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Введение
Резистентность растений томата к болез-

ням, вызываемым возбудителями различной 
природы (грибные, бактериальные, вирусные 
инфекции), является как отдельным направле-
нием селекции, так и обязательным условием 
при создании новых высокопродуктивных 
сортов и гибридов с улучшенным качеством 
плодов. При этом климатические факторы 
окружающей среды обеспечивают условия 
для доминирующего проявления тех или иных 
патогенов. Так, в условиях открытого грунта 

УДК 631.526:635.64

на территории Беларуси самым вредоносным 
возбудителем болезней томата является оо-
мицет Phytophthora infestans (Mont.) de Bary. 
Фитофтороз (late blight), вызываемый данным 
возбудителем, может привести к 100% потере 
урожая. При этом в условиях жаркого клима-
та с высокими температурами и недостатком 
влаги первое место в заражении растений за-
нимают вирусные инфекции. Принимая во 
внимание то, что приспособление растений 
к определенным условиям среды способству-
ет закреплению в генотипе уникальных алле-
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E. B. Гонсалес3, Ю. К. Эррера3, А. В. Кильчевский1
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По результатам секвенирования R-генов Ph2(Сh) (LOC101246197) и Ph3 (KJ563933) у образцов томата бе-
лорусской и кубинской селекции выявлены структурные особенности аллелей, связанные с контролем рези-
стентности образцов к Phytophthora infestans. Разработаны CAPS-маркер Ph-2(R)_HindIII и SCAR-маркер Ph3 
del22/11, позволяющие типировать аллели, связанные с устойчивостью / восприимчивостью к данному пато-
гену. ДНК-типирование образцов белорусско-кубинской коллекции на наличие аллелей, связанных с устойчи-
востью к болезням, позволило выявить формы, сочетающие в себе 7–9 аллелей устойчивости к болезням: Lyto 
(7 R), LRs-30(7 R), Pablo (8 R), Alty (8 R), Sile (9 R), LR-13 (9 R). Белорусский сорт Ирма показал максималь-
ную устойчивость к болезням и продуктивность в условиях тропического климата Республики Куба. Создан 
новый селекционный материал с повышенной устойчивостью к фитофторе в условиях Республики Беларусь.

Ключевые слова: томат, гены устойчивости к фитофторозу, ДНК-типирование, маркеры генов устойчиво-
сти к болезням, селекционный материал.

Для цитирования: Применение методов молекулярного маркирования и фитопатологической оценки при 
создании нового селекционного материала томата с комплексной устойчивостью к болезням / О. Г. Бабак, 
Е. В. Дрозд, Н. А. Мартиновская [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика: сб. науч. тр. / Ин-т генети-
ки и цитологии НАН Беларуси; редкол.: А. В. Кильчевский (гл. ред.) [и др.]. – Минск, 2025. – Т. 39. – С. 7–20.
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лей, обеспечивающих развитие механизмов 
защиты от наиболее распространенных ин-
фекций, вовлечение в селекционный процесс 
образцов, приспособленных к контрастным 
условиям среды, имеет важное значение при 
создании форм с комплексной устойчивостью 
к болезням.

В наших исследованиях по селекции томата 
широко используются методы молекулярно-
го маркирования генетических детерминант 
устойчивости к возбудителям болезней наряду 
с другими целевыми хозяйственно-ценными 
признаками. В рамках ранее проведенных ис-
следований в Институте генетики и цитологии 
НАН Беларуси апробированы и адаптированы 
методики ДНК-типирования аллелей к ряду 
заболеваний, совместно с Белорусской госу-
дарственной сельскохозяйственной академией 
выполнены молекулярная (с помощью извест-
ных маркеров устойчивости к болезням) и по-
левая оценка материала белорусской селекции 
[1, 2]. Особое внимание уделяется изучению 
генетики устойчивости томата к фитофторо-
зу с использованием маркеров к генам Ph2 
(ХM_004249610.4) и Ph3 (KJ563933), пред-
ложенных американскими и нидерландскими 
исследователями [3, 4, 5]. В 2021 г. китайскими 
учеными [6] было показано, что гену Ph2 соот-
ветствует последовательность Solyc10g085460, 
близко расположенная к последовательности 
ХM_004249610.4, в связи с чем представляет 
интерес изучение полиморфизма данного гена 
на новом селекционном материале. К настоя-
щему времени в Институте генетики и цито-
логии разработана «Технология маркер-сопут-
ствующего отбора форм томата с высокими 
биохимическими и технологическими свой-
ствами плодов» (Методические указания), 
которая включает маркеры к 22 аллелям, свя-
занным с устойчивостью к грибным, бактери-
альным, вирусным болезням [7, 8].

Целью данного этапа исследований было из-
учение новых генетических источников устой-
чивости к болезням на основе секвенирования 
R-генов и разработанных маркеров, а также 
фитопатологической оценки материала ге-
ографически разнообразного происхожде-
ния — белорусской и кубинской селекции, 
и отбор нового селекционного материала 
с комплексной устойчивостью к болезням. 
Для достижения данной цели последовательно 

решались следующие задачи: секвенирование 
и анализ генов устойчивости к фитофторозу 
у образцов белорусско-кубинской коллекции; 
разработка и апробация новых молекулярных 
маркеров на основе выявленного полимор-
физма аллелей (отличий в нуклеотидной по-
следовательности) у изучаемых форм; оценка 
популяций F5 белорусской селекции с помо-
щью вновь разработанных маркеров устойчи-
вости к болезням; ДНК-типирование образцов 
белорусско-кубинской коллекции с помощью 
системы ДНК-маркеров к аллелям, связанным 
с устойчивостью к болезням; полевая оценка 
устойчивости образцов в условиях Кубы и Бе-
ларуси; отбор нового селекционного материа-
ла с комплексной устойчивостью к болезням.

Материалы и методы
В качестве исследуемого материала исполь-

зовались образцы томата открытого и защи-
щенного грунта коллекций Института генети-
ки и цитологии НАН Беларуси и Белорусской 
государственной сельскохозяйственной ака-
демии (БГСХА): 

сорта Редгрант, Зорка, Гарант, Чирок, Бер-
кут, Тамара, Ирма, Дивиденд, Спажытак, 
Источник, Звездопад; 

образцы семи популяций F5 гибридов то-
мата для открытого грунта, у большинства из 
которых материнской формой был сорт Ирма 
с повышенной полевой устойчивостью к фито-
фторозу, а отцовскими формами были образцы 
с различными аллелями генов качества плодов 
(b, ogc, t, rin, alc): Ирма × Линия 19-612, Ирма 
× Линия 19-645, Ирма × Линия 217, Ирма × 
Линия 16-57, Ирма × Линия 16-8, Ирма × Ди-
виденд, Ирма × Линия 221; 

образцы трех популяций F6 из гибрида 
С 9464 × 19/15-4.

Также использовались сорта и селекционные 
формы коллекции Института плодоовощевод-
ства им. Лилианы Димитровой (Республи-
ка Куба): LD56, Pablo, LR-13, L22/11, L29/6, 
L33/1, Alty, L-43, Lyto, Sile, LRs-30, Daniel, 
L41/3.

Секвенирование последовательностей ге-
нов Ph2(Ch) (LOC101246197) и Ph3 прово-
дили с подобранными геноспецифическими 
праймерами на основе последовательности 
участка хромосомы 10 томата (NC_015447.3), 
где локализован ген Ph2, а также известных 
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последовательностей гена Ph3 (KJ563933, 
NC_090808.1), локализованного на хромосо-
ме 9 (табл. 1). Использовали набор реагентов 
Big Dye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit 

согласно методике производителя. Для дизай-
на праймеров использовали программу Primer-
BLAST на сайте Центра биотехнологической 
информации NCBI [9].

Таблица 1
Праймеры для секвенирования генов Ph2 и Ph3 у томата

Ген, локус, белок Наименование 
праймеров

Последовательность праймера,
5' → 3'

Температура 
отжига, ◦С

Ожидаемый 
размер ПЦР-

продукта, н. п.

Ph2,
LOC101246197

Solanum 
lycopersicum 

putative disease 
resistance protein 

RGA3 [9]

Ph-2_01-F/R
GTGAAGCTAAGGAGCAAACGC

60 854
CACGCCACAAATCATCCAGG

Ph-2_02-F/R
GACAGGGCAGAAACTTGAGC

60 974
TGATGCCTGATGCGGACAAA

Ph-2_03-F/R
AAGATAAGCGAGCCAGGACG

60 970
TGCGCAACTTCTCAAGCCTA

Ph-2_04-F/R
TCGACATCTTGAGCTGGTAGG

60 1040
GCCGTTTGCACCTCTTTAGC

Ph-2_05-F/R
ACGGACATTTGCACTGGGAT

60 796
CACTCACCGGCTCATCTCTG

Ph-2_06-F/R
CACCTCTCCCAACCTGTACG

60 995
CTGGGCGTTACCATTGGACT

Ph3
KJ563933,

Ph-3 resistance 
protein [9]

Ph-3_01-F/R
TGGTCGTTGACTCCAACACT

60 764
TTGGCTGCTGCGAGACATAG

Ph-3_02-F/R
AATAGTTGGCATGCCCGGTT

60 990
ACCCTAGAAACATTGCCGGG

Ph-3_03 F/R
ACTTCTTTCACACCGAGCACA

60 745
TTCAAATGCACGTTTCCGCTC

Ph-3_04 F/R
TTCGTGTCAACCGAGTGAGC

60 808
TTTCGGCTAGTGACACGCTG

Молекулярно-генетические методы выде-
ления ДНК, ПЦР-анализ, рестрикция, оценка 
продуктов амплификации и рестрикции в ага-
розном или полиакриламидном гелях прово-
дились согласно разработанным в Институте 
генетики и цитологии НАН Беларуси Методи-
ческим указаниям [7]. В таблице 2 представ-
лены маркеры, используемые для ДНК-типи-
рования аллелей, связанных с устойчивостью/
восприимчивостью к патогенам (R/S-аллелей) 
у образцов томата белорусско-кубинской кол-
лекции, и ссылки на литературные источники, 
приведенные в Методических указаниях и ра-
нее опубликованных работах [1, 7, 8].

Фитопатологическую оценку в научно-ис-
следовательском институте плодоовощевод-
ства им. Лилианы Димитровой проводили 
в полевых и лабораторных условиях. Нали-
чие болезней и степень вредоносности оце-
нивались по методологии, установленной для 
каждого заболевания: фитофтороза, альтерна-
риоза, кладоспориоза, фузариоза, вертицил-
леза, поражения вирусом желтой курчавости 
листьев (TYLCV) [10]. Для идентификации 
грибных патогенов образцы зараженной рас-
тительной ткани отбирали из надземной ча-
сти, преимущественно с листьев, помещали 
во влажные камеры для создания оптималь-
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ных условий влажности и температуры для 
развития гриба, стимулирования роста ми-
целия и образования структур бесполого раз-
множения. Затем морфология репродуктивных 
структур патогена исследовалась в лаборато-
рии с помощью микроскопа [11–13]. Оценка 
в полевых условиях проводилась на естествен-
ном фоне. Исследование было проведено с 11 
белорусскими сортами и четырьмя кубински-
ми контрольными сортами и линиями в оп-
тимальный сезон для выращивания томатов 
на Кубе (выращивание в грунте с декабря по 
март). Наряду с фитопатологической оценкой 
проводили оценку урожайности белорусских 
форм в сравнении с контрольными кубински-
ми формами Daniel, Pablo, L-43, Lyto.

Оценку зараженности растений основными 
болезнями в условиях Беларуси проводили на 
естественном инфекционном фоне на опытном 
поле Белорусской государственной сельскохо-
зяйственной академии. Определяли распро-
страненность фитофтороза, альтернариоза, 
а также вирусных и бактериальных инфек-
ций в целом. Оценку распространенности бо-
лезней определяли в процентном отношении 
растений с признаками заболевания к общему 
числу испытываемых растений, независимо 
от степени поражения. Степень поражения 
растений болезнями определяли по 4-бальной 
шкале поражений, предложенной А. В. Ал-
патьевым [14]. Для диагностики применяли 
визуальные методы оценки симптомов: на-
личие темно-бурых пятен при фитофторозе; 
бурых, коричневых или черных пятен с кон-

центрическими кольцами при альтернариозе; 
характерных признаков вирусных инфекций 
и бактериальных поражений. Оценка каждой 
формы выполнялась на 10–15 растениях.

Результаты и обсуждение
Секвенирование и анализ генов устойчиво-

сти к фитофторозу, разработка маркеров для 
типирования R/S-аллелей

В связи с появлением данных в литерату-
ре о новых источниках устойчивости к фи-
тофторозу выполнено секвенирование гена 
Ph2(Сh) (LOC101246197) у образцов, демон-
стрирующих различную степень устойчиво-
сти к данному заболеванию: Дивиденд, Ирма, 
Pablo, Alty, Sile. Полевые испытания образцов 
в климатических условиях Беларуси и Кубы 
подтверждают максимальную устойчивость 
сорта Ирма. Секвенирование последова-
тельностей гена Ph-2 выявило отличия по 32 
SNP между R- и S-аллелями. На основе SNP 
G/A в позиции 2925 разработан и успешно 
апробирован CAPS-маркер Ph-2 (R)_HindIII 
(F: TCGACATCTTGAGCTGGTAGG, R: 
GCCGTTTGCACCTCTTTAGC) для типирова-
ния R/S-аллелей данного гена (рис. 1). У сорта 
Ирма выявлен аллель, полностью идентичный 
таковому у сорта Moboline LA3152, который 
обуславливает устойчивость к возбудителю 
фитофтороза у томата [6]. По результатам 
ДНК-типирования коллекции образцов R-ал-
лель также выявлен у 4-х образцов: LR-13, 
L43, L41/3, Lyto.

Наряду с образцами, включенными в состав 

Рис. 1. Полиморфный участок гена Ph2(Ch) с выделенным сайтом рестрикции для CAPS-маркера Ph2(R)_HindIII 
на геномной ДНК томата
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белорусско-кубинской коллекции, выполнено 
ДНК-типирование популяций F5–F6 томата 
для открытого грунта селекции БГСХА и Ин-
ститута генетики и цитологии НАН Беларуси. 
На рисунке 2 представлен пример результатов 
ДНК-типирования образцов популяций F5–F6. 

Согласно результатам ДНК-маркирования, 
отобраны формы с R-аллелем гена Ph2(Ch) 
из популяций F6 С9464 × 15/15-4, из F5 Ирма 
× Линия 217, F5 Ирма × Линия 16-57, F5 Ирма 
× Линия 16-8, F5 Ирма × Дивиденд, F5 Ирма × 
Линия 19-612.

Рис. 2. Результаты электрофореза продуктов рестрикции ампликонов, синтезируемых в ходе ПЦР с маркером Ph-2 
(Ch)_HindIII у образцов популяций F5–F6: 1–2 — № 104 из F6 С 9464 × 19/15-4; 3–4 — № 106 из F6 С 9464 × 19/15-4; 
5–8 — № 119 из F5 Ирма × Линия 221; 9–12 — № 117 из F5 Ирма × Линия 217; 13–17 — № 115 из F5 Ирма × Линия 
16-57; 18–21 — № 113 из F5 Ирма × Линия 16-8; 22–23 — № 111 из F5 Ирма × Дивиденд; 24–26 — № 109 из F5 
Ирма × Линия 19-645; 27–29 — № 107 из F5 Ирма × Линия 19-612; M — маркер молекулярного веса ДНК (100 bp) 

На основании данных о происхождении 
устойчивого аллеля Ph3 из S. pimpinellifolium 
и результатов выполненного ранее молеку-
лярного маркирования образцов с помощью 
маркера NC–LB-9-6678 аллелей гена Ph3 [5], 
а также фенотипической оценки проявле-
ния признаков на данном этапе работы для 
секвенирования отобраны образцы Ирма, 
Alty, Sile, LR-13, F2 Дзивосны (S .lycopersicum 
K− — ph3), S. pimpinellifolium (K+ — Ph3), Блэк 
Бриллиант (S .lycopersicum K+ — Ph3).

Согласно результатам выравнивания полу-
ченных сиквенсов, у сортов с аллелем ph3, ти-
пируемым с помощью SCAR маркера NC–LB-
9-6678, разница представляет собой вставку 
фрагмента LTR ретротранспозона семейства 
Ty1-copia, размер которого составляет 306 п. н. 
[15]. Встроенный ретротранспозон является 
целевым различием, выявляемым с помощью 
большинства разработанных маркеров. Однако 
сравнительный анализ полученных нами по-
следовательностей показал, что у аллеля ph-3 
из S. lycopersicum (NC_090808.1) в начале ге-
на присутствуют две делеции размерами по 
11 п. н. на расстоянии 107–118, 177–188 п. н. 
от старт-кодона. Данные делеции ведут к сдви-
гу рамки считывания и появлению раннего 
стоп-кодона (рис. 3), что, в свою очередь, ведет 
к синтезу короткой белковой последователь-
ности размером 59 аминокислот, в сравнении 
с 851-й аминокислотой в последовательности, 
синтезируемой на основе и-РНК аллеля Ph3 

из S. pimpinellifolium (KJ563933). Получен-
ные данные говорят о том, что встроенный 
ретротранспозон не может оказывать влияния 
на функциональность белка, т. к. расположен 
после сформированного раннего стоп-кодона. 
Разработан новый SCAR-маркер ph3del22/11, 
а также подтверждена эффективность ранее 
разработанного маркера [16], позволяющего 
типировать наличие указанных делеций, свя-
занных с восприимчивостью к фитофторозу. 

Сопоставление результатов разделения форм 
с помощью маркеров, разработанных на ос-
нове двух вышеуказанных полиморфизмов, 
показывает, что у большинства исследуемых 
форм оба маркера позволяют разделять R/S 
аллели. При этом у образца LR-13 без встав-
ки ретротранспозона, который по результатам 
ДНК-типирования с помощью маркера NC–
LB-9-6678 является устойчивым, выявлено на-
личие одной делеции (11 п. н.), которая также 
ведет к формированию раннего стоп-кодона, 
нефункционального белка и восприимчиво-
сти к фитофторозу (рис. 3), что указывает на 
неполное соответствие результатов отбора 
устойчивых и восприимчивых образцов дан-
ными маркерами.

Наряду с указанными полиморфизмами 
у образцов Блэк Бриллиант и Sile выявлен 
ряд SNP-замен, отличающих их от других 
образцов с аллелем Ph-3 и между собой. Об-
разец Sile также содержит делецию 9 п. н., 
приводящую к выпадению трех аминокислот 
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Рис. 3. Участок блока выравнивания гена Ph-3 у образцов томата со структурными различиями, приводящими 
к формированию укороченной аминокислотной последовательности

Рис. 4. Результаты ДНК-типирования образцов томата с SCAR-маркером Ph3 del22/11: 1–2 — д. 66-1 (F2 Дзивосны 
ph3); 3–4 — д. 66-7 (F2 Дзивосны ph3/Ph3); 5–6 — LR-13; 7–8 — Sile; 9 — Блэк бриллиант; 10–11 — ИСИ63; 12–
13 — LD-56; 14–15 — Alty; 16–17 — L-43 (153 и 164 п. н. — фрагменты, выявляющие S-аллели, 175 п. н. — фраг-

мент, выявляющий R-аллель)

в пептиде (рис. 3). Полученные результаты 
показывают высокий генетический полимор-
физм аллелей и подтверждают важность его 
детального анализа при разработке маркеров 
и изучении их связи с устойчивостью форм 
при фитопатологической оценке.

На рисунке 4 представлены результаты апро-
бации разработанного ph3del22/11 SCAR-мар-
кера. При этом маркерный ампликон размером 
153 п. н. соответствует ампликону 907 п. н., 
выявляющему неустойчивый аллель ph3 мар-
кером NC–LB-9-6678, а ампликон 175 п. н. 
соответствует размеру 601 п. н. у образцов 

с функциональным белком устойчивости. 
Новый SCAR-маркер позволяет выявить 
полиморфизм, связанный с формировани-
ем нефункционального белка у форм с од-
ной 11-нуклеотидной делецией, приводящей 
к формированию нефункционального белка.
Типирование образцов белорусско-кубин-

ской коллекции на наличие маркеров аллелей, 
связанных с устойчивостью к болезням, и со-
поставление с результатами фитопатологи-
ческого анализа 

Поиск новых источников комплексной 
устойчивости осуществлен путем ДНК-ти-
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пирования изучаемого материала томата на 
наличие маркеров устойчивости к мелойдо-
гинозу (Mi-1.2, Мi-9), фитофторозу (Ph3, Ph2, 
Ph2(Ch)), кладоспориозу (Cf2, Cf4, Cf5, Cf9), 
фузариозу (I-2, I-2C, I-3, I-7), вертициллезу 
(Ve), бактериальной пятнистости (Rх-4, Pto) 
и крапчатости (Pto), к вирусным болезням: 
желтой курчавости листьев (Ty2, Ty3), мозаи-
ке томата (Tm-1, Tm-2) и бронзовости плодов 
(Sw-5b). 

ДНК-типирование образцов томата белорус-
ской селекции для открытого грунта выявило 
наличие аллеля Ph2(Ch) у образца Ирма. Ал-
лель устойчивости к фузариозу I-2C был иден-
тифицирован в генотипах сортов Источник, 
Чирок; аллель I-3 устойчивости к фузарио-
зу — в генотипах сортов Зорка, Гарант, Чирок, 
Беркут, Тамара, Ирма, Дивиденд, Спажытак, 
Источник, Звездопад; аллель Mi-9 устойчи-
вости к мелойдогинозу (нематоде) — у всех 
образцов коллекции. Наличие известных ал-
лелей устойчивости к бактериальным пятни-
стостям, кладоспориозу у изучаемых форм 

не выявлено. Результаты ДНК-типирования 
образцов кубинской коллекции представлены 
в таблице 3. Молекулярный анализ коллек-
ции позволил выделить формы, сочетающие 
в генотипе 7–11 аллелей, связанных с устой-
чивостью к болезням: Pablo, Alty, Sile, L 41/3, 
L 22/11, LRs-30, LR-13.

Результаты оценки устойчивости образцов 
белорусско-кубинской коллекции к болезням 
в полевых условиях представлены в табли-
це 4. Учет развития фитофтороза проводился 
в два этапа, остальных болезней — однократ-
но. В процессе наблюдений у исследуемых 
образцов были обнаружены симптомы фито-
фтороза, альтернариоза, вирусных болезней 
и бактериальной крапчатости. Наиболее вос-
приимчивыми к листовым пятнистостям бы-
ли сорта Дивиденд, L-43(1), Спажытак, Зорка, 
Тамара, Звездопад, которые характеризовались 
уровнем пораженности более 50% листовой 
поверхности. В целом образцы кубинской 
коллекции оказались более устойчивыми 
к альтернариозу, чем белорусские. Плоды 

Таблица 3
Результаты ДНК-типирования образцов кубинской коллекции на наличие маркеров, 

связанных с устойчивостью к болезням

Наименование 
образца Выявленные аллели, связанные с устойчивостью к болезням 

LD56 Мi-9, Ph2, I-3/ i-3, Cf5, Sw-5b

Pablo Мi-9, Ph2, I-2/I-2C, I-3/ i-3, Pto, Cf5, Rх-4 

Lyto Мi-9, Ph2, Ph2(Ch), I-3/ i-3, Ty2

Alty Мi-9, Ph2, I-2/i2, I-3/i-3, I-7/i-7, Cf4/Cf4A, Ve 

Sile Мi-9, Ph2, Ph3, I-3/i-3, I-7, Cf4/Cf4A, Cf5, Ty3a, Ve 

Daniel Мi-9, I-3/i-3, Cf5, Ve

L 29/6 Mi-1.2, Мi-9, I-2/i2, I-3/i-3, I-7, Cf4/Cf4A, Cf5, Cf9, Pto, Rх-4 

L 33/1 Mi-1.2, Мi-9, I-2/i2, I-3/i-3, Cf4/Cf4A, Cf5, Cf9, Pto, Rх-4

L-43 Mi-1.2 (mi-1.2), Мi-9, Ph2(Ch), I-3/i-3, I-7, Cf5 

LRs-30 Мi-9, Ph2, Ph2(Ch)/ph2(Ch), I-3/i-3, I-7/i7, Cf4/Cf4A, Cf5, Cf9, Pto/pto

LR-13 Mi-1.2, Мi-9, Ph2(Ch), Ph3, I-2C, I-3/i-3, Cf4/Cf4A, Cf5, Pto, Rх-4, Sw-5b 

L 22/11 Mi-1.2/mi-1.2, Мi-9, Ph2, I-2/I-2C, I-3/ i-3, Cf4/Cf4A, Cf5, Cf9, Rх-4, Pto, Ve/ve 

L 41/3 Mi-1.2, Мi-9, Ph2, Ph2(Ch), Ph3, I-2, I-3/i-3, Cf5, Cf9, I-7, Ve
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сортов Ирма, L 22/11(2), L 41/3, LRs-30, Sile, 
L-43(3) характеризовались отсутствием или 
единичными пятнами поражения фитофторо-
зом. У образцов L-43(2) и Daniel отмечались 
слабые симптомы вирусного поражения (12,5 
и 7,1% соответственно). У образца Lyto, кроме 
фитофтороза, наблюдалось распространение 
бактериальной пятнистости у 23% растений.

Сопоставление результатов развития фитоф-
тороза в полевых условиях с результатами мо-
лекулярного маркирования показало, что наи-
меньшая степень развития болезни с полным 
отсутствием признаков на плодах на момент 

учета была у образцов Ирма, L 41/3, LRs-30, 
каждый из которых содержал в генотипе ал-
лель устойчивости к фитофторозу: Ph2(Ch). 
Образец L 41/3 характеризовался наличием 
трех маркеров, связанных с устойчивостью 
к фитофторозу. Сравнение распространен-
ности болезни у образцов с аллелями Ph2 
(LOC101246981) и Ph2(Ch) (LOC101246197) 
показывает достаточно высокий уровень 
резистентности у форм с аллелем Ph2(Ch) 
и низкий — с аллелем Ph2. Показана наи-
большая эффективность разделения материала 
по R/S-аллелям гена Ph3 с помощью нового 

Сорт

Фитофтороз Альтернариоз Вирусные 
болезни

Бактериальные 
болезни

развитие, 
балл

распространенность, %
19.08/3.09.2025

развитие, 
балл

распространенность, %
19.08.2025

листья листья стебли плоды листья листья

Дивиденд 3,0/3,2 100 100/100 80/80 2,8 100 – –

Ирма 2,4/2,4 100 –/18 –/– 2,5 100 – –

Alty 1,4/1,9 100 40/40 –/80 0,1 80 – –

L 33/1 1,6/1,6 100 30/30 –/31 1,0 100 – –

L 29/6 1,2/1,6 100 23/100 8/85 0,1 100 – –

L 22/11 1,4/2,3 100 33/100 17/100 0,1 83,3 – –

L 22/11 1,2/1,2 100 27/27 –/– 0,1 100 – –

LRs-30 1,0/1,0 100 –/– –/– 0,1 100 – –

LR-13 1,2/1,7 100 –/– –/62 0,1 30 – –

Sile 1,4/1,6 100 14/86 –/14 1,0 100 – –

Lyto 1,2/2,3 100 92/92 23/31 0,1 100 – 23

LD56 1,7/2,2 100 70/100 –/60 1,0 100 – –

Pablo 1,1/1,7 100 11/100 6/66 0,1 100 – –

Daniel 2,4/2,8 100 100/100 –/57 1,0 100 7,1 –

L 41/3 1,4/2,0 100 –/20 –/15 0,1 100 – –

L-43(1) 1,8/1,8 100 15/15 –/15 0,1 100 – –

L-43(2) 1,4/1,8 100 50/88 25/63 1,0 100 12,5 –

L-43(3) 2,2/3,8 100 91,7/100 83/100 1,0 100 – –

Спажытак 1,8/3,4 100 30/100 60/100 0,1 100 – –

Источник 1,2/1,7 100 15,3/100 15/100 0,2 100 – –

Таблица 4
Результаты полевой оценки устойчивости к болезням образцов томата (2025, Беларусь)
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Примечание. « – » симптомы заражения не обнаружены

Сорт

Фитофтороз Альтернариоз Вирусные 
болезни

Бактериальные 
болезни

развитие, 
балл

распространенность, %
19.08/3.09.2025

развитие, 
балл

распространенность, %
19.08.2025

листья листья стебли плоды листья листья

Зорка 2,4/3,6 100 100/100 45/100 2,8 100 – –

Гарант 2,6/3,6 100 100/100 55/100 2,8 100 – –

Чирок 2,4/3,2 100 80/100 40/95 2,4 100 – –

Беркут 2,4/3,4 100 80/100 50/90 2,4 100 – –

Тамара 2,8/3,8 100 100/100 60/100 2,6 100 – –

Ред Гранд 2,2/3,2 100 75/100 30/88 2,4 100 – –

Звездопад 2,6/3,4 100 100/100 40/100 2,8 100 – –

Окончание таблицы 4

SCAR-маркера ph3del22/11, а также ранее раз-
работанного Ph3-SCAR маркера [16]. 

Результаты оценки устойчивости белорус-
ских образцов к фитофторозу, альтернариозу, 
кладоспориозу, а также вирусу желтой курча-
вости листьев при их испытании в условиях 
Кубы представлены на рисунке 5. Согласно 
полученным данным, наибольшую степень 

поражения грибными заболеваниями имел 
сорт Редгрант (3–4 балла). Сорт Беркут пока-
зал степень поражения фитофторозом и кла-
доспориозом на уровне трех баллов. При 
этом у большинства образцов признаков по-
ражения указанными патогенами не наблю-
далось. Низкое поражение такими грибны-
ми инфекциями, как Phytophthora infestans 

Рис. 5. Характер развития болезней у образцов томата: А — Phytophthora infestans, Б — Alternaria alternata, 
В — Cladosporium fulvum, Г — Tomato Yellow Leaf Curl Virus
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и Alternaria alternata, связано прежде всего 
с сухими и жаркими условиями выращивания 
растений. Наиболее вредоносным в условиях 
Кубы для томата является вирус желтого скру-
чивания листьев (Tomato yellow leaf curl virus, 
TYLCV). Поражение на уровне 4 балла наблю-
далось у шести из одиннадцати испытывае-
мых белорусских сортов: Дивиденд, Беркут, 
Гарант, Источник, Зорка, Тамара, при этом 
из четырех контрольных кубинских образцов 
поражение на уровне 1 балл имел сорт Lyto. 
Визуальных симптомов поражения Fusarium 
oxysporum (фузариозом) и Verticillium dahliae 

(вертициллезом) не наблюдалось. Наилучшим 
образом в жарких и сухих условиях проявил 
себя сорт Ирма, на котором не было суще-
ственных проявлений поражения изучаемыми 
патогенами. Также результаты оценки при-
знаков урожайности (табл. 5) показали его 
значительное превосходство над остальными 
образцами.

Согласно представленным данным, сорт Ир-
ма превзошел по продуктивности и урожай-
ности лучшие кубинские образцы Lyto и L-43 
более чем в 2 раза. Существенное превышение 
лучших кубинских форм по продуктивности 

Таблица 5
Показатели урожайности сортов белорусской селекции в условиях Кубы (Куба, 2024)

Наименование образцов Средняя масса плода,  
г ± SX

Продуктивность,
кг/растение

Урожайность, 
т/га

Редгрант 43,0 ± 10,2 1,29 ± 0,25 28,43 ± 1,63

Беркут 89,8 ± 12,4 2,16 ± 0,32 47,42 ± 2,26

Тамара 53,0 ± 8,6 1,59 ± 0,28 34,88 ± 1,03

Спажытак 40,5 ± 6,3 0,40 ±0,18 8,90 ± 0,68

Чирок 48,0 ± 9,6 2,85 ± 0,34 62,68 ± 12,12

Гарант 34,5 ± 5,6 1,49 ± 0,26 32,71 ± 1,03

Ирма 33,0 ± 7,1 3,99 ± 0,32 87,74 ± 3,48

Звездопад 22,6 ± 6,3 0,40 ± 0,12 8,82 ±1,54

Зорка 39,5 ± 8,6 1,43 ± 0,46 31,61 ± 1,73

Источник 27,1 ± 5,2 0,06 ± 0,02 1,40 ± 0,26

Дивиденд 125,4 ± 18,1 0,84 ± 0,12 18,38 ± 1,03

Daniel 102,0 ± 12,4 0,60 ± 0,14 13,25 ± 0,89

Pablo 90,7 ± 12,6 0,31 ± 0,12 6,86 ± 0,42

L-43 93,0 ± 10,2 1,9 0 ± 0,24 41,88 ± 1,26

Lyto 78,5 ± 6,4 1,79 ± 0,16 39,42 ± 2,03

Среднее 60,8 1,40 30,91

НСР05 15,6 0,28 16,25

также наблюдалось у сортов Беркут и Чирок. 
Таким образом, по результатам оценки в двух 
экологических зонах сорт Ирма, содержащий 
аллель Ph2(Ch), продемонстрировал макси-
мальную устойчивость к болезням.

Заключение
На основании сопоставления результатов 

молекулярного анализа образцов и полевой 

фитопатологической оценки показана высокая 
эффективность выявления форм с повышен-
ной резистентностью с помощью разработан-
ных ДНК-маркеров. 

По результатам секвенирования гена Ph-3 
у образцов томата выявлены полиморфизмы 
(две делеции размером по 11 п. п.), приво-
дящие к формированию нефункционального 
белка, что связано с усилением восприимчиво-
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сти форм томата к возбудителю фитофтороза. 
Выявлен ранее неописанный аллель у формы 
LR-13, формирующий нефункциональный 
белок. Разработан и успешно апробирован 
SCAR-маркер рh3 del22/11, позволяющий ти-
пировать данный аллель наряду с известными 
ранее R/S-аллелями гена Ph-3. Показано, что 
типирование образцов с помощью маркеров, 
выявляющих наличие/отсутствие фрагмента 
LTR ретротранспозона семейства Ty1-copia, 
не связано напрямую с устойчивостью к фи-
тофторозу.

Максимальная эффективность отбора форм 
с повышенной устойчивостью к фитофто-
розу связана с отбором форм с R-аллелем 
гена Ph2(Ch) (LOC101246197). Разработан 
CAPS-маркер Ph-2(R)_HindIII CC-Ase для 
типирования аллелей R/S данного гена. Сорт 
Ирма, содержащий аллель Ph2(Ch), продемон-
стрировал максимальную устойчивость к бо-
лезням при испытании в двух экологических 
зонах: умеренного и тропического климата.

В результате молекулярно-генетических 
исследований отобраны лучшие образцы то-
мата из белорусско-кубинской коллекции для 
дальнейшего использования в селекционной 
работе, содержащие в генотипе 7–11 аллелей, 
связанных с устойчивостью к болезням. 
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В работе представлены результаты изучения последовательностей трех ДНК-штрихкодов — matK, psbA-trnH 
и ITS1-4 — на видах рода Thymus, произрастающих на территории Беларуси и Узбекистана, с целью иденти-
фикации спорных таксонов и подбора эффективных ДНК-маркеров. Все ДНК-штрихкоды выявили относи-
тельно высокую внутривидовую и низкую межвидовую генетическую изменчивость в пределах рода Thymus. 
Наименьшую дистанцию между видами показали маркеры matK и ITS1-4, что указывает на их недостаточную 
информативность при ДНК-штрихкодировании данной группы растений. Наибольшую информационную цен-
ность представляет маркер psbA-trnH, который можно рекомендовать в качестве компонента двух-трех-локус-
ной системы ДНК-штрихкодов для идентификации таких таксономически сложных групп, как род Thymus.
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Введение
Род Thymus L. (Тимьян) — крупный, по-

лиморфный и таксономически сложный род 
семейства Lamiaceae (Яснотковые). В настоя-
щее время род насчитывает около 350 видов, 
относится к трибе Mentheae семейства яснот-
ковых (Lamiaceae), подсемейству Nepetoideae 
[1–3]. Представители рода — ароматные, тон-
коветвистые полукустарники. Отдельные ви-
ды Thymus используются как ароматические 
и пряные растения, а их фармакологические 
свойства известны с древности, благодаря 
чему они находят широкое применение в тра-
диционной медицине. В связи с этим тимья-
ны представляют значительный интерес для 
фармацевтической, пищевой и парфюмерной 
промышленности [4–6]. Из растительного 

сырья тимьяна получают препараты, облада-
ющие антисептическим, дезинфицирующим, 
обезболивающим действием; сырье исполь-
зуют как в традиционной, так и в народной 
медицине. Виды тимьяна способны расти 
в различных экологических условиях (лесные 
поляны и опушки, боровые пески, песчаные 
и глинистые степи, каменистые склоны, ска-
лы, карбонатные обнажения, горные тундры) 
и распространены по всей Евразии, в Север-
ной Африке и на юге Гренландии [1, 2].

На территории Беларуси встречаются че-
тыре близких вида рода Thymus: тимьян 
ползучий (Thymus serpyllum L.), тимьян бло-
шиный (T. pulegioides L.), тимьян Маршалла 
(T. marschallianus Willd.) и тимьян обыкновен-
ный (T. vulgaris L.). 
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между собой гибридизацией, перекрываю-
щейся фенотипической изменчивостью и дру-
гими признаками сетчатой эволюции, что 
усложняет задачу таксономистов. Некоторые 
представители тимусов до сих пор имеют не-
определенный статус [13].

Разрешение проблем идентификации и уточ-
нения таксономического статуса требует со-
четания классических методов систематики 
с молекулярно-генетическими подходами. 
Применение штрихкодирования к растениям 
таксономически сложных групп сталкивает-
ся с рядом трудностей. Выбор подходящего 
маркера, способного различить близкород-
ственные и морфологически схожие виды, 
зависит от многих факторов, среди которых 
полиплоидия, степень родства интересующих 
таксонов, поток генов, гибридизация [14]. 
В связи с этим цель данного исследования 
состояла в идентификации отдельных видов 
рода Thymus L., произрастающих на террито-
рии Беларуси и Узбекистана, с помощью трех 
маркеров: ITS1-4, matK, psbA-trnH. Ранее ге-
нотипирование этих видов белорусской флоры 
с помощью метода ДНК-штрихкодирования 
не проводилось.

Материалы и методы
В данное исследование включено пять видов 

семейства Thymus белорусской флоры: Thymus 
marschallianus Willd., Thymus vulgaris L., 
Thymus serpyllum L., Thymus pulegioides L., 
Thymus oblongifolius (Hybrid Thymus ovatus 
Mill. × Thymus serpyllum L.) и два вида флоры 
Узбекистана: Thymus incertus Klok., Thymus 
seravshanicus Klok.

Тотальную ДНК выделяли из высушенной 
в силикагеле растительной ткани с использо-
ванием коммерческого набора GeneJET Plant 
Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher 
Scientific, США) согласно протоколу произ-
водителя. Амплификацию ДНК-штрихкодов 
проводили в финальном объеме 8–10 мкл; 
основные компоненты — готовая смесь для 
проведения ПЦР Quick-load Taq 2X Master Mix 
(Праймтех, Беларусь), праймеры в конечной 
концентрации 0,3 пмоль/мкл и матрица ДНК 
в конечной концентрации 10 нг/мкл.

В качестве генетических маркеров исполь-
зовали последовательности универсальных 
штрихкодов для растений: psbA-trnH, matK 

Первые два считаются аборигенными и наи- 
более распространенными, тимьян Маршал-
ла встречается редко, тимьян обыкновен- 
ный — средиземноморский вид, культиви-
руемый в Беларуси [7]. Виды тимьян полз-
учий (T. serpyllum) и тимьян обыкновенный 
(T. vulgaris) являются разрешенными к меди-
цинскому применению в Беларуси [8]. 

В пределах Узбекистана достоверно отмече-
ны четыре вида рода Thymus: T. seravschanicus 
Klokov, T. incertus Klokov, T. dmitrievae 
Gamajun. и T. subnervosus Vved., Nabiev & 
Tulyag. (эндемик Нуратау). При этом 10-том-
ное издание «Флора Узбекистана» (1961) [9] 
указывало для территории страны лишь два 
вида — Th. seravschanicus и Th. incertus. В ка-
дастрах региональных флор, для флоры Самар-
кандской и Навоийской областей приводятся 
T. seravschanicus и T. subnervosus; для флоры 
Ташкентской области — T. seravschanicus, 
T. incertus. Вид T. dmitrievae по имеющимся 
сборам известен исключительно из Ташкент-
ской области [10]. Ряд названий, ранее тракто-
вавшихся как самостоятельные (T. bucharicus 
Klokov, T. aschurbajevii Klokov, T. cuneatus 
Klokov; «Флора СССР» (1954)) [11], в совре-
менных сводках рассматриваются как синони-
мы T. seravschanicus, что влияет на итоговое 
число видов в пределах страны.

Поскольку виды рода Thymus относятся 
к категории лекарственных и ароматических 
растений, традиционно научный интерес на-
правлен на выяснение биохимического соста-
ва. Основными компонентами эфирного масла 
растений рода Thymus являются фенолы ти-
мол и карвакрол, содержание которых может 
доходить до 30%. Различные виды тимьянов 
отличаются как по общему содержанию эфир-
ного масла, так и по его количественному и ка-
чественному составу, при этом полиморфизм 
компонентного состава эфирного масла на-
блюдается как на межвидовом, так и на вну-
тривидовом уровне [12].

Растения рода Thymus идентичны по внеш-
нему виду, что затрудняет их идентификацию, 
поэтому при заготовке аптечного сырья не 
всегда возможно различить виды тимьянов, 
часть из которых не разрешена к официаль-
ному применению. Кроме того, род Thymus 
является примером сложной группы, охва-
тывающей множество таксонов, связанных 
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и ITS1-4. Последовательности праймеров для 
амплификации целевых продуктов и размеры 
ожидаемых фрагментов приведены в таблице 1.

Качество продуктов амплификации прове-
ряли в 2%-ом агарозном геле. Полученные 
ПЦР-продукты очищали набором для фер-
ментной очистки (Exo I и rSAP). Образцы 
секвенировали в прямом и обратном направ-
лении с использованием набора реагентов 
Brilliant Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 
Kit (Nimagen, Нидерланды) c последующим 
анализом продуктов на автоматическом ана-
лизаторе ABI 3500 DNA Analyzer (Applied 
Biosystems, США). Хроматограммы, полу-
ченные в результате секвенирования, были 
проанализированы в Sequence Scanner 1.0. 
Полученные последовательности сравнива-
ли с последовательностями в международ-
ных базах данных NCBI BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool) [15]. Множественное 

выравнивание последовательностей и по-
строение дендрограмм проводили с помощью 
программы MEGA X v.10.2.4, дендрограммы 
строили на основе матрицы попарных гене-
тических расстояний методом ближайшего 
соседа (Neighbour-Joining).

Для проведения филогенетического анализа 
исследуемая выборка была расширена нукле-
отидными последовательностями представи-
телей рода Thymus, дополнительно взятыми из 
базы данных Национального центра биотехно-
логической информации NСBI (National Center 
for Biotechnology Information).

Статистический анализ был проведен в про-
грамме MEGA X v.10.2.4 на основании двухпа-
раметрической модели Кимуры (K2P, Kimura 
2-parameter) с построением политомической 
филограммы, используя дискретный метод 
наибольшего правдоподобия (Test Maximum 
likelihood method).

Таблица 1
Праймеры для амплификации маркерных последовательностей ДНК-штрихкодов

ДНК-штрихкод Последовательность праймеров
(прямой / обратный)

Ожидаемый размер
ПЦР-продукта, п. о.

psbA-trnH psbA3_F  5'-GTTATGCATGAACGTAATGCTC-3'
trnHf_05  5'-CGCGCATGGTGGATTCACAATCC-3' ~350–400

ITS1-4 ITS1_18S  5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
ITS4_26S  5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ ~600

matK matK-390f  5’-CGATCTATTCATTCAATATTTC-3’
matK-1326r  5’-TCTAGCACACGAAAGAAGT-3’ ~740–800

Результаты и обсуждение
Род Thymus L. является одним из самых 

многочисленных в семействе Яснотковые 
(Lamiaceae), представлен низкорослыми ку-
старничками и полукустарничками, а также 
травянистыми растениями. Род характеризует-
ся космополитичностью, но принято считать, 
что центр разнообразия находится в Средизем-
номорье. При удалении от Средиземноморско-
го бассейна разнообразие видов уменьшается. 
Представители рода распространены почти 
по всей Евразии (за исключением тропиков), 
в Северной Африке и Гренландии [16]. Род 
Thymus представляет собой так называемую 
taxonomically complex groups (TCGs) — одну 
из сложных в систематическом отношении 

групп [13, 17]. Характеристика видов ослож-
няется из-за высокой изменчивости морфоло-
гических признаков у представителей рода. 
Существует большое количество морфологи-
чески трудноразличимых форм. Отдельные 
виды тимьянов легко образуют гибриды, при 
этом появляется большое количество переход-
ных форм. При перекрывании ареалов отдель-
ных видов тимьянов образуются устойчивые 
формы, имеющие гибридогенное происхожде-
ние и статус вида. В целях усовершенствова-
ния систематики вида одни авторы выделяют 
множество мелких видов, в то время как дру-
гие предлагают определить их в подвиды и ги-
бридогенные формы [12, 18].

По таксономической системе классификации 
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цветковых растений, учитывающей результаты 
молекулярного анализа ДНК [19], род насчи-
тывает 341 подтвержденный вид и 182 таксо-
на, ожидающих подтверждения. Род относится 
к трибе Mentheae, подсемейству Nepetoideae 
и разделен на восемь секций: Micantes, 
Mastichina, Piperella, Thymus, Teucrioides, 
Pseudothymbra, Hyphodromi и Serpyllum. Мно-
гие виды, включая широко распространенный 
тимьян ползучий, отличаются большим разно-
образием трудно дифференцированных форм, 
что приводит к противоречивым данным по 
видовой численности в роду. Cложная систе-
матика Thymus в настоящее время продолжает 
уточняться с помощью методов молекулярной 
биологии [13, 20].

Согласно данным литературы, наиболее 
используемыми для генетической идентифи-
кации видовой принадлежности растений ро-
да тимус являются ДНК-штрихкоды ядерной 

последовательности ITS1-4 и два пластидных 
маркера psbA-trnH и matK. Однако результаты 
применения этих последовательностей для 
различения видов в пределах Thymus spp. в ра-
ботах ряда авторов неоднозначны [13, 17, 20].

В нашем исследовании длина видовых 
консенсусных маркерных последовательно-
стей составила в среднем 746 п. н. для matK, 
338 п. н. для psbA-trnH и 536 п. н. для ITS1-4. 
Наибольшую вариабельность и наибольшее 
число парсимонически значимых сайтов про-
явил маркер psbA-trnH — 28,57%. Это согла-
суется с работой Furan M. A. (2023), в которой 
именно psbA-trnH показал наибольшее коли-
чество мутаций и самую низкую долю консер-
вативных участков по сравнению с другими 
маркерами. Для двух других маркеров — matK 
и ITS1-4 — число парсимонически значимых 
сайтов в нашем исследовании составило ме-
нее 1% (табл. 2).

Таблица 2
Вариабельность ДНК-штрихкодов

ДНК-маркер Длина 
последовательности, п. н.

Количество 
вариабельных сайтов

Парсимонически значимые сайты

количество %

matK 746 8 1 0,13

psbA-trnH 338 49 14 28,57

ITS1-4 536 7 2 0,37

Для расширенного филогенетического 
анализа исследуемая выборка видов Thymus 
была дополнена аналогичными последова-
тельностями из NСBI. Для каждого маркера 
на основании его вариабельности были рас-
считаны значения внутривидовых и межви-
довых дистанций, построены политомические 
филограммы на основе дискретного метода 
наибольшего правдоподобия и двухпараме-
трической модели Кимуры. 

Согласно полученным данным, наибольшие 
внутривидовые различия по маркеру ITS1-4 
были отмечены у T. marschallianus (0,00604 
или 0,6%). Виды T. vulgaris, T. serpyllum, 
T. pulegioides характеризовались относительно 
одинаковым значением внутривидового поли-
морфизма, у T. seravshanicus два проанализи-
рованных сиквенса были идентичны (табл. 3).

Межвидовой полиморфизм по ядерному 
маркеру ITS1-4 был наиболее выражен меж-

Таблица 3
Значения межвидовых и внутривидовых дистанций представителей рода Thymus, 

рассчитанные по вариабельности маркера ITS1-4

Виды Thymus  
vulgaris

Thymus  
serpyllum

Thymus  
seravshanicus

Thymus  
pulegioides

Thymus  
oblongifolius

Thymus  
marschallianus

Внутривидовая 
дистанция

0,00420
± 0,00160

0,00442
± 0,00170 0,0 ± 0,0 0,00452

± 0,00222 n/c 0,00604
± 0,00292
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ду T. vulgaris и видами: T. pulegioides (1,25%), 
T. serpyllum (0,93%), T. seravshanicus (0,91%), 
T. marschallianus (0,98%) и между видами 
T. oblongifolius и T. pulegioides (1,02%). Тем 
не менее, разрешающая способность маркера 
оказалась низкой. Среднее значение межвидо-
вой дистанции для маркера ITS1-4 составило 
0,73%. Соотношение межвидовой и внутри-
видовой изменчивости для маркера ITS1-4 на 
анализируемой выборке было низким — 1,91, 
что свидетельствует об отсутствии четкого 
разрыва и, соответственно, ограничивает ин-
дивидуальное применение данного маркера.

На филограмме, построенной на основа-
нии межвидовых дистанций видов Thymus 
по маркеру ITS1-4 (рис. 1), выделилось два 
крупных кластера, один из которых почти 
полностью образован представителями вида 
Thymus vulgaris. В пределах этого кластера, 
в свою очередь, выделяются несколько групп 
ветвей, образованных представителями ви-
да T. vulgaris, имеющих наибольшее внутри-
видовое сходство. Таким образом, образцы 
T. vulgaris сформировали собственную кладу 
с уникальными гаплотипами. Однако осно-
вание клады, образованное большинством 
образцов, включает в себя дополнительно 
последовательность Thymus oblongifolius, что 
может затруднить видовую идентификацию 
этих двух видов.

Второй крупный кластер разделен на два 
подкластера, один из которых образован пре-
имущественно образцами Thymus serpyllum. 
Во второй подкластер включены все осталь-

Виды Thymus  
vulgaris

Thymus  
serpyllum

Thymus  
seravshanicus

Thymus  
pulegioides

Thymus  
oblongifolius

Thymus  
marschallianus

T. vulgaris (12) 0,00333* 0,00395* 0,00436* 0,00088* 0,00360*

T. serpyllum (12) 0,00926 0,00195* 0,00287* 0,00324* 0,00183*

T. seravshanicus (2) 0,00907 0,00358 0,00387* 0,00388* 0,00206*

T. pulegioides (4) 0,01250 0,00641 0,00793 0,00431* 0,00344*

T. oblongifolius (1) 0,00227 0,00697 0,00678 0,01020 0,00352*

T. marschallianus (3) 0,00984 0,00497 0,00376 0,00869 0,00754

Окончание таблицы 3

ные виды, которые не образуют отдельных 
ветвей и практически не имеют дистанции 
друг с другом, что затрудняет их точную диф-
ференциацию.

Филогенетический анализ, проведенный для 
собственных (полученных авторами) ядерных 
последовательностей, позволил разделить ис-
следуемые виды только на две группы, соот-
ветствующие существующим секциям рода 
Thymus: секция 1 — Thymus serpyllum L.; сек-
ция 2 — остальные образцы, не дифференци-
рованные данным маркером.

По хлоропластному маркеру matK наи-
больший внутривидовой полиморфизм от-
мечен у T. serpyllum (0,63%). Два образца 
T. marschallianus были идентичны, семь образ-
цов T. vulgaris и пять образцов T. pulegioides 
характеризовались относительно невысоким 
значением внутривидового полиморфизма 
(табл. 4).

