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Академик В.К. Шумный

Уважаемые читатели! Предлагаем ваше‑
му вниманию очередной вы пуск жур‑
нала. Его открывает рубрика «Актуаль‑

ные технологии», в которой представлены 
результаты использования современных 
мето дических подходов для решения за дач 
клеточной биологии, генетики рас тений и 
животных. Обзорная статья рассказывает 
о технологии single-cell, позволяющей ра‑
ботать с единичными клетками. Описаны 
платформы для проведения высокопроиз-
водительного секвенирования транскрипто‑
мов клеток, этапы их получения и анали за. 
В следующем обзоре рассмотрены техноло-
гические особенности совре менных мето-
дов, используемых для соматического кло-  
нирования эмбрио нов свиней. Оригиналь‑
ное исследова ние содержит результаты ана‑
лиза па раметров клубнеобразования диких 
видов картофеля, полученных с помощью 
цифрового фенотипирования – нового ме‑
тодического решения для сбора и анализа 
морфологических при знаков.

Рубрика «Селекция растений на иммуни‑
тет и продуктивность» включает два об зо-
ра и оригинальную статью. Первый обзор 
посвящен направлениям селекции томата 
Solanum lycopersicum, в том числе для Си-
бирского региона. Основной акцент сде‑
лан на применении ДНК-технологий для 
селекции этой культуры на устойчивость 
к заболеваниям и вкусовые качества. Ав‑
торы второго обзора на примере злаковых 
обсуждают современную концепцию си‑
стемы защиты растений от фитопатогенов. 
Оригинальное исследование представляет 
интерес прежде всего для специалистов-
фитопатологов; в нем приведены результаты 
многолетнего изучения генофонда яровой 
пшеницы различного эколого-географиче‑
ского происхождения по устойчивости к 
пыльной головне. 

В разделе «Генетика животных» рассмот-
рены генетические аспекты селекции круп-
ного рогатого скота и лошадей. Литератур-

ный обзор обобщает данные по истории российских по-
род крупного рогатого скота с акцентом на генетические 
факторы, способствующие адаптации животных к кли-
матическим условиям. Особое внимание уделено совре-  
менным биотехнологическим методам, в том числе полно‑
геномному анализу ассоциаций для выбора генетических 
маркеров для селекции особей по хозяйственно ценным 
признакам. В оригинальное исследование включены 
результаты изучения дифференциации российских чи‑
стокровных верховых лошадей с использованием ал‑
лель-специфичных микросателлитных локусов. Авторы 
выявили аллели, типичные для отечественной породы, и 
сделали вывод об эффективности их использования для 
контроля происхождения лошадей. 

Обзорная статья рубрики «Физиологическая генетика» 
знакомит с механизмами действия и регуляцией активно‑
сти вазопрессина как в норме, так и при патологических 
процессах. В экспериментальной работе обсуждаются 
вопросы проявления поведенческих реакций и накопления 
нейрометаболитов в различных отделах головного мозга 
животных в качестве ответной реакции на стрессовый 
фактор. 

Разделы «Популяционная генетика» и «Медицинская 
генетика» представлены тремя экспериментальными ис-
следованиями и обзором литературных данных по изуче‑
нию эпигенетических механизмов суицидального пове- 
 дения. В одной из статей приведены интересные резуль‑
таты изучения формирования генофонда русских, по-
лученные с привлечением палеогеномных данных и  ана-
лиза митохондриальной ДНК. Другая работа анализирует 
корреляции между риском развития рака легкого в ка‑
захской популяции и полиморфизмом гена-супрессора 
опухоли TP53. Эта статья перекликается с оригинальным 
исследованием по изучению полиморфизмов гена APOE 
среди населения Алжира и их связи с такими метаболиче‑
скими аномалиями, как ожирение и высокое артериальное 
давление.

Последняя рубрика «Биоинформатика и клеточная 
био логия» знакомит читателей с оригинальной рабо‑
той, в которой выполнен биоинформатический анализ 
структурно-функциональной организации пероксидаз 
у модельного объекта Arabidopsis thaliana. В обзорной 
статье этой рубрики рассмотрены механизмы противо‑
опухолевого эффекта макрофаг-активирующего фактора 
GcMAF с научной и клинической точек зрения. 
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Огромное количество полногеномных и транскриптомных данных, полученных с помощью современных 
технологий секвенирования нового поколения для целых организмов, не смогло дать ответы на многие во-
просы в онкологии, иммунологии, физиологии, нейробиологии, зоологии и других областях науки и меди-
цины. Так как основой всех одноклеточных и многоклеточных организмов является клетка, то необходимо 
изучение биологических процессов на ее уровне. Это понимание дало толчок развитию нового направления 
и появлению технологий, позволяющих работать с единичными клетками (технологии single-cell). Быстрое 
развитие не только приборной базы, но и различных усовершенствованных протоколов для работы с еди-
ничными клетками обусловлено актуальностью этих исследований во многих областях науки и медицины. 
Изучение особенностей различных этапов онтогенеза, определение закономерностей дифференциации 
клеток и последующего развития тканей, проведение геномного и транскриптомного анализов в различ-
ных областях медицины (особенно востребовано в иммунологии, онкологии), классификация типов и со-
стояний клеток, закономерностей биохимических и физиологических процессов с применением техноло-
гий single- cell позволяют проводить комплексные исследования на новом уровне. Разработанные первые 
платформы для осуществления секвенирования транскриптомов отдельных клеток (scRNA-seq) проводили 
изоляцию не более ста клеток единовременно, что оказалось недостаточным в связи с выявленной высокой 
гетерогенностью клеток, обнаруженными минорными типами клеток, которые не детектировались по мор-
фологическим признакам, и сложными регуляторными путями в организме. В настоящее время появились 
методики изоляции, захвата и секвенирования транскриптомов (scRNA-seq) десятков тысяч клеток едино-
временно. Однако новые технологии имеют определенные отличия как на этапе пробоподготовки, так и во 
время проведения биоинформатического анализа. В работе рассмотрены наиболее эффективные методы 
множественного параллельного scRNA-seq на примере современной платформы для изоляции и баркодиро-
вания клеток 10ХGenomics, а также особенности проведения такого эксперимента, дальнейший биоинфор-
матический анализ полученных данных, перспективы использования и области применения новых высоко-
производительных технологий.
Ключевые слова: scRNA-seq; транскриптомика; Chromium 10XGenomics; секвенирование; единичные клетки.
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The new technologies of highthroughput singlecell 
RNA sequencing
E.A. Vodiasova , E.S. Chelebieva, O.N. Kuleshova

A.O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas, RAS, Moscow, Russia
 e-mail: eavodiasova@gmail.com

A wealth of genome and transcriptome data obtained using new generation sequencing (NGS) technologies for 
whole organisms could not answer many questions in oncology, immunology, physiology, neurobiology, zoology 
and other fields of science and medicine. Since the cell is the basis for the living of all unicellular and multicellular 
organisms, it is necessary to study the biological processes at its level. This understanding gave impetus to the 
development of a new direction – the creation of technologies that allow working with individual cells (single-cell 
technology). The rapid development of not only instruments, but also various advanced protocols for working with 
single cells is due to the relevance of these studies in many fields of science and medicine. Studying the features 
of various stages of ontogenesis, identifying patterns of cell differentiation and subsequent tissue development, 
conducting genomic and transcriptome analyses in various areas of medicine (especially in demand in immunology 
and oncology), identifying cell types and states, patterns of biochemical and physiological processes using single 
cell technologies, allows the comprehensive research to be conducted at a new level. The first RNA-sequencing 
technologies of individual cell transcriptomes (scRNA-seq) captured no more than one hundred cells at a time, 
which was insufficient due to the detection of high cell heterogeneity, existence of the minor cell types (which were 
not detected by morphology) and complex regulatory pathways. The unique techniques for isolating, capturing 
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Изучение транскриптома методами qPCR и микрочипов
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Рис. 1. История развития технологий для изучения единичных клеток.

and sequencing transcripts of tens of thousands of cells at a time are evolving now. However, new technologies 
have certain differences both at the sample preparation stage and during the bioinformatics analysis. In the paper 
we consider the most effective methods of multiple parallel scRNA-seq using the example of 10XGenomics, as well 
as the specifics of such an experiment, further bioinformatics analysis of the data, future outlook and applications 
of new high-performance technologies.
Key words: scRNA-seq; transcriptomics; Chromium 10XGenomics; sequencing; single cell.
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Введение
Развитие методов секвенирования нового поколения в 
совокупности с технологиями множественного парал‑
лельного захвата и анализа единичных клеток подняло на 
более высокий уровень исследования во многих областях 
биологии, биотехнологии и медицины (Junker, Oudenaar-
den, 2014). Краткая история развития методов изучения в 
масштабе одной клетки показана на рис. 1. Основные на‑
правления, где внедряются инновационные методы, – ней‑
робиология, иммунология, эмбрионология и онкология. 
Первые эксперименты по анализу транскриптома нейро‑
нов с использованием микрочипов проведены в 2003 г. 
Изоляцию нейронов у крыс осуществляли с помощью 
лазерной микродиссекции, данные выявили неожидан- 
 но высокую гетерогенность клеток (Kamme et al., 2003). 
C 2006 г. активно развивается секвенирование транскрип‑
тома нейронов (Moroz et al., 2006; Tang et al., 2009), и в то 
же время появляются методы, основанные на микрофлюи-
дике, позволяющие анализировать до 100 клеток одно‑
временно (Marcus et al., 2006). Параллельно внедряются 
методы qPCR, адаптированные для работы с единичными 
клетками (Subkhankulova et al., 2008). Впервые проведен‑
ное полногеномное секвенирование опухолевых клеток 
выявило многочисленную популяцию псевдодиплоид‑

ных клеток, не дающих метастазов (Navin et al., 2011). 
В последние пять лет развивается но вое направление 
«эпигеномика», связанное с исследованием различных 
модификаций РНК и ДНК с помощью секве нирования. 
Современные технологии работы с единичными клетками 
позволяют характеризовать метилирование ДНК, доступ‑
ность хроматина, пространственную укладку хроматина, 
сайты специфических модификаций гистонов, сайты 
связывания с белками (Goldberg et al., 2007; Nagano et al., 
2013; Rotem et al., 2015). 

Необходимость единовременного анализа огромного 
числа клеток привела к развитию технологий, направлен‑
ных на повышение производительности секвенирования 
и разработки платформ для захвата множества клеток. 
С 2003 по 2016 г. количество одновременно обрабатывае‑
мых клеток возросло от нескольких клеток до сотен тысяч. 

Анализ транскриптома, протеома и эпигенома на уровне 
клетки позволяет понять особенности формирования, раз‑
вития, организации и взаимодействия различных клеток и 
тканей; исследовать проблемы стресса и адаптаций (Frieda 
et al., 2017); определить типы и состояния клеток; устано-
вить закономерности их дифференциации в процессе он-  
то генеза (Nowogrodzki, 2017; Mi et al., 2018); изучить раз-
личные заболевания в иммунологии, онкологии, нейро-
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биологии и других областях медицины (Leung et al., 2017); 
ответить на вопросы эволюции, видообразования и фор‑
мирования глобального биоразнообразия (Moroz, 2018). 

Настоящая работа посвящена обзору наиболее эффек‑
тивных и востребованных платформ для проведения вы‑
сокопроизводительного секвенирования транскриптомов 
единичных клеток (single-cell RNA sequencing, scRNA-
seq). Описаны этапы получения и анализа транскрипто-
ма единичных клеток, рассмотрены основные протоколы 
для таких исследований и перспективы использования 
технологий scRNA-seq.

Применение технологий single-cell RNA-seq
Основные области и методы применения анализа данных 
scRNA-seq в различных биологических и медицинских 
исследованиях показаны на рис. 2. Биоинформатиче‑
ский анализ данных scRNA-seq позволяет исследововать 
различные биохимические и регу ляторные пути за счет 
изуче ния дифференциальной экспрессии различных генов 
для каждой отдельной клетки, функция которых может 
быть определена через поиск гомологии и исследования 

онтологий (Janes et al., 2010; Shalek et al., 2013; Trapnell 
et al., 2014; Treutlein et al., 2014). Новая технология дала 
возможность кластеризовать клетки по типу или состо‑
янию (Jaitin et al., 2014); регистрировать редкие гены, 
которые при секвенировании общего транскриптома от‑
брасываются как минорные фракции (Gerber et al., 2017); 
изучать точечные мутации (Gawad et al., 2016; Ludwig et 
al., 2019). 

Благодаря исследованию и анализу профилей экспрес-
сии тысяч генов в сотнях тысяч отдельных клеток уста‑
новлены их новые типы, состояния, обнаружены не ис‑
следованные ранее регуляторные пути (Saliba et al., 2014; 
Grun et al., 2015; Okaty et al., 2015; Zeisel et al., 2015; Poulin 
et al., 2016; Tirosh et al., 2016; Callaway, 2017; Lavin et al., 
2017). Созданы карты развития различных клеточных ли-
ний (Segal et al., 2004; Pijuan-Sala et al., 2019; Taylor et al., 
2019), показана их высокая гетерогенность (Mahata et al., 
2014; Wang, Song, 2017).

Сочетание различных молекулярных методов с приме-
нением технологий scRNA-seq позволяет проводить экс-
перименты на принципиально новом уровне. Так, для 
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изу чения состояний клеток и их дифференцировки во вре-
мя онтогенеза возможно использование системы CRISPR- 
Cas9, с помощью которой происходит баркодирование кле-
ток за счет внедрения специфических мутаций в геном или 
применения различных флуоресцентных меток (Adamson 
et al., 2016; Jaitin et al., 2016; McKenna et al., 2016; Kal-  
hor et al., 2017). Например, показано, что длинные некоди‑
рующие РНК, представленные всего в нескольких копиях 
в клетке, могут иметь важные регуляторные функции 
(Derrien et al., 2012). При использовании технологий за‑
хвата и секвенирования единичных клеток в сочетании с 
определением конформации хромосом (метод Hi-C) (Bel-
ton et al., 2012) и трехмерным (3D) моделированием струк‑
туры хроматина установлено, что структуры отдельных 
топологически связанных доменов и петель существенно 
различаются от клетки к клетке (Stevens et al., 2017), а 
хромосомные перестройки, контактная изоляция, тополо‑
гически связанные домены (TADs) или устойчивые петли 
хроматина находятся под управлением определенной 
динамики клеточного цикла (Nagano et al., 2017).

Существующие платформы  
для изоляции отдельных клеток
Основная сложность при изучении транскриптомов инди‑
видуальных клеток – диссоциация, захват каждой клетки 
и ее подготовка для дальнейшего секвенирования (мече-
ние всех транскриптов каждой клетки). Кроме этого, не‑
обходимо ввести в каждую молекулу мРНК определенный 
баркод, который позволит на этапе биоин форматического 
анализа сортировать данные по отдельным клеткам. Со‑
временное оборудование для scRNA-seq представлено 
коммерческими моделями, отличающимися производи‑
тельностью: Puncher Platform Vycap, CellRaft AIR System, 
PEPArray System, Fluidigm C1, Wafergen ICELL8, BioRad 
Illumina ddSEQ, Dolomite Bio Nadia и RNA-Seq System, 
Tapestri Platform MissionBio, 1CellBio InDrop, BD Rhap‑
sody, Chromium 10ХGenomics (Kolodzie jczyk et al., 2015; 
Valihrach et al., 2018).

Все методы, используемые для изоляции (захвата) оди-
ночных клеток, можно разделить на низкопроизводитель‑
ные (медленное разделение, захват от десяти до сотен кле-
ток) и высокопроизводительные (быстрое разделение, за-  
хват от сотен до нескольких тысяч клеток) (Wang, Navin, 
2015; Poulin et al., 2016). К первым относятся последова‑
тельное разведение (Ham, 1965), механические микрома‑
нипуляции (Brehm-Stecher et al., 2004), микропипетиро‑
вание, лазерная захватывающая микродиссекция (Laser-
Capture Microdissection, LCM); ко вторым – сортировка 
по степени флуоресценции (Fluorescence Activated Cell 
Sorting, FACS), микрофлюидика (microfluidics), работа с 
микрокаплями (microdroplets) (Navin et al., 2011; Landry et 
al., 2013; Mazutis et al., 2013). Так как в настоящее время 
наиболее востребованы высокоэффективные платформы 
захвата клеток, рассмотрим их более подробно. FACS – 
один из наиболее эффективных и экономически выгодных 
методов изоляции сотен тысяч клеток в минуту, основан‑
ный на размерности, гранулярности и флуоресцентных 
свойствах клеток. Однако применение флуоресцентных 
красителей может отрицательно влиять на жизнеспособ‑
ность клеток (Lindström et al., 2010).

Активно развиваются и широко применяются при ана-
лизе не только транскриптома, но и полного генома от-
дельных клеток, а также эпигеномных модификаций ме-
тоды изоляции клеток, основанные на микрофлюидике и 
использовании микрокапель (microdroplets) (Zheng et al., 
2017). Эти способы позволяют работать с нанолитрами 
жидкостей, выделять ДНК отдельных органелл и при этом 
получать точные результаты (Whitesides, 2006; Salafi et al., 
2016). В настоящее время существуют высокопроизводи‑
тельные коммерческие платформы для изоляции клеток, 
основанных на микрофлюидике, которые не только разде‑
ляют клетки, но и обеспечивают дальнейшее проведение 
биохимических реакций для молекулярно-генетических 
исследований: процессы баркодирования, проведение 
обратной транскрипции, синтез кДНК и амплификация 
(Poulin et al., 2016; Valihrach et al., 2018).

«Капельные» методы стали прорывом в РНК-секве-
нировании и сделали возможными параллельную обра-
ботку большого числа клеток и дифференциацию клеточ-
ного происхождения каждой мРНК. Этот подход реализо‑
ван в таких системах, как Drop-seq (Macosko et al., 2015), 
InDrop (Klein et al., 2015) и коммерческая платформа Chro-
mium 10XGenomics (Kolodziejczyk et al., 2015). Он основан 
на технологии, которая отделяет высокомолекулярные 
фрагменты ДНК или целые одиночные клетки в мицеллы, 
содержащие адаптеры и уникальные баркоды (Coombe et 
al., 2016). В результате получается суспензия, содержащая 
нанокапли, в каждой из которых находятся одна клетка и 
все необходимые реактивы в наноколичествах для лизиса, 
баркодирования, обратной транскрипции и синтеза кДНК. 
Основное преимущество этих платформ – высокая про‑
изводительность захвата и подготовки единичных клеток 
для дальнейшего секвенирования. Один из лидеров в этой 
области – Chromium 10XGenomics, позволяющий одно‑
временно проводить захват до 80 тыс. клеток, в то время 
как число анализируемых клеток у других высокопроиз‑
водительных платформ колеблется от 10 до 48 тыс. клеток 
(Valihrach et al., 2018).

Анализ транскриптома единичных клеток 
с использованием высокопроизводительных 
платформ
Изучение транскриптома единичных клеток состоит из 
экспериментальной и биоинформатической частей (Ku mar 
et al., 2017; Li et al., 2017). Прежде чем начинать экспе‑
римент по секвенированию транскриптомов единичных 
клеток, необходимо иметь референсный геном и транс‑
криптом, на который будет происходить картирование 
данных scRNA-seq (Gawad et al., 2014). Наиболее произво‑
дительная платформа – Chromium™ 10XGenomics. Ниже 
рассмотрим особенности эксперимента scRNA-seq на ее 
основе в сравнении с другими методами для изучения 
отдельных клеток.

Изоляция клеток и методы scRNA-seq
Основная задача пробоподготовки – получение суспензии 
жизнеспособных неагрегированных клеток (диссоциация 
клеток). Необходимо определиться с концентрацией кле‑
ток, так как для удачного захвата требуется определенное 
их число в зависимости от выбранного метода изоляции 
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клеток: от десяти клеток (при использовании микропи‑
петирования, цитоплазматической аспирации, лазерной 
микродиссекции) до тысяч клеток (при использовании 
приборов на основе технологий FACS, микрофлюиди‑
ки и микрокапель) (Der et al., 2017). В случае работы с 
высокоэффективными приборами, например Chromium 
10XGenomics, концентрация клеток должна быть при‑
мерно 106 клеток в мл (Der et al., 2017). При работе с 
животными или тканями, содержащими число клеток 
меньше необходимого, нужно увеличивать число образ‑
цов на пробу. Все этапы диссоциации клеток проводят в 
минимальном объеме раствора (от 50 до 1000 мкл) для 
повышения концентрации и уменьшения возможных 
потерь клеток.

Каждый протокол секвенирования транскриптомов 
одиночных клеток состоит из трех этапов: обратная 
тран скрипция, амплификация кДНК (WTA – полнотран‑
скриптомная амплификация) и подготовка библиотеки. 
Несмотря на нежелательность амплификации кДНК (из-
за возможности возникновения ошибок полимеразы или 
потери редких транскриптов), данный этап необходим для 
создания библиотеки, так как принято, что количество 
общей РНК в клетке составляет около 10 пг, что недоста‑
точно для успешного секвенирования (Wang, Song, 2017). 
В зависимости от задачи и используемой платформы для 
изоляции клеток будут отличаться протоколы для обрат‑
ной транскрипции и получения кДНК (Haque et al., 2017; 
Kumar et al., 2017; Ziegenhain et al., 2017). 

В настоящее время можно выделить три основных 
подхода. Первым был предложен метод с использованием 
олиго-dT-праймеров, конъюгированных с адаптерами, для 
обратной транскрипции и избирательной амплификации 
полиаденилированной мРНК с помощью ПЦР (Tang et al., 
2009). Этот протокол имеет существенный недостаток: 
из-за смещения в область сгенерированных 3′-концов во 
время обратной транскрипции происходит потеря инфор‑
мации для анализа альтернативного сплайсинга. 

Позже был разработан подход, позволяющий конструи-
ровать полноразмерную кДНК, – так называемый синтез 
кДНК со сменой матрицы (template switching cDNA syn‑
thesis) (Ramskölld et al., 2012). Преимущество данного 
ме тода заключается в получении и амплификации полно‑
размерной кДНК, что позволяет определять варианты 
аль тернативного сплайсинга и аллель-специфическую 
экспрессию (ASE) (Kolodziejczyk et al., 2015). Такой под‑
ход используется в протоколах STRT (Islam et al., 2014), 
SMART-seq и SMART-seq2 (Ramsköld et al., 2012; Deng 
et al., 2014). Особенность перечисленных выше протоко-  
лов – амплификация, в ходе которой происходит экспо‑
ненциальный рост числа транскриптов, что будет при‑
водить к смещению в ходе анализа и потере минорных 
экспрессированых генов. В качестве альтернативы был 
разработан подход транскрипции in vitro (IVT) для линей‑
ной амплификации кДНК, который представлен в таких 
протоколах для анализа единичных клеток, как CEL-Seq 
(Hashimshony et al., 2012) и MARS-Seq (Jaitin et al., 2014).

Третий подход заключается в дополнительном исполь‑
зовании уникальных молекулярных идентифика торов 
(UMI), представляющих собой случайные короткие по‑
следовательности от 6 до 10 п. н., встраиваемые в олиго-

dТ-праймер и помогающие различить отдельные моле‑
кулы. Эта технология показана в таких протоколах для 
scRNA- seq, как CEL-Seq (Hashimshony et al., 2012) и CEL-
Seq2 (Hashimshony et al., 2016), Drop-seq (Macosko et al., 
2015), MARS-Seq (Jaitin et al., 2014), SCRB-seq (Soumillon 
et al., 2014), STRT (Islam et al., 2014), In-Drop (Klein et al., 
2015). Один из последних протоколов с использованием 
молекулярных идентификаторов – Quartz-Seq2 (Sassagawa 
et al., 2018), позволяет анализировать до 1536 клеток из 
одной пробы и повышает эффективность преобразования 
UMI с 22 % (для других протоколов scRNA-seq) до 35 %. 
Это дает возможность получить информацию о большом 
числе генов.

Последние достижения в параллельной работе с тыся-
чами клеток потребовали усовершенствования барко-
дирования транскриптов. Наиболее современным и ин-
новационным подходом, используемым в платформах, 
основанных на микрофлюидике и технологии микро‑
капель, служит применение дополнительно клеточного 
баркода (олигонуклеотид длиной ~14 п. н.) одновременно 
с праймерами, несущими на себе UMI, которые потом 
помещаются в каждую каплю с отдельными клетками. 
Клеточный баркод служит идентификатором всех по‑
следовательностей нуклеотидов из различных клеток. 
Преимущество такого двойного баркодирования – высокая 
точность и возможность определения клетки, из которой 
получена каждая отдельная РНК (Islam et al., 2014). Для 
секвенирования на платформе Drop-Seq разработан про‑
токол STAMPs (Single-cell Transcriptomes Attached to Mi‑
croparticles) и протокол Cell-Seq – для платформы InDrop 
(Wang, Song, 2017). 

Наиболее высокопроизводительная коммерческая плат-
форма Chromium 10XGenomics интегрировала технологию 
Gemcode, которая разделяет в каплях длинные молекулы 
ДНК и баркодирует их для создания библиотек под сек‑
венирование (Eisenstein, 2015; Coombe et al., 2016). Ис‑
пользование двух баркодов на Chromium 10XGenomics 
при работе с единичными клетками позволяет уменьшить 
технический шум и проанализировать одновременно 
тысячи различных клеток, идентифицируя принадлеж-
ность каждого транскрипта, что особенно актуально при 
работе со сложными тканями. Это дает возможность опре-
делять профили экспрессии генов в масштабе одной клет-
ки (Zheng et al., 2017).

Существуют различные адаптеры, позволяющие под‑
готовить библиотеки микроРНК, например 3′-концевой 
адаптер, содержащий 5′,5′-аденил пирофосфорилирован‑
ный участок (Hafner et al., 2008; Chen et al., 2012).

После получения кДНК происходит процесс секвени-
рования. Выбор технологии секвенирования должен не-
посредственно зависеть от поставленных целей. Различ-
ная длина получаемых последовательностей (от пятиде-  
ся ти до нескольких тысяч нуклеотидов), точность, про‑
изводительность – все это необходимо учитывать при 
выборе метода секвенирования (Liu et al., 2012).

Биоинформатический анализ данных
С развитием высокопроизводительных платформ для 
одновременного захвата десятков тысяч клеток потребо‑
вались и новые биоинформатические подходы для рабо-
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ты с такими массивами данных. Следует отметить, что при 
анализе scRNA-seq не всегда возможно использование 
традиционных методов анализа суммарного транскрип‑
тома. Ниже рассмотрим сложности, возникающие при 
работе с данными транскриптомов единичных клеток, и 
возможные пути их решения.

Один эксперимент scRNA-seq способен дать инфор‑
мацию о каждом транскриптоме для сотен тысяч клеток. 
Это приводит к получению огромного массива данных 
и техническим сложностям при их анализе. Выравнива-
ние и подсчет прочтений осуществляются независимо для 
каждой клетки и требуют «параллелизации процесса», а, 
соответственно, большей вычислительной мощности (To-
kunaga et al., 2014; Yu, Lin, 2016).

scRNA-seq позволяет анализировать профили экспрес‑
сии для каждой отдельной клетки. Благодаря этому суще‑
ствуют три основных направления анализа (см. рис. 2): 
идентификация клеточных популяций (типы клеток и их 
состояния), реконструкция клеточной иерархии (диффе‑
ренциация клеток при эмбриогенезе или клеточные ответы 
на различные стимулы) и поиск регуляторных сетей (на 
основе экспрессии генов) (Stegle et al., 2015). Каждая из 
этих задач сводится к следующим этапам биоинформа‑
тического анализа: контроль качества прочтений; филь‑
трация; выравнивание; картирование на референсный 
геном/транскриптом; формирование матрицы прочтений; 
сокращение размерности; нормализация; поиск внешних 
факторов, вносящих погрешность в анализ; кластеризация 
клеток; поиск маркерных и высоковариабельных генов, 
анализ дифференциальной экспрессии и изоформ; поиск 
корреляций в экспрессии различных генов (Stegle et al., 
2015; Hwang et al., 2018). Для некоторых этапов возможно 
использование стандартных программ и подходов, разра‑
ботанных для общего транскриптома. Ниже кратко рас‑
смотрены особенности анализа только данных scRNA-seq.

При анализе профилей экспрессии клеток необходимо 
учитывать факторы, приводящие к ошибкам на этапе 
анализа и интерпретации данных. Их можно разделить 
на две категории: технический шум (например, различная 
эффективность захвата клеток, амплификация дуплетов, 
неамплифицированные гены – “dropout”, влияние про‑
боподготовки – так называемый batch effect) и биологиче‑
ские факторы (стохастическая экспрессия генов, наличие 
клеточного цикла, влияние окружающей среды) (Stegle 
et al., 2015; Andrews, Hemberg, 2018; Hwang et al., 2018).

Особенность протоколов при захвате клеток – вероят-
ность попадания двух клеток в одну каплю (1–10 % в за-
висимости от типа используемой платформы), что при-
водит к появлению дуплетов на этапе секвенирования и 
возникновению ошибки при идентификации типов кле-
ток (Segerstolpe et al., 2016). С другой стороны, на этапе 
диссоциации при пробоподготовке в части клеток могли 
произойти деградация РНК или некачественный лизис 
клетки, что опять же приведет к неправильной классифи‑
кации (Brennecke et al., 2013; Hwang et al., 2018). Такие 
клетки должны быть исключены из дальнейшего анализа 
на этапе контроля и оценки качества данных. Наиболее 
эффективно применение протоколов, включающих ис‑
пользование уникальных молекулярных идентификаторов 
(UMI) (Hashimshony et al., 2012; Macosko et al., 2015) и 

дополнительной чужеродной РНК (spike-in) (Jiang et al., 
2011) известной последовательности и концентрации, 
которые добавляются к каждой клетке на этапе захвата 
и подготовке к секвенированию. Это позволяет рассчи-
тать критерии, определяющие качество полученных 
транскриптомов для каждой клетки: долю картированных 
ридов чужеродной РНК и долю амплифицированной 
мРНК в каждой клетке (Stegle et al., 2015). Можно также 
выявить технические погрешности на этапе постановки 
эксперимента и уменьшить количество ошибок в ходе 
биоинформатического анализа с помощью повторности 
scRNA-seq.

Кроме того, внедрение чужеродной РНК позволяет бо-
лее точно оценить различия в количестве РНК у разных 
клеток на этапе нормализации данных (Stegle et al., 2015). 
Наиболее часто используемые параметры для нормализа‑
ции данных – RPKM (Mortazavi et al., 2008), FPKM и TPM 
(Li et al., 2010), альтернативные подходы – TMM и DESeq 
(Robinson, Oshlack, 2010; Li et al., 2012). В то же время 
были разработаны методы нормализации специально для 
данных scRNA-seq (Lun et al., 2016; Bacher et al., 2017).

Так как при секвенировании транскриптомов для тысяч 
клеток мы получаем огромное количество данных по 
всем генам, то это создает трудности при статистиче‑
ском анализе. Поэтому важный этап при работе с такими 
данными – выбор стратегии, уменьшающей размерность 
массива данных (Andrews, Hemberg, 2018). Существует 
два подхода: сокращение размерности и удаление из мас-
сива неинформативных генов. К первому относятся: метод 
главных компонент – PCA (Pierson, Yau, 2015); стохасти‑
ческие методы – tSNE (Maaten, Hinton, 2008); диффу-
зион ные карты – DM (Moon et al., 2018). Для определения 
неинформативных генов можно проводить поиск высоко-  
вариабельных генов (HGV), оценку неамплифицирован‑
ных генов в различных клетках (M3Drop), анализировать 
положительную или отрицательную корреляцию экс‑
прессии генов между различными клетками, использо‑
вать методы, основанные на чужеродной ДНК (spike-in) 
(Andrews, Hemberg, 2018). Некоторые программы позво‑
ляют применять обе стратегии, например PAGODA (Fan 
et al., 2016), что наиболее эффективно.

При кластеризации клеток и выделении отдельных ти-
пов следует помнить, что огромную ошибку может вно-
сить и различное биологическое состояние, в котором 
находится та или иная клетка. Так, уровень экспрессии 
различных генов будет отличаться в зависимости от фазы 
клеточного цикла – G1 или G2 (Stegle et al., 2015).

Для построения регуляторных сетей и реконструкции 
клеточной иерархии был разработан алгоритм, который 
невозможно осуществить для данных RNA-seq. Он ос‑
нован на упорядочивании транскрипционных состояний 
раз личных клеток, которые размещаются на траектории, 
характеризующей какой-либо развивающийся биологи-
ческий процесс в организме, например апоптоз (Haghverdi 
et al., 2016).

Многие этапы проводят с использованием целых про-
граммных пакетов, предусмотренных для работы с дан‑
ными транскриптомов единичных клеток (Valihrach et 
al., 2018). Так, для Chromium 10XGenomics разработчик 
предоставляет программный конвейер CellRanger (Zheng 
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Рис. 3. Процесс секвенирования транскриптомов единичных клеток на высокопроизводительной платформе Chromium 10XGenomics.

et al., 2017); для Drop-Seq нет программного обеспечения 
для первичного анализа от разработчика, но есть несколь‑
ко сторонних разработок, например zUMIs (Parekh et al., 
2018), scPipe (Tian et al., 2018), Dr.Seq2 (Zhao et al., 2017).

Наиболее популярные программные пакеты для даль‑
нейшего анализа данных scRNA-seq – Seurat (Butler et al., 

2018) и Monocle (Qiu et al., 2017). Seurat – это программ‑
ный пакет, обеспечивающий контроль качества, анализ и 
исследование данных единичных клеток RNA-seq. Про‑
граммное обеспечение включает в себя три компонента: 
неконтролируемую кластеризацию и обнаружение типов 
и состояний клеток, пространственную реконструкцию и 
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интегрированный анализ единичных клеток RNA-seq по 
условиям, технологиям и видам. Mo nocle –  комплексный 
программный пакет, который обеспечивает инструменты 
для анализа экспериментов с экспрессией единичных кле‑
ток. Однако эти программные пакеты не масштабируют- 
 ся для все более доступных больших наборов с количест-
вом, превышающим миллион клеток, или при объедине‑
нии данных нескольких экспе риментов и сравнительном 
анализе. Альтернативой может стать Scanpy, который пре‑
одолевает это ограничение и предоставляет аналогичные 
возможности анализа (Wolf et al., 2018).

Поэтапная реализация эксперимента по секвенирова‑
нию транскриптомов единичных кле ток с использованием 
наиболее высокопроизводительной платформы Chromium 
10XGenomics показана на рис. 3.

Несмотря на быстрое развитие этих технологий, воз‑
можно возникновение ошибок на различных этапах экс‑
перимента scRNA-seq (Fustin et al., 2013; Nikolenko et al., 
2013; Schwartz et al., 2013; Gawad et al., 2014, 2016; Poulin 
et al., 2016). Это необходимо учитывать при планировании 
и проведении РНК-секвенирования отдельных клеток и 
на этапе биоинформатического анализа.

Заключение
Секвенирование РНК единичных клеток показало, что 
из менение профилей экспрессии генов наблюдается не 
только в клетках различных тканей, но и в процессе онто-
генеза, а также в результате воздействия различных внеш‑
них факторов. Благодаря своей разрешающей способности 
метод секвенирования транскриптомов отдельных клеток 
используется в различных областях медицины и биологии 
и является инновационным для изучения механизмов 
конвергентной эволюции, независимого возникновения 
систем в различных таксономических группах, эволю‑
ционных изменений в клеточных линиях, определения 
новых типов клеток и определения их функций. Рассмот-
ренные в этой статье работы де монстрируют необходи‑
мость выполнения полных иссле дований, например целых 
организмов, опухолей или тканей, что требует развития 
технологий параллельного секвенирования транскрипто‑
мов огромного числа клеток. Показано, что в настоящее 
время основные критерии выбора технологии проведения 
scRNA-seq – производительность приборов для захвата 
и метод баркодирования. Наиболее инновационной и эф‑
фективной по совокупности пара метров на сегодняшний 
день представляется коммерческая платформа Chromium 
10XGenomics с интегрированной технологией Gemcode, 
позволяющая проводить такой ана лиз параллельно до 
80 тыс. клеток.
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Оценка количественных характеристик клубнеобразования 
дикого картофеля на основе анализа изображений клубней 
с использованием компьютерного приложения SeedСounter
К.А. Иванова1, Е.Г. Комышев1, М.А. Генаев1, 2, А.А. Егорова1, 2, К.А. Колошина1, Н.А. Чалая3,  
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Применение методов количественного цифрового фенотипирования для анализа параметров клубнеобразо-
вания диких клубненосных видов картофеля актуально для аннотации коллекций и для отбора оптимального 
донорного материала в работах по селекции культурного картофеля. На сегодняшний день в литературе не опи-
сано методов, позволяющих объективно количественно оценить морфологические параметры клубней дикого 
картофеля. В настоящей работе был проведен эксперимент по оценке морфологических характеристик клубней 
диких видов секции Petota Dumort. рода Solanum L. при помощи мобильного приложения SeedCounter, анали-
зирующего изображения объектов, размещенных на стандартном листе бумаги. Двенадцать образцов генотипов 
из коллекции ВИР, относящихся к девяти диким видам, были выращены в вегетационных сосудах, расположен-
ных в парнике, обтянутом укрывным материалом, в сроки вегетации культурного картофеля (Новосибирская 
область). Урожай клубней получен с представителей девяти генотипов. Измерена масса клубней с одного рас-
тения, урожай каждого растения проанализирован при помощи настольной версии приложения SeedCounter  
(http://wheatdb.org/seedcounter). Произведен подсчет клубней, для каждого клубня получены следующие харак-
теристики: длина, ширина, площадь проекции на лист бумаги, отношение длины к ширине, округлость, закруглен-
ность, шероховатость и компактность. При попарном сравнении девяти видов по перечисленным параметрам 
были выявлены достоверные различия в 86 % исследуемых пар. На основании показателей отношения длины 
к ширине и площади проекции клубня предложена формула для вычисления объема урожая клубней с одного 
куста. Вычисленные значения объема урожая имеют высокую корреляцию со значениями массы урожая с одно-
го куста. Показатель объема урожая предлагается использовать для общей характеристики клубнеобразования 
дикого картофеля по четырехбалльной шкале (от 0 до 3). В исследуемой группе образцов выявлены генотипы, 
обладающие нулевым, слабым, средним и высоким клубнеобразованием. Полученные данные частично соот-
ветствуют оценке клубнеобразования, проведенной по критериям ВИР. Различие в результатах оценки, вероятно, 
связано с условиями выращивания материала. Результаты применения метода позволяют рассматривать его как 
перспективный способ стандартного фенотипирования образцов коллекций диких видов картофеля.
Ключевые слова: Solanum; Petota; цифровое фенотипирование растений; дикие виды картофеля; SeedCounter; 
клубнеобразование.
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The development of quantitative digital phenotyping methods for evaluation of wild potato (section Petota Dumort., 
genus Solanum L.) tuberization is required for annotation of genebank collections and selection of the suitable donor 
material for potato breeding. There are no available methods specifically designed for the quantitative analysis of wild 
potato tuber morphology. The current study is devoted to evaluation of wild potato tubers’ morphological characteris-
tics using a digital image processing technique. For this purpose, the mobile application SeedSounter developed pre-
viously for grain analysis was specifically adapted for tuber phenotyping. The application estimates the number and 
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shape of objects scattered on a standard sheet of white paper (i. e. A3 or A4). Twelve accessions from the VIR genebank 
collection belonging to nine Petota species were grown in pots protected with garden fabric during the growing season 
of cultivated potato (Novosibirsk region). Tubers were collected form plants of nine genotypes. Three genotypes did 
not produce tubers. The weight of tubers collected from each plant was measured. The tuber yield from each plant 
was analyzed using SeedCounter (http://wheatdb.org/seedcounter). The number of tubers per plant was counted; the 
following characteristics were extracted from the images of individual tubers: length, width, projected area, length to 
width ratio, сircularity, roundness, rugosity and solidity. One-way ANOVA showed a significant effect of genotype on 
all measured characteristics. A pairwise comparison of nine Petota accessions using all measured parameters revealed 
statistically significant differences between 86 % of pairs. The overall tuber yield volume for each plant was calculated 
as a sum of volumes of individual tubers; tuber volume was calculated from its length to width ratio and projected area. 
A strong correlation between the evaluated tuber yield volume and yield weight was shown. We propose tuber yield 
volume as a characteristic for a general evaluation of tuberization for wild potato, implementing the four-step scale from 
0 to 3. According to this characteristic, the twelve wild potato accessions studied could be divided into four groups with 
different tuberization abilities. The evaluated tuberization ability is partially in accordance with previously obtained VIR 
data. The results presented demonstrate the possibility to use SeedCounter for wild potato collections phenotyping.
Key words: Solanum; Petota; digital phenotyping of plants; wild potato species; SeedCounter; tuberization.
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Введение
Основу современной селекции картофеля составляют ис-
пользование диких видов в качестве источника устойчи‑
вости к неблагоприятным факторам среды и межвидовая 
гибридизация (Киру, Рогозина, 2017). Необходимость 
фенотипирования больших популяций – это ключевой 
момент в исследованиях разнообразия культурного кар‑
тофеля и родственных ему видов. В процессе одомашни‑
вания и направленной на нужды потребителя селекции 
культурный картофель приобрел значительные отличия от 
диких видов как по фенотипу, так и по генотипу (Aversano 
et al., 2015). Одно из главных отличий – уровень клуб‑
необразования. Этот признак связан с наиболее важной 
характеристикой сортов культурного картофеля – высокой 
урожайностью. Высокопроизводительная морфометрия 
клубней возделываемого картофеля является развитым 
полем исследования, для которого уже предложены опре‑
деленные инструменты, базирующиеся на различных 
методах, в том числе на получении и обработке цифровых 
изображений клубней (Rady, Guyer, 2015). Чтобы оценить 
клубнеобразование культурного картофеля, получают 
изображения клубней с помощью цветных, мультиспек‑
тральных и гиперспектральных камер. Для анализа этих 
цифровых изображений разработаны методы подсчета ос‑
новных показателей размера клубня, таких как отношение 
его длины к ширине, методы прогнозирования для длины, 
ширины и массы клубня, дефектов внутри и снаружи 
 образца, а также метод предсказания трехмерной моде- 
 ли клубня (Si et al., 2017, 2018; Su et al., 2017). Существу-
ет также мобильное приложение Potatosize (https://www.
hutton.ac.uk/research/groups/information-and-computational-
sciences/potatosize) для измерения пропорций клубней 
культурного картофеля.

В отличие от культурного Solanum  tuberosum с высо‑
кой адаптивной способностью к условиям выращивания, 
большинство диких видов картофеля переходят к клубне‑
образованию только при коротком фотопериоде и имеют 
выраженные различия в оптимальных характеристиках 
внешней среды для получения максимального урожая. 
При изучении образцов картофеля и родственных ему ви‑

дов из коллекции ВИР проводят оценку морфологических 
признаков клубня: формы, поверхности кожуры, глубины 
глазков и столонного следа, окраски кожуры (основной 
и вторичной) и мякоти (Киру и др., 2010). У культурных 
видов картофеля морфологические признаки клубней от‑
личаются заметным многообразием (Huaman et al., 1977). 
У дикорастущих видов секции Petota форма клубней, их 
окраска и глубина глазков не столь причудливы и разно‑
образны и не всегда указаны в ботаническом описании, 
хотя в некоторых монографиях приведены изображения 
клубней (Correll, 1962; Ochoa, 2004). Таксономический 
анализ морфологии клубней дикого картофеля никогда 
не проводился (Spooner et al., 2004).

Для диких видов картофеля нет устоявшихся критериев 
оценки клубнеобразования и специфических характери‑
стик клубней. Как правило, при поддержании коллекций 
дикого картофеля растения выращивают в климатической 
камере или защищенном грунте с различными настраивае‑
мыми параметрами. Фенотипические данные, получаемые 
в такой искусственно созданной среде, трудно поддаются 
обработке и стандартной характеризации, поскольку фе‑
нотип растения, выращенного в климатической камере, 
может значительно отличаться от фенотипа растения, 
выращенного «в поле».

В настоящей работе эксперимент по выращиванию 
диких видов картофеля был поставлен в вегетационных 
условиях региона (Новосибирская область), в сроки вы‑
ращивания культурного картофеля. С целью ускорения и 
стандартизации оценки клубнеобразования и фенотипа 
клубней диких видов, фенотипирование полученного 
урожая было проведено путем получения и обработки 
цифровых изображений клубней, с использованием при‑
ложения SeedCounter (Komyshev et al., 2017), адаптиро‑
ванного для анализа клубней дикого картофеля.

Материалы и методы
В работе было использовано 12 генотипов образцов, от‑
носящихся к девяти диким видам секции Petota Dumort. 
рода Solanum L. в соответствии с классификацией Бука‑
сова (1980), из коллекции ВИР (табл. 1).
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Условия культивирования образцов. Растения содер-
жали в парнике, обтянутом укрывным материалом, про-
пускающим свет, влагу и воздух, но задерживающим на-
секомых и пыльцу других растений (Россия, Новосибир-  
ская область, поля СибНИИРС). В ходе эксперимента 
образ цы растений, выращенные in vitro, высаживали в 
трех повторностях в 15 л ведра с землей «TERRA VITA, пи‑
тательный грунт универсальный» (ЗАО «МНПП «Фарт», 
Санкт-Петербург), смешанной в равных пропорциях с 
естественным грунтом, добытым из-под дерна в березовой 
роще, и содержали при регулярном поливе до конца веге‑
тации. Дата посадки – 20.06.18, сбор урожая производился 
после прохождения вегетации и гибели надземной части 
растений (20.09.18). Собран урожай клубней растений, 
относящихся к девяти разным генотипам. Три образца: 
S. polyadenium, S. commersonii и S. chacoense (22687) не 
дали клубней.

Получение и обработка изображений. Клубни, со‑
бранные с одного растения, располагали на белом листе 
бумаги формата А3, в условиях искусственного освещения 
(рис. 1). Фотографии были сделаны с использованием ка‑

меры Canon EOS 50D (разрешение 4752 × 3168), согласно 
протоколу съемки приложения SeedCounter (Komyshev et 
al., 2017).

Анализ изображений приложением SeedCounter. 
Изображения клубней были проанализированы Desktop-
версией приложения SeedCounter (Komyshev et al., 2017, 
http://wheatdb.org/seedcounter), модифицированной для 
распознавания клубней картофеля вместо зерен пшеницы. 
Помимо длины, ширины и проецируемой на поверхность 
листа площади, рассчитывались также индексы формы 
контура клубней (Cervantes et al., 2016).

Были реализованы следующие индексы формы контура:
• Показатель отношения длины к ширине (length to width 

ratio, L/W ), отражающий одну из основных характери‑
стик формы клубня (Si et al., 2017).

• Округлость (сircularity, С); индекс отражает, насколько 
форма контура близка окружности. Значения индекса 
варьируют от 0 до 1, при этом 1 соответствует идеаль‑
ному кругу:

C = 4π × area
perimeter2 .

Таблица 1. Генотипы диких видов картофеля коллекции ВИР*

№ п/п Вид Номер в каталоге ВИР Генотип Клубнеобразование (данные ВИР)

1 S. dolichostigma Buk. (syn. S. chacoense Bitter) 7613 6-2-н-2002 Хорошее

2 S. chacoense Bitter 19759 3-42-2 »

3 S. chacoense Bitter 22687 16-2016 »

4 S. commersonii  Dunal 21355 19-2016 »

5 S. fendleri A. Gray 18242 549-3-2016 »

6 S. ehrenbergii  Bitter (Rydb.) 24207 715-2011 Среднее

7 S. jamesii  Torr. 24923 649-2011 Хорошее

8 S. pinnatisectum Dunal 23569 18-7 »

9 S. pinnatisectum Dunal 24239 Д-36-2011 Слабое

10 S. polyadenium Greenm. 24957 618-2011 Умеренное

11 S. verrucosum Schltdl. 23015 346-2011 Слабое

12 S. tarijense Hawkes 12637 14-1-2007 »

* Данные из Каталога мировой коллекции ВИР, вып. 816 (2014).

S. jamesii S. tarijense

Рис. 1. Цифровое изображение клубней двух генотипов дикого картофеля.
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• Индекс закругленности (roundness, R); целесообразно 
использовать для контуров, имеющих много небольших 
выпуклостей на поверхности. В этих случаях периметр 
увеличивается и индекс округлости принимает более 
низкие значения, тогда как величина индекса закруглен‑
ности не зависит от неровностей периметра:

R = 4 × area
π [Major axis]2  .

• Индекс шероховатости (rugosity, Rg); определяется как 
отношение периметра контура к выпуклому периметру:

Rg = Ps
 Pc   ,

где Ps – периметр контура, а Pc – выпуклый периметр 
контура, известный также как выпуклая оболочка, т. е. 
наименьшая выпуклая фигура, которая содержит все 
точ ки изображения.
• Индекс компактности (solidity, Sl ) – отношение площа‑

ди контура к площади его выпуклой оболочки:

Sl = Contour Area
Convex Hull Area .

Для оценки объема урожая клубней с каждого куста 
были сделаны следующие допущения: 1) клубни имеют 
форму эллипсоида, ширина и высота которого равны 
между собой, а длина больше ширины в k раз (k = L/W – 
измеренное соотношение длины к ширине); 2) площадь 
главного сечения эллипсоида по длинной оси равна пло-
щади проекции клубня на поверхность листа (S). На осно-
ве этих допущений выведена формула для оценки объема 
урожая одного растения, где объем урожая равен сумме 
объемов каждого клубня:

V = 
  n
 ΣVii = 1

,

Vi = 4
 3   π ki 

Si
π ki 

 
3
2
,

где n – количество клубней; Vi – объем одного клубня; 
Si – площадь проекции одного клубня; ki – коэффициент, 
равный отношению длины к ширине.

Формула была предложена исходя из следующих рас‑
суждений. Объем эллипсоида равен

V = 4
 3   π a b c.

Проекцией эллипсоида на плоскость является эллипс. 
Пло щадь эллипса, в свою очередь, вычисляется по фор‑
муле

S = π a b.
Связь объема эллипсоида с площадью его проекции на 

плоскость можно выразить следующим образом (учиты‑
вая допущение, что b = c):

V = 4
 3   S b.

Выразим b через S:
a = kb,

S = π k b2,

b =  S
π k .

Тогда

V = 4
 3   S b = 4

 3   S  S
π k  = 4

 3   π k S
π k  

3
2
.  

Поскольку приложение SeedCounter вычисляет площадь 
проекции клубней на плоскость на основе ее контура, та‑
кой расчет более точно учитывает особенности формы 
отдельно взятого клубня. Поэтому аппроксимационная 
оценка объема клубня была выражена через площадь 
проецируемого на поверхность листа контура.

Cуммарный объем урожая был рассчитан также исходя 
из оценки объема клубня картофеля на базе уравнения 
нелинейной регрессии отношения площади проекции 
клубней на плоскость и объема для смешанных сортов 
картофеля, полученной в работе (Tabatabaeefar, 2002):

A = 1.1V 0.71,

V = A
1.1 

1.408
,    

где величина А соответствует площади проекции клубня.
Статистическая обработка данных произведена в 

среде R (http://www.r-project.org). Для каждого из изме‑
ряемых параметров выполнен однофакторный дисперси‑
онный анализ влияния генотипа на значения параметра 
(ANOVA, https://www.rdocumentation.org/packages/stats/
versions/3.5.2/topics/ aov). Чтобы определить, какие имен-
но пары образцов имеют значимые статистические разли‑
чия, было проведено множественное попарное сравнение 
образцов по средним значениям каждого параметра с 
использованием критерия Тьюки (TukeyHSD, https://www.
rdocumentation.org/packages/stats/versions/3.5.2/topics/
TukeyHSD). Корреляция значений массы урожая клубней 
с одного растения с вычисленными значениями объема 
урожая оценивалась с использованием критерия Пирсона 
(Pearson’s product-moment correlation) и с помощью функ‑
ции cor.test в среде R (http://www.r-project.org).

Результаты

Общая характеристика урожайности  
исследуемых образцов 
Полученный урожай был охарактеризован по показателям 
среднего количества и средней массы клубней с одного 
растения. Данные представлены в табл. 2. Три генотипа не 
дали ни одного клубня во всех трех повторностях. Один 
генотип (S. chacoense 3-42-2 № 19759) дал урожай только 
в двух повторностях.

Оценка морфологии клубней
Индексы, характеризующие размер и форму клубней, 
были рассчитаны программой SeedCounter (табл. 3). Одно‑
факторный дисперсионный анализ показал достоверное 
влияние генотипа на каждый из параметров, рассчитанных 
с помощью приложения SeedCounter (табл. 4).

В качестве примера в табл. 3 выделены три генотипа 
(S. jamesii 649-2011, S. tarijense 14-1-2007 и S. chacoense 
3-42-2) и показаны достоверные отличия одного из гено‑
типов от двух других. Исследованный генотип S. jame sii 
достоверно отличается от генотипов S. tarijense и S. cha-  
coense по длине, ширине и площади проекции клубня. 

file:///D:/%d0%92%d0%9e%d0%93%d0%98%d0%a1/on-line/ 
https://www.rdocumentation.org/packages/stats/versions/3.5.2/topics/TukeyHSD
https://www.rdocumentation.org/packages/stats/versions/3.5.2/topics/TukeyHSD
https://www.rdocumentation.org/packages/stats/versions/3.5.2/topics/TukeyHSD
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S. chacoense достоверно отличается от S. jamesii и S. tari-
jense по закругленности и отношению длины к ширине 
(см. табл. 3). По округлости, морщинистости (шерохова‑
тости) и компактности у представленных образцов нет 
достоверных отличий. 

Таким образом, клубни выбранного генотипа вида 
S. tarijense можно предварительно охарактеризовать как 

крупные, гладкие, круглые; клубни выбранного геноти‑
па вида S. jamesii – мелкие, гладкие, круглые; генотипа 
S. chacoense – крупные, гладкие, продолговатые.

С использованием критерия Тьюки было показано, что 
при попарном сравнении генотипов по всем измеряемым 
показателям выделяются достоверные отличия у 31 пары 
образцов из 36 пар (86 %). Три четверти пар генотипов 

Таблица 2. Основные характеристики урожая (mean ± SD) исследованных генотипов диких видов картофеля

№ 
п/п

Вид Номер  
в каталоге ВИР

Генотип С одного куста

кол-во клубней, шт. масса клубней, г

1 S. dolichostigma 7613 6-2-н-2002 27.3 ± 5.5 143.3 ± 43.6

2 S. chacoense* 19759 3-42-2 15.5 ± 0.7 109.0 ± 66.5

3 S. chacoense 22687 16-2016 – –

4 S. commersonii 21355 19-2016 – –

5 S. fendleri 18242 549-3-2016 13 ± 5.3 73.7 ± 3.7

6 S. ehrenbergii 24207 715-2011 32.7 ± 7 64.3 ± 1.5

7 S. jamesii 24923 649-2011 85.7 ± 13.2 100.0 ± 15.0

8 S. pinnatisectum 23569 18-7 33.3 ± 7 96.3 ± 29.5

9 S. pinnatisectum 24239 Д-36-2011 8.7 ± 4.5 35.0 ± 25.2

10 S. polyadenium 24957 618-2011 – –

11 S. verrucosum 23015 346-2011 5.3 ± 3.2 9.2 ± 11.6

12 S. tarijense 12637 14-1-2007 8.3 ± 2.5 95.7 ± 40.9

* Две повторности.

Таблица 3. Значения параметров размера и формы контура клубней (mean ± SE)

№ 
п/п

Вид Генотип Длина, мм Ширина, мм Площадь  
проекции 
клубня, мм2

Длина/ 
ширина

Округ-
лость

Закруглен-
ность

Шерохо-
ватость

Компакт-
ность

1 S. dolichostigma 6-2-н-2002 22.07 ± 5.55 18.57 ± 4.27 334.99 ± 154.96 1.19 ± 0.13 0.77 ± 0.07 0.84 ± 0.09 1.13 ± 0.05 0.98 ± 0.01

2 S. chacoense 3-42-2 29.45 ± 8.47 22.48 ± 6.07 545.79 ± 266.40 1.31 ± 0.16* 0.72 ± 0.10 0.76 ± 0.10* 1.16 ± 0.11 0.98 ± 0.01

5 S. fendleri 549-3-2016 22.69 ± 7.21 19.21 ± 5.76 366.09 ± 207.36 1.19 ± 0.16 0.75 ± 0.09 0.84 ± 0.11 1.14 ± 0.06 0.98 ± 0.02

6 S. ehrenbergii 715-2011 17.49 ± 4.68 14.70 ± 3.50 211.06 ± 102.29 1.19 ± 0.14 0.77 ± 0.08 0.84 ± 0.09 1.14 ± 0.07 0.98 ± 0.01

7 S. jamesii 649-2011 13.32 ± 2.82* 11.41 ± 2.19* 122.82 ± 47.83* 1.17 ± 0.12 0.82 ± 0.05 0.86 ± 0.08 1.11 ± 0.04 0.98 ± 0.01

8 S. pinnatisectum 18-7 18.76 ± 4.95 14.17 ± 2.75 211.72 ± 88.38 1.32 ± 0.23 0.68 ± 0.12 0.76 ± 0.13 1.19 ± 0.12 0.97 ± 0.02

9 S. pinnatisectum Д-36-2011 19.88 ± 3.58 17.51 ± 3.19 279.58 ± 95.11 1.14 ± 0.08 0.77 ± 0.05 0.88 ± 0.06 1.14 ± 0.04 0.98 ± 0.00

11 S. verrucosum 346-2011 14.46 ± 5.05 12.51 ± 4.33 156.05 ± 109.35 1.16 ± 0.09 0.79 ± 0.05 0.86 ± 0.06 1.14 ± 0.05 0.98 ± 0.01

12 S. tarijense 14-1-2007 28.63 ± 6.65 25.19 ± 5.42 587.38 ± 253.86 1.14 ± 0.10 0.78 ± 0.07 0.88 ± 0.07 1.14 ± 0.05 0.99 ± 0.01

Примечание.  Серым фоном выделены генотипы, упомянутые в качестве примера в тексте. * Достоверное отличие показателя у данного образца от-
носительно двух других выделенных образцов (по критерию Тьюки).

Таблица 4. Результаты однофакторного дисперсионного анализа влияния генотипа на значения измеряемых параметров 

Критерий  
достоверности

Площадь, мм2 Длина, мм Ширина, мм Длина/ 
ширина

Округлость Закруглен-
ность

Шерохова-
тость

Компакт-
ность

F value 91.35 83.33 97.44 12.82 31.08 13.31 11.04 18.69

Pr (>F) <2e–16 <2e–16 <2e–16 <2e–16 <2e–16 <2e–16 1.05e–14 <2e–16
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(75 %) можно достоверно разделить, анализируя показа‑
тели размера клубня (площадь проекции клубня, длину 
и ширину). Только по параметрам размера достоверно 
различаются 40 % пар генотипов, при этом они не раз‑
личаются по другим параметрам. На основе индексов 
формы, без учета размера клубней, в среднем достоверно 
можно разделить около 30 % пар генотипов исследуемых 
видов, при этом три пары (8 %) отличаются только по 
признакам формы и не отличаются по индексам размера. 
Было показано, что генотип 18-7 № 23569 S. pinnatisectum 
достоверно отличается от генотипа 649-2011 № 24923 
S. jamesii и 6-2-н-2002 № 7613 S. dolichostigma по всем 
восьми показателям. В табл. 5 приведены данные об 
абсолютном и относительном количестве пар генотипов, 
которые достоверно можно отличить, используя каждый 
из показателей в отдельности. 

Общая оценка клубнеобразования
На основе полученных данных была выделена характе‑
ристика для оценки клубнеобразования растений диких 
клубненосных видов картофеля. В качестве главного 
критерия был выбран объем урожая клубней с одного 
растения, поскольку этот показатель возможно вычислить, 
используя анализ изображений. Согласно литературным 
источникам (Tabatabaeefar, 2002; Su et al., 2017), объем 
клубней картофеля имеет высокую степень корреляции 
с массой, которую применяют, как правило, для оценки 
урожайности. Расчетная оценка объема урожая была 
выполнена путем аппроксимации формы клубней эллип‑
соидом, с использованием результатов, описывающих 
площадь проекции каждого клубня на поверхность листа 
бумаги и отношение длины к ширине, а также при помощи 
ранее предложенной формулы для культурного картофеля 
(Tabatabaeefar, 2002).

В качестве критерия верификации предложенного ме-
тода оценки объема урожая с куста была выбрана кор-
реляция с измеренным значением массы урожая. Сум‑
марный объем урожая оценивали по двум предложенным 
формулам для каждого из 26 растений и затем вычисля-
ли коэффициент корреляции Пирсона полученных значе‑
ний с измеренными значениями массы урожая. Коэффици‑

ент корреляции для значений, вычисленных по формуле 
объема эллипсоида, выраженного через проецируемую 
площадь контура, составил 0.87 (p-value = 7.839e–09; 
95 % доверительный интервал 0.7278559–0.9404020). Для 
значений, рассчитанных из отношения объема и проеци‑
руемой площади клубня на базе нелинейной регрессии, 
коэффициент корреляции равен 0.88 (p-value = 2.359e–09; 
95 % доверительный интервал 0.7533180–0.9465927). 
Полученные статистические результаты позволяют оце‑
нить степень корреляции как высокую и сделать вывод о 
применимости предложенных формул для оценки объема 
урожая диких видов картофеля.

Характеристики средней массы и среднего объема уро-
жая для каждого из генотипов приведены на рис. 2. Об‑
разцы кластеризуются в три условные группы со слабым, 
средним и хорошим клубнеобразованием как по показате‑
лю массы, так и по показателю объема урожая. 

Генотипы S. pinnatisectum Д-36-2011 № 24239 и S. ver-
rucosum 346-2011 № 23015 составляют группу со слабым 
клубнеобразованием. Представители одного вида, гено‑
типы S. dolichostigma (синоним S. chacoense) 6-2-н-2002 
№ 7613 и S. chacoense 3-42-2 № 19759, образуют группу 
с хорошим клубнеобразованием. Остальные генотипы 
входят в промежуточную (среднюю) группу.

Группам были присвоены значения показателя клуб не-
образования от 1 до 3. Генотипам, которые не дали уро-
жая, присвоено значение клубнеобразования равное нулю. 
Полученные результаты сравнивались между собой и с 

Таблица 5. Количество достоверно разделимых  
пар генотипов по параметрам, полученное  
с помощью приложения SeedCounter

Параметр Кол-во  
достоверно  
разделимых пар

Отношение среднего кол-ва  
разделимых пар видов  
к кол-ву пар

Ширина 28 0.78

Длина 27 0.75

Площадь 26 0.72

Длина/ширина 14 0.39

Закругленность 14 0.39

Округлость 13 0.36

Цельность 8 0.22

Морщинистость 7 0.19

S. chacoense 3-42-2

S. dolichostigma 6-2-н-2002

S. tarijense 14-1-2007

S. jamesii 649-2011

S. ehrenbergii 715-2011

S. pinnatisectum 18-7

S. fendleri 549-3-2016

S. pinnatisectum Д-36-2011

S. verrucosum 346-2011

S. dolichostigma 6-2-н-2002

S. chacoense 3-42-2

S. jamesii 649-2011

S. pinnatisectum 18-7

S. tarijense 14-1-2007

S. fendleri 549-3-2016

S. ehrenbergii 715-2011

S. pinnatisectum Д-36-2011

S. verrucosum 346-2011
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Рис. 2. Данные оценки клубнеобразования: объем урожая (а) и масса 
клубней с одного растения (б ).
1–3  – группы генотипов со слабым  (1), средним  (2) и хорошим  (3) клуб-
необразованием. Приведены средние значения, показано стандартное 
отклонение.
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данными, опубликованными сотрудниками ВИР (Ката‑
лог…, 2014) (табл. 6). Для генотипов № 1, 2, 6, 9 и 11 
наша оценка клубнеобразования совпала с оценкой ВИР 
(см. табл. 6).

Обсуждение
В настоящей работе представлен новый подход для сбора 
и анализа информации о морфологических характеристи‑
ках клубней дикого картофеля, а также предложен крите‑
рий оценки клубнеобразования диких видов картофеля. 

Подобные методы, основанные на получении цифровых 
изображений клубней и их анализе, созданы для оценки 
урожая сортов культурного картофеля и позволяют полу‑
чить информацию о его качестве и потребительских свой‑
ствах. Специальных методов оценки клубнеобразования 
для диких видов картофеля в литературе не описано, суще‑
ствующие ботанические описания клубней разрозненны 
и не дают возможности адекватно сопоставить одинако‑
вые характеристики для разных образцов. В то же время 
клубнеобразование и характеристики клубней являются 
базовыми хозяйственными признаками картофеля. При 
выборе адекватного донорного материала для селекции 
информация о клубнеобразовании образцов представляет 
высокую ценность. 

