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УДК 577.29:635.649

Введение
Ген Nor кодирует транскрипционный фак-

тор NAC-NOR, который выполняет важную 
роль регулирования экспрессии генов, кон-
тролирующих процессы созревания плодов и 
биосинтеза каротиноидов растений семейства 
Solanaceae. У томата данный ген расположен 
на 10-й хромосоме. Мутация nor, вызванная 
короткой делецией (2 п. н.) в данном гене, 
приводящей к сдвигу рамки считывания и 
образованию нефункционального белка, ин-
дуцирует повреждение в гене Psy-1, протеи-
новым продуктом которого является фитоин-
синтаза — фермент, катализирующий синтез 
фитоина (предшественника ликопина) [1, 2]. 
Другим значимым воздействием на процесс 
созревания плодов является совместное дей-
ствие транскрипционных факторов (ТФ) генов 
nor и rin в каскаде управления созреванием 
путем регуляции экспрессии генов, детерми-
нирующих синтез этилена, причем ТФ гена 
nor имеет более глобальный эффект на этиле-
новое созревание плодов, чем ТФ гена rin [3].

Плоды Solanum lycopersicum и Capsicum 
annuum принадлежат к различным классам 

по типу созревания — климактерическим и 
неклимактерическим. Созревание плодов то-
мата напрямую зависит от повышения интен-
сивности дыхания и концентрации этилена 
[4, 5], в то время как для начала созревания 
неклимактерических плодов, в частности пло-
дов перца, гормон этилен не требуется, он не-
обходим для завершения процесса созревания. 
Это было продемонстрировано в различных 
исследованиях, включая анализ ингибирова-
ния биосинтеза этилена и его восприятия [6], 
получение трансгенных растений с изменен-
ным биосинтезом этилена [7], посредством 
анализа томата, который нечувствителен к 
этилену по причине мутации в этилен-свя-
зывающем домене NR этиленового рецеп-
тора [8]. В связи с этим ряд авторов считали 
действие ТФ генов nor и rin на созревание 
плодов перца незначительным. Однако иссле-
дованиями последних лет было доказано, что 
представители MADS-бокс и NAC-бокс генов 
играют важную роль в регулировании разви-
тия и созревания как климактерических, так 
и неклимактерических плодов [9–11]. Также 
существует ряд исследований, доказывающих 

О.Г. Бабак, Т.В. Никитинская, Н.А. Некрашевич, К.К. Яцевич, А.В. Кильчевский 

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ГОМОЛОГИИ ГЕНА 
ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА NAC-NOR У ТОМАТА  

И ПЕРЦА И ИЗУЧЕНИЕ ЕГО ПОЛИМОРФИЗМА 

Институт генетики и цитологии НАН Беларуси 
Республика Беларусь, 220072, г. Минск, ул. Академическая, 27 
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Изучена гомология генов транскрипционного фактора NAC-NOR у Solanum lycopersicum и Capsicum annuum. 
На основе сравнительного анализа ДНК маркируемых областей третьего экзона аллелей nor и norc установлен 
72-процентный уровень их сходства. Разработаны праймеры для выявления полиморфизма гена транскрипци-
онного фактора NAC-NOR как внутри вида C. аnnuum, так и в пределах рода Capsicum. У C. annuum выявлен 
полиморфизм norc аллелей между острыми и сладкими формами. В изучаемой коллекции перца сладкого вы-
явлены два аллеля — norc 424, norc 427, встречающиеся с одинаковой частотой. У острой формы Халапеньо, 
наряду с данными аллелями, выявлен аллель norc 415. У сорта Созвездие C. frutestens выявлен отличный от 
C. аnnuum аллель — norc 421. В результате двулетнего изучения форм перца острого, различающихся между 
собой аллелями norc, выявлено удлинение периода от всходов до начала созревания у образцов в следующем 
порядке: norc 427, norc 424, norc 415. Созданы гибриды для передачи полиморфизма аллеля norc 415 от острых 
форм к сладким и изучения его фенотипического проявления у перца сладкого.

Ключевые слова: Solanum lycopersicum, Capsicum annuum, ДНК-маркер, NAC-NOR транскрипционный фактор.
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зависимость созревания неклимактерических 
плодов от этилена [12, 13]. В связи с выше-
изложенным задачами данного исследования 
являются: сравнительный анализ гомологии 
гена транскрипционного фактора NAC-NOR 
у томата и перца, изучение полиморфизма 
данного гена и его фенотипического прояв-
ления у представителей рода Capsicum с це-
лью идентификации его аллельного состава 
и разработки ДНК-маркеров для селекции на 
качество плодов и сроки их созревания.

Материалы и методы
В качестве исходного материала для ана-

лиза маркируемых областей гена транскрип-
ционного фактора NAC-NOR (norc) исполь-
зовали более 30 форм Capsicum annuum L., 
C. frutestens коллекции Института генетики и 
цитологии НАН Беларуси и филиала ФГБНУ 
ФНЦО — Всероссийского научно-исследова-
тельского института селекции и семеновод-
ства овощных культур.

Выделение ДНК проводили при помо-
щи Genomic DNA Purification Kit («Thermo 
Scientific», США) из проростков перца со-
гласно протоколу. Количество ДНК в образце 
определяли на спектрофотометре Ultrospec 
3300 pro (Швеция). ДНК-пробу для каждого 
сорта выделяли и анализировали в трехкрат-
ной повторности.

ПЦР-реакцию проводили в термоциклере 
Biometra T Professional Basic (Германия). Ре-
акционная ПЦР-смесь объемом 15 мкл содер-
жала 60–100 нг геномной ДНК, 2,5 mM dNTP 
Mix («Thermo Scientific», США), 1,4 единицы 
Tornado DNA-полимеразы в инкубационном 
буфере “F” («Праймтех», Республика Бела-
русь) и 5 pmol/µl олигонуклеотидных прай-
меров («Праймтех», Республика Беларусь). 
ПЦР-реакцию проводили в Термоциклере 
Biometra T Professional Basic (Германия). На 
первоначальном этапе использовали прайме-
ры, разработанные для идентификации по-
лиморфизма у томата, далее, по результатам 
секвенирования маркируемой области гена у 
перца, — со специфическими праймерами, 
разработанными для идентификации выяв-
ленного полиморфизма.

Продукты ПЦР реакции разделяли методом 
электрофореза в 1,9% агарозном геле в при-
сутствии бромистого этидия и документиро-

вали с помощью системы Bio-Rad GelDoc2000 
(США). Размеры амплифицированных фраг-
ментов определяли при использовании в каче-
стве маркера молекулярного веса 100 bp Plus 
DNA ladder («Thermo Scientific», США).

Для определения нуклеотидных последо-
вательностей гена ТФ NAC-NOR проводили 
секвенирование амплифицированных про-
дуктов. Для этого фрагменты амплификации 
разделяли в однопроцентном агарозном ге-
ле, затем вырезали и очищали с использо-
ванием набора DNA Extraction Kit («Thermo 
Scientific», США) согласно методике про-
изводителя. Секвенирующие реакции вы-
полняли с применением набора Big Dye® 
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit («Applied 
Biosystems», США) согласно методике про-
изводителя. Продукты секвенирующей ре-
акции очищали с использованием колонок 
Centri-Sep™ («Applied Biosystems», США), 
высушивали в вакууме, растворяли в 20 мкл 
формамида, денатурировали нагреванием до 
95 °C в течение 2 мин и далее проводили ка-
пиллярный электрофорез с использованием 
ДНК-секвенатора ABI PRISM™ 310 Genetic 
Analyzer («Applied Biosystems», США).

Компьютерную обработку данных, получен-
ных в результате секвенирования, проводили в 
программе Sequencing Analysis Software v 5.2 
(«Applied Biosystems», США). Анализ гомо-
логии нуклеотидных последовательностей 
участков генов (процент перекрытия и процент 
сходства последовательностей) проводили с 
использованием базы данных GenBank при по-
мощи анализатора BLAST Национального цен-
тра биотехнологической информации США. 
Процент перекрытия — это отношение обла-
сти перекрытия сравниваемых фрагментов при 
поиске сходства >60% методом Blast-анализа 
к общей длине сравниваемого участка ×100%; 
процент сходства — это процент совпадения 
нуклеотидов в областях перекрытия сравни-
ваемых последовательностей.

Результаты и обсуждение
Основываясь на филогенетической близости 

представителей семейства Solanaceae, про-
ведена апробация ранее разработанных ДНК-
маркеров для идентификации аллелей гена ТФ 
LeNAC-NOR томата (Nor, nor) на изучаемых 
коллекциях перца сладкого.
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Был установлен 77,7% уровень сходства ну-
клеотидной последовательности участка ДНК 
перца размером 169 п. н. (синтезированного 
с помощью маркера norF/R) с соответствую-
щим фрагментом гена Nor у томата. Было 
предположено, что полноразмерный ген Nor 
томата и перца сладкого имеет высокий уро-
вень сходства нуклеотидных последователь-
ностей на всей протяженности. Нуклеотид-
ная последовательность гена Nor томата была 
описана и депонирована в GenBank под номе-
ром AY573803. Подобраны пять пар прайме-

ров (табл. 1, рис. 1), последовательно перекры-
вающих полноразмерную последовательность 
гена ТФ LeNAC-NOR у томата.

При амплификации с разработанными прай-
мерами на геномной ДНК перца шло образова-
ние определенных ПЦР-фрагментов в каждом 
из описанных случаев. Фрагменты, близкие по 
размеру к томатным, были вырезаны из геля, 
очищены и секвенированы. Для установления 
сходства секвенированных продуктов перца с 
нуклеотидными последовательностями в базе 
GenBank был проведен Blast-поиск (табл. 2). 

№ 
пары Праймер Последовательность праймера Размер синтезируемого 

фрагмента

1

NACNOR1F1 CTAAATTCCTTCTTGTTTATCATTTTCTCTC 574 п. н.

NACNOR1F2 TCATTTTCTCTCTTCCCAAAAA
555 п. н.

NACNOR1R AGTTGGTCATAGAAAACTTTGTGA

2
NACNOR2F GACCAACTTATAAAGATTTGAACTCG

485 п. н.
NACNOR2R CGCCCCGTTAGGATATTTTC

3
NACNOR3F AGGCAATATTCGGAGAGCAA

573 п. н.
NACNOR3R TGTCGAACCTCTTTCGGCTA

4
NACNOR4F GCCGAAAGAGGTTCGACATA

541 п. н.
NACNOR4R ACATTGAATTTATTCGAGTTTGTG

5

NACNOR5F TCGAATAAATTCAATGTTTCATTAGC
573 п. н.

NACNOR5R1 TGTTGTTGTTGAATCGAAGGA

NACNOR5R2 TTTGTTATAAATGTTCTTATTTGTTAATGTG 804 п. н.

Таблица 1
Праймеры, перекрывающие последовательность гена Nor у томата

Рис. 1. Схема расположения праймеров на гене Nor томата (GenBank AY73803 2885 п. н.)
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Однако синтезированные фрагменты не обла-
дали значимым сходством с нуклеотидным со-
ставом гена Nor томата (Solanum lycopersicum) 
(AY573803). При этом ряд фрагментов имел 
высокий процент перекрытия и сходства с 
определенными областями ДНК C. annuum.

Большинство фрагментов геномной ДНК, 
имеющей высокий процент перекрытия и сход-
ства с выделенными нами участками ДНК 
C. annuum, на сегодняшний день не анноти-

рованы. В связи с этим для установления ну-
клеотидной последовательности гена Nor у 
C. annuum на большей протяженности было 
решено секвенировать фрагменты ДНК перца 
сладкого, синтезируемые с помощью сочетания 
томатных праймеров из серий Nor (NorF/ NorR) 
и NACNOR, фланкирующих область, марки-
руемую праймерами NorF/NorR (рис. 1): NorF/
NACNOR5R, NorF/NACNOR5R2, NACNOR5F/
NorR, NACNOR4F/NorR, NACNOR3F/NorR. 

Нуклеотидная последовательность (номер доступа) Процент 
перекрытия Процент сходства

ДНК-фрагмент перца размером ≈ 550 п. н., синтезируемого при участии маркера 
NACNOR1F2/1R:

Геномная ДНК перца Capsicum annuum(AY702979) 77% 71%

Геномная ДНК перца Capsicum annuum (GU048885) 44% 76%

Геномная ДНК перца Capsicum annuum (JF330775) 64% 70%

ДНК-фрагмент перца размером ≈ 550 п. н., синтезируемого при участии маркера 
NACNOR2F/2R:

Геномная ДНК перца Capsicum annuum (GU048884) 28% 89%

Геномная ДНК перца Capsicum annuum (JF330777) 29% 86%

Геномная ДНК перца Capsicum annuum (GU048883) 28% 79%

ДНК-фрагмент перца размером ≈ 1200 п. н., синтезируемого при участии маркера 
NACNOR3F/3R:

Хлоропластная ДНК перца Capsicum annuum (KR078313) 99% 99%

ДНК-фрагмент перца размером ≈ 600 п. н., синтезируемого при участии маркера 
NACNOR4F/4R:

Геномная ДНК перца Capsicum annuum (GU048886) 96% 87%

ДНК хромосомы 3 Solanum pennellii (HG975442) 97% 83%

ДНК хромосомы 5 Solanum lycopersicum (HG975517) 96% 83%

ДНК-фрагмент перца размером ≈ 650 п. н., синтезируемого при участии маркера 
NACNOR5F/5R2:

Геномная ДНК перца Capsicum annuum(JF330775) 86% 85%

Геномная ДНК перца Capsicum annuum (GU048890) 97% 71%

Геномная ДНК перца Capsicum annuum (JF330776) 71% 74%

Таблица 2
Результаты Blast-анализа секвенированных участков ДНК Capsicum annuum с праймерами 

для гена Nor томата
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С этой целью была проведена градиентная ПЦР 
с указанными праймерами на геномной ДНК 
перца с постепенным понижением температу-
ры отжига с 55 ºС до 42 ºС (рис. 2). При темпе-
ратуре отжига около 45 ºС с указанными пара-
ми праймеров шло образование определенных 
ПЦР-фрагментов в каждом из описанных слу-
чаев. Фрагменты, указанные черными стрелка-
ми (рис. 2), были вырезаны из геля, очищены 
и секвенированы у двух форм перца сладкого 
Л-160-10 и Игрок. Анализ секвенированных 
нуклеотидных последовательностей исследуе-
мых образцов перца выявил их идентичность, 
кроме участка ДНК размером около 430 п. н., 
синтезируемого при участии праймеров NorF/
NACNOR5R (рис. 2А).

Так, в данном фрагменте у сорта Игрок в 
отличие от образца Л-160-10 с 297 нуклео-
тида присутствует делеция в три основания 
(ACA) (рис. 3).

Для установления сходства полученных 
секвенированных участков ДНК перца с ну-
клеотидными последовательностями в базе 
GenBank был проведен Blast-поиск. Его ре-
зультаты представлены в табл. 3. Видно, что 
все установленные нуклеотидные последова-
тельности, кроме фрагмента размером около 
430 п. н., не обладали значимым сходством 
с нуклеотидным составом гена Nor томата 
(Solanum lycopersicum — AY573803). Только 
ДНК-фрагмент перца длиной около 430 п. н., 
синтезированный с применением праймеров 
norF и NACNOR5R, обладал 72-процентным 
уровнем сходства с нуклеотидной последо-
вательностью гена Nor томата (AY573803) 
(рис. 3). После получения данных результатов 
было предложено назвать ген перца, гомоло-
гичный гену Nor томата, геном norс [14]. Та-
ким образом, скомбинировав праймеры для 
различных участков гена Nor томата из разных 

Рис. 2. Электрофорез ПЦР с парами праймеров А — NorF/NACNOR5R, Б — NorF/NACNOR5R2,  
В — NACNOR5F/NorR, Г — NACNOR4F/NorR, Д — NACNOR3F/NorR на геномной ДНК перца сладкого

Рис. 3. Выравнивание нуклеотидных последовательностей гена Nor перца сортов Игрок (5/3) и Л-160-10 (6/2) 
с соответствующей последовательностью томата
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Нуклеотидная последовательность (номер доступа) Процент
перекрытия

Процент
сходства

ДНК-фрагмент перца размером ≈ 1000 п. н., синтезируемого при участии праймеров 
NACNOR4F/NorR:
Теоретически предсказанная не охарактеризованная мРНК перца Capsicum annuum 
LOC107854041 (XM_016699043)* 93% 76%

ДНК-фрагмент перца размером ≈ 800 п. н., синтезируемого при участии праймеров 
NACNOR4F/NorR:

Геномная ДНК перца Capsicum annuum (GU048883) 92% 79%

ДНК хромосома 9 S .lycopersicum (HG975521)* 94% 83%

ДНК хромосома 8 S. lycopersicum (HG975520)* 89% 83%

ДНК хромосома 11 S. lycopersicum (HG975523)* 85% 83%

ДНК-фрагмент перца размером ≈ 400 п. н., синтезируемого при участии праймеров 
NACNOR5F/NorR:
Теоретически предсказанная не охарактеризованная ncRNA перца Capsicum 
annuum LOC107860985 (XR_001671692) 81% 76%

ДНК-фрагмент перца размером ≈ 300 п. н., синтезируемого при участии праймеров 
NACNOR5F/NorR:

Геномная ДНК перца Capsicum annuum (JF330777) 43% 81%

ДНК-фрагмент перца размером ≈ 300 п. н., синтезируемого при участии праймеров 
NorF/NACNOR5R:
Теоретически предсказанная не охарактеризованная miscRNA перца Capsicum 
annuum LOC107877263 (XR_001676311) 83% 74%

ДНК-фрагмент перца сорта Игрок размером 427 п. н., синтезируемого при участии праймеров 
NorF/NACNOR5R:
Теоретически предсказанная мРНК транскрипционного фактора NAC перца  
Capsicum annuum LOC107845296, транскрипционный вариант X2 (XM_016689532) 100% 99%

Теоретически предсказанная мРНК транскрипционного фактора NAC перца 
Capsicum annuum LOC107845296, транскрипционный вариант X1 (XM_016689531) 100% 99%

Теоретически предсказанная мРНК транскрипционного фактора NAC картофеля  
S. tuberosum LOC102593641, (XM_006362885) 100% 73%

Ген nor томата S .lycopersicum (AY573803) 100% 72%

Теоретически предсказанная мРНК транскрипционного фактора NAC томата  
S. pennellii LOC107032538, (XM_015234146) 100% 72%

ДНК фрагмент перца сорта Л-160-10 размером 430 п. н., синтезируемого при участии праймеров  
NorF/NACNOR5R:
Теоретически предсказанная мРНК транскрипционного фактора NAC перца 
Capsicum annuum LOC107845296, транскрипционный вариант X2 (XM_016689532) 100% 100%

Теоретически предсказанная мРНК транскрипционного фактора NAC перца 
Capsicum annuum LOC107845296, транскрипционный вариант X1 (XM_016689531) 100% 100%

Теоретически предсказанная мРНК транскрипционного фактора NAC картофеля  
S. tuberosum LOC102593641, (XM_006362885) 100% 73%

Таблица 3
Результаты Blast-анализа установленных последовательностей ДНК Capsicum annuum 

с праймерами к генам Nor и norс
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серий, удалось установить нуклеотидный со-
став консервативного домена гена norc на про-
тяженности 430 п. н. Также был обнаружен 
полиморфизм в гене norс у сорта Игрок — де-
леция в три основания (АСА), которая приво-
дит к выпадению одной аминокислоты (трип-
тофан) из соответствующего белка.

В табл. 3 также представлены результаты 
сравнения полученных фрагментов с теоре-
тически предсказанными мРНК транскрип-
ционного фактора NAC у ряда представите-
лей семейства Solanaceae. Следует отметить, 
что полная аннотация десятой хромосомы 
перца (NC_029986.1), на которой локализо-
ван ген-гомолог транскрипционного факто-
ра томата LeNAC-NOR (транскрипционный 
фактор NAC 56 C. annuum (XM_016689531, 
XM_016689532), появилась в базе данных 
GenBank 05.05.2016 г. после того, как на-
ми была проведена описанная выше работа. 
Теоретически предсказанные мРНК транс-
крипционного фактора NAC перца C. annuum 
(XM_016689532, XM_016689531) представля-
ют собой варианты альтернативного сплайсин-
га при созревании мРНК после транскрипции 

с одного и того же участка гена (рис. 4). По-
лученные сведения о нуклеотидном составе 
консервативного домена гена Nor у перца пол-
ностью согласуются с этими данными. Секве-
нированный участок входит в состав 3 экзона 
гена транскрипционного фактора NAC 56.

В базе данных GenBank, помимо геномной 
ДНК полноразмерного гена NAC-NOR томата 
S. lycopersicum (AY573803), депонирована и 
соответствующая ему мРНК (AY573802). По-
парное сравнение нуклеотидных последова-
тельностей мРНК томата и перца показывает 
уровень сходства между ними около 80%.

Установив пару праймеров, которая четко 
амплифицирует фрагмент в консервативной 
области norc гена, и, учитывая, что полимор-
физм в данной области у томата приводит к 
нарушению процесса созревания плодов, было 
проведено типирование коллекции с исполь-
зуемой парой праймеров (NorF/NACNOR5R). 
ДНК-скрининг разнообразного материала рода 
Capsicum (31 образец) с данной парой прайме-
ров позволил выявить 4 различных фрагмента 
размерами 415, 421, 424, 427 пар оснований 
(рис. 5, табл. 4). 

Нуклеотидная последовательность (номер доступа) Процент
перекрытия

Процент
сходства

Ген nor томата S .lycopersicum (AY573803) 100% 72%

Теоретически предсказанная мРНК транскрипционного фактора NAC томата  
S. pennellii LOC107032538, (XM_015234146) 100% 72%

Продолжение табл. 3

Примечание. * — неаннотированные последовательности ДНК или функции кодируемых белков пока неизвестны

Рис. 4. Структура гена транскрипционного фактора NAC 56 у C.annuum (база данных GenBank [15])

Рис. 5. Результаты фрагментного анализа образцов перца с применением праймеров NorF/NACNOR5R
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У форм перца сладкого выявлены фрагмен-
ты размером 424 и 427 п. н. У перца острого 
(C. annuum var. longum), наряду с данными 
фрагментами, выявлен ампликон размером 
415 п. н. У вида C. frutescens выявлен отлич-
ный от С. annuum полиморфизм данного фраг-
мента гена norc — 421 п. н.

Выполнен сравнительный анализ четырех 
секвенированных ампликонов путем выравни-
вания нуклеотидных последовательностей гена 
norc сортов Л-160-10, Игрок, Халапеньо и C. fru-
testens с соответствующими последовательно-
стями теоретически предсказанных мРНК из 
базы данных GenBank (рис. 6). Выравнивание 
полученных сиквенсов на последовательности 
мРНК C. annuum базы данных GenBank позво-
лило выявить следующий полиморфизм:

• ампликон размером 427 п. н., синтезиро-
ванный у образца Л-160-10 и других форм 
C. annuum, характеризовался наличием трех 

SNP по сравнению с мРНК C. annuum базы 
данных GenBank;

• ампликон размером 424 п. н., синтезирован-
ный у сорта Игрок и других форм C.annuum, 
характеризовался наличием делеции разме-
ром 3 п. н. (АСА) по сравнению с фрагментом 
427 п. н., которая приводит к выпадению одной 
аминокислоты (триптофан);

• ампликон размером 421 п. н., синтезиро-
ванный у сорта Созвездие (C. frutescens), со-
держит 2 SNP и делецию в шесть оснований 
(АСААСА), приводящую к выпадению двух 
триптофановых аминокислотных остатков;

• ампликон размером 415 п. н., выявленный 
только у сорта Халапеньо перца острого, со-
держит 3 SNP, 2 делеции: одна — аналогичная 
C. frutescens, вторая — в 9 п. н. на расстоянии 
в 11 п.н. от первой, вызывает сдвиг рамки счи-
тывания, приводящий к невозможности транс-
ляции нормального белка.

№ 
п/п Образец Аллель № 

п/п Образец Аллель

1 Оранжевое наслаждение 427 17 Солнышко 427

2 Игрок 424 18 Jmins 424

3 Л 160-10 427 19 Pramidal 424, 427

4 Л 45-11 427 20 Zümrüd 424

5 Мулат F1 424, 427 21 Л236/09 424

6 Желтоплодный 427 22 Сладкий шоколад 427

7 Златодор 424 23 Исимо 427

8 Сиреневый 424 24 Желтый букет 424

9 Шоколадная красавица 427 25 Отелло 427

10 Фиолетовый красавец 424 26 Белоснежка 427

11 Л-24 424, 427 27 Черный красавец 427

12 Оранжевое чудо 424, 427 28 Чырвоны магнат 424

13 ZongKao 424 29 Халапеньо 415,424, 427

14 Немезис 427 30 C. frutestens Рябинушка 424

15 Ами 424 31 C. frutestens Созвездие 421

Таблица 4
Результаты ДНК-типирования образцов рода Capsicum с NorF/NACNOR5R праймерами
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Для изучения фенотипического проявления 
выявленного полиморфизма из гетерозигот-
ных форм методом ДНК-типирования в сле-
дующем поколении отобраны линии, отлича-
ющиеся между собой лишь полиморфизмом 
по данному аллелю. У перца сладкого были 
отобраны формы с norc 424 и norc 427, у перца 
острого — norc 415, norc 424 и norc 427. Про-
ведено изучение проявления фенотипических 
признаков (особенности протекания феноло-
гических фаз растений и созревания плодов) 
в зависимости от выявленного генетического 
полиморфизма аллеля norc (рис. 7). Анализ 
четырех семей перца сладкого не выявил до-
стоверных отличий между norc 424 и norc 427 
формами. Из формы острого пеца Халапеньо 
(C. annuum var. longum) отобраны гомозигот-
ные растения по аллелям norc 415, norc 424 
и norc 427. Проведено двулетнее изучение 
(2017–2018 гг.) особенностей протекания 
фаз развития растений и созревания плодов 

в зависимости от выявленного генетического 
полиморфизма аллелей гена norc (рис. 7, 8).

В целом было выявлено удлинение фаз раз-
вития растений и срока созревания у формы 
norc 415. Установлено, что гомозиготные рас-
тения с аллелем norc 415 имели более дли-
тельный срок созревания плодов в среднем на 
8 дней по отношению к растениям с гомози-
готным аллелем norc 424 и на 15 дней по от-
ношению к растениям с гомозиготой norc 427.

В дальнейших исследованиях представля-
ет интерес введение аллеля norc 415, харак-
терного для острого перца, в формы сладкого 
перца и изучение его фенотипического про-
явления на них. Возможно, действие аллеля 
norc 415 будет более выраженным, так как 
формы сладкого перца имеют более крупные, 
толстостенные плоды. Для этого выполнена 
гибридизация между различными формами 
сладкого перца и сортом Халапеньо, выраще-
ны гибриды F1 и получены их семена. В 2019 

Рис. 6. Выравнивание нуклеотидных последовательностей гена norc сортов перца с соответствующими  
последовательностями мРНК из базы данных GenBank
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году планируется получение сладких форм 
перца с аллелем norc 415 с использованием 
разработанных маркеров к гену norc, а также 
маркеров к аллелю гена Pun1 [16], определя-
ющему накопление капсаицина и острый вкус 
плодов C. аnnuum.

Заключение
Выполнены исследования по изучению го-

мологии генов транскрипционного фактора 
LeNAC-NOR у томата и перца, расположенно-
го на 10 хромосоме. На основе сравнительного 
анализа маркируемых областей третьего экзо-

Рис. 7. Развитие растений перца формы Халапеньо с различными аллелями norc на различных этапах  
вегетационного периода

Рис. 8. Степень развития плодов перца формы Халапеньо с различными аллелями norc 17.09.2018 года  
(А – аллелем norc 415, Б – norc 424, В – norc 427)
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на размером 430 п. н. аллелей nor и norc уста-
новлен 72-процентный уровень их сходства.

Пара праймеров NorF и NACNOR5R позво-
ляет выявлять как внутривидовой полимор-
физм гена NOR у C. аnnuum, так и в пределах 
рода Capsicum. У C. annuum выявлен полимор-
физм norc аллелей между острыми и сладки-
ми формами. В изучаемой коллекции перца 
сладкого выявлены два аллеля — norc 424 и 
norc 427, встречающиеся с одинаковой ча-
стотой. У острой формы Халапеньо, наряду с 
данными аллелями, выявлен аллель norc 415. 
У сорта Созвездие C. frutestens выявлен отлич-
ный от C. аnnuum аллель — norc 421.

В результате двулетнего изучения трех 
форм острого перца, полученных методом 
ДНК-тирования образцов формы Халапеньо, 
различающихся между собой аллелями norc, 
выявлены отличия по срокам прохождения 
фаз развития растений. Период от всходов до 
начала созревания увеличивался у форм в сле-
дующем порядке: norc 427, norc 424, norc 415 
соответственно с разницей между образцами 
7–8 дней.

Созданы гибриды для передачи полимор-
физма аллеля norc от острых форм к сладким 
и изучения его фенотипического проявления 
у перца сладкого.
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Genesꞌ homology of the NAC-NOR transcription factor was studied in Solanum lycopersicum and Capsicum an-
nuum. Based on a comparative analysis of DNA marked regions of the 3rd exon of nor and norc alleles, their 72.0% 
similarity level was established. Primers were developed to identify gene polymorphism of the NAC-NOR transcrip-
tion factor both within the C. annum species and the Capsicum genus. In C. annuum, the norc allele polymorphism 
between hot and sweet forms was detected. In the studied sweet pepper collection, two occurring with the same fre-
quency alleles were found — norc 424 and norc 427. Alongside those alleles, the norc 415 allele was identified in the 
hot form Jalapeño. In the C. frutestens variety (Sozvezdiye), the norc 421 allele was identified, which is different from 
C. annuum. After a two-year study of hot pepper forms differing from each other in norc alleles, the extended period 
from sprouting prior to the onset of maturation was found in the samples in the order as follows: norc 427, norc 424, 
norc 415. Hybrids were developed to transfer the norc415 allele from hot to sweet forms and to study its phenotypic 
manifestation in sweet pepper.
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Введение
Озимая мягкая пшеница — одна из важ-

нейших зерновых культур в Республике Бе-
ларусь. По данным Национального стати-
стического комитета под посевные площади 
пшеницы в 2017 г. было отведено 721 тыс. га, 
что составляет 29,7% от всех площадей, заня-
тых под зерновые и зернобобовые, и 12,4% от 
всех посевных площадей в стране [1]. Важ-
ная роль в обеспечении нашей республики 
собственным зерном пшеницы принадле-
жит сортам отечественной селекции. Так, из 
73 сортов озимой пшеницы, занесенных в 
Государственный реестр сортов и древесно-
кустарниковых пород Республики Беларусь, 
к ним относятся 29 (Капылянка, Гармония, 
Каравай, Былина, Легенда, Саната, Гроднен-
ская 7, Спектр, Веда, Узлёт, Зарица, Сюiта, 
Канвеер, Уздым, Ядвiся, Ода, Элегiя, Кредо, 
Сакрэт, Капэла, Августина, Гроднинчанка 5, 
Балада, Мроя, Набат, Гирлянда, Этюд, Аме-
лия и Раница). В настоящее время ведется 
планомерная работа по созданию новых ко-
роткостебельных сортов озимой пшеницы с 
высоким потенциалом урожайности и хоро-
шими хлебопекарными качествами, адапти-

рованных к почвенно-климатическим услови-
ям Республики Беларусь. Для решения этой 
задачи целесообразно использовать молеку-
лярные методы идентификации генов, влияю-
щих на хозяйственно-ценные признаки. Они 
позволяют повысить точность селекционно-
го отбора и способствуют обогащению гено-
фонда пшеницы генами, широко и успешно 
используемыми как в отечественной, так и в 
мировой селекции.

Выбор сортов пшеницы для получения тех 
или иных продуктов питания зависит от тек-
стуры зерна, а точнее — его эндосперма, т. е. 
твердозерности. Твердозерные сорта предпо-
чтительны для выпечки дрожжевого хлеба, а 
мягкозерные — для бездрожжевого хлеба и 
кондитерских изделий (сухого печенья, кексов, 
тортов и др.) [2]. Главный ген, отвечающий за 
текстуру зерна, Ha, расположен на коротком 
плече хромосомы 5D. На гомеологичных хро-
мосомах 5А и 5В гены твердозерности деле-
тированы. Виды пшеницы, у которых D-геном 
отсутствует (например, Triticum durum Desf.), 
имеют более твердую текстуру зерна по срав-
нению с твердозерными гексаплоидными со-
ртами [3]. Продуктом гена Ha является 15-кДа 

УДК 577.21:633.111.1

Е.А. Фомина, Т.М. Дмитриева, О.Ю. Урбанович 
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Исследован аллельный состав генов, влияющих на качество зерна (Glu-A1, Glu-B1 и Glu-D1, а также Pina-D1 
и Pinb-D1) и высоту растения (Rht-В1, Rht-D1 и Rht8) в коллекции из 79 коллекционных и 70 селекционных 
образцов озимой пшеницы. Было выявлено 43 коллекционных и 5 селекционных образцов, обладающих вы-
сокими хлебопекарными качествами зерна (индекс качества 9–10) и одновременно несущих в своих геномах 
аллели Rht-В1b, Rht-D1b и Rht8c генов короткостебельности, приводящие к снижению высоты растения. Все 
исследованные образцы являются твердозерными и несут в своих геномах различные мутации в гене Pinb-D1.
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белок фриабилин, присутствующий в боль-
шом количестве на поверхности крахмала из 
мягкозерных сортов и линий и в значительно 
меньшем количестве на поверхности крахма-
ла из твердозерных сортов и линий. В состав 
фриабилина входят два белка — пуроиндолин 
А и пуроиндолин В, первичная структура ко-
торых кодируется генами Рina-D1 и Рinb-D1 
соответственно. Изменения в аминокислотном 
составе данных белков напрямую связаны с 
изменениями в текстуре зерна. Мягкозер-
ные сорта пшеницы содержат одновременно 
функциональные или «дикие» аллели генов 
Рina-D1 (аллель Рina-D1a) и  Рinb-D1 (ал-
лель Рinb-D1a), в то время как твердозерные 
сорта пшеницы содержат либо делецию гена 
Рina-D1, либо одну из «мутантных» форм ге-
на Рinb-D1 (аллели Pinb-D1a-g или Pinb-D11) 
[3–5]. Информация об аллельном составе ге-
нов пуроиндолинов Рina-D1 и Рinb-D1, их 
фенотипическом проявлении и изменении в 
первичной структуре пуроиндолинов приве-
дена в работе Morris et al. [6].

Также значительный вклад в качество хле-
ба вносят гидрофобные белки глютенины, 
структура которых кодируется генами, распо-
ложенными на длинном плече хромосом пер-
вой гомеологичной группы А, В и D геномов. 
Состав глютенинов влияет на эластичность и 
вязкость теста, из которого выпекают мучные 
изделия. Основываясь на подвижности субъ-
единиц глютенинов в полиакриламидном геле 
при проведении электрофореза, их разделяют 
на 2 типа — высокомолекулярные и низкомо-
лекулярные [4, 7].

Структура глютенинов кодируется поли-
морфными генами Glu-1 локусов. В локу-
сах Glu-A1, Glu-B1 и Glu-D1 расположены 
два близко сцепленных гена: х- и у-типа. Ген 
х-типа определяет структуру высокомолеку-
лярных субъединиц с большей молекулярной 
массой, а ген у-типа — с меньшей. У гекса-
плоидной пшеницы гены у- типа в геноме А 
обычно не экспрессируются [4, 8]. На качество 
муки, производимой из того или иного сорта 
пшеницы, оказывает влияние разнообразие 
аллелей, определяющих аминокислотный со-
став больших субъединиц. Для идентифика-
ции этих аллелей предложен целый ряд моле-
кулярных маркеров, которые можно успешно 
использовать в практических целях. 

Гены короткостебельности, называемые Rht, 
успешно используются в селекционном про-
цессе для снижения высоты растения с це-
лью предотвращения полегания. В настоящее 
время описано более 21 гена короткостебель-
ности [9, 10]. Гены, определяющие высоту 
растений, можно разделить на две группы в 
зависимости от их реакции на экзогенную гиб-
берилиновую кислоту (ГК). Нечувствительные 
к ГК гены короткостебельности располагаются 
на коротких плечах хромосом 4B и 4D, а гены, 
чувствительные к ГК, — на хромосомах 2A, 
2DS, 7BS и 5A. Молекулярные маркеры, ко-
торые идентифицируют эти гены, позволяют 
успешно вести отбор на короткостебельность.

Целью данной работы является идентифика-
ция аллельного состава генов, оказывающих 
влияние на твердозерность, запасных белков се-
мян глютенинов и короткостебельности в сортах 
и линиях, используемых в селекционном про-
цессе озимой пшеницы в Республике Беларусь, и 
выделение среди них образцов, несущих в своих 
генотипах фаворитные аллели указанных генов.

Материалы и методы
Объектом исследования служила коллекция, 

состоящая из 79 сортов и 70 линий озимой пше-
ницы, предоставленных лабораторией озимой 
пшеницы РУП «Научно-практический центр 
НАН Беларуси по земледелию» (г. Жодино). 

ДНК из зерен выделяли по методу, предло-
женному Plaschke et al. [11]. Выделение про-
водили из двух зерновок для каждого сорта. 

Анализ аллельного состава генов Pinа-D1 и 
Pinb-D1 проводили согласно методике, пред-
ложенной Giroux, Morris et al. [12]. 

Анализ аллельного состава генов Glu-A1x, 
Glu-D1x и Glu-D1y проводился согласно ме-
тодике, предложенной Liu et al. [13]. Для вы-
явления генов, кодирующих субъединицы Aх1 
и Axnull, была использована методика, пред-
ложенная Laflandra et al. [14]. Выявление ге-
нов, кодирующих субъединицу Bx6, было про-
ведено по методике, предложенной Schwarz 
et al.[15], субъединицы Bx7, Bx7* и Bx17 — 
Ма et al. [8], субъединицу Bx7OE — Ragupa-
thy et al. [16]. Анализ аллельного состава гена 
Glu-B1у проводился согласно Lei et al. [17]. 
Суммарный индекс хлебопекарного качества 
вычисляли согласно Payne et al., 1987; Rogers 
et al., 1989 [18, 19]. 
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Для анализа аллельного состава генов Rht-
B1 и Rht-D1 использовали методику Ellis с со-
авт. [20], гена Rht8 — методику Korzun [21].

Состав реакционной смеси для амплифи-
кации объемом 12,5 мкл был следующий: 
1×буфер для Taq полимеразы «А» без MgCl2, 
1,5 мМ MgCl2, 0,2 мМ НТФ, 0,25 нМ прайме-
ры, 0,5 ЕА Taq-полимераза, 50 нг ДНК. Для 
анализа использовались праймеры и ПЦР ре-
активы производства компании «Праймтех» 
(Республика Беларусь).

Визуализацию фрагментов амплификации 
проводили после разделения методом электро-
фореза в трис-ацетатном буфере при помощи 
системы документирования гелей GelDoc 2000.

Результаты и обсуждение
Анализу подвергались 79 коллекционных и 

70 селекционных образцов озимой пшеницы 
селекции Беларуси, России, Украины, Румы-
нии, Германии, Австрии, Франции и Канады, 
представляющие интерес для селекционного 
процесса. 

Для идентификации аллелей гена Pina-D1 
были использованы праймеры PinаD_F и 
PinаD_R. Образцы, содержащие в своем ге-
номе аллель Рina-D1а, образуют в результате 
ПЦР с данными праймерами фрагмент разме-
ром 350 п. н. Образцы, в геноме которых при-
сутствует аллель Рina-D1b, продукта ПЦР не 
образуют [22]. Проведенный анализ показал, 
что все образцы озимой пшеницы, подверг-
шиеся тестированию, образовали с данными 
праймерами ПЦР-продукт размером 350 п. 
н., и, следовательно, несут в своих геномах 
аллель Рina-D1а.

 Для анализа аллельного состава гена Pinb-D1 
были использованы праймеры PinbD_F и 
PinbD_R. Продукты амплификации образцов 
пшеницы с данными праймерами были об-
работаны рестриктазой PvuII, специфичной 
для выявления мутантного аллеля Рinb-D1c. 
Рестриктаза PvuII разрезает ПЦР-продукты 
амплифицированных образцов, не несущих му-
тантный аллель Рinb-D1c, на фрагменты дли-
ной 264 и 184 п. н. ПЦР-продукты образцов, со-
ответствующих данному мутантному аллелю, 
не подвергаются расщеплению этой рестрик-
тазой и имеют длину 448 п. н. [23]. Образцы, 
не несущие мутантный аллель Рinb-D1c, для 
проверки их принадлежности к твердозерным 

или мягкозерным сортам, были подвергнуты 
обработке рестриктазами, специфичными к 
другим формам мутантных аллелей: MbiI (для 
выявления мутантного аллеля Рinb-D1b), MvaI 
(для выявления мутантного аллеля Рinb-D1e), 
MnlI+StyI (для выявления мутантного аллеля 
Рinb-D1d) и HphI (для выявления мутантного 
аллеля Рinb-D1f).  

В результате было обнаружено, что в гено-
ме образцов озимой пшеницы присутствуют 
различные мутантные аллели. 71 коллекцион-
ный образец (89,9%) несет Рinb-D1b аллель, 
3 (3,8%) — Рinb-D1c аллель и 5 (6,3%) — 
Рinb-D1d аллель; 41 селекционный образец 
(58,5%) несет Рinb-D1b аллель, 2 (2,9%) — 
одновременно Рinb-D1b и Рinb-D1d аллели, 
1 (1,4%) — одновременно Рinb-D1b и Рinb-
D1f аллели, 2 (2,9%) — Рinb-D1c аллель, 
2 (2,9%) — Рinb-D1d аллель, 1 (1,4 %) — 
одновременно Рinb-D1d и Рinb-D1f аллели 
и 21 (30,0%) — Рinb-D1f аллель (табл. 1, 2). 
Согласно литературным данным в современ-
ных сортах в разных странах наиболее рас-
пространенными аллельными формами гена 
Рinb-D1 являются аллели Рinb-D1b  и Рinb-
D1c [4, 22, 23]. Аллель Рinb-D1b широко пред-
ставлен и в образцах исследуемой коллекции, 
в то время как аллель Рinb-D1c уступает по 
частоте встречаемости ряду других аллелей. В 
целом результаты исследования показали, что 
все сорта и линии озимой пшеницы, включен-
ные в коллекцию, являются твердозерными 
и пригодны для выпечки дрожжевого хлеба. 

Молекулярные маркеры были использо-
ваны также для определения аллелей генов, 
кодирующих запасные белки семян глюте-
нины. Среди исследованных коллекционных 
образцов выявлено 29 различных генотипов 
(табл. 3). Самыми распространенными явля-
лись генотипы Glu-A1a, Glu-B1c, Glu-D1d (10 
исследованных образцов — 12,5% от общего 
количества) и Glu-A1b, Glu-B1c, Glu-D1d (11 
исследованных образцов — 13,9% от обще-
го количества). В то же время 14 образцов 
(17,7%) оказались неоднородными по ал-
лельному составу генов, кодирующих глюте-
нины. В частности 5 образцов (6,3%) оказа-
лись неоднородными по аллелям A-генома, 7 
(8,9%) — B-генома, 1 образец (1,3%) — одно-
временно A- и D-генома и 1 образец (1,3%) — 
одновременно A-, B- и D-генома.
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Пуроиндолин 
А

Пуроиндолин 
В Названия образцов

Количество 
образцов 

(%)

Рina-D1a Рinb-D1b

Акорд, Альбатрос одесский, Ариадна, Аскет, Багира, Барвина, Бла-
годарна, Богданка, Борвий (образец 1), Борвий (образец 2), Бунчук, 
Видрада, Вильшана,  Герта, Годувальныця одеська, Доброчын, Дон 
95, Донская полукарликовая,  Донской сюрприз, Ермак, Ершовская 
11, Жемчужина Поволжья,  Зарница, Заграва одесская (образец 1), 
Заграва одесская (образец 2), Заможнисть, Истина одесская, Ка-
лита, Кармен,  Козачий атаман, Короганка, Левобережная 1, Лорд, 
Миронивська  сторична, Наусель, Новоершовская, Одесская 200, 
Памяти Калиненко, Подолянка, Полевик, Почаивка, Проза, Рок-
солана, Ростовчанка 3, Сагайдак, Селянка одесская, Синтетик, 
Славна, Турунчук, Ужинок, Уникум, Утес, Хвест, Хоревица (об-
разец 1), Хоревица (образец 2), Элегия (образец 1), Элик, Эпоха 
одесская, Юнона, Яворина, Ярославна, Balaton, Catalus, Cubus, 
Dromos, F.594, Faur, Lupus, Miranda, Saturnus, Skagen

71 (89,9%)

Рina-D1a Рinb-D1c Придеснянська напивкарликова, Acratos, Perfect 3 (3,8%)

Рina-D1a Рinb-D1d Элегия (образец 2), Co 207, Emmit, FT Wonder, Samurai 5 (6,3%)

Пуроиндолин 
А

Пуроиндолин 
В Названия образцов

Количество 
образцов 

(%)

Рina-D1a Рinb-D1b

КСИ-17 № 1, КСИ-17 № 2, КСИ-17 № 3, КСИ-17 № 4, КСИ-17 № 
5, КСИ-17 № 6, КСИ-17 № 7, КСИ-17 № 11, КСИ-17 № 12, КСИ-
17 № 13, КСИ-17 № 15, КСИ-17 № 16, Л-1155, Л-1157, Л-1163, 
Л-1229, Л-1312, Л-1326, Лютесценс 1227, ПСИ 14 № 6, ПСИ 15 № 
9, ПСИ 16 № 8, ПСИ 16 № 12, ПСИ 16 № 14, ПСИ 17 № 28/1, ПСИ 
17 № 30/1, ПСИ 17 № 31, ПСИ 17 № 32, ПСИ 17 № 38, W-552/12, 
W-237/12, 0560 (Cubus x Kriss), 0595 ((Корнет х Капылянка) х 
Московский карлик), 89/20-11 ((ВхБ) х STH), ЭW, KW, MP (18) № 
1 (0560), MP (18) № 2 (07160 73/1-11), MP (18) № 8 (0216 89/0-11), 
MP (18) № 10 (1361 KW), MP (18) № 11 (1360 ЭW)

41 (58,5%)

Рina-D1a Рinb-D1b+ 
Рinb-D1d Л-1062, ПСИ 17 № 36 2 (2,9%)

Рina-D1a Рinb-D1b+ 
Рinb-D1f 59/4-12 (Turbin x Leo 0949) 1 (1,4%)

Рina-D1a Рinb-D1c HW, MP (18) № 6 (die 61220W) 2 (2,9%)

Рina-D1a Рinb-D1d 07128 (Bison x Marabu), 018 (Контур х Щара) 2 (2,9%)

Рina-D1a Рinb-D1d + 
Рinb-D1f КСИ-17 № 14 1 (1,4%)

Таблица 1 
Аллельные варианты генов пуроиндолинов Рina-D1 и Рinb-D1 в коллекционных образцах 

озимой пшеницы

Таблица 2
Аллельные варианты генов пуроиндолинов Рina-D1 и Рinb-D1 в селекционных образцах 

озимой пшеницы
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Пуроиндолин 
А

Пуроиндолин 
В Названия образцов

Количество 
образцов 

(%)

Рina-D1a Рinb-D1f

КСИ-17 № 8, КСИ-17 № 9, КСИ-17 № 10St, ПСИ 16 № 3, ПСИ 16 
№ 4, ПСИ 16 № 13, ПСИ-17 № 26, ПСИ-17 № 27, ПСИ-17 № 28, 
ПСИ-17 № 29, ПСИ 17 № 30, ПСИ 17 № 33, ПСИ 17 № 34, ПСИ 
17 № 35, ПСИ 17 № 37, ПСИ 17 № 39, 32-3-09 (Прэстыж х STH 
735), CW, MP (18) № 3 (47/1-09), MP (18) № 9 (0311 32/2-09), MP 
(18) № 12 (1363 CW)

21 (30,0%)

Таблица 3
Частота встречаемости генотипов среди исследованных коллекционных образцов, итоговая 

оценка их хлебопекарного качества

Продолжение табл. 2

Генотип Названия образцов
Общее

количество
образцов

Частота
Итоговая 
оценка

 (в баллах)

Glu-A1a, Glu-B1ak, 
Glu-D1d

Альбатрос одесский, Борвий (образец 1), Борвий 
(образец 2), Вильшана, Калита, Полевик, Сагайдак, 
Юнона

8 10,0% 10

Glu-A1b, Glu-B1ak, 
Glu-D1d

Благодарна, Дон 95, Заграва одесская (образец 1), 
Заграва одесская (образец 2), Хвест 5 6,3% 10

Glu-A1b, Glu-B1b, 
Glu-D1d

Доброчын, Короганка, Хоревица (образец 1), 
Хоревица (образец 2), Faur, Miranda 6 7,6% 10

Glu-A1b, Glu-B1al, 
Glu-D1d Багира, Годувальныця одеська, Эпоха одесская 3 3,8% 10

Glu-A1a/b, Glu-B1ak, 
Glu-D1d Истина одесская, Селянка одесская 2 2,5% 10

Glu-A1b, Glu-B1ak/al, 
Glu-D1d Ужинок 1 1,3% 10

Glu-A1a, Glu-B1ak/c, 
Glu-D1d Заможнисть 1 1,3% 9,5

Glu-A1b, Glu-B1ak/c, 
Glu-D1d Ермак, Миронивська  сторична 2 2,5% 9,5

Glu-A1b, Glu-B1b/c, 
Glu-D1d Ариадна 1 1,3% 9,5

Glu-A1a, Glu-B1c, 
Glu-D1d

Бунчук, Донская полукарликовая,  Новоершовская, 
Подолянка, Почаивка, Придеснянська напивкарли-
кова, Проза, Роксолана, Утес, Saturnus

10 12,5% 9

Glu-A1b, Glu-B1c, 
Glu-D1d

Барвина, Богданка, Донской сюрприз, Ершовская 
11, Козачий атаман, Левобережная 1, Наусель, Одес-
ская 200, Памяти Калиненко, Турунчук, Ярославна

11 13,9% 9

Glu-A1b/c, Glu-B1ak, 
Glu-D1d Жемчужина Поволжья 1 1,3% 9

Glu-A1a/b, Glu-B1c, 
Glu-D1d Видрада 1 1,3% 9

Glu-A1a/b, Glu-B1c, 
Glu-D1a/d F.594 1 1,3% 8

Glu-A1b/c, Glu-B1c, 
Glu-D1d Зарница 1 1,3% 8
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Среди селекционных образцов выявлено 
30 различных генотипов. Как видно из табл. 4, 
чаще в исследованной коллекции встречают-
ся селекционные линии, обладающие гено-
типом Glu-A1c, Glu-B1d, Glu-D1d — 22 ис-
следованных образца, что составляет 31,4% 
от общего количества. При этом 12 образцов 
(17,1%) оказались неоднородными по ал-
лельному составу генов, кодирующих глюте-
нины. В частности, 1 образец (1,4%) оказал-
ся неоднородным по составу аллелей генов 
A-генома, 2 образца (2,9%) — B-генома, 4 
образца (5,8%) — D-генома. Неоднородны-
ми по аллелям одновременно A- и B-генома 
были 2 образца (2,9%), A- и D-генома — 1 об-
разец (1,4%), A-. B- и D-генома — 2 образца 
(2,9%). В целом же все коллекционные и се-
лекционные образцы были распределены по 
46 генотипам.

Продолжение табл. 3

Генотип Названия образцов
Общее

количество
образцов

Частота
Итоговая 
оценка

 (в баллах)

Glu-A1c, Glu-B1ak, 
Glu-D1d Герта 1 1,3% 8

Glu-A1b, Glu-B1d, 
Glu-D1d Кармен 1 1,3% 8

Glu-A1a, Glu-B1d, 
Glu-D1d Co 207, Perfect 2 2,5% 8

Glu-A1c, Glu-B1f, 
Glu-D1d Cubus 1 1,3% 8

Glu-A1b/c, Glu-B1ak/c, 
Glu-D1a/d Синтетик 1 1,3% 7,5

Glu-A1c, Glu-B1ak/c, 
Glu-D1d Skagen 1 1,3% 7,5

Glu-A1c, Glu-B1c, 
Glu-D1d Акорд, Ростовчанка 3, Элик, Acratos, Lupus 5 6,3% 7

Glu-A1b, Glu-B1c, 
Glu-D1a Лорд 1 1,3% 7

Glu-A1a, Glu-B1c, 
Glu-D1a Balaton, Dromos, Emmit, FT Wonder 4 5,1% 7

Glu-A1a, Glu-B1c/d, 
Glu-D1a Samurai 1 1,3% 6,5

Glu-A1c, Glu-B1d, 
Glu-D1d Элегия (образец 1), Элегия (образец 2) 2 2,5% 6

Glu-A1a, Glu-B1d, 
Glu-D1a Славна 1 1,3% 6

Glu-A1b, Glu-B1d, 
Glu-D1a Уникум, Яворина 2 2,5% 6

Glu-A1c, Glu-B1c, 
Glu-D1a Аскет, Catalus 2 2,5% 5

На основании полученных данных опре-
делена суммарная оценка хлебопекарных ка-
честв образцов пшеницы (табл. 3, 4). Чем выше 
оценка, тем более высокими хлебопекарны-
ми качествами обладает тот или иной обра-
зец [18, 19]. Анализ коллекционных образцов 
озимой пшеницы показал, что суммарная 
оценка хлебопекарных качеств варьировала в 
интервале от 5 (Аскет, Catalus) до 10 баллов 
(Альбатрос одесский, Багира, Благодарна, Бор-
вий (образец 1), Борвий (образец 2), Вильша-
на, Годувальныця одеська, Доброчын, Дон 95, 
Заграва одесская (образец 1), Заграва одесская 
(образец 2), Истина одесская, Калита, Короган-
ка, Полевик, Сагайдак, Селянка одесская, Ужи-
нок, Хвест, Хоревица (образец 1), Хоревица (об-
разец 2), Эпоха одесская, Юнона, Faur, Miranda) 
(табл. 3). При этом среди них значительная доля 
образцов — 52 (65,9%) —обладала высокими 



Молекулярная и прикладная генетика. Том 26, 2019 г.