Межвидовой полиморфизм по маркеру matK 
был наиболее выражен между видом T. serpyllum 
и видами T. pulegioides (0,53%), T. marschallianus 
(0,53%). Наиболее близкими по matK оказа-
лись виды T. seravshanicus и T. oblongifolius, 
T. seravshanicus и T. marschallianus. Среднее 
значение межвидовой дистанции для маркера 
matK было 0,35%. Соотношение межвидовой 
и внутривидовой изменчивости для matK в на-
шем исследовании составило 1,05, что сви-
детельствует об отсутствии четкого разрыва 
между видами по данному маркеру и ограни-
чивает его индивидуальное применение. 

На построенной по маркеру matK филограм-

Примечание. В первом столбце в скобках указано количество проанализированных сиквенсов; под диагона-
лью — значения межвидовых дистанций, над диагональю — значения соответствующих стандартных ошибок; 
n/c — рассчитать значение внутривидовой дистанции невозможно, вид представлен одной последовательно-
стью; * — значения стандартных ошибок



26 А. Н. Верчук и др. Генотипирование лекарственных растений...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 39, 2025 г.

Рис. 1. Политомическая филограмма, построенная дискретным методом наибольшего правдоподобия по маркеру 
ITS1-4

Таблица 4
Значения межвидовых и внутривидовых дистанций представителей рода Thymus, 

рассчитанные по вариабельности маркера matK

Виды Thymus  
vulgaris

Thymus  
serpyllum

Thymus  
seravshanicus

Thymus  
pulegioides

Thymus  
oblongifolius

Thymus  
marschallianus

Внутривидовая 
дистанция

0,003
± 0,00127

0,00634
± 0,0019 n/c 0,00391

± 0,00174 n/c 0,0 ± 0,0

T. vulgaris (12) 0,00127* 0,00163* 0,00132* 0,00082* 0,00232*

T. serpyllum (12) 0,00470 0,00126* 0,00148* 0,00095* 0,00204*

T. seravshanicus (2) 0,00322 0,00377 0,00157* 0,00145* 0,00153*

T. pulegioides (4) 0,00361 0,00528 0,00331 0,00115* 0,00225*

T. oblongifolius (1) 0,00172 0,00327 0,00150 0,00240 0,00218*

T. marschallianus (3) 0,00472 0,00528 0,00150 0,00481 0,00300

Примечание. В первом столбце в скобках указано количество проанализированных сиквенсов; под диагона-
лью — значения межвидовых дистанций, над диагональю — значения соответствующих стандартных ошибок; 
n/c — рассчитать значение внутривидовой дистанции невозможно, вид представлен одной последовательно-
стью; * — значение стандартных ошибок
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ме (рис. 2) один из образцов T. serpyllum обра-
зовал внешнюю ветвь по отношению ко всем 
остальным образцам, аналогичным образом 
выделился один из образцов T. vulgaris.

Остальные образцы сформировали общий 
кластер, внутри которого можно выделить 
четыре неоднородных подкластера. Образ-
цы T. vulgaris распределились между дву-
мя подкластерами, в пределах которых они 
слабо отличались от образцов T. serpyllum, 
T. pulegioides и T. oblongifolius. Шесть иссле-
дуемых образцов Thymus serpyllum уверен-
но разделяются только в половине случаев, 
остальные последовательности имеют ну-
левую дистанцию с последовательностями, 
происходящими от иных видов. Секвениро-
ванная последовательность T. seravshanicus, 
хоть и находится в одном подкластере с вида-

ми T. serpyllum и T. pulegioides, но в отличие 
от них, имеет шестинуклеотидную вставку 
(TGG AAT). Два образца T. pulegioides фор-
мируют значительно удаленную от остальных 
образцов ветвь, достаточную для однознач-
ного определения видовой принадлежности, 
однако остальные три образца попали в вет-
ви, образованные последовательностями иных 
исследуемых видов. Единственный образец 
T. oblongifolius не образует собственной вет-
ви, однако на конце имеет однонуклеотидную 
вставку (G), которая позволяет идентифици-
ровать последовательность данного вида. Обе 
последовательности T. marschallianus сформи-
ровали отдельную ветвь.

По хлоропластному маркеру psbA-trnH наи-
большие внутривидовые различия наблюда-
лись у T. serpyllum (табл. 5). 

Рис. 2. Политомическая филограмма, построенная дискретным методом наибольшего правдоподобия по маркеру 
matK

Межвидовой полиморфизм был наиболее 
выражен между T. marschallianus и всеми 
остальными видами: T. oblongifolius (6,53%), 
T. vulgaris (7,03%), T. pulegioides (7,05%), 

T. seravshanicus (7,94%), T. serpyllum (8,25%), 
T. incertus (8,97%). Межвидовой полиморфизм 
между T. incertus и остальными видами был 
немного ниже — в среднем 6,11%. Среднее 
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Таблица 5
Значения межвидовых и внутривидовых дистанций представителей рода Thymus, 

рассчитанные по вариабельности psbA-trnH

Виды Thymus  
vulgaris

Thymus  
serpyllum

Thymus  
seravshanicus

Thymus 
pulegioides

Thymus  
oblongifolius

Thymus 
marschallianus

Thymus 
incertus

Внутривидовая 
дистанция

0,01686
± 0,00566

0,03302
± 0,00840

0,00369
± 0,00543

0,016
± 0,00543 n/c n/c n/c

T. vulgaris (4) 0,0058* 0,0063* 0,0042* 0,0081* 0,0165* 0,0129*

T. serpyllum (4) 0,0252 0,0045* 0,0056* 0,0092* 0,0170* 0,0132*

T. seravshanicus (2) 0,0178 0,0180 0,0050* 0,0094* 0,0180* 0,0154*

T. pulegioides (7) 0,0148 0,0231 0,0136 0,0083* 0,0164* 0,0129*

T. oblongifolius (1) 0,0235 0,0341 0,0243 0,0246 0,0163* 0,0165*

T. marschallianus (1) 0,0703 0,0825 0,0794 0,0705 0,0653 0,0193*

T. incertus (1) 0,0476 0,0555 0,0594 0,0485 0,0656 0,0897

Примечание. В первом столбце в скобках указано количество проанализированных сиквенсов; под диагона-
лью — значения межвидовых дистанций, над диагональю — значения соответствующих стандартных ошибок; 
n/c — рассчитать значение внутривидовой дистанции невозможно, вид представлен одной последовательно-
стью; * — значение стандартных ошибок

значение межвидовой дистанции в целом для 
маркера psbA-trnH было 4,54%. Соотношение 
межвидовой и внутривидовой изменчивости 
для psbA-trnH составило 2,61, что считается 
небольшим значением для видовой иденти-
фикации, однако в нашем исследовании этот 
показатель оказался наиболее высоким среди 
всех исследуемых маркеров.

На филограмме (рис. 3), построенной по 
маркеру psbA-trnH, внешнюю ветвь образо-
вал вид T. marschallianus. Остальные образ-
цы сгруппировались в два кластера. Четыре 
исследуемых образца T. vulgaris вошли в пер-
вый кластер, при этом два из них обладают 
уникальными для данного вида гаплотипами 
и могут безошибочно определяться.

Оставшиеся два образца не разделяются 
и максимально схожи с образцами T. pulegioides. 
Вид T. pulegioides, который представлен семью 
образцами, имеет только два видоспецифичных 
гаплотипа, вошедших обособленной группой 

во второй кластер. Остальные нуклеотидные 
последовательности T. pulegioides не имели 
удаления от видов T. vulgaris и T. seravshanicus. 
Вид T. serpyllum, представленный в иссле-
довании четырьмя последовательностя-
ми, обладает уникальными гаплотипами, 
из которых одна образует отдельную ветвь 
с T. incertus, а три близки по данному маркеру 
T. seravshanicus. В свою очередь, обе последо-
вательности T. seravshanicus имели минималь-
ные дистанции с последовательностями видов 
T. serpyllum и T. pulegioides. Виды, представ-
ленные по одному образцу — T. oblongifolius, 
T. marschallianus, T. incertus — имели уни-
кальные для данного исследования гаплотипы 
и успешно отделялись от других видов.

При филогенетическом анализе полученных 
авторами последовательностей psbA-trnH без 
учета депонированных из NCBI, получено 
аналогичное разделение исследуемых видов 
на группы (рис. 4).
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Рис. 3. Политомическая филограмма, построенная дискретным методом наибольшего правдоподобия по маркеру 
psbA-trnH

Рис. 4. Дендрограмма, построенная на основе сравнения последовательностей региона psbA-trnH у семи пред-
ставителей рода Thymus

Заключение
Таким образом, генетические расстояния 

между видами рода Thymus различались в за-
висимости от используемых ДНК-штрихко-

дов. Маркеры ITS1-4 и matK, рекомендуемые 
в литературе для идентификации тимьянов, 
показали самый низкий уровень генетической 
дифференциации на анализируемых нами ви-
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дах. Только с помощью маркера psbA-trnH вы-
явлен «пробел штрихкодирования» (barcoding 
gap), позволяющий дифференцировать так-
соны на уровне видов. Также psbA-trnH про-
демонстрировал наибольшую межвидовую 
дистанцию, однако его внутривидовая из-
менчивость сопоставима с межвидовой, что 
может снижать разрешающую способность 
ДНК-маркера. Наименьшую межвидовую 
дистанцию выявил matK, что ставит под со-
мнение его эффективность для разграничения 
видов в исследуемых таксонах. ITS1-4 показал 
неожиданно низкую межвидовую дистанцию, 
что также указывает на его недостаточную 
информативность для ДНК-штрихкодирова-
ния в данной группе растений. Тем не менее, 
межвидовая дистанция по всем трем маркерам 
выше нуля, что говорит о наличии полимор-
физма в нуклеотидном составе каждого вида. 

Несмотря на эффективность psbA-trnH 
в данном исследовании, в результате филоге-
нетического анализа по этому маркеру морфо-
логически различные виды, принадлежащие 
к разным секциям, были сгруппированы вме-
сте, а близкородственные виды оказались 
генетически различными. Подобные резуль-
таты типичны для таксономически сложных 
групп, к которым и относят род Thymus, и все 
еще требуют всестороннего исследования. 
Высокая внутривидовая и относительно низ-
кая межвидовая генетическая изменчивость 
не позволяет выделить дискретные видо-
специфичные ДНК-штрихкоды. Поэтому для 
идентификации сложных таксонов рекомен-
дуется подбирать комбинацию из несколь-
ких ДНК-штрихкодов. Одним из них можно 
считать маркер psbA-trnH, который согласно 
нашим результатам, имеет информационную 
ценность для таксономической классифика-
ции тимьянов.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Белорусского Республиканского Фон-
да Фундаментальных Исследований (договор 
с БРФФИ № Б23УЗБ-030 от 20.11.2023 г.).
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ИССЛЕДОВАНИЕ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ CBF12 И CBF14 
У СОРТОВ ОЗИМОЙ ПШЕНИЦЫ В МОДЕЛИРУЕМЫХ УСЛОВИЯХ 
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Проведено исследование уровня экспрессии генов CBF12 и CBF14 методом ПЦР в режиме реального времени 
в условиях моделирования холодового стресса у сортов озимой пшеницы Иркутская, Гирлянда и Кубус, обла-
дающих различным уровнем морозостойкости. Как для гена CBF12, так и для гена CBF14 наиболее высокий 
уровень экспрессии наблюдался после снижения температуры до −2 и −4 °С. При этом уровень экспрессии гена 
CBF12 у исследуемых сортов был значительно выше по сравнению с геном CBF14. Изучение уровня экспрес-
сии гена CBF12 показало наибольшее увеличение уровня экспрессии данного гена у сортов Иркутская и Ку-
бус в 1122,04 и 1645,28 раза соответственно через 24 ч после наступления условий −4 °С, и у сорта Гирлянда 
в 2190,41 раза через 2 ч после наступления условий −4 °С. Максимальный показатель уровня экспрессии гена 
CBF14 у сорта Гирлянда в 73,55 раза был показан при −4 °С через 2 ч, а у сортов Иркутская и Кубус — в 22,90 
и 69,04 раза соответственно при −2 °С через 2 ч. В целом, полученные результаты свидетельствуют о том, что 
уровень экспрессии генов CBF12 и CBF14 значительно изменяется в ответ на воздействие холода в моделиру-
емых условиях холодового стресса на этапах снижения температурного режима до −2 и −4 °С, что может быть 
использовано в селекционном процессе, направленном на создание устойчивых сортов пшеницы.

Ключевые слова: озимая пшеница, холодовой стресс, морозоустойчивость, транскрипционные факторы, 
ген CBF12, ген CBF14.

Для цитирования: Заинчковская, А. Н. Исследование уровня экспрессии генов CBF12 и CBF14 у сортов 
озимой пшеницы в моделируемых условиях холодового стресса / А. Н. Заинчковская, Е. А. Фомина, О. Ю. Ур-
банович // Молекулярная и прикладная генетика: сб. науч. тр. / Ин-т генетики и цитологии НАН Беларуси; 
редкол.: А. В. Кильчевский (гл. ред.) [и др.]. – Минск, 2025. – Т. 39. – С. 33–40.

Введение
Пшеница является одной из основных куль-

тур, важных для глобальной продовольствен-
ной безопасности. По данным Продоволь-
ственной и сельскохозяйственной организации 
Объединенных Наций (ФАО), в 2023–2024 гг. 
общее производство пшеницы в мире состави-
ло около 789 млн т [1]. В Республике Беларусь 
пшенице также уделяется большое значение. 
По данным Национального статистического 
комитета (на июль 2025 г.), под посевные пло-
щади пшеницы в нашей стране было отведено 
755 тыс. га, большую часть из которых (около 
619 тыс. га, или 82%) занимают сорта озимой 
пшеницы. В целом доля посевных площадей, 
занятых посевами пшеницы в Республике Бе-
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ларусь, составляет 30,4% от всех площадей, 
занятых зерновыми и зернобобовыми куль-
турами, и 13,2% от всех посевных площадей 
в стране [2].

Главная причина доминирования озимых 
сортов заключается в том, что в основных рай-
онах возделывания они дают бо́льшие урожаи, 
чем яровые.

В развитии озимой пшеницы можно выде-
лить два периода. Первый проходит осенью 
до заморозков, второй начинается весной 
и заканчивается плодоношением и отмирани-
ем растений. В период роста озимая пшеница 
часто подвергается различным неблагопри-
ятным внешним воздействиям, включающим 
отрицательные температуры, которые могут 
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приводить к изреживанию или полной гибе-
ли посевов. В Республике Беларусь погодные 
условия в зимне-весенний период могут быть 
достаточно суровыми. Это и низкие темпе-
ратуры зимой, отсутствие снежного покрова 
в отдельные периоды, оттепели и возвратные 
заморозки и др.

Важная роль в адаптации растений к дей-
ствию температурного стресса принадлежит 
генам Сor/Lea семейства [3]. Кодируемые дан-
ным семейством генов белки представляют со-
бой надсемейство гидрофильных внутрикле-
точных белков, накопление которых (до 1–2% 
от общего количества клеточных белков) в рас-
тительной клетке происходит при клеточной 
дегидратации. Они способствуют защите це-
лостности клеточных структур при заморажи-
вании. Сor/Lea гены локализованы на разных 
хромосомах пшеницы и экспрессируются при 
низкой температуре [3, 4]. У многих растений, 
в том числе и у пшеницы, экспрессия генов 
Cor/Lea регулируется семейством факторов 
транскрипции, называемым CRT-связываю-
щие факторы (C-Repeat Binding Factors, CBF), 
путем связывания элементов CRT [4].

CBF-факторы представляют собой довольно 
крупное подсемейство факторов транскрип-
ции, которые принадлежат к семейству белков 
фактора связывания элемента, чувствительно-
го к этилену (APETALA2/ethylene-responsive 
element binding factor, AP2/ERF), и активиру-
ются в ответ на осмотические стрессы, такие 
как холод или засуха. Домен AP2/ERF связы-
вается с CRT/DRE элементами в промоторной 
области различных генов, участвующих в от-
вете на абиотический стресс, также известных 
как «регулон CBF». Данные гены принимают 
участие в защите от неблагоприятных послед-
ствий потери воды, вызванной заморозками 
и засухой, с помощью биосинтеза осмопро-
текторных белков, активности, связанной 
с метаболизмом углеводов, и транспорта са-
харов [5–7].

Для гексаплоидной пшеницы описано 65 
TaCBF генов, 27 из которых являются парало-
гами с 1–3 гомеологичными копиями, распо-
ложенными в субгеномах A, B и D [8].

Первые работы по изучению CBF генов /
локуса FR-2 у пшеницы были проведены при 
картировании популяций диплоидной пше-
ницы однозернянки (Triticum monococcum L.) 

[9–15]. Была показана значительная связь 
между уровнем экспрессии генов TmCBF12, 
TmCBF14, TmCBF15 и TmCBF16 и устойчи-
востью к заморозкам, измеренной как способ-
ность к отрастанию побегов растения после 
стресса. Более того, в результате картирования 
с высокой плотностью также было установле-
но, что гены TmCBF12, TmCBF14 и TmCBF15 
являются кандидатами на роль вносящих 
большой вклад в уровень морозоустойчивости 
у линий G3116 и DV92 [12].

Благодаря исследованиям, проведенным на 
T. monococcum, в мягкой пшенице также бы-
ли идентифицированы CBF гены. Для дипло-
идной и полиплоидной пшеницы было выяв-
лено меньшее количество копий гена CBF14 
в субгеноме B по сравнению с субгеномами 
A и D [16]. Делеции одновременно 6, 9 и 11 
генов TaCBF были обнаружены S. Pearce 
с соавторами в локусе FR-B2 тетраплоидной 
и гексаплоидной пшениц. Указанные деле-
ции, охватывающие центральную часть локуса 
с расположенными в ней генами TaCBF-B12, 
TaCBFB14 и TaCBF-B15, были выявлены в ос-
новном у образцов культивируемой яровой 
пшеницы и ассоциированы с более низким 
уровнем морозостойкости по сравнению с ло-
кусом FR-B2 дикого типа без делеций [17]. 
T. Würschum с соавторами провели оценку 
фенотипического разнообразия по признаку 
зимостостойкости среди 407 образцов озимой 
пшеницы селекции различных европейских 
стран, в ходе которой также было подтверж-
дено влияние числа копий гена TaCBF-A14 на 
фенотипическое проявление указанного при-
знака [18].

В связи с показанной выше важностью 
генов CBF12 и CBF14 в ответной реакции 
пшеницы на воздействие холодового стрес-
са, целью нашего исследования было изуче-
ние влияния воздействия низких температур 
на изменения уровня экспрессии указанных 
генов у сортов озимой пшеницы различного 
генетического происхождения в моделируе-
мых условиях для поиска критериев отбора 
устойчивых генотипов.

Материалы и методы
Растительный материал и условия выра-

щивания растений
Для исследования были выбраны сорта ози-
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мой пшеницы Иркутская, Гирлянда и Кубус, 
отличающиеся по уровню морозостойкости. 
Сорта Гирлянда и Кубус были предоставлены 
отделом зерновых колосовых культур РУП 
«Научно-практический центр НАН Белару-
си по земледелию» (г. Жодино), сорт Иркут-
ская — Сибирским институтом физиологии 
и биохимии растений Сибирского отделения 
Российской академии наук. Сорт российской 
селекции Иркутская способен перезимовывать 
в условиях Восточной Сибири. Сорт белорус-
ской селекции Гирлянда является райониро-
ванным и обладает по результатам полевых 
испытаний высоким уровнем морозоустой-
чивости в климатических условиях Беларуси. 
В отличие от него, сорт немецкой селекции 
Кубус в климатических условиях Беларуси об-
ладает низким уровнем морозоустойчивости.
Условия выращивания
Растения были выращены при опреде-

ленном режиме (1 стадия: 25 дней при +16 
/ +10 °С (12 ч день / 12 ч ночь); 2 стадия: 
5 дней при +10 / +4 °С (12 ч день / 12 ч ночь); 
3 стадия: +4 °С (48 ч ночь); 4 стадия: +2 °С 
(60 ч ночь), 5 стадия: −2 °С (24 ч ночь); 6 ста-
дия: 5 дней при +2 °С (12 ч ночь) / −2 °С (12 ч 
ночь); 7 стадия: −4 °С (24 ч ночь)) в климати-
ческой камере Pol-Eko-Aparatura KK1200Fit 
при относительной влажности 80% и интен-
сивности освещения 15 000 лк. Контрольную 
группу растений выращивали при +16 / +10 °С 
(12 ч день / 12 ч ночь) на протяжении всего 
эксперимента. Данный режим подобран в со-
ответствии с условиями, максимально прибли-
женными к тем, которым подвергаются рас-
тения в осенне-зимний период в Республике 
Беларусь.

Уровень экспрессии указанных генов изме-
ряли на стадиях 3 (+4 °С), 5 (−2 °С), 6 (+2 °С / 
−2 °С), 7 (−4 °С) через 2 и 24 часа после насту-
пления каждой из них.

Получение препаратов РНК, синтез кДНК, 
проведение ПЦР в режиме реального времени, 
а также статистическая обработка данных про-
водились по методикам, представленным в ис-
следованиях А. Н. Заинчковской и др. [19–21].

Последовательности праймеров для генов 
CBF12, CBF14 и референсного гена, кодирую-
щего первичную последовательность актина, 
приведены в таблице 1.

Результаты и обсуждение
Как упоминалось ранее, гены CBF12 и CBF14 

вносят значительный вклад в формирование 
холодоустойчивости у озимой пшеницы. По-
мимо указанных выше исследований, J. Zhu 
с соавторами показали различие в количестве 
копий гена TaCBFA14 как среди чувствитель-
ных и устойчивых к холоду гаплотипов, так 
и среди гаплотипов с яровым и озимым ти-
пом развития. Более того, повышенное число 
копий гена CBF14 среди образцов с озимым 
типом развития было связано с более высоким 
уровнем экспрессии указанного гена у толе-
рантных гаплотипов. Данными авторами так-
же было установлено различие в количестве 
копий и для генов TaCBF-A12 и TaCBF-A15 
и показано наличие в них двух инсерций/де-
леций и десяти SNP [25]. Вклад количества 
копий гена в вариабельность FR-A2 локуса был 
подтвержден A.-N. Sieber с соавторами для 
твердой пшеницы, где приблизительно 90% ге-
нотипических различий данного локуса объяс-
нялось различным числом копий гена CBF-A14 

Таблица 1
Нуклеотидные последовательности праймеров, использованных для анализа экспрессии 

генов CBF12 и CBF14

Праймер Последовательность
5' → 3'

Температура 
отжига (Tm), ℃

Литературный
источник

TaCBF12 F    AAATGGACGCGGGCACGTACTA
R    TCATCAGTGGTTCCATAGCGCC 60 [22]

TaCBF14 F    CCACCAAATATGGGAGGAAA 
R    CTTTCACAATGAACGAGCA 60 [23]

TaACT F    ACCTTCAGTTGCCCAGCAAT
R    TCGACCGCTGGCATACAAG 56–64 [24]
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Рис. 1. Относительный уровень экспрессии гена CBF12 у сортов мягкой озимой пшеницы с различным уровнем 
холодоустойчивости в моделируемых условиях холодового стресса. На диаграмме представлены средние значения 
и стандартные отклонения. Уровень экспрессии гена CBF12 у растений, не подвергающихся холодовому стрессу, 

равен 0. P <0,01 (**) по сравнению с контролем

[26]. В реальных условиях растения подверга-
ются воздействию холода в течение более дли-
тельного промежутка времени. В связи с этим 
для нас представлял интерес изучение уровня 
экспрессии генов CBF12 и CBF14 в моделиру-
емых условиях, приближенных к реальным.

В нашем исследовании было изучено изме-
нение показателей уровня экспрессии указан-
ных генов методом ПЦР в режиме реального 
времени в моделируемых условиях холодового 
стресса у сортов озимой пшеницы Иркутская, 
Гирлянда и Кубус, обладающих различным 
уровнем морозостойкости.

Исследование уровня экспрессии гена CBF12 
(рис. 1) показало наибольшее увеличение уров-
ня экспрессии данного гена у сорта Гирлянда 
в 2190,41 раза через 2 ч после наступления ус-
ловий −4 °С, а также у сортов Кубус и Иркут-
ская — в 1645,28 и 1122,04 раза соответствен-
но через 24 ч после наступления условий −4 °С 
по сравнению с растениями из контрольной 
группы. Следует отметить, что у исследован-
ных сортов наблюдалось увеличение уровня 
экспрессии данного гена начиная с начально-
го этапа моделируемых условий холодового 
стресса, т. е. при +4 °С до наступления условий 
−2 °С через 2 ч после наступления указанных 
условий для сорта Кубус, а также через 24 ч 
для сортов Иркутская и Гирлянда. Далее было 
установлено снижение уровня экспрессии гена 

CBF12 в исследованных сортах до наступле-
ния условий +2 °С / −2 °С через 24 ч и после-
дующее увеличение уровня его экспрессии. 
Следует отметить, что уровень экспрессии ука-
занного гена для сорта белорусской селекции 
Гирлянда практически на всех этапах модели-
руемых условий холодового стресса был выше, 
чем у сортов российской селекции Иркутская 
и немецкой селекции Кубус. В целом высокие 
значения и различия в уровне экспрессии гена 
CBF12 у исследованных сортов свидетельству-
ют о его значительном вкладе в ответ на воз-
действие моделируемых условий холодового 
стресса. Различия в уровне экспрессии указан-
ного гена были также установлены F. Sutton 
с соавторами для морозоустойчивых и моро-
зочувствительных линий, полученных путем 
азидного мутагенеза сорта озимой пшеницы 
«Winoka» и прошедших холодовую акклима-
тизацию (яровизацию) [22]. В исследованиях 
Y. Motomura с соавторами устойчивый к замо-
розкам сорт Мироновская 808 демонстрировал 
более высокий уровень экспрессии гена CBF12 
по сравнению с чувствительным к заморозкам 
сортом Chinese Spring под воздействием низ-
ких температур [27].

Анализ изменения уровня экспрессии гена 
CBF14 (рис. 2) показал значительное увели-
чение уровня его экспрессии в 22,90, 60,29 
и 69,04 раза через 2 ч после наступления этапа 
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моделируемых условий −2 °С у сортов Иркут-
ская, Гирлянда и Кубус соответственно. Еще 
один пик экспрессии указанного гена наблю-
дался у всех исследуемых сортов через 2 ч по-
сле наступления условий −4 °С. Наибольший 
показатель уровня экспрессии гена CBF14 
у сорта Гирлянда (в 73,55 раза) был показан 
при −4 °С через 2 ч, а у сортов Иркутская и Ку-
бус — в 22,90 и 69,04 раза соответственно при 
−2 °С через 2 ч. В целом, для сортов Гирлян-
да и Кубус уровень экспрессии гена CBF14 
был выше по сравнению с сортом Иркутская. 
Уменьшение уровня экспрессии данного гена 
в морозочувствительных линиях и его уве-
личение в морозоустойчивых линиях было 
показано в упомянутом выше исследовании 
F. Sutton с соавторами [22]. Различные уровни 
экспрессии были выявлены M. Ahres с соавто-
рами для двух сортов мягкой пшеницы и двух 
линий, полученных в результате скрещивания 
незимостойкого ярового сорта Manitou и очень 
морозостойкого озимого сорта Norstar [28].

Следует отметить, что как для гена CBF12, 
так и для гена CBF14 наиболее высокий уро-
вень экспрессии наблюдался при наступле-
нии условий моделируемого эксперимента 
−2 и −4 °С. При этом уровень экспрессии гена 
CBF12 в исследуемых сортах был значитель-
но выше по сравнению с геном CBF14. Среди 
сортов самая высокая экспрессия гена CBF12 

Рис. 2. Относительный уровень экспрессии гена CBF14 у сортов мягкой озимой пшеницы с различным уровнем 
холодоустойчивости в моделируемых условиях холодового стресса. На диаграмме представлены средние значения 
и стандартные отклонения. Уровень экспрессии гена CBF14 у растений, не подвергающихся холодовому стрессу, 

равен 1. P <0,01 (**) по сравнению с контролем

была установлена для сорта Гирлянда, а гена 
CBF14 — для сортов Кубус и Гирлянда. Как 
ранее упоминалось, сорт Иркутская способен 
перезимовывать в условиях Восточной Сиби-
ри, где температуры значительно ниже тех, 
при которых проводилось наше исследование. 
Возможно, при более низких температурах 
происходит новый пик экспрессии указанных 
генов. Высокие показатели экспрессии генов 
CBF12 и CBF14 для сорта Гирлянда можно 
объяснить тем, что моделируемые условия 
были приближены к климатическим услови-
ям, характерным для Республики Беларусь. 
Именно для условий нашей страны данный 
сорт и был районирован. Не стоит также за-
бывать о том, что морозостойкость является 
полигенным признаком, и на ее проявление, 
помимо исследованных, оказывают влияние 
еще и другие CBF гены. В связи с этим пред-
ставляет интерес изучение уровня экспрессии 
других CBF генов, оказывающих влияние на 
холодоустойчивость. 

Таким образом, изучение уровня экспрес-
сии генов CBF12 и CBF14 методом ПЦР в ре-
альном времени в сортах озимой пшеницы 
Иркутская, Гирлянда и Кубус, обладающих 
различным уровнем холодоустойчивости, по-
казало, что данные гены вносят вклад в ответ 
на воздействие холода в моделируемых ус-
ловиях холодового стресса и могут служить 
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ном времени в сортах озимой пшеницы Ир-
кутская, Гирлянда и Кубус показало, что они 
вносят вклад в ответ на воздействие холода 
в моделируемых условиях холодового стрес-
са. Полученные результаты и разработанные 
методы определения уровня экспрессии ука-
занных генов могут быть использованы для 
оценки потенциала сортов к холодостойко-
сти в селекционных программах по созданию 
устойчивых к морозам растений в Республике 
Беларусь и странах со схожими с ней клима-
тическими условиями. 

Работа выполнена при финансовой под-
держке гранта БРФФИ Б23УЗБ-027.
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Заключение
В результате исследования было продемон-
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воздействие холодом более высоким уровнем 
экспрессии генов CBF12 и CBF14.

Таким образом, изучение уровня экспрессии 
генов CBF12 и CBF14 методом ПЦР в реаль-
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The expression level of the CBF12 and CBF14 genes was studied using real-time PCR under conditions of simulated 
cold stress in winter wheat varieties Irkutskaya, Girlyanda, and Cubus, which have different levels of frost resistance. For 
both the CBF12 and CBF14 genes, the highest expression level was observed after a temperature decrease to −2 °C and 
−4 °C. Moreover, the expression level of the CBF12 gene in the studied varieties was significantly higher compared to 
the CBF14 gene. The study of the CBF12 gene expression level showed the greatest increase in the expression level of 
this gene in the Irkutskaya and Cubus varieties by 1122.04 and 1645.28 times, respectively, in 24 hours after the onset 
of −4 °C conditions; and in the Girlyanda variety by 2190.41 times in two hours after the onset of −4 °C conditions. 
The maximum expression level of the CBF14 gene in the Girlyanda variety was 73.55 times higher at −4°C after 
2 hours, while in the Irkutskaya and Cubus varieties, it was 22.90 and 69.04 times higher, respectively, at −2°C after 
2 hours. Overall, these results indicate that the expression level of the CBF12 and CBF14 genes changes significantly 
in response to cold exposure under simulated cold stress conditions at the temperature reduction stages to −2°C and 
−4°C, which can be used in the breeding process aimed at creating resistant wheat varieties.
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Темная лесная пчела A. m. mellifera — единственный из известных подвидов медоносных пчел, идеально 
адаптировавшийся к жизни в холодном климате Северной Европы. Для Беларуси темная лесная пчела являет-
ся аборигенным подвидом, который считался исчезнувшим в результате гибридизации. До недавнего времени 
отсутствовали достоверные данные о существовании темной лесной пчелы на территории Беларуси. Объек-
том данного исследования являлись пасечные и бортевые медоносные пчелы, собранные на территории рес-
публики. С помощью комплекса молекулярно-генетических маркеров идентифицирован аборигенный подвид 
A. m. mellifera. Анализ STR-локусов показал высокую генетическую вариабельность образцов в целом и особен-
но собранных в Гомельской и Витебской областях. Анализ генетических дистанций установил существование 
структурных группировок. Индивидуальный молекулярно-генетический анализ выявил высокую степень мети-
зации в пчелосемьях. Обнаружены генетически однородные пчелосемьи подвида A. m. mellifera, которые могут 
стать основой микропопуляции для восстановления и сохранения аборигенных медоносных пчел в Беларуси.

Ключевые слова:  медоносная пчела, Apis mellifera mellifera, локус мтДНК COI-COII, STR-маркеры, попу-
ляционно-генетическая структура, метизация, генетическая однородность.

Для цитирования: Гузенко, Е. В. Генетическая структура и вариабельность популяций пчел Apis mellifera 
mellifera в Республике Беларусь / Е. В. Гузенко, А. И. Царь // Молекулярная и прикладная генетика: сб. науч. 
тр. / Ин-т генетики и цитологии НАН Беларуси; редкол.: А. В. Кильчевский (гл. ред.) [и др.]. – Минск, 2025. – 
Т. 39. – С. 41–53.

Введение
В последние десятилетия мировая популя-

ция пчел значительно сократилась и продолжа-
ет сокращаться из-за потери среды обитания, 
интенсивных методов ведения сельского хо-
зяйства, изменения климата и чрезмерно-
го использования таких агрохимикатов, как 
пестициды [1]. По данным Межправитель-
ственной научно-политической платформы 
по биоразнообразию и экосистемным услугам 
(IPBES), западная медоносная пчела является 
самым распространенным управляемым опы-
лителем в мире. Более 80 млн ульев ежегодно 
производят около 1,6 млн т меда [2]. Опылите-
ли вносят непосредственный вклад в обеспе-
чение продовольственной безопасности. По 
данным специалистов по вопросам пчеловод-
ства Продовольственной и сельскохозяйствен-

ной организации (ФАО) ООН, треть мирового 
производства продуктов питания зависит от 
пчел [1]. Отмечается также, что генетичес-
кое разнообразие местных подвидов — одно 
из самых важных наследий, которое мы мо-
жем оставить будущим поколениям пчелово-
дов и фермеров.

Медоносные пчелы демонстрируют значи-
тельную географическую вариативность, что 
связано с адаптацией к изменяющимся клима-
тическим условиям и разнообразию растений, 
а также к преобладающим вредителям и пато-
генам. Потребность в высоких продуктивных 
показателях пчелиных колоний в сочетании 
с желательными поведенческими характери-
стиками привела к значительным изменениям, 
вызванным научно необоснованной селекцией 
пчел. Таким образом, исторически сложивша-
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яся схема географического распределения под-
видов разрушается из-за массового импорта 
и растущей мировой практики торговли пче-
ломатками и пчелопакетами.

Указанная деятельность ставит под угрозу 
местные аборигенные расы и экотипы, спо-
собствуя гибридизации [3, 4], а в некоторых 
регионах — полной замене аборигенных под-
видов неместными пчелами с высокой ком-
мерческой доходностью. Например, замена 
A. m. mellifera в Северной и Центральной Ев-
ропе на A. m. carnica или A. m. ligustica [5]. 
Обратной стороной этих экономически об-
условленных процессов является растущая 
тенденция к единообразию популяций медо-
носных пчел, что приводит к потере как гене-
тического разнообразия, так и специфических 
адаптаций к местным условиям [3, 4]. Со-
кращение генетического разнообразия влия-
ет и на способность популяций медоносных 
пчел адаптироваться к новым негативным фак-
торам, например, поражению клещами рода 
Varroa и Tropilaelaps. Аборигенные подвиды 
медоносных пчел являются важными резерву-
арами региональной изменчивости и местных 
адаптаций; их исчезновение означает утрату 
уникальных сочетаний признаков, сформи-
ровавшихся в результате естественного отбо-
ра в течение длительного времени, что весьма 
важно для более устойчивого пчеловодства [6].

Мировым научным сообществом признается 
необходимость поощрения региональных уси-
лий по сохранению и селекции аборигенных 
подвидов пчел и поддержанию их на изоли-
рованных пасеках. Для достижения этой це-
ли необходимо иметь базу данных эталонных 
генотипов, которая бы учитывала естествен-
ную генетическую вариабельность медонос-
ных пчел.

Для Беларуси темная лесная пчела является 
аборигенным подвидом, который до недавне-
го времени считался исчезнувшим в резуль-
тате гибридизации [7]. В настоящее время 
в нашей стране аборигенную медоносную 
пчелу с большей вероятностью можно встре-
тить в регионах, где преобладает бортевое 
пчеловодство и где никогда не было пасечно-
го разведения пчел. Таким географическим 
районом является Припятское Полесье (Го-
мельская область). Также вероятность обна-
ружить аборигенную пчелу выше в северных 

районах республики (Витебская область, при-
граничные территории с Литвой). Результаты 
последних исследований показали, что на тер-
ритории Литвы 52% пасечных пчел относится 
к подвиду A. m. mellifera. При анализе образ-
цов обнаружено 20 уникальных межгенных 
спейсерных митотипов COI-COII, 11 из кото-
рых были найдены впервые [8].

Цель настоящего исследования — с помо-
щью комплекса молекулярно-генетических 
маркеров идентифицировать аборигенный 
подвид A. m. mellifera на территории Белару-
си, провести популяционно-генетические ис-
следования и установить степень гибридности 
пчелосемей. Для этого необходимо установить 
таксономическую принадлежность пчел по 
анализу митохондриальной ДНК; изучить по-
лиморфизм STR-локусов ядерной ДНК пчел, 
принадлежащих эволюционной линии М; про-
вести популяционно-генетический анализ 
и установить филогенетические связи, гене-
тическую однородность и гибридность иссле-
дуемых популяций.

Материалы и методы
Материалом для исследований служила кол-

лекция медоносных пчел, которая была со-
брана в географических районах: Припятское 
Полесье (Гомельская область), Витебская об-
ласть, Минская область, Брестская область, 
Гродненская область. Рабочих пчел отбирали 
из бортей, ульев, ловушек, расположенных на 
окраинах деревень. Сбор материала проходил 
в течение июля-августа 2021–2022 гг. самосто-
ятельно владельцами пасек или бортниками. 
Для сравнения в исследование также взяты 
образцы из Российской Федерации (Чувашия, 
Башкирия), предположительно принадлежа-
щие к подвиду темная лесная пчела. Всего 
проанализировано 159 пчелосемей.

Пчел фиксировали в 96%-ом этаноле и хра-
нили до выделения ДНК при −10 °С. Выделе-
ние ДНК проводили из торакса (груди) пчелы. 
Материал измельчали, ресуспендировали 
в 200 мкл ТЕ буфера (10 mM Tris-HCl, pH 7,5; 
1 mM EDTA). Для выделения ДНК использо-
вали Genomic DNA Purification Kit (#K0512) 
(Thermo Fisher Scientific) в соответствии с ин-
струкцией производителя. Анализ полимор-
физма локуса COI-COII в мтДНК проводили 
с использованием ПЦР со специфическими 
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праймерами (GGCAGAATAAGTGCATTG; 
CAATATCATTGATGACC). Реакционная смесь 
включала 20 нг геномной ДНК, по 5 пмоль 
прямого и обратного праймера, 2 мМ сме-
си дНТП (dNTPs), 50 мМ МgCl2 и 5 ед./мкл 
Taq-полимеразы. ПЦР проводили в термо-
циклере MyCycler™ (BioRad, США) в сле-
дующих условиях: 92 °С в течение 3 мин, 
30 циклов с параметрами: денатурация при 
температуре 92 °С в течение 30 сек, отжиг 
праймеров при температуре 50 °С в течение 
1 мин 30 сек, элонгация при 63 °С в течение 
2 мин. Конечная элонгация при 72 °С 10 мин. 
Качество прохождения реакции оценивалось 
по гель-электрофорезу. При наличии продук-
та реакции проводили рестрикционный анализ 
(DraI-тест) с использованием эндонуклеазы 
DraI (SibEnzyme®) в соответствии с инструк-
цией производителя. Продукты рестрикции 
оценивали в 1,5%-ом агарозном геле.

Анализ полиморфизма микросателлитных 
повторов ДНК проводили с использовани-
ем ПЦР с флуоресцентно-мечеными прайме-
рами (А24, A88, A113, AP043, HB-THE-03, 
HB-C16-01, HB-C16-05, A28а). Реакцион-
ная смесь включала 20 нг геномной ДНК, по 
5 пмоль прямого и обратного праймера, 2 мМ 
смеси dNTPs, 50 мМ МgCl2 и 5 ед./мкл Taq-по-
лимеразы. ПЦР проводили в термоциклере 
Thermal Cycler С1000 (BioRad, США) в сле-
дующих условиях: 94 °С в течение 3 мин, 
30 циклов с параметрами: денатурация при 
температуре 94 °С в течение 30 сек, отжиг 
праймеров в течение 30 сек (температура от-
жига подбиралась в зависимости от праймера), 
элонгация при 72 °С в течение 30 сек. Конеч-
ная элонгация при 72 °С 10 мин.

Филогенетические отношения изучали пу-
тем расчета парных генетических расстояний 
Nei [9] с использованием GenAlEx 6.41 [10]. 
Кластерный анализ был проведен с помощью 
программы STRUCTURE 2.3.4. [11]. Для ви-
зуализации результатов и их математическо-
го подтверждения методами Evanno [12] была 
использована веб-программа STRUCTURE 
Harvester [13]. Данная веб-программа была ис-
пользована для детекции подходящего коли-
чества кластеров путем их индивидуального 
перебора. Статистическую обработку дан-
ных проводили с использованием программы 
STRUCTURE v.2.3.4, GenAIEx v.6.5. Были рас-

считаны следующие показатели: среднее чис-
ло аллелей на локус (Na), эффективное число 
аллелей (Ne), уровни ожидаемой (He) и на-
блюдаемой (Ho) гетерозиготности, значение 
информационного индекса Шеннона (I), ко-
эффициенты FIS и FST.

Результаты и обсуждение
Генетическое разнообразие локуса COI-

COII мтДНК
Классическим методом для идентификации 

пород (подвидов) пчел до последнего времени 
оставался морфометрический анализ, предло-
женный Кожевниковым Г. А. еще в 1900 г. Од-
нако морфометрические методы в условиях 
повсеместной гибридизации пчел из-за опосре-
дованной человеком интрогрессии (активный 
экспорт пчелопакетов) не всегда достоверны.

Подвиды медоносных пчел можно разли-
чать по генетическим особенностям мтДНК. 
Количество митохондрий в яйцеклетке намно-
го больше, чем в сперматозоиде, и даже если 
отдельные отцовские митохондрии попадают 
в яйцеклетку при оплодотворении, то они бло-
кируются, и зигота получает только материн-
ский набор митохондрий [14]. Это приводит 
к отсутствию рекомбинаций в мтДНК, и му-
тационный процесс оказывается единствен-
ным путем формирования ее полиморфизма. 

Анализ митохондриального генома A. mellifera 
показал, что спейсерный участок, локализо-
ванный между генами СОI и СОII, образован 
последовательностью гена тРНКLeu и слож-
ными повторами Р и Q элементов [15]. Пчелы 
разных эволюционных ветвей характеризуют-
ся разными комбинациями элементов Р и Q. 
Наиболее коротким фрагментом локуса COI-
COII мтДHK, содержащим единственный эле-
мент Q (350 п. н.), характеризуются подвиды 
пчел эволюционной ветви С [16]. Подвиды 
пчел, относящиеся к эволюционным ветвям A, 
M, O, Y и Z, характеризуются более длинным 
фрагментом локуса COI–COII мтДHK и со-
держат разные варианты элемента P и от 1 до 
5 копий элемента Q [17]. У среднерусской по-
роды (темная лесная пчела), поддерживаемой 
в России, регистрируются несколько вариан-
тов локуса COI–COII: PQQ, PQQQ, PQQQQ 
(от 500 до 1500 п. н.).

С учетом особенностей организации пче-
лосемей для изучения полиморфизма мтДНК 
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можно использовать одну рабочую пчелу (или 
одного трутня), личинку, особь при выходе из 
ячейки расплода или нелетную пчелу от од-
ной семьи. Так как образцы для исследования 
доставляли пчеловоды, и мы не могли контро-
лировать процесс сбора материала, нами слу-
чайным образом отбирались по 10 особей из 
50 пчел каждой семьи. Такой подход позволяет 
проводить более точную оценку генетическо-

го разнообразия пчел от каждой пчелосемьи.
Из 159 проанализированных пчелосемей 28 

показали принадлежность к эволюционной 
линии М, к которой относится темная лесная 
пчела, из них 20 семей обитали на территории 
Беларуси, 8 — на территории России. Обна-
ружено три варианта комбинаций P и Q эле-
ментов в локусе COI-COII: PQ, PQQ, PQQQ 
(табл. 1).

Таблица 1
Обнаруженные варианты локуса COI-COII мтДНК у изучаемых образцов эволюционной 

линии М, собранных на территории Беларуси и России

№ Шифр 
образца Расположение пасеки, бортьи, ловушки Вариант локуса 

COI-COII 

1 16 Минская область, Минский район, д. Раубичи. Местная пчела PQ

2 17 Минская область, Минский район, д. Раубичи. Местная пчела PQ
PQQ

3 18 Витебская область, Глубокский район, д. Сазановщина. Местная пчела PQQ
4 19 Витебская область, Глубокский район, д. Шуневцы. Местная пчела PQQQ
5 20 Витебская область, Глубокский район, д. Морги. Местная пчела PQ
6 37 Гомельская область, Лельчицкий район, д. Дзержинск. Местная пчела PQQ
7 38 Гомельская область, Лельчицкий район, д. Дзержинск. Бортевая пчела PQQ
8 39 Гомельская область, Лельчицкий район, д. Дзержинск. Бортевая пчела PQQ
9 40 Гомельская область, Лельчицкий район, д. Дзержинск. Бортевая пчела PQQ
10 41 Гомельская область, Лельчицкий район, д. Дзержинск. Бортевая пчела PQQ
11 42 Гомельская область, Лельчицкий район, д. Дзержинск. Бортевая пчела PQQ
12 43 Гомельская область, Лельчицкий район, д. Дзержинск. Бортевая пчела PQQ
13 45 Витебская область, г. Глубокое. Местные пчелы PQQQ
14 46 Витебская область, г. Глубокое. Местные пчелы PQQ
15 65 Витебская область, Лепельский район, д.Суша PQ
16 87 Брестская область, Пружанский район. Рой в ловушке PQ
17 101 Гродненская область, Островецкий район, д. Глинище. Рой в ловушке PQQ

18 103 Гродненская область, Щучинский район, д. Орля PQ
PQQ

19 104 Гродненская область, Щучинский район, д. Ошурки. Рой в ловушке. PQQ
20 121 Гродненская область, Гродненский район, д. Романово. Рой в ловушке PQQ
21 66 Чувашия, Красноармейский район PQQ
22 69 Чувашия, Красноармейский район PQ
23 71 Чувашия, Батыревский район PQQ
24 74 Чувашия, Аликовский район PQQQ
25 77 Чувашия, Моргоушский район PQQQ
26 78 Чувашия, Моргоушский район PQQQ
27 82 Башкирия, Бузрянский район PQQQ
28 85 Башкирия, Бурзянский район PQ
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Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации локуса COI-COII рабочих пчел семей 16 (16.1–16.10), 
17 (17.1–17.10; 17.11–17.20), 103.

При индивидуальном анализе пчел нами об-
наружен внутрисемейный полиморфизм по ло-
кусу COI-COII в образцах № 17, 103. Рабочие 
особи данной семьи имели разные гаплотипы: 
у образца № 17 у десяти особей амплифици-
ровался фрагмент размером 600 п. н., у девяти 
особей — 800 п. н.; в семье № 103 у четырех 
особей амплифицировался фрагмент размером 
600 п. н., у шести особей — 800 п. н. (рис. 1).

У медоносных пчел возможно наследование 
мтДНК как по материнской, так и по отцов-
ской линиям. Данное явление называется ге-
тероплазмией и до конца не изучено. Наличие 
разных типов мтДНК может влиять на метабо-
лизм клетки и жизнеспособность пчелы. Об-
наруженный внутрисемейный полиморфизм 
также может быть следствием замены пчело-
матки при пчеловодстве, а также некачествен-
ным сбором биологического материала.

При анализе остальных пчелосемей внутри-
семейный полиморфизм по локусу COI-COII 
выявлен не был.

Генетическая структура анализируемых 
популяций темной лесной пчелы отличается 
в зависимости от территории обитания: для 
образцов Гомельской области характерна ком-

бинация PQQ (800 п. н.), для образцов, собран-
ных на территории других областей, типичных 
комбинаций не обнаружено.

Особи с сочетанием элементов PQ, PQQ, 
PQQQ имеют западно-европейское про-
исхождение и могут принадлежать подви-
дам A. m. mellifera (темная лесная пчела), 
A. m. iberensis и A. m. sinisxinyuan. Мы считаем, 
что анализируемые образцы относятся к або-
ригенному для Беларуси подвиду медоносных 
пчел A. m. mellifera, поскольку A. m. iberiensis 
(Engel, 1999) встречается на Пиренейском 
полуострове (Испания и Португалия), не-
которых близлежащих островах и имеет га-
плотипы и A-линии, и M-линии [18]. Подвид 
A. m. sinisxinyuan [19] был обнаружен в 2016 г. 
исследователями Китая в префектуре Синью-
ань, расположенной в Синьцзян-Уйгурском 
автономном районе. Эволюционная история 
данной группы окончательно не сформулиро-
вана. Завоз пчел данных подвидов для коммер-
ческого разведения в Беларуси маловероятен.

Небольшой размер и высокое содержание 
в клетках мтДНК значительно облегчают ис-
следование ее полиморфизма и позволяют 
эффективно изучать разнообразие митохон-
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дриального генофонда. Однако специфичность 
локуса COI-COII мтДНК может установить 
происхождение медоносной пчелы только по 
материнской линии.
Генетическое разнообразие STR-локусов 

ядерной ДНК
По результатам предыдущих исследований 

определен набор STR-маркеров, позволяющих 
достоверно устанавливать внутрисемейный 
и межсемейный полиморфизм, чистоту и ги-
бридность пчелосемей, обитающих на терри-
тории Беларуси [20].

Индивидуальный анализ 166 рабочих пчел, 
принадлежащих 20 пчелосемьям, выявил 179 
аллелей размером от 65 до 340 п. н. (табл. 2). 

Количество выявленных аллелей в среднем на 
локус составило 22,375, что является высоким 
значением; количество эффективных алле-
лей колебалось от 11,492 до 3,404 в зависи-
мости от локуса и в среднем составило 6,829. 
Среднее значение индекса Шеннона — 2,230, 
что указывает на достаточно высокое гене-
тическое разнообразие изучаемых образцов 
A. m. mellifera.

Для описываемой популяции среднее зна-
чение H0 было незначительно ниже He, что 
говорит о некотором дефиците гетерози-
гот (табл. 3). Установленное значение ко-
эффициента инбридинга было достаточно 
низким — 2,4%.

Таблица 2
Характеристика проанализированных STR-локусов

STR-локус Номер хромосомы Количество 
выявленных аллелей

Размер аллеля, п. н.

минимальный максимальный

А24 7 19 76 216

A88 8 19 99 255

A113 6 29 133 230

AP043 3 24 119 241

HB-THE-03 1 18 135 255

HB-C16-01 16 40 181 340

HB-C16-05 1 19 65 110

A28а 14 11 100 149

Таблица 3
Популяционно-генетические параметры исследуемых пчелосемей по восьми STR-локусам

Локус N Na Ne I H0 He uHe F

HB-C16-05 162 19 8,454 2,432 0,846 0,882 0,884 0,041

HB-C16-01 163 40 11,492 2,991 0,840 0,913 0,916 0,079

HB-THE-03 165 18 6,995 2,224 0,752 0,857 0,860 0,123

A88 163 19 3,404 1,754 0,693 0,706 0,708 0,018

A113 165 29 8,394 2,578 0,915 0,881 0,884 −0,039

AP043 166 24 7,381 2,333 0,849 0,865 0,867 0,017

A24 165 19 4,641 1,896 0,788 0,785 0,787 −0,004

A28a 164 11 3,876 1,633 0,774 0,742 0,744 −0,044

Mean 164,125 22,375 6,829 2,230 0,807 0,829 0,831 0,024

SE 0,479 3,105 0,967 0,161 0,024 0,026 0,027 0,020
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Рис. 2. Популяционно-генетическая характеристика исследуемых пчелосемей

На рисунке 2 представлена гистограмма 
с результатами, иллюстрирующими популяци-
онно-генетическую структуру совокупности 
пчелосемей. Показано, что количество выяв-
ленных аллелей практически равно количе-
ству уникальных аллелей.

