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Фосфорилгуанидиновые олигонуклеотиды  
как праймеры для РНК-зависимого ДНК синтеза  
с помощью обратной транскриптазы вируса лейкемии мышей
Е.С. Дюдеева, И.А. Пышная 

Институт химической биологии и фундаментальной медицины Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия
  pyshnaya@niboch.nsc.ru

Аннотация. Современные подходы к обнаружению и анализу низкокопийных РНК часто основываются 
на использовании РНК-зависимых ДНК-полимераз, например, метод ОТ-ПЦР. Точность и эффективность 
синтеза кДНК в реакции обратной транскрипции (ОТ), катализируемой ревертазой (РНК-зависимой ДНК-
поли меразой), значительно влияют на корректность результатов ПЦР-диагностики и/или секвенирова-
ния РНК. В связи с этим множество исследований посвящено оптимизации реакции ОТ, в том числе поиску 
более совершенных праймеров, необходимых для наработки полноразмерной ДНК-копии исследуемой 
РНК. Наиболее известные полностью незаряженные аналоги олигонуклеотидов – морфолиновые олиго-
нуклеотиды и пептидонуклеиновые кислоты – не могут являться субстратами для ферментов, процесси-
рующих НК. Целью нашей работы было пилотное исследование незаряженных фосфорилгуанидиновых 
олигодезоксирибонуклеотидов (ФГО) в качестве праймеров для обратной транскриптазы вируса лейке-
мии мышей (MMLV H-). Изучены особенности превращения частично и полностью незаряженных ФГО-
праймеров. Продемонстрировано, что ФГО способны эффективно удлиняться, в том числе в присутствии 
фрагмента рРНК человека, обладающего сложной пространственной структурой. Доля абортивных про-
дуктов удлинения ФГО-праймера зависит от ионной силы использованного буферного раствора, нуклео-
тидной последовательности праймера и наличия и расположения в его составе ФГ-групп. Полученные 
данные показывают возможность использования ФГО, включая полностью электронейтральные, как 
праймеров в реакциях ОТ-ПЦР, что открывает новые перспективы для создания систем анализа высоко-
структурированных РНК.
Ключевые слова: незаряженные аналоги олигонуклеотидов; фосфорилгуанидиновые олигонуклеотиды; 
 обратная транскрипция; ревертаза; обратная транскриптаза вируса лейкемии мышей; MMLV H-.
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Abstract. Modern approaches to the detection and analysis of low-copy-number RNAs are often based on the 
use of RNA-dependent DNA polymerases, for example, in reverse-transcription PCR. The accuracy and eff iciency 
of cDNA synthesis in the reverse-transcription reaction catalyzed by reverse transcriptase (RNA-dependent DNA 
polymerase) signif icantly affect the correctness of the results of PCR diagnostic assays and/or RNA sequencing. 
In this regard, many studies are focused on the optimization of the reverse-transcription reaction, including the 
search for more perfect primers necessary to obtain a full-length DNA copy of RNA under study. The best-known 
completely uncharged analogs of oligonucleotides – morpholine oligonucleotides and peptide nucleic acids – 
cannot be substrates for enzymes that process nucleic acids. The aim of this work was to conduct a pilot study 
of uncharged phosphoryl guanidine oligodeoxyribonucleotides (PGOs) as primers for mouse leukemia virus 
reverse transcriptase (MMLV H-). Specif ic features of elongation of partially and completely uncharged PGO 
primers were investigated. It was demonstrated that PGOs can be elongated eff iciently, e. g., in the presence 
of a fragment of human ribosomal RNA having complex spatial structure. It was shown that the proportion (%) 
of abortive elongation products of a PGO primer depends on buffer ionic strength, nucleotide sequence of the 
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primer, and the presence and location of phosphoryl guanidine groups in the primer. The results indicate the 
suitability of PGOs, including completely electroneutral ones, as primers for reverse-transcription PCR, thereby 
opening up new prospects for the creation of experimental models for the analysis of highly structured RNA.
Key words: uncharged analogs of oligonucleotides; phosphoryl guanidine oligonucleotides; reverse transcrip-
tion; reverse transcriptase; mouse leukemia virus reverse transcriptase; MMLV H-.
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Введение
Обнаружение специфических РНК – одних из наиболее 
значимых природных биополимеров – является чрезвы-
чайно актуальной задачей молекулярной диагностики, 
поскольку такие молекулы служат маркерами состояния 
клетки или организма в целом, его метаболического ста
туса или наличия инфекции. Быстрая и высокочувстви-
тельная детекция РНК может способствовать ранней 
диа гностике и, как следствие, более эффективной терапии 
многих заболеваний. Наибольшей популярностью среди 
методов детекции РНК пользуется метод ОТПЦР, заклю-
чающийся в двух последовательных этапах: ферментатив-
ный синтез кДНК по матрице РНК при помощи обратной 
транскриптазы (ревертазы) и наработка соответствующего 
фрагмента дцДНК с помощью стандартной полимеразной 
цепной реакции (ПЦР). В случае использования флуоро-
форсодержащих праймеров или зондов можно осуще-
ствить ПЦР в «реальном времени», сканируя нарастание 
сигнала флуоресценции, по которому достаточно точно 
вы числяется количество исследуемой РНК на клетку/об-
разец. ОТПЦР широко распространена при исследовании 
паттернов экспрессии мРНК (Bustin, 2000), этот метод 
применяют на этапе создания библиотек для высокопроиз-
водительного секвенирования РНК (RNASeq) – одного из 
мощнейших инструментов для изучения транскриптомов 
и др. (Mortazavi et al., 2008; Haas, Zody, 2010).

Как правило, для проведения реакции ОТ используют 
обратную транскриптазу вируса лейкемии мышей Моло-
ни (MMLV). Данная ревертаза способна: катализировать 
синтез ДНК по матрице ДНК или РНК (Palikša et al., 2018; 
Li R. et al., 2020); осуществлять внематричный синтез ко-
ротких фрагментов ДНК (Ohtsubo et al., 2017); проводить 
синтез ДНК с вытеснением цепи (Kelleher, Champoux, 
1998; Malik et al., 2017); осуществлять «смену» матричной 
цепи (Wulf et al., 2019); расщеплять РНК в составе гиб
ридного РНК/ДНК комплекса (Schultz, Champoux, 2008; 
Li R. et al., 2020). В лабораторных исследованиях задей-
ствуют рекомбинантный вариант, лишенный активности 
РНКазы Н (MMLV H). Обширный пласт работ  посвящен 
оптимизации реакции ОТ, в том числе поиску более эф
фективных праймеров на основе модифицированных оли
гонуклеотидов, обладающих повышенным сродством к  
комплементарным НК (Heuverswyn et al., 2016; Menén
dezArias et al., 2016; Palikša et al., 2018; Li R. et al., 
2020). Известные на сегодняшний день полностью неза-
ряженные аналоги олигонуклеотидов – морфолиновые 
олигонуклеотиды и пептидонуклеиновые кислоты – не 
могут вступать в ферментативные реакции, вероятно, 
изза чужеродного остова, значительно отличающегося по 

структуре от природного углеводофосфатного. Частично 
модифицированные Ралкилфосфонатные олигонуклео-
тиды и фосфорилгуанидиновые олигодезоксирибонукле-
отиды (ФГО), в которых фрагмент рибозы остается неиз-
менным, используют как праймеры для дискриминации 
«неправильного» комплекса в ходе ПЦР (Li T.L. et al., 
2019; Chubarov et al., 2020). В случае ФГО показано, что 
они образуют комплексы с комплементарной ДНК или 
РНК в растворах с пониженной ионной силой и даже в 
деионизованной воде, причем термическая стабильность 
этих комплексов сопоставима с таковой для нативного 
комплекса в условиях, близких к физиологическим (Kup
ryushkin et al., 2014; Dyudeeva et al., 2019). Более того, 
установлено, что пространственная структура дуплексов, 
содержащих ФГО, практически не отличается от струк-
туры нативной двойной НК/НК спирали (Lomzov et al., 
2019). Сочетание этих факторов делает ФГсодержащие 
олигонуклеотиды перспективной платформой для раз-
работки высокоспецифичных зондов и, возможно, до-
пускает их участие в некоторых ферментативных пре-
вращениях НК, катализируемых как ревертазой, так и 
ДНКзависимыми ДНКполимеразами (Kupryushkin et 
al., 2017; Chubarov et al., 2020). 

Целью данной работы было исследование влияния 
числа фосфорилгуанидиновых групп (ФГгрупп) и про-
филя модификации ими ДНКпраймера на возможность 
РНКзависимого удлинения такого праймера с помощью 
ревертазы MMLV H, анализ перспектив использования 
ФГО в качестве праймеров для ОТПЦР при выявлении 
протяженных РНК.

Материалы и методы
Получение нуклеиновых кислот. Синтез нативных оли
годезоксирибонуклеотидов и их ФГсодержащих аналогов 
проводили в рамках фосфитамидного метода синтеза на 
автоматическом ДНК/РНК синтезаторе ASM800 («Биос-
сет», Россия) с использованием коммерческих фосфит
амидных мономеров и пористых полимерных носителей 
(GlenResearch, США). Для введения ФГгрупп приме
ня ли протокол, описанный в работе (Kupryushkin et al., 
2014). Фрагмент 18S рРНК человека любезно предостав-
лен М.Р. Кабиловым (Институт химической биологии и 
фундаментальной медицины СО РАН).

Выделение олигонуклеотидов и их ФГаналогов из 
реакционной смеси осуществляли методом обращенно
фазовой высокоэффективной жидкостной хроматогра
фии (ОФВЭЖХ) на хроматографе Agilent 1200 series (Agi
lent, США), используя колонку (4.6 × 150 мм) с сорбентом 
Eclipse XDBC18 (5 мкм) (Agilent). Элюцию олигонуклео
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тидов выполняли в линейном градиенте концентрации 
ацетонитрила (0–90 %) в 0.02 М растворе триэтиламмоний 
ацетата за 30 мин, скорость потока 1.5 мл/мин.

Электрофоретический анализ олигонуклеотидов и 
их ФГаналогов в денатурирующих условиях проводили 
в 15 % ПААГ (акриламид : N,N′метиленбисакриламид 
(29:1), 8 М мочевина) в буфере TBE (89 мМ Trisборат, 
pH 8.3, 2 мM Na2EDTA) при напряжении 50 В/см. Резуль-
таты электрофоретического разделения визуализировали 
окрашиванием геля реактивом StainsAll. При наличии 
флуорофора в составе олигонуклеотидов проводили ска
нирование флуоресценции при помощи системы гель до
кументирования VersaDoc MP 4000 Molecular Imager Sys
tem (BioRad, США).

Для разделения протяженных продуктов удлинения 
праймеров реакции ОТ использовали 1.5 % агарозный гель 
в буфере ТВЕ в горизонтальной ячейке (BioRad). Отно-
сительную электрофоретическую подвижность образцов 
оценивали с помощью двуцепочечного ДНКмаркера 
GeneRuler 100 bp DNA Ladder (ThermoScientific, Литва). 
Результаты электрофоретического разделения визуали-
зировали, окрашивая гель бромистым этидием (0.0001 % 
водный раствор) и сканируя сигнал флуоресценции, как 
описано выше. Относительное содержание основных 
продуктов удлинения праймеров вычисляли, анализируя 
сканированный сигнал флуоресценции соответствующих 
пятен при помощи программного обеспечения GelPro 
Ana lyzer 4.0 (Media Cybernetics, США).

Реакции обратной транскрипции.  Ферментативное 
удлинение олигонуклеотидов и их ФГаналогов в реак
ции ОТ проводили с рекомбинантным ферментом – обрат 
ной транскриптазой вируса лейкемии мышей MMLV H 
(«СибЭнзим», Россия). В качестве буферного раствора ис-
пользовали следующие составы: стандартный (St) – 30 мМ 
TrisHCl, 5 мМ MgCl2, 50 мМ KCl, 5 мМ дитиотреит; 
низкосолевой (L) – 30 мМ TrisHCl, 2 мМ MgCl2, 5 мМ 
дитиотреит). Соотношение компонентов реакционной 
сме си ОТ приведено в табл. 1 (если не указано иное), 
суммарный объем смеси составил 10 мкл.

Реакцию ОТ проводили при 37 °С. Время реакции 
составило 1 ч в случае 17звенной РНКматрицы и 3 ч в 
случае высокомолекулярной РНКматрицы – фрагмента 
18S рРНК человека. По окончании реакции фермент 
инактивировали термически, выдерживая реакционную 
смесь при 95 °С в течение 5 мин, или гидролизовали 

РНКматрицу, добавляя к реакционной смеси избыток 
концентрированного водного аммиака и выдерживая 2 ч 
при 56 °С. Аммиак удаляли, упаривая растворы в вакуум-
ном концентраторе до исчезновения запаха.

Результаты и обсуждение
На первом этапе работы мы рассмотрели серию декамер
ных дезоксирибонуклеотидов, идентичных по нуклеотид-
ной последовательности, но различающихся по числу вве-
денных в их структуру незаряженных ФГгрупп (рис. 1) 
и их взаимному расположению (табл. 2).

Рассматриваемые декануклеотиды были комплемен-
тарны 3′концевому участку модельной 18звенной РНК
мат рицы rM (рис. 2). Нуклеотидная последовательность 
мат рицы в составе формируемого комплекса содержала 
в одноцепочечной части лишь одну позицию rА, напро-
тив которой возможно встраивание в состав удлиняе
мой ДНКцепи только одного флуоресцентного остатка 
dUМPFAM с помощью ДНКзависимой РНКполимеразы 
обратной транскриптазы вируса лейкемии мышей Моло
ни (MMLV H).

Первоначально был осуществлен поиск оптимальных 
условий реакции ОТ на примере нативного субстрата 
X/rM. Была проведена серия экспериментов, в которых 
варьировали: 1) температуру реакции, 2) количество фер-
мента, 3) концентрацию трифосфатов, 4) концентрацию 
субстратного ДНК/РНК комплекса. Продукты реакции ОТ 
разделяли в 15 % полиакриламидном геле (ПААГ) и ви-
зуализировали, сканируя сигнал флуоресценции в канале 
FAM и затем окрашивая этот же гель реактивом StainsAll. 
Следует отметить, что окрашивание геля при помощи 
StainsAll позволяет контролировать материальный баланс 
каждой реакции, поскольку данный краситель «проявля-
ет» все продукты элонгации, а также исходные матрицу 
и праймер. Флуоресцентный сигнал, в свою очередь, от-
ражает накопление только целевых продуктов реакции ОТ, 
длина которых не менее 15 нуклеотидов, т. е. содержащих 
включенный остаток dUМPFAM. Типичный результат ана-
лиза реакции ОТ приведен на рис. 3.

Видно, что увеличение концентрации флуоресцентного 
dUTPFAM при прочих равных условиях (см. рис. 3, до-
рожки 2 и 3) не влияет на эффективность накопления 
продуктов элонгации нативного праймера в составе ком
плек са X/ rM. Напротив, в случае повышения концен-
трации немеченых dNTP при постоянной концентрации 

Таблица 1. Состав реакционных смесей для обратной транскрипции  
в случае короткой синтетической РНК-матрицы и протяженного фрагмента рРНК

17-звенная РНК-матрица Фрагмент 18S рРНК

Компонент Количество Компонент Количество

ДНК 10–5 M ДНК 10–6 M

РНК 10–5 M РНК 10–6 M

MMLV H- 200 ед. акт. MMLV H- 200 ед. акт.

dATP, dCTP, dGTP 300 мкМ каждого dATP, dCTP, dGTP, dTTP 300 мкМ каждого

dUTPFAM 50 мкМ dUTPFAM –

Буферный раствор 1× St Буферный раствор 1× St или L
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dUTPFAM (см. рис. 3, А, дорожки 3–5) наблюдается сни-
жение доли абортивных продуктов элонгации праймера 
и, как следствие, увеличение выхода флуоресцентного 
продукта элонгации. Максимальный выход полноразмер-
ного продукта реакции (согласно сигналу флуоресценции 
на рис. 3, Б) при минимальном количестве абортивных 
продуктов элонгации наблюдается в дорожке 5.

Именно такие условия были использованы в дальней-
шем для сравнения эффективности реакции ОТ натив-
ного и ФГсодержащих праймеров, остов которых был 
частично или полностью лишен отрицательного заряда. 
На рис. 4 приведен результат электрофоретического ана-
лиза продуктов реакции ОТ, задействующих в качестве 

субстрата комплексы rM с каждым из декануклеотидов, 
которые представлены в табл. 2.

По данным окрашивания геля StainsAll (см. рис. 4, А), 
как и по данным сигнала флуоресценции (см. рис. 4, Б), 
можно утверждать, что происходит ферментативное удли-
нение всех олигонуклеотидов, включая полностью элек-
тронейтральный X1–9. Отметим, что степень накоп ления 
полноразмерного флуоресцентного продукта несколько 
снижается при увеличении числа ФГгрупп в составе 
праймера (см. рис. 4, Б, дорожки 11–20). Вероятно, это свя-
зано с нарушением электростатических взаимодействий 
внутри ферментсубстратного комплекса. Тем не менее 
полученные данные свидетельствуют о том, что незаря-

Рис. 1. Структуры модифицированной ФГ-группы (обозначено «*») и 
нативного фосфата (обозначено «o») в составе ДНК-цепи. 
Base – азотистое основание.

Таблица 2. Структура декануклеотидов

Обозначение Последовательность 5’→3’ n

X GoCoGoCoCoAoAoAoCoA 0

X1;4;7 G*CoGoC*CoAoA*AoCoA 3

X1;5;9 G*CoGoCoC*AoAoAoC*A 3

X2;4;6;8 GoC*GoC*CoA*AoA*CoA 4

X1–2;5–6;9 G*C*GoCoC*A*AoAoC*A 5

X1–2;5;8–9 G*C*GoCoC*AoAoA*C*A 5

X1;3;5;7;9 G*CoG*CoC*AoA*AoC*A 5

X1–3;7–9 G*C*G*CoCoAoA*A*C*A 6

X2–3;5–6;8–9 GoC*G*CoC*A*AoA*C*A 6

X1–9 G*C*G*C*C*A*A*A*C*A 9

Примечание. «o» – нативная межнуклеотидная фосфатная группа; 
n – число ФГ-групп, обозначенных «*»; Х – общее название серии 10-звен-
ных олигонуклеотидов, нижний индекс – порядковый номер (с 5’-конца) 
модифицированных ФГ-групп. Все декануклеотиды были выделены и очи-
щены унифицированным образом (см. Материалы и методы).
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Рис. 2. Схема удлинения декануклеотида серии Х по РНК-матрице rM 
с образованием флуоресцентного продукта.

Рис. 3. Результат электрофоретического разделения продуктов реакций ОТ нативного субстрата X/rM при 37 °С 
и 200  ед.  акт. фермента с различной концентрацией трифосфатов и ДНК/РНК субстрата в денатурирующем 
15 % ПААГ после окрашивания реактивом StainsAll (А) и сканирования сигнала флуоресценции (Б).
Стрелками указаны матрица (rM), продукт реакции ОТ и нативный декануклеотид (Х).
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женные ФГО могут являться праймерами в реакции ОТ, 
что не было ранее описано для полностью модифициро-
ванных незаряженных аналогов олигонуклеотидов.

Детально проанализировать степень конверсии ФГО
праймеров в случае данной модельной системы не 
представлялось возможным (см. рис. 4, А, дорожки 2–10 
и 11–20), поскольку повышение степени модификации 
ФГО резко снижает эффективность их окрашивания с 
помощью НКспецифических красителей, например 
StainsAll (Dyudeeva et al., 2019). Учитывая это обстоя-
тельство, для реализации следующего этапа работы были 
сконструированы нативные и ФГсодержащие олиго-
нуклеотиды, несущие на 5′конце остаток флуорофора 
(табл. 3). Это позволило в дальнейшем детектировать 
весь спектр продуктов ферментативного превращения 
праймеров на протяженной матрице – фрагменте 18S 
рРНК человека. Структуры праймеров варьировали по 
степени модификации их углеводофосфатного остова от-
носительно 3′конца. Наряду с нативным праймерами (J1.о 
и J2.о) использовали их частично незаряженные аналоги, 
содержащие 5′модифицированный и 3′нативный остов 
с шестью немодифицированными фосфатными группами 
(J1.6 и J2.6) и тремя немодифицированными фосфатными 
группами (J1.3 и J2.3), а также полностью электроней-
тральные аналоги (J1.х и J2.х).

Нуклеотидные последовательности этих праймеров 
были комплементарны участкам фрагмента 18S рРНК 
человека (протяженность фрагмента 558 нуклеотидов) 
(рис. 5).

Первый из двух выбранных участков для гибридиза-
ции – J1серия на рис. 5 – расположен ближе к 3′конце-
вой области фрагмента рРНК. В процессе ОТ с данного 
сайта возможно получить продукты, теоретическая длина 
которых должна составлять 439 нуклеотидов. Второй 
сайт связывания праймеров J2серии находится ближе к 
середине фрагмента рРНК, теоретическая длина полнораз-
мерных продуктов элонгации этого праймера составляет 
276 нуклеотидов. При выборе сайтов связывания олиго-
нуклеотидов со структурированными РНКматрицами 
учитывали принципы, заложенные в работе (Petyuk et 
al., 1999).

Как показано ранее, ФГО обладают способностью об
разовывать комплементарный комплекс в растворах с 
ультранизкой ионной силой (Kupryushkin et al., 2014; Dyu
deeva et al., 2019), поэтому было принципиально срав нить 
эффективность протекания реакции ОТ для нативного и 
ФГсодержащих праймеров в буферных растворах с раз
личающейся ионной силой. Для этого из состава «стан
дартного» буферного раствора был полностью удален 
хлорид калия, а концентрация хлорида магния понижена 
с 5 до 2 мМ. Возможно, понижение ионной силы буфер-
ного раствора позволит дестабилизировать внутреннюю 
вторичную структуру РНКматрицы и тем самым «об-
легчить» протекание реакции. Протяженные продукты 
удлинения праймеров анализировали методом гель
электрофореза в 1.5 % агарозном геле, детектируя их по 
сигналу флуоресценции и с помощью окрашивания геля 
бромистым этидием. Результат электрофоретического раз
деления продуктов реакции ОТ в буферных растворах со 
«стандартной» и пониженной ионной силой для прай-
меров серии J1 приведен на рис. 6. Видно, что введение 

1 10 11 1112 1213 1314 1415 1516 1617 1718 1819 1920 202 3 4 5 6 7 8 9

А Б

Рис. 4. Результат электрофоретического разделения продуктов реакций ОТ в денатурирующем 15 % ПААГ после окраши-
вания реактивом StainsAll (А) и сканирования сигнала флуоресценции (Б).
Дорожки 1–10 – контроли без фермента: смеси rM и праймера X (дор. 1), индивидуальные праймеры X1;4;7 (дор. 2), X1;5;9 (дор. 3), 
X2;4;6;8 (дор. 4), X1–2;5;8–9 (дор. 5), X1;3;5;7;9 (дор. 6), X1–2;5–6;9 (дор. 7), X1–3;7–9 (дор. 8), X2–3;5–6;8–9 (дор. 9), X1–9 (дор. 10); дорожки 11–20 – 
реакции ОТ с участием праймеров X (дор.  11), X1;4;7 (дор.  12), X1;5;9 (дор.  13), X2;4;6;8 (дор.  14), X1–2;5;8–9 (дор.  15), X1;3;5;7;9 (дор.  16), 
X1–2;5–6;9 (дор. 17 ), X1–3;7–9 (дор. 18), X2–3;5–6;8–9 (дор. 19), X1–9 (дор. 20).

Таблица 3. Структуры праймеров для реакции ОТ  
с участием высокомолекулярной РНК-матрицы,  
фрагмента 18S рРНК человека

Код Последовательность 5’→3’

J1.о [Flu]oAoToCoGoToToToAoToGoGoToCoGoGoAoAoCoToA

J1.6 [Flu]oA*T*C*G*T*T*T*A*T*G*G*T*C*GoGoAoAoCoToA

J1.3 [Flu]oA*T*C*G*T*T*T*A*T*G*G*T*C*G*G*A*AoCoToA

J1.х [Flu]oA*T*C*G*T*T*T*A*T*G*G*T*C*G*G*A*A*C*T*A

J2.о [Flu]oCoCoCoToCoToToAoAoToCoAoToGoGoCoCoToCoAoGoT

J2.6 [Flu]oC*C*C*T*C*T*T*A*A*T*C*A*T*G*G*CoCoToCoAoGoT

J2.3 [Flu]oC*C*C*T*C*T*T*A*A*T*C*A*T*G*G*C*C*T*CoAoGoT

J2.х [Flu]oC*C*C*T*C*T*T*A*A*T*C*A*T*G*G*C*C*T*C*A*G*T

Примечание. «o» – нативная межнуклеотидная фосфатная группа; «*» – 
ФГ-группа; [Flu] – остаток флуоресцеина.
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Рис. 5. Предполагаемая вторичная структура фрагмента 18S рРНК человека, построенная при помощи онлайн-сервиса RNAfold web server.
J1 и J2 – сайты, выбранные для гибридизации праймеров. Стрелками показано направление удлинения праймеров.

ФГгрупп в состав праймера приводит к ожидаемому по-
нижению его электрофоретической подвижности за счет 
уменьшения суммарного заряда молекулы (см. рис. 6, А, 
дорожки 1, 4, 7, 10). Ферментативная элонгация праймера 
наблюдается во всех случаях, даже для праймера J1.x, 
обладающего полностью электронейтральным углеводо
фосфатным остовом (см. рис. 6, А, дорожки 11, 12).

На примере нативного праймера J1.o рассмотрим общий 
вид реакционной смеси, полученной в результате ОТ (см. 
рис. 6, дорожки 1–3). Исходный праймер J1.o (дорожка 1) 
практически отсутствует среди продуктов его реакции ОТ 
(дорожки 2 и 3), что свидетельствует об эффективном 
протекании реакции. Тем не менее продукты элонгации 
праймера достаточно разнородны по своей электрофо-
ретической подвижности и, соответственно, длине: на-
блюдаются абортивные продукты элонгации. Вероятно, 
это связано с высокой степенью структурированности 
РНКматрицы, поскольку ревертаза, не обладая хеликаз-
ной активностью, не способна преодолеть шпильки РНК 
или другие вторичные структуры, что может привести к 
диссоциации фермента и ДНКРНК субстрата (Okano et 
al., 2017). Как следствие, снижается ожидаемая процес-
сивность реакции ОТ. В рассматриваемых реакционных 
смесях (см. рис. 6, дорожки 2 и 3) можно выделить два 
превалирующих продукта (a и b). Электрофоретическая 
подвижность продукта a сопоставима с подвижностью ис-
ходной РНКматрицы (см. рис. 6, Б, дорожка 14), длина ко-
торой 558 нуклеотидов, и с подвижностью полос в ДНК

маркере (дорожка 13), соответствующим длинам 500 и 
600 пар оснований. Можно полагать, что данный продукт 
по своей длине близок к полноразмерному теоретическо-
му. Продукт b обладает меньшей электрофоретической 
подвижностью, приблизительно соответствующей под-
вижности 300 пар оснований в дцДНКмаркере. Даже 
введение дополнительной стадии денатурации рРНК при 
95 °С для уменьшения вероятности ее структурирования 
не привело к увеличению выхода продукта a (данные не 
представлены).

Интересно, что электрофоретическая подвижность ис
ходных праймеров J1.6, J1.3 и J1.x (см. рис. 6, А, дорож
ки 4, 7, 10) ниже, чем у продуктов их удлинения в реак
ции ОТ (см. рис. 6, А, дорожки 5–6, 8–9 и 11–12). По всей 
видимости, на начальных этапах реакции включение 
оче редного dNTP в растущую цепь модифицированного 
ФГОпраймера влечет за собой увеличение скорости ми-
грации олигонуклеотида в геле за счет более заметного 
изменения заряда; размер молекулы при этом еще не из-
менился настолько значительно, чтобы вызвать задержку 
в порах агарозного геля. Однако при достижении некой 
критической длины, на более поздних этапах реакции, 
общий размер молекул оказывает большее влияние на 
ско рость миграции в геле, нежели увеличение заря да при 
включении очередного dNTP. Таким образом, протяжен-
ные продукты реакции ОТ для ФГсодержащих прай
меров демонстрируют «классическое» поведение в геле, 
замедляясь при увеличении размера молекулы. Вклад 
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Рис.  6.  Результат сканирования сигнала флуоресценции FAM  (А) и бромистого этидия  (Б) после разделения продуктов 
 реакции ОТ в 1.5 % агарозном геле:
индивидуальных ДНК-праймеров J1.o (дор. 1), J1.6 (дор. 4), J1.3 (дор. 7), J1.x (дор. 10), которые видны только при сканировании 
флуо ресценции FAM; продуктов реакции ОТ праймеров J1.o (дор. 2), J1.6 (дор. 5), J1.3 (дор. 8), J1.x (дор. 11) в «стандартных» буфер-
ных условиях (St); продуктов реакции ОТ праймеров J1.o (дор. 3), J1.6 (дор. 6), J1.3 (дор. 9), J1.x (дор. 12) в буфере с пониженной ион-
ной силой (L); ДНК-маркера 100–1000 п. о. (дор. 13), который виден только при сканировании флуоресценции бромистого этидия; 
РНК-матрицы (дор. 14), которая видна только при сканировании флуоресценции бромистого этидия.
Тип праймера и буферных растворов указаны на рисунке, а и b соответствуют положениям превалирующих продуктов реакции ОТ.

относительно небольшого числа ФГгрупп в этом случае 
становится незначителен. Благодаря этому, вероятно, 
электрофоретическая подвижность наиболее представ-
ленных продуктов реакции ОТ (a и b) практически не за-
висит от числа модификаций в исходном ФГсодержащем 
праймере.

Понижение ионной силы реакционного буфера (см. 
рис. 6, дорожки 3, 6, 9, 12) приводит к накоплению более 
длинных продуктов а реакции ОТ по сравнению со стан-
дартными реакционными условиями (дорожки 2, 5, 8, 
11), вне зависимости от наличия модификаций в составе 
праймера. Наиболее выраженно изменение ионной силы 
повлияло на соотношение продуктов элонгации нативного 
праймера J1.o: согласно интенсивностям сигнала флуорес-
ценции, относительное содержание наиболее протяженно-
го продукта a выросло втрое (с 9 до 27 %), в то время как 
содержание абортивного продукта b уменьшилось (с 26 до 
10 %) при понижении ионной силы буферного раствора. 
Вероятно, удаление части солей из состава буфера по-
зволило дестабилизировать внутреннюю структуру РНК, 
но не оказало значительного влияния на формирование 
тройного комплекса «ДНК–РНК–фермент». Для модифи-
цированных ФГсодержащих праймеров перераспределе-
ние продуктов элонгации при смене буферного раствора 
тоже наблюдалось, но на уровне нескольких процентов.

Следует отметить, что для полностью электронейтраль-
ного ФГО J1.x (см. рис. 6, А, дорожки 10–12) мы наблю-
дали меньшую конверсию в реакции ОТ относительно 
нативного праймера (дорожки 1–3). Можно предположить, 
что лимитирующая стадия реакции ОТ для полностью 
электронейтрального ФГО J1.x – присоединение первых 
dNMP к 3′концу полностью электронейтрального прай-

мера (по аналогии с работой (Skasko et al., 2005)). Затем 
фермент полностью переключается на «предпочтитель-
ный» субстрат, содержащий на 3′конце нативные немо-
дифицированные нуклеотиды, «не замечая» пусть даже 
избыточного количества исходного праймера. 

Аналогичные результаты были получены для прайме-
ров серии J2 (рис. 7). В данном случае среди продуктов 
удлинения праймера наблюдается меньшее количество 
абортивных продуктов. Вероятнее всего, это связано с 
тем, что теоретическая максимальная длина продуктов 
элонгации меньше, чем в случае праймера J1, и в ходе 
элонгации преодолевается меньшее количество шпилек 
или других структурных элементов РНКматрицы, изза 
чего процессивность работы фермента оказывается выше.

Основной продукт элонгации праймеров серии J2 об
ладает электрофоретической подвижностью, сопостави
мой с двуцепочечным ДНКмаркером длиной 400 пар 
оснований. Предположительно, этот продукт близок по 
длине к полноразмерному (276 нуклеотидов для данного 
праймера). Его относительное содержание в реакцион-
ных смесях представлено на рис. 8. Как и для праймеров 
серии J1, мы наблюдали более эффективное накопление 
целевого продукта в буферном растворе с пониженной 
ионной силой (L) для нативного праймера J2.o (увеличе
ние доли основного продукта с 45 до 61 %) и для ФГпрай
мера J2.3 (с 33 до 46 %).

Интересно, что другие ФГпраймеры оказались прак-
тически индифферентны к изменению ионной силы. 
Воз можно, расположение ФГгрупп в активном центре 
фермента оказывает влияние на конформацию фермент
субстратного комплекса и, как следствие, на его чувстви-
тельность к ионному составу среды и сольватации. 



E.S. Dyudeeva 
I.A. Pyshnaya

12 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2022 • 26 • 1

Phosphoryl guanidine oligonucleotides 
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Заключение
Таким образом, нами изучены особенности удлинения 
частично и полностью не заряженных фосфорилгуани-
диновых олигодезоксирибонуклеотидов (ФГО) в реакции 
обратной транскрипции с помощью ревертазы MMLV H. 
Продемонстрировано, что ФГсодержащие праймеры 
способны эффективно удлиняться, в том числе в присут-
ствии фрагмента рРНК человека, обладающего сложной 
пространственной структурой. Снижение ионной силы 
буферного раствора позволяет повысить эффективность 
синтеза полноразмерной кДНК при использовании как 
нативных, так и ФГсодержащих праймеров. Получен-
ные данные показывают возможность применения ФГО, 
включая полностью электронейтральные, как праймеров 
в реакциях ОТПЦР, что открывает новые перспективы 
для создания систем анализа высокоструктурированных 
РНК и требует дальнейших исследований.
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Аннотация. Стромальные элементы опухоли могут стимулировать прогрессию опухолевого роста и мета-
стазирование. В структуру опухолевой стромы входят соединительнотканные элементы, сосуды, нервы и 
внеклеточный матрикс. Одним из клеточных элементов стромы опухоли являются опухоль-ассоциирован-
ные фибробласты (ОАФ), происхождение и функции которых активно изучают на протяжении последних 
тридцати лет. ОАФ продуцируют основной каркасный белок внеклеточного матрикса – коллаген, избыток 
которого в строме опухоли стимулирует фиброз, повышает жесткость опухолевой ткани и нарушает пере-
дачу сигналов пролиферации и дифференцировки. ОАФ контролируют ангиогенез в опухоли, подвижность 
опухолевых клеток, иммуногенные свойства опухоли и развитие резистентности к химиопрепаратам и имму-
нотерапии. В результате метаболической адаптации быстрорастущей опухолевой ткани к нехватке питатель-
ных веществ и кислорода, при конверсии основного типа производства энергии в клетках с окислительного 
фосфорилирования на анаэробный гликолиз инициируются молекулярные изменения, в том числе индук-
ция определенных транскрипционных факторов, которые обусловливают активацию ОАФ. Молекулярный 
фенотип активированных ОАФ имеет сходство с фибробластами, активированными в процессе воспаления. 
В активированных ОАФ происходит de novo синтез альфа-актина гладкой мускулатуры (α-SMA), продукция 
различных протеаз и фибронектина. Поскольку ОАФ обнаружены во всех типах карцином, эти клетки мо-
гут быть мишенями для разработки новых подходов противоопухолевой терапии. Часть ОАФ происходит из 
резидентных фибробластов пораженного опухолью органа, другие берут свое начало из опухолевых эпите-
лиоцитов, претерпевая эпителиально-мезенхимальный переход. На сегодняшний день обнаружено боль-
шое количество молекулярных и метаболических индукторов эпителиально-мезенхимального перехода, к 
которым относят трансформирующий фактор роста бета (TGF-β), гипоксию и воспаление. В данном обзоре 
систематизированы современные представления о молекулярных маркерах ОАФ, их функциональных осо-
бенностях, этапах эпителиально-мезенхимального перехода и обсуждается возможность использования 
ОАФ в качестве мишеней для противоопухолевой терапии.
Ключевые слова: опухоль-ассоциированые фибробласты; эпителиально-мезенхимальный переход; карци-
нома; гипоксия.
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Abstract. The stromal elements of a malignant tumor can promote cancer progression and metastasis. The struc-
ture of the tumor stroma includes connective tissue elements, blood vessels, nerves, and extracellular matrix (ECM). 
Some of the cellular elements of the tumor stroma are cancer-associated f ibroblasts (CAFs). The origin and function 
of CAFs have been actively studied over the past thirty years. CAFs produce collagen, the main scaffold protein of 
the extracellular matrix. Collagen in the tumor stroma stimulates f ibrosis, enhances the rigidity of tumor tissue, and 
disrupts the transmission of proliferation and differentiation signaling pathways. CAFs control tumor angiogenesis, 
cell motility, tumor immunogenic properties, and the development of resistance to chemo- and immunotherapy. 
As a result of metabolic adaptation of rapidly growing tumor tissue to the nutrients and oxygen deprivation, the 
main type of energy production in cells changes from oxidative phosphorylation to anaerobic glycolysis. These 
changes lead to sequential molecular alterations, including the induction of specif ied transcriptional factors that 
result in the CAFs activation. The molecular phenotype of activated CAFs is similar to f ibroblasts activated during 
inf lammation. In activated CAFs, alpha-smooth muscle actin (α-SMA) is synthetized de novo and various proteases 
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and f ibronectin are produced. Since CAFs are found in all types of carcinomas, these cells are potential targets 
for the development of new approaches for anticancer therapy. Some CAFs originate from resident f ibroblasts 
of the organs invaded by the tumor, while others originate from epithelial tumor cells, which are undergoing an 
epithelial-mesenchymal transition (EMT). To date, many molecular and metabolic inducers of the EMT have been 
discovered including the transforming growth factor-beta (TGF-β), hypoxia, and inf lammation. This review clas-
sif ies modern concepts of molecular markers of CAFs, their functional features, and discusses the stages of epithe-
lial-mesenchymal transition, and the potential of CAFs as a target for antitumor therapy.
Key words: cancer-associated f ibroblasts; epithelial-to-mesenchymal transition; carcinoma; hypoxia.
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Биология опухоль-ассоциированных 
фибробластов
Согласно современным представлениям, в микроокру-
жении солидных опухолей присутствуют эпителиальные 
и стромальные клетки, среди которых можно выделить 
фибробласты, эндотелиоциты, а также иммунные клетки 
(Wang et al., 2017). Клетки стромы c фибробластоподоб-
ным фенотипом – так называемые опухоль-ассоцииро-
ванные фибробласты (ОАФ), в отличие от нормальных 
фибробластов, содержат различные хромосомные наруше-
ния, такие как дупликации, множественные перестройки 
и даже утрата целых хромосом (Hosein et al., 2010). ОАФ 
контролируют ангиогенез в опухоли, подвижность и ме-
тастазирование, иммуногенные свойства опухоли и разви- 
 тие резистентности к химиопрепаратам и иммунотерапии 
(Tripathi et al., 2012; Alkasalias et al., 2018; Nushtaeva et 
al., 2018). 

В метаанализе клинической значимости опухолевой 
стромы была продемонстрирована связь высокого содер-
жания ОАФ с поздними стадиями опухолевой прогрессии, 
а также с вероятностью местного рецидива после удаления 
опухоли (Knops et al., 2020). 

Гетерогенность  
клеток-предшественников ОАФ
В 1995 г. было выдвинуто предположение о гетерогенном 
происхождении ОАФ, когда L. Rønnov-Jessen с коллегами 
показали, что ОАФ в злокачественных новообразованиях 
молочной железы происходят из резидентных фибробла-
стов, гладкомышечных клеток сосудов и перицитов (Røn-
nov-Jessen et al., 1995). К настоящему времени установле-
но, что источниками ОАФ могут быть предшественники 
мезенхимальных клеток из красного костного мозга, эн-
дотелиальные и эпителиальные клетки, собственные или 
резидентные фибробласты органа, в котором развилась 
опухоль, адипоциты и клетки адвентиции сосудов (Puré, 
Hingorani, 2018; Yin et al., 2019). Для реализации фенотипа 
ОАФ в некоторых клетках-предшественниках необходима 
дополнительная стимуляция цитокинами и факторами 
роста, такими как трансформирующий ростовой фактор 
бета (TGF-β), фактор роста фибробластов (FGF) и другие 
сигнальные молекулы (табл. 1) (Bordignon et al., 2019).

Эпителиальные клетки опухоли могут претерпевать 
трансформацию в ОАФ в процессе эпителиально-мезен-
химального перехода (ЭМП) (рис. 1). Это динамический 
процесс, при котором эпителиоциты трансдифференци-
руются в фибробластоподобные клетки. Он характерен 
не только для опухолевых клеток, но, прежде всего, для 

формирования мезодермы и нервного гребня в эмбрио-
генезе, а также при воспалении и заживлении ран (Kim 
et al., 2017). Динамическая трансформация морфологии 
клетки при ЭМП обусловлена изменением экспрессии 
генов-регуляторов, ведущей к продукции определенных 
белков, что позволяет считать эти белки маркерами ЭМП 
(см. рис. 1). Среди таких маркеров наиболее значимыми 
являются N-кадгерин и виментин, которые обеспечивают 
перестройку цитоскелета и изменение формы клетки, а 
также контактов с соседними клетками и внеклеточным 
матриксом (ВКМ) (Massagué, 2008; Ye, Weinberg, 2015). 

Помимо молекулярных стимуляторов ЭМП, показана 
важная роль гипоксических условий. Гипоксия активи-
рует ЭМП за счет связывания фактора, индуцируемого 
гипоксией (HIF-1) c генами-регуляторами ЭМП. HIF-1 
увеличивает экспрессию транскрипционного фактора 
ZEB1 из семейства белков, содержащих мотив цинковых 
пальцев, а также транскрипционных факторов Snail и 
SLUG. Гиперэкспрессия этих факторов связана с мезен-
химальным фенотипом и снижением представленности 
маркеров эпителиальных клеток – Е-кадгерина и белка 
плотных контактов 1-го типа (TJP1 или ZO-1) (Nushtaeva 
et al., 2019; Tam et al., 2020). 

Эндотелиальные клетки сосудов опухоли могут претер-
певать эндотелиально-мезенхимальный переход (ЭндМП) 
и приобретать фенотип и функциональные особенности 
ОАФ с потерей молекулярных маркеров эндотелиоцитов, 
таких как молекула адгезии эндотелиоцитов/тромбоцитов 
(CD31), и продукцией маркеров, специфичных для ме-
зенхимальных клеток, например α-SMA и фибробласто-
специфического белка 1 (FSP-1) (Zeisberg et al., 2007).

Важной частью стромы злокачественных опухолей 
мо лочной железы являются клетки жировой ткани – ади-
поциты, которые могут трансформироваться в опухоль- ас- 
 социированные адипоциты и далее в ОАФ. Такие изме-
нения сопровождаются увеличением экспрессии молеку-
лярных маркеров, характерных для мезенхимальных кле-
ток, а именно: рецепторов, индуцируемых активаторами 
пероксисом гамма (PPARG), транскрипционного фактора, 
содержащего ДНК-связывающий домен Runt 2-го типа 
(RUNX-2), и транскрипционного фактора семейства HMG 
ДНК-связывающих белков (SOX9) (Bochet et al., 2013; 
Liu et al., 2021). 

На клеточной модели рака простаты было показано, 
что мезенхимальные стволовые клетки (МСК) могут диф-
ференцироваться в ОАФ после активации хемокинового 
рецептора 6-го типа (СXCR6) его лигандом CXCL16. По-
мимо того, что активация CXCR6 ведет к трансформации 



M.S. Ermakov, A.A. Nushtaeva 
V.A. Richter, O.A. Koval

16 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2022 • 26 • 1

Cancer-associated fibroblasts  
and their role in tumor progression

Эпителиальный фенотип

Опухольобразующая 
способность

Е-кадгерин
Цитокератины

ЕрСАМ
Окклудин
Клаудин
Муцины

N-кадгерин
Виментин
Mel-САМ

CD90
S100A4
α-SMA

Базальная мембрана

Мезенхимальный фенотип

Инвазивность
ЭМП

МЭП

Метастазирование

Лекарственная устойчивость

Индукторы перехода

Факторы роста TGF-β/SMAD Гипоксия (HIF-1) BKM/интегрины Воспаление (NF-κB)

МСК в ОАФ, происходит секреция стромального факто-
ра-1, известного также как CXCL12, который принимает 
участие в ЭМП (Jung et al., 2013). В работе (Weber et al., 
2015) продемонстрировано, что внеклеточный структур-
ный белок остеопонтин (OPN), который играет ключевую 
роль в формировании костной ткани, при раке молочной 
железы индуцирует экспрессию TGF-β в интегрин-зави-
симых МСК, чтобы обеспечивать поддержание фенотипа 
ОАФ. Интересно, что даже специализированные клетки, 
такие как клетки Ито в печени, звездчатые клетки подже-
лудочной железы и миофибробласты молочной железы, 
могут приобретать фенотип ОАФ (Weber et al., 2015). 
Данные примеры иллюстрируют широкий спектр клеток, 
которые в результате молекулярных изменений в опухоли 
могут приобретать фенотип ОАФ и, как следствие, во-
влекаться в биологию опухоли.

Маркеры опухоль-ассоциированных 
фибробластов
Вовлеченность ОАФ в онкогенез и опухолевую прогрес-
сию делает их привлекательными для применения таргет-
ной терапии. Потенциально клинически значимым мар-
кером ОАФ является трансмембранный муциноподобный 
белок подопланин (PDPN) (табл. 2). На сегодняшний день 
PDPN описан как маркер клеток-предшественников ка-
пилляров лимфоидного русла и ОАФ в раковых опухолях 
легких. Экспрессия подопланина была зарегистрирована в 
54 (30.5 %) из 177 исследованных популяций ОАФ (Yurugi 
et al., 2017). При этом все подопланин-положительные 
ОАФ были характерны для инвазивных аденокарцином, 
тогда как для неинвазивных аденокарцином был показан 
подопланин-отрицательный фенотип (Yurugi et al., 2017). 

Важными маркерами ОАФ служат рецепторы тромбо-
цитарного фактора роста PDGFRα и PDGFRβ, которые 
относятся к 3-му классу тирозинкиназ и активируются 
при взаимодействии с лигандом PDGF. При функциони-
ровании вне патологии PDGFR регулирует органогенез 
различных систем в эмбриогенезе, однако значение акти-
вации рецепторов PDGFRα и -β в опухолях еще не до кон-
ца ясно. Показано, что экспрессия рецептора PDGFRβ по-  
вышена в клетках микроокружения опухоли, в особенно-
сти в ОАФ, где тромбоцитарный фактор роста активирует 
ОАФ и может стимулировать опухолевую прогрессию 
(An derberg et al., 2009). PDGFRα-положительные ОАФ 
были обнаружены в строме меланомы, что позволяет пред-
положить, что эти ОАФ происходят из резидентных фи-
бробластов в результате активации (Lynch, Watt, 2018). 
Одной из потенциальных мишеней для таргетного воздей-
ствия на ОАФ является сывороточный белок амилоида А 
(SAA-1); его экспрессия и роль в опухолевой прогрессии 

Таблица 1. Активаторы ОАФ 

Индуктор Путь активации Литературный источник

TGF-b CLIC4/Arf6 Calon et al., 2014

FGF RAS/MAPK,  
PI3k/AKT

Bordignon et al., 2019;  
Mossahebi-Mohammadi et al., 2020

PDGF PI3k/AKT Yoshida, 2020

HSF-1 TRiC/CCT Scherz-Shouval et al., 2014;  
Grantham, 2020

Примечание. PDGF – тромбоцитарный фактор роста; HSF-1  – фактор 
теплового шока 1-го типа; CLIC4/Arf6 – хлоридный внутриклеточный ка-
нал 4, фактор АДФ-рибозилирования 6-го типа; RAS/MAPK – митоген-акти-
вируемая протеинкиназа; PI3k/AKT – фосфоинозитид-3-киназа, альфа се-
рин/треонин протеинкиназа; TRiC/CCT – шаперонин, содержащий TCP-1.

Рис. 1. Клеточные и молекулярные изменения при ЭМП и МЭП.
МЭП – мезенхимально-эпителиальный переход; EpCAM – молекула адгезии эпителиоцитов; Mel-CAM – молекула адгезии мелано-
мы; α-SMA – альфа-актин гладкой мускулатуры; HIF-1 – фактор, индуцируемый гипоксией 1-го типа. 
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были описаны на клеточной модели ОАФ из опухолей 
желудка (Yasukawa et al., 2021).

В процессе поиска специфических маркеров опухо-
левой стромы в ОАФ аденокарциномы простаты была 
показана повышенная экспрессия поверхностного белка 
с одиночным V-доменом иммунноглобулина (CD90), ис-
ходно обнаруженного на Т-клетках и нейронах. Высокий 
уровень CD90 позволил отличать опухоль-ассоциирован-
ную строму от «доброкачественной». Поскольку экспрес-
сия CD90 была обнаружена только в фибробластах, ассо-
циированных с опухолью, такой маркер является потенци-
альной терапевтической мишенью для таргетной терапии 
(True et al., 2010).

Определенные белки ОАФ могут выступать прогно-
стическими маркерами инвазивности опухоли. Одним 
из таких маркеров может быть белок S100A4 из семей-
ства S100 низкомолекулярных кальций-связывающих 
белков (Fei et al., 2017). Белки семейства S100 интересны 
наличием как внутри-, так и внеклеточной активности, 
обусловленной участием в поддержании баланса кальция, 
и процессов, зависимых от уровня внутриклеточного 
кальция. S100А4 активирует каскад реакций, связанных 
в основном с секрецией провоспалительных цитокинов 
и экспрессией факторов роста, белков внеклеточного 
матрикса, металлопротеиназ и др. Особый интерес пред-
ставляет внутриклеточная активность S100A4, которая 
сопряжена с усилением инвазивных возможностей опухо-
левых клеток, уходом от апоптоза и стволовым фенотипом 
клетки (Ambartsumian et al., 2019). При исследовании 
роли S100A4 в опухолевой прогрессии выявлено, что 
супрессия белка способствует снижению роста опухоли 
(Joyce, Pollard, 2009; Grum-Schwensen et al., 2015). Роль 
стромальных клеток, которые секретируют S100A4, была 
продемонстрирована на модели мышей MMTV-PyVmT 
с нокаутированным геном S100A4: при совместной ор-
тотопической трансплантации клеток аденокарциномы 
молочной железы мыши CSML100 и эмбриональных 
фибробластов мыши MEF. Клеточные линии MEF были 
получены путем спонтанной иммортализации первич-
ных эмбриональных фибробластов мышей с фенотипом 
S100A4+ и S100A4–. При совместной трансплантации 
опухолевых клеток и фибробластов с фенотипом S100A4– 

сингенным мышам метастазы не образовывались, однако 
при трансплантации S100A4+-фибробластов метастатиче-
ский потенциал клеток опухоли возвращался. S100A4+-
фибробласты характеризовались повышенной подвиж-
ностью и инвазивностью по сравнению с фибробластами 
S100A4–, а также способностью секретировать S100A4 в 
микроокружение опухоли (Grum-Schwensen et al., 2005).

Сегодня уже стало очевидным, что экспрессия опре-
деленных маркеров ОАФ не позволяет однозначно пред-
сказать агрессивность опухоли. Например, потеря кавео-
лина-1 в ОАФ связана с плохим прогнозом при раке молоч-
ной железы, потому что популяция этих ОАФ стимулиру- 
 ет рост трижды негативных (ER-/PR-/HER2-) опухолевых 
клеток молочной железы (Witkiewicz et al., 2009). В па-
раллельном исследовании экспрессия кавеолина-1 в ОАФ 
трансформированной молочной железы стимулировала 
перестройку микроокружения опухоли, вследствие чего 
облегчалась инвазия злокачественных клеток и уровень 
увеличения инвазивности коррелировал с метастатиче-
ским потенциалом опухоли (Witkiewicz et al., 2009; Goetz 
et al., 2011). Такие противоречивые результаты указывают 
на то, что кавеолин-1 играет различную роль при разных 
гистологических типах опухолей. Для определения его в 
качестве опухолевого прогностического маркера должны 
быть проведены более масштабные исследования.

Роль опухоль-ассоциированных фибробластов 
в опухолевой прогрессии
Особый интерес в исследовании опухолевой прогрессии 
представляет стимулирующее действие ОАФ на пролифе-
рацию опухолевых клеток и их инвазию. Такой интерес 
связан в первую очередь с тем, что еще в предраковом 
фенотипе эпителиальных клеток резидентные фибробла-
сты трансформируются в ОАФ (Liotta, Kohn, 2001). На 
модели фибробластов из опухолей и полипов кишечника 
была показана стимуляция ими пролиферации опухоле-
вых клеток и клеток полипов, что подтверждает вклад 
стромальных клеток в опухолевый рост и прогрессию 
(Mu kaida, Sasaki, 2016). 

Взаимодействие опухолевых эпителиоцитов с ОАФ 
было проанализировано при сравнении гистологической 
картины различных типов рака желудка. В исследовании 

Таблица 2. Потенциальные маркеры ОАФ

Маркеры ОАФ Распространенность в опухолях Литературный источник

α-SMA РМЖ Yang et al., 2021

SAA-1 Рак желудка Yasukawa et al., 2021

Остеопонтин РМЖ Weber et al., 2015

Кавеолин-1 РМЖ: люминальный тип (повышен), базальный (понижен) Witkiewicz et al., 2009; Goetz et al., 2011

PDGFRα/β РМЖ, меланома Jansson et al., 2018; Lynch, Watt, 2018

CD90 Аденокарцинома простаты, РМЖ, рак легкого True et al., 2010; Lobba et al., 2018

Подопланин Опухоли легкого Yurugi et al., 2017

Металлопротеиназы Опухоли головы и шеи Glentis et al., 2017

S100A4 РМЖ Grum-Schwensen et al., 2005

Примечание. α-SMA – альфа-актин гладкой мускулатуры; PDGFRα/β – рецепторы тромбоцитарного фактора роста; РМЖ – рак молочной железы.
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рака желудка диффузного типа (Orimo, Weinberg, 2006) 
ОАФ и эпителиоциты расположены более тесно, тогда как 
при кишечном типе ОАФ формируют стромоподобный 
матрикс, благодаря которому опухолевые эпителиоциты 
сохраняют железистое строение. 

