
результатам исследований генетического контроля син-
теза этих пигментов у растений. Характеристика путей 
биосинтеза антоцианов различных видов растений и его  
генетическая регуляция обеспечивают ценный ресурс, 
 позволяющий создавать новые организмы с повышен-
ными функциональными качествами для улучшения пи-
тания животных и человека.
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Аннотация. Изменения, происходящие в окружающей среде, заставляют популяции организмов адаптиро-
ваться к новым условиям либо за счет фенотипической пластичности, либо за счет генетических или эпигене-
тических изменений. Следы отбора, такие как специфические изменения частот аллелей и гаплотипов, сни-
жение или повышение генетического разнообразия, помогают выявить изменения генома крупного рогатого 
скота в ответ на искусственный и естественный отбор, а также локусы и варианты, непосредственно влияющие 
на адаптивные и экономически важные признаки. Достижения генетики и биотехнологии дают возможность 
быстрого переноса уникальных генетических вариантов, возникших у местных пород крупного рогатого ско-
та в процессе адаптации к локальной среде обитания, в геномы интернациональных высокопроизводитель-
ных пород с целью сохранения их выдающихся свойств в новых условиях обитания. Возможно и использо-
вание методов геномной селекции для повышения частот адаптивных аллелей у интернациональных пород. 
В обзоре рассмотрены недавние работы по истории происхождения и эволюции турано-монгольских пород 
крупного рогатого скота, адаптации турано-монгольского скота к экстремальным условиям среды. Сделано 
обобщение имеющихся сведений о потенциальных генах-кандидатах адаптации в геномах турано-монголь-
ских пород, включая гены устойчивости к холоду, гены иммунного ответа и гены адаптации к высокогорью. 
Авторы приходят к выводу, что имеющиеся данные литературы не позволяют отдать предпочтение одному из 
двух возможных сценариев происхождения турано-монгольских пород – в результате доместикации дикого 
тура на территории Восточной Азии или вследствие миграции тауринной протопопуляции из Ближнего Восто-
ка. Турано-монгольским породам свойственна высокая адаптация к экстремальным климатическим условиям 
(холод, жара и недостаток кислорода в горах) и паразитам (гнус, клещи, бактериальные и вирусные инфек-
ции). В результате высокопроизводительного генотипирования и секвенирования геномов и транскриптомов 
представителей этих пород в последнее время были выявлены перспективные гены-кандидаты и генетиче-
ские варианты, участвующие в адаптации к факторам внешней среды.
Ключевые слова: крупный рогатый скот; Bos taurus; Bos indicus; турано-монгольский скот; адаптация; геном; 
 следы отбора; холод; иммунитет; высокогорье.
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Abstract. Changes in the environment force populations of organisms to adapt to new conditions, either through 
phenotypic plasticity or through genetic or epigenetic changes. Signatures of selection, such as specif ic changes 
in the frequency of alleles and haplotypes, as well as the reduction or increase in genetic diversity, help to identify 
changes in the cattle genome in response to natural and artif icial selection, as well as loci and genetic variants 
directly affecting adaptive and economically important traits. Advances in genetics and biotechnology enable a rapid 
transfer of unique genetic variants that have originated in local cattle breeds in the process of adaptation to local 
environments into the genomes of cosmopolitan high-performance breeds, in order to preserve their outstanding 
performance in new environments. It is also possible to use genomic selection approach to increase the frequency 
of already present adaptive alleles in cosmopolitan breeds. The review examines recent work on the origin and 
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evolution of  Turano-Mongolian cattle breeds, adaptation of  Turano-Mongolian cattle to extreme environments, and 
summarizes available information on potential candidate genes for climate adaptation of  Turano-Mongolian breeds, 
including cold resistance genes, immune response genes, and high-altitude adaptation genes. The authors conclude 
that the current literature data do not provide preference to one of the two possible scenarios of  Turano-Mongolian 
breed origins: as a result of the domestication of a wild aurochs at East Asia or as a result of the migration of taurine 
proto-population from the Middle East. Turano-Mongolian breeds show a high degree of adaptation to extreme 
climatic conditions (cold, heat, lack of oxygen in the highlands) and parasites (mosquitoes, ticks, bacterial and viral 
infections). As a result of high-density genotyping and sequencing of genomes and transcriptomes, prospective 
candidate genes and genetic variants involved in adaptation to environmental factors have recently been identif ied.
Key words: cattle; Bos taurus; Bos indicus; Turano-Mongolian cattle; adaptation; genome; selection signatures; cold; 
immunity; highlands.
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Введение
Локальные породы крупного рогатого скота (КРС) мо-
гут обладать ценными генетическими вариантами для 
проведения селекции и создания новых пород в ответ 
на возникающие вызовы животноводству, включая из-
менение климата, появившиеся или возрождающиеся 
угрозы заболеваний, инновации в области диетологии и 
изменившиеся запросы рынка (Kantanen et al., 2015). До-
стижения генетики и биотехнологии дают возможность 
быстрого переноса уникальных генетических вариантов, 
возникших у местных пород КРС в процессе адаптации к 
локальной среде обитания, в геномы коммерческих интер-
национальных высокопроизводительных пород с целью 
сохранения их выдающихся свойств в новых условиях 
обитания (Stranden et al., 2019). Для повышения частот 
адаптивных аллелей у коммерческих пород возможно и 
использование методов геномной селекции. Однако для 
успешного применения этих технологий недостаточно 
знать гены, вовлеченные в адаптацию или устойчивость к 
болезням; надо знать, какие именно генетические вариан
ты вносят вклад в требуемый признак. То есть необходи-
мо изучать геномы КРС на нуклеотидном уровне и при 
этом учитывать исторические взаимоотношения между  
по родами и условия их формирования для того, чтобы от
личить функционально важные генетические варианты 
от результатов генетического дрейфа и прохождения «бу
тылочного горлышка».

Целью настоящего обзора являлся анализ современно
го состояния проблемы происхождения и эволюции тура-
номонгольских пород КРС, а также обобщение имеющих-
ся сведений о потенциальных генахкандидатах, которые 
вносят вклад в адаптацию этих пород к экстремальным 
условиям внешней среды.

Методы
Поиск и отбор литературы были выполнены в соответ-
ствии с общепринятыми критериями, предъявляемыми 
к систематическим обзорам (Pautasso, 2013). Предвари-
тельно нами был составлен список тураномонгольских 
пород КРС (Приложение 1)1 (Porter et al., 2016; Лазебная 
и др., 2018). Далее мы провели систематический поиск 
литературы, опубликованной в базах данных PubMed, 
Scopus, Web of Science и Google Scholar с января 2010 г. 
1 Приложения 1 и 2 см. по адресу: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2021-25/appx6.pdf

(начало широкого применения методов массового парал
лельного секвенирования) до января 2020 г. с исполь-
зованием следующих поисковых запросов: «[Название 
породы] AND Cattle AND Whole genome genotyping», 
«[Название породы] AND Cattle AND Whole genome 
sequencing», «[Название породы] AND Cattle AND Tran-
scriptome sequencing», «[Название породы] AND Cattle 
AND Selection signatures». Критериями для включения 
публикации в обзор служили: исследование хотя бы одной 
тураномонгольской породы либо ее гибрида с другими 
породами; описание секвенирования, полногеномного 
генотипирования или транскриптома генома тураномон-
гольской породы; результаты поиска следов позитивного 
отбора в геноме либо идентификация полиморфизма по 
числу копий ДНК (CNV).

Адаптация турано-монгольских пород  
к экстремальным условиям среды
Тураномонгольский скот – группа пород КРС, которые 
разводят преимущественно в Азии (см. Прил. 1) (Моисее
ва и др., 2006; Porter et al., 2016). По морфологии турано
монгольский скот отличается от европейских тауринных 
пород, особенно по форме черепа и рогов (Felius et al., 
2011). Череп имеет клиновидную форму, узкую корону и 
углубление на лобной кости. Рога направлены вверх, а не 
вперед, как у большинства тауринных пород.

Многие породы тураномонгольского КРС проявляют 
большую выносливость и устойчивость к отрицательным 
температурам в результате адаптации к суровому азиат-
скому климату. В частности, породы азиатских сте пей 
способны выдерживать годовые колебания температу
ры от –50 до +35 °С (Моисеева и др., 2006). Особую 
адаптацию демонстрирует самая северная порода КРС в  
мире – якутский скот, центр разведения которого нахо
дится вбли зи Северного полюса холода. Ряд морфоло-
гических признаков, таких как толстая зимняя шерсть, 
маленькие, покрытые мехом вымя и мошонка, эффектив-
ная терморегуляция и замедленный метаболизм при низ
ких температурах, приводят к чрезвычайной устойчиво
сти якут ского скота к экстремальному холоду (Dmitriev, 
Ernst, 1989; Tapio et al., 2010). Для тураномонгольских 
пород характерны физическая выносливость, минималь-
ное учас тие человека в их содержании, круглогодичное 
пребывание на свободном выпасе и сохранение жизне-
способности при низкокалорийной и скудной кормовой 
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базе в  отдельные периоды года, устойчивость к гнусу, спо
собность переваривать грубые корма и находить их под 
снежным покровом (Лазебная и др., 2018). Также якутский 
скот, вероятно, обладает устойчивостью к туберкулезу, 
лейкозу и бруцеллезу (Dmitriev, Ernst, 1989).

Китайский тураномонгольский скот издавна использо-
вался в качестве тягловой силы и ценится за свою устой
чивость к паразитам, толерантность к факторам окру
жающей среды и физическую выносливость (Huai et al., 
1993). Считается, что южный китайский скот устойчив к 
сырости, жаре и клещам. Северный скот, с более толстой 
кожей и густым волосяным покровом, устойчив к холоду и 
клещам. Кроме того, высокогорная тибетская порода КРС 
хорошо адаптирована к холоду и недостатку кислорода 
в высокогорных районах (Wu D.D. et al., 2018). По срав-
нению с чистым тауринным скотом, например голштин-
ским, южнокитайская смешанная индициннотауринная 
поро да Yunnan humped имеет высокую резистентность к 
тейлериозу, туберкулезу и клещам (Chen Y. et al., 2019).

Происхождение и эволюция  
турано-монгольских пород
Генетическая обособленность некоторых тураномонголь
ских пород КРС, включая якутскую, калмыцкую и мон-
гольскую, была показана с использованием полилокус
ных ISSRмаркеров (Генджиева, Сулимова, 2012), а также 
микросателлитных ДНКмаркеров (Li M.H. et al., 2007; 
Svi shcheva et al., 2020). Например, якутская порода вы-
делялась в отдельный кластер при анализе 48 европей-
ских пород по 19 микросателлитным маркерам (Li M.H., 
Kantanen, 2010). Другими авторами также была выявлена 
высокая обособленность якутского скота по сравнению 
с девятью другими породами КРС по данным полноге-
номного генотипирования. При этом калмыцкая порода 
оказалась родственной сербской породе буша (IsoTouru 
et al., 2016), что соответствует полученным ранее этой 
группой данным по генетическому разнообразию мтДНК, 
Yхромосомы и микросателлитных ДНКмаркеров у этих 
пород (Kantanen et al., 2009; Li M.H., Kantanen, 2010). 
Согласно результатам полногеномного анализа однонук
леотидных полиморфизмов (ОНП) девяти российских 
пород и 45 пород Евразии, якутская и калмыцкая поро
ды формировали отдельный отдаленный кластер на ден
дрограмме только российских пород, построенной по 
ал горитму «сеть соседей» (NeighborNet) (Sermyagin et al., 
2018), а на дендрограмме всех евразийских пород входи
ли в кластер пород тураномонгольского корня.

Вполне вероятно, что многие тураномонгольские по-
роды в доисторические и исторические времена скрещи-
вались с зебу (Bos indicus) (Peilieu, 1984; Huai et al., 1993; 
Kantanen et al., 2009), бантенгом (Bos javanicus) (Chen N. 
et al., 2018b; Zhang W. et al., 2018) и яком (Bos grunniens) 
(Xia et al., 2019). Исследования структуры популяций тура
номонгольского скота в Китае по мтДНК показывают, что 
гаплогруппы Bos taurus более распространены в Cеверном 
Китае, гаплогруппы Bos indicus – в Южном, а породы 
КРС в Центральном Китае демонстрируют промежуточ-
ные частоты мтДНК зебу (Lai et al., 2006). При изучении 
ДНК Yхромосомы в популяциях китайского КРС полу-
чена аналогичная географическая картина: гап логруппа 

Bos taurus Y2 преобладает на севере, а гаплогруппа Bos 
indicus Y3 – на юге Китая (Lu et al., 2017). В настоящее 
время многие тураномонгольские породы практически 
исчезли, другие для повышения продуктивности были раз-
бавлены вливанием крови импортных тауринных пород и 
часто находятся под угрозой дальнейшей гибридизации 
(Peilieu, 1984; Huai et al., 1993; Kantanen et al., 2009; Gotoh 
et al., 2018). И только несколько тураномонгольских пород 
разводятся «в чистоте», например, в 2010 г. численность 
якутского скота составляла около 1200 животных (Tapio 
et al., 2010).

Чтобы оценить степень генетического родства и чисто
породность современных тураномонгольских пород, мы 
собрали коллекцию опубликованных генотипов ОНП раз-
личных пород скота (IsoTouru et al., 2016; Gao et al., 2017; 
Yurchenko et al., 2018b; Zhang Y. et al., 2020), насчитываю-
щую 2676 животных из 198 пород (включая 513 животных 
из 23 тураномонгольских пород, Приложение 2).

После объединения и фильтрации всех файлов с гено-
типической информацией мы получили 18 250 высоко-
качественных ОНП для дальнейших исследований. С ис
пользованием программы rapidNJ для индивидуальных 
особей (Simonsen et al., 2010) была построена дендрограм-
ма на основе метода ближайшего соседства. Большинство 
животных группировалось в соответствии со своими по
родами, формируя отдельные кластеры, относящиеся к 
Bos indicus, Bos taurus и африканским тауринам (см. ри
сунок, а). Породы тураномонгольского происхождения 
компактно группировались в стволе тауриновой клады, 
что, вероятно, отражает их древнее общее происхожде-
ние. Кластеризация животных методом ADMIXTURE 
(Alexander, Lange, 2011) позволила выявить при четы-
рехпяти кластерах отдельную предковую компоненту, 
выделяющую тураномонгольские породы (см. рисунок, б, 
фиолетовый цвет). Эта компонента почти полностью 
определяла якутскую породу и присутствовала в значи-
тельном количестве в остальных тураномонгольских жи-
вотных (см. рисунок, в), особенно в китайских, японских 
и корейских породах. Ближайшей к якутской по фракции 
тураномонгольского скота (> 90 %) породой оказалась 
япон ская порода мишима, которая никогда не смешива-
лась с европейскими тауринами и разводится изолиро 
ванно в чистоте на острове Мишима в Японии (см. 
Прил. 1). В остальных породах фракция тураномонголь-
ского скота была ниже 75 %. Таким образом, несмотря на 
активное смешение с коммерческими породами, древний 
предковый генетический компонент тураномонгольско
го скота все еще присутствует во многих разводимых в 
Азии породах.

Большинство исследователей считают, что КРС произо-
шел от вымершего дикого тура (Bos primigenius) в ходе 
двух независимых событий доместикации: одно из них 
случилось на Ближнем Востоке около 8000–10 000 лет 
до н. э. и привело к возникновению безгорбого тауринного 
скота (Bos taurus), другое – в Южной Азии примерно в 
6000–8000 лет до н. э., в результате чего появился горба
тый индицинный скот зебу (Bos indicus) (Bradley, Magee, 
2006; Bollongino et al., 2012). Однако Ларсон и Бюргер 
(Lar son, Burger, 2013) отмечают, что характер ветвления 
филогенетических деревьев мтДНК и Yхромосомной 
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Чистопородность и генетическое родство современных турано-монгольских пород.
а – дендрограмма на основе 18 250 однонуклеотидных полиморфизмов, построенная методом ближайшего соседства. Дендро-
грамма укоренена на яка Bos grunniens (*) и бантенга Bos javanicus (**). Фиолетовый цвет – турано-монгольский скот, синий – таури-
новые породы, красный – индицинный скот, зеленый – африканские породы, серый – гибридный тауриновый и индицинный скот; 
б – кластеризация образцов методом ADMIXTURE для двух-пяти кластеров на основе предковых частот аллелей; в – пропорция 
фиолетового кластера из K = 5 (по методу ADMIXTURE) в различных породах скота.
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Signatures of selection and candidate genes for adaptation 
in the genomes of  Turano-Mongolian cattle

ДНК, на котором основана гипотеза о существовании 
двух центров доместикации, тоже мог сформироваться в 
результате целого ряда сценариев, включая географиче
скую изоляцию популяций, генетический дрейф или гиб
ридизацию. По мнению этих авторов, необходимы допол-
нительные генетические сведения, прежде чем мы сможем 
исключить возможность того, что индицинный скот про-
изошел в результате гибридизации предков тауринного 
скота с морфологически различающимися популяциями 
диких туров в Южной Азии.

Текущие данные по мтДНК свидетельствуют о том, 
что европейский домашний скот произошел от ближне-
восточных разновидностей Bos taurus (Bradley, Magee, 
2006). Происхождение африканских Bos taurus все еще 
обсуждается (Bradley, Magee, 2006), но тесная связь гап
логруппы T1 с гаплогруппами T2 и T3 позволяет думать, 
что она также возникла на Ближнем Востоке (Achilli et 
al., 2008). Ранее было установлено, что геном якутской 
породы содержит гаплогруппу Т, а именно ее уникальный 
вариант Т4, который характерен только для тураномон-
гольских пород (Kantanen et al., 2009). Наличие Т4 мито-
хондриальной гаплогруппы у вагу, ханву (Mannen et al., 
2004) и якутского скота (Kantanen et al., 2009) позволило 
предположить, что все тураномонгольские породы могут 
являться потомками тауринного скота, независимо до-
местицированного в Азии (Mannen et al., 2004; Lai et al., 
2006). Однако более поздние исследования показывают, 
что гаплогруппа T4, вероятно, произошла от гаплогруп-
пы T3 (Achilli et al., 2009).

Недавно нами было проведено полногеномное геноти-
пирование представителей 18 пород КРС, разводимых в 
России, и осуществлено их сравнение с ранее генотипи-
рованными 135 мировыми породами КРС (Yurchenko et 
al., 2018b). Полученные результаты анализа филогении и 
общих гаплотипов выявили близкое родство бурятской и 
особенно якутской пород с другими азиатскими турано
монгольскими породами (вагу, ханву, монгольский скот), 
что может означать их раннее отделение от остальной 
части тауринного генофонда и, возможно, независимую 
доместикацию в Азии. Zhang H. с коллегами (Zhang H. 
et al., 2013), проанализировав найденную в СевероВос-
точном Китае в районе Харбина нижнюю челюсть КРС, 
датируемую 10 600 годами до н. э., предположили, что 
древ ние люди могли экспериментировать с содержанием 
диких животных в неволе. Сравнение между мтДНК из 
нижней челюсти и митогеномами современных видов 
КРС показало, что древняя мтДНК принадлежит к новой 
и уникальной гаплогруппе типа С. Тем не менее ряд ав-
торов считает, что такие утверждения преждевременны 
(Lu et al., 2017). По их мнению, найденная челюсть при-
надлежит ныне вымершей восточноазиатской форме Bos 
primigenius, которая не внесла генетического вклада в 
возникший позднее домашний скот.

Таким образом, существуют два возможных сценария 
доместикации тураномонгольского скота: 1) домашний 
скот был независимо одомашнен коренным населением в 
Восточной Азии от диких туров (Bos primigenius); 2) тау-
ринный домашний скот был одомашнен на Ближнем Вос-
токе и затем завезен в Восточную Азию, а наблюдаемые 
различия являются результатом локальной адаптации 

и/ или гибридизации. Существующих зооархеологиче ских 
и генетических данных недостаточно, чтобы сделать одно
значный вывод о доместикации тураномонгольских по род 
на территории современного Китая.

Гены-кандидаты адаптации  
в геномах турано-монгольских пород
Далее мы сосредоточимся на анализе потенциальных ге
новкандидатов, участвующих в формировании генети-
ческой адаптации к экстремальным условиям среды у 
тураномонгольских пород КРС, в том числе по данным 
полногеномного секвенирования (см. таблицу). По срав-
нению с данными полногеномного генотипирования 
ОНП, результаты полногеномного секвенирования дают 
бόльшую статистическую мощность при выявлении сле
дов отбора и лучшее разрешение для локализации потен-
циальных геновкандидатов и генетических вариантов, 
непосредственно влияющих на адаптацию, поскольку они 
не привязаны к аллелям, размещенным на чипах, которые 
нередко представлены только в популяциях, использован-
ных для создания чипа (Boitard et al., 2016).

Гены устойчивости к холоду
Полногеномное генотипирование (более 100 тысяч ОНП) 
позволило выявить уникальные следы отбора в геноме 
якутской породы, которые могут быть непосредственно 
связаны с адаптацией к холодному климату. Представля-
ет интерес обнаружение следов селекции в районе гена 
RETREG1 (Yurchenko, 2018а). У человека белок RETREG1 
участвует в восприятии нейронами сигналов боли и холо  
да (Islam et al., 2018). Мутации в этом гене у людей вызы
вают наследственную невропатию, сопровождающуюся 
неспособностью ощущать боль и температуру окружаю-
щей среды (Kurth et al., 2009). Рибосомальный ген RPL7 
в районе селекции у якутской породы показывает различ-
ную экспрессию у устойчивых и чувствительных к замо-
раживанию лягушек (Wu S. et al., 2008). Следы селекции 
были зафиксированы у якутского скота также в районе 
гена HDAC3, белок которого стимулирует термогенез в 
бурой жировой ткани путем активации энхансеров, и гена 
TNKS, участвующего в энергообмене и формировании 
жировой ткани у мышей (Yeh et al., 2009).

Данные полногеномного секвенирования животных 
якутской породы позволили выявить в ее геноме 1442 гена, 
которые содержали более пяти несинонимичных ОНП 
(Weldenegodguad et al., 2019). Были найдены следы отбора 
в ряде генов (DNAJC9, SOCS3, TRPC7, SLC8A1, GLP1R, 
PKLR и TCF7L2), которые, вероятно, связаны с адаптацией 
к холоду у коренного населения Сибири (Cardona et al., 
2014). Причем ген SLC8A1, белковый продукт которого 
участвует в ответе клетки на оксидативный стресс, веро-
ятно, подвергался отбору не только у якутского скота и ко-
ренного населения Сибири, но также у местных якутских 
лошадей (Librado et al., 2015). Хронический холодовой 
стресс увеличивал экспрессию мРНК гена SOCS3 в ги
поталамусе и периферических мононуклеарных клетках 
крови у крыс и хорьков (Reynés et al., 2017). Три гена 
(PFKM, ADAM17 и SIRPA), подвергавшихся селекции у 
якутского скота, оказались ассоциированы с устойчиво-
стью к заболеваниям (Weldenegodguad et al., 2019). Так, 
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бе лок ADAM17 регулирует восприятие болевых стиму
лов, в том числе и холода (Quarta et al., 2019).

Сравнительный анализ данных полногеномного секве-
нирования китайской тураномонгольской породы Yan  
bian и африканской тауринной породы N’Dama пока-
зал наличие у животных обеих пород следов отбора в 
гене CD36 (Shen et al., 2020). Белок CD36 играет важную 
роль в мембранном транспорте жирных кислот в сердце, 
скелетной мускулатуре и жировой ткани (Glatz et al., 2010). 
Экспрессия CD36 увеличивается при холодовом воздей-
ствии, что повышает поглощение бурой жировой тканью 
триглицеридбогатых липопротеинов (Bartelt et al., 2011). 
У голодающих мышей, нокаутных по гену CD36, вскоре 
после воздействия холода температура тела резко снижа-
лась, причем эта гипотермия сопровождалась заметным 
снижением как уровня глюкозы в крови, так и запасов 
триацилглицеринов в бурой жировой ткани и гликогена 
в скелетной мускулатуре (Putri et al., 2015). Известно, что 
у животных породы Yanbian экспрессия гена CD36 поло-
жительно коррелирует с содержанием внутримышечного 
жира (мраморностью) (Jeong et al., 2012). Повидимому, 
именно обширные запасы жира способствуют резистент-

ности к холоду у животных. Эти же авторы выявили до-
стоверный сигнал в гене FGF5 по данным поиска районов 
отбора у породы Yanbian (Shen et al., 2020). Белок FGF5 
регулирует рост волосяного фолликула и длину волоса у 
кошки, собаки и человека (Higgins et al., 2014). Порода 
Yanbian характеризуется длинным и густым волосяным 
покровом, который помогает ей адаптироваться к зимним 
температурам до –37 °С.

Гены иммунного ответа
Одна из первых работ по поиску следов селекции у двух 
тураномонгольских пород – якутской и калмыцкой – 
была выполнена путем генотипирования ОНП маркеров 
на чипе Illumina BovineSNP50 (IsoTouru et al., 2016). У кал 
 мыцкой породы и четырех других пород авторы нашли 
следы селекции в районе 4 116 037–4 616 037 п. н. на хро-
мосоме 16, который содержит шесть генов иммунной си
стемы (IL10, IL19, IL20, PIGR, FCAMR и IL24). У турано
монгольской якутской и тауриновой серой украинской по 
роды следы селекции были выявлены на хромосоме 21 в 
районе 33 802 673–35 302 673 п. н., который содержит четы-
ре гена иммунной системы (CSK, GZMB, PML и SEMA7A). 