Частота встречаемости редких аллелей 

микросателлитных локусов варьировала от 
0,003 во всех STR-локусах до 0,5 в локусе А88 
(146 п. н.). На рисунке 3 приведена дендро-
грамма, отражающая частоту встречаемости 
40 аллелей наиболее полиморфного STR-ло-
куса HB-C16-01 в генотипах A. m. mellifera. 
Большинство аллелей являются редкими 

Рис. 3. Дендрограмма частоты встречаемости аллелей локуса HB-C16-01 в генотипах A. m. mellifera белорусской 
популяции
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Рис. 4. Дендрограмма частоты встречаемости аллелей 
локуса А28а в генотипах A. m. mellifera белорусской 

популяции

и встречаются с частотой менее 2%. На ри-
сунке 4 приведена дендрограмма, отражающая 
частоту встречаемости 11 аллелей наименее 
полиморфного STR-локуса А28а.

Количество выявленных аллелей варьи-
ровало от 7,3 до 16,75 и было наибольшим 
в популяции Гомельской области. Коли-
чество эффективных аллелей также было 
наибольшим у образцов Гомельской попу-
ляции — 6,711. Среднее значение индекса 
Шеннона в Гомельской популяции равнялось 
2,216, что указывает на достаточно высо-
кое генетическое разнообразие данной по-
пуляции. Второе место по генетическому 
разнообразию занимала популяция Витебской 
области — 1,905; далее следовала Минская 

Рис. 5. Популяционно-генетическая структура пчелосемей эволюционной линии М в зависимости от региона 
Беларуси: Минская область (Region 1), Гомельская область (Region 2), Брестская область (Region 3), Витебская 

область (Region 4), Гродненская область (Region 5)

популяция и Гродненская. Доля гетерозигот 
в популяциях Витебской и Гродненской обла-
стей была выше, чем в Минской и Гомельской. 
В последних зафиксирован незначительный 
дефицит гетерозигот. На рисунке 5 представ-
лена обобщающая информация по исследо-
ванным популяциям медоносных пчел, из 
которой следует, что популяции Гомельской 
области (регион 2) и Витебской области (реги-
он 4) обладали большим генетическим разно-
образием и большим количеством уникальных 
аллелей по сравнению с популяциями осталь-
ных областей.

В сравнительный анализ включены образ-
цы эволюционной линии М из регионов Баш-
кирии и Чувашии Российской Федерации 
(рис. 6). У данных образцов (номера 69–77) 
по исследованным STR-локусам полимор-
физм и количество уникальных аллелей были 
на уровне изучаемых белорусских образцов.

Панели различных микросателлитных мар-
керов активно используются для изучения 
интрогрессии, метизации, чистопородно-
сти пчел во всем мире. Так, популяции або-
ригенного для Саудовской Аравии подвида 
A. m. jemenitica [21] изучались с использовани-
ем микросателлитных маркеров A7, A24, A28, 
A88, A113, B124, Ap43 и Ap81 с целью выяс-
нения степени интрогрессии и гибридизации 
с пчелами, которые активно импортировались 
в страну из других регионов. С использовани-
ем анализа восьми микросателлитных марке-
ров был изучен полиморфизм трех популяций 
иранской медоносной пчелы A. m. meda на 
северо-западе Ирана [22]. Генетическое раз-
нообразие медоносных пчел островных по-
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Рис. 6. Результаты анализа STR-локусов пчел, принадлежащих эволюционной линии М, собранных в Беларуси 
(Минская, Гомельская, Брестская, Витебская и Гродненская области) и России (Чувашия, Башкирия)

Рис. 7. Генетические расстояния между исследуемыми пчелосемьями, собранными на территории Беларуси (А), 
на территории Беларуси, Чувашии, Башкирии (Б)

пуляций Балеарских островов изучали по 
восьми полиморфным STR-локусам. Была 
выявлена низкая вариабельность, что ожи-
даемо для островных популяций [23]. Поли-
морфные STR-локусы активно используются 
при изучении генетической структуры автох-
тонных популяций медоносной пчелы в раз-
личных регионах Российской Федерации: 
популяций гибридных пчел Томской обла-
сти и популяций A. m. mellifera Пермского 
края [24], Республики Башкортостан [25], 
Архангельской и Владимирской областей, 
Красноярского края и Республики Татарстан; 
популяций A. m. carpatica Республики Адыгея; 
популяций A. m. caucasica Орловской области 
и Краснодарского края, гибридных пчел Ново-
сибирской области. Результаты анализа гене-
тической структуры популяции медоносной 
пчелы в южной части Башкортостана были 
проведены с использованием панели из пяти 
микросателлитных праймеров [25]. 

Анализ генетических дистанций показал, 
что пчелосемьи 39, 42, 43, 37, 40 и пчелосемьи 
19, 45, 18, 46, 20 генетически близки, что сов-
падает с их регионами обитания и сбора — Го-
мельская и Витебская области соответственно. 
Наибольшим генетическим подобием обла-
дали образцы 16, 17, у которых было общее 
место сбора — Минская область, Минский 
район, д. Раубичи (рис. 7А). В одном класте-
ре оказались образцы из Гродненской обла-
сти — 101, 121, 103, 104.

Анализ генетических дистанций образцов 
Беларуси, Чувашии и Башкирии показал, что 
наибольшей генетической близостью характе-
ризовались образцы 18, 16, 17, 69, 45, 71, 19, 
74, что соответствует региону обитания — се-
верная часть Беларуси и Чувашия; образцы 
37, 40, 39, 43 также группировались вместе на 
филогенетическом дереве, что соответствует 
региону обитания — Гомельская область Бе-
ларуси (рис. 7Б).

А Б
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Установление чистоты и гибридности ис-
следуемых пчелосемей 

Анализ структуры пчелосемей с использо-
ванием моделирования в STRUCTURE v.2.3.4 
обнаружил достоверную разницу между об-
разцами и показал предпочтительное разде-
ление на два кластера (К) (группы) (K = 2) 
(рис. 8). Данная программа использует мето-
ды Монте-Карло по схеме марковской цепи 
(Markov Chain Monte Carlo, MCMC), что по-
зволяет минимизировать неравновесие Хар-
ди – Вайнберга и неравенство по сцеплению 
локусов в кластерном анализе индивидов. Ко-

личество кластеров находилось в диапазоне 
от 1 до 10.

Точность консолидированности (принадлеж-
ности к тому или иному кластеру) большинства 
особей в группе 1 (93 особи из 155, включен-
ных в анализ) варьировала в пределах от 70,8 
до 98,6%. Аналогичный показатель был для 
особей в группе 2 (62/155) — от 69,7 до 98,8%. 
Зафиксирована 21 особь, вероятность отнесе-
ния которой к тому или иному кластеру коле-
балась от 50,1 до 68,6%, что характерно для 
пчелосемей с высокой степенью метизации.

Установлено, что пчелосемьи 37, 39, 40, 41, 
42, собранные в Гомельской области, и пче-
лосемьи 18, 19, 20, собранные в Витебской 
области, являются генетически однородны-
ми, т. е. без примеси генетического материала 
другого подвида пчел. Следовательно, дан-
ные семьи можно считать чистопородными. 
Остальные семьи имели значительную сте-
пень гибридности, причина которой интро-
грессия чужеродного генетического материала 
как результат неконтролируемого завоза и раз-
ведения медоносных пчел разных подвидов на 
территории Беларуси (рис. 9).

Рис. 9. Результаты моделирования в STRUCTURE v.2.3.4 

Рис. 8. Результаты моделирования в STRUCTURE 
v.2.3.4 
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Заключение
Цель исследований заключалась в досто-

верной идентификации пчел, относящихся 
к аборигенному подвиду темная лесная пче-
ла, с помощью молекулярно-генетических 
маркеров; проведении популяционно-генети-
ческих исследований и оценке степени метиза-
ции пчелосемей указанного подвида. В задачи 
исследования входило проведение комплекс-
ного анализа как митохондриальной ДНК, 
так и STR-локусов ядерной ДНК, с тем чтобы 
определить генетическую структуру и филоге-
нетические связи пчел подвида A.m.mellifera, 
собранных на территории Беларуси.

Впервые с помощью методов молекуляр-
но-генетического анализа подтверждено 
существование темной лесной пчелы на тер-
ритории Беларуси. Генетическая структу-
ра анализируемых популяций темной лесной 
пчелы отличалась в зависимости от террито-
рии обитания. Обнаружено три варианта ком-
бинаций P и Q элементов в локусе COI-COII: 
PQ, PQQ, PQQQ. Для образцов Гомельской об-
ласти характерна комбинация PQQ (800 п. н.), 
для образцов, собранных на территории дру-
гих областей, типичных комбинаций не обна-
ружено. Анализ STR-локусов показал высокое 
генетическое разнообразие. Выявлено 179 ал-
лелей размером от 65 до 340 п. н. В среднем 
количество аллелей на локус составило 22,375, 
что является высоким значением; количество 
эффективных аллелей колебалось от 11,492 
до 3,404 в зависимости от локуса и в среднем 
составило 6,829. Среднее значение индекса 
Шеннона — 2,230, что указывает на достаточ-
но высокое генетическое разнообразие изуча-
емых образцов A. m. mellifera. Для образцов 
популяции Гомельской и Витебской областей 
характерно наибольшее количество и выявлен-
ных, и уникальных аллелей по сравнению с по-
пуляциями других областей Беларуси. 

Филогенетический анализ выявил связь 
между пчелосемьями, обитающими на од-
ной территории, а также генетическую бли-
зость образцов из северной части Беларуси 
(Витебская область) и Чувашии, что может 
свидетельствовать о подобии генотипов, обе-
спечивающих выживание в сходных условиях 
среды. Индивидуальный молекулярно-генети-
ческий анализ пчел позволил оценить степень 
метизации в пчелосемьях. Выявлены восемь 

генетически однородных пчелосемей подви-
да A. m. mellifera. Данные семьи могут быть 
использованы для восстановления популяций 
темной лесной пчелы в контролируемых ус-
ловиях национальных парков и заповедников.

Полученные результаты исследований яв-
ляются новыми данными о генетической 
структуре популяций медоносных пчел 
A. m. mellifera, встречающихся на территории 
Республики Беларусь.
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The dark forest bee A. m. mellifera is the only known honeybee subspecies that has perfectly adapted to life in the 
cold climate of Northern Europe. For Belarus, the dark forest bee is a native subspecies, which was presumed to have 
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Введение
Основное поголовье молочного скота в Бела-

руси представлено голштинской породой 
крупного рогатого скота (КРС) белорусской 

М. Е. Михайлова1, Е. В. Снытков1, Н. И. Тиханович1, Н. А. Камыш1, Р. И. Шейко1,  
А. А. Сермягин2, Н. А. Зиновьева2

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ СТРУКТУРЫ 
КРАСНОГО БЕЛОРУССКОГО И ГОЛШТИНСКОГО СКОТА 

ОТЕЧЕСТВЕННОЙ СЕЛЕКЦИИ ПО МИКРОСАТЕЛЛИТНЫМ 
ЛОКУСАМ

1Государственное научное учреждение 
«Институт генетики и цитологии Национальной академии наук Беларуси»

Республика Беларусь, 220072, г. Минск, ул. Академическая, 27
e-mail: M.Mikhailova@igc.by

2Федеральное государственное бюджетное научное учреждение 
«Федеральный исследовательский центр животноводства — ВИЖ им. академика Л. К. Эрнста»

Российская Федерация, 142132, Московская область, городской округ Подольск, поселок Дубровицы, д. 60

При помощи 12 STR-маркеров исследован генетический полиморфизм выборки аборигенного красного бе-
лорусского скота (101 гол.) и голштинского скота белорусской селекции (126 гол.). Выявлены генетические 
различия между выборками популяций красного белорусского и голштинского скота отечественной селек-
ции. Установлено, что в выборке красного белорусского скота в среднем на локус (Na) пришлось 7,33 ± 0,71 
аллеля, число эффективных аллелей (Ne) составило 3,76 ± 0,41. Наблюдаемая гетерозиготность (Ho), которая 
является показателем полиморфности популяции и характеризует гетерозиготность исследуемой группы, со-
ставила 0,69 ± 0,04, ожидаемая же гетерозиготность (He) составила 0,7 ± 0,03. Выявлено, что индекс фиксации 
(F) составил 0,001 ± 0,039, что указывает на низкую степень дифференциации и генетическую однородность 
популяции красного белорусского скота по исследованным нами STR-локусам, а также незначительный сдвиг 
в сторону близкородственного скрещивания (дефицит гетерозигот), т. к. индекс фиксации для локусов ETH10, 
TGLA126 и TGLA53 составил 0,128, 0,101 и 0,285 соответственно. Для выборки голштинского скота в среднем 
на локус пришлось 7,33 ± 0,51 аллеля, число эффективных аллелей составило 3,42 ± 0,321. Наблюдаемая ге-
терозиготность составила 0,68 ± 0,04, ожидаемая гетерозиготность — 0,67 ± 0,04. Установлено, что в отличие 
от красного белорусского скота, голштинский скот имеет отрицательный индекс фиксации, что указывает на 
избыток гетерозигот и низкий уровень инбридинга, выявлены приватные аллели, которые могут характеризо-
вать генетическую структуру красного белорусского и голштинского скота.

Исследованные генетические маркеры имеют важное значение для селекции животных и сохранения гене-
тических ресурсов, а также в перспективе могут стать основой для разработки целевых программ разведения 
с целью улучшения желаемых признаков путем предотвращения потери уникальных аллелей в молочных по-
родах крупного рогатого скота, разводимых в Беларуси.

Ключевые слова: микросателлиты, красный белорусский скот, голштинская порода отечественной селекции, 
крупный рогатый скот, популяция, генетическое разнообразие.

Для цитирования: Сравнительный анализ генетической структуры красного белорусского и голштинского 
скота отечественной селекции по микросателлитным локусам / М. Е. Михайлова, Е. В. Снытков, Н. И. Тиханович 
[и др.] // Молекулярная и прикладная генетика: сб. науч. тр. / Ин-т генетики и цитологии НАН Беларуси; редкол.: 
А. В. Кильчевский (гл. ред.) [и др.]. – Минск, 2025. – Т. 39. – С. 54–64.

селекции, а также породной группой красного 
белорусского скота (КБС). Голштинская поро-
да, выведенная в Северной Америке методом 
чистопородного разведения с использованием 
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голландского скота, считается одной из луч-
ших в мире среди молочных пород. Эта порода 
обладает высокой молочной продуктивностью, 
однако для реализации генетического потен-
циала необходимо качественное полноценное 
питание — в противном случае продуктив-
ность значительно снижается. В 20-х гг. XXI 
столетия, в результате активной селекцион-
ной работы по улучшению существующей 
белорусской черно-пестрой породы за счет 
скрещивания с зарубежным высокопродуктив-
ным голландским скотом, в Беларуси создана 
и апробирована голштинская порода молочно-
го скота отечественной селекции. Животные 
этой породы характеризуются высоким уров-
нем продуктивности, выраженным молочным 
типом, хорошими воспроизводительными 
качествами [1].

Голштинская порода является наиболее 
распространенной среди молочного скота, 
потенциал продуктивности которой находится 
на уровне 12–14 тыс. кг молока за лактацию. 
Эта порода занимает лидирующее положение 
в Беларуси и обладает следующей продуктив-
ностью: удой — 5000–7000 кг, жир 3,8–4,12%, 
белок — 3,2–3,4%.

Породная группа КБС отличается высокой 
приспособленностью животных к местным 
условиям, неприхотливостью, крепким здо-
ровьем, хорошими воспроизводительными 
качествами, молочной продуктивностью, 
повышенным содержанием в молоке бел-
ка и жира, специфическим полиморфизмом 
белков крови и молока. Имеет следующую 
продуктивность (за 305 дней наивысшей 
лактации): удой — 7353 кг, жир — 4,67%, 
белок — 3,8% [2].

КБС является ценной отечественной попу-
ляцией, которая издавна разводилась на тер-
ритории Республики Беларусь. Первое обсле-
дование красного скота Гродненской губернии 
было проведено агрономами Дедовым Н. А., 
Михно А. И., Ширяевым В. И. и Атаназеви-
чем Я. И. в 1910 г. В 1911 г. в Гродненской 
губернии была издана первая племенная 
книга КБС, запись в которую проводилась на 
ежегодных выводках лучших животных [3]. 
В 1960 г. в Беларуси в результате многолетней 
селекционной работы в колхозах, совхозах 
и частных хозяйствах создана и официально 
утверждена качественно новая породная груп-

па КБС молочного направления, поголовье 
которой превысило 30 тыс. животных, а также 
приняты меры по дальнейшему совершен-
ствованию породных качеств и увеличению 
поголовья КБС в республике. Известно, что 
к середине 70-х гг. XX в. в мире произошло 
резкое уменьшение численности локальных 
пород сельскохозяйственных животных, обла-
дающих целым рядом ценных хозяйствен-
но-полезных качеств, но не отличающихся 
высокой продуктивностью. Исчезло около 30 
пород КРС. В этот же период начался процесс 
резкого сокращения и породной группы КБС, 
которая наряду с другими 12 аборигенными 
породами стран бывшего СССР попала на 
грань исчезновения [4, 5]. Вместе с этим важ-
но подчеркнуть, что сохранение генофонда 
исчезающих пород является необходимым 
условием обогащения генетических ресурсов 
и увеличивает возможности создания новых 
пород сельскохозяйственных животных, отве-
чающих запросам общества и требованиям 
времени [6]. В этой связи в начале 2000-х гг. на 
государственном уровне было принято реше-
ние о сохранении генофонда и создании стада 
КБС. Генофондное стадо принадлежит УСП 
«Новый Двор-Агро» Свислочского района, 
Гродненской области. В 2021 г. поголовье КБС 
составляло 376 гол., а в 2025 г. – 3928 гол., из 
них коров насчитывалось 2059 гол.

Одной из основных задач при сохранении 
и воспроизводстве редких видов животных 
является оценка их генетического разнооб-
разия. Согласно исследованиям Felius с соав-
торами (2011) [7], КБС был отнесен в группу 
пород КРС балтийского красного скота [5]. 
Ernst с соавторами (2020 г.) показали, что на 
протяжении всей своей истории КБС улуч-
шали ангельнским и немецким красным ско-
том в конце XIX – начале XX вв., польским 
красным и датским красным — в 20–30-х гг., 
эстонским красным и латышским крас-
ным — в 50-е г. и снова датским красным 
скотом — в 90-х гг. XX в. [8]. За последние 
30 лет в Республике Беларусь черно-пестрая 
и голштинская породы пришли на смену або-
ригенной красной белорусской популяции, 
и сегодня она близка к исчезновению. В пре-
дыдущих исследованиях нами впервые изучен 
КБС на полногеномном уровне [11]. Показано 
отличие КБС от других европейских таурино-
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вых (пород красного корня). Эти результаты 
согласуются с результатами ранних исследо-
ваний, основанных на других типах ДНК-мар-
керов, и отражают происхождение КБС и его 
недавнюю историю [5, 9, 10]. Результаты 
анализа главных компонент, анализа «при-
соединения соседей» (Neighbor-Joining) на 
основе Fst и анализа популяционной структуры 
в STRUCTURE четко отличают КБС от других 
европейских пород КРС.

Красный белорусский и отечественный 
голштинский скот подвергаются действию 
направленной селекции для увеличения удо-
ев, улучшения качества молока и повышения 
экономической эффективности молочного 
животноводства. В связи с этим, целью нашего 
исследования является изучение генетической 
структуры КБС и голштинского скота белорус-
ской селекции по микросателлитным локусам. 
Понимание генетической основы популяции 
может способствовать повышению эффек-
тивности программ сохранения и селекции, 
а также обогащению генетического потен-
циала молочных пород скота, разводимого 
в Беларуси.

Материалы и методы
В ходе исследования генетической струк-

туры аборигенного КБС (101 гол., УСП 
«Новый Двор-Агро») и голштинского скота 
белорусской селекции (126 гол., СПК «Агро-

комбинат Снов») была использована панель 
из 12 высокополиморфных STR-маркеров 
(микросателлитов), рекомендованных Меж-
дународным обществом генетики живот-
ных (ISAG, International Society for Animal 
Genetics): BM1818, BM1824, BM2113, ETH3, 
ETH10, ETH225, INRA023, SPS115, TGLA122, 
TGLA126, TGLA227 и TGLA53. Применение 
международной стандартной панели STR-ло-
кусов позволяет сравнивать рассчитываемые 
параметры генетических оценок между по-
пуляциями.

В качестве источника биологического мате-
риала был использован ушной выщип. Выде-
ление ДНК проводили набором «Нуклеосорб» 
в комплектации «С» («Праймтех», Беларусь), 
согласно прилагаемой к набору инструкции. 
Образцы ДНК были растворены в стериль-
ной бидистиллированной воде, концентрация 
ДНК в каждом образце составляла 20 нг/мкл. 
Реакционная смесь для одной ПЦР-реакции 
объемом 20 мкл содержала компоненты, опи-
санные в таблице 1.

Реакционная смесь помещалась в стериль-
ные пробирки объемом 0,2 мл для проведения 
ПЦР. Амплификация осуществлялась на авто-
матическом программируемом термоциклере 
«Bio-Rad С-1000» (США). Условия амплифи-
кации представлены в таблице 2.

Температура отжига для каждого SТR-прай-
мера рассчитывается отдельно. По окончании 

Таблица 1
Состав реакционной смеси и концентрации используемых реактивов

Компоненты реакционной смеси  
для ПЦР-реакции

Конечная концентрация 
компонентов / объем

1х Tag-буфер c (NH4)2SO4 1 х / 2 мкл

Смесь dNTP 2,0 мМ/мкл / 2 мкл

MgCI2 1,5 мМ/мкл / 2 мкл

Праймер F 10 пМ/мкл / 1 мкл

Праймер R 10 пМ/мкл / 1 мкл

Taq-полимераза 0,07 Ед/мкл / 0,3 мкл 

ДНК (20 нг/мкл) / 1 мкл 

Н2О до 10,7 мкл

Общий объем 20 мкл
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реакции пробы хранят при температуре +4 °С 
(−20 °С для долговременного хранения).

Для определения длин микросателлитных 
фрагментов использовали генетический ана-
лизатор (секвенатор) Applied Biosystems 3500 
Genetic Analyzer (США). Расшифровка и до-
кументирование полученных результатов осу-
ществлялось с помощью программного обе-
спечения GeneMapper 4.1.

В качестве стандарта при определении ве-
личины амплифицированного фрагмента ДНК 
используется размерный стандарт S450 (Син-
тол, Россия).

Степень генетической дифференциации по-
пуляций оценивали в программе Structure.2.3.4. 
Оптимальное число кластеров (К) определяли 
с помощью программы Structure Harvester, Past 
v.4.03, а также веб-приложения POPHELPER 
(http://pophelper.com/) и расширения для 
Microsoft Excel GenAIEx v.6.503.

Результаты и обсуждения
Для выборки КБС в среднем на локус (Na) 

пришлось 7,33 ± 0,71 аллеля (от 5 у локусов 
BM1824 и SPS115 до 13 у локуса TGLA53), 
число эффективных аллелей (Ne) составило 
3,76 ± 0,41 (от 1,91 у локуса ETH3 до 6,43 у ло-
куса TGLA53). Значение индекса разнообразия 
Шеннона (I), характеризующее меру генетиче-
ского разнообразия изучаемой выборки, соста-
вило 1,45 ± 0,11, диапазон значений составил 
от 0,95 у локуса ETH3 до 2,1 у локуса TGLA53. 
Наблюдаемая гетерозиготность (Ho), которая 
является показателем полиморфности попу-
ляции и характеризует гетерозиготность ис-
следуемой выборки, составила 0,69 ± 0,04 (от 
0,44 у локуса ETH3 до 0,87 у локуса BM2113), 
ожидаемая же гетерозиготность (He), которая 
рассчитывается исходя из равновесия Хар-
ди – Вайнберга, составила 0,7 ± 0,03 (от 0,48 

у локуса ETH3 до 0,85 у локуса TGLA53). Ин-
декс фиксации (F), являющийся мерой диффе-
ренциации популяции, составил 0,001 ± 0,039 
(от −0,18 у локуса SPS115 до 0,29 у локуса 
TGLA53), что указывает на низкую степень 
дифференциации внутри группы и генетиче-
скую однородность выборки по исследуемым 
нами локусам (табл. 3). Следует отметить, что 
F для локусов ETH10, TGLA126 и TGLA53 со-
ставил 0,128, 0,101 и 0,285 соответственно, что 
указывает на незначительный сдвиг в сторону 
близкородственного скрещивания (дефицит 
гетерозигот). Можно предположить, что сдвиг 
этого показателя в положительную сторону 
произошел из-за целенаправленного отбора 
животных в ходе селекционного процесса по 
ценным сельскохозяйственным признакам, 
что может косвенно указывать на ассоциацию 
этих STR-маркеров с локусами количествен-
ных признаков QTL.

Для выборки голштинского скота в среднем 
на локус пришлось 7,33 ± 0,51 аллеля (от 6 
у локусов BM1818, BM1824, BM2113, ETH3 
и TGLA126 до 12 у локуса TGLA53), число 
эффективных аллелей составило 3,42 ± 0,321 
(от 1,58 у локуса SPS115 до 5,09 у локуса 
TGLA53). Аналогичные данные получены 
Н. И. Стрекозовым с соавторами и Н. С. Фу-
раевой с соавтоарми на КРС сычевской, бурой 
швицкой и ярославской пород, число аллелей 
на локус составило 7,4 [12–15].

Значение индекса разнообразия Шеннона 
(I) составило 1,37 ± 0,09, диапазон значе-
ний — от 0,81 у локуса SPS115 до 1,82 у локу-
са TGLA53. Для микросателлитных маркеров 
значения I считаются высокими, если они не 
менее 1,5. Это подтверждает достаточно вы-
сокое генетическое разнообразие в изученной 
выборке. Наблюдаемая гетерозиготность со-
ставила 0,68 ± 0,04 (от 0,38 у локуса SPS115 

Таблица 2
Условия проведения полимеразной цепной реакции для фрагментного анализа ДНК

Метод Режим проведения полимеразной цепной реакции

Полимеразная цепная 
реакция (ПЦР)

«Горячий старт»: 98 ºС продолжительность — 2 мин, 30 циклов ПЦР:
• Денатурация, 98 °C — 10 сек;

• Отжиг праймеров, 61,5 °С — 1 мин;
• Элонгация, 72 °С — 30 сек;

Финальная элонгация 5 мин при 72 °С; 5 мин при 12 °С
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Таблица 3
Характеристика генетического разнообразия выборки красного белорусского скота 

Locus Na Ne I Ho He F

BM1818 6,000 2,961 1,244 0,743 0,662 −0,121

BM1824 5,000 3,121 1,268 0,733 0,680 −0,078

BM2113 6,000 4,644 1,656 0,871 0,785 −0,110

ETH3 6,000 1,912 0,948 0,436 0,477 0,086

ETH10 7,000 3,254 1,338 0,604 0,693 0,128

ETH225 8,000 3,572 1,513 0,653 0,720 0,093

INRA023 6,000 4,679 1,592 0,832 0,786 −0,058

SPS115 5,000 2,132 1,045 0,624 0,531 −0,175

TGLA122 10,000 4,495 1,779 0,861 0,778 −0,108

TGLA126 6,000 2,281 1,019 0,505 0,562 0,101

TGLA227 10,000 5,577 1,920 0,842 0,821 −0,025

TGLA53 13,000 6,434 2,095 0,604 0,845 0,285

Среднее 7,333 3,755 1,451 0,692 0,695 0,001
Стандартное 
отклонение 0,711 0,410 0,107 0,042 0,034 0,039

до 0,84 у локуса TGLA122), ожидаемая гете-
розиготность составила 0,67 ± 0,04 (от 0,37 
у локуса SPS115 до 0,8 у локуса TGLA53). 
Индекс фиксации составил −0,011 ± 0,019 (от 
−0,096 у локуса INRA023 до 0,105 у локуса 

ETH3) (табл. 4). Стоит отметить, что в отли-
чие от КБС, голштинский скот имеет отрица-
тельный индекс фиксации, что указывает на 
избыток гетерозигот и низкий уровень ин-
бридинга.

Таблица 4
Характеристика генетического разнообразия выборки голштинского скота

Locus Na Ne I Ho He F

BM1818 6,000 2,488 1,101 0,595 0,598 0,005

BM1824 6,000 3,284 1,363 0,746 0,695 −0,073

BM2113 6,000 3,657 1,413 0,754 0,727 −0,038

ETH3 6,000 2,519 1,102 0,540 0,603 0,105

ETH10 8,000 3,899 1,632 0,730 0,744 0,018

ETH225 7,000 2,917 1,233 0,651 0,657 0,010

INRA023 7,000 4,055 1,493 0,825 0,753 −0,096

SPS115 7,000 1,583 0,812 0,381 0,368 −0,034

TGLA122 8,000 4,506 1,711 0,841 0,778 −0,081

TGLA126 6,000 2,182 0,968 0,579 0,542 −0,070

TGLA227 9,000 4,854 1,811 0,778 0,794 0,020

TGLA53 12,000 5,090 1,819 0,722 0,804 0,101
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На основании генетических дистанций для 
анализированных нами STR-локусов был по-
строен график анализа главных компонент 
(РСА), который отражает различие между 
выборками красного белорусского и голштин-
ского скота (рис. 1). На данном графике можно 
увидеть, что обе группы имеют генетические 
различия и при визуализации не смешиваются 
между собой, формируя два кластера.

С помощью программы STRUCTURE v.2.3.4 
был осуществлен расчет критерия Q, кото-
рый характеризует принадлежность каждого 
отдельного животного к конкретной популя-
ции. Для расчета критерия Q использовали 

следующие параметры: число предполагаемых 
кластеров составило от 1 до 10, длина burn-in 
периода — 50 000, модель марковских цепей 
Монте-Карло — 5000, число итераций — 10. 
Результат работы был проанализирован с ис-
пользованием веб-приложения POPHELPER. 
Метод deltaK основан на анализе второй 
производной функции правдоподобия, по-
лученной из результатов запуска программы 
STRUCTURE с разными значениями числа 
кластеров (K). Результат Evano-анализа по-
казал наличие в исследуемой выборке двух 
кластеров при deltaK равном 233,314 [16] 
(табл. 5).

Окончание таблицы 4

Рис. 1. График анализа главных компонент генетических дистанций между выборками красного белорусского 
и голштинского скота. Условные обозначения: синие точки — белорусский красный скот; красные крестики — гол-

штинский скот

Locus Na Ne I Ho He F

Среднее 7,333 3,420 1,371 0,679 0,672 −0,011
Стандартное 
отклонение 0,512 0,321 0,097 0,039 0,037 0,019
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Рис. 2. Результаты кластеризации образцов выборок из популяций красного белорусского и голштинского скота, 
полученные с помощью программы Structure v.2.3.4. (K = 2). Синий цвет — белорусский красный скот, красный 

цвет — голштинский скот

Таким образом, метод deltaK позволяет 
идентифицировать наиболее вероятное число 
генетических кластеров в анализе структурной 
популяционной генетики, что делает его очень 
полезным инструментом для интерпретации 

генетических данных и выявления популяци-
онной структуры [17].

На рисунке 2 приведен результат класте-
ризации каждого образца в веб-приложении 
POPHELPER для двух кластеров.

Таблица 6
Характеристика генетической структуры выборки популяций красного белорусского 

и голштинского скота по выявленным приватным аллелям STR-локусов 

Выборка Маркер Аллель Частота (%)

Белорусский красный 
скот

BM1818 258 5,4
ETH3 121 0,5

ETH225 154 1
TGLA122 153 5
TGLA122 165 1
TGLA126 151 0,5
TGLA227 85 13,4
TGLA227 95 0,5
TGLA53 164 5,4
TGLA53 170 26,2
TGLA53 180 1

График количественной кластеризации 
в программе STRUCTURE используется для 
визуализации результатов анализа генетиче-
ской структуры популяций. На этом графи-
ке отражается вероятность принадлежности 
каждого индивида к различным генетическим 
кластерам, которые были обнаружены в ходе 
анализа. Таким образом, график количествен-
ной кластеризации позволяет оценить уровень 
генетической схожести или различий между 
популяциями и индивидами.

Исходя из представленного графика, оче-
видно, что проанализированные образцы чет-

ко разделяются на разные кластеры с высокой 
вероятностью принадлежности. Исключение 
составляют три образца из популяции КБС, ко-
торые с высокой вероятностью были отнесены 
к голштинскому скоту, а также два голштин-
ских образца, которые, напротив, с высокой ве-
роятностью были классифицированы как КБС.

Кроме того, для каждой из выборок наблю-
даются особенности генетической структуры, 
которые выражены как в разнице частот ал-
лелей, так и в наличии «приватных» аллелей, 
которые наблюдаются только в одной из ис-
следуемых групп (табл. 6).

Белорусский красный скот Голштинский скот
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Анализ данных показывает, что в выбор-
ке КБС выявлено 11 «приватных» аллелей, 
распределенных по семи STR-локусам. Наи-
более высокие частоты наблюдаются для ал-
лелей TGLA53–170 (26,2%) и TGLA227–85 
(13,4%), что указывает на их возможную 
значимость в формировании генетического 
профиля данной породы. Другие аллели, та-
кие как TGLA53–164 и TGLA122–153, встре-
чаются с частотой 5,4 и 5% соответственно, 
тогда как ряд аллелей (например, ETH3–121, 
TGLA126–151) имеют низкую частоту (0,5%) 
и не могут характеризовать генетическую 
структуру этой породы.

В выборке голштинского скота обнаружено 
11 «приватных» аллелей, ассоциированных 
с девятью различными STR-локусами. Наи-
более заметным является аллель ETH10–209, 
частота которого составляет 11,1%, что де-
лает его наиболее распространенным среди 
«приватных» вариантов в этой группе. Так-
же относительно высокую частоту имеет ал-
лель TGLA227–99 (5,6%). Остальные «при-
ватные» аллели, включая BM1818–270 (2%) 
и TGLA53–176 (2%), встречаются реже, пре-
имущественно с частотой менее 2%.

Таким образом, полученные данные под-
тверждают наличие значимых различий в ге-
нетической структуре между красным бе-
лорусским и голштинским скотом. Наличие 
специфических приватных аллелей в каждой 
из пород, а также различия в их частотном 
распределении, отражают процессы генети-
ческой дивергенции, обусловленные, вероят-

но, селекционным отбором, происхождением 
популяций и историческим развитием пород. 
Эти особенности могут быть использованы 
для идентификации происхождения живот-
ных, мониторинга генетического разнообразия 
и разработки программ сохранения породных 
признаков.

Заключение
Анализ микросателлитных маркеров выявил 

генетические различия между выборками по-
пуляций красного белорусского и голштинско-
го скота отечественной селекции. Установле-
но, что в выборке красного белорусского скота 
в среднем на локус (Na) пришлось 7,33 ± 0,71 
аллеля (от 5 у локуса BM1824 до 13 у локуса 
TGLA53), число эффективных аллелей (Ne) со-
ставило 3,76 ± 0,41 (от 1,91 у локуса ETH3 до 
6,43 у локуса TGLA53). Наблюдаемая гетеро-
зиготность (Ho), которая является показателем 
полиморфности популяции и характеризует 
гетерозиготность исследуемой группы, со-
ставила 0,69 ± 0,04, ожидаемая же гетерози-
готность (He), которая рассчитывается исходя 
из равновесия Харди – Вайнберга, составила 
0,7 ± 0,03. Индекс фиксации (F), являющийся 
мерой дифференциации популяции, составил 
0,001 ± 0,039, что указывает на низкую степень 
дифференциации внутри группы и генетиче-
скую однородность выборки по исследуемым 
нами локусам. Следует отметить, что F для 
локусов ETH10, TGLA126 и TGLA53 соста-
вил 0,128, 0,101 и 0,285 соответственно, что 
указывает на незначительный сдвиг в сторону 

Окончание таблицы 6

Выборка Маркер Аллель Частота (%)

Голштинский скот

BM1818 270 2
BM1824 172 0,4
BM2113 131 0,4

ETH3 139 0,4
ETH10 209 11,1

INRA023 198 0,8
SPS115 250 0,4
SPS115 258 0,4

TGLA227 99 5,6
TGLA53 154 1,6
TGLA53 176 2
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близкородственного скрещивания (дефицит 
гетерозигот).

Также нами были выявлены «приватные» 
аллели, которые могут характеризовать гене-
тическую структуру красного белорусского 
и голштинского скота. Так, высокочастотными 
«приватными» аллелями для красного скота 
являются TGLA53–170 (26,2%) и TGLA227–85 
(13,4%), в то же время для голштинского скота 
характерен аллель ETH10–209, уникальный 
для этой породы.

Таким образом, изучение генетической 
структуры пород молочного скота является 
важным элементом в современной племенной 
работе, которая направлена на оптимизацию 
генетического потенциала поголовья с учетом 
как селекционных целей, так и необходимости 
сохранения редких и специфических аллелей, 
характерных для красного белорусского и гол-
штинского скота отечественной селекции.

Исследование выполнено при частичной под-
держке грантов Белорусского республикан-
ского фонда фундаментальных исследований 
Б23РНФ-060 и Б23КУБ-02.
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Using 12 STR markers, the genetic polymorphism of the sampling of Belarusian aboriginal red cattle (101 heads) 
and Holstein cattle of Belarusian breeding (126 heads) was studied. Genetic differences between the samples of the 
Belarusian Red and Holstein cattle populations of domestic breeding were studied. It was found that in the Belarusian 
red cattle sampling, on average, there were 7.33 ± 0.71 alleles per locus (Na); the number of effective alleles (Ne) 
accounted for 3.76 ± 0.41. The observed heterozygosity (Ho), which is an indicator of population polymorphism and 
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Введение
Кофеин является одним из наиболее изу-

ченных и широко используемых эргогенных 
средств в спорте: около 75% профессио-
нальных спортсменов используют кофеин 
перед или во время соревнований, стремясь 
повысить результативность выступлений [1]. 
Его положительное влияние на физическую 
активность и выносливость, концентра-
цию и скорость реакции, уровень бодрости 
и устойчивость к утомлению неоднократно 
было подтверждено в многочисленных иссле-
дованиях. Оптимальный эффект кофеина 
обычно наблюдается при дозировках в диа-
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Персонализация нутритивной поддержки является ключевым фактором высоких спортивных результатов. 
Кофеин остается одним из наиболее распространенных эргогенных средств, однако его эффект существенно 
варьирует. Целью исследования явилась оценка вклада вариантов генов CYP1A1, CYP1A2, AHR и ADORA2A 
в индивидуальную реакцию на кофеин у спортсменов. Показано, что варианты rs2472297, rs762551 и rs4410790 
ассоциированы с ускорением реакции при физической нагрузке после приема кофеина, а вариант rs5751876, 
ассоциированный с повышенной тревожностью, продемонстрировал улучшение времени реакции при физиче-
ской нагрузке после приема кофеина, что, вероятно, отражает особенности нервной регуляции при адаптации 
к постоянным физическим нагрузкам. Генетическая модель скорости метаболизма кофеина показала высокую 
прогностическую точность (AUC = 0,92). Полученные результаты подтверждают целесообразность примене-
ния генетического тестирования при разработке персонализированных стратегий использования кофеина для 
оптимизации спортивной работоспособности.

Ключевые слова: кофеин, спортивная генетика, полиморфизм генов, CYP1A2, ADORA2A, AHR, время 
реакции.

Для цитирования: Генетические маркеры в персонализации приема кофеина для повышения скорости 
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пазоне 2–6 мг/кг массы тела при приеме за 
30–60 мин до тренировки или соревнований, 
что позволяет повысить выносливость в сред-
нем на 2–4% [2]. Эти цифры могут показаться 
скромными, однако в условиях современного 
спорта, среди всего прочего, они могут опре-
делять исходы соревнований.

Физиологическое действие кофеина обу-
словлено комплексом центральных и перифе-
рических механизмов. На уровне центральной 
нервной системы он выступает конкурентным 
антагонистом аденозиновых рецепторов A1 
и A2a, что приводит к повышению нейрональ-
ной возбудимости, улучшению концентрации 
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внимания и снижению субъективного воспри-
ятия усталости. Что касается периферического 
действия, то кофеин способствует мобилиза-
ции свободных жирных кислот, влияет на каль-
циевый обмен в мышечных клетках и повыша-
ет сократительную способность мышечных 
волокон [3]. После поступления в организм 
кофеин быстро всасывается и метаболизи-
руется преимущественно в печени с уча-
стием фермента CYP1A2, на долю которого 
приходится до 95% его биотрансформации. 
В результате образуются три активных метабо-
лита — параксантин, теобромин и теофиллин, 
каждый из которых вносит вклад в суммарный 
физиологический эффект.

Индивидуальный ответ на прием кофеина 
существенно различается у разных индивидов: 
у одних он вызывает выраженный прирост 
производительности, у других — отсутствие 
эффекта или даже снижение результативности. 
Эти различия обусловлены как фармакокине-
тикой (скоростью метаболизма), так и фарма-
кодинамикой (чувствительностью рецепто-
ров) [4]. Именно поэтому в последние годы 
активно развивается направление спортивной 
нутригеномики, изучающей влияние полимор-
физма генов на реакцию атлетов на различные 
нутриенты. В этом аспекте наибольший инте-
рес представляют полиморфные варианты 
генов CYP1A1, CYP1A2, гена-регулятора AHR 
и гена ADORA2A, ассоциированного с привы-
канием к кофеину и выраженностью физио-
логического ответа на его употребление [5].

Ген CYP1A2 кодирует основной фермент, 
катализирующий первичное деметилирование 
кофеина. Наиболее изученный полиморфный 
вариант rs762551 связывают с различиями 
в активности фермента. Аллель A ассоцииро-
ван с более высокой транскрипционной актив-
ностью гена. Это означает, что производится 
больше функционального фермента CYP1A2 
в печени. Следовательно, у носителей этого 
аллеля кофеин быстрее инактивируется (они 
являются «быстрыми» метаболизаторами). 
Аллель C, в свою очередь, связан с понижен-
ной транскрипционной активностью или сни-
женной стабильностью мРНК, что приводит 
к меньшему количеству функционального 
фермента или его пониженной активности. 
В результате скорость метаболизма кофеина 
замедляется (носители аллеля C являются 

«медленными» метаболизаторами) [6].
Ген AHR (aryl hydrocarbon receptor) кодиру-

ет арилгидрокарбоновый рецептор — белок, 
который функционирует как лиганд-акти-
вируемый транскрипционный фактор, кон-
тролирующий экспрессию ряда ферментов 
биотрансформации, включая CYP1A2. Акти-
вированный белок AHR связывается с регуля-
торными участками гена CYP1A2, стимулируя 
его транскрипцию и, как следствие, увеличи-
вая производство фермента CYP1A2 в печени. 
Вариант rs4410790 находится в регуляторной 
области AHR, может модифицировать струк-
туру самого гена и менять уровень экспрессии 
CYP1A2 и, следовательно, скорость метабо-
лизма кофеина [4].

Полиморфный вариант rs2472297 локали-
зован в межгенном пространстве, а именно 
между генами CYP1A1 и CYP1A2 (15q24.1). 
Считается, что rs2472297 функционирует как 
регуляторный элемент (энхансер или промо-
тор) гена CYP1A2 — основного фермента, 
метаболизирующего кофеин в печени. Аллель 
T связан с повышенной экспрессией активного 
фермента CYP1A2, что способствует ускорен-
ному выведению кофеина из организма.

Особое внимание уделяется гену ADORA2A, 
кодирующему аденозиновый рецептор A2а, 
который играет ключевую роль в реализации 
центральных эффектов кофеина. Полимор-
фный вариант rs5751876 (1976C > T) свя-
зан с индивидуальными различиями в чув-
ствительности к эффектам кофеина [4]. Для 
спортсменов это особенно важно, поскольку 
чрезмерная тревожность или нарушение кон-
центрации могут нивелировать потенциаль-
ный положительный эффект от приема кофе-
ина. Хотя точный функциональный механизм 
не всегда однозначен, ключевые гипотезы 
связывают этот вариант с изменением доступ-
ности (стабильность, плотность экспрессии 
на поверхности нейронов) и аффинности/
активности (незначительными структурными 
изменениями) рецепторов A2a [7].

Несмотря на очевидную биологическую 
значимость этих маркеров, эксперименталь-
ные исследования демонстрируют выражен-
ную неоднозначность результатов. Например, 
в отношении rs762551 одни исследования 
[8, 9] показывают, что эргогенный эффект 
кофеина в дозах 4–6 мг/кг более выражен 
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у «быстрых» метаболизаторов (носители 
генотипа A/A), в то время как другие рабо-
ты [10] не выявляют связи между генотипом 
и показателями мощности или выносливости. 
Подобная противоречивость характерна и для 
исследований ассоциации гена ADORA2A. 
Систематические обзоры указывают, что эта 
гетерогенность обусловлена множеством 
неучтенных факторов, включая различия 
в дозировках, времени приема, уровне под-
готовки спортсменов, а также недостаточную 
статистическую мощность выборок [11]. 
Кроме того, зачастую игнорируется полиген-
ный характер реакции (т. е. взаимодействие 
CYP1A2, AHR и ADORA2A) и такие важные 
составляющие, как привычное потребление 
кофеина и курение.

В связи с этим сохраняющаяся актуаль-
ность использования кофеина спортсме-
нами, в сочетании с противоречивостью 
имеющихся литературных данных, требует 
более глубокого и комплексного подхода 
при включении его в схему фармакологиче-
ского обеспечения спортивной подготовки. 
Целью настоящей работы является оценка 
ассоциации полиморфных вариантов генов 
CYP1A1 (rs2472297), CYP1A2 (rs762551), AHR 
(rs4410790) и ADORA2A (rs5751876) с объек-
тивными показателями психофизиологической 
реакции и производительности у спортсменов 
циклических видов спорта.

В рамках поставленной цели ключевой про-
блемой исследования являлось определение 
того, как исследуемые генетические локусы 
влияют на спортивные показатели. Было необ-
ходимо установить распределение генотипов 
и оценить, как каждый из них, а также их 
аллельные комбинации, влияют на показатели 
времени реакции после физической нагрузки 
с приемом кофеина. Особое внимание уделя-
лось выявлению таких полигенных комби-
наций, которые могут либо усиливать, либо, 
наоборот, ослаблять ожидаемый эргогенный 
эффект кофеина, что позволит перейти от 
оценки одиночных маркеров к пониманию 
комплексной генетической детерминации 
спортивного ответа.

Материалы и методы
Когорта исследования
В кросс-секционное исследование с функци-

ональным тестированием и генотипировани-
ем были включены спортсмены циклических 
видов, мужского и женского пола в возрасте 
18 лет и старше. Общая когорта составила 
104 человека, соответствующих критериям 
включения и подписавших информированное 
согласие участника и согласие на обработку 
персональных данных.

Исследование было рассмотрено и утверж-
дено на заседании комитета по биоэтике Госу-
дарственного научного учреждения «Институт 
генетики и цитологии Национальной акаде-
мии наук Беларуси» (протокол заседания от 
08.06.2021 № 2).
Молекулярно-генетическое исследование 
В качестве биологического материала 

использовали ДНК, выделенную из лейкоци-
тов крови. Выделение ДНК осуществлялось 
на многофункциональной автоматической 
станции Eppendorf epMotion 5075 с исполь-
зованием наборов реагентов для выделения 
нуклеиновых кислот на магнитных части-
цах «Арт НК Магнит» (ООО «АртБиоТех», 
Беларусь) в соответствии с инструкцией про-
изводителя. Концентрация и чистота выде-
ленной ДНК оценивалась на флуориметре 
Qubit, при этом минимально допустимой для 
анализа считалась концентрация 5 нг/мкл. 
Для сохранения образцов использовались 
рекомендованные режимы: при температуре 
+2…+8 °C до 35 суток, при температуре −16 °C 
и ниже — для более длительного хранения.

Генотипирование выполняли методом поли-
меразной цепной реакции в режиме реального 
времени с использованием специфических 
праймеров и зондов, меченных флуорофора-
ми. В исследование были включены полимор-
фные варианты генов, играющих ключевую 
роль в метаболизме кофеина и чувствитель-
ности к нему: CYP1A2 (rs762551), CYP1A1 
(rs2472297), AHR (rs4410790) и ADORA2A 
(rs5751876). Реакции ставились в объеме 
10 мкл на системе Bio-Rad CFX96. Для каж-
дого из исследуемых локусов были подобра-
ны оптимальные температурно-временные 
условия амплификации, а также определены 
пороговые значения флуоресценции каналов 
FAM и ROX, по которым проводилась интер-
претация результатов. Для обеспечения досто-
верности анализа использовались отрицатель-
ные и положительные контрольные образцы.



68 И. И. Саванович и др. Генетические маркеры в персонализации...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 39, 2025 г.

Функциональное тестирование
Функциональное тестирование включало 

оценку среднего времени реакции спортсме-
нов в трех состояниях: в покое, после физи-
ческой нагрузки без приема кофеина и после 
нагрузки с приемом кофеина в стандартной 
дозе. Измерения проводились с учетом фар-
макокинетики вещества (пик биодоступно-
сти через 30–45 мин, период полувыведения 
3–5 ч). Время реакции регистрировалось 
с использованием специализированного зри-
тельно-моторного анализатора и компьютер-
ной программы, фиксирующей интервал от 
подачи зрительного сигнала до моторного 
ответа (нажатия кнопки). Измерялись три 
типа реакций: простая зрительно-моторная, 
реакция различения и реакция на движущий-
ся объект (РДО). Показатели выражались 
в миллисекундах. Для РДО диапазон от −20 
до +50 мс рассматривался как отражающий 
сбалансированность процессов возбуждения и 
торможения. Изменение времени реакции (ΔtР) 
рассчитывалось для оценки эффекта физиче-
ской нагрузки и кофеина.
Статистическая обработка
Вся статистическая обработка результа-

тов и построение графиков осуществлялись 
с использованием языка программирования R 
(http://r-project.org). Для оценки различий меж-
ду количественными и качественными пока-
зателями индивидов использовали линейную 
и логистическую регрессии соответственно. 

Кроме того, проводился анализ гаплотипов 
с оценкой их частоты и связи с изменением 
времени реакции. 
ROC-анализ
Для ROC-анализа с расчетом AUC, чувстви-

тельности и специфичности в качестве бинар-
ного исхода рассматривалась вероятность 
положительного ответа на кофеин. Различия 
между группами считались статистически 
значимыми при p <0,05.

Результаты и их обсуждение
В исследовании были проанализированы 

полиморфные варианты генов, участвующих 
в метаболизме кофеина: CYP1A1 (rs2472297), 
CYP1A2  ( rs762551),  AHR  ( rs4410790) 
и ADORA2A (rs5751876). Анализ среднего зна-
чения времени реакции на движущийся объект 
(tР), измеренного в состоянии покоя, а также 
после физической нагрузки без употребления 
кофеина, не выявил статистически достовер-
ной ассоциации ни для одного из исследован-
ных локусов (табл. 1, представлены значения 
для указанного генотипа относительно рефе-
ренсного генотипа). Это указывает на то, что 
данные генетические маркеры не оказывают 
значимого влияния на базовую скорость психо-
моторной реакции или ее ухудшение, вызван-
ное только физической усталостью.