25     Е.А. Фомина и др. Использование молекулярных маркеров...

Генотип Названия образцов
Общее

количество
образцов

Частота
Итоговая 
оценка

 (в баллах)

Glu-A1a/b, Glu-B1ak, 
Glu-D1d KW 1 1,4% 10

Glu-A1a, Glu-B1f, 
Glu-D1d ПСИ 17 № 28/1 1 1,4% 10

Glu-A1b, (7+8*), 
Glu-D1d 59/4-12 (TurbinxLeo 0949) 1 1,4% 10

Glu-A1b, Glu-B1ak, 
Glu-D1d MP (18) № 10 (1361 KW) 1 1,4% 10

Glu-A1b, Glu-B1b, 
Glu-D1d W-552/12, W-237/12 2 2,9% 10

Glu-A1b, Glu-B1c/f, 
Glu-D1d Л-1062 1 1,4% 9,5

Glu-A1a, Glu-B1c/u, 
Glu-D1d Л-1312 1 1,4% 9,5

Glu-A1a, Glu-B1c, 
Glu-D1d Л-1229, Л-1155, Лютесценс 1227 3 4,3% 9

Glu-A1a, Glu-B1c, 
Glu-D1a/d Л-1157 1 1,4% 8

Glu-A1a, Glu-B1d, 
Glu-D1d

КСИ-17 № 1, Л-1326
89/20-11 ((ВхБ)хSTH) 3 4,3% 8

Glu-A1c, Glu-B1ak, 
Glu-D1d ПСИ 16 № 14, ПСИ-17 № 31 2 2,9% 8

Glu-A1c, Glu-B1b, 
Glu-D1d ПСИ-17 № 32 1 1,4% 8

Glu-A1c, Glu-B1f, 
Glu-D1d MP (18) № 2 (07160 73/1-11), ПСИ 17 № 30/1 2 2,9% 8

Glu-A1a/c, Glu-B1ak/d, 
Glu-D1d 018 (КонтурхЩара) 1 1,4% 8

Glu-A1c, Glu-B1u, 
Glu-D1d КСИ-17 № 16 1 1,4% 8

Glu-A1a/c, Glu-B1c, 
Glu-D1a/d Л-1163 1 1,4% 7

Glu-A1b, Glu-B1c, 
Glu-D1a HW 1 1,4% 7

Glu-A1c, Glu-B1c, 
Glu-D1d

КСИ-17 № 2, КСИ-17 № 3, КСИ-17 № 15, ПСИ 
14 № 6, 0595 ((КорнетхКапылянка)х Московский 
карлик), MP (18) № 6 (die 61220W), MP (18) № 11 
(1360 ЭW)

7 10,0% 7

Glu-A1a/c, Glu-B1b/d, 
Glu-D1a/d КСИ-17 № 12 1 1,4% 7

Glu-A1a/c, Glu-B1d/u, 
Glu-D1a/d КСИ-17 № 14 1 1,4% 7

Glu-A1c, Glu-B1ak, 
Glu-D1a/d ПСИ 16 № 8, ПСИ-17 № 38 2 2,9% 7

Glu-A1a, Glu-B1d, 
Glu-D1a

ПСИ 15 № 9, ПСИ 16 № 12, ПСИ-17 № 36, MP 
(18) № 8 (0216 89/0-11) 4 5,8% 6

Glu-A1c, Glu-B1f, 
Glu-D1a 0560 (CubusxKriss), MP (18) № 1 (0560) 2 2,9% 6

Таблица 4
Частота встречаемости генотипов среди исследованных селекционных образцов, итоговая 

оценка их хлебопекарного качества  
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(итоговая оценка — 9–10 баллов) хлебопе-
карными качествами (рис. 1). Доля образцов 
со средними хлебопекарными качествами 
(итоговая оценка — 7–8,5 баллов) соста-
вила 24,1%, низкими (итоговая оценка —  

6,5 баллов и ниже) — 10,0%. Основной не-
гативный эффект на суммарную оценку ока-
зывало наличие аллелей Glu-A1c, Glu-В1c и 
Glu-D1a, а в особенности — их совместное 
присутствие.

Генотип Названия образцов
Общее

количество
образцов

Частота
Итоговая 
оценка

 (в баллах)

Glu-A1c, Glu-B1d, 
Glu-D1d

КСИ-17 № 4, КСИ-17 № 5, КСИ-17 № 8, КСИ-
17 № 9, КСИ-17 № 10St, ПСИ 16 № 3, ПСИ 16 
№ 4, ПСИ 16 № 13, ПСИ-17 № 26, ПСИ-17 № 
27, ПСИ-17 № 28, ПСИ-17 № 29, ПСИ-17 № 33, 
ПСИ-17 № 34, ПСИ-17 № 35, ПСИ-17 № 37, 
ПСИ-17 № 39
07128 (BisonxMarabu), 32-3-09 (ПрэстыжхSTH 
735), MP (18) № 3 (47/1-09), MP (18) № 9 (0311 
32/2-09), MP (18) № 12 (1363 CW)

22 31,6% 6

Glu-A1c, Glu-B1h, 
Glu-D1d КСИ-17 № 11 1 1,4% 6

Glu-A1b, Glu-B1d, 
Glu-D1a КСИ-17 № 7 1 1,4% 6

Glu-A1a/c, Glu-B1d/f, 
Glu-D1a КСИ-17 № 13 1 1,4% 6

Glu-A1c, Glu-B1c, 
Glu-D1a ЭW 1 1,4% 5

Glu-A1c, Glu-B1d, Glu-
D1a/d ПСИ-17 № 30 1 1,4% 5

Glu-A1c, Glu-B1d, 
Glu-D1a КСИ-17 № 6, CW 2 2,9% 4

Продолжение табл. 4

Рис. 1. Доля коллекционных образцов озимой пшеницы, соответствующих определенной итоговой оценке 
хлебопекарных качеств (индексу качества)
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Среди селекционных образцов озимой 
пшеницы суммарная оценка хлебопекарных 
качеств варьировала в интервале от 4 (КСИ-
17 № 6,CW) до 10 баллов (KW, W-552/12, 
W-237/12, 59/4-12 (TurbinxLeo 0949) (табл. 4). 
Высокими хлебопекарными качествами (ито-
говая оценка — 9–10 баллов) характеризо-
вались 11 (15,7%) селекционных образцов, 
средними (итоговая оценка — 7–8 баллов) — 
24 (34,3%). Доля образцов с низкими (итого-
вая оценка — 6 баллов и ниже) хлебопекар-
ными качествами составила 50,0% (рис. 2). 
Основной негативный эффект на суммарную 
оценку оказывало наличие аллелей Glu-A1c, 

Glu-В1d и Glu-D1a, а в особенности — их со-
вместное присутствие. Так как наибольший 
вклад в качество производимой муки вносит 
аллельный состав локуса Glu-D1, при рав-
ных баллах преимущество, вероятнее всего, 
будет иметь сорт (линия), в геноме которого 
содержится аллель Glu-D1d.

В результате анализа аллельного состава 
генов короткостебельности Rht-B1, Rht-D1 
и Rht8 были выявлены перспективные об-
разцы, несущие аллели Rht-В1b и Rht-D1b, 
приводящие к снижению высоты растения, 
а также аллель 192 маркера WMS261, сце-
пленный с аллелем Rht8c (табл. 5, 6). 

Рис. 2. Доля селекционных образцов озимой пшеницы, соответствующих определенной итоговой оценке  
хлебопекарных качеств (индексу качества)

Таблица 5
Источники аллелей Rht-В1b и Rht-D1b и Rht8c, ассоциированных со снижением высоты 

растения, среди коллекционных образцов озимой пшеницы

Вид аллеля 
(сочетание аллелей) Названия образцов Количество 

образцов (%)

Rht-В1b Кармен, Юнона
Miranda 3 (3,8%)

Rht-В1b + Rht8c

Бунчук, Годувальныця одеська, Донская полукарликовая, 
Донской сюрприз, Ермак, Истина одесская, Наусель, Одесская 
200, Памяти Калиненко, Полевик, Почаивка, Приднеснянська 
напивкарликова, Славна, Уникум, Яворина
Faur

16 (20,2%)
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Вид аллеля Названия образцов Количество 
образцов (%)

Rht-В1b W-552/12 1 (1,4%)

Rht-D1b
КСИ-17 № 3, ПСИ 14 № 6, ПСИ 15 № 9, ЭW, 89/20-11 ((ВхБ) 
х STH), 0560 (CubusxKriss), MP (18) № 1 (0560), MP (18) № 2 
(07160 73/1-11), MP (18) № 6 (die 61220W), MP (18) № 8 (0216 
89/0-11), MP (18) № 11 (1360 ЭW)

11 (15,7%)

Rht8c

КСИ-17 № 5, КСИ-17 № 6, КСИ-17 № 10St, ПСИ 16 № 3, ПСИ 
16 № 4, ПСИ 16 № 13, ПСИ 16 № 14, ПСИ-17 № 27, ПСИ-17 
№ 28, ПСИ-17 № 34, ПСИ-17 № 35, ПСИ-17 № 37, CW, KW, 
W-237/12, 018 (Контур х Щара), 32-3-09 (Прэстыж х STH 735), 
59/4-12 (TurbinxLeo 0949), MP (18) № 10 (1361 KW)

19 (27,1%)

Следует отметить, что растения линии ПСИ-
17 № 38, несмотря на отсутствие в их геномах 
генов короткостебельности, обладают неболь-
шой высотой (95 см) и данная линия также мо-
жет представлять ценность для селекционного 
процесса.

Полученные на предыдущих этапах данные 
об аллельном составе генов, влияющих на ка-
чество зерна (Glu-A1, Glu-B1 и Glu-D1, а также 
Pina-D1 и Pinb-D1) и высоту растения (Rht-B1, 
Rht-D1 и Rht8), позволили выделить перспек-
тивные образцы c комплексом генов для вклю-
чения в селекционный процесс.

Поскольку исследование образцов по аллель-
ному составу генов Pina-D1 и Pinb-D1, оказыва-
ющих влияние на твердозерность, показало, что 
все сорта и линии являются твердозерными, то 
выделение перспективных образцов проводилось 
на основании данных по аллельному составу ге-
нов, кодирующих запасные белки семян глюте-
нины  Glu-A1, Glu-B1 и  Glu-D1, и генов корот-
костебельности Rht-B1, Rht-D1 и Rht8.

Перечень образцов, обладающих высокими 
хлебопекарными качествами (индекс качества 
9–10), несущих в своих генотипах гены корот-
костебельности, приведены в табл. 7, 8.

Вид аллеля 
(сочетание аллелей) Названия образцов Количество 

образцов (%)

Rht-D1b Акорд
Co 207, Cubus, Samurai, Skagen 5 (6,3%)

Rht-D1b + Rht8c

Альбатрос одесский, Багира, Благодарна, Богданка, Борвий 
(образец 1), Борвий (образец 2), Доброчын, Заграва одесская 
(образец 1), Заграва одесская (образец 2), Калита, Роксолана, 
Турунчук, Ужинок, Хвест, Эпоха одесская 
Emmit

16 (20,2%)

Rht8c

Ариадна, Аскет, Барвина, Видрада, Вильшана, Герта, Дон 95, 
Ершовская 11, Жемчужина Поволжья, Заможнисть, Козачий 
атаман, Короганка, Левобережная 1, Лорд, Новоершовская, 
Подолянка, Селянка одесская, Синтетик, Ростовчанка 3, 
Сагайдак, Утес, Хоревица (образец 1), Хоревица (образец 2), 
Элегия (образец 2), Ярославна
F.594

26 (32,9%)

Продолжение табл. 5

Таблица 6
Источники аллелей Rht-В1b и Rht-D1b и Rht8c, ассоциированных со снижением высоты 

растения, среди селекционных образцов озимой пшеницы
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Названия образцов
 Индекс качества

 по аллельному составу 
глютенинов (в баллах)

Аллели генов 
короткостебельности

Общее
количество 
образцов

Частота

W-552/12 10 Rht-В1b 1 1,4%

KW, W-237/12, 59/4-12 (TurbinxLeo 
0949), MP (18) № 10 (1361 KW) 10 Rht8c 4 5,8%

Как видно из табл. 7 и 8, доля образцов, не-
сущих в своих генотипах одновременно фаво-
ритные аллели генов, кодирующих запасные 
белки семян глютенины, а также гены корот- 

Таблица 7
Характеристика коллекционных образцов озимой пшеницы, перспективных по аллельному 

составу генов, кодирующих запасные белки семян глютенины Glu-A1, Glu-B1 и Glu-D1, 
а также генов короткостебельности Rht-B1, Rht-D1 и Rht8

Таблица 8
Характеристика селекционных образцов озимой пшеницы, перспективных по аллельному 
составу генов, кодирующих запасные белки семян глютенины Glu-A1, Glu-B1 и Glu-D1, а 

также генов короткостебельности Rht-B1, Rht-D1 и Rht8

Названия образцов
 Индекс качества 

по аллельному составу 
глютенинов (в баллах)

Аллели генов 
короткостебельности

Общее 
количество 
образцов

Частота

Годувальныця одеська, Истина 
одесская, Полевик 10 Rht-В1b + Rht8c 3 3,8%

Багира, Благодарна, Доброчын, За-
грава одесская (образец 1), Заграва 
одесская (образец 2), Калита, Ужинок, 
Хвест,  Эпоха одесская

10 Rht-D1b + Rht8c 9 11,4%

Юнона, Miranda 10 Rht-В1b 1 1,3%

Вильшана, Дон 95, Короганка, Са-
гайдак, Селянка одесская, Хоревица 
(образец 1), Хоревица (образец 2)

10 Rht8c 7 8,9%

Ермак 9,5 Rht-В1b + Rht8c 1 1,3%

Ариадна, Заможнисть 9,5 Rht8c 2 2,5%

Бунчук, Донской сюрприз, Наусель, 
Одесская 200, Памяти Калиненко, 
Почаивка, Придеснянська 
напивкарликова

9 Rht-В1b + Rht8c 7 8,9%

Богданка, Роксолана, Турунчук 9 Rht-D1b + Rht8c 3 3,8%

Барвина, Видрада, Ершовская 11, 
Жемчужина Поволжья, Козачий 
атаман, Левобережная 1, Новоершов-
ская, Подолянка, Утес, Ярославна

9 Rht8c 10 12,5%

костебельности Rht-B1, Rht-D1 и Rht8, среди 
коллекционных образцов значительно выше 
(54,4% от всех исследованных), чем среди се-
лекционных (7,2% от всех исследованных). 
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Результаты показывают, что селекцонный про-
цесс шел в направлении увеличения хлебопекар-
ного качества зерна и снижения высоты растения.

В современной селекции пшеницы стратегию 
пирамидирования генов используют для ре-
шения широкого круга задач, например, для 
одновременного переноса генов устойчивости 
к различным заболеваниям с целью получе-
ния растений с комплексной  устойчивостью к 
фитопатогенам [24]. Пирамидирование генов, 
предполагающее обычные обратные скрещи-
вания, требует больших временных затрат и 
является трудоемким процессом [25]. Появле-
ние молекулярных маркеров значительно уско-
рило процесс объединения нескольких благо-
приятных аллелей в одном генотипе [24, 26]. 
Так, для пшеницы при помощи маркер-со-
путствующей селекции удалось объединить 
фаворитные аллели генов устойчивости к 
листовой ржавчине [27–30], мучнистой ро-
се [31, 32], Гессенской мухе [33], фузариозу 
колоса [34–36] и т. д. Tyagi et al. при помощи 
маркер-сопутствующей селекции удалось ак-
кумулировать в индийской линии PBW343 ге-
ны устойчивости к трем видам ржавчины (ли-
стовой Lr24, стеблевой Sr24 и полосатой Yr36) 
наряду с генами, влияющими на содержание 
белка в зерне (Gpc-B1), предуборочное про-
растание семян (QPhs.ccsu-3A.1), массу зерна 
(QGw.ccsu-1A.3), и генами запасных белков 
семян глютенинов (Glu-A1-1/Glu-A1-2) [37].

Таким образом, использование методов 
маркер-сопутствующей селекции дает воз-
можность одновременной интрогрессии (пи-
рамидирования) нескольких количественных 
локусов / генов для улучшения существующих 
и создания новых сортов и тем самым повы-
шает эффективность и результативность тра-
диционных методов селекции [26].

Заключение
Исследован аллельный состав генов, вли-

яющих на качество зерна (Glu-A1, Glu-B1 и 
Glu-D1, а также Pina-D1 и Pinb-D1) и высоту 
растения (Rht-B1, Rht-D1 и Rht8), в коллекции 
из 79 коллекционных и 70 селекционных образ-
цов озимой мягкой пшеницы. Среди них было 
выявлено 43 коллекционных и 5 селекционных 
образцов, обладающих высокими хлебопекар-
ными качествами зерна (индекс качества 9–10) 
и одновременно несущих в своих геномах ал-

лели Rht-В1b, Rht-D1b и Rht8c генов коротко-
стебельности, приводящие к снижению высо-
ты растения. При исследовании коллекции по 
аллельному составу генов Pina-D1 и Pinb-D1, 
оказывающих влияние на твердозерность, было 
показано, что все образцы являются твердозер-
ными и несут в своих геномах различные мута-
ции в гене Pinb-D1, что делает их пригодными 
для выпечки дрожжевого хлеба. Полученные 
данные могут быть использованы в селекцион-
ном процессе озимой пшеницы, направленном 
на создание короткостебельных сортов с высо-
кими хлебопекарными качествами зерна.
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USE OF MOLECULAR MARKERS IN WINTER WHEAT (TRITICUM 
AESTIVUM L.) BREEDING TO ISOLATE THE SAMPLES 

PROSPECTIVE BY THEIR ALLELIC COMPOSITION OF GENES 
THAT DETERMINE THE BREAD-MAKING QUALITY OF GRAIN 

AND THE HEIGHT OF PLANTS

Institute of Genetics and Cytology of NASB 
Minsk, 220072, the Republic of Belarus

The allelic composition of genes determining grain quality (Glu-A1, Glu-B1 and Glu-D1, as well as Pina-D1 and 
Pinb-D1) and plant height (Rht-В1, Rht-D1 and Rht8) in the collection of 79 varieties and 70 lines of winter wheat 
was investigated. 43 varieties and 5 lines with the high bread-making quality of grain (9–10 quality index) and si-
multaneously carrying the Rht-B1b, Rht-D1b and Rht8c alleles of dwarf genes that lead to a decrease in plant height 
were identified. All the samples studied are hard wheats and carry various Pinb-D1 gene mutations in their genomes. 

Key words: winter wheat, grain hardness, glutenins, stem dwarfing, bread-making quality of grain.
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Введение
Влияние низких температур на жизнедея-

тельность растений (холодовой стресс) опре-
деляется совокупностью двух стрессовых 
факторов — охлаждения (воздействия низких 
положительных температур в диапазоне от 
0 до 15 ºC) и замораживания (воздействия тем-
ператур ниже 0 ºС) [1, 2]. Известно, что измене-
ние температуры в зимний и весенний период 
влияет на все важнейшие стадии репродуктив-
ного цикла, включая гаметогенез, опыление, 
оплодотворение и эмбриогенез [3]. Выращи-
вание новых сортов в определенных условиях 
окружающей среды определяет необходимость 
создания сортов с соответствующим набором 

признаков и разработки агротехнических при-
емов, которые обеспечат устойчивость к аби-
отическим и биотическим стрессам, а также 
максимальную урожайность.

В работе [1] описаны два механизма устой-
чивости к замораживанию — избегание фор-
мирования кристаллов льда в тканях и акти-
вация специфических защитных механизмов, 
позволяющих адаптироваться к низкотемпера-
турным условиям. Некоторые растения могут 
избежать замораживания путем переохлажде-
ния (охлаждение до температур ниже нуля без 
формирования льда), значительно увеличивая 
концентрацию осмолитов внутри клетки (ги-
дрофильных белков, углеводов, бетаина, про-
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Выявлены ДНК-маркеры (Bn0110, BoCCA1-1R1 и BoCCA1-2R1), позволяющие детектировать локусы ко-
личественных признаков и аллели генов, ассоциированные с повышенной и пониженной морозостойкостью 
озимого рапса. Выделены генотипы, маркированные по генам, ассоциированным с устойчивостью к низким 
температурам. Установлено, что 31 из 56 проанализированных образцов несут QTL Bn0110, ассоциированный 
с устойчивостью к пониженным температурам. Анализ сортов с помощью молекулярных маркеров, ассоци-
ированных с аллелями генов генома С B.napus, определяющих устойчивость и восприимчивость генотипов 
к низким температурам, показал, что аллель BoCCA1-1, характерный для устойчивых к холоду генотипов, 
содержится в геномах 10 из 56 проанализированных образцов. При этом BoCCA1-2R1, характерный для 
восприимчивых генотипов, присутствует у 46 из 56 образцов, что необходимо учитывать при подборе ро-
дительских пар в селекции на морозостойкость. Молекулярно-цитогенетический анализ выявил сортовую 
специфичность сочетаний полиморфных вариантов разных хромосом в кариотипах озимых сортов рапса. У 
наиболее зимостойких сортов российской (Норд и Северянин) и белорусской (Зорны) селекции обнаруже-
но сходство по распределению и размерам выявленных хромосомных маркеров и идентичность сочетаний 
полиморфных вариантов гомологичных хромосом, несущих локусы 45S и/или 5S рДНК. Наиболее широ-
кий хромосомный полиморфизм по локализации и размерам локусов 45S и 5S рДНК наблюдается у самых 
зимостойких сортов озимого рапса, которые широко районированы, в том числе в районах рискованного 
земледелия (Красноярский край, Россия). 
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лина и др.), которые связывают воду, что пре-
пятствует образованию кристаллов льда [4]. 
Однако было обнаружено, что это состояние 
является временным и неспособно противосто-
ять значительному понижению температуры, а 
также неэффективно, если низкая температура 
сохраняется в течение длительного периода 
времени. Активация механизмов устойчивости 
представляет собой сложный процесс, который 
приводит к изменению метаболизма и экспрес-
сии множества генов растения [5].

Установлено, что во время холодового стрес-
са происходит изменение текучести липидов 
клеточной мембраны, что приводит к потере 
пластичности и ужесточению ее структуры [6]. 
Это является необходимым условием для пере-
дачи холодового сигнала внутрь клетки. Ак-
тивация неизвестных кальциевых каналов в 
плазматической и вакуолярной мембранах при-
водит к потоку ионов кальция из апопласта и 
вакуоли в цитозоль. Значительное повышение 
концентрации ионов кальция в цитоплазме при-
водит к активации кальмодулинов, кальций-
зависимых протеинкиназ, протеинфосфатаз, 
фосфолипазы C и MAP-киназного каскада [3]. 
В конечном итоге холодовой сигнал трансду-
цируется в ядро, где происходит фосфорилиро-
вание транскрипционных факторов, регулиру-
ющих экспрессию генов холодового ответа [7]. 
Например, у B. napus установлена холодовая 
индукция промотора BN115 [8], необходимым 
условием для которой является приток ионов 
кальция. Значительное влияние на метаболизм 
растений во время холодового ответа оказыва-
ет изменение экспрессии генов синтеза расти-
тельных гормонов (салициловой и абсцизовой 
кислот, гиббереллинов [7], что приводит к ин-
гибированию роста и запуску систем захвата 
реактивных форм кислорода, повреждающих 
различные внутриклеточные структуры.

У морозоустойчивых растений семейства 
Brassicaceae в плазматических мембранах по-
вышено содержание ненасыщенных жирных 
кислот, что обуславливает фазовый переход 
липидов мембран из жидкокристаллического 
состояния в гель при отрицательных темпера-
турах [3]. В состоянии геля резко снижается 
проницаемость мембран. Кроме того, у моро-
зоустойчивых растений активируется синтез 
криопротекторов — гидрофильных белков, 
моно- и олигосахаридов, пролина, бетаина 

и др. Вода, входящая в состав гидратных обо-
лочек этих веществ, не замерзает и не выходит 
из клеток. В клеточной стенке эфективными 
криопротекторами являются гемицеллюлозы. 
Они обволакивают растущие кристаллы льда, 
замедляя их рост и препятствуя формирова-
нию новых центров нуклеации льда. Факторы 
транскрипции и эффекторные гены, участву-
ющие в холодовом ответе, в совокупности 
называются генами, регулируемыми холодом 
(COR) [5]. У A. thaliana охарактеризованы ин-
дуцируемые холодом гены COR78 и COR15a 
[9]. Факторы, связывающие C-повторы 
(C-repeat binding factor, CBF), у растений се-
мейства Brassicaceae являются ключевыми 
элементами ответа на холодовой стресс. Их 
экспрессия начинается уже через 15 минут 
холодового воздействия. Факторы CBF свя-
зываются с промоторами генов, регулируемых 
холодом, и активируют их экспрессию, что 
приводит к повышению морозоустойчивости 
растения. Роль факторов CBF в холодовом от-
вете подчеркивается тем фактом, что сверхэк-
спрессия гена CBF1 A. thaliana у трансгенного 
табака приводит к приобретению последним 
конститутивной морозоустойчивости [4, 9].

Методы скрининга, позволяющие точно 
оценить зимостойкость, имеют решающее 
значение для программ исследований озимых 
культур. Выживаемость в полевых условиях, 
измеряемая как процент растений, пережив-
ших зиму, является наиболее часто используе-
мым методом [10]. Существующие трудности 
проведения полевых испытаний стимулиро-
вали интерес к разработке методов, которые 
дополнили бы полевой скрининг.

Учитывая тот факт, что большинство генов, 
отвечающих за устойчивость растений к био-
тическим и абиотическим стрессовым факто-
рам, являются количественными [11], одним 
из подходов для разработки новых холодо-
устойчивых сортов является идентификация 
специфических генетических детерминант 
устойчивости к холоду, интрогрессия обнару-
женных локусов в геномы элитных сортов, а 
также селекция желаемых линий при помощи 
молекулярных маркеров.

Рапс (Brassica napus L. 2n = 38 AACC) явля-
ется хозяйственно-ценной культурой и природ-
ным аллополиплоидом, геном которого обра-
зовался в результате спонтанного скрещивания 
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капусты огородной (Brassica oleracea L., 2n = 
18, СС) и сурепицы (Brassica rapa L., 2n = 20, 
AA) c последующим удвоением числа хромо-
сом [12]. А- и С-субгеномы рапса являются 
близкородственными [13]. Поскольку рапс 
и сурепица являются также родственниками 
A. thaliana и показана значительная гомология 
между их геномами, это позволяет разрабаты-
вать молекулярные маркеры к сложно насле-
дуемым признакам, например, определяющим 
качественную и количественную устойчивость 
к биотическим и абиотическим стрессовым 
факторам. Было обнаружено, что у сурепицы 
отсутствует около 35% генов, входящих в со-
став генома A. thaliana, однако гены, кодирую-
щие белки, участвующие в сигнальной транс-
дукции, а также транскрипционные факторы 
сохраняют высокий уровень гомологии [3]. 
Расшифровка последовательностей генома 
растений семейства Brassicaceae также увели-
чивает возможность детекции полиморфизмов 
по многим агрономически важным генам-кан-
дидатам, в том числе по последовательностям, 
связанным с морозоустойчивостью.

Генетическая изменчивость существующего 
селекционного материала рапса ограничена 
вследствие интенсивной селекции по специ-
фическим признакам, определяющим качество 
масла и семян. Во многих исследованиях про-
демонстрирована пригодность использования 
молекулярных маркеров для оценки генетиче-
ской изменчивости рапса [14]. Большинство 
генетических карт, имеющихся на данный 
момент, построены на основе RFLP- и SRAP-
маркеров. Также продемонстрирована эффек-
тивность использования SSR-маркеров для 
четкой дифференциации ярового и озимого 
рапса [15]. 

Молекулярные методы анализа микросател-
литных последовательностей (SSR), однону-
клеотидных полиморфизмов (SNP), маркер-
ных экспрессирующихся последовательностей 
(EST) и др. широко используются для иден-
тификации генов растений, имеющих важное 
экономическое значение [16].

Методом флуоресцентной гибридизации 
in situ (FISH) в кариотипе рапса выявляется 
большое число сайтов локализации рибосом-
ных генов, которые используются для иденти-
фикации хромосом [17, 18]. Ранее было также 
обнаружено наличие меж- и внутрисортового 

полиморфизма по числу и распределению 45S 
и 5S рДНК локусов у B. napus различной се-
лекции, который был выше у озимых сортов 
по сравнению с яровыми [18].

Для понимания функциональной геноми-
ки абиотического стресса важным является 
осуществление научно-исследовательских 
инициатив, связанных с изучением стресс-
индуцируемых генов в различных условиях 
окружающей среды, поскольку механизмы 
стрессовых воздействий и задействованные 
пути синтеза метаболитов в таких условиях 
могут отличаться. Следовательно, будут от-
личаться и подходы к отбору селекционно-
ценных форм. Вместе с тем межинститутских 
инициатив по поиску молекулярных маркеров 
морозоустойчивости с применением ком-
плексного подхода по анализу сложного гено-
ма растений семейства Brassicaceae немного. 
В связи с этим наше исследование, направ-
ленное на изучение внутривидового генети-
ческого полиморфизма сортов озимого рапса 
с помощью SSR и SCAR маркеров, а также 
хромосомного полиморфизма в кариотипах 
с помощью FISH с зондами 45S и 5S рДНК 
и DAPI-дифференциального окрашивания с 
целью поиска молекулярных и хромосомных 
маркеров, ассоциированных с морозостойко-
стью, является новым и актуальным.

Материалы и методы
Материалом для молекулярных исследо-

ваний послужила коллекция сортов озимого 
рапса, выведенных в разных регионах мира 
(56 образцов) и различных по степени устой-
чивости к низким температурам (табл. 1). Ци-
тогенетические исследования выполнены на 
шести озимых сортах российской и белорус-
ской селекции (табл. 2).  Образцы были полу-
чены из коллекций НПЦ по земледелию НАН 
Беларуси (РБ), ВИР им. Н.И. Вавилова и Фе-
дерального научного центра кормопроизвод-
ства и агроэкологии им. В.Р. Вильямса (РФ).

Выделение геномной ДНК из листьев ин-
дивидуальных растений рапса проводилось 
при помощи набора реактивов Genomic DNA 
Purification Kit согласно инструкции произво-
дителя (Thermo Fisher Scientific). Концентра-
цию и чистоту (определение отношения A260/
A280) ДНК определяли при помощи спектро-
фотометра Implen NP60.
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Название сорта Страна происхождения Название сорта Страна происхождения

Аранго Франция Столичный Россия

Аризона Франция Лауреат Россия

Атензо Франция Горизонт Россия

Атора Германия НОРД Россия

Зенит Беларусь Северянин Россия

Зорны Беларусь Schnitt gruner Германия

Импрессион Германия Sutton’s Favourite Великобритания

Ментор Германия Asparagus Великобритания

Мерседес Германия Schnitt brauner Германия

Минерва Германия Tall Scotch Curled Канада

Коллинс Германия Pabularia Новая Зеландия

Ориолус Германия Hungry gar Великобритания

Сафер Германия Васэ Абурана Япония

Тайфун Германия Кавангаре Япония

Трумпф Германия Dunne Германия

Трой Германия Orig Senraps Швеция

Туре Германия Forrajero Перу

Фенцер Германия Ветразь Беларусь

Эдимакс Германия Svalof Victoria Швеция

Делфи Германия Местная Россия

Эйнштейн Германия Rapido Финляндия

Кристалл Германия Gruber Финляндия

Адмирал Франция Латвийская 6 Латвия

Артога Франция Злата Российская Федерация

Кларус Германия Okute Oosaka Shirona Япония

Куга Германия Goseki Late Япония

Альбатрос Франция Ova Dauhnfeldt Дания

Андерсон Франция Brunstadnepe Норвегия

Целевые фрагменты ДНК амплифицирова-
ли с локус-специфическими парами прайме-
ров, фланкирующими участки последователь-
ностей генов, детерминирующих различия в 

зимостойкости и устойчивости к заморажи-
ванию у рапса.

ПЦР проводили на амплификаторе Simpli-
Amp Thermal Cycler (Applied Biosystems) со 

Таблица 1
Коллекция сортов озимого рапса
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следующими условиями реакции: 95 ºС — 
5 мин; 35 циклов: 95 ºС — 30 с, 60 ºС — 30 с, 
72 ºС — 1 мин; 72 ºС — 5 мин. Реакционная 
смесь содержала 100 нг геномной ДНК, 1 µM 
dNTP, 1,5 mM MgCl2, 10x ПЦР-буфер (650 mM 
Tris-HCl, 166 mM (NH4)2SO4, 0,2% твин-20, 
pH 8,8), 0,25 µM каждого праймера и 1 U 
Taq-полимеразы (Праймтех, Республика Бе-
ларусь) в общем объеме 25 µl. ПЦР-продукты 
разделяли электрофорезом в 1,5% агарозном 
геле с добавлением раствора бромида этидия 
до конечной концентрации 0,5 μg/ml при на-
пряжении 100 В. Результаты электрофореза 
документировали с помощью системы гель-
документации Bio-Rad GelDoc 2000.

Хромосомные препараты рапса готовили из 
корневой меристемы рапса по методике, разра-
ботанной ранее для мелкохромосомных видов 
растений с использованием предобработки ин-
теркалятором ДНК — 9-аминоакридином [19].

Флуоресцентную гибридизацию in situ 
(FISH) с зондами 45S и 5S рДНК и DAPI-
дифференциальное окрашивание хромосом 
проводили по описанным ранее методикам [20].

Просмотр хромосомных препаратов, отбор 
метафазных пластинок и их анализ проводи-
ли с помощью флуоресцентного микроскопа 
Olympus BX61, сопряженного с черно-белой 
ПЗС (прибор с зарядовой связью) камерой 

CoolSnap (RoperScientific Inc., CША). Анали-
зировали не менее 15 выбранных метафазных 
пластинок каждого образца с хорошим разбро-
сом хромосом. Полученные изображения хро-
мосом обрабатывали с помощью стандартных 
компьютерных методик улучшения изображе-
ния Adobe Photoshop 10.0 (Adobe Systems Inc., 
Birmingham, USA). Идентификацию хромосом 
проводили в соответствии с морфологией хро-
мосом и распределением выявленных хромо-
сомных маркеров [21–24].

Результаты и обсуждение
Для оценки морозоустойчивости генотипов 

озимого рапса был проведен поиск молеку-
лярных маркеров, позволяющих локализовать 
гены, отвечающие за эти признаки. В работе 
Rakic et al. [10] выявлен доминантный SSR-
маркер Bn0110, тесно сцепленный с одноимен-
ным локусом количественной устойчивости. 
С помощью SSR-маркера Bn0110 нами про-
анализирована коллекция озимых сортов рап-
са (рис. 1). Установлено, что из 56 образцов в 
31 образце присутствует QTL Bn0110 (размер 
фрагмента 350 п. н.).

Циркадные ритмы играют критическую роль 
в регуляции множества физиологических и 
метаболических процессов у растений. Белок 
CCA1 (Circadian Clock Associated 1, транс-

Рис. 1. Электрофореграммы продуктов амплификации фрагмента Bn0110 (праймеры Bn0110F и Bn0110R).  
Дорожки 1-56 — образцы растений рапса; М — маркер молекулярного веса (GeneRuler 100bp Plus, Thermo 

Fisher Scientific)
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крипционный фактор семейства MYB) играет 
важную роль в фитохром-зависимой индукции 
фотосинтетических генов и регуляции циркад-
ных ритмов. CCA1 участвует в позитивной ре-
гуляции холодового ответа у растений путем 
индукции экспрессии CBF-генов в условиях 
низкой температуры [25]. Это повышает веро-
ятность того, что различные аллели гена CCA1 
могут отвечать за различия многих сельскохо-
зяйственных культур в уровне устойчивости 
к низким температурам.

Song et al. [11] разработали молекулярные 
маркеры BoCCA1-1R1 и BoCCA1-2R1, по-
зволяющие детектировать наличие делеций 
и инсерций в двух различных аллелях гена 
CCA1 капусты огородной Brassica oleracea 
(BoCCA1-1 и BoCCA1-2), а также продемон-
стрировали эффективность этих маркеров для 
дифференциации устойчивых и чувствитель-
ных к низким отрицательным температурам 
генотипов капусты. Поскольку рапс B. napus 
произошел в результате скрещивания суре-
пицы (n = 10, геном AA) с капустой (n = 9, 
геном CC) и последующего удвоения числа 
хромосом [26], данные ДНК-маркеры были 
использованы нами для идентификации мо-
розостойких форм рапса. Установлено, что 
праймеры, фланкирующие аллель BoCCA1-1, 
позволяют амплифицировать последователь-

ности различных размеров: у устойчивых к 
холоду сортов рапса — фрагмент размером 
1000 п. н., у восприимчивых — 750 п. н. [11].

Верификация коллекции образцов рапса 
при помощи SCAR-маркера BoCCA1-1R1 по-
казала, что аллель BoCCA1-1, характерный 
для устойчивых к холоду сортов рапса, содер-
жится в 10 геномах из 56 проанализированных 
сортов (рис. 2).

SCAR-маркер BoCCA1-2R1 ассоциирован с 
аллелем BoCCA1-2 гена CCA1, который вносит 
вклад в общую устойчивость рапса к низким 
температурам. Праймеры, фланкирующие по-
следовательность маркера, позволяют ампли-
фицировать фрагмент размером 800 п. н. для 
восприимчивых образцов. Использование 
ДНК-маркера BoCCA1-2R1 позволило детек-
тировать последовательность, определяющую 
восприимчивость, у 46 из 56 проанализирован-
ных образцов (рис. 3), что необходимо учиты-
вать при подборе родительских пар в селекции 
на морозостойкость.

Проведенный в данной работе анализ карио-
типов и DAPI-бэндинг выявил наличие у всех 
исследуемых сортов рапса характерный для 
рапса аллополиплоидный кариотип (2n = 38), 
представленный двумя A- и C-субгеномами с 
хромосомами размером 3,5–7 мкм. Крупные ге-
терохроматические DAPI-бэнды расположены

Рис. 2. Электрофореграммы продуктов амплификации фрагмента BoCCA1-1 (праймеры BoCCA1-F и BoCCA1-1R1). 
Дорожки 1–56 — образцы растений рапса; М — маркер молекулярного веса (GeneRuler 100bp Plus, Thermo 

Fisher Scientific)
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в основном в прицентромерных районах хро-
мосом, а средние и небольшие DAPI-бэнды — 
преимущественно в теломерных и интеркаляр-
ных районах хромосом.

В табл. 2 представлены полиморфные ва-
рианты хромосом, несущие кластеры рибо-
сомных генов, наблюдаемые у исследуемых 
сортов рапса. FISH-анализ с зондами 45S и 5S 
рДНК выявил в кариотипах исследуемых со-
ртов наличие 12–16 сайтов 45S рДНК и 10–14 
сигналов 5S рДНК. Кроме того, внутривидо-
вой полиморфизм по размеру локусов 45S и 

5S рДНК выявлен на хромосомах 2А, 3А, 4А, 
4С и 8С (табл. 2). В кариотипах образцов со-
рта Северянин наблюдался полиморфизм как 
по числу 45S рДНК (14-15-16 сайтов), так и по 
числу 5S рДНК локусов (12-13-14). При этом, 
в кариотипах выявлены как гомоморфные, так 
и гетероморфные сочетания гомологов хромо-
сомы 4А (табл. 2).

Полученные результаты согласовываются с 
описанным ранее для B. napus высоким уров-
нем внутривидового полиморфизма по локали-
зации на хромосомах рДНК сайтов [17, 18, 24].

Рис. 3. Электрофореграммы продуктов амплификации фрагмента BoCCA1-2 (праймеры BoCCA1-F и BoCCA1-2R1).  
Дорожки 1–56 — образцы индивидуальных растений рапса; М — маркер молекулярного веса (GeneRuler 

100bp Plus, Thermo Fisher Scientific)

Генотип

Хромосомы A- и 
C-субгеномов с  
отдельными 45S 

рДНК

Хромосомы A- и 
C-суб-геномов с  
отдельными 5S 

рДНК

Хромосомы A- и C-субгеномов с  
ко-локализованными 45S+5S рДНК

Общее число 
сигналов 

45S/5S рДНК 
в кариотипе7С/8СS 

ЯОР
2А L 

ПЦ/ПК 10А S СТ 4С L
 ПЦ/МД 1A L ПК 3A L ПК 4А L ПК 5A S 

ЯОР

Лауреат К/К С/0 С М/С К/М К/К 0/0 К/С 14/12

Горизонт К/К С/0 С С/0 К/М С/С 0/0 К/С 12/10

Норд К/К С/M С С/0 К/М С/С С/0 К/С 16/12

Северянин К/К С/М С М/С К/М К/К 0/0
С/М К/С 14-15-

16/12-13-14

Таблица 2
Локализация сайтов 45S и 5S рДНК в кариотипах изучаемых сортов рапса
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У наиболее зимостойких сортов российской 
(Норд и Северянин) и белорусской (Зорны) 
селекции обнаружено сходство по распреде-
лению и размерам выявленных хромосомных 
маркеров. При этом у сорта Северянин вы-
явлен гетероморфизм гомологов. Эти сорта 
имеют наиболее широкое районирование, в 
том числе в районах рискованного земледелия 
(Красноярский край, РФ), что указывает на его 
высокие адаптационные свойства.

Заключение
Озимый рапс характеризуется как высоко-

технологичная и продуктивная масличная 
культура. Однако низкие температуры пред-
ставляют собой один из основных факторов, 
угрожающих производству рапса. Строгое со-
блюдение технологии возделывания является 
одним из решений, позволяющим предотвра-
тить потери культуры при перезимовке. Вто-
рым решением является создание устойчивых 
к отрицательным температурам сортов озимо-
го рапса. Для этого необходимо идентифици-
ровать морозостойкую зародышевую плазму 
у выращиваемых на территории Беларуси и 
России генотипов озимого рапса и использо-
вать ее в селекции современных сортов.

Целью нашего исследования являлась иден-
тификация молекулярных маркеров, ассоции-
рованных с генами, вносящими вклад в моро-
зоустойчивость, а также поиск хромосомных 
маркеров, ассоциированных с устойчивостью 
к низким температурам, на основе изучения 

внутривидового хромосомного полиморфиз-
ма в кариотипах сортов озимого рапса с помо-
щью FISH с зондами 45S и 5S рДНК и DAPI-
дифференциального окрашивания, что позволит 
выявить с помощью спектра маркеров морозоу-
стойчивые сорта рапса для дальнейшего селек-
ционного процесса по данному признаку.

В исследовании использовано три ДНК-
маркера (Bn0110, BoCCA1-1R1 и BoCCA1-
2R1), которые позволяют детектировать гены, 
ассоциированные с повышенной и понижен-
ной устойчивостью озимого рапса к низким 
температурам. С помощью ДНК-маркеров 
проведено типирование коллекции озимых 
сортов рапса по генам, определяющим мо-
розоустойчивость. Установлено, что 31 из 
56 проанализированных образцов несут QTL 
Bn0110, ассоциированный с устойчивостью к 
пониженным температурам. Анализ сортов с 
помощью молекулярных маркеров, ассоции-
рованных с аллелями генов генома С B. napus, 
определяющими устойчивость и восприим-
чивость генотипов к низким температурам, 
показал, что аллель BoCCA1-1, характерный 
для устойчивых к холоду генотипов, содер-
жится в геномах 10 из 56 проанализирован-
ных образцов. При этом аллель BoCCA1-2R1, 
характерный для восприимчивых генотипов, 
присутствует у 46 из 56 образцов, что необ-
ходимо учитывать при подборе родительских 
пар в селекции на морозостойкость.

Проведенный молекулярно-цитогенетиче-
ский анализ выявил сортовую специфичность 

Продолжение табл. 2

Генотип

Хромосомы A- и 
C-субгеномов с  
отдельными 45S 

рДНК

Хромосомы A- и 
C-суб-геномов с  
отдельными 5S 

рДНК

Хромосомы A- и C-субгеномов с  
ко-локализованными 45S+5S рДНК

Общее число 
сигналов 

45S/5S рДНК 
в кариотипе7С/8СS 

ЯОР
2А L 

ПЦ/ПК 10А S СТ 4С L
 ПЦ/МД 1A L ПК 3A L ПК 4А L ПК 5A S 

ЯОР

Столичный К/К С/М С С/М К/М К/С 0/0 К/С 14/12

Зорны К/К С/M С С/0 К/М С/С С/0 К/С 16/12

Ветразь К/C С/0 C М/С К/М С/М С/М К/С 14/10
 
Примечание. Наблюдаемые варианты размеров рДНК сайтов: К — крупный, С — средний, М — мелкий; L ПЦ / ПК / ДС/ 
МД — сайты рДНК, расположенные в прицентромерном районе / проксимальном районе / медианном районе / дистальном 
районе длинного плеча хромосомы; S ЯОР / СТ — сайты рДНК, локализованные в районе вторичной перетяжки спутничной 
хромосомы / субтеломерном районе короткого плеча хромосомы
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сочетаний полиморфных вариантов разных 
хромосом в кариотипах озимых сортов рапса. 
У наиболее зимостойких сортов российской 
(Норд и Северянин) и белорусской (Зорны) 
селекции обнаружено сходство по распреде-
лению и размерам хромосомных маркеров и 
идентичность сочетаний полиморфных вари-
антов гомологичных хромосом, несущих ло-
кусы 45S и/или 5S рДНК. Наиболее широкий 
хромосомный полиморфизм по локализации и 
размерам локусов 45S и 5S рДНК наблюдается 
у самых зимостойких сортов озимого рапса, 
которые широко районированы, в том числе 
в районах рискованного земледелия (Красно-
ярский край, РФ). 

Следует отметить, что в Беларуси и Рос-
сии исследования подобного рода проводятся 
впервые, и их результаты в перспективе мо-
гут использоваться в селекции при получении 
новых отечественных озимых сортов рапса с 
повышенной морозоустойчивостью, что по-
зволит избежать или минимизировать суще-
ственные потери урожая во время суровых зим.

Работа выполнена в рамках договора Б18Р-108, 
подпрограммы «Структурная и функциональная 
геномика» ГПНИ «Биотехнологии» (Беларусь), а 
также поддержана Российским Фондом Фун-
даментальных Исследований (проект № 18-54- 
00027 Бел_а).
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GENETIC POLYMORPHISM OF BRASSICA NAPUS RELATED TO 
COLD TOLERANCE

1Institute of Genetics and Cytology of NASB 
Minsk, 220072, the Republic of Belarus 

2Engelhardt Institute of Molecular Biology, RAS 
Moscow, 119991, Russia 

3Research and Practical Center of the National Academy of Sciences  
of the Republic of Belarus for Arable Farming 

Zhodino, 222160, the Republic of Belarus

DNA markers (Bn0110, BoCCA1-1R1 and BoCCA1-2R1), which allow detecting the loci of the quantitative traits 
and also alleles of the genes linked both to low and high winter resistance in winter rapeseed, were revealed. The geno-
types which were marked according to the genes related to cold tolerance were identified. Out of 56 studied specimens, 
31 specimens were found to have QTL Bn0110 associated with cold tolerance. The analysis of rapeseed varieties with 
the use of molecular markers associated with the alleles of genes in the B. napus C genome and related to cold toler-
ance and sensibility of genotypes demonstrated that the allele BoCCA1-1 (specific to cold tolerant genotypes) was 
revealed in the genomes of 10 out of 56 studied specimens. Besides, BoCCA1-2R1 (specific to sensitive genotypes) 
was absent in 46 out of 56 studied specimens. These results should be taken into account when selecting potential 
parents in breeding for cold tolerance. Molecular cytogenetic analysis indicated the variety-specific combinations of 
polymorphic variants of different chromosomes in karyotypes of the studied winter B. napus. In most winter resistant 
varieties of Russian (Nord and Severyanin) and Belarusian (Zorny) breeding, the similarity in distribution and sizes 
of the revealed chromosomal markers, as well as similar combinations of polymorphic variants of homologous chro-
mosomes bearing 45S and 5S rDNA, were detected. All studied varieties are considered to be winter resistant and 
widely regionalized, including the areas of risk farming (Krasnoyarsk territory). Our findings demonstrated that the 
most winter resistant varieties of B. napus had the highest level of chromosomal polymorphism by the localization 
and sizes of 45S and 5S rDNA loci.

Key words: B. napus, winter resistance, molecular and chromosomal markers.
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Введение
Гибридизация представляет собой процесс 

объединения генетического материала наслед-
ственно различающихся индивидов живых ор-
ганизмов. При этом в процессы гибридизации, 
протекающие в естественных условиях, могут 
быть вовлечены как индивиды, относящиеся 
к популяциям одного вида (внутривидовая ги-
бридизация), так и к разным видам (отдален-
ная гибридизация) [1].

Гибридизация sensu lato является одним из 
естественных механизмов, обеспечивающих 
поддержание потока генов между популяциями 
или видами, и ее действие, согласно основным 
принципам популяционной генетики, направ-
лено на снижение уровня генетической под-
разделенности и дифференциации внутри или 
между видами соответственно. В то же время, 
в случае конкурентного преимущества гибрид-
ных индивидов над исходными родительскими 
формами, характер протекающих процессов в 
популяциях приобретает явно выраженные чер-
ты формирования микроэволюционных измене-
ний и создает предпосылки для последующего 
видообразования. Согласно исследованиям раз-
личных авторов, гибридогенное видообразова-

ние отмечено для значительного числа система-
тических групп растительных организмов. При 
этом в особой степени данное явление выраже-
но среди родовых таксонов, характеризующих-
ся наличием полиплоидных рядов [2].

Изучение различных аспектов гибридизации 
имеет не только важное научное значение для 
решения широкого спектра вопросов в обла-
сти филогении, систематики, таксономии, по-
пуляционной и молекулярной генетики, но и 
представляет собой актуальную практическую 
задачу, направленную на создание, выявление 
и отбор генотипов с заданными показателями 
хозяйственно-ценных признаков. Важной ме-
тодологической составляющей исследования 
процессов интрогрессии и интерградации, ока-
зывающей значительное влияние на достовер-
ность получаемых результатов, и, в частности, 
точность определения таксономического ста-
туса гибридного потомства различных поколе-
ний, является информативность используемых 
аналитических подходов, что в свою очередь 
определяет необходимость постоянного со-
вершенствования методов изучения, включая 
оптимизацию используемых диагностических 
признаков и маркеров [3].
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В статье представлены результаты молекулярно-генетических исследований представителей рода Betula 
(Береза), характеризующихся различным таксономическим статусом. Рассмотрены подходы к идентифи-
кации межвидовых и внутривидовых гибридов на основе использования SSR- и EST-маркеров. Показано, 
что наиболее информативным способом диагностики межвидовых гибридов березы повислой и пушистой 
(B. pendula×pubescens) является оценка SSR-спектров гетерозиготных растений. Приведены данные об особен-
ностях распределения показателей генетического полиморфизма среди селекционных форм березы повислой 
(B. pendula Roth.) и карельской березы (B. pendula Roth. var. carelica Mercl.).

Ключевые слова: ДНК-маркирование, EST- и SSR-локусы, гетерозиготность, береза.
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Традиционными признаками, используемы-
ми в таксономических исследованиях расти-
тельных организмов, являются качественные 
и количественные морфолого-анатомические 
характеристики генеративных и вегетативных 
органов. Несмотря на основополагающую 
роль морфолого-анатомических признаков в 
систематике растений, в случае идентифика-
ции близкородственных видов данный под-
ход зачастую имеет ряд ограничений, что, как 
правило, связано с отсутствием дискретных 
критериев оценки, наличием модификацион-
ной изменчивости, а также определенной доли 
субъективизма при выполнении анализа. На-
личие данных проблемных аспектов делает не-
возможным проведение достоверного анализа 
гибридного потомства близкородственных 
видов даже в первом поколении. Для реше-
ния указанных спорных вопросов системати-
ки, как правило, используют дополнительные 
методы исследования, основанные на приме-
нении альтернативных диагностических кри-
териев: физиологических, репродуктивных, 
экологических, биохимических, цитологиче-
ских, кариологических и др. Однако следует 
отметить, что все перечисленные подходы 
не являются универсальными и применимы 
только по отношению к определенным так-
сономическим группам. Развитие молеку-
лярно-генетических технологий позволило 
разработать широкий спектр различных ти-
пов ДНК-маркеров, позволяющих проводить 
комплексные таксономические исследования, 
включая диагностику гибридных индивидов 
различного типа. Однако, несмотря на наличие 
значительного числа преимуществ молеку-
лярно-генетических признаков перед другими 
типами систематических маркеров, в рамках 
текущей общепринятой концепции классифи-
кации живых организмов основной проблем-
ной задачей является определение исходного 
эталонного генотипа вида для проведения по-
следующего сравнительного анализа. Среди 
вариантов решений данного вопроса можно 
выделить популяционные, геногеографиче-
ские, палеоботанические аспекты, направлен-
ные на установление центров происхождения 
видов и, соответственно, выбора наиболее ти-
пичного референсного генома. Дополнитель-
ные подходы, связанные с ранжированием по 
таксономической значимости тех или иных 

участков генома, в настоящее время обсуж-
даются в литературе широким кругом иссле-
дователей, представляющих различные обла-
сти молекулярной биологии, эволюционного 
учения и систематики [4].