Т. Dang с коллегами показали на гетерогенных 3D кле-
точных моделях, состоящих из опухолевых эпителиоци-
тов и ОАФ молочной железы, что ОАФ молочной железы 
стимулировали миграцию опухолевых клеток в случае ба-
зального типа РМЖ (ER-/PR-/HER2-). В моделях люми-
нальных типов РМЖ (ER+/PR+/HER2+, ER+/PR+/HER2-)  
такого эффекта не наблюдалось (Dang et al., 2011). Эти 
данные согласуются с клиническими наблюдениями, кото-
рые указывают на доминирование метастазирования в 
случаях трижды негативного РМЖ в сравнении с другими 
типами опухолей молочной железы, однако не дают по-
нимания, почему клетки базального типа РМЖ более чув-
ствительны к стимуляции ОАФ (Al-Mahmood et al., 2018).

Поскольку для проникновения в кровеносное и лимфа-
тическое русло опухолевым клеткам необходимо преодо-
леть базальную мембрану (БМ), отделяющую опухолевые 
клетки, ОАФ должны синтезировать металлопротеиназы – 
эндопептидазы, способные разрушать все типы белков 
внеклеточного матрикса БМ (Gonzalez-Avila et al., 2019). 
В это же время было опубликовано исследование, согласно 
которому ОАФ способны преодолевать БМ по независимо-
му от металлопротеиназ пути, за счет способности ОАФ 
растягивать БМ с образованием в ней пор, через которые 
не только они, но и опухолевые эпителиоциты могут ми-
грировать в кровеносное русло и образовывать метастазы 
в отдаленных органах. Растяжению хорошо поддаются 
области БМ с низкой экспрессией ламинина и коллагена 
IV типа (Glentis et al., 2017). Открытие альтернативного 
пути миграции ОАФ объясняет неэффективность при-
менения ингибиторов металлопротеиназ у пациентов с 
опухолями головы и шеи. 

Яркий пример стимуляции опухолевого роста ОАФ – 
секреция ими IL-1β при раке мочевого пузыря и актива-
ция пути Wnt в опухолевых клетках (Yang et al., 2021). 
Более того, ОАФ рака мочевого пузыря, секретирующие 
IL-8, способны стимулировать секрецию нейропилина-1, 

который усиливает пролиферацию опухолевых клеток и 
признан одним из потенциальных прогностических марке-
ров (Chen С. et al., 2020). В недавних исследованиях было 
показано, что нейропилин-1 может быть потенциальным 
кофактором при индукции ЭМП (Chen Z. et al., 2020).

Паракринная стимуляция опухоль-ассоциированными 
фибробластами эпителиально-мезенхимального перехода 
в опухолевых эпителиоцитах считается важным фактором, 
способствующим опухолевой прогрессии. Центральным 
механизмом индукции ЭМП в опухолевом узле является 
активация пути TGF-β/Smad, который реализуется за счет 
секреции фактора TGF-β фибробластами стромы (рис. 2) 
(Yu et al., 2014). Smad – это транскрипционный фактор, 
контролирующий экспрессию генов ЭМП. В исследова-
нии M. Vered с коллегами клетки с маркерами ЭМП встре-
чались в первичных очагах плоскоклеточной карциномы 
языка и в метастазах региональных лимфатических узлов, 
что подтверждает значимость ОАФ в индукции метастази-
рования и в формировании вторичного опухолевого очага 
(Vered et al., 2010).

При раке яичника ключевую роль в процессе активации 
ЭМП играет индукция CXCR4/Wnt/β-катенинового пути 
в опухолевых эпителиоцитах через взаимодействие со 
стромальным фактором роста-1 (SDF-1 или CXCL12), се-
кретируемым ОАФ. Помимо индукции процесса транс-
формации, SDF-1 стимулирует устойчивость опухолевых 
клеток к химиотерапевтическим агентам, например цис-
платину (Zhang et al., 2020). 

В 2020 г. E. Franzè с коллегами продемонстрировали 
феномен активации фенотипа ОАФ в нормальных фибро-
бластах полипов прямой кишки при сокультивировании 
с ОАФ. Они показали, что ОАФ, полученные из колорек-
тальных опухолей, могут секретировать IL-34, который 
активирует в нормальных фибробластах экспрессию бел-
ков, характерных для ОАФ: α-SMA, виментина и белка, 
активирующего фибробласты (FAP) (Franzè et al., 2020).

Несмотря на то что большая часть описанных функций 
ОАФ связана со стимуляцией опухолевой прогрессии, не-
которые авторы сообщают и об опухоль-супрессирующих 
функциях ОАФ. Например, наличие в опухолях молочной 
железы субпопуляции клеток, экспрессирующих молекулу 

Активация 
фенотипа ОАФ Активация 

ЭМП

TGF-β

TGF-β
FGF
PDGF

Нейропилин-1

Фибробластоподобные клетки стромы

Опухолевые эпителиоциты

Клетки с активированным фенотипом  
опухоль-ассоциированных фибробластов

Опухолевые эпителиоциты в состоянии 
эпителиально-мезенхимального перехода

Рис. 2. Схема взаимодействия опухолевых эпителиоцитов и стромальных элементов опухоли.

TGF-β – трансформирующий фактор роста-β; FGF – фактор роста фибробластов; PDGF – тромбоцитарный фактор роста.
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адгезии меланомы (CD146), среди ОАФ коррелировало с 
замедлением пролиферации в эстроген-зависимых люми-
нальных типах РМЖ (Brechbuhl et al., 2017). Поскольку 
ОАФ секретируют цитокины, которые участвуют в при-
влечении и созревании макрофагов, Т-лимфоцитов и на-
туральных киллеров (IL-10, TGF-β, TNF, IFN-γ и IL-6), они 
увеличивают доступность опухоли для клеток иммунной 
системы и способствуют развитию противоопухолевого 
иммунного ответа (Marlow et al., 2008). При исследовании 
рака ротовой полости также было показано, что ОАФ 
способны замедлять пролиферацию опухолевых клеток: 
популяция ОАФ, секретирующая костный морфогенети-
ческий белок 4 (BMP4) и экспрессирующая α-SMA, тор-
мозила деление опухолевых стволовых клеток (Patel et al., 
2018). Создание модели мышей с предрасположенностью 
к развитию опухолей поджелудочной железы позволило 
выявить, что исключение α-SMA-положительной популя-
ции ОАФ или ингибирование сигнального пути Hedge hog 
сдерживает рост протоковой аденокарциномы поджелу-
дочной железы. Согласно гистологическому анализу пре- 
 паратов опухолей, это происходит из-за нарушения про-
цессов, связанных с ангиогенезом (Rhim et al., 2014).

Данные примеры демонстрируют опухоль-супресси-
рующую функцию ОАФ только для высокодифференци-
рованных типов опухолей, в низкодифференцированных 
опухолях таких эффектов не наблюдается. Можно пред-
положить, что функция ОАФ определяется не только про-
исхождением фибробластов, тканью или органом, где 
возникла опухоль, но и уровнем дифференцировки опу-
холевых клеток (Bu et al., 2019).

Получение ОАФ для исследовательских целей
При исследовании свойств ОАФ чаще всего используют 
культуры клеток, выделенные из опухолей пациентов 
после оперативного вмешательства. Необходимость в по-
лучении нового материала ОАФ существует, поскольку 
in vitro ОАФ имеют тенденцию к быстрому старению, и 
потому возможности их применения ограничены ранними 
пассажами (Taddei et al., 2014). Более того, в коммерчески 
доступных коллекциях клеточных культур (Американ-
ская коллекция культур (ATCC), Европейская коллекция 
аутентифицированных клеточных культур (ECACC), Рос-
сийская коллекция клеточных культур и др.) присутствует 
ограниченное количество линий клеток с фенотипом ОАФ. 
Например, в ATCC представлена лишь одна клеточная 
линия ОАФ, полученная из аденокарциномы простаты и 
модифицированная введением трансгена теломеразы под 
контролем конститутивного промотора вируса полиомы 
SV40 hTERT PF179T CAF. Такая модификация фибробла-
стов направлена на сохранение пролиферативных свойств 
ОАФ (Madar et al., 2009). 

Для создания клеточных культур из опухолевой ткани 
применяют механическую дезагрегацию, ферментатив-
ную диссоциацию, диссоциацию с хелатирующими аген - 
тами и их комбинацию. Для разрушения стромы опухоле-
вой ткани чаще всего используют трипсин и коллагеназу 
IV типа. Выбор методики должен учитывать гистологиче-
ское происхождение ткани, из которой получают культуру 
клеток. При дезагрегации ОАФ могут представлять не-
большую популяцию клеток, и такие монокультуры требу-

ют дополнительной стадии их отделения от общей массы 
клеток. С этой целью применяют магнитную сепарацию 
или проточную сортировку клеток с иммунноокрашива-
нием специфических маркеров ОАФ. К таким маркерам 
можно отнести FAP или α-SMA (Sharon et al., 2013; Huang 
et al., 2017; Sha et al., 2018). Основная сложность в выде-
лении ОАФ заключается в адаптации протоколов для ви-
тального окрашивания внутриклеточных маркеров, на-
пример α-SMA, FAP и виментина, поэтому дополнение 
панели специфическими поверхностными маркерами, 
такими как CD90, крайне желательно.

Заключение
Углубленное понимание роли компонентов микроокруже-
ния опухоли имеет решающее значение для разработки 
новых подходов диагностики и лечения онкологических 
заболеваний различного гистогенеза. Многогранное влия-
ние ОАФ на опухолевую прогрессию делает их важным 
объектом для изучения канцерогенеза и разработки новых 
противоопухолевых средств. Применение таргетных пре-
паратов, направленных на компоненты микроокружения 
опухоли, не показало предполагаемой эффективности как 
в случае с ингибиторами металлопротеиназ, так и в случае 
с ингибиторами ангиогенеза и ингибиторами контроль-
ных точек Т-клеточного иммунитета при некоторых видах 
рака (Wang-Gillam, 2019). Неоднородность молекулярно го 
фенотипа ОАФ может являться важным фактором неэф-
фективности таргетного лечения рака, поэтому следует 
уделить внимание разработке более подробных классифи-
каций различных подтипов ОАФ, с учетом их вовлечен-
ности в прогрессирование опухолей.

Таким образом, подробная классификация ОАФ и ис-
следование функций каждого фенотипического подмно-
жества, возможно, будут полезны для разработки новых 
методов лечения и диагностики онкологических заболе-
ваний, учитывающих ОАФ.
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Аннотация. Уникальным примером травянистых растений, характеризующихся высокими значениями нарас та-
ния надземной вегетативной массы и практическим применением в качестве источника альтернативной энер-
гетики, является родовой комплекс Miscanthus Anderss. (Poaceae). Мискантус относится к числу наиболее  эф-
фективных аккумуляторов солнечной энергии, и поскольку фитомелиоративное использование подразумевает 
выращивание этих ресурсных видов на неудобьях и полутенистых участках, то встает вопрос о влиянии недо-
статочного освещения на показатели продуктивности мискантуса. В результате длительной интродукции в Цент-
ральном сибирском ботаническом саду СО РАН создана перспективная для условий лесостепи Западной Сибири 
популяция Miscanthus saccharif lorus (Maxim.) Benth. Целью данного исследования было изучение особенностей 
побегообразования, оценка целлюлозы и лигнина в популяциях M. saccharif lorus при различных условиях осве-
щенности и паспортизация перспективной популяции с помощью ISSR-маркиров. Оценка побегообразования и 
количества накапливаемой целлюлозы и лигнина у растений проводилась в зависимости от освещенности (один 
вариант выращивался на солнечном участке, а другой – в полутени). В результате дисперсионного анализа уста-
новлено, что число побегов зависит не от экологических условий, а от возраста растения, в то время как на высо-
ту растений существенно воздействуют экологические условия. Несмотря на то что для образцов обоих вариан-
тов M. saccharif lorus была характерна различная скорость создания сплошного проективного покрытия, растения 
на полутенистых участках образовывали до 89.34 % побегов в сравнении с растениями на освещенных участках, 
что не оказывало существенного влияния на величину надземной массы и содержание в ней целлюлозы. В ре-
зультате электрофореза геномной ДНК в популяции M. saccharif lorus при амплификации с пятью ISSR-праймерами 
выявлены уникальные молекулярные полиморфные фрагменты, которые были применены для идентификации и 
паспортизации данной популяций. Таким образом, комплексное использование M. saccharif lorus в качестве средо-
улучшающей и биоэнергетической культуры обусловлено высоким адаптивным потенциалом вида. Обнаружено, 
что фактор освещенности практически не влияет на количество целлюлозы в стебле, а пониженное содержание 
технологически нежелательного компонента, лигнина, отмечено при выращивании в условиях полутени.
Ключевые слова: род Miscanthus; биоэнергетика; целлюлоза; лигнин; побегообразование; паспортизация; ISSR-
маркеры.
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Abstract. The generic complex Miscanthus Anderss. (Poaceae) is a unique example among herbaceous plants charac-
terized by high values of growth of aboveground vegetative mass and practical use as a valuable source of alternative 
energy. Miscanthus is one of the most eff icient solar energy accumulators, and since phytomeliorative use implies the 
cultivation of these resource plants in inconvenient and semi-shady areas, the question about the effect of insuff icient 
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lighting on the productivity of Miscanthus arises. As a result of a long-lasing introduction effort, the Central Siberian 
Botanical Garden SB RAS created a population of Miscanthus saccharif lorus (Maxim.) Benth., which has good prospects 
for growing under the conditions of the forest-steppe area in Western Siberia. The goals of our study were: (1) to deter-
mine the peculiarities of shoot formation, (2) to assess the cellulose and lignin accumulation in M. saccharif lorus popu-
lations under different lighting conditions and (3) to perform a DNA passportization of the Miscanthus population by 
ISSR marking. Evaluation of shoot formation and the amount of accumulated cellulose and lignin in plants was carried 
out under different degrees of illumination: one variant was grown in a sunny area, and the other, in partial shade. As 
a result of analysis of variance, it was found that the number of shoots does not depend on environmental conditions, 
but on the age of the plant, while environmental conditions have a signif icant effect on plant height. Although the 
samples of both M. saccharif lorus variants were characterized by different rates of creation of a continuous projective 
cover, plants in semi-shaded areas formed up to 89.34 % of shoots compared to their peers in illuminated areas, which 
did not affect signif icantly the size of the aboveground mass and the cellulose content in it. As a result of ISSR-analysis 
of genomic DNA in the M. saccharif lorus population, unique molecular polymorphic fragments were identif ied, which 
can be used for identif ication and DNA passportization at the inter-population level. Thus, the complex use of M. sac-
charif lorus as a valuable meliorative and bioenergetic culture is due to the high adaptive potential of this species. It was 
found that the illumination factor has virtually no effect on the amount of the cellulose content in the shoot, and a re-
duced content of the technologically undesirable lignin was observed in plants growing in the partial shade conditions.
Key words: Miscanthus; bioenergy; cellulose; lignin; shoot formation; DNA passportization; ISSR markers.
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Введение
За последние два десятилетия виды рода Miscanthus во
шли в число растительных объектов, считающихся прак
тически неисчерпаемыми источниками возобновляемого 
сырья для получения глюкозы, которая является базовым 
продуктом для многих разработок в области альтерна
тивной энергетики (Слынько и др., 2013). Мискантус от
носится к числу наиболее эффективных аккумуляторов 
солнечной энергии на планете (Dohleman, Long, 2009). 
Согласно исследованиям физиологов, виды Miscanthus 
обладают высокой потенциальной продуктивностью. По
лучение до 40 тонн сухой биомассы с гектара связывают 
с характерным для всех представителей данного рода 
С4типом фотосинтеза. В отличие от большинства тради
ционно культивируемых С4растений, таких как сахар
ный тростник и кукуруза, мискантусы способны поддер  
жи вать высокую интенсивность фотосинтеза даже в ус
ловиях сравнительно пониженных температур (Naidu et 
al., 2003; Анисимов и др., 2016). Этим объясняется вы
сокая продуктивность веерников, выращиваемых в более 
суровых, чем естественные, климатических условиях 
лесостепи Западной Сибири в качестве технической (био
энергетической) культуры. Фитомелиоративное исполь
зование подразумевает выращивание ресурсных видов 
на неудобьях и полутенистых участках. В  частности, это 
относится и к растениям M. saccharif lorus, для осущест
вления фотосинтеза которых требуется значительный при
ток фотосинтетически активной радиации. Литературных 
сведений по этому вопросу, относящихся к M. sacchari f lo
rus, практически нет.

В настоящее время проблема генетической идентифи
кации дикорастущих видов и популяций растений чрезвы
чайно актуальна и находится на начальном этапе развития, 
а для регистрации и сертификации новых сортов важным 
этапом считается генетическая паспортизация (Калаев 
и др., 2012). Основой системы маркирования отборных 
форм или сортов с целью генетической паспортизации 
является получение генетически детерминированных ха

рак теристик с помощью молекулярных маркеров. В ка
честве таких маркеров могут использоваться белки, в 
частности запасные белки, изоферменты или локусы ДНК 
(ДНКмаркеры) (Naeem, 2014; Челюстникова и др., 2019). 
С помощью ISSR и IRAPмаркеров проведена паспорти
зация сортов и гибридов многих сельскохозяйственных 
культур (Сухарева, Кулуев, 2018), а также молекулярно
генетическая паспортизация редких и нуждающихся в 
охране травянистых видов растений, разработанная на 
примере природных популяций двух видов – Adonis ver
na lis и A. sibirica (Боронникова, 2009). На основе этой 
методики получен патент на изобретение «Способ мо
лекулярногенетической идентификации популяций дре
весных видов растений» (Бобошина, Боронникова, 2014). 
Для аутентификации сырья лекарственных растений по 
корням или другим фрагментам материала используются 
ДНКмаркеры и химические характеристики, так как они 
нетканеспецифичны и обладают высокой разрешающей 
способностью (Wallinger et al., 2012; Ganiea et al., 2015). 
Литературных данных по паспортизации перспективных 
популяций или сортов мискантуса нами не обнаружено. 

Цель нашего исследования – изучение особенностей 
побегообразования, оценка целлюлозы и лигнина в попу
ляциях Miscanthus saccharif lorus при различных условиях 
освещенности и паспортизация популяции с помощью 
ISSRмаркеров.

Материалы и методы
Экспериментальные участки Центрального сибирского 
ботанического сада СО РАН (ЦСБС СО РАН) располо
жены в лесостепи Западной Сибири, в Новосибирской 
области, которая относится к IV световой зоне и по обще
му числу часов солнечного сияния приближается к Крас
нодару и Ялте. Объектом исследования явилась отборная 
популяция M. saccharif lorus, выявленная по итогам мно
голетних интродукционных экспериментов, которая была 
сформирована из материала, собранного в Хасанском 
районе Приморского края. Одна выборка из этой попу
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ляции выращивалась в полутени (образец 1), а другая 
выборка (образец 2) – на открытом, хорошо освещенном 
месте. Контролем (образец 3) служила  интродукционная 
популяция M.  saccharif lorus, из которой были сделаны 
отборы для изучения особенностей побегообразования.

Экспериментальные растения были высажены в 2017 г. 
на делянки размером 2×2 м в четырехкратной повторно
сти. Образец 1 размещен в полутени (фактор А0), а об
разец 2 – на открытом, хорошо освещенном месте (фак
тор А1). На делянках в каждую из расположенных в 
шахматном порядке 16 лунок (4 лун./м2) было высажено 
по одному ризому (отрезку корневища) с 5 побегами. Та
ким образом, общее число побегов при посадке составило 
20 шт./м2. Образец 3 (контроль)  представлял сплошную 
многолетнюю куртину, расположенную на освещенном 
месте. Осенью, по окончании вегетации провели обрезку 
растений, оставляя высоту побегов 15 см от уровня почвы.

В дальнейшем по окончании вегетационных периодов 
проводили учет числа образовавшихся побегов у расте
ний, сформировавшихся из ризомов. В 2018 г. – у растений 
второго года (фактор В0), в 2019 г. – у растений третьего 
года (фактор В1). Результаты двухфакторного опыта были 
обработаны методом дисперсионного анализа по Б.А. До
спехову (1985).

Динамику роста и развития побегов М. saccharif lorus 
изучали методом фенологических наблюдений, путем 
проведения биометрических измерений и подсчетов коли
чества побегов, сформированных за время вегетационного 
периода, в течение трех лет.

Химический состав изучали в 2019 г. в надземной части 
мискантуса, срезанной с отступом 10–15 см от земли. Пе
ред выполнением химического анализа сырье было высу
шено на воздухе до влажности не более 8 % и измельчено 
до размера 5–10 мм. Измерения проводили стандартными 
аналитическими методами на оборудовании Бийского ре  
гионального центра коллективного пользования СО РАН 
(Институт проблем химикоэнергетических технологий 
СО РАН, г. Бийск). Определение массовой доли целлю
лозы выполнено с помощью метода Кюршнера (в пере
счете на абсолютно сухое сырье – а.с.с.), с учетом массо
вой доли кислотонерастворимого лигнина (а.с.с.), пенто
занов (а.с.с.), зольности (а.с.с.), экстрактивных веществ –  
жировосковой фракции (ЖВФ) (экстрагент – дихлорме
тан, а.с.с.), по стандартным методикам анализа раститель
ного сырья (Оболенская и др., 1991).

Экстракцию геномной ДНК из высушенных листьев 
осуществляли CTABметодом (Doyle J.J., Doyle J.L.,  
1990). Концентрацию ДНК находили спектрофотоме
трически с помощью BioSpectrometer kinetic и микро
кюветы μCuvette G1.0 (Eppendorf, Германия).

Для молекулярного анализа популяций испытано 
16 ISSRпраймеров, из них пять наиболее полиморфных 
были выбраны для получения молекулярногенетических 
формул (табл. 1).

Полимеразную цепную реакцию проводили при сле
дующих условиях: 1) денатурация ДНК: 90 с при 94 °C; 
2) 35 циклов амплификации: 40 с при 94 °C, 45 с при 
41–56 °C (отжиг праймера) и 90 с при 72 °C; 3) элонгация 
цепи: 5 мин при 72 °C. ПЦРсмесь объемом 25 мкл состоя
ла из 2.7 мM MgCl2, 1.25 мM праймера, 0.4 мM dNTPs, 
2.5 мкл 10× PCRбуфера, 1 ед. Taq ДНКполимеразы и 
20 нг геномной ДНК. ПЦР выполняли на амплификаторе 
Thermal Cycler C1000 (BioRad, США). Продукты реакции 
разделяли в 1 % агарозном геле. Амплифицированные 
фрагменты окрашивались SYBRGreen (ThermoFischer 
Scientific). Визуализацию и видеофиксацию полученных 
ПЦРфрагментов осуществляли с помощью системы гель
документирования GelDoc XR+ и программного обес
печения ImageLab Software Imaging System (BioRad).

Молекулярногенетические формулы для паспорти
зации популяции M. saccharif lorus были составлены по 
принципу, предложенному А.А. Новиковой с соавтора
ми (Новикова и др., 2012).

Cтатистический анализ проводился в программе 
MS Excel.

Результаты
В условиях эксперимента у растений M. saccharif lorus в 
третьей декаде мая – первой декаде июня 2018 г. отме
чалось отрастание и дальнейшее развитие, но активного 
наращивания вегетативной массы не наблюдалось, так 
как температура воздуха в третьей декаде мая не превы
шала 9.6 °С (рис. 1). Начиная со второй декады июня, с 
повышением температуры, растения наращивали число 
побегов за счет активного кущения, и происходил их ин
тенсивный рост.

Благоприятным для веерников с метеорологической 
точки зрения оказался 2019 г. Среднемесячная темпера
тура мая составила 10.8 °С, что способствовало активно

Таблица 1. Характеристики ISSR-праймеров, испытанных 
и выбранных (выделены жирным) для исследования 
генетического полиморфизма популяции M. saccharif lorus

 №  
 п/п

Нуклеотидная последовательность 
5’–3’

Температура 
отжига, °С

1 (CA)6GT 42

2 (CA)6GG 42

3 (CA)6AG 47

4 (CT)8GC 48

5 (CT)8TG 51

6 (AC)8YG 55

7 (CT)8AC 48

8 (AC)8CG 47

9 (AG)10G 64

10 (CA)6RG 49

11 (CTC)3GC 42

12 (CA)6AC 42

13 (CAC)3GC 41

14 (GACA)4 45

15 (GT)6GG 48

16 (GAA)6 48
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му отрастанию. Далее у растений с хорошо развитой и 
успешно перезимовавшей подземной побеговой системой 
формировалась надземная часть, напоминающая явнопо
лицентрическую биоморфу: на плагиотропных побегах 
этого вида образуются диаспоры, в момент появления соб
ственной корневой системы они закрепляются, сохраняя 
связь с материнской особью.

В июне температура медленно, без перепадов, повы
шалась (см. рис. 1). Процесс кущения происходил с июля 
(особенно в период максимального выпадения осадков) до 
начала августа. Растения во всех вариантах сформирова
ли за вегетационный период большее число побегов по 
сравнению с 2018 г. Во второй половине августа актив
ность процесса кущения изменилась в связи с понижением 
температуры и влажности ниже нормы (22 мм осадков, 
или 33 % от нормы). Растения в таких условиях перехо
дят к генеративному развитию. В это время наблюдается 
активное удлинение побегов за счет вытягивания полого 

цветоноса, образование верхнего «флагового» листа и по
явление соцветий – метелок; соответственно, сокращается 
нарастание вегетативной массы побегов.

Для выявления влияния на побегообразование M. sac
cha rif lorus экологических условий и возраста растений 
в 2018 и 2019 гг. был проведен дисперсионный анализ 
двухфакторного опыта (табл. 2 и 3). На число образовав
шихся побегов существенно влияет фактор возраста ри
зомов (В), а экологические условия (А) и взаимодействие 
факторов (АВ) – несущественно (см. табл. 2). На высоту 
растений существенное влияние оказывает фактор эколо
гических условий (А), тогда как возраст ризомов (В) и 
взаимодействие факторов (АВ) влияют несущественно 
(см. табл. 3).

Таким образом, в результате дисперсионного ана
лиза (см. табл. 2, при F = 0.5) обнаружено, что число 
побегов сильно зависит от фактора возраста ризомов 
(В 22.7 > 4.75), но не от экологических условий, а высота 

Рис. 1. Гидротермические условия вегетационных периодов 2018 и 2019 гг.

Дисперсия Сумма  
квадратов

Степени  
свободы

Средний 
квадрат

Fфакт F0.5

Общая 2555.3 15 – – –

Освещенности 
участка А

69.7 1      69.7    1.0 4.75

Возраста ризомов В 1624.1 1 1624.1 22.7 4.75

Взаимодействия АВ 4.1 1         4.1    0.1 4.75

Остаток (ошибки) 857.4 12      71.5 – –

Таблица 2. Результаты дисперсионного анализа 
двухфакторного опыта по изучению влияния  
на число побегов M. sacchariflorus  
экологических условий и возраста ризомов

Освещенность 
участка (А)

Возраст  
ризомов (В)

Число побегов, повторности

I II III IV

А0 В0    8.3 12.0    8.0 8.8

В1 22.8 26.0 27.5 32.0

А1 В0    6.8    8.3 15.0 14.3

В1 20.5 29.3 28.3 56.3

Таблица 3. Результаты дисперсионного анализа 
двухфакторного опыта по изучению влияния  
на высоту растений M. sacchariflorus  
экологических условий и возраста ризомов

Освещенность 
участка (А)

Возраст  
ризомов (В)

Высота растений, повторности

I II III IV

А0 В0    96.5 116.0 107.8 136.3

В1 115.5 140.3 172.3 175.0

А1 В0 112.3 138.5 129.5 130.3

В1 139.0 166.3 182.0 190.8

Дисперсия Сумма  
квадратов

Степени  
свободы

Средний 
квадрат

Fфакт F0.5

Общая 12 394.4 15 – – –

Освещенности 
участка А

6162.2 1 6162.2 14.3 4.75

Возраста ризомов В 1040.1 1 1040.1    2.4 4.75

Взаимодействия АВ 27.6 1      27.6    0.1 4.75

Остаток (ошибки) 5164.5 12   430.4 – –
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растений в большей степени зависит от экологических 
условий (А 14.3 > 4.75), но не от возраста (см. табл. 3). 

Контрольный образец представлял сплошную много
летнюю куртину, расположенную на освещенном месте. 
У контрольных растений, ранее сформировавших плот
ную куртину, отмечалось незначительное увеличение 
чи с ла побегов (рис. 2). У молодых растений, изначально 
представленных ризомами, напротив, наблюдалось интен
сивное побегообразование на второй и третий годы жизни. 
Растения M. saccharif lorus на полутенистых участках уже 
на второй год жизни образовывали до 89.34 % побегов в 
сравнении с освещенными участками (см. рис. 2).

Однако образец 1, произрастающий в тени, по количе
ству побегов на второй (148) и третий (433) годы жизни 
отстает от образца 2 (177 и 537 побегов соответственно). 
Более высокая освещенность стимулирует кущение у рас
тений образца 2, что приводит к быстрому смыканию от
дельно высаженных растений.

Менее интенсивное кущение наблюдалось у образца 1 
в полутени, но и в этом случае проективное покрытие на 
третий год жизни оказалось достаточно высоким – от 65 
до 75 %. Образец 3 произрастает на одном месте более 
15 лет. Отмечено, что растения ежегодно активно растут 
и развиваются, деградации не наблюдается. Проективное 
покрытие составило более 70 %. Однако возможности ин
тенсивного побегообразования практически исчерпаны, 
поэтому в 2019 г. увеличение числа побегов по сравнению 
с 2018 г. составило лишь 9.06 % (816 и 890 шт.), тогда как 
у образца 1 на полутенистом участке – 192.57 % (148 и 
433 шт.), а у образца 2 на освещенном участке – 203.40 % 
(177 и 537 шт.). 

Химический анализ этих трех образцов, выполненный 
на материале M. saccharif lorus 2019 г. отдельно на стеблях 
(поскольку целлюлоза стебеля ценится выше) и листьях, 
показал, что содержание целлюлозы в полутени (50.9 %) 
выше, чем на освещенном участке (50.1 %), а пониженное 
(на 12 %) содержание технологически нежелательного 
компонента (лигнина) отмечено на наименее хозяйствен
но ценном полутенистом участке (табл. 4). Это связано 
с тем, что дифференциация тканей побегов, включая 
одревеснение, более интенсивно происходит в условиях 
достаточной освещенности.

Массовая доля целлюлозы в листе независимо от усло
вий освещенности (40.2 % в полутени и 42.2 % на от
крытом участке) значительно ниже, чем в стебле, что хо  
ро шо согласуется с ранее полученными результатами 
(Гис матулина и др., 2019). Аналогично стеблю, массовая 
доля лигнина в листе на 7.6 % ниже в полутени, чем на от
крытом участке. Массовые доли пентозанов, ЖВФ и золы 
находятся примерно на одном уровне как в стебле, так и в 
листе, независимо от условий освещенности плантации.
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Рис. 2. Особенности побегообразования образцов M. sacchariflorus в 
различных экологических условиях.
Образец 1 –  полутенистый участок; образец 2 – открытый участок; обра-
зец 3 (контроль) – многолетние посадки, куртина.

Таблица 4. Химический состав трех образцов M. sacchariflorus 2019 г.

Химико-технологический  
показатель

Образец 1,
полутенистый участок

Образец 2,
открытый участок

Образец 3 (контроль), 
многолетние посадки 

Стебель

Масса, г 339 295 294

Влажность, % 5.7 ± 0.1 5.8 ± 0.1 5.7 ± 0.1

Зола, % 1.91 ± 0.05 1.60 ± 0.05 1.48 ± 0.05

Лигнин, % 18.7 ± 0.1 21.3 ± 0.1 25.5 ± 0.1

Целлюлоза по Кюршнеру, % 50.9 ± 0.1 50.1 ± 0.1 52.0 ± 0.1

Пентозаны, % 23.2 ± 0.1 23.9 ± 0.1 22.1 ± 0.1

ЖВФ, % 0.8 ± 0.1 1.9 ± 0.1 0.9 ± 0.1

Лист

Масса, г 180 134 134

Влажность, % 9.3 ± 0.1 7.5 ± 0.1 7.5 ± 0.1

Зола, % 4.74 ± 0.05 4.83 ± 0.05 4.83 ± 0.05

Лигнин, % 20.1 ± 0.1 21.7 ± 0.1 21.7 ± 0.1

Целлюлоза по Кюршнеру, % 40.2 ± 0.1 42.2 ± 0.1 42.2 ± 0.1

Пентозаны, % 23.8 ± 0.1 23.3 ± 0.1 23.3 ± 0.1

ЖВФ, % 1.9 ± 0.1 1.8 ± 0.1 1.8 ± 0.1

Примечание. ЖВФ – жировосковая фракция; полуширина доверительного интервала определена при уровне значимости 0.05.
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В результате электрофореза ПЦРпродуктов геномной 
ДНК в популяции M.  saccharif lorus, полученных при 
амплификации с пятью выбранными ISSRпраймерами, 
был обнаружен высокий генетический полиморфизм ис
следуемых объектов (рис. 3).

Для каждой популяции, в зависимости от использо
ванного праймера, было выявлено от одного до четырех 
эффективных стабильных молекулярных маркеров – уни
кальных ПЦРфрагментов, отсутствующих у остальных 
популяций (табл. 5). Длина полиморфных фрагментов 
при ISSRанализе варьировала от 660 до 2000 п. н. Обна
руженные уникальные молекулярные полиморфные фраг
менты, представляющие собой последовательности опре
деленной длины, были выбраны для паспортизации по
пуляции M. saccharif lorus.

 Таким образом, принимая во внимание генетическую 
формулу, предложенную для  Rhododendron canadense (Но
викова и др., 2012), генетическая формула для популяции 
M. saccharif lorus будет выглядеть следующим образом: 
ISSR/(CA)6AG925,980/(CT)8GC600,690,780,940/
(CT)8TG1060/(CT)8AC690,800,1030,1390/(AC)8YG 
650,975,1470,2000.

Обсуждение
Изучение особенностей побегообразования M. saccha
ri f lorus, интродуцированного в ЦСБС СО РАН в условиях 
континентального климата Западной Сибири, показало, 
что для выращивания этого вида в качестве биоэнергети
ческой культуры нежелателен ранний переход растений к 
генеративному развитию, так как происходит остановка 
накопления биомассы. Установлено, что у данного злака 
достаточно длинный период активного роста. При этом 
следует учесть, что в рост такое растение трогается лишь 
после того, как воздух прогреется до 25 °С. У экспери
ментальных растений на третий год жизни проективное 
покрытие надземной фитомассы в трех повторностях 
варьировало от 70 до 80 %.

По результатам дисперсионного анализа можно за
ключить, что число побегов зависит от возраста растений, 
а влияние на этот показатель экологических условий и 
взаимодействия факторов незначительно. На высоту рас
тений, напротив, существенное воздействие оказывают 
экологические условия, а возраст и взаимодействие этих 
факторов практически не влияют. В связи с этим важным 
этапом при изучении побегообразования злаков является 

Рис.  3.  Электрофореграммы продуктов амплификации популяции 
мискантуса с двумя ISSR-праймерами: (CA)6AG и (CT)8GC.
1 – M. sacchariflorus (обр. 1); М1 и М2 – маркеры молекулярного веса. 

Таблица 5. Характеристика ISSR-маркеров,  
использованных при составлении молекулярно-генетической формулы в популяции M. sacchariflorus

Праймер 5’–3’ Количество маркеров* Длина полиморфных фрагментов, п. н.

(CA)6AG 2/8 (25 %) (CA)6AG925, (CA)6AG980

(CT)8GC 4/7 (57 %) (CT)8GC600, (CT)8GC690, (CT)8GC780, (CT)8GC940

(CT)8TG 1/3 (33 %) (CT)8TG1060

(CT)8AC 4/7 (57 %) (CT)8AC690, (CT)8AC800**, (CT)8AC1030, (CT)8AC1390

(AC)8YG 4/13 (31 %) (AC)8YG650, (AC)8YG975, (AC)8YG1470**, (AC)8YG2000

  * В знаменателе указано общее количество маркеров; в числителе – количество маркеров, уникальных для популяции; в скобках – их процентное  
      соотношение.
**  ISSR-маркеры со слабым флуоресцирующим сигналом.

переход растений к кущению, который исследователи 
связывают либо с началом роста боковых побегов в зоне 
укороченных междоузлий (Langer, 1963; Смелов, 1966), 
либо с началом роста этой зоны (Добрынин, 1969; Гор
чакова, 2003).

 Необходимо также отметить, что массовая доля в стебле 
технологически значимого компонента – целлюлозы – 
не изменяется в зависимости от условий освещенности 
(50.9 % в полутени и 50.1 % на открытом участке). В то 
же время массовая доля лигнина, отрицательно сказыва
ющегося на технологических процессах, ниже в полутени 
на 12 %. С увеличением возраста плантаций M. sinensis 
Andersson var. (рассматривался сорт Сорановский) уро
жайность биомассы возросла с 2.1 до 14.9 т/га, а содер
жание целлюлозы в биомассе – с 42 до 54 % (Gismatulina, 
Budaeva, 2017).

Таким образом, в результате многолетних исследо
ваний обнаружено, что высокий адаптивный потенци
ал M.  sacchariflorus, высокое содержание целлюлозы 
(52.04 %) при относительно небольшом содержании 
лигнина (21.3 %) позволяют использовать популяцию 
этого вида в качестве средоулучшающей и технической 
биоэнергетической культуры. 
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Specific shoot formation in Miscanthus sacchariflorus 
and DNA passportization using ISSR markers

Для генетической паспортизации этой перспективной 
популяции было выбрано пять ISSRмаркеров. На осно
вании проведенных нами исследований и результатов, 
представленных другими авторами, можно заключить, 
что ISSRпраймеры являются полиморфными и могут ис
пользоваться для идентификации образцов, популяций, 
видов, а также для составления генетических формул и 
паспортов не только рода Miscanthus, но и других видов 
и сортов (Боронникова, 2009; Артюхова и др., 2010; Но
викова и др., 2012; Лебедев и др., 2018). И.А. Клименко 
с коллегами провели идентификацию и паспортизацию 
сортов клевера с помощью SSR и SRAPмаркеров и 
предложили набор ДНКидентификационных маркеров 
(Клименко и др., 2020). Данные, полученные с помощью 
анализа ДНК, наиболее объективны для описания сортов 
и видов растений, так как в меньшей степени подвержены 
генотипической изменчивости и в большинстве случаев 
имеют кодоминантный тип наследования (Рамазанова, 
Коломыцева, 2020). 

Генетический паспорт M. sacchariflorus, приведенный 
нами в виде генетической формулы, составленной на 
основе амплифицированной ДНК, содержит сведения 
об использованном методе, праймерах и обнаруженных 
у изучаемого образца амплифицированных фрагмен
тах ДНК. При необходимости усовершенствования формы 
записи молекулярногенетической формулы указывается 
тип фрагмента (родовой, видовой, полиморфный), как 
это предложено в работе (Боронникова, 2009). В целом 
по молекулярногенетической формуле для популяции 
M.  sac chariflorus можно установить принадлежность 
от дельных особей не только к роду, виду и сорту, но и к 
определенной популяции.

Заключение
В результате проведенных нами исследований обнаруже
но, что M. sacchariflorus способен успешно произрастать 
на малоценных полутенистых участках, причем содер
жание лигнина к моменту заготовки сырья в этих микро
экологических условиях будет пониженным.

Высокое проективное покрытие в различных экологиче
ских условиях, а также долговечность клонов указывают 
на перспективы фитомелиоративного использования от
борных форм данного вида в условиях континентального 
климата лесостепи Западной Сибири. Содержание цел
люлозы в стебле – важнейшего компонента при оценке 
растения в качестве технического сырья, незначительно 
изменяется в зависимости от условий освещенности, а 
содержание лигнина, отрицательно влияющего на техно
логические процессы, оказалось ниже у растений, вы
ращенных в полутени.

На основании полученной молекулярногенетической 
формулы для популяции M.  saccharif lorus  возможно 
усовершенствование формы записи с указанием типа 
фрагмента, характеризующего принадлежность отдель
ных особей не только к роду и виду, сортовой популяции 
и сорту, но и к определенной популяции.

Паспортизация с помощью молекулярногенетических 
маркеров перспективных форм мискантуса и разработка 
научных и практических рекомендаций и комплекса при
емов возделывания открывают возможности для исполь

зования представителей этого рода в селекции в условиях 
континентального климата Западной Сибири.

Создание сортов путем размножения перспективных 
форм, представляющих интерес в качестве сырьевых рас
тений, и их молекулярногенетическая идентификация по
зволяют рекомендовать представителей рода Miscan thus в 
качестве экологически чистого и возобновляемого расти
тельного сырья, перспективного для реализации програм
мы альтернативной биоэнергетики в Западной Сибири.
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Динамические изменения содержания бетанина  
в столовой свекле в течение вегетационного периода:  
их взаимодействие с абиотическими факторами
Д.В. Соколова
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Аннотация. Для производства натурального пищевого красителя красного цвета используется широко рас-
пространенная корнеплодная культура – столовая свекла, характеризующаяся лечебными, антиоксидантными 
свойствами, скороспелостью, длительной сохранностью корнеплодов, высоким содержанием биологически 
активных веществ, витаминов и минеральных элементов. Актуальность исследования продиктована недостат-
ком знаний о динамических изменениях в содержании бетанина в течение вегетации при создании сортов 
свеклы, ориентированных на получение красителя. В работе приведены результаты изучения 29 красноокра-
шенных образцов коллекции столовой свеклы Всероссийского института генетических ресурсов растений 
им. Н.И. Вавилова. Наблюдение за динамическими изменениями содержания пигмента в процессе вегетации 
выполнено на двух образцах свеклы: ‘Русская односемянная’ и ‘Бордо односемянная’. Приведены результаты 
тестирования четырех вариантов pH буферного раствора. Рекомендован буферный раствор с pH 6.5. В резуль-
тате исследования определена амплитуда изменчивости содержания бетанина в кожице (39.9–239.2 мг/100 г) и 
мякоти (14.4– 127.5 мг/100 г) корнеплодов столовой свеклы. Подтверждено, что содержание бетанина в кожице 
у всех образцов превышало его содержание в мякоти. Выявлена положительная взаимосвязь этих показате-
лей (r = 0.74, p ≤ 0.05). Установлено, что в процессе вегетации значимой аккумуляции бетанина в корнепло-
дах не происходит. Показаны значительные колебания пигмента, сопряженные с абиотическими факторами 
среды. Определены корреляционные связи между температурой воздуха и бетанином в мякоти корнеплода 
(r = 0.32– 0.31, p ≤ 0.05). Отрицательный эффект температуры среды на бетанин в кожице проявлялся на третьи 
сутки (r = –0.34…–0.35, p ≤ 0.05). Негативная реакция на осадки была менее выражена у сорта ‘Бордо одно-
семянная’, благодаря более активному метаболизму и пластичности генотипа. Описаны морфологические 
особенности строения фотосинтетического аппарата опытных образцов, отмечены взаимосвязи с изучаемым 
признаком. Даны рекомендации по выбору схемы посадки и сроков уборки урожая столовой свеклы для вы-
деления красителя.
Ключевые слова: бетанин; натуральный пищевой краситель; динамика; кожица; мякоть; Beta vulgaris L.; факторы 
среды.
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Dynamic changes in betanin content during the growing season 
of table beet: their interplay with abiotic factors
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Abstract. The table beet, a widespread edible root crop known for its medicinal and antioxidant properties, early ma-
turation, good shelf life, and high contents of bioactive compounds, vitamins and minerals, is used for the production 
of a natural red food dye. The relevance of this study is dictated by the lack of knowledge about the dynamic changes 
in the content of betanin during the growing season when developing table beet cultivars with a focus on pigment 
extraction. The article presents the results of a study of 29 red-colored table beet accessions from the collection of 
the N.I. Vavilov All-Russian Institute of Plant Genetic Resources (VIR). Dynamic changes in the content of the pigment 
during the growing season were observed on two beet accessions, cvs. ‘Russkaya odnosemyannaya’ and  ‘Bordo odno-
semyannaya’. Four pH versions of the buffer solution were tested, and the test results are presented. A buffer solution 
with pH 6.5 is recommended for research purposes. The amplitude of variability in the content of betanin in the peel 
(39.9–239.2 mg/100 g) and f lesh (14.4–127.5 mg/100 g) of beets was determined. It was conf irmed that the content 
of betanin in the peel exceeded that in the f lesh in all samples. A positive relationship between these indicators was 
revealed (r = 0.74, p ≤ 0.05). It was found that betanin accumulation did not occur in beet roots during the growing 
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season. The pigment showed considerable f luctuations associated with abiotic environmental factors. Correlation 
analysis showed a signif icant positive relationship between air temperature and betanin content in the root f lesh 
(r = 0.32–0.31, p ≤ 0.05). A negative impact of environmental temperature on betanin content in the peel manifested 
itself on the third day (r = –0.34…–0.35, p ≤ 0.05). The negative response to precipitation was less expressed in cv. ‘Bor-
do odnosemyannaya’ due to the genotype’s more active metabolism and plasticity. Structural morphological features 
of the photosynthetic apparatus were described for the tested accessions, and their interrelations with the studied 
character were specif ied. Recommendations are given concerning the choice of a planting pattern and the timing of 
table beet harvesting for pigment extraction.
Key words: betanin; natural food coloring; dynamics; peel; f lesh; Beta vulgaris L.; environmental factors.
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Введение
Используемые в промышленности оттенки красного цвета 
производятся в основном двумя группами растительных 
пигментов: антоцианами и беталаинами. Большинство 
цветковых растений вырабатывает красно-фиолетовые 
пигменты – антоцианы (Юдина и др., 2021). Исключение 
составляют представители нескольких семейств порядка 
Caryophyllales, в которых синтезируются беталаины. 

Бетанин (бетанидин 5-O-β-глюкозид) – основной пиг-
мент (70–95 %) в группе беталаинов (von Elbe, 2001; Sa-
wicki et al., 2016). Он представляет собой гликозид: его са-
харной частью служит глюкоза, а агликоном – бетани дин. 
Это нетоксичное соединение, проявляющее выраженные 
противовоспалительные, антиканцерогенные и антиокси-
дантные свойства, что вызывает интерес к нему не только 
при производстве продуктов питания, но и в фармацевти-
ческой и косметической промышленности (Jira tanan, Liu, 
2004; Tesoriere et al., 2004; Stintzing, Carle, 2007). Важное 
преимущество красителя бетанина над антоцианами – 
стабильность в диапазоне рН от 3 до 7, что позволяет ис-
пользовать его для окрашивания продукции как с кислой, 
так и с нейтральной средой (Herbach et al., 2006). В то же 
время значимым недостатком бетанина считается дегра-
дация пигмента при нагревании – молекула бетанина в 
результате декарбоксилирования теряет свои свойства и 
преобразуется в необетанин (Aztatzi-Rugerio et al., 2019). 

Основными источниками бетанина служат корнеплоды 
столовой свеклы (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris var. conditi
va Alef.), плоды опунции (Opuntia vulgaris Mill.) и красно-
окрашенные формы амаранта (Amaranthus L.) (Cai et al., 
1998; Castellanos-Santiago, Yahia, 2008). Главенствующее 
место занимает культура столовой свеклы, отличающая-
ся высокой урожайностью (50–60 т/га), экологической 
пластичностью и высоким выходом бетанина (Stintzing et 
al., 2000; Sokolova, 2018), что не позволяет конкурировать 
с ней другим источникам этого пигмента.

Использовать бетанин для колорирования продуктов 
питания научились еще в начале XX в.: им подкрашивали 
кондитерские изделия, сухие смеси, молочную и мясную 
продукцию. Известно применение красителя в виде со ко- 
вого концентрата и сухого порошка, получаемого методом 
лиофильного высушивания или распылением (Nemzer et 
al., 2011). При изучении влияния обработки сырья све клы 
на содержание пигмента методика включает обязательную 
очистку кожицы корнеплода (Azeredo et al., 2009; Burak, 
Zavaley, 2020), что, безусловно, необходимо для приготов-
ления соков, для детского и диетического пи тания. Но 

при производстве красителя используется бланшировка 
целых корнеплодов, без удаления кожицы (Фролов, Чи-
жик, 1997).

Считается, что образование и накопление беталаиновых 
пигментов, в частности бетанина, в растениях столовой 
свеклы являются динамическим процессом, зависящим 
как от конкретного генотипа, фазы онтогенеза, так и от 
различных факторов внешней среды, а также от зрелости 
корнеплодов, их размеров, агротехники и почвенного пло-
дородия (Мглинец, Осипова, 2010; Vulić et al., 2013). На 
стабильность беталаина влияют многочисленные внеш-
ние и внутренние факторы: температура, кислотность, на-  
личие или отсутствие света, кислорода, ферментов, азо та 
и катионов металлов, степень гликозилирования и аци-
лирования. Эти результаты в большинстве случаев полу-
чены при изучении пигмента, выделенного из зрелых 
корнеплодов (Saguy et al., 1978; Saguy, 1979; Schliemann, 
Strack, 1998; Herbach et al., 2006).

Целью нашего исследования было проследить дина-
мические изменения в содержании пигмента в процессе 
вегетации раздельно в кожице и мякоти корнеплодов 
столовой свеклы, выявить силу влияния факторов среды.

Материалы и методы
Объектом исследования послужила группа из 29 образ-
цов красноокрашенной столовой свеклы (Beta vulgaris L. 
var. conditiva Alef.) из коллекции Всероссийского инсти-
тута генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавило-
ва (ВИР). Наблюдение за динамическими изменениями 
содержания бетанина в процессе вегетации выполнено на 
двух образцах свеклы – ‘Русская односемянная’ (к-3698) и 
‘Бордо односемянная’ (к-3151), отмеченных как наиболее 
перспективные при проведении скрининга и эколого-гео-
графического изучения коллекции ВИР в 2008–2018 гг. 
(Соколова, 2019; Соколова, Соловьева, 2019).

Полевые опыты проводили по единой методике (Изуче-
ние…, 1989) в 2020 г. на научно-производственной базе 
«Пушкинские и Павловские лаборатории ВИР» (г. Пуш-
кин, Санкт-Петербург, Россия). Почвы в Пушкине преиму-
щественно дерново-подзолистые супесчаные. Образцы 
выращивали на естественном фоне, без применения удо-
брений и пестицидов. Площадь учетных делянок 24 м2. 
Посев произведен вручную 28 мая, уборка – 24 сентября. 
Расстояние между рядами 70 см, в ряду между растения-
ми – 6–8 см.

Наблюдения за погодными условиями вегетационного 
периода осуществлялись на гидрометеостанции ВИР. 
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Dynamic changes in betanin content 
during the growing season of table beet

Условия 2020 г. были благоприятны для выращивания 
столовой свеклы и характеризовались умеренной темпе-
ратурой воздуха в течение всего периода. Сумма активных 
температур (выше +10 °С) с 20 мая по 24 сентября соста-
вила 2009 °С, сумма осадков за тот же период – 290 мм, 
что на 36 мм ниже среднемноголетних значений.

Забор корнеплодов сортов ‘Русская односемянная’ 
(к-3698) и ‘Бордо односемянная’ (к-3151) на анализ ди-
намических изменений по содержанию пигмента прово-
дили дважды в неделю с 13 июля по 24 сентября 2020 г. 
Содержание пигмента анализировали, используя раздель-
но кожицу (срезали ножом 1–2 мм) и мякоть десяти кор-
неплодов. Все измерения выполнены в течение 3 ч после 
извлечения корнеплодов из почвы. Сок опытного материа-
ла отжимали при помощи соковыжималки Bork JU CUP 
21085 WT (Германия) и фильтровали через мембранный 
фильтр (0.45 мкм). Взвешивали по 1–1.5 г отфильтрован-
ного сока и разбавляли его фосфатным буфером (pH 6.5) 
до метки 100 мл. Содержание бетанина определяли спек-
трофотометрическим методом при длине волны 538 нм. 
Измерение при 600 нм фиксировали для корректировки 
на наличие примесей. Пик поглощения при 538 нм от-
ражает структуру и используется для анализа бетанина 
без выделения конкретных пигментов. Фильтрат из кор-
неплодов исследовали методом спектрометрии на двух-
лучевом спектрофотометре Shimadzu UV-1800 (Япония). 
Концентрацию бетанина (CB) определяли по Нильсону 
(Nilsson, 1970) как

CB = 
(А538 – А600) × V

1120 × m
, 

где А538 и А600 – оптическая плотность при 538 и 600 нм 
со ответственно; V – коэффициент разбавления; m – масса 
навески образца, г; 1120 – удельная абсорбция 1 % рас-
твора бетанина в 1 см кювете.

Статистическую обработку данных выполняли в про-
граммах Excel и Statistica 8.0. Изменчивость структуры 
взаимосвязей признаков оценивали с помощью фактор-
ного анализа. Факторные нагрузки рассчитывали по ме-  
тоду главных компонент. Значения коэффициента кор-

реляции Пирсона при r < 0.3 рассматривались как сла-
бые, 0.3 < r < 0.5 – умеренные, 0.5 < r < 0.7 – заметные,  
0.7 < r < 0.9 – сильные, при r ˃ 0.9 – как очень сильные.

Результаты и обсуждение
Бетанин имеет максимум светопоглощения в видимой 
области спектра при длине волны в диапазоне от 535 до 
540 нм. Для подбора оптимального рН буферного раство-
ра на примере сорта ‘Русская односемянная’ (к-3698, Рос-
сия) были протестированы четыре варианта рН (рис. 1). 
Наблюдались изменения в спектрах растворов бетани - 
на с одинаковой начальной концентрацией в диапазоне 
рН 3–7.5. Незначительный гипохромный сдвиг проис-
ходил при значениях рН 3 и 7.5. Смещения максимума 
абсорбции не выявлено. В исследовании использовался 
фосфатный буферный раствор с рН 6.5.

