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Генетический полиморфизм  
аборигенных абхазских сортов винограда
Е.Т. Ильницкая1  , М.В. Макаркина1, И.В. Степанов1, И.И. Супрун1, С.В. Токмаков1, В.Ш. Айба2, М.А. Авидзба2, В.К. Котляр1

1 Северо-Кавказский федеральный научный центр садоводства, виноградарства, виноделия, Краснодар, Россия
2 Институт сельского хозяйства Академии наук Абхазии, Сухум, Абхазия

  Ilnitskaya79@mail.ru

Аннотация. Аборигенные сорта винограда различных стран мира – важная часть генофонда культуры. Особый 
интерес вызывают генотипы наиболее древних регионов виноградарства. Территории субтропической зоны 
Грузии и центральной части Абхазии относят к одному из центров возникновения культурной виноградной 
лозы. Целью работы было генотипирование аборигенных абхазских сортов винограда, изучение их генетиче-
ского разнообразия на основе данных ДНК-профилирования и сравнение с генотипами местных сортов других 
регионов виноградарства. Образцы растений были отобраны на территории Республики Абхазия в частных по
дворьях и в коллекции агрофирмы «Вина и воды Абхазии». Генотипирование абхазских сортов Авасирхва, Агбиж, 
Ажапшь, Ажижкваква, Ажикваца, Атвижь, Атыркуажь, Ачкыкажь, Качич выполнено с помощью 14 ДНК-маркеров, 
девять из которых являются стандартными микросателлитными маркерами, рекомендованными для паспорти-
зации сортов винограда. Для уточнения размеров идентифицированных аллелей в работе использовали ДНК 
сортов винограда с известным аллельным составом по анализируемым локусам. Статистический анализ данных 
показал, что фактическая гетерозиготность по анализируемым локусам превысила ожидаемую, что говорит о 
генетическом полиморфизме исследуемой выборки сортов. Оценка генетического сходства внутри анализируе-
мой группы по результатам генотипирования по 14 локусам показала отличие сортов Качич и Ажапшь от осталь-
ных абхазских сортов. Полученные ДНК-профили абхазских сортов были проверены на предмет соответствия 
ДНК-паспортам сортов винограда, представленных в международной базе данных. Грузинские сорта Ажижква
ква и Цицка оказались синонимами по паспортам ДНК; у двух сортов из базы данных (итальянский Albana bianca 
и грузинский Оджалеши) обнаружены отличия в ДНК-паспортах от сортов Атыркуажь и Ажикваца соответствен-
но только по одному аллелю. При сравнении идентифицированных абхазских генотипов винограда показано их 
отличие от выборки дагестанских, донских, греческих, турецких, итальянских, испанских и французских сортов 
и генетическое сходство с генотипами винограда Грузии.
Ключевые слова: Vitis vinifera L.; местные сорта винограда; генетическое разнообразие; SSR-локусы.
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Abstract. Local grape cultivars from different countries of the world are an important part of the gene pool of this cul-
ture. Of particular interest are the genotypes of the most ancient regions of viticulture. The territories of the subtropical 
zone of Georgia and the central part of Abkhazia belong to one of the centers of origin of the cultural grapevine. The 
purpose of the work was to genotype native Abkhazian grape cultivars, to study their genetic diversity based on DNA 
profiling data and to compare them with the genotypes of local varieties of other viticultural regions. Samples of plants 
were taken on the territory of the Republic of Abkhazia in private farmsteads and in the collection of the agricultural 
firm “Vina i Vody Abkhazii“ (“Wines and Waters of Abkhazia”). The genotyping of the Abkhazian cultivars Avasirhva, Ag-
bizh, Azhapsh, Azhizhkvakva, Azhikvaca, Atvizh, Atyrkuazh, Achkykazh, Kachich was carried out using 14 DNA markers, 
9 of which are standard microsatellite markers recommended for the identification of grape varieties. To improve our 
knowledge about the sizes of the identified alleles, we used the DNA of grape cultivars with a known allelic composi-
tion at the analyzed loci. Statistical analysis of the data showed that the observed heterozygosity for the analyzed loci 
exceeded expected values, which indicates a genetic polymorphism of the studied sample of varieties. Evaluation of 
genetic similarity within the analyzed group based on the results of genotyping at 14 loci showed that the cultivars 
Kachich and Azhapsh differed from the other Abkhazian varieties. The obtained DNA profiles of the Abkhazian cultivars 
were checked for compliance with DNA-fingerprints of grape varieties in the Vitis International Variety Catalogue. The 
Georgian varieties Azhizhkvakva and Tsitska turned out to be synonyms according to DNA profiles, two varieties from 
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the Database (Italian Albana bianca and Georgian Ojaleshi) have differences in DNA-fingerprints from the varieties 
Atyrkuazh and Azhikvatsa only in one allele, respectively. When comparing the identified Abkhazian grape genotypes, 
their difference from the sample of Dagestan, Don, Greek, Turkish, Italian, Spanish, and French varieties and genetic 
similarity with the genotypes of Georgian grapes were shown.
Key words: Vitis vinifera L.; local grape varieties; genetic diversity; SSR-loci.
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Введение
Виноград Vitis vinifera L. возделывается человеком уже 
около 5000 лет и в настоящее время является наиболее 
экономически значимой плодово-ягодной культурой. Або
ригенные сорта различных регионов мира – важная часть 
генофонда культуры. Повышенный интерес вызывают ге
нотипы древнейших регионов виноградарства. Западное 
Закавказье и, особенно, субтропическая зона Грузии и 
центральная часть Абхазии признаны одним из центров 
возникновения культурной виноградной лозы. В этих 
регионах существует множество древних аборигенных 
сортов и встречаются дикие лозы винограда.

Для оценки разнообразия генофонда культурных рас-
тений, в том числе винограда, широко применяют моле-
кулярно-генетические методы. Наиболее часто для этих 
целей используют микросателлитные (SSR) маркеры. Для 
ДНК-паспортизации генотипов винограда разработан 
стандартный набор из девяти микросателлитных локусов 
(Bowers et al., 1999; This et al., 2004; VIVC, 2021). Ис
пользование ДНК-маркеров при идентификации сортов 
винограда и изучении их полиморфизма позволило про-
яснить многие вопросы в отношении одноименных сор
тов-омонимов, а также выявить одинаковые генотипы с 
разными наименованиями-синонимами, определить наи
более генетически близкие и отдаленные формы (Cres-
pan, Milani, 2001; Fossati et al., 2001; Vokurka et al., 2003; 
Santiago et al., 2005; Moreno-Sanz et al., 2008; Cipriani et 
al., 2010; Гориславец и др., 2015; Raimondi et al., 2015; 
Mandić et al., 2019; Papapetrou et al., 2020; Pastore et al., 
2020). Например, при помощи генетического анализа 
35 автохтонных сортов Боснии и Герцеговины по девяти 
стандартным микросателлитным локусам было обнару- 
жено несколько синонимов и омонимов. Сравнение ге-
нотипов из Боснии и Герцеговины с сортами винограда 
Хорватии также выявило синонимы и омонимы среди этих 
двух групп (Mandić et al., 2019).

При проведении ПЦР-анализа крымских аборигенных 
сортов было обнаружено, что сорта Шабаш, Манжил ал и 
Шабаш крупноягодный имеют идентичные ДНК-профи
ли. Сорт Шабаш крупноягодный является клоном сорта 
Шабаш, а сорт Манжил ал – это синоним сорта Шабаш 
(Гориславец и др., 2015). 

Сто семьдесят восемь сортов винограда, от широко 
культивируемых до почти исчезнувших, собранных в Эми-
лии-Романье (Северная Италия), были проанализированы 
по 10 микросателлитным маркерам (Pastore et al., 2020). 
Полученные данные показали, что в регионе встречаются 
сорта, которые культивируются в других районах Италии 
и в других странах, но под иными, местными наимено-
ваниями. Также были выявлены и уникальные генотипы; 
62 из 122 идентифицированных уникальных генотипов 

не описаны в литературе, за исключением упоминаний в 
исторических документах. Вероятно, они принадлежат к 
местному генофонду и, возможно, являются автохтонами 
этого региона.

Коллекция из 1005 образцов винограда была генотипи-
рована по 34 микросателлитным локусам (SSR) с целью 
анализа генетического разнообразия и изучения проис-
хождения (Cipriani et al., 2010). Сравнение молекулярных 
профилей выявило 200  групп синонимии. Коррекция 
списка с учетом полных синонимов сократила базу данных 
до 745 уникальных генотипов.

Виноградарство и виноделие имеют особое значение 
для народа Абхазии. О древности виноградарства и ви-
ноделия этого края свидетельствует множество археоло-
гических и палеоботанических находок (Чамагуа, 1968). 
Здесь даже существует местный тип ведения культуры 
винограда  – маглари (возделывание лиан на деревьях). 
Автохтонным сортам Абхазии характерны поздний пери
од созревания и способность к длительному сохранению 
урожая на кустах. Славу абхазских вин в основном связы-
вают с сортами Ауасырхуа (Авасирхва), Качич (Качичи), 
Амлаху.

В истории виноградарства Абхазии были периоды, 
обусловленные политическими и экономическими при-
чинами, когда данная отрасль то усиленно развивалась, то 
приходила в упадок. Наибольший урон был нанесен при 
появлении в регионе филлоксеры: насаждения местных 
сортов активно уничтожали, значительные площади были 
засажены устойчивым американским сортом Изабелла. 
Многие сорта были утеряны и сохраняются в частных под-
ворьях единичными кустами. Однако в последнее время 
интерес к аборигенным сортам растет, и молекулярно-
генетические исследования могут быть использованы для 
ДНК-профилирования (паспортизации) местных сортов, 
оценки полиморфизма генотипов, уточнения происхож-
дения неизвестных форм.

Целью исследования были генотипирование абхазских 
сортов винограда и оценка генетического разнообразия 
изученной выборки на основе полиморфизма микроса-
теллитных локусов. 

Материалы и методы
В работу были взяты растения, соответствующие ампело-
графическим описаниям абхазских сортов, приведенным 
в ампелографии (Ампелография СССР…, 1953, 1954, 
1963, 1970). Некоторые образцы сортов, включенных в 
исследование, собраны в нескольких географических 
точках Абхазии (Качич, Авасирхва, Агбиж), другие взяты 
из коллекции агрофирмы ООО «Вина и воды Абхазии» 
(Атыркуажь, Ажикваца, Атвижь, Ажижкваква, Ачкыкажь, 
Ажапшь) (табл. 1).
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Таблица 1. Список сортов винограда, использованных в исследовании

№
п/п

Сорт Страна происхождения № 
п/п

Сорт Страна происхождения

1 Наринс Турция 34 Сибирьковый Дон (Россия)

2 Василико 35 Цимлянский черный

3 Бойязкере 36 Варюшкин

4 Япынджак 37 Красностоп золотовский

5 Папазкарасы 38 Брусковатенький

6 Хасандеде 39 Шилохвостый

7 Хороз Караси 40 Каберне Совиньон Франция

8 Ачлади Греция 41 Шардоне

9 Котсифали 42 Мерло

10 Мандилария 43 Совиньон Блан

11 Акики 44 Алиготе

12 Дафни 45 Пино нуар

13 Фокиано 46 Монтепульчано Италия

14 Какотругис 47 Санджовезе

15 Мцване кахури Грузия 48 Неббиоло

16 Ркацители 49 Лакрима

17 Тавквери 50 Верментино

18 Цоликоури 51 Гарганега

19 Александраули 52 Темпранильо Испания

20 Чинури 53 Парельяда

21 Оджалеши 54 Скьява гросса

22 Cаперави 55 Гарнача

23 Месхури мцване 56 Альбилло

24 Алый Терский Дагестан (Россия) 57 Залема

25 Асыл Кара 58 Качич Абхазия

26 Риш баба 59 Атыркуажь

27 Сарах 60 Авасирхва

28 Шавраны 61 Атвижь

29 Баят Капы 62 Ажижкваква

30 Агaдаи 63 Ачкыкажь

31 Гок ала 64 Ажапшь

32 Тавлинский поздний 65 Агбиж 

33 Кукановский Дон (Россия) 66 Ажикваца

ДНК выделяли из листьев коронки однолетних побегов 
трех-пяти типичных растений сорта методом на основе 
ЦТАБ-буфера (Rogers, Bendich, 1985). Для ДНК-пас
портизации использовали стандартный набор из девяти 
микросателлитных (SSR) маркеров, рекомендованный для 
идентификации генотипов винограда (Bowers et al., 1999; 
This et al., 2004; VIVC, 2021). Для более полной оценки 
полиморфизма изучаемой выборки дополнительно вклю-
чили в работу пять SSR-маркеров (UDV737, GF09-46, 
ScORGF15-02, GF15-42, CenGen6) (Di Gaspero et al., 2012; 
Schwander et al., 2012; van Heerden et al., 2014; Zendler 
et al., 2017). ДНК-фингерпринтинг сортов Ажижкваква, 

Качич и Авасирхва по девяти стандартным микросател-
литным локусам был выполнен нами ранее (Ильницкая 
и др., 2019–2021).

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили в 
реакционной смеси объемом 20 мкл, содержащей 50 нг 
геномной ДНК, 1.5 единицы Taq-полимеразы, 1× буфер 
для Taq-полимеразы с сульфатом аммония и магнием, 
2 мМ MgCl2, по 0.2 мM каждого dNTP (дезоксинуклео
тидтрифосфаты) («СибЭнзим-М», Москва) и 200  мкМ 
каждого из праймеров (ООО «Синтол», Москва), с ис-
пользованием прибора BioRad (США), придерживаясь 
следующего протокола: начальная денатурация – 10 с при 
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+95 °С; далее 34 цикла синтеза: денатурация – 10 с при 
+95 °С, отжиг праймеров – 30 с при +55 °С для маркеров 
VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD27, UDV737, CenGen6, 
при +58  °С для VrZAG62, VrZAG79, ScORGF15-02, 
GF15-42, при +60 °С для VVMD25, VVMD28, VVMD32, 
GF09-46, элонгация – 30 с при +72 °С; завершающий цикл 
(финальная элонгация) – 3 мин при +72 °С.

Разделение и анализ длин продуктов ПЦР осуществляли 
методом капиллярного электрофореза с помощью генети-
ческого анализатора ABI Prism 3130. Амплифицирован-
ные фрагменты выравнивали относительно контрольных 
(референсных) генотипов, включенных нами в работу, с 
известным аллельным составом по анализируемым ло
кусам: Пино нуар (для маркеров VVS2, VVMD5, VVMD7, 
VVMD25, VVMD27, VVMD28, VVMD32, VrZAG62, 
VrZAG79), Саперави северный (GF09-46), Seyve Vil
lard  12-375 (UDV737), Регент (ScORGF15-02, GF15-42, 
CenGen6).

Статистическую обработку данных полиморфизма ло
кусов в исследованной выборке сортов проводили в про
грамме GenAlEx 6.5 (Peakall, Smouse, 2012). Оценка ге
нетических взаимосвязей была выполнена в программе 
PAST 2.17c с помощью метода попарного внутригруппо-
вого невзвешенного среднего (UPGMA) и метода главных 
координат (PCoA) (Hammer et al., 2001).

Для изучения генетического сходства автохтонных сор
тов Абхазии с местным генофондом винограда других зон 
виноградарства в работу включили выборку сортов, кото-
рые относятся к аборигенным формам Грузии, Греции, Да-
гестана, Дона (Ростовская область РФ), Испании, Италии, 
Франции, Турции (см. табл. 1). Указанные регионы вино-

градарства также имеют древнюю историю возделывания 
культуры V.  vinifera  L., географическую близость или 
исторические связи с Абхазией. ДНК-профили генотипов 
местных сортов по девяти SSR-локусам, стандартным для 
генотипирования V. vinifera, взяты нами из международной 
базы данных Vitis International Variety Catalogue (VIVC). 
Байесовский анализ проведен в программе Structure 2.3.4 
с использованием 66 генотипов (см. табл. 1), оптимальное 
число кластеров установлено методом Evanno, расчет вы-
полнен в онлайн-программе Structure Harvester (Evanno et 
al., 2005; Earl, vonHoldt, 2012).

Результаты и обсуждение
Результаты генотипирования девяти абхазских сортов ви
нограда (Качич, Атыркуажь, Авасирхва, Атвижь, Ажиж
кваква, Ачкыкажь, Ажапшь, Агбиж, Ажикваца) по 14 ми-
кросателлитным локусам представлены в табл. 2. Иден-
тифицированные профили каждого сорта по девяти SSR-
локусам (VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD25, VVMD27,  
VVMD28, VVMD32, VrZAG62, VrZAG79) были провере-
ны в международной базе данных ДНК-паспортов сортов 
винограда Vitis International Variety Catalogue (VIVC, 
2021). Выявлено, что аллельный состав ДНК-профиля 
сорта винограда Ажижкваква по девяти микросателлит-
ным локусам полностью соответствует ДНК-профилю 
грузинского аборигенного сорта винограда Цицка, пред-
ставленному в базе данных (Ильницкая и др., 2021). 
Указанные сорта схожи по фенотипическим признакам и, 
возможно, являются сортами-синонимами или клоновыми 
вариациями. ДНК-профиль сорта винограда Ажикваца 
тоже показал близкое соответствие ДНК-профилю грузин-

Таблица 2. ДНК-профили абхазских сортов винограда 

Сорт Длина фрагмента, п. н.
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Качич 153
155

234
240

239
249

239
267

186
193

234
248

262
272

194
196

237
255

291
291

395
425

240
240

179
185

271
285

Атыркуажь 133
143

228
234

247
249

241
255

180
190

234
236

250
272

194
200

237
251

295
295

425
425

195
240

177
177

263
277

Авасирхва 141
145

234
242

239
249

239
249

184
190

234
248

248
262

200
204

251
257

285
285

395
413

240
240

193
199

273
299

Атвижь 137
145

228
234

239
239

239
249

184
193

236
236

258
262

188
188

251
255

285
295

413
425

240
240

193
199

263
301

Ажижкваква 143
145

228
236

239
253

239
255

186
188

236
258

262
272

194
196

251
251

285
289

423
425

240
240
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197

273
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Ачкыкажь 143
145

228
228

239
249

239
255

186
193

236
251
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262
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295
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413

240
240
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303

Ажапшь 123
155

234
234

239
249

240
267

184
193

226
248

262
272

196
204

247
255

285
291

395
423

240
240

179
179

275
289

Агбиж 143
153

234
240

233
239

239
267

180
190

234
236

248
262

188
204

237
239

285
285

395
425

195
240

193
193

263
301

Ажикваца 141
153

234
242

241
247

239
255

180
184

228
236

262
262

194
208

237
251

285
289

395
395

240
240

177
179

277
283
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ского аборигенного сорта винограда Оджалеши: отличие 
найдено только по одному аллелю в локусе VrZAG79 
(VIVC, 2021).

Грузия является географически наиболее близким со-
седом и страной с древней культурой виноградарства, 
поэтому генетическое сходство аборигенных сортов этих 
регионов вполне ожидаемо. Однако мы обнаружили также 
сходство сорта Атыркуажь с автохтонным итальянским 
сортом винограда Albana bianca: ДНК-профили иден-
тичны, за исключением одного аллеля в локусе VrZAG79 
(VIVC, 2021). Albana bianca достаточно распространен
ный сорт и под другими названиями встречается в раз
ных странах (VIVC, 2021). Изучение ампелографических 
характеристик стародавнего итальянского сорта Albana 
bianca, представленных в литературе, показывает опре-
деленное фенотипическое сходство с сортом Атыркуажь. 
Из-за отсутствия у нас образцов ДНК сорта Albana bianca 
сравнить генотипы по большему количеству SSR-локусов 
и уточнить уровень их генетического сходства не было 
возможности.

В целом генотипы аборигенных сортов показали до
статочно высокий полиморфизм. Среднее значение факти
ческой гетерозиготности (Ho = 0.810) превысило значение 
ожидаемой (He = 0.712) в исследованной выборке из девя-
ти абхазских сортов винограда по 14 микросателлитным 
локусам (табл. 3). Наименее полиморфным оказался локус 
ScORGF15-02: выявлено только 2  аллеля. По наиболее 
полиморфному локусу CenGen6 было идентифицировано 
11 аллелей. Отметим, что в ДНК-профиле сорта виногра-
да Ажапшь в локусе VVMD25 идентифицирован очень 
редкий аллель размером 240 п. н., который ранее описан 
только у одного сорта из представленных в базе данных 
VIVC.

Для оценки генетического сходства изученных абхаз-
ских сортов был проведен кластерный анализ на основе 
данных генотипирования SSR-маркерами. Анализируе-
мые сорта разделились на два кластера, один из которых 
содержит семь из девяти изучаемых сортов и внутри ко
торого Агбиж, Атыркуажь, Ажикваца сгруппировались в 
отдельный подкластер, а Авасирхва, Атвижь, Ачкыкажь, 
Ажижкваква  – в другой (рис.  1). Важно отметить, что 
генотипы сортов Ажапшь и Качич выделились в от-
дельный кластер. Локализация девяти абхазских сортов 
в пространстве главных координат показала, что сорта 
Ажапшь и Качич группируются вместе и располагаются 
более отдаленно от других семи сортов (рис. 2).

Для более широкого понимания генетической структу-
ры популяции сортов винограда Абхазии и взаимосвязей 
с мировым генофондом мы сравнили их с генотипами 
аборигенных сортов других регионов виноградарства 
(Грузия, Греция, Дагестан, Дон (Ростовская область РФ), 
Испания, Италия, Франция, Турция). ДНК-профили сор
тов по девяти стандартным SSR-локусам взяты из между-
народной базы данных VIVC. Байесовский анализ показал 
наибольшую степень сходства сортов Абхазии с сортами 
винограда Грузии (рис. 3). Причем три генотипа среди 
грузинских сортов показали сходство с другими группами 
сортов (Тавквери, Саперави, Месхури мцване), группа же 
абхазских сортов более однородна. 

Выделяется своей однородностью и отличием от других 
также группа французских сортов, взятых нами в иссле-
дование. В группе итальянских сортов наиболее близок к 
абхазским генотип сорта Неббиоло, который имеет немало 
синонимов и характеризуется поздним сроком созрева-
ния. Среди греческих сортов можно отметить генотип 

Таблица 3. Характеристика микросателлитных локусов  
в исследованной выборке абхазских сортов винограда 

Локус Na Ne Ho He

VVS2 8.000 6.231 1.000 0.840

VVMD5 5.000 3.306 0.778 0.698

VVMD7 6.000 3.375 0.889 0.704

VVMD25 6.000 4.050 1.000 0.753

VVMD27 6.000 5.400 1.000 0.815

VVMD28 7.000 4.154 0.889 0.759

VVMD32 5.000 2.656 0.778 0.623

VrZAG62 6.000 5.400 0.889 0.815

VrZAG79 6.000 3.857 0.889 0.741

UDV737 4.000 2.945 0.556 0.660

GF09-46 4.000 3.306 0.778 0.698

ScORGF15-02 2.000 1.246 0.222 0.198

GF15-42 6.000 4.765 0.667 0.790

CenGen6 11.000 8.100 1.000 0.877

Среднее 5.857 4.199 0.810 0.712

Примечание. Na  – общее число выявленных аллелей; Ne  – эффектив-
ное число аллелей; Ho и He – фактическая и ожидаемая гетерозиготность 
соответственно.
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Рис.  1.  Дендрограмма генетического сходства абхазских абориген-
ных сортов винограда по данным ДНК-профилирования.
В узлах ветвления указаны значения бутстреп-поддержки (в  %), рассчи-
танные на основе 50 000 случайных выборок.
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Рис. 2. Распределение абхазских сортов винограда в пространстве главных координат по данным ДНК-профилирования.
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Рис. 3. Популяционная структура 66 сортов винограда, полученная на основании генотипирования с помощью девяти SSR-маркеров: а – груп-
пировка сортов по происхождению; б – кластеризация по генетическому сходству. Вертикальная ось обозначает вероятность отнесения каж-
дого генотипа к предполагаемым кластерам, обозначенным разными цветами.
1 – Наринс, 2 – Василико, 3 – Бойязкере, 4 – Япынджак, 5 – Папазкарасы, 6 – Хасандеде, 7 – Хороз Караси, 8 – Ачлади, 9 – Котсифали, 10 – Мандилария, 
11 – Акики, 12 – Дафни, 13 – Фокиано, 14 – Какотругис, 15 – Мцване кахури, 16 – Ркацители, 17 – Тавквери, 18 – Цоликоури, 19 – Александраули, 20 – Чи-
нури, 21 – Оджалеши, 22 – Cаперави, 23 – Месхури мцване, 24 – Алый Терский, 25 – Асыл Кара, 26 – Риш баба, 27 – Сарах, 28 – Шавраны, 29 – Баят Капы, 
30 – Агaдаи, 31 – Гок ала, 32 – Тавлинский поздний, 33 – Кукановский, 34 – Сибирьковый, 35 – Цимлянский черный, 36 – Варюшкин, 37 – Красностоп золо-
товский, 38 – Брусковатенький, 39 – Шилохвостый, 40 – Каберне Совиньон, 41 – Шардоне, 42 – Мерло, 43 – Совиньон Блан, 44 – Алиготе, 45 – Пино нуар, 
46 – Монтепульчано, 47 – Санджовезе, 48 – Неббиоло, 49 – Лакрима, 50 – Верментино, 51 – Гарганега, 52 – Темпранильо, 53 – Парельяда, 54 – Скьява 
гросса, 55 – Гарнача, 56 – Альбилло, 57 – Залема, 58 – Качич, 59 – Атыркуажь, 60 – Авасирхва, 61 – Атвижь, 62 – Ажижкваква, 63 – Ачкыкажь, 64 – Ажапшь, 
65 – Агбиж , 66 – Ажикваца.
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сорта Мандилария, который отличается от остальных в 
этой группе и схож по структуре с сортами Абхазии. Это 
может свидетельствовать о генетических взаимосвязях 
генофонда винограда Греции и Абхазии. Известно, что во 
времена Древней Греции в определенный период террито-
рия Абхазии находилась под властью Греции. Тогда, воз-
можно, и мог происходить обмен генофондом винограда. 