Береза (Betula L.) является одной из распро-
страненных лесообразующих пород на терри-
тории Восточно-Европейского региона. Среди 
полнодревесных форм доминирующее положе-
ние занимают береза повислая (B. pendula Roth) 
и береза пушистая (B. pubescens Ehrh.). Среди 
кустарниковых форм можно выделить березу 
приземистую (B. humilis Schrank) и березу кар-
ликовую (B. nana L.). Широкое хозяйственное 
и декоративное значение нашли различные 
представители древесной флоры, отнесенные к 
роду Betula: карельская береза, далекарлийская 
береза, чернокорая береза, извилистая береза и 
др. Наличие широкого непрерывного спектра 
внутри- и межвидовой изменчивости делают 
березы одним из ценных объектов для изучения 
процессов интрогрессивной гибридизации и 
интерградации древесных видов. Среди вопро-
сов, остающихся нерешенными до настоящего 
времени, наибольшую фундаментальную зна-
чимость представляют аспекты естественной 
гибридизации и филогенетических взаимоот-
ношений березы повислой и пушистой, изуче-
ние процессов авто- и аллоплоидизации берез 
как источника видообразования, выяснение ро-
ли гибридогенных факторов в формировании 
габитуального разнообразия и анатомических 
особенностей древесины карельской березы и 
др. С практической точки зрения, особую ак-
туальность представляет направление селекции 
берез, включая вопросы наследуемости и про-
явления полигенных признаков в гибридном 
потомстве, гетерозиса, особенности системы 
скрещивания и др. [5].

Как отмечалось ранее, окончательное реше-
ние данных вопросов является невозможным 
без применения дополнительных подходов к 
их изучению, позволяющих получить новые 
данные и расширить представление о про-
цессах гибридизации видов рода Betula. Ис-
ходя из всего вышесказанного целью данной 
работы явилось использование различных 
молекулярно-генетических подходов для 
проведения идентификации межвидовых и 
внутривидовых гибридов берез Восточно-
Европейского региона.
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 Материалы и методы
Экспериментальный материал для проведе-

ния молекулярно-генетических исследований 
берез (Б. повислая, Б. пушистая, Б. карликовая, 
Б. приземистая, Б. темнокорая и их межвидовые 
гибриды, вариатеты — карельская береза, дале-
карлийская береза) был собран в насаждениях 
естественного и искусственного происхожде-
ния, лесных питомниках, а также отобран в 
ходе работ с коллекциями культур in vitro в пе-
риод 2009–2015 гг. на территории Витебского, 
Калинковичского, Клецкого, Кобринского опыт-
ного, Минского, Могилеского, Молодечненско-
го, Пинского, Речицкого, Чечерского специаль-
ного, Жлобинского лесхозов, а также Двинской 
и Кореневской экпериментальной лесной базы 
и коллекции культур in vitro Института леса 
НАН Беларуси и Березинского биосферного 
заповедника, в испытательных культурах Ин-
ститута аграрных и лесных наук Литвы, на по-
стоянных пробных площадях Института лесо-
ведения РАН (ИЛАН) в Московской области.  
Всего проанализировано 527 образцов. 

Экспериментальный материал представлял 
собой округлые высечки из листьев (d ≈ 1 см) 
как с растений, для которых была проведена 
предварительная оценка таксономического 
статуса, так и с образцов с неустановленной 
видовой принадлежностью. 

Выделение ДНК производилось на основа-
нии CTAB-протокола [6]. В ходе исследований 
были использованы следующие группы ДНК-
маркеров: SSR, или микросателлиты (локусы 
L2.2, L1.10, L7.8, L022, L7.3, L5.4, L3.1) [7], 
и EST (экспреcсируемые локусы ADH, ACT, 
TUB [8]. Полимеразную цепную реакцию вы-
полняли с использованием коммерческих набо-
ров согласно протоколам фирм-производителей. 
Секвенирование EST локусов и электрофоре-
тический анализ SSR-маркеров проводили с 
применением генетического анализатора ABI 
Prism 310 (Applied Biosystems) в соответствии 
с алгоритмами, рекомендуемыми компанией-из-
готовителем. Нуклеотидная структура секвени-
рованных ампликонов берез анализировалась с 
помощью сервиса BLAST в GenBank NCBI [9].

Результаты и обсуждение
Основным принципом генетической иден-

тификации гибридов является выявление у 
изучаемых индивидов промежуточных значе-

ний или одновременного сочетания наследу-
емых признаков исходных родительских осо-
бей. При этом использование большого числа 
ДНК-маркеров позволяет идентифицировать 
не только гибриды первого поколения, но и 
на основании анализа уровня сходства с рефе-
ренсными генотипами определять потомство, 
образующееся в ходе возвратных скрещиваний. 
Для анализа процессов интрогрессивной ги-
бридизации в качестве молекулярно-генетиче-
ских маркеров выступают локусы, изменения 
в которых сопряжены с последовательностью 
этапов дивергенции видов. В большинстве слу-
чаев генетический полиморфизм ассоциирован 
со структурными преобразованиями внутри 
локусов и выражается в форме наличия видо-
специфических аллельных вариантов. Таким 
образом, гибридное потомство от межвидовых 
скрещиваний будет представлено особями, ге-
нотип которых содержит аллели двух разных 
видов, долевое соотношение которых напря-
мую определяется таксономическим статусом 
родительских пар, участвующих в скрещива-
нии. Тем не менее, данный подход может быть 
реализован только для видов, характеризую-
щихся дискретными молекулярно-генетиче-
скими отличиями по ряду ДНК-маркеров. 

Как правило, явные генетические разли-
чия свойственны видам с аллопатрическим 
типам ареала, дивергенция которых произо-
шла в хронологически давний период. В то 
же время изученные виды берез (Б. повислая, 
Б. пушистая, Б. приземистая и Б. карликовая), 
произрастающие в Восточно-Европейском 
регионе, характеризуются наличием симпа-
трических ареалов, а время их дивергенции, 
с филогенетической точки зрения, является 
относительно недавним и не превышает 20 
млн лет. Отличительной особенностью Б. пу-
шистой от других видов берез является удво-
енный набор хромосом (4n = 56), в то время 
как наиболее типичный кариотип Б. повислой, 
Б. карликовой и Б. приземистой представлен 
2n = 28 хромосомами. Видообразование Б. по-
вислой, Б. карликовой и Б. приземистой, по 
литературным данным, происходило путем 
расхождения группы особей предкового вида 
по экологическим признакам, а механизмы 
дивергенции Б. пушистой были основаны на 
полиплоидизации. При этом если в первом 
случае изменения накапливались постепен-
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но, а сам процесс видообразования был зна-
чительно пролонгирован по времени, то во 
втором случае видообразование происходило 
сальтационно.

Таким образом, использование аллель-спе-
цифического подхода является, на наш взгляд, 
более информативным по отношению к срав-
ниваемым парам Б. повислая – Б. карликовая, 
Б. повислая – Б. приземистая, Б. карлико-
вая – Б. приземистая, а для анализа гибридно-
го потомства Б. повислая × Б. пушистая, или 
Б. пушистая × Б. карликовая, Б. пушистая × 
Б. приземистая преимущество будут иметь 
подходы, основанные на оценке уровня пло-
идности, в т. ч. и молекулярно-генетические.

К настоящему времени среди ДНК-маркеров 
выделяют несколько альтернативных методов, 
позволяющих производить оценку геномных 
вариаций и аберраций. Наиболее распростра-
ненным и воспроизводимым способом анализа 
является генотипирование на основе приме-
нения кодоминантных RFLP и SSR (микроса-
теллитных) локусов. Данный подход широко 
используется в медицине для анализа молеку-
лярно-генетической патологии «Потеря гете-
розиготности» (ПГ, или LOH), связанной с де-
лецией фрагмента хромосомы или ее утратой 
целиком. В качестве RFLP-локусов использу-
ются непосредственно фрагменты самих генов 
(EST), SSR-маркеров — внутренние повторы 
в генах (EST-SSR), или сцепленные с генами 
микросателлитные локусы. Преимуществом 
последнего типа маркеров является значитель-
ная разрешающая сила анализа, определяемая 
высоким уровнем изменчивости. Для анализа 
микросателлитных локусов на современном 
этапе используют автоматизированные генети-
ческие анализаторы, характеризующиеся высо-
кой чувствительностью детекции исследуемых 

молекул ДНК и стандартизированными услови-
ями электрофоретического фракционирования.

Исходя из проведенных ранее кариологиче-
ских исследований берез было установлено, 
что Б. повислая является диплоидом, бере-
за пушистая — тетраплоидом, Б. повислая × 
Б. пушистая — триплоидом. В то же время в 
ряде случаев, среди переходных морфотипов 
берез выявляют также диплоидные и тетрапло-
идные формы, что может быть связано как с 
различными аномалиями, возникающими при 
гаметогенезе у исходных родительских осо-
бей, так и с наличием генного потока между 
видами за счет частичного восстановления 
фертильности у триплоидных гибридов.

В ходе проведенного анализа были изучены 
микросателлитные спектры образцов берез с 
различным таксономическим статусом:

Береза повислая. Электрофоретический 
спектр диплоидных образцов березы повислой 
был представлен одним или двумя пиками. В 
случае наличия одного пика проведение ана-
лиза плоидности не представлялось возмож-
ным, а его генотип обозначался как гомози-
готный по данному локусу. Типичный спектр 
гомозиготного образца представлен на рис. 1 
(образец 40-118-9).

В случае гетерозиготных образцов оба пи-
ка имели сравнительно одинаковую величи-
ну, указывая на равноценность генетического 
вклада отцовского и материнского деревьев при 
формировании генотипов потомства. Типич-
ные спектры гетерозиготных образцов березы 
повислой показаны на рис. 1 (образцы LT136 
и ИЛАН19). В то же время в ряде случаев раз-
ница в интенсивности сигнала аллелей для не-
которых образцов могла достигать 25–30%, что 
может быть связано как с вариацией коэффи-
циента амплификации для аллельных вариан-

Рис. 1. Микросателлитные спектры березы повислой (диплоидная ткань)  
1 — образец 40-118-9, генотип L2.2133/133, 2 — образец LT136, генотип L2.2131/138, 3 — образец ИЛАН19, 

генотип L2.2131/135
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тов с различной первичной структурой (рис. 1, 
образец ИЛАН19), так и с миксоплоидным ха-
рактером исследуемых тканей (одновременное 
наличие клеток с нормальным и гетероплоид-
ным набором хромосом).

Береза пушистая. В ходе анализа образцов 
с различных деревьев березы пушистой по 
используемому набору ДНК-маркеров были 
получены четыре основные варианта электро-
форетических спектров, содержащих один, 
два, три и четыре пика ампликонов. При этом 
следует отметить, что двуаллельные варианты 
были отмечены в единичных случаях. Микро-
сателлитные спектры березы пушистой изо-
бражены на рис. 2.

Межвидовые гибриды березы повислой и 
березы пушистой. Микросателлитные про-
фили индивидов гибридного происхождения 
были представлены тремя основными вари-
антами: одно-, двух- и трехфракционными 
спектрами. Электрофореграммы локусов, на-
ходящихся в гомозиготном состоянии (рис. 3, 
образец М1), для проведения оценки таксо-
номического статуса были неинформативны 
и идентичны результатам, получаемым как 
для березы повислой, так и для березы пу-
шистой. Наибольшей презентативностью ха-
рактеризовались генотипы, представленные 
альтернативными аллельными вариантами 

(рис. 3, образец ИЛАН30), что на фореграм-
мах выражалось в виде наличия трех отно-
сительно равных по высоте пиков, указывая 
на триплоидность данных образцов. Однако 
следует отметить, что среди проанализиро-
ванных образцов такие варианты генотипов 
(как в разрезе локусов, так и индивидов) не 
выявлялись в доминирующем количестве. В 
случае двухфракционных спектров один из 
пиков, как правило, в 1,8–2,3 раза превосхо-
дил по высоте альтернативный вариант, что 
связано с двойной дозой содержания данного 
аллеля в генотипе.

В целом установление гибридного стату-
са образцов было основано на учете макси-
мального количества выявляемых аллельных 
вариантов по совокупности анализа семи ис-
следованных локусов. Наличие не более двух 
вариантов аллелей в локусе одновременно (x, 
y) соответствовало березе повислой, четырех 
(x, y, z, q) — березе пушистой, трех аллелей 
(x, y, z) — межвидовым гибридам. Дополни-
тельным подтверждением таксономического 
статуса являлась количественная оценка со-
отношения высоты пиков в различных типах 
микросателлитных спектров, описание кото-
рых было представлено выше. Результаты ге-
нотипирования образцов серии ИЛАН пред-
ставлены в таблице. 

Рис. 2. Микросателлитные спектры березы пушистой (тетраплоидная ткань)  
1 — образец М2, генотип L2.2128/128/128/128, 2 — образец К17, генотип L2.2132/132/134/134, 3 — образец K4, 

генотип L2.2130/130/132/133, 4 — образец К2, генотип L2.2128/132/134/136

Рис. 3. Микросателлитные спектры межвидовых гибридов березы повислой и березы пушистой (триплоидная ткань) 
1 — образец М1, генотип L2.2133/133/133, 2 — образец LT17, генотип L2.2129/134/134, 3 — образец ИЛАН30, 

генотип L2.2130/132/134
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Спектр выявляемого аллельного разнооб-
разия может также указывать на гибридный 
характер исследуемых растений. Несмотря 
на то, что в перекрывающихся частях ареала 
березы повислой и березы пушистой пере-
чень выявляемых аллельных вариантов и их 
представленность в популяциях были в целом 
относительно сходными (рис. 4), ряд алло-
морфов с частотой встречаемости <10% был 
специфичен по отношению только к одному 
из видов. Исходя из этого выявление у от-
дельных растений березы повислой аллелей, 
специфичных для березы пушистой, по всей 
видимости, служит свидетельством генного 
потока посредством формирования различ-
ного типа промежуточных гибридных форм. 
В то же время наличие явления «гомоплазии» 
у SSR-локусов, т. е. разнотипность проис-
хождения сходных по размеру и обозначению 
аллельных вариантов, делает данный подход 
к оценке гибридогенности не абсолютным с 
точки зрения его объективности и диагности-
ческой точности. Использование менее поли-
морфных маркеров, например, кодирующих 
или неповторяющихся последовательностей, 
с данной точки зрения, является более досто-
верным критерием при установлении характе-
ра происхождения особей. Это связано с тем, 
что генетическая структура популяций, при 
использовании умеренно полиморфных мар-
керов, как правило, характеризуется наличи-
ем одного доминирующего по частоте встре-
чаемости аллельного варианта, одного-двух 
альтернативных вариантов и, в ряде случаев, 
дополнительных одного-двух редких алло-

морфов. При этом частотные характеристики 
данных аллельных вариантов применительно 
к другим систематически близким видам мо-
гут отличаться в значительной степени, что 
является основой для проведения таксономи-
ческой диагностики на уровне как отдельных 
индивидов, так и популяций, представляющих 
различные части видовых ареалов, включая и 
зоны гибридизации.

Так, например, в ходе секвенирования вто-
рого интрона гена, кодирующего фермент 
алкогольдегидрогеназу, в генотипах ряда об-
разцов березы пушистой, наряду с доминиру-
ющим видоспецифическим мотивом — аллель 
Adhpubescens, была выявлена минорная (с доле-
вым участием порядка 25%) последователь-
ность, соответствующая березе повислой — 
аллель Adhpendula, что, по всей видимости, 
указывает на присутствие в геноме данных 
растений березы пушистой аллельных вариан-
тов (генома) березы повислой, т. е. их гибрид-
ное происхождение (рис. 5).

Кроме анализа процессов потока между 
симпатрическими видами берез, идентифи-
кация гибридного потомства имеет важное 
практическое значение для проведения селек-
ционного отбора хозяйственно-ценных форм 
деревьев, получаемых в результате внутриви-
довых скрещиваний. Среди актуальных задач, 
связанных с селекцией берез, следует отметить 
развитие направления ранней диагностики в 
посадочном материале индивидов с аномаль-
ной — «узорчатой» текстурой древесины, 
определяемых в большинстве случаев как 
карельская береза — Betula pendula Roth var. 

Таблица
Данные о количестве аллельных вариантов, выявляемых в генотипах SSR-локусов образцов 

берез, и соответствующий им таксономический статус

Образец L2.2 L5.4 L7.8 L3.1 L7.3 L022 L1.10 Таксономический статус

1 1 2 2 2 1 1 2 Б. повислая

16 2 2 1 2 2 2 1 Б. повислая

17 4 4 3 4 3 4 1 Б. пушистая

30 3 2 3 3 1 3 2 Б. повислая × Б.пушистая

31 4 4 4 4 2 3 4 Б. пушистая

42 2 3 3 3 1 2 3 Б. повислая × Б.пушистая
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carelica (Mercl.) Hämet-Ahti). Необходимость 
проведения типирования сеянцев карельской 
березы связана с наследственными особенно-
стями данной породы — расщеплением при-
знаков узорчатости древесины и типа габитуса 
в семенном потомстве и, как следствие, фор-
мированием смешанных (по хозяйственной 
ценности) групп индивидов в получаемых 
партиях сеянцев. Наличие постоянного рас-
щепления признаков в семенном потомстве 
карельской березы указывает на гетерозигот-
ное («гибридное») состояние селектируемых 
локусов у растений с «узорчатым» фенотипом, 
что может служить методологической осно-
вой (типирование гетерозиготного состояния 
генов) ранней диагностики форм карельской 
березы с помощью методов молекулярно-ге-

нетического маркирования. С данной точки 
зрения, в качестве наиболее информативных 
ДНК-маркеров могут выступать локусы только 
с кодоминантным характером проявления ал-
лельных вариантов (SSR, EST, CAP и др), что 
дает возможность проводить идентификацию 
гомозиготных и гетерозиготных генотипов.

Так, значимые результаты были получены 
при анализе генетической структуры форм 
карельской березы с использованием микро-
сателлитных (SSR) маркеров. Установлено, 
что наибольшее количество гетерозиготных 
генотипов (70–72%) приходилось на «узор-
чатые» растения, отнесенные к высокостволь-
ным и низкоствольным формам, включая, 
в особенности, и переходные между ними 
типы габитуса (маркер L2.2.). Наименьшее 

Рис. 4. Частота встречаемости основных для Б. повислой аллельных вариантов у Б. пушистой

Рис. 5. Нуклеотидная последовательность фрагмента второго интрона Adh гена растений березы повислой (A) 
и березы пушистой (Б)
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число гетерозигот (45–50%) было выявлено 
в крайних по габитусу формах — безузорча-
той (полнодревесной) и узорчатой кустовид-
ной (рис. 6). Следует отметить, что показатели 
ожидаемой гетерозиготности среди всех форм 
имели сходные значения — 71–79%.

Отсутствие 100% наблюдаемой гетерози-
готности по данному локусу у высокостволь-
ной, короткоствольной и переходной между 
ними форм может быть объяснено удаленным 
расположением (и, соответственно, наличием 
рекомбинации) в хромосоме микросателлит-
ного маркера от генов, детерминирующих га-
битуальные признаки, а также их полигенным 
наследованием анализируемого признака.

Анализ степени генетической дифференциа-
ции среди форм карельской березы выявил 
наличие градиентного ряда в соответствии с 
изменением габитуса — от полнодревесных 
форм к кустарникам: безузорчатая (полнодре-
весная) форма → узорчатая высокоствольная 
форма → узорчатая короткоствольная форма 

→ узорчатая кустовидная форма (рис. 7), что 
также можно использовать в качестве диагно-
стического критерия при проведении селекци-
онных мероприятий. 

 Гибридный характер генотипов может вы-
ступать не только в качестве критерия, опреде-
ляющего формирование морфолого-анатоми-
ческих аномалий, но и являться отражением 
общего уровня фенотипического разнообразия, 
включая степень адаптационного потенциала 
вида. Экологическая пластичность фенотипи-
ческих признаков в последнее время рассма-
тривается в качестве одного из актуальных на-
правлений в лесной селекции, что связано как с 
оценкой влияния отдельных абиотических фак-
торов на степень реализации генетической ин-
формации индивидов, так и с изучением адап-
тационного потенциала растений в условиях 
изменяющегося климата, интенсификации про-
цессов природопользования, увеличения чис-
ла инвазивных видов патогенов и вредителей. 
Проведенный анализ полусибсового потомства 

Рис. 6. Распределение значений показателей наблюдаемой гетерозиготности среди форм карельской березы 
по локусу L2.2 

БУ — безузорчатая (полнодревесная) форма, УВ — узорчатая высокоствольная, УК — узорчатая  
короткоствольная, УКВ — узорчатая кустовидная

Рис. 7. Схематическое изображение структуры дендрограммы, иллюстрирующей степень генетической  
дифференциации среди форм березы карельской по данным SSR-анализа 

БУ — безузорчатая (полнодревесная) форма, УВ — узорчатая высокоствольная, УК — узорчатая  
короткоствольная, УКВ — узорчатая кустовидная
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березы повислой показал, что по ряду локусов 
(рис. 8) выявлено соответствие увеличения 
значений параметра наблюдаемой гетерозигот-
ности с увеличением степени экологической 
пластичности полусибсовых семей.

В ходе детального изучения генетической 
структуры потомства было установлено, что 
увеличение общего уровня наблюдаемой ге-
терозиоготности обусловлено как более вы-
сокими показателями генотипического по-
лиморфизма исходных материнских особей 
и пыльцевого пула, так и возрастанием пара-
метра генетической дифференциации между 
генотипами материнских деревьев и «метаге-
нотипом» пыльцевого пула.

Заключение
Проведенный анализ SSR-спектров деревьев 

в насаждениях, сформированных с участием 
березы повислой и березы пушистой, показал 
наличие трех основных вариантов генотипов, 
содержащих одновременно два (Б. повислая), 
четыре (Б. пушистая) и три (Б. повислая × Б. 
пушистая) аллеля в каждом локусе. При этом 
оценка таксономического статуса производи-
лась на основании совокупных результатов 
анализа нескольких ядерных SSR-локусов, что 
в значительном числе случаев было связано с 
одновременным наличием одинаковых аллель-

ных вариантов в генотипе, затрудняющих до-
стоверную интерпретацию полученных молеку-
лярно-генетических данных. Альтернативным 
способом диагностики межвидовых гибридов 
Б. повислой и Б. пушистой в зоне их совместно-
го произрастания является учет гетерозиготных 
(по видоспецифичным аллелям) генотипов при 
анализе «генов домашнего хозяйства» и, в част-
ности, алкогольдегидрогеназы. Данные подход 
является эффективным и в случае диагностики 
результатов попарного скрещивания Б. пушис-
той, Б. приземистой и Б. карликовой.

Наиболее информативным способом иден-
тификации гибридных особей на внутривидо-
вом уровне является использование в качестве 
генетических маркеров высоковариабельных 
локусов, например, микросателлитных после-
довательностей, что связано с высокой вероят-
ностью выявления в выборке гетерозиготных 
генотипов. Данный подход является наиболее 
востребованным при проведении направлен-
ных скрещиваний в ходе реализации различных 
селекционных мероприятий. Так, проведенное 
изучение коллекционных культур карельской 
березы выявило закономерности формирова-
ния типа габитуса и признака узорчатости дре-
весины от степени гетерозиготности и частоты 
встречаемости основных аллельных вариантов 
по ряду SSR-локусов. Перспективным направ-

Рис. 8. Распределение значений параметра наблюдаемой гетерозиготности среди групп семей березы повислой, 
различающихся уровнем пластичности по локусам L5.4 и L2.2 

0 — отсутствие пластичности, 1 — пластичность по 1 признаку, 2 — пластичность по 2 признакам,  
3— пластичность по 3 признакам
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лением, с точки зрения молекулярно-генетиче-
ской диагностики, является изучение явления 
экологической пластичности фенотипических 
признаков, что позволит разработать ряд новых 
стратегических направлений в плюсовой селек-
ции лесных древесных пород.
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Введение
Целлюлоза является одним из основных 

компонентов клеточной стенки большин-
ства тканей растительных организмов. По 
химической структуре представляет собой 
биополимер — полисахарид, образованный 
остатками D-глюкозы, соединенными β(1→4)-
гликозидной связью, что отличает ее от крах-
мала и гликогена, для которых характерно 
наличие соединений α(1→4)-типа. Данная осо-
бенность и определяет вытянутую стержневую 
конформацию макромолекулы целлюлозы, в 
отличие от спиралевидных структур, отмеча-
емых для амилозы крахмала [1-2].

Целлюлоза имеет важное экономическое 
значение, представляя собой исходное сырье 
для последующей химической модификации, 
синтеза или гидролиза, а также являющееся 
составным компонентом различных видов 
волокнистых материалов. В настоящее время 
основными источниками для промышленного 
получения целлюлозы являются хлопок и дре-
весная масса. При этом, по отношению к дре-
весным растениям, важное технологическое 
значение (как для процесса получения, так и 
технических свойств целлюлозы) имеет ви-
довая принадлежность источника сырья. Так, 
различные древесные породы отличаются не 
только по содержанию целлюлозы в древеси-
не, но и по степени ее полимеризации, длине 
и структуре полимерных фибрилл [2].

Биогенез целлюлозных волокон основан на 
формировании высокоупорядоченных структур 
(кристаллитов), представляющих собой сово-
купность плотноупакованных параллельно рас-
положенных полимерных цепей. В образовании 
кристаллитов главная роль отводится фермен-
там — целлюлозосинтазам, осуществляющим 
формирование микрофибрилл целлюлозы. Как 
правило, целлюлозосинтазы собраны в единый 
синтезирующий комплекс (розетку), состоящий 
по современным представлениям из 18–36 от-
дельных ферментных единиц и производящий 
одновременную полимеризацию 18–36 глю-
кановых цепей [3]. В то же время для разных 
древесных пород состав и структура синтезиру-
ющего комплекса может варьировать в опреде-
ленной степени, что в свою очередь выражается 
в видоспецифичности строения целлюлозного 
волокна. Кроме того, для большинства древес-
ных растений выявлены и онтогенетические 
особенности образования структуры целлю-
лозных фибрилл, что обусловлено дифферен-
циальной экспрессией генов, кодирующих 
целлюлозосинтазы на разных стадиях форми-
рования тканей и органов индивидов. Наибо-
лее типичным примером являются различия в 
организации целлюлозных волокон при биоге-
незе первичной и вторичной клеточной стенки.

Сложный полигенный характер наследствен-
ной детерминации процессов биосинтеза цел-
люлозы является результатом эволюционных 
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преобразований, обеспечивающих более высо-
кий уровень морфофизиологической организа-
ции растительных организмов и направленных 
на повышение адаптационного потенциала 
биологических видов [1, 4].

Таким образом, совокупность локусов, детер-
минирующих процессы биосинтеза целлюлозы, 
особенности их первичной структуры и харак-
тер экспрессии являются одним из ключевых 
факторов, определяющих физико-химические 
свойства и техническое качество целлюлозного 
волокна. К настоящему времени гены, кодиру-
ющие целлюлозосинтазы (CesA), описаны бо-
лее чем для 170 видов растений, среди которых 
наибольшую изученность получил Arabidopsis 
thaliana (L.) Heynh., геном которого содержит 
10 генов целлюлозосинтаз (CesA) и 30 целлюло-
зосинтаза-подобных генов (Csl). Для древесных 
растений наследственные аспекты биосинтеза 
целлюлозы детально рассмотрены у различных 
видов тополей, сосны ладанной, ели сизой. Что 
касается сосны обыкновенной, то исследования 
в данной области проведены лишь частично, а 
полученные результаты являются разноплано-
выми и фрагментарными [4].

Исходя из вышесказанного, цель данной ра-
боты — идентификация генов целлюлозосин-
тазы в транскриптоме сосны обыкновенной и 
проведение их сравнительного анализа.

Материалы и методы
Объектом для проведения исследований 

являлись как взрослые деревья (фрагменты 
одревесневших вегетирующих побегов), так 
и ювенильные растения (проростки) сосны 
обыкновенной. Общее число образцов тканей 
взрослых растений составило шесть шт., про-
ростков — восемь шт. Выделение тотальной 
РНК из растительных тканей проводили с при-
менением набора GeneJET Plant RNA Purifica-
tion Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, США) 
по методике фирмы-производителя. Очистку 
РНК от примесей геномной ДНК выполняли 
набором DNase I, RNase-free (Thermo Fisher 
Scientific, США), а для ингибирования рибо-
нуклеаз использовали RNase Inhibitor (Thermo 
Fisher Scientific, США). Для реакции обратной 
транскрипции матричной РНК с получением 
двухцепочечной кДНК использовали набор 
Maxima H Minus Double-Stranded cDNA Syn-
thesis Kit (Thermo Fisher Scientific, США). 

Создание библиотек кДНК (размер фрагмен-
та ≈ 200 п. н.) проводили с использованием 
набора Ion Plus Fragment Library Kit (Thermo 
Fisher Scientific, США). Эмульсионную ПЦР 
выполняли с применением набора Ion PGM 
Template OT2 200 Kit (Thermo Fisher Scientific, 
США) согласно инструкции компании-произ-
водителя в планшетном амплификаторе Ion 
One Touch 2 System (Thermo Fisher Scientific, 
США). Этап обогащения микросфер произво-
дился с использованием автоматической про-
боподготовки Ion One Touch ES с применением 
наборов Ion PGM Template OT2 Solutions 200 
Kit и Ion PGM Enrichment Beads (Thermo Fish-
er Scientific, США). Реакцию секвенирования 
выполняли на базе геномного анализатора Ion 
PGM System (Thermo Fisher Scientific, США) с 
применением набора Ion PGM Sequencing 200 
Kit v2 и полупроводникового микрочипа Ion 
314 Chip v2 (Thermo Fisher Scientific, США). 
Первоначальную обработку данных, поступа-
ющих от геномного анализатора, осуществляли 
в автоматическом режиме при помощи про-
граммного обеспечения IonTorrent Suite v. 4.0 
(Thermo Fisher Scientific, США). Окончатель-
ную обработку информации и сборку транс-
криптов генов производили с использованием 
программного обеспечения SeqMan NGen v. 11 
(DNASTAR, Израиль).

Для идентификации кодирующих последо-
вательностей целлюлозосинтаз использовали 
референсные последовательности CesA- и 
Csl-локусов Pinus taeda L., размещенных в 
базе данных нуклеотидных последователь-
ностей GenBank NCBI. Трансляцию нуклео-
тидных последовательностей с последующим 
множественным выравниванием проводили 
в программном пакете CLC Sequence Viewer 
6.3 (Qiagen, США). Вторичная структура бел-
ковых молекул устанавливалась с использо-
ванием программы Phyre2 (http://www.sbg.
bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index),  
3D-моделирование проводилось на сер-
вере программы SWISS-MODEL (https://
swissmodel.expasy.org/).

Результаты и обсуждение
На основе сборки нуклеотидных после-

довательностей, полученных в ходе секве-
нирования транскриптома P. sylvestris были 
идентифицированы транскрипты трех генов 
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CesA-суперсемейства: CesA1 — ген, коди-
рующий целлюлозосинтазу 1 (99% сходство 
с депонентом GenBank  AY789650.1 (CesA1 
P. taeda); CesA2 — ген, кодирующий цел-
люлозосинтазу 2 (99% сходство с депонен-
том GenBank AY789651.1 (CesA2 P. taeda); 
CesA3 — ген, кодирующий целлюлозосин-
тазу 3 (99% сходство с депонентом GenBank  
AY789652.1 (CesA3 P. taeda).

С использованием онлайн-сервиса поиска 
консервативных функциональных доменов 
CD-Search NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), в транслируемых 
последовательностях идентифицированных 
транскриптов было изучено расположение 
функциональных доменов. На основании ре-
зультатов сравнительного анализа установ-
лено, что структурно-функциональная ор-
ганизация CESA1, CESA2 и CESA3 сосны 
обыкновенной является сходной и совпадает 
с описанными аналогами для других расти-
тельных организмов. 

В N-концевой области полипептида иден-
тифицирован цинк-связывающий консерва-
тивный домен RING («цинковый палец») под-
класса HC. Детальное описание RING-домена 
приведено в работе П. Косарева с соавтора-
ми на примере целлюлозосинтазы A (CESA) 
Arabidopsis thaliana [5]. Согласно литератур-
ным данным, данный домен участвует в про-
цессе сборки и стабилизации каталитического 
комплекса («розетки») целлюлозосинтаз [5–7]. 
Проведенное изучение домена RING показало, 
что среди идентифицированных целлюлозо-
синтаз (CESA1, CESA2, CESA3) сосны обык-
новенной основные отличия были связаны с 
наличием, а также количественным содержа-
нием аминокислотных остатков цистеина (С) 
и гистидина (Н), необходимых для связыва-
ния ионов цинка и определяющих формиро-
вание третичной структуры. Так, для цинк-
связывающего домена пептида CESA1 была 

установлена следующая С/Н конфигурация — 
3(С)Н5(С)НС, для CESA2 и CESA3 — 2(С)
Н7(С) и 8(С) соответственно. 

Для цинк-связывающего консервативно-
го домена RING CesA сосны обыкновенной 
(in silico) была установлена вторичная струк-
тура (рис. 1) и проведено 3D-моделирование 
(рис. 2). Как видно из рис. 1, вторичная струк-
тура домена RING характеризовалась наличи-
ем одной α-спирали и двух β-цепей. 

Построение 3D-модели проводилось на 
основе структурного шаблона домена RING 
каталитической субъединицы IRX3 целлю-
лозосинтазы Arabidopsis thaliana (SMTL ID: 
1weo.1), полученной методом спектроскопии 
ядерного магнитного резонанса Н. Тейлором 
с соавторами (рис. 2) [8–9].

На рис. 2 темным цветом выделены остат-
ки цистеина, отмечены α-спирали (α), β-цепи 
(β-1, β-2), а также Zn-связывающий сайт (Zn). 
Также указано направление аминокислотной 
последовательности домена от N- к C-концу. 
Как следует из результатов анализа получен-
ных трехмерных моделей доменов RING, на-
блюдается относительное сходство структуры 
пространственной конформации и расположе-
ния α-спиралей, β-цепей и аминокислотных 
остатков цистеина. В то же время в ходе моде-
лирования in silico для CESA1 не был выявлен 
Zn-связывающий сайт, идентифицированный 
у CESA2 и CESA3, что, по всей видимости, 
связано c ограниченными возможностями ал-
горитмов поиска функциональных центров 
в случае полиморфных последовательностей.

Дальнейший анализ структурно-функцио-
нальной организации CESA сосны обыкно-
венной позволил идентифицировать основ-
ной каталитической домен, примыкающий 
к RING-области. Детальное изучение ката-
литического региона показало, что он состо-
ит из нескольких субдоменов, порядок рас-
положения которых для изученных CESA1, 

Рис. 1. Схема вторичной структуры домена RING CesA сосны обыкновенной
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CESA2 и CESA3 сосны обыкновенной был 
идентичным. Так, в начале каталитическо-
го домена был расположен гипервариабель-
ный регион (HVR1), обозначаемый также 
как класс-специфический регион (CSR1). 
Согласно литературным данным, первичная 
структура CSR1-региона является сходной 
среди ортологичных целлюлозосинтаз, от-
носящихся к определенному классу (типу), 
но существенно отличается среди паралогич-
ных локусов CESA, даже в пределах одного 
вида растений [4, 10–14]. Как и ожидалось, 
проведенное сопоставление аминокислотных 
последовательностей CSR1-региона CESA1, 
CESA2 и CESA3 сосны обыкновенной по-
казало высокий уровень различий: выявлено 
более 95% полиморфных сайтов аминокис-
лотных остатков (рис 3).

Кроме CSR1-субдомена в каталитическом 
домене CESA был идентифицирован второй 
гипервариабельный регион HVR2 (CSR2), 
фланкированный высококонсервативными A 
и B субдоменами, обозначаемыми как CR1 
и CR2. Данная особенность структурной ор-
ганизации каталитического домена позволя-
ет разработать универсальные праймеры для 
ПЦР-амплификации и анализа HVR2 региона 

CesA различных растений [15]. Выявленный 
уровень различий между первичными структу-
рами HVR2-региона CESA1, CESA2 и CESA3 
сосны обыкновенной был ниже (порядка 70% 
полиморфных сайтов) по сравнению с HVR1. 
Такое различие в данном регионе может быть 
объяснено его функциональной значимо-
стью — наличием в HVR2-регионе каталитиче-
ского центра, определяющего взаимодействие с 
N-концевым доменом CR1 или RING-регионом, 
необходимым для формирования специфичной 
структуры активной молекулы фермента [16]. 
Так, в участке протяженностью от 9 (CESA3) до 
14 (CESA1, CESA2) аминокислотных остатков 
CSR2-региона, исследуемых целлюлозосинтаз 
сосны, было выявлено высокое содержание ци-
стеиновых оснований (четыре для CESA3, семь 
для CESA2 и девять для CESA1), определяю-
щих специфичность конформации третичной 
структуры белковой молекулы.

В ряде исследований, кроме описанного 
выше CSR2-региона, функциональная актив-
ность целлюлозосинтазы также ассоцииро-
вана с четырьмя консервативными мотива-
ми, содержащими аминокислотные остатки 
D…D…D… и (Q / R) XRW [13, 16–18]. У со-
сны обыкновенной для CESA1, CESA2 и 

Рис. 2. 3D-модель доменов RING CesA1 (А), CesA2 (Б), CesA3 (В) сосны обыкновенной
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CESA3 также было выявлено наличие ука-
занных консервативных мотивов: DD и DCD 
в CR1-регионе, TED и QVLRW в регионе CR2.

Согласно литературным данным, субдомен 
CR2 является заключительным регионом ма-
кромолекулы целлюлозосинтазы, обращенным 
в цитозоль клеток растений. Последующая 

за ним С-концевая область, содержащая 6-8 
α-спиралей, локализована в трансмембранном 
пространстве и не принимает участие в био-
синтезе целлюлозы [16–17].

В результате моделирования общей струк-
туры макромолекул CESA1, CESA2 и CESA3 
сосны обыкновенной установлено (рис. 4), 

Рис. 4. 3D-модель пространственной структуры CESA1 (А), CESA2 (Б), CESA3 сосны обыкновенной

Рис. 3. Сопоставление аминокислотных последовательностей HVR1-региона CesA1, CesA2 и CesA3 сосны 
обыкновенной
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№ 
п/п Вид

Гены 

CesA1 CesA2 CesA3 CslА1 CslА2

1 Pinus taeda 99 % 99 % 95 % 98 % 95 %

2 Pinus radiata 95 % – 98 % – –

3 Pinus pinaster 94  % – – – 95 %

4 Pinus chapensis 97  % 87 % – – –

5 Pinus auacahuite 98  % – – – –

6 Pinus moiieda 96  % – – – –

7 Pinus strobes 96  % – – – –

9 Picea glauca 92  % 99 % 88 % 93 % 92 %

Таблица
Степень генетической дифференциации CesA и CslA генов

что они являются в определенной степени 
консервативными и характеризуются нали-
чием 14-16 α-спиралей (14-α для CESA1; 
15-α  для CESA2; 16-α  для CESA3) и 7 
(CESA2)-8 (CESA1, CESA3) β-цепей. Во-
семь α-спиралей расположены в С-концевой 
трансмембранной области, что является 
сходным для большого числа изученных рас-
тений. Для семи β-цепей целлюлозосинтаз 
характерно формирование β-листа смешан-
ной структуры, состоящего из параллельных 
и антипараллельных цепей. В целом описан-
ная трехмерная модель идентифицированных 
нами целлюлозосинтаз сосны обыкновенной 
гомологична модели, полученной in silico Л. 
Сетхафонга с соавторами для CESA1 хлоп-
чатника обыкновенного [12].

Наряду с генами CesA-семейства, в транс-
криптоме сосны обыкновенной идентифици-
рованы два целлюлозосинтаза-подобных гена 
(CslA1 и CslA2). Проведенный структурно-
функциональный анализ CSLA1 и CSLA2 пока-
зал, что в отличие от CESA-семейства в составе 
целлюлозосинтаза-подобных полипептидов от-
сутствует Zn-связывающий домен. В то же вре-
мя в аминокислотной последовательности всех 
CSLA полипептидов, как и в случае CЕSA иден-
тифицированы D…D…D… и QXXRW-мотивы.

Проведенный сравнительный анализ CesA 
и CslA генов среди различных видов хвойных 
растений показал, что в целом степень гене-
тической дифференциации соответствовала 
существующей систематике родов Pinus и 
Picea (таблица).

Заключение
В результате проведенных исследований в 

транскриптоме сосны обыкновенной иден-
тифицировано пять генов, ассоциированных 
с биогенезом целлюлолозы: CesA1, CesA2, 
CesA3, CslА1 и CslА2. Установлено, что ге-
ны семейства CesA являются паралогами, 
характеризуются сходной структурно-функ-
циональной организацией, несмотря на высо-
кий уровень различий первичной структуры, 
выявляемый между некоторыми доменами. 
Основные отличительные особенности от-

мечались в регионах HVR1 и HVR2. В ката-
литическом центре CESA1, CESA2 и CESA3 
идентифицированы сходные аминокислот-
ные мотивы: DD и DCD (для CR1), TED и 
QVLRW (для CR2). Различия в структурно-
функциональной организации генов CslA от 
CesA связаны с отсутствием области, коди-
рующей Zn-связывающий домен. При этом 
первичная структура каталитического центра 
полипептидов CSLA и CЕSA является сход-
ной, что также указывает на общность их 
происхождения.
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Введение
Митохондриальный геном у животных пред-

ставляет собой довольно консервативную 
структуру, что делает его источником «удоб-
ных» и информативных молекулярных мар-
керов для филогенетических исследований, 
идентификации видов, а также исследований, 
связанных с изучением молекулярной эволю-
ции таксонов [1]. У насекомых митохондриаль-
ный геном всегда несет 13 белок-кодирующих 
генов — это гены трех первых субъединиц ци-
тохром с-оксидазы, цитохрома b, двух субъеди-
ниц АТФ-синтазы (6 и 8) и семи субъединиц 
НАДН-дегидрогеназы (1, 2, 3, 4, 4L, 5 и 6). Кро-
ме белок-кодирующих генов, в митогеноме на-
секомых всегда содержатся 2 гена рибосомаль-
ных РНК (по одному для РНК легкой и тяжелой 
субъединиц митохондриальной рибосомы) и, 
как правило, 22 гена митохондриальных тРНК, 
причем перечень кодируемых митохондриаль-
ным геномом тРНК обычно также довольно 
консервативен [2]. Кроме генов, в митогеноме 
насекомых всегда обнаруживаются более или 
менее протяженные некодирующие области. 
Интроны в генах митохондрий животных от-
сутствуют, но митохондриальная ДНК обычно 
содержит межгенные спейсеры, не несущие ка-
кой-либо дополнительной функции, и регион, 
называемый control-регионом, или D-петлей. 
Этот участок генома митохондрии обеспечи-
вает начало процесса репликации и обычно 

содержит наиболее вариабельные области ми-
тохондриальной ДНК как по нуклеотидному 
составу, так и по длине [3]. 

Митохондрии настоящих тлей (Aphidoidea) 
обладают типичным для насекомых геномом 
за одним исключением — в митохондриаль-
ной ДНК тлей и некоторых других Hemiptera 
обнаруживается крупный некодирующий 
участок, часто несущий длинные, более 100 
нуклеотидов в длину, тандемные повторы 
(repeat-регион) [4]. Происхождение и функция 
этого участка генома до сих пор не известны. 
Интересно, что кроме региона, содержащего 
повторы, и control-региона, митохондриаль-
ный геном тлей очень компактен и почти не 
содержит некодирующих участков. Межген-
ные спейсеры в митогеноме тлей обычно ко-
роткие — 5–10, редко больше, нуклеотидов в 
длину, а между некоторыми генами межгенные 
спейсеры не только отсутствуют, но, более 
того, гены могут значительно перекрываться, 
причем если в белок-кодирующих генах та-
кое перекрытие составляет 1–2 нуклеотида, 
что связано с наличием рамки считывания, то 
гены тРНК в ряде случаев захватывают 15–20 
нуклеотидов белок-кодирующей последова-
тельности [5]. В этом смысле наличие в мито-
хондриальном геноме тлей длинного участка, 
не несущего гены и не имеющего какого-либо 
ясного назначения, кажется довольно любо-
пытной особенностью [6]. 
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В работе приведены результаты анализа некодирующих областей митохондриального генома Aphis fabae 
mordvilkoi. Показано, что control-регион несет короткий повтор в 5´области, соответствующий последова-
тельности ДНК-шпильки, характерной для области D-петли. Регион, обычно называемый repeat-регионом, у 
A. fabae mordvilkoi не несет тандемных повторов длиной больше, чем 14 п. н. В митогеноме A. fabae mordvilkoi 
обнаруживается 10 изоформ тРНК, причем 6 из них способны образовывать структуру клеверного листа, а 3 из 
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Некоторые авторы высказывали мнение, что 
наличие repeat-региона в митохондриальном 
геноме является специфическим признаком 
именно тлей, что позволяет предположить, 
что его появление в митогеноме предкового 
для современных тлей насекомого произошло 
не менее, чем 250 млн лет назад [7]. Однако 
с увеличением числа расшифрованных мито-
хондриальных геномов тлей оказалось, что, 
во-первых, не все митогеномы тлей содержат 
repeat-регион, а во-вторых, внутренняя струк-
тура repeat-регионов настолько разнообразна, 
что сложно предполагать, что они являются 
ортологами [8]. С другой стороны, поскольку 
даже при отсутствии внутренних тандемных 
повторов все расшифрованные на сегодняш-
ний день митохондриальные геномы тлей не-
сут более или менее длинный некодирующий 
участок в одном и том же месте — между 
тРНКГлу и тРНКФен, нельзя исключать вероят-
ность вторичной утраты повторов у тех тлей, 
в геномах которых они отсутствуют. 

Еще одним плохо изученным феноменом 
митохондриальных геномов животных, и насе-
комых в том числе, являются изоформы тРНК. 
Как известно, изоформами тРНК называют 
участки, по первичной и вторичной структуре 
соответствующие тРНК, но лежащие внутри 
других генов либо на некодирующей, либо на 
кодирующей цепи ДНК [9]. До сих пор допод-
линно не известно, происходит ли экспрессия 
такого рода тРНК и, если да, что регулирует 
это процесс. Не исключено, что в данном слу-
чае речь может идти о случайном сходстве 
первичной структуры ДНК с последователь-
ностью тРНК, и экспрессии изоформ тРНК 
не происходит, однако, следует отметить, что 
некоторые изоформы способны образовывать 
классическую структуру клеверного листа с 
высокой долей канонических спариваний ну-
клеотидов [10], что, теоретически, позволяло 
бы им выполнять функцию нормальных мито-
хондриальных тРНК. 

Как было сказано выше, некодирующие об-
ласти в митохондриальном геноме тлей вы-
зывают много вопросов, прежде всего, в от-
ношении их происхождения и функции [11]. 
В данной статье мы представляем характери-
стику некодирующих областей митохондриаль-
ного генома одного из подвидов свекловично-
бобовой тли — Aphis fabae mordvilkoi Börner & 

Janisch, 1922, коллектированной в Беларуси с 
Philadelphus coronarius L. В предыдущей рабо-
те [12] мы указывали, что митохондриальный 
геном A. fabae mordvilkoi имеет типичную для 
тлей структуру [13], короткий repeat-регион 
и полный набор генов, включая гены тРНК. 
Здесь мы приводим результаты подробного 
изучения некодирующих областей митогенома 
A. fabae mordvilkoi, делая особый акцент на их 
внутренней структуре. Мы полагаем, что уве-
личение числа такого рода работ в итоге позво-
лит приблизиться к пониманию функции этих 
участков в митохондриальной ДНК тлей, если 
не в рамках этого исследования, то в будущем.

Материалы и методы
Описание энтомологического материала, 

методов экстракции ДНК, секвенирования, а 
также сборки и аннотации митохондриально-
го генома A. fabae mordvilkoi было приведено 
в нашей предыдущей работе [12]. Нуклеотид-
ная последовательность и аннотация полного 
митохондриального генома A. fabae mordvilkoi 
депонирована в GenBank NCBI [код доступа 
MG897128].

Процентное содержание каждого нукле-
отида в лидирующей цепи митохондриаль-
ной ДНК рассчитали в программе MEGA 
7 [14], используя технику Compute Nucleotide 
Composition. Асимметрию в содержании ну-
клеотидов (АТ-skew и GC-skew) рассчитали 
по формулам: AT-skew = [A − T] / [A + T], GC-
skew = [G − C] / [G + C] [15]. Поиск изоформ 
тРНК был проведен в полном митохондриаль-
ном геноме, включая как лидирующую, так и 
отстающую цепь ДНК, с использованием он-
лайн-сервиса ARWEN [16]. Моделирование 
вторичных структур изоформ тРНК и D-петли 
провели в программе VARNA [17]. Поиск ну-
клеотидных повторов провели в программе 
Unipro UGENE [18], визуализацию обнаружен-
ных повторов — в программе SnapGene [19]. 

Результаты и обсуждение
Митохондриальный геном A. fabae mordvilkoi, 

как было сказано выше, обладает типичной для 
тлей структурой, содержит стандартный набор 
из 37 генов, и его размер составляет 15 346 п. н. 
[12]. В митогеноме A. fabae mordvilkoi также об-
наруживается control-регион длиной 661 п. н., 
лежащий в области с 13 329 по 13 989 нуклеотид 
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на лидирующей цепи между генами рРНК малой 
субъединицы рибосомы (12S рРНК) и тРНКИле 

(при традиционном начале отсчета нуклеотидов 
в митохондриальном геноме с первого нуклеоти-
да старт-кодона гена COI). Некодирующий уча-
сток генома, соответствующий repeat-региону, 
у A. fabae mordvilkoi располагается в типичном 
месте — в области с 4733 по 4929 нуклеотид ли-
дирующей цепи ДНК между генами тРНКГлу и 
тРНКФен, являясь, однако, значительно более ко-
ротким, чем этот же регион в митогеномах дру-
гих видов тлей, у которых удавалось обнаружить 
длинные тандемные повторы [20]. 

Как известно, митохондриальные геномы на-
секомых отличаются выраженной нуклеотид-
ной асимметрией с преобладанием в цепи ДНК 
аденина и тимина в сравнении с гуанином и ци-
тозином, однако степень этой асимметрии раз-
лична в разных таксонах [21]. В митогеномах 
тлей содержание АТ обычно превышает 80%, 
при этом области control- и repeat-регионов от-
личаются особенно высоким содержанием аде-
нинов и тиминов в сравнении с нуклеотидными 
последовательностями как белок-кодирующих, 
так и РНК-кодирующих генов [15]. В митоге-
номе A. fabae mordvilkoi это правило в целом 
выполняется (табл. 1). 

При этом в лидирующей цепи процентное со-
держание аденина всегда несколько превышает 
содержание тимина, причем наиболее выраже-
но нуклеотидное смещение в сторону аденина 
в repeat-регионе (AT-skew = 0,126), в то время 
как в control-регионе оно меньше, чем по гено-
му в целом (0,031 и 0,077 соответственно). Что 
касается соотношения количества гуанина и 
цитозина, то остатков цитозина в лидирующей 
цепи митогеномов тлей обычно значительно 
больше (в 1,5–2 раза), чем гуанина. В repeat-
регионе A. fabae mordvilkoi нуклеотидное сме-

щение в сторону преобладания цитозина вы-
ражено больше, чем по геному в целом (–0,462 
и –0,228 соответственно). Однако в control-
регионе ситуация противоположная — коли-
чество остатков гуанина в этой области в 1,75 
раз превышает количество цитозина, причем 
такое «обращение» значения GC-skew харак-
терно для областей начала репликации.

Следует отметить, что для control-регионов 
митохондриальных геномов насекомых не ха-
рактерно наличие G-трактов или CpG-областей, 
однако нередко обнаруживаются более или ме-
нее протяженные нуклеотидные повторы [3]. В 
control-регионе A. fabae mordvilkoi мы обнару-
жили короткий повтор длиной 18 п. н., распо-
лагающийся в области 170–187 и 415–432 ну-
клеотидов. В первом случае, ближе к 5´-концу 
control-региона, эта область формирует харак-
терную для D-петель шпильку (рис. 1). 

В 3΄-области повтор полностью аналогичен по-
следовательности шпильки, однако прилежащие 
участки ДНК не несут типичных, фланкирующих 
ствол петли, мотивов: предлежащих полиТ- и 
полиА-участков, а также позади лежащего G(A)
nT-мотива [22, 23]. Кроме того, в зоне control-
региона мы обнаружили 5 повторов длиной 
11 п. н., 1 — 13 п. н. и 1 повтор длиной 14 п. н.