Фенотипическое многообразие столовой свеклы приня-
то группировать по сортотипам. Такая группировка осно-
вана на сходстве морфологических параметров (рис. 2). 
В данном исследовании изучались образцы шести сорто-
типов. 

Наибольшей урожайностью отличалась группа об-
разцов сортотипа Кросби (Crosby), характеризующаяся 
округлой формой корнеплода. Результат испытания 
29 крас ноокрашенных образцов столовой свеклы пока-
зал, что на 24 сентября средняя урожайность составила 
16.5 кг/10 м2 (табл. 1). Показатель урожайности значи-
тельно варьировал в зависимости от генотипа конкрет-
ного образца ( p < 0.05). Средняя масса одного корнепло- 
да составила 127.9 г. Варьирование этого показателя 
внутри каждого сор та незначительное (коэффициент ва-
риации Cv < 33.3 %), что свидетельствует о выровненно-
сти популяций. Исключение – сорт ‘Русская односемян-
ная’ (к- 3698) и местная сортопопуляция из Казахстана 
(к- 3885), у которых коэффициент вариации равен 35.1 и 
40.1 % соответственно.

Содержание бетанина на момент уборки значительно 
различалось и колебалось в широком диапазоне. Среднее 
значение в кожице составило 116.9 мг/100 г, в мякоти – 
58.9 мг/100 г. Прослеживалась зависимость содержания 
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Зеленолистная Краснолистная Египетская плоская Кросби Бордо Цилиндрическая

Рис. 2. Типы сортообразцов столовой свеклы в опыте.

Таблица 1. Урожайность и содержание бетанина 29 исследуемых образцов свеклы

Номер 
каталога 
ВИР

Название образца Происхож-
дение

Сортотип Урожайность,
кг/10 м2

Масса корнеплода, г Бетанин*, мг/100 г

Mean ± SE  Cv, % Кожица Мякоть

7 Rouge naine de Dell Франция Бордо 11.92 101.0 ± 6.5 17.1    72.20    28.33

10 Rouge ronde precoce » Кросби    8.14    68.6 ± 4.8 18.6    59.77    14.38

478 Breck’s beat’s all США Кросби 17.46 148.3 ± 7.1 12.6    39.89    19.66

1297 Ранняя круглая Россия Бордо 12.27 103.9 ± 5.2 13.1    58.52    25.54

1561 Раннее чудо » Кросби 12.63 106.9 ± 5.8 14.5    55.74    26.57

1587 Crosby Egyptian США Египетская плоская 36.82 312.4 ± 17.2 14.6 191.93    44.23

1671 Донская плоская 367 Россия Египетская плоская    7.43    62.7 ± 6.8 28.7    69.44    59.12

1757 Detroit dark red improved Франция Кросби 14.28 120.7 ± 7.1 15.5 107.22    87.42

1937 Burpee’s Red Ball США Кросби 16.17 137.4 ± 3.4    6.5 154.66    54.41

1938 Forma nova » Цилиндрическая 10.62    90.3 ± 8.7 25.4 102.10    46.01

2040 Avonearly Италия Кросби 12.74 108.1 ± 5.4 13.3 142.45    77.17

2227 Vitenu Bordo Литва Кросби 10.03    84.6 ± 5.3 16.5 122.77    74.63

2237 Славянка Россия Кросби 10.74    90.9 ± 3.8 11.1    60.24    20.47

3012 Uniball Нидерланды Египетская плоская    4.37    37.4 ± 4.0 28.3    43.72    19.15

3110 Regala » Кросби 11.92 100.7 ± 5.2 13.7 133.63    69.86

3119 84/49 Россия Бордо    8.40    69.9 ± 4.0 15.0 101.39    78.66

3151 Бордо односемянная » Кросби 31.20 264.6 ± 14.1 14.1 239.20    89.69

3595 Green top Канада Зеленолистная 13.72    98.3 ± 9.5 25.6 120.30    36.45

3600 Dwergina Нидерланды Кросби 27.86 198.7 ± 8.5 11.3 163.11    65.30

3627 Detroit Dark Red Morse Мексика Бордо    7.00    50.1 ± 3.2 17.1    67.92    55.93

3698 Русская односемянная Россия Кросби 28.90 133.4 ± 17.7 35.1 225.57 110.35

3718 Baby Beat Нидерланды Кросби 15.41 115.0 ± 4.6 10.7 157.02    75.39

3720 Zeppo » Кросби 23.45 174.9 ± 9.8 14.8 171.25    84.05

3721 Bulls Blood » Краснолистная 12.60    94.3 ± 7.7 21.5    73.96    44.56

3762 Bridzhit F1 » Кросби 24.66 184.1 ± 13.4 19.3    86.53    58.57

3806 Креолка Россия Кросби 23.85 178.4 ± 6.9 10.2 130.29    47.74

3879 Manolo F1 Нидерланды Кросби 38.86 289.7 ± 13.5 12.3    86.62    48.06

3885 Свекла местная Казахстан Египетская плоская    7.64    57.0 ± 8.6 40.1 174.62 127.54

3887 Свекла бордовая » Кросби 16.88 126.0 ± 7.7 16.1 177.09 106.46

Мean ± SE 16.5 ± 1.7 127.9 ± 12.8 116.9 ± 10.7 58.9 ± 5.5

НСР05 6.65 25.0

* Значение получено с 10 корнеплодов каждого образца. 
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пигмента от морфологического типа корнеплода и интен-
сивности окраски. Подтверждены сделанные нами ранее 
выводы о предпочтении округлой и округло-овальной 
формы корнеплода для селекции на высокое содержание 
бетанина (Соколова, Соловьева, 2019). Стоит отметить и 
исключения, наблюдавшиеся среди плоскоокруглых об-
разцов, как правило, являвшихся скороспелыми формами 
с невысоким содержанием бетанина (Соколова, 2019). 
Так, сорт американского происхождения ‘Crosby Egyp-
tian’ (к-1587) и местная сортопопуляция из Казахстана 
‘Свекла местная’ (к-3885) тоже отличались высокими 
зна чениями бетанина в кожице: 191.93 и 174.62 мг/100 г 
соответственно. 

Максимальные содержания бетанина в кожице корне-
плода отмечены у образцов отечественного происхожде-
ния ‘Бордо односемянная’ (к-3151) и ‘Русская односемян-
ная’ (к-3698) – 239.20 и 225.57 мг/100 г соответственно. 
Эти генотипы представляют интерес для дальнейшей се-
лекционной работы на увеличение содержания пигмента. 

Раздельный анализ содержания бетанина в кожице и 
мякоти корнеплодов выявил статистически достоверные 
различия. Содержание пигмента в кожице у всех изу-
ченных образцов превышало этот показатель в мякоти 
(рис. 3, а). Минимальная разница отмечена у образца 
‘Донская плоская 367’ (к-1671) – 10.3 мг/100 г. Макси-
мальная разница у образца ‘Бордо односемянная’ соста-
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Рис. 3. Среднее содержание бетанина в кожице и мякоти корнеплодов столовой свеклы (a) и результаты линейного корреляционного анали-
за (б–е): б – корреляция между содержанием бетанина в кожице и мякоти красной свеклы; в – между бетанином в кожице и интервалом (бета-
нин в кожице – бетанин в мякоти); г – между бетанином в мякоти и интервалом; д – между бетанином в кожице и массой корнеплода; е – между 
бетанином в мякоти и массой корнеплода.
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вила 149.5 мг/100 г; при этом 73 % бетанина присутствует 
в кожице, а 27 % – в мякоти. Корреляционный анализ сви- 
 детельствует о наличии значимой положительной взаи-
мосвязи между содержанием пигмента в кожице и мякоти 
(r = 0.74) (см. рис. 3, б ). С увеличением количества бе-
танина в кожице увеличивается и интервал между пока-
зателями (r = 0.86) (см. рис. 3, в). В отличие от бетанина 
в кожице, значимой взаимосвязи содержания пигмента в 
мякоти и варьирования между показателями не обнару-
жено, что свидетельствует о его большей стабильности в 
мякоти в течение вегетации (см. рис. 3, г). То есть повы-
шенное содержание пигмента связано преимущественно 
с бетанином в кожице.

Заметной корреляции (r ˃  0.5) между массой корнеплода 
и содержанием бетанина в кожице и мякоти не выявлено 
(см. рис. 3, д, е).

Для производства красителя из корнеплодов свеклы 
важно, чтобы содержание пигмента в общей биомассе 
было высоким. Схематично принимая форму корнеплода 
столовой свеклы за шар, можно рассчитать, как изме-
нится соотношение объема и площади поверхности в 
зависимости от радиуса. Как видно на диаграмме (рис. 4), 
увеличение объема шара имеет кубическую зависимость, 
тогда как площадь поверхности – квадратичную. Экс-
траполируя теоретическую раскладку на объект нашего 
исследования, можно утверждать, что в предположении 
постоянства толщины кожицы у зрелых, готовых к уборке 
корнеплодов доля мякоти значительно превышает долю 
кожицы, что в итоге отрицательно отразится на выходе 
пигмента. У небольших корнеплодов на кожицу приходит-

ся бóльшая доля, чем у крупных. Можно предположить, 
что из мелких корнеплодов суммарный выход бетанина 
будет выше при условии высокого содержания пигмента 
на момент уборки урожая.

Для изучения динамики нарастания корнеплода и ак-
кумуляции пигмента раздельно в кожице и мякоти мы 
про вели сравнительный анализ двух перспективных об-
разцов свеклы: ‘Русская односемянная’ (к-3698) и ‘Бордо 
од носемянная’ (к-3151). Материал для анализа отбирали 
22 раза через равные промежутки времени с момента 
превышения корнеплодами веса 10 г. За вегетационный 
период значимого накопления бетанина в кожице и мякоти 
у обоих сортов не выявлено (рис. 5), что подтверждает 
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13 июля‘Русская односемянная’ (к-3698) ‘Бордо односемянная’ (к-3151)

16 июля

20 июля

3 августа

6 августа

10 августа

13 августа

Рис. 6. Анатомо-морфологическое строение и вид полевых посевов опытных образцов столовой свеклы ‘Русская односемянная’ (к-3698) и 
‘Бордо односемянная’ (к-3151).

Таблица 2. Метрические параметры листовой поверхности 
опытных образцов столовой свеклы на момент  
уборки урожая 

Метрический параметр ‘Бордо  
односемянная’, 
к-3151

‘Русская  
односемянная’, 
к-3698

Лист

Количество, шт. 14 12

Длина, см 15 11

Ширина, см 6 5

Площадь одного листа, см2 67.5 41.2

Площадь листовой  
поверхности, см2

945.0 494.2

Длина черешка, см 14 12

результаты проведенного ранее эколого-географическо-
го изучения (Соколова, 2019). При этом размах колеба-
ния в отдельные периоды развития статистически значим 
( p < 0.05). Динамика имела волновой характер и доста-
точно синхронный рисунок у обоих сортов как в кожице, 
так и в мякоти корнеплодов. Можно заметить, что резкие 
восходящие движения содержания бетанина и нарастание 
массы корнеплодов часто носили разнонаправленный ха-
рактер. Причем содержание пигмента в мякоти изменялось 
более консервативно, чем в кожице.

Известно, что путь биосинтеза бетанина достаточно 
гибкий и подвержен сильному влиянию экзогенных фак-

торов (Tzin, Galili, 2010; Cabanes et al., 2014; Sakuta, 2014; 
Esatbeyoglu et al., 2015). Единожды за всю вегетацию было 
отмечено превышение содержания бетанина в мякоти 
над кожицей у обоих сортов (период с 27 по 31 июля). 
При этом зафиксировано максимальное его содержание 
в мякоти за всю вегетацию. Обильные продолжительные 
осадки, установившиеся с 21 июля, на фоне среднеднев-
ных температур воздуха выше +15 °С вызвали угнетение 
роста корнеплодов, что, скорее всего, и привело к увели-
чению содержания бетанина в мякоти.

В отличие от содержания пигмента, нарастание био-
массы корнеплода было положительно взаимосвязано с 
продолжительностью вегетационного периода (R2 = 0.76–
0.86).

Активность фотосинтеза и, как следствие, метаболизма 
растений связана с площадью поверхности листовой био-
массы растения. Образец ‘Русская односемянная’ отли-
чался мелкими пигментированными и слегка волнистыми 
листовыми пластинками с более короткими черешками 
(табл. 2, рис. 6). Количество листьев на растении меньше, 
чем у образца ‘Бордо односемянная’. Площадь листовой 
поверхности на момент уборки у образца ‘Русская односе-
мянная’ составила 494.2 см2, что почти в два раза меньше, 
чем у образца ‘Бордо односемянная’. Эти характеристики 
имеют значение для понимания различий в реакции сортов 
на абиотические факторы среды.

Среднедневная температура воздуха и количество осад-
ков – два наиболее влиятельных, постоянно колеблющих-
ся экзогенных фактора. Столовая свекла достаточно пла-
стичная культура, способная давать урожай как в южных 
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регионах Российской Федерации, так и в условиях север-
ного региона (Буренин и др., 2013). Именно это качество 
обеспечило широкое ее распространение. Исследование 
выявило, что высокая пластичность генотипа – ценное 
свойство, позволяющее культуре благополучно перено-
сить неблагоприятные периоды. На рис. 7 приведены 
из менения осадков, температуры воздуха и содержания 
пигмента в течение лета 2020 года. Вегетационный пе-
риод характеризовался двумя стрессовыми периодами с 
полным отсутствием осадков – с 14 по 20 июля и с 7 по 
22 августа, а также двумя периодами затяжных дождей – 
с 21 июля по 6 августа и с 23 августа по 1 сентября. За 
один день 28 июля и 23 августа выпало значительное ко-
личество осадков (21.2 и 28.2 мм соответственно), которые 
продолжались с меньшей интенсивностью еще на про-
тяжении девяти дней. Это негативно отразилось на со-  
держании бетанина в кожице и мякоти. В целом тенденция 
у сортов схожа, но имеются некоторые различия. Просле-
живается также «отставание» реакции сорта ‘Русская одно-
семянная’ на 7–10 дней (см. рис. 7).

Для выяснения взаимосвязей между изучаемыми пара-
метрами был проведен корреляционный анализ сортов в 
динамике (сдвиг параметров среды на три и шесть дней) 
(табл. 3). Для обоих сортов характерна умеренная отрица-
тельная корреляция между массой корнеплода и темпера-

турой воздуха, которая сохранялась на протяжении шести 
дней. Повышенная температура усиливала транспирацию 
растений, вызывая остановку нарастания корнеплода и 
увеличивая содержание пигмента в мякоти (r = 0.32–0.31). 
Через три дня эффект повышения концентрации пигмента 
в ответ на температуру уже не проявлялся. 

Содержание бетанина в кожице тоже отрицательно 
коррелировало с повышением температуры воздуха, при-
чем эффект проявлялся не сразу, а на третьи сутки. Для 
сорта ‘Бордо односемянная’ корреляция сохранялась до 
шестого дня (r = –0.48).

Для осадков в целом были характерны слабые отрица-
тельные взаимосвязи со всеми изучаемыми признаками. 
Они имели слабую корреляцию с содержанием пигмента 
(r < 0.3). Биосинтез бетанина в кожице у сорта ‘Русская 
односемянная’ негативно реагировал на выпадение осад-
ков (r = –0.48). Но уже через три дня растения адаптиро-
вались и взаимосвязь не проявлялась. Различия в реакции 
сортов, возможно, объясняются разницей в площади фо-
тосинтетической поверхности генотипов. 

Определение структуры взаимосвязей между изучен-
ными параметрами (PCA) выявило два неравновесных 
фактора (рис. 8). Компоненты факторов 1 и 2 объясняют 
вместе 87 % общей дисперсии: 32.6 и 54.4 % соответствен-
но. Фактор 1 включил в себя основной параметр продук-

Рис.  7.  Изменение содержания бетанина у сортов столовой свеклы ‘Русская односемянная’ и ‘Бордо односемянная’  
в зависимости от характеристик погодных условий.
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тивности – массу одного корнеплода. Фактор 2 объединил 
параметры «температура воздуха» и «бетанин в мякоти», 
подтверждая результаты корреляционного анализа. Па-
раметры фактора 2 имели наиболее тесную взаимосвязь, 
т. е. на их долю приходилась бóльшая часть дисперсии. 
При этом другие переменные также имели достаточно 
высокую дисперсию, что говорит о значительном вкладе 
каждого из них. Таким образом, можно сделать вывод, что 
процесс биосинтеза бетанина у столовой свеклы очень 
гибкий и находится под сильным влиянием факторов 
внешней среды.

Заключение
В результате проведенных исследований можно сделать 
вывод, что в течение вегетации аккумуляции бетанина у 
столовой свеклы не происходило. Содержание пигмента 
было связано в первую очередь с исходным генотипом 
образца. Среднее значение бетанина в изученных коллек-
ционных образцах составило: в кожице – 116.9 мг/100 г, 
в мякоти – 58.9 мг/100 г. Содержание пигмента в кожице 
у всех образцов превышало его содержание в мякоти. При 
положительной корреляции этих показателей (r = 0.74) 
увеличение интервала между ними зависело именно от 
бетанина в кожице (r = 0.86).

Содержание пигмента подвержено значительному коле-
банию в течение вегетации. Активность метаболических 
процессов, зависящая от фотосинтетической поверхности 
растений, имела большое значение для реакции генотипов 
столовой свеклы на различные факторы среды. 

Процесс биосинтеза пигмента крайне чувствителен к 
погодным условиям, особенно к температуре воздуха. Уве-
личение бетанина в кожице в ответ на повышение темпе-
ратуры воздуха проявлялось на третьи сутки. Увеличение 
массы одного корнеплода отрицательно коррелировало 
с уровнем бетанина в мякоти, который, в свою очередь, 
тесно связан с температурой окружающего воздуха.

Наиболее подходящими для целей селекции на повы-
шенное содержание бетанина являются округлые и пло-
скоокруглые сортотипы столовой свеклы. Для получения 
максимального выхода бетанина лучше подходят некруп-
ные корнеплоды. При их выращивании рекомендуется 
использовать более загущенные схемы посадки или более 
раннюю уборку урожая, а также подбирать оптимальные 
сроки. При выборе конкретной даты уборки необходимо 
ориентироваться на характеристики погодных условий. 
Для выделения красителя рекомендуются отечественные 
сорта столовой свеклы ‘Бордо односемянная’ (к-3151) и 
‘Русская односемянная’ (к-3698), дающие при благопри-
ятных условиях высокий выход бетанина.
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Таблица 3. Корреляционная матрица содержания бетанина, 
массы корнеплода и погодных характеристик  
опытных образцов столовой свеклы

Показатель Масса  
корнеплода

Бетанин  
в кожице

Бетанин  
в мякоти

В день забора корнеплодов

Температура –0.50/–0.47*    0.02/0.27    0.32/0.31

Осадки –0.16/–0.23 –0.48/0.05 –0.26/–0.16

Масса корнеплода –0.08/0.36 –0.28/–0.30

Бетанин в кожице    0.31/0.15

Через три дня

Температура –0.47/–0.39 –0.34/–0.35 –0.07/–0.10

Осадки –0.14/–0.26 –0.05/0.08 –0.19/–0.12

Масса корнеплода –0.08/0.36 –0.28/–0.30

Бетанин в кожице    0.31/0.15

Через шесть дней

Температура –0.40/–0.54    0.10/–0.48 –0.13/0.21

Осадки –0.12/–0.17 –0.01/0.12    0.17/0.19

Масса корнеплода –0.08/0.36 –0.28/–0.30

Бетанин в кожице    0.31/0.15

* ‘Русская односемянная’ / ‘Бордо односемянная’.

Рис.  8.  Вклад основных компонентов факторного анализа в общую 
дисперсию.
РО – сорт ‘Русская односемянная’; БО – ‘Бордо односемянная’.
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Взаимосвязь ламинов с эпигенетическими факторами  
при старении
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Аннотация. Дисбаланс активации транспозонов – один из важнейших факторов нестабильности генома при 
старении. Причинами этого явления могут быть ассоциированные с возрастом изменения экспрессии ламинов, 
которые влияют на эпигенетическую регуляцию мобильных генетических элементов. Взаимосвязь ламинов и 
транспозонов может быть обусловлена специфическим физическим контактом между молекулами, а также 
опосредована эпигенетическими регуляторами, такими как SIRT7, BAF и микроРНК. Характерна взаиморегу-
ляция ламинов с мобильными элементами, которые являются источниками микроРНК, влияющими на ламины. 
Ламины входят в состав NURD (nucleosome remoldeling deacetylase complex), взаимодействуют с гистоновыми 
деацетилазами и регулируют экспрессию генов без изменения структуры нуклеотидных последовательностей. 
Роль ядерной ламины в этиопатогенезе синдромов преждевременного старения может быть обусловлена 
взаи модействием с транспозонами, так как истощение ламинов приводит к активации мобильных генетиче-
ских элементов. В различных клетках человека LINE1 представлены в связанных с ламинами гетерохроматино-
вых доменах генома, при этом SIRT7 способствует взаимодействию данного ретроэлемента с ядерной ламиной. 
В противовирусном ответе организмов важную роль играют как ретроэлементы, так и ядерная ламина. Это 
согласуется с ролью ламинов в защите как от вирусов, так и от транспозонов, которые характеризуются фило-
генетическим родством. Мобильные генетические элементы и ламины – вторичные мессенджеры средовых 
стрессорных воздействий, которые могут служить пусковыми факторами для старения и канцерогенеза. Транс-
позоны играют роль в развитии злокачественных новообразований, при этом происходящие от них микроРНК, 
участвующие в этиопатогенезе опухолей, имеют значение в старении человека. Сходные свойства типичны для 
ламинов, поскольку при злокачественных новообразованиях выявлена дисрегуляция ламинов, а влияющие на 
них микроРНК участвуют в канцерогенезе. Изменение экспрессии специфических микроРНК отмечено также 
при ламинопатиях. Определение точных эпигенетических механизмов взаимодействия ламинов с мобильны-
ми генетическими элементами при старении может стать основой для разработки методов продления жизни и 
таргетной терапии ассоциированных с возрастом злокачественных новообразований.
Ключевые слова: ламины; микроРНК; транспозоны; эпигенетические факторы.
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Abstract. The key factor of genome instability during aging is transposon dysregulation. This may be due to senile 
changes in the expression of lamins, which epigenetically modulate transposons. Lamins directly physically interact 
with transposons. Epigenetic regulators such as SIRT7, BAF, and microRNA can also serve as intermediaries for their in-
teractions. There is also an inverse regulation, since transposons are sources of miRNAs that affect lamins. We suggest 
that lamins can be attributed to epigenetic factors, since they are part of the NURD, interact with histone deacetylases 
and regulate gene expression without changing the nucleotide sequences. The role of lamins in the etiopathogenesis 
of premature aging syndromes may be associated with interactions with transposons. In various human cells, LINE1 is 
present in the heterochromatin domains of the genome associated with lamins, while SIRT7 facilitates the interaction 
of this retroelement with lamins. Both retroelements and the nuclear lamina play an important role in the antiviral 
response of organisms. This may be due to the role of lamins in protection from both viruses and transposons, since 
viruses and transposons are evolutionarily related. Transposable elements and lamins are secondary messengers of 
environmental stressors that can serve as triggers for aging and carcinogenesis. Transposons play a role in the de-
velopment of cancer, while the microRNAs derived from them, participating in the etiopathogenesis of tumors, are 
important in human aging. Lamins have similar properties, since lamins are dysregulated in cancer, and microRNAs 
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affecting them are involved in carcinogenesis. Changes in the expression of specif ic microRNAs were also revealed 
in laminopathies. Identif ication of the epigenetic mechanisms of interaction of lamins with transposons during  
 aging can become the basis for the development of methods of life extension and targeted therapy of age-associated 
cancer. 
Key words: lamins; microRNAs; transposons; epigenetic factors.
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Введение
Ядерная ламина (ЯЛ) представляет собой белковую сеть, 
связанную с внутренней стороной ядерной оболочки 
клетки. Она выполняет структурные, сигнальные и регуля-
торные функции. При изучении эволюции ее компонентов 
обнаружено широкое разнообразие доменов и архитекту-
ры последовательностей, которые выходят за рамки клас-
сических альфа-спиралей (Kollmar, 2015). Ядерная ламина 
состоит из ламинов и ассоциированных с ними белков 
(Lemaitre, Bickmore, 2015). Основные компоненты – лами-
ны (Cibulka et al., 2012), гены которых присутствовали на 
самых ранних этапах эволюции эукариот. Они выявлены 
у многоклеточных, амёб и примитивных опистоконтов, 
таких как Ichthyosporea и Choanoflagellates (Kollmar, 
2015). Помимо поддержания формы ядра, ламины необ-
ходимы для управления репликацией и транскрипцией. 
Они принадлежат к семейству белков промежуточных 
филаментов (класс V) и обладают их типичной структу-
рой. Клетки млекопитающих образуют 4 типа ламинов: 
А и С (сплайсинговые изоформы одного гена), В1 и В2 
(Cibulka et al., 2012). Кроме ламинов А и С, существуют 
минорные изоформы Аδ10 и С2. Преламин А – это бел-
ковый прекурсор ламина А, который подвергается пост-
трансляционной модификации С-концевой области, где 
происходит фарнезилирование, карбоксиметилирование 
и протеолиз мотива CaaX под влиянием металлопротеазы 
ZMPSTE24 (кодирует метаболизирующую ламин А ме-
таллопротеиназу) (Wang et al., 2016). Ламины А, С, Аδ10 
и С2 кодируются одним геном LMNA (Turgay et al., 2017). 

К белкам, взаимодействующим с ламинами и тесно с 
ними связанным функционально, относятся LBR (lamin B 
receptor), BAF (barrier to autointegration factor), SUN1, 
SUN2, несприн. Они выполняют функции в структурной 
организации ядра и регуляции ядерных процессов. Белок 
LBR и эндопротеаза преламин А обладают ферментатив-
ными свойствами (Meinke et al., 2014). 

На периферии ядра геномная ДНК связана с ламина-
ми А и В в виде гетерохроматиновых доменов. Ламин А 
связан также с хроматином внутри ядра – нуклеоплаз-
матическое окружение представлено главным образом 
эухроматином, что свидетельствует о роли ламина А в 
регуляции генной экспрессии всего генома (Briand et al., 
2018). Ламин В взаимодействует с относительно бедны-
ми генами и транскрипционно неактивными доменами 
генома (Guelen et al., 2008). Предполагается, что у послед-
него общего предшественника всех эукариот (LECA –  
last eukaryotic common ancestor) конфигурации ядерной 
оболочки и связанной с ней ЯЛ играли важную роль в 
определении активности ядра. 

В последующей эволюции изменялись механизмы 
регуляции генной экспрессии ламинов у разных таксо-

нов. Их белковое разнообразие у растений и трипаносом 
таксономически ограниченно, тогда как у многоклеточ-
ных животных проявляется более широким диапазоном. 
Филогенетическое древо генов ламинов характеризуется 
вертикальной эволюцией. Например, два ламина про-
тистов из сильно расходящихся таксонов имеют мишени 
в ядрах клеток млекопитающих и полимеризуются в 
нитевые структуры, что говорит о функциональном сохра-
нении отдаленных гомологов ламинов. В определенных 
группах эукариот установлена выраженная эволюционная 
пластичность структур ЯЛ по механизмам связывания 
хроматина и эпигенетического контроля вследствие вы-
сокого уровня дивергенции гомологов ламинов (Koreny, 
Field, 2016).

Изменения ламинов тесно связаны со старением, а так-
же с ассоциированными с возрастом болезнями, такими 
как злокачественные новообразования. Например, при 
раке легкого выявлено значительное снижение уровня ла-
мина В1 (Garvalov et al., 2019). Доказано, что активность 
mTOR (mechanistic target of rapamycin) регулируется лами-
ном А, тогда как низкая активность mTOR способствует 
увеличению продолжительности жизни. Ингибирование 
mTOR (например, при помощи рапамицина) приводит к 
деградации дефектных молекул и органелл, которые на-
капливаются в клетках во время старения, поскольку низ-
кая активность аутофагии – характерная черта связанных 
со старением болезней (Cenni et al., 2020). 

Ламины можно отнести к эпигенетическим факторам, 
поскольку они обеспечивают наследование функциональ-
ного статуса гена. Так, присоединение ламина В1 к специ-
фическим локусам генома ведет к подавлению транс-
крипции расположенных в них генов. Для большинства 
диф ференциально экспрессируемых генов характерна 
активация вследствие потери ламина В1. К таким генам 
относятся онкоген RET и его корепрессор GFRα1. Соот-
ветственно, при истощении ламина В1 с возрастом по-
вышается риск развития опухолей. Другой механизм ак-  
тивации RET – метилирование гистона H3K27me3 (Gar-
valov et al., 2019). 

К эпигенетическим факторам относятся ремоделиро-
вание хроматина, модификации гистонов и нуклеотидов 
ДНК, а также влияние некодирующих РНК (нкРНК). Во 
время клеточного старения у млекопитающих снижаются 
уровни H3K56ac и H4K16ac, что способствует изменению 
экспрессии генов, геномной нестабильности и поврежде-
нию теломер. При старении происходит глобальное сни-
жение уровней метилирования ДНК, совпадающее с 
возрастной потерей гетерохроматина. В результате нару-
шается регуляция экспрессии генов и активации мобиль-
ных генетических элементов, ТЕ (transposable elements). 
При этом участие ламинов в эпигенетической регуляции, 
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связанной со старением, происходит посредством прямого 
взаимодействия с хроматином в областях специфических 
последовательностей ДНК, называемых ламин-ассоции-
рованными доменами (LAD). 

Ламины способствуют эпигенетическим изменениям 
при старении путем функциональных взаимодействий с 
сиртуинами. Например, ламин А усиливает деацетилаз-
ную активность SIRT1, стимулирует функционирование 
SIRT6 при репарации ДНК, а также рекрутирует гисто-
новую деацетилазу 2 (HDAC2). Ламины А/С являются 
также непосредственными участниками эпигенетической 
регуляции, так как служат компонентами NURD (nucleo-
some remodeling deacetylase complex). Этот комплекс 
образован также из HDAC1, RBBP4, RBBP7 (Cenni et 
al., 2020). Кроме того, ламины А/С взаимодействуют с 
деацетилазой гистонов 2 (HDAC2) и ацетилтрансферазой 
PCAF (p300-CBP ассоциированный фактор) (Santi et al., 
2020). Ламин В1 рекрутирует комплекс PRC2 (polycomb 
repressive complex 2), с помощью которого изменяется 
ландшафт H3K27me3 с репрессией специфических генов, 
участвующих в передаче сигналов и миграции клеток (Jia 
et al., 2019).

Роль ламинов в синдромах  
преждевременного старения
Веским доказательством влияния ламинов на продол-
жительность жизни является факт развития прогерии у 
боль ных с герминативными мутациями в генах этих бел-
ков. Для прогероидных ламинопатий (ПЛ) характерны 
преждевременное старение и смерть от осложнений ате-
росклероза, таких как инфаркт миокарда, инсульт или сер-
дечная недостаточность. Они обычно не наследуются, так 
как пациенты не доживают до половозрелого возраста. 

Важная генетическая особенность прогерий – укоро-
чение теломер с каждым циклом репликации (Ahmed et 
al., 2018). Наиболее известна прогерия Хатчинсона–Гил-
форда (ПХГ), проявляющаяся выраженным укорочением 
теломер. Болезнь диагностируется с двухлетнего возраста, 
когда определяются заметные симптомы преждевремен-
ного старения. Продолжительность жизни у пациентов 
составляет 10–20 лет. У 90 % пациентов с ПХГ определя-
ются мутации в гене LMNA (Ahmed et al., 2018). Частота 
встречаемости ПХГ составляет один случай на 8 млн но-
ворожденных (Burla et al., 2018). Наиболее частая мутация 
в гене LMNA, C1824T, ведет к накоплению прогерина 
(доминантная негативная форма ламина А). 

Интересно, что прогерин накапливается также в клетках 
при физиологическом старении как одна из редких сплай-
синговых форм транскриптов ламина А. Однако при ПХГ 
наблюдаются более тяжелые, чем при физиологическом 
старении, эпигенетические изменения – ковалентные мо-
дификации гистонов с тенденцией к потере разделения на 
гетеро- и эухроматин, что сопровождается изменением 
пространственной компартментализации и конформации 
хроматина в ядре. В этом процессе участвуют микроРНК, 
такие как miR-9, которые могут быть использованы в 
качестве мишени для защиты центральной нервной си-
стемы (ЦНС) у пациентов с ПХГ (Arancio et al., 2014). 
MiR-9 взаимодействует с 3′-нетранслируемой областью 
(UTR) мРНК ламина А, не оказывая влияния на ламин С. 

Выявлен также дополнительный сайт связывания с miR-9 
в области 3′-UTR преламина А. В экспериментах на мы-
шах и клеточных культурах человека HeLa доказано, что 
экспрессия miR-9 значительно снижает уровни ламина А 
(Jung et al., 2012). 

Подобно нормальному старению, при аккумулирова-
нии прогерина подавляются взаимодействия ламина А с 
SIRT1, HDAC2 и SIRT6. Кроме того, при ПХГ нарушается 
регуляция гетерохроматинового белка НР1, снижаются 
уровни H3K9me3, подавляется функция NURD (компо-
нент которого – ламины А/С). При ПХГ взаимосвязь ла-
минов A/C с HDAC2 вызывает активацию гена CDKN1A, 
важнейшего детерминанта клеточного старения (Cenni 
et al., 2020).

К прогероидным ламинопатиям, обусловленным мута-
циями в гене LMNA, относятся также атипичный синдром 
Вернера (AWS), мандибулоакральная дисплазия типа А 
(MADA), атипичный синдром прогерии (APS) (Burla et 
al., 2018). Они отличаются по специфическим для каждой 
болезни мутациям в LMNA и клиническим проявлениям. 
Семейная парциальная липодистрофия Дуннигана вызва-
на миссенс-мутацией R482W в ламине А, приводящей к 
нарушению влияния этого ламина на периферии и внутри 
ядра на трехмерную перегруппировку хроматина (Briand 
et al., 2018). Причиной MADA могут быть мутации в генах 
LMNA или ZMPSTE24. Это редкое аутосомно-рецессивное 
заболевание, характеризующееся аномалиями костей с 
локальным остеолизом и генерализованным остеопоро-
зом, пигментацией кожи, липодистрофией и ускоренным 
старением. Мутации вызывают накопление преламина А, 
что приводит к нарушению динамики хроматина. Подоб-
ные изменения обнаружены также при физиологическом 
старении (Cenni et al., 2018). 

Прогероидные ламинопатии могут возникать вслед-
ствие мутаций в генах, взаимодействующих с ламинами. 
Так, прогерия Нестора–Гильермо (NGPS) развивается при 
мутации в гене BAF (Loi et al., 2016). Синдромы прежде-
временного старения могут быть обусловлены не только 
мутациями в генах ламинов и взаимодействующих с ними 
белков, но и мутациями в генах ферментов репарации и 
поддержания ДНК. Например, мутации в генах геликаз 
вызывают синдромы Ротмунда–Томсона (ген RECQL4), 
Блума (ген BLM), Вернера (ген WRN); генов репарации 
ДНК – врожденный дискератоз (гены DKC1, TERC, TERT), 
синдром Коккейна (гены ERCC8 или ERCC6). Однако, в 
отличие от этих синдромов преждевременного старения, 
для ПЛ характерны раннее начало, более тяжелые про-
явления старения и отсутствие предрасположенности к 
раку (Burla et al., 2018). При всех ПЛ определяются гене-
рализованный остеопороз и остеолиз, скученность зубов 
с нарушением прикуса. К ПЛ со специфическим пораже-
нием опорно-двигательной системы относится синдром 
«сердце-рука» словенского типа (HHS-S) (Gargiuli et al., 
2018). Мутации в гене ZMPSTE24 являются причинами 
развития ограничительной дермопатии (RD – restrictive 
dermopathy) и мандибулоакральной дисплазии типа В 
(MADB) (Burla et al., 2018). 

При атаксии-телеангиэктазии накопление ламина В1 – 
причина изменения формы ядра и старения клеток. Ок-
сидативный стресс при этом синдроме увеличивает уров-
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ни ламина В1 путем стимуляции митоген-активируемой 
протеинкиназы р38 (р38 MAPK). В экспериментах на 
клеточных культурах для определения влияния р38 MAPK 
на уровни ламина В1 использованы активатор MAPK 
анизомицин и ингибитор MAPK SB203580. Показано, 
что активация р38 MAPK значительно повышает уровни 
ламина В1, тогда как ингибирование р38 MAPK снижает 
уровни ламина В1. При помощи метода PLA (proximity 
ligation assay) доказано, что р38 MAPK взаимодействует 
с ламином В1, вызывая его фосфорилирование (Barascu et 
al., 2012). Эти изменения характерны и для естественного 
старения. Прогероидным ламинопатиям свойственны 
также уменьшение перинуклеарного гетерохроматина и 
усиление клеточного старения – два состояния, которые 
коррелируют с дисрегуляцией ТЕ (Andrenacci et al., 2020). 
Можно предположить, что в эволюции ламины возникли 
как один из защитных механизмов, направленных на сай-
ленсинг ТЕ для защиты хозяев от геномной нестабиль-
ности (Cavaliere et al., 2020). Поэтому ламинопатии, вызы-
вающие преждевременное старение и ассоциированную 
со старением патологию, наиболее вероятно должны вы-  
зывать активацию ТЕ как ключевой механизм развития 
болезней (Andrenacci et al., 2020). Действительно, в экс-
перименте на моделях клеток, экспрессирующих про-
герин, характерный для ПХГ, обнаружено выраженное 
повышение экспрессии LINE, SINE, HERV и ДНК-ТЕ 
(Aran cio, 2019).

Взаимосвязь ламинов и транспозонов
Мобильные генетические элементы являются элемента-
ми генома, способными к транспозиции в его пре делах. 
Различают два класса ТЕ: ретроэлементы (РЭ), размно-
жающиеся с помощью обратной транскрипции и про-
межуточных РНК, и ДНК-ТЕ, которые перемещаются за 
счет транспозазы по механизму вырезания и вставки (An-
drenacci et al., 2020). Все ТЕ подразделяют на автономные 
(содержат в своем составе гены ферментов транспозиции) 
и неавтономные (используют белковые продукты других 
ТЕ для своих перемещений). Ретроэлементы классифи-
цируют на содержащие LTR (long terminal repeats – длин-
ные концевые повторы) – LTR-РЭ и на non-LTR-РЭ. Наи-
более распространены в геноме человека автономные 
non-LTR-РЭ – LINE1 (long interspersed nuclear elements) и 
неавтономные – SINE (small interspersed nuclear elements). 
К LTR-РЭ относятся эндогенные ретровирусы человека 
(HERV – human endogenous retrovirus) (Arancio, 2019). 
Сайленсинг ТЕ в норме обеспечивается деградацией их 
РНК и формированием гетерохроматина. Соответственно, 
ТЕ характеризуются активацией при старении организмов 
в результате возраст-ассоциированной дерегуляции гете-
рохроматина и микроРНК (Cavaliere et al., 2020).

Взаимосвязь между активацией ТЕ и старением про-
демонстрирована на термитах, у которых репродуктивные 
королевы живут десятки лет без значительного возрас-
тания экспрессии ТЕ, а рабочие термиты живут всего 
несколько недель, что связано с дисрегуляцией ТЕ в их 
геномах вследствие изменения экспрессии piРНК (Elsner 
et al., 2018). Интересно, что для представителей стрекаю-
щих (Cnidaria), характеризующихся практически неогра-
ниченными способностями к регенерации и бессмерти ем, 

в соматических клетках также экспрессируются piРНК 
и белки Piwi. Это сопровождается низкими уровнями 
активности ТЕ в их геномах. Эти свойства выявлены у 
гидры Hydra vulgaris (Juliano et al., 2014). Гомологи Piwi, 
названные Cniwi, обнаружены на всех стадиях развития 
Podocoryne carnea не только в половых, но и в дифферен-
цированных соматических клетках (Seipel et al., 2004). 
Поскольку системы репарации ДНК у стрекающих не 
обладают специфической эффективностью, отличающей 
их от других животных, можно предположить, что экс-
прессия piРНК в их организмах служит причиной замед-
ленных процессов старения (Juliano et al., 2014). 

У человека доказана прогрессирующая активация 
LINE1 при старении, которая ведет к активации интер-
феронового ответа вследствие накопления кДНК LINE1. 
Эти изменения являются причиной асептического воспа-
ления и активации интерферона, наблюдаемого с возрас-
том (De Cecco et al., 2019). В то же время повышение уров-
ня провоспалительных цитокинов в миелоидных им мун-
ных клетках в тимусе во время старения сопровож дает ся 
постепенным снижением уровня ламина В1, ко торый спе-
цифически функционирует для правильного органо генеза 
тимуса за счет поддержания экспрессии генов эпителиаль-
ных клеток. Обнаружено, что снижение уровня ламина В1 
приводило к усилению транскрипции 533 специфических 
генов и подавлению экспрессии 778 генов. Анализ этих 
генов показал участие их в адгезии клеток, развитии им-  
мунной системы, дифференцировке Т-лимфоцитов и про-
дукции цитокинов (Yue et al., 2019). Интересно, что хро-
ническое воспаление свойственно также прогероидным 
ламинопатиям. При этом STAT1-регулируемый интерфе-
рон-подобный ответ индуцируется гибридами ДНК:РНК 
через сигнальные пути cGAS (cyclic GMP-AMP synthase) 
и STING (stimulator of interferon genes) (Kreienkamp et al., 
2018). 

Транспозоны – важнейшие сенсоры средовых стрес-
совых воздействий, оказывают адаптивное регуляторное 
влияние на белок-кодирующие гены (Мустафин, Хус-
нутдинова, 2019). Согласно теории «буферной функции 
хвоста ламинов», ЯЛ также действует в качестве внутри-
клеточного сенсора реактивной формы кислорода (через 
консервативные изменения цистеинового остатка в хво-
стовом домене ламина). На протяжении всего филогенеза 
млекопитающих три остатка цистеина, C522, C588, C591, 
на С-конце ламина А являются консервативными. Из них 
С588 и С591 присутствуют также у других позвоночных, 
а С522 отсутствует у животных, не относящихся к мле-
копитающим. 

В экспериментах на фибробластах кожи человека пока-
зано, что эти аминокислоты в функциональном хвостовом 
домене ламина А повышают чувствительность к активным 
формам кислорода, а их замена на аланин способствует 
клеточному старению (Pekovic et al., 2011). Таким обра-
зом, как ламины, так и ТЕ представляют собой сенсоры 
стрессорных воздействий, которые могут быть причиной 
их дисрегуляции. Более того, нарушения экспрессии ТЕ 
и ламинов могут потенцировать друг друга, способствуя 
старению. Действительно, в экспериментах на дрозофиле 
доказана взаимосвязь между возрастным уменьшением 
ламина В и активацией различных РЭ (Chen H. et al., 2016). 
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Старение может индуцироваться не только понижен-
ными уровнями ламинов, но также их повышенной вы-
работкой (Dreesen et al., 2013). Сходные свойства имеют 
и ретроэлементы. Например, при исследовании 111 из-
вестных РЭ у молодых и старых дрозофил определено не 
только усиление экспрессии 18 специфических РЭ, но и 
снижение уровней других 18 РЭ (Chen H. et al., 2016). То 
есть при старении происходят не просто активация ТЕ или 
снижение уровней ламинов, а разнообразные изменения 
их экспрессии, которые потенцируют друг друга. 

Встает вопрос о том, что первично – дисрегуляция ла-
минов или мобильные генетические элементы. Но в любом 
случае исследование взаимосвязей ламинов с ТЕ может 
стать основой для определения ключевых механизмов фи-
зиологического старения и разработки новых путей про-
дления жизни. Возможно, что изменение уровней лами-  
нов и экспрессии ТЕ при старении является корре ляцией, 
а не причинно-следственной связью, однако имею щиеся 
данные об их взаимосвязях позволяют предположить 
взаимное потенцирование этих структур при старении. 

В различных клетках в геноме человека LINE1 пред-
ставлены в большом количестве в связанных с ламинами 
доменах гетерохроматиновых областей на периферии 
ядра. Сиртуин SIRT7 участвует в эпигенетической тран с-
крипционной репрессии LINE1 по всему геному. Важ ную 
роль в этом процессе играет взаимодействие SIRT7 с лами-
нами А/С. При этом SIRT7 обеспечивает деацетилирова-
ние H3K18, способствуя взаимодействию LINE1 с ядерной 
ламиной. Деацетилирования H3K18 недостаточно для по-
давления экспрессии LINE1 при отсутствии ламинов A/C, 
а истощение ламинов приводит к транскрипционной 
активации LINE1, т. е. для репрессии LINE1 необходима 
их взаимосвязь с ламинами А/С (Vazquez et al., 2019). 

При исследовании дифференцировки нейтрофилов 
человека показано, что при суперкомпактизации их гено-
ма происходит перемещение центромер, прицентромер и 
LINE в область ядерной ламины. В дефицитных по LBR 
клетках это свойство сохранялось для LINE, тогда как 
для других гетерохроматиновых участков утрачивалось 
(Zhu et al., 2017). Имеются доказательства взаимосвязи 
ретро элементов LTR7/HERV-H, LTR5_Hs и L1HS человека 
с ламином В1. Эти РЭ формируют специфические регуля-
торные области в геноме, характеризующиеся селектив-
ным и сайт-специфическим связыванием с лами ном В1,  
наряду с NANOG гомеобоксом, POU5F1 и СССЕС-свя-
зывающимся фактором (Glinsky, 2015). 

В то же время существует обратная взаимосвязь, когда 
ламин В поддерживает целостность ядерного генома пу-
тем репрессии ТЕ, что обнаружено в экспериментах на 
дрозофиле (Chen С.K. et al., 2016). Имеются также све-
дения о взаимосвязи преламина А с ТЕ, опосредованной 
факто ром BAF, который ингибирует интеграцию ретро-
вирусов, а также находится в белковых комплексах, со-
держащих транспозазу Sleeping Beauty (Wang et al., 2014). 
Фактор BAF необходим для модулирования эффекта 
пре ламина А на структуру хроматина, так как вызывает 
индукцию триметилирования гистона H3K9, а также ре-
локализацию в ядре ассоциированных с ламинами белков 
LAP2-α и HP1-α (Loi et al., 2016).

Взаимосвязь ламинов и транспозонов  
с вирусами
Поскольку и ламины (Pekovic et al., 2011), и транспозоны 
(Мустафин, Хуснутдинова, 2019) являются сенсорами 
средовых стрессорных воздействий, характеризуясь при 
этом взаимосвязью и возможным потенциированием дис-
регуляции при старении, необходимо рассмотреть другие 
возможные механизмы, влияющие на их активность при 
старении. В качестве средовых факторов, вызывающих 
дисрегуляцию ламинов и ТЕ, могут служить экзогенные 
вирусы. Кроме того, участие ламинов в вирусной инфек-
ции может стать основой для определения возможных 
новых путей противовирусной терапии, а также исполь-
зования вирусных векторов для коррекции процессов 
старения путем воздействия на специфические ламины. 

Индукция ламинов А/С происходит в наивных CD4+ 
Т-клетках при распознавании антигена. При этом лами-
ны А/С действуют как связующее звено между ядром и 
плазматической мембраной во время активации Т-клеток. 
В экспериментах на мышах показано, что ламины А/С 
играют роль в ответе на вирус коровьей оспы (Toribio-Fer-
nandez et al., 2018). Белки hnRNP и ламины А/С служат в 
качестве носителей и медиаторов для перемещения бел-
ка р17 между ядром и цитоплазмой реовируса птиц (Chiu et 
al., 2019). Латентность ВИЧ-1 после интеграции характе-
ризуется обратимым сайленсингом транскрипции, управ-
ляемой при помощи LTR генома ВИЧ. Взаимодействую-
щий с ламинами белок SUN2 поддерживает репрессивный 
хроматин и ингибирует транскрипцию провирусной ДНК, 
которая регулируется при помощи LTR ВИЧ через взаи-
мосвязь с ламинами А/С. Для блокирования инициации и 
элонгации транскрипции вируса ламины А/С связывают 
SUN2 с нуклеосомами к 5′-LTR ВИЧ-1 (Sun et al., 2018). 

Выход герпесвирусов из ядра сопровождается измене-
нием архитектуры ЯЛ (Vu et al., 2016). Вирус простого 
герпеса первого типа индуцирует фосфорилирование и 
реорганизацию ламинов А/С через фактор вирулентно-
сти – продукт гена y134.5, что позволяет вирусу выходить 
через ядро (Wu et al., 2016). В свою очередь, ламины об-
легчают доступ капсида к внутренней ядерной мембране 
и искривление ее участков вокруг капсида вируса герпеса 
во время почкования (Vu et al., 2016). 

Лигаза TRIM Е3 контролирует репликацию герпесвиру-
сов HSV-1 за счет влияния на целостность ламинов через 
изменение структуры центросом клетки хозяина. TRIM43 
убиквитинирует центросомный белок перицентрин, вы-
зывая его протеасомную деградацию. Это приводит к из- 
 менениям в ламинах, которые подавляют активное состоя-
ние вирусного хроматина (Full et al., 2019). Механизм 
этого явления связан с тем, что ламин А/С специфически 
взаимодействует с геномной ДНК вируса на периферии 
клеточного ядра. При этом ламин подавляет образование 
гетерохроматина в области промоторов HSV (Silva et al., 
2008). 

Для проникновения вируса SV40 важное значение имеет 
зависящее от каспазы-6 дефосфорилирование ламина А/С 
(Butin-Israeli et al., 2011). Бакуловирус способствует фос-
форилированию ламина В и разрушению ядерной ламины 
во время инфекции (Zhang et al., 2017). Парвовирус собак 
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(CPV – canine parvovirus) на поздней стадии инфекции 
реорганизует ЯЛ со снижением уровней ламинов А/С в 
апикальной части ядра (Mantyla et al., 2015).

Связь ламинов с вирусами может свидетельствовать о 
возможном участии ЯЛ во взаимопревращениях  вирусов 
с ТЕ, а также в контролируемых транспозонами регуля-
торных сетях геномов. Аналогично ламинам, ТЕ участ-
вуют в противовирусном ответе, который может быть 
обу словлен их филогенетическим родством. В эволюции 
LTR-РЭ стали источниками возникновения экзогенных 
ретровирусов (Xiong, Eickbush, 1990). Для ERV различ-
ных видов млекопитающих показаны способность пере-
ходить в инфекционную форму и превращение обратно 
в РЭ (Zhuo, Feschotte, 2015). Продукты генов env LTR- РЭ 
вызывают рестрикцию экзогенных ретровирусов у жи-
вотных (Malfavon-Borja, 2015). Ферменты РЭ можно ис-
пользовать также для интеграции экзогенных вирусов в 
геномы хозяев (Speiseder et al., 2014), а сами вирусы спо-
собны оказывать регуляторное влияние на мобильные 
генетические элементы. Так, цитомегаловирус человека 
вызывает тканеспецифическую активацию LTR-РЭ (As-
sin ger et al., 2013). Возможными посредниками во взаи-
модействиях вирусов с ТЕ и ламинами могут служить 
микроРНК, исследование которых перспективно как для 
разработки методов замедления процессов старения, так 
и для противовирусной терапии.

Взаимосвязь ламинов с транспозонами  
и микроРНК при старении
МикроРНК тесно связаны с регуляцией ламинов (Sylvius 
et al., 2011; Toro et al., 2018) и мобильных генетических 
элементов. Более того, доказано происхождение генов 
микроРНК от транспозонов человека. Впервые данные 
сведения получены в 2007 г. для 55 (Piriyapongsa et al., 
2007), в 2009 г. – 73 (Gu et al., 2009) микроРНК человека, 
происходящих от мобильных генетических элементов. 
В 2011 г. выявлена 191 микроРНК. Они возникли от ТЕ 
(Filshtein et al., 2012). В том же году другой исследова-
тельской группой определено 226 микроРНК человека, 
произошедших от ТЕ (Yuan et al., 2011). В 2012 г. иденти-
фицировано 235 (Tempel et al., 2012), в 2015 г. – 409 (Qin 
et al., 2015), а в 2020 г. – 34 новых микроРНК, образован-
ных из генов мобильных генетических элементов. В свя- 
зи с появлением большого объема информации о воз-
никновении микроРНК из ТЕ создана база данных MDTE 
(miRNAs derived from TEs). В ней содержатся сведения о 
микроРНК, происходящих непосредственно из ТЕ (Wei 
et al., 2016). 

Старение – важнейший фактор риска развития онко-
патологии, что может быть связано с едиными эпигенети-
ческими механизмами, поскольку при старении происхо-
дят глобальное гипометилирование ДНК, активация ТЕ и 
развитие геномной нестабильности (Anwar et al., 2017). 
Это подтверждают данные о роли микроРНК в канцеро-
генезе и старении. Накоплено множество сведений об ас-
социации с развитием опухолей различных микроРНК. 
Создана биоинформационная база данных OncomiR (www.
oncomir.org) (Wong et al., 2018). Нами проведен анализ 410 
различных микроРНК, представленных в OncomiR, при 
помощи базы данных MDTE (Wei et al., 2016). Оказалось, 

что 94 из этих микроРНК произошли от ТЕ, что говорит 
об их роли в развитии злокачественных образований и о 
возможности использования их в качестве мишени для 
противоопухолевой терапии. 

Подобно ТЕ, ламины также играют роль в канцероге-
незе. Показано, что дефицит ламина А/С можно использо-
вать как независимый фактор риска развития рака шейки 
матки (Capo-chichi et al., 2016). Обнаружено, что уровень 
ламина В1 значительно повышается у больных с гепато-
целлюлярным раком (Abdelghany et al., 2018). Ламин В2 
экспрессируется на высоком уровне при немелкоклеточ-
ном раке легкого и положительно коррелирует с мета-
стазами в лимфоузлы. Это связано со взаимодействием 
ламина В2 с циклином D1, активирующим влиянием на 
экспрессию G9α и повышением уровней H3K9me2. В ре-
зультате H3K9me2 связывается с промоторной областью 
гена Е-кадгерина CDH1 и стимулирует клеточную мигра-
цию (Zhang et al., 2020). 