Сложность оценки клубнеобразования связана, в част‑
ности, с несопоставимыми условиями культивирования 
и широкой нормой реакции диких видов. В нашей работе 
проведен эксперимент по культивированию диких видов 
картофеля в вегетационных условиях региона, по ряду па-
раметров приближенных к полевым (состав почвы, длина 
светового дня и температура), что позволяет учесть сте‑
пень адаптации образцов к региональным климатическим 
особенностям.

Обработка цифровых изображений клубней дикого 
картофеля с помощью предложенного приложения Seed-
Counter позволяет количественно зафиксировать их фено-

типические характеристики, относящиеся к числу, раз-
ме ру и форме клубней. Наиболее достоверно различия 
между видами можно описать параметрами размера 
клубней (длина, ширина и площадь проекции), остальные 
морфологические параметры имеют меньшую специфич‑
ность, однако комбинация этих параметров позволяет вы‑
явить достоверные различия между образцами с высокой 
точностью. Предложенный метод позволяет достоверно 
различать не только разные виды, но и разные образцы 
одного вида по признакам морфологии клубней. Эта осо‑
бенность метода может оказаться полезной при подборе 
оптимального образца конкретного вида для различных 
селекционных задач.

Фенотипирование дикого картофеля рассмотренным 
методом представляет собой емкую базу для интерпрета‑
ции полученных данных. На основе результатов цифрово‑
го фенотипирования можно разрабатывать собственные 
характеристики описываемых фенотипов и генотипов. 
В частности, значения этих показателей можно исполь‑
зовать для оценки клубнеобразования. Введенный новый 
критерий клубнеобразования – объем урожая куста, выде‑
лен по результатам измерения площади проекции каждого 
клубня на лист бумаги и отношения длины к ширине. 
Визуальная оценка формы клубней и тот факт, что среди 
изучаемых видов параметры формы колеблются незначи‑
тельно, как правило в пределах 10 % (см. табл. 2), дают 
возможность полагать, что форма клубня может быть ап‑
проксимирована эллипсоидом. Ранее было показано, что 
величины объема и массы клубней культурного картофеля 
демонстрируют стабильно высокую степень корреляции и 
оценка объема клубней может использоваться в качестве 
инструмента предсказания массы (Tabatabaeefar, 2002;  
Su et al., 2017). Сравнение расчетной оценки объема уро-
жая с одного куста и результатов измерения массы урожая 
показало высокую степень корреляции. Таким образом, 
полученный результат соответствует литературным дан-

Таблица 6. Группировка генотипов по введенным критериям в соответствии с показателями урожая 

№ 
п/п

Вид Генотип Клубнеобразование

с одного куста по расчетам данной работы по данным ВИР

средний объем средняя масса

1 S. dolichostigma* 6-2-н-2002 3 3 Хорошее

2 S. chacoense* 3-42-2 3 3 »

3 S. chacoense 16-2016 0 0 »

4 S. commersonii 19-2016 0 0 »

5 S. fendleri 549-3-2016 2 2 »

6 S. ehrenbergii * 715-2011 2 2 Среднее

7 S. jamesii 649-2011 2 2 Хорошее

8 S. pinnatisectum 18-7 2 2 »

9 S. pinnatisectum* Д-36-2011 1 1 Слабое

10 S. polyadenium 618-2011 0 0 Умеренное

11 S. verrucosum* 346-2011 1 1 Слабое

12 S. tarijense 14-1-2007 2 2 »

* Совпадение оценки клубнеобразования по среднему объему урожая, средней массе урожая и по данным ВИР.
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ным и дает основание заключить, что введенный пока‑
затель позволяет корректно оценить клубнеобразование 
внутри одного эксперимента.

При дальнейшем применении данного метода для ха‑
рактеристики большого спектра генотипов необходимо 
учитывать вероятность межвидовых различий в удельной 
массе клубней. Поэтому при постановке метода на новом 
наборе образцов можно рекомендовать параллельно про‑
водить построение регрессионной модели зависимости 
объема клубней от их массы. Рассчитанные данные со‑
относятся с данными ВИР в пяти случаях из двенадцати. 
Вероятно, различие в результатах оценки клубнеобра‑
зования объясняется разными условиями выращивания 
 растений. Предложенный метод оценки клубнеобразо-
вания может быть легко адаптирован для различных ус‑
ловий выращивания. Проведение такой оценки в несколь‑
ких независимых экспериментах позволит определить 
и стабильно закрепить за каждым образцом показатель 
степени клубнеобразования по четырехбалльной шкале  
(от 0 до 3). 

Заключение
Оценка количественных характеристик клубнеобразова‑
ния на основе анализа изображений клубней с исполь‑
зованием приложения SeedCounter представляет собой 
перспективный метод фенотипирования видов секции 
Petota Dumort. рода Solanum L. Введение фенотипирова‑
ния с использованием приложения SeedCounter в практику 
описания коллекций дикого картофеля позволит собрать 
и систематизировать большое количество новых фено‑
типических данных и выделить новые характеристики, 
полезные при принятии решений о введении конкретных 
образцов в селекцию.
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Термин «клон» в биотехнологии животных обозначает организм, полученный в результате неполового 
размножения, который одновременно является прямым потомком и генетической копией родительского 
организма. На сегодняшний день домашняя свинья (Sus scrofa domestica) представляется наиболее инте-
ресным объектом в исследованиях по клонированию. Клонирование свиней имеет широкий спектр по-
тенциальных возможностей использования в различных областях научной и хозяйственной деятельности 
человека. Тем не менее эффективность получения клонированных эмбрионов свиней все еще остается 
ниже, чем других видов сельскохозяйственных животных, в частности лошадей и крупного рогатого ско-
та. Соматическое клонирование – сложная многоступенчатая технология, на каждом этапе которой бо-
лее восприимчивые к изменениям окружающих условий ооциты свиней испытывают неблагоприятные 
воздействия различных по своей природе факторов (механические, физические, химические). На этапе 
созревания ооцитов происходят изменения клеточных ультраструктур ооплазмы, которые играют важ-
ную роль в последующем репрограммировании ядра пересаженной донорской клетки. Донорские со-
матические клетки перед переносом в ооцит синхронизируют в стадии G0/G1 клеточного цикла с целью 
обеспечения нормальной плоидности клонированного эмбриона. При удалении ядра у созревших in vitro 
ооцитов свиней следует обращать внимание на проблему сохранения жизнеспособности клеток после 
извлечения собственного ядерного материала. В ходе реконструирования соматическую клетку с помо-
щью микроинструментов помещают в перивителлиновое пространство, где ранее находилось первое 
полярное тельце, или в цитоплазму энуклеи рованного ооцита. Метод ручного клонирования (handmade 
cloning) предполагает удаление ядра ооцита с последующим слиянием с донорской клеткой без помощи 
микроманипуляционной техники. Повышенная чувствительность ооцитов к факторам окружающей среды 
обусловливает особые требования к выбору системы in  vitro культивирования клонированных эмбрио-
нов свиней. В рамках настоящего обзора проведен мониторинг современных методов, используемых при 
получении клонированных эмбрионов, выявлены технологические особенности, препятствующие повы-
шению эффективности метода соматического клонирования свиней.
Ключевые слова: домашняя свинья; Sus scrofa domestica; ооциты; in vitro; соматическое клонирование; 
 слияние; активация; клонированный эмбрион.
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Biotechnological bases of the development of cloned pig embryos
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The term ‘clone’ in animal biotechnology refers to an organism derived from non-sexual reproduction, which 
is both a direct offspring and a genetic copy of the parent organism. To date, the pig appears to be the most 
interesting object in cloning research. Somatic cell nuclear transfer in pigs has a wide range of potential applica-
tions in various fields of human scientific and economic activities. However, the efficiency of producing cloned 
embryos in swine is still lower than that of other livestock species, in particular horses and cattle. Somatic cell 
nuclear transfer is a technically complex multi-stage technology, at each stage of which the pig oocytes, which 
are more susceptible to changes of surrounding conditions, are affected by various factors (mechanical, physical, 
chemical). At the stage of oocyte maturation, changes in the cell ultrastructures of the ooplasm occur, which play 
an important role in the subsequent nuclear reprogramming of the transferred donor cell. Before transfer to the 
oocyte donor somatic cells are synchronized in the G0/G1 stage of the cell cycle to ensure the normal ploidy of 
the cloned embryo. When removing the nucleus of pig oocytes maturated in vitro, it is necessary to pay attention 
to the problem of preserving the viability of cells, which were devoid of their own nuclear material. To perform 
the reconstruction, a somatic cell is placed, using micro-tools, in the perivitelline space, where the first polar body 
was previously located, or in the cytoplasm of an enucleated oocyte. The method of manual cloning involves the 
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removal of the oocyte nucleus with subsequent fusion with the donor cell without the use of micromanipulation 
techniques. The increased sensitivity of oocytes to the environmental conditions causes special requirements for 
the choice of the system for in vitro culture of cloned pig embryos. In this work, we have reviewed the modern 
methods used for the production of cloned embryos and identified the technological issues that prevent improv-
ing the efficiency of somatic cloning of pigs.
Key words: domestic pig; Sus scrofa domestica; oocytes; in vitro; somatic cell nuclear transfer; fusion; activation; 
cloned embryo.
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Введение
Способность к репрограммированию ядра соматической 
клетки, пересаживаемого в энуклеированный ооцит, – 
один из важнейших феноменов биологической науки, 
открытие которого сделало возможным получение рекон-
струированных эмбрионов и клонированных животных. 
Практически это было реализовано в июне 1996 г. группой 
шотландских исследователей под руководством Я. Уил-
мута, которые сообщили о рождении первого клонирован‑
ного млекопитающего – овечки Долли – с использованием 
дифференцированных клеток (эпителия молочной желе‑
зы) с наследственным материалом, идентичным другому 
взрослому животному (Wilmut et al., 1997). Серьезный ин‑
терес научного сообщества, вызванный революционным 
прорывом в данной области репродуктивных технологий, 
привел к клонированию уже более 20 видов млекопита-
ющих (Сингина и др., 2014).

Получение клонированных поросят впервые было про‑
ведено в 2000 г. параллельно двумя исследовательскими 
группами из США и Японии (Onishi et al., 2000; Polejaeva 
et al., 2000). Одно из основных направлений технологии 
клонирования – использование генетически модифициро‑
ванных свиней как моделей для изучения болезней чело‑
века и доноров органов для ксенотрансплантации (Bett-
hauser et al., 2000). В настоящее время такие живот ные уже 
находят свое применение в доклинических ис пытаниях 
профилактических или терапевтических меди цинских 
препаратов (Liu et al., 2008), тестировании лекарств на 
токсичность, исследованиях функциональной геномики 
(Wimmers et al., 2010). Создание генетически модифици‑
рованных свиней – потенциальный инстру мент для сни‑
жения физиологических и иммунологических барьеров на 
пути к получению и пересадке донорских органов. Другой 
не менее важной областью практического применения 
клонирования стоит рассматривать направленное полу‑
чение животных с заранее заданными параметрами про‑
дуктивности посредством копирования особо уникальных 
высокоценных хряков и свиноматок.

При соматическом клонировании взамен собственного 
хромосомного материала ооцит (цитопласт) приобретает 
ядро соматической клетки (кариопласт) от животного, 
генетическую копию которого планируется получить. 
Основные этапы технологии клонирования: подготовка 
(созревание in vitro) ооцита-реципиента и донорской клет‑
ки, удаление ядерного материала у созревшего ооцита, ре‑
конструирование полученного цитопласта (объединение 
с кариопластом), активация реконструированного ооцита 
и культивирование клонированного эмбриона (Niemann 
et al., 2011; Simões, Santos, 2017).

Созревание ооцитов
Способность ооцита к инициации успешного развития в 
клонированный и партеногенетический эмбрион, а также 
в эмбрион после in vitro оплодотворения в большой сте‑
пени определяется его созреванием. Цитоплазматическое 
созревание включает модификации цитоплазмы, в част‑
ности перераспределение органелл, изменение динамики 
цитоскелета, микро- и макромолекулярные изменения 
(Ferreira et al., 2009). Ядерное созревание подразумевает 
изменение хроматина в период от разрушения зародыше‑
вого пузырька до метафазы второго деления мейоза (MII) 
(Marteil et al., 2009).

При культивировании ооцитов свиней in vitro в отличие 
от других видов животных используется двухфазный 
протокол созревания, который позволяет повысить их 
компетенцию к оплодотворению или искусственной 
активации. На первом этапе под действием гормонов в 
ооците вырабатываются белки, необходимые для ранне‑
го эмбрионального развития. Второй период созревания 
проходит без участия внешних сигналов и включает 
деление ядра и структурирование клеточных органелл. 
Созревшие ооциты на стадии метафазы II, выделившие 
первое полярное тельце, как правило, используются в кло‑
нировании в качестве источников цитопластов (Hardarson 
et al., 2000). У свиней оптимальная продолжительность 
созревания ооцитов in vitro варьирует по данным разных 
исследований в промежутке от 24 до 44 ч (Zhang et al., 
2006; Sugimura et al., 2010).

Подготовка донорских соматических клеток
Результативность репрограммирования после переноса 
ядер соматических клеток зависит от ряда факторов, в 
том числе от типа, числа пассажей и стадии клеточного 
цикла донорской клетки (Enright et al., 2003; Yang et al., 
2007). Особенно большое значение для успеха клониро‑
вания имеет уровень дифференцировки клеток-доноров 
(Jaenisch, 2012). К настоящему времени получены кло‑
нированные эмбрионы свиней с использованием различ‑
ных типов соматических клеток, таких как фетальные 
фибробласты, фибробласты кожи, нейральные стволовые 
клетки, кумулюсные клетки, клетки гранулезы и клетки 
эпителия молочной железы (Verma et al., 2000; Cervera et 
al., 2009; Zheng et al., 2009).

Необходимым условием репрограммирования ядра и 
успешного развития клонированного эмбриона является 
синхронизация клеточного цикла цитопласта и кариоплас-
та. Для этого донорские клетки всех типов перед микро‑
манипуляциями, как правило, подвергают искусственному 
аресту в фазе G0/G1 (Boquest et al., 1999). Перенос ядер 

file:///D:/%d0%92%d0%9e%d0%93%d0%98%d0%a1/2019_5/ 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marteil G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19997475
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hardarson T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10831572


Биотехнологические основы получения 
клонированных эмбрионов свиней

А.В. Лопухов, Г.Н. Сингина 
Н.А. Зиновьева

2019
23 • 5

529АКТУАЛЬНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ / MAINSTREAM TECHNOLOGIES

соматических клеток, еще не прошедших репликацию 
ДНК, в ооцит на стадии метафазы II позволяет снизить 
вероятность хромосомных аномалий и нарушений плоид‑
ности клонированных эмбрионов (Campbell et al., 1996). 
Координация между клеточными циклами ооцитов и 
соматических клеток свиней обеспечивается путем сы‑
вороточного голодания или контактного ингибирования. 
Несмотря на то что первые клонированные поросята были 
получены после пересадки ядер донорских клеток после 
сывороточного голодания (Polejaeva et al., 2000), у данного 
метода выявлены негативные эффекты. Так, например, 
показана инициация апоптотических явлений наряду с 
повышенной фрагментацией ДНК при культивировании 
фибробластов свиней в среде с пониженным содержани-
ем сыворотки (Kues et al., 2002). Наиболее распростра-
ненным методом синхронизации клеточного цикла в рам‑
ках процедуры клонирования свиней является контакт ное 
ингибирование соматических клеток в конфлюенции (Park 
et al., 2010). Кроме того, в последнее время все чаще на‑
ходят свое применение химические антимитотические 
агенты (мимозин, рапамицин, росковитин и др.) (Vacková 
et al., 2003; Park et al., 2010; Hyun et al., 2016).

Удаление ядерного материала ооцитов
Полноценное удаление ядерного материала у созревшего 
ооцита исключает возможность анеуплоидии, снижает ве‑
роятность спонтанной партеногенетической активации и 
аномального развития клонированного эмбриона. Однако 
ядра ооцитов свиней из-за наличия в цитоплазме жировых 
включений не визуализируются под инвертированным 
микроскопом без предварительного окрашивания ДНК 
флуорохромными красителями в комбинации с ультра‑
фиолетовым излучением (Tatham et al., 1995). Недостаток 
классической техники состоит в повреждении ультра‑
фиолетовым светом митохондриальной ДНК и органелл 
ооплазмы. Поэтому в качестве альтернативы прибегают 
к методу слепой энуклеации, основанному на предпо‑
ложении, что в зрелых ооцитах метафазные хромосомы 
прикреплены к веретену деления, а их положение опре‑
деляется по косвенному признаку – локализации первого 
полярного тельца (ППТ). Таким образом, после удаления 
ППТ и части цитоплазмы созревший ооцит утрачивает 
также и метафазную пластинку (McGrath, Solter, 1983). 
Проблема данного подхода состоит в миграции ППТ от‑
носительно метафазной пластинки (Hardarson et al., 2000; 
Miao et al., 2004) по причине старения зрелой яйцеклетки 
(Мiao et al., 2009).

Противоположный метод энуклеации заключается в 
разрезании зоны пеллюцида над ППТ с последующим 
сжатием ооцита давлением стеклянной иглы для выхода 
небольшого количества ооплазмы. Извлеченный оопласт 
остается интактным и, следовательно, удобным для окра‑
шивания ДНК с целью подтверждения удаления веретена 
деления без подвергания ооцита вредному влиянию уль‑
трафиолетового света. Недостатком процедуры являются 
ее сложность и слабый контроль объема вытесняемой 
цитоплазмы. Метод сжатия, связанный с удалением мета‑
фазной пластинки посредством выдавливания части цито‑
плазмы созревшего ооцита свиней in vitro, – длительная 
процедура, характеризующаяся более высокими темпами 

дегенерации по сравнению с классическим методом (Lee 
et al., 2008).

В 2002 г. группа исследователей сообщила о получении 
клонированных поросят после химической энуклеации 
(Yin et al., 2002). Химическая энуклеация основана на ис-
пользовании ингибиторов топоизомеразы II, блокиру-
ющих наступление телофазы II, в результате чего вере‑
тено деления изгоняется на границу клетки (Fulka, Moor, 
1993; Savard et al., 2004). Непродолжительная обработка 
ооцитов свиней на стадии метафазы II 0.4 мг/мл демекол‑
цина – химического агента-деполимеризатора микротру‑
бочек, в присутствии 0.05 M раствора сахарозы вызывает 
выпячивание мембраны, содержащее конденсированную 
хромосомную массу, которая может быть легко удалена 
посредством аспирации (Kawakami et al., 2003). 

Реконструирование ооцитов  
с целью получения  
клонированных эмбрионов
Традиционный способ реконструирования подразумева‑
ет трансплантацию клетки-донора в перивителлиновое 
пространство ооцита-реципиента. Соматическую клетку 
переносят инъекционным капилляром в ооцит после его 
фиксации на пипетке-присоске через отверстие или раз- 
 рез, сформированное в ходе энуклеации (Popova et al., 
2009). При интрацитоплазматической инъекции карио-
пласт вводится непосредственно в цитоплазму энуклеи‑
рованного ооцита, минуя перивителлиновое пространст-
во (Onishi et al., 2000; Lee et al., 2003; Kong et al., 2008). 
Фактором, ограничивающим применение данного метода 
получения клонированных эмбрионов, является непо‑
нятый механизм разрушения мембраны клетки-донора 
в цитоплазме ооцита. В случае сохранения целостности 
мембраны подсаженной клетки и, следовательно, от‑
сутствия репрограммирования ее ядра в ходе процедуры 
интрацитоплазматической инъекции, эмбрионы в даль‑
нейшем не развиваются (Lee et al., 2003). 

Клонированные эмбрионы могут быть получены и без 
использования микромани пуляционной техники (Vajta 
et al., 2005). В рамках мето да ручного клонирования 
(handmade cloning – HMC) ооциты на стадии метафазы II 
освобождают от зоны пеллюцида с помощью фермента 
проназы, разрезают микроскальпелем на две равные час-
ти, которые окрашивают флуоресцентным витальным кра-  
сителем Hoechst 33342 с целью точного определения на‑
хождения метафазной пластинки. Две половинки ооци-
тов, не содержащие хроматин, отбирают для слияния с 
соматической клеткой (Vajta et al., 2001). В литературе 
имеются сообщения об успешном применении данного 
метода для получения клонированных поросят (Kragh 
et al., 2004). Ограничивающим фактором в обеспечении 
воспроизводимости технологии HMC является необходи‑
мость разработки адекватных условий культивирования 
эмбрионов с удаленной зоной пеллюцида. Использование 
двух созревших ооцитов для получения одного рекон-
струи рованного эмбриона методом HMC приводит к по‑
тере 50 % исходного материала. Наличие у клонированных 
эмбрионов HMC до трех генотипов митохондриальной 
ДНК потенциально увеличивает уровень митохондриаль‑
ной гетероплазмии (Oback et al., 2003).

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McGrath J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6857250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Solter D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6857250
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Развитие клонированного эмбриона невозможно без 
слияния ооцита-реципиента с подсаженной донорской 
клеткой. В практике соматического клонирования широ‑
кое распространение получила методика слияния цито‑
пласта и кариопласта с использованием явления электро‑
пробоя мембран контактирующей пары в импульсном 
электрическом поле – метод электрослияния. Процедура 
электрослияния предполагает использование двух типов 
электрических сигналов – неоднородного переменного 
электрического поля и прямоугольных импульсов по‑
стоянного тока. Электрические колебания, возникающие 
в ходе процесса электрослияния, вызывают чрезмерное 
нагревание среды с высокой проводимостью. По этой 
причине для электрослияния выбирают буферные раство‑
ры, обладающие низкой электропроводностью, которые 
способны вызывать образование диэлектрических потен‑
циалов в пределах клеток для облегчения межклеточного 
контакта. В основном для слияния клеток используется 
среда Циммермана в различных модификациях (Robl 
et al., 1987; Nickoloff, 1995). К физическим факторам, 
влияющим на эффективность объединения цитопласта и 
кариопласта, относятся напряжение, продолжительность 
и повторяемость импульса электрического поля. Как пра-
вило, воздействие диэлектрофоретических сил на сли‑
ваемые клетки вызывают наведением высокочастотного 
(1–3 МГц) синусоидального поля переменного тока низкой 
амплитуды напряженности (~100–300 В/см). Клетки, всту‑
пившие в контакт плазматическими мембранами, сливают 
одним-двумя прямоугольными импульсами постоянного 
тока высокого напряжения (1–10 кВ/см) продолжительно‑
стью 10–50 мкс (Cao et al., 2008). В литературе описаны 
разнообразные методы электрослияния клеток, что обу‑
словлено как техническими характеристиками приборов, 
используемых для этих целей, так и особенностями раз‑
личных типов клеток.

Активация реконструированных ооцитов
В процессе клонирования энуклеированные ооциты после 
слияния с диплоидной донорской клеткой активируют к 
дальнейшему развитию (Campbell, 1999). В клонирова-
нии свиней в качестве активационных сигналов применя-
ют импульсы постоянного тока (Im et al., 2004; Hölker et 
al., 2005), химические агенты иономицин, ионофор Сa2+ 
A23187 (Yin et al., 2002; Hyun et al., 2003; Garcia-Mengual 
et al., 2008), а также тимерозал в комбинации с дитио‑
трейтолом (Im et al., 2006; Whitworth et al., 2009). Среди 
существующих методов наиболее часто для получения 
кло нированных эмбрионов используют электростимуля-
цию. Сообщается, что величина выброса ионов Ca2+ 
пропорциональна числу и величине пор, образованных 
в ходе электростимуляции, и зависит от количества и 
продолжительности электрических импульсов и напря-
женности электрического поля (Fissore, Robl, 1992). На‑
ложение одного импульса постоянного тока приводит к 
однократной мобилизации резервов внутриклеточного 
кальция. Напротив, стратегия множественных электриче‑
ских импульсов (два-три) стимулирует генерацию длин-
ной серии колебательных пиков Ca2+, во много раз повы‑
шая концентрацию этих катионов в ооплазме (Fissore et 
al., 1999).

В исследованиях по соматическому клонированию 
свиней умножение электрических импульсов положи‑
тельно коррелировало с высоким уровнем развития ре-
конструированных ооцитов, до стадии морулы и бласто-
цисты (Verma et al., 2000; Zhu et al., 2002). Видовой осо-
бенностью получения клонированных зигот свиней явля‑
ются одномоментная электроактивация и электрослияние 
энуклеированного ооцита и соматической клетки донора 
(Hyun et al., 2003; Lee et al., 2003; Skrzyszowska et al., 
2008). Трансгенные клонированные эмбрионы свиней, 
полученные из ооцитов, которые были реконструированы 
с использованием фетальных фибробластов, активиро‑
ванных наложением электрических импульсов и после‑
дующей инкубацией в растворе иономицина, уступали 
по показателю развития до стадии бластоцисты ооцитам, 
сливаемым с соматической клеткой и активируемым одно‑
моментно (Hyun et al., 2003). Одномоментное слияние и 
активация ооцитов свиней привели к улучшению эмбрио‑
нального развития реконструированных с использованием 
фетальных фибробластов ооцитов свиней по сравнению 
с использованием совместной электрической и химиче‑
ской активации (Samiec, Skrzyszowska, 2010). При этом 
надо отметить, что для свиней, в отличие от других видов 
млекопитающих, к настоящему времени не разработано 
четких и воспроизводимых унифицированных протоколов 
электрической активации, а параметры электрического 
поля (количество электроимпульсов, продолжительность 
электростимуляции и интервал между импульсами) суще‑
ственно вариируют (Koo et al., 2005; Cervera et al., 2010; 
Peng et al., 2013).

Один из подходов к повышению эффективности ис‑
кусственной активации – применение стимулов, повы‑
шающих концентрацию ионов Ca2+ в цитоплазме, в ком‑
бинации с факторами, подавляющими активность фактора 
промоции созревания (Presicce, Yang, 1994; Cheng et al., 
2007). Электрическая стимуляция совместно с постакти‑
вационным культивированием в 6-диметиламинопури-  
не (6-ДМАП) или циклогексимиде приводила к повыше-
нию выхода бластоцист по сравнению с обычной электро-
активацией (Kim et al., 2005; Im et al., 2006). При куль-
тивировании в 6-ДМАП по окончании электростимуля-
ции происходит увеличение колебаний ионов внутрикле‑
точного Ca2+, которое наблюдается на протяжении всего 
времени постактивации активированных ооцитов свиней 
(Im et al., 2006, 2007). Комбинация химических агентов 
6-ДМАП + цитохалазин Б улучшила партеногенетическое 
развитие эмбрионов до стадии бластоцисты, однако такие 
бластоцисты отличались пониженным числом клеток. 
Пост активация ооцитов свиней в 6-ДМАП повысила вы‑
ход бластоцист на 7-й день культивирования по сравнению 
с инкубированием в циклогексимиде или цитохалазине Б 
(Grupen et al., 2002).

Культивирование клонированных эмбрионов
Активированные реконструированные ооциты, при‑
ступившие к эмбриональному развитию, культивируют 
in vitro в специальных средах до момента пересадки жи‑
вотному-реципиенту. Как известно, при сравнении эмбри‑
онов, полученных in vivo и in vitro, последние обладают 
пониженной потенцией к эмбриональному развитию (Uhm 
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et al., 2009; Gil et al., 2017). В то же время клонированные 
эмбрионы более чувствительны к условиям культивирова‑
ния по сравнению с партеногенетическими эмбрионами 
(Heindryckx et al., 2001). Эти обстоятельства, наряду с 
повышенной восприимчивостью эмбрионов к факторам 
окружающей среды при нахождении вне организма сви‑
номатки, в частности температурным колебаниям, обу‑
словливают особые требования к выбору системы in vitro 
культивирования реконструированных ооцитов свиней. 
Культуральные среды должны обеспечивать преодоление 
блока развития 4-клеточного эмбриона свиней, активацию 
собственного генома и развитие in vitro до продвинутых 
стадий эмбриогенеза (морула и бластоциста).

При эмбриональном культивировании у свиней находят 
свое применение NCSU-23 и NCSU-37, BECM-3, PZM-3, 
PZM-4 и PZM-5 (Dobrinsky et al., 1996; Yoshioka et al., 
2002; Im et al., 2004). NCSU-23 – традиционная и перво‑
начально широко используемая среда для развития опло‑
дотворенных in vitro и клонированных эмбрионов свиней. 
В то же время PZM-3, близкая по своему составу среде 
яйцевода свиней, позволяет повысить долю эмбрионов, 
развившихся до стадии бластоцисты на 7-й день культи‑
вирования, и число клеток внутриклеточной массы по 
сравнению с NCSU-23 (Im et al., 2004). Как известно, кло‑
нированные эмбрионы более подвержены апоптотической 
дегенерации по сравнению с эмбрионами, развившимися 
после in vitro оплодотворения интактных ооцитов (Ju et 
al., 2010). Показано, что культивирование в разработанной 
японскими исследователями в 2004 г. среде PZM-5 (Suzuki 
et al., 2004) снижает индекс апоптоза в эмбрионах свиней, 
полученных методом переноса ядер соматических клеток 
(Yamanaka et al., 2009).

Однако следует отметить, что, несмотря на локальные 
успехи в разработке и применении новых культуральных 
сред, в настоящее время условия культивирования эмб-  
рионов данного вида животных все еще не оптимизирова‑
ны. Именно по этой причине, как считают ученые из Ка‑
нады (Cordova et al., 2017), в большинстве экспериментов 
по переносу ядер соматических клеток реконструирован-
ные эмбрионы пересаживают животным-реципиентам до 
на чала или на ранних стадиях дробления. В частности, 
показана результативность пересадки эмбрионов свино‑
матке-реципиенту через 4–6 ч после активации рекон‑
струированных ооцитов по сравнению с пересадкой уже 
1–2-клеточных эмбрионов (20–24 ч), которая выражалась в 
повышении уровня супоросности и общей эффективности 
клонирования (Shi et al., 2015). С другой стороны, инку‑
бация in vitro до стадии морулы и бластоцисты позволяет 
контролировать каждое деление–дробление с возможно‑
стью отбора самых качественных эмбрионов с наиболь‑
шим потенциалом для последующего развития (Jin et al., 
2019). В подтверждение данного факта удлинение времени 
культирования in vitro клонированных эмбрионов с 20 до 
40 ч повысило число супоросных реципиентов на 13 %, а 
с 22 до 120 ч – на 61.8 % (Ju et al., 2010; Rim et al., 2013).

Заключение
Анализ литературных данных показал, что технология 
клонирования позволяет создавать клонированные эмб-
рионы свиней и получать жизнеспособное потомство 

по сле пересадки животному-реципиенту. В то время как 
отдельные этапы клонирования во многом стали рутин‑
ными процедурами (слияние, энуклеация, реконструи‑
рование), остальные – все еще не детерминированы и 
тре буют проведения дополнительных исследований (со‑
зревание  ооцитов, культивирование донорских клеток и 
эмб рионов). Также очевидно, что в дальнейшем следует 
уделять особое внимание изучению механизмов репро‑
граммирования соматической клетки и регуляции качества 
ооцитов – источников цитопластов.
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Перспективы маркерориентированной селекции томата 
Solanum lycopersicum L.
А.Б. Щербань

Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия
 e-mail: atos@bionet.nsc.ru

В обзоре представлена краткая характеристика одного из основных для Сибири объектов овощеводства – томата. 
Обобщены данные об основных направлениях селекции этой культуры, таких как устойчивость к различным па-
тогенам, сроки созревания и хранения плодов, а также содержание в них биологически активных веществ (БАВ). 
Отдельная глава обзора посвящена использованию различных типов маркеров ДНК для построения детальных 
генетических карт указанного объекта, которые наряду с данными полногеномного секвенирования могут быть 
использованы для скрининга различных генов, отвечающих за селектируемые признаки. Большинство таких при-
знаков, особенно специфическая устойчивость к тем или иным патогенам, перенесено в культурный томат путем 
скрещивания его с дикорастушими видами, поэтому особое внимание в статье уделено выявлению и маркированию 
генов устойчивости к целому ряду вирусных, грибных и бактериальных патогенов, распространенных в Западной 
Сибири и на прилегающих территориях. Другой важный аспект для селекции – содержание БАВ в плодах томата, 
включая каротиноиды, витамины, сахара, органические кислоты и др. За последнее время благодаря современным 
технологиям секвенирования, SNP-генотипирования, разработке новых биоинформатических подходов удалось 
установить генетические каскады, определяющие биохимический состав плодов томата; выделить ключевые гены, 
которые в перспективе могут быть использованы в маркер-ориентированной селекции по признакам питательной 
ценности. И, наконец, обсуждаются генетические работы, посвященные весьма актуальной для селекции проблеме 
оптимального в тех или иных климатических условиях срока созревания плодов и их длительного хранения без по-
тери качества. 
Ключевые слова: томат; селекция; ДНК-маркер; патоген; устойчивость; срок созревания; лежкость.

Для цитирования: Щербань А.Б. Перспективы маркер-ориентированной селекции томата Solanum lycopersicum L. 
Вавиловский журнал генетики и селекции. 2019;23(5):534-541. DOI 10.18699/VJ19.522
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in tomato Solanum lycopersicum L.
A.B. Shcherban
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The review gives a brief description of tomato, one of the main objects of olericulture for Siberia. The data on the main 
directions in the breeding of this culture, such as resistance to various pathogens, the nutritional properties of fruits, the 
timing of their maturation and storage are generalized. A separate chapter is devoted to the use of various types of DNA 
markers for constructing detailed genetic maps of the specified object, which, along with full-genome sequencing data, 
can be used to screen for genes responsible for breeding traits. Most of these traits, especially specific resistance to one 
or another pathogen, were transferred to the cultivated tomato by crossing with wild species, therefore, special attention 
was paid in the article to identifying and marking resistance genes to a variety of viral, fungal and bacterial pathogens 
occurring in Western Siberia and adjacent areas. Another important aspect for breeding is the nutrient content of tomato 
fruits, including carotenoids, vitamins, sugars, organic acids, etc. Recently, due to modern technologies of sequencing, 
SNP-genotyping, the development of new bioinformatic approaches, it has become possible to establish genetic cascades 
determining the biochemical composition of tomato fruits, to identify key genes that can be used in the future for marker-
associated selection of nutritional value. And, finally, genetic works devoted to the problem of the optimal dates of fruit 
ripening in certain climatic conditions and their prolonged storage without loss of quality are discussed.
Key words: tomato; selection; DNA marker; pathogen; resistance; ripening time; shelf life.
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Введение
Томат, Solanum lycopersicum L., – вторая по важности 
овощная культура после капусты. Он принадлежит к се-
мейству Solanaceae, состоящему из приблизительно 100 ро- 

дов и 2 500 видов, включая несколько растений агроно‑
мического значения (картофель, баклажан, перец, табак). 
В 2012 г. благодаря усилиям Международного консорциу-
ма по секвенированию генома томата, были полностью 
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секвенированы геномы культурного сорта Heinz 1706 и 
дикого предка томата Solanum рimpinellifolium L. (DOI 
10.1038/nature11119). Томат (2n = 2x = 24) имеет относи‑
тельно компактный геном размером 950 млн п. н. Он со‑
держит около 35 000 генов и в ходе эволюции подвергался 
двум раундам триплоидизации (120 и 70 млн лет назад), 
при этом второй раунд был до расхождения томата с кар‑
тофелем. Предполагают, что процесс полиплоидизации 
способствовал неофункционализации генов, отвечающих 
за созревание и химический состав плодов, что привело 
к формированию у томата признака мягкоплодности, 
имеющего огромное значение для распространения се‑
мян (Howe, Smallwood, 1982). Данные секвенирования 
доступны через веб-сайт SOLGenomics Network (SGN) 
(http://solgenomics.nethttp://solgenomics.net). Плоды томата 
обогащены витаминами А и С, рядом минералов и других 
БАВ, в том числе ликопином, который относится к анти‑
оксидантам (Rao A.V., Rao L.G., 2007). 

Родина томата – Южная Америка, где до сих пор встре‑
чаются его дикие и полукультурные формы. В середине 
XVI в. томат попал через Испанию и Португалию в Европу 
в качестве декоративного растения, так как его плоды 
долгое время считались несъедобными. В конце XVIII в. 
томат появился в России, и вначале его также возделы‑
вали в декоративных целях. Овощной культурой томат 
стал благодаря ученому-агроному А.Т. Болотову, который 
разработал рассадный способ выращивания и метод до‑
заривания (дозревание зеленых плодов после их сбора). 

ДНК-маркеры
В настоящее время наличие полных геномных последо‑
вательностей (см. выше) дает возможность эффективно 
проводить поиск различных генов, отвечающих за ценные 
признаки, а также соответствующих ДНК-маркеров для 
маркер-ориентированной селекции (MAS) новых форм 
томата. Разработано большое количество этих маркеров, 
в том числе RFLP (полиморфизм длины рестрикционных 
фрагментов) (Tanksley et al., 1992), а также ПЦР-маркеры, 
включающие RAPD (случайно амплифицированная по‑
лиморфная ДНК), AFLP (полиморфизм длины амплифи‑
цированных фрагментов), SSR (простые повторяющие-
ся последовательности) (Saliba-Colombani et al., 2000; 
Ohyama et al., 2009). На современном этапе наиболее эф- 
 фективны SNP-маркеры (однонуклеотидный полимор-
физм), и в рамках этой технологии на томате были успеш-
но апробированы такие методологические подходы, как 
использование SNP-анализа EST для высокопроизводи‑
тельного генотипирования (Shirasawa et al., 2010), широ‑
комасштабное геномное секвенирование для выявления 
SNP, влияющих на функции белков (http://plant1.kazusa.
or.jp/tomato/http://plant1.kazusa.or.jp/tomato/). Разработаны 
полиморфные маркеры для геномной селекции томата на 
основе DArT (ДНК-чип технологии изучения разнообра‑
зия) (Van Schalkwyk et al., 2012). 

Однако следует отметить, что, несмотря на множество 
разработанных ДНК-маркеров, в практической селекции 
томата используются в основном маркеры для качествен‑
ных признаков, таких как специфическая устойчивость 
к патогенам. Что касается количественных признаков 
(QTL), то использованию соответствующих маркеров пока 

препятствуют их слабая сцепленность с этими признака‑
ми, низкий полиморфизм, нежелательные плейотропные 
эффекты, а также отсутствие валидации на разнообразном 
материале линий и сортов (Foolad, Panthee, 2012). В связи 
с этим проблема поиска новых эффективных молекуляр‑
ных маркеров, пригодных для использования на широком 
круге сортов и популяций, остается актуальной. 

Основные направления селекции томата  
в условиях Западной Сибири
Томат – теплолюбивая культура, и климат Западной Сиби‑
ри не всегда благоприятствует его урожайности. К тому же 
томат подвержен многочисленным инфекционным заболе‑
ваниям. Отсюда вытекает необходимость создания новых 
сортов и гибридов, способных давать высокий урожай и 
обладать комплексом хозяйственно ценных признаков, 
таких как устойчивость к патогенам, срок созревания 
в связи с коротким вегетационным периодом, лежкость 
и др. Как известно, MAS дает возможность вести отбор 
по многим признакам одновременно и позволяет значи‑
тельно (в 2–3 раза) сократить сроки получения новых 
сортов по сравнению с классической селекцией. Однако 
в Сибирском регионе до сих пор не получен ни один сорт 
или гибрид томата с использованием MAS. В связи с этим 
представляется актуальным обобщить основные результа‑
ты, полученные в мире на этой культуре с помощью MAS, 
с акцентом на тех направлениях, которые соответствуют 
условиям Западной Сибири и прилегающих территорий. 

Устойчивость томата к патогенам
Большинство генов устойчивости было идентифицирова‑
но в составе дикорастущих видов и затем путем скрещи‑
вания перенесено в культурный томат (Foolad, Panthee, 
2012). В Сибири на первом месте по значимости находят-
ся грибные заболевания томата, а именно: фитофтороз, 
кладоспориоз (защищенный грунт), септориоз (откры‑
тый грунт), фузариоз и вертициллез. Из бактериальных 
заболеваний наиболее распространены бактериальная 
пятнистость и бактериальный рак. Вирусные заболевания 
не столь актуальны для Сибири, хотя в отдельные годы 
случаются эпифитотии. 

Устойчивость к грибным заболеваниям
Устойчивость к фитофторозу. Фитофтороз (Late Blight; 
LB), вызываемый оомицетом Phytophthora infestans, – одно 
из самых разрушительных заболеваний томата в регионах 
с высокой влажностью и прохладным климатом, приводит 
к потере урожая до 100 %. Потери могут быть в форме 
падения урожайности, пониженного качества плодов, на‑
пример низкого удельного веса, уменьшения лежкости и 
т. д. Из-за большого экономического эффекта патология 
и генетика этого заболевания интенсивно исследуются на 
протяжении многих лет. У дикорастущего томата S. pim-
pinellifolium идентифицированы три основных гена устой‑
чивости, Ph-1, Ph-2 и Ph-3, картирован ные на хромосомах 
7, 10 и 9 соответственно (Black et al., 1996; Moreau et 
al., 1998). Наиболее сильный ген устойчивости, Ph-3, 
обеспечивает неполную доминантную резистентность к 
широкому спектру изолятов P. infestans (Chunwongse et 
al., 2002). Анализ его первичной структуры показал, что 
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он кодирует CC-NBS-LRR (coiled-coil nucleotide-binding 
leucine-rich repeat) – белок, который относится к обшир‑
ному классу NBS-LRR R-генов растений (Zhang et al., 
2014). Тем не менее даже этот ген не обеспечивает рези‑
стентность к наиболее агрессивным изолятам фитофторы. 
В этих случаях эффективной оказалась комбинация двух 
генов, Ph-2 и Ph-3, которые были успешно перенесены в 
ряд коммерческих сортов с помощью разработанных ко‑
доминантных CAPS-маркеров (Robbins et al., 2010; Zhang 
et al., 2014). Работа по выделению и анализу новых генов 
устойчивости к фитофторозу продолжается. В частности, 
выявлен целый ряд QTL, несущих гены устойчивости, 
которые пока точно не локализованы (Merk, Foolad, 2012; 
Panthee et al., 2017). 

Устойчивость к фузариозу. Fusarium oxysporum – поч-
венный гриб, вызывающий у томата болезнь увядания. 
Поражает все ткани растения и может длительно сохра‑
няться в виде хламидоспор в почве и на растительных 
остатках, не теряя вирулентности. В настоящее время 
идентифицированы три расы этого гриба; в России наи‑
больший ущерб в защищенном грунте приносит раса 1, в 
отдельных хозяйствах встречается раса 2 (Игнатова, 2001). 
Ген I, обеспечивающий высокую устойчивость к расе 1, 
и ген I-2, дающий устойчивость к расам 1 и 2, были кар‑
тированы на коротком и длинном плечах хромосомы 11 
соответственно (Ori et al., 1997; Scott et al., 2004). Эти 
гены наиболее часто использовали в селекции на устой‑
чивость к фузариозу, однако в последнее время большое 
распространение получает раса 3, соответствующий ген 
устойчивости был подробно картирован на хромосоме 7 
(Lim et al., 2008). Существуют различные сцепленные 
ПЦР-маркеры к каждому из трех генов; наиболее эффек‑
тивны маркеры устойчивости к расам 1 и 3 (Barillas et al., 
2008; Arens et al., 2010). 

Разновидность фузариоза – фузариозная корневая 
гниль, вызываемая другим штаммом F. oxysporum. Ре‑
зистентность была установлена в индуцированном му‑
танте S. peruvianum, и единственный ген резистентности 
Fr l был картирован на хромосоме 9 вблизи гена Tm-22 
(Vakalounakis et al., 1997). Впоследствии были разрабо-
таны маркеры RAPD для Fr l (Tanyolac, Akkale, 2010), 
одна ко к настоящему времени существует не много ком‑
мерческих сортов и линий, устойчивых к этой болезни. 

Устойчивость к кладоспориозу. Кладоспориоз (бурая 
пятнистость) распространен почти во всем мире и особен‑
но часто поражает растения в условиях теплицы. Пора‑
женные листья, цветки и молодые плоды желтеют и позже 
засыхают. Возбудителем болезни является Cladosporium 
fulvum, – высококонтагиозный, факультативный сапро‑
троф. Установлено и картировано на разных хромосо мах 
свыше 20 основных генов устойчивости (Wang et al., 
2007). В России самые эффективные гены устойчиво‑
сти – Cf-2, Cf-5, Cf-6, Cf-9, дающие устойчивость к расам 
гриба 1, 3 и 4, однако в связи с появлением новых рас не‑
обходимо сочетать не менее двух генов (Игнатова, 2001). 
Хотя ряд ПЦР-маркеров был ассоциирован с Cf-генами 
(Grushetskaya et al., 2007; Wang et al., 2007; Truong et al., 
2011), пока нет данных об использовании их в селекции. 

Устойчивость к вертициллезу. Вертициллез – широко 
распространенное заболевание, для которого характерны 

симптомы: увядание, изменение окраски и опадение ли-
стьев, некроз сосудистых тканей и корневой системы. 
Вертициллез вызывается Verticillium dahlia и V. аlbo-atrum. 
У томата устойчивость к вертициллезу контролирует ло‑
кус Ve, картированный на коротком плече хромосомы 9 и 
состоящий из двух сцепленных генов, Ve-1 и Ve-2, каждый 
из которых обеспечивает устойчивость к определенным 
расам патогена (Kawchuk et al., 2001 ; Fradin et al., 2009). 
Были получены ПЦР-маркеры для дискриминации устой‑
чивых и чувствительных к вертициллезу форм томата 
(Acciarri et al., 2007; Arens et al., 2010). 

Устойчивость к бактериям-патогенам
Бактериальный рак (Bacterial cancer), вызываемый па-
лочковидной бактерией Clavibacter michiganensis, – за‑
болевание томата, распространенное по всему миру и 
одно из самых трудно контролируемых. Инфицирование 
происходит через механически поврежденные ткани. 
Наибольшему риску подвержены тепличные томаты. 
Работы по картированию с использованием скрещивания 
S. lycopersicum с резистентным образцом S. habrochaites 
LA 407 позволили идентифицировать и точно картировать 
два крупных QTL на хромосомах 2 (Rcm2.0) и 5 (Rcm5.1), 
которые отвечают за 68 % вариации экспрессивности 
(Kabelka et al., 2002; Coaker, Francis, 2004). Есть данные по 
маркерам (Coaker, Francis, 2004), однако нет информации 
по их использованию. 

Бактериальная пятнистость томата вызывается че-
тырьмя видами палочковидной бактерии Xanthomo nas 
(расы Т1–Т5), особенно распространена в Западной 
Си бири и Казахстане. Характерна пятнистость листьев, 
стеб лей и плодов, сопровождаемая опадением лис тьев, 
умень шением размера плодов и их невызреванием, что 
приводит к потере урожая до 100 %. Химический конт-
роль недостаточно эффективен из-за развития резистент‑
ности у патогена и множественных путей его инокуляции. 
Устойчивость к патогену обнаружена у ряда образцов 
S. lycopersicum, а также у диких видов, однако ее ис‑
пользование осложняется разнооб разием рас патогена 
и сложной природой устойчивости. Во многих случаях 
для нее характерна расоспецифичность, но некоторые 
генотипы проявляют множественную количественную 
устойчивость в зависимости от внешних условий. Так, 
например, линия Hawaii 7998 S. lycopersicum проявляет 
устойчивость к расе Т1, варьи ру ющую от пониженных 
симптомов болезни в поле до реак  ции гиперчувствитель‑
ности (HR) в теплице. Эта реакция обеспечивается тремя 
независимыми генами: Rx-1, Rx-2 (хромосома 1) и Rx-3 
(хромосома 5) (Wang et al., 1994; Yu et al., 1995). Наи‑
более достоверно подтверждено участие Rx-3 локуса, к 
которому разрабо таны маркеры, в том числе CAPS-маркер 
Rx3-L1, используемый в селекции (Yang, Francis, 2005). 
Эта же линия имеет сильную HR- ре зистентность к расе 
Т3 как в полевых условиях, так и в теплице, которую 
контролирует ген Rx-4, картированный на хромосоме 11 
(Wang et al., 2011). 

Устойчивость к вирусам
Устойчивость к вирусу томатной мозаики. Вирус то‑
матной мозаики (ToMV) – один из наиболее стабильных 
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вирусов; потери урожая при заражении ToMV достигают 
50 % и более. Заболевание характеризуется появлением 
пестрой (мозаичной) окраски листьев, стеблей и плодов 
с последующей их деформацией и увяданием. ToMV вы-
сококонтагиозен и передается через механический кон‑
такт, а также насекомыми: трипсами, тлей и др. У томата 
выявлены три основных гена устойчивости: Tm-1, Tm-2 
и Tm-22 (Ohmori et al., 1996; Sobir et al., 2000; Scott, 2007). 
Первый ген, локализованный на хромосоме 5, ингибирует 
синтез вирусной РНК посредством супрессии вирусной 
РНК репликазы (Meshi et al., 1988). Гены Tm-2 и Tm-22, 
локализованные на хромосоме 9, блокируют передвиже‑
ние вируса от клетки к клетке, а также вызывают реакцию 
гиперчувствительности (Meshi et al., 1989). Наибольшая 
эффективность наблюдается при сочетании всех трех до‑
минантных генов в гомо- или геторозиготном состоянии 
(Пухальский, 2007). Для каждого из них были разработаны 
ПЦР-маркеры (Dax et al., 1998; Sobir et al., 2000; Arens et 
al., 2010).

Устойчивость к бронзовости. Болезнь вызывается тос-
повирусом бронзовости томата (tomato spotted wilt virus, 
TSWV). Приводит к снижению урожайности растений (бо‑
лее 50 %) и ухудшению качества продукции. TSWV-вирус 
имеет чрезвычайно широкий круг растений-хозяев, что 
создает высокий риск заражения. Известно восемь основ‑
ных генов устойчивости, в том числе доминантные гены 
Sw-1a, Sw-1b, Sw-5, Sw-6 и Sw-7 и рецессивные гены sw- 2, 
sw-3 и sw-4 (Stevens et al., 1992). Самый эффективный 
ген устойчивости к TSWV – ген Sw-5, локализованный 
на длинном плече хромосомы 9, и поскольку он является 
расонеспецифическим, то часто используется в практи‑
ческой селекции. Тем не менее существует опасность 
преодоления Sw-5 новыми штаммами TSWV; вирулент‑
ность к этому гену устойчивости была зарегистрирована 
в нескольких странах (Scott, 2007). Разработано большое 
количество ПЦР-маркеров для выявления Sw-5 (Smiech et 
al., 2000; Langella et al., 2004; Garland et al., 2005).

Размер и окраска плодов, содержание  
в них биологически активных веществ
Признак «равномерное созревание» определяется ге‑
нетическим локусом uniform ripening (u), от которого 
зависят количество и распределение хлорофилла в не‑
зрелых плодах (Bohn, Scott, 1945). Доминантный аллель 
U определяет обычное, неравномерное созревание, при 
котором верхняя часть незрелого плода имеет темно-
зеленую, а нижняя – светло-зеленую окраску. Растения, 
гомозиготные по рецессивному аллелю u (u/u), дают 
равномерно созревающие плоды, которые в незрелом 
состоянии имеют одинаково бледно-зеленую окраску 
со всех сторон. Первоначальная селекция привела к от‑
бору таких форм томата, поскольку для них характерна 
равномерная красная окрас ка зрелых плодов. В 2012 
г. с использованием генетического картирования была 
установлена локализация локуса U на коротком плече 
10-й хромосомы и идентифицирован ген-кандидат GLK2, 
кодирующий транскрипционный фактор Golden 2-like-
регулятор развития хлоропластов (Powell et al., 2012). 
Авторы отсеквенировали этот ген у сортов с генотипами 
U/U и u/u и обнаружили, что в первом случае ген GLK2 

кодирует полноценный регуляторный белок длиной в 310 
а. о., тогда как в случае рецессивного аллеля u из-за встав‑
ки одного нуклеотида образовался преждевременный 
стоп-кодон, что приводит к синтезу нефункционального 
белка. С помощью генетической трансформации пока‑
зано, что именно эта мутация, блокирующая ген GLK2, 
отвечает за фенотип равномерной окраски и связанное 
с этим уменьшение количества хлоропластов в плодах. 
Последнее, в свою очередь, вызывает уменьшение уров‑
ня фотосинтеза и достоверному снижению содержания 
растворимых сухих веществ в соке плодов. В результате 
культурные формы томата с генотипом u/u имеют более 
низкие вкусовые и питательные качества по сравнению 
с предковыми формами. 

В 2017 г. в журнале Science была опубликована статья 
D. Tieman с коллегами (2017), в которой исследовано более 
300 современных и традиционных сортов томата с исполь‑
зованием геномного секвенирования и биохимического 
анализа. В этой работе установлено 28 соединений, от‑
вечающих за органолептические качества томата, и на ос‑
нове полногеномного поиска ассоциаций (GWAS) иденти‑
фицированы SNP, связанные с концентрацией этих хими‑
ческих соединений. В результате было идентифицировано 
несколько основных генов, отвечающих за насыщенность 
вкуса помидоров. Так, ген Lin5 кодирует экстраклеточную 
инвертазу, которая катализирует гидролиз сахарозы до 
низкомолекулярных глюкозы и фруктозы. Современные 
и дикорастущие  сорта отлича ются всего одной SNP в со‑
ставе данного гена, при водя щей  к замене Asn → Asp. Эта 
замена в структуре фер мента, по-видимому, отвечает за 
низкое содержание саха ра и увеличение размера плодов у 
современных сортов томата относительно его дикорасту‑
щих форм или стародавних сортов. Другой пример: ген 
E8, регулирующий синтез этилена – гормона созревания. 
У большинства современных сортов этот гормон имеет 
по вышенную активность, что приводит к более высокой, 
по сравнению со стародавними сортами, концентрации 
метилсалицилата и гваякола – веществ с неприятным 
за пахом, тогда как «полезные» ароматиче ские вещества 
со держатся в меньшей концентрации. Вы явлены три SNP 
в регуляторных районах гена E8, которые, по-видимому, 
отвечают за указанные различия (Tieman et al., 2017). 

К важнейшим БАВ плодов томата относятся каротинои-
ды, класс 40-углеродных углеводородов, которые пред‑
ставлены оранжевыми, красными и желтыми пигментами, 
синтезируемыми в различных органах растений. Эти 
вещества участвуют в разнообразных физиологических 
процессах роста, развития растений, реакции на внешние 
стимулы. К настоящему времени установлены гены био‑
синтеза, а также транскрипционные факторы и гормоны, 
регулирующие метаболизм каротиноидов под действием 
внешних факторов (Liu et al., 2015). В частности, вы-
явлены ключевые гены-регуляторы, определяющие кон- 
 центрацию ликопина – самого распространенного ка-
ротиноида, антиоксиданта спелых помидоров. Это ве-
щество рассматривается как важный биологически ак-
тивный компонент рациона человека, снижающий риск 
рака и сердечно-сосудистых заболеваний (Ford, Erdman, 
2012). Недавно с помощью геномного редактирования был 
увеличен в пять раз синтез ликопина в плодах томата за 
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счет нокаута генов, контролирующих конверсию ликопина 
в β- и α-каротин (Li et al., 2018). 

Выявлены специфические полиморфизмы, отвечаю щие 
за конкретные сортовые признаки окраски плодов тома-
та. Формирование темно-красной окраски у сорта Black 
Cherry обусловлено потерей функции белка ликопин-β-
циклазыв результате мутации сдвига рамки считывания в 
кодирующей части соответствующего гена. Аналогичная 
мутация, приводящая к стоп-кодону и укороченному белку 
Psy 1 фитоен-синтетазы, лежит в основе желтой окраски 
плодов (Aflitos et al., 2014). 

Форма и размер плодов томата коррелируют с числом 
семенных камер-локул (locule). Два QTL, lc и fas, ока‑
зывают максимальный эффект на эти признаки и могут 
действовать синергически, обуславливая  экстремально 
вы сокое количество локул (Cong et al., 2008; Munos et al., 
2011). Fas является самым сильным геном (вариация чис-
ла локул 2 более 6), тогда как lc действует слабее (3–4 
локулы). Две SNP, T → C и A → G, связаны с аллелем вы‑
сокого числа локул lc h. Анализ первичной структуры гена 
lc обнаружил, что все 2-гнездовые образцы томата имеют 
lc l аллель, а 3-, 4-гнездовые – аллель lc h. Ген Fas кодирует 
YABBY-подобный транскрипционный фактор (Cong et al., 
2008). Аллель fas h возник в результате инверсии участка 
294 т. п. н. на хромосоме 11, что привело к выключению 
гена Fas из-за пространственного разобщения экзонов 1 
и 2 (Huang, van der Knaap, 2011). 

Особенности формирования растений  
и созревания плодов 
Детерминантность. Для защищенного грунта в усло‑
виях Сибири наиболее подходящими являются растения 
томата индетерминантного типа. Для них характерны 
непрерывный рост и равномерное в течение нескольких 
месяцев созревание плодов. Для открытого грунта более 
приемлемы детерминантные генотипы, основной отличи‑
тельный признак которых – прекращение роста побегов 
после формирования 2–6 соцветий. Такие генотипы, как 
правило, раннеспелые, что предотвращает потерю урожая 
из-за короткого вегетационного периода. 

Детерминантность контролируется регуляторным ге-
ном SP (SELF PRUNING), который обеспечивает переход 
от вегетативной к генеративной стадии развития и гомо‑
логичен FT (FLOWERING LOCUS T) – гену арабидопсиса 
(Pnueli et al., 1998). Детерминантные растения имеют 
генотип sp/sp, индетерминантные – (SP−). В геноме томата 
имеется по крайней мере шесть SP-генов. Для одного из 
них, SP5G, был установлен механизм действия, зави‑
симый от фотопериода (Soyk et al., 2017). Как и FT ген 
арабидопсиса, SP5G относится к репрессорам цветения. 
Под влиянием длинного дня его экспрессия индуцируется 
до высокого уровня, что приводит к подавлению цветения 
вплоть до наступления короткого дня (индетерминантный, 
дикий фенотип). У культурного томата детерминантного 
типа из-за мутаций в гене влияние длинного дня на экс‑
прессию снижается. С помощью системы CRISPR/Cas9 
удалось получить нуль-аллель SP5G и тем самым вос‑
создать детерминантный фенотип, характеризующийся 
ранним цветением и повышенной продуктивностью (Soyk 
et al., 2017). 

Гены медленного созревания плодов. Ранее у томата 
обнаружены плейотропные гены, обуславливающие за‑
медленный срок созревания плодов: alcobaca (alc), инги‑
битор созревания (ripening inhibitor; rin) и несозревающий 
(non-ripening; nor) (Garg et al., 2008). У растений, несущих 
эти гены, в гомозиготном состоянии лежкость плодов 
увеличивалась на 250–500 %; при этом они были меньше 
подвержены процессу гниения. Однако такие генотипы 
не получили распространения в коммерции из-за сопут‑
ствующих признаков: бледного окрашивания и плохих 
вкусовых качеств. Плоды гетерозиготных растений также 
имели повышенную лежкость (среднее значение между 
родительскими формами), устойчивость к гниению, но 
при этом обладали приемлемыми для потребителя цветом 
и вкусом. К тому же растения имели повышенную уро‑
жайность, а такие показатели, как содержание ликопина, 
сухого вещества, консистенция плодов, содержание аскор‑
биновой кислоты, были промежуточными по сравнению 
с их родителями. Вследствие этого формы, несущие 
гены alc, nor и rin, получили широкое распространение 
в коммерческих сортах томата во многих странах (Garg 
et al., 2008). 

В 2002 г. в Science вышла статья, посвященная гену rin 
(Vrebalov et al., 2002). Этот ген находится на ко ротком пле‑
че хромосомы 5 и кодирует MADS-box-тран скрипционный 
фактор, который регулирует множество различных генов 
развития, в том числе связанных с биосинтезом этилена. 
Были также клонированы и проанализированы гены alc 
и nor (Moore et al., 2002). Ген alc (синоним DFD; delayed 
fruit deterioration) имеет некоторые преимущества для се‑
лекции, поскольку для него характерен меньший негатив‑
ный эффект на качество плодов, окраску, ароматические 
свойства и устойчивость к бактериальным заболеваниям 
(Garg et al., 2008). Рецессивная мутация alc вызвана не‑
синонимичной заменой T → A в позиции 317 кодирующей 
последовательности, приводящей к замещению Val → Asp 
(Casals et al., 2012). C использованием CRISPR/Cas9 в 
одном из сортов аллель ALC был замещен аллелем alc 
посредством гомологичной рекомбинации (Yu et al., 2017). 

Функциональная мужская стерильность
Успешную селекцию томата весьма затрудняет низкое 
генетическое разнообразие, обусловленное способом его 
размножения (самоопыление) и эффектом «бутылочного 
горлышка» в процессе интродукции. Английский ученый 
Ч. Рик впервые стал использовать методы интрогрессии 
генетического материала из дикорастущего томата в куль‑
турный (Rick, 1960). Большая часть сортов томата была 
получена с помощью гибридизации. 

У томата производство гибридных семян имеет боль‑
шую трудоемкость в связи с необходимостью изоляции и 
кастрации цветков, поэтому использование линий с при‑
знаком функциональной мужской стерильности (ФМС) – 
самый эффективный способ получения гибридных се мян. 
У томата этот признак обусловлен отклонениями в раз‑
витии цветка и включает следующие типы ФМС: лонго‑
стилия (ex, ex-2), ps, ps-2 (Куземенский, 2004). Последний 
тип наиболее широко используется в селекции томата. 
Тычинки у растений типа ps-2 имеют обычную структуру, 
фертильные пыльцевые зерна, но пыльники не вскрыва-  
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ются. Ген Ps-2, контролирующий этот тип стерильности, 
был идентифицирован в составе хромосомы 4, изолиро-
ван, и его первичная структура была изучена (Gorguet et 
al., 2009). Он кодирует фермент полигалактуроназу, кото‑
рый влияет на жесткость клеточной стенки путем расщеп-
ления пектинов. За фенотип ps-2 отвечает единственная 
му тация, нарушающая сплайсинг мРНК, в результате чего 
образуются ее аберрантные формы. К этому гену был раз‑
работан целый ряд маркеров: SNP (Gorguet et al., 2009), 
CAPS (Staniaszek et al., 2012) и др. 