ТАТА-мотив, который также характерен для 
control-регионов митохондриальных геномов 
насекомых, как известно, может занимать ва-
рьирующее положение [24]. В control-регионе 
A. fabae mordvilkoi насчитывается 7 ТАТА-мо-
тивов, аккумулированных в области, предше-
ствующей шпильке, на различном расстоянии 
от шпильки и друг от друга и один — в конце 
control-региона

Repeat-регион, или область ему соответ-
ствующая, в геноме A. fabae mordvilkoi, как 
было сказано выше, довольно короткая — 

Область
Процентное содержание нуклеотидов

Длина, п. н.
A T G C A+T AT-skew GC-skew

Полный геном 45,0 38,6 6,2 10,3 83,6 0,077 –0,248 15346

Control-регион 43,6 41,0 9,8 5,6 84,6 0,031 0,273 661

Repeat-регион 49,7 38,6 4,1 7,6 88,3 0,126 –0,462 197

Таблица 1
Нуклеотидная композиция лидирующей цепи митохондриального генома Aphis fabae mordvilkoi
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Рис. 1. Регуляторная шпилька в структуре control-региона митохондриального генома Aphis fabae mordvilkoi 
(нумерация нуклеотидов приведена относительно области, обозначенной как control-регион) 

Рис. 2. Нуклеотидные повторы в структуре repeat-региона митохондриального генома Aphis fabae mordvilkoi 
(нумерация нуклеотидов приведена относительно области, обозначенной как repeat-регион; значки на стрелках 

и интенсивность их закраски отмечают идентичные повторы)

197 п. н. В геномах тлей с протяженными 
repeat-регионами сами повторы обычно превы-
шают 100 п. н. в длину, а в случае, когда repeat-
регион, или область ему соответствующая, ко-
роче 250–300 п. н., протяженных тандемных 
повторов в нем обычно обнаружить не удает-
ся (см., например, аннотацию к митогеномам 
[NC_024581.1] и [NC_024683.1]) [5, 13]. В слу-
чае A. fabae mordvilkoi ситуация оказалась ана-
логичной. В некодирующей области, лежащей 
между генами тРНКГлу и тРНКФен, не удалось 
обнаружить повторов, превышающих 14 п. н. 
в длину. Эта область митогенома A. fabae 
mordvilkoi несет многочисленные короткие 
повторы, как прямые, так и инвертированные, 
представляющие собой разнообразные АТ-
мотивы. При этом число копий даже коротких 
повторов не превышает трех (рис. 2).

Также был проведен тщательный поиск изо-
форм тРНК в последовательностях обеих це-
пей полного митогенома A. fabae mordvilkoi 
как в кодирующих, так и в некодирующих 
областях. Мы обнаружили 10 изоформ тРНК 
(итРНК), 8 из которых лежат в областях, со-
ответствующих каким-либо генам, но только 
2 из них располагаются на смысловой для со-
ответствующего гена цепи (табл. 2).

Как известно, не все тРНК, необходимые 
для синтеза белка в митохондриях, кодиру-
ются митохондриальным геномом, и недо-
стающие тРНК синтезируются в клеточном 
ядре и транспортируются в митохондрию 
через ее мембрану [25]. Подробности это-
го процесса не полностью изучены даже на 
модельных организмах [26, 27], но, тем не 
менее, абсолютно очевидным кажется пред-
положение, что все недостающие тРНК, для 
которых в митохондриальных белках есть ко-
доны, должны поступать в митохондрию из-
вне. Много вопросов в этом смысле вызывают 
изоформы тРНК, поскольку, при условии их 
экспрессии, они могли бы принимать на се-
бя часть функции транспорта аминокислот к 
рибосомам. В этом смысле обращает на себя 
внимание тот факт, что из 11 возможных вари-
антов итРНК A. fabae mordvilkoi только 3 име-
ют тот же антикодон, что и соответствующие 
тРНК, входящие в основной (стандартный) 
набор митохондриальных генов. Мы сравни-
ли представленность в белок-кодирующих ге-
нах митохондрии A. fabae mordvilkoi конкрет-
ных аминокислот, для которых обнаружили 
итРНК, а также отдельных, кодирующих их 
кодонов (табл. 3). 
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Изоформа тРНК Локализация, 
нукл. Антикодон Цепь, код. 

изоформу**
Ген, локализ. 

в той же области
Цепь, код. 

ген**

итRNA-Asp 450–512 GUC – сontrol-регион

итRNA-Cys 572–626 ACA – сontrol-регион

итRNA-Leu* 648–703 GAG + 12S-rRNA –

итRNA-Ser* 648–703 AGA + 12S-rRNA –

итRNA-Lys 1041–1105 UUU – 16S-rRNA –

итRNA-Met 714–785 CAU – nad2 +

итRNA-Met 1322–1380 UAU – cox1 +

итRNA-Trp 1382–1440 UCA – cox1 +

итRNA-Tyr 1071–1133 GUA – 16S-rRNA –

итRNA-Val 310–379 AAC + cytB +

итRNA-Val 1400–1472 AAC + cox1 +

Примечание. * — изоформа тРНК, образующая две возможные вторичные структуры с разными антикодонами; 
** — лидирующая (главная) цепь обозначена как (+), отстающая цепь обозначена как (–)

Таблица 2
Характеристика изоформ тРНК в митохондриальном геноме Aphis fabae mordvilkoi

Таблица 3
Представленность аминокислот и конкретных кодонов в белок-кодирующих генах 

митохондриального генома Aphis fabae mordvilkoi

Аминокислота*
Процентная частота 

встречаемости 
аминокислоты

Кодон

Антикодон**
Процентная частота 

встречаемости кодона
тРНК Изоформа 

тРНК

Asp 1,42
GAU – – 1,31

GAC GUC GUC 0,11

Cys 0,95
UGU – ACA 0,76

UGC GCA – 0,19

Leu 15,10

UUA UAA – 12,92

CUA UAG – 0,85

CUU – – 0,71

UUG – – 0,57

CUC – GAG 0,05

CUG – – 0,00
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Аминокислота*
Процентная частота 

встречаемости 
аминокислоты

Кодон

Антикодон**
Процентная частота 

встречаемости кодона
тРНК Изоформа 

тРНК

Lys 3,97
AAA – UUU 3,61

AAG CUU – 0,36

Met 8,44
AUA – UAU 7,92

AUG CAU CAU 0,52

Ser 7,69

UCA UGA – 2,90

UCU – AGA 2,27

AGA – – 1,78

AGU – – 0,52

ACC – – 0,11

AGC GCU – 0,11

UCG – – 0,00

AGG – – 0,00

Trp 2,29
UGA UCA UCA 2,21

UGG – – 0,08

Tyr 4,73
UAU – – 4,21

UAC GUA GUA 0,52

Val 2,30

GUU – AAC 1,53

GUA UAC – 0,74

GUG – – 0,03

GUC – – 0,00

Примечание. *— приведены данные только для аминокислот, для которых в митогеноме были обнаружены итРНК; 
** — при отсутствии в митохондриальном геноме тРНК и/или итРНК с соответствующим антикодоном в ячейке поставлен прочерк

Продолжение табл. 3

Сравнение ситуации с представленностью 
кодонов, для которых в митогеноме есть 
тРНК и итРНК, показало, что возможны са-
мые разные сочетания: тирозин и триптофан 
кодируются каждый двумя кодонами, при 
этом для каждой аминокислоты для одного 
из кодонов есть и тРНК, и итРНК, в то время 
как второй кодон, также использующийся в 
митохондриальных белок-кодирующих генах, 
не имеет ни нормальной тРНК, ни ее изофор-
мы. С другой стороны, обнаруживаются ситу-

ации, когда итРНК несут антикодон к кодону, 
для которого нет тРНК в стандартном наборе, 
но этот кодон используется в генах довольно 
часто, а иногда наиболее часто для кодиро-
вания конкретной аминокислоты (например, 
AUA, кодирующий метионин, или GUU, ко-
дирующий валин). 

В статье, посвященной митохондриальному 
геному A. fabae mordvilkoi и уже упоминавшей-
ся в этой работе [12], мы приводили модели 
вторичных структур всех обнаруженных тРНК. 
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Рис. 3. Вторичная структура изоформ тРНК митохондриального генома Aphis fabae mordvilkoi

Мы также провели моделирование возможных 
вторичных структур изоформ тРНК (рис. 3).

Было обнаружено, что итРНКЛиз, итРНКАсп, 
итРНКМет

(CAU), обе итРНКВал и итРНКТри облада-
ют правильной структурой клеверного листа. 
итРНКСер не обладает правильной структурой, 
но это, в целом, типично для сериновых тРНК, 
в том числе, входящих в нормальный набор ми-
тохондриальных транспортных РНК (см. [12]). 
Причем в случае лизина, серина и валина(ААС), 
это те самые итРНК, которые не имеют анало-
гов в стандартном наборе тРНК (см. табл. 3). 

Заключение
В митогеноме A. fabae mordvilkoi обнаружи-

вается сравнительно короткий некодирующий 
участок, соответствующий repeat-региону дру-

гих тлей, который, однако, не содержит про-
тяженных повторов. Control-регион A. fabae 
mordvilkoi включает повтор длиной 18 п. н., 
идентичный последовательности регуляторной 
шпильки, но лежащий ниже нее, ближе к кон-
цу регуляторной области. В митохондрии это-
го вида тлей присутствуют 10 изоформ тРНК, 
6 из которых образуют правильную структу-
ру клеверного листа, а 3 из этих 6 — имеют 
антикодон, соответствующий кодону, нередко 
встречающемуся в белок-кодирующих после-
довательностях митохондриального генома, 
для которых, однако, нет тРНК в стандартном 
наборе митохондриальных транспортных РНК. 

Работа поддержана грантом БРФФИ № 
Б17-081. 
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The analysis results of non-coding regions in the mitochondrial genome of Aphis fabae mordvilkoi are shown in this 
Article. It was found that the control-region carries a short repeat in 5´area, which is identical to the stem-loop structure 
typical for the D-loop region. The region known as the repeat-region does not have any tandem repeats longer than 14 
bp. There are 10 tRNA isoforms in the A. fabae mordvilkoi mitogenome. Six tRNA isoforms have a cloverleaf structure 
and three isoforms out of six have anticodons, which are not presented in tRNAs of the aphid mitochondrial genome. 
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Введение
Современное животноводство как в нашей 

стране, так и за рубежом развивается и совер-
шенствуется на основе достижений генетики 
и биотехнологии.

В настоящее время в селекционной работе со 
свиньями широко используются новые подхо-
ды, основанные на применении ДНК-маркеров 
признаков продуктивности этих животных. В 
отличие от методов традиционной селекции 
использование ДНК-маркеров позволяет про-
водить оценку животных непосредственно на 
уровне генотипа, что не требует использова-
ния сложных математических методов оценки 
генетического потенциала, направленных на 
вычленение из проявления признака его гене-
тической составляющей. 

При использовании ДНК-маркеров селек-
ционные решения в работе с животными мо-
гут приниматься в их раннем возрасте, что 
сокращает затраты на проведение оценки 
последних [1–3]. Из многообразия существу-
ющих генетических маркеров отобраны ген 
RYR-1, ассоциированный с индуцируемой 
стрессом злокачественной гипертермией, 
ген ESR эстрогенового рецептора, ген EPOR 
эритропоэтинового рецептора и ген PRLR 
пролактинового рецептора, детерминиру-
ющий проявление репродуктивных качеств 

свиней, анализ полиформизма которых игра-
ет важную роль в интенсификации селекци-
онного процесса, направленного не только 
на повышение эффективности селекции сви-
ней, но и на возможность  прогнозирования 
уровня количественных признаков в раннем 
возрасте [4–7].

В задачи исследований входило: 
– определить селекционно-генетические па-

раметры признаков продуктивности животных 
родительских форм;

– определить генетическую структуру стад 
животных родительских форм по желатель-
ным маркерам генов RYR1, ESR, EPOR, PRLR 
и ассоциацию данных генов с воспроизводи-
тельными качествами;

– определить селекционно-генетические па-
раметры признаков продуктивности животных 
родительских форм [3, 4];

– определить комплексное влияние генов на 
продуктивность животных [5, 6].

Материалы и методы
Исследования проводились на свиноводчес-

ком комплексе-репродукторе 1-го порядка 
на одну тысячу основных свиноматок «Рас-
сошное» Республиканского предприятия по 
племенному делу «ЖодиноАгроПлемЖЭли-
та» Смолевичского района Минской области. 
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Объектом исследования являлись животные 
пород ландрас и йоркшир импортной селекции.

У завезенных животных пород ландрас и 
йоркшир был изучен полиморфизм ряда ге-
нов. Анализ ДНК проводили в лаборатории 
гибридизации сельскохозяйственных живот-
ных РУП «НПЦ НАН Беларуси по животно-
водству». Для изучения полиморфизма генов 
RYR, ESR, EPOR, PRLR у исследуемых живот-
ных были взяты биопробы ткани уха, из кото-
рых выделена ДНК перхлоратным методом. 
Генотипирование свиней проводили методом 
ПЦР-ПДРФ [7–9]. 

ПЦР проводилась согласно T.Н. Short et al. 
с некоторыми изменениями температурных и 
временных профилей реакции: концентрация, 
нативность, подвижность ДНК, концентрация 
и специфичность амплифицированных фраг-
ментов генов.

Кормление свиней различных половозраст-
ных групп осуществлялось полнорационными 
комбикормами согласно действующим нор-
мам с учетом технологических особенностей 
содержания и использования отдельных про-
изводственных групп свиней в племенных 
предприятиях.

Биометрическая обработка полученных ма-
териалов исследований проведена по методу 
вариационной статистики по П.Ф. Рокицкому 
на персональном компьютере с использова-
нием пакета программы Microsoft Excel [10].

Результаты и их обсуждение
Использование генетических маркеров про-

дуктивности позволяет усовершенствовать 
генетический потенциал пород свиней и по-
вышает эффективность селекционной работы. 
Установлено, что причиной восприимчивости 
свиней к стрессу является точковая мутация в 
гене RYR1, представляющая собой транзицию 
цитозина на тимин в позиции 1843, что обуслав-
ливает, в свою очередь, синтез аргинина вместо 
цистеина в 615 позиции полипептидной цепи 
рианодин-рецепторного белка. На основании 
этих данных разработан генетический тест, по-
зволяющий выявлять аллельные варианты гена 
RYR1 (желательный аллель RYR1N и мутантный 
RYR1n) с помощью метода ПЦР-ПДРФ) [11, 12].

В результате генетического тестирования 
животных пород ландрас и йоркшир различ-
ных половозрастных групп (хряки-производи-

тели и свиноматки) по гену RYR1 идентифи-
цирован только один генотип свиней RYR1NN, 
особи стрессоустойчивые. Гетерозигот Nn 
RYR1 гена (стрессустойчивые скрытые носи-
тели) и стресс-чувствительных гомозигот nn 
RYR1 гена не выявлено. 

Таким образом, отсутствие в проанализи-
рованной выборке мутантного n-алеля гена 
RYR1, ассоциируемого со стрессовой чувстви-
тельностью животных пород ландрас и йорк-
шир, указывает на то, что в дальнейшем пол-
номасштабную молекулярно-генетическую 
диагностику всех животных можно не прово-
дить. С целью исключения распространения в 
популяции мутантного n-аллеля RYR1 гена, ас-
социированного со стресс-чувствительностью, 
достаточно проведения ДНК-диагностики сре-
ди используемых ремонтных хряков.

Репродуктивные признаки являются одними 
из наиболее важных в селекции свиней. Наи-
более тесная ассоциация с этими признаками 
была установлена для гена эстрогенового ре-
цептора (ESR). Этот ген кодирует альфа-рецеп-
тор эстрогенных гормонов, которые участву-
ют в регуляции активности репродуктивной 
системы самок [13].

Полиморфизм гена ESR обусловлен двумя 
транзициями 65A→G, 68Т→G. Сайтом узнава-
ния для рестриктазы AluI является последова-
тельность 5′CAG↓СТG-3. Только наличие двух 
SNP в сайте узнавания рестриктазой иденти-
фицирует B-аллель, а отсутствие диполимор-
физма (double polymorphism) — аллель А.

Анализ полученных результатов генетиче-
ского тестирования чистопородных живот-
ных породы ландрас и йоркшир позволил 
выявить частоты встречаемости аллелей гена 
ESR (табл. 1).

При изучении полиморфизма гена ESR у 
животных породы ландрас были выявлены 
все три генотипа ESRAA, ESRАВ, ESRВВ. У хря-
ков-производителей, как и у свиноматок, пре-
обладали гетерозиготы ESRАВ (53,3% и 52,0% 
соответственно).

 Гомозиготный ге нотип ESRAA встречался с 
частотой 33,4% у хряков-производителей, у 
свиноматок — 8,0%, генотип ESRBB — 13,3% 
и 40,0% соответственно. Частоты встречаемо-
сти аллелей ESRA и ESRB у исследуемых групп 
животных составили 0,60 и 0,34 и 0,40 и 0,60 
соответственно.  

Половозрастная группа
Кол-во

(n)
Частота встречаемости генотипов, % Частота аллелей, %

аллелей

АА АВ ВВ А В

Йоркшир

Хряки-производители 17 58,8 41,2 – 0,79 0,21

Свиноматки 24 12,5 66,7 20,8 0,46 0,54

Среднее – 35,6 54,0 10,4 0,63 0,37

Ландрас

Хряки-производители 15 33,4 53,3 13,3 0,60 0,40

Свиноматки 25 8,0 52,0 40,0 0,34 0,66

Среднее – 20,7 52,6 26,7 0,47 0,53
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тели и свиноматки) по гену RYR1 идентифи-
цирован только один генотип свиней RYR1NN, 
особи стрессоустойчивые. Гетерозигот Nn 
RYR1 гена (стрессустойчивые скрытые носи-
тели) и стресс-чувствительных гомозигот nn 
RYR1 гена не выявлено. 

Таким образом, отсутствие в проанализи-
рованной выборке мутантного n-алеля гена 
RYR1, ассоциируемого со стрессовой чувстви-
тельностью животных пород ландрас и йорк-
шир, указывает на то, что в дальнейшем пол-
номасштабную молекулярно-генетическую 
диагностику всех животных можно не прово-
дить. С целью исключения распространения в 
популяции мутантного n-аллеля RYR1 гена, ас-
социированного со стресс-чувствительностью, 
достаточно проведения ДНК-диагностики сре-
ди используемых ремонтных хряков.

Репродуктивные признаки являются одними 
из наиболее важных в селекции свиней. Наи-
более тесная ассоциация с этими признаками 
была установлена для гена эстрогенового ре-
цептора (ESR). Этот ген кодирует альфа-рецеп-
тор эстрогенных гормонов, которые участву-
ют в регуляции активности репродуктивной 
системы самок [13].

Полиморфизм гена ESR обусловлен двумя 
транзициями 65A→G, 68Т→G. Сайтом узнава-
ния для рестриктазы AluI является последова-
тельность 5′CAG↓СТG-3. Только наличие двух 
SNP в сайте узнавания рестриктазой иденти-
фицирует B-аллель, а отсутствие диполимор-
физма (double polymorphism) — аллель А.

Анализ полученных результатов генетиче-
ского тестирования чистопородных живот-
ных породы ландрас и йоркшир позволил 
выявить частоты встречаемости аллелей гена 
ESR (табл. 1).

При изучении полиморфизма гена ESR у 
животных породы ландрас были выявлены 
все три генотипа ESRAA, ESRАВ, ESRВВ. У хря-
ков-производителей, как и у свиноматок, пре-
обладали гетерозиготы ESRАВ (53,3% и 52,0% 
соответственно).

 Гомозиготный ге нотип ESRAA встречался с 
частотой 33,4% у хряков-производителей, у 
свиноматок — 8,0%, генотип ESRBB — 13,3% 
и 40,0% соответственно. Частоты встречаемо-
сти аллелей ESRA и ESRB у исследуемых групп 
животных составили 0,60 и 0,34 и 0,40 и 0,60 
соответственно.  

Половозрастная группа
Кол-во

(n)
Частота встречаемости генотипов, % Частота аллелей, %

аллелей

АА АВ ВВ А В

Йоркшир

Хряки-производители 17 58,8 41,2 – 0,79 0,21

Свиноматки 24 12,5 66,7 20,8 0,46 0,54

Среднее – 35,6 54,0 10,4 0,63 0,37

Ландрас

Хряки-производители 15 33,4 53,3 13,3 0,60 0,40

Свиноматки 25 8,0 52,0 40,0 0,34 0,66

Среднее – 20,7 52,6 26,7 0,47 0,53

Среди хряков породы йоркшир не выявлены 
особи генотипа ESRBB. При этом соотношение 
двух других генотипов ESRAA и ESRAB состави-
ли у хряков 58,8% и 41,2%, у свиноматок — 
12,5% и 66,7% соответственно. В популяции 
свиноматок концентрация гомозиготного гено-
типа ESRBB составила 20,8%. Частота встреча-
емости аллелей ESRA и ESRB у хряков и свино-
маток породы йоркшир составили 0,79 и 0,46 
и 0,21 и 0,54 соответственно.

Перспективным приемом повышения вос-
производительных качеств свиней является 
использование ДНК-маркеров плодовито-
сти. Особенность воспроизводства поголо-
вья в свиноводстве основана на биологиче-
ской способности свиней к многоплодию и 
выкармливанию поросят, которая обуслов-
лена действием сложных гуморальных и 
физиологиче ских процессов и регулируется 
действием комплекса генов, одним из кото-
рых является ген PRLR. 

Рецептор пролактина — это специфиче-
ский рецептор гормона передней доли ги-
пофиза — пролактина (PRLR), который в 
организме млекопитающих участвует в ре-
гуляции роста, метаболизма и размножения. 
Ген PRLR у свиней картирован на хромосоме 
16 (SSC16). Полиморфизм обусловлен ну-
клеотидной заменой G→А, которая приво-
дит к аминокислотной замене 597GeY→Ser. 
Сайтом узнавания для рестриктазы ALu1 
является последовательность 5′-АG↓СТ-3′. 

При наличии двух сайтов узнавания иден-
тифицируется А-аллель гена PRLR. Если же 
отсутствует один из сайтов, то идентифици-
руется аллель В [14]. 

Проведение селекции, направленной на раз-
ведение животных с предпочтительными гено-
типами, позволит до 18% увеличить многопло-
дие маток и до 16,8% — воспроизводительную 
функцию хряков-производителей. В связи с 
этим большой интерес представляет изучение 
полиморфизма гена PRLR. В результате прове-
денных исследований у животных пород лан-
драс и йоркшир выявлен полиморфизм гена 
PRLR, представленный двумя аллелями — А 
и В, а также выявлены все три генотипа — 
АА, АВ и ВВ гена пролактинового рецептора. 
Анализ генетической структуры выборки жи-
вотных породы ландрас выявил, что частота 
встречаемости желательного генотипа PRLRAА 

составила 52,2% у свиноматок и 40,3% у хря-
ков-производителей, и аллеля PRLRA — 0,70 
и 0,63 соответственно. У животных породы 
йоркшир процент встречаемости животных 
с генотипом PRLRAА находился в пределах от 
4,2 у свиноматок до 6,1 у хряков-производи-
телей (табл. 2). 

Проведена ДНК-идентификация животных 
пород ландрас и йоркшир по гену эритропо-
этинового рецептора (EPOR), полиморфизм 
которого ассоциирован с размером матки и, 
соответственно, размером гнезда при рожде-
нии — многоплодием.

Таблица 1 
Частоты генотипов и аллелей гена ESR у животных пород ландрас и йоркшир
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ДНК-типирование животных на выявление 
предпочтительного генотипа гена эритропоэ-
тинового рецептора EPOR у свиноматок по-
зволяет повысить количество зрелых яйце-
клеток на 3,2% и увеличить многоплодие на 
0,62 поросенка.

Данный ген локализован на второй хро-
мосоме. Его полиморфизм обусловлен точ-
ковой мутацией, обнаруженной в интроне 
4 (тимин→цитозим). Белок EPOR кодирует-
ся геном рецептора эритропоэтина, основная 
роль которого сводится к стимуляции эритро-
идных клеток — предшественников эритроци-
тов. Механизм запуска экспрессии гена EPOR 
связан со стимуляцией передачи сигнала от 
клеточной мембраны к ядру активирующего 
в частности транскрипцию эритроид-спец-
ифичного гена GATA′2 [15].

В геномах протестированных животных вы-
явлено два аллеля: аллель дикого типа EPORC 

и мутантный Т-аллель. Идентифицированы 
гомозиготный по мутантному аллелю гено-
тип EPORTT, гетерозиготный генотип EPORCT 

(скрытые носители мутантного аллеля) и го-
мозиготный генотип EPORCC.

При изучении генетической структуры вы-
борки особей из популяции на межпородном 
уровне выявлены значительные колебания ча-
стот встречаемости мутантного аллеля EPORT 

среди животных пород ландрас и йоркшир. 
Наибольшей средней частотой встречаемости 

аллеля EPORT характеризовались животные 
породы ландрас — 0,55, у животных породы 
йоркшир — 0,29 (табл. 3).

При проведении оценки частот встречаемо-
сти предпочтительного Т-аллеля среди раз-
личных половозрастных групп исследуемых 
пород установлено, что наименьшую концен-
трацию аллеля EPORT имели животные по-
роды йоркшир: от 0,23 у свиноматок, до 0,35 
у хряков-производителей. У породы ландрас 
частота встречаемости этого аллеля состави-
ла 0,52 и 0,57 соответственно. По локусу гена 
EPOR в исследуемой группе свиней породы 
ландрас половина животных имели гетерози-
готный генотип EPORCT: хряки-производите-
ли — 45,3%, свиноматки — 54,9%, у животных 
породы йоркшир — 67,3% и 46,4% соответ-
ственно. Среди животных породы йоркшир 
гомозиготный генотип EPORTT не выявлен.

Полученные результаты генотипирования 
позволили определить генетическую структу-
ру выборки свиней по генам RYR, ESR, EPOR 
и PRLR, установить предпочтительные и не-
желательные аллели, что делает возможным их 
использование для установления взаимосвязи 
данных генов с продуктивными качествами 
свиней пород ландрас и йоркшир.

Результаты исследований ассоциации гена 
ESR с показателями репродуктивных качеств 
свиноматок исследуемых пород представлены 
в табл. 4.

Половозрастная группа Кол-во,
(n)

Частота генотипов, % Частота аллелей, %

ТТ СТ СС Т С

Ландрас

Свиноматки 25 25,7 54,9 19,4 0,52 0,48

Хряки-производители 15 28,4 45,3 26,3 0,57 0,43

Среднее – 27,1 50,1 22,8 0,55 0,45

Йоркшир

Свиноматки 24 – 46,4 53,6 0,23 0,77

Хряки-производители 17 – 67,3 32,7 0,35 0,65

Среднее – – 56,9 43,1 0,29 0,71

Половозрастная группа  Кол-во  
(n)

Частота генотипов, % Частота аллелей,%

АА АВ ВВ А В

Ландрас

Свиноматки 25 52,2 35,8 12,0 0,70 0,30

Хряки-производители 15 40,3 46,7 13,0 0,63 0,37

Среднее – 46,3 41,2 12,5 0,68 0,32

Йоркшир

Свиноматки 24 4,2 87,5 8,3 0,48 0,52

Хряки-производители 17 6,1 86,7 7,2 0,50 0,50

Среднее – 5,2 87,1 7,7 0,49 0,51

Таблица 2
Частоты генотипов и аллелей PRLR гена в анализируемой выборке животных пород 

ландрас и йоркшир
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аллеля EPORT характеризовались животные 
породы ландрас — 0,55, у животных породы 
йоркшир — 0,29 (табл. 3).

При проведении оценки частот встречаемо-
сти предпочтительного Т-аллеля среди раз-
личных половозрастных групп исследуемых 
пород установлено, что наименьшую концен-
трацию аллеля EPORT имели животные по-
роды йоркшир: от 0,23 у свиноматок, до 0,35 
у хряков-производителей. У породы ландрас 
частота встречаемости этого аллеля состави-
ла 0,52 и 0,57 соответственно. По локусу гена 
EPOR в исследуемой группе свиней породы 
ландрас половина животных имели гетерози-
готный генотип EPORCT: хряки-производите-
ли — 45,3%, свиноматки — 54,9%, у животных 
породы йоркшир — 67,3% и 46,4% соответ-
ственно. Среди животных породы йоркшир 
гомозиготный генотип EPORTT не выявлен.

Полученные результаты генотипирования 
позволили определить генетическую структу-
ру выборки свиней по генам RYR, ESR, EPOR 
и PRLR, установить предпочтительные и не-
желательные аллели, что делает возможным их 
использование для установления взаимосвязи 
данных генов с продуктивными качествами 
свиней пород ландрас и йоркшир.

Результаты исследований ассоциации гена 
ESR с показателями репродуктивных качеств 
свиноматок исследуемых пород представлены 
в табл. 4.

Половозрастная группа Кол-во,
(n)

Частота генотипов, % Частота аллелей, %

ТТ СТ СС Т С

Ландрас

Свиноматки 25 25,7 54,9 19,4 0,52 0,48

Хряки-производители 15 28,4 45,3 26,3 0,57 0,43

Среднее – 27,1 50,1 22,8 0,55 0,45

Йоркшир

Свиноматки 24 – 46,4 53,6 0,23 0,77

Хряки-производители 17 – 67,3 32,7 0,35 0,65

Среднее – – 56,9 43,1 0,29 0,71

Примечание. * — p ≤ 0,05; ** — p ≤ 0,01; *** — p ≤ 0,001

Таблица 3  
Частоты генотипов и аллелей EPOR гена в выборке животных пород ландрас и йоркшир

Таблица 4  
Продуктивность свиноматок пород ландрас и йоркшир в зависимости от полиморфизма 

гена ESR

Показатели
Генотипы животных  ESR гена

АА АВ ВВ

Йоркшир

Количество маток, голов 3 16 5

Многоплодие, гол. 11,6 ± 0,3 12,1 ± 0,1 12,5 ± 0,2*

Молочность, кг 55,7 ± 1,2 58,5 ± 0,6 60,7 ± 1,0**

Масса гнезда при рождении, кг 17,0 ± 0,3 17,0 ± 0,2 17,6 ± 0,5

Количество поросят при отъеме, гол. 10,4 ± 0,1 10,6 ± 0,09 11,5 ± 0,2**

Масса гнезда при отъеме в 35 дней, кг 90,3 ± 2,7 91,0 ± 1,52 94,0 ± 1,52

Сохранность, % 89,7 87,6 92,0

Ландрас

Количество маток, голов 2 13 10

Многоплодие, гол. 11,8 ± 0,50 12,5 ± 0,50 12,9 ± 0,40*

Молочность, кг 51,4 ± 2,50 55,3 ± 0,87 58,2 ± 1,18*

Масса гнезда при рождении, кг 17,2 ± 0,44 16,6 ± 0,23 16,7 ± 0,53

Количество поросят при отъеме, гол. 10,0 ± 0,1 10,8 ± 0,2 11,8 ± 0,1***

Масса гнезда при отъеме в 35 дней, кг 89,6 ± 0,40 94,4 ± 0,68 100,0 ± 0,53***

Сохранность, % 84,7 86,4 91,5
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Анализ данных показал, что свиноматки 
породы йоркшир генотипа ESRBB (предпочти-
тельный) превосходили свиноматок генотипов 
ESRAB и ESRAA по многоплодию на 0,4 и 0,9 
гол., или 3,3% и 7,8%, молочности — на 2,2 и 
5,0 кг, или 3,8 и 9,0%, массе гнезда при рожде-
нии — на 0,6 кг, или 3,5%, сохранности — на 
2,3 и 4,4 п. п.

Данные по породе ландрас свидетельству-
ют о том, что животные генотипа ESRAA усту-
пали своим сверстникам с генотипами ESRAB 

и ESRBB по массе гнезда при отъеме на 4,8 и 
10,4 кг, или 5,1 и 10,4%, по сохранности — на 
1,7 и 6,8 п. п. и молочности — на 3,9 и 6,8 кг, 
или 7,1 и 11,7%, соответственно. Особи с го-
мозиготным генотипом ESRBB обладали пре-
восходством по многоплодию над живот-
ными с гомозиготным генотипом ESRAA на 
1,1 гол. (9,3%) и гетерозиготным генотипом 

ESRAB — на 0,4 гол. (3,2%). По массе гнезда 
при рождении лучшие показатели были у сви-
номаток с генотипом ESRAA: на 0,6 и 0,5 кг, 
чем у маток с генотипами ESRAB и ESRBB соот-
ветственно. Однако по сохранности поросят 
к отъему предпочтительными генотипами яв-
ляются ESRBB (91,5%) и ESRAB (86,4%). 

Сравнительные исследования свиноматок 
породы ландрас с разными генотипами PRLR 
показали, что по многоплодию отличались 
особи, несущие в своем геноме А-аллель гена 
PRLR (11,5–13,0 поросят). Они превосходили 
сверстниц с генотипом ВВ по этому показа-
телю на 0,7–2,2 головы (табл. 5). Однако при 
рождении более крупные были поросята, не-
сущие в своем геноме В-аллель (1,24–1,30 кг), 
которые превосходили по этому показателю 
анало гов с генотипом АА на 0,12–0,18 кг. По 
количеству поросят и массе гнезда при отъеме 

Таблица 5
Репродуктивные качества свиноматок пород йоркшир и ландрас в зависимости от генотипа 

по гену PRLR

Примечание. * — р ≤ 0,05; ** — р ≤ 0,01

Показатели
Генотипы животных PRLR гена

АА АВ ВВ

Ландрас

Количество маток, голов 13 9 3

Многоплодие, гол. 13,0 ± 0,54* 11,5 ± 0,42 10,8 ± 0,32

Молочность, кг 64,9 ± 11,32** 55,5 ± 1,21 53,2 ± 1,28

Масса гнезда при рождении, кг 14,6 ± 0,69 14,3 ± 0,58 14,1 ± 0,89

Количество поросят при отъеме, гол. 12,0 ± 0,19** 10,5 ± 0,16 10,0 ± 0,20

Масса гнезда при отъеме в 35 дней, кг 104,3 ± 2,2* 101,3 ± 6,5 98,2 ± 1,28

Сохранность, % 92,3 91,3 92,6

Йоркшир

Количество маток, голов 1 21 2

Многоплодие, гол. 12,5 12,0 ± 0,2 11,8 ± 0,2

Молочность, кг 59,6 54,7 ± 1,1 54,4 ± 0,9

Масса гнезда при рождении, кг 16,2 16,9 ± 0,3 16,8 ± 0,4

Количество поросят при отъеме, гол. 11,6 10,6 ± 0,2 10,5 ± 0,1

Масса гнезда при отъеме в 35 дней, кг 107,1 99,1 ± 2,2 98,8 ± 1,9

Сохранность, % 92,8 89,4 89,2
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имели превосходство животные с генотипа-
ми АА (12,0 голов и 104,3 кг) и АВ (10,5 го-
лов и 101,3 кг), что несколько выше, чем у 
аналогов с генотипом ВВ на 0,5–2,0 головы 
и 3,1–6,1 кг (р ≤ 0,05, р ≤ 0,01). Сохранность 
гнезда к моменту отъема у животных с раз-
ными генотипами уменьшалась в следующем 
порядке ВВ>АА>АВ. Аналогичная ситуация 
по продуктивным качествам прослеживалась 
и у животных в породе йоркшир. Из 24 про-
тестированных животных 21 голова унас-
ледовали гетерозиготный генотип АВ, у ко-
торых многоплодие составило 12,0 голов, 
молочность — 54,7 кг, масса гнезда при рож-
дении — 16,9 кг, количество поросят и мас-
са гнезда при отъеме — 10,6 голов и 99,1 кг, 
сохранность — 89,4%. Выборка животных-
носителей гомозиготных генотипов АА и ВВ 
по данному гену была незначительна, однако 
следует отметить положительную тенденцию 
по увеличению репродуктивных качеств сви-
номаток генотипа АА.

Для селекционного процесса важно также 
установить количество и качество спермопро-
дукции хряков-производителей разных геноти-
пов гена PRLR (табл. 6). Выявлено, что данный 
ген у хряков стимулирует функцию придаточ-
ных половых желез, что способствует увеличе-
нию объема эякулята и выживаемости спермиев.

Изучаемые показатели спермопродукции 
хряков характеризуются высокими коэффици-

ентами вариабельности, что свидетельствует о 
значительных индивидуальных особенностях 
производителей в данной выборке.

Установлено, что в анализируемой выбор-
ке большинство животных по гену пролак-
тинового рецептора в обеих породах имеют 
гетерозиготный генотип АВ (у йоркшира — 
у 15 особей из 17 проанализированных, у 
ландраса — у 7 из 15 хряков). Однако следу-
ет отметить, что более высокие качественные 
показатели спермы обеих пород были у хря-
ков с генотипом АА гена PRLR: объем эякуля-
та — 268 и 281 мл, концентрация спермиев — 
0,20 и 0,21 млн/мл, количество спермиев в 
эякуляте — 42,5 и 44,7 млрд соответственно.

Количество животных в породе йоркшир с 
генотипами АА и ВВ гена PRLR достаточно 
малое, а при анализе, очевидно, большое вли-
яние на показатели спермопродукции имели 
индивидуальные особенности животных.

Анализ показателей спермопродукции при-
зводителей в породе ландрас различных гено-
типических групп показал, что хряки генотипа 
PRLRAA превосходили хряков геноти па PRLRBB 

по объему эякулята на 19 мл, или 7,6%, по ко-
личеству спермиев в эякуляте — на 3,3 млрд, 
или 8,4%. По концентрации спермиев раз-
личий не выявлено, данный показатель на-
ходился на уровне 0,20 млрд/мл, а у живот-
ных-носителей гетерозиготного генотипа 
АВ — 0,18 млрд/мл.

Таблица 6
Ассоциация гена пролактинового рецептора с качественными показателями спермы хряков

Примечание. * — p ≤ 0,05; ** — p ≤ 0,01

Генотип
Количество
животных,

гол.
Объем эякулята, мл Концентрация

спермиев, млрд/мл
Количество спер миев

в эякуляте, млрд

Йоркшир

АА 1 281 0,21 44,7

АВ 15 268 ± 54,2 0,19 ± 0,011 34,8 ± 7,2

ВВ 1 230 0,16 27,1

Ландрас

АА 6 268 ± 47,2 0,20 ± 0,015 42,5 ± 11,3**

АВ 7 249 ± 51,6 0,20 ± 0,022 39,2 ± 6,5**

ВВ 2 210 ± 54,3 0,18 ± 0,018 21,4 ± 3,2
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Результаты проведенных исследований ас-
социации полиморфных вариантов гена EPOR 
с продуктивностью свиноматок представлены 
в табл. 7. Установлено, что наибольшее коли-
чество животных породы ландрас по поли-
морфным вариантам гена EPOR имело гете-
розиготный генотип EPORCT. Свиноматки 
генотипа EPORTT превосходили свиноматок 
генотипа EPORCC по многоплодию на 1,3 гол., 
или 12,4%, а среди свиноматок генотипов 
EPORCT и EPORCC данная разница составила 
0,5 головы, или 4,8%, соответственно. Также 
выявлена тенденция положительного влияния 
генотипа свиней EPORTT в сравнений со сви-
номатками генотипа EPORCC на такие показа-
тели репродуктивных качеств, как молоч-
ность 2— ,8 кг, или 5,4%, количество поросят 
к отъему — на 1,3 гол., или 13,7%, массу гнез-

да при отъеме — на 3,3 кг, или 3,6%, сохран-
ность поросят — 2,1 п. п. Положительная ди-
намика анализируемых показателей отмечена 
и среди свиноматок генотипа EPORCT.

Что касается свиноматок породы йоркшир 
гетерозиготного генотипа EPORCT, была уста-
новлена тенденция увеличения численности 
поросят при рождении на 0,6 голов в сравне-
нии с матками генотипа EPORCC (р ≤ 0,05).

Также установлено, что масса гнезда при 
рождении, в 21 день и при отъеме у свино-
маток гетерозиготного генотипа EPORCT бы-
ла выше на 1,9, 0,5 и 6,7 кг соответственно, а 
сохранность поросят к отъему — на 7,4 про-
центных пункта, чем у свиноматок генотипа 
EPORCC (р ≤ 0,05; р ≤ 0,01). Животных, носи-
телей генотипа ТТ EPOR гена в породе йорк-
шир не выявлено.

Показатели
Генотипы животных EPOR гена

ТТ CT СС

Ландрас

Количество маток, голов 6 14 5

Многоплодие, гол. 11,8 ± 0,23** 11,0 ± 0,19 10,5 ± 0,13

Молочность, кг 54,7 ± 1,03 54,1 ± 0,90 51,9 ± 1,40

Масса гнезда при рождении, кг 16,5 ± 0,40 17,2 ± 0,26* 15,6 ± 0,34

Количество поросят при отъеме, гол. 10,8 ± 0,13* –10,0 ± 0,17 9,5 ± 0,07

Масса гнезда при отъеме в 35 дней, кг 94,6 ± 1,59* 89,3 ± 2,65 91,3 ± 2,16

Сохранность, % 91,5 90,9 90,5

Йоркшир

Количество маток, голов – 11 13

Многоплодие, гол. – 12,2 ± 0,31* 11,6 ± 0,31

Молочность, кг – 54,9 ± 0,72 54,4 ± 1,61

Масса гнезда при рождении, кг – 18,0 ± 0,34** 16,1 ± 0,29

Количество поросят при отъеме, гол. – 11,0 ± 0,09** 9,6 ± 0,28

Масса гнезда при отъеме в 35 дней, кг – 97,0 ± 1,52** 90,3 ± 1,68

Сохранность, % – 90,2 82,8

Таблица 7
Ассоциация полиморфных вариантов EPOR гена с продуктивностью свиноматок

Примечание. * — p ≤ 0,05; ** — p ≤ 0,01
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Заключение
Созданы селекционные стада финальных 

родительских свинок пород ландрас и йорк-
шир, обладающих высокими репродуктивны-
ми качествами. 

Изучена генетическая структура выборки 
животных пород йоркшир и ландрас по генам 
RYR, ESR, EPOR, PRLR. Выявлены животные 
с частотой встречаемости предпочтительных 
генотипов в выборке животных пород йорк-
шир и ландрас в среднем составляет: RYR1NN 

(100%), ESRBB (10,4–26,7%), PRLRAA (5,2–
46,3%), EPORTT (27,1%).

Установлено превосходство свиней обеих 
пород указанных предпочтительных геноти-
пов по показателям многоплодия и молочнос-
ти соответственно на 7,8–9,3% и 9,0–13,2%; 
5,9–20,4% и 10,0–21,0%, а также 12,4% и 5,4%. 
Выявлено превосходство свиноматок пород 
ландрас и йоркшир генотипа ESRBBRYR1NN 

над животными с генотипом ESRAARYR1NN 

по количеству поросят к отъему на 9,0–10,5% 
соответственно. 

Таким образом, использование животных с 
желательными генотипами и элиминация не-
желательных генотипов позволяет повысить 
и удержать на высоком уровне продуктивные 
качества животных.
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Breeding herds of final parental forms in the amount of 87 heads of the parent pig (YxL) and 76 heads (LxY) have 
been formed. The genetic structure of Landrace and Yorkshire breed samples has been studied by RYR1, ESR, EPOR 
and PRLR genes. Animals with the preferred genotypes RYR1NN (100%), ESRBB (10.4–26.7%), PRLRAA (5.2–46.3%), 
and EPORTT (27.1%) associated with higher productivity indices have been detected. The dominance of pigs with 
ESRBB, PRLRAA, and EPORTT genotypes by prolificacy and milk producing ability indices over the animals with other 
genotypes by 7.8–9.3% and 9.0–13.2%, 5.9–20.4% and 10.0–21.0%, 12.4% and 5.4%, respectively, has been established. 
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Введение
Дикий кабан становится ключевым видом 

многих европейских экосистем по причине 
стремительного увеличения численности в 
большинстве стран Европы [1]. Например, в 
соседней Польше поголовье дикого кабана уд-
воилось в течение 15 лет — с 118 000 особей в 
2000 году до 264 000 особей в 2015 году [2]. В 
настоящее время этот вид достигает в Европе 
почти четырех миллионов особей и уже счита-
ется вредителем во многих регионах, оказывая 
влияние не только на экосистемы, но и на мест-
ную экономику. Действительно, дикий кабан 
может вызвать обширные повреждения сельско-
хозяйственных культур, лесных угодий и рас-
тительности пастбищ, а также провоцировать 
столкновения транспортных средств и другие 
проблемы в урбанизированных регионах [3, 4].

Домашний аналог дикого кабана — сви-
нья домашняя — считается одним из самых 
ценных одомашненных животных, имеющих 
важное экономическое значение. Приручение 
способствовало появлению новых фенотипи-
ческих и поведенческих признаков у одомаш-

ненных животных по сравнению с их дикими 
предками, тем не менее между кабаном и сви-
ньей домашней в Европе сохранилось тесное 
генетическое сходство [5–8]. Дикий кабан мо-
жет свободно скрещиваться с домашними сви-
ньями в естественных условиях с рождением 
плодовитого потомства. В настоящее время 
интрогрессия генов свиньи домашней в гено-
фонд диких кабанов подтверждена многими 
исследованиями и не оспаривается [9–11]. 

Активно обсуждаемыми аспектами остаются 
количественная оценка уровня интрогрессии 
«домашних» генов, причины гибридизации, 
наличие обратного потока генов от диких к до-
машним животным, физиологические, экологи-
ческие и т. п. последствия взаимной интрогрес-
сии генов между дикой и домашней формами. 
Предполагается, что генетическая интрогрес-
сия от домашних свиней в генофонд диких ка-
банов, показанная рядом авторов [12, 13], может 
быть причиной возникновения различных по-
веденческих и физиологических эффектов (на-
пример, изменения репродуктивных моделей), 
поскольку изменяет такие видовые характери-
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Методом ПЦР-ПДРФ исследован полиморфизм генов MC1R и NR6A1 у дикого кабана (n= 719) и свиньи до-
машней (n = 304, 6 пород). Уровень интрогрессии «домашних» генов в исследованной выборке дикого каба-
на по сайту c.367G>A гена MC1R составил 6,8 ± 0,9%; по сайту c.729G>A полиморфизм не выявлен. По гену 
NR6A1 уровень гибридизации составил 1,5 ± 0,5%. Породы белорусская мясная, ландрас, йоркшир, белорусская 
крупная белая относятся к свинье домашней типа А (ген MC1R). Для 12,5% особей породы дюрок установлен 
нетипичный для породы тип А. Порода белорусская черно-пестрая на 80% представлена типом А, на 5% — ти-
пом В и на 15% – типом А/В. В породах белорусская крупная белая и черно-пестрая выявляются аллели дикого 
типа, что может свидетельствовать об обратной интрогрессии генов — от дикого кабана к свиньям домашним. 
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стики дикого кабана, как скорость размножения 
и его иммунные реакции [10, 11]. 

В условиях отсутствия естественных хищ-
ников основным фактором, сдерживающим 
рост численности кабана, является охота. Не-
законная охота, в том числе на кабана, относит-
ся к правонарушениям, за которые субъекты 
незаконной охоты несут административную, 
уголовную и иную ответственность в соответ-
ствии с законодательными актами. При этом с 
неизбежностью должен быть установлен сам 
факт добычи дикой (свободно живущей) особи, 
что в условиях повсеместного распростране-
ния мясопродуктов из свиньи домашней пред-
ставляет непростую задачу для судебных экс-
пертов. Для генов MCR1 и NR6A1 ранее было 
показано наличие устойчивых различий между 
дикими и домашними формами кабана, что по-
зволяет использовать их как ДНК-маркеры при 
дифференциации биологических образцов ди-
кого кабана и домашней свиньи [14]. 

В данной работе проведено сравнительное 
исследование полиморфизма генов MCR1 и 
NR6A1 в популяциях дикого кабана и в вы-
борках пород свиньи домашней, обитающих/
разводимых на территории Республики Бе-
ларусь. Прикладной задачей исследования 
являлось выявление молекулярных различий 
данных генов, достаточных для дифференци-
ации биологических образцов свиней по типу 
«дикий»/«домашний», в ходе их судебно-экс-
пертного исследования в Республике Беларусь.

Ген MC1R (the melanocortin-1 receptor, NCBI 
Gene ID 494018), отвечающий за выработку 
меланина, у дикого кабана и свиньи домашней 
хорошо изучен на молекулярном уровне. Бы-
ло показано, что фенотипическое проявление 
основных идентифицированных аллелей гена 
MC1R связано с различной окраской волосяно-
го покрова и кожи животных (черной, пятни-
стой, рыжей); анализ последовательности гена 
позволил выявить несколько дополнительных 
аллельных вариантов [15].

Дикий тип аллелей гена MC1R идентифициру-
ется исключительно у диких кабанов, в то время 
как у свиней домашних имеются другие вариан-
ты аллелей, отличные от дикого типа [16].

Другим признаком, который отличает диких 
кабанов и европейские промышленные по-
роды свиней, является число позвонков: 19 у 
кабана и 21–23 у представителей современ-

ных пород. Мутантный аллель гена NR6A1(the 
nuclear receptor subfamily 6, group A, member 1, 
NCBI Gene ID 100038028) обнаружен у боль-
шинства европейских промышленных пород 
свиней, тогда как в популяции диких кабанов 
выявляется только аллель дикого типа. 

Гены MC1R и NR6A1 влияют на фенотипиче-
ски выраженные признаки — цвет шерсти и ко-
личество позвонков у Sus scrofa, соответствен-
но, в связи с чем оба гена были подвергнуты 
длительному жесткому отбору как во время 
приручения, так и в природе. Например, маски-
ровочный окрас в естественной среде обеспе-
чивал большие шансы на выживание [15, 17]. 

Материалы и методы
Исследование полиморфизма генов MC1R 

и NR6A1 у дикого кабана проводили на осно-
ве коллекционных образцов мышечной и/или 
хрящевой ткани животных. Коллекция образ-
цов диких животных была сформирована в 
осенне-зимние охотничьи сезоны 2010–2011 гг. 
при содействии Министерства лесного хозяй-
ства Республики Беларусь, Республиканского 
государственного общественного объединения 
«Белорусское общество охотников и рыболо-
вов» и Государственной инспекции охраны жи-
вотного и растительного мира при Президенте 
Республики Беларусь во исполнение поручения 
Совета министров № 06/226-189 от 07 июня 
2010 г. Выборка диких кабанов представляла 
собой в общей сложности 719 образцов из раз-
личных регионов Республики Беларусь (рис. 1).

Коллекция образцов ДНК свиньи домашней 
(n = 304, 6 пород: белорусская крупная белая, 
белорусская мясная, белорусская черно-пе-
страя, йоркшир, ландрас, дюрок) предостав-
лена РУП «Научно-практический центр НАН 
Беларуси по животноводству».

ДНК из образцов мышечной и хрящевой 
ткани диких кабанов выделяли по общеприня-
той методике, основанной на высвобождении 
нуклеиновых кислот в ходе инкубации образ-
цов при 37 °С в течение 18–20 часов в лизиру-
ющем буфере, содержащем 2% додецилсуль-
фата натрия (SDS), 20 мM Tris-HCl, 100 мM 
NaCl, 20 мM EDTA, pH 7,5 и протеиназу К в 
конечной концентрации 50 мкг/мл. Очистку 
препарата ДНК проводили с использованием 
силикагеля по методике, описанной в работе 
Boom R и др. [18].
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Дифференциацию биологических образцов 
по происхождению от диких или домашних 
особей кабана проводили на основе различий 
длин фрагментов, полученных при рестрик-
ции продуктов амплификации генов MC1R или 
NR6A1(полиморфизм длины рестрикционных 
фрагментов, ПЦР-ПДРФ) [14].

Для амплификации участков генов MC1R и 
NR6A1использовали 10 мМ Трис-HCl буфер 
рН 8,8, содержащий 50 мМ KCl, 0,08% Nonidet 
P40, 3,0 мМ MgCl2, 0,2 мМ каждого из дезок-
синуклеозидтрифосфатов (дАТФ, дТТФ, дГТФ, 
дЦТФ), 0,08 мкМ каждого из пары праймеров, 
0,2 ед. SynTaq-полимеразы (ООО «Синтол», 
РФ) и 10 нг ДНК; конечный объем смеси со-
ставил 15 мкл. Реакцию проводили в контро-
лируемых температурных условиях на тер-
моциклере iCycler Thermal Cycler (Bio-Rad 
Laboratories, Inc., США) в следующем режиме: 
инициальная денатурация — 95 оС, 15 с; ампли-
фикация — 35 циклов [денатурация 95 оС, 5 с; 
отжиг праймеров 56 оС, 20 с, элонгация 72 оС, 
40 с]; финальная элонгация — [72 оС, 300 с]. 
Эффективность ПЦР контролировали гель-
электрофорезом в 2,0% агарозном геле.

В работе использовали олигонуклеотиды, 
смоделированные при помощи онлайн-серви-

са NCBI/Primer-BLAST© (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/tools/primer-blast/). Информация об ус-
ловиях экспериментального исследования по-
лиморфных вариантов генов MC1R и NR6A1 
методом ПЦР-ПДРФ представлена в табл. 1.

Реакцию рестрикции проводили в трех от-
дельных пробирках с использованием эндону-
клеазы рестрикции BspHI для сайта c.367G>A 
гена MC1R, эндонуклеазы рестрикции BstUI 
для сайта c.729G>A гена MC1R и эндонуклеазы 
рестрикции MspI для сайта g.299084751C>T ге-
на NR6A1 согласно протоколам производителя 
(Thermo Scientific Fermentas, EU — для BspHI 
и BstUI; NEB, США — для MspI) с модифика-
циями при 37 °С в течение 2 часов. Регистра-
цию результатов рестрикции осуществляли 
путем разделения полученных фрагментов в 
8% полиакриламидном геле в течение 1,5–2,5 
часов при постоянном напряжении 220 V с 
последующей детекцией флуоресценции ком-
плекса ДНК с интеркалирующим красителем 
(бромистый этидий) в ультрафиолетовом свете.