В то же время при раке желудка экспрессия ламина В1 
снижается в ткани опухоли, а низкие уровни ламина В1 
значительно коррелируют с тяжестью клинической ста-
дии, глубиной инвазии и плохим прогнозом. Более того, в 
экспериментах продемонстрировано, что ингибирование 
ламина В1 вызывает пролиферацию и миграцию клеток 
рака желудка, что обусловлено активацией путей PI3K/
PTEN/Akt и MAPK/ERK, а также подавлением р53/
h21WAF1/CIP1 (Yu et al., 2020). 

Низкие уровни экпрессии ламина А/С при раке специ-
фичны для плохого прогноза. При раке молочной железы 
(РМЖ) потеря или снижение экспрессии ламина А/С зна-
чительно ассоциировали с большими размерами опухоли, 
плохим прогнозом и развитием отдаленных результатов 
(снижение сроков выживаемости) (Alhudiri et al., 2019). 
При сравнении клеточных линий остеобластов и клеток 
остеосаркомы показана экспрессия у последних более 
низких уровней ламина А. При этом способность к ми-
грации раковых клеток снижается, когда уровни лами-
на А повышены (Evangelisti et al., 2020). Таким образом, 
канцерогенез может быть обусловлен как усилением, так 
и (наиболее часто) снижением экспрессии или инактива-
цией ламинов, т. е. их дисрегуляцией. 

Такие явления обусловлены глобальным регуляторным 
влиянием ламинов на экспрессию различных генов. По-
этому важно определить специфические особенности из-
менения экспрессии ламинов в каждом типе опухоли для 
таргетного воздействия на них при противоопухолевой 
терапии. Большинству опухолей свойственно снижение 
экспрессии ламинов, что может быть одним из ключевых 
механизмов инициации и поддержания канцерогенеза, 
поскольку ламины служат защитными системами хозяев, 
направленными на сайленсинг мобильных генетических 
элементов. Соответственно, потеря контроля со стороны 
ламинов приводит к патологической активации ТЕ с по-
следующей геномной нестабильностью и развитием опу-
холи. Влияние не только сниженных, но и повышенных 
уровней ламинов на развитие опухолей, вероятно, обу-
словлено возможностью противоположных регуляторных 
эффектов ламинов на ТЕ, в зависимости от локализации 
транспозонов в активных или репрессированных областях 
генома (Cavaliere et al., 2020).

http://www.oncomir.org/
http://www.oncomir.org/
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Аналогично ТЕ, дисрегуляция ламинов при старении 
и канцерогенезе также характеризуется взаимосвязью с 
изменением уровней микроРНК. Так, мишенью онкоген-
ной miR-129, экспрессия которой повышается при РМЖ, 
служит ламин А, а мишенью онкосупрессорной miR-218, 
уровень которой снижается при РМЖ, – ламин В1 (Se-
ti jono et al., 2018). Экспрессию LMNA в клетках РМЖ 
подавляет miR-9, что ведет к прогрессированию болезни 
из-за изменения деформируемости ядра и инвазивной 
способности клеток (Guinde et al., 2018). Обнаружена 
способность miR-122 ингибировать пролиферацию клеток 
гепатоцеллюлярного рака за счет подавления экспрессии 
ламина В2 (Li et al., 2019). Регулирующая экспрессию 
ламина В1 miR-351-5p способствует индуцированному 
флоксуридином апоптозу опухолевых клеток (Sato et al., 
2020). Белок LBR является прямой мишенью для miR-222, 
экспрессия которой повышена в ассоциированных с РМЖ 
фибробластах по сравнению с нормальными клетками, в 
связи с чем рассматривается для таргетной терапии (Chat-
terjee et al., 2019).

В старости у людей снижаются уровни белковых про-
дуктов LMNB1 в фибробластах и кератиноцитах кожи, 
что опосредуется влиянием miR-23a (Dreesen et al., 2013). 
В то же время повышение экспрессии LMNB1 вследствие 
дупликации гена при аутосомно-доминантной лей ко дис-
трофии у взрослых ведет к прогрессирующей демиелини-
зации ЦНС. Это связано с ролью ламина В1 в регуляции 
формирования миелина и его поддержании при старении. 
Мишенями miR-23a служат также транскрипт гена PTEN 
(phosphatase and tensin homolog on chromosome 10) и длин- 
 ная некодирующая РНК 2700046G09Rik (Lin et al., 2014). 
Экспрессия LMNA подавляется также при помощи miR-
124-3p, которая связывается с 3′-UTR гена (Bao et al., 
2019). Активация miR-141-3p при репликативном старе-
нии снижает активность HDAC1 и HDAC2. Мишенью 
miR-141-3p является эндопротеаза ZMPSTE24 прелами-
на А (Yu et al., 2013).

Как и ТЕ, микроРНК влияют на ламины по принципу 
взаиморегуляции, поскольку гены микроРНК распола-
гаются в связанных с ламинами областях генома. Так, у 
мыши обнаружены ассоциированные со старением гены 
микроРНК на Х-хромосоме в кластере, расположенном 
в связанном с ламином домене (Elias et al., 2019). Длин-
ная некодирующая РНК Xist участвует в инактивации 
Х-хромосомы за счет прямого взаимодействия с LBR и 
ее рекрутирования к ядерной ламине. Это приводит к ре-  
моделированию трехмерной структуры ДНК, что позво-
ляет Xist распределяться по Х-хромосоме и вызывать сай-
ленсинг транскрипционно активных генов (Chen C.K. et 
al., 2016).

В скелетных мышцах больных мышечными дистро-
фиями, обусловленными мутациями в гене LMNA, пока-
зана выраженная дисрегуляция 16 различных микроРНК, 
которые вовлечены в Wnt-сигнальные пути, MAPK и ре-
гуляцию трансформирующего фактора роста β. Из них  
9 микроРНК участвуют в регенеративных процессах 
(miR- 100, -127-3p, -148a, -136*, -192, -335, -376с, -489, 
-502-3р), а их концентрации выявляются на высоких 
уровнях в мышцах плода (Sylvius et al., 2011). Экспрессия 
LMNA с мутацией R482W сопровождается увеличением 

уровней miR-335, обладающей антилипогенным свой-
ством (Briand et al., 2018). Обнаружено значительное по-
вышение экспрессии let-7a-5p, miR-142-3p, miR-145- 5p 
и miR-454-3p у больных с семейной дилатационной кар-
диомиопатией, связанной с мутациями в LMNA (Toro et 
al., 2018). 

Среди микроРНК, ассоциированных с патологией ла-
минов, происхождение от  LINE2 доказано для miR-192 и 
miR-502, от MIR (SINE-РЭ) – для miR-335, согласно базе 
данных MDTE (Wei et al., 2016). Интересно, что miR-335 
играет роль также в физиологическом старении человека и 
ассоциированной с возрастом неврологической патологии 
(Raihan et al., 2018). Это, вероятно, обусловлено участием 
ламинов в защите геномов от транспозиций (Cavaliere 
et al., 2020), а также влиянием ТЕ на эпигенетическую 
регуляцию ламинов. Таким образом, структурно-функцио-
нальная взаимосвязь ламинов и ТЕ является двусторон-
ней. С одной стороны, ламины участвуют в управлении ак-
тивностью мобильных генетических элементов, с дру гой, 
ТЕ могут оказывать эпигенетическое регуляторное воз-
действие на ЯЛ, что опосредовано влиянием микроРНК, 
происходящих из мобильных генетических элементов.

Заключение
Ламины играют важную роль в управлении экспрессией 
генов и в замалчивании транспозонов, предотвращая, 
та ким образом, геномную нестабильность. Ввиду этого 
дисрегуляция ламинов, главным образом связанная с ин-
активирующими мутациями в их генах или снижением 
экспрессии, ведет к активации мобильных генетических 
элементов. Это обстоятельство согласуется с обнаружен-
ными изменениями уровней ламинов при злокачествен-
ных новообразованиях, в развитии которых важное значе-
ние имеют патологическая активация ТЕ и возникающая 
вследствие этого геномная нестабильность. Приведенные 
в настоящем обзоре данные о роли ламинов в вирусной 
инфекции подтверждают это предположение. 

Существуют сходные свойства ТЕ и ламинов – их дис-
регуляция при старении и канцерогенезе, взаимодействие 
с микроРНК. Кроме того, описанные свойства взаиморегу-
ляции ламинов и ТЕ свидетельствуют о потенцировании 
ТЕ в отношении дисрегуляции ламинов, которые, в свою 
очередь, нарушают экспрессию ТЕ при ламинопатиях, 
канцерогенезе и физиологическом старении. Определе-
ние ключевых изменений ТЕ и происходящих от них 
микроРНК может стать основой для проведения таргетной 
терапии ламинопатий, злокачественных новообразований 
и для продления жизни. Изучение роли ламинов во взаи-
модействии с ТЕ и вирусами является также перспектив-
ным направлением в разработке противовирусной терапии 
и вакцинации.
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Транскрипционная активность генов репарации,  
апоптоза и клеточного цикла (TP53, MDM2, ATM, BAX, BCL-2, 
CDKN1A, OGG1, XPC, PADI4, MAPK8, NF-KB1, STAT3, GATA3)  
у хронически облученных людей с различной интенсивностью 
апоптоза лимфоцитов периферической крови
В.С. Никифоров1, 2 , Е.А. Блинова1, 2, А.И. Котикова1, 2, А.В. Аклеев1, 2
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Аннотация. Исследовали транскрипционную активность генов, вовлеченных в поддержание генетическо-
го гомеостаза клетки (репарации, клеточного цикла и апоптоза: TP53, MDM2, ATM, BAX, BCL-2, CDKN1A, OGG1, 
XPC, PADI4, MAPK8, NF-KB1, STAT3, GATA3), у лиц, подвергшихся хроническому радиационному облучению, с 
повышенной интенсивностью раннего, позднего апоптоза и некроза лимфоцитов периферической крови. 
Объектом изучения служили мононуклеарные клетки периферической крови, полученные от 132 жителей 
прибрежных сел реки Течи, подвергшихся хроническому облучению. Доза облучения красного костного моз-
га составляла 426.4 ± 48.2 мГр (1.3–2930.0 мГр), доза облучения тимуса и периферических органов иммунной 
системы – 58.9 ± 7.9 мГр (0.1–489.0 мГр). Исследование проводили в отдаленные сроки (более 60 лет с начала 
облучения), возраст людей на время проведения обследования был 68 ± 0.6 года (55–86 лет). Анализ апопто- 
тической и некротической гибели лимфоцитов периферической крови основывался на наличии на поверх-
ности мембраны клеток фосфолипида фосфатидилсерина, а также ее проницаемости для  интеркалирующего 
ДНК-красителя. Оценку относительного содержания мРНК генов репарации, клеточного цикла и апоптоза 
проводили с использованием полимеразной цепной реакции в реальном времени. В группе хронически 
облученных людей с повышенной интенсивностью раннего апоптоза отмечено увеличение относительного 
содержания мРНК гена PADI4 (p = 0.006). Для хронически облученных людей с повышенной интенсивностью 
позднего апоптоза зафиксирована модуляция относительного содержания мРНК генов TP53 (p = 0.013) и BCL- 2 
(p = 0.021). В отдаленные сроки у хронически облученных людей с повышенной интенсивностью некроза лим-
фоцитов периферической крови отмечен статистически значимый рост транскрипционной активности гена 
TP53 (p = 0.015). Установлено, что у облученных людей с повышенной интенсивностью апоптоза регистри-
руются в первую очередь изменения со стороны транскрипционной активности апоптотических генов, что 
согласуется с существующими представлениями об активации программированной гибели клеток.
Ключевые слова: мРНК; апоптоз; некроз; лимфоциты; хроническое облучение.
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Transcriptional activity of repair, apoptosis and cell cycle genes 
(TP53, MDM2, ATM, BAX, BCL-2, CDKN1A, OGG1, XPC, PADI4, 
MAPK8, NF-KB1, STAT3, GATA3) in chronically exposed persons 
with different intensity of apoptosis of peripheral blood lymphocytes
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Abstract. Transcriptional activity of genes involved in maintaining genetic homeostasis (genes for repair, cell cycle 
and apoptosis: TP53, MDM2, ATM, BAX, BCL-2, CDKN1A, OGG1, XPC, PADI4, MAPK8, NF-KB1, STAT3, GATA3) was studied 
in chronically exposed persons with an increased intensity of early and late stages of apoptosis and necrosis of 
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peripheral blood lymphocytes. The object of this study was peripheral blood mononuclear cells obtained from 132 
chronically exposed residents of the Techa riverside villages. The mean accumulated dose to red bone marrow was 
426.4 ± 48.2 mGy (1.3–2930.0 mGy), to thymus and peripheral immune organs, 58.9 ± 7.9 mGy (0.1–489.0 mGy). 
The study was performed more than 60 years after the onset of exposure, the average age of exposed persons 
was 68 ± 0.6 years (55–86 years). The study of apoptotic and necrotic death of peripheral blood lymphocytes was 
based on the presence of phosphatidylserine on the cell membrane surface, as well as on its permeability for 
DNA-intercalating dye. Evaluation of the relative content of mRNA genes for repair, cell cycle, and apoptosis was 
carried out using real-time PCR. An increased relative content of PADI4 gene mRNA was registered in the group of 
chronically exposed persons with the increased intensity of early apoptosis (p = 0.006). Modulation of the relative 
content of mRNA of the TP53 (p = 0.013) and BCL-2 (p = 0.021) genes was detected in the group of chronically 
exposed individuals with the increased intensity of the late stage of apoptosis. A statistically signif icant increase 
in the transcriptional activity of the TP53 gene was observed in the group of chronically exposed persons with the 
increased intensity of peripheral blood lymphocyte necrosis in the long-term period (p = 0.015). In the course of 
the study it was noted that exposed people with increased intensity of apoptosis, f irst of all, demonstrate changes 
in the transcriptional activity of apoptotic genes. These data are consistent with current views on the activation of 
programmed cell death.
Key words: mRNA; apoptosis; necrosis; lymphocytes; chronic exposure.
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Введение
Ионизирующее излучение – фактор, способный приво
дить к изменению транскрипционной активности генов, 
выполняющих ключевую роль в поддержании стабиль
ности клеточного гомеостаза (Kabacik et al., 2011). Слож
ные молекулярные ответы на генотоксический стресс 
запускают множество регуляторных механизмов, включая 
апоптоз (Zeegers et al., 2017).

Процесс апоптоза играет важную роль в реализации как 
ранних, так и отдаленных эффектов действия ионизирую
щего излучения (Verheij, Bartelink, 2000). Его активация 
начинается с изменения экспрессии генов, регулирую
щих процессы репарации повреждений ДНК, контроля 
клеточного цикла, пролиферации и дифференцировки 
кле ток и др. (Verheij, Bartelink, 2000). По мере реализации 
клеточной гибели разворачивается генетическая про
грамма, регулирующая баланс внутриклеточных про и 
антиапоптозных факторов. На ранней стадии апоптоза на 
внешней поверхности мембраны начинает экспрессиро
ваться фосфатидилсерин, однако его наличие не является 
обязательным условием успешной реализации клеточной 
гибели, большое значение имеют его концентрация и об 
 разование комплекса с другими белками, что cлужит сиг
налом к распознаванию апоптотических клеток фагоци
тами (Bevers, Williamson, 2016). 

Важную роль в активации сигнального каскада, запус
кающего апоптотическую гибель клеток, играет белок р53, 
который регулирует апоптотические гены, кодирующие 
белки клеточной мембраны (CD95, DR5), белки цитоплаз
мы и белки, локализованные на мембране митохондрий 
(белки семейства BCL2) (Chipuk, 2006). Кроме того, со
отношение белков BAX/BCL2 обуславливает реализацию 
апоптотической гибели клеток. Показано, что при иони
зирующем излучении инициация апоптоза происходит на 
фоне ранней репрессии гена BAX и повышения активности 
BCL-2 в клетках крови человека (Azimian et al., 2015). 

В физиологических условиях поддерживается строгое 
равновесие про и антиапоптотических белков, однако 

 после радиационного воздействия, а также при  наличии 
различных патологических состояний наблюдается сме
ще ние этого баланса, обусловленное изменением экспрес
сии генов, принимающих участие в апоптозе. В связи с 
этим изучение транскрипционной активности генов, кон
тролирующих пролиферацию и гибель клеток, – актуаль
ная задача радиационной биологии, поскольку нарушения 
процесса апоптоза способствуют развитию патологиче
ских состояний, которые могут сопровождаться сохране
нием в облученном организме клеток с неограниченным 
пролиферативным потенциалом (Барышников, Шишкин, 
2002) или развитием цитопенических состояний, связан
ных c повышенной гибелью клеток (Квачева, 2000).

В ранее проведенных исследованиях у хронически об
лученных жителей прибрежных сел реки Течи зарегистри
рованы изменения интенсивности апоптотической гибели 
лимфоцитов периферической крови в отдаленные сроки 
(Блинова и др., 2020а). Кроме того, показано изменение 
транскрипционной активности со стороны апоптотиче
ских генов, которое сопровождалось снижением относи
тельного содержания мРНК гена BCL-2 и увеличением 
относительного содержания мРНК гена BAX у облученных 
лиц спустя более 60 лет после начала хронического радиа
ционного воздействия (Никифоров и др., 2020).

Следующий этап работы – исследование относитель
ного содержания мРНК генов, вовлеченных в клеточный 
гомеостаз, у жителей прибрежных сел р. Течи, которые 
отличаются нарушением механизма элиминации клеток, 
а именно повышенной интенсивностью апоптотической 
и некротической гибели клеток. 

В связи с этим цель исследования заключалась в коли
чественной оценке содержания мРНК генов TP53, MDM2, 
ATM, BAX, BCL-2, CDKN1A, OGG1, XPC, PADI4, MAPK8, 
NF-KB1, STAT3 и GATA3 в отдаленные сроки у хронически 
облученных жителей прибрежных сел р. Течи, имеющих 
повышенную частоту лимфоцитов периферической кро
ви (ЛПК), находящихся на разных стадиях апоптоза и 
некроза.
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Материалы и методы
Объектом исследования служили ЛПК 132 жителей при
брежных сел р. Течи, подвергшиеся хроническому радиа
ционному воздействию в 1949–1950 гг. (Последствия…, 
2016). Средняя накопленная доза облучения красного 
костного мозга всех обследованных людей составила 
426.4 ± 48.2 мГр (1.3–2930.0 мГр), средняя накопленная 
доза облучения тимуса и периферических органов иммун
ной системы была 58.9 ± 7.9 мГр (0.1–489.0 мГр). Средний 
возраст людей на время проведения обследования состав
лял 68 ± 0.6 года (55–86 лет). 

Облученные лица были условно разделены по прин
ципу превышения критического значения интенсивности 
апоптоза и некроза ЛПК, которая была рассчитана по фор
муле (1), в контрольной группе лиц, не подвергавшихся 
аварийному радиационному воздействию (контрольная 
группа составила 32 человека, проживающих в сходных 
социальноэкономических условиях, но не подвергавших
ся хроническому радиационному воздействию). Средний 
возраст на момент обследования составил 67 ± 1.25 года 
(57–81 год).

    Интенсивность апоптоза = Σx
n  + 2√ Σ(x1 – x)2

n – 1 ,       (1)

где Σx
n  – среднее значение частоты апоптоза/некроза ЛПК; 

√ Σ(x1 – x)2

n – 1 – стандартное отклонение.

Среднее значение частоты клеток, находящихся на 
ранней стадии апоптоза в группе необлученных людей, 
составило 3.04, стандартное отклонение – 4.52. Среднее 
значение частоты клеток, находящихся на поздней стадии 
апоптоза в группе сравнения, было 0.03, стандартное от
клонение – 0.06. Среднее значение частоты клеток, находя
щихся на стадии некроза в группе сравнения, было 0.02,  
стандартное отклонение – 0.04. Таким образом, критиче
ское значение частоты клеток для раннего апоптоза со
ставило 12.08, для позднего апоптоза – 0.15 и для некро
за – 0.1. Облученные лица, у которых частоты клеток на  

разных этапах апоптотической гибели превышали крити
ческие значения, попадали в группы людей с повышенной 
частотой апоптоза/некроза лимфоцитов периферической 
крови (табл. 1). 

Кровь для исследования апоптотической/некротиче
ской гибели ЛПК брали из локтевой вены в объеме 6 мл 
в пробирки типа Vacuette c Liгепарином (Improvacuter, 
Китай). Исследование проводили на проточном цитометре 
Navios (Beckman Coulter, США) с использованием набо
ра реагентов Annexin V FITC (BD, Франция). Выделение 
лейкоцитарной фракции из цельной крови проходило 
на градиенте плотности фиколлурографина (плотность 
1077–1078 г/см3) в соответствии со стандартной методи
кой (Хейфец, Абалакин, 1973). К клеточной суспензии до  
бавляли рекомбинантный человеческий AnnexinV, конъю
гированный с FITC, и ДНКсвязывающий краситель PI. 
В ходе анализа были выделены популяции клеток на 
ранней и поздней стадиях апоптоза, а также на стадии 
некроза. Данные в виде процентного соотношения клеток, 
вступивших на ту или иную стадию апоптоза и некроза, 
представлены в табл. 1. 

Для оценки относительного содержания мРНК кровь 
брали из локтевой вены в объеме 3 мл в стерильные ва
куумные пробирки Tempus Blood RNA Collection Tubes 
(Applied Biosystem, США). Выделение РНК осуществляли 
колоночным методом при помощи набора Tempus Spin 
RNA Isolation Kit (Applied Biosystem). Информацию о 
концентрации и чистоте выделенных образцов РНК полу
чали с применением спектрофотометра NanoDrop 2000С 
(Thermo Scientific, США). Чистоту препарата оценивали 
по значениям поглощения на длинах волн 260 и 280 нм 
(А260/280). Отношение оптических плотностей, измерен
ных при A260/280 для очищенной РНК, выделенной из 
всех образцов крови, составило 2.1 ± 0.02. Выход общей 
РНК был от 50 до 90 мкг/мл. Реакцию обратной транс
крипции для синтеза кДНК проводили с использовани
ем коммерческого набора реагентов HighCapacity cDNA 
Re verse Transcription Kit (Applied Biosystem). Относитель

Таблица 1. Характеристика обследованных людей

Группы хронически  
облученных людей  
с различной  
интенсивностью  
апоптоза и некроза

Кол-во 
человек

Частота  
апоптотических 
клеток, %

Возраст на момент 
проведения  
обследования, лет

Накопленная доза 
облучения ККМ, мГр

Накопленная доза облучения 
тимуса и периферических  
органов иммунной  
системы, мГр

M ± SD M ± SE

Ранний 
апоптоз

Нормальная  
интенсивность

104 5.69 ± 2.46 
(0.1–11.75)

68.19 ± 0.6 
(55–86)

427.6 ± 58.1 
(1.3–2930.0)

62.7 ± 9.65 
(0.15–489.0)

Повышенная  
интенсивность

26 17.17 ± 4.25
(13.09–30.45)

67.69 ± 1.3
(58–85)

415.5 ± 75.4
(10.4–1226.3)

41.3 ± 10.5
(0.74–252.2)

Поздний 
апоптоз

Нормальная  
интенсивность

88 0.05 ± 0.04
(0–0.14)

68.00 ± 0.7
(56–86)

380.2 ± 47.3
(2.13–187.1)

52.9 ± 8.1
(0.15–456.2)

Повышенная  
интенсивность

43 0.67 ± 0.75
(0.15–3.66)

68.61 ± 0.9
(55–82)

523.1 ± 109.6
(1.3–2930.0)

70.7 ± 17.7
(0.18–489.0)

Некроз Нормальная  
интенсивность

106 0.02 ± 0.02
(0–0.09)

67.91 ± 0.6
(56–86)

395.4 ± 50.5
(1.3–2870.5)

59.5 ± 9.26
(0.2 – 489.0)

Повышенная  
интенсивность

26 0.31 ± 0.36
(0.1–1.86)

69.31 ± 1.4
(55–82)

548.5 ± 130.4
(2.1–2930.0)

56.9 ± 14.5
(0.2–300.2)
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ное количественное содержание мРНК определяли с по
мощью полимеразной цепной реакции в режиме реального 
времени с использованием амплификатора CFX96 Touch 
(BioRad Laboratories, США). 

Определение относительного количества мРНК в ис
следуемых образцах выполняли 2–ΔΔСtметодом. Данные 
оценивали относительно уровня мРНК генов домашнего 
хозяйства COMT и B2M и усредненных значений группы 
сравнения. Анализ кривых амплификации осуществля ли 
в программе BioRad CFX Manager 2.1 (BioRad La bo
ratories) методом пороговой линии. Расчет делали с уче
том трех повторов для каждого гена и эффективности 
амплификации, полученной путем построения калибро
вочных кривых. Олигонуклеотидная последовательность 
праймеров, температурные условия ПЦРРВ взяты из за
рубежных работ и адаптированы к нашим экспериментам. 
Характеристика праймеров детально описана в работах 
(Блинова и др., 2020б; Никифоров и др., 2020). 

Статистическую обработку результатов проводили с 
использованием пакетов программ Statistica 10.0 и Sig
maPlot. Проверку выборок на нормальность распреде
ления данных осуществляли с применением критерия 
Колмогорова–Смирнова. Поскольку многие из исследо
ванных показателей не имели нормального распределения, 
для сравнения групп использовали непараметрический 
Uкритерий Манна–Уитни и Hкритерий Краскела–Уол
лиса. Результаты представлены в виде среднего значения, 
ошибки среднего значения и диапазона данных (М; min–
max) в табл. 2–4. 

С целью выявления зависимостей изменения относи
тельного содержания мРНК исследуемых генов от радиа
ционных факторов (дозы облучения красного костного 
мозга (ККМ), тимуса и периферических органов иммун
ной системы) использовали корреляционнорегрессион
ный анализ, который был проведен без учета измерений, 
выделяющихся из общей выборки (выбросов). Для ис  
ключения ошибки формулировки гипотезы уровень зна
чимости брали р ≤ 0.05 с учетом поправки на множествен
ные сравнения.

Результаты 

Транскрипционная активность генов  
у хронически облученных людей  
с повышенной интенсивностью раннего апоптоза 
В рамках исследования зафиксировано статистически 
значимое увеличение (в 1.5 раза) относительного содер
жания мРНК гена PADI4 в группе облученных людей с 
повышенной интенсивностью раннего апоптоза ЛПК по 
сравнению с облученными людьми, имеющими нормаль
ную интенсивность раннего апоптоза ЛПК (см. табл. 2). 

Увеличение относительного содержания мРНК гена 
PADI4 обусловлено смещением медианных данных в об
ласть высоких значений в группе хронически облученных 
лиц с повышенной интенсивностью раннего апоптоза 
ЛПК, а не изменением транскрипционной активности 
этого гена у отдельных облученных людей (рис. 1).

Проверка связи относительного содержания мРНК с до
зовыми характеристиками (накопленной дозой облучения 
ККМ и накопленной дозой облучения тимуса и перифери
ческих органов иммунной системы) в группе облученных 
людей с повышенной интенсивностью раннего апоптоза 
не выявила статистически значимых зависимостей.

Транскрипционная активность генов  
у хронически облученных людей  
с повышенной интенсивностью позднего апоптоза 
При исследовании поздней стадии апоптоза показано, что 
у хронически облученных людей с повышенной интен
сивностью позднего апоптоза наблюдается статистически 
значимое увеличение содержания мРНК генов TP53 и 
BCL-2 по сравнению с облученными лицами, имеющими 
нормальную частоту ЛПК на поздней стадии апоптоза 
(см. табл. 3). Распределение данных продемонстрировано 
на рис. 2.

В результате корреляционного анализа у хронически 
облученных лиц с повышенной частотой ЛПК на поздней 
стадии апоптоза зафиксированы отрицательные корреля
ционные связи относительного содержания мРНК генов 

Таблица 2. Относительное содержание мРНК (отн. ед.) генов в группах обследованных лиц  
с разной интенсивностью раннего апоптоза ЛПК (М ± SE; min–max)

Ген Облученные лица с частотой апоптоза ЛПК на ранней стадии p

нормальная, N = 106 повышенная, N = 26

TP53 1.15 ± 0.04  (0.31–2.55) 1.05 ± 0.05  (0.59–1.46) 0.523

MDM2 1.06 ± 0.05  (0.37–2.27) 1.08 ± 0.08  (0.39–2.22) 0.629

BCL-2 1.06 ± 0.05  (0.28–2.48) 0.90 ± 0.08  (0.23–2.01) 0.106

OGG1 0.98 ± 0.03  (0.34–2.00) 0.94 ± 0.07  (0.42–1.69) 0.460

ATM 0.99 ± 0.02  (0.55–1.83) 1.00 ± 0.06  (0.32–1.67) 0.441

BAX 1.12 ± 0.03  (0.40–1.81) 1.17 ± 0.07  (0.61–1.96) 0.438

XPC 1.07 ± 0.02  (0.68–1.73) 1.10 ± 0.05  (0.70–1.66) 0.693

CDKN1A 0.99 ± 0.05  (0.43–1.51) 0.98 ± 0.05  (0.48–1.45) 0.756

STAT3 1.05 ± 0.06  (0.21–2.71) 1.08 ± 0.13  (0.28–2.60) 0.919

GATA3 1.05 ± 0.07  (0.27–2.82) 1.03 ± 0.10  (0.39–2.50) 0.664

MAPK8 1.17 ± 0.07  (0.26–2.85) 1.14 ± 0.13  (0.32–2.07) 0.864

NF-KB1 0.99 ± 0.07  (0.22–2.88) 0.94 ± 0.12  (0.32–2.39) 0.610

PADI4 0.93 ± 0.07  (0.18–2.79) 1.37 ± 0.14  (0.30–2.51) 0.006
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Рис. 1. Распределение относительного содержания мРНК исследуемых генов у хронически облученных людей с нормальной и повышенной 
интенсивностью раннего апоптоза ЛПК. 
Здесь и на рис. 2 и 4 данные представлены в виде медианы (25 и 75-й процентили) и диапазона (min–max); *** отличия между группами статистически 
значимы (р < 0.05). 

Таблица 3. Относительное содержание мРНК (отн. ед.) генов в группах обследованных лиц  
с разной интенсивностью позднего апоптоза ЛПК (Ме; Q1–Q3)

Ген Облученные лица с частотой апоптоза ЛПК на поздней стадии p

нормальная, N = 89 повышенная, N = 43

MDM2 1.01 ± 0.04  (0.37–2.27) 1.18 ± 0.09  (0.37–2.23) 0.140

BCL-2 0.94 ± 0.04  (0.23–2.01) 1.19 ± 0.09  (0.28–2.29) 0.021

OGG1 0.95 ± 0.03  (0.33–1.90) 1.02 ± 0.06  (0.53–2.00) 0.405

ATM 0.98 ± 0.03  (0.32–1.67) 1.02 ± 0.04  (0.58–1.82) 0.700

BAX 1.13 ± 0.03  (0.40–1.96) 1.14 ± 0.05  (0.59–1.81) 0.912

XPC 1.08 ± 0.03  (0.68–1.73) 1.08 ± 0.03  (0.74–1.51) 0.679

CDKN1A 0.95 ± 0.02  (0.43–1.51) 1.07 ± 0.12  (0.53–1.50) 0.940

STAT3 1.08 ± 0.07  (0.22–2.71) 0.99 ± 0.09  (0.21–2.17) 0.559

GATA3 1.06 ± 0.07  (0.27–2.83) 1.04 ± 0.11  (0.27–2.73) 0.902

MAPK8 1.13 ± 0.07  (0.29–2.84) 1.22 ± 0.13  (0.26–2.55) 0.699

NF-KB1 1.02 ± 0.07  (0.24–2.80) 0.95 ± 0.12  (0.22–2.89) 0.699

PADI4 1.06 ± 0.08  (0.18–2.77) 0.94 ± 0.12  (0.23–2.79) 0.345

Рис. 2. Распределение относительного содержания мРНК исследуемых генов у хронически облученных людей с нормальной и повышенной 
интенсивностью позднего апоптоза ЛПК. 
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Рис. 3. Линейная зависимость изменения относительного содер-
жания мРНК генов ATM и BCL-2 от величины накопленной дозы об-
лучения ККМ, тимуса и периферических органов иммунной системы 
в группе хронически облученных людей с повышенной интенсивно-
стью позднего апоптоза ЛПК. 
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BCL-2 (r = –0.6; p = 0.001) и ATM (r = –0.4; p = 0.02) от дозы 
облучения ККМ. Дополнительно для гена BCL-2 (r = –0.4; 
p = 0.002) отмечена отрицательная корреляционная связь 
содержания мРНК от величины дозы облучения тимуса 
и периферических органов иммунной системы. Получен
ные зависимости исследованы методом линейного ре грес
сионного анализа (рис. 3).

Транскрипционная активность генов  
у хронически облученных людей  
с повышенной интенсивностью некроза
Статистически значимые различия между группами облу
ченных людей с различной интенсивностью некроза ЛПК 
были показаны только для гена TP53. Так, у хронически 
облученных людей, имеющих повышенную интенсив
ность некроза ЛПК, отмечено увеличение относительного 
содержания мРНК гена TP53 (почти в 1.5 раза) по сравне
нию с хронически облученными лицами, имеющими нор
мальную частоту ЛПК, вышедших в некроз (см. табл. 4). 
Распределение данных продемонстрировано на рис. 4.

В группе облученных людей с повышенной частотой 
ЛПК на стадии некроза зарегистрированы отрицательные 
корреляционные связи относительного содержания мРНК 
генов BCL-2 (r = –0.47; p = 0.02) и ATM (r = –0.6; p = 0.001) 
от дозы облучения ККМ. Результаты линейного регрес
сионного анализа не позволили отметить достоверную 
зависимость изменения количества мРНК гена BCL-2 от 
величины накопленной дозы облучения ККМ ( p = 0.13), 
в то время как для гена ATM была показана статистически 
значимая отрицательная линейная зависимость содержа
ния мРНК от дозы облучения ККМ в группе хронически 
облученных лиц, имеющих повышенную интенсивность 
некроза ЛПК (рис. 5).

Проверка связи относительного содержания мРНК с 
интенсивностью некротической гибели клеток выявила 
отрицательную корреляцию для гена MAPK8 (r = –0.62; 
p = 0.01) у облученных людей, имеющих повышенную 
частоту ЛПК, вышедших в некроз.

Обсуждение
Проведенное исследование показало, что у хронически 
облученных людей с повышенной частотой ЛПК на ран
ней стадии апоптоза наблюдается увеличение содержания 
мРНК гена PADI4 по сравнению с облученными людьми, 
имеющими нормальную интенсивность раннего апопто
за. Белок PADI4 является Ca2+зависимым ферментом, 
который катализирует цитруллинирование белка в при
сутствии Ca2+ (Rogers et al., 1977). В частности, PADI4 
может опосредовать цитруллинирование гистонов H3 
на промоторах геновмишеней p53, таких как CDKN1A, 
BAX, BCL-2 и др., а также связываться с Cконцевым ре
гуляторным доменом белка p53, что является причиной 
репрессии его активности (Tanikawa et al., 2012). В связи 
с этим можно предположить, что белок PADI4 – важный 
медиатор сигнального пути p53, способный приводить к 
активации апоптоза. 

В группе облученных людей с повышенной интенсив
ностью апоптотической гибели ЛПК на поздней стадии 
наблюдается модификация транскрипционной активности 
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Таблица 4. Относительное содержание мРНК (отн. ед.) генов в группах обследованных лиц  
с разной интенсивностью некроза ЛПК (М ± SE; min–max)

Ген Облученные лица с частотой некроза ЛПК p

нормальная, N = 106 повышенная, N = 26

MDM2 1.05 ± 0.04  (0.37–2.27) 1.12 ± 0.13  (0.37–2.23) 0.741

BCL-2 1.00 ± 0.04  (0.23–2.43) 1.10 ± 0.12  (0.41–1.73) 0.750

OGG1 0.95 ± 0.04  (0.33–2.00) 1.08 ± 0.08  (0.61–1.94) 0.150

ATM 1.01 ± 0.02  (0.32–1.83) 0.96 ± 0.06  (0.55–1.63) 0.151

BAX 1.12 ± 0.03  (0.40–1.95) 1.19 ± 0.07  (0.65–1.81) 0.390

XPC 1.07 ± 0.02  (0.68–1.73) 1.17 ± 0.05  (0.85–1.67) 0.079

CDKN1A 0.95 ± 0.02  (0.43–1.51) 1.18 ± 0.19  (0.59–1.50) 0.411

STAT3 1.08 ± 0.06  (0.21–2.71) 0.89 ± 0.12  (0.23–2.06) 0.220

GATA3 1.05 ± 0.07  (0.27–2.83) 1.06 ± 0.14  (0.27–2.56) 0.592

MAPK8 1.16 ± 0.07  (0.29–2.84) 1.15 ± 0.15  (0.27–2.04) 0.960

NF-KB1 1.04 ± 0.07  (0.22–2.89) 0.78 ± 0.11  (0.32–1.69) 0.185

PADI4 1.03 ± 0.07  (0.20–2.64) 1.03 ± 0.19  (0.18–2.79) 0.893

Рис. 4. Распределение относительного содержания мРНК исследуемых генов у хронически облученных людей с нормальной и повышенной 
интенсивностью некроза ЛПК.

Рис. 5. Линейная зависимость изменения относительного содержа-
ния мРНК генов ATM от величины накопленной дозы облучения ККМ 
в группе хронически облученных людей, имеющих повышенную ин-
тенсивность некротической гибели ЛПК.
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генов TP53 и BCL-2. В частности, показано достоверное 
увеличение относительного содержания мРНК этих генов. 

Одна из главных функций белка p53 отведена индукции 
сигнальных механизмов, направленных на элиминацию 
потенциально опасных для организма клеток (Miyashita et 
al., 1994), однако на фоне увеличения транскрипционной 
активности TP53 отмечается увеличение антиапоптотиче
ского гена BCL-2 в группе облученных лиц с повышенной 
интенсивностью апоптоза. При этом с увеличением дозы 
облучения ККМ, тимуса и периферических органов им
мунной системы регистрируется снижение количества 
мРНК гена BCL-2. На этом этапе работы сложно объяс нить 
данный феномен, вероятно, у части облученных лю дей с 
повышенной интенсивностью апоптоза происходит нару  
шение механизма элиминации клеток на фоне гиперэкс
прессии антиапоптотических факторов. На это указывает 
и факт, что транскрипционная активность гена TP53 уве
личена у облученных лиц с повышенной интенсивностью 
некроза. 



Экспрессия генов, регулирующих клеточный гомеостаз,  
у облученных лиц с разной интенсивностью апоптоза лимфоцитов

В.С. Никифоров, Е.А. Блинова 
А.И. Котикова, А.В. Аклеев

2022
26 • 1

57ГЕНЕТИКА ЧЕЛОВЕКА / HUMAN GENETICS

Кроме того, у облученных людей с повышенной интен
сивностью позднего апоптоза зафиксирована отрицатель
ная корреляционная связь относительного содержания 
мРНК генов ATM от дозы облучения красного костного 
мозга. Дисфункция гена ATM приводит к прогрессии не
стабильности генома, которая в первую очередь сопро
вож дается увеличением частоты хромосомных аберраций 
(сокращение длины теломер, увеличение уровня парных и 
одиночных фрагментов хромосом, частоты транслокаций) 
(Hahn, Weinberg, 2002; Franco et al., 2006). Не исключено, 
что пониженная регуляция транскрипции этого гена, кото
рая усиливается с увеличением дозы облучения красного 
костного мозга у жителей прибрежных сел р. Течи, свя
зана с истощением внутриклеточных резервов для ней
трализации возникших повреждений ДНК, и тем самым 
является ведущей причиной повышенной интенсивности 
гибели клеток. 

В группе хронически облученных людей, имеющих по
вышенную интенсивность некроза, на фоне увеличения 
транскрипционной активности гена TP53 наблюдается сни
жение относительного содержание мРНК гена MAPK8 с 
увеличением интенсивности некротической гибели ЛПК. 

Белок MAPK8 фосфорилирует сотни субстратов, от
ветственных за контроль стрессового ответа и регуляцию 
апоптоза, включая p53 (Guimaraes, Hainaut, 2002). MAPK8 
фосфорилирует также BMF (фактор, модулирующий 
BCL 2) на специфических остатках серина, расположен
ных внутри и непосредственно прилегающих к связы
вающему домену BMF. Освобожденный от актина BMF 
поступает в митохондрии, физически взаимодействует с 
белком BCL2, что в последующем также запускает ини
циацию апоптоза (Puthalakath et al., 2001). 

Заключение
Таким образом, выявлено, что у облученных людей с по
вышенной интенсивностью апоптоза регистрируются в 
первую очередь изменения со стороны транскрипционной 
активности апоптотических генов, что согласуется с те
кущими представлениями активации программированной 
гибели клеток. Показано, что экспрессия генов зависит от 
стадии апоптоза ЛПК. 

Необходимо продолжать исследование с расширенной 
выборкой обследуемых людей и изучаемых мишеней, 
что позволит определить значимость показателей транс
крипционной активности некоторых генов как маркеров 
риска развития заболеваний опухолевого и неопухолевого 
генеза, связанных с апоптозом, которые регистрируются 
у лиц, подвергшихся хроническому радиационному воз
действию, в отдаленные сроки. 
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Abstract. The risk of cervical cancer is caused by persistent human papillomavirus (HPV) infection. Cervical cancer 
is the most frequent cancer among women. Our purpose was to investigate the association between TP53 215C>G 
(Pro72Arg), MDM2 -410T>G, and NQO1 609C>T gene polymorphisms with a high HPV load and the inf luence of 
gene-gene interactions on prolonged HPV infection. Eighty-nine women with a high HPV viral load and 114 healthy 
women were involved in a case–control study. Genotyping for TP53 215C>G (Pro72Arg) and MDM2 -410T>G SNPs 
was carried out by allele-specif ic PCR and genotyping for NQO1 609C>T was performed by a TaqMan assay. Quan-
titative analysis of HPV DNA was performed by AmpliSens® HPV HCR screen-titer-FRT test system. Gene-gene 
interactions were analyzed using the multifactor dimensionality reduction (MDR) method. The study of separate 
SNPs of MDM2 -410T>G and NQO1 609C>T genes did not reveal any statistically signif icant difference in geno-
type and allele frequencies among women within the two groups. The frequency of the 215G (72Arg) allele and 
215GG (72Arg/ Arg) genotype of the TP53 gene was signif icantly higher in the case group than in the control group 
(OR = 1.74, 95 % CI = 1.10–2.73; p = 0.02 and OR = 1.97, 95 % CI = 1.13–3.46; p = 0.04, respectively). MDR analysis 
showed the signif icance of intergenic interactions of the three studied loci TP53 (rs1042522) – MDM2 (rs2279744) – 
NQO1 (rs1800566) for the formation of a high HPV load (OR = 3.05, 95 % CI = 1.73–5.46; p = 0.0001).
Key words: polymorphism; human papillomavirus; viral load; TP53; MDM2; NQO1.
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Ассоциация полиморфизма генов ТР53, MDM2 и NQO1 
с вирусной нагрузкой среди женщин  
с вирусом папилломы человека
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Аннотация. Риск рака шейки матки вызван персистирующей инфекцией вируса папилломы человека (ВПЧ). 
Наша цель – исследовать связь между полиморфизмами генов TP53 215C>G (Pro72Arg), MDM2 -410T>G и 
NQO1 609C>T с риском формирования высокой вирусной нагрузки при ВПЧ-инфекции. Восемьдесят де-
вять женщин с высокой вирусной нагрузкой ВПЧ и 114 здоровых женщин были вовлечены в исследование 
случай–контроль. Генотипирование для SNP TP53 Pro72Arg и MDM2 -410T>G проводили методом аллель-
специфичной ПЦР, а для NQO1 609C>T – путем анализа ПЦР в реальном времени с использованием TaqMan 
зондов. Количественный анализ ДНК ВПЧ выполняли с использованием тест-системы «АмплиСенс ВПЧ ВКР 
скрин-титр-FL». Анализ межгенных взаимодействий осуществляли с помощью алгоритма многофакторного 
снижения размерности (MDR). Исследование отдельных SNP генов, MDM2 -410T>G и NQO1 609C>T, не вы-
явило статистически значимой разницы в частотах генотипов и аллелей среди женщин в двух группах. Часто-
та аллеля 72Arg и генотипа 72Arg/Arg гена TP53 в группе ВПЧ-инфицированных женщин была значительно 
выше, чем в контрольной группе (OR = 1.74, 95 % CI = 1.10–2.73; p = 0.02 и OR = 1.97, 95 % CI = 1.13–3.46; 
p = 0.04 соответственно). MDR-анализ показал значимость межгенных взаимодействий исследуемых локусов 
TP53 (rs1042522) – MDM2 (rs2279744) – NQO1 (rs1800566) для формирования высокой нагрузки ВПЧ (OR = 3.05, 
95 % CI = 1.73–5.46; p = 0. 0001).
Ключевые слова: полиморфизм; вирус папилломы человека; вирусная нагрузка; TP53; MDM2; NQO1.
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Introduction 
Human papillomavirus (HPV) is implicated in the develop-
ment of cervical cancer. A key critical step in papillomavirus-
related carcinogenesis is a persistent viral infection (Vonsky et 
al., 2019). There is heterogeneity in the development of human 
papillomavirus infection due to genetic variations, ethnicity, 
viral types involved in infection, viral load, and oncogenic 
expression, as well as environmental, and hormonal, phy-
sio logical, and nutritional factors (Roura et al., 2016; Tasic 
et al., 2018). After HPV-infection, especially with high-risk 
HPV types (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, and 59), 
HPV oncoproteins induce mutations in oncogenes, epigenetic 
modifications, and chromosomal rearrangements (Mittal, 
Banks, 2017). A disequilibrium in the relationship between 
virus and host results in a decrease in the effectiveness of the 
immune system, the imbalance between cellular and humoral 
immune processes, as well as alteration in pro- and anti-
inflammatory cytokine levels, which increases the replicative 
ability of the virus (Fernandes et al., 2015; Bordignon et al., 
2017). In addition, modifications that alter the stability of cell 
cycle proteins such as retinoblastoma protein (pRb), tumor 
suppressor p53, result in uncontrolled cell cycle progression 
and induce oncogenic transformation of cells (Sen et al., 2017; 
Balasubramaniam et al., 2019).

The TP53 tumor suppressor gene plays a crucial role in 
regulating DNA repair, apoptosis, and cell cycle control. It 
has been observed that most human tumors contain mutated 
p53, with about 50 % of those mutations causing a reduction 
in DNA repair ability, irregular cell growth, and, eventually, 
progression to malignancy (Aubrey et al., 2016). Polymor-
phisms in the TP53 gene change p53 protein conformation, 
which leads to p53 degradation through a process mediated 
by ubiquitin (Rampias et al., 2014). The most widely studied 
of the non-synonymous SNP TP53 Pro72Arg (rs1042522) 
replaces proline (Pro) with arginine (Arg) in the p53 protein 
due to a substituted C to G base in the TP53 gene. Both variants 
have the same binding affinity for DNA while their ability to 
bind components of the transcription factor is different. So, the 
two variants of the p53 protein are not functionally equivalent 
(Thomas et al., 1999). The p53 is ubiquitinated in the protea-
some, which is regulated by MDM2 via a ubiquitin-dependent 
degradation pathway and NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 
via a ubiquitin-independent degradation pathway (Tsvetkov 
et al., 2010; Karni-Schmidt et al., 2016). As a result, the level 
of p53 is affected by MDM2 and NQO1 activity.

Oncoprotein MDM2 is a negative regulator of the p53 tu mor 
protein (Saadatzadeh et al., 2017). A functional SNP in the 
MDM2 gene promoter (-410T>G rs2279744) regulates MDM2 
protein expression. When T is replaced with G, this increases 
the affinity of the transcriptional activator Sp1, resulting in 
higher MDM2 expression and subsequent suppression of the 
p53 pathway (Bond et al., 2004).

The NQO1 enzyme can catalyze the reduction of vari-
ous quinones to hydroquinones by a two-electron reduction 
mechanism (NADH or NADPH) as a reducing cofactor. This 
two-electron reduction prevents the formation of free radicals 
(semiquinones) that protect the cells from oxidative stress 
(Atia, Abdullah, 2020). The SNP of NQO1 at nucleotide 
position 609C>T in exon 6 (rs1800566) with the proline to 
serine amino acid substitution at codon 187 induces a change 

of enzyme activity. The homozygotes (TT ) genotype gives rise 
to an inactive enzyme NQO1, heterozygotes (CT ) have the 
enzyme displays mild activity, while the wild homozygotes 
(CC) have the highest activity of the NQO1 (Ross, Siegel, 
2004). Wild type NQO1 partially inhibits HPV E6-mediated 
p53 degradation, although this does not occur with the mutant 
type NQO1 (Niwa et al., 2005).

Thus, the efficiency of the cell cycle repair and control 
system depends not only on the p53 protein. Also, the levels of 
MDM2 and NQO1 proteins in the cell can affect the stability 
of the p53 protein and the activity of its degradation processes. 
However, human papillomavirus, as an exogenous factor, can 
be an additional cause affecting the work of the repair system. 
Most of the studies on the association of SNPs of genes with 
HPV infection and cervical cancer are devoted to the analysis 
of individual nucleotide substitutions. There is practically no 
data in the literature on the combined effect of polymorphic 
variants of these three genes in the presence of HPV load. 

Our work aims to analyze the distribution of the poly-
morphisms of the TP53 gene (rs1042522), MDM2 gene 
(rs2279744), and NQO1 gene (rs1800566) in patients with 
HPV load versus HPV-negative women.

Materials and methods
Two hundred and three samples of epithelial cells scraped from 
the urogenital tract of women were used for molecular genetic 
studies. The study equipment has been provided by the clinical 
diagnostic laboratory, Nauka (Rostov-on-Don, Russia). The 
women were divided into two groups: women with a high 
HPV load (above 3 log of HPV genomes per 100 thousand 
human cells) (n = 89), and HPV-negative women (n = 114). 
All the women included in the study were over thirty years 
old. Criteria for women being included in the control group: 
a normal result of colposcopy, HPV-negative PCR-test. The 
comparative group of cases included women with symptoms 
such as vaginal discharge, bleeding menstrual abnormali-
ties, and HPV-positive PCR-test with an HPV load of more 
than 3 log of HPV genomes per 105 human cells. The ethnic 
composition of the women involved in the study groups was as 
follows: Russians accounted for 86 %, Armenians accounted 
for 9 %, and other nationalities of the Caucasian race – 5 %. 

All women have given formal written consent to take part 
in the study. The study was approved by the Bioethics Com-
mittee of the Academy of Biology and Biotechnology of the 
Southern Federal University (Protocol No. 2 of March 29, 
2016). All the tests for clinical experimentation were carried 
out in line with the standards and ethical guidelines of the 
World Medical Association (Helsinki Declaration).

The total DNA was isolated from scraping epithelial cells of 
the cervical canal of women according to the DNA-sorb-AM 
(NextBio, Russia) reagent kit protocol. The quantification of 
DNA for high-risk HPV types (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 
52, 56, 58, and 59) in biological material was analyzed ac-
cording to the AmpliSens-HPV HCR screen-titre-FRT PCR 
kit (Interlabservice, Russia) protocol. According to the kit 
manufacturer’s instructions and clinical reports, the viral load 
is interpreted as follows: log ≤ 3 per 105 human cells – low 
clinical significance, 3–5 log per 105 human cells – clinically 
significance, risk of dysplasia; and > 5 log per 105 human 
cells – clinically significance, strongly probable dysplasia. 
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Genotyping was performed for the SNP of TP53 215C>G 
(Pro72Arg) (rs1042522), MDM2 -410T>G (rs2279744) genes 
by allele-specific PCR and the SNP-express reagent (Ly-
tech, Russia) according to the kit protocol. NQO1 609C>T 
(rs1800566) was genotyped by a TaqMan genotyping assay. 
The amplification was carried out in a 25-ml reaction contain-
ing 2 μl 25 mM MgCl2, 1 μl 10 mmol/L of the forward primer 
(5′-CAG AGT GGC ATT CTG CAT TTC T-3′) and reverse 
(5′-CTG GAG TGT GCC CAA TGC TA-3′) primers and 
0.5 μl mmol/L NQO1 wild-type (5′-6FAM-CTT AGA ACC 
TCA ACT GA-MGBNFQ-3′) and mutant (5′-VIC-CTT AGA 
ATC TCA ACT GAC A-MGBNFQ-3′) probes, 0.5 μl Taq-
polymerase (5 U/μl), 2.5 μl 2.5 мМ of dNTP, 2 μl 10 × PCR 
buffer B, 12 μl ddH2O (Syntol, Russia) and 3 μl DNA. Cycling 
conditions were as follows: initial denaturation at 95 °C for 
10 min, followed by 40 cycles consisting of denaturation 
at 95 °C for 15 sec, then annealing at 54 °C for 60 sec. The 
PCR products for NQO1 609C>T (rs1800566) were analyzed 
in real-time using RotorGene thermocycler. PCR products 
for the TP53 Pro72Arg and MDM2 -410T>G genes were 
analyzed by 3 % agarose gel horizontal electrophoresis and 
visualized under the ultraviolet (UV) transilluminator GelDoc 
(Bio-Rad, USA). 

To calculate the statistical data, the χ2 test was used to com-
pare the allele and genotype frequencies of the TP53 215C>G 
(Pro72Arg) (rs1042522), MDM2 -410T>G (rs2279744), and 
NQO1 609C>T (rs1800566) genes in the case group and 
control group. The Hardy–Weinberg equilibrium test was 
performed to determine the goodness-of-fit of the χ2 test with 
one degree of freedom by comparing the observed genotype 
frequencies with the expected genotype frequencies. The SNP 

genetic association was assessed by the χ2 test, odds ratio 
(OR), and its confidence interval (CI). A p-value < 0.05 was 
considered statistically significant. Statistical analyses were 
performed using GraphPad InStat 3.05 software. 