Заключение
Работы по полному секвенированию генома томата и 
построению генетических карт высокого разрешения за‑
ложили фундамент для быстрого и эффективного поиска 
генов, отвечающих за важные селекционные признаки, 
а также создания соответствующих этим генам ДНК-
мар керов, которые могут быть использованы в маркер-
опосредованной селекции новых форм томата. Особен‑
но актуальны для умеренного климата маркеры таких 
признаков, как устойчивость к ряду распространенных 
патогенов различной природы, ценных БАВ, например 
каротиноидов, ликопина, сахаров и т. д., а также маркеры 
генов, определяющих оптимальный ранний срок созрева‑
ния плодов в условиях короткого лета и высокого риска 
осенних заморозков. К настоящему времени выявлены 
и охарактеризованы ключевые гены, отвечающие за эти 
признаки, что позволяет на основе молекулярных марке‑
ров разрабатывать стратегии скрещивания и отбора по 
этим генам, осуществлять их пирамидирование, а также 
направленную модификацию с помощью современных 
методов геномного редактирования. 
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Разнообразие механизмов устойчивости,  
вовлеченных в многоуровневый иммунитет пшеницы  
к ржавчинным заболеваниям
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Обзор посвящен раскрытию современной концепции фитоиммунитета как многоуровневой системы защи-
ты растения-хозяина, контролируемой комбинациями мажорных и минорных генов (локусов) устойчивости. 
Подробно разбирается модель «зигзаг» для описания молекулярных основ фитоиммунитета с ключевыми 
понятиями: ассоциированные с патогенами лиганды, запускающие врожденный иммунитет, дуальность 
эффекторов, способных вызывать восприимчивость растения, а при взаимодействии с продуктами генов 
устойчивости включать реакцию сверхчувствительности или альтернативные механизмы защиты. Выделено 
три различных типа устойчивости у злаков: 1) базовая устойчивость, обеспечиваемая рецепторными бел-
ками, локализованными в плазматической мембране; 2) расоспецифическая устойчивость, обеспечиваемая 
внутриклеточными R-рецепторами иммунного ответа; 3) частичная устойчивость, контролируемая локуса-
ми количественных признаков. Система «мягкая пшеница (Triticum aestivum) – возбудитель бурой ржавчины 
(Puccinia triticina)» является интересной моделью для наблюдения всех перечисленных механизмов устойчи-
вости, так как стратегия данного патогена направлена на конститутивное использование ресурсов хозяина. 
Рассмотрены известные гены пшеницы, отвечающие за различные проявления устойчивости к бурой ржав-
чине: расоспецифические гены (Lr1, Lr10, Lr19, Lr21); гены возрастной устойчивости, запускающие реакцию 
сверхчувствительности (Lr12, Lr13, Lr22a, Lr22b, Lr35, Lr48, Lr49); и гены, реализующие альтернативные механиз-
мы частичной устойчивости (Lr34, Lr46, Lr67, Lr77). Кроме того, недавно показано участие некоторых R-генов 
пшеницы в реализации прегаусториальной устойчивости к возбудителю бурой ржавчины: Lr1, Lr3a, Lr9, LrB, 
Lr19, Lr21, Lr38. Наличие в генотипе указанных генов позволяет останавливать ранний патогенез посредством 
следующих механизмов: дезориентация и ветвление ростковой гифы; формирование аберрантных структур 
проникновения гриба (аппрессорий, подустьичная везикула); аккумуляция каллозы в клеточных стенках ме-
зофилла. Эффективность селекции на иммунитет повышается за счет накопления данных о разнообразных 
механизмах устойчивости пшеницы к ржавчинным заболеваниям, которые обобщены в данном обзоре.
Ключевые слова: пшеница; ржавчинные инфекции; расоспецифическая; частичная; прегаусториальная 
устойчивость; гены Lr ; селекция на иммунитет.
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of wheat against rust diseases
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 e-mail: sk-ska@yandex.ru

The review is devoted to the disclosure of the modern concept of plant immunity as a hierarchical system of plant 
host protection, controlled by combinations of major and minor resistance genes (loci). The “zigzag” model is 
described in detail for discussing the molecular bases of plant immunity with key concepts: pathogen-associated 
molecular patterns triggering innate immunity, ambivalent effectors causing susceptibility, but when interacting 
with resistance genes, a hypersensitive reaction or alternative defense mechanisms. There are three types of 
resistance in cereals: (1) basal resistance provided by plasma membrane-localized receptors proteins; (2) race-
specific resistance provided by intracellular immune R-receptors; (3) partial resistance conferred by quantitative 
gene loci. The system ‘wheat (Triticum aestivum) – the fungus causing leaf rust (Puccinia triticina)’ is an interesting 
model for observing all the resistance mechanisms listed above, since the strategy of this pathogen is aimed at 
the constitutive use of host resources. The review focuses on known wheat genes responsible for various types of 
resistance to leaf rust: race-specific genes Lr1, Lr10, Lr19, and Lr21; adult resistance genes which are hypersensitive 
Lr12, Lr13, Lr22a, Lr22b, Lr35, Lr48, and Lr49; nonhypersensitive genes conferring partial resistance Lr34, Lr46, Lr67, 
and Lr77. The involvement of some wheat R-genes in pre-haustorial resistance to leaf rust has been discovered 
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recently: Lr1, Lr3a, Lr9, LrB, Lr19, Lr21, Lr38. The presence of these genes in the genotype ensures the interruption 
of early pathogenesis through the following mechanisms: disorientation and branching of the germ tube; 
formation of aberrant fungal penetration structures (appressorium, substomatal vesicle); accumulation of callose 
in mesophyll cell walls. Breeding for immunity is accelerated by implementation of data on various mechanisms of 
wheat resistance to rust diseases, which are summarized in this review.  
Key words: wheat; rust diseases; race-specific; partial; pre-haustorial resistance; Lr genes; breeding for immunity.
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Введение
Фитопатогенные организмы способны быстро адаптиро-
ваться к защитной системе растений-хозяев. Особенно 
ин тенсивно эволюционные процессы происходят в по-
пуляциях патогенных грибов, паразитирующих на сель‑
скохозяйственных культурах и имеющих воздушный 
способ распространения (Parlevliet, Zadoks, 1977). В пер‑
вую очередь это относится к возбудителям ржавчинных 
за болеваний пшеницы. Устойчивость к бурой ржавчине, 
например, сохраняется у районированных сортов не более 
5–6 лет (Горленко, 1968). Однако селекция на иммунитет 
считается наиболее эффективной и экологичной страте‑
гией защиты растений от болезней, вызываемых фитопа‑
тогенными грибами. Поэтому исследование механизмов 
устойчивости пшеницы к возбудителям ржавчины на 
генетическом, молекулярном и цитологическом уровне не 
только имеет фундаментальное значение, но и является 
необходимым этапом селекции на иммунитет.

Долгое время господствовала концепция принципи‑
ально различных типов устойчивости растений к фито‑
патогенным организмам: вертикальной и горизонтальной 
(Вандерпланк, 1972). При этом подразумевалось, что вер-
тикальную или расоспецифическую устойчивость опре‑
деляют гены с качественным проявлением в фенотипе – 
большие, или главные (major genes), а горизонтальную или 
неспецифическую – малые, или минорные, гены (mi nor 
genes) со слабым количественным выражением. Парал‑
лельно высказывалось предположение, что разделение 
на две независимые системы (вертикальную и горизон‑
тальную) некорректно, поскольку в определении как ра‑
соспецифической, так и неспецифической устойчивости 
участвуют одни и те же группы генов. Тогда стабильное 
и длительное сохранение устойчивости зависит не от 
количества генов, но от характера взаимодействий между 
генами вирулентности паразита и генами устойчивости 
хозяина в определенных условиях среды (Parlevliet, Za-
doks, 1977; Jonson, 1981; Одинцова, Шеломова, 1983; 
Дьяков, 2005; Михайлова, 2005).

На сегодняшний день успехи в области изучения фи‑
тоиммунитета позволяют выделить три различных типа 
устойчивости у зерновых растений: 1) базовая устойчи‑
вость, обеспечиваемая рецепторными белками, локали‑
зованными в плазматической мембране; 2) расоспецифи‑
ческая устойчивость, обеспечиваемая внутриклеточны-
ми рецепторами иммунного ответа; 3) неспецифическая 
устойчивость, контролируемая локусами количественных 
признаков. Система «мягкая пшеница (Triticum aestivum) – 
возбудитель бурой ржавчины (Puccinia triticina)» является 
интересной моделью для наблюдения всех перечисленных 

механизмов устойчивости, так как стратегия данного 
патогена направлена на конститутивное использование 
ресурсов хозяина. В отличие от возбудителей стеблевой и 
желтой ржавчины (P. graminis и P. striiformis), которые мо‑
гут привести неиммунное растение к гибели, воздействие 
P. triticina можно охарактеризовать как относительно мяг‑
кое. Поражение бурой ржавчиной локализуется на листьях 
пшеницы и может значительно снижать эффективность 
ассимиляции, однако при сбалансированном взаимодей‑
ствии патогена и хозяина пораженное растение способно 
развиваться, проходя стадии выколашивания, цветения и 
созревания.

Существующие представления о молекулярных основах 
фитоиммунитета, а также многочисленные генетические 
исследования позволяют рассмотреть разнообразие меха‑
низмов проявления мажорных (главных) и минорных ге‑
нов устойчивости пшеницы к ржавчинным заболеваниям, 
и в частности к патогену P. triticina. В настоящем обзоре 
обобщены данные о различных механизмах устойчивости 
пшеницы к ржавчинным заболеваниям, позволяющих по‑
высить эффективность ее селекции на иммунитет.

Молекулярные основы фитоиммунитета
Растения, в отличие от животных организмов, выстраи-
вают взаимодействия с биотическими факторами преи-
мущественно с помощью врожденного иммунитета, на 
что указывал в своих трудах еще Н.И. Вавилов (1935). 
Наиболее распространенным или базовым механизмом 
является процесс узнавания белковыми рецепторами хо‑
зяина разнообразных производных патогена. Последние 
двадцать лет иммунные рецепторы растений стали объ‑
ектом интенсивных исследований, благодаря чему среди 
них были выделены две разные категории по локализации 
относительно клетки: рецепторы плазматической мембра‑
ны с экстраклеточными лиганд-связывающими доменами 
и внутриклеточные иммунные рецепторы (Jones, Dangl, 
2006; Dodds, Rathjen, 2010; Thomma et al., 2011; Cook et 
al., 2015).

Большинство поверхностно локализованных рецепто-
ров реагируют на попавшие в апопласт структуры па-
тогена или продукты патогенных организмов, свойст-
венных широкому кругу патогенов. Ими могут быть, на-
пример, компоненты грибной клеточной стенки (хитин, 
хитозан, β-глюканы) или гидролитические ферменты. 
Для таких молекулярных структур, сигнализирующих о 
факте проникновения какого-либо патогена, закрепилась 
аббревиатура PAMPs (pathogen-associated molecular pat‑
terns – молекулярные структуры, ассоциированные с па‑
тогенами), которая используется без перевода (Nürnberger, 
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Kemmerling, 2009). Cреди поверхностно локализованных 
иммунных рецепторов различают рецепторы, лигандами 
которых служат соединения, специфические одному или 
нескольким близкородственным видам патогенов (Thom-
ma et al., 2011; Cook et al., 2015), а также рецепторы, свя-
зывающиеся с метаболитами самого растения, продукта-
ми инфекционного процесса (мономеры кутина, целлю-
ло зы, пектина). В зависимости от структуры выделяют 
рецептор-подобные белки (receptor-like proteins – RLP) и 
рецептор-подобные киназы (receptor-like kinases – RLK) 
(van Ooijen et al., 2008). Обязательными элементами таких 
рецепторов являются внеклеточный и трансмембранный 
домены. Передача сигнала рецептором типа RLK осущест‑
вляется путем автофосфорилирования киназного до ме - 
на, тогда как активированные рецепторы типа RLP взаи‑
модействуют с адаптерными молекулами.

В результате узнавания мембранным рецептором со‑
ответствующего лиганда запускаются механизмы врож‑
денного иммунитета (PTI, PAMPs-triggered immuninty – 
иммунитет, запускаемый лигандами PAMP) или базовой 
устойчивости (basal resistance), например биосинтез за‑
щитных молекул (этилена, жасмоновой кислоты). Для 
ржавчинных грибов, так же как для возбудителя мучнис-
той росы и некоторых других грибов из класса оомицеты, 
ключевым этапом патогенеза является формирование 
гаустория, специализированной структуры, через которую 
устанавливается контакт с клеткой хозяина. Поэто му при‑
менительно к этой группе патогенов в литературе вместо 
термина «базовая устойчивость» часто используют термин 
«прегаусториальная устойчивость» (Niks, 1983). 

Ростковые трубки P. triticina на растениях-хозяевах 
ориентированы строго перпендикулярно длинной стороне 
эпидермальных клеток и растут по направлению к устьи‑
цам, практически не образуя разветвлений, в то время 
как на растениях-нехозяевах они образуют утолщения 
и ответвления, что расходует энергетический потенциал 
ищущей структуры патогена. На устьицах риса отмеча‑
ется разрастание аппрессориев возбудителей стеблевой 
ржавчины пшеницы P. graminis и ячменя P. hordei. Такие 
аберрантные аппресории не способны ассоциировать 
с устьицами растения-нехозяина (Ayliffe et al., 2011). 
Базовой или прегаусториальной устойчивостью к воз‑
будителям бурой и стеблевой ржавчины пшеницы обла‑
дает ячмень, у которого в ответ на проникновение этих 
патогенов наблюдается локальное упрочнение клеточных 
стенок за счет вторичного образования утолщений и вы‑
ростов, что препятствует продвижению инфекционных 
гиф по апопласту (Atienza et al., 2004; Niks, Marcel, 2009). 
Развитие в тканях риса штаммов P. graminis f. sp. tritici, 
пшеничной формы стеблевой ржавчины, приводит к от‑
ложению каллозы и синтезу перекиси водорода в месте 
колонизации мицелия (Ayliffe et al., 2008).

Специализированный патоген способен преодолевать 
барьер врожденного PTI-иммунитета. Например, меха‑
низмы прегаусториальной устойчивости ячменя успешно 
преодолеваются специализированными ржавчинными 
грибами P. hordei и P. persistens. Описано широкое раз‑
нообразие факторов вирулентности белковой природы 
или эффекторов, с помощью которых передача сигнала 
через мембранные рецепторы хозяина может контроли-

роваться патогеном вплоть до полного подавления защит-
ного ответа, например, путем изменения структуры ре-
цептируемого лиганда (Schulze-Lefert, Panstruga, 2011). 
При этом наблюдается реакция восприимчивости, обу-
словленная эффектором (ETS – effector-triggered suscep-
tibility). Однако у большинства растений существует 
вто рая линия защиты, эволюционно более поздняя ETI- 
система (effector-triggered immunity – запускаемый эф-
фектором иммунитет). Секретируемые факторы виру-
лентности патогенов, эффекторы, в таких системах бу-
дут сигнальными молекулами, а звеном, передающим 
сигнал в ядро, – иммунные внутриклеточные рецепторы 
из семейства консервативных нуклеотид-связывающих 
лейцин-богатых белков (NLR – nucleotide-binding leucine-
rich repeat receptor, или R-белки) (Dodds, Rathjen, 2010). 

Важно отметить, что генетика факторов вирулентно‑
сти до конца не изучена, однако моногенный контроль 
(гены авирулентности, или Avr) установлен для тех из 
них, ко торым соответствует R-белок растения (Flor, 1971; 
Ho genhout et al., 2009). Взаимодействие продуктов Avr-R 
генов запускает сложный каскад физиологических и био‑
химических реакций, направленных на предотвращение 
развития гриба, с наиболее распространенной реакцией 
сверхчувствительности (СВЧ) как формы апоптоза клеток 
хозяина, контактирующих с патогеном. К настоящему 
времени обнаружено значительное разнообразие меха‑
низмов устойчивого ответа. Кроме классической реакции 
сверхчувствительности за счет закисления цитоплазмы 
ионами Ca2+ совместно с накоплением активных форм 
кислорода (АФК), результатом рецепции Avr-эффектора 
может быть изменение окислительно-восстановительного 
(REDOX) потенциала на мембранах, запуск биосинтеза 
салициловой кислоты, ауксина и различных антимикроб‑
ных PR-белков (pathogen-related proteins), среди которых 
хитаназы, β-глюканазы, ингибиторы грибных протеиназ 
и дополнительные протеиназы самого растения, перок‑
сидазы, LTP-белки, транспортирующие липиды, и низ‑
комолекулярные белки дефензины, богатые цистеином 
(Дьяков, 2017).

При исследовании многоуровневого фитоиммунитета 
обнаружено, что коэволюция привела к развитию у патоге‑
на способности преодолевать ETI-иммунитет раз личными 
способами. Наиболее распространенный способ – мута‑
ции генов Avr, когда рецепция продуктов генов вирулент‑
ности (avr) становится невозможной. Кро ме того, могут 
появиться новые эффекторы, пока не име ющие соответ‑
ствующего R-рецептора (рис. 1) (Jones, Dungl, 2006). Такое 
развитие событий возможно благода  ря способности не‑
которых патогенов, включая ржавчин ные грибы, уходить 
из зоны действия реакции СВЧ с по мощью специализи‑
рованных неветвящихся поисковых гиф (runner hypha), 
которые растут в сторону от подвергшихся апоптическому 
коллапсу клеток растения (Moldenhauer et al., 2006). Таким 
образом, наблюдаемая реакция восприимчивости может 
обусловливаться эффектором патогена при отсутствии у 
растения соответствующих генов устойчивости (ETS), а 
может быть результатом мутации генов авирулентности 
(преодоление ETI). В последнем случае говорят о потере 
эффективности гена устойчивости, для которого продукт 
Avr-гена был сигнальной молекулой.
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Для описания многоуровневого фитоиммунитета была 
предложена модель «зигзаг», которая отражает зависи‑
мость экспрессии защитной реакции от степени специа-
лизации патогена (Jones, Dungl, 2006) (см. рис. 1). Она 
наглядно демонстрирует, что полигенный контроль устой‑
чивого ответа на заражение является наивысшим уровнем 
взаимоотношений растения с патогеном, когда «новые» 
эффекторы патогена активируют «новые» R-рецепторы 
растения. Так, описаны линии пшеницы с промежуточным 
типом устойчивости к возбудителю желтой ржавчины, 
которые ограничивают развитие патогена с помощью за‑
пуска второй фазы реакции сверхчувствительности (Boz‑
kurt et al., 2010). Выявлены зоны первичного и вторично-
го некроза мезофила, появление которых, по данным ана-  
лиза транскриптов ДНК, обусловлено работой различных 
генов, вовлеченных в каскад реакции сверхчувствитель‑
ности. Однако важно отметить, что терминирующая фаза 
взаимодействия хозяина и патогена в реакциях несовмес-
тимости может обусловливаться альтернативными защит‑
ными механизмами, не запускающими клеточную смерть, 
а реализующимися, например, через накопление феноль‑
ных соединений в мезофиле, что показано на линиях овса 
с промежуточным типом устойчивости к P. coronata f. sp. 
avenae (Graichen et al., 2011).

В последнее время возрос интерес к механизмам за‑
щиты, альтернативным реакции гиперчувствительности, 
которые способны обеспечивать более длительную ус-
тойчивость хозяина к патогену, легко преодолевающему 
действие расоспецифических генов устойчивости благо‑
даря высокому потенциалу популяционной изменчивости. 
Популяции ржавчинных грибов, в том числе возбудителей 
бурой ржавчины злаков, представляют собой набор физио‑
логических рас, разных по набору генов авирулентности. 
По отношению к высокоспециализированным патогенам 

со сложной внутривидовой структурой принято говорить 
о расоспецифической либо о неспецифической устойчи‑
вости. Первая является частным случаем устойчивости, 
реализуемым по схеме взаимодействия Avr-R генов. Не-
специфическая или частичная устойчивость (partial re sis-
tance) имеет не качественную, а количественную (QR – 
quantitive resistance) генетическую основу и объединяет 
защитные механизмы растения, направленные не на 
ос тановку развития инфекции, а на снижение ее интенсив‑
ности. У такой устойчивости длительный эффект (du rable 
resistance), так как она приводит к стабилизации эволю‑
ционных процессов в популяции патогена: в условиях 
лимитированного роста отбор направлен против агрес‑
сивных клонов, в популяции увеличивается соот ношение 
генов авирулентности (Avr) к генам вирулент ности (avr) 
и снижается вероятность возникновения редких мутаций 
вирулентности (Дьяков, 1998; Lagudah, 2011; Ellis et al., 
2014; Niks et al., 2015; Krattinger, Keller, 2016). Количе‑
ственная или частичная устойчивость к болезням до‑
стигается совместным действием нескольких минорных 
генов или количественных локусов (QTL – quantitative 
traits locus), поэтому их фенотипическое проявление не 
поддается качественной оценке, применимой при изуче‑
нии R-генов, и описывается как slow rusting (Caldwell, 
1968): несмотря на восприимчивый тип реакции, болезнь 
развивается медленно.

Мажорные (R-) гены устойчивости пшеницы  
к бурой ржавчине
Продукты R-генов растений находятся преимущественно 
в цитоплазме, куда эффекторы патогена попадают с по‑
мощью эндосом через гаустории. Большинство изученных 
у пшеницы R-генов и генных локусов устойчивости к 
ржавчинным болезням кодируют внутриклеточные ре-
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PAMPs  – молекулярные структуры, ассоциированные с патогенами (pathogen-associated molecular patterns); PTI  – врожденный 
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triggered susceptibility); ETI –запускаемый эффектором иммунитет посредством R-рецепции (effector-triggered immunity); NB-LRR – 
внутриклеточные рецепторы из семейства нуклеотид-связывающих лейцин-богатых белков, или R-белки (NLR – nucleotide-binding 
leucine-rich repeat receptor).
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цеп то ры семейства NLR (R-рецепторы), которые имеют 
общую доменную организацию. Единственным извест‑
ным исключением является протеин-киназа, кодируемая 
локусом Rpg1, описанным у ячменя и определяющим 
устойчивость к стеблевой ржавчине при интрогрессии в 
геном пшеницы (Brueggeman et al., 2002).

Разнообразие генов специфической устойчивости обес-
печивает структурное различие доменов, образующих 
R-рецепторы. LRR-область (leucine rich repeat – обогащен-
ная лейцином область), являясь центром узнавания эф‑
фектора патогена, обладает наибольшим полиморфизмом, 
что выражается в варьирующем количестве обогащенных 
лейцином повторов, от 14 до 37, и наборе аминокислот, до‑
полняющих лейцин в консенсусной последовательности 
(Dangle, Jones, 2001). NBS-домен (nucleotide binding site) 
представлен сайтами связывания нуклеотидов (P-петля 
или киназа 1а, киназа 2, киназа 3а) и обеспечивает спе-
цифическую трансдукцию сигнала по киназному пути 
с гидролизом АТФ. Здесь же недавно обнаружен мотив 
NB- ARC, сходный с фактором активации апоптоза жи‑
вотных Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor 1), что 
указывает на участие NBS-домена в индукции реакции 
СВЧ как формы апоптоза у растений. В случае, когда 
R-рецептор связан с транскрипционным фактором WRKY 
ядра, возможна регуляция экспрессии генов без проме‑
жуточных киназ (Wu et al., 2008). Например, у пшеницы 
описана положительная регуляция промоторов PR4 генов, 
кодирующих фунгицидные белки, при передаче сигнала 
от R-рецептора на транскрипционный фактор TaWRKY78 
(Proietti et al., 2010). Кроме областей связывания эффек‑
тора (LRR-) и трансдукции сигнала (NBS-), молекула 
R-рецептора однодольных растений может содержать 
несколько копий суперскрученного (суперспирализован‑
ного) домена (СС-, coiled-coil domain) или участок, гомо‑
логичный толл-подобному рецептору цитокинина ИЛ-1 
млекопитающих (TIR-, toll-interleukin 1 receptor), функции 
которых связаны с индукцией СВЧ и взаимодействием с 
белками сигнального пути.

В каталоге пшеничных генов устойчивости к ржавчин‑
ным заболеваниям приводится более 100 генов и локусов 
устойчивости к бурой ржавчине (McIntosh et al., 2014), из 
которых 76 имеют формальные названия с нумерацией 
генов Lr (leaf rust – бурая ржавчина). Однако структура 
и функции кодируемых R-продуктов хорошо изучены 
только у некоторых клонированных генов: Lr21 (Huang 
et al., 2003), Lr10 (Feuillet et al., 2003), Lr1 (Cloutier et al., 
2007), а также двух кандидатов гена Lr19: CIN14 (Zhang et 
al., 2011) и Lr19-Ag15 (Gennaro et al., 2009). При филогене‑
тическом анализе аминокислотных последовательностей 
обнаруживается значительное сходство между белками, 
кодируемыми генами Lr1, CIN14 и Lr19-Ag15, несмотря 
на то что ген Lr19 происходит от пырея Thinopyrum elon-
gatum (Zhang et al., 2011). Все описанные к настоящему 
моменту рецепторы пшеницы, связывающие эффекторы 
возбудителя бурой ржавчины, являются CC-NBS-LRR 
белками. Однако у гена Lr10 клонирован фрагмент Lrk10 
размером 770 п. н., кодирующий четвертый редкий класс 
рецептороподобных киназ. В своем составе Lrk10 имеет 
специфический цитоплазматический домен и небольшую 
трансмембранную последовательность без CC-домена в 

С-терминальном участке (Feuillet et al., 1997). Наиболь‑
шим отличием обладает белковый продукт гена Lr21, 
молчащие аллели которого представлены в пшеничном 
геноме мягкой пшеницы. Для функционального аллеля ло‑
куса Lr21, интрогрессированного в геном синтетической 
пшеницы от дальнего сородича Aegilops tauschii, установ‑
лено химерное происхождение в результате межвидовой 
рекомбинации при участии пшеничных гаплотипов с 
молчащими локусами Lr21 типа Fielder (H1) и Wichita (H2) 
(Huang et al., 2009). Подобная ситуация описывается 
как death – recycle модель эволюции генома (Michelmore, 
Meyers, 1998), т. е. появление новых генов устойчивости 
путем возвращения активности рецессивным аллелям в 
геноме пшеничных сородичей, и указывает на ценность 
исходного материала, представленного в центрах проис‑
хождения культурных растений, описанных Вавиловым.

Минорные гены и количественные локусы (QTL-) 
устойчивости пшеницы к бурой ржавчине
Предполагается, что большинство известных минорных 
генов и количественных локусов кодируют белки, не явля‑
ющиеся иммунными рецепторами, но выполняющие иные 
защитные функции (Krattinger et al., 2009; Gou et al., 2015; 
Moore et al., 2015). Степень проявления комплекса за‑
щитных мер, контролируемых минорными генами, часто 
зависит от стадии развития растения, что сформировало 
концепцию возрастной устойчивости (APR – adult plant 
resistance), имеющей значение для селекции на имму‑
нитет к возбудителям ржавчинных заболеваний злаков. 
Возрастная устойчивость характеризуется восприимчи‑
выми инфекционными типами реакций на заражение у 
проростков и резко возрастающей эффективностью на 
следующих за ювенильной стадиях развития растения 
(Park, McIntosh, 1994).

Различают две категории APR-генов: запускающие ре-
акцию СВЧ (hypersensitive genes) и реализующие альтер‑
нативные механизмы устойчивости (nonhypersensitive 
genes). Фенотипическое проявление действия генов воз- 
 растной устойчивости к бурой ржавчине Lr12, Lr13, Lr22a, 
Lr22b, Lr35, Lr48 и Lr49, относящихся к первой категории, 
описывается как некротические пятна на листьях или кро‑
шечные пустулы, заметные уже у проростков пшеницы. 
При заражении растений с APR-генами, не запускающими 
СВЧ, на листьях появляются инфекционные типы без не‑
крозов, от восприимчивых до средневосприимчивых, при 
этом характерны сниженная частота инфекционных очагов 
и отсроченные стадии развития патогена. По отношению 
к бурой ржавчине пока идентифицировано немного таких 
генов или количественных локусов устойчивости: Lr34, 
Lr46, Lr67, Lr77 (Dyck, 1987; Singh et al., 1998; Herrera-
Foessel et al., 2014; Kolmer et al., 2018), не кодирующих 
рецепторы семейства NLR (R-рецепторы). Механизмы 
их действия изучают с привлечением QTL-анализа, и 
уже известны некоторые продукты QR-генов. Ген или 
генный локус Lr34 кодирует АТФ-зависимый белковый 
транспортер, отвечающий за частичную устойчивость 
к нескольким видам ржавчины (Krattinger et al., 2009). 
Аллель Lr67, обеспечивающий частичную устойчивость 
к бурой ржавчине (Lr67 resistant, Lr67res), отвечает за пре‑
кращение транспорта гексоз из клетки хозяина в апопласт, 
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тогда как аллель LR67sus (susceptible – восприимчивый) 
является H+/гексозным транспортером и обладает высо‑
ким сродством к глюкозе (Moore et al., 2015).

Прегаусториальная устойчивость пшеницы  
к возбудителю бурой ржавчины
Большинство идентифицированных к настоящему мо‑
менту генов Lr являются расоспецифическими R-генами 
и кодируют внутриклеточные NLR-рецепторы. Они обе‑
спечивают гиперчувствительную реакцию растения (СВЧ 
и альтернативные механизмы устойчивости) в ответ на 
поражение расами патогена, несущими соответствующие 
гены авирулентности. Подчеркнем, что взаимодействие 
продуктов генов Avr и R происходит уже в цитоплазме 
клетки, после формирования гаустория. Поэтому специ‑
фическую устойчивость с гиперчувствительной реакцией 
в иностранной литературе часто называют гаусториаль-
ной или развивающейся после проникновения устойчи - 
востью (post-penetration resistance) (Heath, 2002; Niks, Mar‑
cel, 2009). Однако в последнее время накоплены данные об 
участии некоторых R-генов пшеницы в реализации меха‑
низмов прегаусториальной устойчивости, останавливаю‑
щих развитие ржавчинных грибов на ранней эндофитной 
и даже эктофитной стадии. Функциональными мишенями 
механизмов прегаусториальной устойчивости являются 
ростковая трубка и аппрессорий (эктофитная фаза пато‑
генеза), а также подустьичная везикула и инфекционная 
гифа (ранняя эндофитная фаза патогенеза ржавчинных 
грибов) (рис. 2).

Описан окислительный взрыв при контакте возбудителя 
бурой ржавчины с устьицами на линиях с расоспецифиче‑
ским геном Lr38 (от A. intermedium), сходный по времени 
и характеру с реакцией видов-нехозяев. При заражении 
набором рас P. triticina на устьицах изогенной линии пше‑
ницы с геном Lr38 и на растении-нехозяине T. timopheevii 

через 24 ч после инокуляции были отмечены некроти‑
зированные маленькие аппрессории гриба размером до 
20 мкм, тогда как на устьицах контрольной линии Тэтчер 
формировались нормальные крупные аппрессории разме‑
ром около 50 мкм (Плотникова, 2009; Пожерукова и др., 
2015). У линий с генами Lr19 и Lr21 со специфической 
устойчивостью к возбудителю бурой ржавчины описа‑
ны дополнительные к реакции сверхчувствительности 
механизмы блокирования развития патогена. На первых 
стадия развития эндофитной фазы патогена часто наблю‑
далась деформация или коллапсирование подустьичной 
везикулы, что снижало эффективность колонизации в 
ткани растения (Hu, Rijkenberg, 1998). Были отмечены 
аккумуляция каллозы и отложение лигнина при зараже- 
 нии изогенных линий пшеницы, несущих гены специфи-
ческой устойчивости Lr1, Lr3a, Lr9, LrB, набором виру‑
лентных рас P. triticina (Wang et al., 2013).

Таким образом, современные подходы к исследованию 
механизмов устойчивости известных и новых R-генов 
должны отражать обозначенную вероятность активации 
цитоплазматических R-рецепторов на первых стадиях 
патогенеза, когда высвобождаются только лиганды PAMP. 
Трансдукция сигнала, вероятно, может быть опосредована 
возбуждением механо-чувствительных ионных каналов 
(MSC – mechanosensitive-ion channel), описанных в кле‑
точной стенке эпидермиса растений как небольшие транс‑
мембранные белковые рецепторы, активация которых 
при водит к изменению окислительно-востановительного 
потенциала клетки (Hamilton et al., 2015).

Заключение
Накопление данных о разнообразных механизмах устой‑
чивости пшеницы к ржавчинным заболеваниям создает 
возможность оптимально использовать генетические ре-
сурсы при селекции на иммунитет. Фитоиммунитет пред-
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Рис. 2. Механизмы прегаусториальной устойчивости пшеницы к ржавчинным заболеваниям. Составлено по данным (Hu, 
Rijkenberg, 1998; Leonard, Szabo, 2005; Плотникова, 2009; Wang et al., 2013; Пожерукова и др., 2015).
а – эктофитная (оранжевые структуры) и ранняя эндофитная (голубые структуры) стадии патогенеза: ур – урединиоспора, рт – 
ростковая трубка, ап  – аппрессорий, пв  – подустьичная везикула, иг  – инфекционная гифа, мкг  – матричная клетка гаустория, 
г – гаусторий, э – клетки эпидермиса, зку – замыкающие клетки устьиц, км – клетки мезофилла; б–д – остановка развития инфекции 
на разных этапах патогенеза: дезориентация и ветвление ростковой гифы (б ); аберрантный аппрессорий на устьицах (в); деформи-
рованная или коллапсированная подустьичная везикула (г); аккумуляция каллозы в клеточных стенках мезофилла (д).
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ставляет собой многоуровневую систему защиты расте‑
ния-хозяина, контролируемую комбинациями мажорных и 
минорных генов (локусов) устойчивости, так называемы‑
ми полигенными семействами (multigene families) (Maro-
ne et al., 2013), способными влиять на различные стадии 
патогенеза. Интересно, что количественные локусы устой-
чивости к грибным заболеваниям в геноме растений часто 
локализованы рядом с R-генами, располагаясь во флан‑
кирующей области в пределах 2 Mb, поэтому с большой 
вероятность косегрегируют (Shang et al., 2009; Kang et al., 
2012). Изучение кластера мажорных R-генов показало, 
что они являются наиболее динамичной группой генов, 
способных к быстрой эволюции (Krattinger, Keller, 2016). 
При этом в природных ценозах полиморфизм R-белков 
создается между индивидуальными организмами на по‑
пуляционном уровне, что отличает фитоиммунитет от 
животной системы защиты с огромным полиморфизмом 
рецепторов внутри индивидуальных организмов. Углуб-
ленное изучение многоуровневого фитоиммунитета при‑
вело к переосмыслению агрономической стратегии: селек‑
цию чистых линий с единичными мажорными R-генами, 
долгое время бывшую традиционной в растениеводстве, 
заменили программы создания мультилинейных сортов-
популяций, различающихся генами или аллелями генов 
устойчивости (Дьяков, 2017).

Другим важным подходом, интенсивно  используемым 
в последнее время при создании новых сортов и селек-
ционных линий, является пирамидирование генов устой‑
чивости в одном генотипе путем близкородственной и от‑
даленной гибридизации. Созданы сорта мягкой пшеницы, 
устойчивые к ржавчинным заболеваниям за счет пирами‑
ды из нескольких R-генов, а также комбинации мажорных 
и минорных генов устойчивости, что позволило добиться 
эффекта долгосрочной защиты от патогенов. Наибольшее 
значение в селекции пшеницы на иммунитет к ржавчин‑
ным заболеваниям имеют пирамиды генов, содержащие 
локус устойчивости Lr34 (Lr34 complex) (Singh, Rajaram, 
1991) и минорный ген устойчивости Sr2 (Sr2 complex) 
(Singh et al., 2000).

Задачей, стоящей перед современной селекцией, явля-
ется разработка эффективных методов трансгенного пере‑
носа полигенных семейств растений, которому должны 
предшествовать точный анализ выявленных генных групп 
устойчивости на молекулярном уровне. Это позволит не 
только сократить влияние нежелательного генетического 
материала, приобретаемого в процессе обычной гибри‑
дизации, но и ввести в реципиентный сорт целевые гены 
из неродственных организмов, в том числе полигенные 
семейства мажорных и минорных генов (локусов) устой‑
чивости. Так, уже созданы трансгенные линии пшеницы, 
устойчивость которых к стеблевой ржавчине обеспечи-
вается геном Rpg1 из ячменя (Collinge et al., 2010). Пред‑
ложены бактериальные системы переноса генов, совмес-
тимые с пшеницей (Pseudomonas, Xanthomonas spp.), 
для функционального анализа эффекторов ржавчинных 
грибов (Yin, Hulbert, 2011; Upadhyaya et al., 2014). Пер-
спективны работы с самим патогеном по созданию транс‑
генных штаммов с Avr-генами для исследования защитных 
механизмов растения, что уже сделано, например, для 
ржавчины льна Melampsora lini (Lawrence et al., 2010).
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Характеристика генофонда яровой мягкой пшеницы  
(Triticum aestivum L.) по устойчивости к пыльной головне  
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Среди многочисленных болезней яровой пшеницы, вызываемых патогенными грибами, пыльная головня 
Ustilago tritici (Pers.) Jens. по-прежнему остается опасным заболеванием. На полях, где отсутствует контроль над 
проявлением и распространением болезни, недобор урожая может составлять до 10 %, а при возделывании 
высоковосприимчивых сортов достигать 40–50 %. С учетом возрастающей стоимости протравителей семян и 
их экологической небезопасности, самым доступным способом защиты растений, снижающим пестицидную 
нагрузку на агроценозы, является возделывание сортов, невосприимчивых к пыльной головне. Решающий 
момент в селекции на устойчивость – использование в качестве родительских форм сортов, резистентных к 
патогену. Целью наших исследований было выделение невосприимчивых к пыльной головне образцов яровой 
пшеницы на фоне искусственного заражения растений популяцией, специфичной для Западно-Сибирского ре-
гиона. Приведены результаты многолетних исследований 350 генотипов яровой пшеницы различного эколо-
го-географического происхождения на устойчивость к болезни. Физиологическую специализацию рас U. tritici 
осуществляли на дифференцирующем наборе, состоящем из шести сортов мягкой и трех сортов твердой яро-
вой пшеницы. Полученные результаты в сочетании с литературными данными свидетельствуют об изменениях 
в расовом составе, произошедших в культуре патогена за последние 30–35 лет. Выделены сорта иностранной и 
отечественной селекции, резистентные к западносибирской популяции пыльной головни. На основе анализа 
родословных образцов, высоко- и практически устойчивых к головне, сделано предположение, что в селекции 
на иммунитет к U. tritici чаще всего используют одни и те же источники генов резистентности. Среди генофонда 
яровой пшеницы иностранной селекции наибольшее количество генотипов, резистентных к пыльной голов-
не, выделяется в странах Североамериканской географической зоны (США, Канада, Мексика). В основном это 
образцы, несущие гены Ut1, гены от сорта пшеницы Thatcher и ее сестринской линии DC II-21-44. В сортах рос-
сийской селекции прослеживаются гены от сортов Белотурка, Полтавка, Селивановский Русак (через Саратов-
скую 29 и ее производные), гены от пшенично-пырейных линий АГИС 1 и Грекум 114. 
Ключевые слова: яровая мягкая пшеница; пыльная головня; источники устойчивости; расы; популяция.
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Among the many diseases of spring wheat caused by pathogenic fungi, loose smut Ustilago tritici (Pers.) Jens. remains 
to be a dangerous disease with a wide range of distribution. In fields where there is no control over the emergence 
and spread of the disease, the yield reduction can be up to 10 %, and in the case of highly susceptible varieties, up to 
40–50 %. Taking into account the increasing cost of seed protectants and their environmental damage, the cultiva-
tion of varieties resistant to loose smut is still the most affordable way to protect plants, reducing the pesticide load 
on agrocenoses. The crucial point in breeding for resistance is the use of resistant varieties as parental forms. The aim 
of our research was to isolate samples of spring wheat that are immune to loose smut against the background of 
artificial infection of plants with a population specific to the West Siberian region. The article presents the results of 
long-lasting studies of 350 genotypes of spring wheat of different ecological and geographical origin for resistance 
to disease. Physiological specialization of races was carried out on the basis of a differentiating set consisting of six 
varieties of soft wheat and three varieties of durum spring wheat. The obtained results in combination with literature 
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data reveal changes in the racial composition of the pathogen population over the past 30–35 years. Varieties of 
foreign and domestic selection resistant to the West Siberian population of loose smut have been identified. Based 
on the analysis of pedigree samples, highly and practically resistant to loose smut, we concluded that in breeding for 
immunity to U. tritici, the same sources of resistance genes are most often used. Among the gene pool of spring wheat 
of foreign selection, the largest number of genotypes resistant to loose smut is assigned to the countries of the North 
American geographical zone (USA, Canada, Mexico). These are largely samples containing Ut1 genes, genes from 
spring wheat  ‘Thatcher’ and its sister line  ‘DC II-21-44’. Resistance genes in Russian wheat varieties can be traced from 
cultivars Beloturka, Poltavka, Selivanovsky Hare (using Saratovskaya 29 and its derivatives), and genes from wheat-
grass lines AGIS 1 and Grecum 114.
Key words: spring soft wheat; loose smut; sources of stability; races; population.
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Введение
Среди многочисленных болезней яровой пшеницы, вы-
зываемых патогенными грибами, опасным заболеванием, 
имеющим широкий ареал распространения, является 
пыльная головня. Несмотря на то что возбудитель не вы-
зывает эпифитотий, потери урожая зерновых от головне‑
вых болезней могут широко варьировать. На полях, где 
отсутствует контроль над проявлением и распространени‑
ем болезни, недобор урожая может достигать 10 %, а при 
возделывании высоковосприимчивых сортов  – 40–50 % 
(Nielsen, Thomas, 1996). Кроме явных потерь, заключаю‑
щихся в полном разрушении колоса, возбудители голов‑
невых вызывают и скрытые потери урожая. Угнетающее 
действие патогена проявляется на всех этапах развития 
растений: уменьшается количество взошедших растений, 
продуктивная кустистость, масса 1 000 зерен (Степанов‑
ских, 1990; Nielsen, Thomas, 1996; Дружин, 2001; Орлова 
и др., 2015).

Существует прямая корреляционная зависимость меж-
ду эмбриональной инфекцией и проявлением пыльной го‑
ловни в полевых условиях. Фунгицидное протравливание 
семян не снимает остроту этой проблемы, решение вопро‑
са зараженности посевов головней по-прежнему остается 
актуальным. Так, по данным Россельхозцентра 2016 г., в 
посевах яровых зерновых культур по Сибирскому феде‑
ральному округу пыльная головня яровой пшеницы была 
зарегистрирована на 33.9 тыс. га, ячменя – 11.14 тыс. га. 
В сравнении с Кемеровской, Новосибирской и Омской 
областями развитие заболевания на посевах яровой пше-
ницы в большей степени проявилось в Алтайском крае 
(23.5 тыс. га). В Вологодской области головней зараже-
но более 7 тыс. га посевов, в Уральском федеральном 
округе пыльная головня пшеницы отмечена на площади 
16.9 тыс. га. По данным А.В. Хариной (2013), потери уро‑
жая пшеницы от пыльной головни в Кировской области 
составляют в среднем 28 %. С учетом все возрастающей 
стоимости протравителей семян и их экологической небе-
зопасности, самый доступный, снижающий пестицидную 
нагрузку на агроценозы способ защиты растений – это 
возделывание сортов, устойчивых к пыльной головне. 
Таким образом, проблема изучения и выявления эффек‑
тивных источников и доноров генов устойчивости яровой 
пшеницы к пыльной головне весьма актуальна.

В России и за рубежом многие годы ведутся фитопато‑
логические исследования по изучению мировой коллек‑
ции пшеницы и выделению источников резистентности 

к пыльной головне. Согласно литературным данным, су-
ществует достаточно большой набор источников устойчи‑
вости к головневым болезням, выделенных в различных 
эколого-географических районах мира. Так, в работе (Пла-
хотник и др., 2014) отмечается высокая устойчивость в 
условиях Поволжья у образцов к-17146 (Сирия), к-33809 
(Мексика), к-60584 (Канада), Прохоровка, Тамбовчанка, 
Мерцана и др. Выделены источники устойчивости к попу‑
ляции пыльной головни, распространенной на территории 
Красноярского края; это сорта Жигулевская (Россия), Мос-
ковская 21 (Россия), Димитровка 5-18, Димитровка 5-2 
(Болгария), Suanders, Pembina, Monitau (Канада) (Сидоров, 
2001; Нешумаева и др., 2016). J. Nielsen (1983), оценивая 
коллекцию мягкой яровой пшеницы, выделял иммунные 
сорта из Африки, Британии, США, Канады: Sterling, New 
Pusa 201, Dominator, Glenlea, Н-44-24, Hope и др. Однако 
чаще всего выделенные сорта обладают расоспецифиче‑
ским типом устойчивости, и варьирование этого признака 
в значительной мере зависит от того, какие расы исполь‑
зовали исследователи для фитопатологических оценок.

Впервые существование рас Ustilago tritici (Pers.) Jens. 
различной вирулентности убедительно доказал F. Grevel 
(1930). Используя сорта с неодинаковой степенью устой‑
чивости к различным споровым образцам возбудителя, он 
идентифицировал 4 расы. В Северной Америке W. Hanna 
и W. Popp (1932) были первыми, кто продемонстрировал 
существование разных рас в популяциях U. tritici. Hanna 
(1937) удалось выделить четыре физиологические формы 
пыльной головни из коллекций, собранных в Манитобе, с 
использованием дифференцирующего набора, состоящего 
из 11 сортов пшеницы. W. Cherewick (1953) описал 10 рас 
U. tritici из коллекций, собранных в Канаде, с помощью 
аналогичного, но не идентичного набора дифференциато‑
ров. J. Nielsen (1987) на тест-наборе из 19 сортов и линий 
пшениц дифференцировал у U. tritici 41 расу (Menzies et 
al., 2003).

В России исследования по определению рас пыльной 
головни ведутся на дифференцирующем наборе яровой 
пшеницы, предложенном В.И. Кривченко (1984). Набор 
включает 6 сортов мягкой и 3 сорта твердой яровой пше‑
ницы (табл. 1). Это связано с физиологической специали‑
зацией возбудителя к видам пшеницы – мягкой и твердой. 
Расы, специализированные к сортам T. aestivum, авиру‑
лентны на сортах и образцах вида T. durum, и наоборот: 
специализированные только к сортам твердой пшеницы 
не вызывают заражения образцов T. aestivum. Встречаются 
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широко специализированные расы, вирулентные на сортах 
мягких и твердых пшениц. При этом дифференциаторы 
к пыльной головне – это не изогенные линии, различаю‑
щиеся по генам устойчивости, а генотипы, показываю‑
щие дифференцирующую реакцию различных изолятов 
U. tritici к тест-сортам.

Основная работа по идентификации рас, многие из ко-
торых установлены В.И. Кривченко и Д.В. Мягковой, про-
водилась в ВИР (Санкт-Петербург). В разные годы ис‑
следованиями занимались А.П. Шестакова, А.Е. Дружин  
(в Поволжье), В.С. Пенчукова, В.В. Плахотник, Л.А. Тро‑
ицкая (в Казахстане), А.Н. Силянова (в Рязанской обла‑
сти), А.А. Грязнов (в Кустанайской области), Л.Ф. Тым‑
ченко (в Московской области) и др.

В Восточной Сибири подробные исследования расового 
состава пыльной головни пшеницы проведены В.Д. Ти-
хомировым (1981). Им установлено 18 рас, три из которых 
(48, 51 и 54) широко распространены в регионах Красно‑
ярского края. В Западной Сибири Ж.А. Бахаревой (1978) 
зарегистрировано 17 рас, из них расы 61, 62, 63, 64, 66 и 
67 могут паразитировать как на мягкой, так и на твердой 
пшенице. Всего на российском наборе дифференциаторов 
установлена 71 раса.

В патосистеме пшеница–U. tritici взаимодействие па-
тогена и растения-хозяина подчиняется теории Флора 
«ген на ген». Опираясь на эту теорию, J. Nielsen (1977, 
1982) определил основные гены устойчивости к пыльной 
головне, внесенные в каталог генных символов (McIntosh 
et al., 2013) (табл. 2).

В настоящее время каталог дополнен новыми генами: 
у сорта Glenlea были  определены четыре гена устойчи‑
вости – Ut4, Ut5, Ut6, Ut8, которые обеспечивают резис-
тентность к канадским расам T-2, T-9, T-15 и Т-27, но не 
эффективны против рас Т-19, Т-39 и Т-10 (Knox et al., 
2014). Донорами гена Ut6 являются сорта AC Foremost, 
AC Karma, AC Vista, Chinese Spring, Glenlea, Oasis, 
HY 320, ген Utx предложено использовать как синонимом 
гена Ut5 (McIntosh et al., 2017).

Во всем мире селекционные программы, направленные 
на получение генотипов, не восприимчивых к болезням, 
опираются на генетический контроль растений к патоге‑
нам. Резистентность растений к возбудителям пыльной 
головни не является исключением, при этом многие сор-
та, тестируемые в одних зонах как устойчивые, другими 
исследователями могут идентифицироваться как воспри‑
имчивые. По словам В.И. Кривченко (1984), «продолжи‑
тельность “полезной жизни” гена устойчивости в сорте 
в значительной мере зависит от состава популяций воз‑
будителя болезни на определенной площади, и значение 
одного и того же гена устойчивости может быть неодина‑
ково в различных зонах». Поэтому, изучая резистентность 
сортов к пыльной головне, в первую очередь необходимо 
знать патотипный состав популяции, ее стабильность 
или изменчивость. Понимание генетики устойчивости 
растения-хозяина в контексте с вирулентностью патогена 
позволяет выявить эффективные гены резистентности к 
доминирующим в определенной зоне расам.

Целью наших исследований было выделение среди 
ге нетического разнообразия яровой пшеницы невоспри‑
имчивых к пыльной головне образцов на фоне искусствен‑

ного заражения растений популяцией, специфичной для 
Западно-Сибирского региона.

Материалы и методы
Материалом исследований служили 350 генотипов яро-
вой пшеницы различного эколого-географического про-
исхождения из мировой коллекции ВИР (Санкт- Пе тер- 
 бург), образцы с идентифицированными генами устой-
чивости, а также сорта, районированные по Западно- Си-
бирскому региону (Приложение 1)1. Изучение сортообраз‑
цов проводились в период с 2011 по 2016 г. на искусствен‑
ном инфекционном фоне фитопатологического участка 
 СибНИИРС – филиала ИЦиГ СО РАН, расположенного 
в лесостепи Приобья.

Исследования по пыльной головне осложняются био-
логией гриба. В первый год растения, зараженные спорами 
гриба, формируют нормальное зерно. При этом мицелий 
гриба локализуется в щитке зародыша. И только на сле-
дующий год из зараженного зерна формируется повреж‑
денный колос.

Инфицирование сортообразцов яровой пшеницы осу-
ществляли вакуумным методом по методике ВИР. В каче‑
стве инокулюма использовали синтетическую популяцию 
патогена, которую создавали путем сбора телиоспор с за-
раженных колосьев. Суспензию готовили непосредст вен-  
1 Приложения 1–3 см. по адресу: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2019-23/appx9.pdf

Таблица 1. Сорта яровой пшеницы, используемые  
для дифференциации рас Ustilago tritici (Pers.) Jens.  
(набор ВИР)

Номер  
по каталогу ВИР

Сорт Страна-оригинатор

Мягкая пшеница

38519 Московка Россия

14924 Kota США

8091 Preston Канада

31238 Rümkers Dickkopf Германия

8097 Reward Канада

25019 Diamant Швеция

Твердая пшеница

39781 Акмолинка 5 Казахстан

5971 Mindum США

38514 Народная Украина

Таблица 2. Гены устойчивости к пыльной головне пшеницы

Ген Доноры гена

Ut1 Florence/Aurore, Renfrew, Red Bobs

Ut2 Kota, Little Club 

Ut3 Carma

Ut4 Thatcher/Regent

Ut6 D93213, P9163-BJ08*B, VIR 51658

Utx Biggar

http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2019-23/appx9.pdf
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но перед заражением, оптимальная инфекционная нагруз‑
ка 1–1.5 г телиоспор на 1 л воды. Растения яровой пше‑
ницы инокулировали в период цветения, когда пыльники 
цветка в середине колоса желтого цвета. Зараженные рас‑
тения отмечали этикетками. После созревания зараженные 
колосья обмолачивали на колосковой молотилке МКС-1.

Посев инокулированных семян пшеницы проводили в 
оптимальные для культуры сроки (вторая декада мая) в 
количестве 100 зерен на один метровый рядок. Высевали 
200–300 зерен каждого образца. Учет осуществляли путем 
подсчета больных и здоровых колосьев с вычислением 
процента поражения.

Для классификации устойчивости использовали шкалу 
ВИР (1981): 0 – высокая устойчивость, поражение от‑
сутствует; I – практическая устойчивость, поражение не 
превышает 5 %; II – слабая восприимчивость, поражение 
не превышает 25 %; III – средняя восприимчивость, пора‑
жение не превышает 50 %; IV – сильная восприимчивость, 
поражение более 50 % (Кривченко и др., 1987).

Сорта с поражением выше 25 % браковали в первый год 
изучения, устойчивые и слабо восприимчивые изу чали 
в течение двух-трех лет. Об устойчивости сорта су дили 
по максимальному поражению образца за годы исследо‑
ваний. В качестве восприимчивого стандарта были ис-
пользованы сорта Скала и Сибирская 12.

Изучение физиологических рас возбудителя пыльной 
головни яровой пшеницы проводили согласно методиче‑
ским рекомендациям ВИР. Специализацию рас U. tritici 
осуществляли на наборе сортов-дифференциаторов, кото‑
рый включал 6 сортов мягкой и 3 сорта твердой яровой 
пшеницы (см. табл. 1). Дифференциацию по устойчивости 
проводили по шкале: 0 – поражение отсутствует; 1 – по‑
ражение до 10 %; 2 – поражение свыше 10 %. Полученные 
результаты сравнивали с ключом для определения физио‑
логических рас.

Результаты
Для пыльной головни характерен цветковый тип зараже‑
ния. Возбудитель поражает растение в период цветения, и 
немаловажным фактором, оказывающим влияние на каче‑
ство инокуляции, является окружающая среда. Несмотря 
на то что метеоусловия вегетационного периода за годы 
исследований различались по тепло- и влагообеспеченно‑
сти, в целом для инфицирования растений складывались 
благоприятные условия. Исключение составил 2012 г., 
вегетационный период которого характеризовался как 
засушливый, с высокими температурами почвы и воздуха 
(табл. 3). Высокие температуры 2012 г. способствовали 
более быстрому прохождению растениями фаз развития и 
более короткому периоду, благоприятному для заражения. 
Для 2013 г. были характерны пониженные среднесуточные 
температуры воздуха (в среднем на 2–3 °С) и обилие осад‑
ков в виде проливных дождей начиная со второй декады 
июля, что также снизило качество инокуляции. 

За 2012–2016 гг. в популяции пыльной головни иден‑
тифицировано 6 рас: расы 12, 23, 40, 53, 65 и 66 (табл. 4). 
В 2012, 2014 и 2016 гг. по реакции сортов-дифферен-
циаторов зарегистрирована раса 12. Она не поражает сор та 
Московка и Preston, но вирулентна к Rümkers Dickkopf, 
Reward и Diamant. Сходную с ней реакцию показывает 

раса 40, идентифицированная в 2015 г. и отличающаяся от 
расы 12 тем, что незначительно поражает сорт Московка 
(не более 5 %). Для расы 65, выделенной в 2013 г., харак‑
терны проявление слабой реакции на дифференциаторах 
Московка, Kota, Reward и неспособность к заражению 
сортов Preston и Rümkers Dickkopf. Раса 53, зарегистри‑
рованная в 2014 и 2016 гг., обладает вирулентностью 
к сортам Kota и Reward, не поражает дифференциатор 
Preston. В 2015 и 2016 гг. идентифицированы расы 23 и 66. 
Из дифференциаторов к ним восприимчивы Kota, Reward, 
Diamant. Поражение сортов Московка, Preston, Rümkers 
Dickkopf при инокуляции расой 23 не превышало 10 %. 
Раса 66 не поражает Московку и Preston, но вирулентна к 
Rümkers Dickkopf. Все расы обладают четко выраженной 
специализацией к сортам Т. aestivum и не поражают сор та 
твердых пшениц Акмолинка 5, Народная и Mindum.

На основе анализа реакции дифференциаторов на ино‑
куляцию возбудителем U. tritici В.И. Кривченко (1984) 
объединил все зарегистрированные расы в девять групп. 
Первые шесть групп поражают сорта мягких пшениц, 
седьмая и восьмая группы вирулентны для твердых, а 
девятая группа объединяет расы, специализированные к 
мягким и твердым пшеницам.

Идентифицированные нами расы 12 и 40 вошли во 
вторую группу, их объединяет то, что они агрессивны на 
средне- и сильновосприимчивых дифференцирующих 
образцах Rümkers Dickkopf, Reward, Diamant. Расы 23, 
53 и 66 вошли в третью группу, у них четко выражена 
агрессивность к сорту Kota, и они, как правило, поражают 
сорта Rümkers Dickkopf, Reward и Diamant. Раса 65 входит 
в шестую группу, представители которой при сравнитель‑
ной вирулентности обладают слабой агрессивностью.

Из табл. 4 видно, что высокий иммунитет к западноси‑
бирской популяции пыльной головни сохраняет сорт Pres-
ton, который, по данным В.И. Кривченко (1984), не сет два 
гена устойчивости, условно обозначенные им как R1R2. 
В отдельные годы отмечается незначительное поражение 
сорта Московка, одним из родителей которого является 
Тулун 70 – отбор сорта Preston. Московка, как и Preston, 
обладает двумя доминантными генами устойчивости. По‑
ражение сортов Kota с геном устойчивости Ut2 и Rümkers 
Dickkopf, несущего один доминантный ген, колеблется по 
годам от слабо восприимчивых до воспри имчивых. Сорта 
Reward и Diamant неустойчивы к местной популяции. 

Известно, что генотип сорта в значительной мере ока‑
зывает влияние на расовый состав патогена. Это, в част‑
ности, подтверждается сравнительным анализом данных, 
полученных Ж.А. Бахаревой (1978), с результатами совре‑
менных исследований. Если в 1976–1978 гг. на территории 
Новосибирской области наиболее распространенными 
были расы 12, 23, 54, 61, 64, то в настоящее время – 12, 
23, 40, 53, 65, 66. Интересно отметить, что расы 12 и 23 
сохраняются в природе уже более 40 лет.

Для выявления эффективности генов Ut к западноси‑
бирской популяции было проведено изучение сортов с 
идентифицированными генами устойчивости, внесенных 
в Международный каталог генных символов. Ген Ut1 
контролирует устойчивость ко всем расам, присутствую-
щим в западносибирской популяции пыльной головни. 
За годы исследований образцы Renfrew, Florence/Aurore, 
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Таблица 3. Метеорологические условия в период инокуляции колосьев растений (данные метеостанции Огурцово)

Год Кол-во дней  
от посева  
до заражения

Температура в июле, °С Кол-во осадков в июле, мм

1-я декада 2-я декада Средние многолетние 1-я декада 2-я декада Средние многолетние

1-я декада 2-я декада 1-я декада 2-я декада

2011 41 16.0 19.2 19.3 19.7 21.0 13.0 16.0 19.0

2012 38 20.6 22.5 19.3 19.7 3.7 0 16.0 19.0

2013 51 16.7 20.6 19.3 19.7 11.3 30.6 16.0 19.0

2014 50 21.3 20.7 19.4 19.7 12.3 37.0 16.0 19.0

2015 43 18.0 21.0 19.3 19.6 61.0 4.8 15.0 19.0

2016 41 19.9 21.0 19.3 19.6 46.7 15.6 16.0 19.0

Таблица 4. Реакция сортов-дифференциаторов ВИР на заражение U. tritici (2012–2016 гг.)

Раса Московка Kota Preston Rümkers 
Dickkopf

Reward Diamant Акмолинка 5 Mindum Народная Годы

12 0 1 0 1–2 2 1–2 0 0 0 2012, 2014, 2016

23 1 2 1 1 2 2 0 0 0 2015, 2016

40 1 1 0 2 2 2 0 0 0 2015

65 1 1 0 0 1 2 0 0 0 2013

53 1 2 0 1 2 1 0 0 0 2014, 2016

66 0 2 0 2 2 2 0 0 0 2015, 2016

Red Bobs (Ut1) не поражались пыльной головней. Раса 66 
обладает вирулентностью к сортам Kota (Ut2), Thatcher/
Regent (Ut4), Carma (Ut3) и Biggar (Utx). Максимальное 
поражение сортов за годы исследований составило 100, 
20, 62.5 и 83.3 % соответственно. Сорт Carma неустойчив 
к расе 53. 

Проведенные на фоне искусственного заражения ис‑
следования 350 коллекционных образцов яровой мягкой 
пшеницы позволили выделить генотипы, устойчивые к 
западносибирской популяции пыльной головни. Среди 
генофонда иностранной селекции наибольшее количество 
резистентных сортов выделяется в странах Североамери‑
канской географической зоны (США, Канада, Мексика) 
(табл. 5). 

Особый интерес представляют сорта Thatcher, DC II-
21-44, Red Bobs, Renfrew, Preston, Fox, SWS “A” N80, 
AC Gle navon, AC Drummonga, Hoffman, Hope/Thatcher, 
Mercury, Neepawa, AC Minto, Rick, которые вошли в груп-
пу высоко- и практически устойчивых. 

Сорта Marquis, Red Bobs, Renfrew, Preston – производ-
ные от сорта Red Fife, который, по одним источникам, 
был выделен из украинского сорта как Halychanka, по 
другим – Ostka Galicyjska. Этот сорт попал в Канаду из 
Гданьска (Польша), где в 1842 г. был переименован в сорт 
Red Fife (Maat, 2001).

R.D. McIntosh для сортов Renfrew и Red Bobs (производ-
ных Red Fife) определил ген устойчивости Ut1 (McIntosh 
et al., 1998). Cорт Preston обладает двумя доминантными 
генами устойчивости, одним из которых является ген Ut1 
(Кривченко, 1984). Можно предположить наличие этого 
гена и у сорта Marquis, участвовавшего в создании сортов 
Hope, Kitchener, Thatcher (Symko, 1999) (Прил. 2). Сорт 

That cher и его сестринская линия DC II-21-44 довольно 
час то вовлекались в селекцию при создании резистентных 
к пыльной головне сортов. Полученные от гибридной ком‑
бинации с участием Marquis и итальянского сорта твердой 
пшеницы Iumillo (Maat, 2001; McCallum, DePaum, 2008), 
эти образцы могут нести ген Ut4 (Дружин, Крупнов, 2008). 
Другие исследователи (Сюков, Поротькин, 2014) предпо‑
лагают, что сорта группы Thatcher, возможно, имеют ген 
устойчивости UtTh, идентичный, аллельный или тесно 
сцепленный с Ut1. 

Общностью происхождения с Thatcher связаны сорта 
Neepawa, AC Glenavon, AC Barrie, BW-90 (Lupton, 1987; 
McCallum, DePaum, 2008). Сорту Hope устойчивость пере‑
дана от российской полбы Yaroslav Emmer (Мартынов, 
Добротворская, 2003).

Сорта яровых пшениц немецкой селекции генетически 
базировались на озимых с использованием французского 
сорта Noe. Источником устойчивости и качества у них 
служил Heine Kolben, выделенный в XIX в. из француз‑
ского сорта Saumur de Mars. Этот образец участвовал в 
родословной многих немецких сортов, в том числе Carma, 
несущего ген устойчивости Ut3, однако для условий Ново‑
сибирской области этот ген не эффективен. Кроме Heine 
Kolben, в качестве источников устойчивости к болезням в 
немецких сортах часто использовали канадские образцы 
Garnet и Thatcher (Lupton, 1987).

В сортах индийского происхождения, по данным 
С.П. Мартынова и Т.В. Добротворской (2003), основными 
источниками к пыльной головне были сорта Ostka Ga li-
cijska, Thatcher и их производные. 

Родоначальниками шведских сортов пшеницы были 
сорта Zeeuwse White и английский сорт Red Squarehead. 
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В австралийских сортах первоисточниками в селекции 
пшеницы являлись Fife из Канады и сорта из Индии. 
В ре зультате их скрещивания был получен сорт Yandillac, 
который вместе с Purple Straw вошел в родословную сор та 
Federation. Этот сорт долгое время возделывался в про‑
изводстве и использовался в селекции пшениц разных 
стран (Maat, 2001; Genetic Resources Information System 
for Wheat and Triticale GRIS).

В сортах украинской и белорусской селекции резистент‑
ность к пыльной головне возможна от твердой пшеницы 
Белотурка, российской полбы Yaroslav Emmer и мягкой 
пшеницы Полтавка через сорт Саратовская 29. Также в 
селекции на устойчивость участвовали американские 
источники: Thatcher и ее сестринская линия DC II-21-44 
(через сорт Безенчукская 98), Red river 68, Hope, Marquis, 
Selkirk (Rabinovich et al., 1996; Мартынов, Добротворская, 
2003).

По результатам фитопатологической оценки широкий 
набор резистентных генотипов к западносибирской по‑
пуляции пыльной головни был выделен среди образцов 
отечественной селекции. В группы с высокой и практи‑
ческой устойчивостью к патогену вошли сорта: Московка 
(Немчиновка), Ленинградка, ГДС-24 (Северо-Западный 
НИИСХ), сорта самарской селекции – Тулайковская 5, 
Тулайковская 100, Тулайковская 10, Куйбышевская 1, 
Пирамида; Юлия (Пензенский НИИСХ); Саратовская 74, 
Фаворит, Юго-Восточная 2 (НИИСХ Юго-Востока); Во‑
ронежская 8, Воронежская 16 (НИИСХ ЦЧП им. В.В. До‑
кучаева); Маргарита (Ульяновский НИИСХ), Кинельская 
нива (Поволжский НИИСС им. Н.П. Константинова).

Проведенный С.П. Мартыновым и Т.В. Добротворской 
(2003) анализ родословных российских сортов позволил 
сделать вывод, что устойчивость к пыльной головне во 
многие отечественные сорта передана от стародавних об‑

разцов Селивановский Русак, Полтавка (мягкая пшеница) 
и Белотурка (твердая пшеница) через сорт Саратовская 29, 
который прослеживается в генеалогии большинства рос‑
сийских сортов. Кроме того, в отечественной селекции 
использовались канадские источники. Так, в сорте Мос-
ковка можно предположить наличие генов от Red Fife, 
по лученных через канадские сорта Preston и Kitchener 
(селекция от Marquis). Сорт Ленинградка выведен с учас-
тием сирийского сорта Хоранка. В сортах ульяновской се-
лекции в качестве источников резистентности были ис - 
пользованы канадские Pembina, DC II-21-44 и Red river 
(Genetic Resources Information System for Wheat and Triti‑
cale; Госреестр…, 2016).

Практическую устойчивость к пыльной головне самар‑
ские сорта Тулайковская 5 (происхождение – Эритроспе‑
рум 865 (изогенная линия Саратовской 29)/АГИС 1) и ее 
производные Тулайковская 100 и Тулайковская 10 несут от 
Ag. intermedium через пшенично-пырейную замещенную 
линию Агис 1 (Мартынов и др., 2016).