Гены-кандидаты адаптации в геномах турано-монгольских пород

Породы Метод Число  
животных

Гены-кандидаты Литературный 
источник

Гены устойчивости к холоду

Якутская Генотипирование на чипах  
GGP HD150K

26 RETREG1, RPL7, HDAC3, TNKS Yurchenko et al., 
2018а

Полногеномное секвенирование 5 DNAJC9, SOCS3, TRPC7, SLC8A1, GLP1R, PKLR, 
TCF7L2, PFKM, ADAM17, SIRPA

Weldenegodguad  
et al., 2019

Yanbian Полногеномное секвенирование 9 CD36, FGF5 Shen et al., 2020

Гены иммунного ответа

Якутская Генотипирования на чипах 
BovineSNP50 (Illumina)

40 CSK, GZMB, PML, SEMA7A Iso-Touru et al., 2016

Калмыцкая Генотипирования на чипах 
BovineSNP50 (Illumina)

22 IL10, IL19, IL20, PIGR, FCAMR, IL24 Iso-Touru et al., 2016

Якутская Секвенирование транскриптома 
лейкоцитов

3 CCL@, CHST@, CXCR@, GAS@, GZM@, IGFBP@, 
NCR@

Pokharel et al., 2019

Ханву Полногеномное секвенирование 12 RCN2 Lee T. et al., 2013

Генотипирование на чипах  
BovineHD (Illumina)

217 CD14, CD28, RFX5, TNFAIP8L2, TMEM173, 
IL17D, TGFB1, NFKBIA

Porto-Neto et al., 
2014

Вагу, Leiqiong, 
Nanyang, Luxi, 
Yunnan, Qinchuan, 
Yanbian

Полногеномное секвенирование 57 BOLA-DQA2, AUH, CXCL14, IL1RL2, EPB42, A2M, 
BLA-DQB, HSPA9, IFNA16, IL15, IL2, PROCR, 
SP3, VAMP7, TLR4, EGLN2, SOX5, CD59, GPR50, 
TAS2R16, NFIB, FZD10, KIF2B, ROBO1

Mei et al., 2019

Yunnan humped Секвенирование транскриптома 
печени и селезенки

5 C1QB, CD55, MASP2, C4BPA, MAVS, NOD2, CD46, 
C2, SERPING1, SERPINE1, TIRAP, TLR2, TLR6 

Chen Y. et al., 2019

Вагу × Fuzhou Генотипирование на чипах 
BovineHD (Illumina)

364 TLR9, TAFA1, GPX8, IL5, PRDM9, GRIK2 Wang Z. et al., 2019

Гены адаптации к высокогорью

Тибетская Полногеномное секвенирование 20 EGLN1, EGLN2, HIF3a Wu D.D. et al., 2018

9 COPS5, IL1A, IL1B, MMP3, EGLN1, RYR2, SDHD Chen N. et al., 2018a

Генотипирование на чипах  
BovineHD (Illumina)

15 LETM1, TXNRD2, STUB1 Zhang Y. et al., 2020
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Секвенирование транскриптома крови показало, что 
у животных якутской породы по сравнению с голштин
ской повышена экспрессия 89 генов (Pokharel et al., 2019). 
К числу семейств, в которых повышена экспрессия двух 
и более генов, относятся хемокины (CCL4, CCL5), угле-
водные сульфотрансферазы (CHST1, CHST12), хемоки-
новые рецепторы (CX3CR1, CXCR6), блокирующие рост 
специфические белки (GAS6, GAS7), гранзимы (GZMB, 
GZMM, GZMH), белки, связывающие инсулиноподоб-
ный фактор роста (IGFBP4, IGFBP7), а также рецепто
ры естественной цитотоксичности (NCR1, NCR3). Так, у 
якутского скота авторы выявили повышение экспрессии 
четырех транскриптов гранзимов и перфорина. Гранзимы 
являются сериновыми протеазами, которые используются 
цитотоксическими лимфоцитами для уничтожения зло-
качественных и зараженных вирусом клеток. Гранзимы 
транспортируются в цитоплазму клеткимишени перфо-
рином 1 (PRF1), после чего они расщепляют специфи-
ческие белки и запускают апоптоз (Johnson et al., 2003). 
Полученные данные свидетельствуют о наличии очень 
сильной опосредованной гранзимами иммунной реакции 
у якутского скота.

Полногеномное секвенирование представителей поро-
ды ханву позволило выявить протяженный район гомози-
готности вблизи гена RCN2 (Lee T. et al., 2013). По мнению 
авторов, именно отбор по гену RCN2 привел к формиро-
ванию у ханву устойчивости к вирусу папилломы КРС. 
Другие авторы использовали данные полногеномного 
секвенирования для поиска породоспецифических генов 
у ханву путем анализа прочтений, которые не выравнива-
лись на референсный геном (CaetanoAnolles et al., 2018). 
Оказалось, что значительное число белковых доменов 
этих генов ассоциировано с функцией иммуноглобули
нов и они потенциально могут взаимодействовать с до-
менами других белков иммунной системы.

Генотипирование животных породы ханву примерно 
по 680 тысячам ОНП позволило найти следы отбора в 
локусах, содержавших целый ряд генов иммунной систе-
мы, например CD14, CD28, RFX5, TNFAIP8L2, TMEM173, 
IL17D, TGFB1 и NFKBIA (PortoNeto et al., 2014). Белок, 
кодируемый геном CD14, является поверхностным анти-
геном, который экспрессируется преимущественно на мо  
ноцитах/макрофагах и участвует в формировании врож-
денного иммунитета на бактериальные липополисахари-
ды (Tsukamoto et al., 2018). Рецептор CD28 связывается 
с токсинами стафилококков и стрептококков и запускает 
выделение цитокинов и Тклеточный иммунный ответ 
(Kaempfer et al., 2013). Интерлейкин17D (IL17D) стиму-
лирует инфильтрацию нейтрофилов, естественных килле-
ров и моноцитов в ответ на инфекцию цитомегаловируса 
у мышей (Seelige et al., 2018). Транскрипционный фактор 
RFX5 опосредует экспрессию генов MHC-II и, таким об-
разом, играет значительную роль в адаптивном иммунном 
ответе (Garvie et al., 2007). Белок TNFAIP8L2 считается 
репрессором врожденного и адаптивного иммунитета и 
участвует в поддержании иммунного гомеостаза (Niture 
et al., 2019). Белок STING, кодируемый геном TMEM173, 
входит в состав белкового комплекса, который распознает 
нуклеиновые кислоты вирусов и бактерий в цитозоле и 
активирует транскрипцию интерферонов первого типа 

(Mot wani et al., 2019). Экспрессия мРНК NFKBIA в линии 
клеток почки свиньи изменялась при инфицировании 
вирусом ящура (Zhang T. et al., 2018).

Анализ регионов с вариацией по числу копий ДНК 
(CNV) по данным полногеномного секвенирования жи-
вотных, представляющих шесть аборигенных китайских 
пород скота (Leiqiong, Nanyang, Luxi, Yunnan, Qinchuan, 
Yanbian) и две интернациональные специализирован ные 
мясные породы (вагу, красный ангус), позволил выявить 
11 486 CNV регионов, покрывающих 52.04 млн п. н. 
(1.96 %) от референсного генома (Mei et al., 2019). У ки
тайского скота авторами были идентифицированы много-
численные локализованные в CNV регионах гены, кото-
рые связаны с иммунным ответом. Так, ген BOLA-DQA2 
может быть критическим фактором в резистентности к 
маститу у молочного скота (Hou et al., 2012). CNV в этом 
гене ассоциирована с иммунным ответом у яка (Zhang X. et 
al., 2016). Сообщалось, что гены AUH, CXCL14, IL1RL2 и 
EPB42 влияют на толерантность к паразитам у различных 
пород скота (Mustafa et al., 2018). Ряд генов, в том числе 
A2M, BLA-DQB, HSPA9, IFNA16, IL15, IL2, PROCR, SP3, 
VAMP7 и TLR4, связаны, по данным многочисленных ис-
следований, с иммунным ответом (Mei et al., 2016; Rand-
hawa et al., 2016). Несколько генов иммунной системы 
активируются в ответ на внешнее воздействие, например 
EGLN2 (Wu D.D. et al., 2018), SOX5 (Liu, Bickhart, 2012), 
CD59 (Chan et al., 2010), GPR50, TAS2R16 (Gautier et al., 
2016), NFIB (Zhao et al., 2017), а также FZD10, KIF2B и 
ROBO1 (Ai et al., 2015).

Сравнение путем секвенирования РНК дифференци-
ально экспрессирующихся генов в печени и селезенке 
по казало, что экспрессия некоторых генов, связанных с 
иммунной функцией (C1QB, CD55, MASP2, C4BPA, MAVS, 
NOD2 и CD46), была повышена у животных породы 
Yun nan humped по сравнению с голштинами, в то время 
как экспрессия других генов (C2, SERPING1, SERPINE1, 
TIRAP, TLR2 и TLR6) была понижена (Chen Y. et al., 2019). 
Ген C1QB кодирует Вцепь компонента комплемента 1q, 
участвуя в формировании врожденного иммунитета, а 
также считается одним из хабов реакции организма на 
инфицирование Mycobacterium tuberculosis (Sambarey et 
al., 2017). Ген CD46 кодирует белок, который является 
компонентом системы комплемента и может служить в 
качестве рецептора для вируса кори, герпесвируса чело-
века 6го типа и бактерии Neisseria (Yamamoto et al., 2013). 
Другой белок комплемента, CD55, ассоциирован с маля-
рией и аутоиммунными заболеваниями (Dho et al., 2018). 
Компонент комплемента С2 участвует в очищении тканей 
от апоптотических клеток, и генетические варианты этого 
гена ассоциированы с красной волчанкой (Chen H.H. et al., 
2015). Ген MASP2 кодирует белок, который относится к се-
мейству сериновых пептидаз S1. В исследовании (Kasan-
moentalib et al., 2017) мыши с нокаутом по этому гену чаще 
гибли, по сравнению с контролем, при пневмококковом 
менингите. Белок C4BPA входит в состав мультимерного 
белка C4BP, контролирующего активацию комплемента 
по классическому пути. C4BP связывается некоторыми 
патогенами, в частности Streptococcus pyogenes, что обес
печивает этим бактериям выживание в организме хозяина 
(Ermert, Blom, 2016). Белок MAVS необходим для акти-
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вации транскрипционных факторов, которые регулируют 
экспрессию бетаинтерферона и, таким образом, запуска-
ют реакции противовирусного иммунитета (Belgnaoui et 
al., 2011). Ген NOD2 экспрессируется преимущественно 
в лейкоцитах. Его белковый продукт участвует в иммун-
ном ответе на бактериальные липополисахариды путем 
распознавания мурамилдипептида и активации белка 
NFkB (KussDuerkop, KeestraGounder, 2020). У челове ка 
ОНП маркеры в гене SERPINE1 ассоциированы с по вы  
шенной смертностью от сепсиса (Shi et al., 2015). Толл
подобный рецептор TLR6 образует гетеродимерный ком
плекс с TLR2, который распознаёт целый ряд патогенсвя
занных молекулярных структур. ОНП маркеры в генах 
TLR2 и TLR6 ассоциированы с чувствительностью КРС 
к Mycobacterium avium spp. paratuberculosis, а также к ту-
беркулезу и филяриозу у человека (Mukherjee et al., 2019).

Генотипирование на чипах высокой плотности гибри-
дов вагу с породой Fuzhou позволило идентифициро  
вать следы отбора в ряде генов (TLR9, TAFA1, GPX8, IL5, 
PRDM9 и GRIK2), ассоциированных с иммунной функ
цией (Wang Z. et al., 2019). Внутриклеточный толл подоб
ный рецептор TLR9 обычно распознает патогены, прони-
кающие внутрь клетки (Mukherjee et al., 2019). ОНП мар-
керы в гене TLR9 у человека ассоциированы с иммунным 
ответом при туберкулезе (Bharti et al., 2014). Ген TAFA1 
кодирует небольшой, сходный с хемокинами белок, кото-
рый экспрессируется преимущественно в определенных 
областях мозга и функционирует в качестве регулятора 
иммунных и нервных клеток (нейрокина) (Tom Tang et 
al., 2004). Цитокин IL5 является фактором роста и диф-
ференцировки Вклеток и эозинофилов (Takatsu, 2011).

Гены адаптации к высокогорью
Как полагают, як обитает на Тибетском плато на про-
тяжении миллионов лет и за это время приобрел много-
численные адаптации к условиям высокогорья, например 
увеличенный размер легких и сердца. В отличие от яка, 
домашний тауринный скот появился на Тибетском плато 
вместе с людьми всего несколько тысяч лет назад. Быстрой 
адаптации тибетского скота к условиям высокогорья, ве-
роятно, способствовала интрогрессия генов сигнального 
пути ответа на гипоксию (например, EGLN1, EGLN2 и 
HIF3a) (Wu D.D. et al., 2018). Эти же авторы показали, что 
тибетский скот, имеющий гаплотип EGLN1 от яка, тоже 
имеет сниженную концентрацию гемоглобина и число 
эритроцитов в крови, что расценивается как адаптивный 
признак.

Другая группа исследователей на основании данных 
полногеномного секвенирования установила, что в сред
нем 1.22 % генома тибетского скота произошли в резуль-
тате интрогрессии от яка примерно две тысячи лет назад 
(Chen N. et al., 2018a). Анализ списка интродуцирован
ных генов выявил достоверное обогащение тремя тер
минами генной онтологии: сенсорное восприятие запаха 
(GO:0007608), трансмембранный транспорт Lорнитина 
(GO:1903352), а также процессинг антигена и презента
ция пептидных или полисахаридных антигенов с по-
мощью белков главного комплекса гистосовместимости 
класса II (GO:0002504). Поиск по базе данных KEGG 
показал, что наибольшая группа интродуцированных 

генов была вовлечена в реакцию «трансплантат против 
хозяина». В геноме тибетского скота в районах интро-
грессии было найдено несколько генов, которые могли 
участвовать в адаптации к гипоксии. К ним относятся 
гены метаболического пути индуцируемого гипоксией 
фактора – COPS5, IL1A, IL1B, MMP3 и EGLN1, которые 
неоднократно были идентифицированы в качестве мише-
ней для отбора на адаптацию к высокогорью у жителей 
Анд, Тибета и у яка (Bigham et al., 2010; Qiu et al., 2012). 
Два гена, RYR2 и SDHD, участвуют в регуляции гомео-
стаза кальция, который опосредует реакцию на гипоксию 
(Wang M.S. et al., 2015).

Сравнительный анализ районов CNV у высокогорного 
тибетского скота и равнинного монгольского (Menggu) 
по данным полногеномного генотипирования на биочипе 
Illumina BovineHD Genotyping BeadChip позволил иденти-
фицировать три потенциальных генакандидата (LETM1, 
TXNRD2 и STUB1) адаптации к гипоксии (Zhang Y. et al., 
2020). Ген LETM1 кодирует белок, встроенный во внутрен-
нюю мембрану митохондрий, который играет существен-
ную роль в поддержании нормальной морфологии этих 
органелл и жизнеспособности клеток (Li Y. et al., 2019). 
Опосредованная аденовирусом сверхэкспрессия гена 
LETM1 может приводить к снижению выработки АТФ, 
потребления кислорода и массы митохондрий, а также к 
некротической гибели клеток HeLa (Piao et al., 2009). В ге-
номе тибетского скота было выявлено пониженное число 
копий гена LETM1, что может способствовать адаптации 
этих животных к гипоксии путем сохранения нормаль
ной морфологии и жизнедеятельности митохондрий. Ген 
TXNRD2 кодирует митохондриальную тиоредоксинредук-
тазу типа 2. У мышей со специфическим нокаутом этого 
гена в сердце наблюдаются дегенерация митохондрий и 
стабилизация фактора HIF1aльфа (Kiermayer et al., 2015). 
Белок STUB1 представляет собой E3 убиквитинлигазу и 
играет существенную роль в убиквитинировании и дегра-
дации фактора HIF1aльфа (Ferreira et al., 2013).

Заключение
Проведенный нами анализ литературы позволяет сделать 
следующие выводы:
• тураномонгольским породам свойственна высокая 

адаптация к экстремальным климатическим условиям 
и паразитам, обусловленная селекцией в районах генов 
иммунного ответа и терморегуляции;

• несмотря на активное смешение с коммерческими по-
родами, древний предковый генетический компонент 
тураномонгольского скота все еще присутствует во 
многих разводимых в Азии породах КРС, а якутский 
скот остался, повидимому, единственным чистокров-
ным носителем этой компоненты;

• имеющиеся в настоящее время данные литературы не 
позволяют отдать предпочтение одному из двух воз-
можных сценариев происхождения тураномонгольских 
пород – в результате доместикации дикого тура на 
территории Восточной Азии или вследствие миграции 
тауринной протопопуляции из Ближнего Востока;

• в результате высокопроизводительного генотипирова
ния и секвенирования геномов и транскриптомов 
пред ставителей тураномонгольских пород в последнее 

https://ru.wikipedia.org/wiki/TLR2
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время были найдены перспективные геныкандидаты, 
участвующие в адаптации к факторам внешней среды.
Дальнейшие исследования в этой области должны быть 

направлены на: 1) накопление генетических и палеогене-
тических данных, которые позволят сделать окончатель-
ный вывод о происхождении тураномонгольской груп
пы пород; 2) создание референсного турано монгольско 
го генома и его независимой аннотации для детального 
сравнения тураномонгольских пород, поскольку значи
тельные отличия от существующего референсного гено 
ма (герефорда) могут приводить к невыявлению генети
че ских различий, характерных только для тураномон-
гольских пород в сильно дивергированных участках их 
геномов; 3) определение роли высокочастотных замен, 
характерных для тураномонгольских пород, и их вве-
дение в селекционноплеменную работу коммерческих 
пород путем генного редактирования.
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Аннотация. Мезенская лошадь (мезенка) – аборигенная порода России. Была выведена методом народной 
селекции в северных районах Архангельской области. Порода прекрасно приспособлена к условиям Крайнего 
Севера и обладает рядом ценных хозяйственно-биологических качеств. В настоящее время имеет ограничен-
ный генофонд и разводится в чистоте только в Мезенском районе, где функционируют одна генофондно-пле-
менная ферма и ряд базовых хозяйств, в которых осуществляется селекционно-племенная работа с породой. 
В связи с малочисленностью популяции мезенских лошадей проблема сохранения ее внутрипородного раз-
нообразия очень актуальна. Для определения уровня генетической изменчивости в породе проведен монито-
ринг ее аллелофонда. Сравнительный анализ генетической структуры породы выполнен по микросателлитам 
ДНК с периодичностью в 10 лет (2000, 2010 и 2020 гг.). В специализированных лабораториях были исследо-
ваны образцы волос 198 лошадей. Установлено, что порода обладает широким генетическим разнообразием 
по 17 локусам ядерной ДНК. В исследуемые годы аллелофонд популяции включал 128, 139 и 133 аллеля соот-
ветственно (при среднем значении 7.53, 8.18 и 7.82 аллеля на локус). Наиболее распространенными в породе 
являются аллели AHT4О, AHT5N, ASB2K, ASB23S, CA425N, HMS1J, HMS1М, HMS2Н, HMS3М, HMS7L, HTG4М, HTG6О, 
HTG7K, HTG7О, LEX3М. С малой частотой (0.004–0.056) у мезенок было обнаружено 6 редких аллелей, которые 
не выявлены в популяциях лошадей отечественной селекции. Среднее значение уровня полиморфности (Ае) 
в породе по годам составляет 4.16, 4.21 и 4.06 соответственно. Наивысший его показатель приходится на локус 
ASB17 (6.49–6.90–6.76), наименьший – на локусы HTG6 (1.71–1.66–1.67) и HMS7 (1.77–1.95–1.77). Незначительный 
дефицит гетерозиготных генотипов (Fis = 0.003) отмечен у мезенских лошадей в 2010 г. В 2000 и 2020 гг. наблю-
даемая гетерозиготность (Но) превышает величину ожидаемой (Не), что указывает на отсутствие внутрипопу-
ляционного инбридинга (Fis = –0.014 и –0.011 соответственно). Полученные результаты свидетельствуют об эф-
фективности проводимых селекционных мероприятий по сохранению, совершенствованию и поддержанию 
генетического разнообразия в популяции.
Ключевые слова: мезенская порода лошадей; мониторинг; генетическое разнообразие; микросателлиты ДНК; 
 аллелофонд; генотип.
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по микросателлитам ДНК. Вавиловский журнал генетики и селекции. 2021;25(2):202-207. DOI 10.18699/VJ21.024

Monitoring for the genetic structure  
of Mezen breed of horses in terms of DNA microsatellites
N.V. Vdovina, I.B. Yuryeva 

N. Laverov Federal Center for Integrated Arctic Research of the Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, Arkhangelsk, Russia
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Abstract. Mezenskaya horse (Mezenka) is Russia’s aboriginal breed. It is a domestic selection in the northern territo-
ries of Arkhangelsk region. The breed is perfectly adapted to the conditions of the Far North, and has a number of 
valuable economic and biological qualities. At present, it has a limited gene pool and is bred only in the Mezenskiy 
district, where one gene pool-breeding farm is operating and so is a number of basic farms, where selection and 
breeding activities take place with the breed. Due to a small population of Mezen horses, the challenge of preserving 
its intra-breed diversity is very urgent. To determine the degree of genetic variability in the Mezen population, the 
alleles-fond was monitored. A comparative analysis of the genetic structure of the breed was done on DNA micro-
satellites at time-intervals of 10 years (2000, 2010 and 2020). Crista samples of 198 horses were studied in specialized 
laboratories. It was established that the breed has wide genetic diversity in 17 loci of nuclear DNA. The population’s 
alleles-fond includes from 128, 139, and 133 alleles respectively (with an average value of 7.53, 8.18, and 7.82 alleles 
per locus). The most common alleles are AHT4O, AHT5N, ASB2K, ASB23S, CA425N, HMS1J, HMS1M, HMS2H, HMS3M, 
HMS7L, HTG4M, HTG6O, HTG7K, HTG7O and LEX3M. Mezen horses revealed 6 rare, low-frequency (0.004–0.056) alleles 
not found in the horse populations of domestic selection. The average value of the polymorphic level (Ae) in the breed 
over the years is 4.16, 4.21 and 4.06, respectively. The highest polymorphism is found in locus ASB17 (6.49–6.90–6.76); 
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the lowest, in locus HTG6 (1.71–1.66–1.67) and HMS7 (1.77–1.95–1.77). A slight deficit of heterozygous genotypes 
(Fis = 0.003) was observed in Mezen horses in 2010. In 2000 and 2020, the observed heterozygosity (Ho) exceeds the 
expected value (He), which indicates the absence of intra-population inbreeding (Fis = –0.014 and –0.011, respec-
tively). The results obtained testify to the effectiveness of breeding activities carried out to preserve, improve and 
maintain genetic diversity in the population.
Key words: Mezenskaya breed of horses; monitoring; genetic diversity; microsatellite DNA; allele; genotype.

For citation: Vdovina N.V., Yuryeva I.B. Monitoring for the genetic structure of Mezen breed of horses in terms of DNA 
microsatellites. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2021;25(2):202-207. 
DOI 10.18699/VJ21.024

Введение
В последнее время сохранению биологического разно
образия уделяется значительное внимание, поскольку «со
зидательная» деятельность человека поставила под угрозу 
исчезновения многие виды животных. Существенному 
сокращению подверглись местные породы, несущие в 
своем геноме ценные приспособительные качества к усло
виям той местности, где они формировались. Основными 
причинами сокращения и исчезновения аборигенных по
род и популяций являются их неконкурентоспособность 
с со временными заводскими и мировыми породами по 
продуктивности, а также их малая численность (Fewson, 
1979; Simon, SchulteCoerne, 1979; Lehane Leigh, 1981; 
Минчев, Джурбинева, 1983; Avon Laurent, 1983). Обед
не ние генетических ресурсов ведет к резким изменениям 
генофонда, и в первую очередь к сужению генетической 
изменчивости (Динамика…, 2004; Моисеева и др., 2006; 
Генджиева, Сулимова, 2009; Столповский, ЗахаровГезе
хус, 2017). 

Изучение генетических особенностей ряда местных 
пород лошадей Российской Федерации показало, что на 
современном этапе своего развития они обладают высо
ким уровнем генетического разнообразия и имеют харак
терные для пород аллелофонды. Так, в генотипе лошадей 
якутской породы для 17 микросателлитных локусов ДНК 
было идентифицировано 145 аллелей при среднем значе
нии 8.53 аллеля на локус (Калинкова и др., 2015). Значи
тельным аллельным набором (135) обладает популяция 
кыргызских лошадей (Исакова и др., 2018). У башкирских 
лошадей в 14 локусах STR (short tandem repeat) было вы
явлено 130 аллелей, или 9.29 аллеля на локус (Калинкова 
и др., 2016). Высокими показателями генетического раз
нообразия отличается популяция забайкальских лошадей: 
при 116 аллелях в 14 сателлитных локусах ДНК уровень 
полиморфности (Ае) породы составляет 5.29, а показатель 
наблюдаемой гетерозиготности (Но) – 0.786 (Калашников 
и др., 2017а). Характерная особенность аборигенных 
пород лошадей – наличие в их генотипе редких и уни
кальных аллелей, которые не встречаются в заводских 
породах. Уникальные аллели были идентифицированы 
в бурятской, хакасской (Калашников и др., 2010), забай
кальской (Калашников и др., 2017а), алтайской, башкир
ской, якутской (Khrabrova, 2015), тувинской (Чысыма и 
др., 2017) породах лошадей.

Одной из локальных пород лошадей России является 
мезенская. Ее историческая родина и ареал распростра
нения – Мезенский район, расположенный на северо
востоке Архангельской области. Порода была выведена 
методом народной селекции и за период своего истори

ческого формирования прекрасно адаптировалась к суро
вым природным условиям Крайнего Севера. Мезенская 
лошадь (мезенка) неприхотлива к условиям кормления и 
содержания, устойчива к заболеваниям, имеет хорошие 
нагульные качества и способность сохранять упитанность 
в течение зимы, обладает универсальной работоспособ
ностью и умением ходить по глубокому снегу и вязкой 
почве. В XVII–XIX вв. лошади мезенской породы были 
широко распространены по всей Архангельской губер
нии. Механизация сельского хозяйства и прекращение 
госу дарственного планирования коневодства со второй 
половины ХХ в. повлекли за собой сокращение в России 
поголовья аборигенных пород лошадей, в том числе ме
зенской. К началу 90х гг. XX столетия порода сохрани лась 
лишь в Мезенском районе.

На современном этапе популяция мезенских лошадей 
имеет ограниченный генофонд, замкнута и малочислен
на (187 кобыл на 01.01.2020). Согласно классификации 
пород по степени риска, представленной в отчете ФАО 
(Продовольственная и сельскохозяйственная организация 
ООН) в 2015 г., она входит в категорию «критический 
статус» (при показателе количества самок менее 200 го
лов) (FAO, 2015).

Работа по восстановлению и сохранению генетического 
разнообразия мезенской лошади ведется с 1993 г. С 1994 г. 
в районе действует генофондноплеменная ферма, основ
ной целью которой стало сохранение внутрипородного 
разнообразия популяции. Производящий и маточный со
став конефермы укомплектован представителями породы 
из различных населенных пунктов Мезенского района, 
обладающих определенным генетическим спектром. Один 
из этапов селекционной работы с породой – это обмен 
племенным материалом между хозяйствами, выращива
ющими мезенок, и выявление новых генетических ресур
сов породы. Оценка генетической ситуации в популяции, 
проведенная ранее по полиморфным белкам и группам 
крови, показала наличие широкого внутрипородного раз
нообразия (Храброва и др., 2005; Юрьева и др., 2005). 
Од нако за последние двадцать лет количество хозяйств и 
лошадей в Мезенском районе существенно сократилось, 
в связи с чем племенная работа с породой ведется с ис
пользованием небольшого поголовья производителей и 
маток. Все это, в свою очередь, увеличивает вероятность 
инбридинга и может привести к утрате отдельных генов 
и снижению генетической изменчивости в породе.

Цель работы заключалась в проведении мониторинга 
генетической структуры мезенской породы лошадей по 
микросателлитным локусам ДНК и определении генети
ческого разнообразия популяции. 
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Материалы и методы
Материалом для исследований служили генетические 
сер тификаты с результатами тестирования по 17 локусам 
микросателлитной ДНК лошадей мезенской породы. 
В обработку были взяты данные по животным, входя
щим в состав породы на начало 2000 г. (n = 62), 2010 г. 
(n = 163) и 2020 г. (n = 143). Генотипирование ДНК био
логического материала лошадей проводили в лаборатории 
генетики ФГБНУ «ВНИИ коневодства» и в лаборатории 
молекулярногенетической экспертизы ООО «Гордиз» 
в период с 2007 по 2019 г. ДНК выделяли из волосяных 
луковиц с использованием реагентов Diatom™ DNA Prep 
и ExtraGene™ DNA Prep (ООО «Лаборатория Изоген», 
Москва) и COrDIS SPRINT (ООО «Гордиз», Москва).