The analysis of intergenic interactions was performed using 
the MDR software (http://www.multifactordimensionalityre 
duction.org/) and by using the exhaustive search algorithm. 
All potential combinations of genotypes were evaluated with 
respect to the risk of developing an HPV infection. Multilocus 
genotypes are summed up in the MDR program into groups of 
increased and reduced disease risk, which reduces the dimen-
sion of the number of calculated parameters. Using multiple 
cross-recalculations of the input primary data, the optimal 
model is selected for intergenic interaction, with the highest 
accuracy and, accordingly, with the least error, to predict the 
presence or absence of predisposition to the studied pathology.

Results
In 89 HPV-positive women, the average age was 40.1 ± 7.3 years 
and 41.1 ± 7.6 years in 114 HPV-negative women. Among 89 
HPV-infected women the minimum, middle, and maximum 
HPV DNA load were 3.2, 5.1, and 8.6 log of HPV genomes 
per 100 thousand human cells, respectively. 

Frequency distributions for the three investigated TP53, 
MDM2, and NQO1 gene polymorphisms are given in Table 1. 
The polymorphic variants of MDM2 -410T>G and NQO1 
609C>T were not associated with a high HPV load. At the 
same time females with a high HPV load had a significantly 
higher frequency of TP53 215G (72Arg) allele (OR = 1.74, 
95 % CI = 1.10–2.73; p = 0.02) and 215GG (72ArgArg) 
genotype (OR = 1.97, 95 % CI = 1.13–3.46; p = 0.04) than 

Table 1. Genotypes (abs., %) and alleles frequencies for MDM2 -410T>G, TP53 215C>G (Pro72Arg), and NQO1 609C>T genes  
among women with high HPV load and without HPV 

Gene, polymorphism Group with high HPV load 
(n = 89)

Control group without HPV 
(n = 114)

p OR (95 % CI)

MDM2 -410T>G (rs2279744)

T 0.651 0.671 0.68 0.92 (0.61–1.39)

G 0.348 0.328 1.09 (0.72–1.65)

T/T 35 (39.3) 47 (41.2) 0.86 0.92 (0.53–1.62)

T/G 46 (51.7) 59 (51.8) 1.00 (0.57–1.73)

G/G 8 (9) 8 (7) 1.31 (0.47–3.62)

TP53 215C>G (Pro72Arg) (rs1042522)

C 0.213 0.321 0.02 0.58 (0.37–0.91)

G 0.787 0.679 1.74 (1.10–2.73)

C/C 3 (3.3) 9 (7.9) 0.04 0.41 (0.11–1.54)

C/G 32(36) 55 (48.2) 0.60 (0.34–1.06)

G/G 54 (60.7) 50 (43.9) 1.97 (1.13–3.46)

NQO1 609C>T (rs1800566)

C 0.516 0.587 0.18 0.75 (0.51–1.11)

T 0.483 0.412 1.33 (0.90–1.98)

C/C 20 (22.5) 36 (31.6) 0.29 0.63 (0.33–1.18)

C/T 52 (58.4) 62 (54.4) 1.18 (0.68–2.06)

T/T 17 (19.1) 16 (14) 1.45 (0.54–3.84)
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healthy controls. The existence of multiple allelic variations 
in genes that encode for protein molecules can lead to several 
related changes in the genome and proteome function. There-
fore, an analysis of intergenic interactions of allelic variants 
was conducted.

An analysis of intergenic interactions showed that the three-
locus model of gene interaction has a prediction accuracy of 
64 % and cross-validation consistency (10/10) (Table 2). In-
teraction of TP53 (rs1042522) – MDM2 (rs2279744) – NQO1 
(rs1800566) genes is associated with the risk of  high HPV load 
among women (OR = 3.05, 95 % CI = 1.73–5.46; p = 0. 0001). 

A radial diagram demonstrates the contribution of  polymor-
phism of each gene, both individually and in combination with 
others for the three-loci. In the vertices of the diagram, the 
values of information for individual genes are indicated, on 
the edges – the information value of the interaction of a pair of 
genes. The studied SNPs affect the formation of the viral load 
to varying degrees. According to the model of loci interaction 
(see the Figure), the highest predictive potential is possessed 
by the SPN of the TP53 gene (2.26 %). The TP53 and MDM2 
loci have the greatest effect by intergenic interaction. A pro-
nounced synergism was revealed between these loci – the total 
effect of the combination is 2.87 %. Its information value is 
higher than the sum of its individual effects. 

Discussion
Cervical cancer is the most common gynecological cancer 
among women and the high-risk HPV genotypes play a major 
role in abnormal lesion development and cervical malignant 

neoplasms (Malagón et al., 2019; So et al., 2019). The presence 
of a high viral load in HPV-positive women indicates that the 
virus has not been entirely removed and will likely continue 
to replicate in the body cells for a long time. Long-term virus 
persistence contributes to the incorporation of HPV DNA 
into the human genome, the expression of E6/E7 oncogenic 
proteins, and the development of cancer (McBride, Warburton, 
2017; Gheit, 2019).

Human papillomatosis appears to be a polygenic disease, 
suggesting that recurrent, small-effect genetic variations can 
have consequences for disease susceptibility (Khoury et al., 
2018). Tumor development is largely attributed to genetic 
variations in the host’s cell cycle control (Litwin et al., 2017). 
The relationships between the TP53 gene (rs1042522), MDM2 
gene (rs2279744), NQO1 gene (rs1800566), and the risk of 
high HPV load have been investigated in this study.

In our study, 43.8 % of women (89 out of 203) were posi-
tive for high-risk HPV types. Our analysis revealed an asso-
ciation of high viral load formation risk with 215G (72Arg) 
allele carriage (OR = 1.74, 95 % CI = 1.10–2.73; p = 0.02) 
and 215GG (72Arg/Arg) genotype of TP53 gene (OR = 1.97, 
95 % CI = 1.13–3.46; p = 0.04). On the contrary, 215C (Pro72) 
allele (OR = 0.58, 95 % CI = 0.37–0.91; p = 0.02) and 215CC 
(72ProPro) genotype (OR = 0.41, 95 % CI = 0.11–1.54; 
p = 0.002) showed protective effect compared to the control 
group. The polymorphic variants of the p53 protein with Pro 
or Arg in codon 72 have been shown to vary in the efficiency 
of interaction with the E6 oncoprotein of HPV (Storey et al., 
1998). The Arg variant is degraded by the E6 oncoprotein 
more readily than the Pro variant. Therefore, the carriers of 
the Arg/Arg genotype have p53 protein more vulnerable to 
viral protein-induced degradation (Hu et al., 2010). Our results 
are consistent with several other studies suggesting that HPV-
positive women are more vulnerable to cervical malignant 
neoplasms when having ТР53 72Arg/Arg genotype and ТР53 
72Arg allele (Basyar et al., 2016; Moschonas et al., 2017). 

MDM2 promotes cell cycle progression through the activa-
tion of S-phase, via interaction with the retinoblastoma tumor 
suppressor protein and the transcriptional factor E2F (Oliner 
et al., 2016). MDM2 is one of the central nodes in the p53 
pathway regulation. It has been shown that even a small change 
in MDM2 level may affect the p53 pathway and, subsequently, 
cancer development (Mendoza et al., 2014). Our analysis 
showed no statistically significant difference in the genotypes 
( p = 0.86) and allele frequencies ( p = 0.68) distribution of 
MDM2 -410T>G gene polymorphism in two women groups.

Our analysis showed no statistically significant difference 
in the genotypes ( p = 0.29) and allele ( p = 0.18) distribution 
of NQO1 609C>T gene polymorphism in the two groups of 
women. In agreement with our results, J. Chansaenroj and 
his coworkers showed no association of the NQO1 609C>T 
polymorphism with the risk of cervical cancer (Chansaenroj 

Table 2. Analysis of intergenic interactions by the multifactor dimensional reduction algorithm (MDR) 

Genes, polymorphisms in model Testing balanced accuracy Cross-validation consistency χ2 p OR (95 % CI)

MDM2 (rs2279744)
TP53 (rs1042522)
NQO1 (rs1800566)

0.64 10/10 14.673 0.0001 3.05 (1.73–5.46)

TP53 Pro>Arg
2.26 %

MDM2 T>G
0.10 %

0.15 %

0.51 %

0.
20

 %

NQO1 C>T
0.87 %

Interaction analysis among three loci of MDM2 -410T>G, TP53 215C>G 
(Pro72Arg), and NQO1 609C>T of women with high HPV viral load. 
The informational value of each marker is presented on vertices; the infor-
mational value of the interaction for a pair of loci is presented on the edges. 
The nature of the interaction between genes is shown by the color of the line 
(gray – pronounced synergism, black – moderate synergism). 
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et al., 2013). At the same time, several studies reported a 
relationship between NQO1 609TT genotypes and the risk 
of cervical cancer (Niwa et al., 2005; Yang et al., 2020). The 
NQO1 gene (rs1800566) TT genotype is associated with null 
enzyme activity and could influence cancer progression by 
reducing cytotoxic agents containing the quinone moiety 
(Diao et al., 2017).

Favorable conditions for HPV persistence include mul-
tiple genetic substitutions which result in gene expression 
changes. In our work, the analysis of gene-gene interactions 
(MDR) showed significant interaction of the polymorphic loci 
(OR = 3.05, 95 % CI = 1.73–5.46; p = 0. 0001) for increased 
viral load (see Table 2). The interaction of the polymorphic 
va riants for the three loci of the genes TP53 215C>G (Pro-
72Arg), MDM2 -410T>G, and NQO1 609C>T are associated 
with HPV viral load increase. 

A synergistic effect was revealed between the studied loci. 
That is, the combined effect of these loci is more pronounced 
than individual effects. Thus, we revealed an increased risk of 
a high viral load in HPV infection in the case of a combina-
tion of polymorphic variants of the TP53, MDM2, and NQO1 
genes. The risk may be due to disturbances in the work of 
the checkpoints of the cell cycle due to the activation of the 
processes of degradation of the p53 protein.

The current study has several limitations. First, the small 
sample size: our results should be verified in larger populations 
as well as in other ethnic groups. Second, women with cervical 
cancer were not included in our research. Comparison of the 
different histological types of cervical cancer may also be war-
ranted for future studies to determine whether the frequency 
of TP53, MDM2, and NQO1 gene polymorphisms differ based 
on the histological types of cervical cancer. Third, the influ-
ence of epidemiologic risk factors such as smoking, alcohol 
intake, and sexual behavior or pathogenic factors like bacteria 
with the risk of HPV infection was not included. It would be 
interesting to analyze if TP53, MDM2, and NQO1 produc-
tion is associated with environmental or pathogenic factors.

Conclusion
Our results demonstrate that the risk of high viral load for-
mation is associated with TP53 215G (72Arg) allele and 
TP53 215GG (72ArgArg) genotype in HPV-positive women. 
Although the individual SNPs of MDM2 -410T>G and 
NQO1 609C>T genes did not reveal a statistically significant 
frequency difference in our study, intergenic interactions 
analysis revealed significant interaction for all polymorphic 
variants. This demonstrated that the infection development 
depends on the synergistic effect of several polymorphisms 
that induce changes in gene expression and represent an al-
lelic load for HPV-positive cells. However, the role of the 
genetic susceptibility to HPV infections and high HPV load 
with TP53 rs1042522, MDM2 rs2279744, NQO1 rs1800566 
polymorphisms requires further investigation. 

References 
Atia A., Abdullah A. NQO1 enzyme and its role in cellular protection; 

an insight. Iberoam. J. Med. 2020;2(4):306-313. DOI 10.5281/ 
zenodo.3877528.

Aubrey B.J., Strasser A., Kelly G.L. Tumor-suppressor functions of 
the TP53 pathway. Cold Spring Harb. Perspect. Med. 2016;6(5): 
a026062. DOI 10.1101/cshperspect.a026062.

Balasubramaniam S.D., Balakrishnan V., Oon C.E., Kaur G. Key mo-
lecular events in cervical cancer development. Medicina (Kaunas). 
2019;55(7):384. DOI 10.3390/medicina55070384.

Basyar R., Saleh A.Z., Sastradinata I., Yuwono Y. p53 gene codon 
72 polymorphisms among cervical carcinoma patients. Indones. 
J. Obstet. Gynecol. 2016;3(3):165-169. DOI 10.32771/inajog.v3i3.48.

Bond G.L., Hu W., Bond E.E., Robins H., Lutzker S.G., Arva N.C. 
A single nucleotide polymorphism in the MDM2 promoter attenu-
ates the p53 tumor suppressor pathway and accelerates tumor for-
mation in humans. Cell. 2004;119(5):591-602. DOI 10.1016/j.cell. 
2004.11.022.

Bordignon V., Di Domenico E., Trento E., D’Agosto G., Cavallo I., 
Pontone M. How human papillomavirus replication and immune 
evasion strategies take advantage of the host DNA damage repair 
machinery. Viruses. 2017;9(12):390. DOI 10.3390/v9120390.

Chansaenroj J., Theamboonlers A., Junyangdikul P., Swangvaree S., 
Karalak A., Chinchai T. Polymorphisms in TP53 (rs1042522), p16 
(rs11515 and rs3088440) and NQO1 (rs1800566) genes in Thai cer-
vical cancer patients with HPV 16 infection. Asian Pac. J. Cancer. 
Prev. 2013;14(1):341-346. DOI 10.7314/APJCP.2013.14.1.341.

Diao J., Bao J., Peng J., Mo J., Ye Q., He J. Correlation between  
NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1 C609T polymorphism and in-
creased risk of esophageal cancer: evidence from a meta-analysis. 
Ther. Adv. Med. Oncol. 2017;9(1):13-21. DOI 10.1177/175883401 
6668682.

Fernandes J.V., De Medeiros T.A.A., De Azevedo J.C.V., Cobuc-
ci R.N.O., De Carvalho M.G.F., Andrade V.S. Link between chro-
nic inflammation and human papillomavirus-induced carcinogenesis 
(Re view). Oncol. Lett. 2015;9(3):1015-1026. DOI 10.3892/ol.2015. 
2884.

Gheit T. Mucosal and cutaneous human papillomavirus infections and 
cancer biology. Front. Oncol. 2019;9:355. DOI 10.3389/fonc.2019. 
00355.

Hu X., Zhang Z., Ma D., Huettner P.C., Massad L.S., Nguyen L. TP53, 
MDM2, NQO1, and susceptibility to cervical cancer. Cancer Epi-
demiol. Biomarkers Prev. 2010;19(3):755-761. DOI 10.1158/1055-
9965.EPI-09-0886.

Karni-Schmidt O., Lokshin M., Prives C. The roles of MDM2 and 
MDMX in сancer. Annu. Rev. Pathol. 2016;11:617-644. DOI 
10.1146/annurev-pathol-012414-040349.

Khoury R., Sauter S., Butsch Kovacic M., Nelson A., Myers K., 
Mehta P. Risk of human papillomavirus infection in cancer-prone 
individuals: What we know. Viruses. 2018;10(1):47. DOI 10.3390/
v10010047.

Litwin T., Clarke M., Dean M., Wentzensen N. Somatic host cell altera-
tions in HPV carcinogenesis. Viruses. 2017;9(8):206. DOI 10.3390/
v9080206.

Malagón T., Louvanto K., Ramanakumar A.V., Koushik A., Cout-
lée F., Franco E.L. Viral load of human papillomavirus types 
16/18/31/33/45 as a predictor of cervical intraepithelial neoplasia and 
cancer by age. Gynecol. Oncol. 2019;155(2):245-253. DOI 10.1016/ 
j.ygyno.2019.09.010.

McBride A.A., Warburton A. The role of integration in oncogenic 
progression of HPV-associated cancers. PLoS Pathog. 2017;13(4): 
e1006211. DOI 10.1371/journal.ppat.1006211.

Mendoza M., Mandani G., Momand J. The MDM2 gene family. Bio-
mol. Concepts. 2014;5(1):9-19. DOI 10.1515/bmc-2013-0027.

Mittal S., Banks L. Molecular mechanisms underlying human papillo-
mavirus E6 and E7 oncoprotein-induced cell transformation. Mutat. 
Res. Rev. Mutat. Res. 2017;772:23-35. DOI 10.1016/j.mrrev.2016. 
08.001.

Moschonas G.D., Tsakogiannis D., Lamprou K.A., Mastora E., Di-
mitriou T.G., Kyriakopoulou Z. Association of codon 72 polymor-
phism of p53 with the severity of cervical dysplasia, E6-T350G and 
HPV16 variant lineages in HPV16-infected women. J. Med. Micro-
biol. 2017;66(9):1358-1365. DOI 10.1099/jmm.0.000563.

Niwa Y., Hirose K., Nakanishi T., Nawa A., Kuzuya K., Tajima K. 
Association of the NAD(P)H: quinone oxidoreductase C609T poly-



A.H. AlBosale 
E.V. Mashkina

64 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2022 • 26 • 1

Association between ТР53, MDM2 and NQO1 gene polymorphisms 
and viral load among women with human papillomavirus 

morphism and the risk of cervical cancer in Japanese subjects. Gyne-
col. Oncol. 2005;96(2):423-429. DOI 10.1016/j.ygyno.2004.10.015.

Oliner J.D., Saiki A.Y., Caenepeel S. The role of MDM2 amplification 
and overexpression in tumorigenesis. Cold Spring Harb. Perspect. 
Med. 2016;6(6):a026336. DOI 10.1101/cshperspect.a026336.

Rampias T., Sasaki C., Psyrri A. Molecular mechanisms of HPV in-
duced carcinogenesis in head and neck. Oral. Oncol. 2014;50(5): 
356-363. DOI 10.1016/j.oraloncology.2013.07.011.

Ross D., Siegel D. NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (NQO1,  
DT-dia phorase), functions and pharmacogenetics. Methods Enzy-
mol. 2004;382:115-144. DOI 10.1016/S0076-6879(04)82008-1.

Roura E., Travier N., Waterboer T., de Sanjosé S., Bosch F.X., Paw-
lita M. The influence of hormonal factors on the risk of developing 
cervical Cancer and pre-Cancer: results from the EPIC cohort. PLoS 
One. 2016;11(1):e0147029. DOI 10.1371/journal.pone.0147029.

Saadatzadeh M., Elmi A., Pandya P., Bijangi-Vishehsaraei K., Ding J., 
Stamatkin C. The role of MDM2 in promoting genome stability 
versus instability. Int. J. Mol. Sci. 2017;18(10):2216. DOI 10.3390/
ijms18102216.

Sen P., Ganguly P., Ganguly N. Modulation of DNA methylation by hu-
man papillomavirus E6 and E7 oncoproteins in cervical cancer (Re-
view). Oncol. Lett. 2017;15(1):11-22. DOI 10.3892/ol.2017.7292.

So K.A., Lee I.H., Lee K.H., Hong S.R., Kim Y.J., Seo H.H. Human 
papillomavirus genotype-specific risk in cervical carcinogenesis. 
J. Gynecol. Oncol. 2019;30(4):e52. DOI 10.3802/jgo.2019.30.e52.

Storey A., Thomas M., Kalita A., Harwood C., Gardiol D., Mantova-
ni F. Role of a p53 polymorphism in the development of human 
papillomavirus-associated cancer. Nature. 1998;393(6682):229-234. 
DOI 10.1038/30400.

Tasic D., Lazarevic I., Knezevic A., Tasic L., Pikula A., Perisic Z. The 
impact of environmental and behavioural cofactors on the develop-
ment of cervical disorders in HR-HPV-infected women in Serbia. 
Epidemiol. Infect. 2018;146(13):1714-1723. DOI 10.1017/S09502 
68818001668.

Thomas M., Kalita A., Labrecque S., Pim D., Banks L., Matlashew-
ski G. Two polymorphic variants of wild-type p53 differ biochemi-
cally and biologically. Mol. Cell Biol. 1999;19(2):1092-1100. DOI 
10.1128/MCB.19.2.1092.

Tsvetkov P., Reuven N., Shaul Y. Ubiquitin-independent p53 protea-
somal degradation. Cell Death Differ. 2010;17(1):103-108. DOI 
10.1038/cdd.2009.67.

Vonsky M., Shabaeva M., Runov A., Lebedeva N., Chowdhury S., 
Palefsky J.M. Carcinogenesis associated with human papilloma-
virus infection. Mechanisms and potential for immunotherapy. 
Biochemistry. 2019;84(7):782-799. DOI 10.1134/S000629791907 
0095.

Yang S., Zhao J., Li L. NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1 gene 
rs1800566 polymorphism increases the risk of cervical cancer in a 
Chinese Han sample. Medicine (Baltimore). 2020;99(20):e19941. 
DOI 10.1097/MD.0000000000019941.

ORCID ID
A.H. Albosale orcid.org/0000-0003-1520-8245
E.V. Mashkina orcid.org/0000-0002-4424-9508

Acknowledgements. This study was performed with the equipment of the Center of collective use “High technologies” (Southern Federal University, 
Russia).
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.
Received May 11, 2021. Revised September 30, 2021. Accepted October 1, 2021. 



The functional insight into the genetics  
of cardiovascular disease: results from the post-GWAS study
L.O. Bryzgalov1, E.E. Korbolina1 , I.S. Damarov1, T.I. Merkulova1, 2

1 Institute of Cytology and Genetics of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia
2 Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russia

  lungry@bionet.nsc.ru

Abstract. Cardiovascular diseases (CVDs), the leading cause of death worldwide, generally refer to a range of patho-
logical conditions with the involvement of the heart and the blood vessels. A sizable fraction of the susceptibility loci 
is known, but the underlying mechanisms have been established only for a small proportion. Therefore, there is an 
increasing need to explore the functional relevance of trait-associated variants and, moreover, to search for novel 
risk genetic variation. We have reported the bioinformatic approach allowing effective identif ication of functional 
non-coding variants by integrated analysis of genome-wide data. Here, the analysis of 1361 previously identif ied 
regulatory SNPs (rSNPs) was performed to provide new insights into cardiovascular risk. We found 773,471 coding 
co-segregating markers for input rSNPs using the 1000 Genomes Project. The intersection of GWAS-derived SNPs with 
a relevance to cardiovascular traits with these markers was analyzed within a window of 10 Kbp. The effects on the 
transcription factor (TF) binding sites were explored by DeFine models. Functional pathway enrichment and protein–
protein interaction (PPI) network analyses were performed on the targets and the extended genes by STRING and 
DAVID. Eighteen rSNPs were functionally linked to cardiovascular risk. A signif icant impact on binding sites of thirteen 
TFs including those involved in blood cells formation, hematopoiesis, macrophage function, inf lammation, and vaso-
constriction was found in K562 cells. 21 rSNP gene targets and 5 partners predicted by PPI were enriched for spliceo-
some and endocytosis KEGG pathways, endosome sorting complex and mRNA splicing REACTOME pathways. Related 
Gene Ontology terms included mRNA splicing and processing, endosome transport and protein catabolic processes. 
Together, the f indings provide further insight into the biological basis of CVDs and highlight the importance of the 
precise regulation of splicing and alternative splicing.
Key words: non-coding genetic variation; rSNPs; cardio-vascular disease risk; GWAS association; 1000 Genomes Pro-
ject; gene expression regulation; transcription factor binding.
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Функциональный подход к изучению генетики  
сердечно-сосудистых заболеваний: post-GWAS исследование
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Аннотация. Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) занимают одно из ведущих мест по уровню смертности в 
развитых странах. На сегодняшний день значительное число геномных локусов продемонстрировали ассоци-
ации с ССЗ, в основном в полногеномных исследованиях (GWAS), но лишь в немногих случаях установлены мо-
лекулярно-генетические механизмы, лежащие в основе ассоциации. Таким образом, задача определения функ-
ционально значимых для предрасположенности к ССЗ генетических вариантов остается актуальной. Ранее мы 
разработали биоинформатический подход, позволяющий эффективно идентифицировать регуляторные SNP 
(rSNP) – функциональные однонуклеотидные полиморфизмы, влияющие на экспрессию генов, путем анализа 
комплекса полногеномных данных. В данной работе с использованием данных проекта «1000 геномов» найден 
773 471 кодирующий SNP, являющийся косегрегирующим маркером для 1361 идентифицированного нами rSNP. 
Проанализировано расположение этих маркеров в пределах геномного окна размером 10 Кб вокруг маркеров 
GWAS, ассоциированных с риском развития ССЗ или потенциально связанными с этим риском фенотипически-
ми признаками. Влияние rSNP на сайты связывания транскрипционных факторов исследовано с помощью мо-
делей DeFine. Анализ межбелковых взаимодействий и обогащения биологических путей для соответствующих 
генов-мишеней проведен с использованием баз STRING и DAVID. Найдено восемнадцать rSNP, функционально 
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связанных с риском развития ССЗ. В клеточной линии K562 выявлено значительное влияние этих rSNP на сайты 
связывания тринадцати транскрипционных факторов, в том числе участвующих в процессах кроветворения, 
функционирования макрофагов, воспаления и вазоконстрикции. Для двадцати одного соответствующего гена-
мишени, а также пяти функционально взаимодействующих с ними генов показано обогащение биологически-
ми категориями сплайсосомы и эндоцитоза (KEGG), комплекса сортировки эндосом и процессов сплайсинга 
(REACTOME), а также некоторыми терминами генетических онтологий, в том числе сплайсинга и процессинга 
мРНК. В целом полученные результаты расширяют имеющиеся представления о роли rSNP и связанных с ними 
изменений экспрессии генов в развитии ССЗ и подчеркивают важность точной регуляции процессов сплайсин-
га мРНК и альтернативного сплайсинга для формирования определенного фенотипа.
Ключевые слова: некодирующие полиморфизмы; регуляторные SNP; предрасположенность к сердечно-сосу-
дистым заболеваниям; полногеномные исследования ассоциаций, проект «1000 геномов»; регуляция экспрес-
сии генов; транскрипционные факторы.

Introduction
While the running data indicate that the prevalence of cardio-
vascular disease may vary among regions of the world, they 
remain one of the leading causes of death and health loss and 
a large proportion of their forms are shown to have a familial 
aggregation and high heritability (Smith J.G., Newton-Cheh, 
2015; Roth et al., 2017; Wang Y., Wang J.-G., 2018). The 
previous efforts led to the identification of candidate risk genes 
including the genes of renal homeostasis for Mendelian forms 
of abnormal blood pressure levels and several transcription 
fac tors (including NKX25, GATA4, TBX) for congenital sep-
tal (Kathiresan, Srivastava, 2012). However, the broad group 
of cardiovascular traits such as myocardial infarction/ische mia 
or coronary artery disease (CAD) show complex inheritance 
patterns, which suggest the collective and non-linear effects 
from multiple genetic and non-genetic factors. With the 
recent technological advances, the whole-exome sequenc-
ing (Li A.H. et al., 2017; Seidelmann et al., 2017; Khera et 
al., 2019) and genome-wide association studies, GWASs (in 
particular (Erdmann et al., 2018; Schunkert et al., 2018)) have 
been shown to be a powerful tool for discovering the genetic 
variation associated with cardiovascular risk. The outcomes 
from multiple GWASs and their meta-analysis completed 
during the past decade have been deposited in the catalogs, 
such as the catalog of published GWASs from The National 
Human Genome Research Institute (Buniello et al., 2019), 
the Coronary ARtery DIsease Genome-wide Replication And 
Meta-analysis, CARDIoGRAM (Preuss et al., 2010) plus The 
Coronary Artery Disease (C4D) Consortium and UK Biobank 
(Ge et al., 2017).

The genes related to regulating blood pressure, the tone and 
elasticity of the vascular wall, the inflammation process, the 
proliferation of vascular smooth muscle cells and the levels of 
low density lipoprotein cholesterol (LDC-C) are ‘traditionally’ 
involved in cardiovascular risk. Moreover, the GWA studies 
resulted in numerous loci for cardiometabolic risk factors such 
as plasma biomarkers of lipid metabolism, thrombosis, inflam-
mation and metabolic status playing a role in risk analysis. In 
the case of  long QT syndrome, in particular, fifteen candidate 
genes have been reported to date, including several genes for 
ion channels (Refsgaard et al., 2012; Arking et al., 2014). No-
tably, three candidates (KCNQ1, KCNH2, and SCN5A) account 
for approximately 75 % of cases (Wallace et al., 2019). And 
there are more than 150 suggestive loci estimated for CAD 
although only 46 from them have reached the genome-wide 
significance threshold (den Hoed et al., 2015). Interestingly, 

a considerable overlap has been shown between the risk genes 
for monogenic forms of CVDs and those generating an as-
sociation signal in GWAS (Rau et al., 2015).

Together, these findings have developed a relatively com-
prehensible picture of the biology underlying the cardiovascu-
lar disease, but despite the advances, we are not able to analyze 
the functionality for the majority of the reported associated 
genetic loci. Among the reasons, there may be important limi-
tation of GWAS for identifying risk genomic regions instead of 
risk genes and the non-coding localization of the majority of 
the susceptibility SNPs (Ward, Kellis, 2012). Current theories 
assume that so-called regulatory non-coding SNPs (rSNPs) 
seem to make the greatest contribution to the development 
of various multifactorial diseases including oncological and 
CAD as these are directly involved in the control of the gene 
expression levels.

One of the lessons learned is the growing need for the 
comprehensive post-GWAS analysis in order to translate the 
reported statistical association to uncover the causal variants 
amongst those in linkage disequilibrium (Mansur et al., 2018; 
Smith A.J.P. et al., 2018). Moreover, only some of GWAS-
implicated loci (i. e. sixteen of 46 validated loci for CAD) are 
also associated with ‘classic’ genes of risk, therefore show-
ing the potential involvement of ‘non-traditional’ biological 
pathways in the disease (Smith J.G., Newton-Cheh, 2015).

Since the advances in next-generation sequencing tech-
nologies have provided an expanding amount of large-scale 
-omics datasets, the research strategies have started to focus 
on the integration of various genome-wide information  layers 
(Huang S. et al., 2017) using functional genomics assays. 
One way to find putative functional variants is to detect re-
gions with allele-specific binding of transcription factors or 
histone modifications, suggesting their different regulatory 
downstream role. ChIP-seq data will provide the snapshots of 
protein-DNA interactions allowing the analysis of sites with 
significant difference in signal between the alleles or allelic 
differences. The employment of transcriptome (RNA-seq) data 
will provide the snapshots of gene expression levels depending 
on the allele. The epigenome (iTEA) analysis (Meng et al., 
2018) in combination with the regulatory sequence annota-
tions, i. e. DNase-seq and ChIP-seq datasets (Cavalli et al., 
2019), is beginning to be used to screen for the causal variants 
changing gene expression, including within GWAS-derived 
loci. However, the researchers have not come close to solving 
the issue of identifying the rSNPs at the genome-wide scale. 
The limitations are imposed by the incomplete experimen-
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tal data collected to date and some critical methodological 
problems. Notably, one of the major challenges has become 
the development of effective in silico (bioinformatic) ap-
proaches but these are relatively few in number to date and 
only the individual studies have been reported to elucidate the 
underlying mechanisms of CVDs (Gong et al., 2018; Roman, 
Mohlke, 2018). 

To address the challenges, we have recently reported an 
effective bioinformatic approach that facilitates the systematic 
identification of functional non-coding variants from avail-
able genome-wide data (Korbolina et al., 2018). Our pipeline 
utilized multiple positional and functional criteria to reveal 
non-coding regulatory variants in the human genome and im-
puted curated GWAS association signals to select the poten-
tially colorectal cancer-causal rSNPs within a 1 Kb window 
of genomic sequence centered at the GWAS-SNP. Initially, the 
regulatory properties of found rSNPs were shown on a num-
ber of human cell lines of different origins (HCT116, K562, 
MCF7). However, expression of tissue-specific transcription 
factors is suppressed in cell lines. For this reason, here we have 
adopted the list of 1361 regulatory SNPs from the said study. 
The data from 1000 Genomes Project (1000 Genomes Project 
Consortium et al., 2015) were incorporated in the analysis to 
improve matching rSNPs with the phenotypic outcome that 
would be the risk of CVDs. Further, we tried to narrow the 
focus toward rSNPs that potentially result in a difference in 
predicted binding status of various transcription factors and 
performed the functional annotation of the targeted genes.

Materials and methods
Input data on non-coding regulatory variants in human 
genome. Regulatory SNPs from our earlier study (Korbolina et 
al., 2018) were used for input including the data on identified 
targeted genes. All of these were associated with the allele-
specific binding of various TFs and allele-specific expression 
from raw data.

Genetics data. Genetic variants and allele information were 
retrieved from dbSNP150 (Database resources…, 2016) and 
four 1000 Genomes Project super populations (AFR, AMR, 
ASN and EUR) (1000 Genomes Project Consortium et al., 
2015). The GRCh37 annotation was used to map genetic va-
riants to gene loci.

Assessment of the SNP clustering with a distance mea-
sure. To map significant GWAS associations to novel func-
tional variants here we implemented the data of 1000 Geno-
mes Project. First, we extracted the data on 2500 individual 
haplotype-resolved human genomes from various super popu-
lations (AFR, AMR, ASN and EUR). We found 1361 variants 
from the 1476 input rSNPs reported earlier (Korbolina et al., 
2018) within this genomic data. Next, we extracted the data 
on all SNPs within the transcribed genomic regions. The lists 
of rSNPs defined from 1000 genomes (‘population’ set of 
1361 variant) and coding SNPs defined from 1000 genomes 
were consolidated. Each individual from 2500 genome 
samples was genotyped separately by each SNP from the con-
solidated list. The genotype data were turned to binary, where 
“0” represented the most frequent allele and “1” – the minor 
allele within the individual genotype. The resulting genotype 
data were set to the 2D matrix containing 2500 individual 
genomes and genotypes for all SNPs from the consolidated 

list. The initial matrix was then transformed to the distance 
matrix using XOR logic gate. Figure 1 shows an example of 
SNP distance measurement by XOR.

All the relative distances were normalized on the number 
of times the minor allele was found there in the genomic data 
of 2500 genomes. Based on the analysis of the resulting dis-
tances, we quantified the likelihood of the repeated recognition 
of rSNPs and the coding SNP within one genotype in human 
populations. Here we found that in total 773 471 coding SNPs 
( p < 0.01) may be merely co-segregating markers for our 
input rSNPs.

Implementing GWAS data to interpret the input rSNPs 
functionality. Next, we examined GWAS index SNPs avail-
able up to date (May 2019). We used the ‘cardio’ signature 
for querying the GWAS Catalog (including ‘heart’, ‘coronary 
artery disease’, ‘CAD’, ‘platelet’, ‘blood’, ‘blood cells’, ‘pres-
sure’, ‘count’, ‘vessel’, ‘caliber’, ‘pulse’, ‘artery’). Next, we 
evaluated whether the input rSNPs or any of the corresponding 
coding markers lying within a 10 Kbp window of GWAS SNPs 
(Brodie et al., 2016) could be related to heart and vascular 
disease association signals (Suppl. Table 1)1.

A functional protein association network. STRING v 11 
(Szklarczyk et al., 2019) was selected as the PPI database with 
a subset of 21 genes targeted by 18 rSNPs that were found to 
be associated with cardiovascular risk, as input (see Suppl. 
Table 2 for details of enrichment analysis).

Functional annotation by DAVID. DAVID Database for 
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (Database 
resources…, 2016) was used to further interpret the same 
targeted genes with the default values set for all parameters. 
The outputs of DAVID functional annotation and clustering 
tools are given in the Suppl. Table 3.

In silico analysis of potentially affected TF binding sites. 
The sequence-based DeFine deep learning models were em-
ployed to predict the effects on transcription factor binding in 
K562 cells (the data are accessible online via the DeFine tool) 
and to rank 18 rSNPs identified for cardiovascular risk. The 
DeFine functional scores predict the transcriptional factor-
DNA binding intensities and are appointed in the view of the 
differences between the reference sequence and the altered 
sequence, as reviewed in (Wang M. et al., 2018). The outputs 
including the maximum TF functional scores, the most likely 
candidate TFs and top 10 contact genes for each rSNP position 
are given in the Suppl. Table 4.

R code. The R package, version 3.1.0, was used for data 
ana lysis. The custom-made Perl scripts employed are avail-
able upon request.
1 Supplementary Tables 1–4 are available in the online version of the paper: 
https://disk.icgbio.ru/s/zBiq4fm632zRywe

Fig. 1. Finding the relative SNP-to-SNP distance using XOR.
The binary code was used for genotypes (the symbols 0 and 1 were used to 
represent two different alleles in a heterozygous site).

http://disk.icgbio.ru/s/zBiq4fm632zRywe
http://disk.icgbio.ru/s/zBiq4fm632zRywe
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Results

Investigating rSNP functional relevance  
to cardiovascular risk via GWAS associations
We analyzed 438 GWAS-SNPs with relevance for cardiovas-
cular traits and defined eighteen candidate rSNP variants at 
a 10 Kbp window size (see Suppl. Table 1) including within 
the associated loci for coronary heart and artery disease (CAD, 
3 loci), HLD cholesterol, QT interval, red blood cells and 
platelet cells traits. One interesting result was that ten GWAS-
derived SNPs including the ones for phenotypical associations 
with systolic and diastolic blood pressure, pulse pressure, 
retinal arteriolar microcirculation and one for CAD entered 
the list of founded regulatory SNPs in the study. We consid-
ered the input rSNP targets (Korbolina et al., 2018), and any 
gene targeted to these ten GWAS-SNPs (initially from GWAS 
catalog) to be a candidate for mediating the association. Actu-
ally, only one cardio-related SNP out of eighteen was linked 
to more than one target gene: rs3744061 (MFSD11, JMJD6).

Functional annotation of the rSNP targeted genes
We further looked into the target genes to these eighteen 
cardio-vascular risk rSNPs as candidates for mediating the 
effects on CVDs. In our STRING enrichment analysis (Szklar-
czyk et al., 2019), 21 rSNP targeted genes had five predicted 
partners and these were shown significantly enriched in Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) spliceosome 

pathway, two REACTOME pathways (endosomal sorting 
complex required for transport and mRNA splicing) and 
40 Gene Ontology terms including gene expression, RNA 
splicing, regulation of mRNA splicing, regulation of alterna-
tive mRNA splicing via spliceosome, protein transport to 
vacuole involved in ubiquitin-dependent protein catabolic pro-
cess via the multivesicular body sorting pathway; ubiquitin-
dependent protein catabolic process (see Suppl. Table 2 for 
the details of STRING enrichment analysis). Figure 2 shows 
the corresponding protein association network with evidence 
for association between the targets. Such an enrichment indi-
cates that the input proteins are at least partially biologically 
connected as a group. 

The same enriched groups were found by DAVID functional 
annotation tool (Huang D.W. et al., 2008), including mRNA 
splicing and mRNA 3′-splice site recognition, regulation of 
transcription and endosomal transport GO terms (see Suppl. 
Table 3). However, these processes could all be linked to the 
pathological features of CVDs, but the most notable is the 
group of targets that are associated with splicing and alterna-
tive splicing regulation (given in red nodes).

DeFine rSNP prioritization
The DeFine online tool revealed that eight rSNPs had positive 
functional scores meeting the pathogenic potential to enhance 
TF binding, and five – to weaken TF binding (see Suppl. 
Table 4) in the supported K562 cell line. The binding sites of 
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MXRA7
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from curated databases
co-expression
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mRNA splicing
HSA-917729, ESCRT
GO:0043328, protein transport  
and ubiquitin-depended protein catabolic process

Fig. 2. Protein association network for 21 rSNP-targeted genes and 5 gene partners with a functional relevance to cardiovascular risk in STRING.
The network for rSNP targets has been expanded by additional 5 proteins (via the ‘More’ button in the STRING interface and default confidence cut-off). The 
network contains 26 nodes with 24 edges (vs 10 expected edges, the disconnected nodes are hidden); enrichment p-value < 0.001. The legend inset at the right 
shows the various types of evidence for the predicted association and the enriched annotation term for the protein (by different colours of the nodes).
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ten TFs were most strongly altered by 13 rSNPs according to 
DeFine models: TAL1, REST, NR1H2, SP2, RFX5, MXI1, 
PBX2, NFYB, ZNF274 and ZNF263. Nine out of ten of these 
TFs (with the exception of ZNF274) were the proteins with 
antibodies to which the immunoprecipitation was made by 
the original authors (as given in the Supplementary material, 
Korbolina et al., 2018). This would be expected in principle 
when examining certain regulatory regions.

In more detail, rs210962 (GWAS-derived) and rs7920217 
functional variants shared the potential to weaken the binding 
of RE1 silencing transcription factor (REST) to the related 
genomic loci (the DeFine scores of –0.0778 and –0.0888, re-
spectively). rs2270574 and rs8106212 within the GWAS loci 
for CAD and platelet trait, respectively, shared the association 
with SP2 transcription factor, but had the opposite effects on 
TF binding according to DeFine scores (0.05020 to enhance 
and –0.0973 to weaken the binding, respectively). And again, 
two rSNPs shared the effects on TF binding sites for T-cell 
acute leukemia protein 1 (TAL1) in this study: rs140492 within 
the locus for HDL cholesterol (DeFine score 0.0996 to enhance 
the TF binding was counted) and rs10445033 – within GWAS 
locus for red blood cell levels with the DeFine score –0.0891 
to weaken the TF binding. Again, DeFine identified the same 
targeted genes (i. e. SNF8 for rs2270574) with additional po-
tential targets in each rSNP case (ten top candidate genes are 
listed in the DeFine output data, see Suppl. Table 4).

Discussion
As has been mentioned in the Results, we have identified 
eighteen rSNPs with a functional relevance to CVDs that 
matched the GWAS loci for coronary heart and artery disease, 
HLD cholesterol, retinal arteriolar microcirculation, QT in-
terval, red blood cells and platelet cells traits from this study 
(see Suppl. Table 1). The genome position of rSNP coincided 
with that for GWAS-derived SNP for ten identified variants 
out of eighteen. It was an interesting find as this was a rela-
tively large part compared to our previously reported results 
for colorectal cancer (Korbolina et al., 2018) and cognitive 
disorders (Bryzgalov et al., 2018).

What we should like to mention is that a number of truly 
critical processes depend on the blood cells functionality and 
biological activities as has been widely demonstrated. Regard-
ing erythrocytes, these include not only oxygen transport, 
but immune response (Astle et al., 2016), redox homeostasis 
(Kuhn et al., 2017) and regulation of vascular function (Helms 
et al., 2018; Rifkind et al., 2018). Moreover, several ex vivo 
studies on diabetes mellitus identified that red blood cells do 
act to mediate the development of endothelial dysfunction 
and cardiac injury (Yang et al., 2013; Zhou et al., 2018; Per-
now et al., 2019). This means that any qualitative or quantita-  
tive deviations from the physiological ranges may be closely 
linked to the disease (Leal et al., 2018). The data suggest that 
the blood cell count and hematological parameters could be 
useful markers to improve the cardiovascular risk prediction; 
however, they have limited sensitivity (Mozos, 2015; Sam-
man Tahhan et al., 2017; Lassale et al., 2018; Haybar et al., 
2019). Interestingly, it was shown that the level of expression 
of some curated genes may independently aid in the prediction 
of heart failure prognosis when combined with neutrophil-
to-lymphocyte ratio (Wan et al., 2018). The risk for CVDs 

correlates well with platelet traits (Sloan et al., 2015; Vélez, 
García, 2015; Reinthaler et al., 2016; Gill et al., 2018), the 
initiation and progression of CAD in particular (Uysal et al., 
2016). However, some have argued that shared genetic path-
ways linking blood cells with complex pathologies, including 
autoimmune diseases, schizophrenia, and CAD may be non-
causal (Astle et al., 2016).

Still, our current knowledge of splicing regulation and alter-
native splicing in the heart is limited, but splicing analysis has 
emerged as an important line of research for the cardiovascular 
risk. The studies revealed that the regulation of splicing and 
alternative splicing events (reviewed in (van den Hoogenhof et 
al., 2016)) seem to play a causative role in heart development 
and cardiovascular disease. The promising therapeutic targets 
(Rexiati et al., 2018) have already been proposed. There is 
evidence that a significant number of alternate transcripts are 
increased in diseased hearts compared to controls, and can 
be involved in disease. Thus, abnormal splicing of apoptotic 
genes contributes to the pathogenesis of several CVDs in-
cluding dilated and diabetic cardiomyopathy, atherosclerosis 
and heart failure as reviewed in (Dlamini et al., 2015). The 
dysregulation of cardiac splicing factors can also be sufficient 
to affect heart function and lead to disease. Thus, there is 
evidence that the decrease in RNA-binding motif protein 20 
(RBM20) levels may be involved in dilated cardiomyopathy 
by providing input to splicing of at least several known target 
genes (Maatz et al., 2014). In the study, the target gene of the 
rs4360494 functional variant within the GWAS-derived locus 
for pulse pressure is the SF3A3 gene that encodes subunit 3 
of the splicing factor 3a protein heterotrimeric complex. As 
is known, the splicing factor 3a plays an important role in U2 
snRNP biogenesis and thus, pre-mRNA splicing (Krämer et al., 
2005; Huang C.-J. et al., 2011). With respect to other patholo-
gical states, targeting the components of the spliceosome has 
full potential as a strategy for cancer treatment and prognosis 
(Lin, 2017; El Marabti, Younis, 2018; Martinez-Montiel et 
al., 2018). Thus, the data suggest that SF3A3 is involved in 
the p53 activation, the induction of cell cycle arrest and cell 
death in non-small cell lung cancer (Siebring-van Olst et al., 
2017). The SRSF2 gene, encoding another splicing machinery 
component, could be used as a reliable prognostic factor in 
patients with hepatocellular carcinoma (Luo et al., 2017).

The role of endosomal system in the heart functioning and 
cardiovascular disease is described as critical, too (Yang et 
al., 2019), as endosomes contribute to control of cholesterol 
(LDL) plasma levels (Wijers et al., 2018), Ca2+ homeostasis 
and protein trafficking (Curran et al., 2015) and play an im-
portant part in atherosclerosis risk (Cai et al., 2018). However, 
surprisingly little is known regarding the regulation of endo-
some-based protein trafficking in the heart. Thus, our results 
could serve as useful background for further research. Protein 
quality and control and ubiquitin-proteasome system, UPS 
(Gilda et al., 2016; Barac et al., 2017; Gilda, Gomes, 2017; 
Dorsch et al., 2019; Shukla, Rafiq, 2019) have also played an 
essential role in the initiation and progression of CVDs. In 
short, the findings suggest that UPS contributes to structural 
remodeling of the myocardium, ischemia-reperfusion injury 
and myocardial cell loss, important components of progressive 
heart failure. There is evidence for the non-degradative role as 
well, as the ubiquitination was shown to affect the important 
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regulators of signaling pathways including those for the cell 
growth and apoptosis, DNA damage response, the innate im-
mune response, endocytosis, and protein activity (reviewed 
partly in (Gupta et al., 2018)). Given that proteostasis is a dy-
namic multiple-step process involving complex molecular 
machinery, the deregulation at any stage could therefore be 
implicated in a wide variety of outcomes.

When addressing directly the list of targets for our 18 rSNPs 
that are likely relevant to cardiovascular function, a member 
of the VAV gene family – VAV1 is the target of the rs8106212 
variant for platelet distribution. Overall, the VAV proteins 
are known to interact with the receptors on cell surface to 
activate various downstream biological pathways thus lead-
ing to the alterations of transcription. VAV1 is important in 
hematopoiesis, playing a role in T-cell and B-cell development 
and activation (Rodríguez-Fdez, Bustelo, 2019). Another 
candidate, the PIEZO1 gene targeted by rs10445033 is widely 
associated with hereditary human diseases (Alper, 2017) and 
tissue homeostasis (Zhong et al., 2018). The homotetramer 
of the PIEZO1 protein functions as a pore-forming subunit of 
a mechanically activated cation channel and contributes a lot 
to vascular biology and development (Li J. et al., 2014) includ-
ing mechanistic signaling in endothelium (Albarrán-Juárez 
et al., 2018). Some studies suggest that the molecular events 
involved in the development of acute myocardial infarction 
may include MiR-103a microRNA expression in plasma and 
the subsequent regulation of the expression of PIEZO1 pro-
tein (Huang L. et al., 2013). However, the up-regulation of 
Piezo1 was de monstrated in rat model of heart failure (Liang 
et al., 2017).

Since the rSNPs do induce the variation in the gene expres-
sion, the significant rSNPs’ effects on the binding affinity 
of a genomic locus for transcription factors can be a cause 
(Deplancke et al., 2016). There is relative evidence for the 
GWAS loci for complex diseases to be associated with not only 
ultimate changes in gene expression (Gallagher, Chen-Plotkin, 
2018) but with the activity of various TFs (Harley et al., 2018). 
Here, we used the online classifier of variant pathogenicity, 
DeFine (Wang M. et al., 2018), to explore the functional effects 
of 18 rSNPs with the relevance to cardiovascular traits on the 
TF binding sites. DeFine classification approach employs the 
sequence-based deep learning models between the reference 
sequence and the altered sequence centered at the variant. The 
authors have shown that the given tool is capable to identify 
the causal non-coding variants within the reported GWAS loci 
for complex human diseases.

In this study, a significant functional impact on binding 
sites of thirteen TFs, including five genomic positions with 
potentially weakened and eight – with potentially enhanced 
TF binding, was found in K562 cells. Among ten identi-
fied TFs with maximum DeFine functional scores (see Suppl. 
Table 4), four TFs (NFYB, PBX2, SP2 and TAL1) were 
functionally reliable to CVDs when considering well-known 
roles. Thus, TAL1 is the erythroid differentiation factor that 
cooperates with various TFs to regulate hematopoiesis and 
normal differentiation of myeloid cells, and may also con-
tribute to the process of malignant transformation (Vagapova 
et al., 2018). PBX genes encode homeodomain transcription 
factors, that were shown to determine the allele-specific phe-
notypic presentation of heart defects in mice and their loss 

resulted in the insufficient expression of both genes controlling 
the blood vessel widening and narrowing and finally led to 
persistent vasoconstriction by multiple pathways (McCulley 
et al., 2017). NFYB (nuclear transcription factor Y subunit 
beta) is a subunit of a highly conserved trimeric TF that 
binds with high specificity to CCAAT motifs in the promoter 
regions in a variety of genes. Interestingly, the evidence for 
Nf-y, SP family factors (that bind to GC-boxes) and PBX1 to 
cooperate was identified (Suske, 2017; Völkel et al., 2018).

It is important that the regulatory elements of genome, the 
distribution of TF binding sites, and the effects of rSNPs on 
the gene expression can be highly tissue or cell line specific 
(Zhang et al., 2018). But since the tissue samples, in particular 
of the brain and heart, are very difficult to obtain from humans, 
it is not surprising that the approaches to genome-wide identi-
fying of the functional variants were trained and available in 
cells and animal models first. It can be argued that genome-
wide studying of the functional effects of non-coding variants 
on transcription very often relies on the modeling of the cell 
type-specific binding of transcription factors to regulatory ele-
ments of genome. The interest in the field of reliable in silico 
methods is increasing, but there are only a few that have been 
more or less broadly implemented according to PubMed analy-
sis (Wang M. et al., 2018). Moreover, the evidence suggests 
that the performance of different functional prediction tools 
varies by disease phenotype (Anderson, Lassmann, 2018) and 
thus may give contradictory statements.

Overall, to date, using GWAS associations seems the most 
common way to explore the non-coding variants in the terms 
of functionality. Still, a survey from published studies showed 
that this approach helps to interpret just a minor part of thou-
sands of identified rSNPs (Cavalli et al., 2016, 2019). Our 
results suggest that the reported analysis pipeline integrating 
the datasets from 1000 Genomes Project may serve as a gene-
ral framework for future research and would eventually lead 
to investigation of novel functional variants within significant 
GWAS loci that confer human disease risk. Considering our 
previously obtained data for colorectal cancer (Korbolina et 
al., 2018) and a number of cognitive disorders (Bryzgalov et 
al., 2018), we have more evidence for the precise regulation 
of splicing mechanisms and alternative splicing to be among 
the key mechanisms underlying the effects of non-coding 
genetic variation on the phenotype including various patho-
logical conditions.