Cтатистический анализ был проведен с ис-
пользованием программы SPSS v.20.0 (IBM, 
США). С помощью критерия χ2 было опреде-
лено соответствие частот встречаемости алле-
лей закону Харди-Вайнберга.

Рис. 1. Места сбора образцов дикого кабана (административные районы); цифрами обозначено количество  
исследованных образцов кабана
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Результаты и обсуждение
Проблема дифференциации биологических 

образцов диких и домашних свиней первона-
чально вытекала из необходимости контроля 
качества мясопродуктов. Мясо дикого кабана 
по своим свойствам (низкое содержание жиров, 
большее количество полиненасыщенных жир-
ных кислот, отсутствие гормонов и антибиоти-
ков и т. д.) относится к деликатесной продук-
ции, в связи с чем возникает интерес в подмене 
его более дешевым мясом свиньи домашней 
[14, 16]. Обеспечение здоровой и безопасной 
продукции и борьба с мошенничеством требо-
вала разработки методик контроля, которые, 
как оказалось, позволяют изучать природные 
процессы фундаментального характера.

В настоящее время исследования процесса 
гибридизации дикой и домашней форм каба-
на проведены во многих странах, поскольку 
становится понятен масштаб экономических 
и управленческих последствий, сопутству-
ющих гибридизации внутри вида Sus scrofa. 
Методические подходы для дифференциации 
биологических образцов диких и домашних 
свиней экспериментально обоснованы и не 
представляют сложности.

Дифференциацию биологических образцов 
на «дикие» или «домашние» проводили мето-
дом ПЦР-ПДРФ, как описано в работе [14], с 
модификацией: смоделированные нами прай-
меры позволяли получать исходные ампли-
коны и рестрикты с удобными для анализа 
размерами (табл. 1). Типичные результаты ре-

стрикции ампликона гена MC1R эндонуклеа-
зами рестрикции BstUI для сайта c.729G>A и 
BspHI для сайта c.367G>A у различных пред-
ставителей вида Кабан приведены на рис. 2.

Коллекция образцов дикого кабана форми-
ровалась в 2010–2011 годах, когда популяция 
дикого кабана, обитающая на территории Бела-
руси, находилась на пике численности. Форми-
рование коллекций проводили с учетом наличия 
в том или ином регионе лесных массивов как 
среды обитания дикого кабана (рис. 1). Суммар-
но в Гомельской области отобрано 67 образцов 
дикого кабана, в Минской области — 98 шт., в 
Витебской области — 133 шт., в Могилевской 
области — 141 шт., в Гродненской области — 
132 шт., в Брестской области — 148 шт.

В результате генотипирования 719 образ-
цов дикого кабана по полиморфным сайтам 
c.367G>A и c.729G>A гена MC1R и сайту 
g.299084751C>T гена NR6A1 были получены 
результаты, представленные в табл. 2.

В общем итоге в коллекции из 719 образцов 
дикого кабана для полиморфного варианта 
гена MC1R c.367G>A установлено наличие 
только двух генотипов — GG и GA. При этом 
аллель «G» в данной выборке является ма-
жорным и встречается с частотой 96,6%. Из 
719 образцов дикого кабана для 49 особей в 
полиморфном сайте c.367G>A был опреде-
лен генотип GA — профиль, характерный для 
гибридов дикого кабана и свиньи домашней 
типа А. Распределение гибридных особей по 
территории республики приведено в табл. 3.

Ген,
полиморфизм Последовательность олигонуклеотида 5’>3’ Tm, oC Эндонуклеаза 

рестрикции

Диагностируемые 
генотипы (фрагменты 

рестрикции, п. н.)

MC1R
c.367G>A

F: 5’-TACTACTTCGTCTGCTGCCT-3’
R: 5’-GCGCGTAGAAGATGGACAC-3’

58,16
58,71 BspHI

GG (229)
GA (90,139,229)

AA (90,139)

MC1R
c.729 G>A

F: 5’-TCATCGCCTACTACCACCAC-3’
R: 5’-AGATGACGAGGGCCAGAAAG-3’

58,89
59,46 BstUI

GG (147,183)
GA (147,183,330)

AA (330)

NR6A1
g.299084751C>T

F: 5’-AGGATTATGTCTGGGCAGGA-3’
R: 5’-GTGATCCCTAGATGACCCCT-3’

57,80
57,59 MspI

CC (66,113)
CT (66,113,179)

TT (179)

Таблица 1
Последовательности олигонуклеотидов для амплификации участков генов MC1R и NR6A1, 

ферменты и диагностируемые генотипы



Молекулярная и прикладная генетика. Том 26, 2019 г.

                                                                                         87                                                             В.Н. Кипень и др. Оценка интрогрессии генов свиньи домашней...

Рис. 2. Электрофоретическое разделение рестриктов гена MC1R для пяти выявленных генотипов: свинья до-
машняя, тип В; свинья домашняя, тип A; гибрид свинья домашняя, тип А / свинья домашняя, тип В; гибрид 

дикий кабан/ свинья домашняя типа А; дикий кабан 
1,2 — свинья дом. тип В: 1 — рестриктаза BstUI (330 п. н.); 2 — рестриктаза BspHI (229 п. н.); 3,4 — свинья дом. 

тип А: 3 — рестриктаза BstUI (147/183 п. н.); 4 — рестриктаза BspHI (90/139 п. н.); 5,6 — гибрид свинья дом. 
тип А/ свинья дом. тип В, 5 — рестриктаза BstUI (147/183/330 п. н.); 6 — рестриктаза BspHI (90/139/229 п. н.); 
7,8 — гибрид дикий кабан/ свинья дом. тип А; 7 — рестриктаза BstUI (147/183 п. н.); 8 — рестриктаза BspHI 

(90/139/229 п. н.); 9,10 — дикий кабан, 9 — рестриктаза BstUI (147/183 п. н.); 10 — рестриктаза BspHI (229 п. н.)

Таблица 2
Результаты исследования полиморфизма генов MC1R и NR6A1 в выборке дикого кабана

Генотипы 

Полиморфный сайт

Ген MC1R Ген NR6A1

c.367G>A c.729G>A g.299084751C>T

Ген MC1R

GG 670 (93,2%) 719 (100%)

GA 49 (6,8%) –

AA – –

аллель

G 96,6% 100%

A 3,4% –



Молекулярная и прикладная генетика. Том 26, 2019 г.

88 В.Н. Кипень и др. Оценка интрогрессии генов свиньи домашней...

Область Кол-во образцов, шт. Кол-во особей с генотипом 
c.367_GA, шт.

Частота особей с генотипом 
c.367_GA, %

Минская 98 5 5,1

Витебская 133 8 6,0

Гродненская 132 8 6,1

Брестская 148 10 6,8

Могилевская 141 12 8,5

Гомельская 67 6 9,0

Всего 719 49 6,8

Для полиморфного сайта c.729G>A у дикого 
кабана показано наличие только одного геноти-
па — GG. Следует отметить, что в белорусской 
популяции кабанов также не выявлен полимор-
физм в позиции c.727G>A данного гена, как 
это показано для диких кабанов севера Италии 
[14]. При наличии замены в позиции c.727G>A 
ПЦР-продукт гена MC1R 330 п. н. не будет рас-
щепляться эндонуклеазой BstUI (тетрануклео-
тидный сайт узнавания CG↓CG), как это бывает 
у свиньи домашней типа В. В результате иссле-
дования для всех животных из коллекции диких 
кабанов в сайте c.729G>A были установлены ге-
нотипы GG, типичные для дикой формы Кабана.

Распределение генотипов для полиморфных 
вариантов c.367G>A соответствовало равно-

весию Харди-Вайнберга (Hardy–Weinberg 
equilibrium) — уровень статистической значи-
мости равен p = 0,34.

По полиморфному сайту g.299084751C>T 
гена NR6A1 в результате генотипирования 719 
образцов дикого кабана для 11 особей был 
определен аллель «T», характерный для свиней 
домашних. При этом аллель «С» распростра-
нен в данной выборке с частотой 99,0%, т. е. 
является мажорным. 

Основные результаты исследований диких 
кабанов в Европе обобщены в табл. 4.

Наличие свободно живущих особей, гибрид-
ных по гену MC1R, показано для всех стран. 
По литературным данным, для таких стран, как 
Испания, Люксембург, Португалия, Румыния, 

Генотипы 

Полиморфный сайт

Ген MC1R Ген NR6A1

c.367G>A c.729G>A g.299084751C>T

Ген NR6A1

CC 708 (98,47%)

CT 7 (0,097%)

TT 4 (0,056%)

аллель

C 99,0%

T 1,0%

Продолжение табл. 2

Таблица 3
Распределение гибридных особей с генотипом c.367_GA (MC1R) по областям республики



Молекулярная и прикладная генетика. Том 26, 2019 г.

                                                                                         89                                                             В.Н. Кипень и др. Оценка интрогрессии генов свиньи домашней...

Франция, Хорватия и Швеция эксперименталь-
но наличие гибридных особей не подтвержде-
но или выявлены единичные гибридные особи 
[16, 21], однако это скорее следствие незначи-
тельных объемов исследованных выборок (от 
6 до 15 особей).

В работе Canu A. [21] при исследовании 10 
образцов из Беларуси установлены 2 особи 
гибридного происхождения (т. е. 20% от ис-
следованных). Однако результаты наших ис-
следований не подтверждают такой высокий 
уровень интрогрессии генов свиней домаш-
них в генофонд диких кабанов в Беларуси. 
При среднем значении уровня интрогрессии 
по сайту c.367G/A гена MC1R, равном 6,8 ± 
0,9%, наибольшее количество гибридов (GA) 

отмечено в Гомельской области (9,0%), наи-
меньшее — в Минской области (5,1%). Про-
веденным исследованием установлено, что 
популяция диких кабанов (n = 719) включает 
49 гибридных особей, причем все гибридные 
особи (генотип GA) происходят от свиньи до-
машней типа А.

Результаты исследований полиморфизма ге-
на MC1R в различных странах иллюстрирует 
рис. 3 (показаны результаты исследований, в 
которых n ≥ 20).

Таким образом, уровень интрогрессии «до-
машнего» аллеля гена MC1R в генофонд ди-
кого кабана, обитающего на территории Ре-
спублики Беларусь, сопоставим с таковым для 
Греции [12] — менее 8%.

Географическое
происхождение

образцов

Кол-во 
образцов

Распределение генотипов
Ссылка на 

исследованиеMC1R
c.367G>A

MC1R
c.729G>A

NR6A1
g.299084751C>T

Беларусь 719 GG (670/719)
AG (49/719) GG (719/719)

CC (708/719)
CT (7/719)
TT (4/719)

Собственные 
исследования

Болгария 291
GG (245/291)
AG (33/291)
AA (13/291)

GG (291/291) – [19]

Италия 62
GG(59/62)
AG (2/62)
AA (1/62)

GG (62/62) – [20]

Греция 119 GG (113/119)
AG (6/119) GG (113/113) – [12]

Польша 265
GG (200/265)
AG (59/265)
AA (6/265)

GG (265/265) – [2]

Италия 111 GG (97/111)
AG (14/111)

GG (104/111)
AG (7/111)

CC (107/111)
CT (4/111)

[14]
Словения, запад. 

часть Балканского 
пол-ва

90
GG (67/90)
AG (22/90)
AA (1/90)

GG (90/90)
CC (79/90)
CT (10/90)
TT (1/90)

Италия 33 GG (33/33) GG (33/33) CC (29/33)
CT (4/33)

[21]

Сардиния, Италия 21
GG (18/21)
AG (1/21)
AA (2/21)

GG (21/21) CC (21/21)

Таблица 4
Результаты исследования полиморфизма генов MC1R и NR6A1 в выборках диких кабанов в 

странах Европы
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Уровень интрогрессии «домашних» аллелей 
в популяцию дикого кабана по гену NR6A1 на 
территории Республики Беларусь составляет 
1,5 ± 0,5%. Наибольшее значение зафиксиро-
вано в Гродненской области (3,0%), а в Ви-
тебской и Гомельской областях для всех осо-
бей установлен только «дикий» генотип СС. 
Появление «домашнего» генотипа (TT) у 4 
особей диких кабанов, скорее всего, является 
результатом скрещивания свободно живущих 
гибридных особей (F2, F3 и т. п.) и не связано 
с одичанием особей свиньи домашней.

Распределение частот генотипов по сайту 
g.299084751C>T гена NR6A1 не соответство-
вало равновесию Харди-Вайнберга (HWe), од-
нако установленные в выборке диких кабанов 
частоты аллелей — C (99%), T (1,0%) — не по-
зволяют с уверенностью отнести данный сайт 
к категории полиморфных.

Ввиду незначительного количества работ, 
посвященных оценке гибридизации по гену 
NR6A1, диапазоны интрогрессии в данном ге-
не не поддаются критическому анализу. Только 
для двух стран — Словении (n = 90, включая 
западную часть Балканского полуострова) и 
Италии (n = 144) – показано, что уровни ги-
бридизации находятся в диапазоне 12,2 ± 3,5% 
и 5,6 ± 1,9% соответственно [14, 21].

Соотношение уровней гибридизации по гену 
MC1R и гену NR6A1по результатам исследо-
ваний диких кабанов в трех станах (регионах) 

с относительно большими объемами анализи-
руемых выборок приведены на рис. 4.

При исследовании полиморфизма генов 
MC1R и NR6A1у свиньи домашней получены 
следующие результаты (табл. 5).

Исходя из номенклатуры Fajardo V. и др. [16], 
для свиньи домашней типа А характерен гене-
тический профиль — c.367АА / c.729GG; а для 
свиньи типа В — c.367GG / c.729AA.

Для пород белорусская мясная, ландрас и 
йоркшир показаны генотипы свиньи домаш-
ней типа А (сайты c.367G>A и c.729G>A гена 
MC1R). Для 49 из 50 животных породы бело-
русская крупная белая, т. е. в 98% случаев, 
также показан генетический профиль, харак-
терный для свиньи домашней типа А. По гену 
NR6A1 генотипы свиньи домашней (TT) по 
сайту g.299084751C>T гена NR6A1 установле-
ны для 5 пород (белорусская мясная, дюрок, 
белорусская черно-пестрая, ландрас, йорк-
шир); гибридная форма (CT) выявлена только 
у представителей породы белорусская крупная 
белая (6%, 3/50).

Однако для пород дюрок и белорусская 
черно-пестрая по гену MC1R выявлено более 
разнообразное сочетание генотипов. Так, для 
9 особей (12,5%) породы дюрок был показан 
генетический профиль, характерный для сви-
ньи домашней типа А, для 62 (86%) — харак-
терный для свиньи домашней типа В, и для 
одного животного — характерный для дикого 

Рис. 3. Доля (в %) гибридных особей среди популяций дикого кабана по гену MC1R; указан диапазон значения 
95% доверительного интервала для расчетных значений
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Порода
домашней 

свиньи 

Ген MC1R Ген NR6A1

Генотип/
аллель

Сайт 
c.367G>A

Сайт
c. 729G>A

Генотип/
аллель Сайт g.299084751C>T

Белорусская
крупная белая, 

n = 50

GG – 49 (98,0%) CC –

GA – 1 (2,0%) CT 3 (6,0%)

AA 50 (100%) – TT 47 (94,0%)

аллель G – 99,0% аллель C 3,0%

аллель A 100% 1,0% аллель T 97,0%

Белорусская
мясная,
n = 53

GG – 53 (100%) CC –

GA – – CT –

AA 53 (100%) – TT 53 (100%)

аллель G – 100% аллель C –

аллель A 100% – аллель T 100%

Белорусская
черно-пестрая, 

n = 20

GG 1 (5,0%) 18 (90,0%) CC –

GA 3 (15,0%) – CT –

Рис. 4. Распространенность гибридных особей дикого кабана в зависимости от полиморфизма генов MC1R и 
NR6A1(по данным [14, 21])

Таблица 5
Результаты исследования полиморфизма генов MC1R и NR6A1 в выборке домашних свиней
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кабана (c.367 GG, c.729 GG). Американская 
порода дюрок приобретена для селекцион-
ных целей и выявление в поголовье данной 
породы 9 особей с генотипом, характерным 
для свиньи домашней типа А, противоречит 
литературным данным [2, 14, 22]. Тот факт, 
что все особи с генотипами, нетрадиционны-
ми для породы дюрок, происходят из одного 
хозяйства, позволяет предположить, что нети-
пичные для породы дюрок генотипы являются 
следствием неконтролируемого скрещивания 
особей породы дюрок со свиньями типа А: 
дальнейшее скрещивание гибридных потом-
ков (F1, F2 и т. д.) привело к формированию 
спектра выявленных генотипов. Вероятность 
образования «дикого» генотипа c.367GG, 

c.729GG у домашней свиньи также возможна 
при скрещивании особей домашних свиней 
типов А и В между собой. Однако не исклю-
чен и эффект основателя в случае, если в ре-
зультате закупки изначально была поставлена 
партия свиней породы дюрок, включающая 
особей с нетипичными генотипами.

Для породы белорусская черно-пестрая рас-
пределение животных по типам А и В имело 
следующий вид: 16 особей (80%) — тип А, 
1 (5%) — тип В, 3 (15%) — тип А/В. В отличие 
от промышленных пород домашних свиней, 
порода белорусская черно-пестрая выведе-
на путем спонтанного скрещивания местных 
пород с зарубежными, поэтому частично 
представляет народную селекцию свиньи до-

Порода
домашней 

свиньи 

Ген MC1R Ген NR6A1

Генотип/
аллель

Сайт 
c.367G>A

Сайт
c. 729G>A

Генотип/
аллель Сайт g.299084751C>T

Белорусская
черно-пестрая, 

n = 20

AA 16 (80,0%) 2 (10,0%) TT 20 (100%)

аллель G 12,5% 90,0% аллель C –

аллель A 87,5% 10,0% аллель T 100%

Дюрок,
n = 72

GG 63 (87,5%) 10 (13,9%) CC –

GA – – CT –

AA 9 (12,5%) 62 (86,1%) TT 72 (100%)

аллель G 87,5% 13,9% аллель C –

аллель A 12,5% 86,1% аллель T 100%

Ландрас,
n = 54

GG – 54 (100%) CC –

GA – – CT –

AA 54 (100%) – TT 54 (100%)

аллель G – 100% аллель C –

аллель A 100% – аллель T 100%

Йоркшир,
n = 55

GG – 55 (100%) CC –

GA – – CT –

AA 55 (100%) – TT 55 (100%)

аллель G – 100% аллель C –

аллель A 100% – аллель T 100%

Продолжение табл. 5
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машней. Сложная композиция генотипов, вы-
явленных у данной породы, может представ-
лять след обратной интрогрессии генов — от 
дикого кабана к свиньям домашним. Возмож-
ность такого варианта гибридизации подтверж-
дает выявление в группе особей промышлен-
ной породы белорусская крупная белая трех 
особей с «гибридным» генотипом CT в сайте 
g.299084751C>T (ген NR6A1), поскольку ал-
лель «C» имеется только у дикого кабана.

Действительно, основной моделью интро-
грессии «домашних» генов в генофонд дикого 
кабана считается гибридизация при полусво-
бодном содержании домашних свиней, обе-
спечивающая возможность прямого контакта 
между дикими и домашними формами [2, 3, 8]. 
Адекватность такой модели подтверждают бо-
лее высокие уровни интрогрессии в странах 
с мягким климатом. Например, для региона 
юго-восточной Европы (Словения и Западные 
Балканы), итальянской Сардинии и др. [14, 21]. 
Даже среди белорусских популяций дикого 
кабана выявляется тенденция к увеличению 
количества гибридов с севера на юг.

В последнее время показано, что значи-
тельный поток «домашних» генов в генофонд 
дикого кабана, хотя и локального характера, 
обеспечивает другая тенденция. В ряде работ 
отмечены факты преднамеренной гибридиза-
ции дикого кабана со свиньями при загонном 
содержании диких кабанов как объекта охоты 
или источника деликатесной продукции. Как 
правило, преднамеренное скрещивание прово-
дится с целью получения «улучшенного» ди-
кого кабана, с увеличенными плодовитостью и 
скоростью роста, что в ряде стран запрещено 
законодательно [2, 9, 11, 12]. Эксперименталь-
но показано, что уровень «домашних» генов у 
диких кабанов с загонным содержанием в ряде 
случаев значительно выше, чем в соседних по-
пуляциях свободно живущих диких животных.

Дополнительно нами было проведено ис-
следование полиморфизма микросателлит-
ных локусов всех 304 домашних свиней и 719 
образцов дикого кабана (16 STR-локусов) и 
определены частоты аллелей в трех группах: 
у свиней домашних, у свободно живущих ги-
бридных особей (n = 49) и у кабанов, несущих 
дикий тип гена MC1R [23]. Установлено, что 
распределение частот аллелей микросателлит-
ных локусов у домашних свиней и диких ка-

банов достоверно различается, в то время как 
в гибридной и негибридной группах свободно 
живущих кабанов никаких различий не наблю-
дается. При оценке межгрупповой дифферен-
циации (AMOVA) никаких следов дифферен-
циации между дикими кабанами, несущими 
дикий тип гена, и кабанами с аллелями свиней 
домашних в гене MC1R не выявлено. Таким об-
разом, в настоящее время естественная гибри-
дизация между дикой и домашней формами ка-
бана на территории Беларуси, скорее всего, не 
происходит, что подтверждается отсутствием 
статистических различий в аллельном спектре 
16 микросателлитных локусов у гибридных и 
«чисто диких» групп животных.

Заключение
Показано, что популяции диких кабанов, 

обитающих на территории Беларуси, несут 
гены свиней домашних. Уровень интрогрес-
сии «домашних» генов в генофонд диких ка-
банов составляет 6,8 ± 0,9% для гена MCR1 и 
1,5 ± 0,5% для гена NR6A1, что значительно 
меньше, чем в популяциях диких кабанов из 
Центральной и Южной Европы или соседней 
Польши. Таким образом, дикие кабаны в Бела-
руси на пике численности в 2010–2011 годах в 
большей степени сохранили первоначальный 
«дикий» генофонд.

В генофонде пород белорусская крупная бе-
лая и белорусская черно-пестрая выявляется 
примесь аллелей дикого типа, что может слу-
жить указанием на существование обратного 
потока генов от диких кабанов к свиньям до-
машним. Исследованием полиморфизма 16 
микросателлитных локусов показано отсут-
ствие дифференциации между гибридными и 
негибридными свободно живущими особями 
дикого кабана, что указывает на отсутствие 
естественной гибридизации диких и домашних 
животных в ближайшем временном интервале. 
Развитие промышленного свиноводства с па-
раллельной депопуляцией сельского населе-
ния минимизировали возможность контактов 
диких и домашних свиней, а массовый отстрел 
диких кабанов на фоне вспышки африканской 
чумы свиней в 2012–2013 годы резко снизил 
численность дикого кабана. В настоящее вре-
мя для Беларуси более вероятным представля-
ется миграционная модель поступления «до-
машних» генов [2], поскольку неоднократно 
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отмечена миграция стад диких кабанов с тер-
ритории сопредельных государств, и при этом 
показано, что уровень интрогрессии «домаш-
них» генов в генофонд диких кабанов в странах 
Европы существенно выше, чем в Беларуси.
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Введение
Рак легкого — одно из самых распростра-

ненных злокачественных новообразований, 
являющееся лидирующей причиной смерти 
от злокачественных новообразований у муж-
чин, в последнее время возрастает заболевае-
мость женщин. Немелкоклеточный рак легко-
го составляет 85% от всех типов рака легкого. 
Основными гистологическими типами НМРЛ 
являются плоскоклеточный рак (45–65%), 
аденокарцинома (30–45%), крупноклеточный 
(5–10%), смешанный тип (до 5%). В связи с 
развитием персонализированного подхода к 
лечению пациентов большое значение имеют 
исследования молекулярно-генетических осо-
бенностей опухоли, которые позволяют про-
гнозировать развитие и течение заболевания 
и оптимизировать индивидуальную противо-
опухолевую терапию. 

Так как возникновение и развитие онколо-
гического процесса напрямую связаны с на-

коплением мутаций в молекуле ДНК, методы 
молекулярной биологии широко используют-
ся в ведущих онкологических центрах мира. 
Большинство мутаций являются соматически-
ми и играют важную роль в развитии de novo 
резистентности к противоопухолевым хими-
отерапевтическим средствам. Как следствие, 
многие исследования направлены на профили-
рование мутаций в образцах опухолей [1–4]. 

Принцип секвенирования нового поколения 
(NGS) основан на массовом параллельном 
секвенировании специальным образом подго-
товленных однонитевых библиотек фрагмен-
тированной ДНК исследуемых образцов. Тех-
нологии NGS являются эффективным методом 
поиска новых и редких соматических мутаций. 
Методы такого секвенирования могут быть ис-
пользованы для поиска новых генетических 
изменений и связанных с ними потенциальных 
терапевтических мишеней для различных ло-
кализаций опухоли [5–8]. 
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Секвенирование нового поколения позволя-
ет обнаружить редкие генетические вариан-
ты и протестировать одновременно большое 
число генов на наличие в них клинически зна-
чимых мутаций в короткие сроки, в отличие 
от традиционных молекулярно-генетических 
методов [9]. Развитие персонализированного 
лечения онкологических заболеваний является 
одной из важных задач, для решения которой 
все чаще используют технологии высокопро-
изводительного секвенирования. Клиническая 
значимость новой технологии для выбора так-
тики лечения и назначения соответствующих 
таргетных препаратов была успешно проде-
монстрирована на примере использования NGS 
для молекулярно-генетического обследования 
больных раком поджелудочной железы [10] и 
немелкоклеточным раком легкого [11]. При-
мером внедрения молекулярной диагностики в 
персонализированную медицину в последние 
годы является идентификация соматических 
мутаций в генах EGFR и BRAF, позволяющая 
предсказывать клинический ответ на лечение и 
выживаемость и являющаяся основанием для 
выбора кандидатов для терапии гефитинибом 
и вемурафенибом, соответственно [12, 13]. 

Целью данного исследования являлось из-
учение соматических мутаций у пациентов с 
аденокарциномой и плоскоклеточным раком 
легкого, проживающих на территории Бела-
руси, с использованием метода NGS.

Материалы и методы
В исследование включен 101 пациент с 

диагнозом НМРЛ (78 мужчин, 23 женщины), 
проходивший лечение в Минском городском 

онкологическом диспансере с 2012 по 2018 гг. 
Гистологический тип опухоли был опреде-
лен согласно гистологическим критериям 
ВОЗ (2015). Исследуемую группу составили 
пациенты с наиболее часто встречающимися 
гистологическими типами НМРЛ: 50 чело-
век с ПКРЛ и 51 — с АК. Средний возраст 
пациентов составил 63,2 ± 1,2 года (от 39 
до 88 лет). Сбор биологического материала 
проводился с соблюдением принципов до-
бровольности и конфиденциальности в соот-
ветствии с анкетированием пациентов и раз-
решением этического комитета (№ 430, ред. 
29.01.2018) на исследование образцов тканей 
и биологических жидкостей. 

Образцы опухолевой ткани легкого бы-
ли получены в ходе операции, погружены 
в стабилизирующую жидкость (RNAlater 
Stabilization Solution, «Thermo Scientific», 
Вильнюс) и заморожены. Выделение ДНК 
осуществляли путем гомогенизации образцов 
ткани в лизирующем STE-буфере с помощью 
лабораторного гомогенизатора Tissue Lyser 
II и последующей ферментативной обработ-
кой протеиназой К. Далее проводили стан-
дартную фенол-хлороформную экстракцию 
ДНК и очистку этанолом. Концентрацию 
двухцепочечной ДНК измеряли на флуори-
метре Quantus. Пробоподготовку образцов 
ДНК для анализа с использованием набора 
TruSeq Amplicon Cancer Panel проводили в 
соответствии с инструкцией фирмы-произ-
водителя на приборе MiSeq (Illumina, США). 
Перечень анализируемых генов, входящих в 
набор TruSeq Amplicon Cancer Panel, пред-
ставлен в табл. 1 [14]. 

Таблица 1
Перечень генов, входящих в панель TruSeq Amplicon — Cancer Panel

ABL1 CSF1R FGFR3 JAK2 NOTCH1 RET

AKT1 CTNNB1 FLT3 JAK3 NPM1 SMAD4

ALK EGFR GNA11 KDR NRAS SMARCB1

APC ERBB2 GNAQ KIT PDGFRA SMO

ATM ERBB4 GNAS KRAS PIK3CA SRC

BRAF FBXW7 HNF1A MET PTEN STK11

CDH1 FGFR1 HRAS MLH1 PTPN11 TP53

CDKN2A FGFR2 IDH1 MPL RB1 VHL
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Обработка первичных данных и получение 
прочтений с дальнейшим их выравнивани-
ем на целевые участки референсного генома 
(hg19) проводились с использованием про-
граммного обеспечения секвенатора (MiSeq 
Reporter), последующая фильтрация, анно-
тирование, верификация и интерпретация ва-
риантов (работа с vcf- и bam-файлами) — с 
помощью программных средств ANNOVAR, 
VariantStudio, Integrative Genomics Viewer 
(IGV). Для определения роли изучаемых сома-
тических мутаций в развитии НМРЛ использо-
вали электронную базу данных COSMIC v87 
(от 13 ноября 2018) — каталог соматических 
мутаций, являющийся крупнейшим в мире и 
наиболее полным ресурсом для изучения влия-
ния соматических мутаций на онкологические 
заболевания человека [15]. 

Статистическую обработку данных проводи-
ли с использованием пакетов прикладных про-
грамм GraphPad InStat (версия 3.05) и онлайн-
программы SNPStats Каталонского института 
онкологии ICO [16]. Статистическую значимость 
различий между изучаемыми группами опре-
деляли с помощью теста χ2 с поправкой Йетса. 

Результаты и обсуждение
После проведения фильтрации путем ис-

ключения всех вариантов с низким качеством 
(глубина прочтения <50; частота альтернатив-
ного аллеля <15%; варианты, не прошедшие 
PASS-фильтр) в общей сложности получено 
86 вариантов соматических мутаций по 101 
образцу опухолей, в среднем 0,85 вариантов 
на опухоль (табл. 2). Из них 44 варианта при-
ходятся на АК (1–44), 42 — на ПКРЛ (45–86). 

№
п/п

Шифр 
образца Пол Статус 

курения Ген Аминокислотная замена Значение 
мутации

1 202т м курит TP53 p.His179Arg миссенс

2 205т м курит TP53 p.Ala161Thr миссенс

3 206т м курит KRAS p.Gly12Cys миссенс

4 206т м курит STK11 p.Ser69Ter стоп-кодон

5 211т ж не курит ATM p.Ala1954Val миссенс

6 211т ж не курит EGFR p.Glu746_Ala750 del делеция

7 215т ж не курит EGFR p.772_773insHT инсерция

8 217т м курит KRAS p.Gly12Cys миссенс

9 219т ж не курит EGFR p.Glu746_Ala750 del делеция

10 228т ж не курит EGFR p.Leu747_Pro753 delinsSer делеция

11 231т м курит NRAS p.Gln61Leu миссенс

12 231т м курит CTNNB1 p.Ser37Phe миссенс

13 231т м курит BRAF p.Gly464Val миссенс

14 233т ж не курит CTNNB1 p.Thr41Ala миссенс

15 233т ж не курит EGFR p.Glu746_Ala750 del делеция

16 293т м курит TP53 p.Val274Leu миссенс

17 297т ж не курит EGFR p.Leu858Arg миссенс

18 299т м курит EGFR p.His773dup инсерция

19 308т ж не курит EGFR p.Leu858Arg миссенс

Таблица 2
Перечень обнаруженных соматических мутаций у пациентов с АК и ПКРЛ
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№
п/п

Шифр 
образца Пол Статус 

курения Ген Аминокислотная замена Значение 
мутации

20 311т м нет данных CTNNB1 p.Asp32Tyr миссенс

21 351т м курит KRAS p.Gly12Cys миссенс

22 355т м не курит KRAS p.Gly12Cys миссенс

23 355т м не курит TP53 p.Gln192Ter стоп-кодон

24 356т м не курит PIK3CA p.His1047Arg миссенс

25 356т м не курит FGFR2 p.Tyr376Cys миссенс

26 363т м курит KRAS p.Gly12Asp миссенс

27 364т ж не курит EGFR p.Asn771dup инсерция

28 364т ж не курит EGFR p.Pro772Arg миссенс

29 367т м не курит KRAS p.Gly12Ala миссенс

30 367т м не курит STK11 p.Glu199Ter стоп-кодон

31 371т ж нет данных EGFR p.Glu746_Ala750del делеция

32 371т ж нет данных TP53 p.Asp281Asn миссенс

33 497т м курит ERBB4 p.Arg168Gln миссенс

34 499т ж курит EGFR p.Glu746_Ala750del делеция

35 507т м курит PDGFRA p.Val561Ala миссенс

36 507т м курит KDR p.Ser968Cys миссенс

37 507т м курит EGFR p.Leu718Gln миссенс

38 507т м курит TP53 p.Asp281Asn миссенс

39 520т м не курит EGFR p.Leu858Arg миссенс

40 524т ж не курит SMAD4 p.Ala202Val миссенс

41 550т м курит KRAS p.Gly12Cys миссенс

42 566т м курит KRAS p.Gly12Cys миссенс

43 601т м нет данных ATM p.Ile2752Met миссенс

44 601т м нет данных KRAS p.Gly12Val миссенс

45 203т ж курит TP53 p.Pro152_Pro153del делеция

46 210т м курит TP53 p.Val157Phe миссенс

47 220т м не курит TP53 p.Asn210Lysfs Ter6 сдвиг ORF

48 222т м не курит FBXW7 p.Arg505Gly миссенс

49 225т м курит TP53 p.His214Arg миссенс

50 234т м курит TP53 p.Phe270Leufs Ter72 сдвиг ORF

51 235т м курит TP53 p.Arg156ProfsTer23 сдвиг ORF

52 288т м курит TP53 p.Gln136Ter стоп-кодон

53 292т м нет данных FBXW7 p.Arg465His миссенс

Продолжение табл. 2
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№
п/п

Шифр 
образца Пол Статус 

курения Ген Аминокислотная замена Значение 
мутации

54 306т м курит PIK3CA p.His1047Arg миссенс

55 306т м курит KRAS p.Gly12Asp миссенс

56 306т м курит TP53 p.Val157Phe миссенс

57 315т м не курит PIK3CA p.Glu545Lys миссенс

58 354т м курит KDR p.Asp276His миссенс

59 354т м курит GNAQ p.Ala302Thr миссенс

60 359т м курит TP53 p.Ser183Ter стоп-кодон

61 361т м курит EGFR p.His805Arg миссенс

62 362т м курит TP53 p.Pro278Ala миссенс

63 368т м курит TP53 p.Gly334Val миссенс

64 493т м курит TP53 p.Gln100Ter стоп-кодон

65 501т м курит NRAS p.Lys42Glu миссенс

66 501т м курит PDGFRA p.Trp559Arg миссенс

67 501т м курит KIT p.Ile841Thr миссенс

68 501т м курит MET p.Lys1281Met миссенс

69 501т м курит GNAQ p.His218Arg миссенс

70 501т м курит FGFR2 p.Met541Thr миссенс

71 501т м курит ATM p.Phe2732Ser миссенс

72 501т м курит ATM p.Ile3036Lys миссенс

73 501т м курит RB1 p.Ile573Thr миссенс

74 501т м курит TP53 p.His214Leu миссенс

75 501т м курит ERBB2 p.Glu757Val миссенс

76 501т м курит SMAD4 p.Val350Asp миссенс

77 509т м курит PTEN p.Lys254Glu миссенс

78 512т м курит FBXW7 p.Val565Ile миссенс

79 518т м курит APC p.Tyr1147His миссенс

80 518т м курит APC p.Arg1331Ser миссенс

81 522т м курит APC p.Phe1396Ile миссенс

82 522т м курит EGFR p.Leu858Pro миссенс

83 522т м курит ABL1 p.His380Tyr миссенс

84 523т м курит SMO p.Phe222Ser миссенс

85 523т м курит RB1 p.Glu554Asp миссенс

86 551т м нет данных FBXW7 p.Ala502Val миссенс

Примечание. ORF — открытая рамка считывания; м — мужской пол; ж — женский пол

Окончание табл. 2
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Наиболее часто встречались однонуклео-
тидные варианты, приводящие к миссенс-му-
тациям, образованию стоп-кодонов, делеции 
и инсерции, не приводящие к сдвигу рамки 
считывания, а также делеции и инсерции, вы-
зывающие сдвиг рамки считывания и образо-
вание терминирующего кодона на некотором 
расстоянии от места изменения нуклеотидной 
последовательности.

Не все случаи делеций и инсерций в гене 
EGFR (4 из 9) были аннотированы с помощью 
программ ANNOVAR и VariantStudio, но были 
визуализированы с помощью программного 
средства для просмотра прочтений IGV. Кро-
ме того, у одной пациентки с АК (364т) впер-
вые выявлено сочетание инсерции p.771insN 
и миссенс-мутации p.P772R, которое не бы-
ло описано ранее в базе данных COSMIC, и 
подтвержденно методом секвенирования по 
Сэнгеру с предварительным клонировани-
ем фрагмента на вектор. У пациента с ПКРЛ 
(361т) в 20 экзоне гена EGFR выявлена мута-
ция p.H805R (подтверждена секвенированием 
по Сэнгеру), описанная ранее по данным COS-
MIC только у одного пациента с раком почки.

Сравнительный анализ частоты распреде-
ления мутаций у пациентов в зависимости 
от гистологического типа показал, что у па-
циентов с АК превалируют мутации в генах, 
кодирующих компоненты RAS/RAF/MAPK-
киназного сигнального пути, у пациентов с 
ПКРЛ — мутации в генах, кодирующих ком-
поненты P53/Rb-сигнального пути и PI3K/
AKT/mTOR-сигнального пути. При АК сома-
тические мутации чаще всего обнаруживались 
в генах EGFR (25,5%), KRAS (17,6%), TP53 
(9,8%), ATM (7,5%), CTNNB1 (5,7%), STK11 
(5,7%); при ПКРЛ — в генах TP53 (26,0%), 
ATM (14,0%), FBXW7 (8,0%), FGFR3 (6,0%), 
JAK3 (6,0%), RET (6,0%), APC (4,0%), EGFR 
(4,0%), PIK3CA (4,0%). 

Анализ ассоциации изучаемых соматиче-
ских мутаций с развитием определенного 
гистологического типа показал, что мутации 
генов EGFR и KRAS ассоциированы с развити-
ем АК (OR = 9,08; 95% CI 1,94–42,48 и OR = 
10,50; 95% CI 1,28–86,37 соответственно). 
Наблюдается тенденция увеличения частоты 
встречаемости мутаций гена TP53 у пациентов 
с ПКРЛ (табл. 3).

Ген АК, n (%) ПКРЛ, n (%) OR (95% CI) p

EGFR (wt) 37 (72,5) 48 (96,0) 0,11 (0,02-0,52)
0,003

EGFR (mut) 14 (27,5) 2 (4,0) 9,08 (1,94-42,48)

KRAS (wt) 42 (82,4) 49 (98,0) 0,10 (0,01-0,78)
0,02

KRAS (mut) 9 (17,6) 1 (2,0) 10,50 (1,28-86,37)

TP53 (wt) 46 (90,2) 37 (74,0) 0,31 (0,10-0,95)
0,06

TP53 (mut) 5 (9,8) 13 (26,0) 3,23 (1,06-9,89)

Примечание. wt — дикий вариант, mut — мутантный вариант

Таблица 3
Связь соматических мутаций генов EGFR, KRAS и TP53 с гистологическим типом опухоли

Проведенный анализ связи частоты встреча-
емости соматических мутаций с полом паци-
ентов показал, что среди носителей мутаций 
в гене EGFR преобладают женщины: частота 
мутаций у женщин составила 56,5%, а среди 
мужчин только 3,8% (OR = 32,50; 95% CI 7,87–
134,26) (табл. 4). Соматические мутации в гене 
KRAS выявлены у 10 пациентов, обнаружены 

только у мужчин (12,8%) и не встречались у 
женщин. Наиболее распространенной в дан-
ной выборке пациентов является соматическая 
мутация c.34G>T (p.Gly12Cys), которая встре-
чается у 7,7% пациентов мужского пола. Со-
матические мутации в гене TP53 обнаружены 
преимущественно у мужчин (21,8%) и только 
у одной женщины (4,3%).
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На сегодняшний момент нет точных сведе-
ний, объясняющих причину возникновения и 
механизм развития того или иного гистологи-
ческого типа рака легкого. Можно предполо-
жить, что на эти процессы оказывает влияние 
большее или меньшее проникновение и нако-
пление канцерогенов либо в эпителиальных 
клетках бронхов, из которых развивается пре-
имущественно эпителиальный ПКРЛ, либо в 
бокаловидных клетках крупных бронхов, му-
тационная трансформация которых дает нача-
ло АК. Использование технологии секвениро-
вания нового поколения позволило получить 
данные о молекулярно-генетических особен-
ностях опухолей легкого, которые могут при-
меняться в качестве дополнительного фактора 
определения гистологического типа опухоли в 
диагностически сложных клинических случа-
ях, а также важны для анализа ассоциации с 
прогнозом течения заболевания, что будет про-
водиться на следующем этапе исследования.

Важным для мутационного анализа опухо-
лей легкого является обнаружение точковых 
мутаций, а также делеций и инсерций. Извест-
но, что выявление делеций и инсерций мето-
дом NGS является затруднительным [17, 18]. 
В нашем исследовании только две делеции из 
шести и две инсерции из трех были иденти-
фицированы при аннотировании с использо-
ванием программ ANNOVAR и VariantStudio. 
Тем не менее данный тип мутаций визуализи-
руется при просмотре прочтений с помощью 
программы IGV. При валидации результатов 
оказалось, что число нуклеотидов делеций/

инсерций соответствует данным, полученным 
методом прямого секвенирования по Сэнгеру. 

Как известно, в регуляции опухолевого па-
тогенеза НМРЛ участвуют основные тирозин-
киназные каскады: RAS/RAF/MAPK и PI3K/
AKT/mTOR [19, 20]. Активация развития 
АК и ПКРЛ различается способом передачи 
митогенного сигнала внутрь клетки [21–23]. 
S. Dearden с соавторами на английской и ази-
атской популяции показали, что при развитии 
АК важную роль играет RAS/RAF/MAPK-
сигнальный путь: мутации в генах EGFR и 
KRAS чаще встречаются у пациентов с АК 
(19,2% и 26,1%), чем у пациентов с ПКРЛ 
(3,3% и 6,4% соответственно). Кроме того, при 
развитии как АК, так и ПКРЛ принимает уча-
стие сигнальный путь P53/Rb: мутации в гене 
TP53 у пациентов с АК встречаются с часто-
той 30,8%, при ПКРЛ — с частотой 54,9% [22]. 
Результаты проведенного исследования демон-
стрируют соответствие этим данным: при АК 
соматические мутации чаще всего обнаружи-
вались в генах EGFR и KRAS. Кроме того, по-
казано, что мутации гена EGFR встречаются 
преимущественно у женщин, а мутации гена 
KRAS выявлены только у пациентов мужско-
го пола. Мутации гена TP53 в исследуемой 
выборке характерны преимущественно для 
пациентов с ПКРЛ и мужчин, так как извест-
но, что этот гистологический тип рака легко-
го чаще встречается у курящих мужчин, в то 
время как аденокарцинома — рак некурящих 
пациентов [24–27]. Наличие мутаций в клю-
чевых генах сигнальных путей и различная 

Таблица 4
Связь соматических мутаций генов EGFR, KRAS и TP53 с полом пациентов с НМРЛ

Ген Мужчины, 
n (%)

Женщины, 
n (%) OR (95% CI) p

EGFR (wt) 75 (96,2) 10 (43,5) 0,03 (0,01–0,13)
<0,0001

EGFR (mut) 3 (3,8) 13 (56,5) 32,50 (7,87–134,26)

KRAS (wt) 68 (87,2) 23 (100) 0,14 (0,01–2,46)
0,15

KRAS (mut) 10 (12,8) 0 (0) 7,20 (0,41-127,85)

TP53 (wt) 61 (78,2) 22 (95,7) 0,16 (0,02–1,30)
0,10

TP53 (mut) 17 (21,8) 1 (4,3) 6,13 (0,77-48,85)

Примечание. wt — дикий вариант, mut — мутантный вариант
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частота их встречаемости в зависимости от 
гистологического типа опухоли указывает на 
гетерогенность опухолей НМРЛ и различную 
активацию развития его основных гистологи-
ческих типов. Полученные данные по встре-
чаемости соматических мутаций гена EGFR 
можно использовать для оптимизации тактики 
лечения пациентов c аденокарциномой таргет-
ными препаратами, зарегистрированными на 
территории Республики Беларусь.

Заключение
Таким образом, c использованием техно-

логии секвенирования нового поколения по-
лучены данные о молекулярно-генетических 
особенностях опухолей легкого у пациентов 
Беларуси. Полученные результаты показывают 
возможность использования методов на осно-
ве анализа NGS-данных для идентификации 
мутаций в опухолях НМРЛ, что открывает но-
вые перспективы для разработки персонализи-
рованных подходов к диагностике и терапии 
опухолей, позволяя учитывать особенности 
геномов опухолей при подборе противоопу-
холевых лекарственных препаратов.

Работа выполнена в рамках задания 6.5 С 
НТП Союзного государства «Разработка ин-
новационных геногеографических и геномных 
технологий идентификации личности и ин-
дивидуальных особенностей человека на ос-
нове изучения генофондов регионов Союзного 
государства».
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Using the technology of next-generation sequencing, an analysis of disorders in 48 genes was carried out in 
patients with non-small cell lung cancer (NSCLC) living in Belarus and the data on the molecular features of two 
main histological types of lung cancer were obtained — squamous cell carcinoma (SCC) and adenocarcinoma (AC). 
A comparative analysis of the mutation spectrum in the tumor of SCC and AC patients showed a significant difference 
in their molecular profile: in AC patients, mutations in the genes encoding the components of the RAS/RAF/MAPK 
kinase signaling pathway prevail, and mutations in the genes encoding components of P53/Rb and PI3K/AKT/mTOR 
signaling pathways prevail in SCC patients.

Key words: non-small cell lung cancer, next-generation sequencing, squamous cell carcinoma of the lung, lung 
adenocarcinoma.
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Введение
В структуре заболеваемости и смертности 

недоношенных новорожденных дыхатель-
ные расстройства занимают значительный 
удельный вес. Частота развития патологии 
органов дыхания у недоношенных младенцев 
составляет 5% и увеличивается с уменьшени-
ем гестационного возраста, достигая 40–60% 
у детей с экстремально низкой массой тела 
при рождении. Наиболее частой причиной 
нарушения дыхательной функции у новорож-
денных является синдром дыхательных рас-
стройств (СДР) [1, 2, 3].

Синдром дыхательных расстройств харак-
теризуется дыхательной недостаточностью, 
обусловленной незрелостью легких и недо-
статком сурфактанта, возникающим вслед-
ствие нарушения его синтеза и экскреции и/
или врожденного дефекта его структуры [4]. 
Сурфактант представляет собой липопротеи-
новый комплекс, покрывающий поверхность 
альвеолярного эпителия. Липидная фракция 
составляет чуть более 90 % общей массы сур-
фактанта, белковая часть (10%) представлена 

преимущественно 4 протеинами — SP-A, SP-B, 
SP-C и SP-D. Сурфактант синтезируется и се-
кретируется альвеолоцитами II типа и обнару-
живается в легких с 24 недели гестации, одна-
ко его активная продукция начинается с 28-й 
недели [4]. Перинатальными факторами риска 
развития СДР у недоношенного новорожден-
ного являются: мужской пол, принадлежность 
к европеоидной расе, кесарево сечение при от-
сутствии родовой деятельности, сахарный или 
гестационный диабет у матери, многоплодная 
беременность, второй из двойни [5].

СДР является многофакторной и полиген-
ной патологией, развитие которой обуслов-
лено сложным взаимодействием как гене-
тических, так и внешнесредовых факторов. 
Изучение таких факторов даст возможность 
разработать методы профилактики и про-
гнозирования постнатального развития за-
болевания и лечения детей с СДР. Учитывая, 
что в патогенезе синдрома дыхательных рас-
стройств ключевым моментом является не-
достаточность сурфактантной системы лег-
ких, во многих научных центрах проводятся 
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ПОЛИМОРФНЫЕ ВАРИАНТЫ RS1124, RS4715 И RS2070687 ГЕНА 
SFTPС У НЕДОНОШЕННЫХ НОВОРОЖДЕННЫХ С СИНДРОМОМ 
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Исследована частота встречаемости полиморфных вариантов rs4715 (c.413С→A, p.T138N), rs1124 (с.557 G→A, 
Ser186Asn) и rs2070687 (с.436-8 C→G) гена SFTPC у 125 недоношенных новорожденных в сроке гестации 28–34 
недели с синдромом дыхательных расстройств (СДР) и у 146 здоровых доношенных новорожденных (группа 
сравнения). Обнаружено статистически значимое увеличение (р = 0,044) частоты встречаемости гетерозигот-
ного генотипа С/А rs4715 в 4 экзоне в группе недоношенных новорожденных с тяжелым СДР по сравнению с 
группой СДР умеренной степени тяжести среди мальчиков. В группе девочек с тяжелым СДР достоверно чаще 
(p = 0,009) встречался гомозиготный вариант С/С rs4715 по сравнению с группой с умеренным СДР.

Ключевые слова: полиморфизм генов, синдром дыхательных расстройств, недоношенные новорожденные, 
сурфактантный белок С.
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исследования роли полиморфных вариантов 
генов белков сурфактанта в формировании на-
следственной предрасположенности к дыха-
тельным расстройствам у новорожденных [6]. 
Наибольший интерес представляют молеку-
лярные нарушения в генах SFTPB и SFTPC, 
кодирующих гидрофобные белки SP-B и SP-C, 
которые играют непосредственную роль в 
сборке сурфактантного комплекса. В гене 
SFTPC выявляется широкий спектр наруше-
ний от патогенных мутаций до нейтральных 
полиморфных вариантов, при этом фенотипи-
ческое проявление этих изменений во многом 
определяется этнической принадлежностью 
исследуемых групп [3, 6].

Цель данного исследования — изучение 
связи полиморфных вариантов rs1124, rs4715 
и rs2070687 гена SFTPC c течением синдрома 
дыхательных расстройств у недоношенных 
новорожденных, а также их распределение в 
изучаемой группе и в группе сравнения (здо-
ровые доношенные новорожденные).

Материалы и методы
В работе проанализированы образцы ДНК  

271 ребенка, родившегося в УЗ «Клинический 
родильный дом Минской области» в 2016–
2018 гг. Основную группу исследования со-
ставили 125 недоношенных новорожденных.

Критерии включения пациентов в исследо-
вание:

• гестационный возраст от 28 до 34 недель;
• синдром дыхательных расстройств различ-

ной степени тяжести;
• наличие письменного информированного 

согласия законного представителя.
Критерии исключения пациентов из иссле-

дования:
• многоплодная беременность;
• наследственные и врожденные заболевания;
• ВИЧ-инфекция у матери;
• инфекционные болезни, специфичные для 

перинатального периода.
Группа сравнения включала 146 здоровых 

доношенных новорожденных, гестационный 
возраст которых был в пределах 37–40 недель.

Работа проводилась с соблюдением принци-
пов добровольности и конфиденциальности в 
соответствии с международными нормами [7]. 
Проведение исследования разрешено Комите-
том по этике БелМАПО. 

Материалом для исследования полиморфиз-
мов гена SFTPC послужила геномная ДНК, 
выделенная из лейкоцитов пуповинной и пе-
риферической венозной крови методом фе-
нольно-хлороформной экстракции с исполь-
зованием протеиназы К [8]. 

Для выявления полиморфизма rs4715 (c.413 
С→A, p.T138N) гена SFTPC использовали ме-
тод ПЦР с последующим анализом полимор-
физма длины рестрикционных фрагментов 
(ПДРФ). Амплификация фрагмента 4 экзона 
длиной 189 п. о. проведена с использованием 
пары олигонуклеотидных праймеров: пря-
мой — 5’ - GCC ACT TCA TCC ACA TCC - 3’ 
и обратный — 5’ - AAT AGG AGA GGG GCA 
GTC AG - 3’ [9]. Условия ПЦР подобраны 
экспериментально: 5 мин денатурации при 
температуре 94 °C, далее 35 циклов при 94 °C 
30 с, 59 °C 30 с, 72 °C 60 с, завершающий 
шаг — 72 °C в течение 5 мин. Полученные 
фрагменты обрабатывали рестриктазой BfaI 
при 37 °C в течение ночи. Электрофоретиче-
ское разделение продуктов рестрикции про-
водили в 2,2-процентном агарозном геле. 
Аллелю А соответствовал фрагмент длиной 
189 п. о., а аллелю С — два фрагмента дли-
ной 97 и 92 п. о.

Изучение полиморфизмов rs1124 (с.557 
G→A, Ser186Asn) и rs2070687 (с.436-8 C→G) 
проводили методом прямого секвенирования 
по Сенгеру. Для амплификации фрагмента 
4 интрона и 5 экзона гена SFTPC была ис-
пользована следующая пара олигонуклеотид-
ных праймеров: прямой — 5’ - TAC CTG GTG 
GCT TCT GAC T - 3’ и обратный — 5’ - CTG 
TGA AGC AAA GGA ATG TT - 3’ [9]. Условия 
ПЦР подобраны экспериментально: 1 мин 
денатурации при температуре 94 °C, далее 35 
циклов при 94 °C 10 с, 60 °C 30 с, 72 °C 15 с, 
завершающий шаг — 72 °C в течение 2 мин. 
Определение нуклеотидной последовательно-
сти проводилось методом прямого секвениро-
вания на автоматическом анализаторе Applied 
Biosystems 3500 DNA Analyzer. Полученные 
последовательности ДНК анализировались в 
программе SequenceScanner v1.0.