Большинство сортов Грузии и Абхазии формируют 
единую группу и отличаются от других генотипов (см. 
рис. 3, б ). Два сорта, Ажижкваква и Ажапшь, находятся 
вне этой группы, однако в структуре этих генотипов виден 
значимый вклад гипотетической популяции (обозначена 
красным цветом), который превалирует в группе грузин-
ских и абхазских сортов.

Заключение
Проведено генотипирование аборигенных абхазских сор
тов винограда Авасирхва, Агбиж, Ажапшь, Ажижкваква, 
Ажикваца, Атвижь, Атыркуажь, Ачкыкажь, Качич с ис-
пользованием 14 ДНК-маркеров, в том числе 9 маркеров, 
общепринятых для ДНК-паспортизации сортов виногра- 
да. При сравнении выявленных ДНК-профилей с ДНК- про- 
филями в международной базе данных показано совпа-
дение аллельного состава по микросателлитным локусам 
VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVMD28, 
VVMD32, VrZAG62, VrZAG79 сорта Ажижкваква с гру-
зинским аборигенным сортом Цицка, сорт Ажикваца от-
личается на один аллель от грузинского сорта Оджалеши. 
Сорт Атыркуажь также имеет отличие по одному аллелю 
из девяти изученных от итальянского сорта винограда 
Albana bianca.

Оценка генетической структуры популяции сортов ви
нограда Абхазии и ее взаимосвязи с аборигенным гено
фондом других регионов виноградарства показала сход- 
ство абхазских сортов с грузинскими и отличие от осталь- 
ных групп сортов ближних соседних регионов (дагестан-
ских, донских, турецких) и более отдаленных регионов 
древнего виноградарства (греческих, итальянских, испан-
ских и французских). Полученные результаты позволяют 
предполагать автохтонное происхождение местных сортов 
из популяций дикорастущего генофонда винограда.
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Взаимосвязь между генетическим статусом локуса Vrn-1 
и размерами корневой системы у мягкой пшеницы  
(Triticum aestivum L.)
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Аннотация. Одним из главных способов тонкой настройки адаптационного потенциала сортов пшеницы яв-
ляется регулирование сроков цветения с использованием генов локуса Vrn-1, определяющего тип и скорость 
развития. Исследования, связывающие сроки цветения с формированием корневой системы в нормальных и 
засушливых условиях, единичны. Недавно с использованием интрогрессированных и изогенных линий пшени-
цы было показано, что локус Vrn-1 участвует в генетическом контроле длины и массы корней и угла наклона 
корней в почве как на поливе, так и на засухе. Из трех гомеоаллельных генов – Vrn-A1, Vrn-B1 и Vrn-D1 – ген Vrn A1 
наиболее сильно уменьшал размеры корневой системы у озимого генотипа. Целью нашей работы было опреде-
лить, влияет ли аллельный состав генов локуса Vrn-1 на развитие корневой системы у различающихся по срокам 
цветения семи яровых сортов и двух линий мягкой пшеницы в условиях нормального полива и засухи. Иссле-
дования проведены в условиях гидропонной теплицы, засуха создавалась на стадии кущения. Мы показали, что 
раннецветущие сорта пшеницы с доминантным аллелем Vrn-A1а в нормальных условиях полива имеют корни 
меньшей массы и длины по сравнению с поздноцветущими носителями доминантных гомеоаллелей Vrn-B1 и 
Vrn-D1. На засухе длина корней уменьшалась незначительно, а вот масса корней достоверно снижалась у всех 
генотипов, за исключением сорта Диамант 2. Мы предположили, что уровень транскрипционного фактора VRN- 1 
на момент наступления засухи может оказывать влияние на размер корневой системы. Большой размах измен-
чивости по массе корней может свидетельствовать об участии, помимо локуса Vrn-1, других генных сетей в фор-
мировании этого признака. Селекционерам, работающим над созданием скороспелых сортов, следует учиты-
вать возможность уменьшения размеров корневой системы, особенно в засушливых условиях. Значительное 
увеличение массы корней у линии 821 с интрогрессиями в хромосомы 2А, 2В и 5А от вида T. timopheevii указывает 
на возможность использования сородичей в качестве источника увеличения размера корней у пшеницы.
Ключевые слова: мягкая пшеница; корневая система; засуха; Vrn-1; сроки цветения.
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The relationship between the genetic status of the Vrn-1 locus 
and the size of the root system in bread wheat (Triticum aestivum L.)
O.G. Smirnova, T.A. Pshenichnikova 

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

Abstract. One of the main ways to fine-tune the adaptive potential of wheat cultivars is to regulate the timing of flow-
ering using the genes of the Vrn-1 locus, which determines the type and rate of development. Recently, with the use of 
introgression and isogenic lines of bread wheat, it was shown that this locus is involved in the genetic control of root 
length and weight both under irrigation and drought conditions. It turned out that the VrnA1 gene is associated with 
a significant decrease in the size of the root system in a winter genotype. The Vrn-A1 gene had the strongest effect on 
the reduction of the root system in comparison with the homoeoallelic genes Vrn-B1 and Vrn-D1. The aim of this work 
was to determine whether the allelic composition of the genes at the Vrn-1 locus affects the root size in seven spring 
cultivars and in two lines of bread wheat differing in flowering time under conditions of normal watering and drought. 
The research was carried out in a hydroponic greenhouse; drought was created at the tillering stage. In this work, we 
have shown that early flowering wheat cultivars with the dominant Vrn-A1а allele have more lightweight and shorter 
roots under normal watering conditions compared to the late flowering carriers of the dominant homoeoalleles Vrn-B1 
and Vrn-D1. In drought conditions, the root length decreased insignificantly, but the weight of the roots significantly 
decreased in all genotypes, with the exception of Diamant 2. It has been hypothesized that the level of the transcrip-
tion factor VRN-1 at the onset of drought may affect the size of the root system. The large variability in root weight may 
indicate the participation, in addition to the Vrn-1 locus, of other gene networks in the formation of this trait. Breeders 
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The size of the root system in wheat  
is associated with the Vrn-A1 locus

working to develop early maturing varieties should consider the possibility of reducing the root size, especially in arid 
conditions. A significant increase in the root size of line 821 with introgressions into chromosomes 2A, 2B, and 5A from 
T. timopheevii indicates the possibility of using congeners as a source of increasing the trait in wheat.
Key words: bread wheat; root system; drought; Vrn-1; flowering dates.
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Введение
Корни – неотъемлемая часть растительного организма, 
развитие которой начинается на первых этапах онтогенеза. 
Архитектура корневой системы определяет прочное уко-
ренение растений, эффективное поглощение питательных 
веществ и воды из почвы и взаимодействие с биомом 
почвы. Хорошо развитая неглубокая корневая система 
способна усваивать влагу даже от небольших дождей, а 
более длинная корневая система получает доступ к вла-
ге, накопленной в глубоких слоях почвы. Эти свойства 
корневой системы особенно важны в условиях засух, ко­
торые в настоящее время представляют собой наиболее 
серьезную климатическую угрозу во всем мире (Ahmad et 
al., 2017; IPCC, 2018). Было показано, что морфологиче-
ские и функциональные особенности корневой системы 
связаны с сохранением урожая в условиях засухи (Comas 
et al., 2013). Накопление и практическое применение ге-
нетических знаний о формировании корневой системы 
сельскохозяйственных культур может привести ко второй 
Зеленой революции (Den Herder et al., 2010).

У риса и кукурузы идентифицированы и клонированы 
гены, ответственные за формирование корневой системы 
(Uga et al., 2013; Kitomi et al., 2018). Исследования по 
генетическому контролю корневой системы у мягкой пше­
ницы (Triticum aestivum L.) значительно отстают от работ, 
проводимых на рисе и кукурузе. В настоящее время у 
мягкой пшеницы с использованием двуродительских кар­
тирующих популяций и сортовых панелей ассоциативного 
картирования локализованы QTL на хромосомах прак­
тически всех гомеологических групп, что говорит о слож-
ном генетическом контроле данного признака у пшеницы 
(Ehdaie et al., 2016; Lui et al., 2019). Усилия исследователей 
направлены также на поиск генетического разнообразия 
по размерам корневой системы у родственников мягкой 
пшеницы (Feng et al., 2018). Показано, что присутствие 
интрогрессий ржи в генотипах пшеницы приводит к зна-
чительному увеличению биомассы корней и повышению 
урожайности растений в нормальных и засушливых усло-
виях (Ehdaie et al., 2003). Аналогичный эффект обнаружен 
у линии пшеницы сорта Pavon 76 с интрогрессией от Ag­
ropyron elongatum в хромосому 7DL (Placido et al., 2013).

Недавно было установлено, что в генетическом конт­
роле длины корней, массы корней и угла наклона корней 
в почве у пшеницы и ячменя участвует локус Vrn-1 (Voss-
Fels et al., 2018). Доминантные аллели генов Vrn-A1, 
Vrn-B1 и Vrn-D1, расположенные в хромосомах 5А, 5В 
и 5D, определяют яровой тип развития пшеницы (McIntosh 
et al., 2013). Нами впервые выявлена связь между срока-
ми цветения и размерами корневой системы пшеницы в 
условиях засухи (Pshenichnikova et al., 2020). С исполь-
зованием моносомных линий сорта Саратовская  29 по 

хромосомам 5А, 5В и  5D мы показали, что ген Vrn-A1 
наиболее сильно влияет на уменьшение корневой системы 
по сравнению с другими доминантными генами локуса 
Vrn-1. В настоящей работе была поставлена задача опре-
делить, влияет ли аллельный состав генов локуса Vrn-1 
на развитие корневой системы у разных сортов и линий 
мягкой пшеницы, различающихся по срокам цветения в 
условиях нормального полива и засухи.

Материалы и методы
Исследования были проведены на образцах мягкой пше­
ницы, не связанных происхождением и различающихся 
по аллельному составу генов Vrn-1. Набор включал яро­
вые сорта Саратовская 29 (С29), Новосибирская 67 (Н67),  
Янецкис Пробат (ЯП), Диамант 2 (Дм2), Мильтурум 553 
(М553), Дуванка, китайский сорт Чайниз Спринг  (ЧС), 
линию 821 с интрогрессиями от T. timopheevii Tausch. в 
хромосомы 2А, 2В и 5А сорта С29 (Leonova et al., 2001) и 
озимую синтетическую гексаплоидную линию пшеницы 
Синтетик 6x (Син6х) (ААВВDD), полученную от скре-
щивания видов T. dicoccoides и Ae.  tauschii и несущую 
интрогрессию в хромосоме 5D.

Для выравнивания вегетативного периода в наборе 
генотипов озимый Син6х яровизировали 60  дней, а 
позднеспелый сорт ЧС – 30 дней при температуре +2 °C 
и 12-часовом световом режиме. Растения выращивали в 
гидропонной теплице Института цитологии и генетики 
СО РАН (ЦКП «Лаборатория искусственного выращива-
ния растений») при 12–14-часовом искусственном осве-
щении 45 000–50 000 лк, ночной температуре 18–20 °C и 
дневной температуре 24–26 °C. В качестве искусственного 
грунта использовали керамзит с размером частиц от 5 до 
15 мм. Питательным раствором служил раствор Кнопа. 
Растения размещали в двух одинаковых ваннах размером 
500 × 100 × 35 см и объемом около 2 м3. Расстояние между 
растениями составляло 12 см.

Каждый генотип выращивали при двух режимах полива 
на протяжении трех вегетационных сезонов. До стадии 
кущения все растения поливали одинаково, по два раза 
в день. После начала кущения создавались два режима 
полива. В контрольном варианте сохранялся прежний 
режим полива до конца сезона. В опытном варианте по-
лив прекращался. Уровень влажности измерялся в обеих 
ваннах раз в неделю с помощью влагомера. Влажность в 
контрольном эксперименте составляла 28–30 % на про-
тяжении всего сезона. В условиях засухи влажность по-
степенно снижалась и в течение месяца устанавливалась 
на уровне 10–12 %. Эти экспериментальные условия мо- 
делируют изменения влажности почвы в полевых усло­
виях при яровом посеве в условиях резко континенталь-
ного климата Сибири. Для каждого растения фиксировали 
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дату цветения. Стадия восковой спелости зерна считалась 
окончанием эксперимента, после чего полив в контроль-
ном варианте прекращали. После высыхания грунта рас-
тения с корнями извлекали, надземную часть удаляли. 
После измерения длины корней их оставляли на воздухе 
до полного высыхания и взвешивали.

Молекулярный анализ аллельного состояния генов ло-
куса Vrn-1 у изученных генотипов выполнен А.Б. Щерба-
нем по ранее описанной методике (Shcherban et al., 2012).

Фенотипические данные, полученные в течение трех 
вегетационных сезонов, объединяли и анализировали 
однофакторным дисперсионным анализом отдельно для 
каждого признака и каждого режима полива. Сравни-
тельный анализ между группами генотипов и режимами 
полива проводили с помощью t-критерия Стьюдента. 
Индекс устойчивости к засухе измеряли в процентах и 
рассчитывали как отношение среднего значения призна-
ка на засухе к среднему значению признака на поливе, 
умноженному на 100. Для изучения взаимосвязи между 
тремя признаками (дни до цветения, длина корней и вес 
корней) был проведен корреляционный анализ по Пир-
сону. Анализы выполнены с помощью статистического 
пакета STATISTICA 6.

Результаты
Молекулярный анализ аллельного состава локуса Vrn-1 
у девяти генотипов пшеницы показал присутствие до-
минантного аллеля a в локусе Vrn-A1 у сортов С29, ЯП, 
Н67, Дм2 и линии 821 с интрогрессиями от T. timopheevii, 
созданной на основе сорта С29 (табл. 1). Рецессивный ал-
лель vrn-A1 был обнаружен у сортов М553, Дуванка, ЧС и 
Син6х. Образцы различались и по аллельному состоянию 
локуса Vrn-B1. Доминантный аллель Vrn-B1с был выяв-
лен у сортов С29, ЯП и линии 821, доминантный аллель 

Vrn- B1a – у сортов Н67, Дм2, М553 и Дуванка, рецессив-
ный аллель vrn-B1 – у ЧС и Син6х. Все изученные образцы 
пшеницы, за исключением ЧС, имели рецессивный аллель 
vrn-D1. У сорта ЧС присутствовал доминантный аллель 
Vrn-D1a (см. табл. 1).

В результате анализа аллельного состояния генов Vrn- 1 
изученные образцы были разбиты на две группы. В пер­
вую группу вошли четыре сорта (С29, Н67, Дм2 и ЯП) и 
линия 821 – носители доминантного аллеля гена Vrn- A1a. 
Ко второй группе отнесены четыре сорта (М553, Дуван-
ка, ЧС, Син6х) – носители рецессивного аллеля vrn-A1. 
Анализ сроков цветения показал, что растения первой 
группы цвели на 6 дней раньше на поливе и на 7 дней 
раньше на засухе, чем растения второй группы (t = 3.50; 
p < 0.001). Среди носителей аллеля Vrn-A1a при обоих 
условиях полива раньше зацветали сорта С29 и Н67 (см. 
табл. 1). Среди носителей рецессивного аллеля vrn-A1 на 
поливе наиболее ранним был сорт ЧС, а на засухе – яро-
визированный Син6х. Среднее значение числа дней до 
цветения достоверно увеличивалось в условиях засухи 
у всех изученных генотипов (см. табл. 1). Индекс устой-
чивости этого признака не обнаружил большого размаха 
у изученных генотипов, за исключением линии  821 и 
сорта ЧС, у которых задержка кущения на засухе была 
наиболее значительной (табл. 2).

У всех образцов был проведен анализ корневой систе-
мы, сформированной в условиях нормального полива и 
засухи. Размах изменчивости по длине корней составил 
15 % на поливе и 50 % на засухе, а по массе корней – 400 % 
на поливе и 500 % на засухе (см. табл. 1).

Самые длинные корни на поливе имели линия  821 
(32  см), Син6x (30.2  см) и сорт Дуванка (29.7  см) (см. 
табл. 1). На несколько сантиметров короче были корни у 
сортов ЯП, Н67 и ЧС. Самые короткие корни формирова-

Таблица 1. Средние значения числа дней до цветения, длины и массы корней у генотипов мягкой пшеницы,  
различающихся по аллельному составу локуса Vrn-1, в условиях полива и засухи

Генотип Аллельный состав  
локуса Vrn-1

Число дней до цветения Длина, см Масса, г

Полив Засуха Полив Засуха Полив Засуха

Носители доминантного аллеля Vrn-A1a

С29 Vrn-A1a, Vrn-B1c, vrn-D1 39.7a# 44.0а 22.1а 20.2а 0.32а 0.17а

ЯП Vrn-A1a, Vrn-B1c, vrn-D1 43.7б 45.5а 25.8б 24.7б 0.40а 0.26а

Н67 Vrn-A1a, Vrn-B1a, vrn-D1 41.3а 43.6а 25.8б 23.2а 0.30а 0.24а

Дм2 Vrn-A1a, Vrn-B1a, vrn-D1 42.6б 46.6б 21.8а 24.3б 0.23а 0.31б

Линия 821 Vrn-A1a, Vrn-B1c, vrn-D1 42.5б 51.7в 32.0в 30.6в 0.76б 0.24а

Среднее 41.9 46.3*** 25.5 24.6 0.40 0.27***

Носители рецессивного аллеля vrn-A1

М553 vrn-A1, Vrn-B1a, vrn-D1 47.0в 50.6в 28.6в 30.8в 1.18в 0.23а

Дуванка vrn-A1, Vrn-B1a, vrn-D1 50.8г 51.4в 29.7в 29.5в 0.80б 0.30б

ЧС vrn-A1, vrn-B1, Vrn-D1a 45.5б 55.8г 27.2б 24.9б 1.09в 0.68в

Син6х vrn-A1, vrn-B1, vrn-D1 47.4в 48.9б 30.2в 24.4б 0.83б 0.72в

Среднее 47.7*** 51.7*** 28.9** 27.4** 1.00*** 0.48***

# Средние значения, за которыми следуют разные буквы в столбце, достоверно различаются в соответствии с НСР при р = 0.05 в пределах всего набора 
генотипов.
Различия между средними значениями признаков в группах носителей разных аллелей гена Vrn-A1 достоверны при ** р < 0.01, *** р < 0.001.
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лись у С29 и Дм2 (около 22 см). Достоверное уменьшение 
длины корней во время засухи отмечено для Н67 и Син6x, 
возрастание – у сорта Дм2. У остальных образцов засуха 
не оказывала существенного влияния на этот признак. 
Следует отметить, что сорта второй группы (носители ре-
цессивного аллеля vrn-A1) имели достоверно более длин-
ные корни как на поливе, так и на засухе по сравнению с 
сортами-носителями аллеля Vrn-A1a. В среднем по всем 
генотипам длина корней во время засухи незначительно 
уменьшалась. Индекс устойчивости этого признака не 
обнаружил большого размаха (см. табл. 2).

Гораздо большая изменчивость наблюдалась для массы 
корней как в абсолютных значениях, так и по индексу 
устойчивости к засухе. Средняя масса корней при нор-
мальном поливе у генотипов – носителей доминантного 
аллеля Vrn-A1a была на 0.6 г меньше, чем у носителей 
рецессивного аллеля. В этих условиях четыре сорта пше-

ницы (С29, ЯП, Н67 и Дм2) из первой группы не отлича-
лись достоверно друг от друга по массе корней. Значения 
составили от 0.23 до 0.40 г (см. табл. 1). В то же время 
масса корней у относящейся к этой же группе линии 821 
оказалась почти в два раза выше, чем у перечисленных 
сортов. В группе генотипов – носителей рецессивного 
аллеля vrn-A1, самую большую массу корней на поливе 
(более 1 г) имели сорта М553 (Vrn-B1a) и ЧС (Vrn-D1a). 
У сорта Дуванка и Син6х этот показатель был значительно 
ниже, около 0.8 г, примерно такой же, как и у линии 821 
из первой группы.

Сорт Дм2 отличался от других генотипов тем, что у него 
происходило увеличение массы корней во время засухи. 
Этот сорт продемонстрировал самый высокий индекс 
устойчивости признака – 135 % (см. табл. 2). У остальных 
генотипов во время засухи масса корней уменьшалась. 
Максимальное снижение, почти в пять раз, наблюдалось 
у сорта М553 (индекс устойчивости 19 %). Сорт Дуванка, 
имеющий одинаковый с М553 аллельный состав локуса 
Vrn-1, тоже показал значительное снижение этого при-
знака на засухе (индекс устойчивости 37  %). Такое же 
существенное уменьшение массы корней отмечено и для 
линии 821 из первой группы образцов. При сравнении 
индексов устойчивости среди трех изученных признаков 
обнаружено, что масса корней наиболее чувствительна к 
засухе по сравнению с длиной корней и сроками цветения.

Был проведен корреляционный анализ по трем призна-
кам для всего набора генотипов и отдельно для каждой 
из групп, различающихся по доминантному составу гена 
Vrn-A1 (табл. 3). Для всей популяции была обнаружена 
корреляция между числом дней до цветения и массой 
корней как во время полива, так и на засухе. Длина корней 
коррелировала с числом дней до цветения только в усло-
виях засухи во всей изученной популяции и среди носи-
телей доминантного аллеля Vrn-A1a. В условиях полива 
наблюдалась корреляция между массой и длиной корней 
для всей популяции и для каждой группы генотипов в от-
дельности. На засухе эта корреляции сохраняется только 
для генотипов второй группы, имеющих рецессивный 
аллель vrn-A1.

Таблица 2. Индексы устойчивости к засухе  
у генотипов пшеницы с различным  
аллельным состоянием генов локуса Vrn1

Генотип Индекс устойчивости к засухе, %

Число дней  
до цветения

Длина корней Масса корней

Vrn-A1a

С29 111    91    53

ЯП 104    95    63

Н67 106    90    79

Дм2 109 111 135

Линия 821 122    96    32

vrn-A1

М553 108 108    19

Дуванка 101    99    37

ЧС 123    92    62

Син6х 103    81    87

Таблица 3. Коэффициенты корреляции между числом дней до цветения, длиной корней и массой корней  
при нормальном поливе и засухе у девяти генотипов пшеницы, различающихся аллельным состоянием генов локуса Vrn-1

Признак Полив Засуха

Число дней до цветения Длина корней Число дней до цветения Длина корней

Во всей изученной популяции

Длина корней    0.12 – 0.31**    –

Масса корней    0.36*** 0.43*** 0.24* –0.02

Среди носителей доминантного аллеля Vrn-A1a

Длина корней –0.12 – 0.49***    –

Масса корней    0.23 0.42** 0.06    0.23

Среди носителей рецессивного аллеля vrn-A1

Длина корней –0.06 – 0.00    –

Масса корней –0.05 0.28* 0.06    0.35*

Примечание. Различия достоверны при * p < 0.05, ** p < 0.01 и *** p < 0.001.
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Обсуждение
Ранее было установлено участие локуса Vrn-1 в формиро-
вании размеров корневой системы (Voss-Fels et al., 2018). 
Однако авторы в своем исследовании не использовали 
генетический материал с доминантным аллелем Vrn-A1. 
Нами было показано, что ген Vrn-A1, расположенный в 
хромосоме 5А, оказывает наиболее сильное влияние на 
развитие корневой системы по сравнению с генами Vrn-B1 
и Vrn-D1 (Pshenichnikova et al., 2020). Данный эффект 
удалось обнаружить благодаря применению набора моно-
сомных линий сорта С29. Следует отметить, что оба этих 
исследования были выполнены на экспериментальном 
генетическом материале – замещенных, изогенных или 
рекомбинантных линиях пшеницы. 