Амплификацию выделенных образцов ДНК осущест
вляли методом ПЦР с использованием мультиплексных 
наборов для генотипирования лошадей фирм Stock Marks 
и COrDIS Reindeer в термоциклере 2720 Thermal Cycler 
по 17 микросателлитным локусам: VHL20, HTG4, AHT4, 
HMS7, HTG6, AHT5, HMS6, ASB23, ASB2, HTG10, HTG7, 
HMS3, HMS2, ASB17, LEX3, HMS1, CA425 (van de Goor 
et al., 2010). Электрофоретическое разделение продуктов 
ПЦР выполняли методом капиллярного электрофореза с 
использованием автоматического генетического анали
затора ABI 3130 (Applied Biosystems). Идентификацию 
результатов проводили с использованием профиля кон
трольной ДНК и данных международных сравнительных 
испытаний (Horse Comparison Tests) (van de Goor et al., 
2010).

Генетикопопуляционный анализ проводили на осно ве 
«Метода оценки генетического разнообразия и степени 
генетического сходства лошадей местных и заводских по
род» (Храброва и др., 2011). Были рассчитаны следующие 
показатели: частоты встречаемости аллелей и генотипов, 
уровень полиморфности (Ае), уровень ожидаемой (Не) 
и наблюдаемой (Но) гетерозиготности, индекс фикса
ции (Fis).

Статистический анализ выполняли на ПК PENTIUM
MMX166 с использованием программного комплекса 
Excel 7.0.

Результаты и обсуждение
Анализ генетической структуры мезенской породы ло
шадей по 17 микросателлитным локусам ДНК в дина
мике показал, что она характеризуется широким аллель
ным разнообразием. В 2000 г. у мезенок было выявлено 
128 аллелей. Лошади, вошедшие в исследование, были 
рождены в шести населенных пунктах Мезенского района 
и несли в своем генотипе определенный аллельный набор. 
Увеличение численности исследуемых животных более 
чем в два раза и расширение ареала их происхождения 
до 11 поселений позволило выявить в 2010 г. в генотипе 
мезенских лошадей 139 аллелей. Новые аллельные вари
анты были идентифицированы с частотой встречаемости 
от 0.003 до 0.031. В 2020 г. у исследованных животных 
было идентифицировано 133 аллеля. Снижение количе
ства аллелей за последнее десятилетие произошло за счет 
«потери» таких редких ( p < 0.05) в популяции вариантов, 
как AHT4L и AHT4N, ASB23Q и ASB23R, CA425O, HMS2Y, 
HMS3N и HTG6P. В то же время в 2020 г. было обнаружено 

2 новых аллеля (HTG6G и HTG10T), которые отсутствова
ли у животных двух предыдущих исследований (табл. 1).

В разрезе локусов минимальное число аллелей отмече
но в локусах HTG6 и HTG7 (по 4 аллеля во все анализи
руемые годы), максимальное – в локусе ASB17 (13 аллелей 
в 2000 г. и по 16 аллелей в 2010 и 2020 гг). Среднее число 
выявленных аллелей на один локус по годам составило 
7.53, 8.18 и 7.82 соответственно.

Наиболее распространенными в породе являются ал
лели AHT4О, AHT5N, ASB2K, ASB23S, CA425N, HMS1J, 
HMS1М, HMS2Н, HMS3М, HMS3R, HTG4М, HTG7K, 
HTG7О, LEX3М, VHL20N. Частота их встречаемости на
ходится в пределах от 0.258 до 0.569. Более 70 % в струк
туре своих локусов занимают аллели HMS7L и HTG6О. 
Частота редких в популяции аллелей варьирует от 0.003 
до 0.048. В генотипе мезенских лошадей обнаружено 
6 уникальных аллелей, которые не были выявлены ранее 
у других отечественных пород лошадей и встречаются с 
малой частотой (от 0.003 до 0.041) (van de Goor et al., 2010). 
Во все анализируемые годы в аллелофонде мезенок при
сутствуют уникальные аллели ASB17Х и LEX3S. В 2000 
и 2010 гг. был диагностирован аллель HMS2Y, а в 2010 и 
2020 гг. – аллели ASB2U, ASB23N и LEX3R.

Сравнительный анализ генетической структуры ме
зенских лошадей по периодам исследования выявил 
достоверные ( р < 0.001) различия в частотах встречае
мости отдельных аллельных вариантов. В ряде локусов 
происходило появление новых аллелей, в результате чего 
частоты аллелей либо увеличивались, либо сокращались. 
Так, аллели AHT5J, ASB17K, СА425I, СА425М, HMS1L, 

Таблица 1. Аллели, идентифицированные  
у лошадей мезенской породы (n = 165) 

Локус Аллели

AHT4 H, I, J, K, L*, N*, O, P*

AHT5 H*, I*, J, K, L*, M*, N, O, Q*

ASB2 B*, I*, K, M, N, O, P*, Q, U**

ASB17 F, G*, H*, I*, K, L*, M*, N, O, P, Q*, R, S*, T*, X**, Y*

ASB23 G*, I, J, K, L, N**, M, Q*, R*, S, U

CA425 I*, J, K*, L, M, N, O* 

HMS1 I, J, K*, L, M, N*

HMS2 H, I, J, K, L, M*, O, R*, Y**

HMS3 I, M, N*, O*, P, Q*, R 

HMS6 K, L, M, N, O, P

HMS7 J*, L, M, N, O, Q* 

HTG4 K, L, M, N, O, P*, Q*

HTG6 G*, I, J, O, P*

HTG7 K, M, N, O

HTG10 I, K, L*, M, N*, O, P*, Q*, R, S, Т* 

VHL20 I, J*, M, N, O, P*, Q*, R, S 

LEX3 F*, H*, I*, K*, L, M, N, O, P, R**, S**

* Редкие для породы аллели, частота встречаемости менее 0.05.  
** Уникальные аллели.
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HMS6K, HTG10O, идентифицированные в 2000 г. с ча
стотой 0.121–0.213, в 2010 г. были распространены в 
популяции в 1.2 раза реже, а в 2020 г. – в 1.5–2.2 раза. 
И наоборот, аллели AHT5K, ASB2M, ASB17R, ASB23I, 
СА425L, СА425N, HMS1J, HMS3M, HTG10I во втором и 
третьем исследованиях встречаются соответственно в 
1.1–1.2 и 1.3–1.5 раза чаще в сравнении с первым. За двад 
 цатилетний период значительно возросла частота типич
ных аллелей HTG7О (с 38.0 до 49.0 %) и HMS3М (с 27.5 
до 38.7 %), а частота аллелей HTG7K и LEX3М снизилась 
на 9.6 и 13.6 % соответственно.

Достоверная разница ( р < 0.05) между исследуемыми 
группами отмечается и по количеству аллельных вариан
тов. В 2000 г. в 17 микросателлитных локусах ДНК у 
мезенских лошадей было тестировано 278 вариантов, 
число которых изменяется от шести (HTG6 ) до тридцати 
(ASB17 ). К 2010 г. количество генотипов увеличилось 
до 387. Число генотипов, выявленных в 2020 г., состави
ло 345. При этом у обследованного поголовья отсутство
вало 44 варианта, присущих животным 2000 г., но в то 
же время встречалось 111 новых. Наибольшие изменения 
в сторону увеличения за последние 20 лет отмечены в 
локусах HTG10 (с 20 до 29), ASB17 (с 30 до 46) и LEX3 
(с 8 до 27).

Проведенный генетикопопуляционный анализ по
казал, что за счет широкого генетического разнообразия 
в популяции мезенских лошадей на протяжении всего 
анализируемого периода работы с породой сохраняется 
высокий уровень полиморфности, который характеризует 
число эффективно действующих аллелей (табл. 2).

Максимальное число эффективных аллелей (Ае) на
блюдается по годам в высокополиморфном локусе ASB17 
(6.49, 6.90 и 6.76), где из всех генотипов на гомозиготные 
приходится от 11.3 до 16.7 %. В локусах HTG6 и HMS7 
преобладают аллели О (0.742–0.754) и L (0.697–0.738) 
со ответственно, что отразилось на низком показателе их 
 полиморфности (1.66–1.95). Поскольку в данных локу
сах с частотой более 50 % доминируют гомозиготные 
генотипы HTG6OO и HMS7LL, уровень наблюдаемой 
гетерозиготности (Но) в них невысок и составляет от 37.4 
до 47.5 % соответственно. В остальных локусах уро
вень полиморфности в 2000 г. варьирует от 2.53 (LEX3)  
до 5.43 (HMS6 ), в 2010 г. – от 2.96 (HTG7 ) до 5.29 (HMS6 ), 
в 2020 г. – от 2.74 (HTG7 ) до 5.49 (HMS2), а наблюдаемая 
гетерозиготность находится в пределах от 57.1 до 88.7 %.

В целом в 2000 г. в популяции преобладали гетеро
зиготные генотипы. Об этом свидетельствует значение 
наблюдаемой гетерозиготности (0.734), превышающее 

показатель теоретически ожидаемой (0.724), а также от
рицательное значение индекса фиксации (Fis = –0.014). 
Данный показатель указывает на наличие генетическо
го баланса в породе и отсутствие внутрипопуляцион
ного инбридинга. Незначительный дефицит гетерозигот 
(Fis = 0.003) был отмечен у мезенских лошадей в 2010 г. 
В этом исследовании в локусах ASB23 и HTG7 фактиче
ская гетерозиготность соответствует теоретически ожи
даемому значению, а в ряде локусов (HTG4, HMS7, HTG6, 
AHT5, ASB2, HMS3, ASB17) ожидаемая гетерозиготность 
превышает наблюдаемую. К 2020 г. генетический баланс 
в популяции восстановился. Это подтверждают отрица
тельные значения индекса фиксации в большинстве ло
кусов и в среднем по породе (Fis = –0.011). Преобладание 
гетерозиготных генотипов говорит об эффективности 
проводимых селекционных мероприятий по сохранению 
и поддержанию генетического разнообразия в породе.

Выполненный в динамике молекулярногенетический 
анализ аллелофонда мезенской породы лошадей по локу
сам микросателлитов ДНК показал, что она, как и дру
гие местные породы лошадей, характеризуется высоким 
уровнем аллельного разнообразия в большинстве ис
следованных локусов и обладает широкой генетической 
изменчивостью. Популяция имеет свой оригинальный 
генетический профиль, отличный от ряда других локаль
ных пород (алтайская, башкирская, бурятская, вятская, 
забайкальская, печорская, тувинская, хакасская, якутская) 
(Храброва и др., 2009; Калашников и др., 2010; Храброва, 
2016; Блохина и др., 2018; Юрьева и др., 2018). Так, в 
генетической структуре мезенских лошадей не выявлены 
аллели AHT4L и AHT4Р, ASB17Q, HMS7K, HTG6G, кото
рые встречаются в генотипе забайкальских (Калашников 
и др., 2017а), калмыцких (Калашников и др., 2017б), якут
ских (Калинкова и др., 2015) и башкирских (Калинкова и 
др., 2016) лошадей. Редкие для мезенок аллели AHT5М, 
HTG7М и HTG10L ( р < 0.05) являются характерными 
для перечисленных популяций. В то же время распро
страненный в мезенской породе аллель CA425L (частота 
0.214) обозначен как редкий у якутских лошадей и не 
выявлен у башкирок. Аллели ASB23Q и HTG10Т, которые 
с малой частотой присутствуют в мезенской популяции, 
наблюдаются лишь в генетической структуре башкирских 
лошадей, а аллель ASB17Y – в якутской породе. Аллели 
AHT5Н, ASB17Х, HMS2Y, HMS6J, LEX3R и LEX3S среди 
анализируемых пород были выявлены только у мезенок. 

В настоящее время в сельхозпредприятиях Мезенско
го района имеются жеребцы и кобылы с редкими аллель
ными вариантами микросателлитной ДНК. Некоторые из  

Таблица 2. Генетико-популяционные характеристики мезенской породы лошадей  
по 17 локусам микросателлитов ДНК в разные годы

Показатель 2000 г. 2010 г. 2020 г.

Исследованное поголовье (n) 62 163 143

Уровень полиморфности (Ае) 4.16 4.21 4.06

Наблюдаемая гетерозиготность (Но) 0.734 0.729 0.728

Ожидаемая гетерозиготность (Не) 0.724 0.731 0.720

Индекс фиксации (Fis) –0.014 0.003 –0.011
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них несут в своем генотипе от двух до пяти редких ал
лелей. Тиражирование данных аллелей через их носите
лей и выявление новых генетических ресурсов в районе 
позволит не только сохранить, но и расширить генетиче
ское разнообразие в малочисленной популяции мезенских 
лошадей.

Заключение
Мониторинг генетической структуры мезенской породы 
лошадей показал, что за период исследования в ее аллело
фонде отмечаются некоторые изменения по числу аллелей 
и их комбинаций, а также по частоте их встречаемости. 
В то же время порода имеет высокий уровень вариабель
ности аллелей и определенный генетический профиль по 
микросателлитам ДНК, что является важным фактором 
при сохранении генофонда малочисленной популяции.
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Дифференциальная экспрессия 10 генов, ассоциированных 
с агрессивным поведением, в гипоталамусе двух поколений 
крыс, селекционируемых по реакции на человека
Н.В. Климова, И.В. Чадаева , С.Г. Шихевич, Р.В. Кожемякина

Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия 
 ichadaeva@bionet.nsc.ru

Аннотация. Индивидуальные особенности поведения у особей одного вида обусловлены взаимодействием 
генотипа и социального опыта. Как у любого типа поведения, фенотипическое проявление паттернов агрес-
сивного поведения зависит от согласованной экспрессии целых ансамблей генов. Однако идентификация этих 
генов и комбинаций их взаимного влияния на экспрессию остается сложной задачей. С целью выявления наи-
более значимых для осуществления агрессивных реакций генов нами на модельных животных – серых кры-
сах, селекционируемых по реакции на человека (линии ручных и агрессивных крыс), была проведена оценка 
уровня экспрессии выбранных на основе литературных данных десяти генов (Cacna1b, Cacna2d3, Drd2, Egr1, 
Gad2, Gria2, Mapk1, Nos1, Pomc, Syn1), которые ассоциированы с агрессивным поведением. Экспрессию генов 
оценивали методом ПЦР в реальном времени в образцах гипоталамуса ручных и агрессивных серых крыс двух 
разных поколений (88-е и 90-е). В результате проведенного анализа экспрессии генов в гипоталамусе крыс, 
селекционируемых на ручное и агрессивное поведение, было обнаружено, что четыре из десяти исследуемых 
генов достоверно различаются по уровню экспрессии между крысами агрессивной и ручной линий 88-го и 
90- го поколений разведения. Кроме того, показано, что экспрессия генов Cacna1b, Drd2, Egr1 и Gad2 не изменя-
ется между двумя поколениями крыс одной и той же линии, но достоверно различается между линиями: у крыс 
ручной линии обоих поколений эти гены экспрессируются достоверно ниже по сравнению с агрессивной. Гены 
Cacna1b, Drd2, Egr1 и Gad2 являются наиболее перспективными для дальнейших исследований поведенческих 
особенностей крыс, селекционируемых по реакции на человека. Данный результат подтверждает полигенную 
детерминацию фенотипического проявления агрессивных реакций на примере модельных животных.
Ключевые слова: агрессивное и ручное поведение; дифференциальная экспрессия генов; гипоталамус; крысы.
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Differential expression of 10 genes in the hypothalamus  
of two generations of rats selected for a reaction to humans
N.V. Klimova, I.V. Chadaeva , S.G. Shichevich, R.V. Kozhemyakina

Institute of Cytology and Genetics of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia
 ichadaeva@bionet.nsc.ru

Abstract. Individual behavioral differences are due to an interaction of the genotype and the environment. Pheno-
typic manifestation of aggressive behavior depends on the coordinated expression of gene ensembles. Nonetheless, 
the identif ication of these genes and of combinations of their mutual inf luence on expression remains a diff icult task. 
Using animal models of aggressive behavior (gray rats that were selected for a reaction to humans; tame and aggres-
sive rat strains), we evaluated the expression of 10 genes potentially associated with aggressiveness according to the 
literature: Cacna1b, Cacna2d3, Drd2, Egr1, Gad2, Gria2, Mapk1, Nos1, Pomc, and Syn1. To identify the genes most im-
portant for the manifestation of aggressiveness, we analyzed the expression of these genes in two generations of rats: 
88th and 90th. Assessment of gene expression levels was carried out by real-time PCR in the hypothalamus of tame 
and aggressive rats. This analysis conf irmed that 4 out of the 10 genes differ in expression levels between aggressive 
rats and tame rats in both generations. Specif ically, it was shown that the expression of the Cacna1b, Drd2, Egr1, and 
Gad2 genes does not differ between the two generations (88th vs 90th) within each strain, but signif icantly differs 
between the strains: in the tame rats of both generations, the expression levels of these genes are signif icantly lower 
as compared to those in the aggressive rats. Therefore, these genes hold promise for further studies on behavioral 
characteristics. Thus, we conf irmed polygenic causes of phenotypic manifestation of aggressive reactions.
Key words: aggressive behavior; tame behavior; gene expression; hypothalamus; rats.
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Введение
Индивидуальные особенности поведения у особей одно
го вида обусловлены взаимодействием генотипа и соци
ального опыта (Lindenfors, Tullberg, 2011; Anholt, Mackay, 
2012; Кудрявцева и др., 2014; Маркель, 2016). При этом 
идентификация генов, ассоциированных с конкретным 
типом поведения, и комбинаций их взаимного влияния 
друг на друга является сложной задачей. Изучение агрес
сивного поведения и его генетической детерминации (т. е. 
регуляция агрессивных реакций) требует проведения экс
периментов на модельных животных, контрастных по 
какомулибо из параметров агрессивности, с тем чтобы 
можно было адекватно оценить фенотипические прояв
ления агрессивности в заданных и контролируемых ис
следователями условиях (VanOortmerssen, Bakker, 1981; 
Кудрявцева и др., 2014). Экспериментальные работы на 
модельных животных позволят выявить геныортологи, 
ассоциированные с агрессивным поведением у разных 
видов, что необходимо для дальнейшего выявления эво
люционных закономерностей в детерминации агрессив
ности генетическими факторами у животных.

Известно, что уровень агрессивности наследуется. Ге
нетический контроль фенотипической вариации уровня 
агрессивности в популяциях животных был подтвержден 
экспериментально (VanOortmerssen, Bakker, 1981; Hud
ziak et al., 2003; Fairbanks et al., 2004; Saetre et al., 2006). 
Большая часть исследований посвящена изучению ка
коголибо одного конкретного гена, ассоциированного с 
агрессивным поведением. Например, работы по изучению 
дифференциальной экспрессии генов эстрогенового ре
цептора (Cushing, 2016), серотонинового рецептора (Нау
менко и др., 2009; Cervantes, Delville, 2009), дофаминового 
рецептора (Golden et al., 2019), генов Maoa (Chu et al., 
2017), Bdnf (Ilchibaeva et al., 2015), Nos1 (Wultsch et al., 
2007) и других уже хорошо известных генов, связанных 
с агрессивностью.

Однако множество обзорных работ по генетике агрес
сивного поведения можно резюмировать утверждением 
о полигенной детерминации агрессивного поведения 
животных, т. е. фенотипическое проявление агрессивных 
реакций особи контролируется одновременной экспрес
сией многих генов, целых ансамблей генов (Craig, Hal ton, 
2009; Anholt, Mackay, 2012; Pavlov et al., 2012; Кудрявцева 
и др., 2014; Маркель, 2016; Hoopfer, 2016).

У крыс ручной и агрессивной линий были проведены 
исследования экспрессии групп генов в полушариях сам
цов и самок (Al bert et al., 2012), что несколько затрудняет 
корректную интерпретацию результатов, поскольку из
вестен эффект полового цикла на всю жизнедеятельность 
женского организма. В другой работе дифференциально 
экспрессирующиеся гены были выявлены у гибридных 
животных второго поколения, полученных в результате 
скрещивания ручных и агрессивных крыс (Heyne et al., 
2014). Безусловно, роль полушарий головного мозга в 
осуществлении высшей нервной деятельности ведущая. 
Однако поведение, в том числе агрессивное, контроли
руется в первую очередь гипоталамусом: известно, что 
электриче ская стимуляция некоторых участков гипота
ламуса приводит к проявлению агрессивного поведения 
(Kruk, 1991; Hrabovszky et al., 2005; Lin et al., 2011).

В нашей работе мы проанализировали уровни экс
прессии 10 генов в гипоталамусе, которые, по данным 
литературы, ассоциированы с агрессивным поведением, 
на модельном объекте, проследив при этом стабильность 
экспрессии у двух поколений исследуемых животных. 
В качестве модельного объекта были использованы сам
цы двух аутбредных линий серых крыс, в одной из кото
рых проводили селекцию на отсутствие (ручное поведе
ние), а в другой – на усиление агрессивной реакции по 
отношению к человеку (агрессивное поведение) (Беляев, 
Бородин, 1985; Плюснина и др., 2007). В ответ на предъ
явление стимула – рука экспериментатора в толстой пер
чатке (тест «на перчатку» – glove test) – крысы ручной 
ли нии реагируют спокойно, подходят и обнюхивают, не 
совершая никаких агрессивных действий, а крысы агрес
сивной линии, напротив, реагируют очень бурно, сразу 
же нападая на раздражитель. Результаты исследований 
крыс ручной и агрессивной линий 60–70х поколений 
разведения показали различия некоторых поведенческих 
реакций в тестах «открытое поле», водный тест Морриса, 
«крестообразный лабиринт», а также различия морфоме
трических показателей черепа и окраса шерсти (Плюснина 
и др., 2007; Кожемякина и др., 2016; Кожемякина, 2017).

Были проанализированы уровни экспрессии следую
щих 10 генов.
1, 2. Гены Cacna1b (calcium voltagegated channel subunit 

alpha1B) и Cacna2d3 (calcium voltagegated channel 
auxiliary subunit alpha2delta3) кодируют субъединицы 
в составе высокопороговых кальциевых каналов, вы
свобождающих нейромедиаторы. Кальциевые каналы 
играют критическую роль в проявлении агрессивного 
поведения посредством синаптической передачи ней
ромедиаторов, ГАМК и серотонина (Kim С. et al., 2009).

3. Drd2 (dopamine receptor D2) – ген дофаминового ре
цептора D2, участвующего в процессах мотивации и 
обучения; изменения уровня экспрессии гена Drd2 при
водят к различного рода патологиям, в числе которых 
повышенная агрессивность (Miczek et al., 2002; Kim V. 
et al., 2015).

4. Ген Egr1 (early growth response 1) кодирует белок, ак ти
вирующий транскрипцию генов, участвующих в про
цессах деления и дифференцировки клеток. Egr1 яв
ляется транскрипционным фактором, регулирующим 
экспрессию нескольких генов, которые связаны с дол
говременной памятью (Knapska, Kaczmarek, 2004). Из
вестно, что экспрессия Egr1 увеличивается в ответ на 
стрессовые воздействия (Knap ska, Kaczmarek, 2004; 
Hodges et al., 2014), и, кроме того, самцы мышей, но
каут ные по этому гену, не демонстрируют агрессивного 
по ведения в присутствии чужака (Topilko et al., 1998).

5. Ген Gad2 (glutamate decarboxylase 2) кодирует глута
матдекарбоксилазу, которая катализирует преобразо
вание глутамата в ГАМК (нейромедиатор, ингиби
рующий нервные импульсы), и таким образом ген 
Gad2 вовлечен в контроль эмоционального состояния 
экспериментальных животных, регулируя социальное, 
в том числе агрессивное, поведение (Stork et al., 2000). 
В частности, показано, что нокаутные мыши по гену 
Gad2 имеют сниженные показатели по агрессивному 
поведению.
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6. Ген Gria2 (glutamate ionotropic receptor AMPA type 
sub unit 2) кодирует субъединицу глутаматного рецеп
тора – важнейшего участника в процессах возбужде ния 
центральной нервной системы (ЦНС). При блокиро
вании этого рецептора у наивных мышей снижается 
агрессивность по сравнению с однопометниками, у 
которых глутаматные рецепторы нормально функцио
нируют (Vekovischeva et al., 2004).

7. Ген Mapk1 (mitogenactivated protein kinase 1) кодирует 
митогенактивируемую протеинкиназу, которая играет 
сложную роль в клеточных процессах (контроль транс
крипции генов, метаболизм, пролиферация и др.) в 
нейронах ЦНС. Мыши, условно нокаутные по данно му 
гену, демонстрировали повышенную агрессивность 
(Satoh et al., 2011).

8. Ген Nos1 (nitric oxide synthase 1) кодирует фермент 
(ней рональная синтаза оксида азота), который ката
лизирует образование оксида азота и является важ
ным участником нейротрансмиссии. Была выявлена 
роль гена Nos1 в агрессивном поведении посредством 
взаи модействия синтазы оксида азота с переносчиком 
серотонина, что вызывает снижение поглощения се
ротонина (Nelson et al., 1995; Reif et al., 2009; Veroude 
et al., 2016) и приводит к снижению агрессивности 
(Kulikov et al., 2012).

9. Pomc (proopiomelanocortin) – это ген прогормона, про
опиомеланокортина, который является предшествен
ником адренокортикотропного гормона. Было показа
но, что меланокортин связан с агрессивным поведе
нием (Værøy et al., 2018). В частности, у агрессивных 
лисиц уровень экспрессии гена Pomc снижен по срав
нению с ручными (Gulevich et al., 2004).

10. Ген Syn1 (synapsin I) кодирует фосфопротеин, регули
рующий на поверхности синаптических пузырьков 
процесс выброса нейромедиаторов в синапсах. В ис
следовании на крысах и мышах показано снижение 
уровня экспрессии гена Syn1 при хроническом стрессе 
и ранней изоляции (Elizalde et al., 2010; Park et al., 
2014), что обычно сопровождается изменением по
ведения в целом и агрессивности в частности.

Материалы и методы
Экспериментальные животные. Количество экспери
ментальных животных было определено и эксперименты 
на животных были проведены в соответствии с между
народными европейскими биоэтическими стандартами 
(Директива 2010/63/EU) и Руководством по уходу и ис
пользованию лабораторных животных, утвержденным 
Минздравом России (Приложение к приказу № 267 от 
19 июня 2003 г.).