Статистическую обработку данных проводи-
ли с использованием прикладной программы 
GraphPad InStat Version 3.05 и веб-инструмента 
SNPStats [10]. Тест на соответствие контроль-
ной выборки равновесию Харди-Вайнбер-
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га проводили с использованием метода χ2 
(α = 0,05; df = 1). При сравнении частот встре-
чаемости полиморфных вариантов в группах 
недоношенных новорожденных и контроля 
использовался стандартный критерий χ2 Пир-
сона; при условии, когда объем выборки не 
превышал 5 случаев, использовали критерий 
χ2 с поправкой Йетса и точный тест Фишера. 
Связь между генотипами, гаплотипами и те-
чением заболевания оценивали по отноше-
нию шансов (OR (95% CI)) с использованием 
кодоминантной модели SNPStats. OR указан 
с 95-процентным доверительным интервалом 
(confidence interval — CI) [11].

Результаты и обсуждение
Основная группа (недоношенные новорож-

денные) была разделена на 2 подгруппы. В 
подгруппу младенцев с тяжелым СДР вклю-
чались дети, нуждающиеся в респираторной 
поддержке более суток, проведении сурфак-
тантной терапии и оксигенотерапии после 
перевода на спонтанное дыхание (подгруп-
па 1). Структуру новорожденных подгруппы 1 
составили 46 (53,5%) мальчиков и 40 (46,5%) 
девочек. Во вторую подгруппу входили не-
доношенные новорожденные, у которых диа-
гностирован СДР умеренной степени тяжести 
(подгруппа 2). Структуру новорожденных 
подгруппы 2 составили 18 (46,2%) мальчиков 
и 21 (53,8%) девочка.  

Оказание медицинской помощи новорож-
денным проводилось в полном соответствии 
с существующей в Республике Беларусь на 
данный момент нормативной документацией, 
в частности «Клиническими протоколами диа-
гностики, реанимации и интенсивной терапии 
в неонатологии», утвержденными приказом 
Министерства здравоохранения Республики 
Беларусь № 81 от 28.01.2011 г.

Группу сравнения составили доношенные 
новорожденные. Состояние всех детей дан-
ной группы при рождении и в последующие 
дни вплоть до выписки из родильного дома 
оценивалось как удовлетворительное. Ла-
бораторные данные общего анализа крови у 
детей в первые сутки жизни были в пределах 
возрастной нормы. Младенцы находились на 
совместном пребывании с матерями в режиме 
свободного грудного вскармливания и были 
выписаны домой на 4–5 сутки жизни. 

Результаты генотипирования. Распределе-
ние частот генотипов по всем изученным по-
лиморфизмам гена SFTPC в группе сравнения 
и группе пациентов с СДР соответствовало 
теоретически ожидаемому равновесному рас-
пределению Харди – Вайнберга (для rs4715 
p = 0,7 и p = 0,83 соответственно, для rs1124 
p = 0,6 и p = 0,7 соответственно, для rs2070687 
p = 0,6 и p = 0,78).

Анализ распределения частоты встречаемо-
сти полиморфных вариантов изучаемых поли-
морфизмов гена SFTPC не выявил существен-
ных различий между группой недоношенных 
новорожденных и группой сравнения (табл. 1). 
При сравнении этих групп с учетом пола ре-
бенка также не обнаружено достоверной раз-
ницы (табл. 1). В нашем исследовании показа-
но, что частоты встречаемости полиморфных 
вариантов исследуемых полиморфизмов не 
различались в группах доношенных и недо-
ношенных новорожденных.

На следующем этапе проанализирована 
связь полиморфных вариантов rs4715, rs1124 
и rs2070687 с тяжестью синдрома дыхатель-
ных расстройств у недоношенных новорож-
денных. Результаты этого анализа представ-
лены в табл. 2. Анализ распределения частот 
генотипов полиморфных локусов гена SFTPC 
не выявил статистически значимых различий 
между подгруппами недоношенных ново-
рожденных. Однако, при учете двух призна-
ков — степени тяжести СДР и пола, показано, 
что частота встречаемости гетерозиготного 
генотипа С/А rs4715 в 4 экзоне гена SFTPC у 
мальчиков с тяжелой формой СДР в 2,8 раза 
больше, чем у мальчиков с СДР умеренной 
степени тяжести (47,8% и 16,7% соответ-
ственно). При сравнении групп девочек с 
различной степенью тяжести синдрома ды-
хательных расстройств выявлено противо-
положное влияние полиморфизма rs4715: ге-
терозиготный генотип С/А в группе девочек 
с тяжелым СДР встречался в 2,4 раза реже, 
чем среди девочек с умеренным СДР (27,5% 
и 66,7% соответственно). В группе девочек с 
тяжелым СДР выявлено 67,5% носительниц 
гомозиготного варианта С/С, что достовер-
но больше, чем среди девочек с умеренным 
СДР — 28,6% (рис. 1). Минорный аллель А 
достоверно чаще встречается у девочек с уме-
ренным СДР (χ2 = 4,46; p = 0,03). 
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Можно предположить, что в исследуемой 
выборке гетерозиготный генотип С/А rs4715 
SFTPC является рисковым в формирова-
нии тяжелого течения СДР у недоношенных 
мальчиков (OR = 5,30; 95% CI: 1,30–21,51; 
p = 0,044) и защитным у недоношенных дево-
чек (OR = 0,17; 95% CI: 0,05–0,57; p = 0,007). 
У недоношенных девочек рисковым фактором 
развития тяжелого СДР является генотип С/С 
(OR = 5,19; 95% CI: 1,63–16,48; p = 0,009). 
Подтверждением этого предположения мо-
жет служить выявленное различие по частоте 
встречаемости полиморфных вариантов rs4715 
среди мальчиков и девочек как в группе с уме-
ренным СДР, так и в группе с тяжелым СДР 
(рис. 1). В группе с умеренным СДР 72,2% 
носителей гомозиготного генотипа С/С были 
мальчики и 28,6% — девочки, в то время как 
среди носителей гетерозиготного варианта С/A 
66,7% — девочки и только 16,7% — мальчики 
(χ2 с поправкой Йетса = 5,74; p = 0,01 — для 
генотипа С/С и χ2 с поправкой Йетса = 7,92; 
p = 0,0049 — для генотипа С/A). В группе с 
тяжелым СДР выявлена противоположная 
картина: среди носителей генотипа С/С ча-
ще встречались девочки (67%), чем мальчики 
(39,1%), а 47,8% носителей гетерозиготного 

генотипа С/A были мальчики и 27,5% девочки 
(χ2 с поправкой Йетса = 5,81; p = 0,015 — для 
генотипа С/С и χ2 с поправкой Йетса = 2,92; 
p = 0,09 — для генотипа С/A).

Обеспечение механики дыхания легких яв-
ляется важнейшей функцией легочного сур-
фактанта. Значительную роль в этом играют 
гидрофобные белки сурфактанта, к которым 
относится SP-C. Сурфактантный протеин С 
(SP-C) — небольшой гидрофобный белок, 
необходимый для снижения поверхностного 
натяжения путем усиления адсорбции и рас-
пространения фосфолипидов в поверхност-
ный монослой легочной ткани [12].

Ген SFTPC локализован на коротком плече 
8 хромосомы в положении 8p23.1, охватыва-
ет 3,5 тыс. п. о. и состоит из 6 экзонов, только 
первые пять из которых являются кодирую-
щими. Нуклеотидная последовательность, со-
ответствующая зрелому пептиду, ограничена 
2 экзоном. Экспрессия гена SFTPC начинается 
с 24 недели беременности. Предшественник 
белка SP-C (proSP-C), имеющий молекуляр-
ную массу 22 кДа и состоящий из 191 или 
197 аминокислотных остатков, подвергается 
поэтапному протеолизу с образованием зрело-
го пептида молекулярной массы 3,5 кДа [13]. 

Рис. 1. Распределение частоты встречаемости генотипов rs4715 в исследуемых подгруппах с учетом пола 
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Большая часть известных, в том числе пато-
генных, полиморфных вариантов расположе-
на в C-концевом BRICHOS-домене (4–5 экзон 
гена SFTPC) предшественника зрелого бел-
ка, обеспечивающим правильный фолдинг и 
транспортировку белка по секреторным пу-
тям. Предполагается, что все найденные па-
тогенные мутации этого региона приводят к 
аномальной (неправильно свернутой) форме 
proSP-C и быстро разрушаются, вызывая тем 
самым недостаток SP-C, или к формированию 
внутриклеточных агрегатов, которые токсич-
ны для клетки [14]. Считается, что более по-
ловины однонуклеотидных замен в области 
4–5 экзона возникает спонтанно и приводят 
не к отсутствию протеина SP–C, а к формиро-
ванию дефектного белка либо к уменьшению 
его количества [15]. 

В данном исследовании были изучены мис-
сенс-замены: полиморфизм rs4715 в 4 экзоне, 
который приводит к замене аминокислоты 
треонин на аспарагин (c.413С→A, p.T138N) и 
полиморфизм rs1124 в 5 экзоне, приводящий 
к замене аминокислоты серин на аспарагин 
(c.557G→A, p.S186N). Механизм, с помощью 
которого эти полиморфные варианты могут 
влиять на риск развития различных заболева-
ний легкого, до сих пор не ясен. Однако они 
расположены в соответствующей С-концевой 
части молекулы proSP-C, которая имеет реша-
ющее значение в процессинге proSP-C до зре-
лого сурфактантного белка C [12]. Кроме того, 
мы изучали полиморфизм rs2070687 (436-8 
C→G), расположенный в 4 интроне в районе 
альтернативного сайта сплайсинга. Присут-
ствие альтернативного сайта сплайсинга в на-
чале 5 экзона влечет за собой образование двух 
разных видов мРНК, отличающихся вставкой 
или делецией 18 нуклеотидов [13].

Можно предположить, что полиморфизмы 
SFTPС, влияющие на уровень и активность 
сурфактанта, могут оказывать модифици-
рующую роль в формировании и течении 
дыхательных расстройств у недоношенных 
новорожденных. Литературные данные о 
влиянии полиморфизмов гена SFTPС на раз-
витие и течения синдрома дыхательных рас-
стройств малочисленны и противоречивы. 
При исследовании недоношенных новорож-
денных иранской популяции гестационного 
возраста до 34 недель было обнаружено, что 

генотип А/А полиморфизма rs1124 является 
предрасполагающим фактором развития РДС 
у недоношенных девочек, частота встречае-
мости данного генотипа у новорожденных с 
умеренным РДС больше, чем у младенцев с 
тяжелой формой заболевания независимо от 
пола [12]. Помимо этого, изучение выбор-
ки новорожденных из Финляндии показало, 
что полиморфный вариант 138Asn (rs4715) 
и 186Asn (rs1124), а также гаплотип 138Asn-
186Asn, достоверно более часто встречались в 
группе недоношенных девочек. В то же время 
данные закономерности не были выявлены в 
американской популяции [16]. Разные резуль-
таты в исследованиях могут быть связаны с 
различиями в этнической принадлежности 
новорожденных и критериях подбора анали-
зируемых выборок. 

В нашем исследовании не выявлено зна-
чимых различий по полу и частоте встречае-
мости полиморфных вариантов гена SFTPС 
в исследуемых группах. Однако показана 
связь с течением СДР полиморфных вари-
антов rs4715 с учетом пола недоношенных 
новорожденных, что согласуется с данными 
литературы по влиянию гендерных различий 
на выработку сурфактанта. По литератур-
ным данным известно, что легкие мальчиков 
примерно на 1 неделю более незрелые, чем 
легкие девочек, за счет действия фетальных 
андрогенов на фибробласты легких и инги-
бирования синтеза фосфатидилглицерола, 
входящего в состав сурфактанта [3]. Поэто-
му мальчики имеют большую вероятность 
появления СДР, чем девочки одного и того 
же гестационного возраста (в 1,7 раза чаще). 
Также было показано, что половые гормоны 
оказывают влияние на развитие легких плода. 
При этом молекулярный механизм влияния 
андрогенов и эстрогенов на развитие легких 
и синтез сурфактанта различен. Андрогены 
ингибируют активность и синтез сурфактанта 
путем изменения активности транскрипцион-
ных факторов (эпидермального фактора ро-
ста и трансформирующего фактора роста β1). 
Влияние эстрогеновых рецепторов на уро-
вень сурфактанта осуществляется посред-
ством активации сигнальных путей фактора 
роста тромбоцитов, что приводит к дефектам 
альвеолярной структуры и снижению продук-
ции сурфактанта [17]. 
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Заключение
Таким образом, выявлены достоверные раз-

личия частоты встречаемости полиморфных 
вариантов rs4715 в 4 экзоне гена SFTPС меж-
ду группами недоношенных новорожденных 
с умеренным и тяжелым СДР с учетом пола 
новорожденного. У недоношенных мальчи-
ков с тяжелым СДР достоверно чаще встреча-
лись носители гетерозиготного генотипа С/А 
(OR = 5,30; 95% CI: 1,30–21,51; p = 0,044), 
а у недоношенных девочек с тяжелым СДР 
достоверно чаще — носители генотипа С/С 
(OR = 5,19; 95% CI: 1,63–16,48; p = 0,009). 

Для подтверждения выявленных ассоциа-
ций необходимы дальнейшие исследования на 
большей выборке новорожденных.

Научные исследования выполнялись в лабо-
ратории экологической генетики и биотехно-
логии Института генетики и цитологии НАН 
Беларуси в рамках государственной програм-
мы «Наукоемкие технологии и техника» на 
2016–2018 гг., по заданию 17 «Разработать 
и внедрить метод прогнозирования исходов 
дыхательных расстройств у новорожденных 
на основании молекулярно-генетических ис-
следований генов, ассоциированных с данной 
патологией».
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Введение
Бесплодие, согласно определению ВОЗ, — 

это отсутствие беременности при регулярной 
половой жизни без предохранения в течение по 
крайней мере года. Частота бесплодного брака, 
по данным ВОЗ, составляет 10–15% от общего 
числа супружеских пар и не имеет тенденции 
к снижению. При этом нарушение репродук-
тивной функции у мужчин обусловливает до 
40–50% всех случаев бесплодия супружеских 
пар [1–3]. Клинические проявления нарушений 
репродуктивной функции у мужчин могут вы-
ражаться различной степенью гипоспермато-
генеза от олигозооспермии до азооспермии и 
синдрома «только клетки Сертоли». Предпо-
лагается, что 30–50% тяжелых форм мужского 
бесплодия могут быть вызваны генетическими 
причинами, и наиболее распространенными из 
них являются хромосомные аномалии.

Согласно результатам исследований разных 
популяций к наиболее распространенным 
хромосомным аномалиям у мужчин с беспло-
дием относят количественные и структурные 
аномалии половых хромосом, которые вызы-
вают снижение числа сперматозоидов вплоть 
до полного блока сперматогенеза [3–9]. Боль-
шинство исследователей также отмечают по-
вышенную частоту структурных аномалий 

аутосом, однако носительство транслокаций 
обычно не рассматривается в контексте выра-
женного негативного влияния на процесс спер-
матогенеза. Транслокации относятся к сбалан-
сированному типу хромосомных перестроек, 
при котором происходит обмен участками 
между хромосомами (реципрокные трансло-
кации, РцТ) или центрические слияния акро-
центрических хромосом (робертсоновские 
транслокации, РбТ). 

Носительство сбалансированной трансло-
кации, как правило, не сопровождается на-
рушениями фенотипа. Однако у носителей 
существует повышенный риск дисбалансного 
кариотипа у плода при наступлении беремен-
ности, что может сопровождаться спонтанным 
прерыванием беременности или развитием 
хромосомной болезни у будущего ребенка. По-
мимо транслокаций между аутосомами встре-
чаются крайне редкие транслокации с вовле-
чением половых хромосом. Подобные типы 
транслокаций у мужчин приводят к остановке 
мейотического деления и азооспермии. Ис-
ключение составляют транслокации с вовлече-
нием спутничных районов акроцентрических 
хромосом и гетерохроматина Y-хромосомы.

Анализ литературы показал, что трансло-
кации являются одной из самых распростра-
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данные указывают на негативное влияние на сперматогенез транслокаций с вовлечением половых хромосом, 
реципрокных транслокаций с вовлечением крупных хромосом, сочетания транслокации с трисомией половых 
хромосом в составе одного кариотипа.

Ключевые слова: олигозооспермия, необструктивная азооспермия, кариотип, транслокация.
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ненных структурных аберраций хромосом не 
только в общей популяции, но и у мужчин с 
бесплодием. Однако в большинстве иссле-
дований главным образом указана частота 
транслокаций в обобщенных группах муж-
чин с бесплодием или с олигозооспермией без 
сравнения особенностей разных видов транс-
локаций и их частот относительно степени 
повреждения сперматогенеза. 

Цель настоящего исследования — устано-
вить частоты транслокаций в группах мужчин с 
олигозооспермией тяжелой степени и азооспер-
мией, оценить влияние разных типов хромо-
сомных транслокаций на степень повреждения 
сперматогенеза, определить типы транслокаций, 
приводящие к полному блоку сперматогенеза.

Материалы и методы
Для характеристики спектра хромосомных 

мутаций у мужчин с тяжелыми формами на-
рушения сперматогенеза в Беларуси проводи-
лось кариотипирование лимфоцитов перифе-
рической крови с использованием стандартной 
методики дифференциального окрашивания 
GTG-banding. Препараты метафазных хромо-
сом получали после культивирования ФГА-
стимулированных лимфоцитов в течение 
72 часов. В качестве дополнительного иссле-
дования для уточнения размеров и локализа-
ции гетерохроматиновых районов хромосом 
использовался метод CBG-banding. Уровень 
разрешения микроскопирования — 550 бэндов 
на гаплоидный геном. Результат кариотипиро-
вания представлен согласно действующей на 
момент исследования номенклатуре записи 
кариотипа человека International System for 
human Cytogenetic Nomenclature (ISCN).

Группы исследования составили мужчины, 
проходившие обследование по направлению 
врача-андролога или репродуктолога в связи 
с бесплодием в семье. Анализ спермограммы 
проводился в соответствии с рекомендациями 
ВОЗ (согласно действующему на момент об-
следования издания — № 3, 4, 5). 

Показанием для кариотипирования был ре-
зультат двукратного исследования эякулята с 
трехнедельным интервалом — тяжелые нару-
шения сперматогенеза — при условии исклю-
чения обструкции семявыносящих протоков. 
Цитогенетические исследования проводились 
в двух группах мужчин: с необструктивной 

азооспермией (598 мужчин) и с олигозооспер-
мией тяжелой степени (тс) (113 мужчин). 

Статистический анализ осуществляли с по-
мощью графической оболочки для работы с 
языком программирования R – R–Studio 3.5.1, 
система пакетов Tidyverse 1.2.1. Для представ-
ления номинальных данных использованы ча-
стоты: p ± Sp (относительная частота — доля, 
выраженная в процентах, ± стандартная ошибка 
доли), абсолютная частота (n — количество объ-
ектов исследования). Достоверность различий 
номинальных переменных оценивали с помо-
щью критерия Пирсона χ2 (Pearson Chi-square) 
и точного критерия Фишера (F-критерий). Ста-
тистически достоверными считали различия 
при уровне значимости p < 0,05. 

Результаты и обсуждение
В генетической лаборатории ГУ «РНПЦ 

“Мать и дитя”» проводился ретроспективный 
(506 мужчин) и проспективный (205 муж-
чин) анализ кариотипов у мужчин с тяже-
лыми нарушениями сперматогенеза. Группа 
пациентов с необструктивной азооспермией 
составила 84,1% (598/711), с олигозооспер-
мией тс — 15,9% (113/711). Средний возраст 
мужчин (±SD) в группе с азооспермией соста-
вил 30,4 ± 5,3 года (20–49), в группе с олигозо-
оспермией тс — 32,1 ± 5,5 года (23–49). Необ-
ходимо отметить, что в данном случае возраст 
пациентов не отражает клинические или био-
логические аспекты бесплодия, а характери-
зует лишь возраст обращения за специализи-
рованной помощью и начало углубленного 
обследования мужского фактора бесплодия.

Согласно многочисленным исследованиям 
мужского фактора бесплодия у мужчин с рез-
ко сниженным числом сперматозоидов (менее 
5 млн/мл) наблюдается многократно повышен-
ная частота хромосомных мутаций по срав-
нению с общей популяцией. Также отмечены 
статистически значимые различия в частотах 
хромосомных аномалий между группой муж-
чин с олигозооспермией тс и группой мужчин с 
концентрацией сперматозоидов 5–15 млн/мл [5]. 
Для сравнения влияния разных видов хромосом-
ных аномалий на степень повреждения спер-
матогенеза в табл. 1 приведены обобщенные 
результаты наиболее крупных исследований.

Также исследователи генетических причин 
мужского бесплодия не отмечают корреляции
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Общее число 
хромосомных 
аномалий, n/%

Патология 
половых хромосом 
(число выявленных 

пациентов, n/%

Патология аутосом 
(число выявленных пациентов, nn/%)

Всего 
обследовано 
пациентов, nРбТ РцТ

Всего 
структурных 

аномалий 
(в т. ч. inv, mar)

Новорожденные [4] 363/0,4 131/0,1 76/0,1 98/0,1 232/0,25 94465

Пациенты с 
олигозооспермией разной 

степени (результаты 6 
исследований) [4, 10]

84/4,7 30/1,7 28/1,6 13/0,7 54/3,0 1777

Пациенты с  
азооспермией и 

олигозооспермией разной 
степени тяжести (резуль-
таты 6 исследований) [4]

395/5,2 296/3,9 45/0,6 32/0,4 99 /1,3 7581

Пациенты с 
азооспермией 
(результаты 8 

исследований) [4, 10, 11]
226/13,4 205/12,1 3/0,2 14/0,8 21/1,2 1690

Примечание. inv — инверсия, mar — маркерная хромосома

других показателей спермограммы (объем 
эякулята, подвижность и морфология сперма-
тозоидов) с носительством хромосомных ано-
малий. Некоторые исследователи указывают 
на особенности гормонального статуса (по-
вышенные уровни фолликулстимулирующего 
и лютеинизирующего гормонов, сниженные 
показатели тестостерона) и снижение общего 
объема testis, как на возможные прогностиче-

Таблица 1
Хромосомные аномалии у мужчин с азооспермией и олигозооспермией (обобщенные 

результаты разных исследований)

ские критерии гипофункции мужских гонад, 
обусловленной хромосомными аномалиями [8,  
12]. Учитывая данные литературы, в группы 
исследования в нашей работе вошли мужчи-
ны только с необструктивной азооспермией и 
олигозооспермией тс.

Данные кариотипирования пациентов ретро-
спективного и проспективного исследований 
представлены в табл. 2.

Таблица 2
Спектр хромосомных аномалий у мужчин с тяжелыми формами нарушения сперматогенеза

Группа, человек
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, n

Всего пациентов 
с азооспермией 598 110 90 11 2 6 1*

Всего пациентов с 
олигозооспермией тс 113 14 3 – – 10 1**

Всего пациентов 711 124 93 11 2 16 2

Примечание. * — у пациента выявлено сочетание 2 хромосомных аномалий — кариотип 46,XXY,der(13;14); ** — у пациента 
выявлено сочетание 2 хромосомных аномалий — кариотип 46,XYY,der(15;22)
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Согласно результатам нашего исследования 
(табл. 2) частота аномальных кариотипов со-
ставила у мужчин с азооспермией 18,4 ± 1,58% 
(110/598), у мужчин с олигозооспермией тс 
12,4% ± 3,10 (14/113). 

При сравнении полученных результатов с 
данными подобных исследований других ав-
торов возникают трудности в точной оценке 
частот хромосомных аномалий, поскольку 
многие исследователи рассчитывали частоты 
для обобщенной группы пациентов с азоо-
спермией и олигозооспермией разной степени 
тяжести или даже в общей группе бесплодных 
мужчин без дифференцировки по показателям 
спермограммы [4, 5, 7, 10, 12]. Также сложно 
проанализировать результаты вследствие ред-
кости некоторых хромосомных аномалий, осо-
бенно при исследовании относительно неболь-
ших групп мужчин (менее 100). Применение 
разных критериев отбора в группы (например, 
кариотипирование только после исключения 
иных, кроме генетических, возможных при-
чин бесплодия или алгоритм одновременных 
исследований), методологические принципы 
цитогенетического анализа, экологическая и 
географическая гетерогенность популяций 
также отражаются на разнице в частотах ано-
малий. В целом по опубликованным данным 
результатов кариотипирования других попу-
ляций общая частота хромосомных аномалий 
широко варьирует: у мужчин с азооспермией 
в пределах 10,0–35,0%, у мужчин с олигозоо-
спермией тс — 0,4–13,3% [1, 3–5, 7–11, 13]. 

Таким образом, полученные нами частоты не 
противоречат результатам подобных исследова-
ний. Несмотря на то, что наблюдалась тенден-
ция к увеличению частоты в группе мужчин с 
азооспермией, статистически значимых разли-
чий между двумя изучаемыми группами муж-
чин по частоте встречаемости хромосомной па-
тологии не обнаружено (χ2 = 1,9816, p = 0,159).

В группе мужчин с азооспермией преоблада-
ют количественные и структурные аномалии 
половых хромосом над патологией аутосом 
(17,22 ± 1,54 против 1,0 ± 0,41%), в группе 
мужчин с олигозооспермией тс наблюдается 
обратная ситуация — преобладают аномалий 
аутосом над аномалиями половых хромосом 
(8,9 ± 2,67% против 2,65 ± 1,51). 

Частота кариотипов со структурной пато-
логией аутосом у мужчин с азооспермией 

составила 1,0 ± 0,41% (6/598), у мужчин с 
олигозооспермией тс — 8,9 ± 2,67% (10/113). 
Повышенная частота аномалий аутосом в на-
шей группе мужчин с олигозооспермией тс по 
сравнению с результатами кариотипирования 
новорожденных и мужчин с олигозоосперми-
ей разной степени тяжести (табл. 1) указыва-
ет на негативные последствия структурных 
аномалий аутосом на сперматогенез. Установ-
лено, что частота структурных аберраций ау-
тосом достоверно ниже у мужчин с азооспер-
мией, чем у мужчин с олигозооспермией тс 
(χ2 = 23,152, p < 0,001). Согласно нашим дан-
ным есть основания полагать, что аномалии 
аутосом имеют более «мягкие» последствия 
на развитие сперматозоидов и крайне редко 
приводят к полному блоку сперматогенеза в 
отличие от аномалий половых хромосом.

В нашем исследовании 711 мужчин с нару-
шениями сперматогенеза были установлены 
следующие виды транслокаций: робертсонов-
ские, реципрокные, транслокации с участием 
половой X-хромосомы. Среди 6 случаев струк-
турной патологии аутосом в группе мужчин 
с азооспермией выявлены 3 транслокации, 
по одной инверсии, кольцевой хромосоме и 
маркерной хромосоме. Среди 10 случаев ау-
тосомной патологии в группе пациентов с оли-
гозооспермией тс выявлены 7 транслокаций 
и 3 инверсии. Установленные транслокации 
представлены в табл. 3.

После выявления структурных аберраций у 
пациентов были предприняты попытки полу-
чить согласие кариотипировать родителей, но 
в большинстве случаев пациенты отказались 
травмировать близких, поэтому тип наследо-
вания не определен. По данным литературы в 
большинстве случаев другие члены семьи так-
же были недоступны для кариотипирования.

Многие исследователи полагают, что ау-
тосомные транслокации могут вызывать по-
вреждения сперматогенеза и приводить к оли-
гозооспермии или азооспермии. По данным 
различных исследований частота аутосомных 
транслокаций у мужчин с бесплодием широ-
ко варьирует. Такая вариабельность, как и в 
случае расчета частоты всех хромосомных 
аномалий в подобных выборках, обусловлена 
методологическими особенностями цитогене-
тических исследований (различные подходы 
в оценке хромосомных полиморфизмов, уро-
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вень разрешения при микроскопировании), 
различными критериями отбора пациентов в 
группы, величиной выборки. Также имеет зна-
чение популяционная, географическая, эколо-
гическая, генетическая гетерогенность. Также 
показано, что у части мужчин с транслокаци-
ями наблюдается нормозооспермия [14]. Так, 
в исследовании Vozdova et al. (2013) установ-
лено, что у 30,8% мужчин-носителей РбТ и у 
59,5% мужчин-носителей РцТ наблюдается 
нормозооспермия. 

Обнаружены статистически достоверные 
различия между частотами встречаемости ау-
тосомных транслокаций в изучаемых группах 
мужчин — 0,7 ± 0,33% против 7,1 ± 2,41 % 
(p < 0,001, F-критерий). В связи с этим можно 
предположить, что аутосомные транслокации 
в основном приводят к гипосперматогенезу и 
в крайне редких случаях вызывают полный 
блок сперматогенеза.

В нашей работе РбТ выявлены у мужчин 
с олигозооспермией тс, в группе мужчин с 
азооспермией — только в сочетании с трисо-
мией половых хромосом 46,XXY,der(13;14) 
и при наличии двух РбТ в одном кариотипе 
44,XY,der(13;14),der(14;21). Наиболее частая 
(7 из 8) выявленная транслокация у мужчин 
с бесплодием, как и в общей популяции, — 

der(13;14)(q10;q10) (табл. 3), что согласуется с 
данными исследований других популяций [15].

Установленная нами частота РбТ 5,3 ± 2,11% 
у пациентов с олигозооспермией тс в несколь-
ко раз превышает частоту РбТ 0,08–1,2% среди 
новорожденных [4, 16]. Наличие РбТ у муж-
чин с азооспермией считается крайне редким 
событием. Установленная частота РбТ у па-
циентов с азооспермией 0,3 ± 0,23% лежит в 
пределах частот РбТ согласно данным других 
исследований — менее 1% (табл. 1) [13, 16]. 
Обнаруженные статистически значимые раз-
личия между частотами встречаемости РбТ 
в изучаемых группах мужчин (p < 0,001, 
F-критерий) указывают на большую вероят-
ность развития олигозооспермии тс, чем азо-
оспермии при носительстве РбТ.

РцТ выявлены также в обеих группах паци-
ентов — у мужчин с азооспермией и олигозо-
оспермией тс. В нашем исследовании частота 
РцТ у мужчин с олигозооспермией тс выше, чем 
у мужчин с азооспермией — 1,8 ± 1,24% против 
0,3 ± 0,23%, что согласуется с исследованиями 
других авторов [14]. Однако статистически до-
стоверных различий между частотами встреча-
емости РцТ в двух группах мужчин не обнару-
жено (p = 0,121, F-критерий). Если принимать 
во внимание, что популяционные частоты РцТ 

Таблица 3 
Транслокации у пациентов с тяжелыми нарушениями сперматогенеза (результаты 

ретроспективного и проспективного исследований)

Пациенты 
с необструктивной азооспермией

Пациенты 
с олигозооспермией тс

Ретроспективное 
исследование

Транслокации
1.46,XY,t(1;4)(p22;p16)
2.46,XY,t(2;3)(p23;p21)

3.44,XY,der(13;14)(q10;q10)
der(14;21)(q10;q10)

1.45,XY,der(13;14)(q10;q10)
2.46,XYY,der(15;22)(q10;q10)

Всего исследований 477 29

Проспективное 
исследование

Транслокации
1.46,Y,t(X;19)(p10;q10)

2.46,Y,t(X;7)(q22;q32)or(q26;q36)mat
3.46,XXY,der(13;14)(q10;q10)dn

1-4.45,XY,der(13;14)(q10;q10) 
5.46,XY,t(1;10)(q21;q26)mat
6.46,XY,t(1;13)(q21.3;q14.1)

Всего исследований 121 84

Частота аутосомных транслокаций, % 0,7 ± 0,33 (4*/598) 7,1 ± 2,41 (8*/113)

Частота РбТ, % 0,3 ± 0,23 (2/598) 5,3 ± 2,11 (6/113)

Частота РцТ, % 0,3 ± 0,23 (2/598) 1,8 ± 1,24 (2/113)

Примечание. * — в общее число включен случай кариотипа с сочетанием двух хромосомных аномалий



Молекулярная и прикладная генетика. Том 26, 2019 г.

120 Е.Г. Требка и др. Хромосомные транслокации как причина...

оцениваются как 0,09–0,12% [4, 17, 18], то полу-
ченные нами частоты значительно превышают 
популяционную частоту. 

Рассматриваются различные возможные 
причины нарушения сперматогенеза при ау-
тосомных транслокациях: формирование 
транслокационных фигур [17], преждевре-
менная инактивация X-хромосомы [4], лока-
лизация критичных для сперматогенеза генов 
на кандидатных аутосомах [19, 20], наруше-
ние коньюгации, сегрегации хромосом [21], 
фрагментация ДНК [22, 23]. Таким образом, 
в силу перечисленных причин исследователи 
сделали заключение, что транслокации могут 
быть причиной массовой гибели клеток спер-
матогенного ряда и нарушения сперматогенеза 
у мужчин носителей [22].

При анализе структурных перестроек хро-
мосом выявлена взаимосвязь нарушения спер-
матогенеза со спецификой вовлеченных в 
транслокации хромосом и локализацией точек 
разрыва. Во всех установленных нами случаях 
в перестройках участвовали крупные хромо-
сомы (одна из транслоцированных хромосом 
относится к группам А, В). Причем в 4 выяв-
ленных случаях из 5 встретилась транслокация 
с участием хромосомы 1, и в 3 случаях разрыв 
хромосомы 1 произошел в локусе 1q21, что со-
гласуется с данными других исследований по 
преобладающей частоте вовлечения хромосомы 
1 в перестройки и, в частности, локуса 1q21 [10, 
14, 20, 24–26].

Для выявления связи нарушения спермато-
генеза с изменением целостности хромосомы 
1 вероятны следующие гипотезы: 

1) в течение мейоза перестроенная хромосо-
ма 1 вступает в ассоциацию с XY-бивалентом 
(по аналогии с другими описанными в литера-
туре аутосомными транслокациями), что при-
водит к блоку сперматогенеза; 

2) на хромосоме 1, вероятно, локализованы 
гены, ответственные за сперматогенез у муж-
чин; повреждение данных генов нарушает про-
дукцию сперматозоидов; 

3) характерной особенностью хромосомы 1 
является крупный блок прицентромерного ге-
терохроматина, способный при перестройках 
хромосомы нарушать нормальное образование 
синаптонемального комплекса (например, как 
описано у носителей перицентрических ин-
версий хромосомы 1) [24].

В литературе встречаются редкие описа-
ния транслокаций с вовлечением половых 
хромосом. Исследователи, изучающие спер-
матогенез у мужчин носителей t(X;A) (где 
А-аутосома), сделали вывод, что t(X;A) всег-
да способствует нарушению сперматогенеза 
независимо от локализации точек разрыва на 
X-хромосоме [4, 15]. В большинстве случаев 
t(X;A) у мужчин с азооспермией точки разры-
вов на X-хромосоме локализованы в локусах 
Xp22 [18, 30–32] или Xq13-q26 [15].

В нашем проспективном исследовании у 
двух мужчин с азооспермией выявлены транс-
локации с участием X-хромосомы — t(X;19)
(p10;q10) и t(X;7)(q22~q26;q32~q36)mat. При 
транслокации t(X;19)(p10;q10) точки разры-
вов локализованы в области центромер, как 
и в описанных в литературе случаях t(X;15)
(p11.3;p11), t(X;18)(q11;p11.1) [28], 46,Y,t(X;20)
(q10;q10) [29]. Считается, что подобные транс-
локации оказывают более «мягкие» послед-
ствия на сперматогенез (не препятствуют об-
разованию квадривалента, прицентромерные 
области не содержат активных генов), вызывая 
олигозооспермию, когда часть зародышевых 
сперматогенных клеток завершают мейоз с 
образованием нескольких сперматозоидов с 
носительством транслокации [29]. Что каса-
ется азооспермии у нашего пациента с t(X;19)
(p10;q10), следует учитывать, что любая струк-
турная перестройка даже в пределах одной 
семьи может оказывать разные эффекты на 
такой многоступенчатый, многофакторный и 
сложный процесс, как сперматогенез. 

Необходимо отметить, что за время проведе-
ния исследования в нашей лаборатории больше 
не было выявлено случаев t(X;A) у мужчин. Это 
характеризует данную транслокацию, как край-
не редкую патологию, которая имеет негатив-
ные последствия на фертильность мужчины.

Также крайне редкими хромосомными анома-
лиями у человека являются транслокации меж-
ду Y-хромосомой и аутосомой (за исключением 
транслокаций между гетерохроматиновым рай-
оном Y-хромосомы Yq12 и спутничными рай-
онами акроцентрических хромосом, которые 
в большинстве случаев являются семейными 
и не сопровождаются аномалиями фенотипа 
и бесплодием). В перестройках с участием 
Y-хромосомы главную роль в происхождении 
азооспермии отводят повреждению локусов 
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AZF (Azoospermia Factor), гены которых ответ-
ственны за процесс сперматогенеза у человека.

За время проведения нашего исследования 
было установлены всего 3 случая трансло-
каций Y-хромосомы c неакроцентрической 
хромосомой. Эти транслокации отсутствуют 
в табл. 3 и не подлежат статистической обра-
ботке в нашем исследовании в связи с тем, что 
данные пациенты не входили в группы иссле-
дования. Кариотип 46,Xt(Y;12)(q12;q13) уста-
новлен у мужчины с азооспермией. Кариотип 
46,Xt(Y;16)(q12;q24) установлен у фертильно-
го мужчины. Кариотипирование в данном слу-
чае проводилось в связи с выявлением данной 
транслокации у плода мужского пола при про-
ведении пренатальной диагностики. В даль-
нейшем было показано семейное наследование 
перестройки, в т. ч. дериватной 16 хромосомы 
по женской линии. Gunel, M. et al (2008) вы-
явили носительство t(Y;16)(q12;q13) с точка-
ми разрывов также в «генетически инертном» 
районе Yq12 у мужчины с азооспермией и 
крипторхизмом [33]. В перечисленных случаях 
точки разрывов на Y-хромосоме локализованы 
в гетерохроматиновом районе q12, локусы AZF 
остаются неповрежденными, что предполагает 
другие причины блока сперматогенеза у паци-
ентов с азооспермией. Кариотип 47,XXt(Y;11)
(p11.2~11.3;q21)dn выявлен у мальчика 15 лет, 
направленного на кариотипирование врачом-
эндокринологом по поводу гипогонадизма, 
исследование спермограммы не проводилось. 
Окончательный диагноз пациента — синдром 
Клайнфельтера, носительство сбалансирован-
ной транслокации.

Установлено, что у пациентов с транслока-
циями с вовлечением половых хромосом во 
время мейоза возможны аномалии коньюгации 
полового пузырька. В результате экстенсив-
ного асинапсиса инактивация X-хромосомы 
распространяется на аутосомные районы, ча-
стично включенные в половой пузырек, что 
модифицирует факторы генетического фона и 
в дальнейшем сопровождается дегенерацией 
сперматоцитов после стадии пахитены и при-
водит к бесплодию у таких пациентов.

Наиболее интересными с цитогенетических 
позиций являются случаи сочетания несколь-
ких хромосомных аномалий в одном карио-
типе: 44,XY,der(13;14)(q10;q10),der(14;21)
(q10;q10), 46,XXY,der(13;14)(q10;q10)dn, 

46,XYY, der(15;22)(q10;q10), 47,XXt(Y;11) 
(p11.2~11.3;q21)dn. Во всех кариотипах присут-
ствует сочетание транслокации с другой ано-
малией — в трех случаях с трисомией половых 
хромосом. При наследовании транслокации от 
родителей или возникновении de novo предпо-
лагается, что вторая аномалия возникла либо в 
той же гамете в мейозе, либо случайно в гаме-
те противоположного пола (комплементация 
гамет), либо в зиготе во время митотических 
делений с последующей потерей первичного 
клона без трисомии. При происхождении двух 
аномалий в одной гамете (при условии воз-
никновения структурной аномалии de novo) 
возникает закономерный вопрос о вероятном 
межхромосомном влиянии и первичности 
аномалии (транслокация или дисомия поло-
вых хромосом). Межхромосомные эффекты 
(interchromosomal effects, ICE) — нарушения 
мейоза, когда перестроенные хромосомы по-
вреждают разъединение и расхождение других 
хромосом, не вовлеченных в перестройку. ICE 
можно объяснить образованием гетеросинап-
сиса между хромосомами, вовлеченными в 
перестройку, и половым пузырьком, который 
также может включать и другие хромосомы 
кроме половых [21, 34].

Межхромосомное влияние РбТ и РцТ на се-
грегацию других хромосом в мейозе было экс-
периментально подтверждено на мышах [35]. 
У человека межхромосомный эффект впервые 
был отмечен среди отцов детей с синдромом 
Дауна, при кариотипировании которых на-
блюдалась повышенная частота РцТ [34]. В 
дальнейшем появились исследования, которые 
изучали уровни анеуплоидии сперматозоидов 
у носителей хромосомных аберраций. В целом 
были получены противоречивые данные: неко-
торые исследователи отмечали ICE у мужчин 
с РбТ и РцТ (повышенную частоту анеуплои-
дии по половым хромосомам и диплоидность), 
другие — нет [21, 34, 36]. Однако до тех пор, 
пока исследователи не будут владеть данными 
о происхождении (материнское, отцовское) до-
бавочных хромосом и происхождении транс-
локации, вопрос о существовании ICE остает-
ся открытым [35].

У мужчин с синдромом Клайнфельтера (кари-
отипы 46,XXY, der(13;14)(q10;q10), 47,XXt(Y;11)
(p11.2~11.3;q21)) в результате преимуществен-
ной коньюгации X-хромосом и вследствие этого 
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малой вероятности образования полового би-
валента, нарушений сегрегации половых хро-
мосом [35] и у мужчины с носительством двух 
гетерозиготных РбТ (кариотип 44,XY,der(13;14)
(q10;q10), der(14;21)(q10;q10)) происходит пол-
ный блок сперматогенеза. При данном варианте 
носительства двух РбТ образование сбаланси-
рованного по содержанию хромосомного мате-
риала сперматозоида маловероятно.

В случае синдрома дисомии Y-хромосомы 
коньюгация половых хромосом осуществля-
ется между двумя Y-хромосомами с образо-
ванием унивалента X-хромосомы или между 
X-хромосомой и одной из Y-хромосом, что 
не препятствует образованию полового тела 
и нормальному завершению мейоза в про-
цессе сперматогенеза [15, 27, 35]. У пациента 
с данным синдромом — кариотип 46,XYY, 
der(15;22)(q10;q10) — даже несмотря на на-
личие второй хромосомной аномалии в кари-
отипе (РбТ) отмечено присутствие спермато-
зоидов в эякуляте.

Выявленные нами случаи сочетанной па-
тологии в одном кариотипе являются край-
не редкими, уникальными аномалиями. В 
литературе найдено лишь одно описание 
мужчины с сочетанной хромосомной пато-
логией — гомозиготное носительство РбТ 
44,XY,der(14;15),der(14;15) и нормозоосперми-
ей (именно вследствие гомозиготности) [34].

Также необходимо отметить специфику ти-
пов транслокаций в исследуемых нами группах 
пациентов. По данным других исследований, 
приведенных в табл. 1, в группе мужчин с азоо-
спермией наблюдается увеличение частоты РцТ 
по отношению к частоте РбТ. В нашем исследо-
вании у пациентов с азооспермией частоты РбТ 
и РцТ оказались одинаковыми (0,3 ± 0,23) в силу 
того, что у 2 мужчин с РбТ одновременно в ка-
риотипе присутствует две хромосомные анома-
лии (табл. 3) и образуется кариотип, имеющий 
заведомо негативные последствия на исход мей-
оза. Таким образом, можно предположить, что 
для полного блока сперматогенеза недостаточ-
но наличия одной РбТ в кариотипе мужчины, 
необходимо сочетание нескольких факторов 
(в наших случаях это присутствие нескольких 
аномалий в одном кариотипе). Также с азоо-
спермией ассоциируются сочетание нескольких 
аномалий в одном кариотипе и транслокации с 
вовлечением половых хромосом (табл. 3). 

Несмотря на визуально определяемые раз-
личия между частотами РбТ и РцТ у пациен-
тов с олигозооспермией тс, статистически до-
стоверных различий не выявлено (p = 0,280, 
F-критерий). 

Заключение
Стандартное кариотипирование в настоящее 

время остается первоочередным, доступным, 
эффективным исследованием в определении 
генетических причин бесплодия. Получен-
ные нами результаты обусловлены критерия-
ми отбора врачом-андрологом пациентов для 
генетических исследований: данные осмотра, 
двукратные исследования спермограммы со-
гласно действующим рекомендациям ВОЗ, 
исследования гормонов, данные УЗИ.

Ретроспективное и проспективное исследо-
вания кариотипов мужчин Беларуси с тяже-
лыми нарушениями сперматогенеза наряду с 
количественными аномалиями половых хро-
мосом выявили значительное число структур-
ной патологии. Установлены статистически 
значимые различия между группой мужчин 
с олигозооспермией тс и группой мужчин 
с азооспермией по частоте встречаемости 
структурной патологии аутосом, аутосомных 
транслокаций и, в частности, робертсоновских 
транслокаций. Перечисленные группы хромо-
сомных аномалий превалируют у мужчин с 
олигозооспермией тс. 

Анализ данных литературы и результатов 
нашего исследования позволяет судить о не-
гативном влиянии на процесс сперматогенеза 
вплоть до полного блока следующих видов 
транслокаций: транслокаций с вовлечени-
ем половых хромосом, реципрокных транс-
локаций с вовлечением крупных хромосом, 
сочетании в одном кариотипе транслокации 
с трисомией половых хромосом (при этом 
нельзя исключить вероятность транслокации 
как первопричины для последующего образо-
вания трисомии в кариотипе).

В заключение следует подчеркнуть важность 
медико-генетического консультирования при 
выявлении носительства структурных пере-
строек с целью объяснения пациенту причины 
бесплодия в семье, оценки риска несбаланси-
рованного кариотипа у плода при наступлении 
беременности, выбора метода лечения беспло-
дия с использованием программ ВРТ. 
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The Article presents the investigation results on the frequency of different types of chromosomal translocations in 
the groups of patients with severe oligozoospermia and non-obstructive azoospermia. The translocation carriage effect 
on the degree of spermatogenesis damage in males is discussed. The data obtained indicate a negative impact on the 
spermatogenesis of translocations involving sex chromosomes, reciprocal translocations involving large chromosomes, 
the combination of translocation with a sex chromosomesꞌ trisomy as part of one karyotype.
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Ведение
Муколипидозы II–III типов — заболева-

ния, возникающие в результате мутаций генов 
GNPTAB и GNPTG [1, 2]. Эти гены кодируют 
синтез фермента UDP-GlcNAc 1-фосфотрансфе-
разы (уридилдифосфат-N-ацетилглюкозамин-
1-фосфотрансферазы), который представляет 
собой гексамерный комплекс, состоящий из 
двух альфа, двух бета и двух гамма субъеди-
ниц [3]. Субъединицы альфа и бета этого эн-
зима кодирует ген GNPTAB [4], а субъединицу 
гамма — ген GNPTG [5]. Альфа и бета субъе-
диницы синтезируются в виде единого неак-
тивного предшественника. В аппарате Гольджи 
молекула-предшественник подвергается про-
теолитическому расщеплению между остат-
ками аминокислот 928 и 929 с образованием 
активных субъединиц фермента [6]. Дефицит 
активности UDP-GlcNAc 1-фосфотрансферазы 
приводит к нарушению формирования спец-
ифических сайтов, которые обеспечивают «уз-
навание» и транспорт лизосомных ферментов в 
лизосомы. В результате лизосомные гидролазы 
не проникают в лизосомы, а выделяются из кле-
ток и обнаруживаются в различных биологиче-
ских жидкостях, в частности, в плазме крови. 
При этом в лизосомах накапливаются нерас-
щепленные субстраты этих ферментов, что и 
приводит к формированию фенотипа болезни 
накопления. Мутации в гене GNPTAB приводят 
к развитию муколипидоза II альфа/бета (МЛ 
IIА/В) или муколипидоза III альфа/бета (МЛ 

IIIА/В), а повреждения гена GNPTG ассоцииро-
ваны с муколипидозом III гамма. Ген GNPTAB 
картирован на длинном плече 12 хромосомы 
(12q23.3) и состоит из 21 экзона. В настоящее 
время в гене GNPTAB описано 169 мутаций [7]. 
Наиболее частым повреждением гена GNPTAB 
у пациентов в европейских странах, США и 
России является делеция двух нуклеотидов в 
19 экзоне гена c.3503–3504delTC [7, 8, 9, 10]. В 
этой работе мы сообщаем о новых мутациях в 
гене GNPTAB, обнаруженных в семьях пациен-
тов с МЛ IIА/В в Республике Беларусь.

Цель исследования — установить мутации 
в гене GNPTAB у пациентов с муколипидозом 
II типа и в их семьях.

Материалы и методы
Объект исследования — пациенты с под-

твержденным диагнозом «муколипидоз» и 
их семьи. 

В исследуемую группу включены 3 семьи, 
имеющие ребенка с подтвержденным диагно-
зом «муколипидоз II тип» (3 пробанда: 1 девоч-
ка, 2 мальчика, 3 родителя и 4 здоровых сибса).

Семья 1. Пробанд 1 родилась от второй бе-
ременности у молодых здоровых супругов, 
состоящих в неродственном браке. От первой 
беременности супруги имеют здорового ре-
бенка мужского пола. Пробанд родилась в со-
стоянии тяжелой асфиксии с оценкой по Апгар 
6/2 и была переведена на искусственную вен-
тиляцию легких. Масса ребенка при рождении 
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Муколипидоз II альфа/бета (МЛ IIА/В) — редкое аутосомно-рецессивное заболевание, обусловленное мутаци-
ями в гене GNPTAB. В работе сообщается о новых, не описанных ранее в литературе, мутациях с.1450_1451insT 
и c.1503_1521dup (NG_021243.1) в 12 экзоне гена GNPTAB, обнаруженных у пациентов с МЛ IIА/В в Респу-
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2660 г, длина тела 50 см, окружность головы 
33 см, окружность грудной клетки 29 см. У де-
вочки отметили черепно-лицевые дисморфии 
(капиллярную гемангиому на лбу, высокий 
лоб, плоские надбровья, дуговые брови, пло-
ское запавшее переносье, малый курносый нос, 
микрогению), узкую грудную клетку, укороче-
ние и деформацию конечностей, контрактуры 
в крупных суставах, аномалии ногтевых пла-
стинок пальцев кистей и стоп, плоско-вальгус-
ную позицию стоп, внутриутробные переломы 
длинных трубчатых костей, кардиомегалию. В 
связи с наличием переломов длинных трубча-
тых костей пациентке первоначально был вы-
ставлен диагноз несовершенного остеогенеза. 
При ультразвуковом исследовании (УЗИ) го-
ловного мозга установлено выраженное усиле-
ние эхогенности перивентрикулярных зон. При 
УЗИ органов брюшной полости патологии не 
было обнаружено. Лабораторное исследование 
выявило увеличение активности лизосомных 
ферментов, хитотриозидазы, а также кислой 
и щелочной фосфатазы при нормальных зна-
чениях концентрации кальция и фосфора в 
сыворотке крови, что представлено в табл. 1.

На основании повышения активности не-
скольких лизосомных ферментов в плазме кро-
ви у девочки был диагностирован МЛ II типа.

Более подробные сведения об этой пациентке, 
включая данные патологоанатомического за-

ключения, содержатся в статье Румянцевой Н.В. 
и соавторов [11].

В последующем семья дважды обращалась 
в РНПЦ «Мать и дитя» для проведения пре-
натальной диагностики. Результаты лабора-
торных исследований представлены в табл. 2. 
Беременности завершились рождением здоро-
вых детей мужского пола.

Семья 2. Пробанд 2 впервые был осмотрен 
врачом-генетиком в возрасте 1 года 6 месяцев 
в связи с задержкой психомоторного развития 
и контрактурами суставов. При анализе родос-
ловной установлено, что родители мальчика 
молодые и здоровые, брак неродственный, од-
нако оба супруга родом из одного населенного 
пункта. Первая беременность в этой семье за-
вершилась мертворождением плода мужского 
пола массой 2100 г с врожденными пороками 
развития. Пробанд родился от второй беремен-
ности в сроке 40 недель, с массой 2700 г и дли-
ной тела 49 см. Течение беременности ослож-
нилось токсикозом первой половины и угрозой 
самопроизвольного прерывания во втором три-
местре, потребовавшей стационарного лечения. 