В настоящей работе мы оценили зависимость развития 
корневой системы от аллельного состояния локуса Vrn-1 
у семи яровых сортов мягкой пшеницы, различающихся 
временем перехода к цветению, и линий с интрогрессиями 
от тетраплоидного вида T. timopheevii и Ae. tauschii. Мы 
также постарались установить, как длина и масса корней 
у различных сортов связаны с числом дней до цветения 
в нормальных условиях и в условиях засухи. Образцы 
были разделены на две группы. В первую группу вошли 
носители доминантного аллеля Vrn-A1a, во вторую – ре-
цессивного аллеля vrn-A1. При этом восемь из девяти 
изученных генотипов несли доминантные аллели других 
генов локуса Vrn-1. 

Мы показали, что раннецветущие сорта с доминантным 
аллелем Vrn-A1a имели в среднем достоверно более корот-
кие корни по сравнению с поздноцветущими носителями 
рецессивного аллеля. На поливе разница составила 3.4 см, 
на засухе – 2.8 см. По массе корней сорта с рецессивным 
аллелем vrn-A1 тоже существенно превышали сорта 
первой группы: на поливе разница составила 0.6 г, а на 
засухе – 0.24 г (см. табл. 1). Аллелизм по гену Vrn-B1 не 
влиял на размеры корневой системы у носителей доми-
нантного аллеля Vrn-A1a.

В условиях как полива, так и засухи была обнаружена 
большая вариабельность по массе корней между группами 
и внутри групп. Масса увеличивалась за счет интенсив-
ного образования вторичных корней. Скорее всего, этот 
процесс контролируется генными сетями, не связанными 
с локусом Vrn-1. Такое предположение было высказано 
ранее при изучении размеров корневой системы у линий 
с интрогрессиями от Ae.  tauschii (Pshenichnikova et al., 
2020). Оно нашло подтверждение в настоящем исследо-
вании при изучении линии 821 – носителя доминантного 
аллеля Vrn-A1a и интрогрессий в хромосомы 2А и 2В. 
Длина корней у линии 821 была сопоставима с длиной 
корней у сортов первой группы (носители Vrn-A1a). Од-
нако по массе корней линия 821 сравнима с образцами 
из второй группы. Ранее в хромосомах 2А и 2В мягкой 
пшеницы уже были выявлены локусы, ассоциированные 
с морфологией и размером корней (Ehdaie et al., 2016; 
Liu et al., 2019).

В нашем опыте засуха, наступавшая на ранней стадии 
развития растений, приводила к увеличению числа дней 
до цветения у всех генотипов (см. табл. 1). Этот эффект 
можно рассматривать как временные затраты растения, 
необходимые для адаптационной перестройки метаболиз-

ма. В условиях засухи среди всех изученных генотипов 
наблюдалась корреляция между числом дней до цветения 
и длиной и массой корней. Косвенно это может свиде-
тельствовать об участии локуса Vrn-1 в формировании 
корневой системы в ответ на засуху. Корреляции между 
массой и длиной корней в условиях засухи не наблюда-
лось. Поскольку в условиях полива связь между этими 
признаками была существенна ( p < 0.001, см. табл. 3), 
отсутствие корреляции в условиях засухи может говорить 
о рассогласовании генетических путей формирования 
корневой системы в неблагоприятных условиях. При 
корреляционном анализе, проведенном для отдельных 
групп, показано, что число дней до цветения коррелиро-
вало с длиной корней только у носителей доминантного 
аллеля Vrn-А1a. У носителей рецессивного аллеля vrn-A1 
никаких корреляций не выявлено. Возможно, это связано 
с тем, что к моменту наступления и развития засухи (на-
чало кущения) у носителей доминантного аллеля Vrn-A1 
транскрипционный фактор VRN1 накапливается в лис­
тьях в большем количестве, чем у носителей рецессивно­
го аллеля vrn-A1 и доминантных генов Vrn-В1 и Vrn-D1 
(Loukoianov et al., 2005). Это приводит к взаимодействию 
VRN1 с сетями гормональных и сигнальных ответов на бо-
лее ранних этапах и к остановке роста корней. У сортов – 
носителей только доминантных генов Vrn-B1 и Vrn-D1 
этот ответ отсрочен, и корни продолжают расти в длину.

Как уже отмечалось, воздействие засухи на два при-
знака, длину и массу корней, было различным. Для каж­
дого генотипа изменчивость по длине корней при двух 
режимах полива не была достоверной (см. табл. 1). Об 
этом свидетельствуют и индексы устойчивости к засухе,  
которые в основном были близки к 100 % (см. табл. 2). 
Максимальное снижение длины корней при засухе на-
блюдалось у яровизированного Син6х. Ранее мы обна-
ружили, что совместное действие яровизации и засухи 
существенно угнетает рост корневой системы, и выявили 
слабую зависимость длины корней от условий полива 
(Pshenichnikova et al., 2020). В настоящей работе мы пока-
зали, что у изученных генотипов длина корней в большей 
степени зависит от аллельного состояния локуса Vrn-1, 
чем от режима полива.

Масса корней, в отличие от длины, продемонстрировала 
большое разнообразие изменчивости на засухе. Это на-
шло отражение и в индексах устойчивости (см. табл. 2). 
Наибольшее снижение массы корней среди сортов – носи-
телей доминантного аллеля гена Vrn-A1 было обнаружено 
у засухоустойчивого С29. Он же имел и низкий индекс 
устойчивости (53 %). Линия 821, полученная на основе 
сорта С29, показала наибольшее снижение (в 3.2 раза) 
массы корней на засухе и самый низкий в первой группе 
индекс устойчивости – 32 %. Эти значения сопоставимы 
с уменьшением массы корней у сортов из второй группы, 
формирующих большую корневую систему в благоприят-
ных условиях полива. У Дуванки масса корней снизилась 
в 2.7 раза при индексе устойчивости 37 %, а у М553 –  
в 5 раз при самом низком индексе устойчивости – 19 %. 
Сорт Дм2 был единственным из всей популяции, у ко-
торого на засухе отмечено увеличение массы корней в 
1.2  раза; одновременно возрастала их длина. Сорт ха-
рактеризовался высоким индексом устойчивости массы 
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корней. В целом похожую динамику снижения массы 
корней на засухе имели сорта – носители доминантного 
аллеля Vrn-A1 и яровизированные в разные сроки сорт ЧС 
(носитель доминантного аллеля гена Vrn-D1) и озимый 
Син6х. Яровизация индуцирует интенсивную выработку 
транскрипционного фактора VRN-1 (Trevaskis et al., 2007) 
и, таким образом, выравнивает вегетационный  статус 
яровизированных образцов и сортов – носителей доми-
нантного аллеля гена Vrn-A1. Уровень транскрипционного 
фактора VRN-1 на момент наступления засухи у не под-
вергавшихся яровизации сортов М553 и Дуванка – носи-
телей рецессивного аллеля гена Vrn-A1 и доминантного 
аллеля гена Vrn-B1, может быть недостаточным для эф-
фективного функционирования генных сетей защиты от 
засухи. Таким образом, снижение массы корней на засухе 
может косвенно указывать на существование связи между 
локусом Vrn-1 и генными сетями ответа на засуху.

Отсутствие корреляции между массой и длиной кор-
ней во всей популяции на засухе говорит о разобщении 
процессов роста корня и накопления его биомассы, что 
может быть связано с ограничением формирования вто-
ричных корней. В условиях засухи каждый сорт может 
включать разные индивидуальные адаптивные механиз-
мы. В частности, сорт Tincurrin с небольшой корневой 
системой  экономнее использует почвенную воду, что 
достигалось за счет снижения фотосинтетических про-
цессов и ускорения налива зерна до наступления серьез-
ных последствий водного стресса (Figueroa-Bustos et al., 
2020). Участвовавший в нашем эксперименте сорт С29 
также имеет маленькую корневую систему, но обладает 
высокой засухоустойчивостью (Ильина, 1989). Ранее было 
показано, что засухоустойчивость С29 обеспечивается 
другими физиологическими механизмами, не связанными 
с размерами корневой системы (Osipova et al., 2020).

Наиболее полно механизмы формирования корневой 
системы изучены у модельного диплоидного растения 
Arabidopsis thaliana. Обнаружено, что у арабидопсиса 
абсцизовая кислота может ингибировать количество и 
удлинение боковых корней на поливе (De Smet et al., 2006). 
Цитокинин оказывает ингибирующее действие на ветвле-
ние боковых корней, при этом мутанты по биосинтезу 
цитокининов демонстрируют увеличенное количество 
боковых корней (Smith, de Smet, 2012). Эти и другие 
исследования выявили отдельные компоненты развития 
корневой системы. В то же время было установлено, что 
развитие корней интегрировано в системную сигнали-
зацию, которая через метаболизм сахаров координирует 
рост на уровне целого растения во время индукции цве-
тения (Bouché et al., 2016). Эксперименты на трансгенном 
ячмене показали, что транскрипционный фактор VRN1 
имеет, помимо основных сайтов связывания в промоторах 
генов инициации цветения, вторичные сайты связывания. 
Эти сайты были обнаружены в генах, которые играют 
центральную роль как в гормональных ответах, так и в 
метаболизме гормонов, к которым относятся абсцизовая 
кислота и цитокинины (Deng et al., 2015). Таким образом, 
принимая участие в регуляции гормональных путей, 
VRN1 может влиять на формирование корневой системы 
в условиях засухи.

Заключение
Аллельный состав локуса Vrn-1 определяет время, необхо-
димое растениям пшеницы для перехода в генеративную 
фазу развития. Исследования, связывающие сроки цвете-
ния с формированием корневой системы в нормальных и 
засушливых условиях, единичны. В настоящей работе мы 
показали, что сорта с доминантным аллелем гена Vrn-A1 
в нормальных условиях полива имеют корни меньшей 
массы и длины по сравнению с носителями доминантных 
гомеоаллелей Vrn-B1 и Vrn-D1. Засуха, наступающая на 
стадии кущения, приводила к более позднему цветению 
изученных генотипов. Длина корней при этом уменьша-
лась незначительно, а вот масса корней достоверно сни-
жалась у всех генотипов, за исключением Дм2. Большой 
размах изменчивости по массе корней в условиях засухи 
может указывать на участие большего количества генных 
сетей в формировании этого признака. Интрогрессии от 
T. timopheevii и Ae. tauschii приводили к увеличению раз-
меров корневой системы. Это говорит о возможности ис-
пользования сородичей в качестве источника увеличения 
размера корней у пшеницы.

Регулирование сроков цветения сортов с помощью 
локуса Vrn-1 в зависимости от условий выращивания 
считается одним из главных способов тонкой настройки 
адаптационного потенциала. Как показала наша работа, 
при этом следует учитывать и возможную связь данного 
локуса с размерами корневой системы. Селекционеры, 
работающие над созданием скороспелых сортов, могут 
столкнуться с уменьшением ее размеров, особенно в за­
сушливых условиях. Размеры корневой системы у пше-
ницы могут поддерживаться за счет интрогрессий от 
видов-сородичей.
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Аннотация. С момента открытия явления гаплоидии биотехнологии стали неотъемлемой частью в процессе 
успешного создания новых сортов и гибридов различных видов растений. Особенно активно данные техно-
логии применяются в сельском хозяйстве, которое заинтересовано в увеличении объемов и повышении ка-
чества производимой продукции. Интеграция приемов получения гаплоидов вместе с другими имеющимися 
биотехнологическими инструментами, такими как маркерная селекция (MAS), индуцированный мутагенез и 
генно-инженерные технологии, может значительно ускорить селекцию сельскохозяйственных культур. В ста-
тье показаны основные этапы развития биотехнологий начиная с 1921 г. Теперь они успешно используются при 
создании удвоенных гаплоидов для ускорения селекционного процесса различных растений, и в частности са-
харной свеклы – важнейшей сахароносной культуры в регионах с умеренным климатом. Существует несколько 
методов получения форм с одинарным набором хромосом. Для сахарной свеклы целесообразным оказалось 
применение гиногенеза, поскольку остальные приемы были малоэффективны при массовом получении гапло-
идов. В публикации рассматриваются этапы получения H- и DH-линий Beta vulgaris L., а также основные этапы 
биотехнологического производства гомозиготного селекционного материала этой культуры. К ним относятся: 
отбор родительских форм – доноров эксплантов; стерилизация бутонов и введение неопыленных семяпочек 
in vitro; получение гаплоидов; удвоение их хромосомного набора; создание удвоенных гаплоидов; определе-
ние плоидности на разных этапах; перевод полученных растений в закрытый грунт и выращивание штеклин-
гов. Описан ряд преимуществ, которые имеет технология создания удвоенных гаплоидов in vitro по сравнению 
с традиционными методами селекции. Показано, что применение данных подходов является актуальным при 
получении новых высокопродуктивных гибридов и сортов сельскохозяйственных растений, однако приемы 
производства гомозиготных форм у сахарной свеклы все еще требуют проведения дополнительных исследо-
ваний, направленных на увеличение эффективности и воспроизводимости каждого этапа процесса.
Ключевые слова: сахарная свекла; гаплоид; удвоенный гаплоид; гиногенез; биотехнологии; in vitro; DH-линии.
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Abstract. Since the discovery of the phenomenon of haploidy, biotechnology has become an integral part in the suc-
cessful creation of new varieties and hybrids of various plant species. In particular, these technologies are actively used 
in agriculture, which is concerned with increasing the volume and improving the quality of products. The integration 
of haploid production techniques together with other available biotechnological tools such as marker selection (MAS), 
induced mutagenesis and genetic engineering technologies can significantly accelerate crop breeding. This article 
shows the main stages in the development of biotechnology since 1921. Now they are successfully used to create 
doubled haploids to accelerate the selection process of various plants and, in particular, sugar beet, which is the most 
important sugar crop in regions with a temperate climate. There are several methods for obtaining forms with a single 
set of chromosomes. For sugar beets, the use of gynogenesis turned out to be expedient, since in this case the other 
methods turned out to be ineffective in the mass production of haploids. The article considers the stages of obtain-
ing the H and DH lines of Beta vulgaris L., as well as the main stages of biotechnological production of homozygous 
breeding material of this culture. These stages include selecting parental forms – donor explants, sterilizing buds and 
introducing non-pollinated ovules in vitro, obtaining haploids, doubling their chromosome set, creating doubled hap-
loids, determining ploidy at different stages, relocating the obtained plants to greenhouses and growing stecklings.  
A number of advantages that the technology of creating doubled haploids in vitro has in comparison with traditional 
methods of selection are described. It has been shown that the use of these approaches is relevant when obtaining 
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new highly productive hybrids and varieties of agricultural plants; however, the methods for the production of homo-
zygous forms in sugar beet still require additional research aimed at increasing the efficiency and reproducibility of 
each stage of the process.
Key words: sugar beet; haploid; doubled haploid; gynogenesis; biotechnology; in vitro; DH lines.
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Введение
В связи с увеличением объемов потребления сельскохо-
зяйственной продукции возникла острая необходимость 
в развитии технологий, ускоряющих селекционные про-
цессы возделываемых культур. Сахарная свекла – одна 
из основных технических культур – не является исклю-
чением, поскольку потребление сахара растет с каждым 
годом. От общего производства сахара в мире на долю 
Bеta vulgаris L. приходится значительная часть, и около 
80 % полученного свекловичного сахара выпадает на долю 
европейских стран. Россия при этом является лидером по 
объемам выращивания сахарной свеклы.

Основной задачей селекции этой культуры в условиях 
интенсификации сельскохозяйственного производства яв­
ляется создание на линейной основе высокопродуктивных 
отечественных гибридов. Процесс получения перспектив-
ных гибридов осуществляется эффективнее при внедре-
нии в него биотехнологического производства нового се-
лекционного материала. Большое экономическое значение 
Bеta vulgаris определяет высокий интерес к оптимизации 
процессов микроразмножения in vitro, создания гаплоид-
ных и получения на их основе гомозиготных форм для 
селекционных работ. Современное агропромышленное 
производство должно иметь специалистов, владеющих ме- 
тодами биотехнологии и применяющих их с целью интен-
сификации производства продукции сельского хозяйства, 
улучшения ее качества.

Гомозиготные линии – это уникальный генетический 
материал для ускорения процесса создания новых гиб­
ридов и снижения его трудоемкости, для картирования 
популяций, использования в функциональной геномике 
и молекулярной селекции. Все гены гаплоидных расте­
ний представлены единственным аллелем, в связи с чем 
неблагоприятные рецессивные признаки могут быть вы-
явлены на ранних стадиях селекционного процесса. На 
основе гаплоидов можно получать гомозиготные линии 
в течение 2  лет. В свою очередь классические методы 
при селекции на гетерозис у перекрестноопыляющих-
ся культур позволяют достичь гомозиготности только 
после 6–7 лет инбридинга. Поскольку Beta vulgaris имеет 
2-летний цикл развития, то в этом случае процесс длится 
в среднем 12 лет. Кроме того, для данной культуры харак-
терны самонесовместимость, возникновение инбредной 
депрессии (Urazaliyev et al., 2013). На сегодняшний день 
производство удвоенных гаплоидов стало инструментом 
в программах селекции мировых исследовательских ла­
бораторий в качестве альтернативы классическому методу 
получения гомозиготных линий. С пониманием важности 
применения такого подхода в селекции интерес к иссле-
дованиям в данном направлении неизменно возрастает 
(Datta, 2005). Ежегодно в мире регистрируется значитель-

ное число новых сортов растений, полученных на основе 
гаплоидов. До настоящего времени страны ЕС, Канада, 
Австралия, США и Китай были лидерами в области га-
плоидных технологий (Dunwell, 2010). 

Гаплоидия
Явление гаплоидии стало объектом внимания ученых 
с начала XX в. и на данный момент широко известно у 
многих покрытосеменных растений. Разработки методов 
экспериментальной гаплоидии начались немного позднее, 
когда был раскрыт потенциал применения растений с 
одинарным набором хромосом в создании чистых линий 
для нужд селекции. Существует несколько путей образо-
вания гаплоидов:
1. Опыление пыльцой растений того же вида (индукторов 

гаплоидов), которые классифицируются как отцовские 
или материнские индукторы на основе генетической 
конституции образующихся гаплоидов.  Отцовские 
и материнские гаплоиды несут геном от мужского и 
женского родителей соответственно. При этом хромо­
сомы-индукторы элиминируются в гаплоидных эм-
бриональных клетках в течение первой недели после 
опыления (Chaikam et al., 2019).

2.  Опыление пыльцой неродственного вида, например, 
скрещивание пшеницы с кукурузой, что эффективно 
для получения гаплоидов у большинства генотипов 
Triticum spp., в том числе у трудно отзывчивых форм в 
культуре пыльников in vitro. По данным ученых, выход 
гаплоидных эмбрионов в отдельных скрещиваниях до-
стигал 53 % (Джачук и др., 2019).

3. Опыление пыльцой дикорастущего родственного вида 
используют в селекции ячменя для получения гаплои­
дов при скрещивании Hordeum vulgare × H.  bulbosum 
(так называемый bulbosum-метод). Элиминация хро-
мосом H.  bulbosum происходит во время митоза и в 
интерфазе, сопровождается формированием микроядер 
и гетерохроматинизацией. Полная элиминация хромати-
на луковичного ячменя происходит в течение 5–9 дней 
после опыления. Применение технологии спасения за-
родышей (embryo rescue) обеспечивает на следующем 
этапе повышение эффективности метода и возможность 
его использования в селекции (Sahijram, Rao, 2015).

4. Опыление облученной пыльцой является хорошо за-
документированным методом индукции гаплоидов 
огурца, которые возможно получать из разнообразного 
материала, такого как селекционные линии, гибриды и 
сорта. Гаплоидные растения генетически стабильны, 
однако перед дальнейшим использованием в селекции 
необходимо удвоить количество хромосом, что считает-
ся очень важным этапом. Технология получения удво­
енных гаплоидов огурца путем опыления облученной 
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пыльцой считается наиболее разработанной, удобной, 
обеспечивающей стабильный выход DH-линий по 
сравнению с технологиями получения в культуре пыль-
ников/микроспор и неопыленных семяпочек in  vitro 
(Gałązka et al., 2015).

5.  В настоящее время известны некоторые протоколы 
CENH3-опосредованной индукции гаплоидов. Однако 
для сельскохозяйственных культур эффективная га­
плоидная технология на основе CENH3 пока недоступ-
на, за исключением кукурузы, где уровень гаплоидов 
достигал 3.6 % (Kelliher et al., 2016). Интенсивные ис-
следования сосредоточены на этой цели, ожидания по 
применению данного подхода к сельскохозяйственным 
культурам высоки, тогда как создание жизнеспособных 
методов гаплоидизации на основе CENH3 является 
сложной задачей и массового выхода в практику пока 
нет (Watts et al., 2016).

6.  Получение гаплоидов путем андрогенеза (на искус-
ственной питательной среде из изолированных пыль-
ников и микроспор) и гиногенеза (на питательной среде 
из изолированных семяпочек).
При андрогенезе мужской гаметофит под влиянием ин-

дуцирующих факторов in vitro переходит с гаметофитного 
пути развития на спорофитный с образованием эмбриоида 
или андрогенного каллуса, из которых возможна регене-
рация гаплоидов либо удвоенных гаплоидов. Культурой 
пыльников пользуются практически все биотехнологиче-
ские лаборатории селекционно-генетических компаний 
Европы и США (Touraev et al., 2009; Basu et al., 2010).

При культивировании пыльников чаще происходит 
образование каллуса. В результате дальнейшего морфоге-
неза из каллусных клеток регенерируют растения. Редко 
встречаются случаи прямого эмбриогенеза, когда из незре-
лых пыльцевых зерен формируются проэмбриональные 
структуры, развивающиеся в эмбриоиды, которые дают 
начало гаплоидным растениям.

Более перспективным способом получения удвоенных 
гаплоидов является культура изолированных микроспор, 
которые могут быть выделены в больших количествах, 
обеспечивая потенциально эмбриогенные одиночные га­
плоидные клетки. Эта технология достаточно проста в 
исполнении, экономически эффективна и дает большой 
выход DH-растений при оптимизации технологии под кон­
кретный вид и генотип. Отсутствие соматических тканей 
в культуре микроспор in vitro позволяет не ставить под 
сомнение происхождение полученных растений (Дом-
блидес и др., 2019).

Несмотря на успехи, достигнутые при разработке мето-
дов андрогенеза и создании на их основе группы сортов 
важнейших видов зерновых культур, их эффективное 
применение сдерживается рядом причин, главная из ко-
торых  – воспроизводимость полученных результатов в 
различные сезоны для разных генотипов в сочетании со 
снижением затрат. Проблема также состоит в довольно 
большом выходе бесхлорофилльных проростков, что 
влияет на селекционные программы за счет снижения 
частоты регенерации зеленых проростков (Kasha et al.,  
2001).

Индукция in vitro материнских гаплоидов (гиногенез) 
используется в основном у растений, для которых андро-

генез и индукция опылением неэффективны. В отличие 
от индуцированного партеногенеза, при гиногенезе до 
опыления in  vitro вводят завязи или выделенные семя-
почки, а не неполноценные зародыши из семян. При куль­
тивировании на питательных средах гаплоидные клетки 
зародышевого мешка образуют эмбриоиды (прямой эм­
бриогенез) или морфогенный каллус, из которого фор-
мируется растение (непрямой эмбриогенез). На процесс 
индукции гиногенеза тоже влияет большое число факто-
ров: генотип, условия выращивания донорного растения, 
стадия развития гаметофита, состав питательной среды, 
стрессовые воздействия. У растений с мужской стериль-
ностью культивирование неопыленных семяпочек – един-
ственная возможность получения гаплоидов. У некоторых 
растений, например у ячменя и риса, индукция зеленых 
растений намного выше при гиногенезе по сравнению с 
андрогенезом. Частота случайного появления растений с 
одинарным набором хромосом незначительна, до 0.01 %, 
т. е. является редким событием и имеет ограниченное 
практическое значение (Bohanec, 2009; Kiełkowska et al., 
2014).