Работа выполнена на половозрелых самцах 88го и 
90 го поколения разведения двух аутбредных линий 
(ручная и агрессивная). В эксперимент было взято по 
три животных каждой линии 88го поколения и по шесть 
животных – 90 го поколения. Чтобы исключить влияние 
фотопериода на физиологию и поведение эксперимен
тальных животных, в работе были использованы крысы, 
рожденные в одно и то же время года. Согласно критерию 
отбора (реакция на человека в тесте «на перчатку» (Бе
ляев, Бородин, 1985; Плюснина и др., 2007)), у селекцио

нируемых агрессивных крыс агрессивно оборонитель ная 
реакция соответствовала –3.5 балла. Для ручных крыс 
оценка поведения в тесте на перчатку соответствовала 
+3.5 балла, что является показателем высокой степени 
прирученности.

Выделение суммарной РНК и ПЦР в реальном 
вре мени. Образцы гипоталамуса были препарированы 
пост мортально, собраны в жидком азоте и сохранены 
при температуре –70 °C до использования. Суммарную 
РНК из образцов головного мозга крыс выделяли с по
мощью TRIzol™ Reagent (Invitrogen, США). Количество 
выделенной РНК определяли с использованием флуори
метра Invitrogen Qubit™ 2.0 (Invitrogen/Life Technolo gies, 
США). Очистку РНК выполняли с помощью парамаг
нитных частиц Agencourt RNAClean XP Kit (Beckman 
Coulter, США). Для удаления примесей геномной ДНК 
полученную суммарную РНК обрабатывали ДНКазой I 
(Thermo Fisher Scientific, США). Качество суммарной РНК 
определяли с помощью Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent, 
СантаКлара, США).

кДНК синтезирована с использованием набора реа
гентов фирмы «Синтол» (Россия) согласно инструкции 
фирмыпроизводителя. Олигонуклеотидные праймеры 
для ПЦР в реальном времени (ПЦРРВ) подобраны с по
мощью PrimerBLAST (см. таблицу). ПЦРРВ проведена 
для каждого образца в двух технических повторах на 
сенсорной системе CFX96 (BioRad, США) с набором 
EVA Green I («Синтол»), по инструкциям производителя. 
Эффективность амплификации для каждого праймера со
ставляет 90–110 %. В качестве референсного использовали 
ген домашнего хозяйства Rpl30.

Статистическая обработка результатов ПЦР-РВ. 
Статистический анализ выполнен с использованием 
tтеста (критерий Стьюдента), а также факторного ана
лиза (Multivariate Exploratory Techniques: Factor Analysis, 
Varimax, максимизация дисперсии) пакета StatSoft™ 

Tool sam USA Statistica 6.0. Данные представлены как 
среднее ± стандартная ошибка среднего. Различия меж 
 ду группами животных считались статистически значи
мыми при p < 0.05.

Результаты
В результате экспериментальной верификации методом 
ПЦРРВ в гипоталамусе крыс 88го поколения были вы
явлены гены, дифференциально экспрессирующиеся у жи
вотных агрессивной и ручной линий. Так, у агрессивных 
крыс по сравнению с ручными достоверно выше уровни 
экспрессии генов Cacna1b, Cacna2d3, Drd2, Egr1, Gad2, 
Gria2, Mapk1 и Syn1 (tтест, p < 0.05) (рис. 1). Экспрессия 
генов Nos1 и Pomc ручных и агрессивных крыс 88го по
коления селекции по реакции на человека достоверно не 
различается.

Уровни экспрессии генов Cacna1b, Drd2, Egr1 и Gad2 в 
гипоталамусе агрессивных крыс 90го поколения были до
стоверно выше, чем у ручных того же поколения ( p < 0.05) 
(см. рис. 1). Достоверных различий в экспрессии генов 
Cacna2d3, Gria2, Mapk1, Nos1, Pomc и Syn1 у этих же 
животных не установлено.

При анализе уровней мРНК в образцах гипоталамуса 
одних и тех же генов крыс 88го и 90го поколений обна
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ружено, что экспрессия генов Cacna1b, Drd2, Egr1 и Gad2 
у крыс ручной линии достоверно ниже по сравнению с 
агрессивной, независимо от поколения. Таким образом, 
эти гены перспективны для дальнейших исследований 
как определяющие поведенческий фенотип крыс в рамках 
проводимой селекции по реакции на человека.

Кроме того, по результатам факторного анализа объеди
ненных данных по экспрессии генов у животных 88го и 
90го поколений были выявлены только два достоверных 
фактора (рис. 2). Первый фактор достоверно коррелирует 
( p < 0.05, tтест Стьюдента) с экспрессией четырех генов 
(Cacna1b, коэффициент линейной корреляции r = 0.94; 
Drd2, r = 0.77; Egr1, r = 0.92; Gad2, r = 0.85) и объясняет 
ту долю изменчивости (32 %) экспериментальных данных, 
которая соответствует различию между агрессивными и 
ручными крысами. Второй фактор достоверно коррели
рует с экспрессией трех других генов (Cacna2d3, r = 0.91; 
Gria2, r = 0.92; Mapk1, r = 0.93) и указывает на внутри
групповую изменчивость (31 %), общую для агрессивных 
и ручных животных. Третий фактор объясняет 12 % из
менчивости, но достоверной корреляции с экспрессией 
какихлибо анализируемых генов не обнаружено (данные 
не показаны).

Рис. 1. Уровень мРНК исследуемых генов в гипоталамусе ручных и агрессивных крыс 88-го и 90-го поколений разведения.
Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего; * p < 0.05 – значимость межлинейных различий.
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Последовательности праймеров для ПЦР-РВ (5’ → 3’)

Название гена Прямой праймер Обратный праймер

Cacna1b CCCTGGTGGCATTTGCATTC AGTTTAGGCAGCCGCTTGAT

Cacna2d3 TAAGCTGCGACGATGAGACTG TGACAGCTCCTTCGACCTCA

Drd2 CTGGAAGCCTCGAGCAGC TCTGCCTCTCCAGATCGTCA

Egr1 AACAACCCTACGAGCACCTG AAAGGGGTTCAGGCCACAAA

Gad2 GCTCATCGCATTCACGTCAG GGCACTCACCAGGAAAGGAA

Gria2 GGACTACCGCAGAAGGAGTAG AGGCCTTGTTCATTCAGTTTTAGT

Mapk1 CAGGTTGTTCCCAAACGCTG GAGCCCTTGTCCTGACCAAT

Nos1 ACCCGACCTCAGAGACAACT AAGCTTCTTCCTGTCCGCAA

Pomc CATCATCAAGAACGCGCACAA TAACTCTAAGAGGCTGGAGGTCA

Syn1 TGCCAATGGTGGATTCTCCG CAGCCCAATGACCAAACTGC

Rpl30 ATGGTGGCTGCAAAGAAGAC CAAAGCTGGACAGTTGTTGG

Обсуждение
В результате анализа полученных нами с помощью 
ПЦР РВ данных были выявлены четыре дифференциаль
но экспрессирующихся гена (Cacna1b, Drd2, Egr1, Gad2) 
из 10 исследованных генов у ручных и агрессивных крыс 
двух поколений (88е и 90е поколение крыс, селекцио
нируемых по реакции на человека). Уровень мРНК этих 
генов не различается у крыс разных поколений в пределах 
каждой из линий.

Ген Cacna1b кодирует белок Cav2.2, который является 
субъединицей высокопороговых кальциевых каналов, 
контролирующих высвобождение нейромедиаторов из 
нейронов. Данная субъединица регулирует прохождение 
ионов кальция, определяя тем самым свойства канала. 
Ген Cacna1b экспрессируется на низком уровне в мозге 
(Castiglioni et al., 2006), но кодируемая им субъединица 
кальциевого канала играет важную роль в ответной ре
ак ции организма при аверсивной стимуляции (Bunda et 
al., 2019). Кальциевые каналы способствуют высвобож
дению медиаторов в возбуждающих синапсах, что при
водит к подавлению исследовательского поведения, с од  
ной сто роны, и тревожного поведения, вызванного новиз
ной (Bun da et al., 2019), с другой. Однако, как показано 
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на 74м поколении селекционируемых по реакции на 
человека крыс, исследовательское поведение ручных и 
агрессивных крыс в тесте «открытое поле» практически 
не различается (Кожемякина и др., 2016). Соответственно, 
повышенный уровень экспрессии гена Cacna1b у агрес
сивных крыс по сравнению с ручными, вероятно, связан 
с различиями тревожного поведения в условиях новизны, 
что подтверждается в работе (Кожемякина и др., 2016). 
В частности, у крыс, селекционируемых на повышенную 
агрессивность, достоверно выше суммарная за 5 минут 
поведенческого теста двигательная активность, которая 
отражает уровень тревожности животного.

Полученный нами результат вступает в некоторое про
тиворечие с работой, проведенной на нокаутных мышах, 
где было показано, что при отсутствии субъединиц каль
циевого канала уровень агрессивности эксперименталь
ных животных значительно повышался (Kim С. et al., 
2009). Данное противоречие можно объяснить тем, что 
функционирование кальциевых каналов не напрямую 
связано с агрессивными реакциями животного, а опосре
дованно – через высвобождение нейромедиаторов, что, в 
зависимости от действия нейромедиатора, и определяет 
поведенческие реакции животного. Например, серотонин, 
который, как показано в многочисленных исследованиях, 
влияет на агрессивность (Raleigh et al., 1991; Olivier, 2010); 
при этом данные о корреляции между уровнем серотони
на и агрессией противоречивы (de Boer, Koolhaas, 2005). 
Хроническое и устойчивое высвобождение серотонина 
положительно связано как с нормальной агрессией (тер
риториальные конфликты или установление социальной 
иерархии) (Raleigh et al., 1991; Audero et al., 2013), так 
и с патофизиологической агрессией, характерной для 
психиатрических пациентов (Zamponi, 2016). Таким об
разом, наша работа дополняет мировые данные о связи 
экспрессии гена Cacna1b, кодирующего субъединицу 
кальциевого канала, с агрессивным поведением.

Экспрессия гена Drd2 (дофаминовый рецептор D2) ас
социирована с агрессивным поведением, что было пока

зано в исследованиях на крысах (VanErp, Miczek, 2000) 
и на людях (Qadeer et al., 2017). Поскольку дофамин 
(эндогенный лигандагонист рецептора D2), как и серо
тонин, участвует в регуляции агрессивного поведения, то 
изменение экспрессии гена Drd2 приводит к различного 
рода патологиям, например к повышенной агрессивности 
(VanErp, Miczek, 2000; Miczek et al., 2002; Kim V. et al., 
2015; Golden et al., 2019). В то же время агрессивное взаи
модействие стимулирует дофаминергическую и серото
нинергическую активности в лимбических областях мозга 
(Summers, Winberg, 2006). Иными словами, активация 
нейронов гипоталамуса, приводящая к высвобождению 
дофамина, может, в свою очередь, способствовать возбуж
дению тех нейронов гипоталамуса, которые управляют 
атакой (Yamaguchi, Lin, 2018). В рамках нашей работы 
эти данные литературы указывают на то, что повышенный 
уровень экспрессии гена Drd2 у крыс агрессивной линии 
обоих поколений может быть действительно связан с 
фенотипическим проявлением агрессивных реакций на 
человека.

Третий дифференциально экспрессирующийся ген у 
крыс с наследственно закрепленной реакцией на человека, 
Egr1, кодирует белок – фактор транскрипции, участвую
щий в активации транскрипции генов, необходимых для 
митогенеза и дифференцировки клеток. Известно, что 
транскрипционный фактор Egr1 регулирует экспрессию ге
нов, контролирующих синаптическую пластичность, про  
цессы обучения и памяти, что делает его важным объек
том исследований, направленных на понимание согла
сованности нейронных ответов на различные стимулы 
(Knapska, Kaczmarek, 2004). Показано, что после стрес
сового воздействия уровень экспрессии гена Egr1 у крыс 
повышается в неокортикальных областях, в том числе в 
гипоталамусе (Watanabe et al., 1994; Cullinan et al., 1995).

Обнаруженный нами повышенный уровень экспрессии 
гена Egr1 у агрессивных крыс по сравнению с ручными, 
повидимому, можно объяснить той реакцией на раз
дражитель (в тесте «на перчатку» это рука человека), по 
которой проводили искусственный отбор и которая по 
сути своей является реакцией на стрессовое воздействие. 
Вероятно, у крыс агрессивной линии восприятие стимула 
на молекулярном уровне затрагивает механизмы генетиче
ского ответа на стресс, в отличие от крыс ручной линии, 
которые, как описано выше, совершенно спокойно реа
гируют не только на руку человека в тестовых условиях, 
но и вне теста на человека в целом. Дифференциальная 
экспрессия гена Egr1 между животными с наследственно 
закрепленным агрессивным/неагрессивным поведением 
по отношению к человеку представляется, на наш взгляд, 
весьма интересным результатом, который может быть ис
пользован для дальнейших исследований.

Gad2 – еще один ген, для которого нами была показана 
дифференциальная экспрессия у ручных и агрессивных 
крыс обоих поколений. Этот ген кодирует глутаматдекар
боксилазу (GAD), которая катализирует преобразование 
глутамата в ГАМК – нейромедиатор, ингибирующий 
нервные импульсы. Известно, что ГАМК контролирует 
агрессивное поведение (Takahashi, Miczek, 2014; Hansen 
et al., 2018). В более ранних исследованиях на мышах у 
агрессивных животных выявлен более низкий, по сравне
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Рис.  2.  Достоверные факторы генетической изменчивости экспрес-
сии исследуемых генов у агрессивных и ручных крыс, выявленные 
методом Varimax при стандартных параметрах пакета Statistica 6.0.
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нию с неагрессивными, уровень ГАМК изза пониженной 
активности GAD в нескольких областях мозга (обонятель
ная луковица, стриатум и миндалина) (Simler et al., 1982; 
Clement et al., 1987; Guillot, Chapouthier, 1998). Однако эти 
данные не подтвердились в работе на нокаутных по гену 
Gad2 мышах, у которых было пониженное содержание 
ГАМК в мозге в период постнатального развития, но у 
таких мутантных самцов наблюдалась пониженная агрес
сивность в тесте «резидент–интрудер» (Stork et al., 2000). 
Результат воздействия ГАМК зависит от задействованной 
области мозга, типа рецепторов, а также от конкретного 
контекста ситуации, вызывающей агрессивное поведе
ние (Takahashi, Miczek, 2014). В нашей работе повышен
ный уровень экспрессии гена Gad2 у агрессивных крыс 
по сравнению с ручными, вероятнее всего, относится к 
ситуации, когда увеличение синтеза ГАМК в нейронах 
гипоталамуса обусловливает агрессивную реакцию жи
вотных в тесте «на перчатку», в соответствии с которым 
и вели искусственный отбор.

Кроме того, необходимо отметить, что результаты про
веденного факторного анализа при объединении данных 
по экспрессии генов у животных 88го и 90го поколений 
позволяют заключить, что хотя искусственный отбор вели 
по двум векторам (от дикого типа на агрессивное поведе
ние и от дикого типа на ручное поведение), экспрессия 
10 исследованных генов связана с двумя факторами – 
различиями между ручными и агрессивными крысами 
(т. е. фактор «доместикация», поскольку отбор на ручное 
поведение представляет собой модель доместикации) и 
неким общим изменением, одинаковым для рассмотрен  
ных двух групп животных (возможно, так называемый 
эффект лабораторизации, нейтральный дрейф или  нечто 
иное). При этом фактор доместикации объединяет жи
вотных обоих поколений, но четко разделяет их по пове
денческому фенотипу – ручное и агрессивное поведение 
(см. рис. 2). Этот результат позволяет сделать вывод о 
том, что, действительно, повышенная экспрессия генов 
Cacna1b, Drd2, Egr1 и Gad2 определяет агрессивное 
поведение у селекционируемых крыс, в то время как по
ниженная – ручное.

Таким образом, гены Cacna1b, Drd2, Egr1, Gad2, для 
которых нами показана дифференциальная экспрессия у 
обоих поколений (88е и 90е) крыс, селекционируемых по 
реакции на человека, являются перспективными для даль
нейших исследований аспектов доместикации и агрес
сивного поведения животных. Проявление агрессивной и 
неагрессивной реакции по отношению к человеку у крыс 
88го и 90го поколений искусственного отбора по дан
ному признаку контролируют не один, а несколько генов. 
Причем белки этих генов различаются и по функциям, и 
по нейромедиаторным системам, с которыми они связаны.

Заключение
В результате анализа экспрессии 10 генов в гипоталаму
се крыс, селекционируемых по реакции на человека (ручное 
и агрессивное поведение), методом ПЦРРВ показано, что 
четыре гена дифференциально экспрессируются у ручных 
и агрессивных крыс 88го и 90го поколений разведения. 
Получено подтверждение полигенной детерминации фе  
нотипического проявления агрессивных реакций на при

мере модельных животных. Выявлены гены, наиболее 
перспективные для дальнейших исследований поведенче
ских особенностей крыс, селекционируемых по реакции 
на человека.
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Аннотация. Стресс является неотъемлемой частью повседневной жизни. Нейропептид кортикотропин-рили-
зинг гормон (CRH, также называемый CRF и кортиколиберином) играет ключевую роль в интеграции нейро-
эндокринных, вегетативных и поведенческих реакций на стресс. Активация гипоталамо-гипофизарной-надпо-
чечниковой системы нейронами паравентрикулярного ядра гипоталамуса (PVN), основного места синтеза CRH, 
запускает стрессорную реакцию. Помимо гипоталамуса, CRH широко распространен во внегипоталамических 
структурах головного мозга, где он функционирует как нейромодулятор для координации и взаимодействия 
между гуморальными и поведенческими аспектами реакции на стресс. Аксоны нейронов, экспрессирующих 
CRH, направляются к различным структурам головного мозга, где нейропептид взаимодействует со специфиче-
скими рецепторами (CRHR1, CRHR2) и может оказывать влияние на различные медиаторные системы, которые 
действуют сообща для передачи сигналов в разные области мозга, чтобы вызвать множество реакций на стресс. 
При этом воздействие стресса на функции мозга варьирует от поведенческой адаптации до повышения выжи-
ваемости и увеличения риска развития психических расстройств. Нарушения в регуляции системы CRH непо-
средственно связаны со следующими расстройствами: психическими патологиями (депрессией, тревожностью, 
зависимостями), отклонениями нейроэндокринологических функций, воспалением, а также с возникновени-
ем и развитием нейродегенеративных заболеваний, таких как болезнь Альцгеймера. Кроме того, установлена 
роль CRH как регулятора структуры нейронов в областях развивающегося и зрелого мозга. На данный момент 
проведены исследования, в которых CRHR1 выступает мишенью для антидепрессантов, в качестве которых ис-
пользуются антагонисты этого рецептора. В связи с этим исследование участия системы CRH и его рецепторов 
в негативных эффектах на гормон-зависимые системы, а также возможности их предотвращения является пер-
спективной задачей современной физиологической генетики. В настоящем обзоре внимание уделено роли CRH 
в регуляции реакции на стресс, а также участию внегипоталамического CRH в патофизиологии и коррекции 
психических расстройств.
Ключевые слова: кортикотропин-рилизинг фактор; рецепторы кортикотропин-рилизинг фактора; стресс; пси-
хопатологии; гипоталамус; внегипоталамические структуры головного мозга.
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Abstract. Stress is an essential part of everyday life. The neuropeptide corticotropin-releasing hormone (CRH, also 
called CRF and corticoliberin) plays a key role in the integration of neuroendocrine, autonomic and behavioral re-
sponses to stress. The activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA axis) by neurons of the paraven-
tricular hypothalamic nucleus (PVN), the primary site of synthesis CRH, triggers stress reactions. In addition to the 
hypothalamus, CRH is widespread in extrahypothalamic brain structures, where it functions as a neuromodulator for 
coordination and interaction between the humoral and behavioral aspects of a stress response. The axons of neurons 
expressing CRH are directed to various structures of the brain, where the neuropeptide interacts with specif ic recep-
tors (CRHR1, CRHR2) and can affect various mediator systems that work together to transmit signals to different brain 
regions to cause many reactions to stress. Moreover, the effect of stress on brain functions varies from behavioral 
adaptation to increased survival and increased risk of developing mental disorders. Disturbances of the CRH system 
regulation are directly related to such disorders: mental pathologies (depression, anxiety, addictions), deviations of 
neuroendocrinological functions, inf lammation, as well as the onset and development of neurodegenerative diseases 
such as Alzheimer’s disease. In addition, the role of CRH as a regulator of the neurons structure in the areas of the de-

© Сухарева Е.В., 2021

Контент доступен под лицензией Creative Commons Attribution 4.0

ФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ ГЕНЕТИКА
Обзор / Review

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2021;25(2):216-223
DOI 10.18699/VJ21.025

Перевод на английский язык  https://vavilov.elpub.ru/jour

http://vavilov.elpub.ru/jour


Роль CRH и его рецепторов в регуляции  
нейрофизиологических и поведенческих реакций на стресс

Е.В. Сухарева 2021
25 • 2

217ФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ ГЕНЕТИКА / PHYSIOLOGICAL GENETICS

veloping and mature brain has been established. To date, studies have been conducted in which CRHR1 is a target for 
antidepressants, which are, in fact, antagonists of this receptor. In this regard, the study of the participation of the CRH 
system and its receptors in negative effects on hormone-dependent systems, as well as the possibility of preventing 
them, is a promising task of modern physiological genetics. In this review, attention will be paid to the role of CRH in 
the regulation of response to stress, as well as to the involvement of extrahypothalamic CRH in pathophysiology and 
the correction of mental disorders. 
Key words: corticotropin-releasing factor; corticotropin-releasing factor receptors; stress; psychopathology; hypotha-
lamus; extrahypothalamic brain structures.
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Система кортикотропин-рилизинг гормона
Семейство CRH-пептидов у млекопитающих включает 
CRH, урокортин 1 (UCN1), урокортин 2 (UCN2) и уро-
кортин 3 (UCN3) (Hauger et al., 2006). Эти 38–41-амино-
кислотные пептиды являются структурно родственными 
и имеют высокую (26–54 %) идентичность последователь-
ности (Dautzenberg, Hauger, 2002). Данные пептидные гор-
моны и их рецепторы повсеместно присутствуют в тканях 
млекопитающих, играя ключевую роль в опосредованных 
стрессом эффектах. Хотя CRH был первоначально описан 
в качестве регулятора гипоталамо-гипофизарно-надпочеч-
никовой системы (ГГНС), пептид широко экспрессируется 
в структурах головного мозга и в периферических тканях, 
включая сердце, кровеносные сосуды, кожу, легкие, селе-
зенку, поджелудочную железу, почки, печень, жировую 
ткань, желудочно-кишечный тракт, семенники, яичники 
и плаценту (Hauger et al., 2006). Экспрессия урокортинов 
в головном мозге более ограничена, чем экспрессия CRH, 
и обнаруживается преимущественно в ядре Эдингера–
Вестфаля, а также в супраоптическом ядре, гипофизе, 
ла теральной верхней оливе, сердечно-сосудистой системе, 
скелетных мышцах, почках, жировой ткани, пищевари-
тельном тракте и половых железах (Waters et al., 2015).

Ген Crh расположен на длинном плече хромосомы 8 
(8q13), состоит из промоторной последовательности, од-
ного интрона и двух экзонов. У человека, овцы, мыши и 
крысы промоторная последовательность гена Crh имеет 
97 % гомологии на протяжении первых 270 п. н. Ген ко-
дирует неактивный прогормон из 196 аминокислот (про-
CRH) (King, Nicholson, 2007).

Кортиколиберин и урокортины действуют через два 
рецептора, CRHR1 и CRHR2, которые принадлежат к 
се мейству рецепторов, сопряженных с Gs-белком. Эти ре-
цепторы кодируются разными генами, но на уровне амино-
кислот обладают 70 % идентичностью, причем основная 
их дивергенция обнаружена в лиганд-связывающих до-
менах, ответственных за их селективность в отношении 
агонистов (Dautzenberg, Hauger, 2002). CRH является вы-
сокоаффинным лигандом для CRHR1 и плохо связывается 
с CRHR2, для которого более высокую аффинность имеют 
другие родственные CRH-пептиды, UCN2 и UCN3. UCN1 
обладает одинаковым сродством к обоим CRHR (Hauger et 
al., 2006). Аминокислотные последовательности внутри-
клеточного и трансмембранного доменов CRHR облада ют 
80–85 % идентичностью. CRHR относятся к классу B ре-
цепторов, сопряженных с G-белком (семейство секретино-
подобных рецепторов) (Markovic, Grammatopoulos, 2009), 
которые связывают полипептидные гормоны. В ка честве 

общей особенности семейства, они демонстрируют ряд 
разнообразных вариантов сплайсинга, которые могут 
спо собствовать тканеспецифичным различиям во взаимо-
действии лиганда с рецептором. Было идентифицирова-  
но два варианта сплайсинга CRHR1 (CRHR1α и CRHR1β), 
но биологической активностью обладает только CRHR1α, 
и его экспрессия преобладает (Zmijewski, Slominski, 2010). 
У людей CRHR2 существует в трех вариантах сплайсинга: 
CRHR2α, β и γ (у мышей обнаружены две изоформы). Они 
различаются по аминоконцевому домену и распределению 
в тканях. CRHR2α – наиболее распространенный вариант 
сплайсинга в мозге; CRHR2β локализуется исключительно 
в периферических тканях, таких как сетчатка, половые 
железы, пищеварительный тракт, сердце, скелетные мыш-
цы, легкие и кожа, тогда как CRHR2γ обнаруживается в 
перегородке, гиппокампе, миндалине, среднем мозге, лоб-
ной коре и лимбических областях мозга человека, однако 
его функция не определена (Hauger et al., 2006). С точки 
зрения уровня экспрессии и ее распределения, CRHR1 
является основным рецептором CRH в головном мозге, в 
то время как представленность CRHR2 ограничена (Hen-
ckens et al., 2016).

Система CRH включает также белок, связывающий 
кортикотропин-рилизинг-гормон (CRH-BP), который экс-
прессируется в периферических тканях и мозге. Ранее 
считалось, что он связывает свободный CRH и подобные 
ему лиганды, что ослабляет активацию рецепторов, однако 
теперь его физиологическая роль кажется более сложной 
и продолжает изучаться. Например, в вентральной об-
ласти покрышки (VTA) эффекты активации CRHR2 в 
значительной степени зависят от CRH-BP (Wang B. et al., 
2007), и последние данные in vitro свидетельствуют о роли 
CRH-BP в локализации CRHR2 на клеточной мембране 
(Slater et al., 2016).

Механизм действия  
кортикотропин-рилизинг гормона
Активированные CRHR1 и CRHR2 в первую очередь 
передают сигналы посредством связывания с Gs-белком, 
что запускает cAMP/PKA молекулярный каскад (Deus sing, 
Chen, 2018). PKA фосфорилирует различные субстратные 
белки, включая CREB, который регулирует экспрессию 
различных генов-мишеней в ядре. Параллельно с этим 
сАМР активирует EPAC-фактор (обменные белки, акти-
вируемые сАМР), который, в свою очередь, запускает кас - 
кад MAP-киназы, что в конечном итоге приводит к фос-
форилированию ERK1/2 (Van Kolen et al., 2010). ERK1/2 
активирует различные факторы транскрипции, в том числе 
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Nur77. Однако оба рецептора CRH могут активировать 
любую Gα-субъединицу, хотя и с разной активностью: 
Gs ≥ Go > Gq/11 > Gi1/2 > Gz (Deussing, Chen, 2018), тем са-
мым активируя каскад фосфолипазы C (PLC) и ERK1/2, 
что  увеличивает внутриклеточную концентрацию Ca2+ 
(Grammatopoulos, Chrousos, 2002). Связывание с Gs-бел-
ком также приводит к внутриклеточной мобилизации Ca2+ 
(Gutknecht et al., 2009). При этом связывание рецепто-
ров с Gi-белком блокирует активность аденилатциклазы 
(Deus sing, Chen, 2018). Таким образом, в зависимости от 
своей локализации и клеточного контекста рецепторы 
CRH могут оказывать многообразные эффекты (Deussing, 
Chen, 2018).