Однако после приема кофеина анализ абсо-
лютных показателей среднего значения tР выя-
вил статистически значимую ассоциацию для 

Таблица 1
Показатели среднего времени реакции на движущийся объект (tР)

Ген, 
вариант Генотип

после нагрузки без употребления 
кофеина

после нагрузки с употреблением 
кофеина

tР , мс (95% ДИ) p tР , мс (95% ДИ) p

CYP1A1 
rs2472297 A/A −4,5 (−21,2…12,2) 0,86 1,6 (−15,3…18,5) 0,78

CYP1A2
rs762551 T/T 11,7 (−15,1…38,5) 0,7 −5,6 (−34,6…23,5) 0,37

AHR
rs4410790 G/G 5,9 (−14,0…25,8) 0,38 23,6 (2,4…44,8)

21,8 (1,9…41,6)*
0,11

0,038

ADORA2A 
rs5751876 T/T −13,3 (−30,9…4,3) 0,26 −25,3 (−47,4…−3,2) 0,022

Примечание. * — рецессивная модель наследования рассчитана для генотипов T/T + G/T vs. G/G
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двух полиморфных вариантов (табл. 1). Для 
варианта AHR rs4410790 установлена ассоци-
ация для рецессивной модели наследования: 
носители генотипа G/G имели достоверное 
увеличение tР по сравнению с носителями 
генотипов T/T + G/T (разница 21,8 мс; 95% 
ДИ 1,9–41,7; p = 0,038). Поскольку продукт 
гена AHR регулирует количество фермента 
CYP1A2, данное наблюдение может указывать 
на то, что генотип G/G ассоциирован с менее 
эффективным метаболизмом кофеина, приводя 
к более длительному присутствию активных 
метаболитов в крови и, возможно, их влиянию 
на психомоторные функции.

Для полиморфного варианта rs5751876 гена 
ADORA2A выявлена статистически значимая 
ассоциация для общей модели наследования. 
Среди носителей генотипа T/T было выяв-
лено значимое сокращение tР (−25,3 мс; 95% 
ДИ −47,4…−3,2; p = 0,022). Этот генотип 
ассоциирован с высокой чувствительностью 
к кофеину, что в данном случае привело 
к наиболее выраженному стимулирующему 
эффекту, проявляющемуся в ускорении вре-
мени реакции. Такое направление эффекта 
можно рассматривать как физиологически 
правдоподобное, но требующее дальнейшего 
подтверждения. Предположительно, данное 
расхождение можно объяснить тем, что регу-
лярная физическая тренировка сопровожда-
ется снижением тонуса аденозинергической 
системы и более эффективной регуляцией ней-
ротрансмиттеров, в связи с чем кофеин может 
не вызывать типичных проявлений тревожно-

сти, а напротив обеспечивать оптимальный 
уровень нейрональной активации, улучшая 
когнитивную скорость реакции на стимулы. 
Кроме того, известно, что проявления «гипер-
чувствительности» у носителей T/T-генотипов 
чаще возникают при высоких дозах кофеина 
(>5–6 мг/кг массы тела), тогда как в данном 
исследовании использовалась умеренная доза 
(около 3 мг/кг).

Для полиморфных вариантов генов цитохро-
ма P450 не было выявлено статистически зна-
чимой ассоциации, однако носители генотипа 
Т/Т варианта CYP1A2 rs762551 имеют тенден-
цию к улучшению tР после приема кофеина, 
что соответствует гипотезе о более быстром 
метаболизме и снижении риска неблагопри-
ятных эффектов у этой группы исследуемых.

Для точной оценки вклада генетических 
факторов в эффективность метаболизма кофе-
ина был проведен анализ разницы средних 
значений времени реакции (ΔtР) между состо-
янием после нагрузки с кофеином и исходным 
состоянием (без нагрузки, табл. 2). Данный 
показатель отражает чистый эффект воздей-
ствия кофеина, исключая влияние базовой 
психомоторной скорости.

Для полиморфного варианта CYP1A2 
rs762551 обнаружена статистически значи-
мая ассоциация генотипа T/T с максималь-
ным улучшением ΔtР (β = −28,7; 95% ДИ 
−55,8…−1,7, p = 0,03). Этот результат пол-
ностью соответствует классической моде-
ли: быстрый метаболизм кофеина позволяет 
быстро достичь пика его действия и мини-

Таблица 2
Показатели разницы средних значений времени реакции (Δ tР) после нагрузки с кофеином и 

исходным состоянием

Ген, 
вариант ΔtР , нагрузка без кофеина, мс p ΔtР , нагрузка с кофеином, мс p

CYP1A1  
rs2472297 A/A, β = 4,9 (−11,9…21,8) 0,69 A/A, β = −12,7 (−24,3…−1,1) 0,03

CYP1A2
rs762551 T/T, β = −3,8 (−17,5…9,8) 0,21 T/T, β = −28,7 (−55,8…−1,7) 0,03

AHR
rs4410790 G/G, β = −3,5 (−23,1…16,0) 0,89 G/G, β = 17,7 (−0,2…35,6) 0,089

ADORA2A 
rs5751876 T/T, β = 0,5 (−17,9…19,0) 0,85 T/T, β = −4,5 (−24,8…15,8) 0,81
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мизировать риск накопления, который может 
проявиться в форме тревожности или тремора. 
Аналогичные эффекты были получены в дру-
гих исследованиях — например, у быстрых 
метаболизаторов (генотип Т/Т) кофеин улуч-
шал результаты на 10–40 км велоэргометрии, 
тогда как у медленных метаболизаторов (C/C) 
он мог даже ухудшать показатели [9].

Менее выраженная зависимость установ-
лена для полиморфного варианта CYP1A1 
rs2472297 — среди носителей генотипа А/А, 

Рис. 1. Распределение ΔtР после нагрузки и употребления кофеина в зависимости от генотипа по вариантам 
CYP1A1 rs2472297 (А) и CYP1A2 rs762551 (Б)

ΔtР была также статистически значимо ниже 
по сравнению с носителями референсного 
генотипа G/G (β = −12,7; 95% ДИ −24,3…−1,1, 
p = 0,03).

Анализ чистого эргогенного эффекта кофе-
ина (разница показателей после нагрузки 
с кофеином относительно исходного состоя-
ния) позволил установить четкую ген-дозовую 
зависимость для локусов CYP1A1 rs2472297 
(рис. 1А) и CYP1A2 rs762551 (рис. 1Б).

Этот эффект проявляется в том, что вели-

чина ΔtР находится в прямой зависимости 
от количества «быстрых» аллелей метабо-
лизма кофеина, присутствующих в генотипе 
атлета. Носители гомозиготных генотипов, 
ассоциированных с быстрым метаболизмом 
(rs2472297 A/A и rs762551 T/T), демонстри-
ровали максимальное значение ускорения 
времени реакции, носители альтернативных 
гомозиготных генотипов G/G и С/С показы-
вали минимальный эффект, а гетерозиготные 
генотипы для обоих локусов обеспечивали 
промежуточный показатель ответа. Наличие 
классической модели наследуемости служит 
дополнительным сильным функциональным 
доказательством того, что полиморфные 
варианты оказывают существенное влияние 
на активность фермента CYP1A2 и, следова-
тельно, на скорость выведения кофеина, что 
в итоге определяет интенсивность его психо-
стимулирующего действия.

Отдельный интерес представляют результа-

ты анализа аллельных комбинаций (гаплоти-
пов), что позволяет проводить комплексную 
интерпретацию сразу по четырем генетиче-
ским маркерам (рис. 2).

Рис. 2. Влияние аллельных комбинаций генов CYP1A1-
CYP1A2-AHR-ADORA2A на изменение времени реакции 

после приема кофеина.

А Б
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Всего выявлено 11 сочетаний аллелей 
с частотой встречаемости выше 3%, часть из 
которых достоверно влияла на показатели вре-
мени реакции. Так, гаплотип G-C-T-T был свя-
зан с увеличением времени реакции на 23,9 мс 
(p = 0,0036), а гаплотип G-C-G-C — на 17,8 мс 
(p = 0,031). Выраженные статистически зна-
чимые ассоциации наблюдаются также для 
комбинаций G-T-T-C (p = 0,0076) и A-C-G-C 
(p = 0,017), демонстрирующих увеличение 
времени реакции в среднем на 23,6–27,7 мс. 
При этом для полиморфного варианта AHR 
rs4410790, индивидуально демонстрировав-
шего лишь пограничную значимость, при уче-
те гаплотипов его влияние усиливалось. Эти 
результаты показывают, что эффект кофеина 
определяется не одним локусом, а комбина-
цией нескольких, регулирующих как фармако-
кинетику, так и фармакодинамику, что в целом 
согласуется с представлениями о полигенной 
природе фармакогенетического ответа [12] 
и позволяет сформировать индивидуальный 
профиль ответа спортсмена.

Анализ вклада отдельных вариантов генов, 
связанных с метаболизмом кофеина, в феноти-
пический ответ показал, что различия между 
генотипами обладают очень высокой величи-
ной эффекта для трех изученных маркеров, что 
свидетельствует об их потенциальной клини-
ческой или физиологической значимости. Так, 
для гена CYP1A1 величина эффекта Cohen’s 
d составила ≈1,14 (высокая), для гена CYP1A2 
d ≈1,63 (очень высокая), для гена ADORA2A 
d ≈1,11 (высокая).

Для оценки диагностической и прогности-
ческой значимости совокупности выявлен-
ных генетических маркеров AHR rs4410790, 
CYP1A1 rs2472297, CYP1A2 rs762551, ассо-
циированных со скоростью метаболизма 
кофеина, был проведен ROC-анализ (рис. 3). 
Полиморфный вариант ADORA2A rs5751876 
был исключен, поскольку он ассоциирован 
преимущественно не со скоростью метаболиз-
ма, а с чувствительностью к кофеину.

Модель оценки скорости метаболизма 
кофеина обладает высокой прогностической 
ценностью (AUC = 0,917; 95% ДИ 0,87–0,96), 
а также характеризуется высоким уров-
нем чувствительности (98,4%) при средней 
специфичности (75,7%) и высокой общей 
точности классификации (90,1%). Средняя 

специфичность свидетельствует о том, что 
при выбранном оптимальном пороге модель 
практически безошибочно определяет лиц 
с быстрым метаболизмом (чувствительность 
≈98%), однако часть индивидов со средним 
и медленным типами метаболизма (~24%) 
может быть ошибочно классифицирована 
как «быстрые». Включение дополнительных 
генетических маркеров, вероятно, позволит 
еще больше повысить ее прогностическую 
ценность и специфичность.

Заключение
Полученные результаты однозначно под-

тверждают, что генетический профиль спор-
тсмена оказывает значимое влияние на реак-
цию организма при приеме кофеина, которая 
носит полигенный характер. Полиморфные 
варианты генов, связанные с метаболизмом 
кофеина (CYP1A1, CYP1A2, AHR) и чувстви-
тельностью к нему (ADORA2A), не влияют на 
базовую психомоторную реакцию, но опреде-
ляют индивидуальный психофизиологический 
ответ на прием кофеина. Исследование вносит 
вклад в понимание комплексного взаимодей-
ствия генов метаболизма и чувствительности 
к кофеину, что критически важно для разра-
ботки научно обоснованных и персонализи-

Рис. 3. ROC-кривая, характеризующая предсказатель-
ную способность скорости метаболизма кофеина по 
маркерам AHR rs4410790, CYP1A1 rs2472297 и CYP1A2 

rs762551
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рованных рекомендаций по использованию 
кофеина в спорте, обеспечивая максималь-
ный эргогенный эффект при одновременной 
минимизации рисков побочных эффектов. 
Включение генетического тестирования при 
составлении плана фармакологического обе-
спечения спортивной подготовки позволит 
минимизировать риски побочных эффектов 
и повысить эффективность подготовки.
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Введение
Микросателлитные повторы составляют 

около 3% человеческого генома и представ-
ляют собой участки повторяющихся олигону-
клеотидных мотивов или тандемных повторов. 
Микросателлиты состоят из 5–30 повторов, 
каждый из которых содержит 1–13 нуклео-
тидов, из-за чего их еще называют коротки-
ми тандемными повторами (Short Tandem 
Repeat — STR) [1]. Они распространены по 
всему геному и расположены чаще всего 
в нетранскрибируемых и нетранслируемых 

Н. В. Никитченко1, И. Ю. Бакутенко1, А. М. Чичко2, Е. В. Сечко2, Н. И. Рябоконь1

МИКРОСАТЕЛЛИТНЫЕ ЛОКУСЫ ГЕНОВ PSMA6, 
FAM177A1 И PRORP КАК ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МАРКЕРЫ 

ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТИ К РАЗВИТИЮ ВОСПАЛИТЕЛЬНОГО 
ПРОЦЕССА РАЗЛИЧНОЙ ЭТИОЛОГИИ В СУСТАВАХ У ДЕТЕЙ
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У педиатрических пациентов с воспалительным процессом в суставах различной этиологии, а именно с диа-
гнозом ювенильный идиопатический артрит (ЮИА) и с суставным синдромом без аутоиммунной этиологии, а 
также в группе клинического контроля (без аутоиммунных и хронических воспалительных заболеваний) прове-
дено генотипирование полиморфизма хромосомной области 14q13.2–14q13 по пяти микросателлитным локусам 
генов PSMA6, FAM177A1 и PRORP: HSMS006 (TG)n, HSMS602 (CAA)n(A)m, HSMS701 (AC)5AT(AC)n, HSMS702 
(TG)n и HSMS801 (CA)n. При анализе частот полиморфных микросателлитных повторов у пациентов с воспале-
нием суставов различной этиологии по сравнению с контролем было выделено пять аллелей генов FAM177A1 
и PRORP: 170 п. н. HSMS602, 138 п. н. HSMS701, 124 п. н. HSMS702, 137 и 151 п. н. HSMS801, — которые 
ассоциированы с риском воспаления суставов в детском возрасте. Сравнительный анализ групп с ЮИА и су-
ставным синдромом не аутоиммунной этиологии позволил обнаружить еще один аллель гена PSMA6 (189 п. н. 
HSMS006), который связан с риском ЮИА и, таким образом, возможно, с возникновением аутоиммунной ком-
поненты при воспалении суставов у детей.

Ключевые слова: микросателлитные локусы, гены PSMA6, FAM177A1 и PRORP, суставной синдром, 
ювенильный идиопатический артрит, воспалительный процесс, фрагментный анализ.
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участках, в то же время являются важными 
компонентами последовательностей, регу-
лирующих экспрессию генов: энхансеров, 
сайленсеров и инсуляторов. Микросателлиты 
также вовлечены в ряд других процессов, про-
текающих в клетке: в альтернативный сплай-
синг, рекомбинацию и репарацию ДНК. Таким 
образом, очевидно, что микросателлиты при-
частны к различным аспектам функциониро-
вания генома. Изучение этих процессов важно 
для понимания механизмов регуляции генов 
и их роли в развитии различных патологий. 
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Известно, что микросателлиты вовлечены 
в патогенез около 50 заболеваний человека, 
большинство из которых являются тяжелыми 
дегенеративными [2].

Основу полиморфизма микросателлитов 
составляют различия в числе повторяющихся 
единиц. Показано, что большинство микро-
сателлитов, ассоциированных с патологиями 
у человека (саркоидоз, болезнь Альцгеймера, 
диабет 1-го и 2-го типов и т. д.), располагают-
ся в генах, кодирующих ферменты; при этом 
во многих случаях прослеживается влияние 
длины микросателлита на функции гена [3]. 
В некоторых случаях патологическое уве-
личение количества нуклеотидных повто-
ров в нестабильных участках генома может 
приводить к развитию болезней экспансии 
нуклеотидных повторов. Эти заболевания 
обусловлены нарушением функции протеи-
нов, и наиболее известными из них являются 
спинальная и бульбарная мышечная атрофия 
(болезнь Кеннеди), а также синдром ломкой 
Х-хромосомы (синдром Мартина – Белл). 
В целом, в настоящее время обнаружено более 
30 патологий, характеризующихся экспансией 
нуклеотидных повторов [2, 4].

T. Sjakste с соавторами установлена ассоци-
ация микросателлитных повторов в отдельных 
локусах слабоизученной хромосомной обла-
сти 14q13.2–14q13 с гипертиреозом (болезнь 
Базедова) [5] и ювенильным идиопатическим 
артритом (ЮИА) [6] в латвийской популя-
ции, а также диабетом 2-го типа в латвийской 
и финской популяциях [7], что делает иссле-
дования в данном направлении многообеща-
ющими. В указанной хромосомной области 
авторами изучались пять микросателлитных 
локусов трех генов: протеасомного гена 
PSMA6 (Proteasome Subunit Alpha Type 6) 
и прилегающих к нему генов FAM177A1 
(Family With Sequence Similarity 177 Member 
A1, также известный как C14orf24) и PRORP 
(Protein Only RNase P Catalytic Subunit, извест-
ный как KIAA0391). 

Ген FAM177A1 кодирует белок, участву-
ющий в ингибировании сигнального пути 
интерлейкина-1β (IL-1β), мощного провоспа-
лительного цитокина [8].

Ген PRORP кодирует каталитическую субъ-
единицу митохондриальной РНКазы P, необ-
ходимую для процессинга митохондриальных 

тРНК и, следовательно, для нормальной функ-
ции митохондрий [9, 10]. Митохондриальный 
биогенез зависит как от ядерного, так и от 
митохондриального генома, и дисбаланс в их 
экспрессии может привести к врожденным 
ошибкам метаболизма, воспалению и старе-
нию [11]. Hong с соавторами провели метаа-
нализ ассоциаций по всему геному и выявили 
более 241 локуса восприимчивости к воспа-
лительным заболеваниям кишечника, а также 
идентифицировали новые ассоциации, в част-
ности, rs57275892 в новом локусе PRORP/
PSMA6 [12].

Ген PSMA6 отвечает за синтез субъединицы 
альфа 6 протеасомы 20S. Протеасома — это 
многобелковый комплекс, предназначенный 
для разрушения дефектных или короткожи-
вущих белков в клетке и, таким образом, для 
сохранения клеточного гомеостаза. Это круп-
номолекулярная мультикаталитическая проте-
аза, которая способна гидролизовать белки до 
более мелких пептидов как по убиквитинза-
висимому, так и по убиквитин-независимому 
механизму [13]. В работе Wang J. с соавто-
рами [14] описывается повышенная концен-
трация протеасом при отдельных систем-
ных аутоиммунных заболеваниях, таких как 
системная красная волчанка и ревматоидный 
артрит, связывая это с усилением симптомов. 
Авторы объясняют это наблюдение вовлечен-
ностью протеасом в регуляцию активации 
NF-κB — антиапоптотического и провоспа-
лительного регулятора экспрессии цитокинов, 
которые играют важные роли в развитии вос-
палительных и аутоиммунных заболеваний.

Имеющиеся данные [8–14] дали нам осно-
вание предполагать, что нестабильность 
микросателлитных повторов хромосомной 
области 14q13.2–14q13 может быть связана 
с различными воспалительными процесса-
ми соединительной ткани, включая суставы. 
Воспаление суставов (суставной синдром) 
в детском возрасте является симптомом ряда 
заболеваний, включая неспецифические 
артриты, артралгию, реактивную артропатию, 
синовиит, ЮИА и другие. В целом генетиче-
ская природа воспаления суставов слабо изу-
чена, что объясняется вовлечением большого 
числа генов в возникновение воспалительной 
реакции и в патогенез перечисленных заболе-
ваний [15].
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Целью представленной работы был поиск 
связи между микросателлитной изменчи-
востью хромосомной области 14q13.2–
14q13, включающей гены PSMA6, FAM177A1 
и PRORP, и воспалительными заболеваниями 
суставов у детей.

Материалы и методы
Участники исследования
Исследование проводилось в соответствии 

с этическими принципами Хельсинкской де-
кларации. Оно одобрено комитетом по этике 
учреждения здравоохранения «2-я городская 
детская клиническая больница» (г. Минск), 
являющегося клинической базой 1-й кафедры 
детских болезней учреждения образования 
«Белорусский государственный медицинский 
университет». Пациенты были включены в ис-
следование при прохождении ими терапии 
в 2012–2021 гг. в учреждении здравоохранения 
«2-я городская детская клиническая больни-
ца» после подписания добровольного инфор-
мированного согласия на участие в научных 
исследованиях. За пациентов в возрасте до 16 
лет информированное согласие подписали их 
родители.

Общее количество участников исследова-
ния составило 663 человека в возрасте от 1 
года до 17 лет, которые были включены в раз-
личные группы исследования в соответствии 
с диагнозом. Из них 368 человек без аутоим-
мунных и хронических воспалительных за-
болеваний составили группу клинического 
контроля, 182 пациента вошли в группу с си-
стемным аутоиммунным ревматическим забо-

леванием, а именно с диагнозом ювенильный 
идиопатический артрит (ЮИА), и 113 чело-
век — с суставным синдромом без аутоим-
мунной этиологии. Среди пациентов с ЮИА 
преобладающим диагнозом (более 50%) был 
олигоартрит (М08.4 в соответствии с Между-
народной классификацией болезней МКБ-10), 
а в группе с суставным синдромом — артрит 
неуточненный (М13.9). Воспалительный про-
цесс у большинства пациентов в основных 
группах исследования затрагивал один или 
несколько (до трех) суставов.

Базовые демографические характеристики 
групп исследования представлены в таблице 1. 
Распределение по возрасту и полу в группах ис-
следования соответствовало демографическим 
характеристикам этих заболеваний в белорус-
ской популяции (неопубликованные данные).
Выделение и исследование ДНК
Геномную ДНК выделяли из образцов пе-

риферической цельной крови стандартным 
фенол-хлороформным методом.

Генотипирование образцов ДНК проведе-
но в хромосомной области 14q13.2-14q13 по 
пяти микросателлитным локусам: HSMS006 
(TG)n гена PSMA6; HSMS602 (CAA)n(A)m гена 
FAM177A1; HSMS701 (AC)5AT(AC)n, HSMS702 
(TG)n и HSMS801 (CA)n гена PRORP. Геноти-
пирование основано на амплификации участ-
ков ДНК с последующей проверкой наличия 
продуктов ПЦР путем электрофореза в 1%-ом 
агарозном геле и на фрагментном анализе 
ПЦР-продуктов. Использованы праймеры 
с флуоресцентными метками и следующие 
условия амплификации, подробно описанные 

Таблица 1
Демографические характеристики групп исследования

Группы исследования
Число 

пациентов, 
n (%)

Пол, м / ж,
n (%)

Возраст на момент обследования, годы
Среднее значение ± стандартное 

отклонение

Контроль клинический 368 (55,51) 205 / 163 
(55,7 / 44,3) 14 ± 2,48

Ювенильный идиопатический артрит 182 (27,45) 66 / 116 
(36,3 / 63,7) 9 ± 4,95

Суставной синдром без аутоиммунной 
этиологии 113 (17,04) 63 / 50 

(55,8 / 44,2) 9 ± 5,16

Все участники исследования 663 (100,0) 334 / 329 
(50,4 / 49,6) 12 ± 4,66
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в работе [5]: денатурация при 94 °С в течение 
5 мин; 35 циклов амплификации — 30 сек де-
натурации при 94 °С; 30 сек отжига при 55 °С 
(60 °С для HSMS006); 30 сек элонгация при 
72 °С, 10 мин при 72 °С; охлаждение до 4 °С.

Фрагментный анализ продуктов амплифи-
кации проводился методом автоматического 
капиллярного электрофореза с полихромным 
лазерным сканированием на анализаторе «ABI 
PRISM 3500» (Applied Biosystems, США); ис-
пользовались капилляры длиной 50 см и 7%-й 
раствор полимера POP-7 (Applied Biosystems). 

Подготовка реакционной смеси выполнялась 
в соответствии с инструкцией фирмы-произ-
водителя генетического анализатора.

Анализ длины фрагментов проводился с по-
мощью пакета программ GeneMapper v.4.1 
(Microsatellite Analysis Getting Started Guide). 
Для каждого микросателлитного локуса выби-
рались один или два пика с максимальной кон-
центрацией фрагментов, свидетельствующих 
соответственно о гомозиготном или гетеро-
зиготном состоянии микросателлита (рис. 1).

Уточнение длины фрагментов выполнено 

Рис. 1. Пример электрофореграмм исследуемых микросателлитных локусов HSMS702, HSMS701, HSMS801, 
HSMS602 и HSMS006 с указанием стрелками фрагментов, имеющих максимальную концентрацию (пик): 
одиночная стрелка — один пик при гомозиготном состоянии, двойная стрелка — два пика при гетерозиготном 

состоянии микросателлита

на том же приборе путем секвенирования по 
Сэнгеру выбранных образцов ДНК, получен-
ных от гомозиготных особей. Пример секве-
нограммы представлен на рис. 2.
Статистический анализ
Статистическую обработку данных про-

водили с использованием пакетов программ 

STATISTICA 7.0 (Statsoft), MS Excel 2010. Об 
ассоциации аллелей с заболеванием судили 
по величине показателя отношения шансов 
(OR — odd ratio) и 95% доверительного ин-
тервала (95% CI — 95% confidence interval). 
Различия считались статистически значимы-
ми при p <0,05.

Рис. 2. Фрагмент секвенограммы микросателлитного локуса HSMS702, содержащего 12 TG повторов, при 
использовании прямого (верхний рисунок) и обратного праймеров (нижний рисунок)
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Результаты и обсуждения
Проведенные исследования показали, что 

диапазон длин микросателлитных локусов на 
исследуемом хромосомном участке 14q13.2–
14q13 у детей белорусской популяции был сле-
дующим: 171–195 п. н. HSMS006 (диапазон по-
второв (TG)15–(TG)26), 166–177 п. н. HSMS602 
((CAA)7(A)6–(CAA)10(A)8), 126–142 п. н. 
HSMS701 ((AC)5AT(AC)14–(AC)5AT(AC)22), 
124–150 п. н. HSMS702 ((TG)12–(TG)24) и 129–
155 п. н. HSMS801 ((CA)11–(CA)24). При этом 
обнаружена высокая вариабельность поли-
морфных аллелей каждого микросателлитного 
локуса: в среднем около 10 аллелей на локус 
в каждой группе исследования, — что харак-
терно для микросателлитов в целом и соот-
ветствует известным литературным данным 
по этому хромосомному участку в латвийской 
и финской популяциях [3, 5–7].

Полный перечень аллелей в нашем исследо-
вании был следующий: 

171, 173, 175, 177, 179, 181, 183, 185, 187, 
189, 191, 193 и 195 п. н. HSMS006; 

166, 167, 168, 169, 170, 171, 174 и 177 п. н. 
HSMS602; 

126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140 и 142 п. н. 
HSMS701; 

124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 142, 
144, 148 и 150 п. н. HSMS702; 

129, 131, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 145, 
147, 149, 151, 153 и 155 п. н. HSMS801.

Сравнительный анализ частот встречаемых 
аллелей между исследуемыми группами па-
циентов выявил несколько особенностей. Так, 
из всего разнообразия обнаруженных аллелей 
было отмечено восемь (табл. 2), которые име-
ли значимо более высокие или низкие частоты 
при суставном синдроме и/или при ЮИА по 
сравнению с группой клинического контроля. 
При этом существенные различия между груп-
пами с ЮИА и суставным синдромом отсут-
ствовали. Это позволило объединить данные 
этих групп по 7 (из 8) аллелям, которые имели 
тенденции в одном направлении (протектив-
ные или рисковые), и тем самым повысить 
статистическую значимость для большин-
ства полученных результатов в объединенной 
группе, которая имеет одну общую составля-
ющую — воспаление суставов. Таким обра-
зом, были выявлены семь микросателлитных 
аллелей (табл. 2), которые с высокими уров-

нями значимости (от 0,006 и менее) были ас-
социированы с воспалительным процессом 
суставов различной этиологии. При этом 
пять аллелей: 170 п. н. HSMS602, 138 п. н. 
HSMS701, 124 п. н. HSMS702, 137 и 151 п. н. 
HSMS801 — были связаны с повышенным ри-
ском, и только два аллеля: 167 п. н. HSMS602 
и 136 п. н. HSMS701 — имели протективное 
значение по отношению к воспалению суста-
вов у детей.

В отличие от перечисленных аллелей, пред-
ставленных в табл. 2, один аллель 130 п. н. 
HSMS702 показал свое протективное значе-
ние в отношении ЮИА (OR = 0,26 [0,08–0,86], 
р = 0,019), но не в группе суставного синдрома 
без аутоиммунной этиологии, что не позво-
лило объединить эти данные в одну группу 
и, скорее всего, указывает на связь этого ал-
леля только с ЮИА. Однако низкая часто-
та встречаемости этого аллеля у пациентов 
с ЮИА требует подтверждения полученных 
результатов на большей выборке пациентов.

Кроме того, было обнаружено два алле-
ля (табл. 3): 189 п. н. HSMS006 и 141 п. н. 
HSMS801, — частота которых значимо 
(p <0,05) отличалась у пациентов с аутоим-
мунным ревматическим заболеванием ЮИА 
по сравнению с суставным синдромом без 
аутоиммунной компоненты. Частота аллеля 
189 п. н. HSMS006 была существенно выше 
в группе с ЮИА. Эти данные, по-видимому, 
указывают на связь аллеля 189 п. н. HSMS006 
с возникновением аутоиммунной реакции при 
воспалительном процессе в суставах и на то, 
что он может быть использован в качестве 
маркера повышенного риска возникновения 
ЮИА у пациентов с выявленным суставным 
синдромом. И наоборот, в отношении аллеля 
141 п. н. HSMS801, показавшего протективное 
действие как по сравнению с суставным син-
дромом (табл. 3), так и с клиническим контро-
лем (OR = 0,32 [0,17–0,62], p = 0,0022), можно 
предположить его использование в качестве 
маркера пониженного риска ЮИА (табл. 3).

Микросателлитные повторы (TG)n HSMS006 
расположены в интроне 6 протеасомного гена 
PSMA6, и их связь с аутоиммунными заболе-
ваниями (гипертиреозом, диабетом 2-го типа 
и ЮИА) была установлена в латвийской и ча-
стично финской популяциях [3, 5, 6]. В наших 
предыдущих работах было выявлено, что гено-
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тип G/C rs1048990 гена PSMA6 ассоциирован 
с риском возникновения ЮИА в целом, осо-
бенно у девочек, а также с олигоартикулярной 
формой ЮИА (или олигоартритом) в  частно-
сти [16, 17]. Эти данные подтверждают нали-
чие тесной связи между изменчивостью гена 
PSMA6 и риском возникновения аутоиммун-
ной реакции в различных органах.

Существует предположение о влия-
нии полиморфной изменчивости (длины) 
микросателлитных повторов протеасомного 
гена PSMA6 на функциональную активность 
самого гена и, соответственно, на предраспо-
ложенность к патологии [3]. Одним из возмож-
ных механизмов его участия в воспалительных 
и аутоиммунных реакциях допускается регуля-
ция активности фактора транскрипции NF-κB, 
играющего ключевые роли в этих реакциях. 
Активная форма NF-κВ представляет собой 
гетеродимер, состоящий из субъединицы р65 
и субъединицы р50. Последняя представле-
на в цитозоле клетки в неактивной форме, 
а именно р105, полипептидного предшествен-
ника р50. Кроме того, преобразованные р50 
и р65 поддерживаются в цитозоле в виде не-
активного комплекса с ингибирующим белком 
IкВ. Сигналы воспаления активируют NF-κВ 
в результате инициации сигнального пути на 
полную деградацию IкВ и стимулируют также 
превращение р105 в р50. Таким образом, для 
сигнала, индуцирующего активацию NF-κВ, 
требуется два протеолитических события, оба 
определяемые убиквитин-протеасомным пу-
тем. Повышенная активность протеасомного 
гена PSMA6 может усиливать убиквитин-про-
теасомный путь, который активирует фактор 

транскрипции NF-κB, и наоборот, низкая экс-
прессия гена может вызывать снижение актив-
ности NF-κB [3, 18, 19].

Фактор транскрипции NF-κB играет плей-
отропную роль в иммунной системе и, в част-
ности, участвует в миграции иммунных эф-
фекторных клеток, обеспечивая секрецию 
провоспалительных цитокинов. Неудивитель-
но, что генетические варианты, влияющие на 
функцию эффекторов или на потерю функции 
негативных регуляторов пути NF-κB, ответ-
ственны за аутоиммунные или воспалитель-
ные заболевания. Можно сказать, что NF-κB 
действует на перекрестке многих сигнальных 
путей. Неправильная или чрезмерная актива-
ция NF-κB может привести к воспалительным 
заболеваниям и раку [18, 20]. Хорошо извест-
но также, что активация NF-κB тесно связана 
с патогенезом ревматоидного артрита — тяже-
лого аутоиммунного заболевания у взрослых, 
которое характеризуется хроническим воспа-
лением синовиальной ткани и, как следствие, 
повреждением костей и хрящей [20, 21].

Четыре других микросателлитных повтора, 
исследуемых в нашей работе, также локали-
зованы в интронах [3]. Первый повтор (CAA)n 
HSMS602 — в гене FAM177A1, кодирующего 
белок, локализованный в комплексе Гольджи, 
участвующий в ингибировании сигнального 
пути интерлейкина-1β (IL-1β), мощного про-
воспалительного цитокина. Изменение экс-
прессии или функции FAM177A1 влияет на его 
способность ингибировать TRAF6-Ubc13-за-
висимую передачу сигнала от рецептора IL-1β 
[8, 22]. Протективный аллель 167 п. н. микро-
сателлита HSMS602 может способствовать 

Таблица 3
Сравнительный анализ частот микросателлитных аллелей на хромосомном участке 

14q13.2–14q13 у пациентов с диагнозом ЮИА и суставным синдромом без аутоиммунной 
компоненты (представлены статистически значимые результаты) 

Название 
микросателлита, 

нуклеотидный 
мотив

Аллели,  
п. н.

Суставной синдром без 
аутоиммунной этиологии

(общее N = 226),  
n (%)

ЮИА (общее N = 364)

n
(%)

OR
[95% CI] р

HSMS006,
(TG)n

189 20
(8,85)

55
(15,11)

1,83
[1,07-3,15] 0,031

HSMS801,
(CA)n

141 16
(7,08)

11
(3,02)

0,41
[0,19-0,90] 0,026

Примечание. n — количество аллелей в группах; п/ж начертанием выделены статистически значимые результаты
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поддержанию оптимального уровня экспрес-
сии FAM177A1, что обеспечивает адекватное 
сдерживание IL-1β-опосредованного воспале-
ния. Если FAM177A1 эффективно подавляет 
этот провоспалительный путь, то аллели, под-
держивающие или усиливающие эту функцию, 
логично должны снижать риск развития вос-
палительных заболеваний. И наоборот, микро-
сателлитные аллели, снижающие активность 
гена FAM177A1, могут способствовать раз-
витию провоспалительной цепочки событий. 
К последним, возможно, относится аллель 
170 п. н. микросателлита HSMS602 (табл. 2).

Три оставшихся интронных повтора 
(AC)mAT(AC)n HSMS701, (TG)n HSMS702 
и (CA)n HSMS801 локализованы в гене 
PRORP, кодирующем эндонуклеазную субъ-
единицу P митохондриального рибонуклеаз-
ного комплекса, ответственного за созревание 
транспортной РНК [23]. Интронные микроса-
теллиты способны влиять на процессы сплай-
синга мРНК, ее стабильность или участвовать 
в формировании регуляторных некодирующих 
РНК [24]. Это подтверждается существовани-
ем естественного химерного некодирующего 
транскрипта PRORP-PSMA6, обнаруженного 
в 2022 г. Сквозной транскрипт представляет 
собой мРНК и вряд ли будет производить бел-
ковый продукт, но может иметь регуляторное 
значение [25].

Тем не менее, накопленных данных недо-
статочно, чтобы объяснить роль генов PSMA6, 
FAM177A1 и PRORP в возникновении воспа-
лительных и/или аутоиммунных реакций. Их 
изучение имеет особое значение, поскольку 
этот регион неоднократно связывался с пред-
расположенностью к различным аутоиммун-
ным и воспалительным заболеваниям, вклю-
чая ЮИА [5, 6]. Близость этих генов повышает 
вероятность их совместного наследования 
в виде гаплотипов, а также возможность су-
ществования общих регуляторных элементов, 
координирующих их экспрессию. Эта область 
генома активно изучается, т. к. она может при-
вести к пониманию новых фундаментальных 
механизмов межгенных взаимодействий и их 
влияния на многофакторные заболевания [23], 
а также к разработке новых методов диагно-
стики. Результаты нашей работы указывают 
на ассоциацию исследуемых микросателлитов 
генов FAM177A1 и PRORP с воспалительным 

процессом в суставах при различных формах 
суставного синдрома, включая аутоиммунное 
заболевание ЮИА. Эти результаты находятся 
в соответствии и расширяют данные, получен-
ные T. Sjakste с соавторами [3], которые впер-
вые описали микросателлитную изменчивость 
на хромосомном участке 14q13.2–14q13 в свя-
зи с ЮИА в латвийской популяции.

Заключение
Таким образом, проведенное исследование 

представило описание микросателлитных 
локусов на хромосомном участке 14q13.2–
14q13 у детей, проживающих на территории 
Беларуси. Впервые была установлена ассо-
циация микросателлитных повторов в генах 
FAM177A1 и PRORP с суставным синдромом 
различной этиологии, свидетельствуя об их 
вовлеченности в воспалительный процесс су-
ставов в детском возрасте. Кроме того, обнару-
жено, что микросателлитный аллель (189 п. н. 
HSMS006), локализованный в гене PSMA6, ас-
социирован с риском ЮИА, но не суставного 
синдрома без аутоиммунной этиологии, что, 
по-видимому, указывает на его участие в воз-
никновении аутоиммунной реакции при вос-
палительном процессе в суставах. Полученные 
данные раскрывают новые функциональные 
роли генов PSMA6, FAM177A1 и PRORP и мо-
гут служить основой для разработки дополни-
тельных критериев оценки предрасположен-
ности к воспалительным и аутоиммунным 
реакциям в суставах у детей.

Работа проведена в рамках задания 2.28 
подпрограммы «Геномика» ГПНИ «Фун-
даментальные основы биотехнологий» 
в 2012–2014 гг. и мероприятия 6.4 НТП Со-
юзного государства «ДНК-идентификация» 
в 2017–2021 гг. Фрагментный анализ выпол-
нен в центре коллективного пользования «Ге-
ном» Государственного научного учреждения 
«Институт генетики и цитологии Нацио-
нальной академии наук Беларуси» с использо-
ванием прибора «ABI PRISM 3500» (Applied 
Biosystems, США). Авторы выражают бла-
годарность сотрудникам центра за обслу-
живание прибора, а также медицинским ра-
ботникам Учреждения здравоохранения «2-я 
городская клиническая больница», участвую-
щим в сборе биологического материала.



82 Н. В. Никитченко и др. Микросателлитные локусы генов...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 39, 2025 г.

Список использованных источников
1.	Initial sequencing and analysis of the human 

genome / E. S. Lande, L. M. Linton, B. Birren 
[et al.] // Nature. – 2001. – Vol. 409, № 6822. – 
P. 860–921.

2.	Khristich, A. N. On the wrong DNA track: 
Molecular mechanisms of repeat-mediated ge-
nome instability / A. N. Khristich, S. N. Mirkin 
// Journal of Biological Chemistry. – 2020. – 
Vol. 295, № 13. – P. 4134–4170.

3.	Sjakste, T. Functional significance of mi-
crosatellite markers / T. Sjakste, N. Paramono-
va, N. Sjakste // Medicina (Kaunas). – 2013. – 
Vol. 49, № 12. – P. 505–509.

4.	Нестабильность микросателлитных по-
второв при неопухолевых заболеваниях лег-
ких: взаимосвязь с воспалением / К. А. Сы-
чевская, М. В. Ерохина, С. К. Кравченко, 
Л. Н. Лепеха // Практическая пульмонология. 
– 2021. – № 1. – С. 52–60.

5.	Microsatellite genotyping of chromosome 
14q13.2–14q13 in the area of proteasomal gene 
PSMA6 and association with Graves’ disease 
in the Latvian population / T. Sjakste, J. Eglite, 
A. Sochnevs [et al.] // Immunogenetics. – 2004. 
– Vol. 56, № 4. – Р. 238– 243.

6.	Identification of a novel candidate locus 
for juvenile idiopathic arthritis at 14q13.2 in the 
Latvian population by association analysis with 
microsatellite markers / T. Sjakste, I. Trapina, 
I. Rumba-Rozenfelde [et al.] // DNA and Cell 
Biology. – 2010. – Vol. 29, № 9. – P. 543–551.

7.	Association of microsatellite polymorphisms 
of the human 14q13.2 region with type 2 diabe-
tes mellitus in Latvian and Finnish populations / 
T. Sjakste, M. Kalis, I. Poudziunas [et al.] // An-
nals of Human Genetics. – 2007. – Vol. 71, Part 6. 
– P. 772–776.

8.	FAM177A1 Inhibits IL-1β-Induced Signa-
ling by Impairing TRAF6-Ubc13 Association / 
B. W. Liao, H. Y. Zhang, W. T. Du [et al.] // The 
Journal of Immunology. – 2021. – Vol. 207, № 12. 
– P. 3090–3097.

9.	Reinhard, L. Structure of the nuclease subunit 
of human mitochondrial RNase P / L. Reinhard, 
S. Sridhara, B. M. Hällberg // Nucleic Acids Re-
search. – 2015. – Vol. 43, № 11. – P. 5664–5672. 

10.	 Bi-allelic variants in the mitochondrial 
RNase P subunit PRORP cause mitochondrial 
tRNA processing defects and pleiotropic multi-
system presentations / I. Hochberg, L. A. M. De-

main, J. Richer [et al.] // The American Journal 
of Human Genetics. – 2021. – Vol. 108, № 11. – 
P. 2195–2204.

11.	 Cytosolic N6AMT1-dependent transla-
tion supports mitochondrial RNA processing / 
M. M. Foged, E. Recazens, S. Chollet [et al.] // 
Proceedings of the National Academy of Scienc-
es – 2024. – Vol. 121, № 47. – e2414187121.

12.	 Immunochip Meta-Analysis of Inflammato-
ry Bowel Disease Identifies Three Novel Loci and 
Four Novel Associations in Previously Reported 
Loci / M. Hong, B. D. Ye, S. K. Yang [et al.] // 
Journal of Crohn's and Colitis. . – 2018. – Vol. 12, 
№ 6. – P. 730–741.

13.	 Сорокин, А. В. Протеасомная система 
деградации и процессинга белков / А. В. Соро-
кин, Е. Р. Ким, Л. П. Овчинников // Успехи био-
логической химии. – 2009. – Т. 49. – С. 3–76. 

14.	 Wang, J. The ubiquitin-proteasome system 
and its role in inflammatory and autoimmune dis-
eases / J. Wang, M. A. Maldonado // Cellular and 
Molecular Immunology. – 2006. – Vol. 3, № 4 – 
Р. 255–261.

15.	 Osteoarthritis: trauma vs disease / G. Jimén-
ez, J. Cobo-Molinos, C. Antich, E. López-Ruiz // 
Advances in Experimental Medicine and Biology. 
– 2018. – Vol. 1059. – P. 63–83.

16.	 Полиморфные варианты генов PSMA6 
и PSMC6 как факторы предрасположенности 
к ювенильному идиопатическому артриту 
в белорусской популяции / И. Ю. Бакутенко, 
И. Д. Гилевская, Н. В. Никитченко [и др.] // 
Молекулярная и прикладная генетика: сб. на-
уч. тр. – 2019. – Т. 27. – С. 39–45.

17.	 Polymorphism of proteasomal genes can 
be a risk factor for systemic autoimmune diseas-
es in children / I. Y. Bakutenko, I. D. Hileuskaya, 
N. V. Nikitchenko [et al.] // Journal of Pediatric 
Genetics. – 2021. – Vol. 10, № 2. – P. 98–104.

18.	 NF-κB: At the borders of autoimmunity 
and inflammation / L. Barnabei, E. Laplantine, 
W. Mbongo [et al.] // Frontiers in Immunology. 
– 2021. – Vol. 12. – 716469.

19.	 Inflammatory responses and inflamma-
tion-associated diseases in organs / L. Chen, 
H. Deng, H. Cui [et al.] // Oncotarget. – 2017. – 
Vol. 9, № 6. – P. 7204–7218.

20.	 Valin, A. The role of the transcriptional reg-
ulation of stromal cells in chronic inflammation 
/ A. Valin, J. L. Pablos // Biomolecules. – 2015. 
– Vol. 5, № 4. – P. 2723–2757.



Н. В. Никитченко и др. Микросателлитные локусы генов...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 39, 2025 г.

83

21.	 Firestein, G. S. NF-κB: holy grail for rheu-
matoid arthritis / G. S. Firestein // Arthritis and 
Rheumathology. – 2004. – Vol. 50. – P. 2381–2386.

22.	 VPS13B is localized at the interface be-
tween Golgi cisternae and is a functional part-
ner of FAM177A1 / B. Ugur, F. Schueder, J Shin 
[et al.] // Journal of Cell Biology. – 2024. – 
Vol. 223, № 12. – e202311189. 

23.	 Rossmanith, W. Discovery, structure, mech-
anisms, and evolution of protein-only RNase P 
enzymes / W. Rossmanith, Ph. Giegé, R. K. Hart-

mann // Journal of Biological Chemistry. – 2024. 
– Vol. 300, № 3. – 105731.

24.	 Sjakste, T. Structural and functional signifi-
cance of microsatellites / T. Sjakste, N. Paramon-
ova, N. Sjakste // Biopolymers and Cell. – 2016. 
– Vol. 32, № 5. – P. 334–346.

25.	 An integrative database of all non-cod-
ing RNA (ncRNA) human genes. – URL: 
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.
pl?gene=PRORP-PSMA6#publications (date of 
access: 11.06.2025).

N. V. Nikitchenko1, I. Y. Bakutenko1, A. M. Tchichko2, E. V. Sechko2, N. I. Ryabokon1

MICROSATELLITE LOCI OF THE PSMA6, FAM177A1 AND PRORP 
GENES AS GENETIC PREDISPOSITION MARKERS TO THE 

DEVELOPMENT OF THE INFLAMMATORY PROCESS OF VARIOUS 
ETIOLOGY IN CHILDREN’S JOINTS 

1State Scientific Institution
“Institute of Genetics and Cytology of the National Academy of Sciences of Belarus”

27 Akademicheskaya St., 220072 Minsk, the Republic of Belarus
e-mail: n.ryabokon@igc.by 

2Belarusian State Medical University
83 Dzerzhinsky Ave., Minsk 220116, the Republic of Belarus

In pediatric patients with an inflammatory process in joints of various etiology, namely with a diagnosis of juvenile 
idiopathic arthritis (JIA) and the articular syndrome of non-autoimmune etiology, as well as in the clinical control 
group (without autoimmune and chronic inflammatory diseases), genotyping of the polymorphism of the chromosomal 
region 14q13.2–14q13 was performed by 5 microsatellite loci of the PSMA6, FAM177A1 and PRORP genes: HSMS006 
(TG)n, HSMS602 (CAA)n(A)m, HSMS701 (AC)5AT(AC)n, HSMS702 (TG)n и HSMS801 (CA)n. When analyzing 
the frequencies of polymorphic microsatellite repeats in patients with the inflammation of joints of various etiology 
compared to the control, 5 alleles of the FAM177A1 and PRORP genes were identified: 170 bp HSMS602; 138 bp 
HSMS701; 124 bp HSMS702; 137 and 151 bp HSMS801 associated with joint inflammation risk in childhood. The 
comparative analysis of groups with the JIA and the articular syndrome of non-autoimmune etiology made it possible 
to detect one more allele of the PSMA6 gene (189 bp HSMS006), which is associated with JIA risk and, thus, possibly 
with the emergence of an autoimmune component in the inflammation of joints in children.
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Введение
Острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ) — ге-

нетически гетерогенное заболевание, связан-
ное с накоплением генетических изменений 
в гемопоэтических клетках-предшественни-
ках. За последнее десятилетие классифика-
ция ВОЗ была дополнена новыми подтипами 
лейкозов, и в настоящее время, в зависимо-
сти от наличия специфических генетических 
изменений, выделяют 12 вариантов острого 
лимфобластного лейкоза из В-клеток предше-

ственников (ВП-ОЛЛ) [1]. Данные аберрации 
при ОЛЛ имеют не только диагностическое 
значение, но и являются независимым фак-
тором прогноза заболевания и используются 
для стратификации пациентов по группам ри-
ска. Помимо специфических клонобразующих 
аберраций, дополнительно выделяют «вторич-
ные» генетические изменения, которые не вхо-
дят в классификацию ВП-ОЛЛ, однако могут 
быть ассоциированы с клинико-биологиче-
скими особенностями лейкемических клеток 
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РЕЦИДИВЕ ОСТРОГО ЛИМФОБЛАСТНОГО ЛЕЙКОЗА ИЗ 
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При рецидиве острого лимфобластного лейкоза из В-клеток предшественников (ВП-ОЛЛ) в сравнении с пер-
вично диагностированным лейкозом наблюдается изменение структуры кариотипа как за счет уменьшения часто-
ты встречаемости благоприятных ETV6::RUNX1+ (p <0,001) и высоко-гипердиплоидных (р <0,01) кариотипов, 
так и увеличения частоты неблагоприятных кариотипов, таких как KMT2A+ (p <0,001), BCR::ABL1+ (p <0,01), 
гипоплоидного (≤44) (р <0,01). Кроме того, при рецидиве группы ВП-ОЛЛ без специфических хромосомных 
аберраций возрастает количество низко-гипердиплоидных (p = 0,07), сложных (p <0,05) и моносомных кари-
отипов (p <0,05), при этом в ~90% случаев моносомный кариотип сочетается со сложным кариотипом. Пока-
зано, что при рецидиве заболевания не наблюдается увеличения случаев с хромосомным дисбалансом, однако 
происходит изменение структуры кариотипа за счет увеличения количества структурных аберраций (p <0,05). 
Также возрастает количество сложных кариотипов с ≥3 структурными аберрациями в группе «B-other» (p <0,01) 
и группе с высокой гипердиплоидией (p <0,05), а в группе с гипоплоидией (≤44) не происходит усложнения 
кариотипа. Были выявлены дополнительные хромосомные аберрации, преимущественно несбалансирован-
ные, ассоциированные с цитогенетическими группами при первичной диагностике и рецидиве заболевания. 
По наличию хромосомного дисбаланса, сложного кариотипа и неклональных изменений выявлен наиболее 
стабильный вариант кариотипа — KMT2A+, и наименее стабильный — ETV6::RUNX1+ ВП-ОЛЛ.

Ключевые слова: острый лимфобластный лейкоз, рецидив, дополнительные хромосомные аберрации, слож-
ный кариотип, моносомный кариотип, несбалансированные аберрации.

Для цитирования: Изменения кариотипа лейкемических клеток при рецидиве острого лимфобластного 
лейкоза из В-клеток предшественников у пациентов детского и молодого взрослого возраста / Е. В. Волочник, 
Д. Р. Капуза, И. В. Пахомова [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика: сб. науч. тр. / Ин-т генетики и ци-
тологии НАН Беларуси; редкол.: А. В. Кильчевский (гл. ред.) [и др.]. – Минск, 2025. – Т. 39. – С. 84–99.
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и их можно рассматривать в качестве возмож-
ных предикторов прогноза.