В возрасте шести месяцев в связи задерж-
кой моторного развития и тугоподвижностью 
суставов проведена консультация ортопеда и 
невролога. В возрасте 1 года и 1 месяца ре-
бенок находился на стационарном лечении с 
диагнозом детский церебральный паралич, 

Показатель Пробанд 1 Область нормальных значений

Бета-галактозидаза, нмоль/ч/мл 103 5–50

Альфа-маннозидаза, нмоль/ч/мл 2484 15–45

Альфа-фукозидоза, нмоль/ч/мл 6552 540–1200

Арилсульфатаза А, нмоль/ч/мл 210 <22

Бета-гексозаминидаза общая, нмоль/ч/мл 12834 500–1500

Бета-глюкуронидаза, нмоль/ч/мл 2803 80–360

Щелочная фосфатаза, нмоль/ч/мл 1823,1 <600

Кислая фосфатаза, Ед/л 8,36 <6,5

Хитотриозидаза, нмоль/ч/мл 238 4–32

Таблица 1
Активность лизосомных ферментов, хитотриозидазы, кислой и щелочной фосфатазы в 

плазме крови пациентки
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двойная спастическая диплегия 2–3 степени, 
задержка речевого развития. Отмечены за-
держка психомоторного развития (отсутствие 
навыков самостоятельной ходьбы, речи), 
контрактуры коленных, локтевых, голено-
стопных суставов. В биохимическом анализе 
крови выявлено увеличение активности ще-
лочной фосфатазы до 617,5 ЕД/л (норма менее 
350 ЕД/л) при нормальных значениях концен-
трации кальция — 2,7 ммоль/л и фосфора — 
1,27 ммоль/л. При магнитно-резонансной 
томографии головного мозга выявлена поли-
микрогирия с выраженной внутренней гидро-
цефалией. При осмотре офтальмологом кон-
статирована гипопигментация сетчатки. При 
цитогенетическом исследовании установлен 
нормальный мужской кариотип — 46 ХУ. По 
результатам селективного скрининга на на-
следственные болезни обмена веществ уро-
вень экскреции гликозаминогликанов (ГАГ) 
с мочой соответствует возрастной норме, од-
нако при двумерном электрофорезе ГАГ мочи 
выявлены патологические ГАГ: гепарансуль-
фат — 15%, дерматансульфат — 3%. Проба 
на олигосахариды в моче оказалась положи-
тельной. При осмотре пробанда врачом-гене-
тиком в возрасте 1 года 6 месяцев установлена 
задержка физического развития: масса тела 
ребенка 9 кг (менее 3-го перцентиля), рост 
73 см (менее 3-го перцентиля). Окружность 
головы 47,5 см (25 перцентиль). Отмечена 
задержка психомоторного развития: ребенок 
не может самостоятельно стоять, ходить, не 
говорит, однако знает родителей. При осмо-

тре у мальчика выявлены черепно-лицевые 
дисморфии (долихоцефалия, выпуклый лоб, 
широкое, несколько запавшее переносье, 
вздернутый нос, грубые черты лица), корот-
кая шея, «бочкообразная» грудная клетка, 
широкие кисти, брахидактилия, тугоподвиж-
ность межфаланговых суставов, вальгусные 
стопы. При рентгенографии кистей отмече-
но, что пястные кости укорочены, широкие 
с деформированными эпифизами, фаланги 
укорочены, конической формы. При аускуль-
тации сердца выслушивался систолический 
шум. Печень и селезенка не были увеличены. 
Определялся диастаз мышц живота, двусто-
ронняя оперированная паховая грыжа. При 
УЗИ органов брюшной полости патологии не 
выявлено. При лабораторном исследовании 
установлено увеличение активности арил-
сульфатазы А в плазме крови до 600 Ед (нор-
ма 11-33), щелочной фосфатазы 1520 ЕД/л 
(норма до 670) при нормальных значениях 
показателей минерального обмена: кальций 
2,41 ммоль/л, фосфор 1,78 ммоль/л. Экскре-
ция свободных и связанных сиаловых кислот 
с мочой оказалась повышенной: 6,23 и 12,0 
ммоль/г креатинина при норме 0,837 ± 0,430 
и 1,287 ± 0,689 ммоль/г креатинина соответ-
ственно. Активность лизосомных ферментов 
в плазме крови пациента была значительно 
увеличена (табл. 3), что позволило диагно-
стировать МЛ II типа.

Продолжительность жизни пробанда соста-
вила 4 года 7 месяцев. Аутопсия не проводи-
лась по настоянию семьи.

Таблица 2
Активность лизосомных ферментов в амниотической жидкости и амниоцитах плодов

Фермент
Активность в амниотической жидкости, нмоль/ч/мл; активность в амниоцитах, нмоль/ч/мг белка

Плод 1/ контроль 1/ контроль 2/ амниоциты 
плода

Плод 2/ контроль 1/ контроль 2/ амниоциты 
плода

Бета-глюкуронидаза 70/40/91/- 7,9/11,5/17,3/221

Бета-галактозидаза 626/426/814/3,8 10,0/9,3/8,5/1039

Альфа-маннозидаза 61/44/131/7,62 7,6/10,2/11,3/377

Бета-гексозаминидаза А 5496/3619/5835/457 571/213/398/3526

Арилсульфатаза А 35/22/63,8/5,3 7,1/6,8/7,3/66

Бета-маннозидаза – 25,8/19/20,3/-
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После установления диагноза аутосомно-ре-
цессивного заболевания семья дважды обраща-
лась за проведением пренатальной диагностики. 
Результаты этих исследований представлены в 
табл. 4. В первом случае у плода был установ-
лен муколипидоз II типа, и беременность была 
прервана. Следующая беременность заверши-
лась рождением здоровой девочки. 

Семья 3. Пробанд 3 впервые проконсульти-
рован врачом-генетиком в возрасте 1 года. При 
осмотре отмечены: брахицефалия, уплощеный 
затылок, низко расположенные ушные ракови-
ны, широкая спинка носа, гипертрофия десен, 
сухая кожа с элементами распространенного 
дерматита, кифоз, воронкообразная грудная 
клетка, утолщения на ребрах, напоминающие 

«рахитические четки», контрактуры межфалан-
говых суставов, диастаз прямых мышц живота, 
гепато- и спленомегалия. При лабораторном 
исследовании выявлено увеличение активно-
сти лизосомных ферментов в сыворотке крови, 
что позволило установить диагноз МЛ II типа. 
К сожалению, дальнейшее наблюдение за этим 
пациентом оказалось невозможным, поскольку 
после окончания стационарного лечения семья 
на контрольный осмотр к врачу-генетику не 
явилась и на последующие приглашения на ме-
дико-генетическую консультацию не ответила.

Молекулярно-генетические исследования для 
поиска мутаций в гене GNPTAB были выполне-
ны обоим родителям и сибсам пробанда 1, ма-
тери и сестре пробанда 2, а также пробанду 3. 

Фермент
Активность в плазме крови, нмоль/ч на мл

Пробанд 2 Область нормальных значений

Бета-галактозидаза 32 6–36

Альфа-маннозидаза 3335 22–10

N-ацетиглюкозминидаза 214 11,18–42

Арилсульфатаза А 585 6–12

Бета-глюкуронидаза 4665 10–66

Таблица 3
Активность лизосомных ферментов в плазме крови пациента 2

Фермент
Активность в амниотической жидкости, нмоль/ч на мл

Плод 1/ контроль 1/ контроль 2/ контроль 3 Плод 2/ контроль 1/ контроль 2/ контроль 3

Бета-глюкуронидаза 448/60/63/47 29/19/25/32

Бета-галактозидаза 20/-/-/9,0 5,8/3,4/4,6/4,9

Альфа-маннозидаза 801/32/32/26 10,3/8,5/9,3/14

Бета-маннозидаза 382/66/114/106 25/33/30/38

Альфа-фукозидаза 935/122/124/244 –

Бета-гексозаминидаза 
А 11561/1891/2222/1451 542/523/817/1928

Арилсульфатаза А 29/3,6/5,7/3,0 3,3/3,0/3,1/5,6

Таблица 4
Активность лизосомных ферментов в амниотической жидкости и амниоцитах
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В качестве материала для исследования ис-
пользовали образцы ДНК, выделенные из лей-
коцитов методом солевой экстракции [12].

Анализ нуклеотидной последовательности 
гена GNPTAB проведен методом прямого сек-
венирования на автоматическом анализаторе 
ABI 3500 (Applied Biosystems). Амплификация 
экзонов гена проводилась с помощью олиго-

нуклеотидных праймеров, предложенных Cury 
и соавторами [10]. Результаты секвенирования 
представлены на рис. 1, 2, 5, 6.

Результаты и обсуждение
В результате секвенирования экзонов гена 

GNPTAB у отца и старшего брата пробанда 1 
была выявлена мутация p.S738X в 13 экзоне 

Рис. 1. Мутация p.S738X в 13 экзоне гена GNPTAB в гетерозиготном состоянии у отца и старшего брата  
пробанда 1

Рис. 2. Мутация с.1450_1451insT в 12 экзоне гена GNPTAB в гетерозиготном состоянии у матери пробанда 1
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Рис. 3. Родословная семьи 1 
1 m — возраст пробанда 1 на момент смерти — 1 месяц, E1 — исследование активности лизосомных фермен-
тов, Е2 — секвенирование гена GNPTAB, * — исследование документально подтверждено, II.2 — МЛ IIА/В, 

II.3, II.4 — пренатальная диагностика

гена GNPTAB, что представлено на рис. 1. У 
матери и двух младших братьев пробанда 1 
была обнаружена инсерция одного нуклеоти-
да в 12 экзоне гена NG_021243.1 (GNPTAB_
v001):c.1450_1451insT, что отражено на рис. 2. 

Родословная семьи 1 представлена на рис. 3. 
Очевидно, пробанд 1 являлась компаунд-

ным гетерозиготным носителем нонсенс-
мутации в 13 экзоне и мутации со сдвигом 
рамки считывания в 12 экзоне гена GNPTAB. 
Мутация с.1451_1452insT в гетерозиготном 
состоянии была выявлена также у матери про-
банда 2. У ее дочери мутации в гене GNPTAB 

не обнаружены. При изучении семейного 
анамнеза выяснилось, что матери пробандов 
1 и 2 и их родители происходят из одного 
района Беларуси. Отец пробанда 2 также ро-
дился в этом районе, что позволяет предпо-
ложить, что он также был носителем мутации 
с.1451_1452insT, и развитие заболевания у 
пробанда 2 было обусловлено гомозиготным 
носительством этой мутации. К сожалению, 
отец пробанда 2 и его родители умерли, и 
мы не смогли проверить правильность этого 
суждения. Родословная семьи 2 представле-
на на рис. 4.

Рис. 4. Родословная семьи 2 
SB — мертворождение, 4y.7m — возраст пробанда 2 на момент смерти 4 года 7 месяцев, E1 — исследование 
активности лизосомных ферментов, Е2 — секвенирование гена GNPTAB, * — исследование документально 

подтверждено, II.1 — пороки развития у плода, II.2 — МЛ IIА/В, II.3, II.4 — пренатальная диагностика
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У пробанда 3 выявлено компаундное гете-
розиготное носительство мутации p.Arg375Х 
в 10 экзоне и дупликации 19 пар основа-
ний в 12 экзоне гена GNPTAB 1503_1521dup 
(NG_021243.1), что представлено на рис. 5 и 6.

Мутация p.S738X была впервые описана А.Н. 
Семячкиной и соавторами в 2017 г. у пациентов 
с муколипидозом II–III типов жителей России. 
Действительно, отец пробанда 1 — русский. 
Мутация p.S738X является вторым после му-
тации c.3503-3504del TC частым повреждени-
ем гена GNPTAB в России — на ее долю при-
ходится 21% мутантных аллелей [7]. Согласно 
наблюдениям А.Н. Семячкиной и соавторов, 
эта мутация в гомозиготном состоянии или в 
сочетании с другой нонсенс-мутацией, или му-
тацией со сдвигом рамки считывания ассоции-
рована с тяжелой формой заболевания — МЛ 
IIА/В, для которой характерны манифестация 

с рождения, прогрессирующее течение и ле-
тальный исход на первом десятилетии жизни 
вследствие поражения бронхолегочной и сер-
дечно-сосудистой систем. Сочетание p.S738X 
с миссенс-мутациями может приводить к раз-
витию более мягкого фенотипа — МЛ III А/В. 
Первые симптомы при этой форме муколипи-
доза появляются в среднем в возрасте трех лет, 
заболевание прогрессирует медленно, патоло-
гический процесс затрагивает преимуществен-
но скелет и сердечно-сосудистую систему. 
Интеллект большинства пациентов сохранен, 
а прогноз для жизни благоприятный.

Мутация с.1451_1452insT приводит к за-
мещению остатка треонина в позиции 484 на 
изолейцин и образованию преждевременного 
стоп-кодона в позиции 506. Мутация являет-
ся новой, не описанной ранее в литературе. 
Очевидно, что наличие этой мутации также 

Рис. 5. Мутация p.Arg375Х в 10 экзоне гена GNPTAB в гетерозиготном состоянии (отмечена стрелкой) у  
пробанда 3
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Рис. 6. Мутация с.1503_1521dup в гетерозиготном состоянии у пробанда 3 (нижняя дорожка). Стрелками по-
казан дуплицированный фрагмент. Реакция секвенирования с реверсным праймером

сопряжено с развитием МЛ IIА/В. У пробанда 
1 заболевание манифестировало с рождения и 
привело к летальному исходу в возрасте 1 ме-
сяца, что однозначно позволяет классифициро-
вать этот случай как МЛ IIА/В. У пробанда 2 
первые признаки заболевания были замечены 
на втором полугодии жизни. В этом возрасте 
может манифестировать МЛ III А/В с тяже-
лым течением, однако выраженная задержка 
физического и психомоторного развития и 
летальный исход в возрасте 4 лет 7 месяцев 
свидетельствуют в пользу МЛ IIА/В. 

Мутация p.Arg375Х была впервые описана 
Tappino и соавторами в 2009 г. у двух пациен-
тов итальянского происхождения с фенотипом 
муколипидоза III альфа/бета с тяжелым тече-
нием [13]. По данным российских исследовате-
лей p.Arg375Х является частым повреждением 
гена GNPTAB у пациентов с муколипидозом в 
России — на ее долю приходится 18,6% му-
тантных аллелей [6]. В европейских странах и 
США эта мутация встречается, по-видимому, 
редко [8, 10]. Из нашего опыта известно, что 
мутация p.Arg375Х является самой частой у 
пациентов с МЛ II–III в Беларуси — на ее до-
лю приходится 50% мутантных аллелей гена.

Мутация с.1503_1521dup приводит к заме-
не остатка глутаминовой кислоты в позиции 

508 на остаток цистеина и образованию пре-
ждевременного стоп кодона в позиции 513. 
Мутация является новой, не описанной ранее 
в литературе, и, по-видимому, ассоциирована 
с развитием МЛ II типа. Случай пациента 3 с 
учетом ранней манифестации и наличия ге-
патоспленомегалии также классифицирован 
нами как МЛ IIА/В.

По данным многочисленных исследовате-
лей, гомозиготное и компаундное гетерозигот-
ное носительство нонсенс-мутаций и мутаций 
со сдвигом рамки считывания приводит к раз-
витию МЛ IIА/В или МЛ IIIА/В с манифеста-
цией на первом году жизни, тяжелым тече-
нием и гибелью пациентов на первой декаде 
жизни [7–10], что подтверждают и описывае-
мые наблюдения.

В исследованиях последних лет было показа-
но, что мутации со сдвигом рамки считывания и 
нонсенс мутации в гене GNPTАB приводят к то-
му, что синтезированный белок-предшествен-
ник альфа- и бета-субъединиц не попадает из 
эндоплазматической сети в аппарат Гольджи и, 
соответственно, не подвергается протеолитиче-
ской активации. В результате ферментативная 
активность UDP-GlcNAc 1-фосфотрансферазы 
полностью утрачивается и развивается тяжелая 
форма заболевания [7, 14].
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Заключение
МЛ IIА/В — редкое наследственное забо-

левание, обусловленное мутациями в гене 
GNPTAB. Нам удалось обнаружить у пациентов 
с МЛ IIА/В жителей Республики Беларусь две 
новые, не описанные ранее в литературе, мута-
ции в 12 экзоне гена GNPTAB: с.1450_1451insT 
и c.1503_1521dup (NG_021243.1).

Список литературы
1. Leroy, J.G. (2012) Mucolipidosis II [Elec-

tronic resource] / GeneReviews. — Mode of 
access: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/
NBK1828. — Date of access: 6.04.2018.

2. Leroy, J.G. (2012) Mucolipidosis III 
Alpha/Beta [Electronic resource] / GeneRe-
views. — Mode of access: http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/books/NBK1875/. — Date of access: 
6.04.2018.

3. Bao, M., Booth, J.L., Elmendorf, B.J., Can-
field, W.M. Bovine UDP-N-acetylglucosamine: 
lysosomal-enzyme N-acetylglucosamine-
1-phosphotransferase. I. Purification and subunit 
structure. — J Biol Chem, 1996. — Vol. 271, 
№ 49. — P. 31437–31445. — doi: 10.1074/
jbc.271.49.31437.

4. Kudo, M., Bao, M., D’Souza, A., Ying, F., 
Pan, H., Roe, B.A., Canfield, W.M. The α- 
and β-subunits of the human UDP-N-acetyl-
glucosamine: lysosomal enzyme N-acetyl-
1-phosphotransferase are encoded by a single 
cDNA. — J. Biol. Chem., 2005. — Vol. 280. — 
P. 36141–36149.

5. Cathey, S.S., Kudo, M., Tiede, S., Raas‐
Rothschild, A., Braulke, T., Beck, M., Tay-
lor, H.A., Canfield, W.M., Leroy, J.G., Neufeld, 
E.F., McKusick, V.A. Molecular order in mu-
colipidosis II and III nomenclature. — Am J 
Med Genet Part A, 2008. — Vol. 146A. — P. 
512–513.

6. Velho, RV, De Pace, R, Klünder, S. Analy-
ses of disease-related GNPTAB mutations define 
a novel GlcNAc-1-phosphotransferase interac-
tion domain and an alternative site-1 protease 
cleavage site. — Hum Mol Genet., 2015. — 
Vol. 24, № 12. — P. 3497–3505.

7. Семячкина, А.Н., Воскобоева, Е.Ю., 
Букина, Т.М., Букина, А.Н., Николаева, Е.А., 
Данцев, И.С., Харабадзе, М.Н., Давыдова, 
Ю.И. Клинико-генетическая характеристика 
муколипидоза II и IIIA типов у детей. — 

Российский вестник перинатологии и 
педиатрии, 2017. — Т. 62, № 3. — С.71–78.

8. Cathey, S, Leroy, J.G, Wood, T. Pheno-
type and genotype in mucolipidoses II and III 
alpha/beta: a study of 61 probands. — Med. 
Genet., 2010. — Vol. 47, № 1. — P. 38–48. — 
doi:10.1136/jmg.2009.067736.

9. Encarnação, M., Lacerda, L., Costa, R., 
Prata, M.J., Coutinho, M.F., Ribeiro, H., 
Lopes, L., Pineda, M., Ignatius, J., Galvez, H., 
Mustonen, A., Vieira, P., Lima, M.R., Alves, S. 
Molecular analysis of the GNPTAB and GNPTG 
genes in 13 patients with mucolipidosis type II 
or type III — identification of eight novel mu-
tations. — Clin. Genet., 2009. — Vol. 76. — 
P. 76–84.

10. Cury, G.K., Matte, U., Artigalás, O., 
Alegra, T., Velho, R.V., Sperb, F., Burin, M.G., 
Ribeiro, E.M., Lourenço, C.M., Kim, C.A., 
Valadares, E.R., Galera, M.F., Acosta, A.X., 
Schwartz, I.V.  Mucolipidosis II and III alpha/
beta in Brazil: analysis of the GNPTAB gene. — 
Gene, 2013. — Vol. 524. — P. 59–64. — doi: 
10.1016/j.gene.2013.03.105.

11. Румянцева, Н. В., Наумчик, И.В., 
Гусина, Н.Б., Будейко, Е.С., Кулак, В.Д., 
Савенко, Л.А., Качан, Ю.П., Солнцева, А. В., 
Клецкий, С.К., Бойцко, М.Ю. Муколипидозы: 
клинико-генетические характеристики, 
медико-генетическое консультирование, 
профилактика. — Ars medica, 2012. — 
Vol. 7. — P. 86–93.

12. Aljanabi, S.M, Martinez, I. Universal and 
rapid salt-extraction of high quality genomic DNA 
for PCR-based techniques. — Nucleic Acids Res., 
1997. — Vol. 25, № 22. — P. 4692–4693.

13. Tappino, B, Chuzhanova, NA, Regis, S., 
Dardis, A., Corsolini, F., Stroppiano, M., Tono-
li, E., Beccari, T., Rosano, C., Mucha, J., Blan-
co, M., Szlago, M., Di Rocco, M., Cooper, D.N., 
Filocamo, M. Molecular characterization of 22 
novel UDP-N-acetylglucosamine-1-phosphate 
transferase alpha- and beta-subunit (GNPTAB) 
gene mutations causing mucolipidosis types 
IIalpha/beta and IIIalpha/beta in 46 patients. — 
Hum Mutat, 2009. — Vol. 30. — P. 956–973. — 
doi: 10.1002/humu.21099.

14. De Pace, R., Coutinho, M.F., Koch-Nolte, 
F., Haag, F., Prata, M.J., Alves, S., Braulke, T., 
Pohl, S. Mucolipidosis II-related mutations in-
hibit the exit from the endoplasmic reticulum and 



Молекулярная и прикладная генетика. Том 26, 2019 г.

                                                                                         135                                                                                       А.А. Гусина и др. Новые мутации в гене GNPTAB...

proteolytic cleavage of GlcNAc-1-phosphotrans-
ferase precursor protein (GNPTAB). — Hum 

Mutat, 2014. — Vol. 35, № 3. — P. 368–376. — 
doi: 10.1002/humu.22502.

A.A. Gusina, N.B. Gusina, V.D. Kulak, I.V. Naumchik, N.V. Rumyantseva, I.N. Motyuk, A.S. Budzeika, 
S.O. Miasnikov, K.A. Krinitskaya, A.S. Stalybko

NOVEL GNPTAB GENE MUTATIONS IN CASES OF TYPE II 
MUCOLIPIDOSIS A/B IN THE CITIZENS OF BELARUS

Republican Scientific and Practical Centre “Mother and Child” 
Minsk, 220053, the Republic of Belarus

Type II mucolipidosis A/B is a rare autosomal-recessive disease caused by GNPTAB gene mutations. The work 
reports on novel and previously not described in the literature mutations с.1450_1451insT and c.1503_1521dup 
(NG_021243.1) in the 12th exon of the GNPTAB gene found in patients with type II mucolipidosis A/B from Belarus.

Key words: type II mucolipidosis A/B, GNPTAB gene mutations, neonatal mucolipidosis II А/В.

Дата поступления статьи: 30 января 2019 г.



Молекулярная и прикладная генетика. Том 26, 2019 г.

УДК 577.21:796

Введение
В последние десятилетия в мире наблюдается 

значительный интерес к генетической детер-
минации психоэмоционального статуса чело-
века. Особенности психической деятельности 
человека обусловлены (предопределены) ин-
дивидуальными свойствами нервной системы 
и высшей нервной деятельности, человечески-
ми инстинктами, темпераментом, с которыми 
человек рождается.

Согласно современным научным исследова-
ниям, гены нейромедиаторных систем мозга 
играют значительную роль в формировании 
психологических свойств человека. Характер 
влияния генетического полиморфизма отдель-

ных генов, кодирующих различные ферменты 
и структурные белки, на состояние организ-
ма спортсменов, испытывающих физические 
и эмоциональные нагрузки, практически не 
изучен. Генетический «портрет» атлета по-
зволяет учитывать его генетическую инди-
видуальность при разработке тренировочной 
программы и методов психологической кор-
рекции и реабилитации, что способствует по-
вышению результативности.

Согласно данным литературы, вклад на-
следственности в личностные характеристи-
ки человека составляет 30–60% [1, 2], что об-
условливает интерес к поиску генетических 
маркеров, определяющих индивидуальные 

К.В. Жур1, И.Б. Моссэ1, А.В. Кильчевский1, Л.В. Кухтинская1, И.А. Чарыкова2
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Цель исследования заключалась в выявлении информативных молекулярно-генетических маркеров, ассоцииро-
ванных с психоэмоциональным статусом человека. Проведено сравнение психофизиологических и генетических 
характеристик высококвалифицированных спортсменов и представителей популяционного контроля Беларуси. 
Генетическое тестирование проводили по ряду полиморфных вариантов генов нейромедиаторных систем. Для 
психофизиологического тестирования использовали аппаратно-программный комплекс «НС-ПсихоТест». Уста-
новлено, что различные полиморфные варианты генов ассоциированы с разными компонентами психической 
деятельности человека. Так, для носителей аллеля T полиморфизма 939С/Т гена DRD2 и варианта С/С полимор-
физма 521C/T гена DRD4 характерна более высокая скорость протекания нервных и психических процессов в 
центральной нервной системе и большая общая подвижность нервных процессов по сравнению с носителями 
альтернативных вариантов. Кроме того, выявлено, что атлеты с аллельным вариантом 12/12 полиморфизма STin2 
VNTR гена SLC6A4 и с вариантом T/T полиморфизма T-182C гена NET отличаются эмоциональной нестабиль-
ностью. При сравнении частот аллелей полиморфных вариантов исследованных генов в группе спортсменов и 
в контрольной выборке статистически значимые различия были выявлены для полиморфизма 5-HTTLPR гена 
SLC6A4. Следовательно, полиморфные варианты STin2 VNTR и 5-HTTLPR гена SLC6A4, 939С/Т гена DRD2, 
-521C/T DRD4, 833C/T гена HTR2A и T-182C гена NET являются информативными молекулярно-генетически-
ми маркерами для оценки индивидуальных особенностей функционирования нервной системы спортсмена.

Ключевые слова: психоэмоциональный статус, нейромедиаторные системы, ДНК-полиморфизмы, спор-
тивная успешность.
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психические особенности человека. Среди 
наиболее часто исследуемых полиморфных 
вариантов генов нейромедиаторных систем, 
ассоциированных с различными личностными 
характеристиками, являются полиморфизмы 
939С/Т гена DRD2 и -521C/T гена DRD4 дофа-
минергической системы, 833C/T гена HTR2A, 
STin2 VNTR и 5-HTTLPR гена SLC6A4 серо-
тонинергической системы и T-182C гена NET 
норэпинефринергической системы [3–9].

Цель исследования заключалась в выявлении 
наиболее информативных молекулярно-генети-
ческих маркеров, определяющих индивидуаль-
ные особенности протекания нервных и психи-
ческих процессов человека на примере высоко 
квалифицированных спортсменов, подвергаю-
щихся физическим и эмоциональным стрессам.

Материалы и методы
Проведение молекулярно-генетического те-

стирования спортсменов одобрено комитетом 
по этике государственного учреждения «Ре-
спубликанский научно-практический центр 
спорта». 

Протестированы образцы ДНК представи-
телей популяционного контроля (n = 447) и 
высококвалифицированных спортсменов — 
представителей олимпийских и националь-
ных команд Беларуси (n = 101). В качестве 
биологического материала для исследования 
использовали ДНК, выделенную из лейко-
цитов периферической крови с использова-
нием коммерческого набора «ДНК-Экстран» 
(«Синтол», Россия). Генетическое тестиро-
вание полиморфных вариантов 939С/Т гена 
DRD2 (rs1800497), -521C/T DRD4 (rs1800955), 
833C/T гена HTR2A (rs6313) и T-182C гена NET 
(rs2242446) осуществляли с использованием 
наборов праймеров и зондов, разработанных 
компанией Applied Biosystems (C_7486676_10, 
C_7470700_30, C_3042197_1 и C 26354911_10 
соответственно) согласно инструкции произ-
водителя. Тестирование полиморфизма STin2 
VNTR гена SLC6A4 выполняли методом ПЦР 
в реальном времени с использованием прай-
меров и зондов собственного дизайна. Ана-
лиз полиморфного варианта 5-HTTLPR гена 
SLC6A4 проводили с применением описан-
ной в литературе методики [10]. Для детекции 
флюоресценции, а также первичной обработки 
результатов применяли программное обеспе-

чение CFX96 Manager 3.1 (прибор CFX96, Bio-
Rad, США) в автоматическом режиме.

Психофизиологическое тестирование спорт-
сменов проводилось с использованием аппа-
ратно-программного комплекса «НС-Психо-
Тест», разработанного ООО «Нейрософт» 
(Россия), включающего в себя множество раз-
нообразных психологических и психофизиче-
ских методик, большая часть которых связана 
с изучением сенсомоторных реакций (простая 
зрительно-моторная реакция, методики «Ре-
акция различения», «Реакция на движущий-
ся объект», «Помехоустойчивость», «Оценка 
внимания» и др.). В качестве базовой методики 
для выявления первичных параметров психо-
эмоционального состояния был выбран Вось-
мицветовой тест Люшера [11].

Статистическую обработку данных прово-
дили при помощи пакета программ Statistica 
10.0 и SNPstats. Различия считали статистиче-
ски значимыми при P ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение
Проведен сравнительный анализ частот алле-

лей полиморфных вариантов 5-HTTLPR, STin2 
VNTR гена SLC6A4, 939С/Т гена DRD2, -521C/T 
DRD4, 833C/T гена HTR2A и T-182C гена NET 
в группе спортсменов и в контрольной выбор-
ке. Статистически значимые различия были 
выявлены при определении частот полимор-
физма 5-HTTLPR гена SLC6A4: в группе атле-
тов частота встречаемости варианта S/S этого 
гена составила 29,4% по сравнению с 15,4% в 
группе популяционного контроля (P = 0,03). 
Результаты представлены в табл. 1.

Полиморфизм 5-HTTLPR гена SLC6A4 пред-
ставляет собой локус с варьирующимся числом 
тандемных повторов и определяет транскрип-
ционную активность гена. Согласно данным 
литературы, носители аллеля S обладают боль-
шей нейрональной чувствительностью в ответ 
на позитивные, негативные и нейтральные 
стимулы и способны лучше регулировать свое 
состояние, целенаправленно фиксируя внима-
ние на положительном стимуле [12]. В связи 
с тем, что вариант S/S преобладает в группе 
спортсменов, можно предположить, что он, 
вероятно, имеет преимущества в професси-
ональном спорте. Наши данные согласуются 
с результатами других авторов, которые вы-
явили преобладание аллельного варианта S/S  
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полиморфизма 5-HTTLPR гена SLC6A4 в груп-
пе девушек-спортсменок национальной сбор-
ной по академической гребле [13].

Для дальнейшего анализа мы делили спор-
тсменов на две подгруппы согласно резуль-
татам психофизиологического тестирования, 
позволяющего оценить функциональное со-
стояние атлетов. В частности, для определе-
ния общей подвижности нервных процессов 
использовали психофизиологический тест 
«Реакция различения», который характеризу-
ет стресс-устойчивость человека к изменяю-
щимся условиям среды. Методика основана на 
регистрации скорости реакции испытуемого в 

разных условиях. Хорошим показателем време-
ни реакции считается значение менее 300 мс. 
Для группы исследуемых нами профессиональ-
ных спортсменов среднее значение времени 
реакции различения составило 288,9 мс, при 
этом минимальное и максимальное значения 
составили 209,7 мс и 378,8 мс соответственно.

Установлено, что для атлетов, которые де-
монстрировали время реакции менее 300 мс, 
частота встречаемости генотипа T/T полимор-
физма 939С/Т гена DRD2 была статистически 
значимо выше, чем в подгруппе спортсменов, 
которые затратили более 300 мс на выполнение 
теста (4,8% и 0% соответственно; P = 0,018). 

Полиморфный вариант гена Аллельный вариант
Частота встречаемости, %

χ2 P
Спортсмены Контроль

939С/Т
DRD2

C/C 55,20 61,50

4,40 0,11C/T 42,70 33,10

T/T 2,10 5,40

-521C/T
DRD4

C/C 19,10 25,30

1,86 0,39C/T 40,40 39,60

T/T 40,40 35,00

STin2 VNTR
SLC6A4

10/10 14,90 18,00

0,64 0,7310/12 46,80 43,40

12/12 38,30 38,50

5-HTTLPR
SLC6A4

L/L 41,20 40,70

7,28 0,03L/S 29,40 43,90

S/S 29,40 15,40

833C/T
HTR2A

C/C 38,50 38,70

0,00 1,00C/T 46,90 46,50

T/T 14,60 14,80

T-182C
NET

C/C 10,40 8,50

0,47 0,79C/T 42,70 41,80

T/T 46,90 49,70

Таблица 1 
Сравнение частот аллельных вариантов полиморфизмов 5-HTTLPR, STin2 VNTR гена 

SLC6A4, 939С/Т гена DRD2, -521C/T DRD4, 833C/T гена HTR2A и T-182C гена NET в группе 
спортсменов и популяционном контроле
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При разделении всех испытуемых на группы 
в зависимости от аллельного варианта поли-
морфизма 939С/Т гена DRD2 установлено, что 
атлеты с вариантами С/T и T/T демонстриро-
вали более низкие значения времени реакции 
различения по сравнению с носителями вари-
анта C/C (278,8 ± 5,1 мс и 296,8 ± 4,5 мс соот-
ветственно; P = 0,008)). Наименьшее среднее 
значение времени реакции различения пока-
зали спортсмены с аллелем T в гомозиготном 
состоянии — 233,0 ± 13,5 мс.

Психофизиологический показатель «Время 
принятия решения» (ВПР) рассчитывается как 
разность между средним временем реакции 
различения и средним временем простой зри-
тельно-моторной реакции и отражает скорость 
протекания нервных и психических процессов 
в центральной нервной системе, а именно — 
время переработки сигнала корковым отделом 
анализатора. Хорошим показателем считается 
значение не более 70 мс. Для группы исследу-
емых нами профессиональных спортсменов 
среднее значение ВПР составило 68,9 мс, ми-
нимальное и максимальное значения — 21,5 мс 
и 179,0 мс соответственно.

 Установлено, что в группе атлетов, для ко-
торых ВПР ≤ 70 мс, частота встречаемости ге-
нотипа T/T полиморфизма 939С/Т гена DRD2 
была значимо выше, чем в подгруппе спор-
тсменов, которые показали время реакции на 

выполнение теста более 70 мс (5,9% и 0% со-
ответственно; P = 0,034). 

При разделении всех испытуемых на группы 
в зависимости от аллельного варианта полимор-
физма 939С/Т гена DRD2 установлено, что для 
атлетов с генотипами C/T и T/T время принятие 
решений составило 59,87 ± 4,93 мс (рис. 1), в 
то время как для носителей варианта С/С — 
75,87 ± 4,72 мс (P = 0,022). Самым низким зна-
чением ВПР характеризовались спортсмены с 
генотипом T/T — 25,47 ± 17,88 мс.

Кроме того, нами были выявлены различия 
в распределении частот аллельных вариантов 
полиморфизма 521C/T гена DRD4 в группах 
спортсменов с разными результатами теста 
«Оценка внимания». Хорошим показателем 
концентрации внимания является значение 
более 1 у. е. Средний результат по этому тесту 
для группы спортсменов составил 1,01 у. е., 
минимальное и максимальное значения — 
0,84 у. е. и 1,3 у. е. соответственно. Согласно 
полученным нами результатам, частота встре-
чаемости варианта С/С в подгруппе атлетов с 
показателем концентрации внимания более 
1 у. е. была статистически ниже по сравнению 
с подгруппой спортсменов с аналогичным по-
казателем менее 1 у. е. (10,4% и 26,4% соот-
ветственно; P = 0,036).

Аналогичные данные были получены при 
сравнении показателей концентрации внимания 

Рис. 1. Средние значения показателя «Время принятия решения» в группах спортсменов с различными аллель-
ными вариантами полиморфизма 939С/Т гена DRD2
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у атлетов с различными аллельными варианта-
ми полиморфизма 521C/T гена DRD4. Выявле-
но, что носители аллеля С характеризовались 
более низкими показателями концентрации 
внимания (P = 0,026) по сравнению с носителя-
ми варианта T/T (рис. 2). В то же время носите-
ли вариантов C/C и C/T демонстрировали более 
высокую скорость выполнения теста «Реакция 
различения», т. е. тратили меньше времени на 

выполнение теста по сравнению с атлетами с 
генотипом T/T (P = 0,048). Результаты представ-
лены на рис. 3.

Таким образом, испытуемые с генотипом 
С/С гена DRD4 демонстрируют значительно 
более низкие показатели концентрации внима-
ния, но в то же время характеризуются мень-
шими значениями времени реакции различе-
ния, что соответствует более высокой скорости 

Рис. 2. Показатели концентрации внимания (Методика «Оценка внимания») в группах спортсменов с различ-
ными аллельными вариантами полиморфизма -521C/T гена DRD4

Рис. 3. Время реакции различения (Тест «Реакция различения») в группах спортсменов с различными аллель-
ными вариантами полиморфизма -521C/T гена DRD4
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протекания нервных и психических процессов 
в центральной нервной системе.

Для оценки уровня стресса использовали 
также Восьмицветовой тест Люшера — про-
ективный метод, предназначенный для диа-
гностики психического состояния человека. 
Результаты этого теста могут находиться в 
диапазоне от 0 до 41,8 баллов. Среднее зна-
чение уровня стресса для исследуемой нами 
группы спортсменов составило 5,16 баллов, 
минимальное и максимальное значения — 0 
и 20,9 баллов соответственно. В группе спор-
тсменов с более высокой степенью выражен-
ности стресса (12 балов и выше) частота встре-
чаемости варианта 12/12 полиморфизма STin2 
VNTR гена SLC6A4 была значительно выше 
(61,5%) по сравнению с аналогичным пока-
зателем в группе спортсменов со значениями 
стресса менее 12 баллов (35,6%), тем не менее 
различия не достигли порога статистической 
значимости (P = 0,078).

При сравнении результатов психофизиоло-
гического тестирования у атлетов с различ-
ными аллельными вариантами полиморфизма 
STin2 VNTR гена SLC6A4, установлено, что 
носители варианта 12/12 характеризовались 
более высоким уровнем стресса по сравнению 
с носителями аллеля 10 (6,26 и 4,45 баллов со-
ответственно; P = 0,034) и большим количе-
ством совершенных ошибок в тесте «Реакция 

различения» (3,23 и 2,40 баллов соответствен-
но; P = 0,032), что свидетельствует о более низ-
кой стрессоустойчивости носителей варианта 
12/12 полиморфизма STin2 VNTR гена SLC6A4. 
Результаты представлены на рис. 4 и 5.

При сравнении результатов Восьмицвето-
вого теста Люшера у спортсменов с различ-
ными аллельными вариантами полиморфизма 
T-182C гена NET установлено, что носите-
ли варианта T/T характеризуются в среднем 
большими отклонениями от аутогенной нор-
мы по сравнению с носителями аллеля С 
(15,71 ± 0,63 и 13,85 ± 0,61 баллов соответ-
ственно; P = 0,035) (рис. 6). Чем меньше от-
клонение от нормы, тем ближе испытуемый к 
эталону нервно-психического благополучия. 
Значения отклонений от аутогенной нормы 
могут составлять от 0 до 32 баллов. Среди 
исследованных спортсменов встречались ин-
дивидуумы с минимальным и максимальным 
значениями 8 и 28 баллов соответственно. 

В связи с тем, что мы исследовали элитных 
высококвалифицированных атлетов, в среднем 
группа характеризовалась хорошими психофи-
зиологическими показателями, но в то же время 
для некоторых спортсменов психофизиологи-
ческие показатели значительно отклонялись от 
принятой нормы. Отклонения от нормы среди 
высококвалифицированных спортсменов мож-
но объяснить тем, что различные виды спорта 

Рис. 4. Уровни стресса (Восьмицветовой тест Люшера) в группах спортсменов с различными аллельными 
вариантами полиморфизма STin2 VNTR гена SLC6A4
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предъявляют разные требования к психофизи-
ологическим характеристикам спортсменов. 
Например, в одних спортивных специализациях 
требуется высокая концентрация, устойчивость 
и переключаемость внимания, в то время как 
в других большой объем внимания спортсме-
нов не является необходимым или может быть 
даже вреден для достижения положительных 
результатов [14].

Заключение
Таким образом, в результате сравнения пси-

хофизиологических и генетических характери-
стик спортсменов показано, что различные ал-
лельные варианты полиморфизмов STin2 VNTR 
и 5-HTTLPR гена SLC6A4, 939С/Т гена DRD2, 
-521C/T DRD4, 833C/T гена HTR2A и T-182C 
гена NET ассоциированы с разными компо-
нентами психической деятельности человека.

Рис. 5. Число ошибок при выполнении теста «Реакция различения» в группах спортсменов с различными 
аллельными вариантами полиморфизма STin2 VNTR гена SLC6A4

Рис. 6. Средние значения отклонений от аутогенной нормы (Восьмицветовой тест Люшера) в группах  
спортсменов с различными аллельными вариантами полиморфизма T-182C гена NET
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В частности, установлено, что для носите-
лей аллеля T полиморфизма 939С/Т гена DRD2 
и варианта С/С полиморфизма 521C/T гена 
DRD4 характерна более высокая скорость про-
текания нервных и психических процессов в 
центральной нервной системе и более высокая 
общая подвижность нервных процессов, что 
определяет более высокую скорость восприя-
тия и переработки информации по сравнению 
с носителями альтернативных вариантов.

В свою очередь, для спортсменов с вари-
антом 12/12 полиморфизма STin2 VNTR гена 
SLC6A4 характерен более высокий уровень 
стресса, согласно Восьмицветовому тесту 
Люшера, и большее количество ошибок при 
выполнении теста «Реакция различения», что 
свидетельствует о более низкой стрессоустой-
чивости носителей данного аллельного вари-
анта. Также более выраженная эмоциональная 
нестабильность характерна для атлетов с ва-
риантом T/T полиморфизма T-182C гена NET.

При сравнении частот аллелей полиморф-
ных вариантов исследованных генов в группе 
спортсменов и в контрольной выборке стати-
стически значимые различия были выявлены 
для полиморфизма 5-HTTLPR гена SLC6A4.

Следовательно, полиморфные варианты 
STin2 VNTR и 5-HTTLPR гена SLC6A4, 939С/Т 
гена DRD2, -521C/T DRD4, 833C/T гена HTR2A 
и T-182C гена NET являются информативными 
молекулярно-генетическими маркерами для 
оценки индивидуальных особенностей функ-
ционирования нервной системы спортсмена.
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used for psychophysiological testing. It has been established that various polymorphic variants of genes are associated 
with different components of human mental activity. Thus, carriers of the T allele of the 939C/T polymorphism of the 
DRD2 gene and the C/C variant of the 521C/T polymorphism of the DRD4 gene are characterized by a higher rate of 
nervous and mental processes in the central nervous system and a higher overall mobility of the nervous processes 
compared with carriers of alternative variants. In addition, athletes with the allelic variant 12/12 of the STin2 VNTR 
polymorphism of the SLC6A4 gene and the of the T-182C polymorphism of the NET gene are notable for emotional 
instability. When comparing the frequencies of alleles of polymorphic variants of the studied genes in the group of 
athletes and the control group, statistically significant differences were found for the 5-HTTLPR polymorphism of the 
SLC6A4 gene. Consequently, the polymorphic variants STin2 VNTR and 5-HTTLPR of the SLC6A4 gene, 939C/T of 
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Введение
Возникновение злокачественной опухоли — 

многостадийный процесс. Сначала происхо-
дит первичный контакт канцерогенного или 
другого повреждающего агента с эпителием, 
его активация и взаимодействие с ДНК эпите-
лиальной клетки, что приводит к изменению 
ее генома и фенотипа — образуется модифи-
цированная клетка с новыми свойствами, ко-
торая может дать начало опухолевому клону. 
Для возникновения и развития онкопатологи-
ческих процессов у человека, необходимо воз-
никновение более 5-9 мутаций [1-4].

Дальнейшее развитие и прогрессирование 
злокачественной опухоли происходит в виде 
ее экспоненциального роста и метастазирова-
ния, которое можно описать как опухолевая 
прогрессия. Активные исследования меха-
низмов злокачественной трансформации и 
прогрессии привели к идентификации ряда 
сигнальных путей, ответственных за регуля-
цию пролиферации и выживаемости опухо-
левых клеток.

Детальное понимание регуляции многосту-
пенчатого процесса формирования злокаче-
ственной опухоли поможет разработать эф-
фективные подходы к лекарственной терапии.

1. Факторы роста и их рецепторы как 
инициаторы сигнальных путей

1.1. Молекулярные механизмы передачи 
митогенного сигнала

В конце 70-х годов XX века M.B. Sporn и 
G.J. Todaro определили, что в патогенезе и 
прогрессии многих злокачественных опухо-
лей важную роль играют механизмы пара-
кринной и аутокринной регуляции клеточного 
деления [5]. Паракринная регуляция заклю-
чается в том, что секретируемые клетками 
активные вещества распространяются за счет 
диффузии и действуют на соседние клетки-
мишени. Так функционируют, например, 
митогенные стимуляторы (полипептидные 
ростовые факторы) — эпидермальный фактор 
роста (EGF), фактор роста эндотелия сосудов 
(VEGF), трансформирующий фактор роста 
(TGF) и др. [6]. При аутокринной регуляции 
одна и та же клетка является источником ро-
стового фактора и его мишенью. В результате 
может возникать непрекращающаяся, само-
поддерживающаяся митогенная активация 
клетки, приводящая к нерегулируемому раз-
множению. Клетка не нуждается во внешних 
митогенных стимулах и становится полно-
стью автономной. 
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Перенос митогенного сигнала от периферии 
клетки к ее ядру осуществляется в виде каска-
да реакций фосфорилирования посредством 
протеинкиназ — ферментов, фосфорилирую-
щих белки. Существует три типа протеинки-
наз (тирозиновые, сериновые и треониновые), 
разделенных по их способности фосфорилиро-
вать определенные аминокислоты [6, 7]. Фос-
фатные группы играют роль молекулярных 
переключателей: меняя конформацию опре-
деленных доменов, они могут «включать» или 
«выключать» их активность (ферментативная 
активность, ДНК-связывающая способность 
и способность образовывать белок-белковые 
комплексы). Митогенный сигнал в клетке за-
ключается в передаче фосфатной группы от 
одной протеинкиназы к другой. В конечном 
итоге она достигает ядерных регуляторных 
белков, активирует их посредством фосфо-
рилирования и индуцирует транскрипцию 
генов, регулирующих процессы роста в нор-
мальных и опухолевых клетках. Активность 
протеинкиназ практически на любом этапе 
переноса митогенного сигнала уравновеши-
вается активностью противодействующих 
им ферментов — дефосфорилирующих белки 
фосфатаз. Баланс позитивных и негативных 
эффектов — фундаментальное свойство ре-
гуляции клеточного деления, проявляемое на 
любом его уровне [6].

Опухолевый рост является следствием на-
рушения тканевого гомеостаза, поддержива-
емого балансом клеточной пролиферации и 
апоптоза. Нормальные клетки, в отличие от 
опухолевых, ограничены целым рядом ба-
рьеров и могут пролиферировать только при 
наличии определенных условий, включая на-
личие факторов роста и отсутствия «антиро-
стовых» сигналов. Факторы роста чаще всего 
представлены небольшими белками или сте-
роидными гормонами, поступающими из вне-
клеточного пространства и распознаваемыми 
специфическими рецепторами. Чувствитель-
ность клетки к определенным факторам ро-
ста определяется наличием соответствующих 
рецепторов на мембране клетки или внутри 
нее. Мембранные рецепторы, как правило, от-
носятся к классу рецепторных тирозинкиназ 
(РТК) и связывание ими лиганда ведет к фос-
форилированию определенных участков на 
самих молекулах либо на других белках [3–7].

1.2. Рецептор эпидермального фактора 
роста

Одним из основных трансмембранных тиро-
зинкиназных рецепторов, регулирующих про-
цессы клеточного роста и дифференцировки, 
является рецептор эпидермального фактора 
роста (EGFR). Экспрессия гена EGFR физио-
логически необходима как для нормальных, 
так и трансформированных эпителиальных 
клеток [8]. Этот рецептор относится к семей-
ству ErbB белков, которое включает тирозин-
киназные рецепторы: ErbB2 (HER2/c-neu), 
ErbB3 (HER3) and ErbB4 (HER4). Зрелый бе-
лок EGFR с молекулярной массой 170 kDa 
имеет типичное для РТК строение: экстра-
целлюлярный домен, разделенный на четыре 
поддомена (I, II, III, IV), которые связывают 
лиганд, трансмембранный домен и внутрикле-
точный участок, состоящий из тирозинкиназ-
ного домена и С-концевого домена [9].

Кроме основного лиганда — эпидермального 
фактора роста (EGF) — лигандами для EGFR 
могут быть: трансформирующий фактор роста 
альфа, амфирегулин, бетацеллюлин, эпирегу-
лин, гепарин-связывающий EGF-подобный 
фактор роста. Все лиганды EGFR имеют между 
собой примерно 40% гомологию по первичной 
структуре и сходны по пространственному 
строению благодаря наличию консервативных 
последовательностей. Связывание лиганда с 
EGFR приводит к его гомо- или гетеродиме-
ризации с перекрестным фосфорилированием 
специфических остатков тирозина в тирозин-
киназном домене. Далее сигнал передается на 
2 основных внутриклеточных сигнальных ка-
скада, ответственных за пролиферацию и вы-
живаемость клеток — RAS/RAF/MAPK and 
PI3K/Akt/mTOR сигнальные пути [10, 11]. 
Нормальное функционирование рецептора 
EGFR включает в себя точное сочетание вза-
имосвязанных компонентов: фактор роста, ре-
цептор и последующие участники сигнального 
пути. Мутации в гене EGFR приводят к тому, 
что рецептор активируется, не взаимодействуя 
с фактором роста, автономно передавая сигнал 
фосфорилирования на внутриклеточные сиг-
нальные каскады. 

Ген EGFR расположен на 7 хромосоме в об-
ласти 7p11.2, имеет длину 237599 п. о. и со-
держит 28 экзонов (рис. 1): 5–7 и 13–16 экзо-
ны гена EGFR кодируют лиганд-связывающие 
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домены рецептора EGFR, 17-й экзон — ответ-
ственен за образование трансмемсбранного 
домена. Клиническое значение имеют 18–24 
экзоны, так они кодируют тирозинкиназный 
домен рецептора [12, 13]. Наиболее часто 
встречаются мутации в экзонах, кодирующих 
тирозинкиназный домен рецептора: микроде-
леции в 19-м экзоне (44%) и мутация в 21-м эк-
зоне, приводящая к замене лейцина на аргинин 
в 858 положении (41%) [14]. Данные мутации 
ассоциированы с такими онкологическими за-
болеваниями, как рак легкого [9, 11, 14], рак 
прямой кишки [15], глиобластома [16]. 

Соматические мутации гена EGFR являют-
ся молекулярным маркером чувствительности 
опухоли к лечению таргетными препаратами, 
направленными на ингибирование тирозинки-
наз. С одной стороны, наличие таких мутаций 
может являться одним из ключевых меха-
низмов опухолевой прогрессии, так как при-
водит к избыточной активности мутантного 
рецептора после его связывания с лигандом, 
а с другой — может способствовать эффектив-
ному и более длительному связыванию лекар-
ственных препаратов. Поэтому в данном слу-
чае такие тирозинкиназные ингибиторы, как 
гефитиниб и эрлотиниб, в большей степени 
блокируют активность мутантного рецептора, 
чем немутированного EGFR. Их эффект на-
правлен на инактивацию рецептора с целью 
блокирования механизмов передачи ростово-
го сигнала в опухоли, подавления пролифе-
рации, дифференцировки и ангиогенеза [16, 
17]. Следовательно, выявление пациентов с 
такими мутациями позволит корректировать 

эффективность лечения у конкретного паци-
ента и максимально индивидуализировать те-
рапевтический подход к лечению.

2. Основные сигнальные пути  
опухолевых клеток

Выживаемость опухолевой клетки обеспе-
чивается активацией нескольких альтерна-
тивных сигнальных механизмов. При этом ак-
тивация компонентов различных сигнальных 
путей приводит к развитию опухолей различ-
ной локализации.

Некоторые сигнальные пути опухолевых 
клеток представлены в табл. 1. 

Внутриклеточные сигнальные каскады PI3K/
Akt/mTOR и RAS/RAF/MAPK относятся к ос-
новным путям, задействованным в регуляции 
пролиферации, роста, дифференцировки, вы-
живаемости, апоптоза клеток и активации ан-
гиогенеза. 

Активация этих сигнальных путей может 
осуществляться несколькими механизмами:

1) через факторы роста EGF, VEGF и TGFβ1 
при присоединении их к рецепторам EGFR, 
VEGFR и TGFR; 

2) за счет активации рецептора при его мо-
лекулярно-генетических нарушениях без при-
соединения к нему фактора роста; 

3) при молекулярно-генетических измене-
ниях и, как следствие, гиперактивации первых 
компонентов данных сигнальных путей (RAS 
и PI3K), в результате чего нет необходимости 
принимать активирующий сигнал от рецепто-
ров, так как сигнальный путь находится в по-
стоянно активном состоянии [6, 7].

Рис. 1. Структура гена EGFR [13]
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Кроме того, оба сигнальных каскада могут 
взаимодействовать друг с другом через общие 
компоненты по принципу положительных 
и отрицательных обратных связей. В клетке 
формируется сеть, в которой RAS/RAF/MAPK 
и PI3K/AKT/mTOR каскады могут сообщаться 
через промежуточные звенья (рис 2). 

2.1. RAS/RAF/MAPK сигнальный путь
RAS/RAF/MAPK-киназный сигнальный 

путь представляет собой цепь последова-
тельно взаимодействующих белков, которые 
передают сигнал от рецептора с поверхности 
клетки внутрь ядра. В результате передачи 
сигнала контролируется транскрипция генов, 
метаболизм, пролиферация и подвижность, 
апоптоз клеток и ангиогенез. 