История развития  
гаплоидных технологий растений
Первое растение, идентифицированное как гаплоид, по 
одной из версий, было обнаружено A.D. Bergner в 1921 г. 
Использовать такие растения в селекции предложили 
A.F.  Blakeslee и J.  Belling. Ученые получили растения 
с одинарным набором хромосом при попытке вызвать 
мутации у дурмана (Datura stramonium  L.), применяя 
холод в качестве стимула. Полученный гаплоид сразу 
стал инновацией среди цветковых растений как спорофит, 
имеющий набор хромосом, характерный для гаметофита 
(Blakeslee et al., 1922). Позднее гаплоидная форма была 
идентифицирована в потомстве  F1 при скрещивании 
видов Nicotiana tabacum и N. sylvestris. Растение имело 
некоторые морфологические отличия от родительских 
форм, например длинные узкие листья, меньший раз-
мер цветков, стерильную пыльцу и неспособность к 
формированию зрелых семян, что было подтверждено 
цитологическим исследованием (Clausen, Mann, 1924). По 
данным E.F. Gains, в 1925 г. было обнаружено гаплоид­
ное растение пшеницы с 21 хромосомой вместо 42, как 
у родительских особей. Гаплоидная форма практически 
не отличалась от диплоидной, однако имела большее ку­
щение. Явные отличия стали заметны в момент цвете­
ния и при формировании незрелых семян (Gains, Aase, 
1926). Позднее в ходе исследований индукция гаплоидов 
у пшеницы была достигнута путем опыления растений 
пыльцой, подвергавшейся рентгеновскому облучению. 
В результате мужские гаметы были инактивированы и 
потеряли способность сливаться с яйцеклеткой, но сти-
мулировали ее деление и развитие зародыша (Katayama, 
1934). Исследования с применением рентгеновского облу-
чения не дали значительных количественных результатов 
и представляли опасность для человека.

На начальных этапах гаплоидные формы растений соз-
давали традиционными методами селекции при помощи 
отдаленной гибридизации. Так, при скрещивании Triticum 
aestivum L. и Secale cereale L. были получены два гаплои­
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да (Sears, 1988). Позднее появились и другие методы с 
использованием различных химических веществ. С раз-
витием биотехнологических приемов создание гаплоидов 
стало возможным для многих растительных культур. 

Гаплоидная форма Beta vulgaris L. впервые была вы-
явлена шведским ученым A. Levan в теплицах селекцион-
ной станции Hilleshog компании Swedish Sugar Co, где в 
1942 г. он проводил обработку растений сахарной свеклы 
колхицином (Levan, 1945). Собранные семена прорастили 
и в 1943  г. исследовали количество хромосом у полу-
ченных растений. Помимо диплоидных, триплоидных и 
тетраплоидных растений, было одно гаплоидное растение 
с числом хромосом, равным 9, в отличие от родительских 
форм, имевших 18 хромосом. A. Levan предположил, что 
обработка колхицином вызвала повреждение гамет: одно 
пыльцевое зерно могло стимулировать развитие эмбриона, 
но было не способно к оплодотворению. В своей работе 
автор уделил особое внимание морфологии и цитологии 
гаплоидного растения. По его описанию, гаплоид обладал 
большим количеством узких листовых пластин, имевших 
меньший размер в сравнении с диплоидными, триплоид­
ными и тетраплоидными растениями. По внешним при-
знакам гаплоид был явно слабее и ниже, чем диплоидные 
растения, однако образовал нормально развитые соцветия 
и фертильную пыльцу, которая со временем подверглась 
деградации. На основании цитогенетических исследова­
ний A. Levan пришел к выводу, что у гаплоидов мейоз 
максимально приближен к таковому у диплоидов, однако 
из-за отсутствия гомологичных пар хромосом весь меха­
низм заканчивался неудачей. Дальнейшие работы в дан­
ном направлении дали возможность экспериментально 
получать гаплоидные формы растений с частотой, превы­
шающей естественный уровень.

В 1964  г. сотрудники отдела ботаники Университета 
г. Дели (Индия) S. Guha и S.C. Maheswari опубликовали 
данные биохимического анализа мейоза пыльников дур-
мана в культуре in  vitro (Guha, Maheswari, 1964, 1966). 
При культивировании зрелых пыльников на питательных 
средах ученые обнаружили эмбриоиды, развивающиеся 
из незрелых микроспор. Некоторые из эмбриоидов, ре-
генерировавших в ходе эксперимента, превратились в 
нормальные проростки. В дальнейшем было установлено, 
что некоторые их них имели гаплоидное число хромосом. 
Позднее был представлен метод, с помощью которого 
из пыльцевых зерен in vitro были сформированы сотни 
гаплоидных растений различных видов табака. При вы-
ращивании на питательной среде часть пыльцевых зерен 
разрасталась в зародышевые структуры, которые, поэтап-
но развиваясь, были способны к обильному цветению, 
но не формировали семена (Nitsch  J., Nitsch  C., 1969). 
Известно также об успешном получении in vitro гаплои­
дов риса (Oryza sativa L.) (Niizeki, Oono, 1968), гаплоидов 
пшеницы (Triticum  aestivum  L.) в культуре пыльников 
(Ouyang et al., 1973).

Начиная с 1982 г. стала известна культура изолиро-
ванных микроспор, которая была более эффективна при 
производстве гаплоидов (Lichter, 1982). Позднее гаплоиды 
Triticum aestivum L. были произведены в культуре изолиро-
ванных микроспор (Datta, Wenzel, 1987; Tuvesson, Öhlund, 
1993) с помощью отдаленной гибридизации с диким яч-

менем (Hordeum bulbosum L.) и кукурузой (Zea mays L.) 
(Barclay, 1975; Laurie, Bennett, 1986; Inagaki, Tahir, 1990).

Извлечение пыльников из бутонов, а также последу-
ющее их вскрытие для высвобождения микроспор явля-
лось достаточно трудоемкой процедурой, которая была 
усовершенствована M. Zheng в ходе создания гаплоидов 
и удвоенных гаплоидов из микроспор пшеницы. Разра-
ботанная технология включала в себя этапы гомогени-
зации, фильтрования и центрифугирования полученного 
образца в градиенте плотности. В результате M. Zheng 
удалось собрать фракцию жизнеспособных эмбриогенных 
микроспор для культивирования на питательных средах 
в условиях in vitro, что позволило оптимизировать метод 
извлечения микроспор пшеницы (Zheng, 2003). Затем 
были опубликованы работы L. Cistué и Z. Labbani с соавто-
рами с протоколом DH для твердой пшеницы (Cistué et al., 
2006; Labbani et al., 2007). Их главными усовершенство-
ваниями были предобработка маннитом и использование 
колхицина in vitro.

С получением все новых данных о возможности соз-
дания гаплоидных форм высших растений in vitro была 
раскрыта ценность их применения в селекции и важность 
развития биотехнологических методов. К настоящему 
времени для многих растительных культур, таких как 
пшеница, тритикале, ячмень, рис, кукуруза, капуста, 
морковь и  др., разработаны эффективные приемы, по-
зволяющие получать гаплоидные растения для создания 
чистых линий.

Развитие гаплоидных биотехнологий  
сахарной свеклы
В 1971 г. N. Bosemark сообщил о получении пяти гаплои­
дов путем опыления растений пыльцой дикой свеклы и 
облученной пыльцой сахарной свеклы. Кроме гаплоидных 
форм, ему удалось создать гомозиготные диплоидные и 
тетраплоидные линии после обработки предваритель-
но пророщенных семян колхицином (Bosemark, 1971). 
В 1983 г. стало известно о получении гаплоидов методом 
отдаленной гибридизации. При опылении стерильных 
растений сахарной свеклы пыльцой красной столовой 
свеклы частота возникновения гаплоидов составила 
0.013 % (Seman, 1983). Данные методы были направле-
ны на стимулирование неоплодотворенной яйцеклетки к 
развитию, однако показали незначительные результаты 
по количеству полученных гаплоидов, чего было недо-
статочно для масштабных селекционных работ.

Путь андрогенеза для получения гаплоидов сахарной 
свеклы в целом оказался неэффективным. Чаще всего 
на используемых минеральных средах пыльники инду-
цировали каллус, проэмбриогенные структуры и корни, 
но их количество зависело от комбинации используемых 
ростовых веществ. По итогам исследования J. Rogozin­
ska и M.  Goska лучшей средой для дифференциации 
была признана среда Линсмайера и Скуга с добавлением 
зеатина 6-(4-окси-3-метил-транс-2-бутениламино)пурин) 
или зеатина и НУК (1-нафталинуксусной кислоты), а до-
бавление PFP (п-фторфенилаланина) увеличивало долю 
дифференцировки пыльников (Rogozinska, Goska, 1982). 
Помимо каллуса и корней, на одном пыльнике из при-
мерно 140 000 проверенных формировались вегетативные 
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почки, из которых были получены многочисленные ди-
плоидные растения. Цитологические анализы показали 
образование многоклеточных структур, которые впо-
следствии вырождались. В других подобных экспери-
ментах развивались целые растения, но их ткань чаще 
оказывалась диплоидной, а гаметофитное происхождение 
регенерантов не подтверждалось (Gürel Е. et al., 2008). 
В недавних исследованиях были разработаны условия для 
прямого индуцированного андрогенеза сахарной свеклы в 
культуре in vitro. Процесс получения гаплоидов включал 
холодовую предобработку эксплантов, которая являлась 
необходимым фактором инициации перехода микроспор с 
гаметофитного на спорофитный путь. Для культивирова-
ния пыльников и развившихся эмбриоидов был модифи-
цирован состав среды, который включал 2,4- Д и 6-БАП. 
В результате эксперимента получено от 0.15 до 1.32 % 
микроклонов андрогенного происхождения (Гонтаренко, 
Герасименко, 2018), однако это оказалось недостаточно 
эффективным для массового получения гаплоидных форм. 
Множество исследований в данном направлении давали 
неудовлетворительные результаты. Морфогенетический 
ответ при культивировании in  vitro элементов мужской 
генеративной системы B.  vulgaris, по имеющимся на 
сегодня сведениям, считается очень низким.

Получение гаплоидов сахарной свеклы путем куль-
тивирования неопыленных семяпочек впервые удалось 
D. Hosemans и D. Bossoutrot. В своем эксперименте ученые 
идентифицировали 0.17  % образовавшихся гаплоидов 
(Hosemans, Bossoutrot, 1983; Bossoutrot, Hosemans, 1985). 
Проведенное ими дальнейшее гистологическое исследо­
вание показало, что регенерировавшие эмбриоиды могли 
происходить из неоплодотворенной яйцеклетки или ан­
типод. Однако полученные гиногенетические растения 
демонстрировали феномен эндополиплоидии на уровне 
корневой меристемы, в то время как меристема побегов 
оставалась гаплоидной. С момента, когда стало понятно, 
что такой подход может быть единственным эффектив-
ным методом получения гаплоидных растений сахарной 
свеклы, начались многочисленные исследования in vitro 
по оптимизации данного процесса. 

Интерес к гиногенезу сахарной свеклы возрастал с каж-
дым годом, и в 1987 г. J. Van Geyt с коллегами сообщили 
о получении гаплоидов из семяпочек с частотой до 6.1 % 
(Van Geyt et al., 1987). Результаты гистологического анали-
за в эксперименте подтвердили, что растения происходили 
из гаплоидных клеток зародышевого мешка, но на кончи-
ках корней, так же как и в исследовании D. Hosemans и 
D. Bossoutrot, наблюдалась спонтанная полиплоидизация 
(Hosemans, Bossoutrot, 1983; Bossoutrot, Hosemans, 1985). 
По данным J. Van Geyt, форма извлеченных семяпочек 
имела большое значение при введении в культуру тканей. 
Обнаружено, что потеря эксплантом формы запятой со-
провождалась гибелью яйцеклетки. Также сообщалось, 
что регенерация растений тормозилась образованием 
каллуса из материнской ткани, но после его удаления и 
перенесения семяпочки на новую питательную среду, 
содержащую древесный уголь, можно было подавить его 
повторное появление. Дальнейшее изучение гиногенеза 
позволило выявить зависимость данного процесса от 
различных условий.

В ходе исследований M. Doctrinal было установлено, 
что такие факторы, как природа и концентрация исполь­
зуемых гормонов, температура культивирования, сезон-
ные эффекты и генотип, имели большое значение для 
процесса развития гаплоидных растений (Doctrinal et al., 
1989). По итогам наблюдений для инициации эмбриои­
догенеза у неопыленных семяпочек сахарной свеклы 
наиболее предпочтительной была температура 27 °С, при 
этом сезонный эффект оказывал значительное влияние. 
Самая активная регенерация наблюдалась в июле. Так­
же установлено, что гормональный состав питательных 
сред влиял на пути морфогенеза женского гаметофита 
и образования морфологических структур. Наилучшие 
качественные и количественные показатели гиногенного 
ответа у исследуемых генотипов были отмечены на пи-
тательных средах, содержащих 2.85 мкМ 3-индолилук-
сусной кислоты и 0.88 мкМ 6-бензиламинопурина, и на 
среде, содержащей 2.3 мкМ кинетина. В зависимости от 
генотипа при использовании данных сред было получено 
от 6 до 10 % жизнеспособных растений, 81 % из которых 
оказались гаплоидами. Исследование M.  Doctrinal под-
твердило перспективность получения гаплоидов сахар­
ной свеклы путем гиногенеза. Продолжилась разработка 
биотехнологических приемов с учетом множества фак-
торов, влияющих на гиногенез Beta vulgaris L. in vitro, 
направленных на оптимизацию условий культивирования 
и повышение эффективности соответствующих методов.

В работах H. Lux с коллегами отмечалось, что выход 
регенерантов из семяпочек снижался от самой активной 
регенерации в сентябре до самой низкой в январе (Lux 
et al., 1990). Эти данные позволили предположить, что 
эффективность гиногенеза имела сезонную зависимость. 
По мнению авторов, несмотря на трудоемкость процесса, 
гиногенез оказался более подходящим методом для полу-
чения гаплоидов сахарной свеклы in  vitro как вида, не 
поддающегося андрогенезу. В зависимости от генотипа 
было получено от 0 до 13 % гаплоидных растений, при 
этом у 10 % растений в процессе культивирования и раз-
множения наблюдалось спонтанное удвоение хромосом, 
тогда как 90 % оставались гаплоидами.

Для успешного применения гиногенеза в практиче-
ских задачах большое значение имеет количество обра­
зованных гаплоидных растений. S.  Gürel с соавторами 
подтвердили, что предварительная холодовая обработка и 
действие активированного угля могут увеличить частоту 
образования эмбрионов (Gürel S. et al., 2000). В экспери-
ментах эмбрионы, развившиеся из яйцеклетки, формиро-
вали побеги с гаплоидным числом хромосом. Однако при 
разработке оптимальных условий получения гаплоидов 
возникала проблема генотипической зависимости отве­
та на условия культивирования. Выход полученных эм- 
бриоидов различался у линий сахарной свеклы, так же 
как и реакция развитых микроклонов на разные условия 
роста. Генотипические различия в реакции на условия 
культивирования являются серьезной проблемой не толь­
ко в культуре семяпочек (Hansen et al., 1995), но и в ра- 
боте с другими тканями сахарной свеклы (Mikami et al., 
1989; Gürel E., 1997), поэтому состав питательной среды, а 
также условия культивирования рекомендовано подбирать 
для каждого генотипа индивидуально.
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Исследования многих ученых свидетельствовали о важ-
ности предварительной холодовой обработки материала 
для увеличения скорости гиногенеза B. vulgaris (Lux et al., 
1990; Gürel S. et al., 2000; Svirshchevskaya, Dolezel, 2000; 
Pazuki et al., 2018a). H. Lux с коллегами показали, что об-
работка холодом (4 °С) в течение четырех-пяти дней была 
способна значительно повысить скорость гиногенеза са-
харной свеклы. Увеличение срока холодового воздействия 
на соцветия свыше одной недели снижало гиногенный от-
вет семяпочек, в то время как предварительная холодовая 
обработка в течение семи дней и использование БАП в 
концентрации 1 мг/л оказывали стимулирующий эффект 
при переключении развития эксплантов с гаметофитно-
го на спорофитный путь. Подчеркивалось, что влияние 
сезона и генотипа на скорость регенерации было значи-
тельным. Помимо холодовой предобработки, регенерация 
повышалась при смещении спектра светового облучения, 
используемого при культивировании семяпочек в услови-
ях термального помещения, в сторону красного участка 
спектра (D’Halluin, Keimer, 1986).

E. Weich и M. Levall (2003) предложили протокол для 
получения удвоенных гаплоидов сахарной свеклы, в ко­
тором были рассмотрены все стадии создания селекцион­
ного материала: выращивание донорских растений, сбор 
соцветий, поверхностная стерилизация материала, выде­
ление семяпочек, культивирование гаплоидных эмбриои­
дов, размножение гаплоидов, получение удвоенных га­
плоидов, их укоренение, перенос в тепличные условия и 
акклиматизация. Описаны условия проведения каждого 
этапа, даны рекомендации по манипуляциям с расти-
тельным материалом, приведены составы оптимальных 
питательных сред. Протокол носил рекомендательный 
характер, в связи с разнообразием генотипического ответа 
на условия культивирования он должен быть модифици-
рован под различные генотипы сахарной свеклы.

Для эффективного получения гаплоидов M. Tomaszew­
ska-Sowa описала двухэтапный процесс культивирования, 
в котором экспланты представляли собой неопыленные 
семяпочки, выделенные после стерилизации из бутонов 
генеративных побегов растений сахарной свеклы. Репро-
дуктивные структуры выдерживали в жидкой питательной 
среде в течение 12 недель (Tomaszewska-Sowa et al., 2017). 
Регенерировавшие экспланты переносили на твердую 
питательную среду с модифицированным составом, пос­
ле наблюдали образование побегов. Было установлено, 
что органогенез семяпочек при двухфазном методе был 
не прямым, а проходил через формирование каллусной 
ткани. Эффективность регенерации зависела от типа и 
происхождения экспланта. Процессы дифференцировки в 
соматических эмбриоидах усиливались наличием 6-БАП и 
2,4-Д в среде, что в свою очередь увеличивало количество 
образовавшихся специализированных тканевых структур.

Соотношение гормонов в субстрате оказывает основное 
влияние на пути развития эмбриональной структуры. В на-
стоящее время протоколы получения гаплоидов сахарной 
свеклы требуют дальнейших разработок и совершенство-
вания, поэтому исследования по подбору оптимального 
состава сред и поиску других стимулирующих гиногенез 
факторов все еще продолжаются.

Этапы создания  
гомозиготного материала in vitro

Отбор родительских форм
Итак, первой стадией, с которой начинается работа по 
введению растительного материала in vitro, можно счи-
тать выбор донорских растений. Для снижения уровня 
инфицированности эксплантов сбор соцветий надо осу-
ществлять в сухую погоду, при длительном отсутствии 
осадков. Процедуру лучше проводить в начале периода 
цветения. В зависимости от региона произрастания это 
может быть май–июль. Собранные соцветия каждого 
генотипа помещают в пластиковые пакеты, маркируют 
и хранят в холоде до этапа стерилизации растительного 
материала в условиях лаборатории.

Стерилизация материала  
при введении семяпочек in vitro
Растения легко поражаются различными эпифитными и 
эндофитными микроорганизмами и вирусами. Именно 
поэтому стадией, определяющей успех процесса введения 
материала in vitro, является качественная стерилизация 
исходного материала. Ранее разработанные методики сте­
рилизации эксплантов с применением ряда ртутьсодер­
жащих препаратов (сулемы, диоцида, мертиолята) были 
признаны эффективными (Гранда, 2009), но очень токсич-
ными как для человека, так и для растений. Со временем 
они были вытеснены приемами с использованием других 
веществ. Для поверхностной стерилизации растительные 
ткани могут быть обработаны хлорсодержащими веще-
ствами (гипохлорит кальция или натрия, хлорная  из­
весть, хлорамин), перекисью водорода, этиловым спир- 
том. O. Jones предлагал для стерилизации растворы, со­
держащие в качестве дезинфицирующего вещества ги-
похлорит натрия (Domestos) (Jones et al., 1979). Е. Weich 
и M. Levall в своей работе использовали для стерилизации 
коммерческое средство Klorin или 3 % гипохлорит натрия. 
После стерилизации материал тщательно промывали 
бидистиллированной водой и хранили в холодильнике 
при 8 ± 2  °С (Weich, Levall, 2003). При выборе способа 
стерилизации необходимо учитывать как ее эффектив-
ность против бактериальной и грибковой инфекции, так 
и предотвращение повреждения растительных тканей. 
Применение новых стерилизующих веществ повышает 
вероятность эффективного процесса стерилизации экс-
плантов.

Введение семяпочек в культуру in vitro
К настоящему времени, несмотря на появление высоко­
технологичных аппаратов и устройств, облегчающих не­
которые манипуляции в лабораториях, создание гаплоид-
ного материала зависит от тонкой ручной работы операто-
ра. Процесс извлечения семяпочек сахарной свеклы при 
введении в культуру in vitro подробно описан A. Pazuki 
с соавторами (Pazuki et al., 2018b). Ученые проводили 
данную процедуру в стерильных условиях под  стерео­
микроскопом с помощью пинцетов и скальпеля. Первый 
закрытый и последующие бутоны вскрывали в направле-
нии к верхушке соцветия, вносили в чашки Петри, содер-
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жащие питательную среду. Культивирование проводили 
при температуре 27 ± 2 °C с 18-часовым фотопериодом. 
Регенерировавшие семяпочки переносили на MS среду 
пролиферации и размножения, содержащую 0.2 мг/л ки­
нетина, 10 г/л сахарозы. В связи с различной реакцией 
генотипов состав питательных сред и условия культивиро-
вания могут быть различны для каждого генотипа на всех 
этапах создания селекционного материала. Регенерация 
семяпочек может начаться уже через две-три недели пос­
ле введения. Развившиеся полноценные микроклоны в 
дальнейшем поддерживают в культуре in vitro. 

Определение плоидности полученного регенеранта
Фенотипически гаплоидные растения отличаются от 
диплоидных высотой, размером и количеством органов, 
более узкими листовыми пластинами, однако визуальное 
определение плоидности не дает точных результатов. Пос­
ле формирования из неопыленных семяпочек нормально 
развитых регенерантов проводят проверку их плоидности, 
так как есть вероятность получения проростков, произо-
шедших из соматических клеток, имеющих диплоидный 
или миксоплоидный хромосомный набор.

Одним из надежных способов определения плоидности 
является подсчет хромосом, находящихся в стадии митоза 
активно растущих тканей (зоны роста корня или молодых 
листьев). Метод трудоемкий и требует продолжительной 
подготовки. Процесс подсчета хромосом в клетках сахар-
ной свеклы подробно описан в работе (Pazuki et al., 2018a). 
Молодые листья проростков in  vitro обрабатывали 3  ч 
раствором 8-гидроксихинолина (0.002 М) с последующей 
фиксацией в свежеприготовленном растворе 96 % этанола 
и соляной кислоты (2:1). После этого их промывали и хра-
нили в дистиллированной воде. Далее небольшой кусочек 
листовой ткани переносили в каплю 3 % орсеина в 45 % 
уксусной кислоте на предметное стекло и раздавливали 
его под покровным стеклом. Затем проводили подсчет 
хромосом под световым микроскопом. 

Альтернативой трудоемкому подсчету хромосом под 
микроскопом стала проточная цитометрия клеточных 
ядер; это более удобный и быстрый способ определения 
плоидности. Данный аппаратный метод основан на из-
мерении количества ДНК в ядрах клеток в режиме по-
штучного анализа в потоке жидкости по сигналам свето-
рассеяния и флуоресценции, обладает высокой точностью 
и производительностью (Galbraith, 2010). Метод проточ-
ной цитометрии позволяет в короткие сроки определить 
плоидность микроклонов без нанесения значительных 
повреждений исследуемым растениям, что имеет важное 
значение при работе с ограниченным объемом регенери-
ровавшего материала.