В последние десятилетия использование со-
временных протоколов лечения и риск-стра-
тификации на основании наличия молекуляр-
но-генетических маркеров, иммунологических 
и клинико-гематологических особенностей по-
зволило повысить показатели общей выжи-
ваемости пациентов с ОЛЛ до 80–90% [2, 3]. 
Однако, несмотря на это, в 20–35% случа-
ев с ОЛЛ выявляют рецидивы заболевания 
[4, 5], которые являются самой частой причи-
ной неудач в лечении ОЛЛ у детей и молодых 
взрослых. Так, показатели 5-летней общей 
выживаемости и бессобытийной выживае-
мости у детей и молодых взрослых с рециди-
вом ОЛЛ в Республике Беларусь составили 
42 ± 5% и 38 ± 5% соответственно [6]. Худ-
ший исход терапии рецидивов связан, в том 
числе, с тем, что лейкемические клетки при 
рецидиве более устойчивы к химиотерапии, 
чем при первичной диагностике, за счет на-
личия дополнительных генетических наруше-
ний, обусловливающих селективное преиму-
щество клеток с данными изменениями при 
лекарственной терапии. Поэтому оптималь-
ной стратегией будет профилактика рецидива, 
что требует выявления дополнительных фак-
торов прогноза рецидива на этапе первичной 
диагностики ОЛЛ с интенсификацией терапии 
и/или возможным проведением транспланта-
ции гемопоэтических стволовых клеток в пер-
вой линии [4, 6].

Причиной генетических изменений, в том 
числе хромосомных аберраций (ХА), является 
генетическая нестабильность, благодаря кото-
рой с большей частотой, чем в норме, проис-
ходят генетические изменения, являющие-
ся источником для отбора. При стандартной 
цитогенетической диагностике невозможно 
оценить хромосомные изменения в динами-
ке, однако возможно определить наличие и ко-
личество клональных и неклональных ХА, 
в том числе несбалансированных (в резуль-
тате которых образуется дисбаланс большо-
го массива генов). Таким образом, хромосо-
мная нестабильность на цитогенетическом 
уровне при клинической диагностике прояв-
ляется как совокупность структурных (СХА) 
и числовых хромосомных аберраций (ЧХА). 
Наличие большого количества ХА, в том чис-

ле сложной субклональной структуры, может 
определять повышенную адаптивную при-
способленность лейкемических клеток к ле-
карственной терапии и, как следствие, — вы-
ход в рецидив. В настоящее время описано 
достаточно много дополнительных хромо-
сомных аберраций (ДХА), ассоциированных 
как с первичным лейкозом, так и с рециди-
вом. Например, аберрации с перестройками 
генов PAX5 [7, 8], CRLF2 [9–11], CREBBP [7], 
IKZF1 [7, 12], CDKN2A/2B [7, 12, 13], IGH [8], 
TCF3 [14], ETV6 [8, 12], или несбалансиро-
ванные структурные аберрации — dup(X), 
dup(1q) [12], del(7p)/7− [12], abn(17p)/del(17p) 
[8, 12] и другие цитогенетические изменения, 
многие из которых ассоциированы с плохим 
исходом заболевания и повышенным риском 
развития рецидива.

Среди ВП-ОЛЛ без специфических кло-
нобразующих транслокаций выделяют два 
варианта кариотипа с большим количеством 
анеусомий: высокую гипердиплоидию (ВГ) 
с модальным числом хромосом (МЧХ) рав-
ным 51–65 и гиподиплоидию с МЧХ ≤44. 
В данных кариотипах, за счет большого ко-
личества ЧХА, одновременно изменяется до-
за генов у большого массива генов. ВГ карио-
тип ассоциируется с благоприятным исходом 
терапии [15–17], однако, несмотря на это, 
примерно у 20% пациентов с ВГ наблюдает-
ся рецидив [18], что подчеркивает важность 
выявления дополнительных прогностиче-
ских факторов в этой группе. Так, описаны 
более благоприятные аберрации, такие как 
сочетание трисомий 4, 10, 17 и/или 18 хро-
мосом [7, 19]. Были определены и менее бла-
гоприятные варианты ВГ, такие как изменения 
в хромосомах 5, 6, 7, 10 и 17, выступающие 
как предикторы рецидива ВГ ВП-ОЛЛ [7], 
или наличие трисомий 5 и 20, как ухудшаю-
щих прогноз [7, 19]. Изучение наличия СХА 
при ВГ кариотипе, как неблагоприятного про-
гностического маркера, в ранних исследова-
ниях не подтвердило его клиническую значи-
мость [19, 20]. Однако некоторые дальнейшие 
исследования показывают, что при рециди-
ве чаще встречаются структурные изменения 
(в основном криптические гемизиготные де-
леции) и что структурные изменения и мута-
ции RTK-RAS являются вторичными по отно-
шению к ВГ паттерну [18]. Возможно влияние 
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генного дисбаланса, внесенного в кариотип 
благодаря несбалансированным ХА, нивели-
руется за счет анеуплоидий при ВГ.

Сложный кариотип (СК) определяется как 
вариант кариотипа с ≥3 несвязанными ХА 
и является общепризнанным прогностическим 
фактором у пациентов с ОМЛ, однако влия-
ние СК на прогноз для пациентов с ОЛЛ изу-
чен хуже. Так, в исследованиях A. V. Moorman 
с соавторами (2007) был выделен вариант СК 
с ≥5 любыми ХА, как фактор плохого прогно-
за у взрослых пациентов с ОЛЛ, включенных 
в исследование MRC UKALL XII/ECOG [21–
23]. А при стратификации, предложенной 
NILG-ALL (Northern Italy Leukemia Group), 
СК кариотип расценивался как ≥3 любых ХА, 
не ассоциированных с плоидиями [21, 24]. Не-
достаточно изученным вариантом кариотипа 
при ОЛЛ у детей является и моносомный ка-
риотип (МК) (≥2 аутосомных моносомий или 
единичная аутосомная моносомия в сочетании 
как минимум с одной СХА). По некоторым 
данным, МК кариотип у взрослых пациен-
тов не был ассоциирован с худшим прогно-
зом [24, 25]. А в исследовании S. S. Kenderian 
с соавторами для взрослых В-ОЛЛ показано, 
что показатели общей выживаемости у паци-
ентов с МК несколько хуже, однако МК ка-
риотип не является независимым прогности-
ческим маркером и большинство пациентов 
(86%) входили в группу высокого риска, 
а в 63% случаев содержали признаки СК [26].

Таким образом, изучение цитогенетических 
аберраций, их сочетаний и динамика изме-
нений кариотипа при рецидиве в сравнении 
с первичной диагностикой, позволят выявить 
новые значимые аберрации для диагностики 
и прогноза заболевания.

Цель работы — проанализировать структу-
ру цитогенетических нарушений и изменение 
кариотипа лейкемических клеток при рециди-
ве ВП-ОЛЛ в сравнении с первично диагно-
стированным лейкозом у пациентов детского 
и молодого взрослого возраста.

Материалы и методы
В исследовании был проанализирован кари-

отип 1002 первично диагностированных паци-
ентов с ВП-ОЛЛ, получавших лечение с 2002 
по 2020 гг. на базе государственного учреж-
дения «Республиканский научно-практиче-

ский центр детской онкологии, гематологии 
и иммунологии» (далее — Центр), и 171 слу-
чай костномозгового рецидива, выявленно-
го до 01.01.2025 г. у данных пациентов. Со-
отношение по полу (мужской:женский) при 
первичной диагностике и рецидиве заболева-
ния составило 1,15:1 и 1,44:1 соответствен-
но. Медиана возраста пациентов при первич-
ной диагностике составила 4,7 года (интервал 
от 1 месяца до 29 лет) и 9,4 года (интервал от 
5 месяцев до 32 лет) при рецидиве. Медиана 
наблюдения от наступления ремиссии до раз-
вития рецидива составила 2,5 года (интервал 
от 2 месяцев до 15 лет). У всех пациентов и/
или их законных представителей было полу-
чено информированное согласие на обследо-
вание и лечение по клиническим протоколам, 
принятым в Центре.

Наличие специфических хромосомных 
перестроек с образованием химерных ге-
нов E2A::PBX1, ETV6::RUNX1, BCR::ABL1 
и KMT2A::v подтверждалось методами флу-
оресцентной in situ гибридизации (FISH) 
и ПЦР. Кариотипирование проводилось на ме-
тафазных пластинках ночной культуры кост-
ного мозга с использованием метода GTG 
(англ. G-bands by trypsin using Giemsa) и, при 
необходимости уточнения структуры аберра-
ций, с использованием дополнительных ло-
кус-специфических, центромерных и пол-
нохромосомных FISH зондов. Регистрация 
данных проводилась в соответствии с рекомен-
дациями международной системы цитогеном-
ной номенклатуры человека (ISCN) [27]. Для 
статистической обработки данных использо-
вали программу Statistica 7.0, значение p-value 
определяли при помощи критерия χ2 и крите-
рия Фишера.

Результаты и обсуждение
В связи с тем, что до конца 2019 г. в Цен-

тре при первичной диагностике наличие ВГ 
и гипоплоидного (≤44) кариотипов определя-
лись методом дифференциального окраши-
вания (GTG), в некоторых случаях методом 
FISH — только на наличие трисомий 4, 10 
и 17, то при оценке структуры ВП-ОЛЛ по ци-
тогенетическим группам в данной работе бы-
ли выделены два условных блока: с наличием 
специфических ХА (t(12;21)/ETV6::RUNX1, 
t(9;22)/BCR::ABL1, t(1;19)/E2A::PBX1 и t(11;v)/
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Таблица 1
Распределение по МЧХ в группе ВП-ОЛЛ без специфических аберраций при манифестации 

и рецидиве заболевания

KMT2A::v) и без них. Чтобы избежать иска-
жения частоты встречаемости ВГ и гипопло-
идных кариотипов, данные варианты оцени-
вались только при эффективном стандартном 
цитогенетическом исследовании (СЦИ). Кари-
отип «B-other» определялся как ВП-ОЛЛ без 
специфических ХА, ВГ кариотипа и гипопло-
идии (≤44).

Во всех случаях было проведено иссле-
дование на наличие транслокаций t(12;21)/
ETV6::RUNX1, t(1;19)/E2A::PBX1, t(9;22)/
BCR::ABL1 и t(11;v)/KMT2A::v методами мо-
лекулярной и/или цитогенетической диагно-
стики. Изменение структуры рекуррентных 
хромосомных транслокаций при рецидиве за-
болевания показано на рисунке 1.

Рис. 1. Частота встречаемости специфических хромосомных транслокаций t(12;21)/ETV6::RUNX1, t(11;v)/
KMT2A::v, t(9;22)/BCR::ABL1 и t(1;19)/E2A::PBX1 при первичной диагностике (A) и рецидивах (Б) ВП-ОЛЛ

Анализ кариотипа лейкемических клеток  
при рецидиве ожидаемо показал изменение 
структуры цитогенетических изменений, 
с увеличением частоты встречаемости извест-
ных для ВП-ОЛЛ неблагоприятных кариоти-
пов с рекуррентными транслокациями t(11;v)/
KMT2A::v (p <0,001) и t(9;22)/BCR::ABL1 
(p <0,01), и уменьшением частоты благопри-
ятного — с t(12;21)/ETV6::RUNX1 (p <0,001).

Анализ МЧХ, наличие дисбаланса и ДХА 
был проведен в 623 случаях с первично диа-
гностированным ВП-ОЛЛ и 117 случаях реци-
дива заболевания с эффективным СЦИ (нали-
чие достаточного количества информативных 
метафазных пластинок). К клональным изме-
нениям относили наличие СХА или трисомий 
в ≥2 метафазных пластинках или моносомий 

в ≥3 метафазах [27].
Анеуплоидии
При изучении кариотипов по МЧХ, в раз-

личных генетических подгруппах показано, 
что группы со специфическими ХА в основ-
ном представлены псевдодиплоидным кари-
отипом, а ВГ или гипоплоидные (≤44) кари-
отипы выявляются крайне редко, и их роль 
в прогнозе заболевания не определена. Боль-
шое количество случаев при первичной диа-
гностике и рецидиве, а также статистически 
значимые различия для некоторых вариантов 
анеуплоидий наблюдались в группе ВП-ОЛЛ 
без специфических аберраций (табл. 1).

При рецидиве ВП-ОЛЛ без специфических 
аберраций было показано увеличение частоты 
встречаемости всех вариантов гипоплоидий 

Группа МЧХ  
(количество хромосом)

Первичные
n (%)

Рецидивы
n (%)

χ2,
p-value

Нормальный кариотип 
(46, N) 39 (9,7) 8 (9,3) 0,9

Псевдодиплоидия 
(46, abn) 83 (20,7) 18 (20,9) 0,96
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(p <0,001) (в частности, за счет гипоплоидно-
го варианта с МЧХ ≤44, p = 0,005) и уменьше-
ние частоты ВГ кариотипов (p = 0,005). Так-
же при рецидиве заболевания чаще выявлялся 
НГ кариотип, а соотношение случаев с нор-
мальными, псевдодиплоидными кариотипа-
ми или гиперплодией с МЧХ >66 хромосом 
не изменялось.
Хромосомный дисбаланс и ДХА
Причиной цитогенетических нарушений 

является хромосомная нестабильность, при 
которой увеличивается частота структурных 
и числовых нарушений кариотипа опухолевых 
клеток по отношению к нормальным клеткам. 
При СЦИ хромосомная нестабильность может 
проявляться как в виде неклональных аберра-
ций, так и клональных ДХА. При наличии хро-
мосомного дисбаланса увеличивается вероят-
ность хромосомных нарушений, что влечет за 
собой появление новых аберраций и клональ-
ную эволюцию под действием отбора. Однако 
очень высокий уровень нестабильности кари-
отипа также может повлечь за собой элимина-
цию клеток. В нашей работе была проведена 
оценка уровня дисбаланса (как фактора неста-
бильности кариотипа) для основных цитоге-
нетических подгрупп ВП-ОЛЛ при первичной 
диагностике и рецидиве заболевания.

Анализ хромосомных аберраций показал на-
личие большого количества случаев с несба-
лансированным кариотипом (имеются ХА, 
в результате которых изменяется количествен-
ный состав генов) во всех группах ВП-ОЛЛ 

Группа МЧХ  
(количество хромосом)

Первичные
n (%)

Рецидивы
n (%)

χ2,
p-value

Гипоплоидия (≤45)
Гипоплоидия (=45)
Гипоплоидия (≤44)

26 (6,5) 15 (17,4) 0,0009

17 (4,2) 8 (9,3) 0,054

9 (2,2) 7 (8,1) 0,005
Низкая гипердиплоидия 

(47–50) 35 (8,7) 13 (15,1) 0,071

Высокая гипердиплоидия 
(51–65) 211 (52,6) 31 (36,0) 0,005

Другие варианты 7 (1,7) 1 (1,2) 0,69

Всего* 401 86

Примечание. * — количество ВП-ОЛЛ без специфических аберраций с успешным СЦИ; выделены группы 
МЧХ основываясь на классификацию, предложенную A. Moorman [8, 19, 21] и использующуюся в ВОЗ-класси-
фикации [1]

Окончание таблицы 1

как при первичной диагностике, так и при ре-
цидиве заболевания (рис. 2А). Также была 
проведена оценка структурного состава дис-
баланса при первичной диагностике и реци-
диве заболевания (рис. 2Б). 

Состав дисбаланса определялся тем, каки-
ми ХА вызван дисбаланс: 

1) нет дисбаланса (нормальный кариотип 
или наличие только сбалансированных ХА); 

2) только СХА (наличие несбалансирован-
ных ХА, без числовых); 

3) только ЧХА (наличие числовых измене-
ний в отсутствие несбалансированных СХА); 

4) смешанный тип (наличие ЧХА и несба-
лансированных СХА);

5) дисбаланс с неясным типом (выявлены из-
менения МЧХ, но из-за неполного разбора ка-
риотипа неизвестно, имеются ли СХА).

Во всех группах ВП-ОЛЛ выявлена высо-
кая частота встречаемости несбалансирован-
ного кариотипа как при первичной диагности-
ке (84–91%), так и при рецидиве заболевания 
(86–100%), за исключением KMT2A+ ВП-ОЛЛ 
(49 и 60%, p <0,001). Однако при рецидиве за-
болевания ни в одной из групп не наблюдалось 
статистически значимого увеличения дисба-
ланса (рис. 2А) (p >0,05). 

При анализе структурного состава дис-
баланса показано, что при рецидиве забо-
левания в сравнении с первичными лейко-
зами увеличивается частота дисбаланса за 
счет СХА (p <0,05) (как в изолированном ви-
де, так и в сочетании с ЧХА), кроме групп 
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Рис. 2. Частота встречаемости несбалансированного кариотипа (А) и структура дисбаланса (Б) в различных 
цитогенетических группах ВП-ОЛЛ при первичной диагностике и рецидивах заболевания. inc (incomplete 
karyotype) — не полностью разобранный кариотип, на рисунке показаны случаи с установленными числовыми 

аберрациями, но не известно наличие СХА

BCR::ABL1+ и KMT2A+ ВП-ОЛЛ. При этом 
статистически значимо при рецидиве увеличи-
вается именно количество случаев по смешан-
ному типу (несбалансированные СХА + ЧХА) 
для всех ВП-ОЛЛ (41 против 56%; p <0,01).

В группе ВП-ОЛЛ без специфических ХА 
имеется высокий уровень дисбаланса на мо-
мент первичной диагностики, который не из-
меняется при рецидиве заболевания. Однако 
при рецидиве происходит изменение каче-
ственного состава кариотипа — статистически 
значимо увеличивается количество случаев 
с СХА (как изолированными, так и в сочета-
нии с числовыми) и имеются различия по на-
личию дисбаланса по смешанному типу (49,1 
против 65,5%; p <0,01) (рис. 2Б). По всей ви-
димости, в данной группе числовые аберра-
ции не играют значимой роли и являются ней-

тральными ХА, в отличие от СХА, в большей 
части несбалансированных, которые приво-
дят к генному дисбалансу с потерей или уве-
личением количества значимых для патогене-
за генов. Например, аберрации с вовлечением 
короткого плеча 9-й хромосомы приводят к по-
тере генов CDKN2A/B, JAK2 или реаранжиров-
кам гена PAX5, что подтверждается данными 
FISH анализа.

Тип дисбаланса определяется и коррелирует 
с наличием несбалансированных ДХА, однако 
в группах со специфическими ХА дисбаланс 
определяют не только несбалансированные 
ДХА, но и несбалансированный вариант драй-
верной ХА (например, при TCF3::PBX1+ 
ВП-ОЛЛ, где дисбаланс в более чем 70% обе-
спечивается der(19)t(1;19)). Соответственно, 
в данных подгруппах уровень дисбаланса мо-



90 Е. В. Волочник и др. Изменения кариотипа лейкемических..

Молекулярная и прикладная генетика. Том 39, 2025 г.

жет быть выше уровня ДХА. Возможен и об-
ратный вариант, когда частота выявляемых 
ДХА выше, чем уровень дисбаланса, что про-
исходит в случае, если ДХА представлены сба-
лансированными ХА (псевдодиплоидный ка-
риотип со сбалансированными СХА). Данные 
об изменении структуры ДХА при первичной 
диагностике и рецидиве заболевания представ-
лены на рисунке 3.

В структуре кариотипа у первично диагно-
стированных ВП-ОЛЛ и при рецидиве за-
болевания наиболее часто выявляют СХА, 
как в сочетании с числовыми, так и без них. 
Наименьшее количество ДХА представлено 
в группе KMT2A+ ВП-ОЛЛ (хотя при реци-
диве происходит прирост СХА) в сравнении 
с другими группами ВП-ОЛЛ (p <0,01), за ис-
ключением TCF3::PBX1+ ВП-ОЛЛ, который 
имеет промежуточное значение по наличию 

ДХА (рис. 3А). Изменение структуры ДХА 
при рецидиве во всех группах происходит за 
счет снижения количества случаев изолиро-
ванных ЧХА и увеличения количества случа-
ев с СХА (как изолированных, так и по сме-
шанному типу) (рис. 3Б).

Таким образом, при рецидиве заболевания 
в большинстве случаев выявляются и, по-ви-
димому, играют значимую роль в развитии 
и прогрессии заболевания именно структур-
ные ДХА, подавляющее количество которых 
несбалансированные.
Паттерны ХА
Помимо общей характеристики структуры 

кариотипа по типам аберраций, были изуче-
ны конкретные ХА, входящие в состав карио-
типа. Повторяющиеся ХА, ассоциированные 
с основными цитогенетическими подгруппа-
ми ВП-ОЛЛ, в том числе отдельно для гипо-

Рис. 3. Частота встречаемости (А) и структура ДХА (Б) при первичной диагностике и рецидивах заболевания 
в различных цитогенетических группах ВП-ОЛЛ. inc (incomplete karyotype) — не полностью разобранный ка-
риотип, на рисунке показаны случаи с установленными числовыми аберрациями, но не известно наличие СХА
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Таблица 2
Частота встречаемости ДХА, выявляемых при первичной диагностике и рецидиве 

заболевания в цитогенетических группах ВП-ОЛЛ

Группы ВП-ОЛЛ ДХА Первичные
n (%)

Рецидивы
n (%)

χ2,
p-value

ВП-ОЛЛ со специфическими ХА

t(11;v)/KMT2A::v

t1q 0/49 (0) 2/15 (13,3) 0,009
del4q 2/49 (4,1) 2/15 (13,3) 0,19
der6q 5/49 (10,2) 1/15 (6,7) 0,68

del/t7p 2/49 (4,1) 3/15 (20) 0,044
der11q (интактная) 4/49 (8,2) 1/15 (6,7) 0,85

−9 0/49 (0) 2/15 (13,3) 0,009
−10 3/49 (6,1) 0/15 (0) 0,32
+X 5/49 (10,2) 1/15 (6,7) 0,68
+8 3/49 (6,1) 0/15 (0) 0,32

t(9;22)/BCR::ABL1

der1q 4/26 (15,4) 1/9 (11,1) 0,75
imb7p/7q 3/26 (11,5) 2/9 (22,2) 0,42

del9p 1/26 (3,8) 2/9 (22,2) 0,089
+der(22)t(9;22) 8/26 (30,8) 1/9 (11,1) 0,24

−2 1/26 (3,8) 2/9 (22,2) 0,089
−7 4/26 (15,4) 1/9 (11,1) 0,75
−9 5/26 (19,2) 0/9 (0) 0,15
−17 4/26 (15,4) 0/9 (0) 0,21
+5 4/26 (15,4) 2/9 (22,2) 0,69
+21 2/26 (7,4) 3/9 (33,3) 0,058

t(12;21)/ 
ETV6::RUNX1

del6q 28/98 (28,6) 1/4 (25) 0,87
del9p 6/98 (6,1) 0/4 (0) 0,61
del11q 10/98 (10,2) 0/4 (0) 0,5

der12p/loss12p 
(интактная) 55/106 (51,9)* 1/4 (25) 0,29

−13 5/98 (5,1) 0/4 (0) 0,64
+16 6/98 (6,1) 0/4 (0) 0,61
+21 9/98 (9,2) 0/4 (0) 0,52

t(1;19)/E2A::PBX1

del6q 7/38 (18,4) 0/3 (0) 0,34
der9p 9/38 (23,7) 0/3 (0) 0,27

der(19)t(1;19)** 28/38 (73,7) 4/4 (100) 0,23
−13 4/38 (10,5) 0/3 (0) 0,49
+X 4/38 (10,5) 0/3 (0) 0,49
+4 4/38 (10,5) 0/3 (0) 0,49 
+6 4/38 (10,5) 0/3 (0) 0,49
+21 7/38 (18,4) 0/3 (0) 0,34

плоидных (≤44) и ВГ кариотипов, при первич-
ной диагностике и при рецидиве представлены 
в таблице 2.

В группе KMT2A+ ВП-ОЛЛ при рецидиве 
заболевания увеличивается частота встречае-
мости аберраций 7-й хромосомы, с потерей ге-
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Группы ВП-ОЛЛ ДХА Первичные
n (%)

Рецидивы
n (%)

χ2,
p-value

ВП-ОЛЛ без специфических ХА

ВГ (51–65)a

t1q 15/211 (7,1) 5/32 (15,6) 0,1
dup1q 25/211 (11,8) 1/32 (3,1) 0,13

der4q/loss4q 8/211 (3,8) 2/32 (6,3) 0,51
del6q 43/211 (20,4) 7/32 (21,9) 0,5

abn9p/loss9p 13/211 (6,2) 7/32 (21,9) 0,057
del9q 7/211 (3,3) 3/32 (9,4) 0,1

abn12p/loss12p 11/211 (5,2) 1/32 (3,1) 0,61
i(7)(q10) 3/211 (1,4) 2/32 (6,3) 0,073

der7/loss7p22 10/211 (4,7) 5/32 (15,6) 0,017
t14q 4/211 (1,9) 1/32 (3,1) 0,64

abn17p/loss17p 10/211 (4,7) 5/32 (15,6) 0,017
i(17)(q10) 7/211 (3,3) 5/32 (15,6) 0,0028

гипоплоидия (≤44)a
del6q 1/9 (11,1) 3/7 (42,9) 0,19
t7q 3/9 (33,3) 1/7 (14,3) 0,39

«B-other»  
(без ВГ и гипо (≤44) 

кариотипов)

+X 10/180 (5,6) 3/47 (6,4) 0,82
−7 4/180 (2,2) 3/47 (6,4) 0,14
−9 6/180 (3,3) 4/47 (8,5) 0,12
−13 5/180 (2,8) 2/47 (4,3) 0,6
−14 3/180 (1,7) 3/47 (6,4) 0,073
−15 5/180 (2,8) 3/47 (6,4) 0,23
−20 6/180 (3,3) 4/47 (8,5) 0,12
+21 13/180 (7,2) 4/47 (8,5) 0,76

delXp 7/180 (3,9) 4/47 (8,5) 0,189
t1q 5/180 (2,8) 5/47 (10,6) 0,019

del4q 3/180 (1,7) 3/47 (6,4) 0,073
del6q 33/180 (18,3) 6/47 (12,8) 0,36
t7q 8/180 (4,4) 4/47 (8,5) 0,26

der9p/loss9p 53/180 (29,4) 13/47 (27,7) 0,81
der12p/loss12p 27/180 (15) 5/47 (10,6) 0,44

t14q 17/180 (9,4) 8/47 (17) 0,13
der17p/loss17p 8/180 (4,4) 3/47 (6,4) 0,34

t19p 5/180 (2,8) 6/47 (12,8) 0,0045
der21q/amp21q 3/180 (1,7) 2/47 (4,3) 0,28

Окончание таблицы 2

Примечание. * — наличие делеции 12p с вовлечением интактной копии ETV6 при первичных ВП-ОЛЛ 
с t(12;21)/ETV6::RUNX1+ было возможно определить в 106 случаях за счет данных полученных методом FISH; 
** — der(19)t(1;19) не относится к ДХА, однако является характерным маркером, поэтому включен в паттерн 
группы der(19)t(1;19) ВП-ОЛЛ; a — для ВГ и гипоплоидий оценивались только СХА

нетического материала хромосомного региона 
7р22 (p <0,05). Также были выявлены повто-
ряющиеся случаи моносомии 9-й хромосомы 

и несбалансированных транслокаций с вовле-
чением хромосомного региона 1q (приведшие 
к удвоению материала 1q23→1qter), не выяв-
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ляемые при первичной диагностике.
Для рецидивов BCR::ABL1+ ВП-ОЛЛ наи-

более частой аберрацией явилась трисомия 
21-й хромосомы, частота которой возрастает 
при рецидиве (p = 0,058). При этом дополни-
тельная дериватная хромосома +der(22)t(9;22), 
по некоторым источникам описываемая как 
неблагоприятный маркер, хотя и выявлялась 
в 30% первичных Ph+ ВП-ОЛЛ, однако при 
рецидиве заболевания была обнаружена все-
го в 11% случаев.

В группе с гипоплоидией (≤44) при первич-
ной диагностике и рецидиве заболевания вы-
явлено небольшое количество повторяющихся 
ХА (del6q и t7q), частота встречаемости ко-
торых не изменялась при рецидиве (p >0,05). 
При том, что как минимум одна структурная 
аберрация детектирована у 66,7% (6/9) первич-
ных лейкозов и 85,7% (6/7) рецидивов. Боль-
шинство СХА при гипоплоидии (≤44) случай-
ны или представлены маркерной хромосомой 
неизвестного происхождения (44,4 и 57,1% со-
ответственно).

При рецидиве ВГ кариотипа наблюдает-
ся увеличение частоты встречаемости несба-
лансированных аберраций с вовлечением 
хромосомных регионов 9р/loss9p (p = 0,057), 
7p/loss7p22 (p <0,05), 17p/loss17p (p = 0,017) 
(в том числе i(17)(q10), p <0,01). Аберрации 
9p представлены разнообразными варианта-
ми аберраций: терминальными делециями 
короткого плеча — dic(9;12), dic(9;20), i(9)
(q10), и сложными перестройками с вовлече-
нием короткого и длинного плеча 9-й хромосо-
мы. При подтверждении делеции 9p методом 
FISH выявляли наличие гомо- и гетерозигот-
ных делеций 9p21/CDKN2A/B. Аберрации 7р 
были представлены во всех случаях в виде 
несбалансированных транслокаций с неиз-
вестной хромосомой, в результате чего про-
исходила потеря терминального региона ко-
роткого плеча.

Для группы «B-other» (без ВГ и гипоплои-
дии ≤44) характерно большое количество по-
вторяющихся ДХА, частота встречаемости 
которых существенно не изменяется в срав-
нении с первично диагностированными лей-
козами. Значимое увеличение частоты встре-
чаемости показано только для транслокаций 
с вовлечением 1q (p <0,05) и 19p (p <0,01). 
Транслокации с вовлечением длинного пле-

ча 1-й хромосомы были разнообразны, од-
нако в 60% случаев при рецидиве входили 
в состав несбалансированных перестроек, 
сопровождающихся увеличением генетиче-
ского материала 1q, и в одном случае — в ви-
де dup(1)(q25q42). Все выявленные при реци-
диве аберрации 19-й хромосомы (n = 6) были 
в виде транслокаций с вовлечением хромосо-
много региона 19р13, при этом в четырех слу-
чаях подтверждена реаранжировка гена TCF3 
(TCF3::PBX1-отрицательные) методом FISH, 
в одном — делеция гена TCF3, и еще в одном 
случае сохранялись обе интактные копии ге-
на TCF3. Из четырех случаев с реаранжиров-
кой гена TCF3 только в одном была выявлена 
транслокация t(17;19) с образованием химер-
ного гена TCF3::HLF (в виде сбалансирован-
ной реципрокной транслокации), в остальных 
трех — в виде несбалансированных перестро-
ек с неизвестным геном-партнером. Аберра-
ции 14-й хромосомы в основном были пред-
ставлены в виде моносомии 14-й хромосомы 
и транслокаций 14q (в 75% случаев — с уча-
стием хромосомного региона 14q32/IGH+). 
Однако в структуре рецидивов не произошло 
изменение частоты встречаемости таких абер-
раций, как derXp/CRLF2+, del6q, der9p/loss9p, 
der12p/loss12p и der17p/loss17p (p >0,1).

Таким образом, были изучены паттерны ХА, 
характерные для разных подгрупп ВП-ОЛЛ 
и для большинства выявленных ДХА, не про-
исходит значимого изменения частот при реци-
диве, т. е. данные аберрации являются общими 
и для первичного лейкоза, и для рецидива за-
болевания. При этом имеются аберрации, ха-
рактерные почти для всех цитогенетических 
групп, такие как: del6q (кроме BCR::ABL1+) 
или abn9p/del9p (кроме KMT2A+ и гипоплои-
дии (≤44)). Кроме того, выявлены аберрации, 
ассоциированные только с одной-двумя груп-
пами — dup1q (ВГ), t7q (гипоплоидии (≤44) 
и «B-other»), i(17)(q10) (ВГ), der21q/iAMP21 
(«B-other»). Возможно, ДХА, ассоциирован-
ные с определенной цитогенетической груп-
пой, имеют значение в патогенезе именно для 
данного варианта лейкоза (содержат гены, из-
менение экспрессии которых значимо для па-
тогенеза), что требует дальнейшего изучения. 
Для ряда выявленных ХА возрастает часто-
та встречаемости при рецидиве заболевания. 
Это происходит как за счет развития рециди-
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ва у пациентов, в кариотипе которых при пер-
вичной диагностике имелась данная ХА, так 
и за счет приобретения данного маркера при 
рецидиве заболевания, что может указывать 
на их адаптивную роль под действием лекар-
ственной селекции. Так, например, в группе 
ВГ при первичной диагностике из семи слу-
чаев с i(17)(q10) два развили рецидив, и еще 
в трех случаях при рецидиве была выявлена 
i(17)(q10), при первичной диагностике кото-
рых был выставлен ВГ кариотип без данного 
маркера (еще в двух случаях не было данных 
СЦИ при первичной диагностике). 
Количество СХА и варианты СК
Анализ количества СХА для всех ВП-ОЛЛ 

показал, что наблюдается увеличение ко-
личества структурных аберраций при ре-
цидиве, при этом значимо увеличивает-
ся количество случаев с тремя и более СХА 
(первично — 164/612, 26,7% и при рециди-
ве — 49/117, 41,9%; p = 0,001). При оценке 
изменения количественного состава по цито-
генетическим группам показано, что увеличе-
ние количества СХА наблюдается в группах 
с KMT2A+, BCR::ABL1+ и ВП-ОЛЛ без специ-
фических ХА, однако статистически значимые 
различия получены только в последней груп-
пе. При наличии нескольких субклонов с раз-

ным количеством СХА, учитывались резуль-
таты с наибольшим количеством изменений. 
Так как в понятие СК входит наличие любых 
трех несвязанных аберраций [27], но в раз-
ных литературных данных прогностическое 
значение для разных вариантов СК разнится 
[21–24], то в нашей работе были определены 
частоты встречаемости для двух вариантов 
СК. Первый вариант — кариотип с наличием 
любых ≥3 несвязанных хромосомных аберра-
ций и как минимум одной структурной пере-
стройкой (СК ≥ 1СХА), второй — только с ≥3 
несвязанными СХА (СК ≥ 3СХА) (табл. 3).

Для группы ВП-ОЛЛ без специфических ХА 
было показано значимое увеличение СК ка-
риотипа не только для СК ≥ 1СХА варианта, 
но и для СК ≥ 3СХА (p <0,01). Причем значи-
мые различия в типах кариотипа получены для 
группы ВП-ОЛЛ без специфических ХА в под-
группах ВГ и «B-other». Усложнение структу-
ры при рецидиве гипоплоидных (≤44) карио-
типов не наблюдалось (p >0,1).

Если анализировать только структурные 
аберрации, то при рецидиве ВП-ОЛЛ без спец-
ифических ХА происходит увеличение часто-
ты встречаемости СК ≥ 3СХА (23,7 и 45,3%; 
p <0,001), при этом наблюдается увеличение 
во всех подгруппах с 3, 4 и ≥5СХА (p <0,05). 

Таблица 3
Частота встречаемости СК в цитогенетических группах

Цитогенетические группы
СК ≥ 1СХА СК ≥ 3СХА

первичные
n (%)

рецидивы
n (%)

первичные
n (%)

рецидивы
n (%)

t(12;21)/ETV6::RUNX1 54/98 (55,1) 0/4 (0)* 41/98 (41,8) 0/4 (0)

t(1;19)/E2A::PBX1 18/38 (47,4) 2/3 (66,7) 13/38 (34,2) 2/3 (66,7)

t(9;22)/BCR::ABL1 18/26 (69,2) 6/9 (66,7) 8/26 (30,8) 3/9 (33,3)

t(11;v)/KMT2A::v 11/49 (22,5) 6/15 (40) 7/49 (14,3) 5/15 (33,3)

ВП-ОЛЛ без специфических 
аберраций 196/401 (48,9) 57/86 (66,3)* 95/401 (23,7) 39/86 (45,3)*

ВГ (51–65) 136/211 (64,5) 29/32 (90,6)* 55/211 (26,1) 14/32 (43,8)*

Гипоплоидия (≤44) 6/9 (66,7) 5/7 (71,4) 3/9 (33,3) 4/7 (57,1)

«B-other» (без ВГ и гипо 
(≤44) кариотипов) 54/181 (29,8) 23/47 (48,9)* 37/181 (20,4) 20/47 (42,6)*

Примечание. * — p-value <0,05 
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Разделение группы ВП-ОЛЛ без специфиче-
ских ХА на подгруппы с ВГ, гипоплоидным 
(≤44) и «B-other» показало, что усложнение 
структурного состава (≥3СХА) происходит 
в подгруппе «B-other» (20,4 и 42,6%, p <0,01) 
и подгруппе с ВГ (26,1 и 43,8%, p <0,05), в то 
время как в случаях с гипоплоидией (≤44) 
не выявлено усложнение структуры (33,3 
и 57,1%, p >0,1). По данным A. V. Moorman 
с соавторами как прогностический маркер 
для ВП-ОЛЛ выделяют вариант СК с любы-
ми ≥5 аберрациями [19, 21]. Однако увеличе-
ние при рецидиве количества случаев с ≥3СХА 
и уменьшение изолированных ЧХА позволяет 
рассматривать именно кариотип СК ≥ 3СХА 
(без учета числовых) как потенциальный мар-
кер прогноза для групп «B-other» и ВГ, что тре-
бует дальнейшего изучения.

В других цитогенетических группах не вы-
явлено значимое увеличение случаев в обоих 
вариантах СК. При рецидиве ETV6::RUNX1+ 
ВП-ОЛЛ не выявлено ни одного случая с СК, 
несмотря на то, что при первичной диагности-
ке вариант СК ≥ 3СХА выявлялся чаще в срав-
нении с другими группами (p <0,05). При ре-
цидиве t(1;19)/E2A::PBX1+ ВП-ОЛЛ также не 
наблюдалось чрезмерного увеличения количе-
ства ДХА — в двух случаях выявлено три не-
связанных СХА, при этом случаи с ≥4СХА при 
рецидиве заболевания отсутствовали.
Моносомный кариотип
Одним из показателей сложности кариотипа 

является МК, который имеет неблагоприятное 
прогностическое значение при МДС и ОМЛ. 
Однако данный вариант кариотипа слабо из-
учен при ОЛЛ, и в основном данные получе-
ны для взрослых пациентов. В нашей рабо-
те была проведена оценка встречаемости МК 
при первичной диагностике и рецидиве как 
по отдельности, так и в сочетании с СК ка-
риотипом. Выделены четыре группы МК/СК 
кариотипов определяющие сложность карио-
типа: МК(−)/СК(−) — отсутствуют СК и МК; 
МК(−)/СК(+) — отсутствует МК, имеется СК; 
МК(+)/СК(−) — есть МК, отсутствует СК; 
МК(+)/СК(+) — в наличии СК и МК. В на-
шем исследовании МК определялся только 
в группе «B-other» как в наиболее многочис-
ленной группе. Выявлено, что при рецидиве 
«B-other» увеличивалась частота встречаемо-
сти МК (в 15,5% (28/181) первичных и в 29,8% 

(14/47) при рецидиве, p = 0,024). При этом 
в ~90% выявлялся МК(+)/СК(+) вариант при 
СК ≥ 1СХА (p <0,05), что согласуется с дан-
ными литературы [26].

Таким образом, возможно рассматривать 
вариант кариотипа МК(+)/СК(+) для группы 
«B-other» как потенциальный маркер прогно-
за. Если не будет показана эффективность МК 
как независимого прогностического маркера, 
то имеет смысл определение конкретных ХА, 
входящих в состав изучаемой группы.
Неклональные аберрации
Единичные ХА или комплекс ХА, с не под-

твержденной методом FISH клональностью, 
а также случайные разрывы хромосом с ацен-
трическим фрагментом, относили к некло-
нальным изменениям. Анализ выявленной ча-
стоты неклональных аберраций в различных 
подгруппах показал отсутствие значимых раз-
личий между первичным заболеванием и ре-
цидивом, как в целом среди ВП-ОЛЛ (9,1%, 
50/547 и 12,7%, 14/115 соответственно), так 
и при разбивке на группы. Несмотря на от-
сутствие значимых различий между первич-
ной диагностикой и рецидивом заболевания, 
в группах наблюдается гетерогенность. Так, 
при первичной диагностике наименьшее ко-
личество неклональных аберраций выявле-
но в группе t(11;v)/KMT2A+ ВП-ОЛЛ (1/49, 
2%), наибольшее — с t(12;22)/ETV6::RUNX1+ 
ВП-ОЛЛ (18/98, 18,4%), а при рецидиве за-
болевания частота неклональных измене-
ний в данных группах составила 13,3% (2/15) 
и 25% (1/4) соответственно.

Остается открытым вопрос о том, следует 
ли учитывать при оценке сложного кариотипа 
только данные одного субклона или проводить 
учет всех ХА, выявляемых в пуле лейкемиче-
ских клеток, а также значение комплексных 
перестроек и можно ли их наличие прирав-
нивать с сложному кариотипу. Представляет 
интерес оценка изменений кариотипа с точки 
зрения ХА не только как носителей конкрет-
ных единичных генетических изменений, но 
и как источника одновременного изменения 
экспрессии большого количества генов вслед-
ствие изменения дозы генов, поскольку ХА, 
выявляемые при помощи GTG метода, име-
ют большой размер. Дальнейшее накопление 
данных об изменении кариотипа при рециди-
ве под действием лекарственной селекции, 
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учет данных о субклональной структуре, на-
личии комплексных перестроек и использова-
ние молекулярно-цитогенетических методов 
для уточнения структуры маркерных хромо-
сом позволит лучше изучить значение изоли-
рованных аберраций (в том числе редких) и их 
сочетаний для исхода терапии и расчета риска 
развития рецидива.

Заключение
В группе рецидивов по сравнению с груп-

пой первично диагностированных ВП-ОЛЛ 
наблюдается изменение структуры кариоти-
па за счет уменьшения частоты встречаемо-
сти ETV6::RUNX1+ (p <0,001) и ВГ (р <0,01) 
кариотипов, увеличения KMT2A+ (p <0,001), 
BCR::ABL1+ (p <0,01), гипоплоидии (≤44) 
(р <0,01) и НГ (p = 0,07).

Были определены паттерны ХА для основ-
ных цитогенетических групп при первичной 
диагностике и рецидиве заболевания. Выяв-
лены ХА, ассоциированные с определенными 
цитогенетическими группами (определяются 
чаще в конкретной группе при первичной ди-
агностике и сохраняются при рецидиве забо-
левания): с ВГ — dup1q, i(17)(q10), с гипопло-
идией ≤44 — t7q, с группой «B-other» — t7q, 
der12p/loss12p, t14q32, der21q/iAMP21, 
с ETV6::RUNX1+ — del12p/ETV6 (интакт-
ная); с BCR::ABL1+ ВП-ОЛЛ — дополни-
тельный der(22)t(9;22), а также ХА общие 
для большинства групп — del6q и abn9/del9p. 
Определены ХА, частота встречаемости ко-
торых значимо увеличивается при рецидиве 
заболевания: в группе «B-other» — t1q, t19p, 
КМТ2A+ — t1q, abn7/del7p22,−9 и при ВГ ка-
риотипе — abn7/del7p22, abn9/del9p21, abn17/
loss17p, i(17)(q10).

Частота встречаемости несбалансирован-
ных хромосомных аберраций высока при пер-
вичной диагностике (80–90%) и не меняет-
ся при рецидиве заболевания во всех группах 
ВП-ОЛЛ, кроме KMT2A+ ВП-ОЛЛ (49 и 60%) 
в сравнении с другими ВП-ОЛЛ (p <0,001). 
При рецидиве заболевания выявлено измене-
ние структуры дисбаланса за счет увеличения 
количества СХА (p <0,05) (как в изолирован-
ном виде, так и в сочетании с ЧХА) и сниже-
ния изолированных ЧХА, во всех группах, 
кроме BCR::ABL1+ и KMT2A+ ВП-ОЛЛ. При 
этом наиболее сильное изменение структуры 

наблюдается при рецидиве ВП-ОЛЛ без спец-
ифических транслокаций, где значимо увели-
чивается количество случаев с хромосомным 
дисбалансом по смешанному типу (несбалан-
сированные СХА + ЧХА) (49,1 против 65,5%; 
p <0,01). Анализ количества хромосомных 
аберраций в пределах одного лейкемического 
субклона показал увеличение количества абер-
раций при рецидиве заболевания во всех груп-
пах, кроме ETV6::RUNX1+, в том числе за счет 
увеличения количества случаев с ≥3СХА. При 
этом наибольшее усложнение структуры вы-
явлено в группе ВП-ОЛЛ без специфических 
транслокаций (p <0,05 для обоих вариантов 
СК ≥ 1СХА и СК ≥ 3СХА), в частности, для 
подгрупп с ВГ и «B-other» ВП-ОЛЛ. В группе 
«B-other» также наблюдается увеличение ча-
стоты встречаемости МК (p <0,05), при этом 
в большинстве случаев (~90%) выявлена ас-
социация с СК. Таким образом, по наличию 
хромосомного дисбаланса, СК и неклональ-
ных изменений кариотипа были выявлены 
группы с наиболее (KMT2A+) и наименее 
(ETV6::RUNX1+) стабильными вариантами 
кариотипа. Так, при первичной диагности-
ке в группе KMT2A+ дисбаланс, СК ≥ 3СХА 
и неклональные изменения выявлены в 49, 
14,3 и 2%, а при ETV6::RUNX1+ — в 90,8, 41,8 
и 18,4% соответственно.
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In relapsed B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL), compared to the primary diagnosed 
BCP-ALL, changes in the karyotype structure were observed due to both a decreased frequency of favourable 
ETV6::RUNX1+ (p <0,001) and high hyperdiploid (p <0.01) karyotypes and an increased frequency of unfavourable 
karyotypes such as KMT2A+ (p <0.001), BCR::ABL1+ (p <0.01), and hypoploidy (≤44) (p <0.01). In addition to that, 
the relapsed BCP-ALL without recurrent chromosomal aberrations shows increased frequencies of low hyperdiploid 
(p = 0.07), complex (p <0.05) and monosomal (p <0.05) karyotypes, and notably, the monosomal karyotype goes with 
a complex karyotype in ~90% of cases at that. It was shown that with the relapsed disease, no increase in chromosomal 
imbalance cases is observed; however, a change in the karyotype structure occurs due to an increase in the number of 
structural aberrations (p <0.05). The frequency of complex karyotypes with ≥3 structural aberrations also increases in 
the “B-other” (p <0.01) and high hyperdiploidy (p <0.05) groups, while no karyotype complexity progression occurs 
in the hypodiploid (≤44) group. Additional chromosomal aberrations (predominantly unbalanced) associated with 
cytogenetic groups at a primary diagnosis and a relapse were identified. With regard to the presence of chromosomal 
imbalance, a complex karyotype and non-clonal changes, the most stable karyotype variant KMT2A+ and the least 
stable ETV6::RUNX1+ BCP-ALL were identified.

Keywords: acute lymphoblastic leukemia, relapse, additional chromosomal aberrations, complex karyotype, 
monosomal karyotype, unbalanced aberrations.
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Статья представляет собой исследование, направленное на поиск генетических маркеров, ассоциирован-
ных с развитием туберкулеза. Авторами использованы данные РНК-секвенирования (RNA-seq) из публич-
ного репозитория GEO (проект GSE222001), проведен биоинформатический анализ экспрессии генов и по-
следующий анализ геномных вариантов (SNVs) в значимо дифференциально экспрессируемых генах. Цель 
исследования — выявить генетические маркеры, ассоциированные с развитием туберкулезной инфекции, 
для совершенствования диагностики, прогноза и лечения. В ходе выполнения работы выявлено, что по-
зиции Chr14:65051895 и Chr14:65051897 гена МАХ, Chr14:65002523 гена FNTB, а также Chr14:35763984, 
Chr14:35763994, Chr14:35928234, Chr14:35803547, Chr14:35788303, Chr14:35817409, Chr14:35761582, 
Chr14:35761594, Chr14:35802733, Chr14:35928244, Chr14:35819153, Chr14:35876309, Chr14:35893835, 
Chr14:35793522, Chr14:35803537 и Chr14:35833886 гена PHF20 связаны с развитием туберкулеза.

Ключевые слова: туберкулез, Mycobacterium tuberculosis, генотипирование in silico, транскриптом, иРНК, 
bcftools, RNA-seq.
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Введение
Наряду с положительными изменениями 

эпидемиологических показателей и снижени-
ем заболеваемости туберкулезом, в том числе 
и в Республике Беларусь, которое наблюда-
ется в последние годы, сохраняется влияние 
на динамику эпидемиологического процес-
са и характер течения туберкулеза (ТБ) ря-
да неблагоприятных тенденций и факторов. 
К ним относятся: увеличение числа ВИЧ-ин-
фицированных лиц; широкое применение 
иммуносупрессивных, в том числе генно-ин-
женерных биологических препаратов; повы-
шение уровня миграции населения; пандемия 
коронавирусной инфекции COVID-19 и др. 
Основные усилия в настоящее время сосре-
доточены на раннем выявлении активного 
ТБ современными молекулярно-генетически-
ми, иммунологическими, лучевыми метода-

ми и контролируемой химиотерапии с учетом 
лекарственной устойчивости возбудителя. 
Кроме того, ключевым решением для дости-
жения целевых показателей ВОЗ (всемирная 
организация здравоохранения) по ликвидации 
туберкулеза является совершенствование ди-
агностики и лечения латентной туберкулез-
ной инфекции (ЛТИ) — резервуара будущего 
туберкулеза.

ЛТИ определяется как состояние стойкого 
иммунного ответа макроорганизма на антиге-
ны микобактерий туберкулеза (МБТ) при от-
сутствии клинических проявлений активного 
туберкулеза [1]. При инфицировании или ла-
тентной инфекции МБТ находятся в макро-
организме в покоящемся, или «дормантном», 
состоянии, которое может сохраняться тако-
вым всю жизнь либо перейти в клинически ма-
нифестное заболевание при размножающихся 
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МБТ и ослаблении иммунных реакций [2].

Материалы и методы
С целью выявления генетических маркеров, 

потенциально ассоциированных с развитием 
туберкулеза, были использованы данные, раз-
мещенные в свободном доступе в базе Gene 
Expression Omnibus (GEO) — общедоступ-
ный репозиторий данных функциональной ге-
номики, поддерживающий отправку данных 
в соответствии с набором руководящих прин-
ципов «Минимальная информация об экспери-
менте с микрочипами» (Minimum Information 
About a Microarray Experiment, MIAME). В ка-
честве основы для дальнейшего исследо-
вания была выбрана работа автора Cui Hua 
Liu «Transcriptional profiling of NK cells from 
tuberculosis patients» (GSE222001), в которой 
определялись профили экспрессии с помощью 
высокопроизводительного секвенирования [3]. 
В исследовании GSE222001 авторами был ис-
пользован биологический материал 5 здоро-
вых лиц (образцы NC-rep1, NC-rep2, NC-rep3, 
NC-rep4, NC-rep5), 5 лиц с ЛТИ (образцы 
LTBI-rep1, LTBI-rep2, LTBI-rep3, LTBI-rep4, 
LTBI-rep5) и 5 лиц с активной формой туберку-
лезной инфекции (образцы TB-rep1, TB-rep2, 
TB-rep3, TB-rep4, TB-rep5). Все участники не 
имели других значительных заболеваний в ме-

дицинском анамнезе, таких как инфекция ви-
руса иммунодефицита человека (ВИЧ), рак 
и диабет. Пациенты с активной и латентной 
формой туберкулеза имели положительный 
тест T-SPOT.TB. Лица с активной и латентной 
формами туберкулеза были набраны в Пекин-
ском торакальном госпитале — специализи-
рованной туберкулезной больнице в Китае. 
Все здоровые контрольные лица были набра-
ны в Институте микробиологии Китайской 
академии наук [4]. Полученные в результате 
секвенирования транскриптомные данные бы-
ли нормализованы методом TPM (Transcripts 
Per Million), так как он, в отличие от RPKM 
(Reads Per Kilobase per Million), осуществля-
ет нормализацию данных сначала по дли-
не транскрипта, а затем — по общему числу 
транскриптов, из-за чего сумма всех TPM 
в образце равна 1 млн, что облегчает сравне-
ние между образцами и обуславливает кор-
ректность такого сравнения в случае, если 
суммарная экспрессия образцов сильно раз-
личается. Информация об исходных данных, 
входящих в исследование GSE222001, пред-
ставлена в таблице 1.