Conclusions
Overall using GWAS associations seems the most commonly 
used way to explore the non-coding variants in the terms of 
functionality to date. Still, a survey from published studies 
showed that this approach helps to interpret just a minor part of 
thousands of identified rSNPs (Cavalli et al., 2016, 2019). Our 
results suggest that the reported analysis pipeline integrating 
the datasets from 1000 Genomes Project may serve as a gene-
ral framework for future research and would eventually lead 
to investigation of novel functional variants within significant 
GWAS loci that confer human disease risk. In consideration of 
our previously obtained data for colorectal cancer (Korbolina 
et al., 2018) and a number of cognitive disorders (Bryzgalov 
et al., 2018), we have got another evidence for the precise 
regulation of splicing mechanisms and alternative splicing to 
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be among the key mechanisms underlying the effects of non-
coding genetic variation on the phenotype including various 
pathological conditions.
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Аннотация. В статье рассматривается система зеленых микроводорослей рода Micractinium, построенная на 
основании морфологических, физиологических, экологических и молекулярно-генетических данных. Обсуж-
даются главные диагностические признаки видов, а также систематическое положение некоторых таксонов. 
Филогенетический анализ показал, что род Micractinium характеризуется достаточно высоким криптическим 
разнообразием. Используемые алгоритмы разграничения видов имели различные результаты по количеству 
выделенных кластеров потенциально видового уровня. Метод ABGD, основанный на дистанциях, является ме-
нее «чувствительным». Алгоритмы GMYC и PTP, анализирующие топологию филогенетического дерева, более 
реалистично отражают систематику рода Micractinium и служат эффективными вспомогательными инструмен-
тами для разграничения видов. Кластеризация, полученная двумя последними методами, хорошо согласуется 
с морфологическими (размеры и форма клеток, способность формировать колонии, продуцирование щети-
нок, тип хлоропласта), физиологическими (потребность в витаминах, реакция на воздействие высоких и низ-
ких температур), молекулярно-генетическими (наличие интронов и их длина, уровень генетических различий, 
наличие компенсаторных замен (СВС) или характерных особенностей вторичной структуры в ITS1 и ITS2) и 
экологическими признаками (среда обитания). Показана полифилетичность типового вида рода M. pusillum, а 
также M. belenophorum. Интрон был эффективен как вспомогательный инструмент для разграничения видов, 
однако результаты анализа интронов необходимо учитывать в совокупности с другими признаками. Приме-
нение СВС-подхода, базирующегося на поиске компенсаторных замен в консервативных регионах ITS2, было 
успешным только для отграничения криптических видов от «истинных» представителей M. pusillum. При раз-
граничении видов эффективнее учитывать все СВС в ITS1 и ITS2 и анализировать характерные структурные 
различия (молекулярные подписи) во вторичной структуре внутренних транскрибируемых спейсеров. Ана-
лиз генетических дистанций нуклеотидных последовательностей 18S–ITS1–5.8S–ITS2 показал, что внутриви-
довые различия у представителей рода колебались в пределах 0−0.5 %, межвидовые – 0.6–4.7 %. Благодаря 
полифазному подходу удалось охарактеризовать 29 кластеров и филогенетических линий видового уровня в 
рамках рода Micractinium и выдвинуть предположения о видах внутри выделенных групп.
Ключевые слова: зеленые микроводоросли; ABGD; GMYC; PTP; морфология; экология; филогения; фрагмент 
18S−ITS1−5.8S−ITS2.
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Abstract. In this article, the system of the green microalgal genus Micractinium, based on morphological, physio-
logical, ecological and molecular data, is considered. The main diagnostic species characteristics and the taxonomic 
placement of some taxa are also discussed. Phylogenetic analysis showed that the genus Micractinium is characte-
rized by high cryptic diversity. The algorithms used for species delimitation had different results on the number of 
potentially species-level clusters allocated. The ABGD method was less “sensitive”. The tree-based approaches GMYC 
and PTP showed a more feasible taxonomy of the genus Micractinium, being an effective additional tool for distin-
guishing species. The clustering obtained by the latter two methods is in good congruence with morphological (cell 
size and shape, ability to form colonies, production of bristles, chloroplast type), physiological (vitamin requirements, 
reaction to high and low temperatures), molecular (presence of introns, level of genetic differences, presence of CBCs 
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or special features of the secondary structure in ITS1 and ITS2) and ecological characteristics (habitat). The polyphyly 
of the holotype of the genus M. pusillum as well as M. belenophorum is shown. The intron was effective as an ad-
ditional tool for distinguishing species, and the results of the intron analysis should be taken into account together 
with other characteristics. The CBC approach, based on the search for compensatory base changes in conservative 
ITS2 regions, was successful only for distinguishing cryptic species from “true” members of M. pusillum. Therefore, to 
distinguish species, it is more effective to take into account all the CBC in ITS1 and ITS2 and analyze characteristic 
structural differences (molecular signatures) in the secondary structure of internal transcribed spacers. The genetic 
distances analysis of 18S–ITS1–5.8S–ITS2 nucleotide sequences showed that intraspecific differences in the genus 
ranged from 0 to 0.5 % and interspecific differences, from 0.6 to 4.7 %. Due to the polyphasic approach, it was pos-
sible to characterize 29 clusters and phylogenetic lines at the species level within the genus Micractinium and to 
make assumptions about the species.
Key words: green microalgae; ABGD; GMYC; PTP; species delimitation; morphology; ecology; phylogeny; 18S−ITS1− 
5.8S–ITS2 fragment.

For citation: Krivina E.S., Temraleeva A.D., Bukin Yu.S. Species delimitation and microalgal cryptic diversity analysis of 
the genus Micractinium (Chlorophyta). Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 
2022;26(1):74-85. DOI 10.18699/VJGB-22-11

Введение
Род Micractinium был описан G. Fresenius в 1858 г. и от-
несен к семейству Micractiniaceae. Долгое время счита-
лось, что данный род включает только микроводоросли, 
которые, в отличие от рода Chlorella и прочих «маленьких 
зеленых шариков», формируют колонии и имеют щетинки, 
состоящие из белка, лишенные целлюлозных волокон 
и развивающиеся после образования клеточной стенки 
(Schnepf et al., 1980). Видовые различия основывались на 
незначительных изменениях в формировании колоний, а 
также длины и количества щетинок.

В результате филогенетического анализа последователь
ностей гена 18S рРНК M. Wolf с коллегами (Wolf et al., 
2003) показали, что штаммы рода Micractinium входят 
в класс Trebouxiophyceae и тесно связаны с родом Chlo
rella Beijerinck. Позже было установлено (Luo et al., 2005, 
2006), что формирование колоний и продуцирование 
щетинок нередко являются реакцией на так называемую 
пастбищную нагрузку со стороны альгофагов (в первую 
очередь коловраток и инфузорий); в этой работе высказано 
также предположение о полифилетичности типового вида 
рода – M. pusillum. T. Pröschold с соавторами (Pröschold 
et al., 2010) по данным молекулярногенетических иссле
дований доказали, что род Diacanthos с его типовым ви-
дом D. belenophorus является частью рода Micractinium. 
Обобщив результаты молекулярногенетического, морфо
логического и онтогенетического анализов, исследователи 
предложили новую концепцию клады Chlorella, в соответ-
ствии с которой род Micractinium был перенесен в семей-
ство Chlorellaceae (Wolf et al., 2003; Krienitz et al., 2004; 
Fawley et al., 2005; Luo et al., 2010; Pröschold et al., 2010).

В настоящее время в составе рода Micractinium насчи-
тывается 20 видов микроводорослей. Однако фрагмент 
18S–ITS1–5.8S–ITS2 секвенирован только для 9 видов, 
среди которых встречаются как микроводоросли с клас
сическим Micractiniumподобным морфотипом, т. е. фор
мирующие колонии и продуцирующие щетинки, так и 
организмы, имеющую типичную Chlorellaподобную мор
фологию (например, M. singularis, M. variabile, M. simp
li cissimum, M. inermum, M. tetrahymenae), у которых в 
стандартных условиях клетки одиночные, а щетинки от
сутствуют (Hoshina, Fujiwara, 2013; Chae et al., 2019; Prös
chold et al., 2020).

Представители рода Micractinium широко распростра-
нены в различных биотопах, в том числе в пресноводных 
и солоноватоводных водоемах, горячих источниках и в 
холодных водах Антарктиды, при температурах от нуля 
и выше 70 °С (Hoshina, Fujiwara, 2013; Onay et al., 2014; 
Adar et al., 2016; Chae et al., 2019). Они играют важную 
роль в жизни экосистем, активно участвуя в процессах 
фотосинтеза органических веществ и фотосинтетической 
аэрации, а также естественного самоочищения водоема 
путем аккумуляции, трансформации и минерализации 
поллютантов (Вайшля, Кулятов, 2011; Mehrabadi et al., 
2017). Данные микроводоросли активно используются 
для производства кормов для животных, пищевых доба-
вок и для очистки сточных вод (Lipstein, Hurwitz, 1983; 
Onay et al., 2014; Mehrabadi et al., 2017). Кроме того, не-
которые виды рода Micractinium признаны подходящим 
сырьем для биотоплива изза высокой скорости роста в 
сочетании с высоким содержанием липидов (Onay et al., 
2014; Adar et al., 2016). В настоящее время значительный 
интерес для биотехнологии представляют термофильные 
и криотолерантные микроводоросли рода Micractinium, 
которые способны накапливать липиды или другие цен-
ные вещества (Onay et al., 2014; Adar et al., 2016; Chae et 
al., 2021). Точная видовая идентификация в этом случае 
становится первоочередной задачей, поскольку экологиче-
ская пластичность видов к абиотическим факторам среды 
может существенно варьировать не только в рамках всего 
рода, но и между близкородственными видами (Onay et 
al., 2014; Chae et al., 2021).

Цель нашей работы заключалась в комплексном ис-
следовании представителей рода Micractinium, включая 
новые штаммы Альгологической коллекции Института 
физикохимических и биологических проблем почво-
ведения РАН (ИФХиБПП РАН) – Algal Collection of Soil 
Science Institute (ACSSI), для надежного разграничения 
близкородственных таксонов на уровне вида. Впервые 
для всех описанных видов Micractinium были обобще
ны морфологические, физиологические и экологические 
ха рактеристики, рассмотрены результаты филогенетиче-
ского анализа фрагмента 18S–ITS1–5.8S–ITS2, включая 
наличие интронов и их характеристики, значения генети-
ческих дистанций, оценены различия во вторичных струк-
турах спейсеров ITS1 и ITS2, в том числе присутствие 
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компенсаторных замен (CBC) и структурные отличия, а 
также определены видовые границы с помощью методов 
GMYC, PTP и ABGD. На основании полифазного подхода 
выдвинуты предположения о критериях разделения видов 
внутри рода.

Материалы и методы
Объектами исследования стали описанные и депони-
рованные в GenBank генетические последовательности 
штаммов, принадлежащих роду Micractinium, а также 
шесть новых штаммов микроводорослей коллекции 
ACSSI. Штаммы ACSSI 198, ACSSI 287 и ACSSI 345 
были изолированы из воды с поверхностного горизонта 
пелагической зоны оз. Прудовиков (53°31′44.4″ с. ш., 
49°30′58.0″ в. д., г. Тольятти, Самарская область, Россия), 
ACSSI 343 и ACSSI 344 – из воды с поверхностного гори-
зонта пелагической зоны и зарослей макрофитов оз. Боль-
шое Васильевское соответственно (53°32′45.2″ с. ш., 
49°32′02.0″ в. д., Тольятти, Самарская область, Россия). 
Штамм ACSSI 332 (= IPPAS C16) является субкультурой 
Коллекции микроводорослей и цианобактерий IPPAS и 
изолирован из горячих источников на Чукотском полу-
острове.

Изоляция и культивирование новых штаммов. 
Каплю озерной воды без предварительной фильтрации 
наносили на твердую среду BG11 с азотом (1 % агар, 
pH = 7.2) и далее многократно пересевали отдельные коло-
нии. Полученные изоляты культивировали в климатостате 
при стандартных условиях (температура +23…+25 °С, 
свет 60–75 мкмоль фотонов/(м2 · с), фотопериод 12 ч).

Микроскопия. Морфологию и жизненный цикл ука
занных штаммов изучали методами световой микроско
пии (светлое поле и интерференционный контраст) с 
помощью микроскопов Leica DM750 и Carl Zeiss Axio 
Scope A1 (Германия) в ЦКП ИФХиБПП РАН. Результаты 
наблюдений документированы рабочими рисунками и 
фотографиями, снятыми с помощью цветных цифровых 
камер «Видеозавр» (Россия) и Carl Zeiss MRc 5 (Герма-
ния). Сроки наблюдения составили от 2 недель до 12 меся-
цев. Для определения границ варьирования морфологиче-
ских признаков были проанализированы характеристики 
200 вегетативных клеток каждого штамма. 

Выделение, амплификация, очистка и секвенирова
ние ДНК. Суммарную ДНК из штаммов выделяли с по
мощью колоночного набора DNeasy Plant Mini Kit (Qia
gen, США), следуя протоколу производителя. Для ам-
плификации использовали готовую смесь Screen MixHS 
(«Евроген», Россия). Праймеры для ПЦР генов 18S и 5.8S 
рРНК и спейсеров ITS1, ITS2 и условия амплификации 
приведены в работе (Krivina, Temraleeva, 2020). Детекцию 
целевых ПЦРпродуктов проводили электрофоретически  
в 1 % агарозном геле. Для дальнейшей очистки ампли
ко нов из геля применяли набор Cleanup Standard («Евро
ген»). Секвенирование нуклеотидных последовательно-
стей осуществляли на базе ЗАО «Синтол» (Россия).

Молекулярнофилогенетический анализ. Для ана
лиза филогении и уточнения таксономического положе
ния исследуемых штаммов был выполнен поиск гомоло
гии нуклеотидных последовательностей 18S–ITS1–5.8S–
ITS2 по алгоритму BLASTn в GenBank (https://blast.ncbi.

nlm.nih.gov). Отбор последовательностей осуществляли 
исходя из критериев максимального родства (сходство 
≥ 95 %), качества прочтения, длины прочтения (не менее 
2300 п. н.) и принадлежности к типовым видам и аутен-
тичным штаммам. В состав выборки для филогенети-
ческого анализа вошли 59 штаммов. Названия таксонов 
приведены согласно Международной электронной базе 
данных AlgaeBase (Guiry M.D., Guiry G.M., 2021). В про-
грамме BioEdit по алгоритму ClustalW было выполнено 
множественное выравнивание. Реконструированное мето-
дом мак симального правдоподобия (ML) в программе IQ
TREE (с оценкой достоверности топологии сверхбыстрым 
бутстрепанализом и тестированием эволюционной моде-
ли с помощью AIC критерия) филогенетическое дерево 
было использовано для разграничения видов с помощью 
алгоритма Poisson tree processes (PTP) на онлайнсервере 
https://species.hits.org/.

Для разграничения видов в массиве данных применя
ли метод автоматического поиска межвидового пробела/
раз рыва (gap) в генетических дистанциях (automatic bar
code gap discovery, ABGD) (Puillandre et al., 2012) на он
лайнсервере https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/. Для 
анализа ABGD использовалась матрица генетических 
дистанций, рассчитанная по методу максимального прав
доподобия в программе IQTREE. При ABGD методе 
результаты анализировались как в режиме начального 
разделения (initial partition), так и в режиме рекурсивного 
разделения (recursive partition). Третьим методом была 
обобщенная смешанная модель Юла с учетом целостно
сти видов (general mixed Yule coalescent model, GMYC) 
(Fu jisawa, Barraclough, 2013), реализованная в пакете 
‘splits’ для языка программирования R v. 3.4.4 (https://
www.Rproject.org/). Для GMYC анализа использовалось 
ультраметрическое дерево, реконструированное в про-
грамме BEAST v. 1.10.4.

Реконструкция дерева в BEAST проводилась по четы-
рем видообразовательным моделям: модель видообразо
вания Юла (Yule speciation model) (Aldous, 2001) со стро 
гими молекулярными часами; модель видообразования 
Юла с расслабленными молекулярными часами со скоро-
стями эволюции, распределенными по логнормальному 
распределению; модель видообразования рождения–ги
бели видов (birthdeath speciation model) (Lambert, Stad ler, 
2013) со строгими молекулярными часами; модель видо-
образования рождения–гибели видов с расслабленными 
молекулярными часами со скоростями эволюции, распре-
деленными по логнормальному распределению. Выбор 
лучшей видообразовательной модели осуществляли с по
мощью сравнения значений маргинального правдоподо
бия, рассчитанных методом последовательного семпли-
рования (path sampling analysis) (Lartillot, Philippe, 2006) 
в программе BEAST v. 1.10.4. При реконструкции дерева 
в программе BEAST задавалось 50 000 000 генераций для 
Марковских цепей и 250 000 генераций Марковских цепей 
и 200 шагов для расчета маргинального правдоподобия. 
При данных параметрах все значения ESS статистики – 
показателя сходимости BEAST анализа – были более 200. 
Для визуализации результатов использовалось ультрамет
рическое байесовское филогенетическое дерево. Вы бор
ка деревьев сверхбыстрого бутстрепанализа, полученная 
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https://species.h-its.org/
https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/
https://www.R-project.org/
https://www.R-project.org/
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в программе IQTREE, была совмещена с то пологией 
байесовского ультраметрического дерева для расчета 
бутстрепподдержек методом максимального правдопо-
добия (сверхбыстрый бутстрепанализ). Таким образом, 
поддержка топологии ультраметрического байе совского 
дерева была оценена байесовским методом с помощью 
апостериорных вероятностей и бутстрепанализа. Для рас-
чета бутстрепподдержек применяли ранее разработанный 
нами алгоритм (Temraleeva et al., 2018), реализованный 
с помощью функций пакета APE (Paradis et al., 2004) для 
языка программирования R v. 3.4.4. В качестве внешней 
группы при филогенетических реконструкциях выбрали 
представителя сестринского рода Chlorella (Trebouxio
phyceae, Chlorophyta) – C. vulgaris. Распределения ге-
нетических дистанций были визуализированы в виде 
гистограммы в среде статистического программирования 
R v. 3.4.4. 

Генетические различия между нуклеотидными после
довательностями охарактеризовали с помощью генетиче-
ских дистанций (K2P дистанций), которые вычислялись 
в программе MEGA 6.0. Боксплот генетических дистан
ций построен в среде статистического программирования 
R v. 3.4.4 (https://www.Rproject.org/). Для сравнения то-
пологии деревьев использовали данные статей (Krienitz 
et al., 2004; Luo et al., 2006; Hoshina et al., 2010, 2017; 
Pröschold et al., 2010, 2011, 2020; Bock et al., 2011; Hoshina, 
Nakada, 2018).

Фолдинг ITS1 и ITS2 проводили с помощью вебсерве
ра RNAfold web server (http://rna.tbi.univie.ac.at//cgibin/
RNAWebSuite/RNAfold.cgi) в соответствии с принципом 
минимальной энергии. При оценке правильности пред-
сказания вторичной структуры ITS1 и ITS2 ориентирова
лись на работы А. Coleman (2015) и L. Caisová с соавто-
рами (Caisová et al., 2013) соответственно. Сравнение 
вторичной структуры спейсеров между штаммами, поиск 
консервативных мотивов и компенсаторных замен (CBC) 
осуществляли в программе 4SALE (Seibel et al., 2008). 
При анализе ITS2 для разделения видов особое внимание 
уделено подхо ду sensu А. Coleman (2000, 2015), согласно 
которому нали чие даже одной CBC в консервативных 
регионах ITS2 (5 п. н. шпильки I, 10 п. н. шпильки II, 
вся шпилька III) у двух микроводорослей коррелирует 
с их половой не совместимостью. Вторичные структуры 
спейсеров визуа лизированы в программе PseudoViewer3.

Статистический анализ различных признаков пред
ставителей рода Micractinium. Для сравнительного ана
лиза признаки штаммов были закодированы в виде би-
нарных векторов. Длина бинарного вектора была равна 
количеству его возможных состояний, при этом каждый 
элемент соответствовал определенному состоянию. Для 
анализируемых штаммов в позиции, соответствующей 
состоянию признака, записывалась 1, остальные элементы 
имели значение 0. Все бинарные векторы, определяющие 
состояния каждого из признаков для всех исследуемых 
штаммов, были сведены в единую таблицу. В анализе ис  
пользовались штаммы, для которых были известны со
стояния 80 % рассматриваемых признаков и более, осталь-
ные штаммы исключались из анализа.

На основе бинарной таблицы состояний признаков была 
проведена визуализация сходства и различия штаммов с 

помощью многомерного шкалирования, для которого ис-
пользовалась матрица дистанций Жаккарда (единица ми-
нус доля общих ненулевых состояний в общем количестве 
ненулевых состояний у двух сравниваемых штаммов). При 
расчете для каждой пары штаммов исключались признаки, 
не определенные для одного из штаммов. Значимость при-
знака в общем распределении дистанций между штамма-
ми определяли с помощью теста Мантела (Mantel, 1967)  
на базе коэффициента корреляции Пирсона; достовер
ность корреляции устанавливали перестановочным тес
том (10 000 перестановок). При проведении теста Мантела 
сопоставляли общую матрицу дистанций Жаккарда с 
матрицами дистанций, рассчитанными для каждого при-
знака в отдельности. Чем выше значение коэффициента 
корреляции Пирсона для рассматриваемого признака, 
тем больший вклад он вносит в разделение штаммов. Все 
расчеты выполнены с помощью функций пакета ‘vegan’ 
(Dixon, 2003) для языка программирования R.

Результаты
Морфология штаммов ACSSI. Все изученные штаммы 
имели Chlorellaподобный морфотип: клетки одиночные, 
шаровидной формы, не продуцируют щетинки. Размеры 
вегетативных клеток ACSSI 343, ACSSI 344 и ACSSI 345 
были выше, чем ACSSI 198, ACSSI 287 и ACSSI 332 
(табл. 1).

Хлоропласт пристенный, преимущественно чаше-
видный. Однако у штаммов ACSSI 343, ACSSI 344 и 
ACSSI 345 во взрослых клетках встречается блюдцевид
ный хлоропласт (~20 %) и полый шаровидный с отвер
стием (~20 %). Пиреноид один, шаровидный или широко-
овальный с сегментированной крахмальной обверткой. 
У всех штаммов наблюдали бесполое размножение с по  
мощью автоспор. У штаммов ACSSI 343, ACSSI 344 и 
ACSSI 345 их количество варьировало от 2 до 8. У штам-
мов ACSSI 198, ACSSI 287 отмечалось, как правило, 
2–4 автоспоры (редко 8), тогда как у ACSSI 332 – не бо
лее 4 автоспор. Исходя из морфологических характери-
стик, исследуемые штаммы изначально были отнесены 
к роду Chlorella.

Филогенетический анализ. Лучшей моделью эво-
люции ДНК для исследуемого набора нуклеотидных 
последовательностей (18S–ITS1–5.8S–ITS2) считается 
GTR + I + G (AIC = 38198.0101), которая использовалась 
во всех дальнейших расчетах. Результаты path sampling 
анализа показали, что оптимальной моделью для рекон-

Таблица 1. Размеры вегетативных клеток  
исследуемых штаммов

Штамм Размер, мкм

средний мини- 
мальный

макси- 
мальный

ACSSI 198, ACSSI 287 4.3 ± 1.08* 2.2 6.2

ACSSI 343, ACSSI 344, ACSSI 345 5.7 ± 1.61 3.2 10.5

ACSSI 332 4.4 ± 1.04 2.5 6.1

Примечание. Для каждого штамма проведено 200 измерений.
* Указано стандартное отклонение.

https://www.R-project.org/
http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
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Species delimitation and microalgal cryptic diversity 
analysis of the genus Micractinium (Chlorophyta)

струкции филогенетического дерева байесовским мето 
дом в программе BEAST является модель видообразо
вания рождения–гибели видов с расслабленными моле-
кулярными часами со скоростями эволюции, распреде-
ленными по логнормальному распределению (наимень
шее значение показателя маргинального правдоподобия  
Ln(L) = –18996.049). Филогенетическое дерево, рекон-
струированное по этой видообразовательной модели, ис-
пользовалось для дальнейшего анализа. Принципиальных 
отличий топологии BEAST дерева (рис. 1) от топологии 
IQTREE (Прил. 1)1 в узлах с высокой поддержкой не 
выявлено.

По итогам анализа все шесть штаммов принадлежа-
ли роду Micractinium (см. рис. 1). Штаммы ACSSI 343, 
1 Приложения 1 и 2 см. по адресу: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2022-26/appx1.pdf

ACSSI 344 и ACSSI 345 с высокими статистическими 
поддержками (апостериорные вероятности PP = 0.89, бут-
стрепзначения BP = 84 %) объединяются с одноклеточ-
ными, не продуцирующими щетинки видами M. simplicis
simum, M. variabile, M. singularis и штаммом СCAP 211/79.  
Сестринским к ним стал M. inermum (PP = 1.00, BP = 
= 100 %). Уровень генетических различий между штам-
мами ACSSI 343, ACSSI 344, ACSSI 345 и сестринскими 
кластерами составлял 0.7–0.9 %. Штамм ACSSI 332 с 
максимальными статистическими поддержками класте-
ризовался с Chlorellaподобными штаммами TvB, SH, 
CCAP 211/92, ehime, IC80. Сестринскими филогенети-
ческими линиями к данному кластеру являются неверно 
идентифицированная Pseudochlorella pringsheimii и 
M. tet ra hymenae (PP = 0.99–1.00, BP = 98–100 %). Штамм 
ACSSI 332 в составе гена 18S рРНК, в отличие от TvB, SH, 

M. simplicissimum KSF0114 (MN414467)
M. simplicissimum KSF0127 (MN414471)
M. simplicissimum KSF0100 (MN414472)
M. simplicissimum KSF0112* (MN414470)
M. simplicissimum KNUA029 (KM243319; KM243321)
M. variabile KNUA034 (KM243325; KM243327)
M. variabile KSF0085* (MN414468)
M. singularis KSF0094* (MN414469)
Micractinium sp. ACSSI 345 (MW939913)
Micractinium sp. ACSSI 343 (MW939911)
Micractinium sp. ACSSI 344 (MW939912)
‘Chlorella vulgaris’  CCAP 211/79 (FR865683)
Chlorella-like algae voucher HS26 (KU641127)
M. inermum NLP-F014 (KF597304)
M. inermum NIES 2171* (JX889641)
M. inermum (KM114868)
Micractinium sp. CCAP 231/1 (FM205878)
Uncultured Chlorophyta clone PA2009C7 (HQ191364)
Micractinium sp. SH (KM820919)
Micractinium sp. CCAP 211/92 (FM205863)
Micractinium sp. TvB (KM820917)
Micractinium sp. ehime (JX889639)
Micractinium sp. ACSSI 332 (MT784118)
Micractinium sp. IC-76 (MF629793)
‘Pseudochlorella pringsheimii’  (KY364701)
M. tetrahymenae SAG 2587* (LT605003)
M. conductrix EdL_Cl1_MAF (KF887344; KF887345)
M. conductrix CCAP 211/83 (FM205852)
M. conductrix SW1-ZK (AB437244)
Uncultured Micractinium PB-SW1 (AB206547)
M. conductrix SAG 241.80* (FM205851)
Uncultured Micractinium specimen_voucher 1660/12 (AB260894)
Micractinium sp. KNUA032 (KM243322; KM243324)
Micractinium sp. ACSSI 198 (MK235183; MT010393)
Micractinium sp. ACSSI 287 (MT780113)
‘Chlorella sp.’  CCAP 211/86 (GQ487242)
Micractinium sp. CCAP 211/11F (FM205877)
Micractinium sp. CCAP 248/4 (FM205868)
M. pusillum (T) CCAP 248/5* (FM205836)
M. pusillum CCAP 248/11 (FM205867)
M. pusillum NIES-151 (JX889642)
M. pusillum CCAP 248/6 (FM205872)
M. pusillum SAG 13.81 (FM205866)
M. pusillum CCAP 248/1 (FM205874)
M. pusillum CCAP 248/3 (FM205875)
M. pusillum SAG 72.80 (FM205837)
M. pusillum SAG 48.93 (FM205838)
Micractinium sp. CCAP 248/7 (FM205835)
Micractinium sp. (FM205865)
M. bornhemiense NIES 455* (JX889640)
Micractinium sp. NIES-4129 (LC331856; LC331857)
‘Chlorella luteoviridis’  CCAP 211/5B (FR865678)
Micractinium sp. CCAP 248/2 (FM205876)
Micractinium sp. FBA L404 (FR 865695)
Micractinium sp. CCAP 248/14 (FM205881)
Micractinium sp. GB1k (AB917105)
M. belenophorum CCAP 271/1 (FM205880)
M. belenophorum SAG 42.98* (FM205879)

C. vulgatis (T) SAG 211-11b* (FM205832)
M. belenophorum
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M. pusillum_2

M. pusillum_1
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M. tetrahymenae

M. inermum

M. singularis
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MOTU1

MOTU2

MOTU3
MOTU4

MOTU6

MOTU7

MOTU8

MOTU9
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MOTU12
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MOTU19
MOTU20
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0.84/–

0.97/73
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1.00/100
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1.00/100
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Рис. 1. Укорененное ультраметрическое филогенетическое дерево зеленых микроводорослей рода Micractinium, построенное методом Байе-
са (BI) на основе последовательностей генов 18S и 5.8S рРНК и спейсеров ITS1 и ITS2 (2546 п. н.).
В качестве статистической поддержки узлов дерева указаны апостериорные вероятности (PP) и бутстреп-значения (BP); значения PP < 0.7 и BP < 70 % не 
показаны. Модель нуклеотидных замен – GTR + I + G. Жирным шрифтом выделены штаммы ACSSI; звездочкой отмечены аутентичные штаммы; (T) – типо-
вой вид. Прямоугольниками обозначена кластеризация различными методами разграничения видов: серый цвет – ABGD, белый – PTP, черный – GMYC.

http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2022-26/appx1.pdf
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2022-26/appx1.pdf
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CCAP 211/92, не имеет интрона. Генетические дистанции 
между ним и штаммами TvB, SH, CCAP 211/92, ehime, 
IC80 варьировали в диапазоне 0.1–0.5 %, с линиями 
P. pringsheimii и M. tetrahymenae – 1.1–1.2 %. M. conduc
trix и штамм KNUA032 с Chlorellaподобным морфоти 
 пом (статистические поддержки максимальны) – сест
ринские к штаммам ACSSI 198, 287. Уровень генетиче
ских различий находился в диапазоне от 0.7 до 1.3 %. 

Вторичная структура ITS1 и ITS2. Длина ITS1 изуча-
емых штаммов составляла 238–267 н., ITS2 – 242–243 н. 
Вторичные структуры ITS1 и ITS2 в целом соответство-
вали моделям, предложенным A. Coleman (2000, 2015) 
для эукариотических организмов. Штаммы ACSSI 343, 
ACSSI 344 и ACSSI 345 имели 1 CBC в шпильке III ITS1 
по сравнению с M. inermum, 1 СВС в консервативном 
регионе шпильки II и 1 CBC в вариабельной шпильке IV 
ITS2 по сравнению с M. simplicissimum. Штаммы ACSSI 
332, 198, 287 не имели CBC по сравнению с сестрински-
ми видами. Однако штаммы ACSSI 198, 287 отличались 
от M. conductrix структурой шпильки II ITS2. Мисматч в 
ее верхней части у штаммов ACSSI 198, 287 состоял из 
четырех неспаренных нуклеотидов, а у M. conductrix – из 
десяти.

Разграничение видов. Дистанционный метод разгра-
ничения видов ABGD выделил в составе рода Micracti
nium 18 MOTU (операционных таксономических единиц) 
видового уровня, не считая внешнюю группу. ABGD 
дистанция разделения видов при попарном сравнении 
последовательностей равнялась 0.032 (рис. 2). Результаты 
ABGD анализа в диапазоне дистанций разделения видов 
по вариантам алгоритма начального разделения (initial 
par tition) и рекурсивного разделения (recursive partition) 
совпали друг с другом.

С помощью метода GMYC было выделено наибольшее 
количество кластеров видового уровня – 33 (дистанция 
разделения видов 0.0015). Статистическая поддержка ре
зультатов разграничения P = 1.07493e–07 < 0.05, следо-

вательно, в массиве достаточно данных для получения 
достоверных результатов. С помощью метода PTP выде-
лено 30 видов, что близко к результатам метода GMYC. 
Результаты разграничения видов методами ABGD, GMYС 
и PTP приведены на филогенетическом дереве (см. рис. 1). 
Все кластеры видового уровня, выделенные указанны
ми методами, имеют высокие статистические поддержки 
(PP = 0.95–1.00, BP = 90–100 %).

Многомерное шкалирование. Для уточнения таксо-
номического статуса мы соотнесли MOTU, выделенные 
алгоритмом GMYC, с их морфологическими, физиоло
гическими, экологическими и молекулярногенетически-
ми характеристиками (Прил. 2). Отметим, что при про
ведении многомерного шкалирования из генетических 
характеристик учитывали только наличие интрона, тогда 
как остальные параметры обсуждаем отдельно. По резуль-
татам анализа исследованные MOTU были разделены на 
две группы (рис. 3).

Группа 1 объединяла штаммы с одиночными клетками, 
не продуцирующие щетинки. Внутри нее только пред-
ставители MOTU5_1 и MOTU5_2 объединялись в одну 
подгруппу. Остальные виды/MOTU имели уникальное 
положение. Отдельно отметим, что исследуемые штаммы 
ACSSI 343, ACSSI 344, ACSSI 345 (MOTU1) и штаммы 
ACSSI 198, ACSSI 287 (MOTU8) не формировали одно
го комплекса видами, родственными согласно резуль-
татам филогенетического анализа. Штамм ACSSI 332 
и IC80 (MOTU5_4) локализованы рядом со штаммом 
ehime (MOTU5_3), тогда как представители MOTU5_1, 
MOTU5_2 несколько удалены.

Все штаммы группы 2, напротив, имеют щетинки и, 
как правило, образуют колонии. Штаммы, изначально 
идентифицированные как M. pusillum, образовали еди-
ную группу. Остальные виды были весьма удалены друг 
от друга. Промежуточное положение между группами 
занимает M. variabile, у которого лишь часть популя-
ции способна в присутствии альгофагов продуцировать 

Ча
ст

от
а 

вс
тр

еч
ае

м
ос

ти

0.050 0.10 0.15 0.20 0.25

150

100

50

0

Генетическая дистанция (GTR+I+G, метод максимального правдоподобия в IQ-TREE)

ABGD дистанция  
разделения видов = 0.032

Рис. 2. Распределение генетических дистанций между представителями рода Micractinium.
Показана граница разделения видов, определенная методом ABGD.
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щетинки и формировать колонии. Согласно результатам 
теста Мантела, помимо способности продуцировать ще-
тинки и формировать колонии, значимыми признаками 
при разграничении MOTU считались тип хлоропласта, 
количество интронов, тип размножения, максимальный 
размер клеток и их форма, образ жизни (табл. 2). 

Обсуждение
Метод ABGD, основанный на анализе матриц генетиче-
ских дистанций, по сравнению с другими методами выде-
лил наименьшее количество MOTU видового уров ня при 
наибольшей дистанции их разделения. Это согла суется с 
исследованиями S. Zou с коллегами (Zou et al., 2016a, b), 
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Рис. 3. Диаграмма рассеяния точек (MOTU) в пространстве двух координат многомерного шкалирования, постро-
енная на основе сходства и различия штаммов по совокупности признаков.

Таблица 2. Результаты теста Мантела 

Признак Кодировка  
признака

Значение коэффициента 
корреляции Пирсона

p-значение перестановочного теста  
для оценки достоверности значения  
коэффициента корреляции

Способность продуцировать щетинки B 0.56 0.0001

Форма (одиночные клетки или колонии) A 0.50 0.0001

Тип хлоропласта E 0.45 0.0001

Количество интронов J 0.38 0.0001

Тип размножения F 0.37 0.0002

Максимальный размер клеток D 0.36 0.0002

Форма клеток C 0.35 0.0004

Образ жизни H 0.32 0.0003

Потребность в витаминах группы B G 0.19 0.087

Отношение к температуре I 0.12 0.13

Примечание. Признаки с достоверной значимостью выделены жирным шрифтом.
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которые также отмечали более низкую чувствительность 
данного метода. Алгоритмы GMYC и PTP, использующие 
в качестве исходных данных филогенетические деревья, 
способны фиксировать особенности генетической дивер-
генции между штаммами, выделяют большее количество 
предполагаемых видов и лучше согласуются с совре-
менной концепцией рода Micractinium. Для уточнения 
таксономического статуса MOTU результаты алгоритма 
GMYC, который выявил максимальное количество потен-
циальных видов, были соотнесены с их морфологически-
ми, физиологическими, экологическими и молекулярно
генетическими характеристиками.

Морфологические характеристики. Все представи
тели рода Micractinium, для которых известны морфоло
гические характеристики, имели ряд общих черт: коккоид
ная организация таллома, один пристенный хлоропласт, 
один пиреноид, окруженный сегментированной крах-
мальной обверткой, бесполое размножение автоспорами. 
Важными морфологическими критериями являются спо
собность продуцировать щетинки и формировать колонии 
(Krienitz et al., 2004; Luo et al., 2006). В соответствии с 
этими признаками в рамках рода можно выделить два 
морфотипа: Chlorellaподобный (в стандартных условиях 
клетки одиночные, не продуцируют щетинки) и Mic rac
tiniumподобный (одиночные клетки или колонии, про-
дуцирующие щетинки), что подтверждается результатами 
многомерного шкалирования (см. рис. 3). К значимым 
морфологическим характеристикам для представителей 
рода Micractinium относятся также тип хлоропласта, 
максимальный размер и форма клеток. Однако в целом 
морфология рода достаточно скудна. В ходе исследования 
не выявлено ни одного признака, который можно было 
бы рассматривать как универсальный инструмент для 
разграничения видов. Так, фенотипы M. simplicissimum 
и M. singularis крайне схожи, и морфологически их раз
делить достаточно проблематично. Отметим, что микрово-
доросли рода Micractinium обладают высокой фенотипи-
ческой пластичностью и их морфотип может изменяться 
в зависимости от «пастбищной» нагрузки со стороны 
альгофагов (Krienitz et al., 2004; Luo et al., 2006). Напри-
мер, у части клеток вида M. variabile, который обычно де-
монстрирует Chlorellaподобный морфотип, при высоком 
трофическом давлении альгофагов наблюдается форми 
рование коло ний и продуцирование щетинок (Chae et al., 
2019). В то же время M. pusillum, M. bornhemiense, M. be
leno phorum при длительном культивировании, особенно 
на твердом агаре, могут перестать продуцировать щетин
ки и формировать колонии (Krienitz et al., 2004; Luo et 
al., 2006). 

Размножение. Основной тип размножения видов рода 
Micractinium – бесполое, посредством автоспор. Исключе-
ние на данный момент составляют штаммы  M. pusillum, 
для которого отмечен половой процесс по типу оогамии 
(Krienitz et al., 2004; Luo et al., 2006). Однако, по данным 
полногеномного анализа, у многих микроводорослей 
клас са Trebouxiophyceae с бесполым размножением были 
обнаружены мейотические гены, наличие которых пред-
полагает половой процесс (Fučíková et al., 2015). В от-
ношении представителей Micractinium этот вопрос пока 
остается открытым и нуждается в изучении.

Потребность в витаминах и образ жизни. Большая 
часть видов относится к свободноживущим организмам 
и не испытывает необходимости в добавлении витаминов 
при культивировании в лабораторных условиях. При этом 
специфической чертой M. conductrix является потребность 
в витаминах B1 и B12 для нормального осуществления 
процессов жизнедеятельности. Данный вид – облигатный 
эндосимбионт, в естественной среде получающий вита-
мины от организмахозяина (Vorobyev et al., 2009; Hoshina  
et al., 2010; Pröschold et al., 2011). Примечательно, что дру
гие облигатные эндосимбионты клады Chlorella (C. va
ria bilis, Carolibrandtia ciliaticola) также растут только 
на средах, обогащенных витаминами (Pröschold et al., 
2011; Hoshina et al., 2017; Hoshina, Nakada, 2018). Штамм 
CCAP 211/11F, изолированный из лишайника, и факульта-
тивный эндосимбионт M. tetrahymenae культивируют на 
средах, в составе которых есть B1 и B12. Однако инфор-
мация о том, что без них жизнедеятельность штаммов 
невозможна, отсутствует. Согласно результатам много-
мерного шкалирования, образ жизни – одна из значимых 
характеристик при разграничении видов, тогда как по-
требность в витаминах группы B – узкоспецифическое 
свойство, характерное лишь для M. conductrix. Тем не 
менее оно является уникальной чертой данного вида и 
помогает отделить его от «сестринских» еще на стадии 
культивирования.

Температура. По отношению к температуре предста
вители рода Micractinium в большинстве своем прояв-
ляют мезофильность (Hong et al., 2015). В то же время 
M. simplicissimum, M. variabile, M. singularis и штамм 
Micractinium sp. KNUA032 выдерживают воздействие 
низких температур. Они способны выживать и размно-
жаться при температурах до +5 °С, демонстрируя свои 
криотолерантные свойства. Одной из основных стратегий 
адаптации этих видов микроводорослей является поддер-
жание жизнедеятельности за счет накопления ненасыщен-
ных жирных кислот (Hong et al., 2015; Chae et al., 2019). 
Штаммы TvB, SH, CCAP 211/92 – термофилы, способные 
выдерживать воздействие высоких температур (Adar et 
al., 2016). Штамм ACSSI 332 предположительно устой-
чив к высоким температурам, так как был изолирован из 
горячего источника. Вопрос о термофильности родствен-
ных им штаммов ehime и IC76 остается неизученным. 
Многомерное шкалирование показало, что устойчивость 
к воздействию экстремально низких или высоких темпе-
ратур – это специфические свойства, характерные лишь 
для небольшого числа видов. Однако именно такие виды 
имеют большой биотехнологический потенциал, в связи с 
чем нуждаются в тщательном изучении (Onay et al., 2014; 
Adar et al., 2016; Chae et al., 2021). 

Интрон. Как вспомогательный инструмент для раз-
граничения видов он был эффективен при доказательстве 
видового статуса штамма KNUA032, кластера ACSSI 198, 
ACSSI 287 и представителей M. conductrix, все штаммы 
которого имеют в составе гена 18S рРНК интрон  длиной 
324 н. Состав этого интрона и его специфическое положе
ние в 18S рРНК неоднократно рассматривались исследова-
телями как характерная особенность данного вида (Vo ro
byev et al., 2009; Hoshina et al., 2010; Spanner et al., 2020). 
Также интрон был полезен при разграничении штаммов 
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M. belenophorum: штамм CCAP 271/1, в отличие от аутен
тичного штамма SAG 42.98, в гене 18S рРНК  имеет ин
трон длиной 315 н. В то же время наличие интронов у 
части видов может указывать на начавшиеся процессы 
видообразования, происходящие пока на популяционном 
уровне (Gaonkar et al., 2018). Так, например, R. Hoshina с 
коллегами (Hoshina et al., 2021) в рамках клады Chlorella 
обнаружили в некоторых географически изолированных 
друг от друга популяциях C. variabilis, что длина интронов 
может варьировать. В роде Micractinium сходная ситуация 
наблюдается среди представителей MOTU5, имеющих 
сходную морфологию, генетические дистанции внутри-
видового уровня и без СВС (см. Прил. 2). У штаммов 
TvB, SH (MOTU5_1), CCAP 211/92 (MOTU5_2), в от-
личие от родственных ehime (MOTU5_3), ACSSI 332 и 
IC76 (MOTU5_4), в составе гена 18S рРНК присутствует 
интрон длиной 351 н. Иными словами, несмотря на то 
что интрон является статистически значимым признаком 
при разграничении MOTU, его нельзя использовать как 
ключевой критерий при разделении видов, а лишь как 
вспомогательный.

Сравнительный анализ вторичной структуры вну
тренних транскрибируемых спейсеров. Применение 
СВСподхода sensu (Coleman, 2000, 2015), основанного 
на поиске СВС исключительно в консервативных ре-
гионах ITS2, было успешным для отделения штаммов 
SAG 48.93 и SAG 72.80 от «истинных» представителей 
M. pusillum, M. conductrix от штамма KNUA032, а также 
аутентичного штамма M. belenophorum SAG 42.98 от 
штамма CCAP 271/1. Низкая эффективность СВСподхода 
sensu Coleman для разграничения видов зеленых микро-
водорослей с невысокой генетической дивергенцией от-
мечена также в работах (Hoshina, Fujiwara, 2013; Song et 
al., 2018). Поэтому сейчас при разграничении видов рода 
Micractinium часто учитываются все СВС в ITS1 и ITS2 
(Hoshina, Fujiwara, 2013; Chae et al., 2019; Pröschold et 
al., 2020). Однако, например, между видами M. singularis 
и M. variabile СВС отсутствуют как в ITS1, так и в ITS2. 
При этом виды различаются между собой структурой 
шпильки I ITS2 (Chae et al., 2019).

Использовать характерные структурные различия во 
вторичной структуре внутренних транскрибируемых 
спейсеров в качестве аналога СВС среди членов рода 
Micractinium впервые предложили R. Hoshina с коллегами 
(Hoshina et al., 2010), которые обнаружили специфическую 
особенность во вторичной структуре ITS2 у M. conductrix. 
У всех представителей клады Chlorella в целом и рода 
Micractinium в частности шпилька II ITS2 состоит из 
двух двуцепочечных областей, сочлененных «локтеоб
разной» выпуклостью (elbowlike bulge). По сравнению 
с другими видами M. conductrix имеет большой «локоть» 
из 10 неспаренных нуклеотидов (bachelor nucleotides), 
тогда как у других видов – от трех до шести неспарен-
ных нуклеотидов. Мы считаем, что данную особенность 
можно рассматривать в качестве «молекулярной подпи
си» M. conductrix. Для сравнения: у сестринских штаммов 
KNUA032, ACSSI 198 и ACSSI 287 было всего четыре 
неспаренных нуклеотида в этой области. Таким образом, 
СВСподход не является универсальным инструментом 
для разграничения видов рода Micractinium. Кроме того, 

при анализе внутренних транскрибируемых спейсеров 
не следует ограничиваться только поиском CBC в консер
вативных областях, важно также учитывать особенности 
строения их вторичных структур. 

Генетические дистанции. Сравнительный анализ уров 
 ня генетических различий фрагмента 18S–ITS1–5.8S–ITS2 
исследуемых штаммов с такими диакритическими при-
знаками, как форма и размеры клеток, способность про-
дуцировать щетинки, тип хлоропласта, наличие интронов 
в гене 18S рРНК, наличие СВС в ITS1 и ITS2, молекуляр-
ные подписи, отношение к температуре, потребность в 
витаминах, образ жизни, кластеризация методами ABGD, 
GMYC, PTP, позволил уточнить внутри и межвидовые 
уровни генетических различий (рис. 4). Внутри видов ге-
нетические дистанции варьировали в диапазоне 0–0.5 %, 
между видами – 0.6–4.7 %. Минимальные генетические 
дистанции были отмечены между одноклеточными и не 
продуцирующим щетинки криотолерантными антаркти-
ческими видами M. singula ris и M. variabile, который 
под влиянием «пастбищной» нагрузки способен форми-
ровать колонии и выпускает щетинки. Максимальные 
генетические дистанции – между Chlorellaподобным 
криотолерантом M. simplicissimum и M. bornhemiense, 
обладающим в стандартных условиях классическим 
Micractiniumподобным морфотипом.

По итогам комплексного анализа вышеописанных па
раметров в рамках рода Micractinium было выявлено 
29 видов (рис. 5), в том числе кандидаты в три новых 
вида из Альгологической коллекции ACSSI, валидацию 
которых еще предстоит выполнить. 

Заключение
К настоящему времени в составе рода Micractinium опи-
сано c применением совокупности морфологических и 
молекулярногенетических методов всего 9 видов, но по 
результатам проведенного анализа его истинное видо-
вое богатство оказалось существенно выше – не менее 
29  видов. Метод разграничения ABGD, использующий 
матрицу генетических дистанций, является менее «чув-
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Рис. 4. Генетические дистанции внутри рода Micractinium.
Границы бокса показывают первый и третий квартили; жирная горизон-
тальная линия – медианное значение; «усы» – размах.
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ствительным» и позволил выделить всего 18 MOTU видо-
вого уровня, тогда как более совершенные топологические 
алгоритмы GMYC и PTP – 33 и 30 соответственно. По на-
шему мнению, GMYC и PTP более реалистично отражают 
систематику рода Micractinium и могут быть использованы 
как эффективный вспомогательный инструмент для раз-
граничения видов.

Многомерное шкалирование качественных признаков 
рассматриваемых штаммов показало, что наиболее зна-
чимыми для представителей рода Micractinium являются 
способность продуцировать щетинки и формировать ко
лонии, тип хлоропласта, наличие интронов, тип размноже-
ния, максимальный размер клеток и их форма, образ жиз-
ни. Однако не обнаружено ни одного признака, который 
можно было бы рассматривать в качестве универсального 
видового критерия. Потребность в витаминах группы B 
и устойчивость к воздействию экстремально низких или 

высоких температур – это узкоспецифические свойства, 
характерные лишь для небольшого числа видов и помо-
гающие при их отграничении от «сестринских» видов. 
Применение СВСподхода, основанного на поиске СВС 
в консервативных регионах ITS2, было успешным только 
для отделения «истинных» представителей криптических 
видов (SAG 48.93, SAG 72.80) от M. pusillum, M. conduc
trix от штамма KNUA032 и M. belenophorum от штамма 
CCAP 271/1. При анализе ITS1 и ITS2 помимо поиска CBC 
следует учитывать особенности строения их вторичных 
структур. По итогам анализа генетических дистанций 
нук леотидных последовательностей 18S–ITS1–5.8S–ITS2 
можно предположить, что внутривидовые различия на-
ходятся в пределах 0−0.5 %, а межвидовые – в пределах 
0.6–4.7 %.

Таким образом, используя морфологические, физиоло-
гические, экологические и генетические характеристики 

M. simplicissimum KSF0114 (MN414467)
M. simplicissimum KSF0127 (MN414471)
M. simplicissimum KSF0100 (MN414472)
M. simplicissimum KSF0112* (MN414470)
M. simplicissimum KNUA029 (KM243319; KM243321)
M. variabile KNUA034 (KM243325; KM243327)
M. variabile KSF0085* (MN414468)
M. singularis KSF0094* (MN414469)
Micractinium sp. ACSSI 345 (MW939913)
Micractinium sp. ACSSI 343 (MW939911)
Micractinium sp. ACSSI 344 (MW939912)
‘Chlorella vulgaris’  CCAP 211/79 (FR865683)
Chlorella-like algae voucher HS26 (KU641127)
M. inermum NLP-F014 (KF597304)
M. inermum NIES 2171* (JX889641)
M. inermum (KM114868)
Micractinium sp. CCAP 231/1 (FM205878)
Uncultured Chlorophyta clone PA2009C7 (HQ191364)
Micractinium sp. SH (KM820919)
Micractinium sp. CCAP 211/92 (FM205863)
Micractinium sp. TvB (KM820917)
Micractinium sp. ehime (JX889639)
Micractinium sp. ACSSI 332 (MT784118)
Micractinium sp. IC-76 (MF629793)
‘Pseudochlorella pringsheimii ’ (KY364701)
M. tetrahymenae SAG 2587* (LT605003)
M. conductrix EdL_Cl1_MAF (KF887344; KF887345)
M. conductrix CCAP 211/83 (FM205852)
M. conductrix SW1-ZK (AB437244)
Uncultured Micractinium PB-SW1 (AB206547)
M. conductrix SAG 241.80* (FM205851)
Uncultured Micractinium specimen_voucher 1660/12 (AB260894)
Micractinium sp. KNUA032 (KM243322; KM243324)
Micractinium sp. ACSSI 198 (MK235183; MT010393)
Micractinium sp. ACSSI 287 (MT780113)
‘Chlorella sp.’  CCAP 211/86 (GQ487242)
Micractinium sp. CCAP 211/11F (FM205877)
Micractinium sp. CCAP 248/4 (FM205868)
M. pusillum (T) CCAP 248/5* (FM205836)
M. pusillum CCAP 248/11 (FM205867)
M. pusillum NIES-151 (JX889642)
M. pusillum CCAP 248/6 (FM205872)
M. pusillum SAG 13.81 (FM205866)
M. pusillum CCAP 248/1 (FM205874)
M. pusillum CCAP 248/3 (FM205875)
M. pusillum SAG 72.80 (FM205837)
M. pusillum SAG 48.93 (FM205838)
Micractinium sp. CCAP 248/7 (FM205835)
Micractinium sp. (FM205865)
M. bornhemiense NIES 455* (JX889640)
Micractinium sp. NIES-4129 (LC331856; LC331857)
‘Chlorella luteoviridis’  CCAP 211/5B (FR865678)
Micractinium sp. CCAP 248/2 (FM205876)
Micractinium sp. FBA L404 (FR 865695)
Micractinium sp. CCAP 248/14 (FM205881)
Micractinium sp. GB1k (AB917105)
M. belenophorum CCAP 271/1 (FM205880)
M. belenophorum SAG 42.98* (FM205879)

C. vulgatis (T) SAG 211-11b* (FM205832)
M. belenophorum

M. bornhemiense

M. pusillum

M. conductrix

M. tetrahymenae

M. inermum

M. singularis

M. variabile

Sp. nov. 20
Sp. nov. 19
Sp. nov. 18

Sp. nov. 17

Sp. nov. 16
Sp. nov. 15

Sp. nov. 14
Sp. nov. 13
Sp. nov. 12
Sp. nov. 11

Sp. nov. 10
Sp. nov. 9

Sp. nov. 8

Sp. nov. 7

Sp. nov. 6

Sp. nov. 5?