Удвоение числа хромосом
Основной целью индукции гиногенеза является полу-
чение гаплоидов для создания чистых линий. Для этого 
на следующем этапе у нормально развитых гаплоидов 
число хромосом должно быть удвоено in vitro или in vivo 
методами. А. Hansen с коллегами изучили эффективность 
антимитотических агентов непосредственно в культуре 
семяпочек сахарной свеклы (Hansen et al., 1998). По 

результатам эксперимента амипрофосметил показал от-
носительно низкую токсичность в отношении зародыша 
и способствовал получению в среднем 4.7 диплоидного 
растения на 100 введенных эксплантов. По мнению S. Gü­
rel, самым эффективным методом создания удвоенных 
гаплоидов является обработка растений антимитотически­
ми агентами, такими как колхицин, оризалин, трифлура­
лин, или непродолжительное культивирование побегов на 
питательных средах, содержащих перечисленные веще-
ства. Колхицин – наиболее часто применяемый алкалоид, 
который способен ингибировать образование веретена 
деления на стадии профазы и останавливать расхожде-
ние хромосом к полюсам дочерних клеток. Нарушение 
данного процесса приводит к удвоению числа хромосом в 
материнской клетке. В исследованиях было показано, что 
обработка гаплоидов колхицином и трифлуралином дает 
схожие результаты, причем оба агента были более эффек-
тивны при применении в форме жидких растворов, чем 
при добавлении их в агаризованную среду (Gürel S. et al., 
2000). Для успешной диплоидизации ученые погружали 
подросшие гаплоиды в жидкую MS среду, содержащую 
150 мг/л антимитотического агента (колхицина), 1 мг/л 
БАП и 3 % сахарозы, на 48 ч при температуре 27 °С. Пос­
ле обработки побеги промывали стерильной дистилли-
рованной водой и переносили на твердую питательную 
среду MS с добавлением 1 мг/л БАП. Число растений с 
удвоенным хромосомным набором достигало 29.1 %.

E. Weich и M. Levall (2003) для получения DH-растений 
выдерживали гаплоидные растения с корнями, у которых 
удалили кончики, в течение 5 ч в растворе 0.2 % колхицина 
и 0.25 % ДМСО. Подобный прием использовали с 0.3 % 
раствором колхицина, в который регенеранты погружали 
корневой системой на 24 ч, а затем высаживали в почвен-
ную смесь. При этом 19 % обработанных гаплоидных рас-
тений удвоили набор хромосом (Svirshchevskaya, Dolezel, 
2000). Также сообщалось, что нанесение 0.1 % раствора 
колхицина с 2 % ДМСО на меристему гаплоидов сахарной 
свеклы один раз в день в течение трех дней приводило 
к удвоению набора хромосом (D’Halluin, Keimer, 1986). 
M. Ragot и P. Steen (1992) помещали ватный тампон, смо­
ченный раствором 0.2 % колхицина, на три дня на верху-
шечные почки гаплоидных растений в горшках, получая 
в итоге до 50 % удвоенных гаплоидов.

Следует заметить, что после обработки гаплоидов ан­
тимитотическими агентами через некоторое время тре-
буется повторный анализ плоидности микроклонов и 
тщательный отбор полученных удвоенных гаплоидов из 
всего объема экспериментального материала.

В современных селекционных программах для опреде-
ления ценных сельскохозяйственных свойств полученных 
форм дополнительно используют молекулярно-генетиче-
ские методы, направленные на выявление генов устой-
чивости к стрессам, идентификацию целевых аллелей, 
отвечающих за кодирование конкретного признака. Это 
позволяет значительно сократить селекционный процесс 
и аккумулировать желаемые аллели в одном генотипе. 
Главным методом молекулярной селекции стал маркер-
опосредованный отбор (marker assisted selection, MAS), 
который широко применяется в селекции множества сель­
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скохозяйственных культур (Muranty et al., 2014). Генети-
ческие маркеры могут быть использованы на различных 
стадиях биотехнологического процесса и селекционных 
программ в целях отбора перспективных генотипов.

Укоренение удвоенных гаплоидов  
и получение штеклингов
Следующим этапом является укоренение удвоенных га-
плоидов in vitro с целью повышения их выживаемости при 
адаптации к условиям закрытого грунта. В период под-
готовки растений к высадке в условия закрытого грунта 
можно также столкнуться с низкой частотой образования 
корней. Ризогенез in vitro могут задерживать яркое осве-
щение, необходимое зеленой части микроклонов, высо-
кая концентрация солей и углеводов, наличие гормонов 
и низкая концентрация кислорода в питательной среде. 
В связи с различным генотипическим ответом поиск 
оптимального состава питательного субстрата и условий 
культивирования микроклонов продолжается. 

Нормально развитые DH-микроклоны с корневой си-
стемой высаживают в условия закрытого грунта. В связи 
с пересадкой из условий in  vitro этап адаптации выса-
женных растений длится до четырех недель, в это время 
в тепличном помещении постепенно снижают влажность 
воздуха. В последующем, через два-три месяца доращива-
ния, формируются штеклинги и растения будут готовы к 
уборке. Биотехнологический цикл создания нового гомо-
зиготного материала завершается этапом искусственной 
яровизации штеклингов в условиях пониженных темпе-
ратур. После этого гомозиготный материал направляют на 
дальнейшие этапы селекционного процесса – высаживают 
в опытные полевые условия с целью выращивания цвето-
носных растений и проведения скрещиваний.

Заключение
Благодаря внедрению биотехнологий, процесс создания 
новых гибридов сахарной свеклы может быть значитель-
но ускорен. Получение удвоенных гаплоидов позволяет 
существенно сократить время и ресурсы, затрачиваемые 
на создание чистых линий. Наиболее успешным методом 
получения гаплоидов Beta vulgaris L. признан метод инду-
цированного гиногенеза – культивирование неопыленных 
семяпочек in vitro с последующим формированием рас-
тений с гаплоидным набором хромосом. Для  создания 
DH- линий применяют удвоение числа хромосом гаплои­
дов с использованием антимитотических агентов, конт­
роль плоидности созданного материала, выращивание 
микроклонов в тепличных условиях. Биотехнологический 
этап завершается получением штеклингов растений удво­
енных гаплоидов.

Процессы в культуре тканей сахарной свеклы, в част-
ности индукция Н- и DH-форм, все еще требуют прове-
дения дополнительных научных исследований. Анализ 
научной литературы показывает, что для максимального 
увеличения эффективности и воспроизводимости надо 
более детально изучать производство удвоенных гаплои-
дов Beta vulgaris L. и улучшать его с применением новых 
подходов. Биотехнологическим лабораториям необходи­
мо иметь возможность получать гаплоиды в большом 
количестве. Поэтому требуют повышения эффективности 

приемы культивирования эксплантов, диплоидизации, 
укоренения, адаптации регенерантов при пересадке из 
стерильных условий in vitro в грунт. Совершенствование 
каждой стадии процесса до сих пор остается актуальной 
задачей, конечной целью при этом станет повышение 
качества и объемов выхода готового гомозиготного ма- 
териала.
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Аннотация. В работе приведены результаты исследований генетической структуры популяции централь-
ноевропейского кабана (Sus scrofa scrofa) и четырех пород домашних свиней (дюрок, йоркшир, крупная бе-
лая и ландрас), разводимых в Центрально-Черноземном регионе России. На основе 12 микросателлитных 
локусов установлено достоверное (р < 0.05) снижение генетической изменчивости в разводимых породах. 
Ожидаемая гетерозиготность и индекс Шеннона были равными: у кабана – Ho = 0.763 ± 0.026, I = 1.717 ± 0.091; 
у пород дюрок – Ho = 0.569 ± 0.068, I = 1.191 ± 0.157; ландрас – Ho = 0.618 ± 0.062, I = 1.201 ± 0.147; крупная бе-
лая – Ho = 0.680 ± 0.029, I = 1.362 ± 0.074; йоркшир – Ho = 0.642 ± 0.065, I = 1.287 ± 0.156. Результаты проверки 
генотипического равновесия Харди–Вайнберга на основе G-теста максимального правдоподобия показали, 
что в популяции кабана большинство локусов находилось в состоянии генотипического равновесия Хар-
ди–Вайнберга. Напротив, в популяциях различных пород свиней часть локусов демонстрирует достовер-
ное отклонение от отмеченного равновесия. Кроме того, в популяциях йоркшир, крупная белая и ландрас 
присутствовали локусы, для которых достоверно отвергалась гипотеза о нейтральности на основании ре-
зультатов теста Эвенса–Ваттерсона (Ewens–Watterson test). Обнаруженные приватные аллели, характерные 
для кабана и различных пород, в дальнейшем могут быть использованы для их идентификации. Ординация 
центроидов разных стад в пространстве первых двух главных координат на основании матрицы попарных 
оценок генетических дистанций М. Nei показала, что наиболее удаленные популяции – породы дюрок и 
кабан, а самые генетически близкие – йоркшир и ландрас. Ближе всех к популяции кабана была порода 
крупная белая. Оценка эффективной численности, проведенная с использованием метода, основанного на 
неравновесии по сцеплению (linkage disequilibrium) и MC-метода (the molecular coancestry method), проде-
монстрировала, что во всех изученных группах, включая и популяцию кабана, эффективный размер оказался 
меньше 100 особей. Низкое значение эффективного размера популяции кабана (Ne = 21.8, Neb = 4.0), вероят-
но, является следствием падежа и отстрела животных из-за африканской чумы свиней (Pestis africana suum).
Ключевые слова: кабан; породы свиней; микросателлитные локусы; генетическая структура; эффективная 
численность популяции.
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Abstract. The results of studies of the genetic structure of the Central European wild boar (Sus scrofa scrofa) popu-
lation and four breeds of domestic pigs (Duroc, Yorkshire, Large White and Landrace) bred in the Central Black Earth 
region of Russia are presented in this work. Based on 12 microsatellite loci, a significant ( p <0.05) decrease in the 
level of genetic variability in bred breeds was shown. The expected heterozygosity and Shannon index were as fol-
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lows: in the wild boar, Ho = 0.763 ± 0.026, I = 1.717 ± 0.091; in the Duroc breed, Ho = 0.569 ± 0.068, I = 1.191 ± 0.157; 
in the Landrace, Ho = 0.618 ± 0.062, I = 1.201 ± 0.147; in the Large White, Ho = 0.680 ± 0.029, I = 1.362 ± 0.074; and in 
the Yorkshire, Ho = 0.642 ± 0.065, I = 1.287 ± 0.156. The results of checking genotypic Hardy–Weinberg equilibrium 
based on the G-test of maximum likelihood demonstrated that the overwhelming majority of loci in the wild boar 
population were in the state of said equilibrium. By contrast, in pig breed populations, some loci demonstrated a 
significant deviation from the indicated equilibrium. In addition, the Yorkshire, Large White, and Landrace popula-
tions had loci, for which the hypothesis of neutrality was reliably rejected based on the results of the Ewens–Wat-
terson test. The revealed private alleles, characteristic of the wild boar and breeds, can later be used to identify 
them. The ordination of the centroids of different herds in the space of the first two principal coordinates based on 
the matrix of pairwise estimates of Nei’s genetic distances  showed that the most distant populations are the Duroc 
and Boar breeds, and the most genetically close are the Yorkshire and Landrace breeds. The closest to the wild boar 
population was the Large White breed. The assessment  of the effective size, carried out using the method based 
on the linkage disequilibrium and the molecular coancestry method, showed that in all studied groups, including 
the wild boar population, the effective size was less than 100 individuals. The low effective size of the wild boar 
population (Ne = 21.8, Neb = 4.0) is probably caused by the death and shooting of animals due to Pestis africana 
suum.
Key words: wild boar; pig breeds; microsatellite loci; genetic structure; effective population size.

For citation: Snegin E.A., Makeeva V.M., Kaledin A.P., Ostapchuk A.M., Alazneli I.D., Smurov A.V. Genetic diversity 
of the Central European wild boar (Sus scrofa scrofa) population and domestic pig (Sus scrofa domesticus) breeds 
based on a microsatellite DNA locus. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 
2021;25(8): 822-830. DOI 10.18699/VJ21.095

Введение
Одомашнивание кабана началось, по разным оценкам, 
7–9 тыс. лет назад. За это время создано более 730 по-
род этих животных. Очевидно, что за столь длительную 
«культурную» эволюцию различные породы, являясь так 
называемыми чистыми линиями, во многом утратили 
природный генетический потенциал, обеспечивающий 
гомеостатические механизмы. В результате поддержание 
стабильности существующих пород, как и любых  ис­
кусственно созданных систем, требует значительных 
финансовых вложений. В связи с этим изучение гене-
тического потенциала природных популяций кабанов 
для возможного повышения устойчивости пород свиней 
(например, методами генного редактирования и др.) 
весьма актуально. 

Изучению генетики дикого кабана сейчас уделяется 
большое внимание как в России, так и за рубежом (Гла-
дырь и др., 2009; Зиновьева и др., 2013; Rębała et al., 
2016; Mihalik et al., 2020). Кроме того, из-за постоянных 
вспышек на территории России африканской чумы свиней 
(Pestis africana suum) регулярно осуществляется отстрел 
диких кабанов как потенциальных переносчиков данно­
го заболевания. При этом не учитывается популяционная 
структура кабана, что может вызвать обеднение генофонда 
и на фоне все возрастающего антропогенного давления 
привести к вымиранию некоторых групп. Такие примеры 
хорошо известны, когда из-за пренебрежения данными о 
состоянии генофонда происходит значительное сокра­
щение численности популяций промысловых видов (Ал­
тухов, 2003).

В практике работы молекулярно-генетических лабо-
раторий в криминалистическом аспекте часто возникает 
необходимость диагностировать образцы тканей незакон-
но добытых кабанов и доказывать их принадлежность к 
дикому виду, а не одомашненным формам свиней (Кипень 
и др., 2016; Lorenzini et al., 2020), или идентифицировать 
ткани кабана в продуктах питания (Szemethy et al., 2021). 
Поэтому выявление приватных аллелей для природных 
популяций – также насущная проблема.

Весьма удобные маркеры для изучения генетических 
процессов в популяциях – микросателлитные локусы 
ДНК (STR-маркеры), представляющие собой тандемные 
повторы некодирующей части ядерной ДНК. Существует 
множество работ по оценке популяционных генофондов 
как домашних свиней, так и диких кабанов в различных 
регионах (Vernesi et al., 2003; Ferreira et al., 2009; Nikolov 
et al., 2009; da Silva et al., 2011; Choi et al., 2014; Sahoo et 
al., 2016; Рябцева и др., 2018; Han et al., 2021; Snegin et 
al., 2021).

Цель настоящей работы – оценить генетическое разно­
образие микросателлитных локусов популяции централь-
ноевропейского кабана (Sus scrofa scrofa) и наиболее 
распространенных пород свиней (Sus scrofa domesticus), 
разводимых в Центрально-Черноземном регионе России. 
Следует отметить, что ранее подобные исследования в 
указанном регионе не проводились.

Материалы и методы
В исследовании было задействовано 320 животных. Вы­
борка из популяций кабанов в количестве 30 голов была 
произведена на территории Орловской области (районы: 
Корсаковский, Залегощенский, Новосильский, Покров-
ский, Шаблыкинский). Кабаны были добыты в ходе охот- 
ничьего сезона в 2018 г. Для сравнения были использованы 
выборки из четырех популяций различных пород домаш-
них свиней, разводимых в хозяйствах Центрально-Черно-
земного региона России: дюрок – 67 голов (Белгородская 
область), йоркшир – 108 (Курская область), ландрас – 50 
(Белгородская область), крупная белая – 65 голов (Во-
ронежская область). Все анализируемые животные отно­
сятся к породам канадской селекции.

В качестве ДНК-маркеров использовали 12 микроса-
теллитных локусов, рекомендованных ISAG-FAO (Inter-
national Society for Animal Genetics, Food and Agriculture 
Organization) (FAO SoW-AnGR…, 2006) и скомпонован-
ных в одну мультиплексную панель (S0101, S0155, S0228, 
S0355, S0386, SW24, SW240, SW72, SW857, SW911, SW936, 
SW951) (табл. 1). Праймеры для ПЦР были подобраны с 
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учетом проведения амплификации всех 12 локусов в одной 
пробирке. Размер всех амплифицируемых ПЦР-продуктов 
с учетом всех известных аллелей составил более 300 пар 
нуклеотидов. 

Выделение ДНК у домашних свиней осуществляли из 
ушных выщипов, а у кабанов – из образцов мышечной 
ткани. Для этой цели использовали наборы с протеина-
зой К «ДНК-Экстран-2» (Синтол, Россия). ПЦР-реакцию 
проводили на амплификаторе Verity (Applied Biosystems, 
США) в 20 мкл смеси, содержащей 20 нг геномной ДНК, 
ПЦР-буфер (10 ммоль трис-НСl (рН 8.3), 50 ммоль КСl, 
2 ммоль MgCl2), 0.25 ммоль dNTP, 0.5 мкмоль праймера, 
1 ед. Taq-ДНК-полимеразы (ингибированной для горячего 
старта). 

Параметры ПЦР: 94 °C – 3 мин; (98 °C – 30 с, 59 °C – 
120 с, 72 °C – 90 с) – 4 цикла; (94 °C – 30 с, 59 °C – 120 с, 
72 °C – 90 с) – 6 циклов; (90 °C – 30 с, 59 °C – 120 с, 72 °C – 
75 с) – 20 циклов; 68 °C – 30 мин. Скорость нагрева с 59 
до 72 °C составляла не более 0.3 °C/1 с. 

Фрагментный анализ ПЦР-продуктов проведен на ав-
томатическом капиллярном ДНК-секвенаторе ABI PRISM 
3500 (Applied Biosystems, США), при этом использовали 
капилляры длиной 50 см и полимерную матрицу POP-7™. 
Анализ размера фрагментов осуществляли с помощью 
программного обеспечения GeneMapper R Software v. 4.1 
(Applied Biosystems).

Для статистической обработки полученных данных ис-
пользовали программы GenAIEx v. 6.5 (Peakall, Smouse, 
2006) и PорGene 1.32 (Yeh et al., 1999).

Результаты
Частоты аллелей микросателлитных локусов, взятых для 
анализа, представлены в табл. 2. Данные дают представле-
ние о распределении различных аллелей среди популяций 
домашних свиней и кабана.

Наличие приватных аллелей в различных популяциях 
продемонстрировано в табл. 3. Результаты показывают вы­
сокое содержание уникальных аллелей в популяции каба-
на (16 аллелей). Наибольшая частота приватных аллелей 
выявлена в локусах SW24 и SW72 (по 0.25 в каждом). При 
этом чаще других среди приватных аллелей встречается 
аллель 97 в локусе SW24, и аллель 99 – в локусе SW72. 
Немного уступают кабану по количеству приватных алле­
лей свиньи породы дюрок, при этом наибольшую частоту 
встречаемости имели аллели 105 и 111 в локусе SW936 
(0.246 и 0.276 соответственно). Крупная белая порода 
почти в три раза уступает по количеству приватных алле­
лей популяции кабана и свиней породы дюрок. Однако 
некоторые из оригинальных аллелей встречаются в этой 
группе животных со значительной частотой. Например, 
уникальный для этой породы аллель 141 в локусе SW857 
отмечен у половины проанализированных животных (час­

Таблица 1. Характеристика микросателлитных локусов, рекомендованных ISAG  
для определения достоверности происхождения свиней

Локус Длина  
аллелей, п. н.

Краситель Праймеры
(5’--------3’)

S0101 193–221 R6G F: GAATGCAAAGAGTTCAGTGTAGG
R: GTCTCCCTCACACTTACCGCAG

S0155 142–166 TAMRA F: TGTTCTCTGTTTCTCCTCTGTTTG
R: AAAGTGGAAAGAGTCAATGGCTAT

S0228 218–270 TAMRA F: GGCATAGGCTGGCAGCAACA
R: AGCCCACCTCATCTTATCTACACT

S0355 223–277 FAM F: TCTGGCTCCTACACTCCTTCTTGATG
R: TTGGGTGGGTGCTGAAAAATAGGA

S0386 164–182 FAM F: GAACTCCTGGGTCTTATTTTCTA
R: GTCAAAAATCTTTTTATCTCCAACAGTAT

SW24 95–124 ROX F: CTTTGGGTGGAGTGTGTGC
R: ATCCAAATGCTGCAAGCG

SW240 92–124 R6G F: AGAAATTAGTGCCTCAAATTGG
R: AAACCATTAAGTCCCTAGCAAA

SW72 97–125 TAMRA F: ATCAGAACAGTGCGCCGT
R: TTTGAAAATGGGGTGTTTCC

SW857 137–161 R6G F: TGAGAGGTCAGTTACAGAAGACC
R: GATCCTCCTCCAAATCCCAT

SW911 149–177 ROX F: CTCAGTTCTTTGGGACTGAACC
R: CATCTGTGGAAAAAAAAAGCC

SW936 81–117 FAM F: TCTGGAGCTAGCATAAGTGCC
R: GTGCAAGTACACATGCAGGG

SW951 124–134 FAM F: TTTCACAACTCTGGCACCAG
R: GATCGTGCCCAAATGGAC
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Таблица 2. Частоты аллелей микросателлитных локусов в популяциях различных пород свиней и кабана

Локус Популяция Локус Популяция Локус Популяция
S0101 1 2 3 4 5 S0386 1 2 3 4 5 SW72 1 2 3 4 5
193 0 0 0.169 0 0 164 0.022 0 0.008 0 0.017 119 0.500 0.361 0 0.250 0.017
195 0 0.055 0 0.090 0.017 166 0.045 0 0.054 0.140 0.133 121 0.097 0 0 0 0.050
197 0 0 0 0.020 0.150 168 0 0.231 0.015 0.060 0.150 123 0.052 0 0 2 0
199 0 0.097 0 0.030 0.017 170 0.007 0 0.131 0.090 10 SW857 1 2 3 4 5
201 0 0.028 0 0 0.083 172 0.060 0.014 0.023 0 0.117 137 0.007 0 0 0 0
203 0 0 0 0 0.050 174 0.112 0.14 0 0.010 0.017 141 0 0 0.500 0 0
205 0.007 0 0.015 0 0 176 0.015 0 0.215 0 0.033 143 0 0 0.008 0 0
207 0 0.319 0.008 0.310 0.317 178 0.022 0.630 0.346 0.630 10 147 0.007 0 0 0 0
209 0 0.241 0.061 0.280 0.200 180 0.649 0.083 0.208 0.040 0.017 149 0 0 0.231 0 0.317
211 0.851 0.014 0.746 0.210 0.100 182 0.067 0.028 0 0.030 11 151 0 0.352 0.100 0.370 0.150
213 0.142 0.176 0 0.060 0 SW24 1 2 3 4 5 153 0.052 0.194 0.077 0 0.333
215 0 0.069 0 0 2 95 0 0 0 0 0.050 155 0.627 0.014 0 0 0.050
217 0 0 0 0 2 97 0 0 0 0 0.183 157 0 0.241 0.054 0.470 0.067
S0155 1 2 3 4 5 99 0 0 0 0 0.017 159 0.298 0.143 0.031 0.160 0.083
144 0.015 0 0 0 0 101 0.037 0 0 0 0.017 161 0.007 0.056 0 0 0
146 0.022 6 0.061 0 0.433 105 0 0 0.046 0.410 0.050 SW911 1 2 3 4 5
148 0.007 0.352 0.008 0.250 0.117 107 0 0.245 0 0 0.050 149 0 0 0.046 0 0.017
150 0 0 0 0 0.017 109 0.455 0.157 0 0 0.050 151 0.007 0 0 0 0
152 0.007 0 0 0 0 111 0 0 0.261 0.010 0.017 153 0.022 3 0 0 0
154 0 0 0 0 0.133 113 0 0.018 0.046 0 0 155 0 0 0.208 0 0
156 0.589 0 0.208 0 0.017 115 0.134 0.111 0.069 0.150 0.067 157 0.187 0.217 0.100 0.350 0
158 0 0.264 0.346 0.420 0.100 117 0 0.060 0.354 0.310 0.267 159 0 0 0.485 0 0.200
160 0.022 0.356 0.223 0.330 0.083 119 0.052 0.380 0.215 0.070 0.067 161 0 0.444 0.054 0.430 0.117
162 0.328 0 0.154 0 0.083 121 0.216 0.028 0.008 0.030 0.133 163 0.537 0 0.008 0 0.117
164 0.007 0 0 0 0 123 0.097 0 0 0.020 0.033 165 0 0 0.015 0 0.333
166 0 0 0 0 0.017 125 0.007 0 0 0 0 167 0 0.264 0.085 0.130 0.017
S0228 1 2 3 4 5 SW240 1 2 3 4 5 SW911 1 2 3 4 5
220 0.015 0.236 0.008 0.240 0 93 0 0.305 0 0 0 169 0.119 0.060 0 0.090 11
222 0.134 0.278 0 0.060 0.017 97 0.007 0 0.231 0 0.017 171 0.112 0 0 0 0.017
224 0.157 0.018 0 0.040 0 99 0 0 0.008 0 0.367 177 0.015 0 0 0 0
226 0 0 0.061 0.030 0 101 0.060 0 0.185 0 0.033 SW936 1 2 3 4 5
228 0 0.056 0.023 0.050 0.433 103 0.082 0 0 0 0.017 85 0 0 0 0.500 0.033
230 0.037 0 0 0.020 0.017 105 0.254 0 0.200 0 0 87 0.015 0.500 0 0 0
232 0.022 0.014 0 0.090 0.017 107 0.164 0 0 0.030 0 91 0 0 0 0.500 0.383
234 0.022 0.167 0 0.330 0 109 0.246 0.046 0 0.120 0 93 0 0.500 0.346 0 0.150
236 0.007 0.060 0 0.040 0.267 111 0 0.028 0 0.030 0 95 0 0 0.254 0 0
238 0 0.028 0.061 0.010 0.050 113 0 0.018 0.315 0 0.233 97 0 0 0 0 0.150
240 0.007 0.055 0.015 0.010 0.033 115 0 0.055 0 0 0.133 99 0 0 0 0 0.050
242 0 0.028 0.015 0.020 0.083 117 0.030 0.088 0.054 0.430 0 101 0 0 0 0 0.017
244 0 0 0.515 0.020 0.050 119 0.127 0.296 0 0 0 103 0.007 0 0 0 0.033
246 0.366 0.032 0.031 0 0 121 0.015 0.162 0.008 0.390 0.033 105 0.246 0 0 0 0
248 0.231 0.028 0.269 0.040 0.033 123 0.015 0 0 0 0.167 107 0.022 0 0.231 0 0.183
S0355 1 2 3 4 5 SW72 1 2 3 4 5 109 0.045 0 5 0 0
243 0 0 0.415 0 0.667 99 0 0 0 0 0.233 111 0.276 0 0 0 0
245 0 0.125 0 0.110 0.083 101 0.015 0 0 0 0.033 113 0.246 0 0.061 0 0
247 1.0 0 0.300 0 0 103 0 0 0 0 0.017 115 0.097 0 0.069 0 0
249 0 0.088 0 0.190 0 105 0 0 0.162 0.420 0.133 117 0.045 0 0 0 0
255 0 0 0 0 0.033 107 0 0.245 0.115 0 0.017 SW951 1 2 3 4 5
259 0 0.301 0 0.210 0.100 109 0.298 0.171 0 0 0.050 126 0.134 0 0.154 0 0.383
261 0 0 0 0 0.050 111 0.007 0 0 0 0 128 0.045 1.0 0.246 1.0 0.200
269 0 0 0 0 0.067 113 0.015 0 0.531 0 0.133 130 0.619 0 0.054 0 0.067
271 0 0 0.285 0.160 0 115 0 0.181 0.192 0.220 0.150 132 0.134 0 0.546 0 0.350
273 0 0.486 0 0.330 0 117 0.015 0.042 0 0.090 0.167 134 0.067 0 0 0 0

Примечание. Популяции: 1 – дюрок; 2 – йоркшир; 3 – крупная белая; 4 – ландрас; 5 – кабан.
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тота 0.5). В популяции ландрас приватных аллелей не об­
наружено и один приватный аллель отмечен в популяции 
йоркшир.