Для каждого гена, данные об экспрессии 
которого были определены в исследовании, 
нами осуществлено сравнение средних зна-
чений экспрессии между группами «активный  

Таблица 1
Информация об исходных данных, входящих в исследование GSE222001

Проект Эксперимент Образец Пол Возраст

PRJNA915785

SRX18861724 LTBI-rep5 М 54
SRX18861723 LTBI-rep4 Ж 29
SRX18861722 LTBI-rep3 М 31
SRX18861721 LTBI-rep2 Ж 41
SRX18861720 LTBI-rep1 М 20
SRX18861719 TB-rep5 М 33
SRX18861718 TB-rep4 М 18
SRX18861717 TB-rep3 Ж 55
SRX18861711 TB-rep2 Ж 48
SRX18861710 TB-rep1 М 29
SRX18861716 NC-rep5 М 53
SRX18861715 NC-rep4 Ж 53
SRX18861714 NC-rep3 М 24
SRX18861713 NC-rep2 Ж 21
SRX18861712 NC-rep1 М 23
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туберкулез» и «контрольная группа» с помо-
щью U-критерия Манна – Уитни. Поправка 
на множественность сравнений не вводилась, 
вместо этого при расчете p-уровня использо-
вали точный критерий, реализованный в SPSS 
v.20. Для локусов, для которых точный p-уро-
вень по результатам U-критерия Манна – 
Уитни оказался менее 0,01, дополнительно 
провели сравнение уровней экспрессии с ис-
пользованием критерия ANOVA. Для дальней-
шего анализа использовали только те локусы, 
для которых p-уровень (ANOVA) был <0,01, 
и для критерия Левена p >0,05. Для каждо-
го гена, показавшего статистически значи-
мые различия при сравнении групп по уровню 
экспрессии, был создан файл с расширени-
ем *.fa, который использовался при запросах 
к sra-blast в качестве референса (также допол-
нительно взяты в исследуемую последователь-
ность гена относительно небольшие участки 
на 3’- и 5’-концах последовательности ДНК). 
Для каждого результата секвенирования, при-
веденного в таблице 1 (колонка «Экспери-
мент»), был создан файл с расширением *.sam, 
содержащий прочтения, входящие в рефе-
ренсную последовательность. В дальнейшем 
с использованием команды mpileup программ-
ного обеспечения bcftools (https://github.com/
samtools/bcftools) на основе полученных нами 
sam-файлов были созданы файлы с расшире-
нием *.vcf, которые включали в себя позиции, 
для которых была выявлена вариабельность 
по отношению к референсной последователь-
ности, за исключением инсерций и делеций.

На следующем этапе работы было прове-
дено исследование генотипического соста-
ва в позициях наиболее перспективных генов 
с использованием результатов полногеномно-
го секвенирования, не вошедших в предыду-
щий этап, отобранных в базе SRA (Sequence 
Read Archive). Для этого анализа использова-
ны 99 экспериментов: 

Австралия: SRX28263276, SRX28263277; 
Дания: ERX14408767, ERX14408768;
Швеция: ERX14344449, ERX14344450, 

ERX14344469, ERX14344470, SRX23416714, 
SRX23416715, SRX23416716, SRX23416717, 
SRX23416718, SRX23416719, SRX23416720, 
SRX23416721, SRX23416722, SRX23416723; 

Европа: ERX14286624, ERX14286625, 
ERX14286626, ERX14286627, ERX14286628, 

ERX14286629, ERX14286631, ERX14286632, 
ERX14286633, ERX14286634, ERX14286635, 
ERX14286636, ERX14286637, ERX14286638, 
ERX14286639;

Китай: SRX24404586, SRX24404587, 
SRX24404588, SRX24404589, SRX24404590, 
SRX24404591, SRX24404592, SRX24404593, 
SRX24404594, SRX24404595, SRX24404596, 
SRX24404597, SRX24404598, SRX24404599, 
SRX24503353, SRX24503354, SRX24503355, 
SRX24503356, SRX24503357, SRX24503358, 
SRX26366571, SRX27161711, SRX27161715, 
SRX27161717, SRX27161718, SRX27161719, 
SRX27161723, SRX27161727, SRX27161728, 
SRX27161730, SRX27185158, SRX27185160, 
SRX27185161, SRX27283030, SRX27283031, 
SRX27283032, SRX27283033; 

Япония :  DRX206987 ,  DRX206988 , 
DRX206989, DRX206990, DRX413736, 
DRX413737, DRX413738, DRX424865, 
DRX424866, DRX424867, DRX424868, 
DRX566955, DRX566956, DRX566957, 
DRX571587, DRX571588, DRX571589, 
DRX578365, DRX578366, DRX578367, 
DRX578368, DRX578369, DRX578370, 
DRX616162, DRX616163, DRX616164, 
DRX616165, DRX616166, DRX616167.

Эта же информация в дальнейшем исполь-
зовалась при поиске позиций, имеющих оди-
наковый генотипический паттерн и которые 
потенциально входят в одну группу сцепления.

Результаты и обсуждения
В ходе применения U-критерия Манна –Уит-

ни и ANOVA при сравнении средних значений 
экспрессии генов между группами «активный 
туберкулез» и «контрольная группа» нами 
были определены гены, показывающие наи-
большие статистически значимые различия. 
Отобранные таким образом гены приведены 
в таблице 2.

В результате сравнения генотипического 
состава вариабельных позиций между иссле-
дуемыми группами было выявлено, что в па-
ре сравнения «активная форма туберкулеза / 
контрольная группа» для генетических ва-
риантов генов HBP1, LRRC27, SLPI, HPS6, 
RBM15B и псевдогена ENSG00000266155 
статистически значимые различия отсут-
ствуют. Для гена MAX были выявлены 3 по-
зиции (Chr14:65051897, Chr14:65051895 
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Таблица 2
Список генов, показавших статистически значимые различия при сравнении групп 

«активный туберкулез» и «контроль»

Ensembl ID Ген Локализация* Среднее AT** Среднее НК*** р-уровень#

ENSG00000148814 LRRC27 Chr10:132330063-132381508 5,97 3,74 0,009

ENSG00000105856 HBP1 Chr7:107169003-107202522 26,85 36,74 0,009

ENSG00000124107 SLPI Chr20:45252239-45254564 1,52 0,13 0,008

ENSG00000025293 PHF20 Chr20:35772015-35950370 42,93 60,13 0,009

ENSG00000125952 MAX Chr14:65006101-65102695 75,89 100,12 0,009

ENSG00000266155 – Chr17:64936485-64940229 0,88 0,0 0,005

ENSG00000166189 HPS6 Chr10:102065349-102068036 47,54 57,79 0,009

ENSG00000259956 RBM15B Chr3:51391285-51397908 64,02 69,73 0,009

ENSG00000257365 FNTB Chr14:64986895-65062650 2,73 5,04 0,028

и Chr14:65002523), генотипический состав 
которых статистически значимо различает-
ся в группах. Стоит отметить, что позиции 
Chr14:65051897 и Chr14:65051895, по данным 
RefSeq, локализуются в области генов MAX 
(антисмысловая цепь) и FNTB, в то же время 
позиция Chr14:65002523 выходит за пределы 
гена МАХ и локализуется в области гена FNTB, 
находясь от исследуемого гена MAX на рас-
стоянии в 3578 нуклеотидов, и далее она бу-
дет рассматриваться как часть гена FNTB (это 
связано с тем, что позиция Chr14:65002523 
попала в дополнительный участок, вклю-
ченный в референс при его формировании). 
При сравнении уровней экспрессии по это-
му гену также были выявлены статистически 
значимые различия, а средний уровень экс-
прессии в группе с активным туберкулезом 
и контрольной группе составил 2,73 и 5,04 
соответственно. Согласно аннотации dbSNP, 
позиции Chr14:65051897 и Chr14:65051895 
имеют аннотированные SNV. Так, в позиции 
Chr14:65051897 находится rs2062622202, в ко-
тором отмечается возможная замена С > T, 
однако частота минорного аллеля Т в ря-
де исследований составила от 0,00003 до 
0,000013 [3], в то же время нами в исследо-
вании было выявлено, что в группе здоровых 
пациентов генотип G/T наблюдается в 100% 

случаев (4 образца), а в группе с активным 
туберкулезом генотип G/G — в 80% случаев 
и G/T — в 20% случаев (4:1). В группе с ла-
тентным туберкулезом соотношение геноти-
пов G/G к G/T составило 40 к 60% (2:3).

В позиции Chr14:65051895 аннотирован 
rs143210184 с возможной заменой C > A / 
C > T, при этом частота минорного аллеля А 
была указана как 0, частота минорного аллеля 
Т — от 0,0003 до 0,0202 [5]. При этом нами вы-
явлены следующие генотипы: в контрольной 
группе G/A — 100% (4 образца), в группе лиц 
с активным туберкулезом G/G — 100% (5 об-
разцов), в группе с латентной формой тубер-
кулеза G/G — 60% (3 образца) и G/A — 40% 
(2 образца).

Для позиции Chr14:65002523 отсутству-
ет информация о наличии какого-либо SNV 
(табл. 3).

По итогу проведенной нами работы были 
определены позиции, потенциально связан-
ные с развитием туберкулеза. Так, при анализе 
генотипического состава по генам, имеющим 
статистически значимо отличающийся уро-
вень экспрессии у людей, больных туберку-
лезом, а также здоровых лиц, было выявлено, 
что позиции Chr14:65051895 и Chr14:65051897 
гена МАХ, а также Chr14:65002523 гена FNTB, 
имеют статистически значимо различающий-

Примечание. * — позиции представлены в соответствии с версией геномной сборки человека GRCh38.p14; 
** — среднее значение экспрессии в группе лиц с активной формой туберкулеза; *** — среднее значение экс-
прессии в группе лиц, вошедших в контрольную группу; # — U-критерия Манна – Уитни (двухстороння асим-
птотическая значимость)
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Таблица 3
Ожидаемые в соответствии с аннотацией dbSNP популяционные, а также полученные нами 

в ходе изучении генов MAX и FNTB частоты аллелей для всех групп

Ген Позиция/ ОНП Аллель Популяционные 
частоты [6] Аллель Полученные 

частоты [ДИ]*

MAX, FNTB Chr14:65051895/ 
rs143210184

C 0,9798 G 0,786 [0,63, 0,94]

T 0,0202 A 0,214 [0,06, 0,37]

MAX, FNTB Chr14:65051897/
rs2062622202 

С 0,99997 G 0,714 [0,55, 0,88]

Т 0,00003 T 0,286 [0,12, 0,45]

FNTB Chr14:65002523/ 
–

– – G 0,192 [0,04, 0,34]

– – C 0,808 [0,66, 0,96]

Примечание. * — доверительный интервал

Таблица 4
Распределение генотипов при исследовании транскриптома генов MAX и FNTB

Группа Chr14:65051897* Chr14:65051895** Chr14:65002523***

Контрольная

– – –

G/A G/T G/C

G/A G/T G/C

G/A G/T G/C

G/A G/T –

Активный 
туберкулез

G/G G/G C/C

G/G G/G C/C

G/G G/G C/C

G/G G/G C/C

G/G G/T C/C

Латентный 
туберкулез

G/A G/T G/C

G/G G/G C/C

G/G G/G C/C

G/A G/T G/C

G/G G/T C/C

Примечание. * — р = 0,008; ** — р = 0,018; *** — р = 0,048

ся генотипический состав. При этом можно 
заметить, что в образцах контрольной группы 
для этих позиций характерно наличие гетеро-
зигот, для группы лиц с активным туберкуле-
зом — гомозигот (за исключением одного из 
образцов позиции Chr14:65051895), для ла-
тентной формы туберкулеза характерен сме-
шанный генотипический состав (табл. 4).

При расширении исследования нами бы-
ло выявлено, что позиция Chr14:65051897 
не имеет вариабельности, т. е. в рандомизи-
рованной выборке, состоящей из 99 резуль-
татов полногеномного секвенирования ДНК, 
генотип по этой позиции составил G/G. Для 
позиции Chr14:65051895 была выявлена ва-
риабельность, более того, также были выяв-
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лены позиции с одинаковым генотипическим 
паттерном по отношению к этой позиции: 
Chr14:65051955 (FNTB, MAX, rs996248162), 
Chr14:64999363 (FNTB) и Chr14:65037848 
(FNTB, MAX, rs2062248289 — делеция участка 
в 12 нуклеотидов CCAGCTCACTGC/C), кото-
рые расположены от исходной позиции на 60, 
52 532 и 14 047 нуклеотидов соответственно.

Для позиции Chr14:65002523 также были 
выявлены позиции с одинаковым генотипи-
ческим паттерном: Chr14:65002526 (FNTB) 
и Chr14:64999355 (FNTB), отстоящие от це-
левой позиции на 3 и 3168 нуклеотидов со-
ответственно. Предположительно, данные 
позиции могут находиться в одной группе сце-
пления. Все отмеченные позиции находятся 
в зонах, которым соответствуют зоны актив-
ного сплайсинга в молекулах иРНК (RNA-seq 
intron-spanning reads, aggregate (filtered), NCBI 
Homo sapiens Annotation Release 110) [7] и, та-
ким образом, вероятно, влияют на экспрессию 
соответствующих генов.

Из приведенных выше данных видно, что 
гены MAX и FNTB демонстрируют согласо-
ванное наследование определенных аллелей 
в некоторых позициях, а так как эти гены на-
следуются вместе, то их совместное влияние 
на иммунный ответ может быть сильнее, чем 
по отдельности.

Ген MAX (ассоциированный с MYC фактор 
X) — это ген, кодирующий белок, который 
относится к семейству факторов транскрип-
ции, тем самым регулируя экспрессию генов, 
участвующих в пролиферации, апоптозе кле-
ток. На текущий момент имеются данные, что 
MYC, с которым связывается белковый про-
дукт гена MAX, является ключевым регуля-
тором многих фундаментальных клеточных 
процессов в иммунных клетках, в первую 
очередь метаболических программ. Показа-
но, что он связывается с промоторной обла-
стью широкого спектра активных генов для 
дальнейшего стимулирования их экспрессии, 
идентифицируя MYC как глобальный транс-
крипционный усилитель [8, 9]. MYC, являясь 
важнейшим фактором транскрипции, регу-
лирует экспрессию многочисленных генов 
как в клетках врожденного, так и адаптивно-
го иммунитета, управляя их активацией, про-
лиферацией, поляризацией и последующими 
функциональными событиями, вызываемыми 

этими клетками [10].
Ген FNTB обеспечивает активность акти-

ватора ацетилтрансферазы; связывание фер-
ментов, а также связывание ионов цинка. 
Способствует активности фарнезилтрансфе-
разы белка. Участвует в фарнезилировании 
белка и регуляции движения микротрубо-
чек. Входит в состав комплекса, ассоции-
рованного с микротрубочками, и комплекса 
фарнезилтрансферазы белка. Показано, что 
данный ген демонстрирует уникальные пат-
терны сплайсинга в макрофагах, инфициро-
ванных штаммом Mycobacterium tuberculosis 
H37Rv, по сравнению с неинфицированным 
контролем [11]. Кроме того, отмечено повы-
шение экспрессии этого гена при бактериаль-
ном гломерулонефрите [12], что указывает на 
его участие в иммунном ответе на бактериаль-
ные инфекции.

При исследовании гена PHF20 были вы-
явлены 16 позиций, генотипический состав 
которых статистически различается для кон-
трольной группы и группы пациентов с ак-
тивным туберкулезом: Chr20:35763984, 
C h r 2 0 : 3 5 7 6 3 9 9 4 ,  C h r 2 0 : 3 5 9 2 8 2 3 4 , 
C h r 2 0 : 3 5 8 0 3 5 4 7 ,  C h r 2 0 : 3 5 7 8 8 3 0 3 , 
C h r 2 0 : 3 5 8 1 7 4 0 9 ,  C h r 2 0 : 3 5 7 6 1 5 8 2 , 
C h r 2 0 : 3 5 7 6 1 5 9 4 ,  C h r 2 0 : 3 5 8 0 2 7 3 3 , 
C h r 2 0 : 3 5 9 2 8 2 4 4 ,  C h r 2 0 : 3 5 8 1 9 1 5 3 , 
C h r 2 0 : 3 5 8 7 6 3 0 9 ,  C h r 2 0 : 3 5 8 9 3 8 3 5 , 
C h r 2 0 : 3 5 7 9 3 5 2 2 ,  C h r 2 0 : 3 5 8 0 3 5 3 7  
и Chr20:35833886. В таблице 5 приведены 
данные по частотам аллелей для обозначенных 
выше хромосомных позиций.

В таблице 6 приведены генотипы 16 позиций 
для каждого из образцов, изученных в рамках 
исследования транскриптома.

При расширенном исследовании на 79 ре-
зультатах полногеномного секвенирования не 
было выявлено позиций, которые имели бы 
аналогичный представленным позициям ге-
нотипический паттерн.

Ген PHF20 обеспечивает связывание ДНК 
и ионов цинка. Предполагается, что он участву-
ет в регуляции транскрипции РНК-полимера-
зой II. Показано, что уровень экспрессии этого 
гена связан с инфицированием клеток устой-
чивым к аутофагии штаммам Mycobacterium 
tuberculosis [13]. Кроме того, имеются данные 
о том, что этот ген задействован в трансакти-
вации NFkB при остром воспалении [14].
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Также при расширенном изучении выборки 
случайным образом отобранных результатов 
полногеномного секвенирования нами были 
определены частоты аллелей, которые приве-
дены в таблице 7. 

По приведенным в таблице 7 данным вид-

Примечание. * — доверительный интервал

Ген Позиция / ОНП Аллель Популяционные 
частоты [6] Аллель Полученные частоты 

[ДИ]*

Chr20:35763984 / 
rs2515846267

А 0,99934 А 0,318 [0,12, 0,51]
С 0,00066 С 0,682 [0,49, 0,88]

Chr20:35763994 / 
rs2515846275

Т 0,99979 Т 0,286 [0,12, 0,45]
А 0,00021 А 0,714 [0,55, 0,88]

PHF20 Chr20:35928234
– – Т 0,714 [0,55, 0,88]
– – А 0,286 [0,12, 0,45]

PHF20 Chr20:35803547 / 
rs1452695636

A 0,999985 А 0,733 [0,57, 0,89]
G 0,000015 Т 0,267 [0,11, 0,43]

PHF20 Chr20:35788303 / 
rs2515867267

A 0,99996 A 0,682 [0,49, 0,88]
G 0,00004 G 0,318 [0,12, 0,51]

PHF20 Chr20:35817409
– – T 0,308 [0,13, 0,49]
– – A 0,692 [0,51, 0,87]

Chr20:35761582
– – T 0,731 [0,56, 0,9]
– – C 0,269 [0,1, 0,44]

Chr20:35761594 / 
rs1360384092

A 0,999993 А 0,269 [0,1, 0,441]
T 0,000007 Т 0,731 [0,56, 0,9]

PHF20 Chr20:35802733
– – Т 0,731 [0,56, 0,9]
– – А 0,269 [0,1, 0,44]

PHF20 Chr20:35928244
– – G 0,75 [0,58, 0,92]
– – T 0,25 [0,08, 0,42]

PHF20 Chr20:35819153 / 
rs2042125567

A – A 0,75 [0,59, 0,91]
C – T 0,25 [0,09, 0,41]

PHF20 Chr20:35876309 / 
rs1792401924

G 0,999993 G 0,75 [0,58, 0,92]
A 0,000007 A 0,25 [0,08, 0,42]

PHF20 Chr20:35893835
– – T 0,75 [0,58, 0,92]
– – C 0,25 [0,08, 0,42]

PHF20 Chr20:35793522 / 
rs1445047045

A 1 A 0,767 [0,62, 0,92]
T 0 T 0,233 [0,08, 0,38]

PHF20 Chr20:35803537
– – C 0,786 [0,62, 0,96]
– – A 0,214 [0,04, 0,38]

PHF20 Chr20:35833886 / 
rs1348172939

C 0,99994 C 0,727 [0,54, 0,91]
T 0,00006 T 0,273 [0,09, 0,46]

Таблица 5
Наблюдаемые и ожидаемые в соответствии с аннотацией dbSNP частоты при изучении гена 

MAX

но, что ряд полиморфных локусов по частотам 
аллелей, входящих в их состав, значитель-
но отличается от популяционных данных, 
приведенных в таблицах 3 и 4. Так, часто-
ты аллелей в позициях Chr20:35763984,  
C h r 2 0 : 3 5 7 6 3 9 9 4 ,  C h r 2 0 : 3 5 8 0 3 5 4 7 , 
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Таблица 6
Распределение генотипов при исследовании генотипического состава гена PHF20

Группа#

C
hr

14
:3

57
63

98
4*

C
hr

14
:3

57
63

99
4*

C
hr

14
:3

59
28

23
4*

C
hr

14
:3

58
03

54
7*

C
hr

14
:3

57
88

30
3*

*

C
hr

14
:3

58
17

40
9*

*

C
hr

14
:3

57
61

58
2*

**

C
hr

14
:3

57
61

59
4*

**

НК

– – T/T A/A – – – –

C/C A/A T/T A/A A/G A/A T/T T/T

C/C A/A – A/A G/G A/A T/T T/T

C/C A/A T/T A/A A/G A/A T/T T/T

C/C A/A T/T A/A A/G A/A T/T T/T

АТ

A/C A/T A/T A/T – – – –

A/C A/T A/T A/T A/A T/T T/C A/T

A/C A/T A/T A/T A/A A/T T/C A/T

A/C A/T A/T A/T A/A A/T T/C A/T

A/C A/T A/T A/T A/A A/T T/C A/T

ЛТИ

– A/A T/T A/A – A/A T/T T/T

A/C A/T A/T A/T A/G A/T T/C A/T

A/C A/T A/T A/T A/G A/T T/C A/T

– A/A T/T A/A – A/A T/T T/T

– A/T A/T A/T A/A A/T T/C A/T

Группа#

C
hr

14
:3

58
02

73
3*

**

C
hr

14
:3

59
28

24
4*

**

C
hr

14
:3

58
19

15
3*

**
*

C
hr

14
:3

58
76

30
9*

**
*

C
hr

14
:3

58
93

83
5*

**
*

C
hr

14
:3

57
93

52
2*

**
*

C
hr

14
:3

58
03

53
7*

**
*

C
hr

14
:3

58
33

88
6*

**
*

НК

– G/G – A/G – A/A C/C T/C

T/T G/G A/A A/G T/C A/A C/C T/C

T/T – A/A A/G T/C A/A C/C T/C

T/T G/G A/A A/G T/C A/A C/C T/C

T/T G/G A/A G/G T/C A/A C/C T/C

АТ

– G/T A/T – T/T A/A A/C C/C

A/T G/T A/T G/G T/C A/T A/C C/C

A/T G/T A/T G/G T/T A/T A/C T/C

A/T G/T A/A G/G T/T A/T A/C C/C

A/T – A/T G/G T/T A/T C/C C/C
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Примечание. # — НК — контрольная группа, АТ — активный туберкулез, ЛТИ — латентный туберкулез.
* — р = 0,008; ** — р = 0,018; *** — р = 0,029; **** — р = 0,048

Таблица 7
Распределение генотипов при исследовании расширенной выборки

Позиция / ОНП Аллель
Частоты 

в расширенной 
выборке [ДИ]

Позиция / ОНП Аллель
Частоты 

в расширенной 
выборке [ДИ]

Chr14:65051895 / 
rs143210184

G 0,905 [0,86, 0,95]
Chr20:35761582

T 0,608 [0,52, 0,7]

A 0,095 [0,05, 0,14] C 0,392 [0,3, 0,48]

Chr14:65051897 /
rs2062622202

G 1,00 Chr20:35761594 / 
rs1360384092

А 0,569 [0,47, 0,66]

T 0,00 Т 0,431 [0,34, 0,53]

Chr14:65002523 / –
G 0,122 [0,07, 0,17]

Chr20:35802733
Т 0,707 [0,62, 0,79]

C 0,878 [0,83, 0,93] А 0,293 [0,21, 0,38]

Chr20:35763984 / 
rs2515846267

А 0,410 [0,33, 0,49]
Chr20:35928244

G 0,689 [0,61, 0,77]

С 0,590 [0,51, 0,67] T 0,311 [0,23, 0,39]

Chr20:35763994 /
rs2515846275

Т 0,429 [0,34, 0,51] Chr20:35819153 /
rs2042125567

A 0,788 [0,71, 0,86]

А 0,571 [0,49, 0,66] T 0,212 [0,14, 0,29]

Chr20:35928234
Т 0,702 [0,61, 0,79] Chr20:35876309 / 

rs1792401924
G 0,865 [0,79, 0,94]

А 0,298 [0,21, 0,39] A 0,135 [0,06, 0,21]

Chr20:35803547/ 
rs1452695636

А 0,804 [0,74, 0,87]
Chr20:35893835

T 0,409 [0,33, 0,49]

Т 0,196 [0,13, 0,26] C 0,591 [0,51, 0,67]

Chr20:35788303 / 
rs2515867267

A 0,345 [0,26, 0,43] Chr20:35793522 / 
rs1445047045

A 0,776 [0,71, 0,85]

G 0,655 [0,57, 0,74] T 0,224 [0,15, 0,29]

Chr20:35817409
T 0,33 [0,24, 0,42]

Chr20:35803537
C 0,757 [0,69, 0,83]

A 0,67 [0,58, 0,76] A 0,243 [0,17, 0,31]

Chr20:35833886 / 
rs1348172939

C 0,875 [0,82, 0,93]

Т 0,125 [0,07, 0,18]

Группа#

C
hr

14
:3

58
02

73
3*

**

C
hr

14
:3

59
28

24
4*

**

C
hr

14
:3

58
19

15
3*

**
*

C
hr

14
:3

58
76

30
9*

**
*

C
hr

14
:3

58
93

83
5*

**
*

C
hr

14
:3

57
93

52
2*

**
*

C
hr

14
:3

58
03

53
7*

**
*

C
hr

14
:3

58
33

88
6*

**
*

ЛТИ

T/T G/G A/A – T/T A/A C/C –

A/T G/T A/T G/G T/T A/T A/C –

A/T G/T A/T A/G T/C A/T A/C C/C

T/T G/G A/A A/G – A/A C/C –

A/T – A/T – – A/T – –

Окончание таблицы 6
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C h r 2 0 : 3 5 7 8 8 3 0 3 ,  C h r 2 0 : 3 5 7 6 1 5 9 4 , 
C h r 2 0 : 3 5 8 7 6 3 0 9 ,  C h r 2 0 : 3 5 7 9 3 5 2 2 , 
C h r 2 0 : 3 5 8 3 3 8 8 6  значительно отличают-
ся от ожидаемых частот в соответствии с по-
пуляционными данными, из-за чего для этих 
позиций мы наблюдаем повышенную частоту 
альтернативных аллелей. Однако для позиции 
Chr14:65051897 наблюдается полное совпа-
дение по частоте референсного аллеля, кото-
рая на расширенной выборке составила 100% 
при ожидаемой частоте 97,98%. Для контроля 
качества секвенирования и исключения арте-
фактов, связанных с ошибками чтения нукле-
отидов, мы сформировали FASTQ-файлы по 
каждому образцу и проанализировали точ-
ность считывания в исследуемых локусах. Не-
соответствие полученных аллельных частот 
с популяционными может быть связано с низ-
кой мощностью для редких вариантов в проек-
тах, которые включены в агрегирование, шум 
в оценках частот аллелей, некоторые ложно-
положительные результаты, неслучайный сбор 
данных в выборках, платформах и популяци-
ях, а также использование импутированных 
генотипов [15, 16].

Заключение
Проведенное исследование позволило вы-

явить значимые генетические маркеры, ас-
социированные с развитием туберкулеза. 
В нашем исследовании, основанном на ана-
лизе транскриптомных данных, выявлены 
гены, экспрессия которых статистически зна-
чимо различается между группами пациен-
тов с активным туберкулезом и здоровыми 
лицами. Среди них особое внимание заслу-
живают MAX, FNTB и PHF20 — гены, вов-
леченные в регуляцию иммунного ответа, 
клеточной пролиферации и воспалительных 
процессов. Для ряда полиморфных локусов 
в этих генах (в частности, Chr14:65051895, 
Chr14:65051897, Chr14:65002523 и 16 пози-
ций в гене PHF20) обнаружены статистически 
значимые различия в генотипическом составе 
между группами, что указывает на их потенци-
альную ассоциацию с развитием туберкулеза.

Полученные данные свидетельствуют 
о возможной роли этих генетических ва-
риантов в модуляции иммунного ответа на 
Mycobacterium tuberculosis и открывают пер-
спективы для разработки молекулярно-ди-

агностических панелей, направленных на 
определение риска прогрессирования тубер-
кулезной инфекции. Учитывая согласованное 
наследование аллелей в генах MAX и FNTB, 
а также их функциональную взаимосвязь 
с ключевыми иммунными путями, представля-
ется целесообразным дальнейшее изучение их 
совместного влияния на патогенез туберкуле-
за. Обнаруженные генетические особенности 
расширяют понимание генетической предрас-
положенности к туберкулезу и могут быть ис-
пользованы для дальнейшей разработки новых 
биомаркеров для дифференциальной диагно-
стики активной и/или латентной форм тубер-
кулеза, а также идентификации мишеней для 
персонализированной терапии.

Данная работа вносит вклад в понимание 
молекулярных основ туберкулеза, выделяя 
такие гены, как MAX, FNTB и PHF20 как по-
тенциальные ключевые генетические фак-
торы в иммунном ответе на инфицирование 
M. tuberculosis. Полученные результаты от-
крывают новые направления для разработки 
стратегий ранней диагностики и таргетной те-
рапии, учитывающие в том числе и генетиче-
ские особенности пациентов.
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Введение
Поиск и идентификация белков, экспрес-

сия которых присуща только раковым клет-
кам человека, является одним из современных 
вызовов для молекулярной биологии и био-
информатики. Вместе с тем, в случае их об-
наружения, структурно-функциональная орга-
низация таких белков представляет большой 
научный интерес. Кроме того, такие белки мо-
гут выступать в качестве диагностических и/
или прогностических маркеров, а также ми-
шеней для иммунотерапии и/или молекуляр-
ных терапевтиков нового поколения.

В частности, особый интерес представля-
ют те опухоль-специфические белки, кото-
рые могут выступать в качестве антигенов для 
адаптивных TCR(CAR) Т-клеток и противо-
опухолевых вакцин [1]. Одним из направле-
ний адаптивной Т-клеточной терапии явля-
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ется генетическая модификация выделяемых 
из периферической крови цитотоксических 
Т-лимфоцитов, ведущая к приобретению ими 
противоопухолевой активности. Под таковой 
подразумевается способность к направленно-
му распознаванию и последующему уничто-
жению тех клеток, на поверхности которых 
обнаруживаются специфические антигены.

TCR T-клетки экспрессируют доставленные 
с использованием, как правило, вирусных век-
торов Т-клеточные рецепторы (TCRs, от англ. 
T cell receptors), чьи вариабельные α- и β-це-
пи обеспечивают специфическое взаимодей-
ствие с мишенью [2]. В качестве мишени мо-
жет выступать антиген, локализованный на 
поверхности клетки в комплексе с молекулами 
главного комплекса гистосовместимости клас-
са I (MHC I, от англ. major histocompatibility 
complex class I). Известно, что снижение экс-
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прессии последних является одним из воз-
можных механизмов ухода раковых клеток 
от иммунного надзора. В таком случае аль-
тернативой TCR T-клеткам могут являться 
CAR T-клетки, которые экспрессируют химер-
ные антигенные рецепторы (CARs, от англ. 
chimeric antigen receptors), способные распоз-
навать поверхностные опухолевые антигены 
без участия молекул MHC [3].

Для создания вакцин активно используются 
дендритные клетки. Нагруженные антигена-
ми и введенные в организм пациента, они ми-
грируют во вторичные лимфоидные ткани, где 
и происходит влекущая за собой запуск проти-
воопухолевого иммунного ответа презентация 
целевых антигенов Т-лимфоцитам [4].

Все антигены, рассматриваемые в качестве 
потенциальных молекулярных мишеней, мо-
гут быть разделены на два класса: опухоль-ас-
социированные и опухоль-специфические. 
Применение антигенов первого класса, встре-
чающихся на поверхности как раковых, так 
и нормальных клеток, затруднено часто вы-
являемой токсичностью по отношению к по-
следним [5]. По этой причине наибольший ин-
терес представляют антигены второго класса, 
также называемые неоантигенами. Известно, 
что порождаться они могут генными мутация-
ми, возникающими при опухолевой трансфор-
мации клеток, альтернативным сплайсингом 
молекул РНК, а также изменениями на уровне 
посттрансляционной модификации белков [6].

В существующих исследованиях, сфокуси-
рованных на поиске неоантигенов, в роли их 
источников рассматриваются главным обра-
зом генные мутации. Поскольку лейкозные 
клетки характеризуются низкой мутационной 
нагрузкой, количество детектированных опу-
холь-специфических антигенов остается отно-
сительно малым, и потому работы по их иден-
тификации продолжают быть актуальными. 
Целью настоящего исследования явился по-
иск новых потенциально иммуногенных про-
дуктов экспрессии генов, активных в лейкоз-
ных клетках человека.

Материалы и методы
В настоящем исследовании в качестве ис-

ходных данных выступили описанные в рабо-
те [7] результаты шести независимых повторов 
секвенирования транскриптома клеток мо-

дельной линии острого миелоидного лейкоза 
Kasumi-1, проведенного по методу парнокон-
цевого RNA-Seq. Три библиотеки прочтений 
были получены для клеток, предварительно 
обработанных короткими интерферирующи-
ми РНК (киРНК), обеспечивающими нокдаун 
гибридного онкогена RUNX1::RUNX1T1, и еще 
три библиотеки — для клеток, трансфекция 
которых проводилась с использованием неак-
тивных киРНК. Данные RNA-Seq, представ-
ленные в файлах формата FASTQ, проходили 
стандартную процедуру предобработки, после 
чего использовались для сборки полноразмер-
ных молекул РНК.

Реконструкция транскриптома целевых 
клеток с опорой на эталонный геном осу-
ществлялась с помощью программного па-
кета StringTie [8]. Исходно прочтения карти-
ровались относительно сборки GRCh38.p7 
генома человека с использованием алгоритма 
subjunc [9], после чего полученные BAM фай-
лы наряду с генными аннотациями, содержа-
щимися в базе данных Ensembl, передавались 
на вход StringTie. Запуск сборки проводился 
с использованием значений параметров, уста-
новленных по умолчанию. Исключение соста-
вил показатель «minimum isoform fraction», ко-
торому присваивалось значение, равное 0,05. 
Для фильтрации реконструированных полно-
размерных молекул РНК была разработана 
оригинальная R-функция filtrateTrans(), исход-
ный код которой, равно как и другие R-коды, 
созданные при выполнении описываемой ра-
боты, находится в открытом доступе в репози-
тории GitHub [10].

Сборка транскриптов без опоры на эталон-
ный геном (de novo) проводилась при помо-
щи ассемблера Trinity с использованием стан-
дартных параметров [11]. В качестве входных 
данных выступили FASTQ файлы, содержа-
щие процессированные библиотеки прочте-
ний RNA-Seq. Для оценки качества сборки бы-
ли использованы такие биоинформатические 
инструменты, как bowtie2 и BUSCO [12, 13]. 
С помощью bowtie2 прочтения, которые ранее 
были задействованы при работе с Trinity, вы-
равнивались относительно реконструирован-
ных сборщиком последовательностей РНК. 
Возвращаемые результаты считались удов-
летворительными в том случае, если число 
пар прочтений, выровненных конкордантно, 
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составляло не менее 70% от их общего коли-
чества. При помощи программы BUSCO оце-
нивалась полнота реконструкции контроль-
ных последовательностей ортологичных генов 
в каждой отдельно взятой сборке. О высоком 
качестве последних свидетельствовала рекон-
струкция свыше 80% последовательностей 
всех генов-ортологов BUSCO, экспрессирую-
щихся в исследуемых клетках.

Идентификация в полноразмерных транс-
криптах главных открытых рамок считыва-
ния (mORFs, от англ. main open reading frames) 
осуществлялась с помощью функционала R/
Bioconductor-пакета ORFhunteR [14]. Поиск 
открытых рамок считывания, предшествую-
щих mORFs (uORFs, от англ. upstream open 
reading frames), проводился с использованием 
пользовательской R-функции findUpstrORFs(). 
Для последующей трансляции in silico всех об-
наруженных ORFs была применена функция 
translateORFs() из пакета ORFhunteR.

Поиск новых полипептидов, основанный на 
реконструкции фрагментов зрелых молекул 
РНК, осуществлялся в соответствии с методи-
кой, предложенной в работе [15]. Необходимые 
для анализа данные секвенирования транс-
криптомов медуллярных эпителиальных кле-
ток тимуса (mTECs, от англ. medullary thymic 
epithelial cells) и миелоидных клеток-предше-
ственников (MPCs, от англ. myelocytic precursor 
cells) (6 и 11 образцов соответственно) были 
взяты из базы данных Sequence Read Archive.

Отбор среди предсказанных in silico бел-
ковых последовательностей тех, которые 
действительно экспрессируются в клетках 
Kasumi-1, выполнялся с использованием ней-
ронной сети DIA-NN [16]. Необходимые для 
анализа протеомные данные были получе-
ны на основе тотального белка, выделенно-
го из указанных клеток, который подвергал-
ся трипсинизации и обработке йодоуксусной 
кислотой. Анализ проводился на базе Инсти-
тута биологических наук при Ньюкаслском 
университете (г. Ньюкасл, Великобритания) 
с помощью масс-спектрометра Orbitrap Fusion 
Lumos Tribrid. Создание эталонного протеома 
происходило путем объединения последова-
тельностей всех белков человека, депониро-
ванных в базах данных UniProtKB/Swiss-Prot, 
Consensus CDS и NCBI RefSeq, с последующим 
удалением дубликатов и сохранением результа-

тов в формате FASTA. Итоговый FASTA-файл 
содержал в общей сложности 105 681 запись.

Биоинформатический анализ полученных 
результатов, подробно описанный в разделе 
«Результаты и обсуждение», осуществлялся 
в среде программирования R с помощью как 
оригинальных кодов собственной разработки, 
так и функционала пакетов, депонированных в 
хранилищах CRAN [17] или Bioconductor [18].

Результаты и обсуждение
Обобщенная схема разработанного биоин-

форматического конвейера, базирующегося на 
последовательной обработке транскриптом-
ных и протеомных данных, изображена на ри-
сунке 1. В рамках настоящего исследования 
с целью создания наиболее полного катало-
га новых белков и/или белковых фрагментов, 
экспрессирующихся в целевых клетках, было 
проведено три независимых цикла анализа. 
В их основе лежали соответственно три прин-
ципиально различающихся подхода к работе 
с библиотеками прочтений RNA-Seq. Ключе-
вые этапы каждого анализа подробно рассмо-
трены ниже.
Поиск новых белков лейкозных клеток че-

ловека, основанный на реконструкции транс-
криптома с опорой на эталонный геном

Исходно данные RNA-Seq использовались 
для реконструкции полноразмерных молекул 
РНК с опорой на эталонный геном. В каче-
стве сборщика в данном случае был выбран 
StringTie, хорошо зарекомендовавший себя 
среди отечественных и зарубежных пользо-
вателей. Общее количество реконструирован-
ных им транскриптов составило 215 688. Для 
снижения шума в полученных данных мы уда-
лили из собранного транскриптома те моле-
кулы РНК, чья экспрессия оказалась меньше 
0,1 FPKM, общая длина — менее 45 нуклеоти-
дов, длина хотя бы одного из экзонов и/или ин-
тронов — менее 25 и 50 нуклеотидов соответ-
ственно, либо транскрипты, которые оказались 
принадлежащими неканоническим хромосо-
мам, а также для которых не удалось устано-
вить, какая из цепей ДНК их кодирует. Успеш-
но прошли такую фильтрацию 52 564 (24,37%) 
молекулы РНК из собранных StringTie.

Для того чтобы классифицировать прошед-
шие фильтрацию РНК по потенциалу коди-
ровать белки, мы использовали функционал 
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R-пакета ORFhunteR. Способность кодиро-
вать белок была выявлена у 31 041 последова-
тельности (рис. 2А). Однако на сегодняшний 
день достоверно известно, что один транс-
крипт может нести несколько ORFs: помимо 
mORFs в его пределах также обнаруживают-
ся малые ORFs (smORFs, от англ. small open 
reading frames), транслирующиеся с образова-
нием микробелков [19]. Поэтому нами была 
разработана R-функция findUpstrORFs(), обе-
спечивающая поиск превалирующих smORFs, 
называемых uORFs. Они представляют со-
бой smORFs, стартовый кодон которых лока-
лизуется в 5’-нетранслируемой области РНК 
(UTR, от англ. untranslated region), тогда как 
стоп-кодон может находиться как в 5’-UTR, 
так и в пределах mORF. С помощью указан-
ной R-функции в молекулах РНК, собранных 
StringTie и прошедших фильтрацию, было 

Рис. 1. Основные этапы идентификации новых полипептидов лейкозных клеток человека

идентифицировано в общей сложности 67 527 
uORFs, характеризующихся длиной 30 нукле-
отидов и более.

Поскольку мы преследовали цель детекти-
ровать новые, неизвестные на сегодняшний 
день белки, то неотъемлемой частью разраба-
тываемого подхода являлся переход на проте-
омный уровень. Для этого последовательно-
сти всех выявленных ORFs транслировались 
in silico при помощи функции translateORFs() 
из R-пакета ORFhunteR. Таким образом, был 
сформирован первый экспериментальный про-
теом, включивший 73 192 уникальные после-
довательности белков (рис. 2Б). Поиск среди 
них, действительно синтезирующихся в клет-
ках Kasumi-1, осуществлялся с использова-
нием нейронной сети DIA-NN. На вход ей 
передавались масс-спектрометрические дан-
ные (МС-данные) в формате *.mzML, а также 
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FASTA-файл, содержащий последовательно-
сти белков экспериментального и эталонно-
го протеомов.

DIA-NN запускалась в режиме «library-free 
search», не требующем наличия у пользовате-
ля библиотеки эталонных масс-спектров. Ра-
ботая в таком режиме, программа осущест-
вляет гидролиз in silico поступивших на вход 
аминокислотных последовательностей по 
сайтам расщепления трипсином. Для полу-
ченных пептидов длиной 7–30 аминокислот-
ных остатков (а. о.) она генерирует библио-
теку масс-спектров, которая в дальнейшем 
используется для поиска в МС-данных пепти-
дов, подтверждающих экспрессию в клетках 
Kasumi-1 белков из переданного программе 
FASTA-файла.

Возвращаемые нейронной сетью результа-
ты требуют дополнительной обработки. Для 
ее выполнения была разработана и примене-
на R-функция parseDIANNoutput(), обеспечи-
вающая фильтрацию данных по нескольким 
параметрам: 

1) условная вероятность случайного собы-
тия при идентификации пептида не должна 
превышать 0,01; 

2) q-значение для пептидов, детектируемых 
в каждом специфическом запуске, должно 
быть не более 0,01; 

3) количественное содержание пепти-
да должно быть выше нуля не менее чем 
в 3 из 5 образцов одной экспериментальной 
группы (с нокдауном гибридного онкогена 
RUNX1::RUNX1T1 и без него); 

4) q-значение для белков, детектируемых 

в каждом специфическом запуске, не должно 
быть выше 0,01; 

5) число уникальных пептидов, подтверж-
дающих экспрессию белка, должно быть не 
менее 2. Количество предсказанных белков, 
экспрессию которых удалось подтвердить 
МС-данными с помощью описанного под-
хода, составило 12 585. Из них 11 964 пред-
ставляли собой продукты in silico трансляции 
mORFs (рис. 2В).

Непосредственно поиск новых, никем ранее 
не описанных изоформ белков осуществлял-
ся в несколько этапов. На первом этапе про-
водилось сравнение детектированных белков 
с эталонными белками человека по методу 
k-меров: аминокислотные последовательности 
обоих наборов разбивались на k-меры длиной 
8 а. о., после чего из набора k-меров экспери-
ментальных белков исключались те, которые 
также обнаруживались среди k-меров эталон-
ных белков. Таким образом был получен спи-
сок лейкозоспецифических k-меров. Следую-
щим шагом стала сборка последних в более 
протяженные фрагменты, которые далее, на-
ряду с МС-пептидами, подтверждающими их 
экспрессию в изучаемых клетках, анализиро-
вались с помощью blastp [20]. По результа-
там этого анализа создавался каталог новых 
белков, в который включались только те из 
них, чьи лейкозоспецифические фрагменты, 
равно как и выравнивающиеся относительно 
них МС-пептиды, имели идентичность менее 
100% по отношению к любым известным бел-
кам человека. В данном случае их количество 
оказалось равным 14.

Рис. 2. Кодирующий потенциал транскриптов, реконструированных StringTie: А — распределение кодирующих 
и некодирующих транскриптов; Б — структура экспериментального протеома; В — подтверждаемость МС-дан-
ными экспрессии экспериментальных белков в клетках Kasumi-1; Г — принадлежность генов, кодирующих новые 

белки, различным классам генетических элементов
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Интересными оказались результаты анали-
за принадлежности генов, кодирующих новые 
белки, разным классам генетических элемен-
тов (рис. 2Г). Лишь 4 из 14 белков представ-
ляли собой продукты экспрессии белок-коди-
рующих генов, тогда как большая часть (9) 
кодировалась псевдогенами.

В качестве репрезентативного случая мы 
приводим на рисунке 3А схему реконструи-
рованного StringTie транскрипта псевдоге-
на WBP11P1. Его функциональный ген-го-
молог WBP11 кодирует белок, участвующий 
в контроле сплайсинга молекул РНК [21]. По 
результатам биоинформатического анализа 
был детектирован белковый продукт экспрес-
сии WBP11P1 длиной 135 а. о., обладающий 
идентичностью 77% по отношению к белку 
WBP11 и содержащий участок неупорядочен-
ной структуры неизвестной функционально-
сти (рис. 4А).

Среди белок-кодирующих генов, для кото-
рых были обнаружены новые продукты экс-
прессии, оказались гены YWHAZ, ARHGEF6, 
SPR и APEH. Первые два кодируют белки, 
вовлеченные в регуляцию сигнальных путей 
[22, 23]. Ген SPR кодирует сепиаптерин-редук-
тазу, необходимую для образования тетраги-
дробиоптерина [24]. Продуктом экспрессии 
гена APEH является фермент ацилпептидги-
дролаза, необходимый для нормальной де-
градации и рециркуляции N-ацетилирован-
ных белков [25].

В случае каждого гена новый белок кодиро-
вался mORF, а его образование являлось след-
ствием альтернативного сплайсинга соответ-
ствующих молекул пре-мРНК. Так, например, 
транскриптомным сборщиком была рекон-
струирована неизвестная изоформа мРНК ге-

Рис. 3. Структура реконструированных StringTie транс-
криптов генов WBP11P1 (А) и APEH (Б). Знаками «*» 
и «**» отмечены транскрипты гена APEH, кодирующие 
описанную новую изоформу белка и канонический 
белок соответственно. Область сохраняемого интрона 

ограничена рамкой

на APEH, несущая в своей структуре интрон, 
фланкированный первыми двумя экзонами 
(рис. 3Б). Интронная последовательность ока-
залась локализованной в области mORF, одна-
ко ее включение не сопровождается сдвигом 
рамки считывания. По этой причине кодируе-
мый таким транскриптом белок отличается от 
уже известного тем, что вблизи N-конца содер-
жит новый фрагмент длиной 25 а. о., который 
определяет появление участка неупорядочен-
ной структуры (рис. 4Б).
Поиск новых белков лейкозных клеток че-

ловека, основанный на реконструкции транс-
криптома de novo

Сборка полноразмерных РНК с опорой на 
эталонный геном имеет некоторые недостатки. 
Таковыми являются: 1) невозможность учета 
вариабельности нуклеотидных последователь-

Рис. 4. Структура ранее неизвестных белков, кодируемых генами WBP11P1 (А) и APEH (Б)
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Рис. 5. Кодирующий потенциал транскриптов, реконструированных Trinity: А — распределение кодирующих 
и некодирующих белок транскриптов; Б — структура экспериментального протеома; В — подтверждаемость 

МС-данными экспрессии экспериментальных белков в клетках Kasumi-1

ностей генов и, соответственно, их РНК-про-
дуктов; 2) относительно низкое разнообразие 
новых (структурно отличающихся от извест-
ных транскриптов) молекул РНК среди ре-
конструируемых сборщиком последователь-
ностей. Указанные особенности оказывают 
влияние на полноту восстановления лейкоз-
ного протеома и, как следствие, ограничивают 
репертуар детектируемых новых полипепти-
дов. В то же время известно, что реконструк-
ция транскриптома de novo лишена перечис-
ленных недостатков. По этой причине, с целью 
расширить созданный на предыдущих эта-
пах исследования каталог новых белков кле-
ток Kasumi-1, дополнительно проводился ана-
лиз, базирующийся на сборке транскриптома 
целевых клеток с помощью сборщика Trinity.

Реконструированные Trinity молекулы РНК 
проходили фильтрацию по уровню экспрес-
сии. Пороговое значение параметра уста-
навливалось равным 0,2 TPM. Полученный 
транскриптом включал 111 276 последователь-
ностей, из которых 15 079, согласно результа-
там биоинформатического анализа, обладали 
кодирующим потенциалом (рис. 5А). С помо-
щью функции findUpstrORFs() в их последо-
вательностях удалось выявить 71 714 uORFs.

Путем трансляции in silico всех обнаружен-
ных ORFs и последующего удаления повто-
ряющихся аминокислотных последовательно-
стей был получен набор белков, включивший 
в себя 54 500 последовательностей (экспери-
ментальный протеом) (рис. 5Б), которые далее 
подвергались анализу, подробно описанному 
выше. В конечном счете удалось подтвердить, 
опираясь на МС-данные, экспрессию 3578 

экспериментальных белков. При этом коли-
чество белков, кодируемых uORFs, как и при 
использовании первого подхода, описанного 
выше, было незначительным (рис. 5В). В це-
лом, лимитировать детекцию могло несколь-
ко факторов. Один из них — их длина, которая 
оказывается значительно меньше, чем тако-
вая у белков, кодируемых mORFs (рис. 6А), 
и требует более высокой чувствительности 
МС-анализа.

Среди белков с подтвержденной экспрес-
сией 15 были классифицированы как новые. 
Один являлся продуктом in silico трансля-
ции uORFs. Все белки принадлежали в общей 
сложности 10 белок-кодирующим генам и от-
сутствовали в списке новых аминокислотных 
последовательностей, который создавался по 
итогам анализа, основанного на сборке транс-
криптома с помощью StringTie.

Такие результаты, вероятно, были обуслов-
лены сравнительно малой протяженностью 
молекул РНК, реконструированных Trinity 
(рис. 6Б). Это, в свою очередь, ожидаемо нега-
тивно отразилось на количестве транскриптов, 
у которых обнаруживался кодирующий по-
тенциал, и, как следствие, на многообразии 
включенных в анализ аминокислотных по-
следовательностей. Поскольку качество про-
веденной сборки de novo было высоким (о чем 
свидетельствуют результаты соответству-
ющих тестов, см. «Материалы и методы»), 
по-видимому, реконструкция коротких после-
довательностей — это особенность алгоритма, 
используемого ассемблером Trinity.

Данные биоинформатического моделирова-
ния указывают на то, что образование трех из 
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Рис. 7. Структура известных транскриптов гена PJA2, а также транскрипта, реконструированного Trinity

тивным сплайсингом РНК, были также об-
наружены мутантные варианты, образование 
которых в клетках Kasumi-1 могло являть-
ся результатом возникновения несинонимич-
ных однонуклеотидных замен в кодирую-
щих областях соответствующих генов. Так, 
в гене SDF2L1, экспрессия которого акти-
вируется в ответ на стресс эндоплазматиче-
ского ретикулума (ЭПР), выявлена транзи-
ция NC_000022.11:g.21644096C > T [27]. Как 
следствие, продукт его трансляции, в нор-
ме локализующийся в просвете ЭПР и от-
ветственный за контроль качества фолдин-
га белков, несет неконсервативную замену 
NP_071327.2:p.T196M (расстояние Грэнтэма 
(англ. Grantham distance) = 81) в пределах од-
ного из доменов MIR.