После активации CRHR киназы рецепторов, связанных 
с G-белками (GRK-киназы), а также протеинкиназы А 
или С (PKA и PKC) быстро фосфорилируют рецепторы, 
десенсибилизируют и увеличивают их сродство к β-ар-
рестинам (Deussing, Chen, 2018). Эти процессы могут из-
менять пути передачи сигналов рецептора. β-аррестины 
действуют как адаптерные белки, которые связываются 
с клатрином и β-адаптином – белками, участвующими 
в рецепторном эндоцитозе, для инициирования интер-
нализации CRHR1 и CRHR2 через покрытые клатрином 
везикулы (Markovic et al., 2008). Рецепторы затем либо 
дефосфорилируются, ресенсибилизируются и обратно 
встраиваются в плазматическую мембрану, либо (при 
дли тельном воздействии высоких концентраций агониста) 
деградируют в лизосомах, что приводит к уменьшению 
количества рецепторов (Kelly et al., 2008). Сильное воз-
действие стресса может влиять на эти процессы и способ-
ствовать деградации рецепторов CRH (Reyes et al., 2008). 
Важно отметить, что не все фосфорилированные рецеп-
торы перемещаются в эндосомы (интернализируются); 
некоторые остаются на мембране (Deussing, Chen, 2018). 

Связывание CRH с его рецепторами активирует высво-
бождение АКТГ из кортикотропных нейронов гипофиза 
(Herman, Tasker, 2016). АКТГ стимулирует синтез и вы-
свобождение глюкокортикоидов из коры надпочечников – 
кортизола у приматов и кортикостерона у грызунов. Био-
логические эффекты глюкокортикоидов поддерживают 
адаптацию к вызванным стрессом потребностям за счет 
контроля энергетического обмена (Herman et al., 2003). 
Адаптивная функция ГГНС зависит от механизмов от-
рицательной обратной связи, которые приводят систему 
к базальным уровням (Quax et al., 2013). Стоит отметить, 
что в промоторе гена Crh нет классического глюкокорти-
коид-зависимого элемента (GRE), однако имеются дан ные, 
что глюкокортикоиды могут регулировать экспрессию 
гена Crh посредством белок-белковых взаимодействий 
(Nicholson et al., 2004; Калинина и др., 2016). В области 
–278/–249 промотора гена CRH человека локализован 
атипичный GRE/AP-1 элемент, где было обнаружено 
спе цифическое, высокоаффинное связывание глюкокор-
тикоидного рецептора, которое обеспечивает дексамета-
зон-зависимое ингибирование транскрипции гена CRH 
за счет белок-белковых взаимодействий. Удаление этой 
области уменьшало глюкокортикоид-зависимую репрес-
сию активности промотора гена CRH (Aguilera, Liu, 2012). 
Также была показана отрицательная регуляция глюкокор-
тикоидами cAMP-стимулированной активности промото-

ра гена CRH, но не базальной активности, что позволяет 
предположить, что влияние глюкокортикоидов зависит 
от взаимодействия с CRE-ассоциированным транскрип-
ционным комплексом. 

Экспрессия CRH и его рецепторов,  
участие в реакции на стресс
CRH играет важную роль в регуляции работы ГГНС, 
основной системы стрессорного ответа. CRH синтезиру-
ется в нейронах паравентрикулярного ядра гипоталаму-
са (PVN), которые получают иннервацию как от лимби-
ческих, так и от стволовых центров головного мозга, что 
позволяет им реагировать и на физические, и на психо-
логические стрессоры (Lightman, 2008). В данном ядре 
описаны три основные группы нейронов:
1) передние и медиально-дорсальные парвоцеллюляр-

ные нейроны CRH, аксоны которых направляются к 
портальным сосудам внешней зоны срединного воз-
вышения. Нейроны в этой области классифицируются 
как парвоцеллюлярные из-за небольшого размера по 
сравнению с крупноразмерными нейронами. Помимо 
CRH, эти нейроны  экспрессируют аргинин-вазопрес-
син (AVP), энкефалины, холецистокины и ангиотен-
зин I;

2) дорсолатеральные магноклеточные вазопрессинергиче-
ские и окситоцинергические нейроны, аксоны которых 
направляются в задний гипофиз через внутреннюю зону 
срединного возвышения. Эти нейроны высвобождают 
пептиды в периферическое кровообращение. Оксито-
цинергические нейроны, но не вазопрессинергические, 
тоже экспрессируют CRH и отвечают на осмотические 
и неосмотические стрессоры;

3) вегетативные нейроны CRH в дорсальном, медиально-
вентральном и латеральном отделах PVN, с проекци-
ями на ствол мозга и спинной мозг. Нейроны в этом 
месте экспрессируют CRH и другие нейропептиды и 
участвуют в регуляции симпатоадреналовой системы 
(Aguilera, Liu, 2012).
В дополнение к PVN, мРНК и белок CRH обнаружи-

ваются в других областях мозга, включая лимбические и 
другие структуры, связанные со стрессовыми реакциями, 
такие как ядро ложа конечной полоски (BNST), цент-
ральное ядро миндалины (CeA), голубое пятно ствола 
мозга (LC), кора головного мозга, гиппокамп, мозжечок, 
ядро Баррингтона (Bar), сегменты спинного мозга с про-
екциями от среднего мозга и моста (Kono et al., 2016). 
Однако функции секретирующих CRH нейронов значи-
тельно различаются в зависимости от области, в которой 
они находятся. Например, нейроны нижней оливы (IO), 
экспрессирующие CRH, посылают аксоны в мозжечок 
и играют важную роль в индукции синаптической плас - 
тичности дендритных синапсов клеток Пуркинье (Andres 
et al., 2013). Электростимуляция IO увеличивает содер-
жание CRH в мозжечке, демонстрируя физиологическое 
действие эндогенного CRH в мозжечке (Tian, Bishop, 
2003). Нейроны CRH в коре головного мозга являются 
интернейронами и могут модулировать активность пира-
мидных нейронов (Gallopin et al., 2006). В BNST нейроны 
CRH участвуют в восстановлении после стресса (Erb, 
Ste wart, 1999) и влияния алкоголя (Pleil et al., 2015). В ран-
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нем возрасте кратковременное повышение экспрессии 
CRH в переднем мозге вызывает у мышей длительные 
анксиогенные и похожие на отчаяние изменения в пове-
дении (Kolber et al., 2010). CRH в CeA также может быть 
связан со стресс-индуцированной тревогой (Regev et al., 
2012), а CRH в базолатеральном миндалевидном ядре 
может менять процесс консолидации памяти при стрессе 
(Roozendaal et al., 2002). CRH нейроны в Bar посылают 
проекции в пояснично-крестцовый отдел спинного мозга 
и напрямую (Studeny, Vizzard, 2005) или косвенно (Sasaki, 
Sato, 2013) контролируют мочеиспускательный рефлекс. 

CRH присутствует и в других нервных структурах, 
та ких как хромаффинные клетки мозгового вещества 
надпочечников и симпатические ганглии вегетативной 
нервной системы, а также в ненейрональных перифери-
ческих органах, таких как яичники, семенники, кишеч-
ник, сердце, легкие и селезенка (Stengel, Taché, 2010). 
Внутри селезенки мРНК Crh локализуется специфически 
в Т-лимфоцитах. 

Глюкокортикоиды являются главным элементом регу-
ляции экспрессии CRH в гипоталамусе по типу отрица-
тельной обратной связи, которая опосредуется активацией 
гормонами глюкокортикоидных рецепторов (GR). GR ши-
роко экспрессируются в медиальной парвоцеллюлярной 
части PVN и локализуются совместно с CRH, что способ-
ствует быстрому ингибированию нейронов CRH за счет 
негеномной передачи сигнала. Такой механизм служит 
ключом к ограничению продолжительности секреции 
глюкокортикоидов после острого стресса, поскольку ге-
номная обратная связь не будет достаточно быстрой для 
своевременного прекращения активации ГГНС (Herman, 
Tasker, 2016). Дексаметазон (синтетический глюкокорти-
коид) снижает уровень CRH, стимулированный цАМФ, 
более чем на 50 % в клетках AtT20 (линия клеток опухоли 
гипофиза мышей, продуцирующая проопиомеланокортин 
(POMC)) (Abou-Seif et al., 2012). Отрицательная обратная 
связь, оказываемая глюкокортикоидами, является критиче-
ской характеристикой ГГНС, которая теряется при АКТГ-
секретирующих аденомах (Perez-Castro et al., 2012) и у 
некоторых пациентов с депрессией (Reul, Holsboer, 2002), 
создавая избыток глюкокортикоидов. GR приводят как к 
ингибированию высвобождения АКТГ, так и к репрес-
сии транскрипции Pomc. Удаление гена Crh блокирует 
базальное и вызванное стрессом высвобождение АКТГ, 
что указывает на обязательное участие CRH в активации 
ГГНС (Muglia et al., 2000). Хроническое влияние шума в 
качестве стрессора повышает уровень мРНК Crh в гипота-
ламусе, при этом снижает уровень мРНК Gr в гиппокампе. 
Как острое, так и хроническое влияние шума увеличивает 
уровень мРНК Crhr1 в гипоталамусе, но снижает его в 
гиппокампе. Эти данные показывают, что участие CRH 
и GR в реакциях шумового стресса различно и зависит от 
структуры головного мозга (Eraslan et al., 2015). 

Нарушения в парвоцеллюлярной области PVN умень-
шают проявление тревоги в новой обстановке. Было по-
казано, что оптогенетическое ингибирование экспрессии 
CRH в нейронах PVN уменьшает груминг, вызванный 
стрессом, и улучшает способность ориентироваться в 
пространстве и обучение после стресса, в то время как 
стимуляция индуцирует груминг и снижает исследова-

тельское поведение (Fuzesi et al., 2016). Эти данные под-
тверждают, что CRH нейроны PVN могут участвовать в 
координации поведенческих, а также нейроэндокринных 
реакций на стресс.

Внегипоталамический CRH:  
организация и интеграция реакции на стресс
CRH управляет реакцией на стресс, воздействуя на ней-
роны LC, мозговое вещество надпочечников и перифе-
рическую симпатическую нервную систему. Он играет 
клю чевую роль в координации периферических систем 
реакции на стресс и центрального выброса норадрена-
лина в ответ на стрессорные воздействия. Считается, что 
влияние CRH на выделение норадреналина, в основном 
в LC, лежит в основе эмоциональных основ реакции на 
стресс (Valentino, Van Bockstaele, 2008).

Глюкокортикоиды, как упоминалось ранее, за счет от-
рицательной обратной связи ингибируют высвобождение 
CRH и АКТГ в гипоталамусе и гипофизе соответствен-
но. Однако во внегипоталамических структурах мозга 
действие глюкокортикоидов скорее стимулирует, чем 
ингибирует синтез CRH (Kovacs, 2013). Такие патологии, 
как тревожность и аффективные расстройства, вызванные 
повышенным уровнем глюкокортикоидов и нарушениями 
в функционировании нейромедиаторных систем мозга, 
могут быть обусловлены повышенной экспрессией CRH 
в CeA и BNST (Donner et al., 2016). Например, введение 
дексаметазона в неонатальном периоде развития приводит 
к увеличению экспрессии гена Crh в стволе мозга в первые 
часы после инъекции и к полному восстановлению исход-
ного уровня экспрессии к 6-му часу, тогда как экспрессия 
гена Th тирозингидроксилазы (ключевого фермента син-
теза норадреналина) в этой же структуре мозга нарастала 
к 6-му часу после введения дексаметазона, и эффект 
сохранялся через 24 ч после воздействия. Однако пред-
варительное введение антагонистов CRHR – анталармина 
и антисаувагина-30 – перед глюкокортикоидной терапией 
подавляет увеличение экспрессии Th в стволе мозга нео-
натальных крысят, вызванной однократной инъекцией 
дексаметазона (Sukhareva et al., 2019). На основании 
этого можно предположить, что использование этих пре-
паратов позволит предотвратить негативные последствия 
гормональной терапии новорожденных в зрелом возрасте.

В отличие от классических нейротрансмиттеров, CRH 
и связанные с ним пептиды действуют как нейрорегуля-
торы: не влияя на синаптическую эффективность, они ак-
тивируют процессы передачи сигналов в клетках, которые 
облегчают или подавляют действие нейротрансмиттеров 
в определенных нейронных сетях. Система CRH анатоми-
чески и функционально связана с моноаминергическими 
системами, которые, действуя сообща, передают сигналы 
стресса за счет изменения биосинтетической активности 
нейронов разных областей мозга, тем самым вызывая раз-
личные реакции на стресс (Gallagher et al., 2008).

CRH, высвобождаемый внегипоталамическими струк-
турами мозга, вносит непосредственный вклад в поведен-
ческое состояние тревоги, независимо от его влияния на 
гипофиз и симпатическую систему, так как эффект, подоб-
ный тревожному состоянию, после внутрижелудочкового 
введения CRH сохраняется у крыс с гипофизэктомией 
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(Inda et al., 2017). У грызунов повышенная экспрессия 
CRН в головном мозге индуцирует анксиогенный пове-
денческий фенотип (Van Gaalen et al., 2002), тогда как 
по давление экспрессии CRН оказывает анксиолитическое 
действие при базальной и стресс-индуцированной тревоге 
(Henckens et al., 2016). Уровень CRН повышен в головном 
мозге людей, страдающих от связанных со стрессом пси-
хических заболеваний, таких как большое депрессивное 
расстройство и посттравматическое стрессовое расстрой-
ство (ПТСР) (Rasmusson, Pineles, 2018), и в некоторых 
слу чаях нормализуется после лечения антидепрессанта- 
 ми (Inda et al., 2017).

Анксиогенные эффекты CRН связывают с активацией 
рецептора CRНR1. Блокада CRНR1 у грызунов предот-
вращала индуцированный CRН анксиогенный фенотип 
(Zorrilla et al., 2002), а у мышей, у которых отсутствовал 
Crhr1, снижалось проявление тревожного поведения (Mul-
ler et al., 2003). Эти результаты пробудили интерес к роли 
гиперактивации CRНR1 в психопатологии, связанной 
со стрессом, а также открыли возможность применения 
антагонистов CRНR1 как потенциальных анксиолитиков 
и антидепрессантов следующего поколения.

Роль активации CRHR2 в проявлении тревоги и депрес-
сии менее ясна. Существуют две теории, пытающиеся 
объяснить участие CRHR2 в поведенческих эффектах 
CRH. Наиболее распространенная гипотеза состоит в 
том, что активация CRНR2 отвечает за обеспечение фи-
зиологического и психологического гомеостаза и про-
тиводействует начальным эффектам активации CRНR1, 
вызывающим стрессовую реакцию и тревожно-подоб-
ное поведение (Bale, Vale, 2004). Это предположение 
основано на данных, полученных на нокаутных по Crhr2 
мышах, у которых наблюдается повышенный выброс 
кортикостерона при стрессе, анксиогенный фенотип 
(Bale et al., 2000) и увеличение времени восстановления 
после стресса (Issler et al., 2014). Аналогичные проявле-
ния были отмечены у мышей, у которых отсутствовали 
все три урокортина (UCN1–UCN3) – первичные лиганды 
для CRHR2 (Neufeld-Cohen et al., 2010). Альтернативная 
гипотеза о роли CRНR2 заключается в том, что CRНR1 и 
CRНR2 отвечают за противоположные типы поведения, 
связанного со стрессом. CRНR1 опосредует активное за-
щитное поведение (вызванное контролируемым стрес-
сом), а CRHR2 – пассивное копинг-поведение и реакции, 
подобные проявлению депрессии (такие как выученная 
беспомощность, вызванная неконтролируемым стрессом) 
(Maier, Watkins, 2005). Эта гипотеза основана на необходи-
мости передачи сигналов CRНR2 в дорсальном ядре шва 
для сенсибилизации серотонинергических нейронов и раз-
вития депрессивно-подобного фенотипа, возникающего в 
условиях неизбегаемого стресса. Однако есть ряд резуль-
татов, не согласующихся с данными теориями (Janssen, 
Kozicz, 2013). Такое противоречие может быть связано 
с ошибочным определением вклада CRH и связанных с 
ним пептидов и их рецепторов в наблюдаемые эффекты 
вследствие их частично перекрывающихся паттернов рас-
пределения, неабсолютной специфичности активации 
рецепторов: высокие концентрации лиганда действуют 
на оба типа рецепторов, а антагонисты рецепторов не 
обладают специфичностью (Zorrilla et al., 2013). 

Разные типы стрессоров требуют разных физиологиче-
ских ответных реакций, чтобы оптимально справляться 
с ними. Не только природа, но также интенсивность и 
продолжительность стрессорного воздействия оказыва-
ют влияние на необходимый нейрональный ответ (Joels, 
Baram, 2009). Поскольку система CRH реагирует незамед-
лительно, оказывая свое нейромодулирующее действие 
на нейроны-мишени в течение нескольких секунд после 
высвобождения CRH (Gallagher et al., 2008), стоит от-
метить быстрые эффекты передачи сигналов рецепторов 
CRH либо в присутствии, либо в отсутствие хронического 
стресса. 

Существует много данных, указывающих, что в случае 
длительного стресса CRH оказывает эффекты, которые 
в корне отличаются от острых (Maras, Baram, 2012), и 
эти эффекты связаны с депрессивным, а не с тревожным 
фенотипом (Regev et al., 2011). Длительное воздействие 
CRH и активация CRHR1 ухудшают процессы нейропла-
стичности в гиппокампе. Первоначально активирующие 
эффекты CRH in vitro при длительном влиянии CRH 
сменяются снижением возбуждающих постсинаптиче-
ских потенциалов, что блокирует кратко- и долгосрочную 
синаптическую пластичность, а также полимеризацию 
актина. CRH дестабилизирует и, таким образом, истон-
ча ет дендритные шипики, что приводит к уменьшению 
готовых к потенцированию возбуждающих синапсов 
(Chen et al., 2013). Было показано, что эти эффекты опо-  
средованы локальной CRHR1-индуцированной актива-
цией рецепторов NMDA. 

С точки зрения поведения, длительная активация 
CRHR1 как следствие хронического стресса связана с 
нарушением реакции потенциации в гиппокампе. У мы-
шей, у которых отсутствует СRHR1 в нейронах переднего 
мозга, не выявляются негативные последствия хрони-
ческого стресса на обучение и память (Wang X. et al., 
2011), а введение антагониста CRHR1 грызунам дикого 
типа сразу после действия стрессора восстанавливает 
долговременную потенциацию (LTP) и целостность ден-
дритной структуры (Ivy et al., 2010). Таким образом, в 
отличие от положительных эффектов кратковременного 
воздействия базальных уровней CRH, действие пептида 
при сильном стрессе, когда уровень гормона повышен, 
приводит к потере синапсов на более длительный срок 
(Chen et al., 2012). Соответственно у людей с ПТСР часто 
наблюдаются нарушения памяти (Brewin et al., 2007), и 
повторное введение селективного антагониста CRHR1 
предотвращает такое когнитивное нарушение и связанное 
с этим снижение возбудимости нейронов гиппокампа на 
мышиной модели ПТСР (Philbert et al., 2013). Различия 
проявлений краткосрочного и долгосрочного воздействия 
CRH подчеркивают важность тщательного изучения эф-
фектов передачи сигналов CRHR в течение длительного 
периода времени (часов, дней) и важность механизмов, 
стоящих за их постоянством во времени. Такие факторы, 
как возраст, пол и генетика, часто во взаимодействии с 
жизненными событиями, являются основными детерми-
нантами эффектов, наблюдаемых после активации систе-
мы CRH (Koenig et al., 2011).

Дифференциальная экспрессия рецепторов и их лиган-
дов в мозге отражает различные действия, которые CRH 
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оказывает на уровне ЦНС. Результаты показыва ют бо-  
лее сложную модулирующую роль системы CRH, в от-
личие от общепринятой точки зрения, что CRHR1 вызы-
вает тревогу, а CRHR2 опосредует восстановление после 
стресса. Хотя во многих областях мозга, включая BLA, 
BNST и PAG, CRH-опосредованная активация CRHR1 
увеличивает базальную и вызванную стрессом тревогу, 
для других областей мозга наблюдается более сложная 
картина. Например, в бледном шаре активация CRHR1 
связана с анксиолитическими эффектами, тогда как по-
тенциальные анксиогенные эффекты активации CRHR1 
в CeA зависят от силы и длительности стресса (Henry et 
al., 2006). Аналогичная картина наблюдается и в NAc. 
Кроме того, эффекты активации CRHR2, по-видимому, яв-
ляются динамическими и в значительной степени зависят 
от количества эндогенного лиганда и предшествующего 
воздействия. 

Известно, что повторная ежедневная подпороговая ак-
тивация CRH-рецепторов в BNST индуцирует состояние, 
подобное хронической тревожности. Нейроны BNST в 
значительной степени проецируются на нейроны дор-
зального ядра шва (DR), основной источник серотонина 
в мозге. Повторяющаяся активация CRHR в BNST, вы-
зывающая тревожность, увеличивает экспрессию генов 
серотонинергической системы в DR, включая Tph2 (ген 
ключевого фермента синтеза серотонина) и Slc6a4 (ген, 
кодирующий транспортер серотонина (SERT)) (Donner et 
al., 2020). Избыточная экспрессия CRH в нейронах BNST 
избирательно снижает экспрессию CRHR2 в пределах 
дорсомедиального DR и увеличивает проявление эмо-
циональной памяти (Sink et al., 2013). И наоборот, серото-
нинергические проекции от DR к нейронам CRH в BNST 
посредством активации рецепторов 5-HT2C способствуют 
развитию тревожности (Marcinkiewcz et al., 2016). Прямая 
активация нейронов CRH в овальном ядре BNST вызы-
вает тревожное состояние, которое наблюдается после 
хронического стресса. Таким образом, нейроны CRH в 
овальном ядре BNST и серотонинергические нейроны в 
DRD, вероятно, имеют реципрокные связи, которые игра-
ют роль в контроле эмоционального поведения, включая 
защитные поведенческие реакции, подобные тревожным.

Заключение
Влияние стресса на функции мозга разнообразно. Это и 
поведенческая адаптация, и повышение выживаемости, и 
увеличение риска развития психических расстройств, свя-
занных со стрессом. Исходя из представленных данных, 
активность гипоталамической и внегипоталамических 
систем CRH способна детерминировать стрессорный 
от вет. Нарушение в функционировании системы CRH 
связано с возникновением аддикций, тревожных состоя-
ний, посттравматического стрессового синдрома, а также 
большого депрессивного расстройства. Предотвращение 
подобных негативных последствий – важнейшая научно-
практическая задача. Вовлечение CRH в механизмы фор-
мирования такого разнообразия патологий, отражающих 
влияние стресса на функционирование мозга, позволяет 
предполагать, что система внегипоталамического CRH 
может являться потенциальной молекулярной мишенью 
для предотвращения негативных последствий стресса с 

высоким терапевтическим потенциалом, так как хрониче-
ские повышенные концентрации CRH были обнаружены 
в спинномозговой жидкости пациентов с аффективными 
расстройствами, депрессией и посттравматическим стрес-
совым расстройством.
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Аннотация. Приведены результаты изучения биоразнообразия и биотехнологического потенциала галофильных 
микроорганизмов из термального высокоминерализованного Берикейского озера, соленого Тарумовского озера 
и солончаковых почв Прикаспийской низменности (Республика Дагестан). С использованием микробиологических 
методов и метода анализа генов 16S рРНК идентифицированы денитрифицирующие галофильные бактерии родов 
Halomonas и Virgibacillus. Выявлен новый вид Halomonas sp. G2 (MW386470) с 95 % уровнем сходства нуклеотидных 
последовательностей генов 16S рРНК. Штамм G2 – экстремальный галофил, способный расти в диапазоне 5–25 % 
NaCl (оптимум 25 %) и образовывать каротиноидный пигмент. Мезофил (30–37 °С, оптимум 30 °С), нейтрофил (рН 6–8, 
оптимум 7.2–7.4). Хемолитотроф; редуцирует нитрат или нитрит в качестве доноров электронов; ката лазо-,  амилазо-, 
протеазо- и β-галактозидазоположительный; липазо-, оксидазо- и уреазоотрицательный. Не способен гидролизо-
вать инозит, индол; продуцирует лизин, желатин, эктоин; в качестве источника углерода и энергии использует цит-
рат и малат натрия; не продуцирует орнитин, H2S и кислоту из d-маннозы, сахарозы, глицерина, целлобиозы, кроме 
лактозы и d-глюкозы. Восприимчив к триметоприму, ципрофлоксацину, офлоксацину, канамицину, ванкомицину, 
рифампицину, цефуроксиму, ампициллину, цефтазидиму, фосфомицину, кларитромицину, цефепиму, цефаклору. 
Содержание G+C в ДНК 67.3 %. Отличительной характеристикой изолята являлось продуцирование промышленно 
значимых гидролитических ферментов, таких как амилаза, протеаза, β-галактозидаза и оксиредуктазы – каталазы 
при концентрации NaCl в среде 25 %. Местообитание: солончаковые почвы на территории Терско-Кумской низмен-
ности (Республика Дагестан, Россия). Остальные галофильные изоляты H. ventosae G1 (MW386469), H. elon gata  G3 
(MW386471), V. salinarius B2 (MW386472) и V. salinarius B3 (MW386473) имели высокую степень сходства (100 %) с ти-
повыми штаммами H. elongata DSM 2581Т и V. salarius DSM 18441Т; содержание G+C в ДНК составляло 65.8, 66.5, 42.8 
и 37.3 % соответственно. Штаммы имели высокий биотехнологический потенциал при концентрации NaCl в среде 
5 и 25 %. Полученные данные расширили представление о разнообразии и экологическом значении денитрифици-
рующих бактерий в функционировании засушливых экосистем и выявлении штаммов, продуцирующих ферменты 
промышленного значения.
Ключевые слова: бактерии; род Halomonas; род Virgibacillus; соленые озера; почвы; солончаки; биотехнологический 
потенциал.
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Abstract. The article presents the results of studying the biodiversity and biotechnological potential of halophilic microor-
ganisms from the thermal highly mineralized Berikey Lake, the salty Lake Tarumovskoye and saline soils of the Peri-Caspian 
Lowland (Republic of Daghestan). Denitrifying halophilic bacteria of the genus Halomonas and Virgibacillus were identif ied 
using microbiological methods and 16S rRNA gene analysis. A new species Halomonas sp. G2 (MW386470) with a similarity 
of the nucleotide sequences of the 16S rRNA genes is 95 %. Strain G2 is an extreme halophile capable of growing in the 
range of 5–25 % NaCl (optimum 25 %) and forming a carotenoid pigment. Mesophil, 30–37 °С (optimum 30 °С); neutrophil, 
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pH 6–8 (optimum 7.2–7.4). Strain G2 chemolithotroph; reduces nitrate or nitrite as electron donors; catalase-, amylase-, 
protease- and β-galactosidase-positive; lipase-, oxidase- and urease-negative. Not able to hydrolyze inositol, indole; pro-
duces lysine, gelatin, ectoine; uses citrate and sodium malate as a source of carbon and energy; does not produce ornitin, 
H2S or acid from d-mannose, sucrose, glycerol, cellobiose, except for lactose and d-glucose. Susceptible to trimethoprim, 
ciprof loxacin, of loxacin, kanamycin, vancomycin, rifampicin, cefuroxime, ampicillin, ceftazidime, fosfomycin, clarithromy-
cin, cefepime, cefaclor. The G + C content in DNA is 67.3 %. A distinctive characteristic of the isolate was the production of 
industrially signif icant hydrolytic enzymes such as amylase, protease, β-galactosidase, and oxidoreductase (catalase) at a 
NaCl concentration of 25 % in the medium. Habitat: saline soils on the territory of the Tersko-Kumskaya lowland (Republic 
of Daghestan, Russia). The rest of the halophilic isolates of H. ventosae G1 (MW386469), H. elongata G3 (MW386471), V. sa
linarius B2 (MW386472), and V. salinarius B3 (MW386473) had a high degree of similarity (100 %) with the type strains of 
H. elongata DSM 2581Т and V. salarius DSM 18441Т; the content of G + C in DNA was 65.8, 66.5, 42.8 and 37.3 %, respectively. 
The strains had a high biotechnological potential at NaCl concentrations of 5 and 25 % in the medium. The data obtained 
expanded the understanding of the diversity and ecological signif icance of denitrifying bacteria in the functioning of arid 
ecosystems and make it possible to identify strains producing enzymes of industrial importance.
Key words: bacteria of the genus Halomonas and Virgibacillus; salt lakes; salt marshes soils; biotechnological potential.
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Введение
Экстремофильные микроорганизмы представляют боль
шой интерес благодаря их биологической исключитель
ности. Немалая заслуга в изучении природных микробных 
сообществ принадлежит школе российских ученых (За
варзин, 2004; Namsaraev et al., 2010; BonchOsmolovskaya, 
Atomi, 2015). Доминирующее положение в экологических 
нишах с высоким содержанием солей (солнечные соле
варни, океаны и моря, гиперсоленые озера, солончаковые 
почвы, пустыни, растения, соленые продукты) и антро
погенных экосистемах с повышенным уровнем ми не ра
лизации занимают археи и высокоспециализированные 
бактерии родов Alcaligenes, Bacillus, Halobacillus, Virgi
bacillus, Micrococcus и Pseudomonas (Wang et al., 2019; 
Banciu et al., 2020; Begmatov et al., 2020).