Sp. nov. 4
Sp. nov. 3

Sp. nov. 2

Sp. nov. 1

0.02

1.00/100

1.00/100

0.91/–

0.93/–

0.93/–

0.84/–

0.97/73

0.99/89

1.00/100

1.00/100

1.00/100

1.00/100

1.00/100

1.00/100

1.00/100

1.00/100

1.00/100

1.00/100
1.00/100

1.00/100

1.00/100

1.00/100

1.00/100

1.00/100

1.00/95
1.00/97

1.00/93

0.99/98

0.96/77

0.99/92

0.89/86

0.89/84

1.00/99

1.00/85

1.00/91

1.00/99

1.00/99
1.00/99

1.00/98

M. simplicissimum

1.00/97

Рис. 5. Предполагаемое разделение видов внутри рода Micractinium на основании комплексного анализа признаков.
Жирным шрифтом выделены штаммы ACSSI, исследуемые в рамках данной работы; звездочкой отмечены аутентичные штаммы; (T)  – типовой вид,  
«?» – таксономический статус нуждается в уточнении.
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(полифазный подход), удалось охарактеризовать 29 видов 
в рамках рода Micractinium и предложить дополнительные 
критерии их разделения. Среди штаммов Альгологиче-
ской коллекции ACSSI были обнаружены кандидаты в 
три новых вида рода Micractinium, валидацию которых 
еще предстоит выполнить.
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Аннотация. Впервые приводится оценка разнообразия фитобентосных сообществ на основе ДНК-мета бар-
кодинга с использованием ампликонов фрагмента гена 18S рРНК и технологии Illumina MiSeq. Исследование 
проведено в связи с цветением нитчатых водорослей (преимущественно рода Spirogyra) и цианобактерий в 
прибрежной зоне озера Байкал в условиях изменения климата и антропогенного воздействия. С помощью 
ДНК-метабаркодинга определен видовой состав водорослей, а также таксономическое разнообразие ассо-
циированных с ними эукариот в разных районах Байкала (у острова Большой Ушканий, в заливе Лиственнич-
ный) и в р. Кая (в черте г. Иркутска), находящейся в одном водосборном бассейне с оз. Байкал. С помощью 
NGS (next generation sequencing) получено более 15 тыс. прочтений 18S рРНК маркера. Выявлены виды водо-
рослей, доминирующие по количеству прочтений, а также трудно идентифицируемые таксоны Stramenopiles, 
Alveolata, Euglenozoa, Chromista, Rhizaria, Amoebozoa и др., играющие важную роль в функционировании и 
формировании структуры водорослевых сообществ. Охарактеризовано разнообразие грибов и грибоподоб-
ных организмов в изучаемых сообществах. Индекс Шеннона рассмотренных сообществ колеблется от 1.56 
до 2.72. Показаны преимущества и слабые стороны использования ДНК-метабаркодинга на основе фрагмен-
та гена 18S рРНК для изучения структуры сообществ водорослей. Метод позволяет более полно учесть раз-
нообразие таксонов эукариот, трудно идентифицируемых по морфологии, без привлечения большого числа 
специалистов, что характеризует его преимущество. Недостатком метода являются искажения, возникающие 
при проведении ПЦР. Предложены пути решения для устранения этого недостатка. Результаты исследования 
показывают, что для анализа минорной компоненты сообщества эукариот в образцах (организмы с малой 
биомассой), состоящих из смеси многоклеточных и одноклеточных организмов, требуется глубина прочте-
ния не менее чем 100 000 последовательностей на пробу. В целом метод ДНК-метабаркодинга рекомендован 
для исследования структуры сообществ водорослей и ассоциированных с ними эукариот.
Ключевые слова: водорослевые сообщества; метабаркодинг; 18S рРНК; Illumina MiSeq; озеро Байкал; зеленые 
водоросли; Spirogyra.
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Abstract. Here we report new data describing the biodiversity of phytobenthic communities based on DNA-meta-
barcoding using the 18S rDNA marker and the Illumina MiSeq system. The study was initiated due to the blooming 
of f ilamentous algae (mainly of the genus Spirogyra) and cyanobacteria in the coastal zone of Lake Baikal under 
climate change and anthropogenic impact. The composition and taxonomic diversity of algae and other orga nisms 
associated with them on different sites of Lake Baikal (near Bolshoi Ushkaniy Island, in Listvennichny Bay) and in 
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the Kaya (within the city of Irkutsk, located in the same drainage basin as Lake Baikal) were determined  using DNA-
meta barcoding. About 15 thousand reads of the 18S rRNA marker were obtained by applying NGS (next-genera-
tion sequencing). The species of algae dominating in the number of reads, as well as the diff icult-to-identify taxa 
(Stramenopiles, Alveolata, Euglenozoa, Chromista, Rhizaria, Amoebozoa, etc.), which play an important role in the 
functioning and formation of the structure of algal communities, were revealed. The Shannon index of the commu-
nities studied ranges from 1.56 to 2.72. The advantages and weaknesses of using DNA-metabarcoding based on the 
18S rRNA gene fragment for studying the structure of algal communities are shown. The advantage of this method is 
the possibility to more fully determine the diversity of eukaryotes taxa, which are diff icult to identify by morphology, 
without involving a large number of specialists, while the disadvantage of the method is the distortion that may oc-
cur during the PCR. Here, ways of solving this problem are proposed. The results of the study show that the analysis 
of the minor component of the eukaryotic community in samples (organisms with low biomass) consisting of a 
mixture of multicellular and unicellular organisms requires a read-depths of at least 100,000 sequences per sample. 
In general, the DNA-metabarcoding method is recommended for studying the structure of algal communities and 
eukaryotes associated with them.
Key words: algal communities; metabarcoding; 18S rDNA; Illumina MiSeq; Lake Baikal; green algae; Spirogyra.
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Введение
В последние годы для ряда районов прибрежной зоны 
озера Байкал широко известен ряд катастрофических, 
быстро развивающихся экологических явлений, в том 
числе взрывообразное распространение нитчатых водо-
рослей и цианобактерий (Timoshkin et al., 2016). Впервые 
сообщения о подобных изменениях появились в 2011 г. 
(Кравцова и др., 2012; Kravtsova et al., 2014). До этого 
момента подобные явления для прибрежной зоны озера не 
были описаны, за исключением инвазии Elodea canaden
sis в 1970-х гг. (Ижболдина, 1990). 

Известно, что для водорослей Байкала характерны зо-
нальность в пространственном распределении и сезонная 
динамика, которая сохранялась в течение длительного 
времени (Мейер, 1930; Ижболдина, 1990, 2007; Ижбол-
дина и др., 2017), однако с 2011 г. исследователи стали 
отмечать зарастание дна нитчатыми водорослями (тиной) 
в заливе Лиственничный (Кравцова и др., 2012; Kravtso-
va et al., 2014). Зарастание дна нитчатками регистриру-
ется также в других районах озера вблизи населенных 
пунктов пос. Култук, г. Байкальск, г. Северобайкальск 
(Ti moshkin et al., 2018; Kravtsova et al., 2020). Среди нит-
чатых водорослей, разросшихся в литоральной зоне вбли- 
 зи пос. Листвянка, доминируют представители рода Spi
rogyra. Впервые (почти за 100 лет наблюдений) бентос-
ные нитчатые водоросли Spirogyra отмечены в составе 
планктонных сообществ прибрежной зоны (Бондаренко, 
Логачева, 2016). На байкальских пляжах в отдельных 
районах озера стали регистрировать большие скопления 
водорослей, выброшенные на берег (Сутурин и др., 2016; 
Timoshkin et al., 2016, 2018; Bukin et al., 2020). Формируя 
водорослевые маты вдоль береговой линии, нитчатые во-
доросли препятствуют проникновению света, концентри-
руют взвесь и таким образом негативно воздействуют 
на организмы-фильтраторы, в частности на байкальские 
губки (Khanaev et al., 2018). Надо сказать, что водоросли 
рода Spirogyra встречались в оз. Байкал и ранее. Иссле-
дователи эпизодически обнаруживали единичные нити 
спирогиры в составе донных фитоценозов в сорах и за-
ливах озера. Среди них были зарегистрированы четыре 
вида рода Spirogyra и три формы: S. calospora, S. decimina 

(S. decimina f. jurgensis, S. decimina f. longata), S. weberi 
(S. weberi f. weberi), S. hassallii (Ижболдина, 2007). Позд-
нее был обнаружен вид S. f luviatilis, доминировавший в 
литоральной зоне Лиственничного залива в скоплениях 
нитчатых водорослей в 2012 г. (Тимошкин и др., 2014). 
Не исключено, что в Байкале могут обитать и эндемичные 
виды рода Spirogyra, приспособившиеся к специфическим 
условиям экосистемы озера. В настоящее время вопрос о 
том, какие еще виды встречаются в скоплениях нитчатых 
водорослей, остается открытым.

Изменение состава сообществ водорослей (и соотно-
шения биомасс водорослей) влечет за собой и изменение 
в составе ассоциированных с ними эукариотических ор-
ганизмов (одноклеточных водорослей, простейших и гри-
боподобных организмов). Роль паразитических форм эука- 
риот (грибоподобных организмов), негативно влияющих 
на развитие типичных для литоральной зоны водорослей, 
практически не изучена.

Водоросли литоральной зоны открытого Байкала – до-
статочно сложный объект для таксономической идентифи-
кации. Поэтому анализ видового разнообразия водорослей 
и их обилия в донных сообществах с помощью класси-
ческих морфологических, а также гидробиологических 
методов является трудоемким и длительным процессом. 
Еще более сложная задача – изучение таксономического 
состава и количественного соотношения различных групп 
эукариотических организмов (в том числе микроэука-
риот), ассоциированных с водорослями. Идентификация 
таких таксонов может потребовать длительного культи-
вирования на селективных средах и трудоемкого микро-
скопического анализа.

Упростить и ускорить подобные исследования может 
применение современных молекулярно-генетических 
методов метагеномного анализа, например таких, как 
ДНК-метабаркодинг, позволяющий определить принад-
лежность организма к определенному таксону. Метод за-
ключается в амплификации каких-либо универсальных 
генетических маркеров в смеси ДНК организмов при-
родной и/или лабораторной пробы с последующей рас-
шифровкой ампликонов с помощью NGS (next generation 
sequencing) – секвенирования нового поколения. Метод 
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позволяет установить видовой состав и количественное 
соотношение таксонов в пробе.

Наибольшее распространение ДНК-метабаркодинг 
по лучил при изучении бактериальных сообществ с по-
мощью универсального маркера 16S рибосомальной РНК 
(Petrosino et al., 2009). Подобные исследования проводи-
лись и для различных бактериальных сообществ оз. Бай-  
кал (Kurilkina et al., 2016). Но в литературе увеличива-
ется количество работ, в которых этот метод с успехом 
применяется для эукариотических сообществ. При этом 
в качестве молекулярно-генетического маркера исполь-
зуется 18S рРНК (Taylor, Cunliffe, 2014; Hawkins et al., 
2015; Smith et al., 2017) и фолмеровский фрагмент мито-
хондриального гена CO1 (Leray et al., 2013). Эти же мар-
керы применялись для изучения сообществ из оз. Байкал,  
в частности, 18S рРНК – для ДНК-метабаркодинга сооб-
ществ микроэукариот (Yi et al., 2017), а СО1 – для со-
обществ беспозвоночных животных (Metazoa) (Кравцова 
и др., 2021). Сведения о ДНК-метабаркодинге бентосных 
водорослей Байкала крайне ограничены (Минчева и др., 
2017), а данные об их сообществах и ассоциированных с 
водорослями эукариотах в настоящее время отсутствуют.

Для исследования водорослевых сообществ и ассоции-
рованных с ними организмов больше всего подходит 
18S рРНК. Для амплификации различных участков этого 
гена разработаны универсальные праймеры, охватываю-
щие широкий спектр видов, принадлежащих разным да-
леким таксонам. Интерпретация результатов секвениро-
вания облегчается наличием баз данных, содержащих 
шаблоны, которые позволяют провести выравнивание 
больших массивов последовательностей с учетом вто-
ричной структуры.

Целью исследования была апробация метода ДНК-ме-
табаркодинга с использованием 18S рРНК маркера для 
оценки разнообразия сообществ бентосных водорослей 
и ассоциированных с ними эукариотических организмов.

Материалы и методы
Отбор проб водорослей (мейо-, макрофитов размерами 
≥2 мм) проведен в июле–августе 2015 г. на каменистой 
литорали у острова Бол. Ушканий в Северном Байкале 
(фоновый район, каменистая литораль), в заливе Листвен-
ничный напротив пос. Листвянка в Южном Байкале (рай-
он зарастания дна нитчатыми водорослями, каменистая 
литораль). Для сравнения пробы были взяты в р. Кая, 
про текающей в черте г. Иркутска и находящейся в одном 
водосборном бассейне с оз. Байкал (табл. 1).

В Северном и Южном Байкале водоросли были собра-
ны водолазами с трех глубин: 0–2, 2–5 и 6–10 м, а в 
р. Кая – с глубины 0.05–0.10 м. В каждом местообитании 
образцы водорослей с разных глубин были объединены 
в одну интегральную пробу. Идентификацию водорослей 
проводили по Л.А. Ижболдиной (2007).

Для молекулярно-генетического анализа собранные об-
разцы водорослей фиксировали 80 % этиловым спиртом, 
затем через сутки перефиксировали 70 % этанолом.

Тотальную ДНК выделяли по модифицированной мето-
дике Дойла и Диксон (Doyle, Dickson, 1987). В качестве мо-
лекулярно-генетического маркера использовали фрагмент 
гена 18S рРНК (Katana et al., 2001). Амплификацию прово-

дили с набором реактивов ПЦР с HS-Taq («Биолабмикс», 
г. Новосибирск, www.biolabmix.ru) в 25 мкл реакционной 
смеси в термоциклере Bio-Rad-T100 (Bio-Rad, США). Ге-
нетический маркер (длиной около 400 пар нуклеотидов), 
кодирующий V1–V2 вариабельный регион 18S рРНК, 
амплифицировали с использованием универсальных 
праймеров 18SF: 5′-AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3′ и 
416-37R: 5′-ATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCC-3′ (Katana 
et al., 2001). Условия амплификации: преденатурация при 
95 °C – 5 мин, далее 25 циклов: денатурация при 95 °C – 
1 мин, отжиг праймеров при 55 °C – 1 мин, элонгация при 
72 °C – 2 мин (5 мин на последнем цикле).

Продукты реакции анализировали электрофоретически 
в 1 % агарозном геле. Полосу ожидаемого размера выре-
зали и очищали с помощью набора для элюции ДНК из 
агарозного геля («Биосилика», Новосибирск).

Парноконцевую расшифровку продуктов амплифика-
ции проводили с помощью технологии Illumina MiSeq в 
ЦКП «Геномика» Института химической биологии и фун-
даментальной медицины СО РАН (Новосибирск, Россия).

Все этапы анализа данных Illumina MiSeq прочте-
ний – выборок расшифрованных последовательностей 
ДНК – осуществлялись с использованием программы 
MOTHUR (Schloss et al., 2009) и базы данных последова-
тельностей 18S рРНК SILVA (Quast et al., 2012) по схеме 
MiSeq standard operating procedure (MiSeq SOP) (Kozich 
et al., 2013). Анализ состоял из следующих процедур: 
1) сшивка парноконцевых MiSeq прочтений продуктов 
амплификации в консенсусные последовательности; 
2) тримминг консенсусных последовательностей по ка че-
ству прочтения (удаление последовательностей со сред - 
ним качеством прочтения ниже 20 баллов); 3) удале-
ние химерных последовательностей из набора данных; 
4) удаление последовательностей, не соответствующих 
амплифицированному фрагменту 18S рРНК в базе данных 
SILVA; 5) выравнивание последовательностей по шабло-
ну базы данных SILVA; 6) расчет матрицы генетических 
дистанций (в качестве метрики дистанций использовалась 
доля несовпадающих нуклеотидов при попарном сравне-
нии последовательностей); 7) кластеризация последова-
тельностей на основе генетических дистанций; 8) выде-
ление ОТЕ (операционных таксономических единиц) на 
уровне кластерного расстояния (0.01), соответствующего 
межвидовым различиям (1 %); 9) составление таблицы с 
указанием количества последовательностей, приходящих-
ся на ОТЕ в пробе; 10) выделение репрезентативных по-
следовательностей для каждого ОТЕ; 11) таксономическая 
идентификация репрезентативных последовательностей 
с помощью онлайн-приложения BLAST.

Статистическую сходимость результатов оценки таксо-
номического разнообразия характеризовали с помощью 
кривых насыщения и индекса Chao1 (Chao, 1987). Индекс 
Chao1 дает оценку ожидаемого α разнообразия в изучае-
мом сообществе исходя из наблюдаемого количества 
таксонов при текущем количестве прочтений в пробе. Дру-
гими словами, расчеты Chao1 позволяют исследова телю 
понять, сколько еще таксонов (видов) может быть потен-
циально обнаружено в пробе при увеличении количества 
прочтений от имеющегося значения до бесконечности. 
Значительное превышение ожидаемого α разнообразия, 
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Таблица 1. Общая характеристика исследуемых проб

Район сбора Геогр.  
координаты

Виды-доминанты, идентифи-
цированные по морфологии

Количество 
прочтений 

Видовое 
богатство

Chao1 Индекс 
Шеннона

Остров Бол. Ушканий, южный берег 
(проба UI) (каменистая литораль)

N 53.848626°
E 108.616931°

Draparnaldioides baicalensis 6610 19 22 2.72

Залив Лиственничный (проба LB) 
(каменистая литораль)

N 51.867102°
E 104.832101°

Spirogyra sp. 5054 15 16 2.45

Река Кая (проба KR) N 52.265051°
E 104.235322°

Cladophora glomerata, 
Draparnaldia plumosa

3400    7 10 1.56

рассчитанного с помощью индекса Chao1, над наблюдае-
мым свидетельствует о недостаточном количестве про-
чтений в пробе и потере таксонов.

Данные о таксономическом составе сообществ (пред-
ставленности ОТЕ видового ранга) сравнивали с помощью 
кластерного анализа методом UPGMA, где в качестве 
меры расстояния использовали коэффициент сходства 
Брея–Кертиса. Перед проведением кластеризации данные 
о количестве последовательностей, приходящихся на каж-
дое представленное ОТЕ в пробах, были нормированы на 
среднее количество прочтений на пробу. Структуру вы-
явленных сообществ визуализировали на тепловой карте.

Разнообразие сообществ оценивали по индексу Шен-
нона, а также по кривым обилия, c учетом того, что чем 
медленней кривая обилия выходит в нулевое значение, 
тем более разнообразным является сообщество.

Статистические расчеты (индекс разнообразия, клас-
теризация, визуализация данных) проводились в пакете 
‘vegan’ (Dixon, 2003) для языка программирования R. 

Результаты
Массив данных после фильтрации исходных прочте-
ний включал 6610 последовательностей из района у 
о. Бол. Ушканий, 5054 – из Лиственничного залива и 
3400 – из р. Кая (см. табл. 1).

Операционные таксономические единицы, выделенные 
на уровне генетических дистанций 0.01, представлены 
разным числом прочтений: 88 ОТЕ содержали более чем 
одну последовательность (две – 4000 последователь-
ностей) и 378 ОТЕ – по одной последовательности. На 
долю единично представленных ОТЕ (из одного про-
чтения) приходилось 2.57 % от всего набора прочтений, 
что ниже допустимого 5 % порога (Kozich et al., 2013) и 
свидетельствует об отсутствии погрешностей на стадии 
амплификации, секвенирования и фильтрации данных по 
качеству. Для дальнейшего анализа, согласно рекоменда-
циям (Kozich et al., 2013), брали только ОТЕ, содержащие 
4 прочтения и более (табл. 2).

Видовое обилие в образцах из разных местообита-
ний далеко от насыщения, судя по кривым сходимости 
(рис. 1, a). Эту же информацию дают значения индекса 
Chao1 (см. табл. 1), согласно которому количество видов в 
сообществах было также недооценено. Причем наиболее 
недооценен видовой состав минорной составляющей, 
представленной одноклеточными эукариотическими ор-
га низмами.

Выделенные 27 ОТЕ характеризуют разные таксоны 
водорослей и ассоциированные с ними организмы (рис. 2 
и 3, см. табл. 2). Большинство таксонов, идентифициро-
ванных с помощью BLAST, принадлежало водорослям 
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Рис. 1. Кривые насыщения количества таксонов видового ранга в пробах при различных размерах выборок прочтений (а) и кривые видо-
вого обилия (б ).
Здесь и на рис. 2 и 3: UI – оз. Байкал, каменистая литораль о. Бол. Ушканий; LB – оз. Байкал, каменистая литораль, залив Лиственничный; KR – Иркутск, 
р. Кая.
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Charophyta и Chlorophyta: Spirogyra, Draparnaldioides, 
Cladophora и Draparnaldia (см. табл. 2). Доминирующие 
таксоны, идентифицированные с помощью ДНК-ме та-
баркодинга, полностью соответствовали таксонам, выяв-
ленным в результате морфологического анализа образцов 
(см. табл. 1). Кроме того, значительная часть последова-
тельностей принадлежала таксонам высокого уровня: 
Stramenopiles, Alveolata, Euglenozoa, Chromista, Rhizaria 
и Amoebozoa (см. рис. 2). Все исследованные пробы от-
личались по спектру доминирующих видов водорослей 

(см. рис. 3, табл. 2). Эндемик Draparnaldioides baicalensis 
доминировал в фоновом районе Северного Байкала у 
о. Бол. Ушканий, Spirogyra sp. – в сообществе Листвен-
ничного залива. Сообщества у о. Бол. Ушканий и залива 
Лиственничный образуют один кластер на дендрограмме 
(см. рис. 3) и имеют в своем составе 10 общих таксонов. 
В сообществе р. Кая преобладали Cladophora glomerata 
и Draparnaldia plumosa; оно существенно отличалось от 
двух других сообществ по таксономическо му составу (см. 
рис. 3) и содержало два общих таксона с сообществом ли-

Таблица 2. Результаты идентификации таксономической принадлежности OTЕ  
на основе гомологии с последовательностями из базы данных NCBI

Таксон видового ранга Таксон высокого 
ранга 

Степень сходства 
с референсными 
последовательно-
стями из NCBI

Доля от общего количества прочтений, %

Байкал,  
о. Бол. Ушканий  
(каменистая литораль)

Байкал, залив  
Лиственничный  
(каме нистая литораль)

Река Кая  
(в черте  
г. Иркутска)

Draparnaldioides baicalensis Plantae 100 91.88 0.04 –

Spirogyra sp. 1 100 0.078 97.157 –

Cladophora glomerata 100 – 0.02 49.836

Draparnaldia plumosa    99 – – 49.21

Navicula radiosa Stramenopiles 100 3.928 – –

Eukaryote sp. Неклассифициро-
ванные эукариоты

   99 1.761 – –

Vorticella sp. Alveolata 100 0.358 0.26 0.03

Gomphonema cf. angustatum Stramenopiles    99 – 0.641 0.03

Didymosphenia geminata    99 0.405 0.02 –

Spumella sp. 100 0.016 0.45 –

Procryptobia sorokini Euglenozoa 100 – 0.44 –

Nitzschia aequorea Stramenopiles    99 0.3 – –

Pythium myophilum 100 0.15 0.03 0.596

Adriamonas sp.    93 0.25 – –

Pseudovorticella coscinodisci Alveolata    98 0.281 – –

Oikomonas sp. Stramenopiles    99 0.016 0.3 –

Неидентифицированные 
Stramenopiles

100 – 0.3 –

Ulnaria ulna Chromista 100 0.140 0.02 –

Aspidisca sp. Alveolata    93 0.140 – –

Cladophora sp. Plantae    93 – – 0.268

Ichthyobodo sp. Euglenozoa    90 0.125 – –

Bodomorpha sp. Rhizaria    99 – 0.14 –

Chaetophora sp. Plantae    97 0.109 – –

Hartmannellidae sp. Amoebozoa    93 0.094 – –

Achnanthidium sp. Stramenopiles    98 0.031 0.06 –

Amphileptus sp. Alveolata    99 0.016 0.08 –

Cocconeis sp. Stramenopiles    99 0.016 0.04 0.03
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Рис. 2. Распределение таксонов высокого ранга, ассоциированных с водорослями (процентное соотношение от их количества прочтений).

Рис. 3. Тепловая карта структуры сообществ бентосных водорослей с ассоциированными с ними эукариотами и их класте-
ризация по степени сходства на основе дистанций Брея–Кертиса.
Градиент серого цвета показывает нормализованное количество прочтений (в логарифмическом масштабе), приходящихся на 
таксон.

торали у о. Бол. Ушканий, а также че тыре общих таксона 
с сообществом из залива Лиственничный.

В целом сообщества у о. Бол. Ушканий и залива Лист-
венничный, судя по показателям Шеннона, были более 
разнообразны, чем таковое в р. Кая (см. табл. 1). Кривые 
обилия также подтверждают этот результат (см. рис. 1, б).

Обсуждение
В прибрежной зоне о. Бол. Ушканий, расположенного в 
центральной природоохранной зоне Байкала, где прак-
тически отсутствует антропогенное воздействие, типич-
ными представителями водорослевой флоры каменистой 
литорали озера являются эндемичные виды Draparnaldioi
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des baicalensis, D. arnoldii, D. arenaria и Cladophora f loc
cosa f. f loccosa (Ижболдина, 1990). Согласно результатам 
про веденного исследования, структурных изменений в 
сообществе вблизи острова не наблюдалось (см. табл. 2, 
рис. 3), хотя в его составе в следовых количествах при-
сутствовала Spirogyra sp. 1. Находки ее в этом районе обу-
словлены циркуляционными течениями, существующими 
в оз. Байкал (Kravtsova et al., 2020).

В заливе Лиственничный до 2000 г. на глубине более 
1.5 м в летний период преобладали виды Dermatochrysis 
reticulata, Didymosphenia geminata и Nitella f lexilis. Однако 
в настоящее время они утратили ведущую роль в фитоце-
нозах из-за разрастания нитчатых водорослей Spirogyra, 
нетипичных для открытой литорали оз. Байкал (Kravtsova 
et al., 2014, 2020), что подтверждают наши результаты 
(см. табл. 2, рис. 3). Расшифрованный фрагмент нитча-
тых водорослей из Лиственничного залива был на 100 % 
идентичен ранее опубликованной последовательности 
Spirogyra sp. 1, найденной в литоральной зоне залива в 
2013 г. (Романова и др., 2013). Можно предположить, что 
в период с 2011 по 2015 г. в Лиственничном заливе раз-
вивался один и тот же вид Spirogyra sp. 1. Распространение 
нитчаток создает стрессовые условия для типичных водо-
рослевых сообществ оз. Байкал. Известно, что вследствие 
экспансии видов в экосистемах происходит уменьшение 
разнообразия по Шеннону (Ling, 2008; Powell et al., 2013). 
Подобные закономерности наблюдаются и в зали ве Лист-
венничный, где типичные для этого периода водоросли 
подавлены; к тому же показатель Шеннона здесь ниже, 
чем в сообществе у о. Бол. Ушканий (см. табл. 1). Еще 
меньшее разнообразие по Шеннону наблюдалось в р. Кая 
(см. табл. 1). Но какие-либо выводы о нахождении это-
го сообщества в стрессовых условиях сделать сложно. 
В литературных данных мы не нашли информации о 
значении индекса разнообразия Шеннона, характерном 
для сообществ донных водорослей и ассоциированных 
с ними эукариотических организмов речных экосистем. 
Возможно, полученное значение индекса для р. Кая в 
принципе характерно для экосистем такого рода.

Состав эукариот, ассоциированных с водорослями, до-
вольно разнообразен: Stramenopiles, Alveolata, Euglenozoa, 
Chromista, Rhizaria и Amoebozoa, особый интерес пред-
ставляют оомицеты рода Pythium (см. рис. 3, табл. 2) в 
пробах литоральной зоны Байкала. Надо отметить, что в 
настоящее время микобиота Байкала практически не изу-
чена, хотя ДНК грибов рода Pythium была обнаружена 
при исследовании микроэукариот поверхностного слоя 
глубоководных донных осадков озера (Yi et al., 2017). 
Однако известно, что большинство пресноводных грибо-
подобных организмов рода Pythium являются паразитами 
зеленых водорослей (Raghukumar, 1987; Li et al., 2010; 
Carney, Lane, 2014). Увеличение концентрации Pythium в 
фитоценозах происходит в конце вегетационного периода, 
он способствует более быстрой деструкции первичного 
органического вещества растительного происхождения. 
Возможно, водоросли в сообществе у о. Бол. Ушканий 
заканчивали вегетацию, поэтому в большей мере были по-
ражены паразитическими грибами, о чем свидетельствует 
большее количество ДНК P. myophilum в пробах из этого 
района по сравнению с пробами из Лиственничного за-

лива. С одной стороны, в сообществе литоральной зоны 
Лиственничного залива P. myophilum, по-видимому, еще 
не успел распространиться, так как во время исследова-
ния Spirogyra sp. 1 была в хорошем фенологическом со-
стоянии. С другой стороны, Spirogyra sp. 1 потенциально 
может быть устойчива к поражению P. myophilum, в отли-
чие от других традиционных видов (например, Ulothrix), 
распространенных в литорали Байкала. В таком случае 
Spirogyra sp. 1 получает конкурентное преимущество над 
другими видами и становится сообществообразующим 
таксоном. Вероятно, распространение P. myophilum вно-
сит определенный вклад в изменение структуры донных 
сообществ водорослей литорали оз. Байкал.

Несмотря на оригинальность полученных результатов, 
мы бы хотели обратить внимание на особенности исполь-
зования метода ДНК-метабаркодинга при исследовании 
водорослевых сообществ и ассоциированных с ними 
эукариот. При анализе данных ДНК-метабаркодинга по 
18S рРНК перед нами встала проблема определения поро-
га генетического расстояния между видами внутри рода. 
Для 16S рибосомальной РНК (маркер бактериальных 
сообществ) таким расстоянием выбрано 3 % (0.03) несов-
падающих нуклеотидов между сравниваемыми последо-
вательностями (Petrosino et al., 2009; Kurilkina et al., 2016). 
Некоторые исследователи при анализе эукариотических 
сообществ на основе 18S рРНК тоже используют меру в 
3 % (0.03) замен для разделения ОТЕ видового уровня 
(Yi et al., 2017). Если для микроэукариот это в какой-то 
степени оправданно (в силу высокой скорости эволюции 
из-за быстрой смены поколений), то для многоклеточных 
организмов такая мера не может быть применена для 
разделения видов, поскольку для них 18S рРНК счита-
ется одним из медленно эволюционирующих маркеров 
(Anne, 2006). Проведенный нами анализ литературных 
данных показал, что для многоклеточных водорослей 
порог дистанций, соответствующий 3 % несовпадающих 
нуклеотидов, разделяет не только виды, но и различные 
роды, а также семейства (Chen et al., 2012; Романова и др., 
2013; Sherwood et al., 2014; Taylor, Cunliffe, 2014). Если 
бы для выделения ОТЕ был использован порог в 3 %, 
то все выделенные виды образовали бы один кластер, 
соответствующий таксонам высокого ранга, и изучение 
видового разнообразия в этой группе организмов стало 
бы невозможным. Более детальный анализ опубликован-
ной информации (Chen et al., 2012; Романо ва и др., 2013; 
Sherwood et al., 2014; Taylor, Cunliffe, 2014) позволил нам 
выбрать порог в 1 % (0.01) замен для разделения разных 
видов внутри одного рода и использовать его в нашем 
исследовании.

В ходе исследования установлено, что при наличии от 
3400 до 6610 прочтений фрагмента 18S рРНК на каждую 
пробу явно недооценено видовое разнообразие эукарио-
тических организмов, ассоциированных с бентосными во-  
дорослями. В смеси ДНК, состоящей из макро- и микро-
организмов, многоклеточные виды (водоросли) составили 
основной пул прочтений. В каждой пробе на многокле-
точные водоросли приходится от 91 до 99 % всех про-
чтений 18S рРНК. В этом случае мы адекватно оцениваем 
видовое разнообразие макроорганизмов – водорослей – и 
теряем большую часть разнообразия ассоциированных 



ДНК-метабаркодинг бентосных водорослей  
и ассоциированных с ними эукариот оз. Байкал

Ю.С. Букин, Л.С. Кравцова, Т.Е. Перетолчина … 
М.Р. Кабилов, Д.Ю. Щербаков, Е.В. Минчева

2022
26 • 1

93ПОПУЛЯЦИОННАЯ ГЕНЕТИКА / POPULATION GENETICS

с ними эукариотических организмов. В методических 
работах по изучению сообществ бактерий на основе ДНК-
метабаркодинга по 16S рРНК маркеру (Bukin et al., 2019) 
приводится цифра в 10 000 конечных, фильтрованных 
по качеству, прочтений на пробу для адекватной оценки 
видового разнообразия микроорганизмов. Учитывая это, 
для оценки видового разнообразия минорной компоненты 
сообщества эукариотических организмов, ассоциирован-
ных с водорослями, необходимо увеличить количество 
прочтений на пробу в 50 раз и более. Тогда на минор-
ную компоненту будет приходиться приблизительно 
10 000 расшифрованных последовательностей ДНК. В со-
вокупности потребуется несколько сотен тысяч прочтений 
на пробу. При современном уровне развития NGS секве-
нирования это вполне посильная задача. Другой способ, 
позволяющий получить 10 000 прочтений на минорную 
составляющую сообщества, – это предварительное ме-
ханическое разделение пробы на две части – водоросле-
вую компоненту и компоненту ассоциированных с водо-
рослями организмов. В таком случае ДНК выделенных 
компонент должна расшифровываться по отдельности в 
разных запусках секвенирования.

Следует также обратить внимание на то, что при ДНК-
метабаркодинге могут возникать искажения из-за разной 
специфичности используемых универсальных праймеров 
к разным таксонам, входящим в состав природных образ-
цов. В результате при ПЦР будут возникать искажения, 
меняющие изначальное соотношение концентраций ДНК 
таксонов в пробе по сравнению с ее конечным продуктом. 
Снизить этот эффект можно путем проведения меньшего 
количества циклов ПЦР при подготовке образца для секве-
нирования, а также использованием в исследовании одних 
и тех же наборов реактивов и стандартизацией методики 
пробоотбора. Другое важное замечание относится к ме-
тодологии статистического анализа, которая обязательно 
должна содержать стадию нормировки данных. Для этого 
можно перевести количество прочтений на таксон в пробе 
в долю прочтений, приходящихся на него в пробе, либо 
нормировать весь массив данных (как сделано в нашей 
работе) к среднему количеству прочтений на пробу. Та-
кая нормировка, несмотря на искажения, связанные с 
ПЦР, позволит при использовании методов многомерной 
статистики (кластеризации и т. п.) определить тренд изме-
нений в концентрации ДНК какого-либо таксона в разных 
сравниваемых природных образцах.

Заключение
Для исследования таксономической структуры водо-
рослевых сообществ и ассоциированных с водорослями 
эука риотических оргазмов был применен метод ДНК-
метабаркодинга на основе фрагмента гена 18S рРНК, 
позволивший получить статистически репрезентативные 
результаты. Метабаркодинг показал, что в литорали залива 
Лиственничный в сообществе водорослей стал домини-
ровать один из видов рода Spirogyra, что согласуется с 
результатами морфологической идентификации. ДНК 
этого вида обнаружена также в пробах фонового участка 
оз. Байкал у острова Бол. Ушканий. Метод оказался эф-
фективным для точной таксономической идентификации 
морфологически сложной группы организмов и позволил 

определить представленность в выборках трудно изучае-
мых таксонов, ассоциированных с водорослями, которые 
играют важную роль в формировании разнообразия и 
функционировании сообществ. Для репрезентативной 
оценки минорной составляющей сообщества – эукарио-
тических организмов, ассоциированных с водорослями, 
необходимо значительное увеличение размеров выборки 
расшифрованных последовательностей ДНК.
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Аннотация. Одним из крупнейших достижений генетики ХХ в. стало открытие Д.К. Беляевым дестабилизи-
рующего отбора при одомашнивании животных, который затрагивает регуляцию экспрессии генов, но не их 
структуру, и влияет на системы нейроэндокринного контроля онтогенеза при стрессовом воздействии окру-
жающей среды. Среди экспериментов, результаты которых были обобщены этим открытием, были также на-
блюдения ускоренного угасания гормональной функции семенников и нарушения сезонности размножения 
одомашненных лисиц по сравнению с дикими сородичами. На сегодняшний день открытие Д.К. Беляева уже 
многократно подтверждено независимыми наблюдениями при одомашнивании, например, оленя, использо-
вании крыс как лабораторных животных, восстановлении таких исчезающих видов, как лошадь Пржевальско-
го, а также при создании резервной популяции дикуши, оказавшейся на грани исчезновения в естественных 
местах обитания. В результате сравнения геномов человека, ряда домашних животных и некоторых их диких 
сородичей был введен термин «синдром самодоместикации», в симптомы которого включены расстройства 
аутистического спектра. Ранее мы создали биоинформатическую модель синдрома самодоместикации чело-
века с использованием дифференциально экспрессируемых генов (ДЭГ) домашних животных по сравнению с 
дикими сородичами, ортологичных генам преимущественно нервной системы человека, чьи изменения экс-
прессии могут влиять на репродуктивный потенциал, т. е. рост численности людей при отсутствии ограниче-
ний со стороны лимитирующих факторов. В настоящей работе мы применили эту модель к 68 генам человека, 
изменения экспрессии которых влияют на репродуктивное здоровье женщин и мужчин, и к 3080 ДЭГ живот-
ных. Обнаружено 16 и 4 ДЭГ домашних животных, изменения экспрессии которых являются сонаправленны-
ми изменениям экспрессии генов-ортологов человека, соответственно понижающим и повышающим его ре-
продуктивный потенциал, тогда как у диких животных было 9 и 11 таких ДЭГ. Это различие было достоверно 
по критерию χ2 Пирсона ( p < 0.05) и точному критерию Фишера ( p < 0.05). Полученный результат обсуждается 
в связи с восстановлением видов животных, исчезающих под антропогенной нагрузкой.
Ключевые слова: человек; репродуктивный потенциал; модель болезни человека с использованием живот-
ных; доместикация; RNA-Seq; ближайший общий предок.
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Abstract. One of the greatest achievements of genetics in the 20th century is D.K. Belyaev’s discovery of destabiliz-
ing selection during the domestication of animals and that this selection affects only gene expression regulation 
(not gene structure) and inf luences systems of neuroendocrine control of ontogenesis in a stressful environment. 
Among the experimental data generalized by Belyaev’s discovery, there are also f indings about accelerated extinc-
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tion of testes’ hormonal function and disrupted seasonality of reproduction of domesticated foxes in comparison 
with their wild congeners. To date, Belyaev’s discovery has already been repeatedly conf irmed, for example, by in-
dependent observations during deer domestication, during the use of rats as laboratory animals, after the reintro-
duction of endangered species such as Przewalski’s horse, and during the creation of a Siberian reserve population 
of the Siberian grouse when it had reached an endangered status in natural habitats. A genome-wide comparison 
among humans, several domestic animals, and some of their wild congeners has given rise to the concept of self-do-
mestication syndrome, which includes autism spectrum disorders. In our previous study, we created a bioinformatic 
model of human self-domestication syndrome using differentially expressed genes (DEGs; of domestic animals 
versus their wild congeners) orthologous to the human genes (mainly, nervous-system genes) whose changes in 
expression affect reproductive potential, i. e., growth of the number of humans in the absence of restrictions caused 
by limiting factors. Here, we applied this model to 68 human genes whose changes in expression alter the reproduc-
tive health of women and men and to 3080 DEGs of domestic versus wild animals. As a result, in domestic animals, 
we identif ied 16 and 4 DEGs, the expression changes of which are codirected with changes in the expression of the 
human orthologous genes decreasing and increasing human reproductive potential, respectively. The wild animals 
had 9 and 11 such DEGs, respectively. This difference between domestic and wild animals was signif icant according 
to Pearson’s χ2 test ( p < 0.05) and Fisher’s exact test ( p < 0.05). We discuss the results from the standpoint of restora-
tion of endangered animal species whose natural habitats are subject to an anthropogenic impact.
Key words: human; reproductive potential; animal model of human disease; domestication; RNA-Seq; most recent 
common ancestor.
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Введение
Одним из крупнейших достижений генетики ХХ в. являет-
ся открытие Д.К. Беляевым дестабилизирующего от бо ра 
при одомашнивании животных, затрагивающего регуля-
цию экспрессии генов (т. е. специфичность и уровень), но 
не их структуры. При этом дестабилизирующий отбор 
прямо или косвенно влияет на системы нейроэндокрин-
ного контроля онтогенеза при усилении прежних или 
появлении новых факторов стресса в окружающей среде: 
“In a genetic and biochemical sense, what may be selected for 
are changes in the regulation of genes – that is, in the timing 
and the amount of gene expression rather than changes in 
individual structural genes. Selection having such an effect is 
called by me destabilizing selection. The selection becomes 
destabilizing when it affects, directly or indirectly, the systems 
of neuroendocrine control of ontogenesis. This seems always 
to be the case when some new stressful factors appear in the 
environment, or when stresses usual for the species increase 
in strength.” (Belyaev, 1979, p. 307). 

Это открытие – итог многолетних уникальных экспе
риментов по одомашниванию норки (Беляев и др., 1972) 
и лисицы (Belyaev et al., 1975), а также мыши как лабо-
раторной модели рака у человека (Belyaev, Gruntenko, 
1972). Среди этих экспериментов были также наблюдения 
ускоренного угасания гормональной функции семенников 
(Осадчук и др., 1978а) и нарушения сезонности размно-
жения (Осадчук и др., 1978б) одомашненных лисиц по 
сравнению с дикими, которые были выполнены с участием 
одного из соавторов настоящей работы. 

Дальнейший сравнительный анализ репродуктивных 
показателей одомашненных лисиц относительно диких 
(принятых за норму) выявил снижение показателей эн-
докринной системы самок (Osadchuk, 1992a), сексуаль-
ной активности самцовпервогодков (Osadchuk, 1992b, 
Осадчук, 2006), массы гонад эмбрионов и гетерохронию 
развития у них гипофизарносеменникового комплекса 

(Осадчук, 1998) в качестве свидетельств дестабилизи
рую щего отбора при одомашнивании животных (Belyaev, 
1979). На лабораторной модели одомашнивания живот
ных человеком с использованием аутбредных линий крыс 
была отмечена задержка полового созревания самцов 
ручной линии по сравнению с самцами агрессивной ли
нии (Prasolova et al., 2014). Результаты сравнения геномов 
человека, ряда домашних животных и некоторых из их 
диких сородичей обобщены термином «синдром само-
доместикации», в симптомы которого включены рас-
стройства аутистического спектра (Theofanopoulou et al., 
2017), хотя идея самодоместикации человека остается в 
фокусе дискуссий (Del Savio, Mameli, 2020) по сей день.

Следуя тренду постгеномной эры наук о жизни (Qian 
et al., 2021), мы создали биоинформатическую модель 
синдрома самодоместикации с использованием диффе-
ренциально экспрессируемых генов (ДЭГ) домашних 
животных в сравнении с их дикими сородичами, которые 
ортологичны генам человека, связанных с ревматоидным 
артритом (Klimova et al., 2021) и репродуктивным потен-
циалом (Vasiliev et al., 2021), т. е. с ростом численности 
людей, без ограничений со стороны лимитирующих фак
торов (Chapman, 1931; Pianka, 1976). 

В настоящей работе мы исследовали 68 генов чело века, 
изменения экспрессии которых влияют на репродуктив-
ное здоровье женщин (Chadaeva et al., 2018) и мужчин 
(Ponomarenko et al., 2020). Полученный результат об-
суждается в связи с восстановлением видов животных, 
исчезающих под антропогенной нагрузкой (Esmaeili et 
al., 2019).

Материалы и методы
Исследуемые гены человека. Проанализировано 68 ге
нов человека, в промоторах которых мы ранее оценили 
кандидатные SNPмаркеры изменений репродуктивного 
здоровья женщин (Chadaeva et al., 2018) и мужчин (Po
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no marenko et al., 2020), примеры которых представлены в 
табл. 1, а их полное описание – в Приложении1. 

Например, в промоторе гена ACKR1 (атипичный хе-
мокиновый рецептор 1) человека ранее мы нашли SNP 
rs2814778, который понижает сродство ТАТАсвязываю
щего белка (ТВР) к этому промотору (Chadaeva et al., 
2018) и таким путем (Mogno et al., 2010), экспрессию этого 
гена (см. табл. 1, колонка iii, NSNP = 1). Это согласуется с 
независимыми клиническими данными для пациентов
носителей SNP rs2814778 (Michon et al., 2001; Nalls et al., 
2008), вследствие чего мы предложили кандитатный SNP
маркер rs2814778 для преэклампсии как одной из наиболее 
острых проблем современного акушерства (VelzingAarts 
et al., 2002), ухудшающей репродуктивное здоровье жен  
щин (Chadaeva et al., 2018) (cм. табл. 1, колонка v, обо-
значено cимволом «↓»). Вместе с тем, согласно  паталого 
анатомическим данным (HernandezAguilera et al., 2020), 
избыток белка ACKR1 способствует увеличению смерт-
ности людей от атеросклероза и других заболеваний ко-
ронарной артерии (см. табл. 1, колонка vii), что снижает 
их репродуктивный потенциал (см. табл. 1, колонка viii). 

Другим примером исследованного нами (Ponomarenko 
et al., 2020) ранее гена, чьи понижение и повышение экс-
прессии ухудшают репродуктивную сферу людей, явля-
ется ген ZFY белка с цинковым пальцем на хромосоме Y 
(см. табл. 1). 
1 Приложение см. по адресу: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2022-26/appx2.pdf

Кроме того, ранее мы нашли два кандидатных SNP
мар кера, rs758026532 и rs772821225, в промоторе гена 
DNMT1, кодирующего ДНКметилтрансферазу 1 челове ка, 
которые снижают его экспрессию (Chadaeva et al., 2018), 
как это делает противоопухолевый препарат децитабин 
(Awada et al., 2020), повышая таким путем репродуктив
ный потенциал людей (см. табл. 1, колонка v, символ «↑»). 
В промоторе этого гена мы ранее выявили семь канди-
датных SNPмаркеров избытка DNMT1 (Chadaeva et al., 
2018), что, согласно модели заболеваний человека с ис 
 пользованием мыши (Matrisciano et al., 2013), может вы-
зывать эпигенетические нарушения развития мозга плода 
при воздействии стрессирующих факторов, ухудшая ре-
продуктивную сферу человека (см. табл. 1, колонка viii, 
символ «↓»). 

Наконец, в табл. 1 показано, что исследованный нами 
ранее (Ponomarenko et al., 2020) ген PLCXD1 (содержащий 
фосфатидилинозитолспецифический домен фосфоли-
пазы CX белок1) человека, представляет диаметрально 
противоположную ситуацию (см. табл. 1, символы «↓» и 
«↑» в колонках v и viii соответственно). Действительно, 
пониженная экспрессия этого гена является фактором 
риска инсульта у мужчин репродуктивного возраста (Tian 
et al., 2012), тогда как его повышенная экспрессия улуч
шает репродуктивный потенциал благодаря подавлению 
развития меланом как одних из самых смертельно опас-
ных злокачественных опухолей человека (Mithani et al., 
2011). 

Таблица 1. Примеры 68 исследуемых генов человека, для которых ранее были оценено достоверное влияние  
SNP сайтов связывания ТАТА-связывающего белка (ТВР) на сродство ТВР к промоторам этих генов,  
а также на уровни их экспрессии и, соответственно, изменения репродуктивной сферы женщин (Chadaeva et al., 2018)  
и мужчин (Ponomarenko et al., 2020). Полный список см. в Приложении

№ Ген  
человека

Пониженная экспрессия (–) Повышенная экспрессия (+)

NSNP 
(лит. источник)

Влияние на репродуктивную сферу 
и здоровье (лит. источник)

♂♀ NSNP 
(лит. источник)

Влияние на репродуктивную сферу 
и здоровье (лит. источник)

♂♀

i ii iii iv v vi vii viii

1 ACKR1 1  
(Chadaeva  
et al., 2018)

Повышенный риск преэклампсии 
как одной из самых острых проб-
лем современного акушерства  
(Velzing-Aarts et al., 2002)

↓ – Согласно паталого-анатомиче-
ским данным, выше смертность 
от атеросклероза и заболеваний 
коронарной артерии  
(Hernandez-Aguilera et al., 2020)

↓

18 DNMT1 2  
(Chadaeva  
et al., 2018)

Децитабин в качестве противо-
опухолевого препарата снижает 
уровень DNMT1 (Awada et al., 2020)

↑ 7  
(Chadaeva  
et al., 2018)

В модели болезней человека на 
мыши: нарушения развития мозга 
плода при стрессе  
(Matrisciano et al., 2013)

↓

49 PLCXD1 15  
(Ponomarenko 
et al., 2020)

Гендерное повышение рисков у 
мужчин среднего (репродуктив-
ного) возраста для ишемического 
инсульта (Tian et al., 2012)

↓ 35  
(Ponomarenko 
et al., 2020)

Трансфекция вектора с геном 
PLCXD1 в клеточные культуры  
меланомы человека подавляет  
их рост (Mithani et al., 2011)

↑

68 ZFY – В модели заболеваний человека 
с использованием быка: астено-
зооспермия (Xi et al., 2019)

↓ 2 
(Ponomarenko 
et al., 2020)

Выше риск остановки мейоза спер-
матоцитов, ведущей к их апоптозу 
и бесплодию (Jan et al., 2018)

↓

Примечание. № – порядковый номер гена в списке, упорядоченном по алфавиту, в Приложении. NSNP – число кандидатных SNP-маркеров, значимо 
снижающих или повышающих сродство ТВР к промоторам гена (Chadaeva et al., 2018; Ponomarenko et al., 2020) и, соответственно, понижающих (–) или 
повышающих (+) его экспрессию (Mogno et al., 2010; Ponomarenko et al., 2010); влияние на репродуктивную сферу человека: ухудшение (↓) или улучше-
ние (↑). Гены: ACKR1 – атипичный хемокиновый рецептор 1; DNMT1 – ДНК-метилтрансфераза 1; PLCXD1 – белок-1, содержащий фосфатидилинозитол-
специфический домен фосфолипазы CX; ZFY – Y-связанный белок с цинковым пальцем.

http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2022-26/appx2.pdf
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2022-26/appx2.pdf
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Аналогично рассмотренным выше генам, ACKR1, 
DNMT1, PLCXD1 и ZFY, в Приложении описаны все 68 
генов человека, исследуемых в этой работе, среди которых 
нам не удалось найти пример, в котором как понижение, 
так и повышение экспрессии гена могут улучшить репро-
дуктивный потенциал людей. 

Исследуемые ДЭГ домашних животных в сравнении 
с дикими. Проанализировано 3080 ДЭГ домашних жи-
вотных в сравнении с дикими, которые доступны в базе 
данных PubMed (Lu, 2011), как это описано в табл. 2 и 
охарактеризовано примерами в табл. 3. При этом, согласно 
(Klimova et al., 2021; Vasiliev et al., 2021), к анализу дан-
ных RNASeq применяли одно из самых древних (Samet, 
1985), широко используемых (Sun et al., 2008; Morozova 
et al., 2020; Hakizimana et al., 2021) и основополагающих 
(Zhang et al., 2021) понятий филогенетического анали-
за – «ближайший общий предок» (Samet, 1985). В связи 
с этим домашних животных и их диких сородичей ха-
рактеризовали равновеликими минимально возможными 
противоположно направленными изменениями экспрес-
сии генов в сравнении с их неизвестным «ближайшим 
общим предком». 

Например, ген Ckbl (креатинкиназа Bподобный бе-
лок) охарактеризован в табл. 1 (колонка v) позитивной 
оценкой 4.33 логарифмических единиц по основанию 2 
(log2единиц) относительной экспрессии в крови собаки 
(Canis familiaris) в сравнении с таковой у волка (C. lupus), 
согласно работе (Yang X. et al., 2018). Поэтому собаке и 

волку соответствуют повышенная и пониженная экспрес-
сия этого гена в сравнении с таковой у их ближайшего 
общего предка (см. табл. 3, колонки vii и viii). Аналогично 
негативная оценка (–1.55), относительной экспрессии  
гена Adm (адреномедуллин) в лобной коре собаки в сравне-
нии с таковой у волка (см. табл. 3, колонка v) соответствует 
пониженной и повышенной экспрессии Adm у них в этом 
отделе мозга в ходе дивергенции от их ближайшего общего 
предка (см. табл. 3, колонки vii и viii). Всего, таким об-
разом, охарактеризовано 450 ДЭГ в крови (Yang X. et al., 
2018) и 19 ДЭГ в лобной коре (Albert et al., 2012) собаки 
и волка (см. табл. 2, колонка v). 

Оценка (–0.47) дифференциальной экспрессии гена 
Hpd, который кодирует 4гидроксифенилпируват диокси-
геназу, в гипофизе ручных vs агрессивных лисиц Vulpes 
vulpes (Hekman et al., 2018) также соответствует пони-
женной и повышенной экспрессии этого гена у них при 
дивергенции от ближайшего предка (см. табл. 3). 

Кроме того, позитивные оценки относительной экспрес-
сии генов Mdk (Albert et al., 2012) и C7 (Long et al., 2018), 
кодирующих мидкин, и компонент 7 системы комплемента 
врожденного иммунитета, соответственно, в лобной коре 
свиньи (Sus scrofa) по сравнению с кабаном (S. scrofa), от-
вечают повышенной их экспрессии у свиньи сравнительно 
с кабаном по мере дивергенции от ближайшего общего 
предка (см. табл. 3). Напротив, для отрицательной оценки 
(–1.32) для гена Ano3 в гипофизе свиньи относительно 
кабана (Yang Y. et al., 2018) подходят дефицит и избыток 

Таблица 2. Исследуемые данные RNA-Seq о дифференциально экспрессируемых генах домашних и диких животных,  
доступных в базе данных PubMed (Lu, 2011)

 № Домашние животные Дикие животные Орган Число ДЭГ Литературный источник

  i ii iii iv v vi

   1 Собака (Canis familiaris) Волк (C. lupus) Кровь 450 Yang X. et al., 2018

   2 Собака (C. familiaris) Волк (C. lupus) Лобная кора 19 Albert et al., 2012

   3 Ручная лисица (Vulpes vulpes) Агрессивная лисица (V. vulpes) Гипофиз 327 Hekman et al., 2018

   4 Свинья (Sus scrofa) Кабан (S. scrofa) Лобная кора 61 Albert et al., 2012

   5 Свинья (S. scrofa) Кабан (S. scrofa) Лобная кора 34 Long et al., 2018

   6 Свинья (S. scrofa) Кабан (S. scrofa) Гипофиз 22 Yang Y. et al., 2018

   7 Домашняя морская свинка  
(Cavia porcellus)

Дикая морская свинка  
(C. aperea)

Лобная кора 1174 Albert et al., 2012

   8 Домашний кролик  
(Oryctolagus cuniculus domesticus)

Дикий кролик (O. cuniculus) Лобная кора 19 Albert et al., 2012

   9 Домашний кролик  
(O. cuniculus domesticus)

Дикий кролик (O. cuniculus) Теменная  
и височная кора 

216 Sato et al., 2020

10 Домашний кролик  
(O. cuniculus domesticus)

Дикий кролик (O. cuniculus) Миндалевидное 
тело 

118 Sato et al., 2020

11 Домашний кролик  
(O. cuniculus domesticus)

Дикий кролик (O. cuniculus) Гипоталамус 43 Sato et al., 2020

12 Домашний кролик  
(O. cuniculus domesticus)

Дикий кролик (O. cuniculus) Гиппокамп 100 Sato et al., 2020

13 Ручная крыса (Rattus norvegicus) Агрессивная крыса (R. norvegicus) Лобная кора 23 Albert et al., 2012

14 Домашние куры (Gallus gallus) Дикие куры (G. gallus) Гипофиз 474 Fallahshahroudi et al., 2019

Всего 3080
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аноктамина 3, кодируемого Ano3, в этом отделе мозга у 
них по мере дивергенции от их ближайшего общего пред-
ка (см. табл. 3).

В свою очередь, негативная оценка дифференциальной 
экспрессии гена Agt (ангиотензиноген) в лобной коре 
до машних морских свинок Cavia porcellus по сравнению 
с дикими C. aperea (Albert et al., 2012) соответствует по-
ниженной и повышенной экспрессии этого гена у них 
по мере дивергенции от их ближайшего общего предка 
(см. табл. 3, колонки v, vii и viii). В табл. 2 и 3 даны ана-
логичные примеры описания всех 3080 ДЭГ домашних 
животных в сравнении с их дикими сородичами, иссле-
дованных в этой работе.