Еще одна транзиция — NC_000019.10: 
g.45164900C > T — детектирована в после-
довательности гена TRAPPC6A, который ко-
дирует субъединицу комплекса TRAPP, не-
обходимого для транспорта белков от ЭПР 
к аппарату Гольджи [28]. В клетках Kasumi-1 
с помощью МС-данных была подтверждена 

15 новых белков определялось альтернатив-
ным сплайсингом транскриптов соответству-
ющих генов, 6 — генетической вариабельно-
стью последних и еще 6 — совокупностью 
перечисленных факторов.

В качестве одного из примеров могут быть 
рассмотрены РНК/белковые продукты ге-
на PJA2. Кодируемый им канонический бе-
лок представляет собой убиквитин-лигазу, со-
держащую цинк-связывающий домен RING 
E3 и осуществляющую ковалентное суб-
страт-специфичное присоединение молекул 
убиквитина к белкам-мишеням [26]. Получен-
ные данные свидетельствуют о том, что в ходе 
альтернативного сплайсинга первичных транс-
криптов рассматриваемого гена возможно об-
разование ранее неизвестной изоформы мРНК 
(рис. 7), кодирующей короткий белок длиной 
129 а. о. Причем интересным является то, что 
этот белок имеет принципиально новую пер-
вичную структуру, не обнаруживающую со-
впадений ни с одной другой, размещенной 
в публичных базах данных белков человека.

Помимо белков, порождаемых альтерна-

Рис. 6. Распределение длин продуктов in silico трансляции mORFs и uORFs (А), а также распределение длин 
транскриптов, реконструированных различными сборщиками (Б)
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экспрессия двух изоформ одноименного бел-
ка протяженностью 173 и 159 а. о., содержа-
щих консервативную замену NP_077013.1:p.
V89M и NP_001257820.1:p.V75M (расстояние 
Грэнтэма = 21) соответственно.

Среди белков с измененной первичной 
структурой также оказались два продукта экс-
прессии гена FAF1. Первый — полноразмер-
ный белок FAF1, участвующий в регуляции 
процессов клеточной пролиферации, апопто-
за, воспаления, а также протеостаза [29]. Вто-
рой — его укороченная по N-концу на 87 а. о. 
изоформа. В последовательностях обоих бел-
ков обнаружена затрагивающая UBL2 до-
мен консервативная замена NP_008982.1:p.
L227V и XP_047298699.1:p.L140V (расстоя-
ние Грэнтэма = 32) соответственно, возник-
новение которой обусловлено трансверсией 
NC_000001.11:g.50655507G > C в рассматри-
ваемом гене.
Поиск новых полипептидов лейкозных кле-

ток человека, основанный на реконструкции 
фрагментов зрелых РНК

Очевидно, что реконструкция описанными 
способами полноразмерных молекул РНК не 
позволяет оценить все их многообразие. Кро-
ме того, несовершенны и алгоритмы, исполь-
зуемые для выявления у реконструирован-
ных транскриптов кодирующего потенциала. 
Так или иначе, биоинформатическое предска-
зание экспрессии по крайней мере части дей-
ствительно синтезирующихся в исследуемых 
клетках белков оказывается невозможным. 
В то же время известно, что при поиске моле-
кулярных мишеней, пригодных для иммуноте-
рапии лейкозов, интерес представляют пепти-
ды длиной 8–16 а. о., способные образовывать 
стабильные комплексы с молекулами MHC I. 
В связи с этим может быть использован аль-
тернативный подход, нацеленный на иденти-
фикацию непосредственно лейкозоспецифи-
ческих белковых фрагментов. В его основе 
лежит частичная реконструкция зрелых мо-
лекул РНК, экспрессирующихся в изучаемых 
клетках. В данном исследовании она осущест-
влялась в соответствии с методикой, предло-
женной Grégory Ehx и соавторами [15].

Исходно предобработанные библиотеки про-
чтений, полученные в ходе секвенирования 
транскриптомов клеток Kasumi-1, разбива-
лись на k-меры длиной 33 нуклеотида. Для 

минимизации количества k-меров, содержа-
щих ошибочно считанные основания, про-
водилось исключение последовательностей, 
встречающихся менее трех раз в каждом об-
разце одной экспериментальной группы. Про-
шедшие фильтрацию k-меры далее были объе-
динены в один лишенный избыточности набор 
лейкозных k-меров.

На следующем этапе в работу включались 
публичные данные RNA-Seq, полученные 
для выбранных в качестве контроля MPCs 
и mTECs. Библиотеки прочтений аналогич-
ным образом последовательно разбивались 
на k-меры, после чего с их помощью выпол-
нялось вычитание списка лейкозных k-меров. 
В результате такой отрицательной фильтрации 
список лейкозных k-меров был сокращен до 
916 764 уникальных лейкозоспецифических 
последовательностей, что составило 1,41% от 
их исходного количества. При этом, как и сле-
довало ожидать, наибольший вклад в вычита-
ние был внесен k-мерами, принадлежащими 
MPCs (рис. 8А).

Следующим шагом стала сборка лейко-
зоспецифических k-меров в более протяжен-
ные контиги, которые затем транслировались 
in silico в шести рамках считывания (+0, +1 
и +2 в обеих ориентациях). Созданный таким 
образом экспериментальный протеом содер-
жал 618 910 полипептидов протяженностью 
8 а. о. и более. Эти полипептиды, вероятнее 
всего, являются лишь фрагментами полнораз-
мерных белков, что находит отражение в ха-

Рис. 8. k-меры mTECs и MPCs, для которых были 
обнаружены совпадения среди лейкозных k-меров 
(А), а также распределение длин экспериментальных 

полипептидов (Б)
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рактере распределения их длин относитель-
но длин известных белков человека (рис. 8Б). 
По этой причине при фильтрации результатов 
поиска таких последовательностей с помо-
щью DIA-NN число МС-пептидов, достаточ-
ное для подтверждения их экспрессии, было 
снижено до 1.

Количество полипептидов с подтвержден-
ной экспрессией оказалось равным 318. При 
этом необходимо понимать, что отсутствие 
контекстной информации о структуре белка, 
которому принадлежал тот или иной экспери-
ментальный полипептид, значительно ограни-
чивало количество МС-пептидов, способных 
подтвердить его экспрессию. Также важно 
учесть, что 181 119 (29,26%) из подвергнутых 
анализу аминокислотных последовательно-
стей характеризовались наличием сайтов, по 
которым возможно их расщепление трипсином 
с образованием набора слишком коротких или 
же, наоборот, слишком длинных пептидов, об-
наружение которых в МС-данных невозможно. 
Более того, у 190 634 (30,8%) полипептидов 
этих сайтов вовсе не было обнаружено. Все 
перечисленное позволяет предположить, что 
среди реконструированных фрагментов РНК 
число последовательностей, обладающих ко-
дирующим потенциалом, на самом деле мо-
жет быть выше.

Из 318 полипептидов с подтвержденной экс-

прессией 33 были отнесены к новым (рис. 9). 
Точное определение генной принадлежности 
с помощью инструмента BLAT оказалось не-
возможным для 17 фрагментов зрелых РНК, 
кодирующих новые экспериментальные поли-
пептиды, что было обусловлено, в частности, 
множественным либо частичным выравнива-
нием отдельных последовательностей отно-
сительно различных участков генома. Среди 
оставшихся 16 фрагментов два картировались 
на участки генома, в которых перекрывалось 
несколько генов, и поэтому далее они будут 
рассматриваться как отдельные фрагменты. 
Таким образом, общее количество целевых по-
следовательностей РНК с установленной ген-
ной принадлежностью оказалось равным 18. 
Примечательно, что образование пяти из них 
могло быть обусловлено активностью генов, 
которые, согласно аннотациям Ensembl, не об-
ладают кодирующим потенциалом. Остальные 
13 являлись фрагментами транскриптов бе-
лок-кодирующих генов. Среди них пять пред-
ставляли собой последовательности ранее не 
описанных сохраняемых интронов, причем 
три из них содержали стоп-кодоны. Еще три 
реконструированных фрагмента РНК принад-
лежали нетранслируемым областям известных 
транскриптов генов SCUBE1, ULBP1, а также 
KCNJ11 и, вероятно, транслировались с обра-
зованием микробелков в составе smORFs.

Рис. 9. Результаты анализа генной принадлежности фрагментов зрелых РНК, кодирующих новые эксперимен-
тальные полипептиды



122

Молекулярная и прикладная генетика. Том 39, 2025 г.

Е. В. Гузова и др. Идентификация неаннотированных белков...

Таблица 1
Однонуклеотидные замены, выявленные в кодирующих областях генов

Ген Хромосома Позиция 
в хромосоме

Вариант нуклеотидной 
замены

Вариант аминокислотной 
замены

Расстояние 
Грэнтэма

PBXIP1 1 154946463 A > T L > Q 113

FKBP5 6 35637137 C > T G > S 56

STIM1 11 4091617 C > T T > I 89

IRAK4 12 43772969 G > A R > Q 43

WIZ 19 15425333 C > T R > H 29

Наконец, оставшиеся пять фрагментов при-
надлежали кодирующим областям полнораз-
мерных молекул РНК и содержали однонукле-
отидные замены (табл. 1). Среди них наиболее 
интересная затрагивает протоонкоген PBXIP1, 
высокая экспрессия которого ассоциирова-
на с прогрессией ряда онкологических забо-

Заключение
Представленный конвейер, предполагающий 

последовательный биоинформатический ана-
лиз транскриптомных и протеомных данных, 
позволил идентифицировать неизвестные на 
сегодняшний день белковые продукты экс-
прессии генов, активных в модельных лейкоз-
ных клетках человека. На основе полученных 
результатов может быть выделено несколько 
их источников: 1) вариабельность нуклеотид-
ных последовательностей генов; 2) альтерна-
тивный сплайсинг РНК; 3) smORFs; 4) транс-
ляционная активность РНК-продуктов генов, 
аннотированных как некодирующие (в част-
ности, псевдогенов).

В то же время открытым остался вопрос 
относительно того, являются обнаруженные 
белковые продукты одним из вариантов нор-
мы либо же их образование представляет со-
бой следствие протекания патологического 
процесса. Для того чтобы ответить на него, 
требуется проведение аналогичного анализа 
транскриптомных и протеомных данных, по-
лученных для нормальных клеток крови чело-
века. В случае обнаружения белков/белковых 
фрагментов, синтез которых присущ только 
лейкозным клеткам, одним из направлений 
дальнейших исследований может стать допол-
нение описанного биоинформатического кон-
вейера алгоритмом, который позволит прове-

леваний. Обнаруженная трансверсия приво-
дит к тому, что в пределах соответствующего 
белка, известного как регулятор эпителиаль-
но-мезенхимального перехода, а также про-
лиферации и миграции опухолевых клеток, 
происходит замена гидрофобного лейцина на 
гидрофильный глутамин [30].

сти среди них поиск неоантигенов, пригодных 
для иммунотерапии лейкозов.
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пептидов лейкозных клеток» (грант № M23-
056, № гос. регистрации 20231102, сроки вы-
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The search for and identification of proteins whose expression is unique to human cancer cells is one of the modern 
challenges of molecular biology and bioinformatics. At the same time, when such proteins are discovered, their 
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Введение
Норовирусы человека (НоВ) являются ве-

дущими этиологическими агентами острого 
гастроэнтерита (ОГЭ) не бактериальной при-
роды, вызывая как спорадические, так и груп-
повые случаи заболевания во всех возрастных 
группах [1]. Ежегодно норовирусная инфекция 
(НоВИ) приводит к более 200 тыс. смертей 
и миллионам госпитализаций, что подчерки-
вает необходимость разработки эффективных 
методов диагностики и профилактики [2].

Золотым стандартом диагностики НоВИ 
является ОТ-ПЦР, обладающая высокой чув-
ствительностью и специфичностью [3]. Од-
нако метод применяется преимущественно 
в стационарах, требует специального обо-
рудования, квалифицированного персонала 
и дорогих реагентов. Между тем часть случаев 
НоВИ протекает вне стационара, но остается 
значимой с эпидемиологической точки зрения 
из-за длительного вирусовыделения и риска 
заражения окружающих. Для таких ситуаций 
предпочтительны экспресс-тесты [4], осно-
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ванные на выявлении норовирусного антигена 
с помощью специфических антител.

Если технология получения поликлональ-
ных антител к норовирусам достаточно про-
ста и изучена, то получение антигенного 
материала остается сложной задачей. Из-за 
некультивируемости НоВ невозможно при-
менять методы классической вирусологии [5], 
поэтому для получения белков используют 
генно-инженерные подходы. Существуют 
системы экспрессии поверхностного белка 
НоВ с антигенными свойствами, наиболее 
распространенная из которых — с примене-
нием бакуловирусов и клеток насекомых Sf9 
[6, 7]. Однако технология трудоемкая, требует 
длительного времени и сложной очистки. Аль-
тернативой является экспрессия в клетках мле-
копитающих (HEK293) [8], но она отличается 
высокой себестоимостью, что ограничивает 
ее применение.

Наиболее доступным способом получения 
рекомбинантных белков остается экспрессия 
в Escherichia coli. Однако ранее она давала 
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крайне низкий выход белка либо вообще не 
позволяла синтезировать интересующие бел-
ки НоВ [9]. В связи с этим разрабатывают-
ся новые подходы, включая экспрессию при 
«холодовом шоке» — метод, основанный на 
индукции белкового синтеза при 15 °C с од-
новременным снижением общей трансляции 
и активности протеаз, что обеспечивает выход 
целевого белка до 60% [10].

Капсидный белок VP1 НоВ способен к са-
мосборке в вирусоподобные частицы (ВПЧ), 
обладающие высокой стабильностью и им-
муногенностью. Несмотря на отсутствие 
зарегистрированных вакцин против НоВИ, 
большинство кандидатных препаратов вклю-
чает белок VP1, экспрессированный в клетках 
млекопитающих или дрожжей [2]. Чаще всего 
используется белок VP1 генотипа GII.4 — наи-
более распространенного среди патогенных 
для человека норовирусов. Он остается до-
минирующим уже несколько десятилетий, на 
его долю приходится более 80% вспышек. 
Высокая изменчивость GII.4 обусловливает 
регулярное появление новых эпидемических 
вариантов [11, 12].

В Беларуси НоВ занимают второе место 
среди возбудителей острых кишечных инфек-
ций (после ротавирусов) и лидируют по числу 
вспышек групповой заболеваемости. В этих 
условиях разработка доступных и эффектив-
ных технологий получения компонентов для 
диагностики и вакцинопрофилактики НоВИ 
является актуальной задачей.

Данная работа посвящена получению гене-
тических конструкций, несущих в себе нукле-
отидные последовательности, кодирующие 
полноразмерные капсидные белки и основные 
полипептиды НоВ геновариантов, эндемич-
ных для Республики Беларусь (GII.4, GII.17 
и GI.3) для последующей разработки простой 
и доступной биотехнологии получения норо-
вирусных антигенов.

Материалы и методы
Образцы биологического материала (фека-

лии, n = 7), заведомо содержащие РНК НоВ 
известных генотипов (GII.4, GII.17, GI.3) бы-
ли взяты для исследований из банка лабора-
тории инфекций с природным резервуаром 
РЦГЭиОЗ. 

Для клонирования и последующей наработ-

ки плазмидных векторов-носителей исполь-
зовали коммерческий штамм E. coli XL1blue 
(«Novagen», США) и плазмиду pJET1.2 
(«Novagen»).

Для создания векторов экспрессии в бак-
териальных клетках VP1 НоВ разных гено-
типов использовали плазмиды pET42a(+) 
(«Novagen») и pColdI («Takara Bio», Япония).

Для оценки перспективы использования 
различных систем экспрессии для получения 
НоВ-полипептидов проводили:

–	 анализ нуклеотидных последовательно-
стей, кодирующих VP1 НоВ разных генотипов, 
с целью определения частоты встречаемости 
редких кодонов для организма-реципиен-
та целевой конструкции, содержащей фраг-
мент генома НоВ с использованием сервиса 
«GenScript Rare Codon Analysis Report»;

–	 анализ аминокислотных последователь-
ностей НоВ VP1 c использованием сервисов 
«Predicted antigenic peptides» (поиск антиген-
ных детерминант) и «ScanProsite tool» (лока-
лизация дисульфидных связей).

Дизайн олигонуклеотидных праймеров для 
клонирования фрагментов, кодирующих VP1 
методом ПЦР, проводили на основе анализа 
последовательностей ОРС2 НоВ с использо-
ванием ПО Primer3 (v. 0. 4. 0), принимая во 
внимание такие параметры, как вырожден-
ность, Tm, GC%, ΔG, GC клэмп, образование 
димеров и шпилек.

РНК выделяли с помощью набора «НК-экс-
тра» («РЦГЭиОЗ», Беларусь). Первичную 
апробацию разработанных олигонуклеоти-
дов для накопления фрагментов 1-го раунда 
(клонирования в вектор pJET1.2) проводили 
в реакционной смеси объемом 25 мкл с до-
бавлением 1x «5x-ArtMix» реагента для про-
ведения ОТ-ПЦР в одной пробирке и 20 пмоль 
фланкирующих праймеров. В качестве матри-
цы использовали РНК со значениями поро-
гового цикла реакции (Ct) в пределах 17–26 
(«ОКВИ-ПЦР», РНПЦ эпидемиологии и ми-
кробиологии, Беларусь). Режим амплифика-
ции был адаптирован под рекомендуемые 
параметры, предложенные производителем 
ферментного препарата. Температура отжига 
соответствовала наиболее низкой из теорети-
чески рассчитанных (54 ºС — для клонирова-
ния фрагмента, кодирующего VP1 НоВ GII.17).

Электрофорез выполняли в агарозном геле 
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с ТАЕ-буфером и бромистым этидием (0,5 мкг/
мл) при 3–4 В/см. Загрузочный буфер содер-
жал бромфеноловый синий, ксиленцианол (по 
0,5%), глицерин (50%) и ЭДТА (0,1 М, рН 8,0). 
Гели сканировали в УФ-свете (λ = 280 нм).

Секвенирование проводили с GenomeLab 
DTCS Kit («Beckman Coulter») на CEQ 
8000, анализ — в MEGA7.0 с использова-
нием стандартных праймеров к вектору 
pJET1.2: pET1.2 reverse sequencing prime — 5’- 
GACGGTACCTTTTAGCTACAAGAA-3’, 
pET1.2 forward sequencing primer — 5’- 
CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’.

Ампликоны и векторные конструкции очи-
щали с GeneJET Kit («Thermo Fisher»), элюи-
рование — в TE-буфере. Концентрацию ДНК 
определяли на Qubit («Invitrogen») с красите-
лем ZUBR Green I («Праймтех», Беларусь).

Лигирование фрагментов в вектор pJET1.2 
осуществляли с использованием коммерче-
ской лигазы бактериофага Т4 («New England 
Biolabs», США) в соответствии с прилагаемой 
инструкцией.

Для верификации VP1-кодирующей после-
довательности в составе полученных плазмид 
проводили накопление ДНК-продуктов в ре-
акционной смеси, содержащей по 20 пмоль 
прямого и обратного праймеров («Прайм-
тех», Беларусь), с добавлением 1 ед. Pfu-по-
лимеразы «Flash» («АртБиоТех», Беларусь) 
и 0,01 мкг ДНК.

Приготовление химически компетентных 
клеток E. coli XL1Blue и их трансформа-
цию осуществляли с помощью набора Roti 
Transform согласно инструкции производите-
ля («Carl Roth», Германия). Все клеточные су-
спензии после трансформации высевались на 
твердую агаризованную питательную среду 
LB с добавлением селективного антибиотика 
(ампициллин — для pColdI-дочерних векто-
ров и канамицин для векторов, основанных 
на системе pET42a) до конечной концентра-
ции 100 мкг/мл. При проведении контрольной 
трансформации селективным антибиотиком 
выступал ампициллин с конечной концентра-
цией в среде 100 мкг/мл.

ДНК выросших клеток-трансформантов 
подвергали ПЦР-анализу для подтверждения 
наличия в ней целевых фрагментов генов. 
В состав реакционной смеси входили 2,5х 
ПЦР-буфер (специфический для используе-

мого фермента), по 10 пмоль фланкирующих 
праймеров (прямой комплементарен после-
довательности вектора, обратный — вставке), 
1 ед. высокоточной Flash-полимеразы («Арт-
БиоТех», Беларусь).

Амплификацию целевых фрагментов с по-
лученных векторов-носителей на основе 
pJET1.2 (10 нг), содержащих норовирусные 
гены капсидных белков, проводили в реакци-
онной смеси, адаптированной для Flash-поли-
меразы (представлена ранее), содержащей по 
20 пмоль фланкирующих праймеров для про-
ведения ПП-ПЦР. Температура отжига данных 
праймеров была подобрана для амплифика-
ции целевых продуктов при одном темпера-
турном режиме (55–56 ºС). Время элонгации 
соответствовало расчетному для получения 
полного гена VP1 (1 мин). 

Выделение векторов экспрессии, содержа-
щих VP1-кодируещие фрагменты генома НоВ 
разных генотипов, проводили методом щелоч-
ного лизиса [13].

Для статистической обработки данных ис-
пользовали методы, принятые в биологии [14]. 
Большинство приведенных в работе экспери-
ментальных данных представляют усреднен-
ные величины 3–7 опытов. Доверительный 
интервал рассчитывали по критерию Хи-ква-
драт с поправкой Йейтса.

Результаты и обсуждение
Для выбора стратегии клонирования целе-

вых генов мы проанализировали нуклеотид-
ные последовательности, кодирующие VP1 
норовирусов генотипов GII.4, GII.17 и GI.3, на 
наличие редких кодонов относительно пред-
полагаемых систем экспрессии, чтобы оце-
нить потенциальные сложности их экспрессии 
в выбранных системах синтеза белка (табл. 1).

Значения параметра частоты встречаемости 
редких кодонов для потенциальных продуцен-
тов находились в пределах оптимума (<30%), 
тем не менее показатели прогнозирования 
уровня экспрессии гена на основе его кодоно-
вого состава (ИАК) были ниже приемлемых 
(<0,8). Характеристика целевых нуклеотид-
ных мишеней по данным показателям тео-
ретически свидетельствовала об ожидаемом 
подавлении экспрессии в выбранных белок-
синтезирующих системах и необходимости 
подбора специальных условий для получения 
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Таблица 1
Анализ нуклеотидных последовательностей, кодирующих VP1 НоВ разных генотипов

Генотипы НоВ Длина НК-последовательности, п. о. Доля редких кодонов, % Индекс адаптации 
кодонов (ИАК)

GII.4 1648 13 0,60

GII.17 1644 14 0,60

GI.3 1656 12 0,61

Референс – <30 0,8–1

целевых полипептидов: использование штам-
мов E. coli BL21-Rosetta (с дополнительными 
тРНК для редких кодонов), вымывание из те-
лец включений 8М мочевиной, добавление 
предельных концентраций индуктора син-
теза белка (до 8мМ в среде), использование 
кодон-оптимизированных нуклеотидных по-
следовательностей (НП), разработка адаптиро-
ванной бесклеточной системы синтеза белка.

Анализ аминокислотных последовательно-
стей VP1 НоВ разных генотипов при исполь-
зовании алгоритма предсказания антигенных 
детерминант (АГД) Коласкара и Тонгаонкара, 
базирующемся на первичной структуре белка, 
позволил обнаружить 25 АГД локализованных 
в основном капсидном белке НоВ GII.4, 23 
АГД — в VP1 НоВ GII.17 и 19 АГД — в VP1 
НоВ GI.3. Для экспрессии были выбраны по-
следовательности 541 аминокислотных (АМК) 
остатков (GII.17 и GII.4) и 545 АМК остатков 
(GI.3) с рейтингом антигенности формируе-
мых полипептидов — 1,030–1,032. Посколь-
ку НоВ является безоболочечным вирусом, 
анализ локализации сайтов гликозилирования 

не проводили. Дисульфидных связей в канди-
датных полипептидах обнаружено не было, 
в связи с чем при отсутствии основных пост-
трансляционных модификаций для получения 
потенциальных антигенов могут быть исполь-
зованы как бактериальные, так и дрожжевые 
системы экспрессии белка. 

В связи с предполагаемыми сложностями 
в получении полноразмерных капсидных бел-
ков НоВ разных генотипов оценивали перспек-
тивы наработки более коротких полипептидов. 
Основной капсидный белок НоВ включает 
N-концевой оболочечный (S) и С-концевой 
выступающий (P) домены. S-домен формиру-
ет оболочку вокруг вирусной РНК, в то время 
как домены P димеризуются, образуя выступы 
на поверхности капсида. Домен P содержит 
субдомены P1 и P2. Находящийся на поверх-
ности капсида Р2 субдомен гипервариабелен 
и содержит участок связывания с рецептором 
клетки-хозяина. Исходя из доменной струк-
туры полноразмерного белка, анализировали 
антигенные свойства каждой функциональной 
единицы (табл. 2).

Таблица 2
Поиск потенциальных антигенов НоВ в пределах структурных единиц VP1

Параметр
GII.4 GII.17 GI.3

АМК остатки ИА АМК остатки ИА АМК остатки ИА

Полноразмерный 
VP1 1-541 1,032 1-541 1,031 1-545 1,030

S-домен 
(N-концевой)

3-274
3-231*

1,044
1,046*

14-274
103-260*

1,042
1,058*

2-295
72-289*

1,033
1,049*

P-домен
(С-концевой)

311-531
443-531*

1,027
1,055*

304-531
345-509*

1,030
1,037*

306-531
396-531*

1,028
1,040*

Примечание. АМК-последовательность с лучшим рейтингом антигенности в пределах анализируемой струк-
турной единицы



130 И. С. Казловский и др. Метод создания генетических...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 39, 2025 г.

По анализу спектра АГД, локализованных 
в пределах структурных единиц VP1 НоВ, 
были выбраны альтернативные полипептиды, 
предположительно обладающие антигенными 
свойствами. Отличаясь большей консерватив-
ностью полиаминокислотной цепи, фрагмен-
ты S-домена VP1 характеризовались и более 
высоким индексом антигенности (ИА), что 
обуславливает их предпочтительное исполь-
зование в качестве антигенного компонен-
та. Тем не менее, в соответствии с функцией 
P-домена, являющегося мишенью для связы-
вания нейтрализующими антителами (АТ), для 
тест-систем, направленных на изучение проти-
вовирусного иммунитета, стоит использовать 
белковые фрагменты, относящиеся к данной 
структурной единице.

На основании результатов анализа множе-
ственного выравнивания последовательностей 
фрагмента генома НоВ, кодирующего VP1, по-
строенном в MEGA 7.0, установлено, что НП 
анализируемого региона разных генотипов ви-
руса имеют низкую степень сходства, в связи 
с чем для НоВ GII.4, GII.17, GI.3 были разра-
ботаны три уникальных для каждого геноти-
па комплекта праймеров. Дизайн праймеров 
осуществляли на основании локальных нукле-
отидных последовательностей норовирусов, 
полученных авторами статьи в рамках эпиде-
миологического надзора в Республике Бела-
русь и частично депонированных в GenBank 
(ON533460.1, GII.4; MZ269081.1, GII.17); 
также учитывались внутренние, недепониро-
ванные нуклеотидные последовательности. 
Разработку праймеров проводили с помощью 
ПО Primer3 (v.0.4.0) в соответствии со следу-
ющей стратегией клонирования: 

–	 накопить фрагмент генома НоВ, фланки-
рующий кодирующий регион-мишень из проб 
биологического материала (фекалии);

–	 использовать продукты амплификации, 
полученные на первом этапе, в качестве ма-
трицы для гнездовой ПЦР;

–	 интегрировать ПЦР-продукты второго 
раунда в промежуточный плазмидный вектор 
pJET1.2;

–	 использовать векторы pJET1.2_VP1 НоВ 
разных генотипов для клонирования белок-ко-
дирующих фрагментов с целью их переноса 
в экспрессирующие векторы.

В первую очередь такая стратегия клони-
рования была обусловлена выбором сложной 
и неоднородной по составу матрицы пробы 
биологического материала; АТ-богатым ре-
гионом, фланкирующим мишень для кло-
нирования, что теоретически обуславливает 
возможность неспецифичного связывания 
при условии присутствия множества ДНК/
РНК матриц в пробе; смещением равновесия 
ПЦР-реакции в сторону образования продук-
тов с низкой молекулярной массой. Создание 
векторов-носителей фрагмента генома НоВ 
разных генотипов упрощает процедуру пе-
реноса мишени в разные экспрессирующие 
плазмиды за счет исключения использования 
биологической матрицы, насыщенной побоч-
ной ДНК/РНК.

В результате оценки таких параметров, как 
вырожденность, Tm, GC%, ΔG, GC клэмп, об-
разование димеров и шпилек, разработано три 
комплекта праймеров и зондов для создания 
векторов-носителей фрагментов генома НоВ 
разных генотипов pJET1.2_VP1 НоВ (табл. 3).

Разработанные праймеры были проверены 

Таблица 3
Схема олигонуклеотидных праймеров для клонирования и интеграции фрагментов VP1 НоВ 

в вектор pJET1.2

Генотип 
вируса

Название 
праймера Последовательность, 5’→3’ Амплифицируемый 

фрагмент, п. о.
Температура 

отжига, ºС

1 раунд

GII.4
GII.4_5081-F GTGAATGAAGATGGCGTCGAGTGA

1776
59

GII.4_6856-R GCTGCTAAATTGGAAGGATGCTTGT 59

GII.17
GII.17_5007-F GTCAATGTTCAGATGGATGAGGTT

1835
56

GII.17_6841-R AGGAAGCAGACTGGAGTTGTT 54
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Рис. 1. Схема получения экспрессирующих векторов с фрагментами VP1 НоВ методом ПП-ПЦР

в BLAST на отсутствие значительной степе-
ни сходства и возможности неспецифического 
отжига на нуклеотидных последовательностях 
других организмов. Основные характеристи-
ки выбранных олигонуклеотидов: содержание 
GC в пределах 40–55%, рейтинг образования 
целевого ПЦР-продукта — не менее 77,3%. 

В рамках создания экспрессирующих век-
торов праймеры были адаптированы для ин-
теграции фрагментов, кодирующих VP1 НоВ, 
методом продолжительной перекрывающейся 
ПЦР (ПП-ПЦР). Использование данного мето-

да позволяет проводить безлигазную сборку 
конструкции вектор-мишень (рис. 1). Прайме-
ры для ПЦР-амплификации фрагментов OPC2 
НоВ подбирали таким образом, чтобы после 
их амплификации 5′- и 3′-концы ПЦР-продукта 
содержали последовательности, комплемен-
тарные вектору (в табл. 4 комплементарные 
участки в праймерах подчеркнуты). В свою 
очередь, праймеры для линеаризации вектора, 
при встраивании в плазмиду, позволяли до-
бавлять на 3′-конце фрагмента последователь-
ность нуклеотидов, обеспечивающую наличие 

Генотип 
вируса

Название 
праймера Последовательность, 5’→3’ Амплифицируемый 

фрагмент, п. о.
Температура 

отжига, ºС

GI.3
GI.3_5338-F TGATTTGAGTTTGTGGACAGGAGAT

1796
57

GI.3_7133-R CTTGCTGGAACCGCTGATGTT 57

2 раунд

GII.4
GII.4_5085-F ATGAAGATGGCGTCGAGTG

1671
53

GII.4_6755-R CAGAGCCAAGGACATCAGAT 53

GII.17
GII.17_5079-F TGTGAATGAAGATGGCGTCGAATGA

1763
60

GII.17_6841-R AGGAAGCAGACTGGAGTTGTTTGTT 59

GI.3
GI.3_5373-F TGCCCGATTATGTAAATGATGATGG

1761
56

GI.3_7133-R CTTGCTGGAACCGCTGATGT 57

Окончание таблицы 3



132 И. С. Казловский и др. Метод создания генетических...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 39, 2025 г.

Вектор Генотип НоВ/ назначение Ориентация
праймера Последовательность, 5’→3’

pET42a

GII.4_VP1
прямой gtggtggtccacaacatgaagatggcgtcgag

обратный ggtgatggtgatgctctactacacgtctacgcc
GII.4_VP1Nd обратный gtggtgatggtgatgctcggtggtgcctaggagc
GII.4_VP1Cd прямой gtggtggtccacaacatgtctcaaaattggaacaactatgacc

GII.17_VP1
прямой gtggtggtccacaacatgaagatggcgtcgaatg

обратный ggtgatggtgatgctcctgagccctccttcgc
GII.17_VP1Nd обратный gtggtgatggtgatgctcgccttgtaactcaccatcaag
GII.17_VP1Cd прямой gtggtggtccacaacatgctgcaaaacctcaatggtacaac

GI.3_VP1
прямой gtggtggtccacaacatgatgatggcgtctaaggac

обратный ggtgatggtgatgctctgatctcctgattcctagcct
GI.3_VP1Nd обратный gtggtgatggtgatgctcaaccgtcccccgc
GI.3_VP1Cd прямой gtggtggtccacaacatgttaactgagattgatggcacc

линеаризация
обратный gagcatcaccatcaccaccaccaccactaattg
прямой gttgtggaccaccaccatatgtatatctccttctt

pColdI

GII.4
прямой gtggtggtccacaacatgaagatggcgtcgag

обратный gtgcttttaagcagagattacctatttatactacacgtctacgcc

GII.17
прямой gtggtggtccacaacatgaagatggcgtcgaatg

обратный gtgcttttaagcagagattacctattactgagccctccttcg

GI.3
прямой gtggtggtccacaacatgatgatggcgtctaaggac

обратный gtgcttttaagcagagattacctatttatgatctcctgattccta

линеаризация
прямой ataggtaatctctgcttaaaagcacag

обратный gttgtggaccaccaccctaccttcgatatgatgatgatg

Таблица 4
Схема олигонуклеотидных праймеров клонирования фрагментов генома НоВ разных 

генотипов, кодирующих VP1 в составе экспрессирующих векторов

гексагистидинового олигопептида на C-кон-
це целевого полипептида. При проведении 
ПП-ПЦР вставка с вектором образуют смесь 
линейных конкатемеров, содержащих различ-
ное количество повторов вставка-вектор. При 
трансформации данной смесью линейных 
молекул в клетках-реципиентах происходит 
рекомбинация и формирование кольцевой 
молекулы-плазмиды, несущей в себе вставку. 

Адаптацию олигонуклеотидных праймеров 
для безлигазного клонирования проводили 
в отношении основных выбранных векторов: 
pET42a (+), pColdI (табл. 4). В связи с ограни-
чениями метода ПП-ПЦР, связанного с про-
цессивностью ДНК-полимеразы, для вектора 
pET42a (5,5 kb) были также разработаны ком-
плекты праймеров, фланкирующие фрагмен-
ты генома НоВ, кодирующие N- и С-концевые 
домены VP1.

Для обеспечения рациональной стратегии 
создания экспрессирующих векторов в кон-
струкции ввели нуклеотидную последователь-
ность N-терминального пептидного линкера, 
который служил регионом стыковки вектора 
и вставки, что, с одной стороны, позволило 
разработать универсальные праймеры для 
линеаризации каждого вектора, а с другой 
стороны, допустило использование прямо-
го олигонуклеотида, комплементарного НП 
фрагмента генома НоВ, для интеграции во все 
векторы, используемые в данном исследова-
нии (рис. 2).

Таким образом, в ходе проведенных иссле-
дований была определена оптимальная стра-
тегия клонирования и интеграции фрагментов 
генома НоВ разных генотипов, на основании 
которой разработаны комплекты праймеров 
для накопления фрагментов генома НоВ раз-
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Рис. 2. Схема интеграции фрагмента, кодирующего VP1 НоВ GII.17, в вектор дрожжевой экспрессии pPICZαA

Рис. 3. Электрофореграмма образования продуктов реакции при клонировании фрагментов генома НоВ разных 
генотипов. 1–7 — продукты амплификации до проведения оптимизации: 1–3 — GII.4, 4–5 — GI.3, 6–7 — GII.17; 
8–13 — продукты амплификации после проведения оптимизации: 8–9 — GII.4, 10–11 — GI.3, 12–13 — GII.17

ных генотипов, их интеграции в вектор пере-
носа pJET1.2, а также клонирования в составе 
экспрессионных векторов для бактериальной 
(pET42a(+), pColdI) системы синтеза белка.

Присутствие неспецифических продуктов 
реакции (рис. 3, 1–7) свидетельствовало о не-
обходимости проведения оптимизации ампли-
фикации. В первую очередь была подобрана 
подходящая температура отжига праймеров, 
которая составила 58 ºС. Постановка реакции 
при более высокой температуре на данном 
этапе приводила к значительному снижению 
эффективности наработки целевого продукта. 
Для удаления избытка праймеров, способных 
связаться с побочной матрицей, их содер-
жание в смеси было снижено до 15 пмоль. 
Концентрацию MgCl2 в буфере оставили ис-
ходной, заявленной производителем (~4мМ), 
во избежание смещения равновесия реакции 
в сторону образования продуктов с низкой 
молекулярной массой. Изменение данных па-
раметров проведения амплификации позво-
лило значительно повысить специфичность 
накопления фрагментов генома НоВ разных 

генотипов (рис. 3).
Для одновременной проверки внутренних 

праймеров для клонирования в вектор-перено-
са и экспрессирующие векторы, а также соот-
ветствия полученных ПЦР-продуктов целевым 
фрагментам генома НоВ разных генотипов, 
провели их секвенирование с использовани-
ем пар праймеров второго раунда. Результаты 
анализа нуклеотидных последовательностей, 
депонированных в GenBank, показали высо-
кую степень их сходства (94,6–99,3%) с после-
довательностями генома НоВ, изолированных 
из проб биологического материала. 

Таким образом, в ходе проведенных работ 
получены фрагменты ДНК, содержащие по-
следовательности НоВ генотипов GII.4, GII.17, 
GI.3 для последующего клонирования.

На следующем этапе работы были скон-
струированы векторы переноса. Для этого 
коммерческий вектор pJET 1.2, содержащий 
ген резистентности к ампициллину в каче-
стве селективного маркера, был линеаризо-
ван по сайту узнавания рестриктазой EcoRV 
(Eco32I). Вышеупомянутая эндонуклеаза по-

N-терминальная стыковка С-терминальная стыковка
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зволяет линеаризовать фрагменты по «тупым 
концам», что упрощает дальнейшее получе-
ние конечных плазмид, избегая обработки 
рестриктазами целевых фрагментов. Выбор 
вектора был обусловлен наличием вставки 
(около 1000 п. о.), при удалении которой ис-
ключается возможность самолигирования и, 
соответственно, рост «пустых» колоний. Ана-
лиз продуктов линеаризации вектора pJET 1.2 
представлен на рисунке 4. 

Полученные лигазные смеси (см. «Мате-
риалы и методы») трансформировали в ком-
петентные клетки E. coli XL1-Blue; далее 
отбирали клоны для скрининга и верификации.

Результаты скрининга, представленные на 
рисунке 5, позволили отобрать колонии для 
выделения целевых плазмид. Верификацию 
правильности сборки векторных конструкций 
проводили секвенированием со специфичны-
ми праймерами к вектору pJET1.2 (см. «Мате-
риалы и методы»).

Из выбранных колоний клеток-трансфор-
мантов, после ночного культивирования (12 ч.) 
при 37 ºС в жидкой питательной среде LB при 
добавлении ампициллина, были выделены 
плазмиды путем щелочного лизиса (рис. 6).

В результате были получены векторы пе-
реноса, содержащие фрагменты генома НоВ 
разных генотипов, кодирующие VP1.

В рамках конструирования экспрессирую-
щих векторов для получения белок-продуци-
рующих систем на основе прокариотических 
клеток были линеаризованы векторы pET42a 
и pColdI, а также получены фрагменты генома 
НоВ разных генотипов, кодирующие VP1 или 
его N- или С-концевой домены для проведения 
безлигазной сборки конструкции. Результаты 
накопления фрагментов гена НоВ, кодирую-
щих разные полипептиды VP1, представлены 
на рисунке 7.

Продукты амплификации были интегриро-
ваны в экспрессирующие векторы, используе-
мые в данном исследовании, методом ПП-ПЦР. 
Использование данного метода предполагало 
амплификацию смеси вектора и вставки (по 
50 фмоль каждого) в реакционной смеси, 
адаптированной для Flash-полимеразы. На-
личие комплементарных друг другу олигону-
клеотидных последовательностей в составе 
вектора и вставки позволило провести сшив-
ку без использования экзогенных праймеров. 

Рис. 5. Выявление специфических НоВ-вставок при 
скрининге колоний: A — GI.3 и Б — GII.4 (1–3), GII.17 

(4–5)

Рис. 6. Электрофореграмма векторов переноса, со-
держащих вставки генома НоВ разных генотипов 

(1 — GII.17, 2 — GII.4, 3 — GI.3)

Рис. 4. Электрофореграмма продуктов линеаризации 
вектора pJet 1.2 (1) с использованием рестриктазы 

EcoRV

В результате проведения данного этапа бы-
ли получены смеси линейных конкатемеров, 
содержащие слитый вектор и фрагмент гена 
VP1 НоВ разных генотипов.

На следующем этапе проводили выделение 
и анализ векторов экспрессии, содержащих 
VP1-кодирующие фрагменты генома НоВ. 
Из селективно выбранных и прошедших этап 
скрининга колоний клеток-трансформантов 
были выделены плазмиды методом щелочного 



И. С. Казловский и др. Метод создания генетических...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 39, 2025 г.

135

от промотора до терминатора, с целью вери-
фикации отсутствия мутаций, сдвигов рамки 
считывания.

Представленные данные демонстрируют 
возможность получения плазмидных кло-
нов экспрессирующих векторов на основе 
pET42a(+) и pColdI, содержащих нуклеотид-
ные последовательности, кодирующие пол-
норазмерные капсидные белки норовируса 
человека геновариантов GI.3, GII.4 и GII.17, 
с подтверждением корректной интеграции 
секвенированием. Дизайн праймеров выпол-
нялся по актуальным последовательностям 
циркулирующих изолятов в Республике Бела-
русь. Безлигазная ПП-ПЦР-сборка с линеари-
зацией векторов обеспечила воспроизводимую 
интеграцию вставок, что отражено в согла-
совании ожидаемых и полученных размеров 
ампликонов и плазмид.

Сконструированные векторы планируется 
использовать для получения рекомбинант-
ных антигенов норовирусов и последующей 
оптимизации условий экспрессии и очистки, 
а также для прикладных задач серологической 
диагностики.

Рис. 7. Электрофореграмма продуктов амплификации 
фрагментов гена VP1 НоВ на матрице векторов-носи-
телей (pJET1.2). 1–2 — фрагменты генома НоВ GI.3, 
кодирующие C-концевой домен VP1; 3–4 — фрагменты 
генома НоВ GI.3, кодирующие N-концевой домен VP1; 
5 — фрагмент генома НоВ GII.17, кодирующий полный 
VP1; 6, 7 — фрагмены гена VP1 НоВ GII.17, кодирую-

щие С- и N-концевые домены соответственно

лизиса. Характеристика изолированных плаз-
мид, содержащих VP1-кодирующие фрагмен-
ты генома, представлена в таблице 5.

Для каждой из вышеописанных плазмид 
было получено несколько клонов, нуклеотид-
ные последовательности которых были про-
анализированы секвенированием, начиная 

Таблица 5
Параметры плазмид, несущих целевые фрагменты НоВ разных генотипов

Название 
плазмиды

Размер кольцевой 
ДНК, п. о.

Соответствие 
изоляту NCBI

Расположение 
гистидинового тега

Теоретическая масса 
синтезируемого белка, кДа

pET42-GI.3-VP1 6656 MZ462931.1
99,10% 8His C-конец 59,8 

pET42-GII.4-VP1 6644 OP901694.1
98,95% 8His C-конец 60,4 

pET42-GII.17-VP1 6644 MK077711.1
98,82% 8His C-конец 60,6 

pET42-GI.3-VP1Cd 5732 MZ462931.1
98,83% 8His C-конец 26,1 

pET42-GI.3- VP1Nd 5852 MZ462931.1
98,96% 8His C-конец 32,9 

pCold.I-GI.3-VP1 5998 MZ462931.1
99,10% 6Нis N-конец 61,0 

pCold.I-GII.4-VP1 5986 OP901694.1
98,95% 6Нis N-конец 61,6 

pCold.I-GII.17-VP1 5985 MK077711.1
98,82% 6Нis N-конец 61,8 
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Заключение
На основе коммерческих векторов pET42a(+) 

и pColdI созданы генетические конструкции, 
содержащие гены, кодирующие полноразмер-
ные капсидные белки норовирусов человека 
геновариантов GI.3, GII.4 и GII.17. Получен-
ные плазмидные ДНК в дальнейшем можно 
использовать для создания рекомбинантных 
штаммов-продуцентов целевых норовирус-
ных белков. 
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В рамках исследования были разработаны наборы скриптов для de novo сборки цитоплазматических геномов 
растений с помощью программ SPAdes, ABySS и NOVOPlasty. Проведена de novo сборка митохондриальных 
и хлоропластных геномов растений по данным высокопроизводительного секвенирования с высоким и низким 
количеством прочтений. Наилучшее качество полученных сборок продемонстрировала программа NOVOPlasty, 
однако ее работа сопряжена со значительными временными затратами. Из относительно более быстрых про-
грамм более высокие параметры эффективности сборки продемонстрировала SPAdes. Полученные результаты 
будут в дальнейшем использованы для составления методических рекомендаций для осуществления de novo 
сборки малых геномов по данным высокопроизводительного секвенирования.

Ключевые слова: сборка цитоплазматических геномов растений, NGS, ABySS, SPAdes, NOVOplasty.

Для цитирования: Левданский, О. Д. Сравнительный анализ программного обеспечения для сборки ма-
лых геномов de novo / О. Д. Левданский, А. М. Молчун // Молекулярная и прикладная генетика: сб. науч. тр. / 
Ин-т генетики и цитологии НАН Беларуси; редкол.: А. В. Кильчевский (гл. ред.) [и др.]. – Минск, 2025. – Т. 39. 
– С. 138–144.

Введение
Развитие технологий высокопроизводитель-

ного секвенирования (NGS) сделало их гораз-
до более доступными как для исследователей, 
так и в прикладном здравоохранении, что 
привело к значительному росту потребностей 
в обработке данных NGS. Такой масштабный 
спрос, а также разнообразие данных NGS в за-
висимости от исследуемого организма, спосо-
ба пробоподготовки и самого секвенирования 
и преследуемых целей, привели к возникнове-
нию широкого спектра биоинформатических 
программных пакетов, позволяющих интер-
претировать и анализировать получаемые 
данные. Любая биоинформатическая обра-
ботка данных NGS включает в себя ряд эта-
пов, и в настоящее время для каждого из них, 
вне зависимости от типа анализа, существует 
несколько альтернативных программ, поло-
жительно зарекомендовавших себя и активно 
применяемых исследователями [1]. Поскольку 
отдельные программы основаны на различных 
алгоритмах, то и результат обработки данных 

с их помощью может отличаться, обуславли-
вая важность поиска оптимальных для реше-
ния различных задач наборов биоинформати-
ческих инструментов. Кроме того, учитывая 
неоднородность анализируемых данных по 
качеству и вариативность исследуемых объ-
ектов, актуальность разработки наиболее под-
ходящих программных конвейеров (так назы-
ваемых пайплайнов) для конкретных задач не 
вызывает сомнения [2].

В настоящее время одним из наиболее вос-
требованных типов биоинформатической об-
работки данных является de novo сборка пол-
ных последовательностей различных малых 
геномов (вирусы, бактерии, цитоплазматиче-
ские геномы растений и животных). В рамках 
исследования планируется провести обработ-
ку данных NGS полных последовательностей 
цитоплазматических геномов растений (мито-
хондриальные и хлоропластные геномы ячме-
ня (~525,6 и ~136,5 тыс. п. н. соответственно) 
и сои (~513,8 и ~152,2 тыс. п. н. соответствен-
но)) с различным количеством полученных 
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прочтений, осуществить их de novo сборку 
и оценить качество сборки по основным пара-
метрам (количество, суммарная и максималь-
ная длина контигов и N50). Для проведения 
de novo сборки будут использованы наиболее 
широко применяемые для этих целей ассем-
блеры SPAdes и ABySS, а также программа 
NOVOPlasty, специализирующаяся на малых 
геномах. Последующий анализ основных па-
раметров сборки позволит разработать мето-
дические рекомендации для de novo сборки 
малых геномов по результатам высокопроиз-
водительного секвенирования.

Материалы и методы
В исследование были включены данные вы-

сокопроизводительного секвенирования 47 
образцов хлоропластной и митохондриальной 
ДНК, полученные на приборе MiSeq (Illumina) 
с использованием набора реагентов Nextera XT 
DNA Library Preparation Kit (Illumina) согласно 
протоколу производителя.

Анализ качества прочтений с последую-
щим триммингом некачественных оснований 
проводили в программах FastQC (v0.11.9) 
и Trimmomatic (v0.39) соответственно [3, 
4]. De novo сборку осуществляли с помо-
щью программ ABySS (v2.3.9) [5], SPAdes 
(v3.13.1) [6] и NOVOPlasty (v4.3.5) [7]. Ко-
личество потоков при запуске для программ 
ABySS и SPAdes — 72, NOVOPlasty распа-
раллеливание выполнения не поддерживает. 
Параметры сборки вычислялись с помощью 
QUAST (v5.2.0) [8]. Обработка всех образцов 

осуществлялась с применением одного и то-
го же пайплайна. В качестве «seed» файла для 
программы NOVOPlasty использовались фраг-
менты гена rbcL для хлоропластного генома 
и гена cytb для митохондриального. В случаях, 
когда с вышеуказанными «seed» файлами не 
удавалось осуществить сборку, в их качестве 
использовались отдельные контиги, получен-
ные с помощью SPAdes.

Все использованные для обработки и ана-
лиза данных скрипты доступны по ссылке [9]. 

Результаты и обсуждение
На рисунке 1 представлены количества про-

чтений, полученные для каждого из образцов. 
В качестве порогового для разделения на две 
группы было выбрано медианное значение, со-
ставившее около 300 тыс. прочтений. Образцы 
с количеством прочтений более 300 тыс. были 
отнесены к категории с высоким количеством 
прочтений (Выборка 1 — 24 образца), а об-
разцы с меньшим количеством — к категории 
с низким количеством прочтений (Выборка 
2 — 23 образца).

Качество прочтений во всех исследуемых 
образцах было проанализировано с помощью 
программы FastQC. После чего были проведе-
ны тримминг и фильтрация прочтений по ка-
честву и длине с последующей повторной про-
веркой качества. Несмотря на то, что для задач 
текущего исследования фильтрация и трим-
минг прочтений не являются необходимыми, 
их проведение нужно для моделирования ус-
ловий реальной обработки данных с целью 

Рис. 1. Количество прочтений, полученное в результате высокопроизводительного севенирования исследуемых 
образцов ДНК
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анализа полученных контигов и скэффолдов. 
В результате работы программы FastQC было 
значительно улучшено среднее качество ос-
нований и отфильтрованы последовательно-
сти, представленные большим числом копий, 
зачастую не имеющие отношения к целевой 
последовательности прочтения.