Cоленые и гиперсоленые почвы и водоемы являются 
важнейшей составляющей крупнейших экосистем на 
пла нете (Ghosh et al., 2019). Дагестан – уникальная при
родная провинция России, обладающая многообразием 
природных ландшафтов благодаря влиянию тектониче
ских процессов, эрозионной деятельности текучих вод, 
трансгрессивной и регрессивной динамике Каспийского 
моря, засушливому климату. В ряде работ исследуются 
микробные сообщества различных экологических ниш 
этого региона: литотрофные сероокисляющие предста
вители сульфидных источников, углеводородокисляющие 
бактерии геотермального источника Кизлярского место
рождения (Черноусова и др., 2008; Гриднева и др., 2009; 
Халилова и др., 2014).

В высокоминерализованных озерах ТерскоКумской 
низменности с повышенной соленостью формируются 
условия для существования галофильных бактерий. Мик
роорганизмы из экстремальных мест обитаний являются 
продуцентами ценных, промышленно значимых фермен
тов, антибиотиков, могут участвовать в биодеградации 
почв, обладают повышенной устойчивостью к контами
нации посторонней микрофлорой (Corral et al., 2020).

Нами проведены исследования пространственного 
рас пределения галофильных микробных сообществ рас
тенийгалофитов, засоленных почв и высокоминерали
зованных озер в засушливых регионах Прикаспийской 

низменности (Халилова и др., 2017, 2020). Показано, что 
основными компонентами микробной флоры Терско
Кумской и ТерскоСулакской провинций были хемоорга
ногетеротрофные бактерии родов Virgibacillus, Bacillus, 
Halomonas и Salimicrobium из филумов Firmicutes и Pro
teobacteria. Выявлена значительная корреляция между 
изолированными микробными сообществами и концен
трациями химических элементов и соединений (Na, K, 
Ca, Mg, Cl, Cu, Sr, SO4, Cl, HCO3), служащими одними из 
главных регуляторов микробиологической активности в 
почвах и озерах.

Целью настоящей работы было молекулярнотаксо
номическое исследование изолированных галофильных 
бактерий и изучение их биотехнологического потенциала.

Материалы и методы
Объектом исследований служили природные микроб
ные сообщества соленых водоемов и почв на территории 
Прикаспийской низменности Республики Дагестан (Ха
лилова и др., 2020) (табл. 1). Пробы отобраны в июле
сентябре 2014 г.

Культивирование. Для культивирования галофиль
ных бактерий использовали модифицированную среду 
следующего состава (г/л): bacto yeast extract – 10.00, 
Na3C6H5O7 ∙ 5.5H2O – 3.0, NaCl – 50, 100, 250, KCl – 2.0, 
МgSO4 ∙ 7H2O – 20.0, глицерин – 4.0 (Пат. РФ № 2115722, 
1998; Пат. РФ № 2323226, 2008). В качестве субстрата при
меняли bactopeptone (Difco, Испания) – 5 г/л; рН среды 
корректировали 1N HCl или 4М KOH (Россия) до 7.2–7.4 
с помощью рНметра Hanna Instrumentals pH 211 (Герма
ния). Инкубирование культур осуществляли в микробио
логическом инкубаторе Binder115 (США) при рабочей 
температуре (30–37) ± 1 °С в течение 3–20 дней.

Морфологию бактериальных клеток (морфология 
клеток, подвижность, наличие спорообразования) изучали 
с помощью светового микроскопа СХ21 FS1 (Olympus, 
Япония) и цифровой фотокамеры PoverShot A640 (Canon, 
Япония) при рабочем увеличении ×600.

Эколого-физиологические характеристики роста 
(тем пература, рН, соленость). Влияние концентрации 
NaCl (0, 5, 10, 15, 25 %, вес:объем) в количестве 2 % от 
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объема среды на рост клеток в жидких и твердых средах 
определяли при 30–37 °С в инкубаторе Binder115 (США). 
Рост отслеживали с 24часовыми интервалами в течение 
7 дней путем измерения мутности на спектрофотометре 
Genesys-20 (Thermo Spectronic, CША). Влияние темпе
ратуры (30 и 37 °С) на скорость роста устанавливали 
культивированием при тех же условиях.

Воздействие субстратов роста (усвоение органических 
кислот, образование кислоты из углеводов, восстановле
ние нитратов в нитриты) изучали стандартными методами 
(Gordon, Smith, 1953; Holt et al., 1997; Нетрусов и др., 
2005).

Акцепторы электронов. Способность к использова
нию нитрата в качестве акцептора электронов определяли 
с применением дисков BD BBL Taxo Differentiation Discs 
Nitrate (Becton Dickinson and Company, Австралия), со
гласно инструкции фирмыпроизводителя. Диски про
питаны раствором, содержащим 40 % нитрата калия и 
0.1 % молибдата натрия. Восстановление нитрата до 
нитрита исследовали добавлением сульфаниловой кис
лоты и N,N диметилαнафтиламина, который реагирует 
с ни тритом с образованием вещества, имеющего красную 
окраску, – ncульфобензолазоαнафтиламина (положи
тельный результат). При отсутствии изменения окраски 
после добавления реагентов (отрицательный результат) 
добавляли цинковую пыль для обнаружения невосста
новленного нитрата или продуктов, отличных от нитрита.

Ферментативная активность. Бактерии, продуци
рующие гидролазу, подвергали скринингу на чашках 
с крахмалом, трибутирином и желатиновым агаром на 
амилазу, протеиназу, βгалактозидазу, лактазу, липазу, 
уреазу, а также на оксиредуктазы (каталазы, оксидазы) в 
зависимости от концентраций NaCl.

Амилазную активность изучали на элективной среде 
(крахмал 1.0 %, пептон 0.5 %, дрожжевой экстракт 0.3 %, 
NaCl 1.0 %). Изоляты инкубировали при 45 °С в течение 
24–36 ч, тестировали раствором Люголя (10.0 г калия 
йодида, 5 г йода, 100 мл дистиллированной воды). По
тенциальные продуценты амилазы выбирали на основе 

отношения диаметра зоны клиренса к диаметру колонии. 
Протеазу определяли на средах с агаром и 10 % обезжи
ренным молоком; βгалактозидазу (лактазу) – с помо
щью индикаторных дисков, пропитанных специальным 
реактивом (ортонитрофенилβdгалактопиранозидом, 
Conda, Испания). Уреазу проверяли с использованием 
CLO теста (KimberlyClark, США); липазу – на чашках 
с 1 % трибутирином. Изоляты, показавшие четкие зоны 
гидролиза трибутирина, были идентифицированы как 
бактерии, продуцирующие липазу.

Определение оксиредуктаз: каталаза – с использова
нием 3 % H2O2 в качестве субстрата в среде в течение 
24–48 ч, оксидаза – методом Ковача (Steel, 1961). Все 
скрининговые тесты на ферментативную активность были 
выполнены в трех повторностях. Инкубация бактерий 
осуществлялась при 37 °С в течение 7 дней.

Устойчивость к антибиотикам (триметоприм, ципро
флоксацин, офлоксацин, канамицин, ванкомицин, рифам
пицин, цефуроксим, ампициллин, цефтазидим; фосфоми
цин, кларитромицин, цефепим, цефаклор) изучали по ин
тенсивности бактериального роста на базовой агаризован
ной среде «В» в чашках Петри с помощью стандартных 
дисков «Системы индикаторные бумажные для иденти
фикации микроорганизмов» НПО «Микроген» (холдинг 
«Нацимбио», Россия) с 10–30 мкг антимикробного агента 
(Вaumann P., Baumann L., 1986).

G + C состав и филогенетический анализ. Выделе
ние геномной ДНК проводили согласно методам (Mar
mur, 1961; Thomas et al., 1997). Нуклеотидный состав ДНК 
определяли термической денатурацией (0.5 °C·мин–1) с 
использованием спектрофотометра Cary100 Bio UVVIS 
(Varian, Aвстралия). Содержание G + C в составе ДНК – по 
методике (Owen et al., 1969). В качестве стандарта при
меняли ДНК Escherichia coli K12 (51.7 %).

Для филогенетического анализа ДНК из образцов вы
деляли модифицированным щелочным методом Бирн
бойма–Доли (Birnboim, Doly, 1979) и с помощью Wizard
технологии фирмы Promega (США) (Булыгина и др., 2002). 
Концентрация полученного препарата ДНК при этом 

Таблица 1. Штаммы галофильных бактерий и источники отбора проб

Номер 
штамма

Место выделения Характеристика источника

G1 Терско-Кумская низменность,
оз. Тарумовское
(44°23’28” N, 46°33’55” E)

Вода хлоридно-гидрокарбонатно-сульфатно-натриевая, минерализация 73.5 г/л,  
температура 50–60 °С, рН 7.2–7.4
Концентрация доминирующих катионов, мг/л: Na+ – 23.0, Ca2+ – 1.56, K+ – 1.36,  
Mg2+ – 0.1, Sr2+ – 0.27, Li+ – 0.08; анионов: Cl– – 44.0, HCO2–

         3  – 1.1, SO2–
     4  – 0.12.  

В минорном количестве присутствовали катионы Cu2+, Pb2+, Cd2+ и NH+
      4

G2 Терско-Кумская низменность,
почва, солончак типичный
(44°04’25” N, 46°32’10” E)

Почва – гидроморфное хлоридно-сульфатно-натриевое засоление; средние данные 
зимнего и летнего периода: температура 1.5–3.5 °С, +30…+46 °С; рН 8.0–9.0

G3

B2 Терско-Сулакская низменность,
оз. Берикейское
(42°13’25” N, 48°04’38” E)

Вода хлоридно-гидрокарбонатно-сульфатно-натриевая, минерализация 76.5 г/л,  
температура 55–60 °С, рН 6.4–6.5
Концентрация доминирующих катионов, мг/л: Na+ – 25.4, Ca2+ – 2.5, K+ – 0.59, В+ – 0.33, 
Mg2+ – 0.3, Sr2+ – 0.26, Ва+ – 0.23, Br+ – 0.165, Li+ – 0.11; анионов: Cl– – 46.0, HCO2–

         3  – 1.35, 
SO2–
     4  – 0.24; кислот: H3BO3 – 0.33, H2SiO3 – 0.15 г/л. В минорном количестве присутство-
вали катионы Cu2+, Pb2+, Cd2+, As3+, Rb+, Cs+, Fe2+, NH+

      4  и анионы SO2–
     4 , I–

B3
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методе составляла 30–50 мкг/мл. РНК в препарате присут
ствует в следовых количествах (менее 1 %, согласно дан
ным электрофоретического анализа, – не представлены).

Для проведения полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
и дальнейшего секвенирования ПЦРфрагментов гена 16S 
рРНК для каждого из исследуемых образцов были ис
пользованы универсальные праймерные системы, позво
ляющие детектировать как эубактерии (11f1492r) (Lane, 
1991), так и археи (8faA915R) (Колганова и др., 2002). 
Объем амплификационной смеси составлял 50 мкл и имел 
следующий состав: 1× буфер ДНК полимеразы BioTaq 
(17 мМ (NH4)2SO4, 67 мМ TrisHCl, рН 8.8, 2 мМ MgCl2), 
по 12.5 нмоль каждого из dNTP, 50 нг ДНКматрицы, по 
5 пмоль соответствующих праймеров и 3 ед. ДНК полиме
разы BioTaq (Диалат ЛТД, Россия). Температурновремен
ной профиль ПЦР: первый цикл – 94 °С × 9 мин, 55 °С × 
1 мин, 72 °С × 2 мин; последующие 30 циклов – 94 °С × 
1 мин, 55 °С × 1 мин, 72 °С × 2 мин; завершающий цикл – 
72 °С × 7 мин. Продукты ПЦР анализировали при помощи 
электрофореза в 2 % агарозном геле при напряженности 
электрического поля 6 В/см. Выделение и очистку про
дуктов ПЦР проводили из легкоплавкой агарозы с при
менением набора реактивов WizardPCRPreps (Promega, 
США) согласно рекомендациям производителя.

Секвенирование ПЦРпродуктов выполняли в Центре 
«Биоинженерия» РАН, Москва, по методу (Sanger et al., 
1977) с помощью набора реактивов BigDyeTermina torv.3.1 
на генетическом анализаторе ABIPRIZM 3730 (Applied 
Bio systems, США). Для секвенирования использовали 
стандартные праймеры (Camacho et al., 2009).

Анализ последовательностей 16S рРНК. Первичный 
анализ сходства нуклеотидных последовательностей генов 
16S рРНК изучаемых штаммов проводили в программе 
BLAST на сайте https://blast.ncbi.nlm.nih.gov (Van de Peer, 
De Wachter, 1994).

Последовательности генов 16S рРНК всех изучаемых 
штаммов депонированы в GenBank: G1 – MW386469, 
G2 – MW386470, G3 – MW386471, B2 – MW386472, 
B3 – MW386473.

Результаты и обсуждение
Штаммы галофильных бактерий G1, G2, G3, В2 и В3, вы
деленные из соленых озер и солончаков ТерскоКумской и 
ТерскоСулакской низменностей, росли при температуре 
30–37 °С и рН 6.4–7.4. Культуры демонстрировали устой
чивый рост на агаризованной элективной среде в присут
ствии 5–25 % NaCl с оптимумом 5, 10, 25 %, что указыва ло 
на их принадлежность к умеренным и экстремальным 
галофилам в соответствии с известной классификацией 
(Kushner, Kamekura, 1988).

Определено филогенетическое положение выделенных 
штаммов. Для этого проанализированы последовательно
сти генов 16S рРНК новых галофильных штаммов и про
ведено сравнение их с последовательностями 16S рРНК 
валидно описанных видов бактерий. Анализ показал, что 
новые изоляты относятся к двум родам бактерий, также 
содержащих галофильные микроорганизмы Halomonas 
и Virgibacillus (табл. 2, рис. 1). При этом штамм G2 пред
ставляет новый вид в роде Halomonas. Штаммы H. vento
sae G1 (MW386469) и H. elongata G3 (MW386471), по всей 

видимости, относятся к видам H. ventosae и H. elongata 
соответственно, а штаммы V. salinarius B2 (MW386472) и 
V. salinarius B3 (MW386473) – к группе видов, родствен
ных V. salinarius.

Характеристика штамма Halomonas sp. G2
Основным объектом дальнейших исследований являлся 
штамм Halomonas sp. G2. Содержание G + C в ДНК штам
ма составляло 67.3 %.

Морфология клеток и колоний. Палочковидные грам
отрицательные подвижные палочки размером 0.8–1.0 × 
1.5–3.0 мкм. Клетки встречались поодиночке, парами 
или короткими цепочками (рис. 2, г). Подвижность кле
ток обес печивалась за счет одного или двух боковых 
жгутиков, расположенных с одной стороны клетки. На 
элективной твердой среде штамм демонстрировал актив
ный рост колоний округлой формы с волнистым краем, 
желтого и темнопалевого цвета с блеском. С увеличением 
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Рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное методом максималь-
ного правдоподобия (Maximum Likelihood method) на основе модели 
Tamura–Nei (Tamura, Nei, 1993) и MEGA 6 (Tamura et al., 2013).
Всего использовано 18  последовательностей с минимальной длиной 
1381  нуклеотид. Бар соответствует двум заменам на 100  нуклеотидов. 
 Значения Bootstrap (500 повторов) показаны рядом с ветвями дерева.

Таблица 2. Сходство гена 16S рРНК галофильных бактерий, 
выделенных из соленых озер и солончаков Прикаспийской 
низменности, с наиболее близкородственными видами

Штамм Ближайшие  
родственные виды

Уровень сходства последова-
тельностей генов 16S рРНК, %

G1 Halomonas ventosae 99.0

G2 Halomonas sp. 96.8

G3 Halomonas elongata 100

B2 Virgibacillus salinarius 100

B3 Virgibacillus salinarius 100
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Дифференцирующие характеристики штамма G2 пред
ставлены в табл. 3. Штамм имел положительную реак цию 
на лизин, желатин, эктоин, лактозу и dглю козу; утили
зировал цитрат и малонат Na. Тесты на βга лак то зидазу, 
амилазу, протеазу и каталазу положительные; на оксидазу, 
липазу и уреазу – отрицательные. В анаэробных условиях 
рост не происходит.

Чувствительность к антибиотикам. Культура G2 от
личалась чувствительностью к триметоприму из группы 
сульфаниламидов; фторхинолонам первого и второго 
поколения (ципрофлоксацин, офлоксацин, канамицин); 
ванкомицину из макролидной группы; рифампицину из 
группы рифамицинов; цефуроксиму и ампициллину из 
группы пенициллинов; антибиотикам третьего поколения 
цефалоспоринов из группы макролидов (цефтазидим, 
фосфомицин и кларитромицин); антибиотикам четвертого 
поколения цефалоспоринов (цефепим, цефаклор).

Характеристика изолятов G1, G3, B2, B3
Палочковидные подвижные клетки штаммов G1, G3 
имели размеры 0.6–0.8 × 1.6–1.9 мкм (G1) и 0.7–1.0 × 
1.5–2.5 мкм (G3) (см. рис. 2, в, д). Наблюдались одиночные 
клетки и цепочки из них. Подвижность обеспечивалась за 
счет жгутиков, расположенных с одной стороны клетки. 
Клетки штаммов B2 и B3 – подвижные, в форме палочек 
размерами 0.5–0.7 × 1.0–2.5 мкм (B2) и 0.2–0.7 × 1.0–
5.0 мкм (B3). Образовывали эндоспоры. Биомасса изоли
рованных штаммов на среде МПА представлена цепочкой 
расположенных друг за другом колоний, различающихся 
формой, цветом, размером, пигментом и морфологией (см. 
рис. 3, а, б). На элективной агаровой среде с 5–25 % NaCl 
(G1, G3) и 5–10 % NaCl (B2, B3) культуры формировали 
колонии c липохромным пигментом.

Результаты филогенетического анализа последова
тельностей генов 16S рРНК свидетельствовали о том, 
что ближайшим типовым штаммом (100 %) для G1 и 
G3 являлcя штамм H. elongata DSM 2581Т, для B2 и 
B3 – V. salarius DSM 18441Т. На дендрограмме культуры 
образовали общий с типовыми штаммами кластер, что 
позволяло причислить изолированные культуры к этим 
видам. Родственными культурами для G1 и G3 были 
H. ventosae GQ903443, H. elongata NR 074782; для B2 и 
B3 – V. salarius MK785132, B. brevis JF802177, V. olivae 
NR 043572, H. arcis MK063873, V. salarius NR 041270, 
которые объединены типичными признаками умеренных 
и экстремальных галофилов.

а

в

б

г

Рис.  2.  Морфология клеток штаммов из проб воды и почвы: а  – V.  salinarius  B2; б  – V.  salinarius  B3; в  – H.  elongata  G1; г  – Halomonas  sp.  G2;  
д – H. elongata G3.
Световая микроскопия, увеличение ×600.

Рис. 3. Рост выделенных чистых культур бактерий на МПА: а – V. sali
narius  B2; б  – V.  salinarius  B3; в  – H.  elongata  G1, Halomonas  sp.  G2;  
г – H. elongata G3.

концентрации NaCl в среде культивирования в колониях 
бежевого цвета появлялся яркий каротиноидный пигмент. 
На мясопептонном агаре (МПА) образовывал гладкие 
блестящие, светлобежевые с розовинкой, мелкие колонии 
округлой формы и с волнистым краем, расположенные 
близко друг к другу цепочкой и переходящие в сплошной 
рост. Во всех вариантах наблюдалась мажущаяся конси
стенция (рис. 3, г).

Физиология роста штамма (температура, рН, соле
ность). При определении оптимальных параметров роста 
штамм G2 отнесен к мезофилам (от 30 до 37 °С, оптимум 
30 °С) и умеренным алкалофилам (рН 6–8, оптимум 
7.2–7.4). Как представитель рода Halomonas, способен 
расти в широком диапазоне концентрации NaCl – от 10 до 
25 %, с оптимумом 25 %; экстремальный галофил.

Акцепторы электронов, влияние субстратов, от-
ношение к кислороду. Штамм G2 способен осуществ
лять денитрификацию, используя в качестве акцептора 
электронов нитраты, восстанавливая их до нитритов.

а б в г д
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Отличительными характеристиками, дифференцирую
щими культуры H. ventosae G1 и H. elongata G3, являлись: 
оптимум роста при 5–25 % NaCl против 32 %; рН 7.2–7.4 
против 7–9; отсутствие утилизации сахарозы, глицери
на, dманнозы, целлобиозы, лактозы и продуцирования 
уреа зы, оксидазы и протеазы (исключение G3) при кон
центрации NaCl в среде 5–25 % (см. табл. 3). Для штам
мов V. salarius B2 и B3 в сравнении с типовым V. salarius 
DSM 18441Т такими признаками служили: отсутствие по
требности в dманнозе, способность к продуцированию 
ферментов амилазы, протеазы и βгалактозидазы при кон
центрации NaCl в среде 5–10 % (табл. 4).

Характеристика родов Halomonas и Virgibacillus
Далее мы приводим краткое описание штамма нового 
вида Halomonas sp. G2 и галофильных штаммов H. ven
tosae G1, H. elongata G3, V. salinarius B2, V. salinarius B3, 
сделанное на основании проведенных фенотипических и 
генетических исследований.

В настоящее время род Halomonas включает 91 вид, 
среди которых H. elongata выступает как типовой (http://

www.bacterio.cict.fr/h/halomonas.html). Впервые семейство 
Halomonadaceae было описано в 1988 г. при объединении 
умеренно галофильных и морских бактерий родов Deleya 
и Halomonas (Franzmann et al., 1988). В течение последних 
трех десятилетий многие виды были отнесены к роду 
Ha lomonas, домену Bacteria, филу Proteobacteria, классу 
Gam maproteobacteria, порядку Oceanospirillales, семейству 
Halomonadaceae; однако на момент написания 7 видов 
реклассифицированы. Представители рода – грамотрица
тельные факультативные анаэробы, аэробы, прототрофы, 
мезофилы, денитрифицирующие. Продуцируют экзопо
лисахариды; преимущественно используют кислород, 
нитрат или нитрит в качестве акцептора электрона; в ус
ловиях солевого стресса синтезируют эктоин, обеспечи
вающий защиту клеток от неблагоприятных воздействий 
окружающей среды (Schwibbert et al., 2011).

Род Virgibacillus создан в результате реклассификации 
рода Bacillus после анализа вида Virgibacillus pantothen
ticus (Heyndrickx et al., 1998; Heyrman et al., 2003). На 
данный момент род состоит из 27 видов, представители 
которых являются грамположительными облигатными 

Таблица 3. Сравнительные дифференцирующие признаки новых штаммов рода Halomonas  
и типового штамма H. elongata DSM 2581Т

Фенотипические признаки H. ventosae G1 
(MW386469)

Halomonas sp. G2
(MW386470)

H. elongata G3 
(MW386471)

H. elongata DSM 2581Т

(Vreeland et al., 1980; Schwibbert 
et al., 2011; Kindzierski et al., 2017)

Восстановление NO3 в нитриты + + + +

Субстраты

эктоин + + + +

желатин + + + +

орнитин + – + +

лизин + + + +

цитрат натрия + + – +

малонат натрия + + + Н

сахароза – – – +

глицерин – – – +

d-манноза – – – +

целлобиоза – – – +

лактоза – + – +

d-глюкоза + + + +

Продуцирует ферменты

оксидаза – – – –

уреаза – – – +

липаза + – – Н

β-галактозидаза + + + +

каталаза + + + +

амилаза + + + –

протеаза + + – –

Содержание G + C  в геномной ДНК, % 65.8 67.3 66.5 63.6

Примечание. «+» – положительно; «–» – отрицательно; «н» – не исследовано.

https://doi.org/10.1601/nm.2494
http://www.bacterio.cict.fr/h/halomonas.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halomonas.html
https://wiki2.org/en/Bacteria
https://ru.qwe.wiki/wiki/Oceanospirillales
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Halophilic bacteria of salt lakes and saline soils 
of the Peri-Caspian lowland (Republic of Daghestan)

аэробами или факультативными анаэробами, умеренными 
галофилами, хемотаксономичными; основная жирная 
кислота – С15:0 (Lee et al., 2012).