Ключевым компонентом МАР-киназного 
сигнального пути является белок KRas. У че-
ловека семейство Ras-белков включает три 
белка: KRas, NRas и HRas. Фиксированные 
на внутренней стороне клеточной мембраны, 

белки Ras являются первыми членами каскада 
киназ, который приводит к активации сигналь-
ных путей и транскрипции генов, регулирую-
щих дифференцировку и пролиферацию кле-
ток (рис.2) [18]. Ras представляет собой малую 
гуанозинтрифосфатазу (ГТФазу), которая при-
сутствует во всех клетках организма. Белок 
состоит из 6 β-цепей и 5 α-спиралей, имеет 
G-домен, содержащий 166 аминокислотных 
остатков и непосредственно участвующий 
в связывании ГТФ и ГДФ. Ras-белки могут 
существовать в двух формах: неактивной и 
активной. Ras-белок действует как «молеку-
лярный переключатель» сигнального каскада, 
переходя из активной формы в неактивную 
путем гидролиза ГТФ. 

В нормальных клетках большинство молекул 
Ras находятся в неактивном ГТФ-связанном 
состоянии, они кратковременно активируют-
ся в ответ на внеклеточный сигнал факторов 
роста. Активация Ras регулируется рецептор-
ной тирозинкиназой EGFR. После связывания 

Сигнальный путь Онкопротеин Белки опухолевой 
супрессии

Влияние сигнального 
пути

Опухоли, возникающие 
при дефектах пути

RAS/RAF/MAPK KRas, B-Raf Нейрофибромин Пролиферация, 
дифференцировка Солидные опухоли

PI3K/Akt/mTOR PI3K, АКТ Гамартин, туберин, 
PTEN, FOXO

Пролиферация, 
сдерживание апоптоза Солидные опухоли

WNT Wnt, β-катенин АРС, аксин
Пролиферация, 

дифференцировка, 
регуляция стволовых 

клеток
Рак прямой кишки

P53/Rb Mdm2 Rb, р53, ATM
Пролиферация, 

апоптоз, геномная 
стабильность

Солидные опухоли

TGF-β/SMAD SMAD6, SMAD7 TGFR, SMAD2, 
SMAD4, Пролиферация Лейкемия

JAK/STAT STAT3, STAT5 STAT1, SOCS1 Пролиферация Лейкемия

Hedgehog SMO,SHH SUFU, Ptch Пролиферация, 
дифференцировка

Базалиома, рак бронхов, 
медуллобластома

Notch Notch 1 Пролиферация, 
дифференцировка

Рак молочной железы, 
лимфома, Т-клеточная 

лейкемия, рак поджелу-
дочной железы

NF/kB C-Rel CYLD Пролиферация, 
апоптоз Лимфома

Таблица 1
Внутриклеточные сигнальные пути опухолевых клеток
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рецепторной внеклеточной части тирозинки-
назы с фактором роста и ее димеризации про-
исходит перекрестное фосфорилирование ее 
внутриклеточных тирозинкиназных доменов. 
Фосфорилирование приводит к образованию 
активной конформации киназы и формируется 
комплекс Ras-ГТФ. После гидролитического 
превращения ГТФ в ГДФ Ras снова инакти-
вируется — сигнал прерывается. В процессе 
гидролиза участвуют остатки аминокислот в 
12, 13 и 61 положении белка Ras. 

Ген KRAS расположен на 12 хромосоме в 
области 12p12.1-p11.1, имеет общую про-
тяженность 38 kb и состоит из 4 экзонов. В 
большинстве случаев мутации в гене KRAS яв-
ляются миссенс-мутациями, вносящими ами-
нокислотную замену в положении 10, 12, 13, 
или 61. Если в гене KRAS происходят мутации, 
которые приводят к аминокислотной замене, 
то скорость гидролиза ГТФ снижается. В ре-
зультате происходит конститутивная активация 
KRAS-зависимых сигнальных путей. В отличие 
от нормальных клеток, мутации возникают во 
многих опухолевых клетках, и RAS-зависимый 
сигнальный каскад остается активным на про-
тяжении длительного времени [18, 19].

Большинство всех молекулярно-генетиче-
ских нарушений представлены точечными 
заменами одного нуклеотида в последова-
тельности второго экзона гена KRAS, которая 
кодирует 12 и 13 аминокислоты. В норме в 
обеих позициях располагается глицин — един-
ственная аминокислота, которая не содержит 
боковую цепь. Любое изменение этой последо-
вательности приводит к замене глицина на раз-
ветвленные аминокислоты, что вызывает на-
рушение пространственной структуры белка. 
В результате этого блокируется способность 
специальных ферментов инактивировать ком-
плекс Ras с ГТФ путем гидролиза энергетиче-
ской молекулы. Сигнал начинает поступать от 
активированного Ras к низлежащим компонен-
там каскада независимо от статуса EGFR [19]. 

Наиболее часто мутации гена KRAS вы-
являются при раке поджелудочной железы 
(52–75%) и колоректальном раке (31–37%) 
[20, 21]. При раке легкого мутации в гене 
KRAS, в отличие от мутаций в гене EGFR, 
чаще встречаются у курильщиков. Ассоции-
рованные с опухолью KRAS мутации встреча-
ются приблизительно у 15–25% пациентов с 
аденокарциномой легкого и являются редко-

Рис.2. Структура и схема взаимодействия тирозинкиназных каскадов RAS/RAF/MAPK и PI3K/Akt/mTOR
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стью для пациентов с плоскоклеточным раком 
легкого [22, 23]. Имеются данные, что мута-
ции в гене KRAS ассоциированы со снижением 
выживаемости пациентов с онкопатологиями, 
а также неэффективностью терапии тирозин-
киназными ингибиторами [24, 25]. Распреде-
ление частоты встречаемости мутаций гена 
KRAS также отличается в разных популяцион-
ных группах и зависит от этнических характе-
ристик: чаще встречаются у европеоидов, чем 
у азиатов [26, 27]. 

К запуску классического RAS/RAF/MAPK 
пути приводит также активация серин-/трео-
нинкиназы BRAF. Решающим моментом для 
активации BRAF является не связывание на 
Ras-ГТФ, а перемещение на внутреннюю по-
верхность плазматической мембраны. Сома-
тические активирующие мутации гена BRAF 
часто встречаются при меланоме кожи, опухо-
лях щитовидной железы, раке яичников, раке 
толстой и прямой кишки. Наиболее частой 
активирующей мутацией гена BRAF являет-
ся точечная нуклеотидная замена c.1799T>A, 
которая соответствует мутации V600E в бел-
ке BRAF. При меланоме кожи мутация V600E 
составляет 80–90% мутаций гена BRAF [28]. 

В ряде работ показано, что для некоторых 
клеточных процессов, приводящих к трансфор-
мации клеток, важна Ras-зависимая активация 
PI3K/Akt/mTOR сигнального каскада [29].

2.2. PI3K/Akt/mTOR-сигнальный путь
Сигнальный путь PI3K/Akt/mTOR — это 

внутриклеточный киназый каскад, централь-
ными компонентами которого являются фос-
фоинозитол-3-киназа (PI3K), киназы Akt и 
mTOR. Данный сигнальный каскад вместе 
с RAS/RAF/MAPK относится к основным 
путям, задействованным в регуляции про-
лиферации, роста, дифференцировки, выжи-
ваемости, апоптоза клеток и активации ан-
гиогенеза. Этот путь обеспечивает в клетках 
быструю подготовку аппарата синтеза белка 
в ответ на пролиферативный стимул [30]. Ак-
тивность PI3K/Akt/mTOR в нормальных тка-
нях невысокая. Активация этого сигнального 
пути отмечается во многих злокачественных 
опухолях, характеризующиеся агрессивным 
течением и устойчивостью к химио- и луче-
вой терапии и неблагоприятным прогнозом 
течения заболевания [31, 32].

2.2.1. Характеристика фосфатидилино-
зитол-3-киназы (PI3K). Фосфоинозитид-3-
киназы, или фосфатидилинозитол-3-киназы 
(PI3Ks) – семейство ферментов, фосфорилиру-
ющих 3-гидроксильную группу инозитольного 
кольца фосфатидилинозитола. PI3Ks прини-
мают сигнал фосфорилирования от тирозин-
киназных рецепторов и передают его далее на 
первичную эффекторную молекулу сигналь-
ного каскада PI3K — протеинкиназу B (Akt).

Существует три класса PI3K, каждый с опре-
деленной субстратной специфичностью: I, II 
и III [33–35]. У млекопитающих класс I PI3K 
является наиболее изученным и определяется 
во всех типах клеток. Первый класс разделя-
ется на подклассы IA и IB в зависимости от 
типа рецепторов, которыми они активиру-
ются. Члены этих подклассов имеют различ-
ные регуляторные субъединицы и изоформы. 
Фосфатидилинозитол-3-киназы подкласса IA 
активируются тирозинкиназными рецепто-
рами факторов роста. PI3K IA представляет 
собой гетеродимерный белок с регуляторной 
субъединицей 85 кДа и каталитической субъ-
единицей 110 кДа [36, 37]. На сегодняшний 
день доказано, что PI3Ks подкласса IA наи-
более широко вовлечены в патогенез онколо-
гических заболеваний [30, 36, 38]. PI3-киназы 
подкласса IB активируются рецепторами, свя-
занными с G-белком. Роль их в онкогенезе по-
ка неизвестна [39].

2.2.2. Механизм регуляции PI3K-Akt-mTOR 
каскада. Активация PI3K/AKT/mTOR проис-
ходит непосредственно тогда, когда факторы 
роста EGF и VEGF связываются со своими 
тирозинкиназными рецепторами EGFR и 
VEGFR или путем передачи сигнала от акти-
вированного Ras-белка (рис. 3). Это приводит 
к присоединению PI3K IA к цитоплазматиче-
ской мембране, где данная киназа преобразует 
фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфат (PIP2) в 
фосфатидилинозитол-3,4,5-трифосфат (PIP3). 
PIP3 играет роль вторичного мессенджера и 
связывается с протеинкиназой B (Akt). Akt 
фосфорилируется фосфоинозитид-зависимой 
киназой 1 (PDK1) в каталитическом домене 
по остатку триптофана в 308 положении и 
комплексом mTORC2 в С-домене по остатку 
серина в 473 положении. В результате дан-
ных процессов происходит полная актива-
ция Akt. Akt фосфорилирует и инактивирует 
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комплекс TSC2-TSC1, что приводит к нако-
плению в клетке белка RHEB. Данный белок 
является гомологом Ras-белков и обладает 
ГТФ-азной активностью. Путем гидролиза 
ГТФ белок RHEB активирует передачу сиг-
нала через mTOR — серин/треонин киназу, 
активирующую факторы транскрипии, что 
приводит к контролю клеточного роста и де-
ления [30, 33, 40–44]. 

Ключевым компонентом процесса деакти-
вации PI3K/AKT/mTOR является опухолевый 
супрессор PTEN, который функционирует, 
как фосфатаза c двойной субстратной спец-
ифичностью [45, 46]. PTEN преимуществен-
но дефосфорилирует фосфоинозитидные суб-
страты, снижает внутриклеточный уровень 
PIP3 — отщепляет фосфат от PIP3, превра-
щая его в PIP2 (рис. 3). В нормальных клетках 

уровень PIP3 очень низок, он увеличивается 
при усилении активности ростовых факторов. 
Инактивация PTEN приводит к повышению 
уровня PIP3, что имитирует стимуляцию ро-
стовыми факторами. PIP3 индуцирует про-
движение клетки по клеточному циклу, уси-
ливает выживаемость и увеличивает размер 
клетки. Гиперэкспрессия гена PTEN приводит 
к аресту клеточного цикла, индукции апоптоза 
и маленькому размеру клеток. PTEN подвер-
гается пост-трансляционным модификаци-
ям, которые изменяют уровень фосфатазной 
активности, влияют на встраивание PTEN в 
молекулярные комплексы, на локализацию в 
клетке и на стабильность белка [36, 47, 48]. Эти 
модификации имеют значение при патогенезе 
рака: полная генетическая инактивация PTEN 
наблюдается при глиобластоме, карциноме эн-

Рис.3. Механизм регуляции PI3K-Akt-mTOR каскада [30]
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дометрия, раке простаты [49–52], а неполная 
инактивация PTEN отмечается при раке лег-
ких, раке молочной железы [53–56].

Активность PI3K/Akt/mTOR тонко регули-
руется в нормальных тканях, но данный ка-
скад может быть постоянно активен в более 
чем 50% раковых опухолей. Среди белков, 
мутации или изменение активности кото-
рых приводят к активации PI3K/Akt/mTOR-
сигнального пути, основное место принадле-
жит PI3K и PTEN [57–59].

Соматические мутации в гене PIK3CA, коди-
рующем каталитическую субъединицу p110α 
PI3K, играют значительную роль в патогенезе 
и прогрессии опухолей. 

Ген PIK3CA расположен на 3 хромосоме 
в области 3q26.32 и содержит 23 экзона. Не-
синонимичные однонуклеотидные замены 
составляют 98% соматических мутаций, най-
денных в этом гене. Более 90% всех мута-
ций встречаются в 9 и 20 экзонах: p.E542K 
(c.1624G>A), p.E545K (c.1633G>A), p.H1047R 
(c.3140A>G) и p.H1047L (c.3140A>T) [28]. 
Показано, что эти мутации являются онко-
генными, поскольку повышают киназную ак-
тивность PIK3 и ведут к активации нижеле-
жащей киназы Akt [60–62]. Данные мутации 
часто встречаются при раке молочной железы 
(8,3–40%), колоректальном раке (18,8–32%), 
раке эндометрия, мочевого пузыря, желуд-
ка [63–70] и раке легкого, хотя роль мутаций 
в этом случае остается не до конца ясной, так 
как только некоторые исследования показы-
вают ассоциацию мутаций гена PIK3CA с раз-
витием опухолей легкого [29, 71–73]. 

Антагонист PI3K белок PTEN кодируется 
геном PTEN. Ген PTEN располагается на 10 
хромосоме в области 10q23.31, содержит 9 
экзонов и переменный экзон 5b, который не 
включается в основной транскрипт PTEN [74]. 
Наиболее часто мутации происходят в 5-8 эк-
зонах гена, то есть в области, кодирующей 
каталитический или С2-домен фосфатазы, 
что значительно снижает или инактивиру-
ет каталитическую способность фермента 
[75, 76]. Обнаружены несинонимичные заме-
ны (c.375A>T, c.388C>T, c.493G>T, c.540C>G, 
c.686C>G) и мутации, приводящие к сдвигу 
рамки считывания (с.944_945insCT) [76–80]. 

Мутации гена PTEN выявлены при многих 
онкологических заболеваниях [36, 47, 49–

55, 81], но высокая частота встречаемости их 
характерна для эндометриальной карциномы 
(30–50%) [50, 51] и различных форм глиобла-
стомы (15–30%) [49, 82]. В отличие от этих 
опухолей, мутации гена PTEN при раке легко-
го происходят реже [83, 84]. Некоторыми ис-
следователями показано, что частота мутаций 
гена PTEN (10,2%) у пациентов с плоскокле-
точным раком легкого сопоставима с частотой 
мутаций гена KRAS (9,4%) у пациентов с аде-
нокарциномой, причем мутации PTEN обнару-
жены только у курильщиков [83, 85]. 

Возникновение мутаций в генах PI3K и PTEN 
является ключевым механизмом в активации 
сигнального пути PI3K/Akt/mTOR и, как след-
ствие, влияет на развитие опухолей.

Заключение
Описанные сигнальные пути представляют 

собой сложные каскады активирующих моле-
кул и их функционирование, которое начинает-
ся с распознавания факторов роста соответству-
ющими рецепторами и заканчивается запуском 
экспрессии генов, отвечающих за пролифера-
цию клетки. Опухолевая клетка нуждается в 
постоянной активации сигнального пути. 

Это может обеспечиваться различными 
молекулярными механизмами: мутациями и 
амплификацией генов, повышенной активно-
стью транскрипции. Повреждение гена и, как 
следствие, структурный дефект сигнальных 
белков, способный зафиксировать его в посто-
янно активном состоянии — один из главных 
механизмов канцерогенеза. Автономная сти-
муляция внутриклеточных сигнальных путей 
приводит не только к усилению пролифера-
ции клеток, но также регулирует такие функ-
ции, как выживание, дифференциация, рост и 
подвижность клетки [4]. С учетом системного 
характера онкопатологии и возможности акти-
вации нескольких альтернативных сигнальных 
путей необходимо использовать комплексный 
подход для разработки более специфичных и 
чувствительных молекулярных маркеров, ко-
торые могут быть использованы для прогноза 
течения онкологических заболеваний.
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Введение
Исследования, проведенные в последние 

годы, убедительно демонстрируют, что по-
липлоидия — это больше, чем простое сум-
мирование геномов. Изучение различных 
растительных систем как естественного, так 
и искусственного происхождения с примене-
нием молекулярных технологий показало, что 
генезис полиплоидных форм сопровождается 
кардинальными геномными преобразования-
ми и модификациями [1, 2].

С помощью геномного секвенирования про-
анализированы различные группы эукариот, 
в том числе дрожжи [3–5], растения [6] и по-
звоночные [7] на предмет древних геномных 
дупликаций. Во всех четырех эукариотиче-
ских царствах (растений, животных, грибов и 
протистов) доля генов, сохранившихся в виде 
дуплицированных копий, варьирует от 10 до 
50% и чаще всего коррелирует со временем, 
прошедшим с момента дупликации [5].

В последние годы получено множество дан-
ных на синтетических полиплоидах, которые 
подтверждают такие геномные изменения 
при полиплоидизации, как перестановка це-
лых последовательностей ДНК, элиминация 
генов, диверсификация генов, изменения в 
ДНК-метилировании, активация мобильных 
генетических элементов и др. [8–13]. 

Изменение С-значения  
(элиминация ДНК) у полиплоидов

С-значение организма — это количество 
ДНК, содержащееся в нереплицируемом ядре 
гамет [14, 15]. 

В настоящее время С-значение ДНК известно 
более чем для 3500 видов покрытосеменных. У 
различных покрытосеменных оно может раз-
личаться в 1000 раз: от 0,11пг у Fragaria viridis 
до 127,4 пг у Fritillaria assyriaca [14–17]. Теоре-
тически, при одинаковых условиях, полиплои-
ды должны иметь большее С-значение, чем их 
диплоидные предшественники, которое прямо 
пропорционально уровню плоидности. Кроме 
того, размер гаплоидного генома должен быть 
одинаковым на всех уровнях плоидности. 

С открытием первой электронной базы данных 
по С-значению ДНК у покрытосеменных в 1997 
году стало возможным изучать изменение ко-
личества ДНК в результате полиплоидизации у 
различных видов. В общей сложности электрон-
ная база С-значения включала данные по коли-
честву ДНК 2185 диплоидов и 853 полиплоидов  
[14–16]. Первый такой анализ 2452 таксонов 
покрытосеменных (1794 диплоида и 658 поли-
плоидов) был проделан M. Bennett, L. Hanson и 
I. Leitch [18, 19]. Ученые провели анализ всех 
уровней плоидности (от 2x до 12x), который 
показал, что среднее количество ДНК не уве-
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личивается прямо пропорционально увеличе-
нию уровня плоидности. Во многих случаях 
было обнаружено, что часть ДНК элиминирует 
с увеличением уровня плоидности, более того, 
обнаружена тенденция уменьшения гаплоидно-
го размера генома (по С-значению). 

B. Bremer et al. [20] провели анализ полипло-
идных рядов шести основных монофилетиче-
ских подклассов покрытосеменных: Poaceae 
(однодольные), Alliaceae (однодольные), 
Ranunculaceae (базальные эвдикоты), Fabaceae 
(Розиды), Solonaceae (Астериды) и Asteraceae 
(Астериды). Каждый из них анализировался от-
дельно. Во всех случаях обнаружена элимина-
ция ДНК у полиплоидов. Дальнейший анализ 
выявил аналогичные результаты [20].

Также установлено, что в результате структур-
но-функциональной стабилизации полиплоид-
ного генома у зиготических тетраплоидов ржи 
происходит элиминация части ядерной ДНК, 
количество которой в зависимости от генотипа 
к C6-C7 поколениям составляет от 8,8 до15,0%.

Обобщая все полученные данные, можно 
сказать, что относительная редукция размера 
генома у полиплоидов является широко рас-
пространенным биологическим явлением. Ре-
дукция размера генома у полиплоидов также 
подтверждается результатами, полученными 
на основе секвенирования целых полиплоид-
ных геномов растений, животных, грибов и че-
ловека, с помощью которых обнаружены мно-
гочисленные потери целых генов. Например, 
анализ последовательности генома дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae показал, что они яв-
ляются вырожденными (дегенерировавшими) 
тетраплоидами, в которых сохранилось только 
15% дуплицированных генов после полиплои-
дизации, произошедшей примерно 150 млн лет 
назад [21, 22]. Анализ последовательности ге-
нома человека указывает на то, что он является 
палеоктоплоидом, у которого элиминировано 
50% дуплицированных генов [23].

Секвенирование генома Arabidopsis, кото-
рый долгое время считался классическим ди-
плоидом и имеет малое количество ДНК (всего 
0,16 пг), показало, что он не только является 
полиплоидом, но и претерпел по крайне мере 
два, а, возможно, три или четыре акта дуплика-
ции генома в течение своей эволюции [24–26]. 

Последние исследования, проведенные на 
Arabidopsis, подтвердили, что его геном в 

своей эволюции подвергся этапному удвое-
нию [27]. Вместе с тем число хромосом в со-
временных растениях Arabidopsis вовсе не 
соответствует их полному удвоенному коли-
честву. У Arabidopsis сохранилось только 30% 
дуплицированных генов с момента последней 
полиплоидизации, которая произошла менее 
86 млн лет назад [26].  Это дает основание 
предположить, что полиплоидия сопровожда-
ется удалением некоторых избыточных генов. 
Например, анализ генома Arabidopsis показал, 
что некоторые классы генов, вовлеченные в 
транскрипцию и трансдукцию, были сохране-
ны, тогда как другие классы генов, принимаю-
щие участие в восстановлении ДНК и белков 
органелл, были утеряны [10].

S. Anssour et al. [28] определили количество 
ДНК (С-значение) у диплоидов и соответству-
ющих синтетических тетраплоидов Nicotiana 
attenuate и Nicotiana obtusifolia в 5-ом поколе-
нии после полиплоидизации. Количество ДНК 
у диплоидов Nicotiana attenuate и Nicotiana 
obtusifolia составило 3,31 и 1,46 пг, у созданных 
на их основе тетраплоидов — 5,98 и 2,64 пг со-
ответственно. Таким образом, отношение коли-
чества ДНК тетраплоида Nicotiana attenuate к 
количеству ДНК соответствующего диплоида 
оказалось равным 1,8, у Nicotiana obtusifolia — 
1,6. Это свидетельствует об элиминации части 
ДНК у созданных тетраплоидов уже в пятом 
поколении после полиплоидизации.

Генные потери в результате дупликации ге-
нома обнаружены в недавних исследованиях 
кукурузы [29, 30]. У нее обнаружена элимина-
ция более половины дуплицированных генов 
в течение последних 11 млн лет после поли-
плоидизации. 

Выявлены случаи элиминации генов 18S-26S 
рДНК у некоторых полиплоидных видов, та-
ких как Triticeae, Nicotiana, Festuca, Brassica, 
Glycine и Scilla [1]. Доказательства элиминации 
отдельных генов у полиплоидов также были 
получены с помощью методов сравнительного 
картирования [25, 31]. Кроме того, H. Shaked et 
al. [32], а также H. Ozkan et al. [33] выявили эли-
минацию малокопийных некодирующих фраг-
ментов ДНК на AFLP-профилях у полиплоидов 
Aegilops и Triticum, что вызвало уменьшение 
количества ДНК примерно на 6% [34].

В первых двух поколениях синтетического 
автополиплоида Phlox drummondii обнаруже-
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на потеря 17% ДНК, в третьем поколении — 
25% [35]. Уменьшение размера генома со-
провождалось существенным увеличением 
завязываемости семян, что свидетельствует о 
наличии адаптивного процесса диплоидиза-
ции у автополиплоида. 

Как у синтетического, так и у естественного 
автополиплоида Elymus elongatus при нормаль-
ной бивалентной конъюгации обнаружена по-
теря 10% ДНК по сравнению с диплоидными 
родителями [36]. Редукция ДНК происходит 
уже в первых поколениях после дупликации 
генома у вышеописанных видов и, возможно, 
каким-то образом способствует нормальной 
бивалентной конъюгации.

У синтетического автотетраплоида Paspalum 
notatum обнаружена элиминация 9,5% ДНК по 
сравнению с диплоидными предшественника-
ми [37]. У подвида ячменя murinum (Hordeum 
murinum) при строго бивалентной конъюгации 
хромосом выявлена элиминация 23% ДНК [38]. 
У давно сформировавшихся природных автопо-
липлоидов Santolina pectinata обнаружено зна-
чительное уменьшение длины хромосом [39].

Однако при исследовании полиплоидов хлоп-
ка Gossypium [40, 41] и Spartina anglica [42, 43] 
не удалось выявить каких-либо фактов эли-
минации последовательностей ДНК. Поэтому 
можно предположить, что подобное явление 
не является универсальным следствием поли-
плоидизации.

У эукариот основную фракцию генома со-
ставляют некодирующие последовательности 
ДНК. Как показали последние исследования, 
именно эти последовательности могут элими-
нироваться после формирования полиплои-
да [32, 33]. Кроме того, с помощью цитологи-
ческих исследований выявлена потеря целых 
сегментов хромосом у полиплоидов. Например, 
J. Gustafson и M. Bennett [44] выявили потерю 
до 100% теломерного гетерохроматина у хромо-
сом ржи (содержащих преимущественно высо-
коповторяющиеся последовательности ДНК) в 
геноме синтетического полиплоида тритикале.

По мнению некоторых авторов [15–17], ос-
новным фактором, способствующим редукции 
размера генома у полиплоидов, может быть 
обычный естественный отбор, благоприят-
ствующий видам с уменьшенным С-значением 
(количеством ДНК). После полиплоидизации, 
которая приводит к удвоению количества ДНК, 

уменьшение С-значения может означать, что 
отбор благоприятствует индивидуумам с ре-
дуцированным количеством ДНК (т. е. тем, у 
которых более эффективно действуют механиз-
мы элиминации ДНК) [45].

В последние годы с помощью молекулярных 
методов удается выявлять механизмы, которые 
приводят к увеличению и уменьшению коли-
чества ДНК [46, 47]. Помимо полиплоидии, 
увеличение количества ДНК может происхо-
дить преимущественно за счет амплификации 
транспозонов, особенно ретротранспозонов. 
Однако механизмы, приводящие к потере 
ДНК, мало изучены. Элиминация части ДНК 
может быть обусловлена различными реком-
бинационными механизмами, такими как не-
равные и «незаконные» гомологичные реком-
бинации, активация ретротранспозонов [48]. 
Еще одним механизмом редукции размера 
генома у тетраплоидов может быть цитомик-
сис. Установлено [49], что полиплоидные 
ядра тапетума и синцитии, будучи мощными 
акцепторами, способны конкурировать с ми-
кроспороцитами и направлять транслокацию 
хроматина в свою сторону. Кроме того, у по-
липлоидных форм довольно распространены 
делеции определенных аллелей, что объясня-
ется гомозиготизацией многих субхромосом-
ных регионов, выявляющей у полиплоидов 
инбредную депрессию [50].

Таким образом, исходя из всего вышеиз-
ложенного, можно сделать вывод, что эли-
минация ДНК, или редукция размера гено-
ма, — широко распространенное явление, 
встречающееся в полиплоидных популяциях 
покрытосеменных.

Функциональная диверсификация 
дуплицированных генов. Изменение 
экспрессии дуплицированных генов
Из вышеизложенного следует, что многие 

дуплицированные гены могут элиминировать-
ся в процессе эволюции, однако, некоторые 
сохраняются на протяжении миллионов лет. 
Это обусловлено большой функциональной 
ролью дуплицированных генов в эволюции и 
предполагает, что полиплоидия обеспечива-
ет генетическую изменчивость для эволюции 
посредством функционального расхождения 
дуплицированных генов (функциональной 
диверсификации) [51]. 
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Возможны два варианта функциональной 
диверсификации дуплицированных генов: 

1) неофункционализация, при которой один 
из дуплицированных генов приобретает новую 
функцию, в то время как другой сохраняет ста-
рую, «древнюю» функцию; 

2) субфункционализация, при которой оба 
дуплицированных гена необходимы для вы-
полнения функции, которую ранее обеспечивал 
один предковый ген. Иными словами, функция 
предкового гена распределена между двумя до-
черними копиями [52]. 

Помимо диверсификации может произой-
ти консервация дуплицированных генов, при 
которой обе копии сохраняются в неизменном 
состоянии [53]. Однако наиболее вероятной 
судьбой дуплицированных генов является псев-
догенизация («замолкание» генов) — утрата 
функциональной активности дуплицированной 
копии (рисунок) [54].

Одним из наиболее ярких примеров нео-
функционализации является судьба дуплика-
та гена панкреатической рибонуклеазы у обе-
зьян подсемейства колобусов (Colobinae). Эти 
обезьяны питаются в основном листьями, 
поэтому верхняя часть их желудка содержит 
различные симбиотические бактерии, которые 
разлагают растительную клетчатку, тем самым 
способствуя пищеварению. Активное участие 
в этом процессе принимает РНКаза 1В, спо-
собствуя расщеплению бактериальной РНК. 

У африканских и азиатских представителей 
подсемейства колобусов произошли независи-
мые дупликации гена RNASE 1. Это событие 
привело к появлению двух генов, RNASE 1А и 
RNASE 1В. Фермент РНКаза 1А, кодируемый 
первым геном, сохранил свою способность 
деградировать двунитевую РНК и за счет это-
го сохранил антивирусные функции, в то вре-
мя как РНКаза 1В, кодируемый геном RNASE 
1В, эту функцию утратил и приобрел некую 
новую [55–57].

В 2008 году генетики из Университета Дюка 
(США) обнаружили неофункционализацию 
гена дигидрофлавонол-4-редуктазы (DFR) у 
ипомеи — рода растений из семейства вьюнко-
вых [58]. Фермент этого гена восстанавливает 
различные флавоноиды, превращая их в крас-
ные, пурпурные и синие пигменты-антоцианы. 
Эту функцию он выполняет почти у всех цвет-
ковых растений. Кроме того, фермент катали-
зирует некоторые другие химические реакции.

У ипомеи ген DFR присутствует в виде трех 
копий, расположенных вплотную друг к другу 
(DFR-A, DFR-B, DFR-C). У некоторых вьюн-
ковых этот ген имеется только в одном экзем-
пляре. На начальных этапах эволюции этот ген 
подвергся двум последовательным тандемным 
дупликациям. Сначала возникло две копии, 
одна из которых стала геном DFR-B, а вторая 
дуплицировалась еще раз и превратилась в 
DFR-A и DFR-C. Авторы выявили значимые 

Рис. Судьба дуплицированных генов
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замены нуклеотидов у генов DRF-A и DRF-C. 
У гена DRF-B значимых замен выявлено не 
было. Авторы изучили каталитическую актив-
ность белков DFR-A, DFR-B и DFR-C ипомеи. 
Все белки проверялись на способность восста-
навливать пять разных субстратов (веществ из 
группы флавоноидов). Оказалось, что белок 
DFR-B ипомеи работает эффективно со всеми 
пятью субстратами. Белки DFR-A и DFR-C во-
обще не проявляют каталитической активно-
сти к этим пяти субстратам. 

Очевидно, что гены DFR-A и DFR-C утра-
тили старую функцию (работы с флавоно-
идами) и приобрели новую, т. е. произошла 
их неофункционализация — приобретение 
новой функции вследствие дупликации. Ав-
торы установили, что изменение функции 
данных белков связано с заменой аспараги-
на на другие аминокислоты в 133-й позиции. 
Например, в белке DFR-C здесь всегда стоит 
изолейцин. Однако новые функции данных 
генов не установлены [58].

Молекулярные механизмы, приводящие к 
субфункционализации, до сих пор детально 
не исследованы. Однако, благодаря анализу 
геномов близкородственных видов, в част-
ности сравнению генов, участвующих в ути-
лизации галактозы у Saccharomyces cerevisiae 
и Kluyveromyces lactis, удалось проследить 
эволюцию пары дуплицированных генов у 
S. cerevisiae и показать их практически полную 
субфункционализацию [59].

Дупликация всего генома S. cerevisiae при-
вела к появлению двух идентичных копий ге-
на GAL1/3. У современных представителей 
S. cerevisiae ген GAL1 кодирует фермент га-
лактокиназу, так как он связывает репрессор 
(Gal80) фактора транскрипции Gal4, активи-
рующего путь утилизации галактозы. Оба ге-
на произошли из одного бифункционального 
гена, при этом Gal3 потерял ферментативную 
активность, а Gal1 — регуляторные свойства, 
но в сумме функция гена Gal не изменилась, 
т.  е. произошла субфункционализация дупли-
цированной копии — разделение регулятор-
ной и ферментативной функции между двумя 
генами [59].

Полный анализ функциональной изменчи-
вости дуплицированных генов у Arabidopsis 
проведен G. Blanc и K. Wolfe [60]. Они уста-
новили, что более половины пар генов, обра-

зовавшихся в результате полиплоидии, имеют 
различную степень экспрессии. Авторы также 
установили, что около 62% пар генов подвер-
глись функциональной диверсификации. Ду-
плицированные гены, вероятно, приобретают 
новую полезную для организма функцию по-
средством мутационной изменчивости.

Показано, что функциональная диверсифи-
кация дуплицированных генов коррелирует с 
замещениями аминокислот в белках, синтези-
руемых этими генами [61, 62]. Аминокислот-
ные замещения были обнаружены, например, 
в калхон-синтазе (Chs) у семейств Petunia и 
Ipomoea, что является отражением функцио-
нальной диверсификации дуплицированных 
генов [63, 64].

В некоторых исследованиях данные по сек-
венированию последовательностей сопостав-
лялись с данными о специфичности фермент-
ного субстрата. Показательным примером в 
этом отношении является анализ дифференци-
ации среди генов семейства калхон-синтетазы 
(Chs) у Asteraceae. У него обнаружены новые 
белки, которые отличаются от других белков, 
кодируемых генами семейства Chs. Аминокис-
лотная последовательность белка, кодируемо-
го дуплицированным геном Chs у полиплоида, 
только на 70% схожа с аминокислотной после-
довательностью белка, кодируемого геном Chs 
у диплоида [65]. 

R. Stupar et al. [66] изучили экспрессию по-
рядка 9000 генов в синтетическом автополи-
плоидном ряду картофеля (Solanum phureja), 
который включал один гаплоид (1х), два 
диплоида (2х) и один тетраплоид (4х). Они 
обнаружили, что 10,5 и 10,6% генов имели 
различную степень экспрессии в листьях и 
кончиках корней соответственно на разных 
уровнях плоидности. Однако для большинства 
генов различия в их экспрессии наблюдались 
только между 1х и 2х уровнями плоидности  
(1х < 2x = 4x и 1x > 2x = 4x). Только у 12% ге-
нов уровень экспрессии увеличивался прямо 
пропорционально увеличению уровня плоид-
ности (1х < 2x < 4x), а у 8% генов — умень-
шался прямо пропорционально увеличению 
уровня плоидности (1x > 2x > 4x). 

D. Pignatta et al. [67] исследовали влияние 
автополиплоидизации на экспрессию генов 
у трех различных линий автотетраплоида 
Arabidopsis thaliana и их соответствующих 
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диплоидов. Их результаты с использованием 
двух различных подходов (использование ми-
крочипов и энхансерных ловушек) оказались 
противоречивыми: с помощью микроэррея не 
удалось выявить изменений в экспрессии ряда 
регуляторных генов, в то время как с помощью 
энхансерных ловушек выявлены изменения в 
экспрессии этих генов.

У синтетического автополиплоида Isatis 
indigotica с помощью микроэррэя выявлены 
изменения в экспрессии у 4,2% последователь-
ностей ДНК по сравнению с диплоидами [68].

L. Martelotto аналогичным методом провел 
анализ 9617 генов у синтетического автопо-
липлоида  Penicillium notatum и выявил изме-
нения в экспрессии у 129 генов (1,34%) [69].

C. Parisod [38] с помощью AFLPs-анализа 
кДНК естественной популяции диплоидов, ав-
тотетраплоидов и автогексаплоидов Helianthus 
decapetalus выявил 6,6% различий в экспрес-
сии проанализированных генов в сумме между 
тремя уровнями плоидности.

Практически все данные по изменению экс-
прессии генов у полиплоидов были получены 
путем транскрипционного профилирования. 
В последнее время для изучения экспрес-
сии генов применяется протеомный анализ. 
A. Marmagne et al. [70] с помощью метода срав-
нительной протеомики показали, что в ранних 
поколениях ресинтезированного полиплоида 
Brassica napus 25 и 38% протеинов, синтези-
рующихся в корне и стебле соответственно, 
имеют неаддитивное количество относитель-
но ожидаемой суммарной величины родитель-
ского значения, в то время как уровень транс-
крипции генов, кодирующих данные белки, 
был аддитивным. Это говорит об отсутствии 
прямой корреляции между уровнем экспрес-
сии генов и количеством синтезируемого ими 
белка у полиплоидов.

Теоретически генетическая избыточность 
может ослаблять действие отбора на копии 
дуплицированных генов, что дает им воз-
можность следовать по новой эволюционной 
траектории. Длительный дрейф генов, мута-
ции, а также действие отбора чаще приводят 
к инактивации дуплицированных генов. В 
ряде случаев дуплицирование аллелей может 
играть положительную роль в адаптационных 
процессах. Удвоенные аллели могут приобре-
тать новую функцию (неофункционализация), 

либо может произойти субфункционализация, 
т. е. копии гена отличаются по функциям друг 
от друга, но в сумме их функции не отлича-
ются от предковых.

Консервация (сохранение)  
дуплицированных генов

Известно, что дуплицированные гены сохра-
няются в тех случаях, когда для нормального 
развития организма необходимы множество 
копий генов с одинаковой функцией, что позво-
ляет синтезировать большие количества спец-
ифических РНК или белков [54]. Показано, что 
увеличение копий таких генов коррелирует с 
увеличением сложности организма [6]. Ампли-
фикация генов у микроорганизмов приводит к 
устойчивости к антибиотикам [71, 72], у расте-
ний — к гербицидам [73]. К наиболее извест-
ным примерам сохранения дуплицированных 
копий генов у самых различных организмов 
относятся гены рРНК, тРНК, гистонов [74].

Одним из наиболее интересных вопросов, 
связанных с сохранением дуплицированных 
копий генов, является следующий: происходит 
ли потеря генов случайно? Какие дупликаты 
теряются, а какие сохраняются после полипло-
идизации? Например, около 13% дрожжевых 
генов сохранились в виде дуплицированных 
копий, причем большая их часть не нужна 
для обеспечения жизнеспособности [75]. Наи-
более часто сохраняются дуплицированные 
гены, кодирующие такие белки, как цикли-
ны, компоненты пути сигнальной трансдук-
ции, цитоплазматические рибосомные белки. 
Большинство из них характеризуется высоким 
уровнем экспрессии. Возможно, основным 
фактором отбора на сохранение генов в ду-
плицированном состоянии был отбор на уве-
личение уровня их экспрессии [76].

Анализ наименее древней дупликации гено-
ма у Arabidopsis выявил преимущественное 
сохранение генов, участвующих в транскрип-
ции и сигнальной трансдукции, в то время 
как другие классы, вовлеченные в репарацию 
ДНК или кодирование белков органелл, чаще 
элиминировали [60]. Интересно, что гены, со-
хранившиеся в виде паралогов после конкрет-
ного цикла дупликации, имеют повышенную 
вероятность сохраниться после следующего 
цикла дупликации [77]. Таким образом, потеря 
дупликатов не является случайным процессом.
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Псевдогенизация  
(«замолкание» генов)

Гены, которые были удвоены путем поли-
плоидизации, могут экспрессироваться по-
разному — один в большей степени, другой в 
меньшей либо происходит их полное «замол-
кание» (псевдогенизация) [78]. Псевдогениза-
ция может произойти уже в первом поколении 
после полиплоидизации, хотя некоторые гены 
«замолкают» в более поздних поколениях.

Псевдогенизация генов может происходить 
в эволюции полиплоида [131, 79], но это явле-
ние стало широко исследоваться только тогда, 
когда белки стали использоваться в качестве 
генетических маркеров. Поскольку белки, ко-
дируемые дуплицированными генами, легко 
можно разделить с помощью электрофореза, 
по электрофоретическим спектрам можно су-
дить о степени генного «замолкания» [80, 81]. 
Такие анализы показали, что может произойти 
потеря экспрессии любого члена дуплициро-
ванной генной пары. Хорошо известен пример 
псевдогенизации локуса лейцинминопепти-
дазы в результате дупликации у тетраплоида 
Chenopodium [82].

Из ряда данных, полученных в результате 
электрофоретических исследований белков, 
сделанных в последние несколько десятиле-
тий, можно заключить, что у более поздних 
по происхождению полиплоидов обе копии 
дуплицированного гена обычно сохраняют 
экспрессию [81, 83]. Это видно на примере 
полиплоидного генома Tragopogon, произрас-
тающего на западе США, который впервые 
появился там в начале 1900-х после интро-
дукции диплоидного предшественника из Ев-
ропы [84], а также на примере гексаплоидной 
пшеницы, сформировшейся около 8 тыс. лет 
назад, у которой до сих пор экспрессируется 
большинство первоначально утроенных генов, 
хотя и здесь известны примеры псевдогени-
зации [85, 86], о чем далее и будет идти речь. 

Однако у древних полиплоидов потеря экс-
прессии дуплицированных генов встречает-
ся как у растений, так и у животных. Напри-
мер, предполагается, что у тетраплоидных 
катостомидных рыб около половины всех 
дуплицированных аллозимных локусов псев-
догенезировалось за 50 млн лет с момента 
полиплоидизации [87]. У современной сои 
обнаружено «замолкание» до 25% дуплициро-

ванных генов [88]. В некоторых исследованиях 
замечено постепенное снижение экспрессии 
дуплицированного гена фосфо-глюкозо-изо-
меразы у тетраплоида Pellaea rufa в сравнении 
с его диплоидными предшественниками [89].

Большинство эмпирических доказательств 
явления псевдогенизации дуплицированных 
генов получено в результате анализа белко-
вых локусов, так как они являются наиболее 
простыми и легкодоступными генетическими 
маркерами [90]. На электрофоретических спек-
трах гексаплоидных линий пшеницы, имеющих 
3 генома (А, В и D), переменно проявляются 
фрагменты высокомолекулярных глютенинов, 
кодируемых только двумя геномами из трех (B и 
D), что говорит о псевдогенизации соответству-
ющих генов в гомеологичном А-геноме [91].

Известно множество примеров дупликации 
и последующей псевдогенизации рибосо-
мальных генов в результате полиплоидии. У 
Triticeae, Nicotiana, Festuca, Brassica, Glycine, 
Scilla целые фрагменты 18S-26S и/или 5S 
рДНК вначале «замолчали» после полиплои-
дизации, а затем были полностью утрачены. 
Потеря фрагментов ДНК могла произойти по-
средством неравного межхромосомного крос-
синговера или в результате делеций. Опира-
ясь на вышеизложенное, «замолкание» генов 
можно рассматривать как отражение различ-
ных явлений, происходящих при дупликации, 
таких как процесс медленного «распада» ге-
нов, приводящий к формированию псевдо-
генов, геномные делеции целых фрагментов 
ДНК и, возможно, отдельных генов. «Замолка-
ние» гена также может произойти в результате 
появления преждевременных стоп-кодонов, 
накопления точковых мутаций и различных 
инсерций [92–97].

«Замолкание» генов может быть обуслов-
лено эпигенетическими изменениями в про-
цессе полиплоидизации [98]. S. Mudge et al. 
выявили «молчащие» репортерные трансгены 
у полиплоидных видов злаков [99]. Однако 
механизм «замолкания» этих генов был неиз-
вестен. Позднее L. Khaitova et al. исследовали 
экспрессию целых семейств генов, кодирую-
щих рРНК у пяти пентаплоидных видов ши-
повника (Rosa canina, R. rubiginosa, R. dumalis, 
R. sherardii and R. caesia) и одного тетрапло-
идного вида (R. mollis). Их данные показали, 
что для семейства генов, расположенных на 
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хромосомах, которые претерпевают бивалент-
ную конъюгацию (у тетраплоида), характерна 
стабильная экспрессия. Гены, локализованные 
на унивалентных хромосомах (у пентаплоида), 
характеризовались различным уровнем эпиге-
нетического «замолкания» [100]. 

Выявлено немало случаев «замолкания» 
генов посредством мутационных процессов. 
Например, процессы замолкания PGI-генов у 
Clarkia и хлорофиллсвязывающих а/b-генов у 
Polystichum munitum обусловлены многочис-
ленными повреждениями замолкших генов, 
такими как точечные мутации, инсерции и де-
леции [101, 102]. Наиболее подробно описано 
формирование псевдогена у дуплицированно-
го гена PdiC2 у Clarkia mildrediae [101]. Из 23 
экзонов этого гена было секвенировано 18. У 
девяти экзонов обнаружены индел-мутации 
(индел-мутации возникают при выпетливании 
во время репликации нуклеотидов праймера в 
случае инсерции, либо матрицы в случае деле-
ции), что приводит к сдвигу рамки считывания 
и формированию стоп-кодона. Обнаружены 
делеции размером от 3 до 52 нуклеотидов, в 
некоторых случаях приводящие к потере эк-
зон-интронных соединений, а также обнару-
жены 3 инсерции, в общем содержащие 8 пар 
нуклеотидов. Также обнаружена вырожден-
ность интронов, которые содержали в общей 
сложности 21 инсерцию. Длина одной из них 
достигала 857 п. н. и имела вид петли, а также 
содержала прямые концевые (терминальные) 
повторы, что, предположительно, обусловлено 
наличием мобильных генетических элементов.

Гипотезы о потенциальной роли псевдогенов 
были высказаны достаточно давно. Так, пред-
полагалось, что антисмысловая РНК, транс-
крибируемая с последовательности псевдогена, 
может взаимодействовать с мРНК, синтезиру-
емой с кодирующей последовательности, что 
позволит регулировать экспрессию. Эти пред-
положения подтвердились экспериментально 
[103, 104]. Предполагается, что эпигенетиче-
ский сайленсинг может защищать дуплициро-
ванные копии от превращения в псевдогены и 
таким образом способствовать приобретению 
ими новых функций [105].

Активация мобильных элементов
Мобильные элементы (МЭ) также могут 

быть причиной псевдогенизации [106–108]. 

В ряде случаев были получены доказатель-
ства увеличения транспозиционной активно-
сти уже в первых поколениях полиплоидных 
растений [109–113]. Этот процесс затрагивает 
главным образом молодые и активные семей-
ства МЭ с небольшой копийностью [111, 112]. 
В целом же пролиферация МЭ у полиплоидов 
носит строго избирательный характер и не 
приводит к общему «взрыву» транспозицион-
ной активности [113, 114].

У гексаплоидной пшеницы, например, по-
теря экспрессии локуса глютенина Glu-1 свя-
зана с инсерцией ретратранспозона длиной 
8 kb в кодирующую область данного гена. 
Как было показано, у табака замолкание гена 
нитрат-редуктазы вызвано инсерцией ретра-
транспозона называемого Tnt1. Инсерции в 
регуляторных областях могут также изменять 
экспрессию генов, что было выявлено на при-
мере изменения экспрессии гена rbcS гороха, 
регуляторного гена R-s кукурузы, гена нивея-
калхон-синтазы у Antirrhinum и многих дру-
гих. У автотетраплоида Arabidopsis thaliana 
с помощью микроэррея выявлена активация 
En/Spm транспозонов [109]. Следовательно, с 
полиплоидией может быть связано повышение 
активности мобильных элементов. Возможно, 
индукция «замолкания» генов мобильными 
элементами происходит у полиплоидов в боль-
шей степени, чем у диплоидов, что связано с 
эффектом буферизации при дупликации гено-
ма. МикроРНК (miRNA) посредством РНК-
интерференции могут также индуцировать 
«замолкание» генов у полиплоида [1].

Реорганизация генома также может вклю-
чать в себя транспозиции целых хромосомных 
сегментов. У автополиплоида Hepatica nobilis 
var. pubescens были обнаружены ассиметрич-
ные транспозиции, а также потери некоторых 
локусов рДНК [115]. В 20–30 поколениях 
синтетического автотетраплоида Arabodopsis 
thaliana обнаружена транслокация 45S между 
4 и 3 хромосомами [116].

Метилирование ДНК и полиморфизм 
по отдельным нуклеотидам  

(SNP-полиморфизм)
Одним из механизмов скачкообразного изме-

нения генома у сформировашихся полиплоидов 
может быть изменение паттернов генов вслед-
ствие ДНК-метилирования. Такое предположе-
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ние было выдвинуто после проведения ПДРФ-
анализа на пшенице [117] и капусте [118] с 
использованием изошизомеров (рестрикци-
онных эндонуклеаз), которые специфичны к 
определенным сайтам рестрикции, но очень 
чувствительны к уровню метилирования. В ре-
зультате анализа получены некоторые специфи-
ческие фрагменты, что связано с метилировани-
ем ДНК. Метилирование цитозина, особенно по 
CpG динуклеотидам и CpNpG тринуклеотидам, 
часто встречается в растениях и, как полагают, 
играет определенную роль в регуляции экспрес-
сии генов, времени репликации ДНК и др. [119, 
120]. Метилирование ДНК может также иметь 
огромное значение в защитной реакции рас-
тения к любой вирусной инфекции или к де-
ятельности мобильных элементов [121–124]. 
Было предположено, что основной функцией 
метилирования ДНК может быть подавление 
активности мобильных элементов [124]. Такое 
предположение поддерживалось некоторыми 
авторами [125–127]. Как было отмечено в ряде 
работ [128–134], высокая частота «замолкания» 
введенных в растения трансгенов может быть 
обусловлена таким эпигенетическим механиз-
мом, как ДНК-метилирование.

У многих модельных полиплоидов может на-
блюдаться либо потеря дуплицированных генов 
(элиминация), либо их специфическая инакти-
вация за счет метилирования. Как указывалось 
выше, эпигенетический сайленсинг может за-
щищать дуплицированные гены от превраще-
ния их в псевдогены и способствовать тем са-
мым приобретению ими новых функций [105].

Метилирование ДНК может играть значи-
тельную роль в эволюционной динамике ду-
плицированных генов [135]. Этот эпигенетиче-
ский механизм может оказывать потенциальное 
влияние на фенотип растения и является сво-
его рода ответной реакцией на изменение ус-
ловий окружающей среды, а также геномные 
стрессы, такие как гибридизация и полипло-
идизация [136]. Метилирование ДНК являет-
ся эпигенетическим регуляторным процессом 
экспрессии генов, который встречается у вновь 
синтезированных полиплоидных видов и обу-
словлен дупликацией генома [137]. Например, 
быстрые эпигенетические изменения обнару-
жены у полиплоида Spartina anglica, у которого 
30% генов были метилированы вследствие по-
липлоидизации генома [138]. У синтетических 

гексаплоидов пшеницы метилирование цитози-
на наблюдается уже в ранних поколениях после 
полиплоидизации (F5–7) [40]. В первом поколе-
нии триплоидных растений одуванчика, полу-
ченных бесполым размножением, обнаружено 
незначительное изменение уровня метилирова-
ния ДНК по сравнению с F0. Это говорит о том, 
что метилирование ДНК произошло вследствие 
образования триплоида [136]. 

Следовательно, такие механизмы, как му-
тационные процессы, активация мобильных 
генетических элементов, эпигенетические мо-
дификации (ДНК-метилирование), происходя-
щие при полиплоидизации, могут вызывать из-
менение экспрессии дуплицированных генов.

Полиморфизм по отдельным нуклеотидам 
(SNP) широко распространен в геномах расте-
ний и является незаменимым в ассоциативном 
картировании и построении генетических карт 
высокого разрешения [139]. При SNP-анализе 
полиплоидных геномов результаты в боль-
шинстве случаев получаются неоднозначны-
ми. E. Akhunov et al. [140] изучили SNP у 91 
гомозиготной полиплоидной линии пшеницы, 
включая 53 тетраплоида и 38 гексаплоидов с 
помощью анализа Illumina Golden Gate. Ана-
лиз выявил, что 89 и 84% SNP у тетраплоид-
ной и гексаплоидной пшеницы соответственно 
являются уникальными. P. Bundock et al. про-
вели SNP-анализ гетерозиготного полиплоида 
сахарного тростника [141]. Они секвенировали 
307 ампликонов, полученных с помощью ПЦР 
(59 kb), и генерировали 182,996 секвенирован-
ных ридов со средней глубиной секвенирова-
ния ~300 и средней длиной рида 220 основа-
ний. Анализ данных секвенирования выявил 
1 замену на 58 оснований в среднем у каждого 
полиплоидного растения сахарного тростника.

Заключение
Исходя из всего вышеизложенного [1–141], 

полиплоидия — больше, чем простое удвоение 
генома. Она включает целый ряд таких моле-
кулярно-генетических процессов, как:

– дифференциальная элиминация ДНК ду-
блированного генома;

– диверсификация — функциональное рас-
хождение дуплицированной копии;

– консервация функции — сохранение преж-
ней функции обеими копиями дуплицирован-
ных генов;
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– псевдогенизация — утрата функциональ-
ной активности дупликата;

– эпигенетические модификации — ДНК-
метилирование;

– активация мобильных генетических эле-
ментов;

– SNP-полиморфизм — изменение нуклео-
тидной последовательности.
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