На рисунке 2 представлено распределение 
суммарной длины контигов, полученных с по-
мощью программы ABySS. Основные пара-
метры сборки приведены в таблице 1. Было 
выявлено значительное превышение среднего 
количества, средней длины наибольшего кон-

тига и средней суммарной длины в первой вы-
борке по сравнению со второй. Такая разница 
во многом обусловлена двумя образцами, ко-
личество контигов в которых превысило 1200 
и 2200 с суммарной длиной около 2 млн п. н. 
и 7,5 млн п. н. соответственно. Столь суще-
ственное превышение суммарной длины кон-
тигов над общей протяженностью целевой 
последовательности (около 660 тыс. п. н.) 
скорее всего обусловлено ошибками в работе 
программы. За вычетом этих двух образцов, 
лишь для двух образцов из первой выборки из 
оставшихся удалось достичь суммарной дли-

Рис. 2. Распределение суммарной длины контигов полученных с помощью программы ABySS для образцов 
с высоким (А) и низким (Б) количеством прочтений

Таблица 1
Основные показатели эффективности и времени de novo сборки геномов с помощью 

исследуемых программ (среднее значение ± стандартное отклонение)

Название 
программы

Качество 
прочтений

Количество 
контигов

Наибольший 
контиг (н. п.)

Общая длина 
(н. п.) N50 (н. п.) Время (мин)

SPAdes
Высокое 571,0 ± 986,5 117,8 ± 280,2 1736,5 ± 2979,4 14,8 ± 10,28 6,4 ± 10,5

Низкое 68 ± 71,15 62,4 ± 30,9 470,2 ±178,4 22,3 ± 13,8 0,9 ± 0,4

ABySS
Высокое 258,6 ± 490,5 22,6 ± 42,4 716,9 ± 1532,7 3,8 ± 2,8 1,7 ± 1,5

Низкое 91,9 ± 46,0 17,1 ± 11,6 342,4± 176,1 5,0 ± 3,2 0,8 ± 0,1

NOVOPlasty 
(митохондр.)

Высокое 32 ± 16,3 90,2 ± 46,8 908,7 ± 407,8 41,7 ± 20,3 7568,3 ± 3610,4

Низкое 32,5 ± 23,9 124,6 ± 124,6 771,9 ± 397,9 94,9 ± 135,6 7101,9 ± 4671,3

NOVOPlasty 
(хлоропл.)

Высокое 7,7 ± 6,7 74,4 ± 36,9 292,2 ± 206,3 65,0 ± 37,5 1706,4 ± 1041,8

Низкое 9,6 ± 6,7 82,0 ± 41,5 337,4 ± 179,9 67,2 ± 43,4 1570,4 ± 953,8

А Б
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ны контигов, сопоставимой с длиной целевой 
последовательности. Для остальных, как и для 
всех образцов из выборки 2, суммарная длина 
не превышала 500 тыс. п. н.

На рисунке 3 представлено распределение 
суммарной длины контигов, полученных с по-
мощью программы SPAdes. Как и в случае 
с ABySS, было показано значительное превы-
шение аналогичных параметров для первой 
выборки относительно второй, обусловлен-
ное несколькими образцами (в данном слу-
чае тремя), количество контигов в которых 
превысило 2200, 2500 и 4000, с суммарной 

Рис. 3. Распределение суммарной длины контигов полученных с помощью программы SPAdes для образцов 
с высоким (А) и низким (Б) качеством прочтений

длиной около 5, 4,5 и 14 млн п. н. соответ-
ственно. Однако, в отличие от ABySS, даже за 
исключением очевидных выбросов в некото-
рых образцах обеих выборок удалось достичь 
суммарной длины, сопоставимой с длиной це-
левой последовательности. В целом все анали-
зируемые показатели для программы SPAdes 
значительно превышали таковые для ABySS. 
И если в отношении количества полученных 
контигов это скорее минус, то средняя длина 
и N50 однозначно свидетельствуют в пользу 
того, что сборка с помощью SPAdes является 
более эффективной.

В силу особенностей работы программы 
NOVOPlasty, а именно необходимости для 
сборки так называемого «seed» файла, соот-
ветствующего целевой последовательности, 
сборка хлоропластного и митохондриального 
геномов осуществлялась раздельно. На рисун-
ке 4 представлено распределение суммарной 
длины контигов мтДНК, полученных с помо-
щью программы NOVOPlasty. В данном слу-
чае результаты выглядят гораздо более одно-
родно по сравнению с программами ABySS 
и SPAdes. Суммарная длина в большинстве 
образцов превышает размер целевой после-
довательности, что позволяет потенциально 
рассчитывать на полное ее покрытие конти-
гами. Значительно большие размеры контигов 
и значение N50 упростят дальнейшую сборку 
контигов в скэффолды. Кроме того, для трех 
образцов из второй выборки удалось собрать 
закольцованные последовательности, которые 
потенциально представляют собой полную це-

левую последовательность.
На рисунке 5 представлено распределение 

суммарной длины контигов хпДНК, получен-
ных с помощью программы NOVOPlasty. Как 
и в случае с мтДНК, данные выглядят доволь-
но однородно и предполагают потенциально 
полное покрытие целевой последовательно-
сти. Среднее количество контигов, не превы-
шающее 10, и еще более близкие к размеру 
целевой последовательности значения N50 
в значительной степени упростят дальнейшую 
сборку генома. Так же для четырех образцов 
из первой выборки и одного из второй удалось 
собрать закольцованные последовательности, 
которые потенциально представляют собой 
полную целевую последовательность.

Как видно из таблицы 1, NOVOPlasty проде-
монстрировал значительно более высокие по-
казатели эффективности сборки по сравнению 
c SPAdes и ABySS, однако на обработку дан-
ных с его помощью уходит на порядки больше 

А Б
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Рис. 5. Распределение суммарной длины контигов хпДНК полученных с помощью программы NOVOPlasty для 
образцов с высоким (А) и низким (Б) количеством прочтений

времени. Во многом это связано с невозмож-
ностью ее запуска в несколько потоков, что 
обусловило бы снижение разницы при запуске 
SPAdes и ABySS с использованием меньшего 
количества потоков, однако она все еще оста-
валась бы весьма значительной. Также следует 
учесть, что в таблице представлены параметры 
времени успешных запусков NOVOPlasty. При 
этом в процессе обработки с его помощью 
далеко не всегда с первого раза удается подо-
брать подходящий «seed» файл, что приводит 
к необходимости повторного запуска програм-
мы. Таким образом, итоговое время обработки 
может в несколько раз превысить ожидаемое, 
исходя из таблицы. Если же говорить об отно-
сительных преимуществах SPAdes и ABySS, 
то первый продемонстрировал сравнительно 
более высокие показатели эффективности при 

не слишком больших временных затратах.

Заключение
Таким образом, в рамках выполнения зада-

ния были разработаны наборы скриптов для 
de novo сборки цитоплазматических геномов 
растений с помощью программ SPAdes, ABySS 
и NOVOPlasty. Проведена de novo сборка ми-
тохондриальных и хлоропластных геномов 
растений по данным высокопроизводитель-
ного секвенирования с высоким и низким 
количеством прочтений. Наилучшее каче-
ство полученных сборок продемонстрирова-
ла программа NOVOPlasty, однако ее работа 
сопряжена со значительными временными 
затратами. Из относительно более быстрых 
программ более высокие параметры эффек-
тивности сборки продемонстрировал SPAdes. 

Рис. 4. Распределение суммарной длины контигов мтДНК полученных с помощью программы NOVOPlasty для 
образцов с высоким (А) и низким (Б) количеством прочтений

А Б

А Б
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Полученные результаты будут в дальнейшем 
использованы для составления методических 
рекомендаций для осуществления de novo 
сборки малых геномов по данным высокопро-
изводительного секвенирования.
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ность сотрудникам лаборатории нехро-
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During the study, script sets for the de novo assembly of plant cytoplasmic genomes using the SPAdes, ABySS 
and NOVOPlasty programs were developed. The de novo assembly of plant mitochondrial and chloroplast genomes 
was performed using high-throughput sequencing with high- and low-output sequencing data. The best quality of the 
obtained assemblies was demonstrated by the NOVOPlasty program; however, its operation is associated with significant 
time costs. Among the relatively faster programs, SPAdes demonstrated higher assembly efficiency parameters. The 
obtained results will be further used to compile methodological recommendations for the de novo assembly of small 
genomes based on high-throughput sequencing data.

Keywords: plant cytoplasmic genome assembly, NGS, ABySS, SPAdes, NOVOPlasty.

Дата поступления в редакцию: 18 сентября 2025 г.



Молекулярная и прикладная генетика. Том 39, 2025 г.

Я. И. Шейко, А. М. Слуквин, С. С. Ниязова, Р. И. Шейко
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КЛЕТОЧНЫХ КУЛЬТУР

Государственное научное учреждение
«Институт генетики и цитологии Национальной академии наук Беларуси»

Республика Беларусь, 220072, г. Минск, ул. Академическая, 27
e-mail: y.sheiko@igc.by

На основе нейросетевого алгоритма создана система, позволяющая сегментировать (распознавать) клетки 
на изображениях клеточных культур и измерять клеточные параметры, такие как площадь, периметр, форма, 
длина, ширина и яркость. После сегментации и измерения клеточных параметров система статистически об-
рабатывает данные с последующей оценкой достоверности различий в изучаемых выборках. В качестве объек-
тов для апробации работы системы использовались изображения живых неокрашенных культур фибробластов 
человека и мыши, а также стандартных клеточных линий человека. В результате нейросетевого анализа изо-
бражений получены количественные данные, позволяющие сравнить различные клеточные культуры, а также 
выявить динамику изменений клеточных параметров в процессе роста или после воздействия биологически 
активных веществ в изучаемых культурах. Использование нейросетевого анализа позволило дополнить и уточ-
нить полученные нами ранее данные исследования клеточных культур.

Ключевые слова: нейронные сети, машинное зрение, сегментация клеток, анализ изображений, клеточные 
культуры, клеточные параметры, видеомикроскопия.
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Введение
В последние годы технологии на основе 

нейронных сетей (НС) активно внедряются 
в биомедицинских исследованиях. Обученные 
нейросети обрабатывают большие массивы 
данных быстрее человека и нередко превосхо-
дят его по качеству анализа. Эти особенности 
обуславливают широкое применение НС в раз-
личных исследовательских и прикладных ме-
дико-биологических областях, таких как ме-
дицинская диагностика и биоинформатика 
[1–5]. Развитие архитектур глубоких сетей, та-
ких как U-Net для сегментации биомедицин-
ских изображений, и совершенствование ал-
горитмов обучения способствовали переходу 
от экспериментальных разработок к практи-
ческому внедрению НС в лабораторную прак-
тику [6]. Одной из наиболее востребованных 
функций НС является распознавание изобра-

жений, что делает их мощным инструмен-
том для анализа разнообразных медицинских 
снимков: рентгенограмм, УЗИ, МРТ, данных 
эндоскопических исследований, препаратов 
тканей и др. [7]. Особое значение эти методы 
приобретают в цитологических исследовани-
ях, где точная сегментация и количественный 
анализ клеточных параметров критичны для 
оценки физиологического состояния культур, 
изучения патологий и скрининга фармаколо-
гических субстанций [8, 9]. Кроме того, авто-
матизация при оценке медико-биологических 
изображений сокращает в десятки раз время 
проведения анализа и существенно повышает 
воспроизводимость результатов [10, 11]. Точ-
ность результатов анализа на основе НС по-
стоянно повышается благодаря увеличению 
объемов обучающих данных и совершенство-
ванию математического аппарата нейросетей, 
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что делает методы компьютерного зрения пер-
спективными в медико-биологических иссле-
дованиях, в том числе в исследованиях кле-
точных культур.

Целью настоящей работы является апро-
бация разработанной нейросетевой системы 
на изображениях клеточных культур челове-
ка и мыши.

Материалы и методы
Объектами исследования служили изобра-

жения живых неокрашенных клеточных куль-
тур фибробластов человека и мыши, а также 
стандартных клеточных линий человека Hela 
и А549, культивируемых по стандартной мето-
дике [12]. Изображения клеточных культур по-
лучали с помощью метода прижизненной ви-
деомикроскопии без использования фазового 
контраста и флуоресценции, что обусловило 
низкую контрастность клеток по отношению 
к фону и, как следствие, усложнило задачу для 
нейросетевого распознавания клеток.

Для сегментации таких сложных, слабокон-
трастирующих с фоном объектов, как неокра-
шенные клетки, было апробировано более де-
сятка нейронных сетей (например, DeepCell, 
TissueNet, Mesmer, ResNet50, Unet-VGG19 
и др.). В результате была выбрана предобучен-
ная нейросеть Cellpose [13], представляющая 
собой сверточную сеть (CNN) с архитектурой, 
оптимизированной для универсальной сегмен-
тации биомедицинских изображений. Cellpose 
обучена на обширном наборе данных, включа-
ющем разнообразные типы клеток, что обеспе-
чивает ее высокую адаптивность к различным 
образцам. Для адаптации к специфике иссле-
дуемых изображений проводилось дообуче-
ние нейросети на собственных изображениях 
клеток (34 изображения, количество клеток 
на каждом от 35 до 350, всего на изображени-
ях около 4500 клеток). Для каждой клетки из 
обучающего набора была создана маска пу-
тем ее ручной разметки в программе Labelme. 
Для дообучения изображения были разбиты на 
группы: ~3600 клеток в обучающей выборке, 
~450 в валидационной и ~450 в тестовой). До-
обучение осуществлялось в течение 100 эпох 
с использованием оптимизатора AdamW (на-
чальная скорость обучения 0,0001, весовое за-
тухание 0,0001, размер батча 3).

Программный код нейросети Cellpose был 

доработан для измерения клеточных пара-
метров в сегментированных клетках: Area 
(площадь в пикселях2), Perimeter (периметр 
в пикселях), Roundness (округлость, рассчи-
тываемая как 4π × Area / Perimeter², где 1 со-
ответствует идеальному кругу), Feret max 
и Feret min (максимальный и минимальный 
диаметр Фере, в пикселях — длина и ши-
рина), Feret_ratio (отношение Feret max 
к Feret min — степень продолговатости клет-
ки), Luminance (фотометрическая величина яр-
кости клетки от темного к светлому в градации 
серого цвета). После измерения клеточных 
параметров программно выполняется стати-
стический анализ с выводом следующих ре-
зультатов: среднее, минимум, максимум, стан-
дартное отклонение, медиана, I и III квартили, 
коэффициент вариации. Доработанная нейро-
сеть способна выявлять статистически значи-
мые различия средних значений параметров 
при попарном сравнении двух выборок (как 
зависимых, так и независимых) по t-критерию 
Стьюдента при уровне значимости <0,05, что 
может быть использовано для оценки динами-
ки изменений в одной культуре или при срав-
нении двух клеточных культур. 

Результаты и обсуждение
Предобученная нейросеть Cellpose была до-

обучена на собственных клеточных изображе-
ниях эмбриональных фибробластов человека 
и мыши (рис. 1).

Нейросеть при анализе изображений созда-
ет маски инстанс-сегментации клеток (рис. 2). 
Инстанс-сегментация позволяет нумеровать 
каждый сегментированный объект, что дает 
возможность различать объекты, даже если 
они частично перекрываются. Таким образом, 

Рис. 1. Эмбриональные фибробласты человека (а) 
и мыши (б)
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Рис. 2. Маски клеток, созданные нейросетью в резуль-
тате инстанс-сегментации

ры, что позволяет измерять различные клеточ-
ные параметры, которые далее подвергаются 
статистической обработке (табл. 1).

Для апробации работы системы использова-
ли собственные изображения культур фибро-
бластов человека и мыши, а также стандарт-
ных клеточных линий, полученных с помощью 
компьютерной видеомикроскопии.

При сравнении клеточных параметров, по-
лученных с помощью нейросетевого ана-
лиза изображений культур клеток человека 
разных лет исследований (для сравнения вы-
бирались культуры на начальном этапе их ро-
ста — 1 пассаж), не выявлено статистически 
значимых отличий (табл. 2).

Так как в нескольких различных культурах 
фибробластов человека одинакового срока 
культивирования не выявлено различий в кле-
точных параметрах (значимые различия значе-

Таблица 1
Пример результата статистического анализа клеточных параметров сегментированных 

клеток на изображениях культуры фибробластов человека

Area Perimeter Roundness Feret_max Feret_min Feret_ratio Luminance

mean 280,0 59,4 0,8 22,0 15,4 1,5 192,8

min 17,0 8,2 0,3 5,8 2,4 1,0 123,0

max 1805,0 204,8 3,2 67,8 50,9 8,5 209,7

std 284,3 31,7 0,2 11,1 7,7 0,7 10,9

median 199,0 56,3 0,9 20,5 14,3 1,3 195,2

Q. 25% 73,0 34,1 0,7 13,2 9,6 1,2 189,1

Q. 75% 353,0 72,5 1,0 26,6 19,4 1,6 200,4

CV% 101,5 53,4 27,7 50,6 50,3 47,3 5,7

Таблица 2
Средние значения клеточных параметров сегментированных клеток в различных культурах 

фибробластов человека

Примечание. Результаты статистического анализа клеточных параметров: mean — среднее, min — минимум, 
max — максимум, std — стандартное отклонение, median — медиана, Q. 25% и Q. 75% — I и III квартили, 
CV% — коэффициент вариации

сегментацию клеток можно проводить даже на 
изображениях плотных культур.

Маски клеток, созданные в процессе сег-
ментации, имеют четко обозначенные конту-

№ 
выборки

Количество 
клеток Area Perimeter Roundness Feret_max Feret_min Feret_ratio Luminance

1 65 235,5 58,1 0,8 21,1 13,1 1,6 193,7

2 233 280,0 59,4 0,8 22,0 15,4 1,5 192,8

3 92 294,4 70,7 0,7 29,0 13,6 2,1 202,3
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ний параметров отмечаются системой после 
статистического анализа знаком «*»), то можно 
предположить, что клетки этих культур харак-
теризуются статистически сходным паттерном 
параметров, что дает возможность сравнивать 

эти клетки с другими типами клеток.
Подобное сравнение клеточных параметров 

в культурах фибробластов мыши также не вы-
явило значимых отличий, кроме параметра 
Luminance — яркость клеток (табл. 3).

Таблица 3
Средние значения клеточных параметров сегментированных клеток в различных культурах 

фибробластов мыши

№ 
выборки

Количество 
клеток Area Perimeter Roundness Feret_max Feret_min Feret_ratio Luminance

1 317 246,1 63,3 0,8 24,1 13,2 1,8 194,1

2 200 247,8 60,6 0,8 22,7 13,0 1,7 207,4*

3 167 256,2 66,3 0,7 25,7 13,1 1,9 194,0

Примечание. * — статистически значимое отличие значения параметра (p <0,05) от предыдущего значения по 
t-критерию Стьюдента для независимых выборок

В таблице 3 одно значение (207,4 — Luminance 
в культуре фибробластов мыши) имеет стати-
стически значимое отличие от предыдущей 
культуры фибробластов мыши. Однако сле-
дует обратить внимание, что этот параметр 
возможно учитывать только при обеспечении 
ряда одинаковых условий микрофотографиро-
вания: освещенность ростовой поверхности, 
цвет культуральных сред, фокусное расстоя-
ние объектива микроскопа и некоторых дру-
гих. Указанные условия в различных экспери-
ментах могут достаточно сильно различаться, 
поэтому не всегда удается по этому параметру 
сделать определенные выводы.

С целью нахождения различий в культиви-
руемых клетках человека и мыши было про-
ведено сравнение параметров этих клеток, по-

лученных с помощью нейросетевого анализа 
(табл. 4).

Результаты статистического анализа, пред-
ставленные в таблице 4, показали, что при 
сравнении культур фибробластов человека 
и мыши, помимо показателя яркости, стати-
стически значимое отличие зарегистриро-
вано в соотношении длины и ширины клет-
ки — Feret_ratio (1,8 у фибробластов человека 
и 1,7 у фибробластов мыши). Чем больше зна-
чение этого параметра, тем более вытянута 
клетка, а у круглой клетки этот параметр ра-
вен 1. Таким образом, в данном сравнении 
выявлено, что клетки человека имеют более 
вытянутую форму. Эти данные согласуются 
с данными наших более ранних исследова-
ний [14], в которых сравнивались клеточные 

Таблица 4
Сравнение средних значений клеточных параметров сегментированных клеток в культурах 

фибробластов человека и мыши

Количество 
клеток Area Perimeter Roundness Feret_max Feret_min Feret_ratio Luminance

Параметры клеток в культурах фибробластов человека

450 278,4 63,0 0,8 24,9 14,2 1,8 196,8

Параметры клеток в культурах фибробластов мыши

905 261,7 62,5 0,8 23,2 14,0 1,7* 181,0*

Примечание. * — статистически значимое отличие значения параметра (p <0,05) от предыдущего значения по 
t-критерию Стьюдента для независимых выборок
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параметры (измеренные вручную) в культурах 
человека и мыши. Целью этих исследований 
была проверка данных литературы о наследо-
вании формы клеток в клеточных поколени-
ях. В результате было установлено, что фор-
ма фибробластов не сохраняется в клеточных 
поколениях. Вместе с тем было выявлено, что 
фибробласты человека значительно чаще при-
нимают вытянутую (веретеновидную) форму 
(до 100%) по сравнению с фибробластами мы-
ши (до 50%) (рис. 3).

Различие в доле времени пребывания кле-
ток человека и мыши в веретеновидной форме, 
а также отсутствие митотической активности 
у крупных постаревших фибробластов челове-
ка в отличие от крупных фибробластов мыши, 
могут являться причинами резкого различия 
в частоте возникновения аномальных клеток 
и частоте спонтанной иммортализации в куль-
турах фибробластов человека и мыши (в куль-
туре фибробластов мыши данные явления воз-
никают значительно чаще) [14].

Рис. 3. Отсутствие зависимости доли времени пребывания в веретеновидной форме дочерних клеток от доли 
времени пребывания в веретеновидной форме материнских клеток: а — фибробласты человека, б — фибробласты 
мыши; цифры под точками показывают количество совпадающих парных сравнений «материнская – дочерняя 

клетка» во всей изученной клеточной популяции

Клеточные параметры культуры фибробла-
стов человека также сравнивались с параме-
трами клеток стандартных раковых культур 

человека Hela и А549. Сравнение выявило 
некоторые статистически значимые отличия, 
имеющие отношение к форме клеток (табл. 5).

Таблица 5
Сравнение средних значений клеточных параметров сегментированных клеток в культурах 

фибробластов человека и в линиях Hela и А549

Количествово 
клеток Area Perimeter Roundness Feret_max Feret_min Feret_ratio Luminance

Параметры клеток в культурах фибробластов человека

450 278,4 63,0 0,8 24,9 14,2 1,8 196,8

Параметры клеток в культуре Hela

88 259,5 58,3 0,9* 20,3* 14,5 1,4* 198,4

Параметры клеток в культуре А549

733 285,5 67,2 0,7* 26,1 15,4 1,7 131,5*

Примечание. * — статистически значимое отличие значения параметра (p <0,05) от соответствующего параме-
тра фибробластов человека по t-критерию Стьюдента для независимых выборок
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По данным таблицы 5, в культуре клеток 
Hela параметр «Округлость» (Roundness) (0,9 
против 0,8 у нормальных фибробластов) выше, 
а параметры «Длина» (Feret_max) (20,3 против 
24,9 у нормальных фибробластов) и соотноше-
ние длины и ширины клетки (1,4 против 1,8 
у нормальных фибробластов) ниже по сравне-
нию с аналогичными показателями в культуре 
фибробластов человека. Таким образом, мож-
но охарактеризовать клетки культуры Hela как 
более округлые и менее вытянутые по сравне-
нию с клетками культуры нормальных фибро-
бластов человека.

Клетки культуры А549 визуально отлича-
ются от нормальных фибробластов более тре-
угольной формой, что согласуется с более 
низким значением параметра «Округлость» 
(Roundness) (0,7 против 0,8 у нормальных фи-
бробластов).

Наряду со сравнением различных культур по 
их клеточным характеристикам, также вызы-
вает интерес изучение изменений клеток, про-
исходящих в процессе роста одной культуры. 
В таблице 6 приведена динамика изменений 
средних значений параметров клеток в культу-
ре фибробластов мыши на 1, 4 и 6-е сутки по-
сле поссажа. Клетки высевались на ростовую 
поверхность при крайне низкой плотности, 
что вызвало медленный рост числа клеток на 
начальных этапах культивирования. В первые 
сутки после поссажа в наблюдаемом участке 
ростовой поверхности были только две клетки.

По данным таблицы 6 в клеточной куль-
туре фибробластов мыши зарегистрирова-
но постепенное увеличение размеров кле-
ток — на 6-е сутки увеличивается площадь 
(Area) — 356,9; периметр (Perimeter) — 71,9; 

длина  (Fere t_max)  — 26 ,9  и  ширина 
(Feret_min) — 15,7 клеток (статистически 
значимые изменения). Изменение параметров 
формы (Округлость (Roundness) и соотноше-
ние длины и ширины клетки (Feret_ratio)) ста-
тистически не достоверно. В данном анализе 
следует обратить внимание на статистически 
значимое изменение параметра Luminance. 
Так как анализируется один и тот же участок 
ростовой поверхности на протяжении отно-
сительно небольшого промежутка времени, 
то оптические условия имеют сходные значе-
ния в каждый момент наблюдений. Яркость 
клеток постепенно повышается, достигая на 
6-е сутки статистически значимого отличия 
(199,7). Это может быть следствием умень-
шения оптической плотности клеток, которая, 
в свою очередь, зависит от состава цитоплаз-
мы и внутриклеточных компонентов. Одна-
ко в молодой культуре на протяжении отно-
сительно небольшого срока культивирования 
маловероятно накопление внутриклеточных 
изменений, способных приводить к измене-
нию оптических характеристик клеток. Оп-
тическая плотность также зависит от степе-
ни распластанности клеток — компактные 
округлые клетки имеют более высокую оп-
тическую плотность (клетка менее прозрачна 
и выглядит темнее) и, наоборот, распластан-
ная клетка становится визуально светлее. Та-
ким образом, можно предположить, что по-
вышение площади и периметра клеток при 
одновременном увеличении уровня яркости 
клеток (понижение оптической плотности) на 
протяжении 6-и суток роста клеточной куль-
туры достигается не только за счет увеличе-
ния размеров клеток, но и за счет увеличения 

Таблица 6
Изменение средних значений клеточных параметров сегментированных клеток в культуре 

фибробластов мыши на протяжении 6 суток

Сутки Количество 
клеток Area Perimeter Roundness Feret_max Feret_min Feret_ratio Luminance

1 2 149,0 48,4 0,8 18,6 9,7 1,8 174,0

4 19 160,8 52,2 0,7 17,8 11,8 1,6 187,1

6 57 356,9* 71,9* 0,8 26,9* 15,7* 1,7 199,7*

Примечание. * — статистически значимое отличие значения параметра (p <0,05) от предыдущего значения по 
t-критерию Стьюдента для зависимых выборок
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чение для оценки действия биологически ак-
тивных веществ на клетки. При изучении дей-
ствия рекомбинантного лактоферрина (ЛФ) 
человека на клеточные культуры в наших пре-
дыдущих исследованиях был выявлен дозоза-
висимый ингибирующий эффект этого белка 
на спонтанно иммортализированную культу-
ру из эмбриональных фибробластов челове-
ка [15]. Процесс иммортализации клеток явля-
ется одним из этапов раковой трансформации, 
поэтому подобные клетки должны являться 
мишенью для иммунной системы. Лактофер-
рин — полифункциональный белок широко-
го спектра действия [16], в том числе и анти-
канцерогенного [17], играющий важную роль 
в иммунной системе. В проведенных нами 
исследованиях трехкратное введение лакто-
феррина в культуры иммортализированной 
линии эмбриональных фибробластов челове-
ка (введение ЛФ осуществлялось каждый раз 
после смены культуральной среды) приводи-
ло к уменьшению количества клеток, причем 
ингибирующий эффект возрастал при повы-
шении концентрации препарата вплоть до пол-
ной гибели клеток [15].

степени распластанности клеток.
Чтобы выяснить потенциальную возмож-

ность влияния на повышение уровня яркости 
клеток, изменение цвета культуральной среды 
(культуральная среда в процессе роста культу-
ры может постепенно «выедается» и менять 
цвет) было произведено сравнение уровней 
яркости бесклеточных участков ростовой по-
верхности (табл. 7).

Как видно из таблицы 7 яркость бесклеточ-
ных участков на протяжении 6 суток наблю-
дений имеет очень близкие и статистически 
не различающиеся значения. Таким образом, 
оптические характеристики культуральной 
среды практически не влияют на изменение 
уровня яркости клеток на протяжении 6 суток 
наблюдения, что подтверждает предположе-
ние об увеличении степени распластанности 
клеток на начальных этапах культивирования. 
Явление распластанности может отражать 
функциональные особенности клеток — у рас-
пластанных клеток, по сравнению с компакт-
ными, более высокая площадь контакта как 
с подложкой, так и с культуральной средой.

Клеточные технологии имеют важное зна-

Таблица 7
Сравнение средних значений уровня яркости бесклеточных участков ростовой поверхности 

в культуре фибробластов мыши

Сутки Количество участков Luminance

1 35 203,8

4 35 202,3

6 35 202,2

Для изучения характеристик клеток при раз-
личных концентрациях лактоферрина с помо-
щью нейросетевой системы мы проанализиро-
вали соответствующие наборы изображений 
этого эксперимента (табл. 8).

По данным таблицы 8 обращает на себя вни-
мание корреляция концентрации лактоферри-
на и размеров клеток (площадь и периметр), 
а также обратная корреляция количества вы-
живших клеток от концентрации лактофер-
рина и размера клеток. Все изменения пара-
метров площади и периметра статистически 
значимые. Подобные изменения размеров кле-
ток имеют некоторое сходство со старением 
культуры. По мере старения культуры клетки 

увеличиваются в размере и приобретают не-
правильную форму (распластанная со множе-
ством выростов). В наших более ранних ис-
следованиях [18] показано, что во фракции 
крупных клеток в спонтанно иммортализиро-
ванной культуре фибробластов мыши в 3 раза 
выше доля окрашенных по SA-β-gal (ассоци-
ированная со старением бета-галактозидаза, 
биомаркер клеточного старения) клеток по 
сравнению с фракцией мелких клеток. Таким 
образом, возможно, что действие лактофер-
рина на иммортализированную культуру име-
ет достаточно мягкий, растянутый во време-
ни эффект — не немедленную гибель клеток, 
а постепенную утрату клетками иммортализи-
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рованных свойств с последующим их старени-
ем и гибелью. В таблице 8 также обращает на 
себя внимание увеличение вытянутости кле-
ток (Feret_ratio) при высоких концентрациях 
лактоферрина, однако статистически значимое 
отличие этого параметра (1,5) от предыдуще-
го значения (1,4) отмечается только при кон-
центрации 100 мкг/мл.

Еще одним потенциальным средством борь-
бы с трансформированными клетками являет-

ся препарат Деринат [19]. Воздействие на им-
мортализированную линию эмбриональных 
фибробластов человека препаратом Деринат 
в наших предыдущих экспериментах также 
приводило к дозозависимому ингибирующе-
му эффекту.

Нейросетевой анализ наборов изображений 
одного из таких экспериментов представлен 
в таблице 9.

Как и в случае с лактоферрином, выявлена 

Таблица 8
Сравнение клеточных параметров в экспериментах с действием различных концентраций 
лактоферрина на иммортализированную линию эмбриональных фибробластов человека

Количество 
клеток Area Perimeter Roundness Feret_max Feret_min Feret_ratio Luminance

контроль 7803 439,9 79,1 0,9 27,9 20,3 1,4 136,5

10 мкг/мл 5935 564,3* 91,8* 0,8* 32,8* 23,8* 1,4 139,0*

100 мкг/мл 4094 778,8* 110,8* 0,8 40,4* 26,5* 1,5* 148,5*

1000 мкг/мл 27 1439,4* 140,9* 0,8 49,8* 27,9* 1,8 131,9*

Примечание. * — статистически значимое отличие значения параметра (p <0,05) от предыдущего значения по 
t-критерию Стьюдента для независимых выборок

Таблица 9
Сравнение клеточных параметров в экспериментах с действием различных концентраций 

препарата Деринат на иммортализированную линию эмбриональных фибробластов 
человека

Количество 
клеток Area Perimeter Roundness Feret_max Feret_min Feret_ratio Luminance

контроль 2447 305,9 66,0 0,9 23,7 16,5 1,4 172,5

0,1 мг/мл 971 513,7* 84,9* 0,9 30,2* 21,4* 1,4 175,2*

1 мг/мл 263 807,3* 100,9* 0,9 34,8* 26,8* 1,3* 179,3*

Примечание. * — статистически значимое отличие значения параметра (p <0,05) от предыдущего значения по 
t-критерию Стьюдента для независимых выборок

статистически значимая корреляция размера 
клеток (площадь и периметр) иммортализиро-
ванной культуры от концентрации препарата 
Деринат, а также обратная корреляция коли-
чества клеток от концентрации этого препара-
та и размеров клеток. Не исключено, что про-
тестированные вещества вызывают быстрые 
изменения метаболизма клеток, приводящие 
к накоплению клеточных повреждений, по-
добно накоплению изменений, наблюдаемых 
при старении культуры. В отличие от действия 
на иммортализированную культуру лактофер-

рина, где показатель Feret_ratio растет с кон-
центрацией действующего вещества, при воз-
действии Дерината этот показатель немного 
снижается при максимальной концентрации 
препарата (1,3 при 1 мг/мл против 1,4 при 
0,1 мг/мл и в контроле). Вероятно, это незна-
чительное снижение не является отражением 
какого-либо биологического эффекта, тем не 
менее, возможно, отличие в тренде данного 
индекса отражает различные механизмы дей-
ствия изучаемых препаратов.
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Заключение
Разработанная система анализа изображе-

ний клеток позволяет за короткие временные 
промежутки, составляющие всего лишь де-
сятки минут, получить данные о параметрах 
тысяч клеток. Подобные исследования без 
использования методов машинного зрения 
занимают недели, если не месяцы. Получен-
ные цифровые данные легко поддаются стати-
стической обработке, что позволяет выявлять 
динамику изменений в изучаемой культуре, 
а также сравнивать различные культуры меж-
ду собой. В процессе апробации системы по-
лучена дополнительная уточняющая инфор-
мация результатов предыдущих исследований 
клеточных культур. Так, выявленное различие 
параметра Feret_ratio в культурах фибробла-
стов человека и мыши подтвердило получен-
ные ранее данные о различии доли времени 
пребывания клеток этих культур в веретено-
видной форме. Были установлены статисти-
чески значимые различия клеточных пара-
метров при сравнении культур нормальных 
фибробластов человека и линий Hela и А549. 
По увеличению параметра Luminance в куль-
туре фибробластов мыши на протяжении 6 су-
ток был сделан вывод о возрастающей степени 
распластанности крупных клеток. Были обна-
ружены статистически значимые изменения 
параметров клеток в иммортализированной 
культуре при действии различных концентра-
ций белка лактоферрина и препарата Деринат. 
Таким образом, разработанную нейросетевую 
систему можно использовать как в фундамен-
тальных клеточных исследованиях, так и для 
решения практических задач, таких как оцен-
ка воздействия фармакологических или токси-
ческих веществ на клетки.
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155Я. И. Шейко и др. Изучение клеточных параметров...

Ya. I. Sheiko, A. M. Slukvin, S. S. Niyazova, R. I. Sheiko

STUDY OF CELLULAR PARAMETERS USING NEURAL NETWORK 
ANALYSIS OF CELL CULTURE IMAGES

State Scientific Institution
“Institute of Genetics and Cytology of the National Academy of Sciences of Belarus”

27 Akademicheskaya St., 220072 Minsk, the Republic of Belarus
e-mail: y.sheiko@igc.by

Based on a neural network algorithm, a system that allows the segmentation (recognition) of cells in images of 
cell cultures and measures cellular parameters such as area, perimeter, shape, length, width, and brightness has been 
developed. After segmentation and measurement of cellular parameters, the system statistically processes data with 
a subsequent assessment of the reliability of differences in the studied samples. Images of live, unstained cultures of 
human and mouse fibroblasts, as well as standard human cell lines, were used as objects to test the system. As a result 
of the neural network image analysis, quantitative data were obtained, allowing the comparison of different cell cultures 
and revealing the dynamics of changes in cellular parameters during growth or after exposure to biologically active 
substances in the studied cultures. The use of neural network analysis made it possible to supplement and clarify the 
data we had previously obtained from the study of cell cultures.

Keywords: neural networks, machine vision, cell segmentation, image analysis, cell cultures, cellular parameters, 
video microscopy.

Дата поступления статьи: 26 августа 2025 г.



Молекулярная и прикладная генетика. Том 39, 2025 г.

17 августа 2025 г. Александр Владимирович 
Кильчевский отметил свой 70-летний юби-
лей. Он родился в городе Горки Могилёвской 
области в семье преподавателей Белорусской 
государственной сельскохозяйственной ака-
демии. Особая аура сообщества интеллекту-
альных, энергичных, любящих землю людей 
предопределила выбор профессии и научного 
будущего. В 1977 г. Александр Владимирович 
окончил Белорусскую государственную сель-
скохозяйственную академию и последующие 
26 лет проработал в ней же. В 1982 г. он защи-
тил кандидатскую диссертацию по специаль-
ности «генетика», а в 1988 г. возглавил первую 
в стране кафедру биотехнологии, созданную 

К ЮБИЛЕЮ АКАДЕМИКА КИЛЬЧЕВСКОГО АЛЕКСАНДРА 
ВЛАДИМИРОВИЧА, ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА СБОРНИКА 
НАУЧНЫХ ТРУДОВ «МОЛЕКУЛЯРНАЯ И ПРИКЛАДНАЯ 

ГЕНЕТИКА»

С момента создания (2005 г.) и до настоящего времени главным редактором сборника научных трудов 
«Молекулярная и прикладная генетика» является известный ученый в области генетики, геномики, биотех-
нологии и селекции растений, доктор биологических наук, профессор, академик НАН Беларуси Александр 
Владимирович Кильчевский. Благодаря скрупулезной работе Александра Владимировича, курирующего выход 
каждого сборника, членов сформированной им редакционной коллегии и авторов публикаций, журнал стал 
популярным и востребованным среди ученых-генетиков Беларуси и зарубежья, стремящихся познакомить 
коллег с результатами своих исследований и закрепить за собой приоритетные права на результат.

при его непосредственном участии. В этот пе-
риод А. В. Кильчевский занимался разработ-
кой нового для Беларуси научного направле-
ния — изучением эколого-генетических основ 
селекции сельскохозяйственных культур, за-
ложил принципы экологической оптимизации 
селекционного процесса, провел комплекс-
ные исследования по генетике накопления 
поллютантов и энергоэффективности сортов. 
Им были созданы модели сортов с заданным 
уровнем энергозатрат, разработаны методы 
оценки адаптивности генотипов к различным 
условиям среды. Под руководством Алексан-
дра Владимировича начал работу крупней-
ший в Беларуси биотехнологический центр, 
на базе которого было организовано широко-
масштабное производство оздоровленного по-
садочного материала растений для хозяйств 
и населения страны. Полученные результаты 
были обобщены в его докторской диссертации 
(1994 г.), а также отмечены Премией НАН Бе-
ларуси (1999 г.). В 2003 г. А. В. Кильчевский 
был избран членом-корреспондентом НАН Бе-
ларуси по специальности «биотехнология».

Многогранный талант Александра Влади-
мировича проявился в 2004 г., когда он воз-
главил Институт генетики и цитологии НАН 
Беларуси. За 10 лет под его руководством ин-
ститут стал ведущим научным центром Рес-
публики Беларусь в области молекулярной ге-
нетики и геномных биотехнологий, получили 
развитие такие новые направления исследова-
ний, как структурно-функциональная органи-
зация геномов растений, животных, микроор-
ганизмов, человека, генетическая инженерия, 
биобезопасность, маркер-сопутствующая се-
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лекция и паспортизация, онкогеномика, этно-
геномика, спортивная генетика. По его иници-
ативе и при активном участии для обеспечения 
внедрения геномных разработок в практику 
при институте были созданы ключевые инно-
вационные структуры: Республиканский центр 
геномных биотехнологий, Республиканский 
банк ДНК (получивший статус национально-
го достояния), Центр коллективного пользо-
вания «Геном».

Этот период и последующие годы оказа-
лись плодотворными и в научной деятельно-
сти Александра Владимировича. Совместно 
с сотрудниками института проводились ориги-
нальные исследования по сравнительной гено-
мике пасленовых культур (томат, перец, бакла-
жан, физалис) и других культур. При участии 
А. В. Кильчевского создано 78 сортов овощ-
ных культур, включенных в Государственный 
реестр. Последние годы под его руководством 
начаты работы по таким актуальным направ-
лениям, как генетика долголетия и нутригено-
мика, ведется разработка геномных техноло-
гий для целей криминалистики и обеспечения 
безопасности. А. В. Кильчевский выступил 
инициатором создания в Институте генети-
ки и цитологии НАН Беларуси Республикан-
ского центра изучения микробиома, где про-
водятся междисциплинарные исследования 
микробиома человека, животных и растений 
для нужд медицины, сельского хозяйства, пи-
щевой промышленности и экологии.

Александром Владимировичем создана на-
учная школа, насчитывающая 4 доктора и 22 
кандидата наук. Результаты исследований опу-
бликованы в более чем 600 научных работах, 
среди которых — 4 учебника и 13 монографий, 
в т. ч. уникальная для СНГ 4-х томная моно-
графия «Генетические основы селекции расте-
ний», инициатором, соредактором и соавтором 
которой он является.Издание удостоено Пре-
мии НАН Беларуси (2015 г.). Научные заслу-
ги Кильчевского А. В. стали основанием для 
избрания его академиком НАН Беларуси по 
специальности «геномика растений» (2017 г.).

В 2014 г. расширился масштаб научно-орга-
низационной деятельности Александра Вла-
димировича Кильчевского. Он вошел в состав 
Президиума НАН Беларуси в должности глав-
ного ученого секретаря, а с 2019 г. назначен на 
должность заместителя Председателя Прези-

диума. Назначение способствовало тому, что 
Александр Владимирович, осуществляя ко-
ординацию между различными учреждения-
ми НАН Беларуси, поднял генетические ис-
следования на междисциплинарный уровень.

Александр Владимирович активно участву-
ет в жизни мирового научного сообщества. 
С 2007 г. по настоящее время он является пред-
седателем Общественного Объединения «Об-
щество генетиков и селекционеров» Беларуси, 
национальным координатором Европейской 
биотехнологической ассоциации, членом евро-
пейского общества селекционеров и генетиков 
EUCARPIA, почетным членом Европейской 
биотехнологической ассоциации EBTNA, чле-
ном редакционного совета ряда профильных 
научных журналов (BioDiscovery, EuroBiotech 
Journal, Proceedings of the Latvian Academy of 
Sciences, Генетика, Экологическая генетика, 
Вавиловский журнал генетики и селекции, 
Весці НАН Беларусі, серия биол. наук и др.). 

За свою многолетнюю плодотворную дея-
тельность Александр Владимирович Кильчев-
ский награжден десятками премий и медалей, 
среди которых — медали Франциска Скорины, 
им. Н. И. Вавилова и С. И. Жегалова, серебря-
ная медаль НАН Беларуси «За достижения в 
науке». Он является лауреатом премий НАН 
Беларуси, Евразийской международной пре-
мии «За огромный вклад в развитие генетики, 
геномики и биотехнологии растений в Респу-
блике Беларусь», Премии Союзного государ-
ства в области науки и техники. В 2024 г. ему 
присвоено высокое звание «Заслуженный де-
ятель науки Республики Беларусь».

Все, кто работает рядом с Александром 
Владимировичем, знают его не только как та-
лантливого ученого, организатора, педагога, 
но и как прекрасного человека, заряжающе-
го окружающих своей позитивной деятель-
ной энергией, доброжелательностью и чув-
ством юмора. 

Отделение биологических наук НАН Белару-
си, коллектив Института генетики и цитоло-
гии, коллеги, друзья, единомышленники сердеч-
но поздравляют Александра Владимировича с 
юбилеем! Желают крепкого здоровья, успехов 
во всех начинаниях и новых свершений на бла-
го науки, общества, государства.
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(всё, нёбо, совершённый). В русских текстах разделитель целой и дробной части числа — запятая.
 
Прямое (не курсивное) начертание должны иметь:
1) греческие символы (α, β, δ, ϕ, λ и др.) и знаки (%, ≤, ±, ×, ≠, ∞, →, °, ∉ и др.);
2) единицы измерения (Вт, В, Дж, кг, м и пр.);
3) кириллические (т. е. русские) буквы (П, Л, Ц);
4) сокращения от русских или белорусских слов (qср);
5) обозначения химических элементов и соединений (Р, Н2О);
6) скобки () и запятые (,) в формулах и после них (x2 – 0,5b(1,5 + са)).

Курсивное начертание должны иметь названия генов, латинские (т. е. английские) буквы, 
обозначающие переменные (K, y, z, x, V, i, j), латинские названия семейств, родовые и видо-
вые названия.

Без пробелов следует проставлять:
1) дефис (-) в сложных словах (минерал-индикатор, К-пространство) и при наращении падеж-
ных окончаний к цифрам и буквам (1-го, j-го);



2) короткое тире (–) (Ctrl + «–» на нумерационной клавиатуре) между цифрами, обозначаю-
щими пределы какой-либо величины (20–30 чел., 1980–1999 гг.);
3) знаки –, +, ≤, > в значении положительной или отрицательной величины, степени увеличе-
ния или уменьшения (+30, составляет >80);
4) знак % (80%);
5) скобки () и кавычки «» от заключенных в них слов (кавычки в в тексте на русском и бело-
русском языках должны быть одного рисунка — «елочки», в английском языке — “лапки”).

С пробелами проставлять: 
1) тире (—) (Ctrl + Alt + «–» на нумерационной клавиатуре) с обеих сторон пробелом как знак 
препинания между словами;
2) математические знаки (–, +, ≤, ±, ⋅, ×, =, ∉ и др.) в формулах, уравнениях, когда они являют-
ся знаками арифметического действия (R1 + R2 = 0,75);
3) знаки №, § от следующих за ними чисел (№ 4);
4) многозначные числа, содержащие 5 и более знаков, разбиваются по три цифры справа на-
лево (10 000, 1 000 000, 1 888,88, но 1000);
5) сокращенные слова от имен собственных, к которым они относятся (ул. Академическая);
6) цифры от полных или сокращенных наименований (100 м, 2005 г.).

Требования к рисункам
Рисунки должны размещаться только после их первого упоминания в тексте статьи. Не допу-
скается размещение рисунков в конце статьи (в последнем абзаце перед заключением). Если 
ссылка на рисунок включена в предложение, используется полное написание — рисунок 1; 
если слова заключаются в скобки, используется сокращение — (рис. 1).
Слово Рис. 1. и подрисуночная подпись располагаются на следующей строке после самого 
рисунка (Рис. 1. Название). Точка после названия не ставится.
Рисунки должны быть представлены в электронном виде отдельными файлами в следующих 
форматах: JPEG, TIFF, PNG. Название файла должно соответствовать номеру рисунка (Рис. 1, 
Риc. 2 и т. д.). Для отправки все файлы рисунков объединяются в одну архивную папку zip или 
rar. Все надписи на рис. должны быть набраны Times New Roman 10 пт.

Оформление таблиц
Таблицы должны быть реализованы средствами работы с таблицами редактора Microsoft 
Word. Не допускается вложение таблиц, созданных в других программах. 
Таблицы должны быть пронумерованы и иметь названия, размещаться только после их пер-
вого упоминания в тексте статьи. Если ссылка на таблицу включена в предложение, исполь-
зуется полное написание — таблица 1; если слова заключаются в скобки, используется сокра-
щение — (табл. 1).
Слово Таблица 1 выравнивается по правому краю и выделяется полужирным начертанием.
На следующей строке после «Таблица 1» следует название таблицы, которое набирается пря-
мым начертанием и выравнивается по центру (без абзацного отступа).
Примечание к таблице располагается на следующей строке после таблицы. Слово Примеча-
ние выделяется полужирным начертанием, после него ставится точка. Текст примечания сле-
дует за словом Примечание и начинается с прописной буквы. Точка после текста примечания 
не ставится.
Не допускается размещение таблиц в конце статьи (в последнем абзаце перед заключением).

Информация о соблюдении требований Нагойского протокола
Если работа связана с исследованиями, в которых в качестве объекта используются генети-
ческие ресурсы (растения, животные, микроорганизмы), полученные от зарубежных пар-
тнеров, необходимо дать ссылку на Международно признанный сертификат о соблюдении 
(Internationally Recognized Certificate of Compliance) Нагойского протокола к Конвенции 
о биологическом разнообразии, подтверждающий легальное получение данных ресурсов.

 



Информация о соблюдении биоэтических стандартов
Если работа связана с исследованиями, в которых в качестве объекта используются лабора-
торные животные, то необходимо указать, соблюдались ли международные, национальные и/
или институциональные принципы ухода и использования животных. 
Если в качестве объектов исследования выступает человек, то необходимо указать:
– соответствуют ли процедуры, выполненные в исследовании с участием людей, этическим 
стандартам институционального и/или национального комитета по исследовательской этике и 
Хельсинкской декларации и ее последующим изменениям или сопоставимым нормам этики;
– получено ли от каждого из включенных в исследование участников информированное до-
бровольное согласие.

В разделе «Заключение» по желанию авторов приводится следующая справочная инфор-
мация: Общая информация о помощи в проведении работы и подготовке статьи: сообщения 
о предоставлении материалов, данных, компьютерного обеспечения, приборов во временное 
пользование; информация о проведении исследований в центрах коллективного пользования; 
помощь в технической подготовке текста; а также все прочее, что оценивается как полезная 
помощь. Информация о грантах и другой финансовой поддержке исследований. Авторы не 
должны использовать сокращенные названия институтов и спонсирующих организаций.

8. Список использованных источников
Оформляется в соответствии с приказом Высшей аттестационной комиссии Республики Бе-
ларусь от 25 июня 2014 г. № 159 (в редакции приказа ВАК Республики Беларусь 01.10.2024 
№ 230) (ВАК–Нормативные правовые акты–Приказы ВАК–Образцы оформления БО...). 
Источники должны быть представлены в виде списка в порядке упоминания ссылок в тексте 
статьи. Нумерация — автоматическая. 
Не допускаются ссылки на работы, которых нет в списке литературы, а также на неопублико-
ванные материалы. В список использованных источников преимущественно следует включать 
работы не старше 10 лет (исключение составляют редкие высокоинформативные материалы).

9. На английском языке повторяются п. 2–6 (в конце статьи)
Автоматические переводы не всегда способны точно передать нюансы и смысл оригинала. 
Чтобы сохранить содержание и тональность текста, может потребоваться использование со-
вершенно других формулировок.

10. Дата поступления статьи

К статье прилагаются:
1. Акт экспертизы (в печатном виде) о возможности опубликования в открытой печати.
2. Сопроводительное письмо (в печатном виде), в структуре которого должны содержаться 
сведения о том, что:
– рукопись не находится на рассмотрении в другом издании;
– не была ранее опубликована.
Авторы несут ответственность за достоверность представленных в рукописи материалов.
3. Краткие сведения о каждом из авторов (в электронном виде), включающие ФИО (пол-
ностью), год рождения, служебный адрес, адрес электронной почты, ученую степень, ученое 
звание, должность. Сведения об авторах предоставляются отдельным документом Word.
Два экземпляра статьи (один — с указанием в «шапке» авторов и мест работы (на рус. и англ. 
яз.), другой — без) и сопроводительные документы представляются лично либо по почте на 
адрес: Республика Беларусь, 220072, г. Минск, ул. Академическая, 27. Электронная копия 
материалов направляется на электронный адрес: redactor@igc.by, в письме необходимо ука-
зать вид статьи (экспериментальная, обзорная, краткое сообщение).

Редакция оставляет за собой право в процессе редакционной подготовки сокращать 
и исправлять рукопись по согласованию с автором. Обращаем Ваше внимание! Редакция 
может выборочно проверить статьи системой антиплагиат (статьи направляются на проверку 
(антиплагиат) в Национальную библиотеку Беларуси).
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