Штамм нового вида Halomonas sp. G2. Клетки штам
ма G2 – капсулированные подвижные аэробные грам от
рицательные палочки, 0.8–1.0 × 1.5–3.0 мкм. Встречались 
поодиночке или цепочкой из 2–4 сцепленных между собой 
клеток. Штамм G2 – экстремальный галофил, способен 
расти в диапазоне 10–25 % NaCl (оптимум 25 %) и обра
зовывать каротиноидный пигмент. На элективной твердой 
среде с 25 % NaCl формирует колонии округлой формы 
с волнистым краем, бежевого цвета с блеском, образуя 
участки яркого каротиноидного пигмента. Штамм растет 
на мясопептонном бульоне. Мезофил, температурный 
диапазон 30–37 °С (оптимум 30 °С). Нейтрофил, рН 6–8 
(оптимум 7.2–7.4). Штамм денитрифицирующий, хемо
литотрофен. Редуцирует нитрат или нитрит в качестве до
норов электронов; каталазо, амилазо, протеазо и βга  
лактозидазоположительный; липазо, оксидазо и уреа
зоотрицательный. Не способен гидролизовать инозит, 
индол; продуцирует лизин, желатин, эктоин; в качестве 
источника углерода и энергии использует цитрат и ма
лат натрия; не продуцирует орнитин; H2S и кислоту из 
dманнозы, сахарозы, глицерина, целлобиозы, кроме 

лактозы и dглюкозы. Восприимчив к триметоприму, ци
профлоксацину, офлоксацину, канамицину, ванкомицину, 
рифампицину, цефуроксиму, ампициллину, цефтазидиму, 
фосфомицину, кларитромицину, цефепиму, цефаклору. 
Содержание G + C в ДНК 67.3 %.

На основании физиологических, биохимических и 
филогенетических свойств штамм G2 представляет со
бой новый вид, получивший название Halomonas sp. G2. 
Отличительная характеристика изолята – продуциро
вание гидролитических ферментов протеазы, амилазы, 
βга лактозидазы и оксиредуктазы – каталазы при 25 % 
концентрации NaCl в среде.

Местообитание: почва (солончак типичный) на терри
тории ТерскоКумской низменности (Республика Даге
стан, Россия).

Штаммы Halomonas ventosae G1 (MW386469) и Ha
lomonas elongata G3 (MW386471). Штаммы Halomo
nas G1 и G3 – аэробы, грамотрицательные, денитрифи
цирующие; мезофилы, прототрофы, хемолитотрофы и 
экстремальные галофилы (от 5 до 25 % NaCl). Не спо
собны гидролизовать инозит; продуцируют лизин, орни
тин, желатин, эктоин; редуцируют нитрат или нитрит в 
качестве доноров электронов; утилизируют цитрат (ис
ключение G3) и малонат натрия как источник углерода 

Таблица 4. Сравнительные дифференцирующие признаки  
галофильных штаммов V. salarius В2 и В3 с типовым V. salarius DSM 18441T

Фенотипические признаки V. salarius В2 
(MW386472)

V. salarius В3 
(MW386473)

V. salarius DSM 18441T (SA-Vb1T = JCM 12946T) 
(Hua et al., 2008)

Н2S – – –

Восстановление NO3 в нитриты + + –

Субстраты

индол – – –

эскулин Н Н +

лизин – + +

цитрат натрия + + –

малонат натрия – – –

d-манноза – – +

d-глюкоза + + +

желатин + + +

инозит – – –

Продуцирует ферменты

оксидаза – – +

лактоза – – Н

уреаза – – –

β-галактозидаза + + Н

каталаза + + +

амилаза + + Н

протеаза + + Н

Содержание G + C в геномной ДНК, % 42.8 37.3 37.3

Примечание. «+» – положительно; «–» – отрицательно; «н» – не исследовано.
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и энергии; не продуцируют H2S и кислоту из dманно зы, 
сахарозы, глицерина, целлобиозы, кроме dглюкозы. 
Со держание G + C в ДНК для G1 и G3 составляло 65.8 и 
66.5 % соответственно. На основании фенотипической и 
генотипической характеристик изолированные бактерии 
классифицированы как H. ventosae G1 (MW386469) и 
H. elongata G3 (MW386471).

Местообитание: солончаковые почвы (Тарумовский 
район, Кочубейская биосферная станция) и оз. Тарумов
ское на территории ТерскоКумской низменности (Ре
спублика Дагестан, Россия). Типовой штамм H. elongata 
DSM 2581Т выделен при микробиологическом исследо
вании оборудования для добычи соли из рапы (Нидер
ландские Антильские острова, южный остров Бонайре).

Штаммы V. salinarius В2 (MW386472) и В3 
(MW386473). Штаммы грамположительные; являются 
мезофилами, нейтрофилами, хемолитотрофами, умерен
ными галофилами (оптимум 5 и 10 % NaCl). Культуры не 
способны гидролизовать инозит, малонат натрия; не про
дуцировали лизин (исключение В3), индол, H2S и кислоту 
из dманнозы, сахарозы, кроме dглюко зы; редуцировали 
нитрат до нитрита; способны к утилизации полипептид
ного субстрата желатина и цитрата натрия как источни
ка углерода. Содержание G + C в ДНК штаммов B2 и B3 
составляло 42.8 и 37.3 % соответственно. На основании 
фенотипической и генотипической характеристик выде
ленные культуры классифицированы как штаммы V. sa
linarius В2 (MW386472) и V. salina rius В3 (MW386473).

Местообитание: вода техногенного высокоминерали
зованного Берикейского озера (Дербентский район, Ре
спублика Дагестан, Россия). Типовой штамм Virgibacillus 
salarius DSM 18441Т выделен из соляной корки оз. Гарса 
в ШоттэльГарса (Сахара) в Тунисе (Hua et al., 2008).

Биотехнологическая значимость  
галофильных мик роорганизмов 
Галофильные бактерии все чаще изу чают на предмет их 
биотехнологического потенциала для производства био
химически активных и устойчивых ферментов к щелоч
ному значению pH, высокой температуре и концентрации 
солей (Di Donato et al., 2019; Liu et al., 2019). Эти много
плановые свойства привлекатель ны для различных отрас
лей (DelgadoGarcía et al., 2012), таких как производство 
ферментированных пищевых продуктов, текстильная, 
фармацевтическая, косметическая и кожевенная промыш
ленность (De Lourdes Moreno et al., 2013). Большинство 
продуцентов внеклеточных гидролитических ферментов 
липазы, амилазы, протеазы, инулиназы, ксиланазы, цел
люлазы, ДНКазы и пектиназы являются галофильными 
бактериями, в том числе штаммами родов Halomonas и 
Virgibacillus (CiraChávez et al., 2018; Liu et al., 2019; Kai
touni et al., 2020; Varrella et al., 2020).

Выделение природных штаммов в наших исследовани
ях позволило обнаружить новый вид Halomonas sp. G2 
(MW386470) и новые штаммы Halomonas G1 (MW386469) 
и G3 (MW386471), Virgibacillus B2 (MW386472) и B3 
(MW386473), способные к продуцированию гидролити
ческих ферментов (амилаза, протеаза, лактаза, липаза, 
уреаза, βгалактозидаза) и оксиредуктаз (каталаза, ок
сидаза).

Заключение
Настоящие исследования подтвердили биотехнологиче
ское и научное значение галофильных денитрифицирую
щих бактерий, обитающих в экстремофильных экологи
ческих нишах Прикаспийской низменности Республики 
Дагестан. Показано, что изолированные нами штаммы 
бактерий родов Halomonas и Virgibacillus не являются 
строго приуроченными к обитанию в соленых озерах и 
поч вах Прикаспийской низменности (Республика Даге
стан, Россия), а имеют широкий ареал распространения, 
включающий экологические ниши о. Бонайре (Нидер
ландские Антильские острова) и Туниса. Выделение и 
изу чение природных штаммов позволило обнаружить но
вый вид Halomonas sp. G2 и дополнить коллекцию уже 
известных штаммов, продуцирующих промышленно зна
чимые ферменты, такие как амилаза, протеаза, лактаза, 
липаза, уреаза, βгалактозидаза, каталаза и оксидаза.
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Аннотация. Проанализированы 72 клинических штамма Klebsiella spp., изолированных в Новосибирске из образ-
цов, полученных от людей. Проведена видовая идентификация штаммов по последовательностям генов 16S рРНК 
и rpoB. Показано, что в популяции клебсиелл доминировали штаммы Klebsiella pneumoniaе (57 штаммов), остальные 
15 штаммов относились к видам K. grimontii, K. aerogenes, K. oxytoca и K. quasipneumoniae. Методом молекулярного 
серотипирования с использованием последовательности гена wzi штаммы K. pneumoniae были отнесены к двадца-
ти одному K-cеротипу, при этом большую долю составляли вирулентные серотипы K1 и K2. Выявлено, что штаммы 
K. pneumoniae, полученные от госпитализированных пациентов, обладали максимально выраженной резистентно-
стью к различным классам антибиотиков в отличие от остальных видов клебсиелл. Методом ПЦР в реальном вре-
мени обнаружено, что в исследованной популяции присутствуют гены семейств blaSHV, blaTEM, blaCTX и ген blaOXA-48 , 
являющиеся генетическими детерминантами резистентности к бета-лактамам. Показано, что присутствие последо-
вательности blaCTX коррелирует с продукцией штаммом бета-лактамаз расширенного спектра, а фенотипическая 
устойчивость к карбапенемам обусловлена наличием гена blaOXA-48 . При этом генов карбапенемаз vim, ndm, kpc, imp 
обнаружено не было. Cреди исследованных генов устойчивости к аминогликозидам были найдены гены aph(6)-Id и 
aadA,  однако их наличие не всегда совпадало с фенотипической резистентностью. Устойчивость к фторхинолонам 
у большинства штаммов сопровождалась присутствием генов aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB, qnrB и qnrS в различных ком-
бинациях, при этом наличие только генов oqxA и/или oqxB не коррелировало с устойчивостью к фторхинолонам. 
Таким образом, обнаружение blaCTX и blaOXA-48 может быть использовано для быстрого выявления продукции бета- 
лактамаз расширенного спектра и определения резистентности клебсиелл к карбапенемам, а выявление генов 
aac(6’)-Ib- cr и/или qnrB/qnrS – для быстрого определения устойчивости к фторхинолонам.
Ключевые слова: Klebsiella; молекулярное серотипирование; бета-лактамы; фторхинолоны; аминогликозиды; бета-
лактамазы расширенного спектра; металло-бета-лактамазы; диско-диффузионный анализ; генетические детерми-
нанты антибиотикорезистентности.
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Abstract. 72 clinical strains of Klebsiella spp. isolated from samples obtained from humans in Novosibirsk, Russia, were 
analyzed. Species identif ication of strains was performed using 16S rRNA and rpoB gene sequences. It was revealed that 
Klebsiella pneumoniae strains were dominant in the population (57 strains), while the remaining 15 strains were K. grimontii, 
K. aerogenes, K. oxytoca and K. quasipneumoniae. By molecular serotyping using the wzi gene sequence, K. pneumoniae 
strains were assigned to twenty-one K-serotypes with a high proportion of virulent K1- and K2-serotypes. It was found that 
K. pneumoniae strains isolated from the hospitalized patients had a higher resistance to antibiotics compared to the other 
Klebsiella species. Real-time PCR revealed that the population contained genes of the blaSHV, blaTEM, blaCTX  families and the 
blaOXA-48 gene, which are the genetic determinants of beta-lactam resistance. It has been shown that the presence of the 
blaCTX sequence correlated with the production of extended-spectrum beta-lactamases, and phenotypic resistance to car-
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bapenems is due to the presence of the blaOXA-48 gene. At the same time, the carbapenemase genes vim, ndm, kpc, imp were 
not detected. Among the aminoglycoside resistance genes studied, the aph(6)-Id and aadA genes were found, but their 
presence did not always coincide with phenotypic resistance. Resistance to f luoroquinolones in the vast majority of strains 
was accompanied by the presence of the aac(6’)-IB-cr, oqxA, oqxB, qnrB, and qnrS genes in various combinations, while the 
presence of the oqxA and/or oqxB genes alone did not correlate with resistance to f luoroquinolones. Thus, the detection of 
blaCTX and blaOXA-48 can be used to quickly predict the production of extended-spectrum beta-lactamases and to determine 
the resistance of Klebsiella to carbapenems. The detection of the aac(6’)-Ib-cr and/or qnrB/qnrS genes can be used to quickly 
determine resistance to f luoroquinolones.
Key words: Klebsiella; molecular serotyping; beta-lactam; f luoroquinolone; aminoglycoside; extended-spectrum beta-lacta-
mases; metallo-beta-lactamases; disco-diffusion analysis; genetic determinants of antibiotic resistance.
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Введение
Клебсиеллы представляют собой род грамотрицатель
ных инкапсулированных неподвижных бактерий, отно
сящихся к семейству Enterobacteriaceae порядка Entero
bacteriales. Род насчитывает более 12 видов, из которых 
чаще всего встречаются Klebsiella pneumoniae и K. oxy
toca. Клебсиеллы являются частью нормальной микро
биоты желудочнокишечного тракта, кожных покровов и 
верхних дыхательных путей здоровых людей (Broberg et 
al., 2014). В то же время они служат одной из наиболее 
распространенных причин как нозокомиальных, так и 
внебольничных инфекций, включая инфекции мочевы
водящих путей, бактериемию, пневмонию, неонатальный 
абсцесс и гнойный абсцесс печени (Podschun, Ullmann, 
1998; Mukherjee et al., 2020).

Для лечения пациентов с клебсиельными инфекциями 
используют беталактамные антибиотики, фторхиноло ны 
и аминогликозиды (Galal et al., 2019). При этом основны
ми в терапии являются беталактамы, которые блокируют 
синтез клеточной стенки бактерий и наименее токсичны 
для человека. Применение данного класса антибиотиков 
ограничено способностью многих штаммов клебсиелл 
продуцировать беталактамазы, расщепляющие беталак
тамные антибиотики (Козлова и др., 2018). Традиционно 
существуют две классификации беталактамаз – функ
циональная и структурная. Первая основана на их способ
ности расщеплять различные классы беталактамов и на 
чувствительности к ингибиторам, таким как клавулано
вая кислота, сульбактам и тазобактам (функциональные 
группы 1, 2 и 3). Вторая классификация (структурная) 
распределяет лактамазы по молекулярным классам A, 
B, C и D соответственно сходству и различиям их белко
вых последовательностей (Bush, Jacoby, 2010). Серьез
ную проблему с практической точки зрения представляют 
 беталактамазы расширенного спектра действия (БЛРС), 
относящиеся ко второй функциональной группе. Они 
характеризуются способностью расщеплять различные 
классы беталактамов, включая пенициллины, цефало
спорины и карбапенемы. К БЛРС относятся ферменты 
се мейств TEM, SHV, CTXM, OXA и др. (Gharrah et al., 
2017; Galal et al., 2019). На сегодняшний день для каждого 
семейства беталактамаз известно большое количество 
аллельных вариантов, обеспечивающих устойчивость к 
третьему поколению цефалоспоринов, монобактамам и 
карбапенемам (Liakopoulos et al., 2016). Помимо функ
циональной и структурной классификации, ферменты, 

гидролизующие беталактамы, разделяются на два типа 
по механизму действия: сериновые беталактамазы и ме
таллобеталактамазы (МБЛ), требующие двухвалентных 
катионов, обычно цинка, в качестве кофакторов (Walsh et 
al., 2005). Известно около десяти семейств металлобе
талактамаз, а именно: IMP, VIM, SPM, GIM, SIM, AIM, 
KHM, NDM, TMB и др. Наиболее широко распростране
ны лактамазы семейств IMP, VIM и NDM (Тапальский и 
др., 2012).

Для лечения инфекций, вызванных грамотрицательны
ми бактериями, наряду с беталактамными антибиотиками 
используют аминогликозиды, которые способны связывать 
молекулы антибиотика с субъединицей 16S рРНК бакте
рии и ингибировать синтез белка. Самый распространен
ный механизм бактериальной резистентности к аминогли
козидам – продукция aминогликозидмодифицирующих 
ферментов. Аминогликозидмодифицирующие ферменты 
представляют собой фосфотрансферазы (APH), ацетил
трансферазы (AAC) или нуклеотидилтранферазы (ANT) 
(Ramirez, Tolmasky, 2010).

Еще одним используемым классом антибиотиков яв
ляются фторхинолоны, которые воздействуют на ДНК
гиразу и ДНКтопоизомеразу IV (Машковский, 2005). 
К основным механизмам резистентности грамотрица
тельных бактерий к данным антибиотикам относятся 
мо ди фикация антибиотика, например с использованием 
плазмидкодируемой аминогликозидацетилтрансферазы 
AAC (6′)Ib cr, защита мишени (семейство плазмидных 
генов qnr) и система эффлюкса, например OqxABTolC 
RND, гены которой находятся в хромосоме большинства 
штаммов K. pneumoniae (Yang et al., 2014; Hooper, Jacoby, 
2015).

В последние годы заметной проблемой стал рост рези
стентности клебсиельных штаммов, в особенности внут
рибольничных изолятов, ко всем клинически значимым 
антибиотикам. Именно резистентность делает клебсиелл 
лидерами среди оппортунистических патогенов (Чеботарь 
и др., 2020). Цель нашего исследования – анализ гене
тических и фенотипических маркеров резистентности, 
включая беталактамы, фторхинолоны и аминогликозиды, 
клинических изолятов клебсиелл, выделенных в г. Ново
сибирске (Россия).

Материалы и методы
Бактериальные штаммы. В работе исследовали 72 штам  
ма бактерий рода Klebsiella, выделенных в Новосибир ске 
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из клинических образцов. Чистые культуры бактерий 
получали, как описано ранее (Козлова и др., 2017); при
надлежность к роду Klebsiella определяли по культураль
номорфологическим признакам с использованием селек
тивных сред – агара МакКонки (BioMerieux, Франция) и 
агара Левина (OXOID, Великобритания). Штаммы депо
нировали в Коллекции экстремофильных микроорганиз
мов и типовых культур Института химической биологии и 
фундаментальной медицины (КЭМТК ИХБФМ) СО РАН 
(http://www.niboch.nsc.ru/doku.php/emtc_collection).

Идентификация бактериальных штаммов. Видовую 
принадлежность бактерий устанавливали секвенирова
нием последовательностей гена 16S рРНК (1342 п. н.) 
(Коз лова и др., 2017) и подтверждали секвенированием 
фрагмента гена rpoB (501 п. н.) (Morozova et al., 2019). 
Для определения вида использовали наиболее близкие 
референсные последовательности рода Klebsiella, при
сутствующие в базе данных NCBI GenBank (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov), при уровне сходства последовательно
стей не менее 98 %. Последовательности генов 16S рРНК 
депонировали в базу данных NCBI GenBank под номерами 
МТ436838–MT436841, MT436848, MT436849, MT436851–
MT436856, MT439052–MT439054, MT439056–MT439058, 
MT439061–MT439079, MT439081–MT439103, MT439106, 
MT489341–MT489346. Последовательности генов rpoB 
депонировали в базу данных NCBI GenBank под номера
ми MT447755–MT447758, MT447760–447768, MT447770, 
MT447771, MT447773–MT447775, MT447778–MT447798, 
MT447825, MT447828–MT447830.

Молекулярное серотипирование штаммов K. pneu-
moniae и K. quasipneumoniae. Серотипирование коллек
ционных штаммов проводили путем секвенирования 
последовательностей гена wzi, относящегося к кластеру 
генов синтеза полисахаридной капсулы клебсиелл, как 
описано ранее (Brisse et al., 2013; Morozova et al., 2019). 
Для определения серотипа использовали наиболее близ
кие последовательности гена wzi референсных штаммов 
K. pneumoniae, присутствующие в базе данных NCBI 
GenBank. В ходе работы молекулярное серотипирование 
было проведено для 13 коллекционных штаммов K. pneu
moniae и K. quasipneumoniae. Последовательности ге
нов wzi были депонированы в базу данных NCBI GenBank 
под номерами MT434694, MT447742–MT4477754. Ос
таль ные коллекционные штаммы K. pneumoniae и K. qua
sipneumoniae были типированы ранее (Morozova et al., 
2019).

Оценку гипермукоидности штаммов проводили, ис
пользуя струнный тест (Lee H.C. et al., 2006). Для этого 
стандартной бактериологической петлей растягивали 
слизистый тяж из бактериальных колоний, выращенных 
на кровяном агаре с 5 % овечьей крови, при 37 °С в тече
ние ночи. При формировании вязкой нити длиной >10 мм 
штаммы оценивались как гипермукоидные.

Определение фенотипической антибиотикорезис
тентности штаммов. Антибиотикорезистентность 
штаммов выявляли дискодиффузионным методом со
гласно рекомендациям Европейского комитета по опре
делению чувствительности к антимикробным препара
там (EUCAST, https://eucast.org) с использованием ага ра 
Мюллера–Хинтона (OXOID, Великобритания). Иссле

довали чувствительность штаммов к следующим анти
биотикам (OXOID): амоксициллин/клавулановая кислота 
(АMP/CAL, 20/10 мкг); ампициллин/сульбактам (AMP/
SUL, 10/10 мкг); пиперациллин/тазобактам (PIP/TZB, 
30/10 мкг); цефтазидим (CAZ, 10 мкг); амикацин (AMK, 
30 мкг); гентамицин (GEN, 10 мкг); левофлоксацин (LEV, 
5 мкг); ципрофлоксацин (CIP, 5 мкг); имипенем (IPM, 
10 мкг); меропенем (MEM, 10 мкг); хлорамфеникол 
(CLM, 30 мкг); азтреонам (ATM, 30 мкг). Штамм E. coli 
ATCC 25922, не обладающий резистентностью к антибио
тикам, использовали в качестве контроля.

Фенотипическое определение БЛРС. Выявление 
БЛРС, резистентных к клавуланатзащищенным пени
циллинам, проводили, как описано ранее (Hoa et al., 1998; 
Эйдельштейн, 2001). Штамм K. pneumoniae ATCC 700603, 
продуцирующий БЛРС, использовали в качестве положи
тельного контроля.

Выявление продукции металлобеталактамаз. Про
дукцию МБЛ штаммами клебсиелл исследовали мето
дом двойных дисков с использованием этилендиамин
тетраацетата натрия (ЭДТА) по методу, описанному ранее 
(Lee K. et al., 2001; Yong et al., 2002; Иванов, Егоров, 2008). 
Увеличение на 8 мм зоны ингибирования роста вокруг 
диска, содержащего антибиотик и ЭДТА, по сравнению с 
исходным диском с антибиотиком, интерпретировали как 
положительный результат (Yong et al., 2002).

Выявление генов антибиотикорезистентности ме
тодом ПЦР в реальном времени. Выделение нуклеи
новых кислот проводили из 100 мкл суспензии клеток 
Klebsiella spp. с помощью набора реагентов «РеалБест 
ДНКэкспресс» (АО «ВекторБест», Россия) в соответ
ствии с инструкцией производителя. Гены резистентно
сти выявляли с использованием олигонуклеотидов, пред
ставленных в табл. 1. Также штаммы анализировали на 
наличие генов беталактамаз семейства ОXA: blaOXA2, 
blaOXA10 , blaOXA23, blaOXA24 , blaOXA58 ; генов устойчиво
сти к карбапенемам семейств kpc, vim, ndm, imp; генов 
устойчивости к аминогликозидам aac3, aph6, ant2, ant6; 
гена устойчивости к фторхинолонам qnrA. Перечисленные 
гены обнаружены не были, и последовательности соот
ветствующих олигонуклеотидов не приводятся.

ПЦР в реальном времени осуществляли с использова
нием амплификатора с флуоресцентной детекцией CFX96 
Touch™ RealTime PCR Detection System (BioRad, США). 
Условия амплификации: прогрев при 94 °С – 1 мин, далее 
50 циклов (94 °С – 10 с, 60 °С – 20 с).

Результаты

Видовая принадлежность, молекулярное 
серотипирование и выявление гипермукоидности
Из 1512 клинических образцов от пациентов с разными 
заболеваниями было выявлено 72 (4.8 %) образца, содер
жащих клебсиеллы. Из них 46 штаммов были выделены 
из образцов от амбулаторных больных, а 26 штаммов – 
от госпитализированных пациентов. В результате видовой 
идентификации с использованием генов 16S рРНК и rpoВ 
cреди штаммов от амбулаторных больных было выде
лено 34 штамма K. pneumoniae (74 %), 5 – K. grimontii, 
4 – K. aerogenes, 2 – K. oxytoca и 1 – K. quasipneumo niae. 

https://eucast.org
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Среди штаммов от госпитализированных пациентов было 
23 штамма K. pneumoniae (88 %), 2 – K. grimontii и 1 – 
K. aerogenes.

Методом молекулярного серотипирования по последо
вательности гена wzi был выявлен 21 Kсеротип (табл. 2). 
К наиболее вирулентным серотипам K1 и K2 принадле
жали 15 штаммов от амбулаторных больных и 7 штаммов 
от госпитализированных пациентов. Из образцов, взятых 
от пациентов с диареей при поступлении в Инфекцион
ную клиническую больницу № 1 г. Новосибирска, было 

выявлено 4 штамма K47cеротипа. Еще 11 штаммов 
(серотипы K22/K30 и K17) были получены от пациентов 
клиники Новосибирского НИИ травматологии и ортопе
дии им. Я.Л. Цивьяна (ННИИТО). Kсеротип некоторых 
штаммов определить не удалось; можно было лишь за
ключить, что данный штамм относится к некой группе 
серотипов (см. табл. 2). Повидимому, для таких штаммов 
необходимо проводить серотипирование иммунологиче
скими методами или секвенировать весь кластер генов 
синтеза полисахаридной капсулы (35 тыс. п. н.).