В основе саратовских сортов лежит генетический ма‑
териал от межвидовых скрещиваний твердой и мягкой 
пшениц Белотурка и Полтавка. Сорт Фаворит, являясь 
производной от Белянки, несет замещенную пырейную 
хромосому 6D/6Ai, не идентичную Тулайковской 5 и ее 
производным (Сибикеев, Дружин, 2017).

Сибирский генофонд яровых мягких пшениц включает 
также большое количество образцов, высокоустойчивых 
к местным расам пыльной головни. Это сорта Новоси-
бирская 15, Памяти Вавенкова, Новосибирская 29, Но‑
восибирская 22, Новосибирская 44, Баганская 95. Среди 
образцов омской селекции – Омская 20, Омская 29, Ом‑
ская 33, Омская 36, Омская краса, Мелодия, Казанская 
юбилейная; сорта алтайской селекции – Алтайская 325, 
Алтайская 110, Алтайская жница, Сибирский альянс, 

Таблица 5. Сорта яровой мягкой пшеницы иностранной селекции, устойчивые к пыльной головне (2012–2016 гг.) 

Эколого-географическая зона Страна Резистентные сорта

Североамериканская США Cadet, DC II-21-44, Н-44-24, Hope, Hope/Thatcher, Thatcher, k 31224, Mercury, Morris, 
Russell, Rick, Fox

Канада AC Barrie, Biggar, BW-90, Cuttler, AC Drummonga, Hoffman, Garnet, AC Glenavon, 
Kitchener, AC Minto, Marquis, Neepawa, Park, Preston, Red Bobs 222, Renfrew, RL 4277, 
Roblin, SWS “A” N80, Wisc 245

Мексика CBRD, k 31470, k 34636 

Южноамериканская Чили СВР 566, k 34452 

Перу La Molina 82

Западноевропейская Германия Cardinal, Claudius, Diablon, Gzenos, Kvintus, Melissos, Probat, Sertori, Thasa, Sonet, Nachzos 

Швейцария Calanda 

Нидерланды Blonda, Bastion

Североевропейская Швеция WWW Algot, Canon, WWW Sober

Восточноевропейская Белоруссия Белорусская 928

Украина Кардинал, Харьковская 18, Харьковская 22

Южноазиатская Индия Giriza, NP 790

Восточноазиатская Китай Dong nong, PS-65, PS-87, PS-89, PS-90, Xing mai, Zong chin

Центральноазиатская Казахстан Карагандинская 2, Карагандинская 29

Австралийская Австралия Cunningham, Gabo, Yarralinka, Nardo, RAC-610, Stiletto
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Ал тайская 530; Памяти Афродиты (Кемерово), Минуса 
(Крас ноярск).

Устойчивость к пыльной головне в сорта Новосибир‑
ская 15 и Новосибирская 44 передана от DC II-21-44 (се‑
стринская линия Thatcher) через Безенчукскую 98. Прак-
тическая устойчивость сортов Новосибирская 22 и Но - 
восибирская 29, по-видимому, получена от сорта Крас‑
ноярская, который в своей родословной также несет ге-
нетический материал от Thatcher через сорт Saunders. 
Кроме того, Новосибирская 29 несет гены устойчивости 
от Грекум 114. Резистентность к пыльной головне в сорт 
Памяти Вавенкова передана от итальянского Funello, несу‑
щего один доминантный и один рецессивный ген или два 
гена, взаимодействующих по типу доминантного эпистаза 
(Бахарева, Христов, 2003). Это сорт устойчив к расам 
пыльной головни 21, 37 и 38 (Дружин, Крупнов, 2008).

Близки по происхождению сорта омской селекции, 
выделившиеся по устойчивости. Основным источником 
устойчивости у них является пшенично-пырейный гиб-
рид Грекум 114, донор генов пырея Ag. intermedium (Пер-
шина и др., 2013).

У резистентных сортов алтайской селекции в качестве 
источника использовалась селекционная линия Лю тес-
ценс 281, имеющая происхождение Грекум 114/Лют. 1210//
Katepwa (Коробейников и др., 2006).

Кемеровский сорт яровой мягкой пшеницы Памяти 
Аф родиты несет гены от Саратовской 29 (через Канте-
гирскую 89) и от Грекум 114 (через Омскую 24). В родо-
словной красноярского сорта Минуса присутствуют ис-
точники Красноярская и Грекум 114 (Нешумаева и др., 
2016) (Прил. 3).

Заключение
В результате проведенных на искусственном инфекцион‑
ном фоне исследований была получена информация об 
устойчивости 350 генотипов яровой пшеницы к возбудите‑
лю пыльной головни. Анализ родословной резистентных 
образцов позволил сделать вывод, что, несмотря на боль‑
шое количество источников устойчивости, состав генов, 
определяющий признак невосприимчивости к патогену, 
небольшой. Эффективную защиту к местной популяции 
обеспечивают сорта, несущие гены Ut1, гены от That cher 
и ее сестринской линии DC II-21-44. В сортах российской 
селекции прослеживаются гены резистентности от Бело‑
турки, Полтавки, Селивановского Русака (через Саратов‑
скую 29 и ее производные), гены от пшенично-пырейных 
линий АГИС 1 и Грекум 114. Они контролируют признак 
резистентности к большинству рас патогена, распростра‑
ненных в Западно-Сибирском регионе.

Сужение генотипического разнообразия вызывает не‑
обходимость поиска источников с новыми факторами 
устойчивости, так как массовое использование одних и 
тех же генов приводит к возникновению и накоплению 
в популяции вирулентных форм гриба, способных прео-
долевать устойчивость сортов. 
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В обзоре рассмотрены недавние работы по истории происхождения и следам отбора в геномах исконно рос-
сийских пород крупного рогатого скота (КРС). Большинство из этих работ недоступно для неанглоязычной 
 аудитории. Показана история происхождения российских пород с точки зрения генетики и связь многих из них 
с породами европейского, а некоторых – с породами азиатского происхождения. Даны описания основных кла-
стеров пород и указаны породы, сохранившие свой уникальный генофонд и, соответственно, нуждающиеся в 
охране. Кроме того, приведены результаты поиска следов селекции и адаптации в геномах российских пород 
КРС. Описаны уникальные следы отбора, представленные у азиатских «турано-монгольских» пород, в частности 
у якутской, которые, вероятно, позволили этой породе адаптироваться к суровым условиям жизни в Заполя-
рье. Приведены также описания генов, по-видимому, способствовших адаптации и других местных пород КРС к 
климатическим условиям Российской Федерации. Показано, что геномы российских пород КРС содержат следы 
отбора в районах известных генетических маркеров доместикации, которые претерпели изменения в резуль-
тате одомашнивания КРС человеком 8–10 тыс. лет назад. Наиболее яркие из них – это гены изменения окраски 
шерстного покрова, который во многих случаях служил признаком, различавшим примитивные породы. Полно-
геномный анализ ассоциаций у российских пород позволил выявить новый ген-кандидат, связанный с феноти-
пом «белая голова», и ген, связанный с поддержанием температуры тела при сильном холодном стрессе. Обоб-
щенные в обзоре данные могут быть использованы для выбора генетических маркеров для селекции (и/ или 
геномного редактирования) при создании нового поколения высокопродуктивных пород, адаптированных к 
условиям Российской Федерации и других стран со схожими климатическими условиями.
Ключевые слова: крупный рогатый скот; порода; адаптация; отбор; Россия; однонуклеотидный полиморфизм; 
климат; полногеномный анализ ассоциаций.
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Our review presents several recent studies on the genetic history and signatures of selection in genomes of the native 
Russian cattle breeds. Most of these works are not easily accessible for the Russian-speaking audience. We describe the 
origins of appearance of the Russian cattle breeds from the genetics perspective. We point to the links between most 
of the Russian breeds with the taurine breeds of the European origin and for some Russian breeds with the breeds of 
the Asian origin. We describe major phylogenetic clusters of the Russian breeds and point to those that still maintain 
their unique genetics, meaning that their preservation is a priority. In addition, we review the results of the search for 
signatures of selection in genomes of the Russian cattle breeds. Some unique signatures of selection present in the 
genomes of so-called “turano-mongolian” cattle (i. e. the Yakut cattle) are described which allowed the Yakut cattle to 
adapt to harsh environments found above the Polar Circle. Signatures of selection which could help other cattle breeds 
of the Russian origin to adapt to various climatic condition of the Russian Federation are reviewed. The Russian cattle 
genomes also contain known signatures of selection related to cattle domestication about 8–10 thousand years ago. 
The most profound ones include genes related to changes of the coat colour. This phenotype in many cases could 
be related to the distinction of the first domesticated populations and lead to the formation of so-called land races 
(primitive breeds). Whole-genome association studies of Russian cattle breeds pointed to a novel gene which could be 
related to the “white-faced” phenotype and to a gene which is related to body temperature support under the acute 
cold stress. The data presented in our review could be used for identification of genetic markers to focus on in future 
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Введение
Тысячелетия искусственного отбора в сочетании с на‑
правляемой людьми миграцией и адаптацией к различ‑
ным условиям окружающей среды привели к появлению 
около 1 000 пород крупного рогатого скота1 по всему миру 
(Buchanan, Lenstra, 2015). Эти породы приспособлены к 
местным экономическим потребностям, эстетическим тре- 
 бованиям и обладают уникальными генетическими про‑
филями (Дмитриев, 1978). В течение последних двух-
сот лет ряд примитивных пород крупного рогатого скота 
был значительно улучшен, в результате чего появилось 
несколько коммерческих пород, которые при правильном 
уходе демонстрируют рекордные характеристики (Boi‑
chard, Brochard, 2012). В настоящее время существует 
тенденция к замене местных пород или к их улучшению 
генетическим материалом от выдающихся коммерческих 
пород. Это означает, что генетическое разнообразие, сле-
ды адаптации к местным условиям и информация об исто‑
рических связях, закодированные в геномах местных по‑
род, часто бывают безвозвратно утеряны еще до того, как 
они были должным образом описаны и изучены (Gaouar  
et al., 2015). С другой стороны, геномы местных популя‑
ций (мы используем термины «порода» и «популяция» 
как синонимы, поскольку определение породы в разных 
странах может варьировать) могут быть использованы 
как источники комбинаций генетических вариан тов, не‑
оценимых в развитии нового поколения коммерческих 
пород, которые лучше вписывались бы в разнообразие 
условий окружающей среды (Gao et al., 2017). Первым 
шагом на пути к раскрытию этой информации является 
понимание происхождения, генетической структуры и 
событий гибридизации местных пород, а также их включе‑
ние в контекст обширного набора мировых пород (Bovine 
HapMap Consortium et al., 2009; Matukumalli et al., 2009; 
Beynon et al., 2015).

Появление недорогих ДНК-чипов для генотипирова ния 
однонуклеотидных полиморфизмов (SNP) позволило вы‑
явить генетические профили различных пород одомаш‑
ненных видов, разработать обоснованные стратегии для 
их улучшения, с одной стороны, и узнать о генетиче ских 
про цессах, сопровождающих одомашнивание и фор ми-
рова ние породы, с другой. Хотя большинство усилий на‑
правлено на изучение популярных коммерческих пород, 
напри мер тексель у овец (Mucha et al., 2015) и голштино-
фризской у крупного рогатого скота (van Bins bergen et al., 
2015), рас тет интерес к генетике малочисленных местных 
пород из-за уникальных адаптаций и их потенциального 
вклада в решение проблем сельского хозяйства, связан-  
ных с изменением окружающей среды (например, гло‑
1 В данной статье под этим термином подразумеваются популяции двух 
подвидов: Bos taurus и Bos indicus.

бальное потепление) и локальной устойчивостью к па‑
тогенам (Beynon et al. 2015).

Генетическое разнообразие домашнего скота связано с 
двумя независимыми событиями доместикации вымер‑
шего в настоящее время тура (Bos primigenius), которые 
примерно в VIII–V тысячелетии до н. э. (Loftus et al., 1994) 
привели к возникновению современных видов домашнего 
скота – Bos indicus (горбатого или индицинного скота) и 
Bos taurus (безгорбого или тауринного скота) в долине 
Инда и на Ближнем Востоке соответственно. Некоторые 
современные популяции в Китае, Африке и Америке 
произошли от скрещивания между B. taurus и B. indicus 
(Ларкин, Юдин, 2016). Формирование других популяций 
на островах Юго-Восточной Азии происходило с участием 
бантенга (B. javanicus) (Decker et al., 2014).

При анализе генетического разнообразия 134 мировых 
пород крупного рогатого скота с помощью полногеномно‑
го генотипирования на ДНК-чипе Illumina BovineSNP50 
BeadChip были выделены три основные группы пород: 
азиатские индицинные, евразийские тауринные и афри-
канские тауринные (Decker et al., 2014). Своеобразие аф-
риканских тауринных пород, вероятно, связано с их про-
исхождением в результате гибридизации доместициро‑
ванных тауринных предков с диким африканским туром. 
Европейские породы крупного рогатого скота состоят в 
основном из животных, произошедших от B. taurus, без 
значительного вклада генов B. indicus, за исключением 
нескольких итальянских пород. Кроме того, у итальянских 
и иберийских популяций крупного рогатого скота имеется 
также значительный генетический компонент, восходя‑
щий к африканским тауринам (Decker et al., 2014). Многие 
европейские породы, включая линкольнскую красную, 
бельгийскую голубую, санта-гертруда, бифмастер и др., 
имеют общих предков с шортгорнской породой. Однако 
до последнего времени масштабные исследования миро‑
вых пород крупного рогатого скота не включали породы 
из России.

Первые полногеномные исследования 
отдельных российских пород скота
Недавние исследования по полногеномному генотипи‑
рованию коренных европейских пород скота включали 
несколько коренных российских пород (Зиновьева и др., 
2016; Iso-Touru et al., 2016; Upadhyay et al., 2017). Однако 
при этом авторы, как правило, не проводили исчерпыва‑
ющего сравнения между российским скотом и мировыми 
породами.

В упомянутых работах была показана высокая дивер‑
генция якутского крупного рогатого скота по сравнению 
с девятью другими породами (Iso-Touru et al., 2016), что 
хорошо соответствует полученным ранее данным по по-
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лиморфизму мтДНК, Y-хромосомы и других микросател-
литных ДНК-маркеров (Kantanen et al., 2009; Li, Kan-
ta nen, 2010). Животные калмыцкой породы оказались 
близ ки к сербской породе буша (Iso-Touru et al., 2016). 
Исследование генетических профилей пяти молочных по‑
род (бестужевской, холмогорской, костромской, красной 
горбатовской и ярославской) показало, с одной стороны, 
их обособленность от европейской голштино-фризской 
популяции, а с другой – значительную интрогрессию 
голштинского скота в генофонд бестужевской породы 
(Зи новьева и др., 2016). По результатам анализа SNP мар-
керов девять российских пород и 45 пород Евразии были 
сгруппированы по генетическому сходству в три кластера 
(Sermyagin et al., 2018). Первый кластер состоял из ту-
рано-монгольских пород (якутской и калмыцкой), кото‑
рые оказались наиболее удаленными от всех остальных 
пород. Черно-пестрая, костромская и суксунская породы 
образовали второй кластер, поскольку в их формировании 
участвовал ряд пород из Западной Европы (голштинская, 
бурая швицкая, красная датская). В третий кластер во-
шли бестужевская, холмогорская, красная горбатовская и 
ярославская породы, которые имели наименьшую интро‑
грессию чужеродного генетического материала и потому 
могут считаться чистокровными породами российского 
происхождения.

Из-за уникального географического положения России 
(и в Европе, и в Азии), ее огромной территории с разно об-
разными климатическими условиями и богатой истории 
можно ожидать, что отечественный рогатый скот будет 
де монстрировать множество уникальных адаптаций и, 
вероятно, покажет генетическую связь с европейскими 
и азиатскими популяциями крупного рогатого скота. Со‑
гласно историческим данным, современные российские 
породы происходят от древнего евразийского крупного 
рогатого скота, в том числе степного (Li, Kantanen, 2010). 
Позднее, с начала XVIII в., они подвергались неконтроли‑
руемому скрещиванию с многочисленными европейски-
ми популяциями крупного рогатого скота (голландский, 
тирольский, симментальский, швицкий скот и т. д.) (Dmit-
riev, Ernst, 1989). В настоящее время в России разводят 
16 отечественных пород скота (Дунин, Данкверт, 2013).

Результаты полногеномного генотипирования 
основных российских пород в контексте 
мировых пород крупного рогатого скота
Целью нашего недавнего исследования было проанали‑
зировать в контексте мировых пород популяции крупного 
рогатого скота из России и породы из ближнего зарубежья, 
разводимые в России (Yurchenko et al., 2018). Мы исполь‑
зовали ДНК-чипы GGP HD150K и Illumina Bovine 50K 
для генотипирования животных 18 пород, разводимых в 
России, отобранных на основе вероятного исторического 
вклада местных популяций скота в их современные гено - 
мы. Наряду с популярными российскими породами (на-
при мер, черно-пестрой или холмогорской) были вклю че-
ны высокоспециализированные породы, которые демон-
стрируют хорошую адаптацию к специфической внеш ней 
среде (например, якутская) и/или почти исчезли (напри‑
мер, бурятская). Таким образом, был представлен самый 
большой и самый полный набор пород крупного рогатого 

скота из России, доступный для популяционно-генетиче‑
ских исследований до сих пор.

Наши данные генотипирования мы объединили с на‑
бором данных, содержащим дополнительные 129 пород 
крупного рогатого скота, собранных по всему миру и опи- 
 санных в работе Декера с соавторами (Decker et al., 2014), 
и десятью породами из России и Европы, которые были ге‑
нотипированы ранее и описаны в статье Изо-Тору с соавто‑
рами (Iso-Touru et al., 2016). Мы стремились использовать 
опубликованные ресурсы для выявления ге нетической 
структуры и филогенетической истории оте чественного 
скота, а также для выработки гипотез о его взаимоотно‑
шениях с породами по всему миру. Чтобы вы явить слож‑
ную историю российских пород крупно го рогатого скота, 
использовались многочисленные взаимодополняющие 
методы популяционной генетики, а гипотезы, касаю‑
щиеся происхождения и структуры современных пород, 
были построены на основе интеграции этих результатов.

Филогенетический анализ российских 
и зарубежных пород крупного рогатого скота
Методом объединения ближайших соседей (neighbor-join-
ing) было построено филогенетическое дерево россий-  
ских пород крупного рогатого скота совместно с данны-
ми о 134 мировых породах (рис. 1). В соответствии с гео-
графическим положением России и ее историческими и 
торговыми связями с другими странами, большинство 
российских пород демонстрировали общее происхожде‑
ние с породами тауринного крупного рогатого скота из 
Европы. Для большинства российских пород мы не могли 
четко идентифицировать на филогенетическом дереве их 
сестринские зарубежные породы, за исключением того, 
что европейский и российский скот находится на одном и 
том же широком филогенетическом узле. Однако несколь‑
ко примеров, когда наши данные подтвердили уже извест‑
ные исторические взаимоотношения между российским 
крупным рогатым скотом и некоторыми иностранными 
породами, говорят о надежности наших результатов.

Из связей, выявленных в нашем исследовании и под‑
твержденных известными историческими отношениями, 
самые выраженные оказались между казахской белого-
ловой и герефордской породами, как из России, так и 
из Европы, что хорошо подкрепляется историей проис‑
хождения казахской белоголовой породы. Эта порода 
была сформирована в период с 1930 по 1950 г. путем 
скрещивания турано-монгольского казахского и калмыц‑
кого скота с герефордами в Казахской ССР (Dmitriev, 
Ernst, 1989). Другим примером выявленных генетических 
взаимоотношений, подтвержденных известной историей 
формирования породы, была кластеризация костромской, 
бурой швицкой, бурой немецкой и алатауской пород 
(Dmitriev, Ernst, 1989).

Отдельный узел на филогенетическом дереве, обра зо-
ванный холмогорской, голштино-фризской, черно-пест-
рой и несколькими родственными европейскими порода‑
ми, вероятно, отражает исторические взаимоотношения, 
которые прослеживаются вплоть до XVII в., когда начала 
формироваться и затем была скрещена с голландским ско‑
том холмогорская порода (Dmitriev, Ernst, 1989). Однако 
анализ структуры популяций показывает, что генетическая 
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составляющая современной голштино-фризской породы в 
холмогорской породе относительно невелика и что холмо‑
горскую породу следует считать генетически обособлен‑
ной, что подтверждается и предыдущими наблюдениями 
(Зиновьева и др., 2016). С другой стороны, наши образцы 
российской черно-пестрой породы демонстрируют очень 
низкую дифференциацию от голштино-фризского скота. 
Это позволяет предположить, что использование импорт‑
ных голштино-фризских быков или их семени в России 
могло существенно повлиять на генетику отечественной 
черно-пестрой породы.

Следует отметить отдельный кластер, сформированный 
турано-монгольской якутской породой, породой ханву из 
Кореи и вагу из Японии. Эти породы кластеризуются и с 
бурятским скотом. 

Проведенный нами анализ общих гаплотипов, который 
был основан на коротких гаплотипных блоках (предпо‑
ложительно отражающих взаимоотношения предков), еще 
раз подтвердил сложную историю формирования пород 

российского скота европейского происхождения, выявил 
описанные выше взаимоотношения, а также показал, что 
серый украинский крупный рогатый скот филогенети‑
чески связан с подольской и романьольской породами, 
подтверждая отнесение серого украинского скота к группе 
примитивных подольских пород (Кушнир, Глазко, 2009).

Анализ популяционной структуры  
российских пород крупного рогатого скота
В дополнение к обширным генетическим связям с круп‑
ным рогатым скотом европейского происхождения, все 
методы популяционного анализа наводят на мысль, что 
в России существуют породы, имеющие общих предков с 
крупным рогатым скотом из Азии. В соответствии с этим 
якутский, бурятский и калмыцкий крупный рогатый скот 
группировался с турано-монгольскими и другими ази-
атскими тауриновыми породами как на филогенетиче-
ском дереве, так и на графиках программы STRUCTURE, 
которая объединяет данные генотипирования отдельных 

Рис. 1. Филогенетическое дерево глобального генетического разнообразия российских и мировых пород крупного рогатого скота, построен-
ное методом объединения ближайших соседей, из (Yurchenko et al., 2018).
Желтым показаны азиатские породы, зеленым – африканские, голубым – американские, бежевым – европейские, красным – российские. Приведены 
названия российских пород и их сестринских пород из других регионов. Жирным шрифтом выделены названия российских пород, приведенных на 
рисунках. Молочные породы представлены коровами, а мясные и смешанные – быками.
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особей в группы согласно заданному пользователем на‑
бору популяций. При этом выявляются как «чистокров‑
ные», так и «смешанные» особи (рис. 2). Так, на графике 
STRUCTURE глобального набора данных якутская порода 
формирует первый породоспецифический кластер после 
наблюдаемой дивергенции B. indicus и африканских тау‑
ринов, а на филогенетическом дереве она находится в узле 
с бурятским крупным рогатым скотом и другими азиат‑
скими тауриновыми породами. Точная причина того, что 
результаты программы STRUCTURE и филогенетическо‑
го анализа настолько расходятся для якутского крупного 
рогатого скота, в настоящее время не ясна. Возможно, это 
обусловлено низким историческим эффективным разме‑
ром популяции в сочетании с длительной изоляцией от 
других пород. Более близкое родство якутского крупного 
рогатого скота с другими дивергировавшими азиатскими 
турано-монгольскими породами может означать их раннее 
отделение от остальной части тауринного генофонда или 
даже независимую доместикацию в Азии (Mannen et al., 

2004). Результаты анализа общих гаплотипов тоже под‑
тверждают эти взаимоотношения в пределах выборки 
турано-монгольских пород, помещая якутский крупный 
рогатый скот в один кластер с бурятской породой и япон‑
ской вагу, а также указывая на связи с корейской ханву и 
монгольским крупным рогатым скотом.

Бурятский скот считался вымершим в России до недав-
него времени, когда сохранившееся чистокровное стадо 
было обнаружено в Монголии и завезено обратно в Рос‑
сию, чтобы начать восстановление этой породы. Наши 
результаты продемонстрировали, что бурятский скот дей‑
ствительно имеет больше общих гаплотипов с якутским 
скотом и вагу, чем с породами из Монголии, что указывает 
на его отдельное от монгольского крупного рогатого скота 
происхождение.

Положение третьей турано-монгольской породы в на‑
шем списке, калмыцкой, остается неясным. Она форми‑
рует отдельный кластер в пределах европейского скота 
на филогенетическом дереве, однако результаты анализа 
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Рис. 2. Результаты анализа программой STRUCTURE российских и некоторых близкородственных мировых пород крупно-
го рогатого скота: герефордской, немецкой бурой (Braunvieh), бурой швицкой (Brown Swiss), голштинской, красно-пестрой 
(Red Pied Lowland), пинцгау (Pinzgauer), вагу и ханву, из (Yurchenko et al., 2018).
Цветами обозначены различные популяции, к которым программа отнесла особей согласно выбранному количеству популя-
ций (К). Породы, представленные несколькими цветами, вероятно, произошли в результате скрещивания с другими популяциями.
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STRUCTURE наводят на мысль о ее общем предке с бу‑
рятской породой и ханву. Выявление общих гаплотипов 
показало недавнюю обширную гибридизацию калмыцкой 
породы с шортгорнской, что может объясняться исполь‑
зованием шортгорнов для улучшения калмыцкого скота 
в бывшем СССР (Dmitriev, Ernst, 1989). Вероятно, это по-
влияло на генофонд породы и ее положение на филогене-
тическом дереве, маскируя ожидаемые предковые взаи - 
моотношения, которые были выявлены только програм‑
мой STRUCTURE.

Интересно отметить, что по результатам выявления об-
щих гаплотипов и анализа программой Treemix, которая 
определяла наиболее вероятные случаи и направления 
исторического смешения популяций, мы не обнаружили 
каких-либо существенных свидетельств гибридизации 
российских пород и зебувидного скота. Однако график 
STRUCTURE для глобальной выборки при заданном на-
боре популяций (в нашем случае равном двум, т. е. B. in-
di cus и B. taurus) свидетельствовал о небольшом вкладе 
зебувидных предков в турано-монгольские породы. Это 
наблюдение позволяет предполагать очень древнее и, ве-  
роятно, незначительное событие гибридизации, не детек‑
тируемое другими методами. Также возможно, что среди 
локусов SNP на ДНК-чипе BovineSNP50K (и, как резуль‑
тат, в наборе SNP, используемом в настоящей работе) 
преобладают локусы, свойственные тауринному скоту, и 
предковые SNP, общие между популяциями тауринного 
и зебувидного скота (McKay et al., 2008), что могло в 
некоторой степени повлиять на наши результаты и за‑
маскировать гибридизацию с B. indicus. Для того чтобы 
пролить дополнительный свет на причины наблюдаемой 
дивергенции якутского скота, потребуются более подроб-
ные исследования, включающие полногеномное секве‑
нирование российских пород скота и их сравнение как с 
тауринным, так и с зебувидным референсными геномами. 
При внутрипородном анализе или в контексте только 
самых родственных мировых пород российские породы 
крупного рогатого скота демонстрировали умеренный 
уровень генетического разнообразия и сопоставимые с 
другими евразийскими породами оценки эффективных 
размеров популяций (Iso-Touru et al., 2016). Холмогор- 
ская и якутская породы были подтверждены как наи‑
более генетически различающиеся в пределах набора 
пород из России и родственных им евразийских пород по 
результатам STRUCTURE, поддерживаемым высокими 
значениями индекса фиксации, который указывает на 
раз личие частот минорных аллелей SNP между порода ми. 
В отдельном кластере пород было очевидным сильное 
вли яние голштино-фризской породы.

Ярославская порода отделилась от этого кластера при 
заданном количестве популяций, равном 10, будучи по‑
следней русской породой крупного рогатого скота, кото‑
рая имела уникальный генофонд, в то время как другие 
породы (исходя из данных наших образцов), в том числе 
черно-пестрая, тагильская, бестужевская, истобенская, 
юрьинская и украинская белоголовая, демонстрировали 
различный уровень вклада голштино-фризской породы 
в их генофонд. Из этого можно предполагать, что в пере‑
численных породах сохранились относительно небольшие 
доли предковых аллелей от местных популяций, что под‑

тверждается низким уровнем популяционной дифферен‑
циации в этой группе. Однако нельзя исключать, что на 
результаты могли повлиять небольшие размеры выборки 
для некоторых пород в нашем списке.

Таким образом, нами проведен первый подробный ана‑
лиз популяционной генетики и филогенетических связей 
практически всех основных пород крупного рогатого 
ско та, разводимых в настоящее время в России, которые, 
вероятно, возникли из местных популяций крупного рога‑
того скота и адаптировались к суровым внешним услови-
ям, включая климат. Некоторые из изученных пород (хол‑
могорская, якутская, ярославская) имеют обособленные 
генетические профили, что делает их приоритетными 
объектами для выявления признаков отбора и адапта‑
ций, связанных с местными условиями среды. С другой 
стороны, большая группа пород (костромская, казахская 
белоголовая, истобенская и др.) испытывала как прошлое, 
так и недавнее влияние со стороны коммерческих европей‑
ских пород, например голштино-фризской. По-видимому, 
геномы этих пород содержат лишь незначительное число 
предковых аллелей, которые важны для выживания в 
местных ус ловиях. Поэтому такие породы могут быть 
использованы для генетического анализа экономически 
важных признаков методом картирования примесей (ad‑
mixture mapping) (Kas sahun et al., 2015).

Филогенетические связи между российскими породами 
и породами из других стран, выявленные в нашем иссле‑
довании, станут основой для будущей работы по изуче нию 
аллелей или гаплотипов, непосредственно влияющих на 
фенотип. Полученная информация позволит оптималь-
но выбирать набор родственных и «внешних» пород для 
сравнения геномов, чтобы обеспечить статистическую 
значимость тестируемых различий и избежать ложнопо‑
ложительных результатов (например, когда при анализе 
не учитывается генетическая история пород).

Уникальность якутской породы, с одной стороны, де-
лает ее приоритетной для дальнейших геномных иссле-
дований, но с другой – затрудняет выбор наилучших по род 
для сравнения с ее геномом. Поэтому для исчерпыва-
ющего анализа уникальной генетики этой породы могут 
потребоваться дополнительные, более подробные иссле‑
дования как российских пород крупного рогатого скота 
азиатского происхождения, так и зарубежных азиатских 
тауриновых и индициновых пород. В то же время работы 
по анализу популяционной структуры и истории про‑
исхождения российских пород крупного рогатого скота 
подготовили почву для изучения изменения их геномов 
в ответ на селекцию человеком и адаптацию к локальным 
условиям среды обитания, которые будут рассмотрены в 
следующем разделе.

Следы селекции в геномах российских пород 
крупного рогатого скота
Достаточно холодный климат Российской Федерации и не‑
богатая кормовая база позволяют предположить, что гено‑
мы местных пород домашнего скота содержат явные следы 
селекции, сформированные в течение веков адаптации к 
этим условиям. Как наши, так и данные других групп по‑
казали, что наиболее адаптированная к холодному климату 
якутская порода крупного рогатого скота принадлежит к 
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так называемой турано-монгольской группе, куда входит 
ряд пород, таких как бурятская, калмыцкая, вагу, ханву и 
янбиан (Колесник, 1936; Моисеева и др., 2006; Давыдов, 
2012). Существует гипотеза, основанная на генетическом 
и морфологическом отличии турано-монгольских пород 
от пород, распространенных в Европе, что они произошли 
в результате независимой доместикации популяции тура, 
по всей вероятности, в Северном Китае, а потом уже рас‑
пространились по Азиатскому континенту (Zhang et al., 
2013). Полученные нами данные подтвердили общность 
происхождения якутской, бурятской пород, вагу и ханву 
(Yurchenko et al., 2018). Исходя из этого, был проведен 
поиск следов отбора в геномах этой группы пород и у 
каждой из них в отдельности. Действительно, наиболее 
интересными и перспективными в связи с изучением адап-
тации к холодному климату оказались результаты, полу‑
ченные при анализе турано-монгольских пород. Са мым 
статистически значимым был выявленный при сравнении 
якутской породы с остальными породами турано-монголь‑
ской группы (бурятской, калмыцкой, ханву и вагу) район, 
содержащий ген FAM134B (RETREG1). Интересно, что  у 
человека этот ген участвует в восприятии нейронами сиг-
налов боли и холода (Islam et al., 2018). Мутации в гене 
FAM134B у человека вызывают заболевание (наслед ст-
венную сенсорную автономную невропатию 2-го типа), 
со провождающееся неспособностью ощущать боль и тем- 
 пературу окружающей среды (Kurth et al., 2009). Тем са‑
мым FAM134B становится одним из основных кандидатов, 
которые могут влиять на адаптацию якутского скота к 
экстремально холодным условиям обитания. Следует от‑
метить, что слабые следы отбора в районе гена FAM134B 
наблюдались и у японской вагу и корейской ханву. Не 
ис ключено, что этот район мог находиться под давлени‑
ем отбора у общего предка этих пород, а впоследствии 
позволил якутской породе адаптироваться к обитанию в 
условиях Заполярья.

Конечно, нечувствительность к температуре окружаю‑
щей среды не может являться основным способом адап‑
тации к холодному климату. Скорее всего, это лишь воз‑
можность снизить общий стресс от мощного негативного 
фактора. Для полной адаптации необходимы изменения в 
ряде биологических процессов, таких как терморегуляция, 
иммунный ответ и многие другие. Это предположение 
было подтверждено в нашей и других работах, где по‑
казано, что следы отбора у якутской породы находятся 
в районах генов, отвечающих за эти процессы. Так, в 
работе (Iso-Touru et al., 2016) было показано, что гены, 
отвечающие за антибактериальную защиту, у якутской 
породы находятся в районах под позитивным отбором. 
Мы обнаружили следы селекции у якутской породы в 
районе рибосомального гена RPL7. Экспрессия этого гена 
значительно отличается у лягушек, хорошо переносящих 
замораживание, по сравнению с лягушками, которые его 
не переносят (Wu et al., 2008). Интересно, что слабые 
следы селекции в районе этого гена наблюдались опять 
же у ханву и вагу. Гены TNKS и CERKL также, возмож‑
но, связаны с адаптацией якутской породы к холодному 
климату и обитанию за полярным кругом. Первый из них, 
кодирующий танкиразу, имеет отношение к энергообме‑
ну, питанию и формированию жировой ткани у мышей 

(Yeh et al., 2009), а второй кодирует керамид-киназу и 
экспрессируется в радужной оболочке глаза. Ранее была 
показана его роль в реакции на световой стресс и защите 
фоторецепторов (Mandal et al., 2013). Таким образом, 
этот ген может участвовать в адаптации якутского скота 
к световому режиму Заполярья.

Гены-кандидаты, относящиеся к адаптации к климати-
ческим условиям, кроме турано-монгольских пород круп‑
ного рогатого скота, по-видимому, подвергались отбору 
и у других российских пород. Так, ген RAD52, ответст-
венный за репарацию ДНК и вовлеченный в процессы 
противовирусной защиты, оказался под давлением отбора 
у целого ряда российских пород, включая холмогорскую, 
бестужевскую, калмыцкую и ярославскую. Из зарубежных 
пород следы селекции в районе этого гена наблюдались 
только у корейской ханву. 

Ранее мы составили список из 416 генов, подверженных 
позитивному отбору у холодостойких млекопитающих, 
обитающих в условиях Арктики и Антарктики (Yudin et 
al., 2017). В этом списке был и ген аквапорина 5 (AQP5), 
который представляет интерес с точки зрения адаптации 
как к холоду, так и к жаре, поскольку он регулирует ис‑
парение воды кожным покровом (Xie et al., 2017). Среди 
российских пород ген AQP5 оказался в районе позитивной 
селекции у холодостойкой холмогорской породы. У бес‑
тужевской породы мы наблюдали следы позитивной селек‑
ции в районе гена RGS7, экспрессия которого в нейронах у 
человека повышается при хроническом холодовом стрессе 
(Jedema et al., 2008). У ярославской породы следы селек‑
ции наблюдались в районе гена SFTPD, участвующего в 
защите легких от микроорганизмов и подвергающегося 
селекции у высокогорных популяций человека (Valverde 
et al., 2015).

Одной из важнейших тканей, участвующих в термо‑
генезе и реакции на холод, является бурая жировая ткань, 
а ключевым геном этого процесса – термогенин (UCP1). 
Хотя мы не выявили признаков селекции в районе тер‑
могенина, ряд генов, регулирующих экспрессию термо‑
генина и вовлеченных в процесс формирования жировой 
ткани, был обнаружен в районах, подверженных селекции 
у российских пород крупного рогатого скота. Ген деаци-
лазы гистонов 3 (HDAC3), участвующий в активации 
энхансеров бурой жировой ткани, находился в районе 
селекции у якутского скота, а ген SYK, который участвует 
в дифференцировке бурых адипоцитов и регулирует экс‑
прессию UCP1, находился в районе под давлением отбора 
у черно-пестрой и холмогорской пород. Интересно, что 
ген ARRDC3, регулирующий экспрессию UCP1 в белой 
жировой ткани, локализован в районе, находящемся под 
давлением отбора у четырех российских пород крупного 
рогатого скота, а также у пород ханву, джерси и флитвик. 
Однако, исходя из влияния этого гена на белую жировую 
ткань и того факта, что соответствующий район генома 
находился под давлением отбора и у ряда иностранных 
пород, ARRDC3, скорее всего, имеет отношение к такому 
экономически важному признаку, как качество мяса, и, 
соответственно, мог подвергаться искусственному отбору.

Помимо поисков следов селекции в геномах предста‑
вителей различных пород, перспективным для выявления 
районов генома, влияющих на конкретные признаки, 
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является ассоциативный анализ между генотипами и фе-
нотипом. В нашем случае, при адаптации к холодному 
климату популяций крупного рогатого скота, изначально 
выведенных в условиях более мягкого климата, можно 
ожидать, что аллели, отвечающие за адаптацию, не будут 
фиксированы в популяции, особенно на ранних этапах 
адаптации. Поэтому дополнительно к общему выявлению 
следов отбора мы провели исследование по выявлению 
генов, связанных с поддержанием температуры тела в 
условиях холодного климата, на популяции герефордов, 
которых разводят в Сибири на протяжении 60 лет (Igo shin 
et al., 2019). Кроме того, в результате подтвержденного 
нами родства пород (см. рис. 1) в работу были включены и 
особи казахской белоголовой породы, которая создавалась 
на основании герефордов на территории современного 
Казахстана в 1930–1950-е гг.

Регистрацию устойчивости к холоду проводили по 
модифицированной методике (Howard et al., 2014). Для 
этого за несколько дней до наступления экстремально хо‑
лодной, по данным метеорологического прогноза, погоды 
в ушной канал животного вводился датчик температуры, 
который оставался там не менее двух недель. Датчик 
передавал информацию о тимпанальной температуре 
каждые 15 мин. Для полногеномного анализа ассоциаций 
в качестве фенотипа использовали площадь под кривой 
температуры тела в течение самых холодных пяти суток 
из двухнедельного периода. Генотипирование выполня-
ли на ДНК-чипе GeneSeek Genomic Profiler High-Density 
(GGP HD150K), содержащем около 139 000 генетических 
маркеров. Результаты ассоциативного анализа указали 
на единственный район хромосомы 15, который совпал 
для всех типов проведенного ассоциативного анализа. 
В этом районе находились два гена: GRIA4 и MSANTD4. 
Этот же район был выявлен и в ходе независимого поис‑
ка следов отбора в нашей выборке как один из районов, 
подверженных селекции в сибирской выборке герефордов 
и казахской белоголовой породы. Наиболее вероятным 
кандидатом, связанным с поддержанием температуры тела 
на холоде, был ген GRIA4, поскольку глутаминовый ре‑
цептор, который кодируется этим геном, влияет на термо‑
регуляцию у млекопитающих (крыс) (Sengupta et al., 2016).

Исследований по генетической адаптации к холодному 
климату, выполненных на зарубежных породах скота, 
крайне мало. Так, по описанному выше протоколу (реги‑
страция площади под кривой температуры тела в течение 
самых холодных пяти суток за период наблюдения), 
J. Howard с соавторами (2014) провели полногеномный 
анализ ассоциаций способности поддерживать темпера-
туру тела на холоде у гибридов ангусской, симменталь‑
ской и пьемонтской пород. Наибольший сигнал был вы-
явлен в районах генов, белки которых контролируют энер-
гетический метаболизм (COX7C), пентозофосфатный путь  
окисления глюкозы (FBP1 и FBP2), васкулогенез (RASA1), 
ионный транспорт (CACNG3 и PRKCB), работу рецепто ра 
тиреоидного гормона (TRIP11) и тепловой шок (HSBP1). 
C помощью полногеномного секвенирования были иден-
тифицированы потенциальные гены холодовой адапта-
ции у представителей западного (CD14, COBL, JMJD1C, 
KCNMA1, PLA2G4, SERPINF2, SRA1, TAF7) и восточного 
(DNAJC28, HSP90B1, AGTRAP, TAF7, TRIP13, NPPA, 

NPPB) финского скота, традиционно разводимого в Фен-
носкандии (Weldenegodguad et al., 2019). Ранее было пока‑
зано, что некоторые из этих генов, вовлеченные в энерге‑
тический метаболизм, сокращение гладкой мускулатуры, 
температурную рецепцию и другие физиологические 
реакции, могли участвовать в адаптации к холоду у ко‑
ренных народностей Сибири (Cardona et al., 2014). Анализ 
транскриптома крови показал, что профиль экспрессии 
генов у северного финского скота более близок к профилю 
якутского, чем голштинского скота (Pokharel et al., 2019).

Доместикация и морфологические признаки
Как и ожидалось из-за выявления схожих следов селекции 
в других популяциях крупного рогатого скота, значи‑
тельное количество следов отбора у российских пород 
наблюдалось в районе генов, отвечающих за окраску тела. 
Этот признак, скорее всего, подвергался изменению при 
доместикации 8–10 тыс. лет назад. Основными генами, 
вовлеченными в процесс изменения окраски, являются 
гены KIT (белая окраска) и KITLG (чалая окраска). У двух 
групп российского скота европейского происхождения 
район генома, содержащий KITLG, был под давлением от‑
бора. Однако у группы пород, в которую входят казахская 
белоголовая, костромская, джерсейская и флитвик, этот 
район был значительно короче (3.3 Мб), чем у группы, 
куда входят бестужевская, черно-пестрая, голштинская, 
холмогорская, ярославская породы (13.8 Мб). При анализе 
следов селекции у индивидуальных пород район гена 
KITLG был идентифицирован у бестужевской и казахской 
белоголовой.

В случае гена KIT сигнал выявлялся в группе пород: 
казахская белоголовая, костромская, джерсейская, флит‑
вик. При анализе следов селекции в индивидуальных 
породах, множественные следы селекции в районе гена 
KIT наблюдались у ярославской, казахской белоголовой 
и флитвик. Это дает возможность предположить, что на 
самом деле в районах генома, содержащих KIT и KITLG, 
могут находиться множественные участки ДНК, которые 
подвергаются селекции. Кроме генов KIT и KITLG, в рай‑
онах селекции нами выявлены и другие гены, отвечающие 
за окраску. Например, ген EDN3 был найден у казахской 
белоголовой породы. Этот ген, наряду с геном SLC41A2, 
может быть связан с фенотипом «белая голова» у россий‑
ских пород крупного рогатого скота (Юдин и др., 2018). 
Ген COPA, участвующий в синтезе пигментов, находился 
в районе генома под давлением отбора у черно-пестрой, 
бестужевской породы и у голштинов. Известно, что му‑
тации в гене COPA отвечают за красный окрас шерсти у 
голштинов (Dorshorst et al., 2015).

Заключение
Недавние работы по изучению российских пород круп‑
ного рогатого скота позволили показать их близость как 
к европейским, так и к азиатским тауриновым породам. 
Вследствие этого интересны связи якутской породы с 
коммерческими породами из Японии и Кореи. Некоторые 
российские породы до сих пор обладают уникальной гене‑
тикой и нуждаются в защите, тогда как другие подверглись 
значительным изменениям в результате недавнего при‑
лития крови голштинов. Породы с уникальной генетикой 



Геномы российских пород  
крупного рогатого скота

Н.С. Юдин 
Д.М. Ларкин

2019
23 • 5

567ГЕНЕТИКА ЖИВОТНЫХ / ANIMAL GENETICS

служат источником генетической информации об измене‑
ниях, происходящих при адаптации к суровым климати‑
ческим условиям. Эта информация может быть исполь‑
зована для создания высокопродуктивных пород, лучше  
адаптированных к климатическим условиям Евразии. 
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The Thoroughbred (TB) horse is the best racehorse breed used in the racing industry. This breed has had a 
closed studbook for about 300 years. In Russia TB horses have been bred since the second half of the XVIII cen-
tury. The modern Russian Stud Book register of TB horses is partially presented by stallions and broodmares 
imported from different countries. The genealogical structure of the breed is represented by 17 lines, among 
which the Northern Dancer line dominates (30.9 %). The study of features of different lines of TB was carried 
out on 17 loci of DNA microsatellites (VHL20, HTG4, AHT4, HMS7, HTG6, AHT5, HMS6, ASB23, ASB2, HTG10, HTG7, 
HMS3, HMS2, ASB17, LEX3, HMS1 and CA425) to assess genetic differentiation of the genealogical structure. The 
results of the DNA typing of 8091 Thoroughbred horses across microsatellite loci show that the gene pool of the 
domestic population is represented by 100 alleles typical of the breed. A comparative analysis of the genotypes 
of horses representing different lines indicates that they differ in the number of alleles (85–99), allele frequen-
cies, the level of polymorphism Ae (2.93–3.48) and the degree of the observed heterozygosity Ho (0.653–0.739). 
The genetic distances between the lines varied in a wide range from 0.014 (Nasrullah – Northern Dancer) to 
0.125 (Massine – Teddy). The correspondence to HWE was maintained in most lines, which is confirmed by the 
negative values of Fis. Cluster analysis demonstrated the correspondence of the obtained dendrogram of Nei’s 
genetic distances to its genealogical scheme of lines. Genetic differentiation of lines by index Fst varied in a 
range 0.005–0.073 at the mean value Fst = 0.024. The data indicate genetic differentiation of lines of TB at the 
STR markers and confirm the effectiveness of the system of linear breeding for the maintenance of interbreed 
biodiversity.
Key words: genetic diversity; horse; linear structure; microsatellite DNA; population analysis; Thoroughbred.
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Оценка дифференциации линий  
в чистокровной верховой породе лошадей  
с использованием микросателлитов ДНК
Л.А. Храброва , Н.В. Блохина, О.И. Сулейманов, Г.А. Рождественская, В.Ф. Пустовой

Всероссийский научно-исследовательский институт коневодства, Дивово, Рязанская область, Россия
 e-mail: l.khrabrova@yandex.ru

Чистокровная верховая лошадь является лучшей породой для использования в скаковой индустрии. 
Почти около 300 лет эта порода имеет закрытую племенную книгу. В России чистокровных верховых ло-
шадей разводят со второй половины XVIII в. Современный российский племенной регистр чистокровных 
верховых лошадей частично представлен жеребцами и племенными кобылами, импортированными из 
разных стран. Генеалогическая структура породы включает 17 линий, среди которых явно доминирует 
линия Northern Dancer (30.9 %). С целью оценки генетической дифференциации генеалогической струк-
туры чистокровной верховой породы было проведено изучение особенностей разных линий с использо-
ванием 17 локусов микросателлитов ДНК (VHL20, HTG4, AHT4, HMS7, HTG6, AHT5, HMS6, ASB23, ASB2, HTG10, 
HTG7, HMS3, HMS2, ASB17, LEX3, HMS1 и CA425). Результаты генотипирования 8 091 чистокровной верхо-
вой лошади по панельным микросателлитным локусам свидетельствуют, что аллелофонд отечественной 
популяции представлен 100 аллелями, типичными для этой породы. Сравнительный анализ лошадей 
разных линий показал, что они различаются по числу аллелей (85–99), частотам встречаемости аллелей, 
уровню полиморфности Ae (2.93–3.48) и степени фактической гетерозиготности  Ho (0.653–0.739). Гене-
тические дистанции между линиями варьировали в широком диапазоне: от 0.014 (Nasrullah –  Northern 
Dancer) до 0.125 (Massine – Teddy). Соответствие распределению HWE наблюдали во всех линиях, что под-
тверждают отрицательные значения Fis. Кластерный анализ продемонстрировал соответствие получен-
ной дендрограммы генетических дистанций по Nei генеалогической схеме линий. Генетическая диффе-
ренциация линий по индексу Fst варьировала в интервале 0.005–0.073 при среднем значении Fst = 0.024. 
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Assessment of line differentiation in the Thoroughbred 
horse breed using DNA microsatellite loci

Полученные данные свидетельствуют о генетической дифференциации линий  чистокровной верховой 
породы по STR-маркерам и подтверждают эффективность системы линейного разведения для поддер-
жания внутри породного биоразнообразия.
Ключевые слова: генетическое разнообразие; лошадь; линейная структура; микросателлит ДНК; популя-
ционный анализ; чистокровная верховая порода.

Introduction
Thoroughbred (TB) is the fastest of the world’s most valuable 
breeds, which is currently bred in 70 countries. The breed was 
created in England in the XVII–XVIII centuries as a result of 
crossing imported Arabian and other oriental sires with native 
mares. The General Stud Book of TB horses was published in 
1791 and since that time only the method of purebred breed‑
ing has been practiced. Thoroughbred horses were introduced 
to Russia in the second half of the XVIII century. The first 
volume of the Russian Thoroughbred Stud Book was issued 
in 1836 and included 287 stallions and 366 mares. After 
World War I the TB population was perfected in comparative 
isolation with a minor exchange of genetic material. At the 
end of the XX century the country began to import stallions 
and mares from Europe and the USA for racing and breeding. 
Currently Russia ranks the fifth in Europe for the number of 
Thoroughbred mares (Suleymanov, 2016).

The breed has three foundation stallions, Byerley Turk, 
Darley Arabian and Godolphin Arabian. The most successful 
sire was Darley Arabian, the line developed through Eclipse 
and its descendants St. Simon, Irish Birdcatcher and Touch‑
stone. In the mid-twentieth century the lines going back to 
Phalaris (1913) began to dominate in the breed and this trend 
has continued to the present time (Vitt, 1957; Konovalova, 
Klebosolova, 2016).

According to the requirements of the International Stud 
Book Committee (ISBC) and the International Society for 
Animal Genetics (ISAG), genetic laboratories must test 
TB horses using microsatellite loci of DNA as of 2001. The 
microsatellites are mainly localized in non-coding regions of 
the genome and are characterized by the codominant type of 
inheritance and a high polymorphic level. These universal 
markers are used for parentage verification, in genetic monito-
ring and population analyses (Wright, Bentzen, 1994; Bow-
ling, Ruvinsky, 2000; Van de Goor et al., 2011; Khrabrova, 
Blohina, 2018).

Numerous studies indicate a high genetic similarity of TB 
horse populations in different countries all over the world by 
STR loci tested (Cunningram et al., 2001; Ling et al., 2011; 
Blohina, Khrabrova, 2012; Rukavina et al., 2016; Putnova et 
al., 2018), while Great Britain and the USA keep the leading 
positions among countries that breed TB horses. In a previous 
study (Khrabrova, 2009), genetic features of sires of different 
lines were studied using 13 DNA STR loci.

The aim of our work was to assess the interline differentia‑
tion of the modern structure of the Russian population of the 
breed using 17 microsatellite markers recommended by the 
ISAG for parentage testing.

Materials and methods
The object of research was the database of DNA typing of 
8091 TB horses registered in the Russian Thoroughbred Stud 

Book for the period of 2001–2017, which includes 97–99 % 
of horses raised in Russia. The reference population included 
957 sires and 3194 broodmares and their offspring. Over the 
period as indicated, 2529 TB horses were imported, most of 
which (about 65 %) were used for breeding.

Genomic DNA were prepared from hair follicles or blood 
samples of TB horses by a standard procedure using Extra 
Gene™ DNA Prep 200 and Diatom™ DNA Prep 200 kits 
(Laboratory Isogene, Russia) in the Laboratory of Genetics of 
the All-Russian Research Institute for Horse Breeding, certi‑
fied by the ISAG based on the Horse Comparison Test (HCT) 
results.

PCR products of 17 panel microsatellite markers (AHT4, 
AHT5, ASB2, ASB17, ASB23, CA425, HMS1, HMS2, HMS3, 
HMS6, HMS7, HTG4, HTG6, HTG7, HTG10, LEX3 and 
VHL20) were amplified with fluorescently labeled primers 
(StockMarks®, Applied Biosystems) and then analyzed on 
the automated DNA sequencer ABI 3130. The size of the 
STR marker was determined using Gene Mapper version 4.0 
(Applied Biosystems). Detailed information on microsatellite 
markers used for parentage control of horses is presented in a 
work by van de Goor and van Haeringen (2010).

For information on the pedigree and line of horses, the base 
of the storage-and-retrieval system for managing the selection 
process in Russian horse breeding “ISS Kony 3” was used 
(www.ruhorses.ru).

Genetic diversity within the line was evaluated by the basic 
parameters including total number of allele variants (Na), 
effective number of allele (Ae), number of allele per lo‑
cus (MNA), observed (Ho) and expected heterozygosity (He) 
and Hardy – Weinberg equilibrium (HWE). The coefficients 
of genetic similarity and genetic distances between the lines 
were determined by Nei’s methods (Nei, 1975) using software 
Statistica 12 ver.10 (www.StatSoftStatistica.ru). Intrabreed 
inbreeding and genetic differentiations among lines were esti‑
mated by methods of F-Statistics (Weir, 1996) using program 
FSTAT 1.2 (www2.unil.ch/popgen/fstat.htm).

Results
The preliminary analysis revealed that at present in the Rus‑
sian population of  Thoroughbred horses the Northern Dancer 
line dominates, including 2.5 thousand horses (30.9 %). The 
second place in number is occupied by representatives of the 
Nasrullah line (n = 1353; 16.7 %), the third place, by horses of 
the young popular line of Mr. Prospector (n = 1040; 12.9 %). In 
general, the genealogical structure of the national population 
of this breed, as elsewhere in the world, is dominated by the 
representatives of the lines going back to Phalaris (76.2 %).

The results of DNA typing of 8091 Thoroughbred horses 
by 17 panel microsatellite loci show that allele’s pool of the 
studied group of horses is represented by 100 alleles. The 
number of alleles at the loci varied from 4 (HMS1) to 9 (ASB2), 
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the most of loci show high level of polymorphism. Genetic 
structure of the Thoroughbred breed is characterized by a 
high frequency of alleles AHT4O (0.410), AHT5K (0.418), 
ASB17G (0.332), ASB23J (0.323), HMS1J (0.445), HMS2L 
(0.686), HMS3I (0.571), HMS6P (0.560), HTG4K (0.512), 
HTG6J (0.482), HTG10I (0.367) and VHL20M (0.300). The 
number of alleles on average amounted to 5.88 per locus, the 
Ae level ranged from 1.71 (HMS2) to 5.70 (ASB2) (mean 3.49). 
The observed heterozygosity (Ho) was 0.681 and varied from 
0.418 (HMS2) to 0.854 (ASB2).

Comparative analysis of representatives of different lines on 
the basis of genetic and population parameters shows (Table 1) 
that they differ in number of alleles (Na), level of polymor‑
phism (Ae) and degree of observed heterozygosity (Ho). In the 
main lines the number of alleles varied in the range of 85–99; 
polymorphism level (Ae), 2.934–3.478; the degree of ob‑
served heterozygosity (Ho), 0.653–0.739. The leading line of  
Northern Dancer is characterized by the maximum spectrum 
of alleles (n = 99), sufficiently high levels of polymorphism 
(Ae = 3.423) and the degree of heterozygosity (Ho = 0.680).

Horses from small lines of Blandford, Hyperion and Teddy 
also show high levels of genetic diversity. The domestic Doug‑
las line showed an average level of genetic parameters, but 
significantly differed in the high frequency of alleles VHL20I, 
AHT5J, ASB2K, HMS3O and CA425I ( p > 0.999). 

Horses of the Tourbilon line (1928) going back to Herod 
(1758) are characterized by a low level of genetic parameters, 
but stand out from the general background by significantly 

higher frequencies of alleles VHL20M, AHT4H, HMS7L and 
HMS1M ( p > 0.999). 

Another genealogical TB branch going from Matchem 
(1748) to Man O’War (1917) was represented by 316 horses 
in our study. Representatives of this line differed markedly 
from other lines by a high concentration of alleles VHL20L, 
HTG4M, AHT4H, HTG6G, AHT5J, ASB2B, HTG10O, 
HMS3P, HMS2L, ASB17R and CA425N. Significant differ‑
ences in the frequency of occurrence of individual alleles 
of 17 STR loci were noted for all analyzed lines, while only 
the leading abundant Northern Dancer line had an allele fre-  
quen cy structure similar to the population one.

For 16 lines studied, the observed heterozygosity Ho 
exceeded He and a negative Fis value was recorded, indicat‑
ing an excess of heterozygous genotypes. Only in the Dark 
Roland line and a group of others lines the Hardy – Weinberg 
equilibrium was disturbed (Fis = 0.009–0.020). 

Analysis of genetic differentiation of TB lines based on 
F-statistics showed that index Fst varied in the range of 0.005–
0.073 and averaged 0.024. Within the population index Fst 
indicates the level of genetic differentiation among subpopula‑
tions (in this case among the different lines) and always has 
positive values ranging from 0 to 1. The small Massine line 
had the highest index of fixation (Fst = 0.073). Relatively low 
values of the differentiation index (Fst = 0.005–0.006) were 
determined in the lines of Blandford and Northern Dancer.

Estimation of the genetic distances between the breeds, lines 
and families is important to optimize breeding strategies and 

Table 1. Characteristics of the Thoroughbred lines by the genetic population parameters

Line   N Na Аe Ho He  Fis Fst MNA

A.P. Indy 196 85 3.141 0.677 0.653 –0.037 0.041 5.000

Blandford 204 89 3.348 0.684 0.676 –0.012 0.005 5.235

Dark Roland 138 87 3.300 0.666 0.670 0.009 0.018 5.118

Douglas 380 92 3.319 0.688 0.671 –0.025 0.014 5.412

Fair Trial 106 85 3.198 0.672 0.660 –0.023 0.029 5.000

Hyperion 49 85 3.341 0.724 0.666 –0.085 0.026 5.000

Man О’War 316 89 3.383 0.684 0.666 –0.030 0.028 5.235

Massine 105 87 2.934 0.653 0.631 –0.028 0.073 5.118

Mr. Prospector 1040 95 3.390 0.674 0.671 –0.004 0.018 5.588

Nasrullah 1353 97 3.355 0.680 0.673 –0.011 0.013 5.706

Native Dancer 292 91 3.280 0.692 0.657 –0.055 0.037 5.353

Nearco 678 94 3.360 0.683 0.674 –0.016 0.012 5.529

Northern Dancer 2501 99 3.423 0.680 0.678 –0.003 0.006 5.824

Prince Rose 280 92 3.373 0.682 0.666 –0.022 0.025 5.412

Ribot 173 87 3.199 0.669 0.657 –0.021 0.034 5.118

Teddy 33 85 3.478 0.739 0.687 –0.080 0.015 5.000

Tourbilon 129 86 3.103 0.678 0.650 –0.043 0.045 5.059

Others 118 95 3.461 0.661 0.670 0.020 0.020 5.588

Mean 8091 100 3.488 0.681 0.682 0.001 0.024 5.882

Note: N, number of horses; Na , number of alleles; Ае , effective number of alleles; Hе , expected heterozygosity; Нo , observed heterozygosity; Fis , population 
inbreeding level; Fst , index differentiation; MNA, average number of alleles per locus.
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long-term decisions. High coefficients of genetic similarity 
(Table 2) related lines of Mr. Prospector and Northern Dancer 
(0.984), as well as Mr. Prospector and Nasrullah (0.978), 
Mr. Prospector and Nearco (0.972). A minimum genetic simi‑
larity was of the lines of Massine and Teddy (0.875), continu‑
ing the male line of the ancestors of the Darley Arabian breed.

The genetic distances between the lines varied in a wide 
range from 0.014 (Nasrullah – Northern Dancer) to 0.125 
(Massine – Teddy). The data obtained once more confirm the 
existence of genetic differentiation of the linear structure in 
the Thoroughbred horse breed, marking three centuries of 
purebred breeding.

The genetic differences revealed between the lines in the 
Russian population of TB horses by STR loci are graphically 
illustrated on the dendrogram of linkage distances (Figure) 
built by the method of unweighted pair-group average Eucli-
dean distances that largely coincide with the genealogical 
scheme of this breed. In the center of the dendrogram is clearly 
visible a cluster, combining all the base branches of the old 

line of Phalaris (1913) – Northern Dancer (1931), Nasrullah 
(1940), Native Dancer (1950), Mr. Prospector (1970), Nearco 
(1935) and A.P. Indy (1989) lines. A certain genetic relation‑
ship can be seen between the lines of Douglas, Ribot and 
Prince Rose going back to famous stallion St. Simon.

A comparative evaluation of the genetic diversity of mic‑
rosatellite loci in horses of different lines by the number of 
alleles, genotypes, polymorphism level and degree of hetero‑
zygosity, as well as the dendrogram of genetic distances show 
that currently among the TB horses tested the most consoli‑
dated are the lines of Douglas and Massine that are continued 
through a limited number of descendants of these stallions.

The analysis of molecular genetic features of TB lines tes‑
tifies the existence of a certain genetic differentiation of the 
genealogical structure of the TB horses registered in Russia 
on the spectrum and frequencies of alleles of satellite DNA. 
Breeding the lines and obtaining formation on the structure 
of stud subpopulations contribute to the formation and con‑
solidation of valuable genetic complexes, which, in its turn, 
causes interbreed heterosis and the progressive development 
of breeds.

Discussion
Analysis of the results of genotyping of 8091 Thoroughbred 
horses shows that the group studied has a breed-specific spec‑
trum and structure of alleles of the all 17 microsatellite loci 
located on 13 different chromosomes. Only minor differences 
from TB populations of foreign countries in the frequency of 
rare alleles were revealed (Jungwoo et al., 2014; Shelyov et 
al., 2014; Rukavina et al., 2016). The results of a comparative 
analysis of the genetic structure of different breeds show that 
the TB breed has its own pool of alleles that remains stable 
for generations (Khrabrova, 2008; Kalashnikov et al., 2011; 
Khrabrova, Blohina, 2018).

The formation of the genealogical structure of TB horses 
in Russia is influenced by global trends in the racing industry 
and import of horses from the United States and European 
countries. In recent decades, the lines of Northern Dancer, 
Nasrullah and Mr. Prospector have been intensively developed 
due to the import of sires, but the domestic line of Douglas 
is still important. Of course, the flow of genes has added to 
the gene pool of the national population, but its influence 

Table 2. Genetic similarity coefficients (above diagonal) and Nei’s genetic distances (below diagonal) between the lines of TB horses

Line Mr. Prospector Native Dancer A.P. Indy Nasrullah Douglas Tourbilon Prince Rose Northern Dancer Nearco Fair Trial

Mr. Prospector х 0.966 0.970 0.978 0.951 0.932 0.950 0.984 0.972 0.931

Native Dancer 0.034 х 0.943 0.970 0.936 0.926 0.953 0.976 0.951 0.925

A.P. Indy 0.031 0.059 х 0.960 0.925 0.930 0.938 0.964 0.950 0.906

Nasrullah 0.022 0.030 0.041 х 0.950 0.943 0.971 0.986 0.968 0.949

Douglas 0.051 0.066 0.078 0.051 х 0.948 0.943 0.950 0.941 0.932

Tourbilon 0.070 0.077 0.072 0.059 0.053 х 0.933 0.942 0.930 0.924

Prince Rose 0.051 0.048 0.064 0.030 0.059 0.070 х 0.967 0.961 0.948

Northern Dancer 0.016 0.024 0.037 0.014 0.051 0.059 0.034 х 0.975 0.933

Nearco 0.028 0.050 0.051 0.033 0.060 0.072 0.040 0.025 х 0.943

Fair Trial 0.072 0.078 0.098 0.053 0.071 0.079 0.053 0.069 0.058 х

Douglas
Ribot

Prince Rose
Man o’War

Northern Dancer
Nasrullah

Native Dancer
Mr. Prospector

Nearco
A.P. Indy

Dark Roland
Blandford

Others
Fair Trial

Hyperion
Tourbilon

Teddy
Massine

Linkage distance
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

The dendrogram of distances between different lines of Thoroughbred 
horses by 17 STR loci.
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on the genetic structure of microsatellite loci is insignificant 
(Khrabrova, Blohina, 2018).