Популяция кабана имеет достоверно высокие значения 
показателей генетической изменчивости по сравнению с 
породами свиней. Сопоставление осуществлялось с по-
мощью критерия χ2 Пирсона ( р < 0.05) (табл. 4). 

Уровень инбридинга (F) в изучаемых группах оказался 
невысоким, а в популяциях кабана, а также свиней пород 

йоркшир, ландрас он получил отрицательное значение 
из-за преобладания фактической гетерозиготности над 
теоретически ожидаемой (см. табл. 4).

Результаты проверки генотипического равновесия Хар­
ди–Вайнберга на основе G-теста максимального правдо- 
подобия демонстрируют, что в популяции кабана боль-
шинство локусов находилось в состоянии генотипиче-
ского равновесия Харди–Вайнберга (табл. 5). Напротив, 
в популяциях различных пород свиней часть локусов по­

Таблица 3. Приватные аллели в исследуемых популяциях различных пород свиней и кабана

Популяция Локусы

S0101 S0155 S0355 SW24 SW240 SW72 SW857 SW911 SW936 SW951

Дюрок 144, 152, 164 125 111 137, 147 151, 177 105, 111, 117 134

Йоркшир 93

Крупная белая 193 141, 143 155 95

Кабан 203, 217 150, 154, 166 255, 261, 269 95, 97, 99 99, 103 97, 99, 101

Примечание. В популяции свиней породы ландрас приватных аллелей не обнаружено.

Таблица 4. Генетическое разнообразие в исследуемых группах свиней и кабана (Mean ± SE)

Популяция   N   P, % Aa Ae I Ho He F Npa

Дюрок    67    91.7 6.917 ± 0.802 2.913 ± 0.396 1.191 ± 0.157 0.525 ± 0.079 0.569 ± 0.068 0.076 ± 0.076 1.083 ± 0.336

Йоркшир 108    91.7 5.667 ± 0.847 3.452 ± 0.384 1.287 ± 0.156 0.716 ± 0.086 0.642 ± 0.065 –0.128 ± 0.104 0.083 ± 0.083

Крупная белая    65 100.0 6.167 ± 0.534 3.350 ± 0.241 1.362 ± 0.074 0.660 ± 0.060 0.680 ± 0.029 0.022 ± 0.075 0.417 ± 0.193

Ландрас    50    91.7 5.250 ± 0.978 3.124 ± 0.336 1.201 ± 0.147 0.713 ± 0.081 0.618 ± 0.062 –0.175 ± 0.101 0.000

Кабан    30 100.0 8.583 ± 0.712 4.702 ± 0.444 1.717 ± 0.091 0.844 ± 0.038 0.763 ± 0.026 –0.106 ± 0.033 1.333 ± 0.414

Примечание. N – число особей в выборке; P – процент полиморфных локусов; Аа – среднее число аллелей; Аe – эффективное число аллелей; I – индекс 
Шеннона; Ho – наблюдаемая гетерозиготность; He – ожидаемая гетерозиготность; F – коэффициент инбридинга; Npa – среднее число приватных аллелей 
на локус; Mean ± SE – среднее ± ошибка среднего.

Таблица 5. Результаты проверки генотипического равновесия Харди–Вайнберга  
для 12 микросателлитных локусов ДНК в стадах свиней разных пород и кабана  
на основе G-теста максимального правдоподобия (likelihood ratio G-test)

Локус Популяция

Дюрок Йоркшир Крупная белая Ландрас Кабан

S0101 ns < 0.001 ns ns ns

S0155 ns ns ns 0.019 ns

S0228 0.014 < 0.001 ns ns ns

S0355 mono ns ns < 0.001 ns

S0386 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 ns

SW24 ns < 0.001 < 0.001 0.004 ns

SW240 ns < 0.001 < 0.001 < 0.001 ns

SW72 ns < 0.001 ns 0.001 ns

SW857 ns < 0.001 ns < 0.001 ns

SW911 ns < 0.001 ns 0.032 ns

SW936 ns < 0.001 0.014 < 0.001 0.002

SW951 < 0.001 mono 0.017 mono < 0.001

Примечание. ns – соответствие равновесию Харди–Вайнберга, p > 0.05; mono – мономорфный локус.
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Таблица 8. Оценки эффективной численности популяции  
(Ne, Neb) для стад различных пород свиней,  
рассчитанные на основе LD- и MC-метода  
с использованием 12 локусов МС-ДНК

Популяция
LD-метод MC-метод 

Ne 95 % CI Neb 95 % CI

Дюрок 86.1 54.9–164.2 19.4 2.3–54.0

Йоркшир    7.4    5.9–8.9 7.6 4.3–11.7

Крупная белая 44.6 34.0–60.9 15.5 6.7–28.0

Ландрас    9.0    6.6–11.8 2.1 1.3–3.5

Кабан 21.8 17.1–28.9 4.0 2.7–5.6

Примечание. 95 % CI – границы 95 % доверительного интервала.

казывают достоверное отклонение от указанного равно-
весия. Кроме того, в трех группах (дюрок, йоркшир и 
ландрас) отмечены мономорфные локусы. В популяциях 
йоркшир, крупная белая и ландрас также присутствовали 
микросателлитные локусы, для которых гипотеза о ней-
тральности достоверно отклонялась на основании резуль-
татов теста Эвенса–Ваттерсона (Ewens, 1972; Watterson, 
1978) (табл. 6). Больше всего таких локусов отмечено в 
породе йоркшир и ландрас.

Степень подобия генетической структуры свиней была 
оценена с использованием анализа главных координат, 
результатом которого стала ординация центроидов разных 
стад в пространстве первых двух главных координат на 
основании матрицы попарных оценок генетических дис-
танций М. Nei (табл. 7, см. рисунок). Согласно получен-
ным данным, наиболее удаленными оказались популяции 
породы дюрок и кабана, а самыми генетически близки-
ми – породы йоркшир и ландрас. Ближе всех к популяции 
кабана была порода крупная белая. 

Оценка эффективной численности была проведена с 
использованием метода, основанного на неравновесии по 
сцеплению (linkage disequilibrium, LD) (Hill 1981; Waples, 
2006; Waples, Do, 2010), а также MC- метода (the molecular 
coancestry method) (Nomura, 2008). Расчеты выполнены 
с помощью программы NeEstimator V2 (Do et al., 2014). 
Результаты приведены в табл. 8.

Обсуждение
Достоверно высокие показатели генетической изменчи­
вости ( р < 0.05), отмеченные в популяции кабана, – впол­
не ожидаемое явление, несмотря на то, что выборка из 
проанализированной группы была меньше выборок из 
стад домашних свиней. Это наглядно демонстрирует 
последствия панмиксии и генетико-автоматических про-
цессов, которые в сочетании с естественным отбором 
формируют генофонды природных популяций. Причем 
в анализируемой нами популяции кабана уровень фак-

тической гетерозиготности был достоверно выше, чем в 
популяциях этого животного как в Европе, так и в Азии. 
При этом орловская группа по уровню генетического раз-
нообразия была сходной с китайскими и вьетнамскими 
популяциями кабана (табл. 9).

Напротив, переход ряда локусов в мономорфное со-
стояние и отсутствие равновесия по Харди–Вайнбергу, 
отмеченное нами по большинству локусов у пород до-
машних свиней, – следствие длительной искусственной 
селекционной работы, в результате которой были утраче-

Таблица 6. Результаты теста на нейтральность  
Эвенса–Ваттерсона для 12 локусов микросателлитной ДНК 
для различных пород свиней и кабана (приведены только 
локусы, для которых гипотеза о нейтральности достоверно 
отклоняется)

Популяция Локус Obs. F L95–U95

Йоркшир S0155 0.321 0.332–0.906

SW72 0.254 0.282–0.893

SW936 0.500 0.502–0.991

Крупная белая S0355 0.344 0.367–0.970

Ландрас S0155 0.348 0.371–0.961

S0355 0.227 0.267–0.831

SW936 0.500 0.503–0.980

Примечание. Obs. F – фактическая сумма квадратов частот аллелей; L95, 
U95 – нижнее и верхнее значения 95 % доверительного интервала оценки 
Obs. F, рассчитанные на основании 1000 симуляций.

Таблица 7. Значения генетических расстояний (по М. Nei) 
между исследуемыми группами свиней и кабана

Популяция Дюрок Йоркшир Крупная 
белая

Ландрас Кабан

Дюрок 0.000

Йоркшир 1.831 0.000

Крупная белая 0.988 1.209 0.000

Ландрас 1.976 0.318 1.087 0.000

Кабан 1.803 1.091 0.707 0.968 0.000

Кабан

Крупная белая

Дюрок
Ландрас

Координата 1

Ко
ор

ди
на

та
 2

Йоркшир

Ординация центроидов на основании матрицы попарных оценок 
генетических дистанций М. Nei на основе распределения частот 
аллелей 12 локусов МС-ДНК.
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ны многие аллели «дикого» типа, что привело к потере 
генетического разнообразия. Об этом же свидетельствует 
достоверное отклонение от нейтральности некоторых 
микросателлитных локусов в породах ландрас, йоркшир 
и крупная белая, которое было нами установлено с по-
мощью теста Эвенса–Ваттерсона (см. табл. 6).

Следствием аллельного разнообразия является большое 
количество приватных аллелей, отмечаемое в популяции 
кабана. Вместе с тем популяция свиней породы дюрок, 
несмотря на большое число приватных аллелей, была 
самой мономорфной среди изученных групп. Вероятно, 
это свидетельствует о длительной селекции данной по-
роды красной масти в условиях Северо-Американского 
континента, изолированной от скрещивания с другими 
породами свиней, включая породы белой масти европей-
ского происхождения (крупная белая, йоркшир и ландрас). 
Этим можно объяснить значительную генетическую ди­
станцию породы дюрок как от кабана, так и от европей-
ских пород свиней. Возможно, наличие оригинальных 
аллелей в исследуемых популяциях в дальнейшем можно 
будет использовать для диагностики как породной при-
надлежности свиней, так и принадлежности к популяции 
дикого кабана.

Нужно отметить, что наши результаты отчасти согла-
суются с данными, полученными в работе E.A. Глыдырь 
с коллегами (2009). В их исследовании уровень фактиче-
ской гетерозиготности в трех популяциях кабана из пяти 
оказался выше, чем у домашних свиней. Однако среднее 
число эффективных аллелей было одинаковым (Ае = 2.6). 
По числу приватных аллелей популяции кабана также пре-
взошли домашних свиней (21 против 10 соответственно).

Расчет эффективной численности на основе LD-метода 
выявил, что почти во всех изученных группах, включая 
и популяцию кабана, эффективный размер был меньше 
50 особей. Исключение составила только порода дюрок 
(Ne = 86.1). Данные свидетельствуют о наблюдаемом 
неравновесии по сцеплению, которое вызвано, вероятно, 
близкородственным скрещиванием в анализируемых 
группах домашних свиней. Такой генетический дрейф 
породил неслучайную ассоциацию между аллелями в 
разных локусах.

Расчеты, проведенные с помощью MC-метода, показали 
еще меньшие значения. Это, вероятнее всего, связано с ма-
лым количеством родительских особей (в первую очередь, 
самцов), которые являются основателями исследуемых 
популяций. Следует отметить, что аналогичная картина 
была в работе по оценке эффективного размера популяции 
породы свиней Gochu Asturcelta, находящейся под угрозой 
исчезновения (Menendez et al., 2016). 

Если в отношении пород домашних свиней результаты 
были сопоставимыми с данными, полученными в других 
работах, где Ne в целом варьировала от 20 до 92 голов 
(Šveistienė, Razmaitė, 2013; Krupa et al., 2015; Zanella et 
al., 2016; Lugovoy et al., 2018), то в отношении популяции 
кабана результат оказался несколько неожиданным, так 
как в проведенных ранее исследованиях эффективная 
численность (Ne) природных популяций находилась в 
диапазоне от 180 до 1477 голов (Cowled et al., 2008; Her­
rero-Medrano et al., 2013).

Такое низкое значение Nе, отмеченное в популяции 
кабана Орловской области, можно отчасти объяснить 
небольшой выборкой, однако возможны и другие более 
серьезные причины. В частности, известно, что на тер-
ритории Центрально-Черноземного региона, куда входит 
указанная область, довольно часто фиксируют вспышки 
африканской чумы свиней (Pestis africana suum) (https://
www.kommersant.ru/doc/4236233), вследствие чего про-
исходит падёж кабанов. Кроме того, для недопущения 
распространения инфекции охотничьи хозяйства вынуж-
дены производить отстрел значительной части животных. 
Вероятно, эти факторы сказываются на эффективном раз­
мере популяций дикого кабана.

Заключение
Таким образом, на основании проведенных исследований 
продемонстрировано сокращение генетического разнооб­
разия пород домашних свиней по сравнению с природной 
популяцией кабана. Наличие приватных аллелей может 
в дальнейшем помочь в идентификации кабана и разных 
пород свиней. Низкие значения эффективной численно­
сти исследуемых групп требуют внимания со стороны 
селекционеров в отношении разводимых пород свиней. 

Таблица 9. Уровень фактической гетерозиготности (Ho) по микросателлитным маркерам в различных популяциях кабана

Страна Но Литературный источник Страна Но Литературный источник

Португалия 0.627 Ferreira et al., 2009 Япония 0.473 Choi et al., 2014

Южная Корея 0.682 Han et al., 2021 Индонезия 0.658

0.422–0.673 Choi et al., 2014 Россия

Болгария 0.620 Nikolov et al., 2009     Приморский край 0.710 Choi et al., 2014

Германия 0.460     Кировская область 0.463 Гладырь и др., 2009

Италия 0.520-0.720 Vernesi et al., 2003     Ярославская область 0.535

Венгрия 0.750     Оренбургская область 0.722

Китай 0.845 Choi et al., 2014     Краснодарский край 0.614

Вьетнам 0.859     Хабаровский край 0.670
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В частности, свиноводческим компаниям исследуемого 
региона необходимо использовать бόльшее количество 
производителей (в первую очередь самцов) для получения 
ремонтного поголовья. В отношении популяций кабана 
профилактический отстрел и промысловая нагрузка долж­
ны осуществляться под контролем природоохранных ор­
ганов с обязательным мониторингом состояния популя-
ционных генофондов.
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Аннотация. В настоящее время известно более 1000 аборигенных пород крупного рогатого скота, которые 
хорошо приспособлены к местным условиям среды благодаря длительной адаптации и селекции. Крайне ак-
туально выявление генетических вариантов, контролирующих адаптацию местного скота, для переноса этих 
вариантов в геномы высокопродуктивных глобальных пород. Исследования отдельных популяций внутри од-
ной породы с помощью микросателлитных маркеров позволяют оценить их генетическое разнообразие, род-
ственные взаимоотношения и перспективы их использования для улучшения породы. Черно-пестрая порода – 
наиболее массовая порода крупного рогатого скота молочного направления на территории России. Однако 
имеются лишь единичные работы, посвященные изучению генетического разнообразия местных популяций 
этой породы в отдельных областях России. Целью работы являются: анализ генетического разнообразия по-
пуляций черно-пестрого скота Новосибирской области и их сравнение с другими российскими популяциями; 
идентификация популяций, существенно отличающихся от всех остальных, для их дальнейшего использова-
ния в программах по сохранению генетического разнообразия отечественной черно-пестрой породы. Об-
разцы ДНК от 4788 животных черно-пестрой породы из шести племенных хозяйств Новосибирской области 
были исследованы по 11 микросателлитным маркерам. Значения всех показателей генетической изменчиво-
сти достоверно не различались между отдельными популяциями. Приватные аллели были обнаружены в пяти 
популяциях из шести. В пяти популяциях коэффициент инбридинга FIS был достоверно ниже нуля, что говорит 
об избытке гетерозигот. Результаты теста распределения по популяциям, анализа методом главных компонент, 
анализа показателей FST и DEST, а также кластерного и филогенетического анализов свидетельствуют о гене-
тической обособленности двух популяций от всех остальных. Таким образом, параметры генетического раз-
нообразия исследованных нами шести популяций черно-пестрого скота Новосибирской области существенно 
не отличаются от других российских популяций данной породы. В большинстве этих хозяйств наблюдается из-
быток гетерозигот, что говорит о низкой степени инбридинга. При разработке мероприятий, направленных на 
сохранение генетического разнообразия отечественного черно-пестрого скота, мы рекомендуем использовать 
животных из двух популяций, которые по генетическим характеристикам существенно отличаются от других.
Ключевые слова: крупный рогатый скот; черно-пестрая порода; Новосибирская область; микросателлит; гене-
тическое разнообразие; сохранение биоразнообразия.
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Abstract. There are currently over a thousand indigenous cattle breeds well adapted to local habitat conditions thanks 
to their long history of evolution and breeding. Identification of the genetic variations controlling the adaptation of 
local cattle breeds for their further introduction into the genome of highly productive global breeds is a matter of great 
relevance. Studying individual populations of the same breed with the use of microsatellite markers makes it possible 
to assess their genetic diversity, relationships, and breed improvement potential. Although the Black Pied breed is the 
most common dairy cattle breed in Russia, there are only a few studies on genetic diversity in local Black Pied popula-
tions in some Russian regions. The goal of the present study was to analyze the genetic diversity in Black Pied cattle 
populations in the Novosibirsk Region and compare them with other Russian populations; to identify significantly di-
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Genetic diversity in Black Pied cattle in the Novosibirsk Region 
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vergent populations with a view to preserving them under the programs aimed at maintaining the genetic diversity of 
the domestic Black Pied breed. DNA samples from 4788 animals of the Black Pied breed from six breeding enterprises 
in the Novosibirsk Region have been studied using 11 microsatellite markers. No significant differences in genetic 
variability parameters were found between individual populations. Private alleles have been identified in five out of 
six populations. Five populations have shown inbreeding coefficient values (FIS) below zero, which indicates hete
rozygosity excess. The population distribution test, principal component analysis, FST and DEST values, cluster analysis, 
and phylogenetic analysis have revealed two populations genetically distinct from the others. Essentially, the genetic 
diversity parameters of the six studied Black Pied cattle populations from the Novosibirsk Region show no significant 
differences from other Russian populations of the breed. Excess heterozygosity is observed in most breeding enter-
prises, which is a sign of a low inbreeding rate. To maintain the genetic diversity of the Russian Black Pied cattle, we 
recommend focusing on the two populations with significant genetic distinctions from the others.
Key words: cattle; Black Pied breed; Novosibirsk Region; microsatellite; genetic diversity; diversity preservation.
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Введение
Известно более 1000 аборигенных пород крупного рогато-
го скота, хорошо приспособленных к условиям окружаю­
щей среды благодаря длительной адаптации и селекции 
(Buchanan, Lenstra, 2015). Эти породы имеют большую 
экономическую, научную и культурно-историческую цен­
ность (Столповский, Захаров-Гезехус, 2017). При этом во 
всем мире активно идет экономически обусловленный 
процесс вытеснения локальных пород и замещения их не-
сколькими высокопродуктивными глобальными породами 
(Столповский, 2013). Однако, как правило, эти породы 
плохо адаптируются к местным условиям обитания и не 
показывают в полной мере своих выдающихся свойств 
(Мохов, Шабалина, 2011). Поэтому крайне актуально вы-
явление генетических вариантов, которые контролируют 
адаптацию местных пород к их среде обитания, для пере-
носа их в геномы высокопроизводительных пород (Madan, 
2005). Это позволит создавать новые породы, сочетающие 
в себе выдающиеся производительные качества и адапта-
цию для обитания в различных географических районах. 
Например, недавно у якутского скота нами была обна­
ружена мутация H100Q в гене NRAP, которая, по-видимо­
му, влияет на его адаптацию к экстремально холодным 
условиям обитания (Buggiotti et al., 2021). Эффективность 
такого подхода возрастает в связи с обнадеживающими 
результатами внедрения в животноводство технологии 
геномного редактирования CRISPR/Cas (Bevacqua et al., 
2016; Ikeda et al., 2017).

На территории России черно-пестрая порода – наибо-
лее массовая порода крупного рогатого скота молочного 
направления (Справочник…, 2013). В настоящее время в 
Сибирском регионе проводится интенсивная селекцион-
ная работа с четырьмя утвержденными внутрипородными 
типами черно-пестрого скота (ирменский, приобский, 
красноярский, прибайкальский), которые хорошо при-
способлены к экстремальным климатическим условиям 
и местным кормам (Клименок и др., 2014). Недавно мето­
дом сложного воспроизводительного скрещивания коров 
черно-пестрой породы с голштинскими быками-произво-
дителями в 12 хозяйствах-оригинаторах Западной и Вос-
точной Сибири была выведена новая высокопродуктивная 
порода молочного направления Сибирячка (Яранцева и 
др., 2019).

Высокополиморфные микросателлитные локусы ши-
роко используют в качестве генетических маркеров в 
популяционной и природоохранной генетике, для иден-
тификации родства и других целей (Guichoux et al., 2011; 
Städele, Vigilant, 2016; Галинская и др., 2019). В частности, 
микросателлиты применяют для анализа происхождения 
и филогенетических связей местных пород крупного ро-
гатого скота (Olschewsky, Hinrichs, 2021). Исследования 
отдельных популяций внутри одной породы позволяют 
оценить их генетическое разнообразие, родственные взаи­
моотношения и перспективы их использования для улуч-
шения породы (Zsolnai et al., 2014; Agung et al., 2016; Szucs 
et al., 2019). Однако имеются лишь единичные работы, по- 
священные изучению генетического разнообразия мест-
ных популяций черно-пестрой породы в отдельных об-
ластях России (Смарагдов, 2018; Модоров и др., 2021). 
Новосибирская область в этом отношении остается не-
изученной.

Цель настоящей работы – анализ генетического раз-
нообразия шести популяций черно-пестрого скота Ново-
сибирской области и их сравнение с другими россий-
скими популяциями, а также идентификация популяций, 
существенно отличающихся от всех остальных, для ис-
пользования в программах по сохранению генетического 
разнообразия отечественной черно-пестрой породы.