Таблица 1. Синтетические олигонуклеотиды, использованные для выявления генов резистентности

Ген/семейство генов Олигонуклеотид Последовательность олигонуклеотида

blaSHV Fshv CCTTTTTGCGCCAGATC

Rshv CCTCATTCAGTTCCGTT

SHV (ROX)ACAACGTCACCCGCCTTGACCGCT-BHQ2

blaTEM TemF TGTGGCGCGGTATTATCCCGT

TemR AGTACTCACCAGTCACAGAA

TEM (SIMA)GCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCA-BHQ1

blaCTX CTX (SIMA)TGGCACCACCAACGATATCGCGGT-BHQ1

CTX9 (SIMA)TGGCACCACCAATGATATTGCGGTGATCTGGC-BHQ1

Fctx AAGACCGGCAGCGGCGACTA

Rctx1 GAACCAGCGGTGCGTGGTT

Rctx2 GAACCAGCGGCGCACGACC

blaOXA-48 OXA48 (ROX)ACAAGCCATGCTGACCGAAGCCAATGG-BHQ2

FOXA48 GCGCAGCCAGCGTATTGTCAA

F1OXA48 GCGTAGTCAGCGCATCGTGAA

ROXA48 TTAGCCCGAATAATATAGTC

aph(6)-Id Aph6F ATCAAAACGCAGGTTGTCA

Aph6R GAGGCATTGCTCATCATTTGA

Aph6 (ROX)TGACTACGTCCACGCGGCGATTATAG-BHQ2

aadA Raad AGCGACATCCTTCGGCGC

Faad GCTGGCGATGAGCGAAATGT

aadA (SIMA)ACCTTGTCTCGCATTTGGTACAGCG-BHQ2

aac(6’)-Ib-cr IbcrF GACGTACAGGAACAGTACT

IbcrR CAATCGGCTCTCCATTCA

Ibcr (ROX)AGCGTTTTAGCGCAAGAGTCCGTCACT-BHQ2

oqxB FOqxB CTGTTTGGCTGGATTTTCC

ROqxB CAGGTACACCGCAAACAC

OqxB (SIMA)CCACGGCGTCCAAGCGTTTTGCCTACCA-BHQ1

OqxB2 (SIMA)CCACGGCGTCCGAGGGTTTTGCTCACCA-BHQ1

oqxA OqxAF CAAGAGCCAAAACGCAGG

OqxAR GGGAGACGAGGTTGGTAT

OqxAZ (ROX)CGCAAAGCGAGGCGAACCGCACCGA-BHQ2

qnrB QnrBF CTGTGGGAAAACCGTTGGA

QnrBR GTCAGATCGCAATGTGTGAA

QnrBZ (SIMA)CCAGGTACTGGGCGCGACGTTCAG-BHQ1

qnrS QnrSF CAATTTATGCCACGCCGAA

QnrSR GGCTGCAATTTTGATACCTGA

QnrSZ (ROX)TGTATCGACTTTGCGGGGATCTAAACCG-BHQ2
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Количество гипермукоидных среди штаммов K. pneu
moniae от амбулаторных и госпитализированных больных 
составило 13 и 19 % соответственно. Этот фактор патоген
ности присутствовал у штаммов, относившихся к разным 
Kсеротипам (см. табл. 2).

Фенотипическая резистентность к антибиотикам
Среди штаммов от амбулаторных больных чаще выявля
лась резистентность к ампициллин/клавуланату (более 
40 % случаев), почти не встречалась резистентность к 
карбапенемам, БЛРС продуцировали 28 % штаммов. 
Штаммов, продуцирующих МБЛ, не выявлено. Среди 
штаммов от госпитализированных пациентов резистент
ность к разным классам антибиотиков оказалась выше (см. 
рисунок). Свыше 70 % штаммов были нечувствительны 
к защищенным пенициллинам, более 40 % проявляли 
резистентность к меропенему, 11.5 и 60 % штаммов явля
лись продуцентами МБЛ и БЛРС соответственно. Также 
среди штаммов от амбулаторных и госпитализированных 
пациентов было выявлено соответственно 21.7 и 54 % по
лирезистентных штаммов, обладавших устойчивостью к 
четырем классам антибиотиков.

Генетические детерминанты резистентности  
штаммов от амбулаторных больных
Штаммы, чувствительные к использованным антибио
тикам. В ходе исследования было показано, что 30 (65 %) 
штаммов Klebsiella spp., полученных от амбула торных 
больных, чувствительны к использованным антибио
тикам либо резистентны только к одномудвум из них 
(табл. 3). В то же время у большинства штаммов были 
обнаружены гены беталактамаз семейства shv, а также 
хромосомные гены oqxA и oqxB системы эффлюкса, ко
торая должна способствовать выведению фторхинолонов 
из клетки. Наличие генов oqxA и oqxB у чувствительных 
штаммов согласуется с литературными данными, так 
как известно, что эти гены присутствуют у большинства 
штаммов K. pneumoniae (Yang et al., 2014; Hooper, Jacoby, 
2015). Штамм KP_2634 содержал ген aadA, но был чув

Таблица 2. Cеротипы и гипермукоидность штаммов  
K. pneumoniae и K. quasipneumoniae

K-cеротип Kол-во штаммов данного K-серотипа/ 
кол-во гипермукоидных штаммов

Амбулаторные 
пациенты

Госпитализированные 
пациенты

K1 5/1 1/1

K1/KN2* 2/1 –

K2 8/1 6/2

K3/K31* 1/1 –

K5 1/1 –

K6/K64*, ** 2 –

K9 1 –

K10 1 –

K17 – 4

K22/K30* – 7/1

K24 – 1

K25 3/1 –

K34/K57* – 2/1

K38 2 –

K43 1 –

K47 4 1

K62 1 –

K71 1 –

K80 1 –

K140 1 –

K13/K46/K61/K21* – 1

Примечание. K-cеротипы идентифицированы методом молекулярного 
серотипирования c использованием последовательности гена wzi.
*  Последовательности генa wzi недостаточно для точного определения 
серотипа; **  один из штаммов (KQ_1250) относился к виду K.  quasipneu-
moniae.

Фенотипическая резистентность клинических штаммов клебсиелл к антибиотикам.
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Таблица 3. Гены резистентности, выявленные у амбулаторных штаммов, чувствительных к использованным антибиотикам

Наименование штамма 
(K-серотип)

Происхождение штаммов Выявленные гены Антибиотики, к которым штамм устойчив 
(I – промежуточная резистентность)

KP_270 (K43) 
KG_1621 
KG_2641 
KG_3113 
KG_3768 
KG_3770

Фекалии (ОКИ), моча – –

KO_2335 Фекалии (ОКИ) oqxA –

KP_1967 (K38) 
KP_2686 (K47)

Кожные повреждения, фекалии (ОКИ) blaSHV –

KP_2291 (K25) 
KP_2646 (K71)
KP_2405 (K1)

Фекалии (ОКИ), мазок из носоглотки blaSHV –

oqxA,oqxB –

KP_2634 (K62) Моча blaSHV –

aadA –

oqxA, oqxB –

KP_356 (K80) Фекалии – CIP (I)

KA_2531
KA_2891

Фекалии (ОКИ), мазок из носоглотки – АMP/CAL 

KQ_1250 (K6/K64) Гинекологический мазок oqxA,oqxB CIP 

KO_2487 Фекалии (ОКИ) – СAZ (I)

oqxA –

KP_2452 (K47) Фекалии (ОКИ) blaSHV PIP/TZB (I)

KP_2505 (K5) Фекалии (ОКИ) blaSHV PIP/TZB (I)

oqxA, oqxB –

KP_3647 (K1) Мазок из глотки blaSHV АMP/CAL 

oqxA –

KP_3729 (K2) Мазок из носоглотки blaSHV –

oqxA CIP (I)

KP_3908 (K38) Мазок из носоглотки blaSHV PIP/TZB 

oqxA –

KP_2810 (K1) Гинекологический мазок blaSHV AMP/SUL, PIP/ TZB (I)

oqxA –

KA_2890 Мазок из носоглотки – CAZ (I), АMP/CAL

KP_1751 (K140) Фекалии (ОКИ) – PIP/TZB (I)

CIP (I)

KP_3632 (K1) 
KP_3649 (K1/KN2)

Фекалии blaSHV –

oqxA, oqxB LEV (I), CIP

Н. о. CLM 

KP_3646 (K1) Мазок из глотки blaSHV –

oqxA, oqxB LEV (I), CIP (I)

Н. о. CLM 

KP_3425 (K10) Гинекологический мазок blaSHV PIP/TZB (I)

oqxA, oqxB, qnrS LEV (I), CIP

Примечание. Здесь и в табл. 4, 5: KA – K. aerogenes, KG – K. grimontii, KO – K. oxytoca, KP – K. pneumoniae, KQ – K. quasipneumoniae. Номер штамма соответ-
ствует номеру в КЭМТК ИХБФМ СО РАН. ОКИ – острая кишечная инфекция; СДС – синдром диабетической стопы. Определяли чувствительность штаммов 
к следующим антибиотикам: амоксициллин/клавулановая кислота (АMP/CAL, 20/10 мкг); ампициллин/сульбактам (AMP/SUL, 10/10 мкг); пиперациллин/
тазобактам (PIP/TZB, 30/10 мкг); цефтазидим (CAZ, 10 мкг); амикацин (AMK, 30 мкг); гентамицин (GEN, 10 мкг); левофлоксацин (LEV, 5 мкг); ципрофлоксацин 
(CIP, 5 мкг); имипенем (IPM, 10 мкг); меропенем (MEM, 10 мкг); хлорамфеникол (CLM, 30 мкг); азтреонам (ATM, 30 мкг). Н. о. – не определяли.
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Таблица 4. Гены резистентности, выявленные у амбулаторных штаммов, устойчивых к использованным антибиотикам

Наименование штамма 

(K-серотип)
Происхождение  
штаммов

Выявленные гены Антибиотики, к которым штамм устойчив 
(I – промежуточная устойчивость)

KP_3041 (K3/K31) Отделяемое из гнойной 
раны при CДС

blaSHV, blaTEM АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB 
aph6-Id –
oqxA, oqxB –

KA_2420 Фекалии (ОКИ) – АMP/CAL, PIP/TZB (I)
– IPM
Н. о. ATM, CLM

KP_2473 (K47) Фекалии (ОКИ) blaSHV CAZ (I), PIP/TZB (I)
– CIP (I)
Н. о. ATM (I)

KP_2685 (K47) Фекалии (ОКИ) blaCTX, blaSHV, blaTEM CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL
aph6-Id –
aac(6’)-Ib-cr, oqxA –
Н. о. ATM

KP_2827 (K25) Гинекологический 
мазок

blaSHV CAZ (I), АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB (I)
oqxA, oqxB –
Н. о. CLM

KP_2826 (K9) Гинекологический 
мазок

blaCTX, blaSHV CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB (I)
– AMK (I)
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, qnrB –
Н. о. ATM

KP_2337 (K13/K64) Фекалии (ОКИ) blaCTX, blaSHV, blaTEM CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL
aph6-Id GEN
oqxA, oqxB, qnrS LEV (I), CIP
Н. о. ATM

KP_2548 (K2),
KP_2576 (K2)

Моча blaCTX, blaSHV, blaTEM CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL
– GEN
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB, qnrS LEV, CIP
Н. о. ATM, CLM

KP_2574 (K2) Моча blaCTX, blaSHV, blaTEM CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB (I)
– GEN
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB, qnrS LEV, CIP
Н. о. ATM, CLM

KP_2728 (K2) Моча blaCTX, blaSHV, blaTEM CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB
– GEN
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB, qnrS LEV, CIP
Н. о. ATM, CLM

KP_2946 (K2) Моча blaCTX, blaSHV, blaTEM CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB 
– AMK (I), GEN
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB, qnrS LEV, CIP
Н. о. ATM, CLM

KP_2786 (K25) Гинекологический 
мазок

blaCTX, blaSHV, blaTEM CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB (I)
aadA, aph6-Id GEN 
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB, qnrB LEV (I), CIP
Н. о. ATM

KP_2554 (K2) Фекалии (ОКИ) blaCTX, blaSHV, blaTEM CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB (I)
aph6-Id GEN 
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB, qnrB LEV (I), CIP 
Н. о. ATM, CLM

KP_2573 (K2) Фекалии (ОКИ) blaCTX, blaSHV, blaTEM CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB
– GEN 
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB, qnrS LEV (I), CIP
Н. о. ATM, CLM

KP_3597 (K1/KN2) Фекалии blaOXA-48, blaCTX, blaSHV, blaTEM IPM, MEM, CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB
aadA, aph6-Id GEN
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB LEV (I), CIP
Н. о. ATM, CLM
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ствителен к аминогликозидам, тогда как резистентный 
к ципрофлоксацину штамм KP_3425 обладал, помимо 
генов oqxA и oqxB, плазмидным геном qnrS (см. табл. 3). 
Повидимому, присутствие одиночных генов резистент
ности в клетках клебсиелл не всегда коррелирует с про  
явлением фенотипической резистентности, наличие ко
торой зависит от экспрессии этих генов или может быть 
опосредовано другими механизмами.

Штаммы, устойчивые к использованным антибио
тикам. В эту группу были объединены штаммы, устойчи
вые к трем и более антибиотикам. При этом устойчивость 
к двум или более защищенным пенициллинам (АMP/CAL, 
AMP/SUL, PIP/TZB) сопровождалась наличием генов се
мейств blaSHV и blaTEM у всех штаммов, кроме KA_2420, 
KP_2826 и KP_2827. Присутствие гена семейства blaCTX 
во всех случаях сопровождалось резистентностью к цеф
тазидиму (CAZ) и продукцией БЛРС. Резистентность к 
карбапенемам была выявлена в двух штаммах, из них 
KP_3597 содержал ген blaOXA-48 , а в штамме KA_2420 не 
обнаружено никаких генов резистентности из изучаемого 
спектра (табл. 4).

Резистентность к аминогликозидам (AMK и/или GEN) 
присутствовала у 11 штаммов, но только у четырех из 
них были найдены последовательности генов aadA и/ или 
aph6 Id. Последовательность aph6Id выявлялась и у 
штаммов, не обладавших резистентностью к аминогли
козидам (см. табл. 4).

Полная (R) или промежуточная (I) резистентность 
к фторхинолонам (LEV и/или CIP) была выявлена у 
11 штам мов; у 10 из них были найдены гены aac(6′)Ibcr, 
oqxA, oqxB, qnrB и qnrS в различных комбинациях. Надо 
отметить, что присутствие только генов oqxA и/или oqxB 
не коррелирует с наличием резистентности к фторхино
лонам (см. табл. 3 и 4).

Генетические детерминанты резистентности штаммов 
от госпитализированных пациентов
Из 26 штаммов только пять не обладали множественной 
устойчивостью к антибиотикам, и 42 % штаммов были 
резистентны к карбапенемам (табл. 5). Как и в штаммах 
от амбулаторных больных, устойчивость к цефтазиди
му и продукция БЛРС совпадали с присутствием гена 
семейства blaCTX , а устойчивость к карбапенемам была 
связана с наличием гена blaOXA48 . Ген blaOXA48  также был 
ассоциирован с продукцией БЛРС у штаммов KP_3521, 
KP_3522, KP_3533, у которых blaCTX не выявлялся. Ге
нов карбапенемаз семейств vim, ndm, kpc, imp не было 
обнаружено, хотя штаммы KP_3521, KP_3526 и KP_3533 
обладали резистентностью к карбапенемам, подавля
емой в присутствии ЭДТА (см. табл. 5). Повидимому, 
резистентность к карбапенемам обусловлена другими 
генетическими механизмами.

Шестнадцать штаммов от госпитализированных паци
ентов (61 %) были устойчивы к аминогликозидам (AMK 
и/или GEN), у 12 из них были выявлены гены aadA и/ или 
aph6Id. Устойчивость оставшихся 4 штаммов была обу
словлена другими механизмами, так как у них не обна
ружены исследуемые гены резистентности (см.табл. 5).

Резистентность к фторхинолонам (LEV и CIP) была 
выявлена у 20 штаммов, у 18 из них найдены гены aac(6′)

Ibcr, oqxA, oqxB и qnrS в различных комбинациях. Так же, 
как и в популяции штаммов от амбулаторных больных, 
выявление только генов oqxA и/или oqxB не коррелиро
вало с наличием резистентности к фторхинолонам (см. 
табл. 3–5).

Обсуждение
В ходе исследования среди 72 клинических штаммов 
клебсиелл было выявлено 57 штаммов K. pneumoniae. 
Из 15 оставшихся штаммов семь были отнесены к K. gri
montii, пять – к K. aerogenes, два – к K. oxytoca и один 
штамм – к K. quasipneumoniae (см. табл. 3–5). Четырнад
цать из этих 15 штаммов показали чувствительность к 
большинству использованных антибиотиков. Исключе
нием стал штамм K. aerogenes KA_2420, устойчивый к 
защищенным пенициллинам, имипенему, азтреонаму и 
хлорамфениколу (см. табл. 4). При этом ни у одного штам
ма, включая KA_2420, не выявлено исследуемых генов 
резистентности, кроме oqxA, oqxB у штаммов KO_2335, 
KO_2487 и KQ_1250. Возможно, генетические механизмы 
резистентности различны у штаммов клебсиелл, относя
щихся к разным видам. 

Основную проблему для терапии представляют штам
мы K. pneumoniae, поскольку именно они являются поли
резистентными (см. табл. 5). Анализ 57 штаммов K. pneu
moniae на наличие генов беталактамаз семейств blaSHV, 
blaTEM, blaCTX и беталактамаз семейства OXA (blaOXA2 , 
blaOXA10 , blaOXA23, blaOXA24, blaOXA48 и blaOXA58) выявил 
гены первых трех семейств и ген blaOXA48 . Ген blaSHV  
присутствовал у 84 % амбулаторных штаммов K. pneumo
niae со слабовыраженной резистентностью (табл. 3, 6) и 
у 100 % резистентных штаммов как от амбулаторных, так 
и от госпитализированных больных (см. табл. 4–6). Ген 
blaTEM отсутствовал у чувствительных к антибиотикам 
штаммов от амбулаторных больных, но был обнаружен у 
80 % резистентных штаммов от амбулаторных больных и 
лишь у 40 % штаммов от госпитализированных пациентов 
(см. табл. 4–6). Наличие blaSHV  и/или blaTEM  не всегда со
четалось с резистентностью к исследованным беталакта
мам, поэтому они не могут быть корректными маркерами 
резистентности, в отличие от blaCTX  и blaOXA48 (см. табл. 4 
и 5), выявление которых может быть использовано для 
быстрого определения продукции БЛРС и резистентности 
к карбапенемам соответственно.

Согласно многоцентровому эпидемиологическому ис
следованию, проведенному в России в 2015–2016 гг., 
75.6 % нозокомиальных штаммов K. pneumoniae проду
цировали БЛРС, 26.5 % штаммов продуцировали кар
бапенемазы (OXA48 – 21.5 %, NDM – 4.3, OXA48 и 
NDM – 0.6, KPC – 0.1 %) (Сухорукова и др., 2019). В изу
ченной нами выборке штаммов от госпитализированных 
пациентов доля штаммовпродуцентов БЛРС была по
хожей (65 %), но гораздо выше оказалась доля штаммов, 
устойчивых к карбапенемам и содержащих blaOXA48 
(56 %); при этом генов устойчивости к карбапенемам 
семейств vim, ndm, kpc, imp нами не выявлено.

Cреди исследованных генов устойчивости к амино
гликозидам aac3, aph6, ant2, ant6, aph(6 )Id, aadA были 
обнаружены только последние два. Их присутствие не 
всегда коррелировало с фенотипической резистентностью 
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Таблица 5. Гены резистентности, выявленные в штаммах от госпитализированных пациентов

Наименование  
штамма (K-серотип)

Происхождение штамма* Выявленные гены Антибиотики, к которым штамм устойчив 
(I – промежуточная устойчивость)

KG_1801 Отделяемое из гнойной 
раны при СДС (ЖДКБ)

– –

KP_1819  
(K21/K13/K46/K61)

Отделяемое из гнойной 
раны при СДС (ЖДКБ)

blaSHV –

KP_3442 (K47) Мазок из зева у пациента 
на ИВЛ (ЦКБ СО РАН) 

blaSHV –
oqxA, oqxB –

KG_1838 Отделяемое из гнойной 
раны при СДС (ЖДКБ)

– PIP/TZB

KA_3530 Моча (ННИИТО) – АMP/CAL
KP_2067 (K2) Пунктат из хирургической 

раны (ННИИТО)
blaSHV PIP/TZB (I)
– LEV, CIP
Н. о. CLM

KP_2071 (K2) Синовиальная жидкость 
(ННИИТО)

blaSHV –
– GEN
– LEV, CIP
Н. о. CLM

KP_3772 (K2) Содержимое гематомы 
(ЦНМТ)

blaOXA-48 , blaSHV IPM (I), MEM (I), АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB LEV, CIP
Н. о. CLM

KP_3522 (K2) Моча (ННИИТО) blaOXA-48 , blaSHV MEM (I), БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB LEV, CIP
Н. о. CLM

KP_2894 (K1) Раневое отделяемое 
(ЖДКБ)

blaCTX , blaSHV , blaTEM CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB (I)
oqxA –
Н. о. ATM

KP_3813 (K24) Биоптат (ННИИТО) blaCTX , blaSHV , blaTEM БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL
aph6-Id –
oqxA, oqxB, qnrS LEV (I), CIP
Н. о. ATM (I), CLM

KP_3519 (K34/K57) Биоптат (ННИИТО) blaCTX , blaSHV CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB
aph6-Id, aadA AMK, GEN
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB, qnrS LEV, CIP
Н. о. ATM, CLM

KP_3520 (K34/K57) Чистая культура (ННИИТО) blaCTX , blaSHV CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB
aadA AMK, GEN
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB, qnrS LEV, CIP
Н. о. ATM, CLM

KP_3521 (K2) Чистая культура (ННИИТО) blaOXA-48 , blaSHV IPM, MEM, БЛРС, MБЛ, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB
– AMK (I)
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB LEV, CIP
Н. о. CLM

KP_3533 (K2) Чистая культура (ННИИТО) blaOXA-48 , blaSHV IPM, MEM, БЛРС, MБЛ, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB
aadA AMK (I)
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB LEV, CIP
Н. о. CLM

KP_3523 (К22/K30)
KP_3524 (К22/K30)
KP_3528 (К22/K30)
KP_3531 (К22/K30)
KP_3537 (К22/K30)

Моча (ННИИТО) blaOXA-48 , blaCTX , blaSHV , blaTEM IPM (I), MEM, CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB
aadA, aph6-Id AMK, GEN
oqxA, oqxB LEV, CIP
Н. о. ATM, CLM

KP_3526 (К22/K30) Моча (ННИИТО) blaOXA-48 , blaCTX , blaSHV , blaTEM IPM (I), MEM, CAZ, БЛРС, МБЛ, АMP/CAL, AMP/SUL, 
PIP/TZB

aadA, aph6-Id AMK, GEN
oqxA, oqxB LEV, CIP
Н. о. ATM, CLM
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Окончание табл. 5 

Наименование  
штамма (K-серотип)

Происхождение штамма* Выявленные гены Антибиотики, к которым штамм устойчив 
(I – промежуточная устойчивость)

KP_3529 (К22/K30) Моча (ННИИТО) blaOXA-48 , blaCTX , blaSHV , blaTEM MEM, CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB

aadA, aph6-Id AMK, GEN
oqxA, oqxB LEV, CIP
Н. о. ATM, CLM

KP_3835 (K17) Раневое отделяемое 
(ННИИТО) 

blaOXA-48 , blaCTX , blaSHV IPM (I), MEM, CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB

aadA AMK (I), GEN
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB LEV, CIP
Н. о. ATM

KP_3836 (K17) Моча (ННИИТО) blaCTX , blaSHV CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB

– AMK (I), GEN
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB LEV, CIP
Н. о. ATM

KP_3838 (K17) Чистая культура (ННИИТО) blaOXA-48 , blaCTX , blaSHV IPM, MEM, CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB

aadA AMK, GEN
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB LEV, CIP
Н. о. ATM

KP_3839 (K17) Раневое отделяемое 
(ННИИТО)

blaCTX , blaSHV CAZ, БЛРС, АMP/CAL, AMP/SUL, PIP/TZB

– GEN
aac(6’)-Ib-cr, oqxA, oqxB LEV, CIP
Н. о. ATM

* ЖДКБ – Железнодорожная клиническая больница на ст. Новосибирск Главный; ЦКБ СО РАН – Центральная клиническая больница СО РАН; ННИИТО – 

Новосибирский научно-исследовательский институт травматологии и ортопедии; ЦНМТ – Центр новых медицинских технологий.

(см. табл. 3–5), свидетельствуя о том, что резистентность 
к аминогликозидам может быть обусловлена и другими 
механизмами.

Из 22 штаммов K. pneumoniae, обладавших генами 
aac(6′ )Ibcr и/или qnrB/qnrS, резистентность к фторхино
лонам (LEV и CIP) была определена у 20 (90 %) штаммов 
(см. табл. 3–5). Следует отметить, что ген qnrB обнаружен 
лишь в трех случаях (см. табл. 4 и 6) и, возможно, является 
малораспространенным в новосибирских штаммах. Тем 
не менее выявление aac(6′ )Ibcr и/или qnrB/qnrS хоро

шо согласуется с наличием фенотипической резистент
ности и может быть использовано для быстрого предска
зания устойчивости изолята к фторхинолонам.

Считается, что плазмидные гены резистентности к 
фторхинолонам семейства qnr часто ассоциированы с 
БЛРСпродуцирующими изолятами (Robicsek et al., 2006). 
В нашем исследовании такая ассоциация была выявлена 
среди штаммов, выделенных от амбулаторных больных, 
так как 10 из 12 штаммовпродуцентов БЛРС содержали 
гены qnrB и/или qnrS (см. табл. 4). В то же время толь

Таблица 6. Доля штаммов (%) K. pneumoniae, у которых выявлены гены резистентности

Ген  
или cемейство  
генов

Амбулаторные штаммы Штаммы от госпитализированных 
пациентовсо слабовыраженной 

резистентностью
резистентные

blaSHV 84 100 100

blaTEM    0    80    40

blaCTX    0    80    65

blaOXA-48    0       5    56

oqxA 68    93    83

oqxB 47    73    83

aac(6’)-Ib-cr    0    73    43

qnrB    0    20       0

qnrS    5    33    13

aadA    5    13    52

aph6-Id    0    40    39
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ко 3 из 18 штаммовпродуцентов БЛРС, полученных от 
госпитализированных пациентов, содержали ген qnrS, 
при этом 17 из них были резистентны к фторхинолонам. 
Это свидетельствует о других возможных механизмах 
резистентности, таких как уменьшение проницаемости 
мембраны и сверхактивность эффлюксной помпы.

Заключение
Таким образом, среди клинических штаммов клебсиелл, 
выделенных у пациентов в г. Новосибирске, доминирова
ли штаммы K. pneumoniae. Обнаружены также штаммы 
K. grimontii, K. aerogenes, K. oxytoca и K. quasipneumo
niae. Методом молекулярного серотипирования штаммы 
K. pneumoniae были отнесены к 21 Kcеротипу; боль
шинство среди них составляли вирулентные серотипы 
K1 и K2. Выявлено, что штаммы K. pneumoniae обладали 
наибольшей резистентностью к антибиотикам среди раз
личных видов клебсиелл. Генетическими детерминантами 
резистентности к беталактамам в исследованной популя
ции являлись blaSHV, blaTEM, blaCTX и blaOXA48 . Показаны 
ассоциации между присутствием blaCTX , blaOXA48 и про
дукцией БЛРС и устойчивостью к карбапенемам соот  
ветственно. Cреди исследованных генов устойчивости 
к аминогликозидам были обнаружены гены aph(6) Id и 
aadA, однако их наличие не всегда совпадало с феноти
пической резистентностью. Резистентность к фторхино
лонам у большинства штаммов сопровождалась присут
ствием генов aac(6′ )Ibcr, oqxA, oqxB, qnrB и qnrS в раз
личных комбинациях. Следует отметить, что присутствие 
одних только генов oqxA и/или oqxB не коррелировало с 
наличием устойчивости к фторхинолонам.
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