The evaluation of the genetic differentiation of the linear 
structure of TB revealed the presence of genetic characteristics 
of horses of different lines on the analyzed parameters (Na , 
Ae , Ho , MNA, Fst) which confirms the existence of interline 
differences at the molecular genetic level. Genetic distances 
between the lines varied in a wide range of 0.014–0.125, but 
on average they were not so great as the differences between 
the breeds (Kalashnikov et al., 2011). Earlier data suggest 
(Khrabrova, 2009) that genetic differences between TB sires of 
different lines are more contrasting and Nei’s genetic distances 
varied in a wider interval, 0.041–0.234. In the Thoroughbred 
horse population of Bulgaria (n = 157) the genetic differences 
between the sire lines on STR loci (Fst = 0.048–0.302) were 
also established (Vlaeva, Lukanova, 2015). In the Arabian 
breed genetic distances between the lines varied in a range 
of 0.040–0.200 (Zaitceva et al., 2010). It is obvious that the 
genetic structure and size of the reference population have a 
certain influence on the assessment of linear differentiation 
in horse breeds.

It can be expected that the interline genetic features revealed 
cause – to an extent – the effect of intrabreed heterosis, and the 
Thoroughbred horse breed with all its consolidation still has a 
genetic resource for further improvement. Another mechanism 
for maintaining this effect is the genetic differences between 
the best sires and the fathers of the mares.

The dendrogram of genetic distances between the lines 
made on the basis of allele frequency matrices of the loci 
studied is quite consistent with the linear structure of TB 
horses. The genealogical structure of the breed cluster Darley 
Arabian – Eclipse – Phalaris, which includes 6 related lines 
and in total 76.2 % of the TB population, is dominating. Within 
this cluster, a new line of A.P. Indy (1989) genetically is the 
most isolated (Fst = 0.041). Molecular genetic and pedigree 
studies (Cunningram et al., 2001) indicate that the genotype 
of the founder of the breed, sire Darley Arabian, has played 
a huge role in the genetic structure of TB horses. In the ge‑
nealogical scheme of the breed the small Massine line stands 
out for its genetic individuality and is characterized by the 
maximum frequency of alleles (VHL20N, HMS7N, AHT5J, 
and ASB17R) and coefficient Fst (0.073). Undoubtedly, work 
with the most differentiated lines of Massine and Tourbilon is 
important for maintaining the diversity of the breed.

Linear breeding is the basis for the reproduction of genetic 
material in horse breeding, pig breeding and poultry farming 
(Barmintsev, 1972; Ernst, Zinovieva, 2008; Kharitonov et 
al., 2018). As an alternative to this method, cattle breeders 
also practice intensive use of the most valuable bulls, without 
dividing the breed into groups of animals by origin (Khari‑
tonov et al., 2018). Analysis of boars’ genotypes using a panel 
of DNA microsatellites showed that linear differentiation 
(Fst = 0–0.34) is available in all pig breeds studied (Ernst, 
Zinovieva, 2008). In general, the use of genetic markers asso‑
ciated with the productive qualities of individuals significantly 
increases the efficiency of linear breeding (Boev et al., 2012). 

According to V.O. Vitt (1957), it is very important to have 
a picture of genetic differentiation of Thoroughbred lines and 
trace the results caused by breeding methods. Genetic certifi‑
cation of lines provides important information about the level 

of differentiation of the genealogical structure of the breed 
and allows controlling the level of intrabreed diversity. The 
undeniable advantage of microsatellite markers is the possi‑
bility of their use for studying phylogenetic relationships and 
microevolution of related breeds, subpopulations or lines. The 
standardized system of parentage testing for horses of different 
breeds by DNA microsatellites (van de Goor, van Haeringen, 
2010) creates a true opportunity to use the results of testing 
to assess the diversity of populations and provides genetic 
control of breeding processes in the populations (Cothran, 
Luis, 2005; Ernst, Zinovieva, 2008).

Conclusion
There is a continuous process of development of genealogi‑
cal structure and changes in the domestic population in the 
Thoroughbred breed that reflects the general trends of de‑
velopment of the breed. The analysis of genetic features of 
8091 TB horses registered in Russia and belonging to 17 basic 
lines shows that there are differences between them both in 
the spectrum and frequencies of alleles, the level of polymor‑
phism, the degree of heterozygosity and genetic distances. 
The data obtained confirm that the method of linear breeding 
is a reliable mechanism for the preservation of interbreed 
diversity and is quite effective even with a Thoroughbred 
breeding system. The system of control of a horse’s origin by 
DNA microsatellites makes it possible to assess effectively 
the diversity of the breed’s genealogical structure and control 
the selection process at the genetic level.
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Неканонические эффекты вазопрессина в ангиогенезе
И.И. Хегай

Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия
 e-mail: khegay@bionet.nsc.ru

Молекулярное действие вазопрессина зависит от локализации гормональных рецепторов. Основные регуляторные 
эффекты вазопрессина реализуются в кровеносном сосудистом русле, мозговом веществе почки и головном мозге. 
В  настоящее время накоплена новая информация по тканеспецифичному распределению рецепторов вазопрес-
сина, требующая обобщения. Тромбоциты и эндотелиоциты, экспрессирующие, соответственно, рецепторы типа 
V1а и V2, относятся к наименее исследованным гормональным мишеням вазопрессина. Вазопрессин инициирует 
начальную обратимую стадию активации тромбоцитов, необходимую для взаимодействия с белками внеклеточно-
го матрикса. Адгезия тромбоцитов на эндотелий активирует в клетках секрецию ростовых факторов и ферментов 
метаболизма гликозаминогликанов внеклеточного матрикса. Тромбоцитарная гиалуронидаза HYAL2 гидролизует 
мегаполимеры гиалуроновой кислоты, иммобилизованные на эндотелиоцитах, на более короткие фрагменты. В от-
личие от интактной высокомолекулярной гиалуроновой кислоты с молекулярным весом в несколько мегадальтон, 
обладающей в целом антиангиогенными свойствами, промежуточные фракции гидролиза гиалуроновой кислоты 
в диапазоне от 2.5 до 200 килодальтон оказывают стимулирующий эффект на ангиогенез. Межклеточные контакты 
тромбоцитов и эндотелиоцитов стабилизируются за счет взаимодействия адгезивных трансмембранных гликопро-
теинов РЕСАМ-1. Образующиеся гетеродимеры РЕСАМ-1 приобретают конформацию с высоким сродством к инте-
гринам αvβ3. Активация интегринов формирует контактные связи эндотелия с фибриллярными белками. Активиро-
ванные эндотелиоциты секретируют фактор фон Виллебранда и Р-селектин. Эти белки аккумулированы в тельцах 
Вайбеля – Паладе. Вазопрессин стимулирует цАМФ-зависимый ACAP-регулируемый экзоцитоз телец Вайбеля–Пала-
де. Секретируемые функционально активные мультимеры фактора фон Виллебранда имеют в своем составе множе-
ственные домены связывания с другими белками и гликопептидами и дополнительно усиливают взаимодействие 
клеток с внеклеточным матриксом. Адгезия на фибриллярный коллаген и мембранные гликопротеины в коопера-
ции с эффектами  РЕСАМ-1–αvβ3 интегриновых комплексов фиксирует клеточные агрегаты в окружающем интерсти-
ции и ориентирует миграцию пролиферирующих эндотелиоцитов в направлении локальных градиентов ростовых 
факторов ангиогенеза. Нейрогормональная регуляция секреторной активности тромбоцитов и эндотелиоцитов 
функционально связывает пролиферацию и миграцию эндотелиоцитов в процессе ангиогенеза и интегрирует их с 
адаптивными возможностями организма.
Ключевые слова: вазопрессин; рецепторы V1а и V2; тромбоцит; эндотелиоцит; гиалуроновая кислота; гиалуронидаза 
HYAL2; белок РЕСАМ-1; интегрин αvβ3.
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Noncanonical effects of vasopressin in angiogenesis
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The molecular action of vasopressin depends on the localization of hormonal receptors. The basic physiological effects of 
vasopressin are manifested in the blood vasculature, renal inner medulla and brain. To date, new information concerning 
the tissue-specific spreading of vasopressin receptors has been accumulated, and it needs to be summarized. Platelets and 
endotheliocytes expressing V1a and V2 receptor types, respectively, are related to less investigated targets of the hormone. 
Vasopressin induces the initial reversible stage of platelet activation, required for interaction with intercellular matrix pro-
teins. Platelet adhesion on endothelium activates cellular secretion of growth factors and enzymes for intercellular matrix 
glucosamine metabolism. Platelet hyaluronidase HYAL2 hydrolyses high-molecular hyaluronic acid to shorter fragments. 
Unlike intact hyaluronic acid with a molecular weight of several megadaltons, generally showing distinctive antiangio-
genic properties, intermediate fractions of hyaluronan hydrolysis in a range from 2.5 to 200 kilodaltons have a stimulating 
effect on angiogenesis. Intercellular contacts between platelets and endotheliocytes are stabilized due to adhesive trans-
membrane glycoprotein PECAM-1 interaction. Resulting PECAM-1 heterodimers acquire conformation with high affinity to 
integrins αvβ3. Integrin activation forms contact links between endothelium and fibrillar proteins. Activated endothelio-
cytes secrete von Willebrand factor and P-selectin. These proteins are accumulated in Weibel – Palade bodies. Vasopressin 
stimulates cAMP-dependent ACAP-regulated exocytosis of Weibel – Palade bodies. von Willebrand factor possesses adhe-
sive properties and additionally accelerates interaction of cells with the intercellular matrix. Adhesion on fibrillar collagen 
and membrane glycoproteins in cooperation with effects of PECAM-1–αvβ3 integrin complexes fixes cell aggregates in 
the surrounding interstitium and promotes proliferating endotheliocyte migration in according to the direction of local 
growth factor gradients during angiogenesis. Neurohormonal regulation of platelet and endotheliocyte secretory activity 

© Хегай И.И., 2019

ФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ ГЕНЕТИКА
Обзор / Review
УДК 577.175.343+547.995.15

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2019;23(5):575-581
DOI 10.18699/VJ19.527



I.I. Khegay 

576 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2019 • 23 • 5

Noncanonical effects  
of vasopressin in angiogenesis 

functionally link proliferation and migration of endotheliocytes during angiogenesis and integrate it according to the adap-
tive capa city of the entire organism.
Key words: vasopressin; V1a- and V2-receptors; platelet; endotheliocyte; hyaluronic acid; hyaluronidase HYAL2;  protein PE-
CAM-1–integrin αvβ3.
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Введение
Вазопрессин – один из ключевых нейрогормональных ре‑
гуляторов гомеостаза внутренней среды. Широкий спектр 
эффектов гормона определяется составом рецепторов ва-
зопрессина в тканях-мишенях. Все рецепторы вазопресси‑
на относятся к семейству трансмембранных рецепторов, 
сопряженных с G-белками. Действие рецепторов ти па V1 
опосредовано через Gq  –  фосфолипаза С  –  фосфатидил-
инозитол-сигнальный путь. Внутриклеточная трансдук‑
ция гормонального стимула альтернативных рецепторов 
ти па V2 реализуется при участии Gs-белка, аденилатци‑
клазы и цАМФ (Thibonnier et al., 2001; Bankir et al., 2017). 
В висцеральных системах наиболее широко представлены 
рецепторы типа V1а. Данные рецепторы, прежде всего, 
опосредуют классический сосудосуживающий эффект 
вазопрессина, развивающийся за счет сократительной 
реакции гладкомышечных волокон кровеносных сосудов 
на повышение уровня внутриклеточного кальция (Aisen‑
brey et al., 1981; Landry et al., 1997). Другие физиологи‑
ческие эффекты рецепторов V1а связаны с агрегацией и 
секреторной активностью тромбоцитов (Thibonnier et al., 
1993), гликогенолизом, секрецией ростовых факторов и 
факторов свертывания крови в печени (Ostrowski, Young, 
1993). Кинетика рецепторной активности рецепторов V1 
характеризуется короткими циклами с быстрой десенси‑
тизацией и восстановлением мембранной локализации 
после экспозиции лигандом и в целом коррелирует со 
скоростью контролируемых процессов. Интернализация 
рецепторов V2 проходит медленнее и включает стадию 
аккумулирования в перинуклеарных везикулах (Innamo-  
rati et al., 2001). Рецепторы типа V2 определяются преиму‑
щественно в дистальных канальцах нефрона и собиратель‑
ных трубках почки, где они непосредственно вовлечены в 
цАМФ-зависимую регуляцию уровня реабсорбции воды 
и играют ключевую роль в функционировании системы 
осмотического концентрирования (Lolait et al., 1992). 

В настоящее время накоплена дополнительная инфор-
мация по локализации рецепторов вазопрессина. Рецеп‑
торы V1а были обнаружены в гломерулярных мезанги‑
альных клетках (Ghosh et al., 2001), интерстициальных 
и люминальных эпителиальных клетках собирательных 
трубок мозгового вещества почки (Селивёрстова и др., 
2009), эпителии тонкого кишечника (Chiu et al., 2002). Ре‑
цепторы V2 выявлены в эндотелии кровеносных сосудов 
и гепатоцитах (Koshimizu et al., 2012). Установлено, что 
опухоли эпителиального происхождения экспрессируют 
все известные типы рецепторов вазопрессина, включая 
специфические для головного мозга рецепторы V1b (Pe-
queux et al., 2004; MacKinnon et al., 2009). В ряде случаев 
развивающиеся в течение нескольких минут физиологи-
ческие реакции сопровождаются более продолжитель‑
ными по времени молекулярными эффектами вазопрес‑

сина, свя занными с активацией генов и синтезом белков, 
транспортом и секрецией цитоплазматических везикул и 
пролиферацией клеток (Tahara et al., 2008). Ткани, экспрес‑
сирующие рецепторы типа V1а, способны транслировать 
гормональный сигнал на внутриклеточные митогенные 
кас кады MAPK/ERK, контролирующие деление клеток. 
Так, вазопрессин индуцирует синтез ДНК и митозы в клет‑
ках тонкого кишечника (Chiu et al., 2002). В экспериментах 
с частичной гепатоэктомией антагонисты рецепторов V1а 
блокируют восстановительную регенерацию печени, а 
введение синтетических препаратов вазопрессина, нао-
борот, усиливает скорость регенерации. Аналогичным 
об разом вазопрессин стимулирует пролиферацию гломе-
рулярных мезангиальных клеток почки, а антагонисты 
рецепторов V1а оказывают противоположный цитоста‑
тический эффект (Koshimizu et al., 2012). 

Вазопрессин участвует в дифференцировке кардиомио-
цитов и гипертрофии кардиоваскулярной ткани (Gut‑
kowska et al., 2007). Показано, что рецепция вазопрессина 
инициирует агрегацию и активацию рецепторов эпидер‑
мального фактора роста (Ghosh et al., 2001). В отсутствие 
эндогенного вазопрессина изменяется экспрессия белков 
протеасом и угнетается рост карциносаркомы Walker 256 
(Sharova et al., 2008). В безъядерных тромбоцитах и эн-
дотелиоцитах, экспрессирующих рецепторы V2, проли-
феративные эффекты вазопрессина проявляются опосре‑
дованно и требуют предварительной стадии активации  
клеток.

Активация тромбоцитов и эндотелиоцитов
Наряду с опухолями, тромбоциты и эндотелиоциты от‑
носятся к наименее исследованным клеточным мишеням 
вазопрессина. Можно предположить, что в ряде случаев, 
в том числе в опухолях, центральная нейрогормональная 
регуляция синхронизирует в тканях пролиферативный 
ответ на вазопрессин (Garona et al., 2015). Активная про‑
лиферация тканей всегда сопровождается реорганизацией 
локальной системы кровоснабжения (Maharaj et al., 2006). 
Пролиферативные эффекты вазопрессина тесно сопряже‑
ны с механизмом действия васкулоэндотелиального росто‑
вого фактора VEGF – основного индуктора ангиогенеза. 
В норме ангиогенез в тканях начинается с повреждения 
по тем или иным причинам стенок существующих крове‑
носных сосудов и активации митозов в эндотелиоцитах. 
В частности, это происходит при заживлении ран. Анало-
гичный процесс наблюдается в прогрессирующих опухо‑
лях, при этом в роли повреждающего и активирующего 
агента выступает инвазия солидного новообразования. Не‑
посредственным событием, инициирующим ангиогенез, 
является взаимодействие тромбоцитов и эндотелиоцитов, 
экспрессирующих, соответственно, рецепторы V1а и V2  
вазопрессина. 
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Как в физиологических, так и при патологических со‑
стояниях локальный дисбаланс кровоснабжения тканей 
и нехватка кислорода активируют транскрипционный 
индуцируемый гипоксией фактор HIF-1 (hypoxia induci ble 
Factor-1). Стабилизированный белок HIF-1 транслоци‑
руется в ядро и усиливает экспрессию генов ферментов 
гликолиза и ростовых факторов (Krock et al., 2011). Клю‑
чевым ростовым фактором для ангиогенеза явяется VEGF. 
Тромбоциты – основной источник VEGF на начальной 
стадии пролиферации эндотелия (Battinelli et al., 2011). 
Пролиферирующие клетки эндотелия секретируют адге‑
зивные белки, необходимые для дальнейшей миграции 
клеток (Shibuya, 2013). Несмотря на значительный про‑
гресс в функциональном анализе тромбоцитов, регуляция 
секреторной активности и внеклеточные регуляторные 
эффекты тромбоцитов остаются областью активного поис-
ка (Wojtukiewicz et al., 2017; van der Meijden, Heemskerk, 
2019). 

Известно, что форменные элементы крови и эндотелио‑
циты происходят от общего предшественника – первичных 
гемангиобластов – и сохраняют сходный механизм реак‑
ции на локальные деструктивные факторы (Sequeira Lopez 
et al., 2003; Lu et al., 2007). Контакт с внешними белковыми 
субстратами, цитокинами и гормонами активирует секре‑
торную функцию клеток. Низкомолекулярные раствори‑
мые лиганды кинетически более эффективны и быстрее 
связываются с рецепторами. Вазопрессин относится к 
гу моральным стимуляторам начальной обратимой стадии 
гормон-рецепторной активации тромбоцитов. Действуя 
через V1а-фосфатидилинозитол-кальциевый сигнальный 
путь, вазопрессин активирует мембранные Na+/H+ ко‑
транспортеры, вызывая дозозависимое увеличение объе- 
 ма цитоплазмы и экспозицию наружу молекул фосфати-
дилсерина (Tomasiak et al., 2008). Реорганизация клеточ‑
ной структуры тромбоцитов сопровождается образовани‑
ем микровезикул, дегрануляцией и способствует актива‑
ции мембранных интегриновых рецепторов (Heemskerk 
et al., 2000). Активированные интегрины формируют бо-
лее ста  бильные связи клеток с фибриллярными белками 
 соединительной ткани, преимущественно с коллагеном, и 
переводят тромбоциты в состояние дальнейшей необрати‑
мой активации. Адгезия таких тромбоцитов на базальную 
мембрану поврежденных кровеносных сосудов в свою 
очередь активирует эндотелиоциты. 

Миграция, адгезия, активация тромбоцитов и эндоте-
лио цитов осуществляются при непосредственном учас-
тии соединительной ткани. Интерстиций функционирует 
одновременно как биомеханическая поддерживающая 
среда и как активное звено в сигнальной коммуникации 
гетеро- и гомогенных специализированных клеток. Ос-
новной пластический компонент интерстициальной тка-
ни – гиалуроновая кислота, играющая важную роль в 
меж клеточном взаимодействии. Строма в опухолях ха‑
рактеризуется повышенным содержанием и активным ме-
таболизмом гиалуроновой кислоты (Nguyen et al.,  2017; 
McCarthy et al., 2018). Гиалуроновая кислота может по-
разному влиять на внутриклеточные процессы в зависи‑
мости от степени полимеризации молекул гиалуронана 
(Vigetti et al., 2014). В настоящее время рассматривается 
несколько вариантов вовлечения гиалуроновых кислот в 

клеточную пролиферацию. Роль гиалуроновой кислоты в 
малигнизации опухолей подробно рассмотрена в обзо рах 
(Sironen et al., 2011; Bohaumilitzky et al., 2017). Авто ры по‑
казали неоднозначную многоплановую роль гиалуронана. 

Пролиферация и метастазирование опухолей всегда 
сопровождаются накоплением гиалуроновой кислоты. 
Агрессивность аденокарциномы человека прямо ассо-
циирует с высоким уровнем гиалуронана в строме. Гиа-
луроновая кислота активирует рецептор ErbB2 эпидер‑
мального фактора роста и модулирует внутриклеточную 
трансдукцию пролиферативного сигнала в эпителиальных 
клетках и эндотелиоцитах. Важный фактор, влияющий на 
малигнизацию опухоли молочной железы, – соотно шение 
активности гиалуронансинтаз и гиалуронидаз (Siis ko-
nen et al., 2013; Auvinen et al., 2014). Локализованные 
на клеточной мембране гиалуронансинтазы 1, 2 и 3 по‑
следовательно присоединяют гликозаминогликановые 
мономеры и нарабатывают высокомолекулярный субстрат, 
экструдируемый во внеклеточный матрикс. В нормальных 
физиологических условиях гиалуроновая кислота пред‑
ставлена преимущественно в макромолекулярной форме 
с общим весом в несколько мегадальтон. Интактные гиа-
луроновые мегаполимеры ингибируют пролиферацию 
и миграцию и обладают антиангиогенными свойствами 
(Tian et al., 2013). 

Обязательное условие реализации пролиферативных и 
васкулогенных эффектов гиалуроновых кислот – их взаи‑
модействие со своим специфическим мембранным рецеп‑
тором CD44. Он относится к классическим интегральным 
гликопротеинам с несколькими сайтами гликозилирования 
во внеклеточном эктодомене. Размеры белка варьируют в 
зависимости от количества и длины лигированных оли‑
госахаридных гликозидов (Sackstein, 2011). Свободные 
интерстициальные гиалуроновые фрагменты аффинно 
связываются с локализованными на плазматических 
мембранах белками CD44, иммобилизуются и переводят 
рецепторный комплекс в конформацию с дополнительны-  
ми сайтами распознавания белков. Образующаяся над-
мембранная структура интегрирует трансдукцию про ли-
феративных сигналов всех локальных ростовых факторов 
(Senbanjo, Chellaiah, 2017). Связующий домен CD44 со-
держит сайты распознавания и связывания коллагена, 
ламинина, фибронектина, селектина в структуре фиб-
риллярной соединительной ткани (Goodison et al., 1999). 
Белки фибриллярной соединительной ткани выполняют 
опорную функцию, а также участвуют в трансляции про‑
лиферативных сигналов. В частности, в аминокислотной 
последовательности ламинина зафиксированы десятки 
полноразмерных доменов эпидермального фактора роста 
EGF, основного регулятора пролиферации эпителиальных 
тканей (Mayer et al., 1995). Суммарный регуляторный эф‑
фект гиалуронан-CD44 рецепторных комплексов зависит 
от линейных размеров полимерного лиганда (Bourguig-
non et al., 2017). Показано, что нативные полноразмерные 
цепи гиалуронана за счет своей длины способствуют 
локальной концентрации и кластеризации CD44 и в целом 
ингибируют ангиогенез (Yang et al., 2012). Под действием 
гиалуронидазы HYAL2 из мегаполимеров гиалуроновой 
кислоты образуются более короткие фрагменты весом око‑
ло 200 кДа. У фрагментированной гиалуроновой кислоты 
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сохраняется способность взаимодействовать с рецептора‑
ми CD44, но такие комплексы в отличие от мегамолекуляр‑
ного гиалуронана оказывают противоположный эффект 
и стимулируют трансляцию пролиферативных сигналов 
на внутриклеточные каскады с выходом на протеинкина-  
зу С и митоген-активируемые протеинкиназы (Slevin et al., 
2002). Ангиогенный эффект у промежуточных фракций 
гиалуронана сохраняется вплоть до фрагментов размером 
около 2.5 кДа (Stern et al., 2006). Гомологичный фермент 
гиалуронидаза HYAL1 выполняет более глубокий даль‑
нейший гидролиз гиалуронана до олиго- и мономеров. 
Олигомерные фрагменты вызывают провоспалительную 
реакцию, индуцируя сигнальный путь NFκB/Stat-3 и син‑
тез малых интерферирующих РНК miR-2 (Bourguignon 
et al., 2009). Низкомолекулярные гиалуронаны также 
усиливают экспрессию матриксных металлопротеиназ 
и провоспалительных цитокинов (Voelcker et al., 2008). 

В работе (Albeiroti et al., 2015) показано, что активи-
рованные тромбоциты транслоцируют на внешнюю по‑
верхность гиалуронидазу HYAL2. Угнетение циркуляции 
тромбоцитов в крови фармакологической блокадой ин‑
тегриновых рецепторов адгезии тромбоцитов оказывает 
выраженное противоопухолевое действие (Erpenbeck et 
al., 2010). Большинство клеток, рецептирующих гиалу‑
ронан, экспрессируют полноразмерный CD44, собранный 
из правильно ориентированных экзонов. Особенностью 
некоторых типов эпителиальных клеток и злокачествен‑
ных опухолей эпителиального происхождения является 
преимущественная экспрессия альтернативно сплайсиро‑
ванного варианта белка изоформы CD44v (Williams et al., 
2013). Локализация CD44v на клеточной мембране – важ‑
нейший фактор миграции и инвазии опухолевых клеток 
(Wang et al., 2018).

Молекулярные механизмы межклеточной 
адгезии тромбоцит-эндотелиоцит
Непосредственные межклеточные контакты тромбоци‑
тов и эндотелиоцитов стабилизируются за счет взаимо‑
действия трансмембранных гликопротеинов РЕСАМ-1 
(platelet/endothelial cell adhesion molecule-1). Этот тип 
адгезивных белков активно экспрессируется в эндотелио‑
цитах, эпителиальных гемангиоэндотелиомах, лейкоцитах 
и тромбоцитах (Gratzinger et al., 2003). РЕСАМ-1 имеет 
типичную структуру интегрального мембранного белка 
с тандемными внеклеточными рецепторными доменами 
и протяженным цитоплазматическим отделом, включа‑
ющим несколько фосфорилируемых сайтов ITIM (immu‑
noreceptor tyrosine-based inhibitory motif), регулирующих 
активность фосфатазы SHP-2 (Src-homology 2 do main 
(SH2)-containing phosphatase-2) (Zhang et al., 2015). Не‑
рецепторная протеин-тирозин фосфатаза SHP-2 дефос‑
форилирует киназу фокальной адгезии (PTK2 – focal ad-
hesion kinase 1) – ключевой фермент, ассоциированный 
с цитоскелетом и контролирующий перемещение клеток 
(Zachary, Rozengurt, 1992; Zhu et al., 2010). На уровне 
киназы фокальной адгезии интегрируются сигнальные 
пути нейрогормонов, интегринов и васкулогенных росто‑
вых факторов (Eliceiri et al., 2002). Мономеры РЕСАМ-1, 
локализованные на соседних контактирующих клетках, 
собираются попарно в связующие димеры. Гомогенная 

димеризация РЕСАМ-1 эндотелиоцитов формирует трех- 
 мерную сеть межклеточных контактов в процессе фор‑
мирования трубчатой структуры эндотелиального пласта 
в растущем капилляре (Lertkiatmongkol et al., 2016). Ге‑
терогенные димеры РЕСАМ-1 образуются при контакте 
тромбоцитов и эндотелиоцитов. Введение экзогенных 
препаратов вазопрессина усиливает адгезию тромбоци тов 
на эндотелий кровеносных сосудов и не влияет на соб-
ственную агрегацию тромбоцитов (Mannucci, 1997). По‑
казано, что гетерогенные димеры РЕСАМ-1, фиксирую-
щие связь тромбоцитов и эндотелиоцитов, ингибируют 
образование гомогенных димеров РЕСАМ-1 между тром‑
боцитами и угнетают агрегацию и образование тромбов 
(Falati et al., 2006). 

В димерной конформации молекула РЕСАМ-1 при‑
обретает дополнительные свойства, проявляющиеся в 
усилении способности рецептировать и активировать ин-
тегрины, расширяя таким образом спектр межклеточной 
сигнальной коммуникации (Zhao, Newman, 2001). Ин‑
тегрины выполняют функцию основных рецепторных 
белков на стадии формирования связей клеток с интерсти‑
циальным матриксом. Лигандами служат фибронектин, 
витронектин, коллаген, ламинин и другие белки, экспрес‑
сирующие пептидный мотив RGD (Arg-Gly-Asp) в сайтах 
связывания интегринов (Kunicki et al., 1997; Mahalingam et 
al., 2014). Структурно интегрины представляют облигат‑
ные гетеродимеры α- и β-субъединиц. Активация интегри‑
нов заключается в переходе α-субъединиц в состояние с 
более высокой аффинностью к пептидным мотивам RGD. 
Гликозилированная β-субъединица выполняет функцию 
кофактора, усиливающего адгезию. Специфичность ад‑
гезии белков реализуется за счет внеклеточных доменов 
α-субъединиц, а цитоплазматический отдел β-субъединиц 
участвует в передаче сигналов на внутриклеточные регу‑
ляторные каскады (Eliceiri et al., 2002). В активированных 
ангиогенными факторами эндотелиоцитах резко усили-
вается экспрессия интегрина αvβ3 (Liu et al., 2008). Инте‑
грины αvβ3 также входят в состав белков, синтезируемых 
и секретируемых тромбоцитами, и в норме необходимы 
для образования связей с фактором фон Виллебранда 
и фибриллярными белками матрикса (Liu et al., 2009). 
В малигнизирующих опухолях наблюдается усиление 
экспрессии интегрина αvβ3. Этот процесс коррелирует с 
нарастающим объемом контактов опухолевой паренхимы 
и интерстиция (Felding-Habermann, 2003; Rolli et al., 2003). 
Установлено, что при адгезии опухолевых клеток и тром‑
боцитов интегрины αvβ3 активируются, колокализуются 
и далее каким-то образом участвуют в регуляции состава 
секретируемых тромбоцитами альфа-гранул (Weber et 
al., 2016). 

Альфа-гранулы представляют наиболее обширную 
груп пу везикул в цитоплазме тромбоцитов (Blair, Flaumen‑
haft, 2009). В альфа-гранулах депонированы сотни бел‑
ков, транспортируемых экзоцитозом на плазматиче скую  
мембрану или секретируемых во внеклеточное простран-
ство. Список идентифицированных белков включает 
белки адгезии, комплексы SNARE распознавания мем-
бран везикул (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor 
attachment protein receptors), ростовые факторы, ферменты 
(Ren du, Brohard-Bohn, 2001). Альфа-гранулы гетерогенны 
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по составу секретируемых белков. В тромбоцитах диф‑
ференцированно локализованы субпопуляции везикул 
с ангиогенными ростовыми факторами VEGF и PDGF 
(platelet-derived growth factor) и отдельно от них альфа-
гра нулы с антиангиогенным пептидом эндостатином (Bat-
tinelli et al., 2011). Выявлено, что в составе альфа-гранул 
также депонируется гиалуронидаза HYAL2, один из 
ключевых ферментов метаболизма гиалуроновой кислоты 
(Albeiroti et al., 2015). Показано, что адгезия тромбоцитов 
инициирует секрецию гиалуронидазы HYAL2. 

Вазопрессин относится к быстродействующим гумо‑
ральным активаторам адгезии тромбоцитов (Tomasiak et 
al., 2008). Следовательно, секреция HYAL2, по крайней 
мере, частично находится под гормональным контролем 
вазопрессина. Фермент HYAL2 проявляет свою актив‑
ность на начальных стадиях фрагментирования мегаполи‑
мерных цепей интактных гиалуроновых кислот и, по сути, 
функционирует как молекулярный переключатель регуля‑
торных эффектов гиалуронана с угнетения ангиогенеза 
на стимулирование (рисунок). Для эффективной работы 
гиалуронидазы HYAL2 необходимо, чтобы гиалуроновая 
кислота была в связанном с мембранным рецептором 
CD44 состоянии и иммобилизирована на базолатеральной 
поверхности эндотелиоцитов. 

Вазопрессин инициирует адгезию тромбоцитов на эн‑
дотелий и индуцирует в клетках секреторные процессы. 
Этот гормональный эффект имеет практическое значение 
для медицины. Препараты вазопрессина широко исполь‑
зуются в лечении наследственных дефектов кровеносной 
системы. Синтетический DDAVP (1-деамино-8-D-аргинин 
вазопрессин), специфический агонист рецепторов V2, 
применяется для быстрого повышения свертываемости 
крови. Непосредственно под действием вазопрессина 
эндотелиоциты секретируют фактор фон Виллебранда, 
стабилизирующий антигемофильный фактор свертыва‑
ния крови VIII, и экспонируют на мембрану Р-селектин 
(Kanwar et al., 1995). Эти белки также относятся к семей‑
ству адгезивных молекул и участвуют во взаимодействии 
с внеклеточным матриксом и трансмиграции клеток. 
Фактор фон Виллебранда и Р-селектин – основные секре‑
тируемые компоненты в составе телец Вайбеля – Паладе 
эндотелиоцитов. В опытах in vitro с использованием 
ПЦР с обратной транскрипцией показано, что эндотелио-
циты экспрессируют полноразмерные функционально 
активные рецепторы V2 вазопрессина (Kaufmann et al., 
2000). Экспозиция с DDAVP стимулировала секрецию 
фактора фон Виллебранда, опосредованную цАМФ. Ре‑
цепция вазопрессина на рецепторы типа V2 активирует 
в эндотелиоцитах цАМФ-зависимую протеинкиназу А и 
переключает свободные каталитические субъединицы на 
взаимодействие с регуляторным белком АСАР (A kinase 
anchoring protein). Белки АСАР фиксируют протеинкина‑
зу А на локальных клеточных органеллах, вовлеченных 
в транспорт и экзоцитоз секреторных гранул Вайбеля –
Паладе (Nedvetsky et al., 2009; Biesemann et al., 2017). 
Многоуровневая регуляция адгезии эндотелиоцитов на 
фибриллярный коллаген и мембранные гликопротеины в 
кооперации с РЕСАМ-1/αvβ3-интегриновыми комплек‑
сами ориентирует миграцию пролиферирующих клеток 
в окружающем интерстиции в направлении локальных 

градиентов ростовых факторов в процессе ангиогенеза 
(Zhu et al., 2010; Privratsky et al., 2011; Williams et al., 2013).

Заключение
Нейрогормональная регуляция секреторной активности 
тромбоцитов и эндотелиоцитов функционально коррек‑
тирует динамику отдельных стадий локальных пролифе-
ративных процессов и интегрирует их с адаптивными воз-
можностями всего организма.

Список литературы / References
Селивёрстова Е.В., Соловьёв А.А., Насыров Р.А., Наточин Ю.В. 

Изучение локализации рецепторов вазопрессина в почке детей 
при гломерулонефрите. Нефрология. 2009;13(4):51-58. 
[Seliverstova E.V., Solovyov A.A., Nasyrov R.A., Natochin Y.V. 
Study of localization of vasopressin reseptors in kidney of children 
with glomerulonephritis. Nefrologiya = Nephrology. 2009;13(4): 
51-58. (in Russian)]

Aisenbrey G.A., Handelman W.A., Arnold P., Manning M., Schri‑
er R.W. Vascular effects of arginine vasopressin during fluid depri‑
vation in the rat. J. Clin. Invest. 1981;67(4):961-996.

Albeiroti S., Ayasoufi K., Hill D.R., Shen B., de la Motte C.A. Platelet 
hyaluronidase-2: an enzyme that translocates to the surface upon ac‑
tivation to function in extracellular matrix degradation. Blood. 2015; 
125(9):1460-1469. DOI 10.1182/blood-2014-07-590513.

Auvinen P., Rilla K., Tumelius R., Tammi M., Sironen R., Soini Y., 
Kosma V.M., Mannermaa A., Viikari J., Tammi R. Hyaluronan syn‑
thases (HAS1-3) in stromal and malignant cells correlate with breast 
cancer grade and predict patient survival. Breast Cancer Res. Treat. 
2014;143(2):277-286. DOI 10.1007/s10549-013-2804-7.

Bankir L., Bichet D.G., Morgenthaler N.G. Vasopressin: physiology, 
assessment and osmosensation. J. Intern. Med. 2017;282(4):284-
297. DOI 10.1111/joim.12645.

Battinelli E.M., Markens B.A., Italiano J.E. Release of angiogenesis 
regulatory proteins from platelet alpha granules: modulation of 
physiologic and pathologic angiogenesis. Blood. 2011;118(5):1359-
1369. DOI 10.1182/blood-2011-02-334524.

Нейрогормональная регуляция ангиогенеза. 
AVP – ангинин-вазопрессин; V1а – рецептор вазопрессина типа V1а; 
V2  – рецептор вазопрессина типа V2; РЕСАМ-1 – тромбоцит/эндотелий 
адгезивная молекула-1; αvβ3 – интегрин; CD44 – рецептор гиалурона-
на; HUAL2 – гиалуронидаза-2; VEGF – фактор роста эндотелия сосудов; 
VEGFR – рецептор фактора роста эндотелия сосудов; MAPK/ERK – каскад 
митоген-активируемых киназ; ACAP – якорный белок протеинкиназы  А; 
PKA – протеинкиназа А; VWF – фактор фон Виллебранда.

Гипоталамус

Тромбоцит

Гиалуронан 200 кДа

Коллаген, ламинин, 
фибронектин, 
витронектин

Гиалуроновая кислота

Эндотелиоцит

Эндотелиоцит

ACAP/PKA

MAPK/ERK

Нейрогипофиз

AVP

VWF

PECAM-1 PECAM-1
V1a V2

αvβ3

αvβ3

CD44

CD44

VEGF

HUAL2

VEGFR



I.I. Khegay 

580 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2019 • 23 • 5

Noncanonical effects  
of vasopressin in angiogenesis 

Biesemann A., Gorontzi A., Barr F., Gerke V. Rab35 regulates evoked 
exocytosis of endothelial Weibel-Palade bodies. J. Biol. Chem. 
2017;292(28):11631-11640. DOI 10.1074/jbc.M116.773333.

Blair P., Flaumenhaft R. Platelet α-granules: Basic biology and clini‑
cal correlates. Blood. Rev. 2009;23(4):177-189. DOI 10.1016/j.blre. 
2009.04.001.

Bohaumilitzky L., Huber A.K., Stork E.M., Wengert S., Woelfl F., 
Boehm H. A. trickster in disguise: Hyaluronan’s ambivalent roles 
in the matrix. Front. Oncol. 2017;7:242. DOI 10.3389/fonc.2017. 
00242.

Bourguignon L.Y.W., Earle C., Shiina M. Activation of matrix hyalu-
ronan-mediated CD44 signaling, epigenetic regulation and chemo‑
resistance in head and neck cancer stem cells. Int. J. Mol. Sci. 2017; 
18(9):1849-1863. DOI 10.3390/ijms18091849. 

Bourguignon L.Y.W., Spevak C., Wong G., Xia W., Gilad E. Hyaluro‑
nan-CD44 interaction with PKCε promotes oncogenic signaling by 
the stem cell marker, Nanog and the production of microRNA-21 
leading to down-regulation of the tumor suppressor protein, PDCD4, 
anti-apoptosis and chemotherapy resistance in breast tumor cells. 
J. Biol. Chem. 2009;284(39):26533-26546. DOI 10.1074/jbc.M109. 
027466.

Chiu T., Wu S.S., Santiskulvong C., Tangkijvanich P., Yee H.F., Rozen‑
gurt E. Vasopressin-mediated mitogenic signaling in intestinal epi‑
thelial cells. Am. J. Physiol. Cell. Physiol. 2002;282(3):C434-C450. 
DOI 10.1152/ajpcell.00240.2001.

Eliceiri B.P., Puente X.S., Hood J.D., Stupack D.G., Schlaepfer D.D., 
Huang X.Z., Sheppard D., Cheresh D.A. Src-mediated coupling 
of focal adhesion kinase to integrin αvβ5 in vascular endothelial 
growth factor signaling. J. Cell. Biol. 2002;157(1):149-160. DOI 
10.1083/jcb.200109079.

Erpenbeck L., Nieswandt B., Schon M., Pozgajova M., Schon M.P. In‑
hibition of platelet GPIb alpha and promotion of melanoma meta-
stasis. J. Invest. Dermatol. 2010;130(2):576-586. DOI 10.1038/jid. 
2009.278.

Falati S., Patil S., Gross P.L., Stapleton M., Merrill-Skoloff G., Bar‑
rett N.E., Pixton K.L., Weiler H., Cooley B., Newman D.K., New‑
man P.J., Furie B.C., Furie B., Gibbins J.M. Platelet PECAM-1 
inhibits thrombus formation in vivo. Blood. 2006;107(2):535-541. 
DOI 10.1182/blood-2005-04-1512.

Felding-Habermann B. Integrin adhesion receptors in tumor metastasis. 
Clin. Exp. Metastasis. 2003;20(3):203-213. 

Garona J., Pifano M., Orlando U.D., Pastrian M.B., Iannucci N.B., 
Ortega H.H., Podesta E.J., Gomez D.E., Ripoll G.V., Alonso D.F. 
The novel desmopressin analogue [V4Q5]dDAVP inhibits angio‑
genesis, tumour growth and metastases in vasopressin type 2 recep‑
tor-expressing breast cancer models. Int. J. Oncol. 2015;46(6):2335-
2245. DOI 10.3892/ijo.2015.2952.

Ghosh P.M., Mikhailova M., Bedolla R., Kreisberg J.I. Arginine va‑
sopressin stimulates mesangial cell proliferation by activating the 
epidermal growth factor receptor. Am. J. Physiol. Renal. Physiol. 
2001;280(6):F972-F979. DOI 10.1152/ajprenal.2001.280.6.F972.

Goodison S., Urquidi V., Tarin D. CD44 cell adhesion molecules. Mol. 
Pathol. 1999;52(4):189-196. 

Gratzinger D., Canosa S., Engelhardt B., Madri J.A. Platelet endothe‑
lial cell adhesion molecule-1 modulates endothelial cell motility 
through the small G-protein Rho. FASEB J. 2003;17(11):1458-1469. 
DOI 10.1096/fj.02-1040com.

Gutkowska J., Miszkurka M., Danalache B., Gassanov N., Wang D., 
Jankowski M. Functional arginine vasopressin system in early heart 
maturation. Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. 2007;293(4):H2262-
H2270. DOI 10.1152/ajpheart.01320.2006.

Heemskerk J.W., Siljander P.R., Bevers E.M., Farndale R.W., Lind‑
hout T. Receptors and signalling mechanisms in the procoagulant 
response of platelets. Platelets. 2000;11(6):301-306.

Innamorati G., Le Gouill C., Balamotis M., Birnbaumer M. The long 
and the short cycle. Alternative intracellular routes for trafficking 
of G-protein-coupled receptors. J. Biol. Chem. 2001;276(16):13096-
13103. DOI 10.1074/jbc.M009780200.

Kanwar S., Woodman R.C., Poon M.C., Murohara T., Lefer A.M., Da-
venpeck K.L., Kubes P. Desmopressin induces endothelial P-selec‑

tin expression and leukocyte rolling in postcapillary venules. Blood. 
1995;86(7):2760-2766. 

Kaufmann J.E., Oksche A., Wollheim C.B., Gonther G., Rosenthal W., 
Vischer U.M. Vasopressin-induced von Willebrand factor secretion 
from endothelial cells involves V2 receptors and cAMP. J. Clin. In‑
vest. 2000;106(1):107-116. DOI 10.1172/JCI9516.

Koshimizu T.A., Nakamura K., Egashira N., Hiroyama M., Nonogu‑
chi H., Tanoue A. Vasopressin V1a and V1b receptors: from mo-
lecules to physiological systems. Physiol. Rev. 2012;92(4):1813-
1864. DOI 10.1152/physrev.00035.2011.

Krock B.L., Skuli N., Simon M.C. Hypoxia-induced angiogenesis: 
good and evil. Genes Cancer. 2011;2(12):1117-1133. DOI 10.1177/ 
1947601911423654.

Kunicki T.J., Annis D.S., Felding-Habermann B. Molecular determi‑
nants of arg-gly-asp ligand specificity for beta3 integrins. J. Biol. 
Chem. 1997;272(7):4103-4107. 

Landry D.W., Levin H.R., Gallant E.M., Ashton R.C., Seo S., D’Ales-
sandro D., Oz M.C., Oliver J.A. Vasopressin deficiency contributes to 
the vasodilation of septic shock. Circulation. 1997;95(5):1122-1125. 

Lertkiatmongkol P., Liao D., Mei H., Hu Y., Newman P.J. Endothelial 
functions of PECAM-1 (CD31). Curr. Opin. Hematol. 2016;23(3): 
253-259. DOI 10.1097/MOH.0000000000000239.

Liu Y., Zhao F., Gu W., Yang H., Meng Q., Zhang Y., Yang H., Duan Q. 
The roles of platelet GPIIb/IIIa and αvβ3 integrins during hela 
cells adhesion, migration, and invasion to monolayer endothelium 
under static and dynamic shear flow. J. Biomed. Biotechnol. 2009; 
2009(829243):1-9. DOI 10.1155/2009/829243.

Liu Z., Wang F., Chen X. Integrin αvβ3-targeted cancer therapy. Drug 
Dev. Res. 2008;69(6):329-339. DOI 10.1002/ddr.20265.

Lolait S.J., O’Carroll A.M., McBride O.W., Konig M., Morel A., 
Brownstein M.J. Cloning and characterization of a vasopressin V2 
receptor and possible link to nephrogenic diabetes insipidus. Nature. 
1992;357(6376):336-339. 

Lu S.J., Feng Q., Ivanova Y., Luo C., Li T., Li F., Honig G.R., Lanza R. 
Recombinant HoxB4 fusion proteins enhance hematopoietic dif‑
ferentiation of human embryonic stem cells. Stem Cells Dev. 2007; 
16(4):547-559. DOI 10.1089/scd.2007.0002.

MacKinnon A.C., Tufail-Hanif U., Wheatley M., Rossi A.G., Has-  
lett C., Seckl M., Sethi T. Targeting V1A-vasopressin receptors with 
[Arg6, D-Trp7,9, NmePhe8]-substance P (6-11) identifies a strat‑
egy to develop novel anti-cancer therapies. Br. J. Pharmacol. 2009; 
156(1):36-47. DOI 10.1111/j.1476-5381.2008.00003.x.

Mahalingam B., Van Agthoven J.F., Xiong J.-P., Alonso J.L., Adair B.D., 
Rui X., Anand S., Mehrbod M., Mofrad M.R.K., Burger C., Good‑
man S.L., Arnaout M.A. Atomic basis for the species-specific inhi‑
bition of αV integrins by monoclonal antibody 17E6 is revealed by 
the crystal structure of αVβ3 ectodomain-17E6 fab complex. J. Biol. 
Chem. 2014;289(20):13801-13809. DOI 10.1074/jbc.M113.546929.

Maharaj A.S., Saint-Geniez M., Maldonado A.E., D’Amore P.A. Vascu‑
lar endothelial growth factor localization in the adult. Am. J. Pathol. 
2006;168(2):639-648. DOI 10.2353/ajpath.2006.050834.

Mannucci P.M. Desmopressin (DDAVP) in the treatment of bleeding 
disorders: the first 20 years. Blood. 1997;90(7):2515-2521. 

Mayer U., Poschl E., Gerecke D.R., Wagman D.W., Burgeson R.E., 
Timpl R. Low nidogen affinity of laminin-5 can be attributed to two 
serine residues in EGF-like motif gamma 2III4. FEBS Lett. 1995; 
365(2-3):129-132. 

McCarthy J.B., El-Ashry D., Turley E.A. Hyaluronan, cancer-associ‑
ated fibroblasts and the tumor microenvironment in malignant pro‑
gression. Front. Cell Dev. Biol. 2018;6:48. DOI 10.3389/fcell.2018. 
00048. 

Nedvetsky P.I., Tamma G., Beulshausen S., Valenti G., Rosental W., 
Klusmann E. Regulation of aquaporin-2 trafficking. Ed. E. Beitz. 
Aquaporins. Handbook of Experimental Pharmacology. Berlin; Hei‑
delberg: Springer-Verlag, 2009;133-157.

Nguyen N., Kumar A., Chacko S., Ouellette R.J., Ghosh A. Human hya-
luronic acid synthase-1 promotes malignant transformation via epi‑
thelial-to-mesenchymal transition, micronucleation and centrosome 
abnormalities. Cell Commun. Signal. 2017;15:48. DOI 10.1186/
s12964-017-0204-z.



Неканонические эффекты  
вазопрессина в ангиогенезе

И.И. Хегай 2019
23 • 5

581ФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ ГЕНЕТИКА / PHYSIOLOGICAL GENETICS

ORCID ID
I.I. Khegay orcid.org/0000-0003-0545-4311

Благодарности. Работа выполнена в рамках бюджетного проекта № 0324-2019-0041.
Конфликт интересов. Автор заявляет об отсутствии конфликта интересов.
Поступила в редакцию 11.03.2019. После доработки 04.04.2019. Принята к публикации 05.04.2019.    

Ostrowski N.L., Young W.S. Expression of vasopressin Vla and V2 re‑
ceptor messenger ribonucleic acid in the liver and kidney of embryo-
nic, developing, and adult rats. Endocrinology. 1993;133(4):1849-
1859. DOI 10.1210/endo.133.4.8404628. 

Pequeux C., Keegan B.P., Hagelstein M.T., Geenen V., Legros J.J., 
North W.G. Oxytocin- and vasopressin-induced growth of human 
small-cell lung cancer is mediated by the mitogen-activated protein 
kinase pathway. Endocr. Relat. Cancer. 2004;11(4):871-885. DOI 
10.1677/erc.1.00803.

Privratsky J.R., Paddock C.M., Florey O., Newman D.K., Muller W.A., 
Newman P.J. Relative contribution of PECAM-1 adhesion and sig‑
naling to the maintenance of vascular integrity. J. Cell Sci. 2011; 
124(9):1477-1485. DOI 10.1242/jcs.082271.

Rendu F., Brohard-Bohn B. The platelet release reaction: granules’ 
constituents, secretion and functions. Platelets. 2001;12(5):261-273. 
DOI 10.1080/09537100120068170.

Rolli M., Fransvea E., Pilch J., Saven A., Felding-Habermann B. 
 Activated integrin αvβ3 cooperates with metalloproteinase MMP- 9 
in regulating migration of metastatic breast cancer cells. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 2003;100(16):9482-9487. DOI 10.1073/pnas. 
1633689100.

Sackstein R. The biology of CD44 and HCELL in hematopoiesis: the 
‘step 2-bypass pathway’ and other emerging perspectives. Curr. 
Opin. Hematol. 2011;18(4):239-248. DOI 10.1097/MOH.0b013e 
3283476140. 

Senbanjo L.T., Chellaiah M.A. CD44: A multifunctional cell surface 
adhesion receptor is a regulator of progression and metastasis of 
cancer cells. Front. Cell Dev. Biol. 2017;5:18. DOI 10.3389/fcell. 
2017.00018.

Sequeira Lopez M.L., Chernavvsky D.R., Nomasa T., Wall L., Yanagi‑
sawa M., Gomez R.A. The embryo makes red blood cell progenitors 
in every tissue simultaneously with blood vessel morphogenesis. 
Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 2003;284(4):R1126- 
R1137. DOI  10.1152/ajpregu.00543.2002. 

Sharova N.P., Melnikova V.I., Khegai I.I., Karpova Y.D., Dmitrie va S.V., 
Astakhova T.M., Afanas’eva M.A., Popova N.A., Ivanova L.N., Za-
kharova L.A. Pattern of proteasome expression in Walker 256 tumor 
cells after their transplantation into the Brattleboro rats with genetic 
defect of vasopressin synthesis. Doklady Biochemistry and Bio- 
physics. 2008;419(1):93-97. DOI 10.1134/S1607672908020129.

Shibuya M. Vascular endothelial growth factor and its receptor system: 
physiological functions in angiogenesis and pathological roles in 
various diseases. J. Biochem. 2013;153(1):13-19. DOI 10.1093/jb/
mvs136.

Siiskonen H., Poukka M., Tyynela-Korhonen K., Sironen R., Pasonen-
Seppanen S. Inverse expression of hyaluronidase 2 and hyaluronan 
synthases 1-3 is associated with reduced hyaluronan content in 
malignant cutaneous melanoma. BMC Cancer. 2013;13:181. DOI 
10.1186/1471-2407-13-181.

Sironen R.K., Tammi M., Tammi R., Auvinen P.K., Anttila M., Kos‑
ma V.M. Hyaluronan in human malignancies. Exp. Cell Res. 2011; 
317(4):383-391. DOI 10.1016/j.yexcr.2010.11.017.

Slevin M., Gaffney J., Kumar S. Angiogenic oligosaccharides of 
 hyaluronan induce multiple signaling pathways impacting vascu‑
lar endothelial cell mitogenesis and wound healing. J. Biol. Chem. 
2002;277(43):41046-41059. DOI 10.1074/jbc.M109443200.

Stern R., Asari A.A., Sugahara K.N. Hyaluronan fragments: an infor‑
mation-rich system. Eur. J. Cell Biol. 2006;85(8):699-715. DOI 
10.1016/j.ejcb.2006.05.009.

Tahara A., Tsukada J., Tomura Y., Yatsu T., Shibasaki M. Vasopressin 
increases type IV collagen production through the induction of trans‑
forming growth factor-beta secretion in rat mesangial cells. Phar‑
macol. Res. 2008;57(2):142-150. DOI 10.1016/j.npep.2010.12.001.

Thibonnier M., Coles P., Thibonnier A., Shoham M. The basic and cli-
nical pharmacology of nonpeptide vasopressin receptor antagonists. 
Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2001;41:175-202. DOI 10.1146/ 
annurev.pharmtox.41.1.175. 

Thibonnier M., Goraya T., Berti-Mattera L. G protein coupling of hu‑
man platelet V1 vascular vasopressin receptors. Am. J. Physiol. Cell 
Physiol. 1993;264(5):1336-1344. DOI 10.1152/ajpcell.1993.264.5. 
C1336.

Tian X., Azpurua J., Hine C., Vaidya A., Myakishev-Rempel M., Abla e-
va J., Mao Z., Nevo E., Gorbunova V., Seluanov A. High-molecular-
mass hyaluronan mediates the cancer resistance of the naked mole 
rat. Nature. 2013;499(7458):346-349. DOI 10.1038/nature12234.

Tomasiak M., Stelmach H., Rusak T., Ciborowski M., Radziwon P. 
Vasopressin acts on platelets to generate procoagulant activity. 
Blood Coagul. Fibrinolysis. 2008;19(7):615-624. DOI 10.1097/
MBC.0b013e328309905d.

van der Meijden P.E.J., Heemskerk J.W.M. Platelet biology and func‑
tions: new concepts and clinical perspectives. Nat. Rev. Cardiol. 
2019;16(3):166-179. DOI 10.1038/s41569-018-0110-0.

Vigetti D., Deleonibus S., Moretto P., Bowen T., Fischer J.W., Gran‑
doch M., Oberhuber A., Love D.C., Hanover J.A., Cinquetti R., 
Karousou E., Viola M., D’Angelo M.L., Hascall V.C., De Luca G., 
Passi A. Natural antisense transcript for hyaluronan synthase 2 
(HAS2-AS1) induces transcription of HAS2 via protein O-GlcN 
 Acylation. J. Biol. Chem. 2014;289(42):28816-28826. DOI 10.1074/
jbc.M114.597401.

Voelcker V., Gebhardt C., Averbeck M., Saalbach A., Wolf V., Weih F., 
Sleeman J., Anderegg U., Simon J. Hyaluronan fragments induce 
cytokine and metalloprotease upregulation in human melanoma cells 
in part by signalling via TLR4. Exp. Dermatol. 2008;17(2):100-107. 
DOI 10.1111/j.1600-0625.2007.00638.x.

Wang Z., Zhao K., Hackert T., Zцller M. CD44/CD44v6 a reliable com‑
panion in cancer-initiating cell maintenance and tumor progression. 
Front. Cell Dev. Biol. 2018;6:97. DOI 10.3389/fcell.2018.00097.

Weber M.R., Zuka M., Lorger M., Tschan M., Torbett B.E., Zijlstra A., 
Quigley J.P., Staflin K., Eliceiri B.P., Krueger J.S., Marchese P., 
Ruggeri Z.M., Brunhilde H., Felding B.H. Activated tumor cell in‑
tegrin αvβ3 cooperates with platelets to promote extravasation and 
metastasis from the blood stream. Thromb. Res. 2016;140(Suppl. 1): 
S27-S36. DOI 10.1016/S0049-3848(16)30095-0.

Williams K., Motiani K., Giridhar P.V., Kasper S. CD44 integrates 
signaling in normal stem cell, cancer stem cell and (pre)metastatic 
niches. Exp. Biol. Med. (Maywood). 2013;238(3):324-338. DOI 
10.1177/1535370213480714.

Wojtukiewicz M.Z., Sierko E., Hempel D., Tucker S.C., Honn K.V. 
Platelets and cancer angiogenesis nexus. Cancer Metastasis Rev. 
2017;36(2):249-262. DOI 10.1007/s10555-017-9673-1.

Yang C., Cao M., Liu H., He Y., Xu J., Du Y., Liu Y., Wang W., Cui L., 
Hu J., Gao F. The high and low molecular weight forms of hyalu-
ronan have distinct effects on CD44 clustering. J. Biol. Chem. 2012; 
287(51):43094-43107. DOI 10.1074/jbc.M112.349209.

Zachary I., Rozengurt E. Focal adhesion kinase (p125FAK): a point 
of convergence in the action of neuropeptides, integrins, and onco‑
genes. Cell. 1992;71(6):891-894. 

Zhang J., Zhang F., Niu R. Functions of Shp2 in cancer. J. Cell Mol. 
Med. 2015;19(9):2075-2083. DOI 10.1111/jcmm.12618.

Zhao T.M., Newman P.J. Integrin activation by regulated dimerization 
and oligomerization of platelet endothelial cell adhesion molecule 
(PECAM)-1 from within the cell. J. Cell Biol. 2001;152(1):65-73. 

Zhu J.X., Cao G., Williams J.T., Delisser H.M. SHP-2 phosphatase 
activity is required for PECAM-1-dependent cell motility. Am. J. 
Physiol. Cell Physiol. 2010;299(4):C854-C865. DOI 10.1152/ 
ajpcell.00436.2009.



Уровень тревожности и содержание нейрометаболитов  
в гиппокампе и амигдале крыс после завершения 
хронического предаторного стресса
О.Б. Шевелев1 , В.Э. Цейликман2, Н.В. Хоцкин1, А.С. Хоцкина1, Г.В. Концевая1, М.С. Лапшин2, М.П. Мошкин1, 
М.В. Комелькова2, И.В. Фекличева2, О.Б. Цейликман2, Е.Б. Манухина2, 3, 4, Г.Ф. Дауни4, Е.Л. Завьялов1 

1 Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия
2 Южно-Уральский государственный университет (национальный исследовательский университет), Челябинcк, Россия
3 Научно-исследовательский институт общей патологии и патофизиологии, Москва, Россия
4 Центр медицинских наук Университета Северного Техаса, Форт-Уэрт, Техас, США

 e-mail: shevelev.oleg.nsk@gmail.com

В этом исследовании для изучения соотношения между уровнем тревожности с изменениями нейрометаболи-
ческого профиля в гиппокампе и амигдале воспроизводилась экспериментальная модель предаторного стрес-
са, в которой крысы линии Sprague-Dawley в течение 10 минут подвергались экспозиции кошачьей мочи на 
протяжении 10 дней ежедневно. В момент предъявления стимула велась съемка поведенческих реакций. Реги-
стрировались реакции испуга, агрессивности, избегания стимула и груминга. Через 14 дней после завершения 
последнего стрессорного воздействия в тесте «крестообразный лабиринт» определялся общий уровень тре-
вожности. С помощью метода прижизненной ЯМР-спектроскопии определяли содержание нейрометаболитов в 
гиппокампе и амигдале. По особенностям поведенческих реакций на стрессор животные были ретроспективно 
разделены на два фенотипа. Первый фенотип использовал пассивную поведенческую стратегию, а второй – ак-
тивную. У животных первого фенотипа показатели тревожного поведения сохранялись на контрольном уровне, 
в то время как у животных второго фенотипа наблюдалось снижение этого показателя. В гиппокампе у животных 
второго фенотипа отмечалось повышенное содержание лактата по сравнению с животными первого фенотипа, 
тогда как уровень N-ацетиласпартата имел самые низкие значения, отличные от таковых у животных двух других 
групп. В амигдале у животных второго фенотипа было снижено содержание таурина по сравнению с животны-
ми первого фенотипа и контрольной группы. Таким образом, полученные результаты свидетельст вуют о связи 
постстрессорных изменений тревожности с особенностями поведенческих реакций, выявленных в момент не-
посредственного действия стрессора. Среди нейрометаболитов гиппокампа и амигдалы определены наиболее 
информативные для характеристики анксиолитического действия предаторного стресса.
Ключевые слова: предаторный стресс; нейрометаболиты; амигдала; гиппокамп; индекс тревожности.
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Here, to study the relationship between anxiety levels with changes in the neurometabolic profile in the hippocampus 
and amygdala, an experimental predator stress model was reproduced in which Sprague-Dawley rats were exposed 
to cat urine for 10 minutes on a daily basis for 10 days. At the time of presentation of the stimulus, an online survey of 
behavioral reactions was conducted. Fear, aggressiveness, avoidance of stimulus and grooming were recorded. Four-
teen days after the completion of the last stress exposure, the total level of anxiety was determined in the test of the 
“cross maze”. Using the method of in vivo NMR spectroscopy, the content of neurometabolites was determined in the 
hippocampus and in the amygdala. According to the peculiarities of behavioral reactions to a stressor, animals were 
retrospectively divided into two phenotypes. The first phenotype used a passive behavioral strategy, and the second 
phenotype was active. In animals of the first phenotype, the indicators of anxiety behavior remained at the control 
level. In animals of the second phenotype, a decrease in anxiety was observed. Animals of the second phenotype 
showed elevated levels of lactate in the hippocampus compared to animals of the first phenotype, and the lowest 
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N-acetylaspartate levels significantly differed from those in the control and the first phenotype animals. In the amyg-
dala, in animals of the second phenotype, the content of taurine is sharply reduced in comparison with those in the 
control and the animals of the first phenotype. Thus, the results obtained indicate a relationship of post-stress changes 
in anxiety, with the peculiarities of the behavioral reactions presented at the moment of the immediate action of the 
stressor. Among the hippocampal and amygdala neurometabolites, the most informative for the characterization of the 
anxiolytic action of the predator stress are identified.
Key words: predator scent stress; neurometabolites; amygdala; hippocampus; anxiety index.
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Введение
Различные варианты предаторного стресса, такие как ви‑
зуальный контакт с хищником и восприятие его ароматов 
через обонятельную систему, рассматриваются в качестве 
экспериментальных моделей военного стресса и синдро-
ма посттравматических стрессорных расстройств (ПТСР) 
(Cohen et al., 2008). Принципиально важно, что развитие 
ПТСР избирательно и что среди лиц, испытавших тяже‑
лый психологический стресс, высока доля устойчивых к 
ПТСР (Pitman et al., 2012). Более того, в последнее время 
выделяют немногочисленную, но, тем не менее, весьма 
интересную с нейробиологических позиций группу лиц, 
у которых после психологической травмы развивался 
феномен посттравматического роста (Wong et al., 2018). 
Однако до сих пор мало изучены биологические основы 
устойчивости к ПТСР и еще меньше известно о природе 
«посттравматического роста».

Важным этапом в изучении ПТСР остается необходи‑
мость создания адекватной экспериментальной модели. 
Основное требование ко всем моделям ПТСР заключается 
в их релевантности диагностическим критериям (Cohen, 
Zohar, 2004). Согласно пятому изданию диагностического 
и статистического руководства по психическим расстрой‑
ствам (American Psychiatric Association, 2013), диагноз 
ПТСР может быть поставлен при условии идентифика-
ции стрессора как пускового сигнала, спровоцировавше-
го это психическое заболевание. В силу того, что ПТСР 
является отдаленным последствием действия стрессора, 
до сих пор не уделяется должного внимания значению 
поведенческих реакций непосредственно в момент пере‑
живания психологического стресса, при формировании 
восприимчивости и устойчивости к ПТСР.

Несмотря на продолжительную историю изучения роли 
поведенческих адаптационных стратегий в формирова-
нии ответной реакции организма на стрессорный фактор, 
для ПТСР подобное направление исследований, к сожа-
лению, оказалось не характерным. В нейробиологии вы-
деляют две адаптационные стратегии. Стратегию, направ-  
ленную на активное преодоление стрессорной ситуации, 
называют стратегией «стимул–реакция», или S-R страте‑
гией (Schwabe et al., 2008; De Kloet, 2012). Соответственно 
адаптационную стратегию, направленную на привыкание 
к действию стрессора, называют пространственной (spa‑
tial), или S стратегией (Schwabe et al., 2008). Очевидно, что 
S-R стратегия необходима в тех ситуациях, когда организм 
имеет возможности преодолеть действие стрессора путем 
реализации реакции «борьба–бегство», а S стратегия по‑
лезна в условиях невозможности прекращения действия 

стрессора. Реализация S-R стратегии связана с активаци-
ей оси гиппокамп– стриатум, а передача сигналов от гип‑
покампа к амигдале приводит к реализации S стратегии 
(Schwabe et al., 2008).