Материалы и методы
Материалом для исследования служили образцы крови от 
4788 животных черно-пестрой породы крупного рогатого 
скота обоего пола из шести племенных хозяйств Новоси-
бирской области (далее обозначены как популяции A–F). 
Для анализа структуры популяций и филогенетических 
отношений в качестве контроля использовали данные 
голштинской породы крупного рогатого скота (далее обо­
значена как популяция HOL) (van de Goor et al., 2011).

Тотальную ДНК выделяли с помощью реагента COrDIS 
SPRINT (ООО «Гордиз», Москва, Россия) в соответствии 
с рекомендациями производителя. Полимеразную цеп-
ную реакцию 11 микросателлитных маркеров (ETH3, 
INRA023, TGLA227, TGLA126, TGLA122, SPS115, 
ETH225, BM2113, BM1824, ETH10, BM1818) проводили с 
применением набора реагентов COrDIS Cattle (ООО «Гор-
диз») по протоколу фирмы-изготовителя. Фрагментный 
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анализ амплификатов выполняли с использованием авто-
матического генетического анализатора «НАНОФОР-05» 
(ООО «Синтол», Москва, Россия). Размеры микросател-
литных ДНК-маркеров определяли с помощью программы 
GeneMapper Software 5 (Thermo Fisher Scientific, США).

Показатели генетического разнообразия, F-статистики, 
тест распределения по популяциям, а также достоверность 
отклонения распределения генотипов от ожидаемого по 
равновесию Харди–Вайнберга вычисляли с применением 
пакета программ GenAlEx 6.5 (Peakall, Smouse, 2012). 
Аллельное обогащение (Allelic Richness, AR) вычисляли 
с использованием алгоритма «разряжения» (rarefaction) 
в программе HP-Rare (Kalinowski, 2005). Попарные зна­
чения индекса фиксации, FST, а также проверку досто-
верности отличий от нуля коэффициента фиксации, FIS, 
проводили методом бутстрэп-анализа с коррекцией на 
множественные сравнения в программе FSTAT (Goudet, 
2003). Кластерный анализ выполняли с помощью про-
граммы STRUCTURE (Hubisz et al., 2009). Достоверность 
различий показателей между отдельными популяциями 
оценивали посредством критерия Стьюдента или однофак-
торного дисперсионного анализа с последующим post hoc  
тестом по Бонферрони с использованием пакета Statistica 
версии 8.0.

Филогенетическое дерево было построено с примене-
нием метода попарного внутригруппового невзвешен-
ного среднего арифметического (UPGMA) на основании 
генетических дистанций Нея с помощью программы 
POPTREE2 (Takezaki et al., 2010). Статистическую надеж­
ность филогенетического дерева оценивали с использова-
нием бутстрэп-анализа для 1000 реплик (Szucs et al., 2019). 
Достоверными считали узлы, превышающие порог  70 
(Лукашов, 2009).

Результаты
Данные анализа генетической изменчивости популяций 
черно-пестрой породы крупного рогатого скота Новоси­
бирской области представлены в табл. 1. Все микроса-
теллитные локусы оказались высокополиморфными и 
в целом содержали 105 аллелей. Среднее число аллелей 
на локус составляло 7.606, эффективное число аллелей 
на локус – 3.604. Наблюдаемая гетерозиготность (0.729) 
достоверно не отличалась от ожидаемой (0.694). 

Попарные сравнения генетических различий между хо-
зяйствами с помощью точного теста Фишера в программе 
Genepop показали, что все хозяйства можно рассматривать 
как отдельные популяции, достоверно различающиеся 
друг от друга (Приложение 1)1. Параметры генетической 
изменчивости в отдельных популяциях приведены в 
табл.  2. Максимальное (8.455) число аллелей на локус 
было в популяции А, минимальное (6.273) – в популя- 
ции В. Аллельное обогащение и среднее число эффектив-
ных аллелей между популяциями варьировали в преде- 
лах 6.087 (C) – 6.863 (F) и 3.437 (B) – 3.873 (D) соответ-
ственно. Наблюдаемая и ожидаемая гетерозиготность – в 
пределах от 0.701 (F) до 0.755 (B) и от 0.682 (C) до 
0.714 (D) соответственно. Значения всех перечисленных 
выше показателей достоверно не различались между от-
дельными популяциями. 

Приватные, т. е. уникальные аллели, характерные толь­
ко для данной популяции животных, были обнаружены 
в пяти популяциях из шести. В популяциях А–Е коэф-
фициент инбридинга FIS был достоверно ниже нуля. 
Именно в этих популяциях нами выявлены достоверные 
отклонения распределения генотипов отдельных локусов 
1 Приложения 1–4 см. по адресу: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2021-25/appx14.pdf

Таблица 1. Параметры генетической изменчивости микросателлитных локусов у черно-пестрой породы  
крупного рогатого скота Новосибирской области (N = 4788)

Локус    NA NE HO HE Приватные аллели*

BM1818    7.000 ± 0.447 2.658 ± 0.040 0.648 ± 0.011 0.623 ± 0.005 –

BM1824    5.833 ± 0.307 3.321 ± 0.259 0.726 ± 0.021 0.690 ± 0.024 185

BM2113    7.500 ± 0.500 4.212 ± 0.087 0.808 ± 0.009 0.762 ± 0.005 153

ETH3    7.333 ± 0.333 3.047 ± 0.124 0.733 ± 0.023 0.669 ± 0.013 –

ETH10    8.000 ± 0.258 3.905 ± 0.129 0.777 ± 0.009 0.743 ± 0.009 –

ETH225    6.667 ± 0.333 3.031 ± 0.151 0.681 ± 0.017 0.666 ± 0.015 –

TGLA122 12.833 ± 1.195 5.760 ± 0.165 0.879 ± 0.020 0.826 ± 0.005 139, 145, 179

TGLA126    5.333 ± 0.211 2.348 ± 0.045 0.569 ± 0.006 0.573 ± 0.008 113, 125

TGLA227    9.667 ± 0.211 5.324 ± 0.262 0.864 ± 0.010 0.810 ± 0.009 95, 101

INRA023    7.167 ± 0.477 3.876 ± 0.098 0.776 ± 0.010 0.741 ± 0.006 198, 216

SPS115    6.333 ± 0.211 2.160 ± 0.058 0.554 ± 0.017 0.535 ± 0.013 –

Среднее    7.606 ± 0.281 3.604 ± 0.143 0.729 ± 0.013 0.694 ± 0.011 –

Примечание. Здесь и далее показатель приводится в виде M ± m, где M – среднее арифметическое; m – стандартная ошибка; NA – среднее число алле-
лей на локус; NE – число эффективных аллелей на локус; HO – наблюдаемая гетерозиготность; HE – ожидаемая гетерозиготность; * уникальные аллели, 
характерные только для определенной популяции.

http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2021-25/appx14.pdf
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от равновесия Харди–Вайнберга (Приложение 2). При 
этом наибольшее число (6) таких локусов наблюдалось 
в популяциях А и D. Распределение генотипов локусов 
ETH225 и TGLA126 соответствовало равновесию Харди–
Вайнберга во всех исследованных популяциях.

При проведении теста распределения по популяциям 
в среднем 45.7 % животных были приписаны правильно 
(Приложение 3). Однако для популяции В этот показатель 
составлял 70.8 %, что свидетельствует о значительном 
отличии этой популяции от всех остальных. Анализ зна-
чений FST с помощью метода главных компонент показал, 
что популяция B существенно отличалась от всех осталь-
ных при разделении по первой компоненте, которая от-
ражала 36.73 % генетической изменчивости всего массива 
данных (рис. 1). При разделении по второй компоненте, 
которая отвечала за 27.61 % генетической изменчивости, 
из общего массива выделялась популяция D.

Наибольшая степень генетической дифференциации 
как по показателю индекса аллельной дифференциации 
Джоста, так и по индексу фиксации FST наблюдалась 
между популяциями B и D (Приложение 4). Наиболее 
близкими по обоим показателям оказались популяции 
А и С.

Результаты анализа с помощью алгоритма генетиче-
ской кластеризации в программе STRUCTURE при k = 2 
свидетельствовали о распределении популяций черно-
пестрой и голштинской пород между двумя различными 
кластерами (табл. 3). При этом животные голштинской 
породы имели наибольшие значения коэффициента подо­
бия Q в одном из кластеров. Значения этого коэффициента 
для всех популяций черно-пестрого скота, за  исключе­
нием D, были достоверно ниже по сравнению с голштин-
ской породой.

На филогенетическом дереве, построенном методом 
UPGMA, на основании генетических дистанций Нея по­
пуляции B и D находились на отдельных ветвях с высоким 

Таблица 2. Параметры генетического разнообразия микросателлитных локусов  
в отдельных популяциях черно-пестрой породы крупного рогатого скота Новосибирской области

Показатель Популяция

А B C D E F

Число животных 2408 65 1065 630 459 161

Число аллелей (NA) 8.455 ± 0.835 6.273 ± 0.524 8.000 ± 1.000 7.818 ± 0.536 7.455 ± 0.562 7.636 ± 0.472

Аллельное обогащение (AR) 6.452 ± 0.422 6.273 ± 0.524 6.087 ± 0.474 6.650 ± 0.409 6.450 ± 0.393 6.863 ± 0.438

Число эффективных аллелей (NE) 3.611 ± 0.368 3.437 ± 0.340 3.457 ± 0.350 3.873 ± 0.375 3.587 ± 0.325 3.658 ± 0.408

Число приватных аллелей 4 0 3 1 2 1

Число животных с одним и более 
приватным аллелем

6 0 7 1 5 1

Наблюдаемая гетерозиготность (HO) 0.724 ± 0.035 0.755 ± 0.035 0.706 ± 0.035 0.749 ± 0.034 0.737 ± 0.032 0.701 ± 0.030

Ожидаемая гетерозиготность (HE) 0.692 ± 0.032 0.683 ± 0.027 0.682 ± 0.030 0.714 ± 0.030 0.699 ± 0.026 0.696 ± 0.029

Коэффициент инбридинга (FIS) –0.046 ± 0.011* –0.103 ± 0.016* –0.032 ± 0.010* –0.047 ± 0.010* –0.052 ± 0.016* –0.007 ± 0.014

* Значение индекса фиксации достоверно ( p < 0.05) отличается от нуля.

A
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E

D

B

27
.6

1 
%
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Рис. 1. Результаты анализа значений индекса фиксации FST методом 
главных компонент. 
По осям приведен процент объясненной дисперсии. 

Таблица 3. Результаты кластерного анализа популяций 
черно-пестрой (A–F) и голштинской (HOL) пород

Популяция Коэффициент подобия Q N

A 0.456 ± 0.004* 2408

B 0.507 ± 0.019* 65

C 0.481 ± 0.005* 1065

D 0.604 ± 0.007 630

E 0.549 ± 0.008* 459

F 0.551 ± 0.013* 161

HOL 0.622 ± 0.009 254

Примечание. Приведено значение коэффициента подобия Q (Pritchard 
et al., 2000), рассчитанного для числа кластеров k = 2 (Q1 и Q2). Данные по 
голштинской породе взяты из работы (van de Goor et al., 2011). *p < 0.001 
в результате попарного сравнения по критерию Стьюдента с популя- 
цией HOL.
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уровнем статистической надежности (рис. 2). Все  ос­
тальные популяции, включая контрольную выборку гол-
штинской породы, формировали единый кластер.

Обсуждение
При анализе 11 микросателлитных локусов во всей вы-
борке черно-пестрой породы крупного рогатого скота 
Новосибирской области нами установлено 105 аллелей. 
Это значение несколько ниже оценки, полученной при 
исследовании 13 224 особей голштинизированного черно-
пестрого скота Свердловской области (Модоров и др., 
2021). В 15 локусах, в том числе использованных нами 
микросателлитов, авторы обнаружили 164 аллеля, но при 
этом частота встречаемости 38 из них составляла менее 
0.1  %. С другой стороны, исследование 76 животных 
голштино-фризской породы из Польши с применением 
сходного набора локусов (совпадали 10 маркеров из 11) 
выявило в сумме 76 аллелей (Radko et al., 2005). Наблю-
даемые расхождения могут быть связаны с размером вы-
борки и/или числом использованных микросателлитных 
локусов.

Локус TGLA122 характеризовался наибольшим сред­
ним количеством аллелей на локус (12.833). Сходный по­
казатель по данному локусу (14 аллелей) был найден при 
исследовании черно-пестрой породы в Псковской облас­
ти (Аржанкова и др., 2015). Наименьшее (5.333) среднее 
количество аллелей на локус обнаружено нами в локусе 
TGLA126. Это значение хорошо совпадает с аналогичным 
параметром у черно-пестрой породы в Свердловской об-
ласти (7 аллелей, из них 2 аллеля с частотой менее 0.1 %) 
(Модоров и др., 2021). Наибольшее (5.760) и наименьшее 
(2.160) число эффективных аллелей было найдено нами 
в локусах TGLA122 и SPS115, что также хорошо соответ-
ствует результатам М.В. Модорова с коллегами (2021). 
Полученные нами значения наблюдаемой и ожидаемой 
гетерозиготности (0.729 и 0.694) практически идентичны 
оценкам, сделанным для черно-пестрого скота в Сверд-
ловской области (0.73 и 0.72) (Модоров и др., 2021), но 
несколько ниже оценок при исследовании быков-произ-
водителей этой же породы (0.779 и 0.751) (Зиновьева и 
др., 2015).

Известно, что случайно выбранных из популяции 
25–30  особей достаточно для надежной оценки частот 
аллелей, ожидаемой гетерозиготности и генетических рас­

стояний (Hale et al., 2012). Размеры выборок в нашем ис-
следовании значительно превосходили этот порог. Анализ 
с помощью точного теста Фишера показал, что все шесть 
исследованных выборок можно считать отдельными по­
пуляциями (см. Приложение 1), что позволило нам пе­
рейти к более детальному анализу генетических различий 
между ними. 

Число эффективных аллелей, аллельное обогащение, 
наблюдаемую и ожидаемую гетерозиготность широко ис-
пользуют для оценки генетического разнообразия между 
популяциями, поскольку эти параметры не зависят от чис- 
ленности выборок (Leberg et al., 2002; Галинская и др., 
2019). В нашем исследовании эти показатели достоверно 
не различались между изученными популяциями (см. 
табл. 2). По-видимому, все исследованные хозяйства в 
селекционно-племенной работе использовали спермопро­
дукцию из сходных источников. 

Наши результаты хорошо согласуются с исследовани­
ем 29 стад голштинизированного черно-пестрого скота 
на территории Свердловской области, в котором 27 стад 
статистически значимо не различались по значениям 
генетической дифференциации (Модоров и др., 2021). 
К сожалению, в работах по мониторингу популяций круп-
ного рогатого скота с применением микросателлитных 
маркеров внутри одной породы исследователи, как прави-
ло, не используют статистические методы для сравнения 
показателей генетического разнообразия (Глинская, 2013; 
Кузнецов, 2014; Zsolnai et al., 2014; Agung et al., 2016; 
Szucs et al., 2019). Приватные аллели были обнаружены 
нами во всех изученных популяциях, кроме популяции В. 
Вероятно, это связано с наименьшей численностью жи-
вотных в этой популяции (N = 65). По этому показателю 
популяции черно-пестрой породы Новосибирской области 
значительно превосходили черно-пестрый скот Республи-
ки Беларусь, в которой приватные аллели были выявлены 
только в трех из девяти популяций (Глинская, 2013). 

Известно, что FIS, коэффициент инбридинга особей в 
субпопуляциях, может указывать на редукцию гетеро-
зиготности из-за неслучайного спаривания (Кузнецов, 
2014). При FIS > 0 имеет место дефицит гетерозиготных 
особей (родственное спаривание), при FIS < 0 – избыток 
гетерозигот (неродственное спаривание), при FIS = 0 − 
случайное спаривание (соответствие распределению Хар­
ди–Вайнберга). В нашем исследовании в большинстве 
популяций (А–Е) значения FIS были существенно ниже 
нуля, что говорит об избытке гетерозигот. Действительно, 
в популяциях А–Е нами были обнаружены достоверные 
отклонения распределения генотипов отдельных локусов 
от равновесия Харди–Вайнберга (см. Приложение 2), что 
хорошо согласуется с приведенным выше результатом. 
Наиболее вероятная причина наблюдаемого эффекта  – 
применение в этих хозяйствах системы спаривания, на­
правленной на снижение инбридинга (аутбридинг, дис-
ассортативное спаривание и т. д.) (Кузнецов, 2014), хотя 
не исключено также действие других факторов (конечные 
размеры популяции, неслучайное скрещивание особей, 
влияние отбора и др.) (Галинская и др., 2019).

В тесте распределения по популяциям в среднем 45.7 % 
животных в нашем исследовании были корректно отне-
сены к их оригинальным группам (см. Приложение 3). 

Рис. 2. Филогенетическая дендрограмма генетических взаимоотно-
шений популяций черно-пестрой (A–F) (собственные данные) и гол-
штинской (HOL) (van de Goor et al., 2011) пород. 
В узлах указаны значения бутстрэп-анализа.
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Сходное значение (48 %) было получено при исследова-
нии 16 стад лимузинской породы в Венгрии (Szucs et al., 
2019). Однако для популяции В этот показатель составлял 
70.8 %, что свидетельствует о существенном отличии этой 
популяции от всех остальных. 

Результаты анализа значений субпопуляционного ин-
декса фиксации FST с помощью метода главных компо­
нент показывают, что популяции А, С, Е и F формируют 
компактную группу (см. рис. 1). Значения FST в пределах 
этой группы составляли от 0.004 до 0.008 (см. Приложе­
ние 4). Популяции В и D удалены от этой группы жи-
вотных по первой и второй компоненте соответственно. 
Наибольшее генетическое расстояние, согласно индексу 
фиксации, наблюдалось между группами B и D и состав-
ляло 0.013. Этот диапазон генетических расстояний по 
FST хорошо соответствует данным, полученным по одно­
нуклеотидным полиморфизмам с помощью биочипа Illu- 
mina BovineSNP50, для шести племенных заводов голш­
тинизированного черно-пестрого скота Ленинградской 
области (0.002–0.012) (Смарагдов, 2018) и популяций 
джерсейской породы в США, Канаде и Великобритании 
(0.006–0.016) (Cooper et al., 2016).

Согласно классификации C. Райта, генетическая диф­
ференциация популяций считается незначительной, если 
FST не превышает 0.05 (Wright, 1978). В.М. Кузнецов 
(2020) считает, что дифференциацию менее 0.01 можно 
отнести к категории, «не имеющей существенного значе­
ния или ничтожной», поэтому интерпретировать ее необ­
ходимо с осторожностью. Тем не менее Т.В. Галинская с 
коллегами (2019) полагает, что «интерпретация величины 
FST более сложна, чем простая ссылка на это количествен-
ное руководство». По мнению этих авторов, «более важ-
ный вопрос заключается в том, можем ли мы обнаружить 
статистически значимую генетическую дифференциацию 
(FST > 0) или нет». 

С помощью пермутационного теста мы показали, что 
все найденные оценки FST достоверны на уровне p < 0.01 
(см. Приложение 4), что также говорит в пользу генети-
ческой обособленности популяций B и D.

Хотя FST широко используется в качестве показателя 
генетической дифференциации популяций, его приме-
нение для мультиаллельных мультилокусных маркеров, 
какими являются микросателлиты, часто вызывает крити-
ку (Meirmans, Hedrick, 2011; Кузнецов, 2021). Для таких 
маркеров было предложено несколько альтернативных 
статистик, в частности показатель аллельной дифферен-
циации Джоста DEST, который основан на изменчивости 
эффективного числа аллелей (Jost et al., 2018). Считается, 
что эти два показателя взаимно дополняют друг друга и их 
следует использовать совместно (Meirmans, Hedrick, 2011; 
Кузнецов, 2021). В нашем исследовании дистанции DEST 
достоверно коррелировали с оценками FST (коэффициент 
корреляции Пирсона r = 0.92, p < 0.0001). Генетически 
наиболее далекими как по индексу фиксации FST, так и 
по показателю DEST оказались популяции В и D. 

Кластерный анализ выявил распределение исследован-
ных популяций черно-пестрой породы Новосибирской 
области и референсной популяции голштинской породы 
между двумя различными кластерами (см. табл. 3), что 

подтверждает их генетическое родство (Yurchenko et al., 
2018; Юдин, Ларкин, 2019). Значения коэффициента 
подобия для всех популяций черно-пестрой породы, за 
исключением D, оказались существенно ниже, чем у гол-
штинов, это свидетельствует о различной доли кровности 
голштинского скота в исследованных нами популяциях 
(Зиновьева и др., 2015).

При филогенетическом анализе популяции черно-пе-
строй породы разделились на три группы (см. рис. 2). 
Одну группу образовали близкие к голштинской породе 
популяции А, С, Е и F. Между тем популяции B и D 
формировали две отдельные ветви с высоким уровнем 
статистической поддержки. Этот результат подтверждает 
приведенные выше данные теста распределения по по-
пуляциям, анализа методом главных компонент, анализа 
показателей FST и DEST, а также кластерного анализа, о ге­
нетической обособленности популяций B и D.

Считается, что при сохранении породы в качестве по­
тенциального материала для последующего использова-
ния в селекции очень важно сберечь весь ее генофонд, 
поскольку в большинстве случаев нам неизвестно, ка-
кими именно генами или их сочетаниями определяются 
хозяйственно важные свойства породы (Столповский, 
2013; Столповский, Захаров-Гезехус, 2017). По мнению 
этих же авторов, задача программ по сохранению био-
разнообразия заключается «в поддержании разнообразия 
аллелей, имеющихся в настоящее время у вида (породы), 
а также в поддержании нормального накопления и по-
тенциального сохранения вновь возникающих мутантных 
аллелей – источника постоянной эволюции животных и 
их усовершенствования». 

В нашем исследовании результаты теста распределения 
по популяциям, анализа методом главных компонент, 
анализа показателей FST и DEST, а также кластерного и 
филогенетического анализов свидетельствуют о генети-
ческой обособленности двух популяций, B и D, от всех 
остальных. Исходя из вышеизложенного, для сохранения 
генофонда черно-пестрой породы нужно использовать в 
первую очередь животных именно этих популяций.