Поиск ортологичных генов человека и животных. 
Для каждого анализируемого ДЭГ домашних животных 
в сравнении с их дикими сородичами, которые охаракте-
ризованы в табл. 2 и 3, искали генортолог среди всех 68 
исследуемых генов человека (см. табл. 1 и Приложение). 
Если таковой ген человека не был найден, то рассматри
ваемые ДЭГ животных исключали из анализа. То есть со
поставляли влияние сонаправленных изменений экспрес-
сии найденных ортологичных генов на репродуктивный 
потенциал людей (см. табл. 1 и Приложение, колонки 
v и viii) и на возникновение доместицированной формы 

Таблица 3. Примеры исследуемых ДЭГ домашних и диких животных, которые интегрально охарактеризованы в табл. 2

Животные RNA-Seq Изменение экспрессии  
при дивергенции животных  
от ближайшего общего предка 

Литературный  
источник

домашние дикие Орган ДЭГ log2 p домашние  
животные

дикие  
животные

i ii iii iv  v vi vii viii ix

Собака Волк Кровь Ckbl 4.33 10–3 Повышенная (+) Пониженная (–) Yang X. et al., 2018

Собака Волк Лобная кора Adm –1.55 10–4 Пониженная (–) Повышенная (+) Albert et al., 2012

Ручная лисица Агрессивная 
лисица 

Гипофиз Hpd –0.47 10–5 Пониженная (–) Повышенная (+) Hekman et al., 2018

Свинья Кабан Лобная кора Mdk 1.10 10–8 Повышенная (+) Пониженная (–) Albert et al., 2012

Свинья Кабан Лобная кора C7 1.64 10–4 Повышенная (+) Пониженная (–) Long et al., 2018

Свинья Кабан Гипофиз Ano3 –1.32 0.05 Пониженная (–) Повышенная (+) Yang Y. et al., 2018

Домашняя  
морская свинка 

Дикая  
морская свинка 

Лобная кора Agt –1.80 10–16 Пониженная (–) Повышенная (+) Albert et al., 2012

Домашний кролик Дикий кролик Лобная кора Gp2 6.36 10–3 Повышенная (+) Пониженная (–) Albert et al., 2012

Домашний кролик Дикий кролик Теменная  
и височная кора 

ApoD 1.05 0.05 Повышенная (+) Пониженная (–) Sato et al., 2020

Домашний кролик Дикий кролик Миндалевидное 
тело 

Pgk1 –1.22 0.05 Пониженная (–) Повышенная (+) Sato et al., 2020

Домашний кролик Дикий кролик Гипоталамус Aqp1 –3.46 0.05 Пониженная (–) Повышенная (+) Sato et al., 2020

Домашний кролик Дикий кролик Гиппокамп Irf6 1.66 0.05 Повышенная (+) Пониженная (–) Sato et al., 2020

Ручная крыса Агрессивная 
крыса 

Лобная кора Alb 1.64 10–6 Повышенная (+) Пониженная (–) Albert et al., 2012

Домашние куры Дикие куры Гипофиз Fst –1.21 10–3 Пониженная (–) Повышенная (+) Fallahshahroudi  
et al., 2019

Примечание. log2 –  экспрессия у домашних животных относительно диких (в log2-ед.); p – статистическая значимость, согласно оценке авторов, цити-
руемых в колонке ix. Гены: Ckbl – креатинкиназа B-подобный белок; Adm – адреномедуллин; Hpd – 4-гидроксифенилпируват диоксигеназа; Mdk – мидкин; 
C7 – компонент 7 системы комплемента врожденного иммунитета; Ano3 – аноктамин 3; Agt – ангиотензиноген; Gp2 – гликопротеин 2; ApoD – аполипопро-
теин D; Pgk1 – фосфоглицераткиназа 1; Aqp1 – аквапорин 1; Irf6 – регуляторный фактор интерферона 6; Alb – альбумин; Fst – фоллистатин.

или сохранение дикой соответствующих животных в 
процессе микроэволюции их ближайшего общего пред-
ка (см. табл. 3, колонки vii и viii). Например, ген Apoa1 
(аполипопротеин A1) характеризуется негативной оценкой 
(–3.2) дифференциальной экспрессии у домашних мор-
ских сви нок в сравнении с дикими (Albert et al., 2012), 
что соответствует пониженной и повышенной экспрессии 
этого гена в процессе дивергенции от их ближайшего 
общего предка (табл. 4, колонки ii, iv и vi). При этом по-
ниженная экспрессия ортологичного гена APOA1 человека 
была клинически ассоциирована предрасположенностью 
к когнитивным расстройствам (Peng et al., 2017), тогда 
как повышенная экспрессия этого гена – с бесплодием 
у женщин (Manohar et al., 2014), как показано в табл. 4 
(колонки vii и ix). Таким образом, дефицит и избыток 
APOA1 у человека, в сравнении с нормой, ухудшают ре-
продуктивную сферу людей (см. табл. 4, колонки viii и x). 

В рамках применяемой здесь ранее предложенной био
информатической модели заболеваний человека с исполь-
зованием ДЭГ домашних versus диких животных (Klimova 
et al., 2021; Vasiliev et al., 2021) все это означает, что из-
менения экспрессии гена Apoa1 в процессе дивергенции 
домашних и диких морских свинок от их ближайшего 
общего предка соответствуют негативному влиянию из-
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Таблица 4. Сравнение влияния изменений экспрессии ортологичных генов на репродуктивный потенциал человека  
и дивергенцию домашних и диких животных от их ближайшего общего предка 

Животные Человек

RNA-Seq Изменение экспрессии  
при дивергенции животных  
от ближайшего общего предка

Ген Влияние изменения экспрессии гена  
на репродуктивный потенциал (♂♀)

ДЭГ log2 p домашние дикие пониженная (–) ♂♀ повышенная (+) ♂♀

i ii iii iv v vi vii viii ix x

Домашние и дикие морские свинки (Albert et al., 2012)

Apoa1 –3.2 10–2 Пониженная (–) Повышенная (+) APOA1 Выше риск когнитивных 
рас стройств  
(Peng et al., 2017)

↓ Бесплодие женщин  
(Manohar et al., 2014)

↓

Cetp 2.1 10–4 Повышенная (+) Пониженная (–) CETP Замедление атерогенеза  
против инсульта  
и инфарк та  
(Plengpanich et al., 2011)

↑ При беременности выше 
риск гиперхолестери-
немии  
(Silliman et al., 1993)

↓

Cyp17a1 –1.1 10–2 Пониженная (–) Повышенная (+) CYP17A1 Выше риск нарушения 
фертильности  
(Marsh, Auchus, 2014)

↓ Малазийский прополис 
повышает CYP17A1, чем 
лечит субфертильность 
(Nna et al., 2020)

↑

Gcg 3.0 10–2 Повышенная (+) Пониженная (–) GCG Ниже частота беременно-
сти (Sugiyama et al., 2012)

↓ Ниже частота беремен-
ности (Sun et al., 2019)

↓

Il1b 2.3 10–4 Повышенная (+) Пониженная (–) IL1B Нет деформации костей 
при бактериальной инва-
зии (Sasaki et al., 2020) 

↑ Выше циркадная гипер- 
чувствительность боли 
(Olkkonen et al., 2015)

↓

Nr5a1 –2.2 10–3 Пониженная (–) Повышенная (+) NR5A1 Дисгенезия гонад  
(Nagaraja et al., 2019)

↓ Лучше дифференци-
ровка клеток Сертоли и 
качество спермы  
(Wood et al., 2011)

↑

Proc 1.8 10–2 Повышенная (+) Пониженная (–) PROC Выше риск смертельно 
опасной молниеносной 
пурпуры новорожденных 
(Dinarvand, Moser, 2019)

↓ Выше риск прерывания 
беременности  
(Lay et al., 2005)

↓

Собака и волк (Yang X. et al., 2018)

Gh1 2.8 10–4 Повышенная (+) Пониженная (–) GH1 Выше смертность  
от сер дечно-сосудистых 
патологий  
(Jorgensen, Juul, 2018)

↓ Соматотропин продле-
вает репродуктивный 
возраст женщин  
(Regan et al., 2018)

↑

Hba1 –4.1 10–7 Пониженная (–) Повышенная (+) HBB Талассемия ухудшает 
репродуктивное здоровье 
женщин  
(Takhviji et al., 2020)

↓ В китайской медицине 
отвар Цзянь-Пи-Йи-Шен 
повышает гемоглобин 
против хронической 
анемии (Wang et al., 2020)

↑
Hbbl –5.9 10–11 Пониженная (–) Повышенная (+)

Hbm –6.5 10–9 Пониженная (–) Повышенная (+)

Hbzl –7.1 10–4 Пониженная (–) Повышенная (+)

Ручные и агрессивные лисицы (Hekman et al., 2018)

Esr2 –0.3 10–2 Пониженная (–) Повышенная (+) ESR2 Дефицит ESR2 у под-
ростков снижает каче-
ство спермы у взрослых 
(Ivanski et al., 2020)

↓ Избыток ESR2 у подрост-
ков снижает качество 
спермы у взрослых 
(Ivanski et al., 2020)

↓

Il9r 0.4 10–5 Повышенная (+) Пониженная (–) IL9R Нарушена имплантация 
трофобластов  
(Sun et al., 2020)

↓ Выше риск смертельно 
опасного анафилак-
тического шока 
(Osterfeld et al., 2010)

↓

Домашние и дикие кролики (Albert et al., 2012)

F7 –0.3 10–2 Пониженная (–) Повышенная (+) F7 Спонтанные трудно оста-
навливаемые опасные 
для жизни кровотечения 
(Senol, Zulfikar, 2020)

↓ Экзогенный F7 –  
лекарство для спасения 
жизни при акушерских 
кровотечениях  
(Burad et al., 2012)

↑
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Окончание табл. 4 

Животные Человек

RNA-Seq Изменение экспрессии  
при дивергенции животных  
от ближайшего общего предка

Ген Влияние изменения экспрессии гена  
на репродуктивный потенциал (♂♀)

ДЭГ log2 p домашние дикие пониженная (–) ♂♀ повышенная (+) ♂♀
i ii iii iv v vi vii viii ix x

Домашние и дикие куры (Fallahshahroudi et al., 2019)

Cyp17a1 0.6 10–9 Повышенная (+) Пониженная (–) CYP17A1 Выше риск нарушения  
фертильности  
(Marsh, Auchus, 2014)

↓ Малазийский прополис 
повышает CYP17A1, чем 
лечит субфертильность 
(Nna et al., 2020)

↑

F3 0.8 10–4 Повышенная (+) Пониженная (–) F3 Озонотерапия снижает F3 
для лечения тромбоише-
мических повреждений 
кишечника  
(Yu et al., 2020)

↑ Выше риск инсульта  
и инфаркта миокарда  
(Arnaud et al., 2000)

↓

Hbad –1.1 10–2 Пониженная (–) Повышенная (+) HBD Талассемия ухудшает 
репродуктивное здоровье 
женщин  
(Takhviji et al., 2020)

↓ В китайской медицине 
отвар Цзянь-Пи-Йи-Шен 
повышает гемоглобин 
против хронической 
анемии (Wang et al., 2020)

↑

Pgr 1.3 10–6 Повышенная (+) Пониженная (–) PGR Бесплодие из-за наруше-
ний сексуального поведе-
ния (Kubota et al., 2016)

↓ Повышенная  
фертильность  
(Yao et al., 2020)

↑

Slc25a6 0.5 10–5 Повышенная (+) Пониженная (–) SLC25A6 Выше риск  
дистрофии мышц  
(Clemencon et al., 2013)

↓ Выше устойчивость  
к вирусу герпеса  
(Guo et al., 2015)

↑

Примечание. См. примечание к табл. 3. Гены: Apoa1 – аполипопротеин A1; Cetp – переносчик холестерина; Cyp17a1 – стероид-17α-монооксигеназа; 
Gcg – глюкагон; Il1b – интерлейкин 1β; Nr5a1 – стероидогенный фактор 1; Gh1 – соматотропин; HBD, Hba1, Hbad, Hbbl, Hbm и Hbz1 – субъединицы δ, α1, 
αD, β-подобная, μ и ζ1 гемоглобина; Esr2 – рецептор эстрогена 2; Il9r – рецептор интерлейкина 9; F3, F7 и Proc – факторы свертывания крови III, VII и XIV; 
Pgr – рецептор прогестерона; Slc25a6 – митохондриальный переносчик растворенных веществ.

менений экспрессии генаортолога APOA1 человека на 
репродуктивный потенциал людей.

Аналогично, ген CETP, кодирующий переносчик 
слож ного эфира холестерина, суперэкспрессируется при 
гипер холестеринемии беременных (Silliman et al., 1993), 
ухуд шая репродуктивное здоровье женщин (см. табл. 4, 
ко лонки ix и x). Избыток CETP у человека согласуется с 
избытком Cetp у домашней морской свинки в ходе ее ди-
вергенции от ближайшего общего предка с дикой морской 
свинкой (Albert et al., 2012), как это показано в табл. 4 
(колонки ii и iv). Напротив, дефицит CETP у человека 
является клинически доказанным маркером замедления 
атерогенеза, а также снижения риска инсульта и инфарк
та (Plengpanich et al., 2011), что можно расценивать как 
фактор повышения репродуктивного потенциала человека 
(см. табл. 4, колонки vii и viii). Дефицит CETP у человека 
соотносится с дефицитом Cetp у дикой морской свинки 
при ее дивергенции от ближайшего общего предка с до-
машней морской свинкой (Albert et al., 2012) (см. табл. 4, 
колонка v). 

Наконец, ген CYP17A1 человека несет стероид17αмо
нооксигеназу, дефицит которой нарушает фертильность 
людей (Marsh, Auchus, 2014), что снижает их репродуктив-
ный потенциал (см. табл. 4). Недостаточность CYP17A1  
у человека аналогична дефициту Cyp17a1 у домашней 
морской свинки (Albert et al., 2012) и у диких кур Gallus 
gallus (Fallahshahroudi et al., 2019) при дивергенции до-

машних и диких форм этих видов (см. табл. 4). Напротив, 
избыток CYP17A1 у человека преодолевает субфертиль-
ность (Nna et al., 2020), повышая репродуктивный потен-
циал людей (см. табл. 4, колонки ix и x). Это соответствует 
повышенной экспрессии ортологичных генов Cyp17a1 
дикой морской свинки и у домашних кур в сравнении с 
соответствующими ближайшими общими предками (см. 
табл. 4).

В табл. 4 приведены аналогичные описания для каждого 
из всех выявленных нами геновортологов человека и 
животных среди 68 изучаемых здесь генов человека (см. 
табл. 1 и Приложение) и всех 3080 ДЭГ домашних жи-
вотных в сравнении с их дикими сородичами (см. табл. 2 
и 3). При этом существенно, что благодаря использованию 
понятия «дивергенция от ближайшего об щего предка» 
удалось сопоставлять фенотипические про явления по-
вышенной и пониженной экспрессии генов человека 
(см. табл. 1, колонки v и viii; табл. 4, колонки viii и x) 
с изменениями экспрессии ортологичных им генов у 
домашних и диких животных при дивергенции от их 
ближайшего общего предка (см. табл. 3, колонки v и vi; 
табл. 4, колонки iv и v). 

База знаний PetDEGsDB о заболеваниях человека 
в качестве кандидатных симптомов для синдрома са
модоместикации. Выявленные как основной результат 
настоящей работы соответствия между влиянием ортоло-
гичных генов человека и животных на репродуктивный 
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потенциал человека и дивергенцию домашних и диких 
животных от их ближайших общих предков привели к 
плоскому текстовому Excelсовместимому формату и, 
наконец, преобразовали в базу знаний PetDEGsDB о 
заболеваниях человека как кандидатные симптомы для 
синдрома самодоместикации (Vasiliev et al., 2021) в Web
среде MariaDB 10.2.12 (MariaDB Corp AB, Эспоо, Фин-
ляндия). База знаний о заболеваниях человека в качестве 
синдромов самодоместикации доступна по адресу: URL = 
https://www.sysbio.ru/domesticwild.

Статистический анализ. Описанные в табл. 4 соот
ветствия между фенотипическими проявлениями со-
направленных изменений геновортологов человека и 
животных суммировали в стандартную таблицу соответ-
ствий Фишера 2×2, представленную пересечением строк 
«домашние животные» и «дикие животные» (табл. 5, 
колонки iii и iv). Эту таблицу анализировали с использо-
ванием пакета Statistica (Statsoft™, Талса, США), режим 
работы которого выбрали последовательностью команд 
Statistics→Nonparametrics→2×2 Table, позволившей про-
верить биномиальное распределение, точный критерий 
Фишера и критерий χ2 Пирсона (см. табл. 5, колонки v, 
vi, vii и viii). 

Результаты и обсуждение
В настоящей работе мы исследовали 68 генов человека 
(см. табл. 1 и Приложение) и 3080 ДЭГ домашних жи-
вотных по сравнению с дикими сородичами (см. табл. 2 
и 3), которые описаны в разделе «Материалы и методы». 
В результате применения методики, изложенной в под-
разделе «Поиск ортологичных генов человека и живот-
ных», найдено 20 ДЭГ животных, которые оказались 
ор тологичными исследуемым генам человека, как это 
представлено в табл. 4 и описано в разделе «Материалы 
и методы» на иллюстративных примерах генов APOA1, 
CETP и CYP17A1 человека. Рассмотрим выявленные гены
ортологи человека и животных.

Ген CGC человека несет глюкагон, дефицит (Sugiyama 
et al., 2012) и избыток (Sun et al., 2019) которого являются 
клинически доказанными маркерами пониженной часто
ты беременности и, таким образом, ухудшения репродук-
тивной сферы людей (см. табл. 4). Избыток и дефицит 
глюкагона у человека соответствуют повышенной и по  
ниженной экспрессии гена Gcg домашних и диких мор
ских свинок (Albert et al., 2012) при дивергенции от бли-
жайшего общего предка.

Ген IL1B кодирует интерлейкин 1β. Избыток этого 
ин терлейкина повышает циркадную чувствительность к 
боли (Olkkonen et al., 2015), чем снижает репродуктивный 
потенциал человека (см. табл. 4). Однако дефицит IL1B 
препятствует деформации костей при бактериальной ин-
вазии (Sasaki et al., 2020), в этом случае репродуктивный 
потенциал человека ожидаемо повышается (см. табл. 4). 
Избыток и дефицит IL1B у человека является сонаправ-
ленным избытку и дефициту Il1b у дикой морской свинки 
при ее дивергенции от общего предка с домашней морской 
свинкой (Albert et al., 2012). 

Ген NR5A1, кодирующий стероидогенный фактор 1 че
ловека, характеризуется дефицитом экспрессии при дис-

генезии гонад (Nagaraja et al., 2019), которая снижает ре-
продуктивный потенциал человека (см. табл. 4), в то время 
как избыток фактора NR5A1 способствует улучшению 
качества спермы (Wood et al., 2011). И дефицит NR5A1, 
и его избыток у человека соответствуют пониженной и 
повышенной экспрессии гена Nr5a1 у домашней морской 
свинки в процессе дивергенции с дикой морской свинкой 
от общего предка (Albert et al., 2012). 

Ген PROC соответствует фактору свертывания крови 
XIV человека, недостаток которого у новорожденных 
может вызвать смертельно опасную молниеносную пур-
пуру (Dinarvand, Moser, 2019), в то время как его избыток 
повышает риск прерывания беременности (Lay et al., 
2005). Этим изменениям экспрессии PROC сопоставля-
ются по ниженная и повышенная экспрессия Proc диких  
и домашних морских свинок (Albert et al., 2012) в процес
се их микроэволюции (см. табл. 4).

Ген GH1 несет соматотропин, повышающий репродук-
тивный потенциал женщин (Regan et al., 2018). Избыток 
GH1 у человека аналогичен избытку Gh1 у собак (C. fami
liaris) при сравнении с ближайшим общим предком собак 
и волков (C. lupus) (Yang X. et al., 2018). Дефицит GH1 
повышает смертность людей от сердечнососудистых 
заболеваний (Jorgensen, Juul, 2018) и согласуется с дефи-
цитом Gh1 у волка в процессе его эволюции.

Гены HBB и HBD кодируют субъединицы β и δ гемо-
глобина, дефицит которых связан с талассемией – фак-
тором снижения репродуктивного потенциала женщин 
(Takhviji et al., 2020). Дефицит гемоглобина у человека 
отвечает дефициту гемоглобина у собак (Yang X. et al., 
2018) и домашних кур (Fallahshahroudi et al., 2019) при 
сравнении с таковым у ближайших общих предков с их 
дикими потомками (см. табл. 4). Избыток гемоглобина у 
человека соответствует избытку гемоглобина у волков и 
диких кур (см. табл. 4). 

Ген ESR2 (рецептор эстрогена 2) человека как в случае 
пониженной экспрессии у подростков, так и при его по
вышенной экспрессии у них был ассоциирован со сниже-
нием качества спермы у взрослых (Ivanski et al., 2020). Эти 
изменения его экспрессии у человека подходят таковым 
для ортологичного гена Esr2 у ручных и агрессивных 
лисиц (Hekman et al., 2018) в ходе их микроэволюции 
(см. табл. 4). 

Ген IL9R несет рецептор интерлейкина 9 человека, 
дефицит которого нарушает имплантацию трофобластов 
(Sun et al., 2020), тогда как его избыток способствует смер-
тельно опасному анафилактическому шоку (Osterfeld et 
al., 2010). Избыток и дефицит этого рецептора у человека 
соответствуют повышенной и пониженной экспрессии 
гена Il9r у ручных и агрессивных лисиц (Hekman et al., 
2018) по мере дивергенции от их ближайшего общего 
предка (см. табл. 4).

Ген F7 кодирует проконвертин, чью рекомбинантную 
активированную форму применяют для экстренного спа-
сения жизни при акушерских кровотечениях (Burad et al., 
2012). Избыток F7 у человека соответствует ортологу у 
диких кроликов в процессе дивергенции от общего пред-
ка с домашними кроликами (Albert et al., 2012). Дефицит 
проконвертина сопровождает спонтанные опасные для 
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жизни кровотечения (Senol, Zulfikar, 2020) и согласуется 
с дефицитом F7 у домашних кроликов (см. табл. 2).

Ген F3 (тромбопластин) суперэкспрессируется при 
инсульте и инфаркте миокарда (Arnaud et al., 2000), что 
может выступать как фактор снижения репродуктивного 
потенциала человека (см. табл. 4). Избыток F3 у человека 
является аналогом избытка F3 у домашних кур (Fallah-
shahroudi et al., 2019). При этом дефицит тромбопластина 
способствует повышению репродуктивного потенциала 
человека (Yu et al., 2020) и соответствует дефициту F3 у 
диких кур в ходе их дивергенции от ближайшего общего 
предка с домашними курами.

Ген PGR кодирует рецептор прогестерона. В модели 
заболеваний человека с использованием Pgrнокаутных 
крыс наблюдали бесплодие изза нарушения сексуального 
поведения (Kubota et al., 2016). Дефицит PGR у человека 
является сонаправленным дефициту Pgr у диких кур в 
ходе их дивергенции от общего предка с домашними ку-
рами (Fallahshahroudi et al., 2019). Модель фертильности 
человека с использованием овцематок обнаружила пози-
тивную корреляцию уровня Pgr и плодовитости (Yao et al., 
2020). Избыток PGR у человека согласуется с избытком 
Pgr у домашних кур как итог их селекции человеком на 
яйценоскость (см. табл. 4).

Ген SLC25A6, кодирующий стероидогенный фактор 1 
человека, имеет высокую экспрессию при устойчивости к 
вирусу герпеса (Guo et al., 2015), что соответствует избыт-
ку Slc25a6 у домашних кур относительно их ближайшего 
общего предка с дикими курами (Fallahshahroudi et al., 
2019). Дефицит SLC25A6 сопровождается повышенным 
риском дистрофии мышц (Clemencon et al., 2013) и явля-
ется аналогом дефицита Slc25a6 у диких кур относительно 
их ближайшего общего предка с домашними курами, 
которых человек отбирал на рост мышечной массы.

Все представленные в этой работе результаты обобще-
ны в табл. 5, где у домашних животных 16 и 4 ДЭГ, из-
менения экспрессии которых являются сонаправленными 
изменениям экспрессии геновортологов у человека, пони-
жающих и повышающих его репродуктивный потенциал, 
тогда как у диких животных было 9 и 11 таких ДЭГ со-
ответственно. Это различие между дикими и домашними 
животными статистически достоверно по критерию χ2 
Пирсона ( p < 0.05) и точному критерию Фишера ( p < 0.05). 
Наконец, биномиальное распределение ( p < 0.01) свиде-
тельствует о том, что антропогенные условия обитания 
животных при их одомашнивании чаще изменяют уровни 

экспрессии генов в направлении, сходном с изменениями 
экспрессии геновортологов у человека при снижении 
репродуктивного потенциала. 

Напротив, микроэволюция диких животных в есте-
ственных условиях обитания варьирует экспрессию генов 
в равной мере сравнительно с таковой у геновортологов 
человека при понижении или повышении его репро-
дуктивного потенциала (биномиальное распределение: 
p > 0.4) в согласии с общепринятым выбором дикого типа 
в качестве нормы (wild type, WT). 

Этот результат согласуется также с тем, что в лабора
торных моделях заболеваний человека с использованием 
животных выявляют ДЭГ у инбредных линий с симпто-
мами соответствующих заболеваний по сравнению с аут
бредными линиями в качестве нормы (Fedoseeva et al., 
2019). 

Тем не менее нам не удалось найти в литературных ис
точниках однозначных свидетельств того, что сонаправ-
ленные изменения экспрессии геновортологов вы зыва
ют сходные патологии у человека и животных, вероятно, 
вследствие разного генетического контекста этих изме-
нений у разных видов. 

Среди факторов вредного антропогенного воздействия 
на популяции животных весьма часто упоминают сниже-
ние их эффективной численности, что повышает степень 
их инбридинга, негативно коррелирующую с качеством 
спермы, например у домашних кошек Felis catus (Puka-
zhenthi et al., 2006), оленей Cervus elaphus (Gomendio et 
al., 2007) и зябликов Taeniopygia guttata (Forstmeier et al., 
2017), а также у мексиканских волков Canis lupus baileyi, 
исчезнувших в дикой природе в ХХ в. и существующих 
лишь в рамках программы их восстановления и реинтро-
дукции в прежние места обитания (Asa et al., 2007). 

При реинтродукции исчезающих журавлей Grus ame
ri cana высокая степень инбридинга их популяции ex situ 
(⁓400 особей) задерживает начало размножения и в итоге 
снижает яйценоскость, что планируют преодолеть мето-
дом криоконсервации спермы и искусственного оплодот-
ворения (Songsasen et al., 2019). 

Для семейства кошачьих Felidae криоконсервацию 
спермы и искусственное оплодотворение уже успешно 
осуществили для реинтродукции исчезающей дикой кош-
ки Prionailurus bengalensis euptilurus (Amstislavsky et al., 
2018). Создание охраняемых территорий естественного 
обитания амурского тигра Panthera tigris altaica способ-
ствовало восстановлению популяции (Xiao et al., 2016). 

Таблица 5. Достоверное соответствие влияний сонаправленных изменений экспрессии генов-ортологов на репродуктивный 
потенциал человека и дивергенцию диких и домашних животных от их ближайшего общего предка

Животные

Человек Статистика

Изменение экспрессии генов,  
вызывающее изменения  
репродуктивного потенциала (♂♀)

Биномиальное 
распределение

Критерий χ2  
Пирсона

Точный 
критерий 
Фишера

хуже (↓) лучше (↑) p χ2 p p

i ii iii iv v vi vii viii

Изменение экспрессии ДЭГ  
во время дивергенции  
от ближайшего общего предка

Домашние 16    4 0.01 5.2 0.05 0.05

Дикие    9 11 > 0.4
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Изза антропогенного сокращения ареала флоридской 
пумы Puma concolor coryi осталось лишь ⁓20 особей. На 
основе теоретикопопуляционных расчетов (Hedrick, 1995) 
для восстановления этого вида были перевезены особи 
близкородственной техасской пумы Puma concolor cou
guar, обеспечившие успех реинтродукции (Hedrick, 2010). 

Межподвидовое скрещивание помогло при реинтро-
дукции лошадей Пржевальского Equus caballus przewal
skii, исчезнувших в дикой природе полвека назад (Der 
Sarkissian et al., 2015). 

Как продолжение этих успехов можно привести при-
меры сравнения геномного разнообразия инбредных и 
аутбредных популяций быков Bos taurus, потомков F1 от 
скрещиваний между ними и потомков возвратных скре-
щиваний F1 с родительскими популяциями, а также для 
бизонов Bison bison. Результаты этих работ независимо 
воспроизводят факт снижения степени инбридинга при 
скрещиваниях инбредных линий животных с их аут-
бредными сородичами (Cronin, Leesburg, 2016). Наконец, 
благодаря расшифрованному геному австрийского быка 
породы флекви Bos (primigenius) taurus были выявлены 
районы, влияющие на качество спермы, и  успешно подо-
браны варианты межпородного скрещивания, улучшаю
щие ее (Ferencakovic et al., 2017). 

Кроме того, как существенно менее изученный фактор 
негативного антропогенного воздействия на популяции 
животных считают рост в них смертности от инфекций, 
например, в начале реинтродукции лошадей Пржеваль-
ского (Robert et al., 2005). 

Аналогично в процессе создания резервной популяции 
дикуши Falcipennis falcipennis, оказавшейся на грани ис-
чезновения в естественных местах обитания, у птиц изме-
нился кишечный микробиом, выступающий как стрессор 
иммунной системы (Коняев и др., 2013). Анализ фило-
генетической инерции сети «инфекции–хозяин» обнару-
жил рост числа общих инфекций человека и домашних 
животных по мере приручения новых диких животных 
как эпидемиологического моста, соединяющего антро-
погенную среду с дикой природой (Morand et al., 2014).

Наконец, контраргументами вышеназванных фактов 
снижения репродуктивного потенциала животных под 
воздействием человека могут быть домашние свиньи, пре-
восходящие диких кабанов по качеству спермы (Almeida 
et al., 2006), изза селекции на плодовитость ради мяса, 
а также рост доли самок у домашних кур в сравнении с 
ди кими курами как итог селекции на яйценоскость (Zhang 
et al., 2020).

Таким образом, снижение репродуктивного потенциала 
при одомашнивании новых хозяйственно ценных видов 
животных (например, куланов Equus hemionus hemionus 
(Soilemetzidou et al., 2020)) можно компенсировать как 
искусственным отбором на плодовитость в дополнение 
к таковому по основному, таргетному, признаку, так и 
с использованием межпородных скрещиваний. При во-
влечении в хозяйственный землеоборот человека мест ес
тественного обитания диких животных возникает ин бред
ное снижение их репродуктивного потенциала вплоть до 
исчезновения, что могут компенсировать межподвидовые 
скрещивания этих животных, а также методы вспомога-
тельной репродуктивной медицины.

Заключение
Исследовано 68 генов человека (см. табл. 1 и Приложение) 
и 3080 ДЭГ домашних животных по сравнению с дикими 
сородичами. Показано, что антропогенное воздействие 
при одомашнивании животных изменяет экспрессию их 
генов достоверно чаще в том же направлении, в каком из  
менения экспрессии ортологичных генов человека ухуд
шают репродуктивный потенциал людей. Напротив, есте-
ственные условия обитания диких животных поддержи-
вают внутривидовую изменчивость уровней экспрессии 
их генов в неразличимо равной мере, соответствующей 
изменениям экспрессии ортологичных генов человека, 
ухудшающим или улучшающим репродуктивное здоровье 
людей. 
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Abstract. The Siberian wood frog Rana amurensis Boulenger, 1886 is the most hypoxia-tolerant amphibian. It can 
survive for several months in an almost complete absence of oxygen. Little is known about the mechanisms of this 
remarkable resilience, in part because studies of amphibian genomes are impeded by their large size. To make the 
Siberian wood frog more amenable for genetic analysis, we performed transcriptome sequencing and de novo as-
sembly for the R. amurensis brain under hypoxia and normoxia, as well as for the normoxic heart. In order to build a 
de novo transcriptome assembly of R. amurensis, we utilized 125-bp paired-end reads obtained from the brain under 
normoxia and hypoxia conditions, and from the heart under normoxia. In the transcriptome assembled from about 
100,000,000 reads, 81.5 % of transcripts were annotated as complete, 5.3 % as fragmented, and 13.2 % as missing. We 
detected 59,078 known transcripts that clustered into 22,251 genes; 11,482 of them were assigned to specific GO ca-
tegories. Among them, we found 6696 genes involved in protein binding, 3531 genes involved in catalytic activity, 
and 576 genes associated with transporter activity. A search for genes encoding receptors of the most important neu-
rotransmitters, which may participate in the response to hypoxia, resulted in a set of expressed receptors of dopamine, 
serotonin, GABA, glutamate, acetylcholine, and norepinephrine. Unexpectedly, no transcripts for histamine receptors 
were found. The data obtained in this study create a valuable resource for studying the mechanisms of hypoxia tole-
rance in the Siberian wood frog, as well as for amphibian studies in general.
Key words: Siberian wood frog; Rana amurensis; transcriptome; de novo assembly; neurotransmitters.
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Аннотация. Сибирская лягушка Rana amurensis Boulenger, 1886 – наиболее устойчивый к гипоксии вид амфи-
бий. Она может прожить несколько месяцев при почти полном отсутствии кислорода. О механизмах этой за-
мечательной устойчивости мало что известно, отчасти потому, что исследования геномов амфибий затруднены 
из-за их большого размера. Чтобы сделать сибирскую лягушку более доступной для генетического анализа, мы 
провели секвенирование и сборку de novo транскриптома мозга R. amurensis в условиях гипоксии и нормоксии, 
а также для сердца – в нормоксии. Для сборки транскриптома de novo использовали парные прочтения длиной 
125 п. н., полученные для мозга сибирской лягушки в нормоксии и гипоксии, а также для сердца контрольных 
особей. В транскриптоме, собранном из примерно 100 млн ридов, 81.5 % транскриптов были аннотированы как 
полные, 5.3 – как фрагментированные и 13.2 % – как отсутствующие. Мы обнаружили 59 078 известных транс-
криптов, которые были сгруппированы в 22 251 ген, 11 482 из них были отнесены к определенным категориям 
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Gene Ontology. Среди них – 6696 генов, участвующих в белок-белковом взаимодействии, 3531 ген, кодирующий 
белок с каталитической функцией, и 576 генов, связанных с транспортной активностью. Для большинства транс-
криптов были установлены тканеспецифичные различия в экспрессии. Известно, что нейротрансмиттеры игра-
ют важную роль в ответе на гипоксию различных организмов, устойчивых к недостатку кислорода. Поиск генов, 
кодирующих рецепторы важнейших нейромедиаторов, которые могут участвовать в реакции на гипоксию, 
выявил набор экспрессируемых рецепторов дофамина, серотонина, гамма-аминомасляной кислоты (ГАМК), 
глутамата, ацетилхолина и норадреналина. При этом не обнаружено транскриптов для рецепторов гистамина. 
Данные, полученные в нашей работе, представляют собой ценный ресурс для исследования механизмов толе-
рантности к гипоксии у сибирской лягушки, а также для изучения амфибий в целом.
Ключевые слова: сибирская лягушка; Rana amurensis; транскриптом; сборка de novo; нейромедиаторы.

Introduction
Next-generation sequencing revolutionized the studies in the 
field of molecular genetics. In contrast to early whole-genome 
projects, this technology presents a quick and relatively cheap 
way to obtain genome-wide information for non-model orga-
nisms. However, for organisms with large genome sizes, such 
as amphibians, this is still a challenge due to many repeat 
sequences, frequent cases of polyploidy and high costs asso-
ciated with the sequences of large genomes (Schatz et al., 
2010). Among the family Ranidae, there are currently only 
three genome assemblies: Rana temporaria, Glandirana ru
gosa, and Lithobates catesbeianus (Hammond et al., 2017; 
Ka tsura et al., 2021; Streicher et al., 2021). Available transcrip-
tomes are more numerous; however, they are still provided 
only for a limited number of members of the family Ranidae 
and do not always meet the high-quality standards of modern 
transcriptome assemblies.

Assembled transcriptomes would be useful resources for 
studies on the emergent model species. Among these species 
are the northern amphibians that adapted to extreme conditions 
of the northern Palearctic. These include highly freeze-tolerant 
Rana sylvatica LeConte, 1825 (Storey, 1984), R. arvalis Nils-
son, 1842 (Berman et al., 2020), Hyla japonica Günther, 
1859 (Berman et al., 2016a), and the urodelas Salamandrella 
keyserlingii Dybowski, 1870 and S. schrenkii (Strauch, 1870) 
(Berman et al., 1984, 2010, 2016b), as well as the hypoxia-
tolerant Siberian wood frog Rana amurensis Boulenger, 1886 
(Berman et al., 2019). These species are intensely studied 
because they represent one of the most remarkable adapta-
tions of vertebrates to extreme conditions and could give 
insights into ischemia treatment and organ transplantation. 
Earlier studies of freeze- and hypoxia tolerant amphibians 
were mostly aimed at their physiology and biochemistry, but 
studying genetic systems becomes more important (Bickler, 
Buck, 2007; Storey K.B., Storey J.M., 2017).

Amphibians in general are believed to be not particularly 
tolerant to hypoxia: adults of the different studied species can 
survive for a few hours to a few days even at low (near-zero) 
temperatures in water with low oxygen content (Bickler, 
Buck, 2007). However, the Siberian wood frog R. amurensis 
Boulenger, 1886 is unique among amphibians in its ability 
to survive almost complete anoxia for several months (Ber-
man et al., 2019). This makes it a promising model object for 
studying hypoxia tolerance. Metabolomic patterns in its organs 
indicate dramatic changes in biochemical pathways under 
hypoxia (Shekhovtsov et al., 2020). However, these patterns 
are not easy to interpret, and this could be facilitated by the 
analysis of gene expression and gene networks. In order to 
create a resource for studying gene expression in the Siberian 

wood frog, we performed sequencing, de novo assembly, and 
annotation of the transcriptome of this species. 

Brain and heart are the most sensitive to hypoxia (Nilsson et 
al., 2015; Swenson, 2016), so we used transcripts from these 
organs for transcriptome construction. To test the assembled 
transcriptome, we also performed a search for neurotransmit-
ter receptor genes: it was demonstrated (Nilsson et al., 1990, 
1991) that neurotransmitters mediate hypoxia response in 
turtles, so we hypothesized that this might also be true for 
the Siberian wood frog.

Materials and methods
RNA extraction and sequencing. Specimens of the Sibe-
rian wood frog were collected in September 2019 near the 
Lesopilnoye village, Khabarovsk Krai (46° N, 134° E). We 
followed approved methods under appropriate permits is-
sued by cognizant governmental agencies (No. 001/04-19). 
Frog handling, hypoxia exposure, and organ extraction were 
performed as described in S.V. Shekhovtsov et al. (2020): 
briefly, the frogs were distributed by 5–7 individuals into 10 L 
containers filled with water (oxygen level 7–8 mg/L) and ac-
climated to low temperatures: 2 days at 14–15 °C, for 4 days 
at 8, 4, and 2–3 °C. Acclimation was performed in a TSO-1/80 
SPU thermostat (SKTB SPU, Russia) and in a WT-64/75 cli-
matic test chamber (Weiss Umwelttechnik GmbH, Germany). 
Control animals were kept in open containers; those exposed 
to hypoxia, in closed airtight bottles. The dissolved oxygen 
content was measured daily by a HACH HQ30D Flexi digital 
single-channel device with a luminescent LDO101 sensor 
until it reached 0.2 mg/L. After 17 days in hypoxia, animals 
were slaughtered as quickly as possible, and the organs were 
extracted and immediately submerged in liquid nitrogen. RNA 
was extracted using commercial kits (Biolabmix, Russia) fol-
lowing the manufacturer’s protocol. 

The purity of total RNA was estimated on a NanoPho-
tometer (Implen, Germany). The quantity of total RNA was 
measured by fluorimeter Qubit 4.0 (ThermoFisher Scien-
tific, USA). The quality of total RNA was evaluated using a 
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, USA). Then, from 
800–1000 ng of pure and good quality total RNA (RIN ≥ 7), 
polyA mRNA was isolated using NEBNext Poly(A) mRNA 
Magnetic Isolation Module (New England Biolabs, USA). 

cDNA libraries were prepared using NEBNext Ultra II 
Directional RNA Library Prep Kit for Illumina (New Eng-
land Biolabs) according to the manufacturer’s protocol. The 
concentration of amplified libraries was estimated by fluo-
rimeter Qubit 3.0 (ThermoFisher Scientific). Size selection 
of pooled libraries was performed on the BluePippin system 
(SAGE Science, USA) using 1.5 % agarose gel cassettes with 
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300–400 bp target size. The quality of libraries was verified 
on a Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) using DNA 
High Sensitivity Kit. Range of library fragment size was 
200–1000 bp. The concentration of libraries was validated 
by qPCR using 2.5× EVA Green Mix (Synthol, Russia) and 
primers for Illumina adapters (Evrogen, Russia). Libraries 
were then sequenced on a HiSeq 2500 (Illumina, USA) with 
paired-end 125 bp reads. 

Transcriptome assembly. RNA reads from R. amurensis 
brain and heart samples (brain+normoxia, brain+hypoxia, 
heart+normoxia, 3 samples in total) were used for de novo 
transcriptome assembly. The quality of raw reads was esti-
mated with FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.
ac.uk/projects/fastqc/). Adaptor trimming and read filtering 
were performed using fastp (Chen et al., 2018) with default 
parameters. The rCorrector tool (Song, Florea, 2015) was 
used for correcting the non-solid k-mers within reads and 
removing unfixable ones. Transcriptome assembly was per-
formed on all samples via Trinity (Grabherr et al., 2011) 
with SS_lib_type FR parameter for a stranded library. The 
basic assembly metrics were calculated using the ‘Trini
tyStats.pl’ script incorporated in Trinity. Redundant tran-
scripts were identified and removed from the assembly via 
CDHIT (Fu et al., 2012) with the following parameters:  
c 0.98 p 1 d 0 b 3 T 5 M 2000. Completeness of the as-
sembled transcriptome was estimated using BUSCO (Simão 
et al., 2015) with the mode m transcriptome and lineage 
“tetrapoda_odb10” parameters.

Transcript quantification. The transcript abundance was 
estimated using the ‘align_and_estimate_abundance.pl’ script 
(est_method salmon) included in Trinity. Both gene- and 
isoform-level abundance matrices for all samples were con-
structed with the ‘abundance_estimates_to_matrix.pl’ script. 
The comparison of samples based on their expression level 
and the subsequent visualization procedures were performed 
using the ‘PtR’ script as well as custom scripts.

Assembly annotation and candidate coding regions 
identification. We used a collection of scripts from TransDe-
coder (Grabherr et al., 2011) to identify the candidate coding 
regions. First, open reading frames (ORF) were retrieved 
from the assembly file. A set of the longest obtained ORFs 
were then queried against Swiss-Prot (Bairoch, Apweiler, 
1999; The Uniprot Consortium, 2021) and Pfam (Mistry et 
al., 2021) databases to search for sequence similarity with 
known proteins and Pfam protein domains. To achieve better 
computational efficiency, we used hmmsearch v3.3.2 (Eddy, 
2011) scripts instead of hmmscan for domain identification, 
and the homology search was done with Blast+ (Camacho et 
al., 2009). The output generated from the database searching 
step was then used for the prediction of coding regions using 
the TransDecoder.Predict script from TransDecoder and for 
transcriptome assembly annotation via the Trinotate (Bryant 
et al., 2017) pipeline.

Gene Ontology (GO) analysis. The Trinotate report ob-
tained in the assembly annotation step was used to characte-
rize the annotated genes according to their biological role and 
the occupied cell compartments. We counted the number of 
annotated genes per GO category for the cellular component 
(CC), biological process (BP), and molecular function (MF) 
sub-ontologies at level 2. Graphical representation was done 

using an in-house R script. Annotated genes without assigned 
GO categories were classified according to the PFAM protein 
families they associated with.

Searching for neurotransmitter receptors. We extracted a 
set of genes encoding receptors of the main neurotransmitters 
(dopamine, serotonin, GABA, glutamate, acetylcholine, hista-
mine, and norepinephrine) from the Xenopus genome database 
(Xenbase; http://www.xenbase.org). Xenbase was chosen over 
more closely related species due to its longer history and bet-
ter annotation. For each annotated gene, the transcripts were 
taken for Xenopus tropicalis, or, if absent, for X. laevis. We 
performed a blastn search for this Xenopus transcript dataset 
in the assembled transcriptome (Trinity_filtered.fasta) with 
e-value < 1e–5. Transcripts with > 70 % sequence similarity 
were included in the final dataset.

Results and discussion

De novo transcriptome assembly
In order to build a de novo transcriptome assembly of R. amu
rensis, we utilized 125 bp paired-end reads obtained from 
the brain under normoxia and hypoxia conditions (RABN 
and RABH samples, respectively) and from the heart under 
normoxia (RAHN sample).

After filtering out low-quality reads, a total of 98,948,825 
reads from all three samples were used for the subsequent tran-
scriptome assembling procedure. An initial assembly consisted 
of 610,890 Trinity ‘genes’ composed of 839,939 transcripts 
with an average contig length of 639 bp (or 481 bp based on 
the longest isoform per Trinity ’gene’). In addition, we filtered 
out 56,044 redundant transcripts using CD-HIT. Once filtering 
was done, the final assembly was generated (Table 1). 

Estimates using BUSCO demonstrated that 81.5 % of the 
transcripts were annotated as complete, 5.3 % as fragmented, 
and 13.2 % as missing.

Abundance quantification
For each RNA sample, we calculated the levels of transcript 
abundances using the resulting assembled transcriptome. The 
Salmon alignment rate varied from 87.9 to 91 % across all 
samples, which is an additional indicator of good quality of the 
final assembly. The majority of  Trinity ‘genes’ turned out to 
be low-expressed, and only 20,251 out of  588,475 ‘genes’ had 
expression levels ≥ 10 TPM (transcripts per million) in at least 
one sample. The sum of gene expression counts per sample 

Table 1. The statistics of the final Trinity assembly

Number of assembled transcripts 783,895

Number of ‘genes’ 588,475

Median contig length 347/323*

Average contig 616,66/487,50*

Contig N50 857/533*

Total assembled bases 483,398,726

Percent GC 43,37

* Indicates values for statistics based on the longest isoform per Trinity ‘gene’.
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varied from 28,587,718 to 31,477,299 with the largest value 
for the R. amurensis brain sample under hypoxia (Fig. 1, a).

Moreover, we observed tissue-specific differences in gene ex-
pression levels between brain and heart samples (see Fig. 1, b).  

As was expected, we found that the brain transcriptomes corre-
lated better with each other (Pearson’s r = 0.770) than with the 
heart transcriptome (Pearson’s r = 0.538 and 0.535 for RAHN 
correlation with RABN and RABH, respectively). In addi-
tion, we counted the number of genes with more than 2-fold 
expression change between each pair of samples (Fig. 2). For 
brain-brain transcriptome comparisons, the number of such 
genes was equal to 34,488, while for brain-heart comparisons, 
this number almost doubled (70,005 genes for RABN versus 
RAHN and 68,497 genes for RABH versus RAHN). Taken 
together, all these findings on gene and transcript quantifica-
tion indicate the correctness of the transcriptome assembly.

Transcriptome assembly and annotation 
Once the expression quantification step was done, we an-
notated the obtained transcripts to evaluate the number of 
biologically relevant ones. We first identified a total of 141,950 
candidate coding regions using TransDecoder and obtained 
information about known protein homologs and protein do-
mains. Using the Trinotate pipeline for functional annotation 
of transcripts, we then detected 59,078 known transcripts 
in our assembly that clustered into 22,251 genes. Finally, 
we explored the fraction of annotated genes with TPM > 0 
that are common between replicates. We retrieved a total of  
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18,229 genes with expression in all three replicates as well as 
2680 and 448 genes expressed only in brain and heart samples, 
respectively (Fig. 3).

Gene Ontology analysis
During the annotation step, we identified a total of 11,482 ge-
nes for which corresponding GO categories were described. 
In particular, we found 6696 genes involved in binding 
(including 2988 genes associated with protein binding and 
878 genes responsible for DNA binding), 3531 genes involved 
in catalytic activity, and 576 genes associated with transporter 
activity (Fig. 4).

For 10,769 annotated genes without assigned GO catego-
ries, we performed an additional analysis of their functional 
roles. Among them, we found several large functional gene 
groups, including 1969 genes associated with the RVT_1 
(Reverse transcriptase) family, 1365 genes encoding zf-C2H2 
(zinc finger) protein domains, and 455 genes belonging to the 
endonuclease/exonuclease/phosphatase family. 

Fig. 4. Distribution of the gene number per GO category in the transcriptome of R. amurensis. 
Red circles represent molecular function (MF) terms, yellow circles represent biological process (BP) terms, and light green circles 
show terms related to the cellular component (CC) sub-ontology.
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Fig. 3. Venn diagram showing the number of common and sample-
specific expressed genes between R. amurensis samples.
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Table 2. Transcripts of neurotransmitter receptors detected in R. amurensis transcriptome 

Receptors % id. Receptors % id. Receptors % id.

Dopamine receptors GABA receptors Glutamate receptors

Dopamine receptor d1 83.9 GABAA receptor α1 84.4 NMDA receptor 2B 84.8

Dopamine receptor d1c 78.5 GABAA receptor α2 85.5 NMDA receptor 2C 82.6

Dopamine receptor d2 83.2 GABAA receptor α3 79.3 NMDA receptor 2D 83.2

Dopamine receptor d4 80.9 GABAA receptor α5 76.1 NMDA receptor 3A 78.8

Dopamine receptor d5 82.2 GABAA receptor β1 82.1 Delta receptor GRID1 82.3

Acetylcholine receptors GABAA receptor γ3 85.3 Delta receptor GRID2 82.6

Muscarinic receptor 5 81.8 GABAA receptor rho1 81.9 Metabotropic receptor 1 80.4

Nicotinic receptor α5 91.7 GABAA receptor rho3 83.1 Metabotropic receptor 3 81.1

Nicotinic receptor α6 85.6 Glutamate receptors Metabotropic receptor 4 81.4

Nicotinic receptor β2 82.4 AMPA receptor 1/2 82.9 Metabotropic receptor 5 81.0

Nicotinic receptor β3 83.2 AMPA receptor 3 86.0 Metabotropic receptor 7 80.0

Serotonin receptors AMPA receptor 4 84.7 Metabotropic receptor 8 85.1

Serotonin receptor 1A 80.1 Kainate receptor 1 83.7 Norepinephrine receptors

Serotonin receptor 1B 82.7 Kainate receptor 2 86.5 Adrenoreceptor α2a 78.35

Serotonin receptor 4 82.5 Kainate receptor 4 80.8 Adrenoreceptor α2b 80.00

Serotonin receptor 6 80.6 Kainate receptor 5 82.0 Adrenoreceptor α2c 78.46

NMDA receptor 1 81.0 Adrenoreceptor α2d 83.97

NMDA receptor 2A 81.5 Adrenoreceptor β2 77.00

Note. % id. shows the percentage of identity to the respective X. tropicalis transcript along the alignable part.

Neurotransmitter receptor genes
A search for neurotransmitter receptors recovered a total of 
47 transcripts belonging to six classes (Table 2). All detected 
transcripts could be unambiguously attributed to particular 
classes of receptors. Unexpectedly, we failed to detect any 
transcripts of histamine receptors. Our blastn and blastx search 
for these genes in the available ranid genome and transcrip-
tome data resulted in no expressed histamine receptors in any 
sequenced cDNA data from any tissue. However, the genome 
of R. temporaria was found to contain the full gene set of 
histamine receptor genes. This may indicate that the histamine 
pathway has very limited expression in the family Ranidae.

The information on neurotransmitters is of special interest 
because they are known to be involved in hypoxia response 
in various organisms. G.E. Nilsson et al. (1990, 1991) found 
that levels of different neurotransmitters in the brain and other 
organs changed significantly upon exposure to hypoxia: the 
concentrations of GABA increased, and those of glutamate 
decreased in the crucian carp and the red-eared slider turtle, but 
not in the hypoxia-intolerant species. The authors also found 
that the levels of serotonin, dopamine, and norepinephrine 
remained unchanged, although their synthesis is oxygen-de-
pendent. This response probably involves not just an upregula-
tion of neurotransmitter synthesis, but the rearrangement of 
the whole pathway, and thus the obtained transcriptome data 
will be of particular use to elucidate this issue.

Conclusion
In recent years, transcriptome analysis is increasingly used 
for amphibians, e. g., to study the effects of pathogens (Price 
et al., 2015; Xu et al., 2017), insecticides (Ma et al., 2018), 
or the changes occurring during metamorphosis (Birol et al., 
2015; Zhao et al., 2016). Many of those studies combine data 
from different tissues to obtain a more or less comprehensive 
set of transcripts expressed in the most important organs 
(Yang et al., 2012; Qiao et al., 2013; Robertson, Cornman, 
2014; Christenson et al., 2014). In this study, we sequenced 
and assembled the transcriptome of the Siberian frog R. amu
rensis. We also provided a quality assessment of the obtained 
assembly and characterized the functional roles of annotated 
transcripts. The available information on amphibian transcrip-
tomes is still limited; therefore, our dataset contributes to the 
understanding of genome functioning and evolution of am-
phibians. Moreover, the majority of the previously published 
transcriptome assemblies for other species of the genus Rana, 
e. g., in I. Birol et al. (2015) and S.J. Price et al. (2015), are 
probably not the best option for studying the mechanisms of 
the hypoxia tolerance in these species. Because these studies 
do not focus on hypoxia and are not based on hypoxia samples, 
the assembled transcriptomes might miss or under-represent 
some transcripts specific for hypoxia. In contrast, our work 
creates a useful resource for studying the mechanisms of the 
tolerance of R. amurensis to hypoxia.
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