Большинство исследований метаболизма в этих клю‑
чевых лимбических структурах в условиях хроническо го 
стресса проведены in vitro. Протонная ЯМР- спек т ро-
скопия позволяет дать прижизненную оценку метаболи-
ческого профиля гиппокампа и амигдалы. Эта информа-
ция особенно полезна тем, что получена в цельном мозге 
в условиях сохранностей нейросетей и коннектомов. В на‑
стоящее время имеется очень мало данных ЯМР- спект-
роскопии в условиях хронического стресса. Ранее было 
показано (Hemanth Kumar et al., 2012), что в условиях 
хро нического стресса в гиппокампе повышается доля од‑
них метаболитов (миоинозитол, таурин) и снижается доля 
других (N-ацетиласпартат, глутамат и глутамин, ГАМК). 
В этих исследованиях изучались изменения непосредст-
венно после завершения стрессорного воздействия. К со - 
жалению, отсутствуют исследования отсроченных эф-
фектов хронического стресса на показатели ЯМР- спект-
ро скопии гиппокампа и миндалины.

В данном исследовании мы изучали особенности непо‑
средственной реакции на стрессорный стимул со стороны 
животных, подвергнутых предаторному стрессу. При 
этом нас прежде всего интересовало, насколько возможно 
разделить по уровню тревожности на отдельные поведен‑
ческие фенотипы животных с различными поведенче-
скими стратегиями в ответ на непосредственное действие 
стрессора. Кроме того, мы сопоставили поведенческие 
фе нотипы по уровню тревожности с изменениями ней‑
рометаболического профиля в гиппокампе и в амигдале. 
Интерес к этим лимбическим структурам вызван их клю‑
чевой ролью в нейробиологии ПТСР в целом и в развитии 
тревожной симптоматики ПТСР в частности.

Материалы и методы
Экспериментальные животные. Работа проведена в 
весенний период с использованием оборудования ЦКП 
SPF-виварий ИЦиГ СО РАН (RFMEFI61914X0005, 
RFMEFI62114X0010). Исследование выполнено на 26 сам-
цах крыс линии Sprague-Dawley, которые на начало ис‑
следования имели возраст 8–9 недель. Животных содер‑
жали по двое в индивидуально вентилируемых клетках 
OptiRAT (Animal Care, США) при свободном доступе к 
воде и гранулированному корму для лабораторных гры‑
зунов (Ssniff, Германия), искусственном фотопериоде 
14С : 10Т, температуре 24 ± 2 °C и влажности 40–50 %. 
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В качестве подстилочного материала использовали сухие 
обеспыленные опилки. Корм и подстилку перед приме‑
нением автоклавировали. Для поения животных исполь‑
зовали воду, полученную на установке Millipore, после 
обогащения минеральной добавкой «Северянка» (ООО 
«Эко-проект», Санкт-Петербург). Все эксперименты на 
животных были выполнены с соблюдением принципов 
гуманности, проведены в соответствии с «Правилами ра-
бот с использованием экспериментальных животных» 
(Приложение к приказу Министерства здравоохранения 
СССР от 12.08.1977 № 755) и директивой Европейского 
сообщества (86/609/ЕЭС).

Общий протокол. Исследуемые животных были раз‑
делены на две группы: контрольные животные (n = 7) и 
экспериментальные крысы (n = 19), которые подвергались 
предаторному стрессу для моделирования ПТСР. Для 
создания предаторного стресса применяли модифика‑
цию модели Cohen, Zohar (2004), представленную ранее 
(Цейликман и др., 2017). Экспериментальная модель 
ПТСР воспроизводилась ежедневной экспозицией кры-
сам мочевых меток взрослого домашнего кота на древес-
ных наполнителях для кошачьего туалета хвойных пород. 
20 г наполнителя с мочевыми метками насыпали в чашки 
Петри, накрывали нейлоновой тканью, чтобы наполнитель 
не рассыпался, и помещали в домашние клетки с крысами 
на 15 мин в течение 10 дней. Животным из контрольной 
группы предъявляли наполнитель, как и для эксперимен-
тальных животных, только без мочевых меток. На протя‑
жении последующих 10 дней животные не подвергались 
никаким дополнительным воздействиям, и только на 
23-й день исследовали проявления эмоциональной реак- 
 ции тревоги крыс в «приподнятом крестообразном ла-
би ринте». Через 3 сут оценивали содержание нейроме‑
таболитов в гиппокампе и амигдале крыс. На 28-й день 
проводили эвтаназию животных.

Определение поведенческой активности животных. 
Непосредственно в момент действия предаторного стрес-
са фиксировали количество поведенческих актов в ответ 
на стимул. При этом учитывали реакции страха, когда 
животное замирало во время контакта с запахом кошки, 
груминга, исследовательских реакций, т. е. обню хивания 
упакованного в чашку Петри наполнителя с кошачьей 
мочой. Учитывали также реакции избегания стимула, 
проявлявшиеся в закапывании чашки Петри с наполни‑
телем вглубь подстилки. Кроме того, учитывали реакции 
бесстрашия, когда крысы запрыгивали на чашку с на‑
полнителем, а также проявления агрессии, когда крысы 
пытались разорвать нейлоновую ткань, покрывавшую 
чашку Петри.

Для выявления эмоциональной реакции тревоги крыс 
тестировали в «приподнятом крестообразном лабирин‑
те», представлявшем собой центральную площадку раз‑
мером 10 × 10 см, от которой крестообразно расходятся 
под прямым углом четыре рукава размерами 50 × 10 см, 
два из которых, расположенные напротив друг друга, не 
имели стенок (открытые рукава), а другие имели стенки 
высотой 50 см (закрытые рукава). Лабиринт устанавли‑
вали на высоте 1 м от пола. Индивидуальное поведение 
каждой крысы изучали в течение 10 мин. В качестве 
интегрального показателя, характеризующего наличие 

тревожных расстройств, использовали индекс тревож‑
ности (ИТ), который вычисляли по следующей формуле 
(Cohen et al., 2008):

ИТ = 1 – 
время в открытых рукавах

∑ время в лабиринте  + 

+ 
количество заходов в открытые рукава

∑ общее количество заходов  /2.

Магнитно-резонансная спектроскопия гиппокампа 
и амигдалы. Изучение нейрометаболитов проводили на 
горизонтальном томографе с напряженностью магнитного 
поля 11.7 Тесла (Biospec 117/16 USR, Bruker, Германия). 
При помощи 1H радиочастотных катушек оценивали уров‑
ни метаболитов гиппокампа и амигдалы крыс. За 5 мин 
до исследования крыс обездвиживали газовым наркозом 
(Isofluran, Baxter Healthcare Corp., США) с помощью нар-
козного аппарата (The Univentor 400 Anaesthesia Unit, Uni-  
ventor, Мальта). Температуру тела животных поддержи‑
вали применяя водный контур в томографическом сто-
лике-кроватке, имевшем температуру поверхности 30 °С. 
Под нижнюю часть туловища помещали пневматический 
датчик дыхания (SA Instruments, Stony Brook, США), что 
позволяло контролировать глубину наркоза.

1Н МРС. Протонные спектры головного мозга кры‑
сы получены с использованием передающей объемной 
(T11232V3) и приемной поверхностной (T11425V3) 1H ра-
диочастотных катушек. Для правильного позиционирова-
ния спектроскопических вокселей, размер которых со‑
ставлял 3.0 × 1.5 × 3.0 мм для амигдалы и 1.5 × 3.0 × 3.0 мм 
для гиппокампа, методом TurboRARE (rapid with relaxa-
tion enhancement) с параметрами импульсной последова‑
тельности TE = 11 мс, TR = 2.5 с были сняты Т2-взвешен-
ные изображения головного мозга крысы высокого раз‑
решения (толщина среза 0.5 мм, поле обзора 2.5 × 2.5 см, 
раз мер матрицы 256 × 256 точек) в трех проекциях. Вок-
сели позиционировались вручную в соответствии со 
структурными Т2-взвешенными МРТ изображениями. 
Все протонные спектры получены пространственно-ло‑
кализованной одновоксельной спектроскопией методом 
STEAM (stimulated echo acquisition mode spectroscopy) с 
парамет рами импульсной последовательности TE = 3 мс, 
TR = 5 с и количеством накоплений 120. Перед каждым 
спектроскопическим измерением проводили настройку 
однородности магнитного поля в пределах выбранного 
вокселя методикой FastMap (Gruetter, 1993). Подавление 
сигнала воды в спектрах осуществлялось с помощью 
импульса переменной мощности и оптимизированной 
задержки релаксационной последовательности (VAPOR) 
(Tkáč et al., 1999).

Обработка 1Н спектров. Для обработки эксперимен‑
тальных спектров 1H МРС и определения количественного 
состава метаболитов использовали оригинальную, разра‑
ботанную в нашей лаборатории специализированную ком‑
пьютерную программу, основанную, как и программный 
пакет LC Model (Provencher, 1993), на предположении о 
том, что спектр смеси известных соединений представляет 
собой линейную комбинацию спектров анализируемых 
компонентов. Подробное описание работы программы 
представлено в статье (Moshkin et al., 2014). Оценивали 
процентное содержание исследуемых метаболитов по от-
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ношению к их общему количеству. Всего было исследова‑
но 12 метаболитов (N-ацетиласпартат, гамма-аминомас‑
ляная кислота, аланин, аспартат, суммарные холиновые 
соединения, сумма креатин + фосфокреатин, сумма глу-
та мин + глутамат, миоинозитол, таурин, глицин, лактат и 
фосфорилэтаноламин), исходя из текущих технических 
возможностей. Такой набор нейрометаболитов позволя‑
ет дать интегральную оценку нейрональной активности 
(Hemanth Kumar et al., 2012; Гулевич и др., 2015; Shevelev 
et al., 2018), поскольку отражает баланс между тормозны‑
ми (ГАМК) и возбуждающими нейромедиаторами (глу‑
тамат + глутамин), содержит маркер жизнеспособности 
нейронов (N-ацетиласпартат), ключевые аминокислоты 
(аланин, аспартат), модераторы нейропередачи (таурин), 
фосфатного метаболизма (креатин + фосфокреатин), от‑
ражает синтез мембран и пролиферацию клеток (холин, 
миоинозитол, фосфорилэтаноламин).

Статистическая обработка полученных результатов 
выполнена с использованием однофакторного дисперси‑
онного анализа (ANOVA). Достоверность различий между 
фенотипами животных оценивали с помощью post-hoc 
теста (LSD Fisher). Значения исследованных параметров 
представлены как среднее ± ошибка (M ± SEM).

Результаты
По характеру поведенческого реагирования на хрониче-
ское действие предаторного стресса животные раздели-
лись на два фенотипа. Первый фенотип (n = 13) харак-
теризовался наличием пассивной оборонительной ре-
акции с доминированием реакций страха и груминга. 
Для вто рого фенотипа были характерны активные пове-
денческие реакции в виде исследовательской деятель-
ности, агрессивности в отношении к стимулу и отсутствия 
страха. На 13-й день после завершения предаторного 
стресса (табл. 1) были отмечены статистически значимые 
различия по времени нахождения животного в центре кре‑
стообразного лабиринта (F2.24 = 5.89, p = 0.008). Post-hoc 
анализ показал статистически значимые различия между 
контролем и вторым фенотипом ( p = 0.003), а также между 
животными первого и второго фенотипов ( p = 0.011).

У животных второго фенотипа время нахождения в 
центре лабиринта было выше, чем у контрольных жи‑
вотных и представителей первого фенотипа. Кроме того, 
отмечены статистически значимые различия по времени 

нахождения животных в открытых рукавах (F2.24 = 22.32,  
p < 0.001). При этом животные второго фенотипа харак‑
теризовались бóльшим временем нахождения в откры‑
тых рукавах, чем контрольные животные ( p < 0.001) и 
животные первого фенотипа ( p < 0.001). Помимо этого, 
наблюдались статистически значимые изменения количе‑
ства заходов в открытые рукава (F2.24 = 11.56, p = 0.003). 
Животные второго фенотипа чаще заходили в открытые 
рукава, чем контрольные ( p < 0.001) и крысы первого 
фенотипа ( p < 0.001).

При исследовании уровня метаболитов в гиппокампе 
крыс из разных групп (табл. 2) были найдены значимые 
различия по содержанию N-ацетиласпартата (F2.24 = 
= 3.74, p = 0.041) и лактата (F2.24 = 4.42, p = 0.023). Ока‑
залось, что у животных первого фенотипа содержание 
N-ацетиласпартата выше, чем у животных второго фено‑
типа ( p = 0.014), но при этом отсутствовали статистически 
значимые отличия от крыс из контрольной группы. Содер‑
жание лактата у животных второго фенотипа, напротив, 
было выше, чем у животных первого фенотипа ( p < 0.01). 
Однако при этом ни один из поведенческих фенотипов не 
отличался статистически значимо от контрольного уровня.

Анализ содержания нейрометаболитов в амигдале ис-
следуемых животных (см. табл. 2) показал статистиче‑
ски зна чимые различия только по содержанию таурина 
(F2.24 = 3.51, p = 0.049). При этом у животных второго 
фе нотипа содержание таурина было самым низким и до-
стоверно отличалось от значений этого показателя у жи-
вотных из контрольной группы ( p = 0.022) и крыс первого 
фенотипа ( p = 0.031).

Обсуждение
Полученные результаты свидетельствуют прежде всего о 
наличии связи между использованной в момент воздей‑
ствия поведенческой стратегией и уровнем тревожности, 
зарегистрированным спустя значительный промежуток 
времени после пережитого стресса. Важно отметить, что 
в этом эксперименте у контрольных животных уровень 
тревожности был исходно высоким. Согласно данным 
других исследователей (Cohen, Zohar, 2004; Кондашевская 
и др., 2017), использовавшим этот показатель, средняя 
величина индекса тревожности обычно варьировала от 0.5 
до 0.75, хотя в выборках встречались крысы с показателем 
тревожности более 0.8. В нашей экспериментальной по‑

Таблица 1. Показатели тревожности в тесте «крестообразный лабиринт»  
у крыс с различным поведенческим ответом на стрессор

Показатель тревожности Контроль (n = 7) Первый фенотип (n = 13) Второй фенотип (n = 6)

Центральная площадка, % времени теста 0.10 ± 0.02 0.12 ± 0.02 0.19 ± 0.01*#

Закрытые рукава, % времени теста 0.86 ± 0.03 0.83 ± 0.03 0.62 ± 0.03*#

Открытые рукава, % времени теста 0.04 ± 0.01 0.04 ± 0.01 0.19 ± 0.03*#

Исследование закрытого пространства, мин 0.92 ± 0.06 0.94 ± 0.04 0.98 ± 0.01

Исследование открытого пространства, мин 0.35 ± 0.06 0.37 ± 0.03 0.70 ± 0.06*#

Заходы в открытые рукава, шт. 0.63 ± 0.50 0.69 ± 0.21 4.43 ± 1.19*#

Индекс тревоги 0.92 ± 0.01 0.91 ± 0.01 0.88 ± 0.01*#

Примечание. Здесь и в табл.  2: значения представлены как среднее ± ошибка среднего (M ± SEM); * p < 0.05  – отличия по сравнению с контролем; 
# p < 0.05 – отличия между первым и вторым фенотипами.
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становке у контрольных крыс исходный уровень тревож‑
ности был настолько высоким, что его не смог усугубить 
даже ежедневный предаторный стресс.

Оказалось, что крысы второго фенотипа, которые де-
монстрировали в ответ на экспозицию предаторного стрес-  
са активную стратегию S-R, характеризовались снижени‑
ем уровня тревожности в сравнении с контролем. Однако 
крысы первого фенотипа, проявлявшие пассивную по-
веденческую реакцию – S стратегия, cохраняли повы-
шен ную тревожность и после завершения предаторно го 
стресса. То есть анксиолитическое действие предатор-
ного стресса наблюдалось только у крыс, использующих 
S-R стратегию. Таким образом, эксперимент демонстри‑
рует роль исходного состояния животных в формирова-
нии отда ленных последствий хронического предаторного 
стресса.

В настоящее время имеются единичные данные по из-
менению уровней метаболитов головного мозга на фоне  
хронического стресса на моделях животных. Обнаружен-
ные различия в поведенческих стратегиях крыс на пре‑
даторный стресс нашли отражение в уровне нейрометабо‑
литов отдельных структур головного мозга. Полученные 
нами результаты изучения отдельных метаболитов гип‑
покампа свидетельствуют о более низком уровне N-аце-
тиласпартата – метаболита, характеризующего жизнеспо‑
собность нейронов в целом (Moffett et al., 2007; Shevelev 
et al., 2018), у крыс второго фенотипа, реализующих ак-
тивную поведенческую реакцию (S-R), по сравнению как 
с крысами первого фенотипа, которые демонстрировали 
пассивную поведенческую реакцию (S) в ответ на преда‑
торный стресс, так и с контрольными животными. Этот 
результат соотносится с данными работы (Hemanth Kumar  
et al., 2012) на модели хронического стресса у крыс, где 
наблюдалось снижение N-ацетиласпартата в гиппокам-
пе. Подобное снижение уровня этого метаболита на фоне 
стресса наблюдалось также в гиппокампе макак (Cop- 

 lan et al., 2010). Помимо этого было обнаружено, что при 
хроническом стрессе в гиппокампе крыс повышается 
уровень таурина (Hemanth Kumar et al., 2012). В нашем 
исследовании выявлена тенденция к повышению уровня 
таурина у животных первого фенотипа по сравнению с 
контрольной группой, но различия не достоверны.

Интересной особенностью крыс, реализующих S-R стра-  
тегию, является повышенный уровень лактата по сравне‑
нию с другой экспериментальной группой. Между тем в 
момент непосредственного действия стрессорного фак‑
тора признаки агрессивности были отмечены только у 
активных S-R крыс. Противоположные данные получены 
для серых крыс, селектированных по агрессивно-оборо‑
нительной реакции на человека. Оказалось, что ручные 
животные имели более высокий уровень этого метаболита 
в гиппокампе по сравнению с агрессивными животными 
(Гулевич и др., 2015).

Среди исследованных нейрометаболитов амигдалы 
только таурин оказался весьма чувствительным к дей‑
ствию предаторного стресса. Его содержание снижается 
у активных крыс второго фенотипа по сравнению с 
таковым у животных первого фенотипа и контрольной 
группы. В связи с этим уместно обратить внимание на 
способность таурина модулировать нейросинаптическую 
передачу (McCool, Chappell, 2007). Низкий уровень этого 
нейромедиатора может косвенно свидетельствовать о 
снижении активности амигдалы второго фенотипа. Воз‑
можно, таковое снижение является одним из звеньев в 
механизме анксиолитического действия данной модели 
предаторного стресса.

Заключение
Основной научной новизной работы является обнаруже‑
ние анксиолитического действия предаторного стресса у 
крыс, демонстрирующих в момент переживания стрессор‑
ного воздействия S-R стратегию. В настоящем пилотном 

Таблица 2. Содержание нейрометаболитов в гиппокампе и амигдале  
у крыс с различным поведенческим ответом на стрессор

Нейрометаболит Гиппокамп Амигдала

Контроль  
(n = 7)

Первый фенотип 
(n = 13)

Второй фенотип 
(n = 6)

Контроль  
(n = 7)

Первый фенотип 
(n = 13)

Второй фенотип 
(n = 6)

N-ацетиласпартат 17.85 ± 0.67 18.22 ± 0.68 15.35 ± 0.53*#    9.62 ± 0.83    9.98 ± 1.13    9.97 ± 3.02

ГАМК 4.99 ± 0.68 5.98 ± 0.96 6.09 ± 1.17    2.29 ± 1.09    1.68 ± 0.51    0.92 ± 0.66

Аланин 4.74 ± 1.44 3.53 ± 0.77 5.35 ± 1.85    0.49 ± 0.26    2.28 ± 0.77    1.89 ± 1.04

Аспартат 0.09 ± 0.01 0.13 ± 0.03 0.08 ± 0.01    1.78 ± 0.93    1.89 ± 0.89    2.67 ± 1.47

Холиновые соединения 1.78 ± 0.42 1.93 ± 0.26 1.15 ± 0.26    1.32 ± 0.48    1.45 ± 0.49    0.83 ± 0.49

Креатин + фосфокреатин 11.96 ± 1.19 12.36 ± 0.84 9.58 ± 0.84 11.63 ± 0.90 10.81 ± 0.83    7.98 ± 1.81

Глутамат + глутамин 15.07 ± 1.66 16.90 ± 1.47 13.43 ± 1.83 21.27 ± 2.39 19.81 ± 1.43 15.37 ± 4.70

Миоинозитол 5.46 ± 1.64 3.83 ± 1.09 3.48 ± 1.13 11.14 ± 3.41 13.74 ± 2.44 14.11 ± 4.24

Таурин 4.92 ± 0.55 5.45 ± 0.48 4.52 ± 0.42    3.44 ± 0.52    2.96 ± 0.84    0.19 ± 0.13*#

Глицин 19.10 ± 3.63 21.31 ± 2.40 20.85 ± 1.48 12.86 ± 4.15    8.30 ± 3.57    9.84 ± 5.77

Лактат 4.44 ± 1.01 1.90 ± 0.83    6.26 ± 1.53#    1.08 ± 1.00    5.32 ± 3.35    2.35 ± 2.06

Фосфорилэтаноламин 9.59 ± 3.12 8.63 ± 2.14 13.30 ± 1.74 23.09 ± 3.39 22.00 ± 2.80 33.18 ± 7.17
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исследовании нам удалось выявить информативные ней‑
рометаболиты у крыс, проявлявших различные поведен‑
ческие стратегии в условиях стресса. Если допустить не‑
которую аналогию между экспериментальным снижением 
тревожности и феноменом посттравматического роста у 
человека, то предложенный нами экспериментальный про‑
токол в дальнейшем можно использовать для разработки и 
валидации модели, характеризующей данное малоизучен‑
ное последствие переживания психологической травмы.
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Палеогеномные исследования последних лет показали, что на формирование генетического облика совре-
менных европейцев большое влияние оказали миграции населения Понто-Каспийских степей эпохи брон-
зового века с востока на запад Европы. Результаты исследований изменчивости митохондриальных геномов 
у современного русского населения Восточной Европы также позволили выявить рост эффективной чис-
ленности популяций в эпоху бронзового века, что, по всей видимости, могло быть связано с миграцион-
ными процессами этого времени. В настоящей работе проанализированы данные об изменчивости целых 
митохондриальных геномов у современного русского населения в сравнении с распределением гаплогрупп 
мтДНК у древнего населения Европы и Кавказа эпохи неолита и бронзового века. Установлено, что формиро-
вание современной структуры митохондриального генофонда русских началось примерно 4 тыс. лет до н. э. 
в связи с притоком на восток Европы гаплотипов мтДНК, характерных для населения Центральной и Запад-
ной Европы. Предполагается, что миграции древнего населения Понто-Каспийских степей в западном на-
правлении привели к формированию в Центральной Европе смешанных популяций, характеризующихся 
свойственными для западных и центральных европейцев митохондриальными гаплогруппами H, J, T, K, W. 
Дальнейшая экспансия этих популяций на восток Европы и далее в Азию объясняет появление у восточных 
европейцев новых черт митохондриального генофонда. Приведены результаты филогеографического ана-
лиза, показывающего, что особенности географического распределения подгрупп митохондриальной га-
плогруппы R1a в Европе – это отражение «кавказского» компонента, появившегося в генофондах различных 
групп европейцев в ходе миграций бронзового века. О миграциях древних восточных европейцев в Азию 
(юг Сибири и Индийский субконтинент) свидетельствуют результаты филогеографического анализа мито-
хондриальных гаплогрупп U2e2a1d, U4d2, N1a1a1a1, H2b, H8b1. 
Ключевые слова: митохондриальный геном; популяции человека; Восточная Европа; палеогеномика; форми-
рование генофонда.
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Sources of the mitochondrial gene pool of Russians  
by the results of analysis of modern and paleogenomic data
B.A. Malyarchuk
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 e-mail: malyarchuk@ibpn.ru

Paleogenomic studies of recent years have shown that the Bronze Age migrations of populations of the Ponto-
Caspian steppes from the east to the west of Europe had a great influence on the formation of the genetic makeup 
of modern Europeans. The results of studies of the variability of mitochondrial genomes in the modern Russian 
populations of Eastern Europe also made it possible to identify an increase in the effective population size during 
the Bronze Age, which, apparently, could be related to the migration processes of this time. This paper presents the 
results of analysis of data on the variability of entire mitochondrial genomes in the modern Russian populations in 
comparison with the distribution of mtDNA haplogroups in the ancient populations of Europe and the Caucasus of 
the Neolithic and Bronze Age. It was shown that the formation of the modern appearance of the Russian mitochon-
drial gene pool began approximately 4 thousand years B.C. due to the influx of mtDNA haplotypes characteristic of 
the population of Central and Western Europe to the east of Europe. It is assumed that the migrations of the ancient 
populations of the Ponto-Caspian steppes in the western direction led to the formation of mixed populations in 
Central Europe, bearing mitochondrial haplogroups H, J, T, K, W characteristic of Western and Central Europeans. 
Further expansion of these populations to the east of Europe and further to Asia explains the emergence of new 
features of the mitochondrial gene pool in Eastern Europeans. The results of a phylogeographic analysis are also 
presented, showing that the features of the geographical distribution of the subgroups of the mitochondrial hap-
logroup R1a in Europe are a reflection of the “Caucasian” component that appeared in the gene pools of various 
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groups of Europeans during the migration of the Bronze Age. The results of phylogeographic analysis of mitochon-
drial haplogroups U2e2a1d, U4d2, N1a1a1a1, H2b, and H8b1 testify to the migrations of ancient Eastern Europeans 
to Asia – the south of Siberia and the Indian subcontinent.
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Введение
Палеогеномные исследования нескольких последних лет 
показали, насколько велика роль населения степной части 
Восточной Европы эпохи бронзового века в формирова‑
нии генетического облика современных европейцев (Al‑
lentoft et al., 2015; Haak et al., 2015; Mathieson et al., 2015). 
Анализ полиморфизма аутосомных локусов у древнего 
населения Европы продемонстрировал, что так называе‑
мый степной генетический компонент распространялся в 
позднем неолите/раннем бронзовом веке (4–3.2 тыс. лет 
до н. э.) из одного источника – понто-каспийской степной 
зоны – в различных направлениях: на запад – в Европу, на 
восток – в Центральную Азию и юг Сибири и на юг – в 
Индию. Предполагается, что эти события были связаны 
с миграциями носителей курганной культуры (Allentoft 
et al., 2015; Haak et al., 2015). 

Между тем результаты исследований полиморфизма 
Y-хромосомы у древнего и современного населения Ев‑
ропы противоречат этой гипотезе, поскольку восточные и 
западные европейцы как в эпоху бронзового века, так и в 
настоящее время характеризуются разными подгруппами 
одной из самых распространенных среди западных евро‑
пейцев гаплогруппы – R1b-L23 (Poznik et al., 2016). Это 
ставит под сомнение возможность происхождения запад‑
ноевропейских R1b-L23-хромосом от вариантов, харак‑
терных для представителей ямной культуры, населявших 
восточноевропейские степи (Balanovsky et al., 2017). В то 
же время демографический анализ, основанный на дан-
ных об изменчивости протяженных участков Y-хромосом 
в различных европейских популяциях, показывает от‑
четливый сигнал популяционной экспансии в интервале 
2.1–4.2 тыс. лет назад, что связано, по мнению авторов, с 
миграционными процессами в Европе в эпоху бронзового 
века (Batini et al., 2015). Подобный анализ целых мито‑
хондриальных геномов (~20 митогеномов на популяцион-
ную выборку), однако, выявил только постепенный рост 
численности с послеледникового времени (Batini et al., 
2017). Авторы сделали вывод о том, что миграции насе‑
ления с востока Европы на запад в эпоху бронзового века 
нашли свое отражение только в Y-хромосоме, а митохон‑
дриальная ДНК (мтДНК) в этом отношении неинформа- 
тивна.

Тем не менее изучение больших выборок митогеномов 
(более 250 человек на выборку) позволило, подобно ис‑
следованиям Y-хромосомы, установить рост эффективной 
численности населения Восточной Европы в эпоху брон‑
зового века (Malyarchuk et al., 2017; Översti et al., 2017). 
Байесовский анализ изменчивости целых митогеномов 
376 русских индивидуумов показал, что в Восточной Ев‑
ропе имел место резкий рост эффективной численности 
популяций ~4.3 тыс. лет тому назад (95 % доверительный 

интервал 2.9–5.8 тыс. лет) (Malyarchuk et al., 2017). Это 
свидетельствует, что экспансия населения Восточной Ев‑
ропы, ставшего основой для русских популяций, началась 
в бронзовом веке. Результаты молекулярного датирования 
возраста подгрупп мтДНК, специфичных для русских и 
славян в целом, демонстрируют, что формирование таких 
подгрупп мтДНК произошло ~2.7–3.5 тыс. лет назад (Ма‑
лярчук и др., 2019). Полученные результаты указывают, 
таким образом, на эпоху бронзового века как на период 
диверсификации митохондриального генофонда предков 
славян и русских в частности. 

Митохондриальный генофонд русского населения Вос‑
точной Европы, как и других европейских популяций, 
очень разнообразен, однако изучение древней ДНК по‑
казывает, что так было не всегда. В верхнем палеолите у 
европейцев зарегистрированы гаплогруппы U2, U5 и U8, в 
мезолите – главным образом гаплогруппы U2e, U4, U5a и 
U5b (Bramanti et al., 2009; Malmström et al., 2009; Brandt et 
al., 2013; Richards et al., 2016). Между тем в раннем неоли‑
те спектр гаплогрупп мтДНК у европейцев значительно 
расширяется за счет митохондриальных линий мигран‑
тов-земледельцев из Ближнего Востока (H, HV, K1, J, T, 
N1a1a, W, X) (Haak et al., 2010; Brandt et al., 2015; Pereira 
et al., 2017). Сравнительный анализ митогеномов эпохи 
бронзового века позволил A. Juras с коллегами (2018) 
сделать вывод о том, что генофонды населения западной 
(современная Германия) и восточной (современные Че‑
хия и Польша) частей ареала культуры боевых топоров 
различаются, поскольку на востоке сильнее выражен 
вклад восточноевропейских гаплогрупп, характерных 
для населения ямной культуры (U2e, U4, U5a, W3a1). По 
мнению авторов, эти различия обусловлены миграциями 
населения ямной культуры с востока на запад Европы.

Поскольку анализ изменчивости митогеномов совре‑
менного русского населения Восточной Европы позволил 
нам выявить эпизод резкого роста эффективной числен‑
ности популяций ~4.3 тыс. лет назад, то появляется вопрос 
о том, чем это обусловлено. Кроме того, проведенное 
ранее исследование фракций митогеномов, специфич‑
ных для русских или для славян в целом, также выявило 
рост численности ~4–5 тыс. лет назад (Малярчук и др., 
2019). Однако спектр митохондриальных гаплогрупп, 
представляющих эти фракции, не ограничивается восточ‑
ноевропейскими гаплогруппами U2e, U4, U5a, U5b – он 
значительно шире и включает гаплогруппы H1, H2a, H5, 
H6, H11a, J1c, T1a, T2b, V1a, V3, V7, распространенные в 
позднем неолите в Центральной и Западной Европе. По‑
этому для определения, откуда и когда могли появиться 
эти гаплогруппы мтДНК в генофонде предков русских, в 
настоящей работе проанализированы палеомитогеномные 
данные для населения Европы и Кавказа.
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Sources of the mitochondrial gene pool of Russians  
by the results of analysis of modern and paleogenomic data

Материалы и методы
Изучена изменчивость целых митохондриальных гено-
мов у современного русского населения Восточной Евро-
пы (Malyarchuk et al., 2017) в сравнении с распределением 
гаплогрупп мтДНК у древнего населения Европы и Кавка‑
за эпохи неолита и бронзового века (Allentoft et al., 2015; 
Haak et al., 2015; Mathieson et al., 2018; Wang et al., 2019). 
Использованы также сведения из базы данных AmtDB 
(https://amtdb.org), в которой собраны древние нуклео‑
тидные последовательности мтДНК с сопутствующими 
данными (идентификаторы образцов, археологических 
сайтов, культур, гаплогруппы мтДНК и т. д.) (Ehler et al., 
2019).

Для проведения филогенетического анализа нуклео‑
тидных последовательностей митохондриальных гено мов 
применяли метод максимальной экономии, реализован‑
ный в пакете компьютерных программ mtPhyl v4.015 
(http://eltsov.org). При построении филогенетиче ских де-
ревьев не учитывали полиморфизм длины в участках 
мтДНК 16180–16193, 309–315, 514–524, 573–576, а также 
транзицию в позиции 16519. Эволюционный  возраст мо-
нофилетических кластеров мтДНК (гаплогрупп и их под‑
групп) оценивали с использованием двух  мутационных 
скоростей: 1) одна нуклеотидная замена в целом мито ге-
номе происходит за 3 624 года (Soares et al., 2009) и 2) одна 
нуклеотидная замена в кодирующей области мтДНК со‑
вершается за 4 610 лет (Perego et al., 2009). 

Результаты
Анализ палеогеномных данных показывает, что наиболее 
отчетливые изменения митохондриального генофонда 
древнего населения Восточной Европы наблюдаются 
~4–3 тыс. лет до н. э. До этого времени древнее население 
характеризуется в основном митохондриальными гапло‑
группами U2e, U4a, U4b, U4d, U5a1, U5a2, U5b2, а позже 
появляются гаплотипы, относящиеся к гаплогруппам H, 
HV, J, T, W3, W6 и др.:

менчивости мтДНК современного русского населения 
(Malyarchuk et al., 2017), наблюдается рост эффективной 
численности популяций.

Для выяснения источников митохондриальных гапло‑
групп, появившихся в генофонде восточных европей-
цев, нами проанализировано распределение гаплогрупп 
мтДНК у древнего населения энеолита, бронзового и же-
лезного веков соседних регионов Европы и Кавказа в срав‑
нении со спектром гаплогрупп, наблюдаемых у современ‑
ного русского населения. Выявлено, что местное восточ‑
ноевропейское происхождение, кроме мно гочисленных 
вариантов гаплогрупп U2e, U4 и U5, могут иметь лишь 
некоторые гаплотипы, относящиеся к гаплогруппам H, 
H1, H2a1a, H5a, H6a1, T2, поскольку они присутствова‑
ли в генофонде восточных европейцев еще 6–4 тыс. лет  
до н. э. (см. выше, Приложение 1)1. Приток гаплогрупп 
в генофонд восточных европейцев от населения Кавказа 
может быть обусловлен небольшим числом гаплогрупп 
(H2a1, I1, R1a, R1a1, T2a1b, U7b), а основной приток га‑
плогрупп связан с населением Центральной и Западной 
Европы (см. Приложение 1). Это гаплогруппы H1c, H3, 
H5, H7, H13, H28, H44, HV0, J1c1, J1c2, J1c5, J2b1, K1a2, 
K1a3, K1b1, K1c, N1a1a1, T1b, T2f, U3a1, U5b1, U8a, V1a, 
W1, X2b, которые появились в генофонде центральных 
и западных европейцев еще 3 тыс. лет до н. э. и ранее в 
результате миграций аграриев ближневосточного проис‑
хождения (анатолийских фермеров). 

Для некоторых восточноевропейских гаплогрупп 
мтДНК трудно определить географический источник, по-
скольку 3 тыс. лет до н. э. и ранее они присутствовали как 
в Центральной Европе, так и на Кавказе (гаплогруппы 
J2a1, T1a2, T2e). В отношении происхождения гаплогрупп 
H2a1, T2c1, U2e1 и U4a2 также нет ясности – 3 тыс. лет 
до н. э. и ранее они были как на востоке Европы, так и на 
Кавказе (см. Приложение 1). Тем не менее полученные 
данные демонстрируют, что формирование современно-
го облика митохондриального генофонда восточных ев-
ропейцев произошло в эпоху бронзового века за счет при-
тока митохондриальных гаплотипов с запада Европы. 
Между тем результаты анализа аутосомных локусов сви-  
детельствуют о направлении миграций с востока на за‑
пад Европы, а данные по Y-хромосоме указывают на от-
сутствие такого вектора движения. Вполне вероятно, что 
регистрируемые по аутосомным данным миграции на-
се ления с востока Европы привели к формированию на 
территориях Центральной Европы смешанных попу ля-
ций, представленных восточным аутосомным и западным 
(т. е. обогащенным гаплогруппами H, J, T, K, W) ми-
тохондриальным компонентами. Эти популяции затем 
начали экспансию на восток Европы и далее в Азию, неся 
с собой генетические характеристики, отсутствующие 
у древнего населения собственно Восточной Европы. 
О возможности такого сценария свидетельствуют резуль‑
таты недавних исследований древнего населения Кавказа 
и Юго-Восточной Европы, показавшие возможность 
притока «анатолийского» генетического компонента в 
генофонд населения ямной культуры от энеолитического 
населения Северного Причерноморья, представленного 
1 Приложения 1, 2 см. по адресу: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2019-23/appx10.pdf

U2e, U4, U5 H, J, T, W и др.
6–4 тыс. лет до н. э., население современных территорий  

России, Украины и Латвии 
U2e, U4a, U4b, U4d, U5a1, 
U5a2, U5b2

H1*, H2a1, T2

4–3 тыс. лет до н. э., население современных территорий  
России, Украины и Латвии

U2e, U5a1, U5a2 H*, H1b, H2b, H5a, H6a1, 
H13a1a1, H15b, HV, R0a1, 
J2b1, T1a1, T2b, T2c, U8b1, 
W3a1, W6c 

3–2 тыс. лет до н. э., население современных территорий  
России, Украины, Эстонии и Литвы

U2e, U4*, U4a, U4c, U5a1, 
U5a2, U5b2 

H2a1, H5a1, H6a2, H13a1, J1c, 
J1c1, J1c2, J1c3, J2a, J2b1, 
T2a1, T2b, T2c, W3a1, I3a, 
N1a1a, K1b, U2d, X4

Таким образом, согласно палеогеномным данным, со-
временные черты ми тохондриальный генофонд восточ-
ных европейцев при обрел 4–5 тысячелетий назад. В это 
же время, как пока зали предыдущие исследования из‑

file:///D:/%d0%92%d0%9e%d0%93%d0%98%d0%a1/2019_5/ 
file:///D:/%d0%92%d0%9e%d0%93%d0%98%d0%a1/2019_5/ 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2019-23/appx10.pdf


Истоки митохондриального генофонда русских по результатам 
анализа современных и палеогеномных данных

Б.А. Малярчук 2019
23 • 5

591ПОПУЛЯЦИОННАЯ ГЕНЕТИКА / POPULATION GENETICS

трипольской культурой (Mathieson et al., 2018; Wang et 
al., 2019). Очевидно, что для прояснения генетической 
истории европейцев и согласования данных, полученных 
для разных генетических систем, необходимы дальнейшие 
более детальные исследования.

Еще один из широко обсуждаемых вопросов в по‑
следнее время – участие древнего населения Кавказа в 
формировании населения ямной культуры и тем самым 
населения Европы в целом. Результаты анализа аутосом-
ных локусов показали, что кавказский генетический ком-
понент присутствует в генофондах европейцев, в связи с 
чем вполне возможно участие кавказских популяций в 
миграциях эпохи бронзового века отдельно или совместно 
с популяциями ямной культуры (Wang et al., 2019). Выше 
было отмечено, что приток кавказских митохондриальных 
гаплогрупп в генофонд восточных европейцев ограничен 
несколькими гаплогруппами мтДНК и, по всей видимости, 
не был интенсивным. Среди них наиболее информативной 
является гаплогруппа R1a. Проведенный нами филогене‑
тический анализ R1a-митогеномов выявил, что эволюци‑
онный возраст этой гаплогруппы составляет 13–19 тыс. 
лет (Приложение 2). Наиболее древние R1a-гаплотипы 
найдены у населения Ирана и Кавказа, что указывает на 
возможное место происхождения этой гаплогруппы. Уста‑
новлено, что гаплогруппа R1a представлена двумя ветвя‑
ми – одной крупной R1a1 и небольшой новой подгруппой 
R1a2 (см. Приложение 2). Гаплогруппа R1a2 выявлена 
у населения Кавказа и Египта, а также к этой же гапло‑
группе принадлежит гаплотип русского индивидуума из 
Псковской области. Гапло группа R1a1, представленная 
тремя подгруппами, R1a1a, R1a1b, R1a1c, распространена 
уже не только на Кавказе, но и в Европе. В R1a1a входят 
три подгруппы. Первая, R1a1a1, обнаружена в Восточной 
Европе среди русских и мордвы; вторая, R1a1a2, – в север-
но германских популяциях, у англичан и датчан, а третья 
новая подгруппа, R1a1a3, – на юге Европы, у болгар и 
итальянцев. Возраст всей R1a1a составляет 8.5–12.4 тыс. 
лет, а ее подгрупп, R1a1a1, R1a1a2 и R1a1a3, – 4.2–5.5, 
2.3–3.5 и 1.3–2.3 тыс. лет соответственно. Такая хроно‑
логия указывает на возможное участие этих гаплогрупп 
мтДНК в миграционных событиях эпохи бронзового 
века. Филогеография R1a1a-гаплотипов свидетельствует 
о северо-западном направлении миграций, так как под‑
группа R1a1a1 наблюдается среди новгородских русских и 
мордвы, а подгруппа R1a1a2 – среди северных германцев. 
Вместе с тем присутствие подгруппы R1a1a3 у болгар и 
итальянцев указывает также и на южноевропейское на‑
правление миграций. 

Анализ палеогеномных данных демонстрирует, что 
наиболее древние R1a-гаплотипы обнаруживаются в 
энеолите Северного Кавказа (~4.5 тыс. лет до н. э.) у 
представителей майкопской (4–3.5 тыс. лет до н. э.) и ка‑
такомбной (~3 тыс. лет до н. э.) культур (Wang et al., 2019). 
Примерно к этому же времени относятся R1a1-гаплоти-
пы представителей кура-араксской культуры (Армения) 
(Margaryan et al., 2017; Wang et al., 2019). Самые ранние 
случаи об наружения подгруппы R1a1a относятся ко вре‑
мени формирования северокавказской (кубано-терской) 
культуры (2.9–2.6 тыс. лет до н. э.) (Wang et al., 2019). 
Немного позже R1a-гаплотипы были выявлены у пред‑

ставителей культуры колоколовидных кубков (2.5–2 тыс. 
лет до н. э.) Чехии и Англии (Olalde et al., 2018). В наше 
время наиболее высокие частоты гаплогруппы R1a наблю‑
даются на Северном Кавказе – вплоть до 5 % у адыгейцев, 
абхазов и карачаевцев (Джаубермезов и др., 2019). Таким 
образом, данные о распространенности древних и совре‑
менных R1a-гаплотипов показывают, что эта гаплогруппа 
маркирует миграции населения с юга на север Европы в 
эпоху бронзового века и тем самым подтверждает участие 
кавказского генетического компонента в формировании 
генофонда европейцев. 

В проведенных ранее исследованиях отмечалось, что 
маркеры мтДНК вполне информативны для обнаруже‑
ния следов миграций эпохи бронзового века в евразий‑
ском масштабе. Так, филогенетическое родство между 
митохондриальными линиями гаплогруппы U2e2a1d 
(с возрастом ~5–7 тыс. лет) у населения Восточной Ев‑
ропы (русские, белорусы, сербы) и Индии находит свое 
объяснение с помощью представлений об индоевропей‑
ских миграциях населения Понто-Каспийских степей 
в различных направлениях, в том числе на Индийский 
субконтинент (см. Приложение 2) (Davidovic et al., 2017). 
Аналогичное объяснение (Silva et al., 2017) предложено 
и для гаплогруппы H2b, возраст которой составляет 
~6–6.5 тыс. лет и включает гаплотипы как европейцев, так 
и населения Индии, Пакистана, Таджикистана, а также 
Южной Сибири (алтайцы, алтайские казахи и буряты) 
(см. Приложение 2). В этом случае основным аргумен‑
том в пользу восточноевропейского происхождения этой 
гаплогруппы являются находки H2b-гаплотипов у пред‑
ставителей ямной и срубной археологических куль тур 
(Lazaridis et al., 2014; Haak et al., 2015; Mathieson et al., 
2015). Интересна также гаплогруппа U4d2, распростра‑
ненная в популяциях Восточной Европы, а также среди 
коренного населения Сибири (Davidovic et al., 2017). 
Возраст ее составляет 6–7 тыс. лет, и поэтому вполне 
возможно, что носители этой гаплогруппы были участни‑
ками трансъевразийских миграций эпохи бронзового века 
(см. Приложение 2). Гаплогруппа N1a1a1a1 (с возрастом 
~7 тыс. лет) распространена у населения Восточной Евро‑
пы (у рус ских, татар, эстонцев, финнов), Южной Сибири, 
Казахстана и даже Индии (Palanichamy et al., 2010). Такой 
ареал гаплогруппы предполагает, что распространение 
N1a1a1a1-гаплотипов могло быть связано с миграциями 
населения ямной культуры. Этим же можно объяснить 
распространенность гаплогрупп H8b1 (возраст ~5–8 тыс. 
лет) в популяциях Восточной Европы, Центральной Азии 
и Сибири (см. Приложение 2) (Derenko et al., 2014). При‑
веденные примеры свидетельствуют, что диверсификация 
гаплогрупп мтДНК произошла в начале бронзового века, 
что может быть связано с миграционными процессами в 
степном поясе Северной Евразии.

Заключение
Результаты исследований полиморфизма мтДНК у со‑
временного русского населения и древнего населения 
Евро пы и Кавказа отмечают, что истоки митохондриально-
го генофонда русских нужно искать в эпоху бронзового 
века, когда имели место широкомасштабные перемещения 
европейских популяций. Полученные результаты свиде‑
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тельствуют о том, что ~4–2 тыс. лет до н. э. разнообразие 
митохондриального генофонда восточных европейцев 
увеличилось за счет появления митохондриальных линий, 
характерных для населения Центральной и Западной 
Европы. Следует подчеркнуть, что ранее предложенный 
сценарий распространения гаплогрупп мтДНК в неолите 
и бронзовом веке предполагал миграции носителей неко‑
торых гаплогрупп (U2, U4, U5, I, T1, R) с востока на запад 
Европы в эпоху ранней бронзы, однако обратного потока 
гаплогрупп этот сценарий не предусматривал (Brandt et al., 
2013), поэтому расширение спектра гаплогрупп мтДНК у 
восточных европейцев эпохи бронзового века объяснений 
не находило. 
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Lung cancer is a problem of great concern and one of the commonest cancer diseases worldwide and in the 
Republic of Kazakhstan in particular. Radon exposure is classified as the second most important cause of lung 
cancer. According to the experts, the contribution of natural sources to the average annual radiation dose of the 
Kazakh population currently stands at 80 %, including 50 % from radon. However, the effect of radon on human 
health in the Republic of Kazakhstan is almost unknown. The tumor suppressor gene TP53 is a key mediator of 
the DNA damage response cascade following cell exposure to ionizing radiation. The common polymorphism 
TP53 Arg72Pro (rs1042522) is a risk factor for lung cancer in the Asian population, but until now no genetic asso-
ciation studies have been done in the Kazakh population. No information on the synergistic carcinogenic effect 
of radon exposure and polymorphism TP53 Arg72Pro (rs1042522) is available either. This paper presents the re-
sults of the study of association between alteration in the TP53 gene and radon-induced lung cancer risk in the 
Kazakh population. Genetic association was assessed in a case-control study including 44 radon-exposed pa-
tients with lung cancer, 41 patients with lung cancer without radon exposure and 42 age/sex-matched healthy 
controls. We found that polymorphism TP53 Arg72Pro (rs1042522) was associated with lung cancer risk in the 
Kazakh population (OR = 6.95, 95 % CI = 2.41–20.05). Individuals with the Arg72Pro genotype also showed a 
significantly higher risk of radon-induced lung cancer (OR = 8.6, 95 % CI = 2.6–28.59). 
Key words: polymorphism TP53 Arg72Pro (rs1042522); radon; lung cancer; Kazakh population.

For citation: Bulgakova O., Kussainova A., Kakabayev A., Kausbekova A., Bersimbaev R. Association of polymor-
phism TP53 Arg72Pro with radon-induced lung cancer in the Kazakh population. Vavilovskii Zhurnal Genetiki 
i Selek tsii = Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2019;23(5):594-599. DOI 10.18699/VJ19.530

Ассоциация полиморфизма TP53 Arg72Pro  
с риском развития радониндуцированного рака легкого  
в казахской популяции
О. Булгакова1 , А. Кусаинова1, А. Какабаев2, А. Каусбекова1, Р. Берсимбаев1

1 Евразийский национальный университет им. Л.Н. Гумилева, Институт клеточной биологии и биотехнологии, Нур-Султан, Казахстан
2 Кокшетауский государственный университет им. Ш. Уалиханова, Кокшетау, Казахстан

 e-mail: ya.summer13@yandex.kz

Самый распространенный тип рака в структуре онкологических заболеваний – рак легкого, который 
представляет собой серьезную проблему не только в Республике Казахстан, но и по всему миру. Воздей-
ствие радона классифицируется как вторая причина развития онкологии легкого. По оценкам экспертов, 
естественный радиационный фон составляет 80 % от среднегодовой дозы облучения населения Казах-
стана, из которых 50 % приходится на радон. Однако следует отметить, что влияние радона на здоровье 
населения Республики Казахстан остается невыясненным. Ген-супрессор опухолей TP53 является ключе-
вым медиатором в каскаде реакций активируемых при повреждениях ДНК в результате воздействия на 
клетку ионизирующего излучения. Известно, что полиморфизм TP53 Arg72Pro (rs1042522) часто встреча-
ется в азиатской популяции и считается фактором риска развития рака легкого, но до настоящего време-
ни не была изучена его ассоциация с патогенезом этого заболевания в казахской популяции. Нет инфор-
мации относительно синергетического канцерогенного эффекта воздействия радона и полиморфизма 
TP53 Arg72Pro (rs1042522). В этой статье представлены результаты поиска связи полиморфного варианта 
гена ТР53 с риском развития рака легкого, вызванного радоном, в казахской популяции. Генетическая 
ассоциация была оценена по методу «случай-контроль». В исследование были включены 44 пациента 
(подвергшиеся воздействию радона) с диагнозом рак легкого, 41 пациент с диагнозом рак легкого из 
регионов с допустимыми показателями содержания радона и 42 здоровых человека соответствующего 
возраста и пола. Мы обнаружили корреляцию между полиморфизмом гена TP53 Arg72Pro (rs1042522) 
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и риском развития рака легкого в казахской популяции (OR = 6.95, 95 % CI = 2.41–20.05). Необходимо 
отметить, что лица с генотипом Arg72Pro также показали более высокую вероятность развития радон-
индуцированного рака легкого (OR = 8.6, 95 % CI 2.6–28.59). 
Ключевые слова: полиморфизм TP53 Arg72Pro (rs1042522), радон; рак легкого; казахская популяция.

Introduction
Radon is considered to be the second most frequent cause of 
lung cancer only to tobacco smoking (WHO Handbook on 
Indoor Radon…, 2009). According to the experts, the contri‑
bution of natural sources to the mean annual radiation dose 
for the Kazakh population currently stands at 80 %, including 
50 % from radon (Stegnar et al., 2013; Bersimbaev, Bulga‑
kova, 2015). However, the effect of radon on human health 
in Kazakhstan is not studied sufficiently.

Lung cancer is the leading cause of cancer death in Kazakh-
stan and the commonest form of cancer (Bersimbaev, Bulgako‑
va, 2017). The incidence rates of lung cancer in various regions 
of Kazakhstan vary quite widely. The morbidity of lung cancer 
in regions with high radon concentrations (North Kazakh stan, 
Akmola region) is higher than that observed in areas with 
generally low radon levels (Bersimbaev, Bulgakova, 2017). 

Radon emits radiation in the form of alpha particles, which 
interact with DNA either directly or indirectly through the 
generation of free radicals, producing double-strand breaks, 
large chromosomal aberrations, and point mutations (Robert-
son et al., 2013).

The key role in maintaining the genome stability is played 
by TP53, including the response to damage caused by radia‑
tion (Yngveson et al., 1999). TP53 mutations were spotted in 
the development of tumors of many locations, including lung 
cancer (Deben et al., 2016). A number of TP53 mutations are 
associated with tobacco smoking-induced lung cancers, and 
similar mutation hotspots have been identified that are not as‑
sociated with other types of cancer, e. g., codon 157 (Vähäkan‑
gas et al., 2001). These mutation spectra are also different 
between smokers and non-smokers (Hainaut, Pfeifer, 2001). 

Specific “hotspot” mutations in cancer-relevant genes have 
been described in radon-induced lung cancer. Most papers on 
TP53 mutations in radon-associated lung cancer are dedicated 
to occupational studies on uranium miners (Vähäkangas et 
al., 1992). 

Taylor et al. (1994) were the first to detect a TP53 mutational 
spectrum different from those seen in lung cancers caused 
by tobacco smoke, and they reported a radon-related TP53 
hotspot in codon 249, exon 7. Few studies analyzed TP53 
punctual mutations in lung tumors from residential radon-
exposed individuals, and their results were not univocally sup‑
portive of the mentioned hotspot in codon 249 (Lo et al., 1995; 
Yngveson et al., 1999). Radon-induced lung tumor mutations 
in the TP53 gene were also found in codons 248 and 245 (Hol-
lstein et al., 1997). A recent study shows that alterations in 
several genes, including TP53, are implicated in lung cancer 
resulting from exposure to radon indoors (Choi et al., 2017).

The published data on the association between polymor‑
phism TP53 Arg72Pro (rs1042522) and lung cancer risk in 
Asians remain controversial (Wang et al., 2013). Zhao et al. 
(2018) have shown that the Pro72Pro genotype is associated 
with a higher risk of cancer due to poorer ability to induce 
apoptosis. 

However, no studies of the sort have been conducted in 
the Kazakh population. We have not found case-control stu-
dies providing evidence for polymorphism TP53 Arg72Pro 
(rs1042522) and radon exposure interaction in the risk of lung 
cancer. So, in the present study we aim to study the association 
between TP53 gene allelism and radon-induced lung cancer 
in the Kazakh population. 

Materials and methods
Study design and population. A case-control study was con-
ducted in 2015–2017. Eighty-five lung cancer patients (cases) 
and forty-two healthy individuals (controls) from the Akmola 
region of Kazakhstan were recruited for the study. The Akmola 
region is characterized for having high indoor radon concen‑
trations due to uranium deposits and uranium mining enter‑
prises located in this area (Bersimbaev, Bulgakova, 2015). 
All participants of the study had lived in this region for at 
least five years. 

The cases had morphopathologically confirmed lung cancer. 
Subsequent to the results of the radon measurements, lung can‑
cer patients were divided into two groups: 44 radon-induced 
lung cancer patients (RLC) and 41 lung cancer patients without 
high level of radon exposure (LC). The criterion for the RLC 
group participants was indoor radon level exceeding 80 Bq/ m3 
in the homes. All participants should have lived for at least 
five years in their current residence. We chose 80 Bq/ m3 as 
a threshold level in our study because WHO Handbook on 
Indoor Radon indicated that the threshold level of radon ha-
ving a biological effect was no more than 100 Bq/ m3 (WHO 
Handbook on Indoor Radon…, 2009).

Controls (C) were recruited from individuals attending 
hospital for reasons other than cancer. They were matched 
with the cases of lung cancer (LC) with respect to age, gender, 
and tobacco consumption. The indoor radon level in the resi‑
dence of participants from control group should be less than 
80 Bq/ m3. Characteristics of subjects are presented in Table 1. 

Exposure assessment. Radon detectors were placed in the 
participants’ homes. The devices were Canary 222 Digital 
Electronic Radon Gas Monitor (LR-03) radiometers (Coren‑
tium AS, Oslo, Norway). A radiometer was installed away 
from doors, windows, or electrical devices and within 60– 
180 cm off the floor in rooms previously unventilated for at 
least 24 h according to the manufacturer’s instructions. In each 
room, radon in the air was measured for seven days and the 
average value was used for further calculations.

The annual effective dose (H) was calculated according to 
the formula (Quarto et al., 2015):

H(mSv/y) = C × F × O × T × D,

where C stands for the average radon concentration Bq/ m3; 
F is the equilibrium factor for indoor, set at 0.4; O is the 
occupancy factor, taken to be 0.8; T is time in hours in a year 
(8760 h/y); and D is the dose conversion factor; 1.4 × 10−8 Sv  
per Bq/ m3·h.
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Collection of blood samples, DNA extraction and geno-
typing. Blood samples were collected from all participants by 
the vein puncture method, and DNA was extracted from blood 
by the conventional phenol-chloroform method (Sambrook et 
al., 1989). The genotyping of polymorphism TP53 Arg72Pro 
(rs1042522) was performed by PCR-RFLP as previously 
described by M.K. Chowdhury et al. (2015). The PCR details 
and relevant information are provided in Table 2. 

Assay of cotinine in plasma. The smoking status of the 
participants was verified using blood plasma cotinine as a 
marker. The cotinine level was determined using an ELISA 
kit (Cotinine ELISA kit; cat no. KA0930; Abnova, Taipei, 
Taiwan) as described in (Bulgakova et al., 2018).

Statistical analysis. Student’s unpaired t test was performed 
to calculate statistically significant difference in gender, age, 
and tobacco consumption between the LC and control groups. 
Student’s t test was also used to compare the distribution of 
variables between RLC and LC cohorts. The Chi-square test 
was used to compare the distributions of tobacco consumption 
between the RLC and LC groups. All statistical analyses were 
performed using GraphPad Prism 6 software (GraphPad Soft‑
ware, Inc., La Jolla, CA, USA). “Case-control Study Estimat‑
ing Calculator” from Gene Expert Company (State Research 
Institute of Genetics and Selection of Industrial Microorga-
nisms of the National Research Center “Kurchatov Institute”, 
Russian Federation, http://gen-exp.ru/calculator_or.php) was 
used in calculating OR, 95 % CI, and p values for associa‑
tion between the case-control status and polymorphism TP53 
Arg72Pro (rs1042522). A p value of ≤ 0.05 was considered 
significant. To assess whether the genetic polymorphism modi‑
fied the effect of residential radon exposure on lung cancer, 
logistic regression was performed. We also assessed the pos‑
sibility of a synergism between radon exposure and tobacco 

consumption using the method proposed by D. Hosmer and 
S. Lemeshow (1992). Analyses were conducted with MedCalc 
software (Version 18.6, MedCalc Software, Belgium).

Results
Characterization of the sample studied. Initially, the case-
control study involved a larger number of participants. The 
exclusion criteria from our study were occupation of dwelling 
for less than five years, absence of histological confirmation of 
lung cancer, and belonging to other ethnic groups (Russians, 
Ukrainians, Germans, etc.) Participants younger than 30 years 
were also excluded from the study. Patients diagnosed with 
lung cancer were included in the study regardless of the his‑
tological type of cancer. When selecting the control group of 
healthy individuals, every attempt was made to match them 
with the cancer patients according to the basic population 
characteristics. There were no significant differences in the 
distribution of age, gender, and smoking status between the 
cases (LC) and controls (C), but there was a small difference 
between smokers in the RLC and LC groups (see Table 1). 

Effective annual radon exposure dose and decay product 
inhalation. The average equivalent equilibrium radon volume 
activity (EEVA) in the RLC group was 307.6 Bq/m3 accord‑
ing to the measurements of radon at the homes of monitored 
subjects. The range of EEVA was from 105 to 716 Bq/m3. 

To evaluate the effect of radon exposure on the lung tissue, 
we used the effective annual dose, which is the tissue-weighted 
sum of the equivalent doses. The mean effective annual dose 
for lung cancer patients living in areas with high radon levels 
(RLC) was 7.5 mSv/y. The minimum and maximum effective 
annual doses in the RLC group were 4.12 and 20.76 mSv/y.

The same data in the lung cancer patients living in the area 
with a low level of radon (LC) were 40.6 Bq/m3 (from 8 to  

Table 2. The PCR amplification and restriction protocols

Alteration  
in the TP53 gene

Primers for PCR (5’  3’) PCR conditions Amplicon 
length, bp

Restriction 
enzyme

Restricted product length 
and corresponding 
genotype

ТР53 Arg72Pro
(rs 1042522)

fTTGCCGTCCCAAGCAATGGATGA;

rTCTGGGAAGGGACAGAAGATGAC

Predenaturation: 94 °C, 5 min; 
40 cycles of 94 °C for 30 s, 
60 °C for 30 s, 72 °C for 30 s; 
postextension: 72 °C, 7 min

199 BstUI  
(cat no. R0518S; 
NEB, USA)

Arg72Arg – 199 bp;
Arg72Pro – 199 bp,  
113 bp, 87 bp;
Pro72Pro –113bp, 87 bp

Table 1. Characteristics of the subject participating in the study 

Parameter Radon lung cancer (RLC) (n = 44) Lung cancer (LC) (n = 41) p C (n = 42) p

Gender Male 34 (77 %) 34 (83 %) > 0.05b 33 (79 %) > 0.05a

Female 10 (23 %)    7 (17 %)    9 (21 %)

Age, years ≤ 60 14 (32 %) 15 (37 %) 22 (52 %) > 0.05a

> 60 25 (57 %) 25 (61 %) 20 (48 %)

Unknown    5 (11 %)    1 (2 %) –

Tobacco 
consumption

Non-smokers 22 (50 %) 10 (24 %) < 0.05c 16 (38 %) > 0.05a

Smokers 22 (50 %) 31 (76 %) 26 (62 %)

Notes : a – t test for both cases (RLC and LC) and control (C) groups; b – t test for RLC and LC groups; c – χ2 test for RLC and LC groups.
Columns: RLC – lung cancer patients exposed to radon; LC – lung cancer patients without exposure to radon; C – control group. All information regarding 
participants was rendered anonymous after data and blood sample collection. Informed consent was obtained from each study participant before interview and 
blood collection. The present study was approved by the Ethical Committee of the Semey State Medical University (Semey, Kazakhstan; approval No. 2).
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78 Bq/m3) and 2.0 mSv/y (from 0.31 to 3.06 mSv/y), respec‑
tively. 

EEVA levels in the control group fell within the range from 
2 to 80 Bq/m3 with the average value 22.5 Bq/m3. The mean 
effective annual dose for the control group was 0.88 mSv/y. 
The minimum and maximum effective annual doses in the 
control group were 0.08 and 3.14 mSv/y, respectively. 

Association of polymorphism TP53 Arg72Pro (rs1042522)  
with lung cancer in the Kazakh population. We investigated 
polymorphism TP53 Arg72Pro (rs1042522) and lung cancer 
risk in the Kazakh population regardless of radon exposure. 
For this purpose, we analyzed the distribution of polymor‑
phism TP53 Arg72Pro (rs1042522) genotypes  Arg72Arg,   
Arg72Pro and Pro72Pro in LC and control groups. The geno‑
type frequencies in the control and LC groups are shown in 
Table 3. 

Statistical analysis of association between a genetic poly‑
morphism and development of lung cancer was conducted 
by evaluating the data with regard to the general and additive 
models. Unfortunately, we could not use the recessive and 
do minant models in view of the small number of partici‑
pants. According to the general model (see Table 3), there is 
a significant risk of lung cancer associated with the Arg72Pro  
(OR = 6.95, 95 % CI = 2.41–20.05) and Pro72Pro geno‑
types (OR = 1.45, 95 % CI = 0.46–4.64), for all genotypes 
χ2 = 18.22, p = 0.0001. The additive model confirmed this 
finding (χ2 = 9.22, p = 0.002). When we analyze separately 
non-smokers and smokers, we can observe a higher risk of 
lung cancer for the Arg72Pro genotype (OR = 4.33 95 % 
CI = 1.17–15.99) in smokers, but the results are not statisti‑
cally significant ( p = 0.06). Cotinine levels < 10 ng/ml were 
considered the criterion of the absence of current smoking.

Effects of residential radon exposure and polymorphism 
TP53 Arg72Pro (rs1042522) on lung cancer risk. To esti-
mate OR for radon-induced lung cancer, we analyzed the 
distribution of polymorphism TP53 Arg72Pro (rs1042522) 
genotypes Arg72Arg, Arg72Pro and Pro72Pro in both lung 
cancer groups (LC and RLC). The logistic regression em‑
ployed the effective annual dose, which was modeled with one 
indicator variable for ≥ 4.12 mSv/y and one indicator variable 
for missing with < 3.14 mSv/y as the common reference ex‑
posure. As shown in Table 4, the risk of radon-induced lung 
cancer is higher in participants with the Arg72Pro genotype. 

The odds ratio is 8.64 (95 % CI = 2.61–28.59; p = 0.0004). 
No additive interaction was observed for Arg72Pro, radon 
exposure, and tobacco consumption (χ2 = 10.33, p = 0.066). 
Cotinine levels < 10 ng/ml were considered the criterion for 
the absence of current smoking.

Discussion
It was shown that polymorphism TP53 Arg72Pro (rs1042522) 
plays an important role in the development of different types 
of cancer (Francisco et al., 2011), including lung cancer (Neu-
mann et al., 2018). Katkoori et al. (2017) demonstrated the 
high survival of cells that express P72wt. This effect can be 
explained by the fact that the Pro72Pro variant has a weaker 
TP53 transcriptional activity compared to Arg72Arg (Thomas 
et al., 1999; Zhao et al., 2018). As many of the TP53 target 
genes are involved in apoptosis regulation, the Pro72Pro 
genotype can dysregulate programmed cell death and activate 
the tumor-promoting phenotype. 

On the other hand, the protein product of the Arg72Arg 
genotype is more effective in inducing apoptosis, although 
Arg72Arg is associated with faster degradation than Pro72Pro 
(Storey et al., 1998). Neumann et al. (2018) have shown an ad‑
verse prognostic value for the presence of heterozygous geno‑
type Arg72Pro in tumor samples from lung cancer patients. In 
a meta-analysis of 51 studies, polymorphism TP53 Arg72Pro 
(rs1042522) was significantly associated with lung cancer risk 
in any genetic model (Ye et al., 2014). According to S. Wang 
et al. (2013), the Arg72Pro genotype positively correlated 
with lung cancer risk in Asians. Only few studies attempted 
to determine the impact of polymorphism TP53  Arg72Pro 
(rs1042522) on cancer risk in the Kazakh population. 

The results of this study indicate a significant risk of lung 
cancer for Arg72Pro (OR = 6.95, 95 % CI = 2.41–20.05) and 
Pro72Pro genotypes (OR = 1.45, 95 % CI = 0.46–4.64), for 
all genotypes χ2 = 18.22, p = 0.0001 in the Kazakh population. 

The product of the TP53 gene is involved in the response 
to damage caused by radiation (Yngveson et al., 1999). 

Radon is a decay product of uranium. It emits α radiation, 
which is carcinogenic for humans. The effects of α radiation 
include different types of DNA damage leading to mutations, 
chromosomal aberrations, and cell transformation. Some stud‑
ies infer that the radon-induced mutation spectra in lung cancer 
may differ from the mutations in patients with lung cancer 

Table 3. Association between polymorphism TP53 Arg72Pro (rs1042522) and development of lung cancer

Genotype LC (n = 41) C (n = 42) OR 95 % CI p

Arg72Arg 11 (27 %) 30 (72 %) 0.15 0.06–0.38 0.0001

Arg72Pro 22 (54 %)    6 (14 %) 6.95 2.41–20.05

Pro72Pro    8 (19 %)    6 (14 %) 1.45 0.46–4.64

Table 4. Association between polymorphism TP53 Arg72Pro (rs1042522) and the risk of radon-induced lung cancer

Genotype Lung cancer (LC) (n = 41) Radon lung cancer (RLC) (n = 44) OR 95 % CI p

Arg72Arg 11(27 %)    1 (2 %) 0.06 0.01–0.52 0.0004

Arg72Pro 22 (54 %) 40 (91 %) 8.64 2.61–28.59

Pro72Pro    8 (19 %)    3 (7 %) 0.30 0.07–1.23
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induced by tobacco smoking (Taylor et al., 1994; Holl stein et 
al., 1997). Yngveson et al. (1999) have shown that residential 
exposure to radon seems to contribute to a higher mutation 
prevalence of the TP53 gene in lung tumors, especially among 
nonsmokers. 

There are only few studies on radon exposure and gene 
poly morphisms (Bonner et al., 2006; Ruano-Ravina et al., 
2014; Leng et al., 2016). Two of them provided evidence for an 
interaction between members of the glutathione S-transferase 
family GSTT1 (Ruano-Ravina et al., 2014) and GSTM1 (Bon‑
ner et al., 2006; Ruano-Ravina et al., 2014) and radon in lung 
cancer risk. The association between IL-6 promoter SNPs 
and squamous cell carcinoma was studied in uranium miners 
(Leng et al., 2016). 

Choi et al. (2018) identified that CHD4 rs74790047, TSC2 
rs2121870, and AR rs66766408 are found to be common 
exonic mutations in both lung cancer patients and normal 
individuals exposed to radon indoors.

Our study shows that the effect of radon on lung cancer risk 
depends on polymorphism TP53 Arg72Pro (rs1042522). Thus, 
radon-inducible lung cancer risk increases in participants with 
the Arg72Pro genotype as compared to two other genotypes, 
Arg72Arg and Pro72Pro. 

A possible explanation for these findings is that radon 
causes a genetic damage (Jostes, 1996). Druzhinin et al. (2015) 
reported that the frequencies of chromosomal aberrations in 
peripheral blood lymphocytes were significantly elevated in 
long-term resident children in a boarding school under con‑
ditions of high exposure to radon. The polymorphism TP53 
 Arg72Pro (rs1042522) can affect the induction of cell apopto‑
sis (Pereira et al., 2011) and the repair of damaged DNA (Hu 
et al., 2005). It is possible that the Arg72Pro genotype does not 
promote efficient DNA repair or apoptosis in comparison with 
Arg72Arg and these events lead to malignant transformation 
of cells. So, Y. Hu et al. (2005) have shown that the Pro72Pro 
genotype is associated with higher frequency of TP53 muta‑
tions in non-small-cell lung cancer.

There are some limitations in our study. The number of par‑
ticipants was insufficient for comprehensive study of the effect 
of the TP53 gene polymorphism-radon interaction. Therefore, 
we could not analyze the influence of the Pro72Pro genotype 
on the risk of radon-induced lung cancer. Further studies are 
warranted to address the relationships among residential radon 
exposure, TP53 gene polymorphisms, and lung cancer risk.

Conclusion
To sum up, the exposure to residential radon interacts with 
the Arg72Pro genotype to increase the risk of lung cancer in 
the Kazakh population. Our study supports the hypothesis that 
polymorphism TP53 Arg72Pro (rs1042522) can modulate the 
pathogenic effect of radon in lung tissue.
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Самоубийства занимают второе место среди причин смерти среди молодежи, в связи с чем являются серьез-
ной глобальной проблемой человечества. Для разработки перспективных методов диагностики и лечения 
данной патологии важное значение имеет исследование генетических и эпигенетических факторов в разви-
тии суицидального поведения. Роль наследственных факторов в развитии суицидального поведения оцени-
вается в 30–55 %, при этом характерна выраженная коморбидность с другими психическими расстройствами. 
Для исследования генетической предрасположенности к суициду используются молекулярно-генетические 
методы, включая контролируемые анализы ассоциаций и сцепления, микроматричные анализы экспрессии 
генов и полногеномный поиск ассоциаций. В литературе представлены данные об идентификации множе-
ства генов, в том числе связанных с изменениями функционирования серотонинергической (гены SLC6A4, 
TPH, 5-HT1A), гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой систем (ген FKBP5) и полиаминов (гены SAT и 
OATL1), ассоциированных с развитием суицидального поведения. Однако разнообразие взаимодействую-
щих генетических локусов усложняет интерпретацию развития сложного фенотипа патологии и не позволя-
ет определить выраженную ассоциацию. Для разрешения данной проблемы и интерпретации недостающей 
связи между окружающей средой и геномом были получены многообещающие результаты при изучении 
эпигенетических факторов, роль которых при суицидальном поведении показана в изменении экспрессии 
ряда кандидатных генов, вовлеченных в функционирование головного мозга. Уникальным объектом для 
прямого исследования изменения геномных процессов является головной мозг умерших от суицида людей, 
при изучении которого был выявлен широкий спектр репрограммирования паттернов ДНК-метилирования 
промоторов генов системы полиаминов (OAZ1, OAZ2, AMD1, ARG2, SKA2), серотонинергической (SLC6A4) и 
ГАМК-ергической (GABRA1) систем, глюкокортикоидных (GR, NR3C1) и тирозинкиназных (TrkB) рецепторов, 
нейротрофического фактора головного мозга (BDNF). Показана роль изменений модификации гистонов в 
области расположения специфических генов (Cx30, Cx43, TrkB.T1) и экспрессии специфических длинных не-
кодирующих РНК и микроРНК в развитии суицидального поведения, что перспективно для разработки про-
грамм диагностических алгоритмов и таргетной терапии. 
Ключевые слова: ассоциации; головной мозг; метилирование; некодирующие РНК; суицид; эпигенетика.
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Epigenetics of suicidal behavior
R.N. Mustafin1, 2 , A.V. Kazantseva3, R.F. Enikeeva2, 3, Yu.D. Davydova3, S.B. Malykh4, V.V. Viktorov1, E.K. Khusnutdinova1, 2, 3

1 Bashkir State Medical University, Ufa, Russia
2 Bashkir State University, Ufa, Russia
3 Institute of Biochemistry and Genetics – Subdivision of the Ufa Federal Research Centre, RAS, Ufa, Russia
4 Psychological Institute of the Russian Academy of Education, Moscow, Russia

 e-mail: ruji79@mail.ru

Suicide is the second leading cause of death among young people and therefore being a serious global problem 
worldwide. The study of genetic and epigenetic factors in the development of suicidal behavior plays an important 
role in the development of advanced methods of diagnosis and treatment of this pathology. The role of hereditary 
factors in the development of suicidal behavior is estimated at 30–55 %, with a pronounced comorbidity with 
other psychopathologies. The study of genetic liability to suicidal behavior is based on molecular-genetic methods 
including association and linkage analyses, chip gene expression arrays, and genome-wide association studies. 
Published data identified multiple genes including those involved in the functioning of serotonergic (SLC6A4, TPH, 
5-HT1A), hypothalamic-pituitary-adrenal systems (FKBP5) and polyamines (SAT and OATL1) associated with suicidal 
behavior. However, the diversity of interacting genetic loci complicates the interpretation of the development of 
a complex phenotype of pathology and prevents the association from being detected. To solve this problem and 
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interpret the missing relationship between the environment and the genome, promising results were obtained 
from a study of epigenetic factors, which affected the expression of a number of candidate genes involved in brain 
functioning in suicidal behavior. The analysis of a brain obtained from suicide victims, representing a unique tool 
for the analysis of modified genomic processes, revealed a wide range of reprogramming patterns of DNA methyla-
tion in promoters of the genes of polyamine (OAZ1, OAZ2, AMD1, ARG2, SKA2), serotonergic (SLC6A4) and GABAergic 
(GABRA1) systems, HPA-axis (GR, NR3C1), tyrosine kinase (TrkB) receptors, brain-derived neurotrophic factor (BDNF). 
The role of histone modifications in distinct genes (Cx30, Cx43, TrkB.T1) and the expression of specific long non-
coding RNAs and microRNAs in the development of suicidal behavior, which is promising for the development of 
diagnostic algorithms and target therapy, is discussed. 
Key words: association; brain; methylation; non-coding RNAs; suicide; epigenetics.
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Введение
Суицид описывают как насилие по отношению к самому 
себе с серьезным намерением уничтожить жизнь. Каж‑
дые 40 секунд в мире от суицида умирает один человек 
(Roy, Dwivedi, 2017). Согласно ВОЗ, ежегодно самоубий-
ства совершают около 1 млн людей (Cui et al., 2017), а 
их глобальная распространенность составляет 11.4 на 
100 тыс. населения (Lutz et al., 2017). Суицидальное пове-
дение (СП) – это общий термин, используемый для обо-  
значения риска, попытки и совершения суицида (Bani-
Fatemi et al., 2015). СП занимает второе место среди при‑
чин смерти молодежи и десятое – среди всех возрастных 
групп в мире (Roy, Dwivedi, 2017; Fanelli, Serretti, 2018). 
Так, в лонгитюдном исследовании подростков в возрасте 
13–18 лет было показано, что 12.1 % американских под‑
ростков испытывают мысли о суициде, 4 % – составляют 
план самоубийства, а 4.1 % – совершают его (Nock et al., 
2013). Эти факты, а также отсутствие способов реали‑
зации надлежащих превентивных стратегий делают СП 
существенной проблемой здравоохранения, которая тре‑
бует серьезного глобального императива для ее решения 
(Roy, Dwivedi, 2017).

Суицидальное поведение считается многофакторной 
патологией с выраженной коморбидностью с психиче‑
скими болезнями (ПБ), главным образом расстройствами 
настроения, большим депрессивным расстройством (БДР) 
и биполярным расстройством (Ludwig et al., 2017), шизо-
френией (Bani-Fatemi et al., 2015). Так, около 4 % больных 
БДР умирают в результате суицида (Serafini et al., 2012), а 
у большинства молодежи с СП диагностируют ПБ (Nock 
et al., 2013). У больных БДР определенные средовые 
стимулы усиливают генетическую предрасположенность 
к СП (Roy, Dwivedi, 2018). В то же время надо учесть, что 
СП обусловлено сложнейшими процессами, а факторы 
риска СП не являются универсальными для каждого 
человека (Turecki, 2014).

За последние десятилетия предложен ряд теорий, объ‑
ясняющих механизмы развития СП. Согласно одной из 
наиболее влиятельных моделей (Mann et al., 1999), у людей 
с определенной уязвимостью к СП («стресс-диатез») под 
влиянием психологических кризисов или психических 
расстройств развивается СП. Другая, межличностная 
теория суицида предложена в работе (Joiner, 2005). В каче‑
стве основных факторов здесь приводятся суицидальное 
желание (объясняется высокими уровнями тяготения и 
нарушенной принадлежностью) и способность к суициду 

(сумма генетических, эпигенетических и средовых факто‑
ров) (Ludwig et al., 2017). Согласно близнецовым иссле‑
дованиям, показатель наследуемости СП оценивается от 
21 до 50 %, по данным популяционных исследований – до 
55 % (Roy, Dwivedi, 2017). Для изучения генетической 
предрасположенности к СП используют молекулярно- ге-
нетические методы, включая контролируемые анализы 
ассоциаций и сцепления, микроматричные анализы экс‑
прессии генов и полногеномные анализы ассоциаций. 
Важную роль играют эпигенетические (ЭГ) факторы в 
развитии СП, так как они опосредуют влияние среды на 
степень фенотипических проявлений генетической пред-
расположенности к развитию патологии (Tsai et al., 2011). 
Уникальным обьектом для прямого исследования изме‑
нения геномных процессов при СП является головной 
мозг (ГМ) умерших от суицида людей (УСЛ) (Almeida, 
Turecki, 2016).

Роль генетических факторов  
в развитии суицидального поведения
В литературе представлены данные об идентификации 
ассоциаций СП с более чем 200 генами (Lutz et al., 2017), в 
том числе связанными с изменениями функционирования 
ряда нейробиологических систем, включая серотонинер-
гическую, норадренергическую и гипоталамо-гипофи-
зарно-надпочечниковую системы (ГГНС). Согласно функ-  
циональным исследованиям, для СП характерны пони-
женные уровни метаболитов серотонина, изменения в 
количестве рецепторов и переносчиков серотонина в ГМ 
(Chandley, Ordway, 2012). К настоящему времени много‑
численные исследования в области генетической пред‑
расположенности к СП продемонстрировали ассоциации 
генов серотонинергической системы: переносчика серо‑
тонина (SERT ), триптофангидроксилазы (ТРН ), рецеп‑
тора 1А серотонина (5-HT1A) – с риском развития СП 
(Bach, Arango, 2012). В 2018 г. был проведен метаанализ 
45 различных исследований, подтвердивший ассоциацию 
низкоэкспрессирующегося аллеля S в гене переносчика 
серотонина (SLC6A4) с повышенным риском развития CП 
(Fanelli, Serretti, 2018).

Ряд авторов указывает также на вовлеченность норад-
ренергической системы ГМ в формирование СП. Так, у 
людей с СП обнаруживается меньше норадренергиче-
ских нейронов в голубом пятне ствола ГМ, более выра-
женное связывание β2-адренергических и ослабление 
связыва ния α-адренергических рецепторов в коре ГМ, а 
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также низкие концентрации метаболитов норадреналина 
в спинно мозговой жидкости (Mann, Currier, 2010). Таким 
образом, дисфункция норадренергической системы спо‑
собствует суицидальному поведению, в то время как ан-
тидепрессанты, воздействуя на переносчик норадренали -
на, α2- адренорецепторы и другие стресс-чувствительные 
мишени (переносчик и рецепторы глутамата, рецепторы 
GABA), могут снизить риск суицида (Chandley, Ordway, 
2012).

В фенотипическом проявлении генетической предрас‑
положенности к СП важное значение придается перене‑
сенному в детстве стрессу, что отражается в изменении 
функ ционирования моноаминергических систем и ГГНС 
в онтогенезе (Mann, Currier, 2010). Важная роль стресса 
подтверждается вовлеченностью генов ГГНС в разви-
тие СП. Так, выявлена ассоциация аллеля С rs3800373 
гена FKBP5 c СП. Ген FKBP5 кодирует FK506-связываю-
щий белок, вовлеченный в изменение активности ГГНС 
посредством связывания с глюкокортикоидными рецеп-
торами (Fudalej et al., 2015). Кроме того, согласно функ-
циональным данным, в префронтальной коре ГМ УСЛ вы‑
явлен более низкий уровень сайтов связывания рецептора 
кортикотропин-рилизинг-гормона – одного из важнейших 
компонентов ГГНС (Mann, Currier, 2010). На развитие СП 
оказывают влияние и изменения в генах системы поли‑
аминов SAT (spermidine/spermine N1-acetyltransferase) и 
OATL1 (ornithine aminotransferase like-1) (Fiori et al., 2010). 
Однако вовлеченность множества генов с небольшим 
эф фектом и разнообразие взаимодействий белковых про-  
дуктов, кодируемых этими генами, а также неоднород‑
ность клинических групп с СП, анализируемых в раз‑
личных исследованиях, до сих пор не позволили выявить 
фактическую картину этиопатогенеза СП. В связи с этим 
для определения возможных механизмов развития СП 
была предложена роль ЭГ факторов как недостающего 
звена между окружающей средой и геномом (Roy, Dwi-
vedi, 2017).

Взаимосвязь эпигенетических факторов  
с экспрессией генов, ассоциированных  
с суицидальным поведением
Эпигеном является посредником между генами и окру‑
жающей средой, особенно в ответ на неблагоприятные 
жизненные ситуации (Schneider et al., 2015). При ЭГ под‑
ходе исследуется влияние на геном средовых стимулов, 
таких как стрессоры, несчастья в жизни и различные био-
логические процессы. ЭГ модификации включают мети‑
лирование ДНК, модификации гистонов, РНК интерфе‑
ренцию (РНКи) при помощи некодирующих РНК (нкРНК) 
и изменения в организации ядра. Данные ЭГ модификации 
позволяют геному реагировать и адаптироваться к внут-
ренним и внешним факторам путем вариаций генной 
экс прессии (Bani-Fatemi et al., 2015).

Согласно ЭГ исследованиям СП, патогенез этого забо‑
левания основан на нарушенной пластичности нейрональ‑
ных путей с неспособностью ГМ давать соответствующий 
адаптивный ответ на средовые стимулы. В частности, у 
лиц с СП были обнаружены последовательные измене‑
ния экспрессии генов, имеющих решающее значение в 
синаптической и структурной пластичности (Dwivedi, 

2018). Кроме того, в ряде работ продемонстрирована во‑
влеченность изменений экспрессии генов цитокиновой 
системы и полиаминов в развитие СП. В частности, в 
пре фронтальной коре ГМ УСЛ отмечался значительно 
более высокий уровень экспрессии фактора некроза опу‑
холи альфа (TNF-α) и miR-19a-3p, оказывающей целевое 
воздействие на TNF-α по сравнению с контролем (Wang 
et al., 2018). Была показана роль ЭГ факторов в контроли‑
ровании экспрессии полиамина SAT1 в префронтальной 
коре ГМ УСЛ (Fiori, Turecki, 2011).

Важным фактором риска развития СП у взрослых слу‑
жит стресс в детском возрасте (ELA – early-life adversity), 
даже несмотря на длительный период, прошедший после 
воздействия стресса. К ELA относятся жестокое обраще‑
ние с детьми, пренебрежение (neglect), потеря родителей, 
низкий социоэкономический статус. Хотя часто предпо‑
лагаются только негативные эффекты ELA, следует от‑
метить, что стрессовое воздействие не детерминировано 
и может вызывать противоречивые эффекты в зрелом воз‑
расте. В некоторых случаях они могут быть связаны даже с 
повышенной пластичностью к последующим стрессорам. 
Однако большинство исследований сфоку сирова но на 
негативных последствиях ELA. Результаты ряда работ 
показали, что долговременные эффекты ELA могут быть 
обусловлены изменением ЭГ ландшафта вследствие дис‑
регуляции метилирования ДНК, посттрансляционной мо-
дификации гистонов и экспрессии некодирующих РНК 
(Burns et al., 2018). При исследовании метилирования 
ДНК в коре ГМ УСЛ, по сравнению с контролем, было 
выявлено повышенное метилирование 97 % из 1 000 диф‑
ференциально метилированных областей, включающих 
функциональные категории генов, ассоциированных с экс‑
прессией в ГМ: APLP2, BDNF, HTR1A, NUAK1, PHACTR3, 
MSMP, SLC6A4, SYN2, SYNE2 (Schneider et al., 2015).

Изменения метилирования ДНК  
и модификации гистонов
На сегодняшний день большая часть исследований 
ЭГ факторов в развитии СП сосредоточена на устойчивых 
ЭГ метках, таких как метилирование ДНК и модификации 
гистонов. Метилирование ДНК – это динамический про‑
цесс, происходящий во время развития и в течение жизни 
даже в постмитотических клетках, таких как нейроны. 
Традиционно оно определяется как добавление метильной 
группы к пятому углероду цитозинового основания (5mC) 
в CpG островках промоторов генов в геномах млекопи-
тающих, что функционально связано с сайленсингом 
генов. В отличие от 5mC, гидроксиметилированная ДНК 
(5hmC), часто обнаруживаемая в самих генах, оказывает 
глобальный положительный эффект на генную экспрес-
сию. Образование 5hmC происходит при помощи фермен-
тов TET 2/3 (ten-eleven translocation methyl cytosine dioxy‑
genases 2 and 3) и описано в клетках нервной системы. 
Для ГМ характерен также высокий уровень метилиро‑
вания цитозина вне CG динуклеотидов – так называемое 
СН- метилирование, особенно характерное для первого 
года жизни (Burns et al., 2018).

Многие ЭГ работы посвящены изучению ассоциаций 
изменений ЭГ факторов при СП у индивидов, испытавших 
сильный стресс в детстве. В этом контексте активно ана‑
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лизируется влияние изменений систем стрессового ответа, 
таких как ГГНС, которая программируется под влиянием 
средовых факторов в раннем детстве и изменения в работе 
которой ассоциированы с повышенным риском развития 
суицида (Turecki, 2014). Свидетельством существенной 
роли средовых факторов в активном деметилировании в 
детском возрасте служат данные о различиях в метилиро‑
вании экзона 1С гена глюкокортикоидного рецептора (GR) 
в ГМ УСЛ с ELA в анамнезе (Turecki, 2014). Кроме того, 
именно у лиц с СП, испытавших стресс в раннем возрас‑
те, обнаружено гиперметилирование в двух CpG остров‑
ках промоторной области гена нейрон-специфического 
рецептора глюкокортикоидов (NR3C1), приводящее к 
подавлению экспрессии гена в ГМ УСЛ по сравнению с 
контролем (McGowan et al., 2009). Серотонинергическая 
система мозга, в частности ген переносчика серотонина 
(5-НТТ ), тоже регулируется индивидуальными реакциями 
на стрессовые воздействия. Так, была показана важная 
роль стресса, опосредующего взаимосвязь изменений в 
промоторной области гена 5-HTT с риском развития СП 
(Jimenez-Trevino et al., 2017), возможно, за счет изменения 
метилирования гена 5-НТТ.

В последнее время активно исследуются экспрессия и 
особенности метилирования генов системы полиаминов. 
Стресс-опосредованное нарушение регуляции различных 
компонентов полиаминовой системы было обнаружено в 
коре и подкорковых структурах ГМ лиц с СП с выражен‑
ными нарушениями ЭГ регуляции генов (Turecki, 2014). 
В частности, в полногеномных исследованиях метилиро‑
вания ДНК в ГМ УСЛ были выявлены значительные сайт-
специфические различия в метилировании промоторных 
областей генов системы полиаминов: OAZ1 (ornithine de-
carboxylase antizyme 1), OAZ2 (ornithine decarboxylase anti-  
zyme 2), AMD1 (S-adenosylmethionine decarboxylase 2), 
ARG2 (arginase 2) (Gross et al., 2013), SKA2 (spindle and ki-
netochore associated complex subunit 2) (Guintivano et al., 
2014;  Pandey et al., 2016; Olie, Courtet, 2017), по сравнению 
с контролем. Характер метилирования SKA2 специфичен 
для СП и может использоваться как биомаркер определе‑
ния риска суицида (Sadeh et al., 2016).

Большое количество работ в области ЭГ регуляции СП 
было сконцентрировано на изменении метилирования в 
гене нейротрофического фактора головного мозга (BDNF) 
(Kang et al., 2018). Причем для индивидов с СП отмечалось 
значительное усиление метилирования ДНК в промоторе 
и в некодирующем экзоне 4 (Keller et al., 2010), а также 
гиперметилирование промотора IV гена BDNF (Keller et 
al., 2011). Интересно, что ассоциация гиперметилирования 
гена BDNF с риском развития СП наблюдается независи-
мо от наличия потенциальных ковариат и генотипа (Kim 
et al., 2014). Стоит отметить, что изменение экспрессии 
гена BDNF считается также фактором риска СП у пожилых 
людей (Kim et al., 2014). Учитывая полученные данные, 
предполагается использовать статус метилирования гена 
BDNF в качестве маркера наличия предыдущих попыток 
самоубийства, а также для прогнозирования возможной 
неэффективности лечения СП (Kang et al., 2013). По‑
скольку действие нейротрофического фактора головного 
мозга осуществляется посредством связывания с тро-
помиозиновым тирозинкиназным рецептором TrkB-T1, 

в некоторых исследованиях сообщается о снижении экс‑
прессии гена TrkB-T1 (Maussion et al., 2014), связанном 
с метилированием промоторной области гена (Ernst et 
al., 2009b) и 3′-нетранслируемой области (untranslated re-
gion – UTR) гена в лобной доле коры ГМ УСЛ (Maussion  
et al., 2014).

Единичные работы указывают на возможную вовле-
ченность изменений в экспрессии генов MPP4 (mem‑
brane palmitoylated protein 4), нуклеопорина (NUP133), 
члена семейства доменов TRE2/BuB2/CDC16 (TBC1D16), 
альфа1 субъединицы рецептора гамма-аминомасляной 
кислоты (GABRA1) в развитие СП посредством измене‑
ния метилирования регионов этих генов. В частности, 
обнаружено общее снижение метилирования в 5′-UTR 
гена MPP4 и в интроне 3 гена TBC1D16, а также более 
высокие уровни метилирования в экзоне 1 гена NUP133 у 
больных с биполярным расстройством с СП по сравнению 
с контролем (Jeremian et al., 2017). Кроме того, гиперме‑
тилирование СpG островков в промоторе гена GABRA1 
было ассоциировано с изменением экспрессии мРНК 
ДНК-метилтрансферазы (DNMT) в ГМ УСЛ (Poulter et 
al., 2008).

Существенный вклад в регуляцию экспрессии при СП 
вносят также модификации гистонов. Получены данные о 
подавлении экспрессии генов коннексинов 30 и 43 (Cx30 
и Cx43) в ГМ УСЛ, обусловленном метилированием ги-
стонов в области расположения этих генов (Nagy et al., 
2017). Таким образом, изменения между взаимодействием 
астроцитов, происходящим благодаря щелевым каналам, 
образованным главным образом коннексинами 30 и 43, 
в определенной степени регулируется гистоновыми мо-
дификациями в области генов Cx30 и Cx43. Показана 
роль модификаций гистонов в регуляции генов тропо-
миозинового тирозинкиназного рецептора (TrkB. T1) (Ernst  
et al., 2009a) и антифермента декарбоксилазы орнити‑
на (OAZ), участвующего в синтезе полиаминов (Fiori et 
al., 2012). В первом случае наблюдалось снижение экс‑
прессии TrkB. T1 вследствие метилирования в третьем 
гистоне (H3K27) (Ernst et al., 2009a), тогда как во втором 
случае, наоборот, отмечалась активация экспрессии гена 
OAZ вследствие возрастания уровней H3K4me3, мар-
кера транскрипционно активного хроматина (Fiori et al.,  
2012).

Изменения экспрессии генов  
длинных некодирующих РНК
Длинные некодирующие РНК (днРНК) определяют как 
молекулы РНК длиной более 200 п. н. с низким белок-
кодирующим потенциалом. Они обнаруживаются на про‑
тяжении всего генома человека и классифицируются глав‑
ным образом на основании их взаимосвязи с известными 
генами. Например, днРНК могут быть антисмысловыми, 
со смысловым перекрытием, интронными и межгенными. 
ДнРНК проявляют тканеспецифическую экспрессию и 
выполняют важные биологические функции, регулируя 
работу белок-кодирующих генов. Было показано, что 
гены днРНК образуют изоформы с разными функциями, 
выполняемыми через цис- и транс-регуляторные меха-
низмы. Поэтому один ген днРНК может управлять рабо - 
той нескольких генов-мишеней, локализованных дис-
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тальнее (Zhou et al., 2018). Важно отметить, что транспо-
зоны (ТЕ – transposable elements) являются источника ми 
более 41 % функциональных доменов днРНК (John son, 
Guigo, 2014) и считаются чувствительными к стрессу 
элементами (Wheeler, 2013), способными к сайт-специ-
фи ческой транспозиции для активации генов стрессово-
го ответа (Feng et al., 2013). Более того, ТЕ могут  служить 
непосредственно в качестве генов днРНК, которые ре-
гулируют дифференцировку стволовых клеток (Lu et al., 
2014). Данное обстоятельство важно в связи со значи‑
тельной ролью днРНК в функционировании ГМ у людей 
и определяемой активностью днРНК в гиппокампе (одно‑
временно с экспрессией ТЕ) при нейрогенезе. Напри мер, 
экспрессия днРНК lncRNA2393 способствует созреванию 
стволовых нервных клеток в зубчатой извилине (Deng et  
al., 2017).

В геноме человека выявлено около 14 тысяч генов 
днРНК, не менее 67 % зрелых транскриптов которых со‑
стоят из последовательностей ТЕ, а многие из них полно‑
стью состоят из ТЕ (Kapusta, Feschotte, 2014). Поскольку 
ТЕ представляют собой важный источник ЭГ регуляции 
(Мустафин, Хуснутдинова, 2017), их исследование может 
быть перспективным направлением для выявления меха‑
низмов развития СП. В связи с этим были опубликованы 
данные о дифференциальной экспрессии шести днРНК 
(TCONS_00019174, ENST00000566208, NONHSAG045500, 
ENST00000517573, NONHSAT034045, NONHSAT142707) в 
лейкоцитах периферической крови у больных БДР с СП 
(Cui et al., 2017) и 23 различных днРНК в ГМ УСЛ (Zhou 
et al., 2018) по сравнению с контролем. В последнем 
случае белок-кодирующие гены, локализованные дис‑
тально от связанных с ними днРНК, оказались вовлечены 
в организацию цитоскелета и плазматической мембраны, 
клеточную адгезию, связывание с ДНК и регуляцию раз‑
вития дендритов (Zhou et al., 2018). В другой работе опре‑
делена ассоциация СП с экспрессией днРНК LOC285758. 
Данная днРНК является антисмысловым транскриптом 
области, фланкирующей внутригенный CpG островок  
гена MARCKS (myristoylated alanine-rich C-kinase sub‑
strate), экспрессия которого подавляется при длительном 
приеме лития (Punzi et al., 2014).

Изменения экспрессии генов микроРНК
В последние годы большое значение придается изучению 
роли малых нкРНК, контролирующих генную экспрес‑
сию, в развитии СП. Наиболее изученными являются 
микроРНК, которые оказались важнейшими регулятора-
ми пластичности нейронов и высшей нервной деятельно‑
сти (Dwivedi, 2018). Так, для ряда микроРНК определена 
взаи мосвязь с функционированием ГМ: miR-16 влияет 
на экс прессию SERT, miR-18a и miR-124a связываются 
с 3′UTR гена GR, miR-34a управляет эффектами лития 
и вальпроата путем взаимодействия с GRM7, miR-96 и 
miR-510 ингибируют трансляцию 5-HT1B и субъединицы 
рецептора 5-HT3E, miR-124-1 участвует в серотонин-ин‑
дуцированной синаптической передаче путем регуляции 
CREB (cAMP response element-binding protein), miR-30a-5р 
и miR-195 нацелены на 3′UTR гена BDNF в различных 
областях ГМ (miR-30a в слое 3 пирамидных нейронов пре-
фронтальной коры). Экспрессия miR-134 и miR-183, на‑

целенных на фактор сплайсинга SC35, повышается под 
действием острого стресса, miR-280 и miR-289 регулиру-
ют синтез синаптических белков путем связывания с сай-
тами CaMKIIa, miR-134 ингибирует трансляцию Limk1 
в дендритах нейронов гиппокампа, miR-137 регулирует 
пролиферацию стволовых нейрональных клеток, влияя на 
фактор транскрипции Sox2 (Serafini et al., 2012).

Исследования изменений в экспрессии микроРНК 
при СП позволили обнаружить значительные вариации 
их уровней в префронтальной коре ГМ УСЛ по сравне-
нию с контролем. Для 21 микроРНК, вовлеченной в ре‑
гуляцию клеточного роста и дифференцировки, показано 
значи тельное снижение экспрессии. Мишенями дан-
ных микроРНК оказались транскрипционные факторы  
(в част ности, E2F1, E2F6, BACH1, SP1, HOXA5, RUNX1) 
и дру гие ядерные белки. При этом 4 различных микроРНК 
(miR-20b, 20a, 34a, 34b*) оказывают целевое воздействие 
на один и тот же ген – VEGFA, ассоциированный с раз‑
витием депрессии как у человека, так и у модельных 
животных (Smalheiser et al., 2012). В другом исследовании 
определена дифференциальная экспрессия 13 различных 
микроРНК в ГМ УСЛ, среди которых усиленная экспрес‑
сия показана для miR-17-5p, miR-20b-5p, miR-106a-5p, 
miR-330-3p, miR-541-3p, miR-582-5p, miR- 890, miR-
99b- 3p, miR-550-5p, miR-1179. Для miR-409-50, let-7g-3p 
и miR-1197 выявлено снижение экспрессии. Построение 
интегрированной генной регуляторной сети на основе 
целевых генов для этих микроРНК позволило выявить 
многосторонние ассоциации с психическими расстрой‑
ствами, в том числе с БДР и тревожностью, ко торые яв‑
ляются важнейшими факторами риска СП. Картирование 
клеточных путей, опосредуемых активностью данных 
микроРНК, показало общее изменение в клеточных 
сигналах, вовлеченных в развитие СП (Roy et al., 2017). 

Поскольку изменения в метаболизме ферментов си‑
стемы полиаминов играют роль в СП, были исследованы 
микроРНК, взаимодействующие с генами SAT1 и SMOX. 
Обнаружена взаимосвязь между микроРНК и экспрессией 
генов полиаминов при СП и продемонстрирован механизм 
посттранскрипционного подавления активности генов 
SAT1 и SMOX. В ГМ УСЛ выявлено значительное повы‑
шение уровня микроРНК miR-34c-5p, miR-139-5p, miR-
195, miR-320c, мишенями которых являются 3′UTR генов 
SAT1 и SMOX (Lopez et al., 2014). В префронтальной коре 
ГМ УСЛ определена усиленная экспрессия Hsa-miR-185 
и Hsa-miR-491-3p, вызывающая подавление функции 
ассоциированного с СП гена TrkB-T1. При этом для Hsa-
miR-185 найден целевой сайт связывания в 3′UTR гена 
TrkB-T1 (Maussion et al., 2012). Внимание исследователей 
привлекает выявление микроРНК, ассоциированных с 
ELA и развитием СП. ELA влияет на активность генов 
различных микроРНК при созревании ГМ. Например, 
экспрессия микроРНК miR-9, miR-29a, miR-124, miR-132 
изменяется в префронтальной коре ГМ у крыс в возрасте 
14 дней при отделении от матери. На 60-й день развития 
сохраняется подавление экспрессии miR-124 и miR-132, 
что говорит о стабильных изменениях этих микроРНК под 
влиянием ELA. В то же время активация GR подавляет 
экспрессию miR-132, ингибирующую экспрессию гена 
BDNF, ассоциированного с СП (Dwivedi, 2018).
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Перспективы эпигенетических исследований 
суицидального поведения
Согласно модели «стресс-диатеза», суицид позициони‑
руется как результат взаимодействий между средовыми 
стрессорами и восприимчивостью к СП, независимо от 
наличия психического расстройства. Обнаруженные ге‑
нетические и ЭГ изменения в ГМ УСЛ дают основу для 
возможного нейробиологического скрининга больных 
с СП для предотвращения суицида (van Heeringen, Mann, 
2014). Среди ЭГ факторов исследование днРНК открывает 
механизмы действия некоторых препаратов, применяемых 
для лечения СП. Так, длительный прием лития вызывает 
подавление экспрессии гена MARCKS, экспрессия анти‑
смысловой днРНК которого ассоциирована с СП (Punzi 
et al., 2014). Это говорит о перспективах дальнейших ис-
следований нкРНК, благодаря которым возможна разра‑
ботка эффективных методов профилактики и лечения СП. 
ДнРНК, дифференциально экспрессирующиеся при СП 
(TCONS_00019174, ENST00000566208, NONHSAG045500, 
ENST00000517573, NONHSAT034045, NONHSAT142707), 
предложены в качестве потенциальных диагностических 
и терапевтических биомаркеров СП, применение кото-
рых позволит предотвратить попытки суицида у больных 
с БДР (Cui et al., 2017). Выявленные изменения экспрес - 
сии микроРНК в ГМ УСП (Maussion et al., 2012; Smalheiser 
et al., 2012; Roy, Dwi vedi, 2017) могут стать основой как 
для уточнения патогенеза СП, так и для разработки тар‑
гетной терапии и профилактики болезни.

При исследовании СП может быть использован анализ 
особенностей метилирования промоторов генов BDNF 
(Kang et al., 2013; Kim et al., 2014) и SKA2 (Sadeh et al., 
2016). Для лечения СП предложено использовать инги-
битор деацетилазы гистонов тетрапептид FK228, облада‑
ющий способностью усиливать экспрессию мРНК генов 
Rap1 и ERK1/2, уровень которых значительно снижен в 
гиппокампе людей с СП. Rap-1 (Ras-proximate-1) – это 
ко роткий нуклеотидтрифосфат-связывающий белок, экс‑
прессируемый в нейронах коры ГМ, где он играет важную 
роль в разветвлении и росте дендритов. В префронтальной 
коре и гиппокампе страдавших от депрессии и умерших 
от суицида людей выявляется значительное снижение 
экспрессии мРНК Rap-1 по сравнению с контролем. При 
этом для головного мозга умерших от суицида характерно 
снижение активности Rap-1 (Emanuele, 2007).

Современные технологии по редактированию генома 
позволяют напрямую изучать функциональную значи‑
мость специфических ЭГ модификаций и регуляции генов, 
а также ремоделировать нарушенный ЭГ ландшафт благо‑
даря обратимости ЭГ модификаций. Наиболее успеш ным 
методом для ЭГ редактирования служит CRISPR-Cas9, 
при помощи которого можно специфически изменять ме-
тилирование ДНК (Vojta et al., 2016).

Заключение
Исследование роли ЭГ факторов в развитии СП являет‑
ся современным методом для определения обратимых 
изменений в головном мозге пациентов. Доказана взаи‑
мосвязь специфических изменений метилирования ДНК, 
модификаций гистонов и уровней нкРНК с экспрессией 
генов, ассоциированных с СП. Это свидетельствует о 

перс пективах разработки методов таргетной терапии с 
применением результатов ЭГ исследований для лечения 
этой серьезной и социально значимой патологии. Наи‑
более успешные объекты ЭГ воздействия – нкРНК, ис‑
пользование которых уже начато в клинической практике. 
Поскольку ЭГ факторы модулируются стрессорными и 
средовыми воздействиями, возможным эффективным 
методом коррекции СП могут стать изменение образа 
жизни пациентов и психотерапия с исследованием их 
роли в изменении ЭГ регуляции работы головного мозга.
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Metabolic syndrome (MetS) represents a combination of at least three primary metabolic abnormalities from among 
obesity, hyperglycemia, dyslipidemia, and high blood pressure, once combined, they increase significantly the cardio-
vascular risk. The APOE gene is considered as a genetic risk factor for cardiovascular diseases, it has been linked to MetS 
or its traits in several populations. Our study aimed to analyze the association of three APOE gene polymorphisms with 
MetS risk and its components in a general population sample, and to highlight the potential influence of these polymor-
phisms on individual susceptibility to MetS. We performed this work using a population-based, cross-sectional study of 
a representative sample of 787 individuals (378 men and 409 women, aged between 30 and 64 years) recruited in the 
city of Oran, Algeria (the ISOR Study); the subjects were genotyped for four polymorphisms, rs7412, rs429358, rs4420638 
and rs439401, located in the APOE gene, using the KASPar technology. rs439401 showed a significant association with 
hypertension (HBP). The T allele confers a high risk of hypertension with an odds ratio (OR) of 1.46 (95 % CI [1.12–1.9], 
p = 0.006). rs4420638 was significantly associated with obesity in the general population. The G allele provides protection 
against obesity, the resulting OR is 0.48 (95 % CI [0.29–0.81], p = 0.004). Although APOE variants were not associated with 
the risk of MetS, the APOE polymorphism alleles were associated with some of the metabolic parameters in  Algerian 
subjects. The relation of APOE rs439401 alleles with a HBP is likely to be indicative of a state of stress of the population.
Key words: genetics; high blood pressure; diabetes; metabolic syndrome; obesity; Algerian population.
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Метаболический синдром (MetS) представляет собой комбинацию по меньшей мере трех основных показателей, 
ассоциированных с нарушением обмена веществ: ожирения, гипергликемии, дислипидемии и высокого артери-
ального давления. Любое их сочетание значительно увеличивает риск развития сердечно-сосудистых заболева-
ний. Ген APOE считается генетическим фактором риска развития сердечно-сосудистых заболеваний, в некоторых 
популяциях он связан с метаболическим синдромом или его признаками. Настоящее исследование направлено 
на анализ ассоциации трех полиморфизмов гена APOE с риском развития метаболического синдрома и его компо-
нентов в общей популяции, а также на выявление возможного влия ния этих полиморфизмов на индивидуальную 
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восприимчивость к метаболическому синдрому. В рамках проекта ISOR было проведено популяционное пере-
крестное исследование репрезентативной выборки из 787 добровольцев (378 мужчин и 409 женщин в возрасте 
от 30 до 64 лет), проживающих в городе Оране (Алжир). Обследуемые были генотипированы по четырем поли-
морфизмам (rs7412, rs429358, rs4420638 и rs439401), расположенным в гене APOE, с использованием технологии 
KASPar. Полиморфизм rs439401 показал достоверную связь с повышенным артериальным давлением. Аллель Т 
обусловливает высокий риск развития гипертензии с отношением шансов (OR) равным 1.46 (95 % CI [1.12– 1.9], 
p  =  0.006). Полиморфизм rs4420638 достоверно коррелировал с ожирением в общей популяции. Наличие ал-
леля G препятствует развитию ожирения (OR = 0.48; 95 % CI [0.29–0,81], p = 0.004). Хотя связи между вариантами 
гена APOE и риском развития метаболического синдрома не выявлено, однако найдена корреляция между по-
лиморфными аллелями этого гена и рядом показателей обмена веществ у обследованных алжирцев. Связь по-
лиморфизма rs439401 в аллелях гена APOE с гипертензией может указывать на состояние стресса у населения.
Ключевые слова: генетика; высокое артериальное давление; диабет; метаболический синдром; ожирение; 
 алжирская популяция.
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Introduction
The concept of the Metabolic Syndrome (MetS) emerged 
following the increase of the risk factors associated to car‑
diovascular diseases and diabetes (Reaven, 1988; Grundy et 
al., 2004). MetS represents a combination of at least three 
primary metabolic abnormalities among obesity, hyperglyce‑
mia, dyslipidemia, and high blood pressure, once combined, 
they increases significantly the cardiovascular risk (Kahn et 
al., 2005; Wilson et al., 2005; Hillier et al., 2006; Gami et al., 
2007; Meigs et al., 2007).

In Algeria, the health network improvement led to a progres‑
sive aging of the population which allows for the emergence of 
abnormalities associated with aging and MetS. The TAHINA 
study (Epidemiological Transition And Health Impact in 
North Africa) conducted in 2005 showed a high prevalence 
of hypertension (24.9 %) and diabetes (12.2 %) in the Alge‑
rian population. Overweight has become a real public health 
problem, especially among women, 66.5 % are overweight 
and 30.1 % are obese. Cardiovascular disease and diabetes 
accounted for 26.1 and 4.4 % of deaths, respectively, in 2002 
(Ministère de la Santé, 2007).

There have been at least six different published definitions 
for MetS, the most used is that of the National Cholesterol 
Education Program Adult Treatment Panel III (NCEP ATP III) 
(Balkau et al., 2007). The prevalence of MetS differs accord‑
ing to several parameters: definition, country, sex, age, and 
even according to the region in the same country. In Algeria, a 
recent study shows that the prevalence of metabolic syndrome 
was 20 % in the Oran population, it was higher in women than 
men (25.9 vs 13.7 %) (Houti et al., 2016).

Metabolic syndrome is a multifactorial disease that im‑
plicates both environmental and genetic factors (Chuang, 
2008). Given the importance of APOE in the metabolism of 
lipoproteins; indeed, APOE gene was identified as genetic 
determinants of plasma lipid and lipoprotein concentrations 
in Caucasian and North African populations (Wilson et al., 
1994; Boulenouar et al., 2013). We aimed to analyze the as‑
sociation of the APOE gene polymorphisms with MetS risk 
and its components in a general population sample from the 
city of Oran in Algeria, and to highlight the potential influence 
of these polymorphisms on individual susceptibility to MetS.

Material and methods
Ethical considerations. This study was granted ethics ap‑
proval by the Algerian National Agency for the Development 
of Health Research (ATRSS exANDRS). All participants 
pro vided informed consent prior to enrolment.

Study population. Participants were recruited during the 
ISOR (InSulino-résistance à ORan) study, a population-based, 
cross-sectional study of a representative sample of 787 in‑
dividuals (378 men and 409 women, aged between 30 and 
64 years) recruited in the city of Oran, Algeria, from 2007 to 
2009 (Boulenouar et al., 2013).

Data collection. Data were collected using a preconceived 
questionnaire on socioeconomic information, physical activi-
ty (the level of physical activity was defined in quartiles as 
“none”, “low”, “medium” and “high” after summing exer‑
cise scores for sporting activities, walking, housework and 
physical activity at work), tobacco use and alcohol intake, 
past medical history and family history, current medications, 
as well as anthropomorphic characteristics including height, 
weight, waist circumference, hip circumference, and blood 
pressure. Height and weight were measured while the subject 
was barefoot and lightly dressed. The BMI was calculated ac‑
cording to the Quetelet equation. Systolic and diastolic blood 
pressure values (SBP and DBP, respectively) were measured 
on the right arm with the subject in the sitting position, using 
a standard mercury sphygmomanometer. Measurements were 
made before and after completion of the questionnaire, with 
an interval of at least 10 minutes. The mean value of the blood 
pressure readings was considered for analysis. Regarding 
tobacco use, participants were categorized as either smokers 
(i. e. individuals reporting at least one cigarette per day) or 
non-smoker. After a 12h overnight fast, blood was collected 
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aseptically via venipuncture in an EDTA tube for DNA extrac‑
tion and subsequent molecular analysis, and in a heparin tube 
for biochemistry tests.

Metabolic syndrome diagnosis criteria. In this study, we 
have adopted the definition of metabolic syndrome accord‑
ing to the criteria of the NCEP ATP III (National Cholesterol 
Education Program Adult Treatment Panel III) (Alberti et al., 
2005), the metabolic syndrome is diagnosed when a subject 
has three or more of the following risk factors:
   Abdominal obesity: waist circumference > 102/88 cm 

(Men/Women); 
   Triglyceride level ≥ 1.50 g/l (1.69 mmol/l); 
   HDL-cholestérol < 0.40/0.50 g/l (1.04/1.29 mmol/l) (Men/

Women); 
   Blood pressure ≥ 130/85 mmHg;
   Fasting glucose ≥ 1.10 g/l (6.1 mmol/l).

Type 2 diabetes diagnosis criteria. The definition adopted 
in this study is that of the American Diabetes Association 
(ADA) (Gavin, 1998):
1. Fasting plasma glucose ≥ 1.26 g/l (7 mmol/l) twice after 

8 hours of fasting.
2. Occasional blood glucose ≥ 2 g/l (11.1 mmol/l) in the pres‑

ence of symptoms of hyperglycemia (polyuria, polydipsia, 
unexplained weight loss).

3. Diabetics declared under treatment including oral antidia‑
betic and/or insulin.
High blood pressure diagnosis criteria. Hypertension 

(HBP) has been defined according to WHO criteria (Chal-
mers et al., 1999): mean systolic blood pressure greater than 
140 mmHg and/or mean diastolic blood pressure greater than 
90 mmHg and/or self-reported current treatment for hyper-
tension with antihypertensive drugs.

Obesity diagnosis criteria. The body mass index (BMI) 
is calculated according to the Quetelet equation. A subject 
is considered obese if he has a BMI greater than or equal to 
30 kg/m2.

Biochemistry and molecular testing. A multichannel ana‑
lyzer and dedicated kits (Humastar®, HUMAN Diagnostics, 
Wiesbaden, Germany) were used for the colorimetric, enzy‑
matic measurement of cholesterol (kit: monotest cholesterol 
with cholesterol esterase, cholesterol oxidase and peroxidase), 
triglycerides (kit: peridochrom triglyceride with glycerol 
phosphate oxidase and peroxidase) and glucose (kit: glucose, 
glucose oxidase and peroxidase). Plasma LDL-cholesterol 
levels were calculated according to the Friedewald equation. 
High-density lipoprotein cholesterol levels were measured 
after sodium phosphotungstate/magnesium chloride precipi-
tation of chylomicrons and VLDL and LDL-cholesterol and 
then centrifugation. Plasma insulin levels were measured using 
a microparticle enzyme immune assay running on an AxSYM 
analyzer (Abbott Laboratories, Abbott Park, Illinois, USA).

Genomic DNA was extracted from white blood cells by 
using the Stratagene® kit (Agilent Technologies, Les Ulis, 
France), according to the manufacturer’s protocol. Three 
genetic polymorphisms were characterized in this study, 
the Epsilon polymorphism defined by defined by the rs7412 
and rs429358 single nucleotide polymorphisms (SNPs), the 
rs439401 and the rs4420638, genotyping was performed by 
using KASPar technology (KBioscience, Hoddesdon, UK). 
The genotyping success rates ranged from 93 to 96 %. 

Statistical analyses were performed with SAS 9.1 software 
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). The Hardy–Weinberg 
equilibrium was tested using a χ2 test with one degree of free‑
dom (d. f.). Some of the biochemical traits (Fasting Glucose 
levels, Triglycerides and Insulin levels) were not normally 
distributed, we therefore log-transformed these parameters 
to obtain normal data distributions. Intergroup comparisons 
of means were performed with a general linear model, mul‑
tivariate logistic regression analyses were used to calculate 
the odds ratios for MetS, Type 2 Diabetes (T2D), High Blood 
pressure (HBP) and obesity (Obes).The confounding variables 
were age, gender, smoking status and physical activity. After 
Bonferroni correction, only associations with an uncorrected 
p value below 0.017 were considered to be statistically sig‑
nificant.

Results
Characteristics of study subjects. The main anthropometric, 
biochemical and clinical characteristics have been measured, 
the baseline characteristics of the ISOR population study were 
described elsewhere (Houti et al., 2016).

Genotype and allele distributions. The allele and genotype 
distributions of the APOE polymorphisms were described in 
Table 1. There was no evidence of significant deviation from 
Hardy – Weinberg equilibrium in any distributions.

Prevalence of the metabolic syndrome and the main 
cardiometabolic risk factors. These data concerning the 
Oran population are presented in Table 2.

Diabetes mellitus (T2D) was diagnosed in 80 participants 
(10.6 %). The distribution of prevalence by sex shows no 
significant difference ( p = 0.39), it was 11.6 % for men and 
9.7 % for women.

The prevalence of obesity in the general population is 
21.2 %. It affects more women (32.5 %) than men (9 %), with 
a significant difference in the prevalence distribution between 
men and women ( p < 0.0001).

The prevalence of the metabolic syndrome in the Oran 
population is 20 %, the distribution of this pathology is also 
significantly different between the two sexes ( p < 0.0001). 
Indeed, it affects more women (25.9 %) than men (13.7 %).

Hypertension affects 20.3 % of the study population. HBP 
is present in 21.2 % of men and 19.6 % of women, the preva‑
lence distribution in men and women shows no significant 
difference ( p = 0.58).

APOE epsilon polymorphism and cardiometabolic risk. 
No significant association was reported between genotypes of 
APOE epsilon polymorphism and the studied cardiovascular 
risk factors (T2D, Obesity, HBP and MetS status), the p values 
ranged from 0.04 to 0.92 (Table 3).

Polymorphism rs439401 and cardio-metabolic risk. In 
the ISOR study, rs439401 showed a significant association 
with hypertension (HBP). The T allele confers a high risk 
of hypertension with an odds ratio (OR) of 1.46 (95 % CI 
[1.12–1.9], p = 0.006). No associations with T2D, obesity and 
MetS were detected in the ISOR study (see Table 3).

Polymorphism rs4420638 and cardio-metabolic risk. Lo‑
gistic regression analysis showed that the rs4420638 polymor‑
phism was significantly associated with obesity in the general 
population. The G allele provides protection against obesity, 
the resulting OR is 0.48 (95 % CI [0.29–0.79], p = 0.004) 
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(see Table 3). No effects of rs4420638 polymorphism on T2D, 
MetS, and HBP were detected in the ISOR study.

The associations described for rs439401 and rs4420638 
remained significant even after adjusting for the APOE epsilon 
polymorphism.

Discussion
To our knowledge, this is the first study that evaluates the as‑
sociation of APOE gene polymorphisms (epsilon, rs439401 
and rs4420638), with the risk of MetS and the main cardio‑
metabolic risk factors, within the Algerian population.

We found no association between the three polymorphisms 
of the APOE gene and the metabolic syndrome in the Algerian 
population. However, some components of the metabolic 
syndrome considered as a cardiometabolic risk factors were 
significantly associated with APOE gene polymorphisms.

The logistic regression results showed that the ε2 allele 
increases the risk of obesity by 88 % in the ISOR study. Simi‑
lar results were observed in a study among the population of 
Croatia’s Roma minority (Zeljko et al., 2011).

It is possible that gene-nutrition interactions are responsible 
for the observed association between the ε2 allele and obesity. 
Indeed, changes in eating habits during the last decade would 
be responsible for increasing the prevalence of obesity, inter‑
acting with the ε2 allele (Boer et al., 1997; Talmud, 2007).

The polymorphisms rs439401 and rs4420638 have been 
associated in some of GWAS-type studies with changes in 
plasma lipid concentrations (Kathiresan et al., 2008; Aulchen‑
ko et al., 2009; Teslovich et al., 2010), but few studies have 
investigated the impact of these polymorphisms on metabolic 
and cardiovascular traits.

Our results on the Oran population, report for the first time, 
that the T allele of the rs439401 polymorphism increases the 
risk of arterial hypertension (OR 1.46, 95 % CI [1.12–1.90], 
p = 0.006). No similar results were reported. In the litera‑
ture, the T allele of rs439401 is significantly associated with 
changes in BMI, insulin concentration, waist circumference, 
and triglyceride concentration. The TT genotype is positively 
associated with an increase in the values of these parameters 
only in psychologically stressed individuals (Kring et al., 
2010). Our results are perhaps indicative of a state of stress of 
the population, resulting from the changes made in the Alge‑
rian population during the last two decades, particularly with 

Table 1. Genotype and allele frequencies  
of epsilon polymorphism, rs439401 and rs4420638  
in case and control groups

Parameter MetS Non MetS

Epsilon Genotype frequency, N(%)

ε2/ε2 1(0.7) 5(0.9)

ε2/ε3 14(9.7) 43(7.4)

ε2/ε4 0 3(0.5)

ε3/ε3 109(75.7) 457(78.8)

ε3/ε4 16(11.1) 66(11.4)

ε4/ε4 4(2.8) 6(1)

TOTAL 144(100) 580(100)

pEH-W 0.77 0.68

 Allele frequency, %

ε2 5.5 4.8

ε3 86.1 88.2

ε4 8.4 7

rs439401 Genotype frequency, N(%)

CC 56(38.6) 228(39.1)

CT 65(44.8) 265(45.2)

TT 24(16.6) 90(15.4)

TOTAL 145(100) 583(100)

pEH-W 0.48 0.79

Allele frequency, %

C 61 62

T 39 38

rs4420638 Genotype frequency, N(%)

AA 117(79.6) 473(79.1)

AG 27(18.4) 118(19.7)

GG 3(2) 7(1.2)

TOTAL 147(100) 598(100)

pEH-W 0.90 0.14

Allele frequency, %

A 88.8 89

G 11.2 11

Note: H-W, Hardy – Weinberg equilibrium.

Table 2. Prevalence of the metabolic syndrome and its components in the ISOR population

Parameter  All (n = 787) Men (n = 378) Women (n = 409) p

n % n % n %

Abdominal adiposity 233 30.1 45 12.1 188 46.8 <.0001

High triglycerides 103 13.3 62 16.7 41 10.2 0.63

Low HDL-Cholesterol 342 44.2 99 26.6 243 60.4 <.0001

High fasting glucose 161 20.8 88 23.7 73 18.2 0.47

T2D 80 10.6 42 11.6 38 9.7 0.39

Obesity 167 21.2 34 9.0 133 32.5 <.0001

MetS 155 20.0 51 13.7 104 25.9 <.0001

HBP 160 20.3 80 21.2 80 19.6 0.58

Note:  T2D, Type 2 Diabetes; MetS, Metabolic Syndrome; HBP, High Blood Pressure.
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are associated with obesity and high blood pressure
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the security crisis in the country. These hypotheses require 
investigations on a larger sample and in which, the stress level 
must be measured accurately.

The G allele of rs4420638 seems to confer a protective ef‑
fect against obesity (OR 0.48, 95 % CI [0.29–0.79], p = 0.004), 
no study was interested in measuring association between 
rs4420638 polymorphism and obesity previously. No asso‑
ciation was reported for the rs4420638 with MetS, T2D and 
HBP similar results were observed in Tunisian population 
(Elouej et al., 2016).

The fact that rs4420638 has low linkage disequilibrium 
with the epsilon polymorphism in our population gives it 
an advantage over European populations, where these two 
polymorphisms are in strong linkage disequilibrium (Boule-
nouar et al., 2013). Thus, the study of the impact of rs4420638 
would be independent of the effect of epsilon polymorphism, 
which makes our population very interesting from a genetic 
point of view for association analyzes involving rs4420638 
polymorphism.

Conclusion
Although APOE variants were not associated with the risk 
of MetS, the APOE polymorphism alleles were associated 
with some of the metabolic parameters in Algerian subjects. 
The relation of APOE rs439401 alleles with a HBP seems 
been perhaps indicative of a state of stress of the population. 
These hypotheses require in the future investigations on a 
larger sample and in which, the stress level must be measured 
accurately.

The interaction gene-nutrition must be investigated, in the 
future; indeed, Algerian population known many changes in 
eating habits during the last decade, which would be respon‑
sible for increasing prevalence of obesity in our population 
and which can influence the effect of APOE polymorphism 
on the studied parameters.
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Предсказание функций некоторых пероксидаз  
Arabidopsis thaliana L. на основе биоинформатического поиска
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Пероксидазы класса III являются распространенными в разных группах организмов ферментами, участвуют 
в биосинтезе лигнина, защите растений от патогенов и абиотических стрессоров. Пероксидазы имеют мно-
жество изоформ, роль которых в клеточных процессах не всегда ясна. В работе проанализированы амино-
кислотные последовательности референсных пероксидаз с известными функциями и пероксидаз Arabidopsis 
thaliana L., функции которых неясны, выдвинуто предположение о роли последних в биосинтезе лигнина. 
Проведен биоинформатический анализ информации о структурно-функциональной организации перокси-
даз из открытых интернет-источников. Было выбрано семь референсных пероксидаз из травянистых и дре-
весных растений четырех видов (Zinnia sp., Armoracia rusticana P.G. Gaertn., Lycopersicon esculentum L. и Populus 
alba L.), для которых показано их участие в лигнификации клеточной стенки. С помощью сервиса BLAST были 
отобраны 24 аминокислотные последовательности гомологичных пероксидаз из A. thaliana. Для каждого 
фермента рассчитаны молекулярная масса и изоэлектрическая точка. Построены множественные выравни-
вания аминокислотных последовательностей и проведен филогенетический анализ. Для семи пероксидаз A. 
thaliana выявлены сайты связывания с субстратом (синаповый, пара-кумаровый и конифериловый спирты), 
их принадлежность к группам S- или G-пероксидаз. Проанализированы аминокислотные замены в первич-
ной структуре белка. Пероксидазы A. thaliana кластеризуются с референсными пероксидазами и образуют 
шесть групп на филогенетическом дереве, три из которых образованы исключительно пероксидазами A. 
thaliana. Пероксидазы, объединенные в общий кластер, характеризуются близким значением молекулярной 
массы и величиной изоэлектрической точки, имеют общую локализацию экспрессии и выполняют схожие 
функции. Таким образом, использование биоинформатических методов, анализ литературы и материалов в 
базах данных позволили предположить не известные ранее функции для некоторых пероксидаз A. thaliana, 
относящихся к классу III. Показано, что пероксидаза AtPrx39 обладает сродством к окислению синапового 
спирта; AtPrx54 – к окислению пара-кумарового и кониферилового спиртов, и, предположительно, они могут 
участвовать в биосинтезе лигнина.
Ключевые слова: пероксидаза; лигнификация; Arabidopsis thaliana L.; биоинформатика; множественные 
 выравнивания.
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Prediction of some peroxidase functions  
in Arabidopsis thaliana L. by bioinformatic search
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Peroxidases of class III are common in various organisms. They are involved in lignin biosynthesis and plant protec-
tion against stressors. Peroxidases are presented in many isoforms, whose role is not always clear. The aim of this 
study is to analyze the amino acid sequences of reference peroxidases with known functions and peroxidases from 
Arabidopsis thaliana L. whose functions are unknown and to consider their putative roles in lignin biosynthesis. The 
structural and functional organization of peroxidases was analyzed by bioinformatical methods applied to open 
Internet sources. Seven reference peroxidases were chosen from four plant species: Zinnia sp., Armoracia rusticana 
P.G. Gaertn., Lycopersicon esculentum L. and Populus alba L. Twenty-four amino acid sequences of homologous per-
oxidases from A. thaliana were selected for the analyses with the BLAST service. Their molecular weights and iso-
electric points were calculated. Multiple alignments of amino acid sequences and phylogenetic analysis were done. 
Sites of binding to monolignol substrates were identified in seven peroxidases from A. thaliana, and the enzymes 
were assigned to the groups of S- or G- peroxidases. Amino acid replacements in the primary structures of per-
oxidases were analyzed. Peroxidases from A. thaliana were clustered with reference peroxidases. They formed six 
clusters on the phylogenetic tree, three of which contained only A. thaliana peroxidases. Peroxidases within each 
cluster had similar molecular weights and isoelectric points, common localization of expression, and similar func-
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tions. Thus, the use of bioinformatics, databases, and published data bring us to assumptions as to the functions of 
several A. thaliana class III peroxidases. AtPrx39 peroxidase was shown to be affine to sinapyl alcohol; AtPrx54, to 
p-coumaryl and coniferyl alcohols. They are likely to participate in lignin biosynthesis.
Key words: peroxidase; lignification; Arabidopsis thaliana L.; bioinformatics; multiple alignments.
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Введение
Пероксидазы – ферменты, катализирующие окисление 
суб страта в присутствии перекиси водорода. Суперсемей‑
ство «растительных» пероксидаз (включает пероксидазы 
растений, грибов и бактерий) делится на три класса на 
основе их структурных и каталитических свойств. Пред‑
ставители всех трех классов содержат 10 гомологичных 
α-спиралей. Ферменты I и II клас сов имеют одну специ-
фичную α-спираль, тогда как пероксидазы III класса – три 
специфичные α-спирали (Hiraga et al., 2001).

В живых организмах содержится большое количество 
изоформ пероксидаз, идентичность аминокислотных по‑
следовательностей которых составляет менее 20 %. Высо‑
ким уровнем гомологии характеризуются пять аминокис‑
лотных позиций, необходимых для фолдинга α-спиралей, 
сборки субъединиц и проявления каталитических свойств 
ферментов (Hiraga et al., 2001).

Высшие растения содержат пероксидазы I и III клас-
сов, которые отличаются по структуре, функциям и ло‑
кализации в растительной клетке. Аскорбат-пероксидаза 
(КФ 1.11.1.11) и глутатион-пероксидаза (КФ 1.11.1.9) при-
надлежат к I классу и содержатся в хлоропластах, пер-
оксисомах и цитоплазме. Пероксидазы I класса отлича‑
ются высокой специфичностью к окисляемому субстрату. 
Пероксидазы III класса окисляют различные субстраты. 
К III классу пероксидаз (КФ 1.11.1.7) относятся фермен‑
ты, которые локализуются в вакуолях, секретируются в 
апопласт. Растительные пероксидазы III класса кодируют-
ся большим семейством генов (73 идентифицированы в 
Arabidopsis thaliana L., 138 – в Oryza sativa L.) (Welinder et 
al., 2002; Passardi et al., 2004a). Пероксидазы III класса вы‑
ступают в качестве компонентов антиоксидантной систе‑
мы растений, при этом способны образовывать активные 
формы кислорода (Passardi et al., 2004a). Двойственная 
функция пероксидаз позволяет им принимать участие во 
многих физиологических процессах: защите от патогенов 
(Passardi et al., 2004b), заживлении раневых поверхностей, 
катаболизме ауксина и антоцианов, метаболизме порфи‑
рина (Cosio, Dunand, 2009; Jovanovic et al., 2018).

Апопластные пероксидазы участвуют в биосинтезе 
ком понентов клеточной стенки – лигнина и суберина. Лиг-
нин – ароматический гетерополимер фенольной приро ды 
с неупорядоченной структурой, ковалентно связанный с 
полисахаридами вторичной клеточной стенки и обеспе-
чивающий ее прочность и гидрофобность. Состав лигнина 
и его содержание изменяются в ходе онтогенеза растений 
(Boerjan et al., 2003), а также в ответ на действие стрессо‑
вых факторов (Liu et al., 2018).

В образовании предшественников лигнина – радикалов 
пара-кумарового, кониферилового и синапового спиртов – 
участвуют пероксидазы и лакказы. Лакказы (КФ 1.10.3.2) 

катализируют образование гваяколовых (G) единиц, тогда 
как пероксидазы участвуют в генерации сиринголовых (S),  
пара-гидроксифениловых (H) и гваяколовых единиц лиг‑
нина (Berthet et al., 2012). 

Несмотря на большое число работ по исследованию пе‑
роксидаз III класса, лишь для некоторых изоформ показа‑
но участие в биосинтезе лигнина на примере травянистых 
(Zinnia sp., Armoracia rusticana P.G. Gaertn., Lycopersicon 
esculentum L.) и древесных растений (Populus alba L.) 
(Quiroga et al., 2000; Aoyama et al., 2002; Sasaki et al., 2004; 
Sato et al., 2006; Marjamaa et al., 2009). Как правило, они 
способны окислять три монолигнола, однако в условиях 
in vitro большинство изоформ окисляет конифериловый и 
пара-кумаровый спирты и только некоторые используют 
синаповый спирт в качестве субстрата (Barcelo et al., 2007).

Хорошо изучены структуры пероксидаз ZePrx34, ZPO-C,  
CWPO-C, HRP, HRP-A2A, HRP-C1C и TPX1, которые 
можно считать референсными (Quiroga et al., 2000; Aoya-
ma et al., 2002; Sasaki et al., 2004; Gabaldon et al., 2005; 
Sato et al., 2006). Интерес к пероксидазам обусловлен их 
ролью в формировании устойчивости растений к окисли‑
тельному стрессу, вызванному как абиотическими, так и 
биотическими факторами, а также участии в процессах 
биосинтеза лигнина и роста растений. Биоинформатиче‑
ский анализ пероксидаз с неизвестными функциями имеет 
фундаментальное (установление функций ферментов) и 
прикладное (получение генетических конструкций для 
создания устойчивых растений или растений с модифици‑
рованной клеточной стенкой) значение. Цель настоящей 
работы – анализ функций пероксидаз A. thaliana на основе 
гомологии с аминокислотными последовательностями 
референсных пероксидаз растений, для которых известно 
участие в процессе лигнификации клеточной стенки.

Материалы и методы
Поиск аминокислотных последовательностей пероксидаз 
растений Zinnia elegans Jacq. (ZePrx34.70, идентифика‑
тор в NCBI – Q4W1I8.1), Zinnia violacea Cav. (ZPO-C, 
BAD93164.1), P. alba (CWPO-C, BAE16616.1), A. rusticana 
(HRP, CCJ34837.1; HRP-A2A, CCJ34825.1; HRP-C1C, 
P15233.1) и L. esculentum (TPX1, NP_001289850.1) осу‑
ществляли в базе данных Protein NCBI (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/protein/). Сравнение с аминокислотными по-
следовательностями белков A. thaliana проводили с по‑
мощью инструмента Protein BLAST (https://blast.ncbi.nlm. 
nih.gov). Параметры поиска: база данных – model or ga nism 
(landmark), организм – A. thaliana (taxid:3702), алгоритм 
PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST). Была сфор-
мирована библиотека (Приложение 1)1 из 24 аминокислот‑
1 Приложения 1–3 см. по адресу: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2019-23/appx11.pdf

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2019-23/appx11.pdf
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ных последовательностей пероксидаз A. thaliana с высо‑
ким уровнем гомологии с референсными пероксидазами 
(E-value меньше, чем 1e–80). С использованием on-line 
программы EMBOSS Pepstats (https://www.ebi.ac.uk/Tools/
seqstats/emboss_pepstats/) были вычислены молекулярная 
масса и изоэлектрическая точка белков.

Филогенетическое дерево аминокислотных последо‑
вательностей строили по алгоритму присоединения со‑
седа (Sanou, Nei, 1981) с использованием метода расчета 
p-дистанций (Nei, Kumar, 2000) в программе MEGA 7 с 
бутстреп-анализом 1000 повторов (Kumar et al., 2016).

Информацию о локализации экспрессии генов перок‑
сидаз A. thaliana на разных стадиях развития получали из 
базы данных The Bio-Array Resource for Plant Func tional 
Genomics (http://bar.utoronto.ca). Функции пероксидаз 
анализировали на основе информации, размещенной 
в базе данных Arabidopsis Information Resource (www.
arabidopsis.org), по идентификатору гена в TAIR. Обсуж‑
дали информацию из раздела Annotations, GO Biological 
Process об участии пероксидаз в стрессовых реакциях, 
росте и лигнификации клеточной стенки. Выравнивания 
аминокислотных последовательностей строили с исполь‑
зованием алгоритма CLUSTAL multiple sequence align-
ment by MUSCLE 3.8 (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/). 
Были определены высоко- и полуконсервативные участ-
ки, струк турные мотивы.

Результаты 
В процессе биоинформатического поиска с использова-
нием программы Protein BLAST было выявлено, что пер-
оксидазы растений Z. elegans (ZePrx34.70, ZPO-C), P. alba 
(CWPO-C), A. rusticana (HRP, HRP-A2A, HRP-C1C) и 
L. esculentum L. (TPX1) имеют высокий уровень гомологии 
с 24 пероксидазами A. thaliana. Для этих ферментов были 
вычислены молекулярные массы и значения изоэлектри‑
ческих точек (табл. 1).

У A. thaliana при сравнении с референсными белками 
были обнаружены пероксидазы, отличающиеся по вели‑
чине изоэлектрической точки (pI) и молекулярной массе. 
Так, значение pI пероксидазы AtPrx36 лежит в кислом 
диапазоне pH по сравнению с ZePrx34.70, белок имеет 
большую молекулярную массу (38.24 против 34.24 кДа 
соответственно). Пероксидаза AtPrx13 характеризуется 
кислым значением pI (4.74), тогда как у HRP эта величина 
составляет 8.35. Значения pI пероксидаз AtPrx32, 37 и 23 
находятся в диапазоне величин pH 6.62–7.97, молекуляр‑
ная масса варьирует от 38.10 до 38.85 кДа, тогда как pI 
и молекулярная масса белка HRP_A2A составляет 4.62 и 
35.03 кДа соответственно.

Вероятно, пероксидазы A. thaliana, отличающиеся от 
референсных ферментов по величине pI и молекулярной 
массе, должны различаться по сродству к субстрату и вы-
полняемым в растениях функциям. Известно, что основ-
ные пероксидазы (изоэлектрическая точка > 7.0) способ - 
ны окислять пара-кумаровый, конифериловый и сина-
по вый спирты (Kukavica et al., 2012), тогда как кислые 
пер оксидазы (изоэлектрическая точка < 7.0) имеют низ-
кое сродство к окислению синапового спирта (Barcelo et 
al., 2004). Поэтому роль основных и кислых пероксидаз 
в лигнификации клеточной стенки может быть не‑

одинаковой. В настоящее время описаны растительные 
пероксидазы, имеющие высокое сродство к окислению 
кониферилового спирта (CWPO-A, HRP-C1C и AtPrx53) 
либо синапового спирта (CWPO-C из P. alba, ZePrx из 
Z. elegans, AtPrx4). 

Филогенетическое дерево, построенное на основании 
выравнивания аминокислотных последовательностей, 
показано на рисунке. Референсные пероксидазы и фер‑
менты A. thaliana образуют шесть кластеров. Первый 
представлен пероксидазами HPR-C1C, AtPrx33, 34 и 32 с 
высоким значением бутстреп-поддержки: 72–100 %. Во 
второй кластер объединяются пероксидазы, гомологич‑
ные HRP_A2A: AtPrx2 и 54 (бутстреп-поддержка 100 %). 
Пероксидазы AtPrx52 и 4, гомологичные ZePrx34.70, фор‑
мируют третий кластер с бутстреп-поддержкой 98–99 %. 
Пероксидазы AtPrx47, 64 и 66 образуют четвертый кла‑
стер вместе с пероксидазой ZPO-C (бутстреп-поддержка 
92–100 %). Пятый кластер на филогенетическом дереве 
объединяет пероксидазы TPX1 и AtPrx3 и 39 с бутстреп-
поддержкой 100 %. Шестой кластер состоит из пероксидаз 
HRP, CWPO-С, AtPrx71, 62 и 69 со значением бутстреп-
поддержки 72–100 %.

Отдельные кластеры на филогенетическом дереве об‑
разуют пероксидазы A. thaliana: AtPrx38 и AtPrx37 (кла‑
стер А), AtPrx22 и AtPrx23 (кластер В), AtPrx36 и AtPrx72 
(кластер С) с бутстреп-поддержкой 100 %.

С использованием материалов базы данных BAR и 
TAIR были проанализированы функции и локализация 
экспрессии пероксидаз, объединенных в кластеры 1–6 
на филогенетическом дереве (табл. 2). В табл. 2 не вклю‑
чены кластеры А, B и С, образованные гомологичными 
белками A. thaliana.

Среди анализируемых пероксидаз A. thaliana есть бел-
ки, функции которых изучены в мутантах с нокаутиро‑
ванными генами и трансгенных растениях. Согласно экс‑
периментальным исследованиям, пероксидаза HRP- C1C 
из A. rusticana наиболее эффективно окисляет конифе‑
риловый спирт в условиях in vitro (Sasaki et al., 2004). 
Гомологичные HRP-C1C пероксидазы AtPrx33 и AtPrx34 
вовлечены в процессы роста корней и элонгации клеток 
(Irshad et al., 2008) и развитие окислительного взрыва 
при проникновении патогенов в клетку (Bindschedler et 
al., 2006). Пероксидаза AtPrx32 участвует в элонгации 
клеток (Irshad et al., 2008). Таким образом, для пероксидаз 
кластера 1 нет данных об их участии в лигнификации 
кле точных стенок. 

Очищенная пероксидаза HRP_A2A из A. rusticana имеет 
высокое сродство к окислению гваякола in vitro (Krainer et 
al., 2014). По материалам базы данных BAR, гены AtPRX2 
и AtPRX54 экспрессируются в корнях и гипокотиле про‑
ростка и корнях ювенильного растения (см. табл. 2). 
Мутанты A. thaliana atprx2 характеризуются снижением 
общего содержания лигнина и изменением его состава, 
уменьшением массы растения (Shigeto et al., 2013). 

Изоформа пероксидазы ZePrx34.70 из Z. elegans ката-
лизирует окисление синапового спирта, экспрессируется 
в корнях и гипокотиле, предположительно, участвует в 
лигнификации (Gabaldon et al., 2005). Среди анализи‑
руемых пероксидаз гомологом ZePrx34.70 в A. thaliana 
являются AtPrx4 и AtPrx52, что согласуется с ранее опуб-

https://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_pepstats/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_pepstats/
file:///D:/%d0%92%d0%9e%d0%93%d0%98%d0%a1/2019_5/ 
file:///D:/%d0%92%d0%9e%d0%93%d0%98%d0%a1/2019_5/ 
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Таблица 1. Аннотация пероксидаз III класса A. thaliana с высоким уровнем гомологии (параметры Score и E-value)  
к референсным пероксидазам. Указаны идентификаторы из баз данных TAIR и NCBI, изоэлектрическая точка  
и молекулярная масса

Референсная пероксидаза,  
вид растения, ID белка,  
изоэлектрическая точка,  
молекулярная масса, кДа 

Пероксидаза A. thaliana,  
ID белка,  
изоэлектрическая точка,  
молекулярная масса, кДа

Идентификатор 
гена в TAIR

Score E-value

ZePrx34.70, Zinnia elegans
Q4W1I8.1
8.22
34.24

AtPrx4
NP_172906.1
7.74
34.41

AT1G14540 342 1e–117

AtPrx52
NP_196153.1
8.30
34.21

AT5G05340 327 3e–111

AtPrx36
NP_190668.2
4.66
38.24

AT3G50990 262 1e–85

ZPO-C, Zinnia violacea
BAD93164.1
8.64
34.79

AtPrx66
NP_200002.3
9.76
35.56

AT5G51890 452 5e–161

AtPrx64
NP_199033.1
9.04
34.71

AT5G42180 328 5e–112

AtPrx47
NP_001320124.1
8.29
35.97

AT4G33420 283 2e–94

CWPO-C, Populus alba
BAE16616.1
8.30
34.63

AtPrx71
NP_201217.1
8.18
34.89

AT5G64120 425 8e–150

AtPrx25
NP_181679.4
7.53
35.89

AT2G41480 417 6e–147

TPX1, Lycopersicon esculentum
NP_001289850.1
7.51
35.99

AtPrx3
NP_172018.1
8.41
34.91

At1G05260 449 2e–159

AtPrx39
NP_192868.1
6.92
35.60

AT4G11290 430 9e–152

AtPrx72
NP_201440.1
8.47
37.43

AT5G66390 261 3e–85

HRP, Armoracia rusticana
CCJ34837.1
8.35
34.79

AtPrx62
NP_198774.1
8.42
34.13

AT5G39580 459 2e–163

AtPrx69
NP_201215.1
9.71
35.68

AT5G64100 326 8e–111

AtPrx13 
NP_177835.3
4.74
34.76

AT1G77100 278 3e–92
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Окончание табл. 1

Референсная пероксидаза,  
вид растения, ID белка,  
изоэлектрическая точка,  
молекулярная масса, кДа 

Пероксидаза A. thaliana,  
ID белка,  
изоэлектрическая точка,  
молекулярная масса, кДа

Идентификатор 
гена в TAIR

Score E-value

HRP_A2A, Armoracia rusticana
CCJ34825.1
4.62
35.03

AtPrx2 
NP_196290.1
4.52
34.99

AT5G06720 635 0.0

AtPrx54 
NP_196291.1
4.27
37.29

AT5G06730 578 0.0

AtPrx22 
NP_181372.1
5.76
38.11

AT2G38380 380 1e–131

AtPrx58 
NP_197488.1
4.92
35.43

AT5G19880 363 2e–125

AtPrx37 
OAP01113.1
7.85
38.20

AT4G09970 357 8e–123

AtPrx23 
NP_181373.1
7.97
38.10

AT2G38390 356 3e–122

AtPrx32
 NP_850652.1
6.62
38.85

AT3G32980 354 2e–121

HPR-C1C, Armoracia rusticana
P15233.1
6.62
36.54

AtPrx33 
NP_190480.1
6.80
38.94

AT3G49110 629 0.0

AtPrx34 
NP_190481.1
7.56
38.83

AT3G49120 624 0.0

AtPrx38 
NP_192618.1
7.57
38.09

AT4G08780 526 0.0

ликованными исследованиями (Herrero et al., 2013a). 
Согласно исследованиям (Fernandez-Pereza et al., 2015), 
ген AtPrx4 экспрессируется в корнях, стеблях и листьях, 
влияет на рост растений на длинном дне, а продукт его 
экспрессии участвует в полимеризации сирингола.

Очищенная пероксидаза ZPO-C из Z. violacea в услови‑
ях in vitro использует в качестве субстрата как синаповый, 
так и конифериловый спирт (Sato et al., 2006). Гомологич‑
ная ей пероксидаза AtPrx66 участвует в процессах лигни‑
фикации клеточной стенки формирующихся сосудов (Sato 
et al., 2006). Показано, что близкий ей гомолог AtPrx64 
также играет роль в лигнификации ксилемы (Yokoyama, 
Nishitani, 2006).

Ген основной пероксидазы TPX1 L. esculentum специ-
фически экспрессируется в корнях и сосудах ксилемы, а 

кодируемый им фермент задействован в процессах лигни‑
фикации и суберинизации (Quiroga et al., 2000). В транс‑
генных растениях L. esculentum со сверхэкспрессией TPX1 
показано увеличение содержания лигнина (Mansouri et 
al., 1999). Гомологичная ей пероксидаза AtPrx3 участвует 
в лигнификации (см. табл. 2). Транскрипты катионной 
пероксидазы AtPrx3 были обнаружены в проростках и 
корнях, показана их роль в стрессовой реакции растений 
при засолении и засухе (Llorente et al., 2002). Роль пер-
оксидазы AtPrx39 в процессе лигнификации клеточной 
стенки не изучена. Однако ген AtPRX39 экспрессируется 
в зоне проведения корня и влияет на развитие корневой 
системы (Tsukagoshi et al., 2010). 

Пероксидаза CWPO-C из P. alba является катионной 
изоформой фермента с высоким сродством к полимериза‑
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ции синапового спирта в условиях in vitro (Aoyama et al., 
2002). HRP – катионная изоформа с высоким сродством 
к полимеризации кониферилового спирта. Показано, что 
изоферменты пероксидаз, такие как HRP и CWPO-С, 
могут катализировать одноэлектронное окисление сина‑
пового спирта с использованием кониферилового спирта 
в качестве радикального медиатора (Aoyama et al., 2002). 

Наиболее близкий гомолог HRP в A. thaliana – перокси-
да за AtPrx71. Показано ее участие в образовании вторич-
ной ксилемы (Yokoyama, Nishitani, 2006) и ответе на воз-
действие биотических факторов (Chassot et al., 2007). 
Экспрессия пероксидазы AtPrx62 увеличивается в ответ 
на действие ионов тяжелых металлов и фитопатогенов 
(Co sio, Dunand, 2009).

Гены, кодирующие пероксидазы AtPrx32 и 37, экс‑
прессируются в корне и гипокотиле, вовлечены в про‑
цессы лигнификации (см. табл. 2). Избыточная экспрессия 
AtPRX37 в трансгенных растениях A. thaliana снижает 
темпы роста растений, влияет на развитие ксилемы и в 
итоге приводит к образованию карликового фенотипа. 
Возможно, пероксидаза AtPrx37 участвует в регуляции 
роста растений через процесс лиг нификации клеточной 
стенки (Pedreira et al., 2011). Пер оксидазы AtPrx72 и 36 
отличаются по локализации в тка нях растений и выполня‑
емым функциям. Ген AtPRX72 экспрессируется в корнях 
и стеблях (Valerio et al., 2004), а ген AtPRX36 – в гипоко‑
тиле, принимает участие в элонгации клеток (Irshad et al., 
2008), а также в эндосперме и семенной кожуре (Kunieda 
et al., 2013). Анализ мутан тов A. thaliana по гену AtPRX72 
показал снижение содержания лигнина, уменьшение ко-  
личества сиринголовых мо нолигнолов. Кроме того, мутан‑
ты характеризовались мед ленным ростом, уменьшением 
диаметра розетки, количества побегов и листьев (Herrero 
et al., 2013b). Таким об разом, ряд пероксидаз, объединен‑
ных в кластеры 2–6, обладает способностью к окислению 
монолигнолов и может участвовать в лигнификации 
клеточных стенок.

Мы предполагаем, что пероксидазы, объединенные в 
один кластер на филогенетическом дереве, преимуще‑
ственно экспрессируются в одних и тех же органах рас‑
тений, выполняют сходные функции (см. табл. 2). Среди 
пероксидаз наименее изучены с точки зрения их роли в 
физиологических процессах AtPrx54 и 39. По результатам 
анализа данных пероксидаза AtPrx54 выполняет схожие 
функции с AtPrx2 – участвует в лигнификации, росте и 
ответе на неблагоприятные абиотические условия. Пер-
оксидаза AtPrx39 также вовлечена в процесс лигнифика‑
ции и работу антиоксидантных систем при биотическом 
и абиотическом стрессах. В соответствии с представле‑
ниями об эволюционном происхождении белков (Gabal‑
don, Koonin, 2013), вероятным представляется участие 
пероксидаз AtPrx54 и 39 в процессах лигнификации 
клеточной стенки, поскольку они являются ортологами 
HRPA2A и TPX1 соответственно. Пероксидазы AtPrx69 
и 62, объединенные в общий кластер с пероксидазой 
AtPrx71, вероятно, также могут участвовать в лигнифи‑
кации клеточной стенки. 

Функции гомологичных белков могут быть определены 
исходя из их доменной структуры, сайтов связывания с 
субстратом. Предварительно было сделано множествен‑
ное выравнивание аминокислотных последовательностей 
(данные не представлены), куда включили референсные 
ферменты и пероксидазы A. thaliana, объединенные в об‑
щий кластер (кластеры 1–6 на филогенетическом дереве, 
см. рисунок). Было показано, что пероксидаза AtPrx54 
имеет структуры, схожие с AtPrx4 и HRP_A2A, а перокси‑
даза AtPrx39 высокогомологична белкам TPX1, CWPO-C 
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Филогенетическое дерево пероксидаз A. thaliana, построенное с по-
мощью метода соединения соседей (Sanou, Nei, 1981).
Показано оптимальное дерево с суммой длин ветви 5.06962574, бутстреп-
оценка составляет 1000 повторов. Эволюционные расстояния рассчитаны 
с использованием метода p-расстояния (Nei, Kumar, 2000). Филогенетиче-
ский анализ проведен в MEGA7 (Kumar et al., 2016). Номера доступа из 
базы данных The Protein NCBI для аминокислотных последовательностей 
указаны в табл. 1, последовательности приведены в Приложении 1. Кла-
стеры 1–6 объединяют референсные пероксидазы и ферменты A. thaliana, 
кластеры A, B и C – исключительно пероксидазы A. thaliana. 
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и HRP. Затем были определены высококонсервативные 
и полуконсервативные участки, структурные мотивы, 
характерные для анализируемых пероксидаз III класса 
(см. Приложения 2 и 3).

Таким образом, пероксидазы отличаются структурны-
ми мотивами и, соответственно, сродством к окисляемым 
субстратам. Структурные мотивы, на основании ко торых 
можно судить о способности к полимеризации G-мо но-
лигнолов, – V78, 95-VSCSD, S98, 105-SEA, F185, N281. 
Для S-пероксидаз характерны отличные от G-перокси даз 
участки: I80, 95-VSCAD, A98, 105-ARD, Y178, K268. Мо‑
тив 95-VSCAD определяет способность пероксидаз к по‑
лимеризации как сирингалдазина, так и синапового спир- 
 та (Barcelo et al., 2007). Кроме того, на сродство перокси‑
дазы к субстрату влияют гидрофобные взаимодействия 
между субстратом и ферментом, в которые вовлечены 
аминокислоты в положении P69, I138, P139, S140, R175 и 
V178 (Barcelo et al., 2007). Исследования структуры перок‑
сидазы ATP A2 из A. thaliana показали, что гидрофобные 
взаимодействия между атомами синапового спирта и 
остатками аминокислот белка в положении I138 и P139 
не позволяют ферменту использовать синаповый спирт в 
качестве субстрата (Ostergaard et al., 2000).

Из анализируемых аминокислотных последователь‑
ностей к G-пероксидазам можно отнести AtPrx2 и 54, 
HRP_A2A. Для них характерны структурные мотивы 
V78, 95-VSCSD, S98, 105-SEA, F186, N281. Гидрофобные 
свойства в сайте связывания с субстратом обеспечиваются 
за счет аминокислотных замен с гидрофобными свой‑
ствами: пролина на аланин в положении 96, изолейцина 
на лейцин в положении 138, изолейцина на фенилаланин 
в положении 142. Замены в сайтах с гидрофильными 
аминокислотами (глицин на пролин в положении 68, изо‑
лейцин на лейцин в положении 138, аргинин на глутамин 
в положении 175, глицин на валин в положении 177, валин 
на треонин в положении 178) не изменили свойства сай‑
тов связывания субстратов. Гидрофобный мотив 138-IPS 
определяет конформацию белка и гидрофобность сайта 
связывания с субстратом. Таким образом, пероксидаза 
AtPrx54 характеризуется наличием сайтов, обеспечиваю-
щих способность к полимеризации пара-кумарового и 
кониферилового спиртов.

К S-пероксидазам относятся референсные ферменты 
CWPO-C, TPX1, HPR, а также AtPrx3, 39, 62, 69 и 71 из 
A. thaliana. Их каталитические свойства определяются 
мотивами I78, 92-VSCAD, A96, 103-ARD, Y182, K282. 

Таблица 2. Функции пероксидаз III класса A. thaliana 

Кластер Пероксидаза Функция Локализация экспрессии

1
Гомологи HRP-C1C

AtPrx33 Растяжение клеток,  
биотический стресс

Корень, гипокотиль, 2-е междоузлие, листья,  
цветок в 15-й стадии, чашелистики

AtPrx34 Растяжение клеток,  
биотический и абиотический стрессы

Корень, гипокотиль, 2-е междоузлие, листья,  
цветок в 15-й стадии, чашелистики

AtPrx32 Растяжение клеток Корень на стадии однодневного проростка 

2
Гомологи HRP A2A

AtPrx54 Нет данных Корень, гипокотиль 

AtPrx2 Лигнификация,
растяжение клеток,
абиотический стресс

Корень, гипокотиль, 1-й узел, плодолистики,  
чашелистики, тычинка

3
Гомологи ZePrx34.70

AtPrx52 Лигнификация,
абиотический и биотический стрессы

Цветки, чашелистики

AtPrx4 Лигнификация,
растяжение клеток

Корень, семядоли, гипокотиль, 2-е междоузлие, листья, 
цветки на стадии развития 10–15, чашелистики, пестик

4
Гомологи ZPO-C

AtPrx47 Лигнификация Корень, лепесток, цветки в стадии развития 15

AtPrx64 Лигнификация,
абиотический стресс

Семена, 1-й узел, 2-е междоузлие

AtPrx66 Лигнификация Листья, семена на 3–4-й стадии, чашелистики,  
лепесток, пестик

5 
Гомологи TPX1

AtPrx3 Лигнификация,
абиотический и биотический стрессы

Корень, гипокотиль, семена на стадии 4–7

AtPrx39 Нет данных Корень, гипокотиль, плодолистики

6 
Гомологи CWPO-С 
и HPR

AtPrx69 Растяжение клеток, 
абиотический и биотический стрессы

Корень, гипокотиль

AtPrx62 Абиотический и биотический стрессы Корень, гипокотиль, семена, инкубированные 24 ч

AtPrx71 Лигнификация,
абиотический и биотический стрессы

Листья, гипокотиль, чашелистики, лепестки,  
плодолистики, семена на стадии развития 3

Примечание.  Информация о функциях пероксидаз указана в соответствии с ресурсом Arabidopsis Information Resource (www.arabidopsis.org), а све-
дения о локализации экспрессии на разных стадиях развития растений – The Bio-Array Resource for Plant Functional Genomics (http://bar.utoronto.ca).

http://www.arabidopsis.org
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Prediction of some peroxidase functions  
in Arabidopsis thaliana L. by bioinformatic search

Аминокислотные замены изолейцина на лейцин в поло‑
жении 135 и фенилаланина на тирозин в положении 231 
обеспечивают их гидрофобные свойства в участках сайта 
связывания субстрата. Предположительно, пероксидазы 
AtPrx39, 69 и 62 участвуют в полимеризации синапового 
спирта.

Заключение
Пероксидазы III класса растений разных семейств харак‑
теризуются высокой гомологией, сходной локализацией в 
тканях и могут выполнять одинаковые функции. На осно-
ве оценки гомологии аминокислотных последовательно-
стей были выявлены структурно-функциональные участ-
ки, которые позволяют судить о сродстве пероксидаз к суб- 
страту. Полученные результаты показывают, что AtPrx39 
окисляют синаповый спирт и относятся к S-пероксида-
зам; AtPrx54 окисляет пара-кумаровый и конифериловый 
спирты и относится к G-пероксидазам. Следовательно, 
пероксидазы арабидопсиса AtPrx39 и 54 могут участво-
вать в полимеризации монолигнолов в процессе биосин-
теза лигнина. Таким образом, использование биоинфор‑
матических методов, анализ литературы и материалов 
в базах данных позволили предположить не известные 
ранее функции ряда пероксидаз A. thaliana, относящихся 
к III классу.
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Витамин Д3-связывающий белок (DBP) представляет собой полифункциональный гликопротеин, основная роль 
которого заключается в транспорте витамина Д3 и его метаболитов; но он также является предшественником 
макрофаг-активирующего фактора (GcMAF). DBP конвертируется в GcMAF в результате сайт-специфического 
селективного дегликозилирования под действием β-галактозидазы и сиалидазы, локализованных на активиро-
ванных В- и Т-лимфоцитах соответственно. Биологическая активность GcMAF выражается, прежде всего, в его 
способности активировать макрофаги, усиливая их фагоцитарную функцию и продукцию реактивных форм кис-
лорода. В результате активации на макрофагах повышается экспрессия специфических рецепторов, участвую-
щих в распознавании опухоль-ассоциированных антигенов, а также в реализации прямой противораковой 
активности через индукцию апоптоза/некроза опухолевых клеток. Повышенный интерес к GcMAF связан с его 
потенциальной возможностью использования в клинике в качестве нового противоопухолевого препарата. 
Роль GcMAF проявляется не только при онкологических, но и при целом ряде вирусных и нейродегенеративных 
заболеваний, при которых в сыворотке больных повышена активность N-ацетилгалактозаминидазы (нагалазы). 
Нагалаза – это фермент, который полностью, а не селективно дегликозилирует DBP и блокирует, таким образом, 
образование GcMAF, что приводит к иммунным нарушениям. В обзоре подробно рассмотрены современные 
данные о структуре и функциях DBP как основного предшественника GcMAF. По своему составу находящийся 
в циркуляции DBP – это смесь немодифицированных и О-гликозилированных молекул, степень гликозилиро-
вания которых определяется генотипом по гену, кодирующему DBP. На роль DBP в устойчивости организма к 
ряду заболеваний указывает тот факт, что у индивидуумов, гомозиготных по аллелю, кодирующему дефектный 
DBP, не образуется ни одной молекулы GcMAF, вследствие чего эти индивидуумы имеют высокий риск разви-
тия различных тяжелых заболеваний (боковой амиотрофический склероз, колоректальный рак и др.). В обзо-
ре представлены данные об основных механизмах противоопухолевого эффекта GcMAF, опухолевой стратегии 
нейтрализации активности GcMAF, результаты клинических испытаний GcMAF при различных нозологических 
формах рака, а также обсуждены имеющиеся противоречия относительно позиционирования GcMAF в качестве 
эффективного противоопухолевого препарата.
Ключевые слова: витамин Д3-связывающий белок (DBP); макрофаг-активирующий фактор (GcMAF); N-ацетил-
галактозамин (GalNAc); α-N-ацетилгалактозаминидаза (нагалаза); противоопухолевая терапия.
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A thorny pathway of macrophage activating factor (GcMAF): 
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Vitamin D3 Binding Protein (DBP) is a multifunctional glycoprotein whose main role is to transport vitamin D3 and its 
metabolites, but it also is the precursor of the macrophage activating factor (GcMAF). DBP is converted to GcMAF as a 
result of site-specific selective deglycosylation under the action of β-galactosidase and sialidase, localized on activated 
B and T cells, respectively. GcMAF exerts its biological activity primarily as the capability of activating macrophages by 
enhancing their phagocytic function and producing ROS. Activation results in elevated expression of the specific mac-
rophageal surface receptors involved in the recognition of tumor-associated antigens, as well as in the implementation 
of direct anticancer activity by inducing the apoptosis or necrosis of tumor cells. Increased interest in GcMAF is asso-
ciated with its potential to be used in the clinic as a new antitumor drug. Besides its anti-tumor activity, GcMAF exerts a 
potential against a number of viral and neurodegenerative diseases associated with increased activity of N-acetylgalac-
tosaminidase (nagalase) in the blood serum of patients. Nagalase is an enzyme that completely (rather than selectively) 
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deglycosylates DBP so it cannot be converted to GcMAF, leading to immunodeficiency. Circulating DBP is composed 
of unmodified and O-glycosylated molecules with the glycosylation degree being dependent on the allelic variants of 
the gene encoding DBP. The role of DBP in the resistance of organism against a number of diseases is supported by the 
increased risk of a variety of severe illnesses (amyotrophic lateral sclerosis, colorectal cancer etc.) in patients deficient 
for GcMAF due to homozygosity for defective DBP alleles. In this review, we also will examine in detail the current data 
i) on the structure and functions of DBP, as the main precursor of GcMAF, ii) on the main mechanisms of GcMAF antican-
cer effect, iii) on the tumor strategy for neutralizing GcMAF activity, iv) on the results of GcMAF clinical trials in various 
cancers; and will discuss the available controversies regarding the positioning of GcMAF as an effective antitumor drug.
Key words: vitamin D3-binding protein (DBP); Gc protein-derived macrophage activating factor (GcMAF); N-acetylgalac-
tosamine (GalNAc); α-N-acetylgalactosaminidase (nagalase); anticancer therapy.
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Введение
Специфический активатор макрофагов, GcMAF, – ком‑
понент плазмы крови, который образуется в результате 
сайт-специфического селективного дегликозилирования 
витамин Д3-связывающего белка (DBP) под действием 
ферментов β-галактозидазы и сиалидазы, локализован ных 
на клеточных мембранах активированных В- и Т-лим-
фоцитов соответственно. Многочисленные эксперимен‑
тальные данные, а также результаты пилотных клиниче-
ских исследований свидетельствуют о выраженной про-
тивоопухолевой активности GcMAF, что открывает ши-  
рокие перспективы его потенциального использования в 
качестве нового лекарственного средства при онкологи‑
ческих заболеваниях. 

Цель настоящего обзора – представление данных о струк‑
туре и функции DBP как предшественника GcMAF, ос‑
новных механизмах противоопухолевого эффекта GcMAF,  
опухолевой стратегии нейтрализации активности GcMAF, 
результатах клинических испытаний GcMAF при раз-
личных нозологических формах рака, а также обсуждение 
имеющихся критических замечаний в отношении пози‑
ционирования GcMAF в качестве эффективного противо‑
опухолевого препарата.

Структура и функции DBP  
как предшественника GcMAF
Витамин Д3-связывающий белок (DBP) – это полифунк‑
циональный гликопротеин, относящийся к семейству 
белков крови (Group-specific component, Gc-белки раз-
мером 51–58 кДa), представленных в том числе альбуми- 
 ном, α-фе топротеином и афамином (α-альбумин, витамин 
Е-свя зывающий белок). DBP синтезируется гепатоцита-
ми и попадает в кровоток в форме зрелого мономера, не- 
 сущего три функциональных домена. Домен, связываю‑
щий витамин Д3 и жирные кислоты, расположен между 
аминокислотными остатками 35–49, актин-связывающий 
домен находится между аминокислотными остатками 
350–403. Два сайта связывания с клеточной мембраной 
нейтрофилов расположены на N- и C-концах молекулы 
гликопротеина (Haddad et al., 1992; Otterbein et al., 2002; 
Verboven et al., 2002; Malik et al., 2013). 

Белок DBP кодируется геном, находящимся на длин‑
ном плече 4-й хромосомы (4q11-q13) и представленным 
единственной копией (NCBI ID: 2638), состоящей из 
15 экзонов и 12 интронов (Song et al., 1999). DBP при‑
сутствует в плазме крови человека в большом количе‑

стве (300–600 мг/л) и выступает в качестве основного 
переносчика витамина Д3 и его производных. К другим 
функциям DBP относятся: а) связывание и выведение ак-
тина, высвобождающегося при некрозе клеток, а также 
выведение жирных кислот и бактериальных эндотокси‑
нов; б) активация хемотаксиса нейтрофилов; в) активация 
Т-лимфоцитов через механизм макропиноцитоза; г) учас-
тие в метаболизме костной ткани. DBP обнаруживается в 
различных жидкостях – сыворотке крови, моче, грудном 
молоке, асцитной жидкости, ликворе, слюне, эякуляте, а 
так же органах человека – мозге, сердце, легких, селезенке, 
почках, плаценте, семенниках, матке (Malik et al., 2013; 
Delanghe et al., 2015; Morales, 2017). 

Еще одна очень важная функция DBP – его способность 
активировать макрофаги, которую Gc-белок приобретает 
в результате сайт-специфического селективного деглико‑
зилирования (рисунок, а). 

Гликозилированный DBP содержит один трисахарид, 
ковалентно связанный с треонином в 420-й позиции и 
состоящий из N-ацетилгалактозамина (GalNAc) с дву мя 
разветвленными остатками сахаров галактозы и сиало-
вой кислоты. DBP конвертируется в GcMAF под дейст-
вием ферментов β-галактозидазы и сиалидазы, локализо-
ванных на клеточных мембранах активированных В- и 
Т-лим фоцитов соответственно. В результате образуется 
активный белок GcMAF, содержащий остаточный сахар 
N-ацетилгалактозамин с освободившимися от галактозы 
и сиаловой кислоты сайтами связывания (Yamamoto, 
Kumashiro, 1993; Yamamoto et al., 2008a–c). Следует от‑
метить, что такое селективное дегликозилирование DBP 
происходит естественным образом при развитии воспа-
лительного ответа. Считается, что именно GalNAc в со-
ставе GcMAF обеспечивает активацию макрофагов. Пол-
ное дегликозилирование DBP под действием фермента 
N-ацетилгалактозаминидазы (нагалазы) приводит к раз‑
рыву связи GalNAc с треонином (см. рисунок, б ), и таким 
образом нагалаза блокирует DBP → GcMAF конверсию. 

По своему составу находящийся в циркуляции DBP 
представляет собой смесь немодифицированных и О-гли-
козилированных молекул, степень гликозилирования ко-
торых определяется генотипом DBP (Malik et al., 2013). 
Для человека описаны три мажорных аллельных варианта 
белка: DBP1F, DBP1S и DBP2. Варианты DBP1F и DBP1S 
могут быть конвертированы в GcMAF под действием 
β-га лактозидазы и сиалидазы, тогда как вариант DBP2, в 
котором треонин в 420-й позиции заменен на лизин, не 
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может связывать GalNAc, поскольку в нем отсутствует 
основной сайт О-связанного гликозилирования сахари‑
дов. Поскольку у индивидуумов, гомозиготных по алле‑
лю DBP2, в принципе не может образоваться ни одной 
молекулы GcMAF, не удивительно, что именно вариант 
DBP2/DBP2 полиморфизма ассоциируется с повышенным 
риском развития различных тяжелых заболеваний, таких 
как боковой амиотрофический склероз, колоректальный 
рак и др. (Morales, 2017). 

Механизмы противоопухолевого  
эффекта GcMAF
Биологическая активность GcMAF проявляется в его 
спо собности активировать макрофаги, усиливая их фа‑
гоцитарную функцию и продукцию реактивных форм 
кислорода. Кроме того, GcMAF стимулирует пролифера‑
цию миелоидных клеток-предшественников и индуцирует 
их дифференцировку в зрелые макрофаги (Yamamoto, 
Homma, 1991; Homma et al., 1993; Mohamad et al., 2002a, 
b; Yamamoto et al., 2008a–c; Uto et al., 2012; Thyer et al., 
2013a; Ishikawa et al., 2014). В результате ак тивации на 
макрофагах повышается экспрессия специ фических ре‑
цепторов, участвующих в распознавании и презентации 
опухоль-ассоциированных антигенов, а также в реализа‑
ции прямой противораковой активности через индукцию 
апоптоза/некроза опухолевых клеток (Yamamoto et al., 
2008a–c; Rehder et al., 2009; Сахно и др., 2016). Так, напри‑
мер, показано, что макрофаги человека, активированные 
GcMAF в дозе 100 пг/мл, индуцируют гибель 51 и 82 % 
клеток линии LNCaP (рак простаты человека) через 4 и 
18 ч сокультивирования соответственно (Yamamoto et 
al., 2008b). В культуре in vitro GcMAF усиливает также 
дифференцировку «профессио нальных» антиген-презен-
тирующих дендритных клеток (ДК), что проявляется зна-
чимым увеличением зрелых HLA-DR+CD86+ДК до уров-
ня > 80 % в общей популяции.

В работе (Gregory et al., 2010) показано, что GcMAF 
характеризуется прямым ингибиторным действием на 
про лиферацию и миграцию клеток линий рака простаты 
(LNCaP и РС3), а также снижает экспрессию на них uPAR 

(urokinase plasminogen activator receptor), активация кото‑
рого коррелирует с метастазированием опухоли. GcMAF 
в дозе 40 нг/мл ингибирует пролиферацию клеток линии 
аденокарциномы молочной железы (MCF-7) в среднем 
на 50 %. При этом регистрируется снижение экспрессии 
опухолевыми клетками виментина, маркера прогрессии 
и метастазирования рака молочной железы, вызванного 
трансформацией эпителиальных клеток и приобретением 
ими фенотипа мезенхимальных клеток с повышенной 
устойчивостью к апоптозу, высокой миграционной ак-
тив ностью и инвазивностью (феномен эпителиально-
ме зенхимального транзита) (Pacini et al., 2012b; Thyer et 
al., 2013b). В экспериментах с золотистыми сирийскими 
хомяками в модели канцерогенеза, индуцированного 
9,10-диметил-1,2-бензантраценом (DMBA), также был 
выявлен ингибирующий эффект GcMAF на рост опухо‑
ли и увеличение продолжительности жизни животных 
(Toyohara et al., 2011).

Как известно, рост опухоли – это ангиогенез-зависимый 
процесс. Поэтому еще одним очень важным механизмом 
противоопухолевого действия GcMAF являются его анти‑
ангиогенная активность и способность ингибировать про‑
лиферацию и миграцию эндотелиальных клеток, а также 
образование новых микрососудов в опухоли (Nonaka et 
al., 2012). В исследовании (Pacini et al., 2011, 2012a) с 
использованием анализа хориоаллантоисной мембраны 
(chorioallantoic membrane [CAM] assay) было показано, 
что GcMAF в концентрации 1 нг/мл ингибирует стиму‑
лированный простагландином Е1 ангиогенез у куриных 
эмбрионов.

Противоопухолевая активность GcMAF была проде-
монстрирована в различных экспериментальных моделях 
in vivo. Kisker с коллегами (2003) показали, что ежеднев‑
ное интраперитонеальное введение GcMAF в дозе 4 нг/ кг 
ингибирует рост графта рака поджелудочной железы чело‑
века (B × PC-3; 2.5 × 106 клеток; п/к) у иммунодефицитных 
SCID мышей. При использовании GcMAF в дозе 4 мкг/кг 
наблюдалась полная регрессия опухолевого транспланта‑
та. Гистологические исследования выявили выраженную 
инфильтрацию графта Mac-3+макрофага ми, меньшую 
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плотность капилляров и более высокий уро вень апоптоза 
по сравнению с контролем (Kisker et al., 2003). Пятнад‑
цатичасовая инкубация перитонеальных макрофагов ICR 
мышей с сывороткой человека, обогащенной GcMAF в 
дозе 10 нг по белку, приводила к значимому уси лению их 
фагоцитарной активности в среднем на 73 %. Интрапери‑
тонеальное введение такой сыворотки (в дозе 1.552 мкг/кг/
день в течение 7 дней) мышам с привитым асцитом кар‑
циномы Эрлиха (10 × 106 клеток/мышь) сопро вождалось 
достоверным увеличением продолжительно сти жизни 
(Kuchiike et al., 2013). В работе (Korbelik et al., 1997) на 
мышиной модели SCCVII (плоскоклеточная кар цинома) 
было показано, что сочетание фотодинамической терапии 
(ФДТ) с адъювантной терапией GcMAF в виде комбина‑
ции внутрибрюшинных и перитуморальных инъ екций 
(по 50 и 0.5 нг/кг–1 соответственно), вводимых в дни 0, 
4, 8 и 12 после ФДТ, приводило к 100 % выживаемости 
животных против 25 % при использовании ФДТ в режиме 
монотерапии. 

Анализ данных литературы позволяет заключить, что 
противоопухолевый эффект GcMAF реализуется не только 
через активацию опухоль-инфильтрирующих макрофагов 
(ОИМ), но и с участием других механизмов, связанных с 
прямым ингибиторным действием GcMAF на пролифера‑
цию, миграцию и метастазирование опухолевых клеток, а 
также с подавлением неоангиогенеза в опухолевой ткани. 

Опухолевая стратегия нейтрализации 
активности опухоль-инфильтрирующих 
макрофагов и GcMAF
Хорошо известно, что в процессе канцерогенеза трансфор‑
мированные опухолевые клетки используют различные 
стратегии, позволяющие им как ускользать от иммунного 
надзора, так и подавлять развитие эффективного противо‑
опухолевого иммунного ответа (Dunn et al., 2002; Kim et 
al., 2007). Одна из этих стратегий направлена, в частности, 
на нейтрализацию тумороцидной активности макрофагов 
в опухолевом микроокружении. Под действием TGF-β1, 
секретируемого опухолевыми клетками, способность 
ОИМ к фагоцитозу снижается, и они приобретают фено‑
тип макрофагов 2-го типа (М2-клетки), который ориенти‑
рован на поддержание роста опухоли (Toutirais et al., 2003; 
Allavena et al., 2008). М2-клетки – одна из субпопуляций 
тканевых макрофагов, для которых характерна экспрессия 
аргиназы и секреция IL-10, простагландина Е2 и самого 
TGF-β1, поддерживающего данный фенотип ОИМ через 
аутокринный механизм. М2-клетки отличаются также по‑
вышенной экспрессией фактора роста эндотелия сосудов 
(VEGF), активирующего ангиогенез и являющегося одним 
из факторов опухолевой иммуносупрессии (Martinez et al., 
2006). Совместное воздействие TGF-β1 и VEGF иниции‑
рует формирование опухолевой стромы, необходимой для 
обеспечения трофики опухолевых клеток, локальной им‑
муносупрессии и поддержки процесса метастазирования 
(Ohm, Carbone, 2001; Mantovani et al., 2002).

Вирус-инфицированные, а также опухолевые клетки 
способны секретировать фермент нагалазу (экзо- и эн‑
дотипа), который также может участвовать в перепро‑
граммировании ОИМ в М2-направлении (Mohamad et al., 
2002a). Экзотип нагалазы в физиологических условиях 

секретируется нормальными гепатоцитами и не дегли‑
козилирует трисахарид DBP, тем самым не влияет на 
конвертацию этого предшественника в GcMAF (Ioannou et 
al., 1992; Nagasawa et al., 2005). В норме активность фер‑
мента в плазме крови варьиру ет от 0.35 до 0.65 нМ/мин/мг 
субстрата. При различных онкологических заболеваниях 
сывороточный уровень нагалазы значительно повышается 
и регистрируется в диапазоне от 0.63 до 5.21 нМ/мин/мг 
(Yamamoto et al., 1996; McCarty, 2013). Нагалаза экзо- и 
эндотипа, продуцируемая опухолевыми клетками, мо‑
жет полностью дегликозилировать как трисахарид DBP, 
так и остаточный сахар N-ацетилгалактозамин GcMAF 
(Yamamoto et al., 1996; Mohamad et al., 2002a; Matsuura et 
al., 2004). В опухолевом микроокружении возможны оба 
варианта тотального дегликозилирования, в результате 
которого либо блокируется конвертация DBP в GcMAF, 
либо инактивируется уже существующий GcMAF (Yama‑
moto et al., 1996; Saburi et al., 2017). Дегликозилированный 
GcMAF не в состоянии активировать тумор-инфильтрую‑
щие макрофаги, что клинически проявляется развитием 
иммуносупрессии и прогрессией заболевания, связанной 
с потерей макрофагами противоопухолевой активности 
(Nagasawa et al., 2005; McCarty, 2013). 

Результаты клинических испытаний GcMAF
Первые результаты открытых, пилотных клинических ис-
следований препарата GcMAF 1-й генерации были опуб-
ликованы в 2008 г. (Yamamoto et al., 2008a–c). Следует 
отметить, что N. Yamamoto еще в 1991 г. разработал спо-
соб получения GcMAF 1-й генерации методом аффин ной 
хроматографии на колонках, нагруженных 25-гидрокси‑
витамином Д3, с последующим дегликозилированием вы‑
деленного DBP растворимыми или иммобилизованными 
на носителе ферментами (β-галактозидазой и сиалида‑
зой) (Yamamoto, Homma, 1991). Получаемый продукт 
характеризовался низкой концентрацией (100 нг/0.25 мл, 
1 доза), неста бильностью при комнатной температуре и 
при отсутствии антиоксидантов в виде альбумина и мо‑
чевой кислоты. В своих пионерных работах N. Yamamoto 
c коллегами использовали GcMAF в дозе 100 нг, который 
вводили больным внутримышечно, 1 раз/нед, курсом от 
3.5 до 6 мес. Было пролечено 16 больных раком простаты в 
возрасте от 46 до 76 лет (медиана, Ме – 63.5), 16 больных 
раком молочной железы с метастазами в возрасте от 44 
до 77 лет (Ме – 62.5) и 8 больных колоректальным раком 
с метастазами в возрасте от 41 до 82 лет (Ме – 65.5). Ис‑
следователи показали, что терапия GcMAF приводит к 
снижению до нормы активности сывороточной нагалазы 
и полному излечению пациентов. Продолжительность 
безрецидивного периода для рака молочной железы со‑
ставила более 4 лет, для рака простаты и колоректального 
рака – 7 лет. Снижение нагалазы в процессе терапии 
свидетельствовало, по мнению авторов, об эрадикации 
опухоли, что для рака простаты было подтверждено то‑
мографическим сканированием.

В 2009 г. N. Yamamoto c коллегами опубликовали ре‑
зультаты иммунотерапии с использованием GcMAF 1-й 
генерации у ВИЧ-инфицированных больных (n = 15) 
(Yamamoto et al., 2009). Препарат вводили больным так‑
же внутримышечно, в дозе 100 нг, 1 раз/нед в течение 
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4.5 мес. После окончания курсового лечения у больных 
регистрировались снижение активности нагалазы в сы‑
воротке крови, увеличение количества циркулирующих 
CD4+Т-лимфоцитов, нормализация индекса CD4/CD8. 
При этом нормальное содержание Т-клеток в кровотоке 
сохранялось у больных в течение 7 лет наблюдения.

Полученные группой Yamamoto результаты были на‑
столько многообещающими, что послужили своего рода 
катализатором для дальнейших исследований клиниче‑
ской эффективности GcMAF. В 2013 г. были опубликова- 
 ны данные по использованию препарата GcMAF 1-й гене‑
рации (в дозе 100 нг, в/м, 1 раз/нед) в группе 20 больных 
(9 мужчин и 11 женщин в возрасте от 42 до 76 лет) с про‑
двинутыми стадиями рака различной локализации (моче‑
вой пузырь, яичники, простата, молочная железа и т. д.). 
Было показано, что активность сывороточной нагалазы у 
больных значимо снижалась с исходного уровня 2.8 ± 0.26 
до 1.6 ± 0.17 нМ/мин/мг после окончания иммунотерапии 
( p < 0.01), при этом интервал между обследованиями со-
ставлял в среднем 263 ± 45 дней (Thyer et al., 2013a).

Следует отметить, что в 2010 г. сотрудниками Универ-
ситета Токушима и частной клиники Saisei Mirai (Япония) 
был разработан и запатентован способ полу чения GcMAF 
2-й генерации (Uto et al., 2012). В этом случае GcMAF 
выделяют путем ферментативной обработ ки сыворот‑
ки конкретного больного, индивидуально без очист ки 
аффинной хроматографией на 25-гидроксивитамин Д3 
колонках. GcMAF 2-й генерации отличается от препа‑
рата первого поколения более высокой концентрацией 
(1500 нг/0.5 мл/1 доза) и стабильностью. Было предложено 
использовать препарат GcMAF 2-й генерации в качестве 
одного из компонентов интегративной иммунотерапии 
рака (Inui et al., 2013). Был разработан протокол, включаю‑
щий: 1) GcMAF 1500 нг/0.5 мл; в/м или п/к; 1–2 раза/ нед; 
в течение всего курса иммунотерапии; 2) клеточная те‑
рапия с использованием Т- и NK-клеток (Natural Killer 
cells), 1 раз/нед, n = 6; 3) высокие дозы VitC (50–100 г); 
в/в; 2 раза/нед; 4) альфа-липоевая кислота (600 мг); 
per os; ежедневно; 5) VitD3 (5–10 000 МЕ); per os; еже‑
дневно. По данной схеме с апреля 2011 г. по март 2013 г. 
на базе клиники Saisei Mirai было пролечено более 345 
больных с различными нозологическими формами рака. 
Но в опубликованной работе авторы приводят только три 
клинических наблюдения, которые, по их мнению, наи‑
более убедительно свидетельствуют об эффективности 
предложенного подхода. 

Пациент 1. М/71 год, диагноз: карцинома тимуса с 
метастазами в легкие. Интегративная иммунотерапия в 
течение 6 мес. Результат: отсутствие опухолевой прогрес‑
сии в те чение 12 мес. после завершения терапии. 

Пациент 2. М/74 года, диагноз: рак простаты с множе‑
ственными метастазами в кости. Интегративная имму‑
нотерапия в течение 3 мес. в сочетании с гипертермией. 
Результат: через 6 мес. после завершения терапии сцин‑
тиграммы костей в норме, метастазы не обнаруживаются. 

Пациент 3. Ж/72 года, диагноз: метастатический рак 
печени после удаления сигмовидной кишки и двусто‑
ронней овариоэктомии. Интегративная иммунотерапия 
в течение 6 мес. в сочетании с радиотерапией (55 Гр). 
Результат: в течение 6 мес. после завершения терапии 

отсутствие ре цидива по данным позитронной (ПЭТ) и 
компьютерной (КТ) томографии. 

Накопленный опыт клинического применения препара‑
та GcMAF свидетельствует о его безопасности, поскольку 
он нетоксичен и его длительное применение не приводит 
к появлению побочных нежелательных явлений. Основ-
ная концепция противоопухолевого эффекта GcMAF со‑
стоит в активации макрофагов, редукции опухоли вплоть 
до ее полной эрадикации, что проявляется снижением 
активности сывороточной нагалазы как диагностического 
маркера эффективности терапии.

Следует отметить еще одну область клинического при‑
менения GcMAF. Bradstreet с коллегами при обследовании 
когорты из 40 детей (32 мальчика и 8 девочек в возрасте 
от 1.5 до 21 лет; Ме – 7 лет) с заболеваниями аутического 
спектра (ASD) обнаружили, что активность сывороточ-
ной нагалазы выходит за верхнюю границу нормативно-
го диапазона (> 0.95 нМ/мин/мг) в 95 % случаев (у 38/40 
детей) и составляет в среднем по группе 1.93 нМ/мин/ мг 
(Brad street et al., 2012). После курсового лечения в виде 
внутримышечного введения препарата GcMAF (1 раз/нед, 
в течение 3.5 мес., с постепенным увеличением дозы от 
4 до 100 нг) активность нагалазы снизилась у всех боль‑
ных ASD (за исключением одного ребенка) и составляла 
в среднем 1.03 нМ/мин/мг ( p < 0.0001). На момент по‑
вторного тестирования у 24 из 40 детей (60 %) уровень 
нагалазы находился в границах нормативного диапазона 
(< 0.95 нМ/мин/мг). Оставшихся 16 пациентов (40 %), у 
которых полной нормализации активности сывороточной 
нагалазы достичь не удалось, авторы рассматривают в 
качестве кандидатов на продолжение курса GcMAF те‑
рапии. В процессе лечения не было отмечено развития 
каких-либо серьезных побочных осложнений, но при этом 
у значительной части детей регистрировалось улучшение 
разговорной речи, социализации и когнитивных функций.

Является ли GcMAF эффективным 
противоопухолевым препаратом?
Следует сказать, что пионерные работы N. Yamamoto 
(Yamamoto et al., 2008a–c, 2009) не только послужили 
катализатором даль нейших исследований клинической 
эффективности GcMAF, но вызвали также определенную 
волну критических замечаний. Так, A. Ugarte с коллегами 
в своем письме редакторам журнала Cancer Immuno logy, 
Immunotherapy указывают на противоречивость данных 
группы Yamamoto и сомневаются в надежности полу‑
ченных ими результатов (Ugarte et al., 2014). Высказыва‑
лись следующие замечания: 1) нет базовой информации 
по больным (диаг ноза по ТNМ, стадии/тяжести рака, 
гистологии); 2) нет контрольной группы; 3) о наличии 
метастазов авторы судят по повышенному уровню на‑
галазы, что не является общепризнанным в онкологии; 
4) авторы активно себя самоцитируют; 5) разрешительные 
документы на проведение клинических испытаний недо‑
стоверны; 6) упоминаемые в статье спонсоры на самом 
деле не поддерживали эти исследования; 7) в статье много 
неточностей и ошибок, в том числе некорректных ссылок. 
Сделано заключение: полученные результаты не являют‑
ся научно подтвержденными. В результате по решению 
редакторских советов три статьи N. Yamamoto с соавто‑
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рами (2008a, c, 2009) были отозваны после публикации в 
журналах с формулировкой «некорректно проведенные 
клинические испытания и некорректно оформленная до‑
кументация, сопровождающая эти испытания». 

Существуют определенные факты, противоречащие 
рабочей гипотезе, на которой базируется GcMAF-тера-
пия. В пионерных работах N. Yamamoto было показа-  
но, что у обследованных больных раком снижен эндоген-
ный уровень GcMAF, поскольку в биологическом тесте 
обработка макрофагов сывороткой этих больных не сти‑
мулирует образование активных форм кислорода (Yama-  
moto et al., 2008a–c, 2009). В то же время D.S. Rehder с 
коллегами, используя масс-спектральный анализ, пока‑
зали, что количество GalNAc DBP (что принято считать 
GcMAF) в сыворотке крови больных раком и здоровых 
доноров практически не различается (Rehder et al., 2009). 
Более того, по данным этих авторов, абсолютное коли-
чество GalNAc DBP у больных раком составляет в сред-
нем 4–5 мг/л, что многократно превышает дозу экзогенно 
вво димого препарата GcMAF, которую N. Yama moto ис‑
пользовал в качестве терапевтической (100 нг; 1 раз/ нед). 
Кроме того, авторы не исключают вероятности, что по‑
скольку у больных раком повышен уровень сывороточ-
ной нагалазы, то вводимый препарат GcMAF может сразу 
инактивироваться вследствие тотального дегликозилиро-
вания GalNAc. Не исключено также, что во фракции, со‑
держащей GalNAc DBP, может присутствовать фракция 
белка, обладающая признаками GcMAF, но, по сути, та-
ковой не являющаяся и не активирующая макрофаги. 
О такой возможности свидетельствовали тесты по свя‑
зыванию лектина при отсутствии медиаторов воспаления 
(Kanan et al., 2000).

Для объяснения выявленных противоречий следует 
принять во внимание следующие факты. По всей видимо‑
сти, в общей массе GalNAc DBP (GcMAF), определяемой 
в работе (Rehder et al., 2009), все-таки присутствует белок, 
который несет GalNAc после селективного дегликози‑
лирования β-галактозидазой и сиалидазой на активиро‑
ванных воспалением B- и Т-лимфоцитах. Одновременно 
это не какой-то аллельный вариант DBP1S, который 
доминирует в семействе Gc-белков сыворотки крови и 
поэтому хорошо детектируется масс-спектрометрией. По-
видимому, существуют два типа GalNAc DBP, один из 
которых способен индуцировать макрофаги и является, 
таким образом, «истинным» GcMAF, а второй имеет ана‑
логичное гликозилирование, но структурно организован 
иначе и не способен активировать макрофаги. Показано, 
что среди DBPS1 белков, основная масса которых имеет 
трисахаридную группу в позиции Т420, присутствует 
гликозилированная форма, имеющая карбогидрат в по‑
зиции Т418. Именно DBPS1 белок, гликозилированный 
в позиции Т418, может быть вовлечен в формирование 
активного GcMAF. Поскольку Т420 и Т418 в структуре 
белковой молекулы расположены очень близко, а содер‑
жание этой формы GalNAc DBP в сыворотке чрезвычайно 
мало, его детекция при масс-спектральном пептидном 
картировании требует больших дополнительных усилий 
и понимания направления поиска.

Не исключена еще одна возможность. В отличие от 
других работ D.S. Rehder с коллегами выделяли DBP 

белок методом аффинной хроматографии на колонках, 
нагружен ных поликлональными антителами против Gc-
белков, а не 25-(ОН) витамином Д3 (Rehder et al., 2009). 
Возможно, в этом случае выделяется дериват с деффект‑
ным витамин Д3-связывающим доменом, который необхо‑
дим для активности GcMAF. И, следовательно, несмотря 
на все атрибуты GcMAF, выделенный таким образом 
белок, который в больших количествах содержится в сыво‑
ротке крови как больных раком, так и здоровых людей, не 
будет «истинным» GcMAF или будет содержать следовые 
концентрации функционально активного GcMAF.

Кроме того, GcMAF образуется при прямом контакте 
DBP с активированными Т- и В-клетками, инфильтри-
рующими опухоль. Здесь же присутствуют потенциаль ные 
клетки-мишени – тумор-инфильтрирующие макрофаги. 
Возможно, что активный GcMAF утилизируется in situ, 
поэтому его содержание в периферической крови как 
реального макрофаг-активирующего фактора снижено.

И наконец, возможно, что при различного рода вы‑
делениях на колонках сорбируется некая иная третичная 
конформация известного по сайту гликозилирования Gс-
белка и, таким образом, для получения активного GсMAF 
нужно использовать систему, где его активность (конкрет‑
ного белка из конкретной пробирки) валидизируется в 
биологических тестах, по крайней мере, до тех пор, пока 
не будет четко определена его молекулярная структура.

Заключение
Несмотря на критические замечания относительно пози‑
ционирования GcMAF в качестве перспективного проти‑
воопухолевого препарата, следует все-таки отметить, что 
в течение примерно двух десятилетий эффекты GcMAF 
независимо изучались несколькими исследовательскими 
группами как в витральных тестах, так и на различных 
экспериментальных моделях in vivo. Имеются также по‑
ложительные результаты клинических испытаний, кото‑
рые еще нуждаются в подтверждении на более высоком 
уровне доказательной медицины. Тем не менее уже сейчас 
препарат GcMAF как лекарственная форма разрешен для 
практического применения в Японии. К настоящему вре‑
мени на базе клиники Saisei Mirai пролечено более 3 000 
больных различными формами рака с использованием 
интегративной иммунотерапии, одним из компонентов 
которой является GcMAF-терапия. В Израиле (компания 
Efranat Pharma) завершена I фаза клинических испы‑
таний GcMAF (препарат EF-022, с эскалацией дозы от 
100 до 1000 нг, в/м, еженедельно) в группе 24 больных с 
метастатическими формами солидных опухолей. Фарма‑
цевтическая компания планирует продолжение исследо‑
ваний и проведение клинических испытаний II–III фаз. 
В Европе и США также имеется широко не афишируемое 
лабораторное производство препарата GcMAF (Reno In-  
tegrative Medical Center, Nevada; Immuno Biotech Ltd). 
Кроме того, после некоторого затишья в литературе вновь 
стали появляться экспериментальные статьи, посвящен‑
ные исследованию GcMAF. Все это свидетельствует, что 
фактор интересен в клинической перспективе, поэтому 
одна из актуальных задач – корректное определение 
молекулярной структуры белка, обладающего GcMAF 
активностью. 
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