Заключение
Таким образом, параметры генетического разнообразия 
исследованных нами шести популяций черно-пестрого 
скота Новосибирской области существенно не отличаются 
от других российских популяций данной породы. В боль-
шинстве этих хозяйств наблюдается избыток гетерозигот, 
что говорит о низкой степени инбридинга. При разработке 
мероприятий, направленных на сохранение генетическо­
го разнообразия отечественного черно-пестрого скота, мы 
рекомендуем использовать животных из двух популяций, 
которые по генетическим характеристикам существенно 
отличаются от всех остальных.
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Аннотация. В современном высокотехнологичном обществе пространственные способности являются пре­
диктором успешности в жизни и профессиональной деятельности, особенно в STEM дисциплинах (от англ. 
Science, Technology, Engineering, and Mathematics). Согласно нейробиологическим гипотезам, существование 
индивидуальных различий в когнитивных способностях может быть обусловлено особенностями функцио­
нирования генов, участвующих в регуляции нейрогенеза и синаптической пластичности. С другой стороны, 
полногеномный анализ ассоциаций идентифицировал rs17070145 в гене KIBRA, ассоциированный с индивиду­
альными различиями в эпизодической памяти. Учитывая важную роль генетической и средовой компоненты 
в манифестации когнитивных функций, целью настоящего исследования являлись оценка основного эффекта 
полиморфных вариантов генов NGF (rs6330), NRXN1 (rs1045881, rs4971648), KIBRA (rs17070145), NRG1 (rs6994992), 
BDNF (rs6265), GRIN2B (rs3764030), APOE (rs7412, rs429358), SNAP25 (rs363050) и оценка ген-средовых взаимодей­
ствий в формировании индивидуальных особенностей пространственного мышления у индивидов без ког­
нитивных нарушений 18–25 лет (N = 1011, 80 % женщин). Измерение уровня пространственных способностей 
осуществлялось с помощью батареи тестовых заданий на вращение 3D фигур (shape rotation). Множественный 
линейный регрессионный анализ, проведенный в общей выборке с включением половой, этнической принад­
лежности и наличия «рискового» аллеля АРОЕ ε4 в качестве ковариат, продемонстрировал ассоциацию аллеля 
rs17070145*Т в гене KIBRA с более высоким уровнем пространственного мышления (β = 1.32; pFDR = 0.037) по 
сравнению с носителями генотипа rs17070145*СС. Анализ ген-средовых взаимодействий выявил, что табако­
курение (β = 3.74; р = 0.010) и место воспитания в детстве (β = –6.94; p = 0.0002) модулируют ассоциацию по­
лиморфных вариантов в гене KIBRA (rs17070145) и гене АРОЕ (rs7412, rs429358) с индивидуальными различия­
ми в пространственных способностях соответственно. Полученные результаты подтверждают связь аллеля 
rs17070145*Т в гене KIBRA с улучшением когнитивных функций и впервые свидетельствуют об ассоциации дан­
ного генетического варианта с особенностями пространственного мышления. «Протективный» эффект аллеля 
APOE ε2 на улучшение когнитивного функционирования наблюдается только при сочетании определенных 
особенностей воспитания в детстве.
Ключевые слова: KIBRA; APOE; когнитивные способности; мысленное вращение предметов; линейная регрес­
сия; ген-средовые взаимодействия.
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The role of the KIBRA and APOE genes  
in developing spatial abilities in humans

Abstract. In the contemporary high-tech society, spatial abilities predict individual life and professional success, es­
pecially in the STEM (Science, Technology, Engineering, and Mathematics) disciplines. According to neurobiological 
hypotheses, individual differences in cognitive abilities may be attributed to the functioning of genes involved in the 
regulation of neurogenesis and synaptic plasticity. In addition, genome-wide association studies identified rs17070145 
located in the KIBRA gene, which was associated with individual differences in episodic memory. Considering a sig­
nificant role of genetic and environmental components in cognitive functioning, the present study aimed to estimate 
the main effect of NGF (rs6330), NRXN1 (rs1045881, rs4971648), KIBRA (rs17070145), NRG1 (rs6994992), BDNF (rs6265), 
GRIN2B (rs3764030), APOE (rs7412, rs429358), and SNAP25 (rs363050) gene polymorphisms and to assess the effect of 
gene-environment interactions on individual differences in spatial ability in individuals without cognitive decline aged 
18–25 years (N = 1011, 80 % women). Spatial abilities were measured using a battery of cognitive tests including the 
assessment of “3D shape rotation” (mental rotation). Multiple regression analysis, which was carried out in the total 
sample controlling for sex, ethnicity and the presence of the “risk” APOE ε4 allele, demonstrated the association of the 
rs17070145 Т-allele in the KIBRA gene with enhanced spatial ability (β = 1.32; pFDR = 0.037) compared to carriers of 
the rs17070145 CC-genotype. The analysis of gene-environment interactions revealed that nicotine smoking (β = 3.74; 
p = 0.010) and urban/rural residency in childhood (β = –6.94; p = 0.0002) modulated the association of KIBRA rs17070145 
and АРОЕ (rs7412, rs429358) gene variants with individual differences in mental rotation, respectively. The data obtained 
confirm the effect of the KIBRA rs17070145 Т-allele on improved cognitive functioning and for the first time evidence the 
association of the mentioned genetic variant with spatial abilities in humans. A “protective” effect of the APOE ε2 allele 
on enhanced cognitive functioning is observed only under certain conditions related to childhood rearing.
Key words: KIBRA; APOE; cognitive abilities; mental rotation; linear regression; gene-environment interactions.
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Введение
Изучение продуктивности когнитивных функций как со-
ставной части индивидуального личностного потенциала 
приобретает сегодня все большую актуальность в связи с 
тем, что уровень когнитивного функционирования лежит 
в основе жизненного успеха и самореализации каждого 
человека. В частности, в современном высокотехноло-
гичном обществе пространственные способности (т. е. 
способности к пространственному мышлению) являются 
предиктором успешности в жизни и профессиональной 
деятельности, особенно в STEM (от англ. Science, Tech-
nology, Engineering, and Mathematics) дисциплинах (Nagy-
Kondor, 2017). Существующие к настоящему времени 
гипотезы индивидуального развития пространственного 
мышления предполагают значительную роль генетиче-
ских, эпигенетических и средовых факторов (Mustafin et 
al., 2020; Тахирова и др., 2021). По данным близнецовых 
исследований, вклад генетического компонента в вариа
ции этого признака составляет 64–84 %, меняясь в зави
симости от исследуемого типа пространственных способ-
ностей (Malanchini et al., 2020).

Согласно нейробиологическим гипотезам, существо-
вание индивидуальных различий в когнитивных способ-
ностях может быть обусловлено особенностями функцио-
нирования генов, участвующих в регуляции нейрогенеза и 
синаптической пластичности в таких регионах мозга, как 
префронтальная кора и гиппокамп (Mustafin et al., 2020). 
Последний процесс представляет собой формирование но-
вых нейрональных связей в ответ на приобретение нового 
опыта. Важная роль в регуляции этого процесса принадле-
жит нейротрофическим факторам (BDNF, NGF), нейрек-
синам (NRXN1), нейрегулину (NRG1), синаптосомально-
ассоциированному белку (SNAP25), глутаматергическому 
рецептору (GRIN2B) (Еникеева и др., 2017; Mustafin et al., 
2020). Одним из наиболее значимых и повторяющихся 
результатов в области изучения когнитивного функциони-
рования является связь аллельного варианта гена АРОЕ ε4 

с риском развития болезни Альцгеймера и повышенным 
темпом снижения когнитивных способностей (Porter et al., 
2018; Li Х. et al., 2019). Ранее предпринимались попытки 
оценить эффект различных вариантов генов, участвующих 
в регуляции нейрогенеза (APOE, TOMM40, BDNF, SORL1, 
CLSTN2), на скорость изменения когнитивных функций у 
индивидов старше 65–70 лет без когнитивного дефицита 
(Laukka et al., 2020). Учитывая, что около 60 % вариаций 
в когнитивных изменениях в онтогенезе коррелируют 
между различными когнитивными особенностями (эпизо-
дической и семантической памятью, скоростью обработки 
информации, невербальным интеллектом, пространствен-
ным мышлением и др.) (Tucker-Drob et al., 2019), можно 
предположить, что аллельные варианты генов, белковые 
продукты которых связаны с регуляцией нейрогенеза, 
могут быть тоже ассоциированы с пространственными 
способностями.

Наряду с генно-кандидатным подходом существенный 
вклад в изучение генов комплексных признаков вносит 
другой методологический подход – полногеномный ана-
лиз ассоциаций (GWAS), позволивший выявить генети-
ческие варианты, участвующие в регуляции когнитивного 
функционирования. Одним из таких локусов является 
rs17070145, локализованный в интроне  9 гена  KIBRA 
(KIdney and BRAin expressed protein), который был изна-
чально идентифицирован в ходе GWAS эпизодической 
памяти в когортах из Швеции и Америки (Papassotiropou
los et al., 2006). Последующие работы подтвердили ассо-
циацию минорного аллеля Т с улучшением эпизодической 
памяти (Porter et al., 2018) и пространственного обучения 
(Schuck et al., 2013). Недавний метаанализ, включавший 
20 выборок по типу «случай-контроль», подтвердил ассо-
циацию аллеля rs17070145*C с увеличением риска разви-
тия болезни Альцгеймера и когнитивного дефицита среди 
индивидов зрелого возраста (Ling et al., 2018). Известно, 
что ген KIBRA (известный также как WWC1, WW domain-
containing protein  1) кодирует белок сигнальной транс-
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дукции, широко экспрессируемый в почках и отделах 
головного мозга, связанных с регуляцией памяти (гип-
покамп, профронтальная кора, мозжечок и гипоталамус). 
Он участвует в большом количестве клеточных функций, 
включая миграцию клеток, везикулярный транспорт, регу-
ляцию транскрипции, синаптогенез, нейрональный сигна-
линг, а также оказывает нейропротективное действие, спо-
собствуя ингибированию Aβ-индуцированного апоптоза 
(Heitz et al., 2016). Кроме того, на функциональном уровне 
было показано, что снижение постсинаптического уровня 
белка Kibra опосредует снижение памяти и синаптической 
пластичности (Heitz et al., 2016). Необходимо отметить, 
что когнитивное функционирование может быть опосре-
довано аддитивным и эпистатическим взаимодействием 
белковых продуктов генов генов APOE и KIBRA (Wang et 
al., 2019), что говорит о необходимости одновременного 
анализа обоих генов.

К настоящему времени неизвестно, вовлечен ли локус 
rs17070145 в гене KIBRA в регуляцию других когнитивных 
способностей (в том числе пространственных) у инди-
видов более раннего возраста. Таким образом, учитывая, 
что аллель Т в гене KIBRA в большинстве исследований 
лиц без когнитивного дефицита был ассоциирован с улуч
шением памяти и исполнительных функций и связан с 
лучшим функционированием префронтальной коры и 
гиппокампа (Papassotiropoulos et al., 2006; Zhang et al., 
2009), мы предположили, что подобная связь может су-
ществовать и в отношении улучшения пространственного 
мышления у психически здоровых индивидов. 

Помимо генетического компонента, индивидуальные 
вариации в пространственных способностях могут быть 
обусловлены особенностями микро- и макроокружения в 
онтогенезе, включая половую принадлежность (Lauer et 
al., 2019). В связи с этим целью настоящего исследования 
является: 1)  оценка основного эффекта полиморфных 
вариантов генов, участвующих в регуляции нейрогенеза 
и синаптической пластичности; 2) оценка ген-средовых 
взаимодействий в формировании индивидуальных осо-
бенностей пространственного мышления у индивидов 
без когнитивных нарушений.

Материалы и методы
В исследовании приняли участие 1011 психически здоро-
вых индивидов (80 % женщин) – студенты вузов Респуб
лики Башкортостан и Удмуртской Республики (средний 
возраст 19.79 ± 1.69 года), из них: русских – 535, татар – 
231, удмуртов – 160, индивидов смешанной этнической 
принадлежности – 85. Все добровольцы отрицали у себя 
отягощенную наследственность по психическим заболе-
ваниям и не состояли на учете у психиатра и нарколога.

Оценка пространственных способностей проводилась 
в 2017–2019  гг. с помощью батареи тестовых заданий, 
оцениваемых как число правильных ответов на вопросы 
о вращении 3D фигур (shape rotation), которая была реа-
лизована в цифровом формате на психодиагностической 
платформе Российской академии образования. Все вклю-
ченные индивиды прошли также анкетирование, учитыва-
ющее этническую принадлежность до трех поколений и 
ряд вопросов социального характера: особенности детско-
родительских отношений (стиль родительского воспита-

ния, эпизоды плохого обращения в детстве, воспитание в 
полной/неполной семье), уровень доходов семьи, возраст 
матери и отца при рождении ребенка, вес ребенка при рож-
дении, место воспитания, число детей в семье и порядок 
рождения, знание своего родного языка (билингвизм), на-
личие хронических заболеваний и табакокурения. Место 
воспитания (городская/сельская местность) определялось 
на основании численности населенного пункта, согласно 
(Kazantseva et al., 2020): к сельской местности были от-
несены демографические единицы численностью менее 
50 000 человек. Все респонденты заполнили добровольное 
согласие на участие в исследовании. Исследование было 
одобрено биоэтическим комитетом Института биохимии 
и генетики УФИЦ РАН.

Сбор биологического материала осуществлялся в 2017– 
2019 гг. с последующим выделением ДНК из лимфоцитов 
периферической крови. Генотипирование 10 полиморф-
ных локусов генов NGF (rs6330), NRXN1 (rs1045881, 
rs4971648), KIBRA (rs17070145), NRG1 (rs6994992), BDNF 
(rs6265), GRIN2B (rs3764030), APOE (rs7412, rs429358), 
SNAP25 (rs363050) выполнялось методом ПЦР в реаль-
ном времени с использованием наборов KASP (LGC 
Genomics,  Великобритания) на амплификаторе  CFX96  
(BioRad, США) с возможностью проведения анализа 
флуоресценции по конечной точке. Генотипы в гене АРОЕ 
были сгруппированы на основании наличия аллелей ε2, 
ε3, ε4.

Количественные данные проверяли на подчинение за
кону распределения Гаусса с помощью W-теста Шапиро–
Уилка ( p > 0.05). Основной эффект полиморфных локусов 
оценивали с помощью множественного линейного регрес-
сионного анализа. Были проанализированы различные 
статистические модели (аддитивная, доминантная, ре-
цессивная) в программе PLINK v.1.09, при этом половая, 
этническая принадлежность и наличие аллеля APOE ε4 
были включены в качестве независимых переменных 
наряду с генотипами (формула (1)). В модель линейной 
регрессии для оценки ген-средовых взаимодействий также 
были включены изученные социодемографические пара-
метры и генотипы в качестве независимых переменных, 
согласно формуле (2):

   Y(G) = k + β1COV1 + β2COV2 + β3COV3 + β4 x4,	       (1)

 Y(G×E) = k + β1COV1 + β2COV2 + β3COV3 + β4 x4 + 
                           + β5COV5 + β6 x4COV5,		       (2)

где Y – показатель пространственного мышления; k – кон-
станта; β1, …, 6 – коэффициенты регрессии; COV1 – половая 
принадлежность; COV2  – этническая принадлежность; 
COV3 – наличие/отсутствие аллеля АРОЕ ε4; x4 – наличие 
минорного аллеля анализируемого локуса в случае до-
минантной модели (число копий минорного аллеля – для 
аддитивной модели); COV5 – средовой фактор; x4COV5 – 
эффект взаимодействия аллеля и средового фактора.

В случае выявления статистически значимой модели ген-
средового взаимодействия проводился стратификацион
ный анализ между группами, разделенными как по сре-
довому, так и по генетическому компоненту (SPSS 23.0). 
Для коррекции на множественность сравнений была 
осуществлена процедура FDR (PLINK v.1.09). 
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Результаты
В настоящей работе распределение частот аллелей и ге- 
нотипов изученных полиморфных локусов генов соответ
ствовало распределению Харди–Вайнберга (см. таблицу). 
Последующий множественный линейный регрессионный 
анализ, проведенный в общей выборке с включением 
половой, этнической принадлежности и наличия «риско
вого» аллеля АРОЕ ε4 в качестве ковариат, продемон-
стрировал ассоциацию аллеля Т полиморфного локуса 
rs17070145 в гене KIBRA с более высоким уровнем про-
странственного мышления (β = 1.32; βST = 0.10; p = 0.003; 
pFDR = 0.037; r2 = 0.007) по сравнению с носителями гено-
типа rs17070145*СС (в аддитивной модели, см. таблицу).

При моделировании линейной регрессии отдельно в 
группах женщин, мужчин, носителей и неносителей алле-
ля АРОЕ ε4 не выявлено статистически значимого эффекта 
изученных локусов после коррекции на множественность 
сравнений ( pFDR > 0.05, см. таблицу). Средние значения 
уровня пространственного мышления в зависимости от 
генотипа полиморфного локуса rs17070145 в гене KIBRA 

в общей группе и с учетом половой принадлежности и 
наличия/отсутствия аллеля APOE ε4 продемонстрированы 
на рис. 1.

В результате анализа ген-средовых взаимодействий, 
учитывающего, наряду с генетическими вариантами, 
эффект различных социальных параметров, было пока-
зано, что табакокурение модулирует ассоциацию локуса 
rs17070145 в гене KIBRA с индивидуальными различиями 
в пространственных способностях (β = 3.74; βST = 0.14; 
р  =  0.010). Для уточнения эффекта статуса курения на 
уровень когнитивных способностей был проведен стра-
тификационный анализ, который продемонстрировал, что 
лучшее пространственное мышление характерно для но-
сителей аллеля rs17070145*Т, заявивших о табакокурении, 
по сравнению с теми, кто отрицал у себя наличие такого 
поведения (β = 4.59; βST = 0.22; r2 = 0.003; рFDR = 0.004) 
(рис.  2, а). Кроме того, модель, включавшая в себя ва-
рианты гена АРОЕ и место воспитания в детстве, также 
достигла уровня статистической значимости (β = –6.94; 
βST = –0.23; р = 0.0002). Причем наилучший уровень 

Изученные полиморфные локусы, тест Харди–Вайнберга и результаты линейного регрессионного анализа  
ассоциации генов с пространственными способностями (аддитивная модель) в общей группе и подгруппах

Ген SNP Аллелиa MAF pHWE Общая выборка Женщины Мужчины APOE ε4+ APOE ε4–

βST p   βST p βST p   βST p βST p

NGF rs6330 A/G 0.400 0.056 –0.01 0.582 0.01 0.677 –0.14 0.056 0.01 0.846 –0.01 0.835

NRXN1 rs1045881 T/C 0.176 0.446 –0.04 0.216 –0.05 0.200 –0.01 0.868 –0.08 0.213 –0.01 0.851

rs4971648 C/T 0.223 0.053 0.01 0.813 0.02 0.648 –0.03 0.711 –0.05 0.467 0.01 0.715

NRG1 rs6994992 T/C 0.428 0.697 –0.05 0.168 –0.04 0.288 –0.08 0.327 –0.15 0.027f –0.02 0.604

BDNF rs6265 A/G 0.146 0.248 0.01 0.890 0.01 0.857 0.01 0.949 0.07 0.325 –0.01 0.790

GRIN2B rs3764030 T/C 0.224 0.359 0.08 0.019b 0.07 0.079 0.13 0.083 0.13 0.049 0.06 0.137

APOE rs7412 ε4+ 0.134 0.825 –0.12 0.337 –0.32 0.036d 0.29 0.211 – – – –

rs429358 ε2+ 0.079 0.359 –0.02 0.468 –0.02 0.608 –0.07 0.399 – – – –

SNAP25 rs363050 G/A 0.442 0.897 0.01 0.801 0.02 0.679 –0.02 0.789 0.01 0.914 0.01 0.875

KIBRA rs17070145 T/C 0.431 0.055 0.10 0.003c 0.09 0.022e 0.15 0.057 0.15 0.033g 0.08 0.036h

Примечание. MAF  – частота минорного аллеля; pHWE – p-value для теста Харди–Вайнберга; βST  – стандартизованный коэффициент регрессии;  
p – p-value для теста Вальда (Wald test). Статистически значимые различия (после FDR-коррекции) выделены жирным шрифтом. a минорный/мажор­
ный аллели; b pFDR = 0.098; c pFDR = 0.037; d pFDR = 0.183; e pFDR = 0.183; f pFDR = 0.164; g pFDR = 0.164; h pFDR = 0.368.

Рис. 1. Средние значения уровня пространственного мышления в зависимости от генотипа полиморфного локуса rs17070145 в гене KIBRA  
в общей группе (а) и с учетом половой принадлежности (б ) и наличия/отсутствия аллеля APOE ε4 (в).

Статистически значимые различия в уровне пространственных способностей между группами отмечены скобками (*pFDR < 0.05).
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пространственных способностей был обнаружен у носи-
телей «благоприятного» аллеля APOE  ε2, воспитанных 
в сельской местности, по сравнению с теми, кто провел 
свое детство в городских условиях (β = –6.04; βST = –0.25; 
r2 = 0.06; рFDR = 0.021) (см. рис. 2, б ).

Обсуждение
Поскольку ранее была продемонстрирована необходи-
мость включения в оцениваемые статистические модели 
известного фактора риска формирования когнитивного 
дефицита (аллеля ε4 в гене APOE) (Porter et al., 2018; Li X. 
et al., 2019), в настоящей работе осуществлялась про-
верка гипотез как в общей выборке (с включением этого 
«рискового» аллеля в модель линейной регрессии как 
ковариаты), так и в выборках, разделенных на основании 
носительства аллеля APOE ε4. Предыдущие исследования 
свидетельствуют о том, что у индивидов без когнитивного 
дефицита, содержащих в своем геноме аллель APOE ε4 
(связанный с накоплением Aβ-амилоида), наблюдалась 
большая скорость снижения вербальной эпизодической 
памяти и гипотрофии гиппокампа в случае присутствия 
генотипа rs17070145*СС в гене KIBRA по сравнению с 
носителями минорного аллеля Т (Porter et al., 2018). В на- 
шем исследовании при анализе индивидов возрастной 
группы 18–25 лет без когнитивных нарушений не обна-
ружено существенного эффекта наличия аллеля APOE ε4 
на ассоциацию вариантов гена  KIBRA с уровнем про-
странственных способностей. Тем не менее мы включили 
данный «рисковый» аллель в гене APOE в качестве неза-
висимой переменной в модель множественной регрессии. 
В результате нами впервые был продемонстрирован по-
зитивный эффект полиморфного варианта rs17070145*Т 
в гене KIBRA на формирование более высокого уровня 
пространственного мышления у лиц без когнитивного де-
фицита, что в определенной мере согласуется с данными, 
полученными другими научными группами у психически 
здоровых лиц без когнитивных нарушений (Schuck et al., 
2013; Porter et al., 2018).

Выявленный нами эффект подтверждается результата-
ми функциональных исследований, в которых было пока-
зано, что полиморфный вариант rs17070145 в гене KIBRA 
связан с объемом серого вещества в префронтальной 
коре и парагиппокампальной извилине у лиц пожилого 

возраста (Li R. et al., 2020). В частности, количество се-
рого вещества, по результатам воксель-ориентированной 
морфометрии, снижено у носителей аллеля rs17070145*С 
по сравнению с носителями генотипа rs17070145*TT как 
у лиц зрелого возраста (Li R. et al., 2020), так и у более 
молодых индивидов (Wang et al., 2013), что, в свою оче-
редь, отражается на улучшении когнитивного функцио-
нирования у носителей минорного аллеля Т. Интересно, 
что у лиц молодого возраста в случае наличия аллеля С, 
связанного со снижением серого вещества, наблюдается 
компенсаторный эффект посредством усиления синхро-
низации между отделами головного мозга, участвующи-
ми в регуляции исполнительного контроля (Wang et al., 
2013). Полученные нами результаты могут быть объяс-
нены высоким уровнем долговременной потенциации в 
гиппокампе и связанным с этим значительным уровнем 
когнитивного функционирования в случае увеличения 
экспрессии гена KIBRA (Heitz et al., 2016), что, возможно, 
обусловлено наличием аллеля rs17070145*Т. С другой 
стороны, изученный локус rs17070145 может находиться 
в неравновесии по сцеплению с другими функциональ-
ными вариантами (приводящими к возникновению мис-
сенс-мутаций rs3822660G/T или M734I, rs3822659T/G 
или S735A), локализованными в экзоне 15 гена KIBRA, 
которые опосредуют дифференциальное Ca2+-зависимое 
связывание С2-домена белка с фосфатидилинозитолами, 
участвуя, таким образом, в регуляции клеточных путей 
(Duning et al., 2013).

Ученые приходят к выводу, что противоречивость опуб
ликованных данных в отношении локуса rs17070145 в 
гене KIBRA, скорее всего, объясняется особенностями ког
нитивного статуса исследуемой выборки, а также демо-
графическими параметрами, включая возраст (Zhang et al., 
2009; Li X. et al., 2019). В этой связи мы проанализировали 
различные регрессионные модели, которые включали 
средовые факторы. Одним из интересных результатов, 
полученных в нашей работе, является эффект табакоку-
рения, который модулирует ассоциацию аллельного ва-
рианта в гене KIBRA с уровнем пространственного мыш-
ления. Другой исследовательской группе также удалось 
выявить, что меньшее количество постоянных ошибок в 
когнитивных тестах наблюдалось у лиц с никотиновой 
зависимостью из европейских популяций, по сравнению 
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Рис. 2. Результаты анализа ген-средовых взаимодействий, демонстрирующие модулирующий эффект (а) табакокурения 
на ассоциацию полиморфного варианта rs17070145 в гене KIBRA, (б ) места воспитания на ассоциацию вариантов гена АРОЕ 
с уровнем пространственного мышления.

Статистически значимые различия в уровне пространственных способностей между группами отмечены скобками (* рFDR < 0.05).

https://link.springer.com/article/10.1007/s10072-019-03866-8#ref-CR12
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с теми, кто  злоупотреблял табакокурением в прошлом, 
но только при наличии у них аллеля rs17070145*Т в гене 
KIBRA (Zhang et al., 2009). Примечательно, что в нашем ис-
следовании при включении в модель линейной регрессии 
взаимодействия параметров (генотипа KIBRA rs17070145 
и «статуса курения») тоже была обнаружена ассоциация 
минорного аллеля Т с более высокими способностями к 
мысленному вращению предметов, которая наблюдалась 
у индивидов, заявивших о табакокурении, по сравнению 
с теми, кто отрицал у себя наличие такого поведения. 
Таким образом, предполагается, что никотин оказывает 
позитивный эффект на когнитивные способности (вклю-
чая исполнительные функции, внимание) у индивидов с 
аллелем Т (Zhang et al., 2009). Согласно результатам наших 
предыдущих работ, никотин может выступать в качестве 
модулятора генетической ассоциации индивидуальных 
когнитивных и психологических особенностей в выборке 
здоровых индивидов (Davydova et al., 2020), что может 
быть связано с изменением эпигенетического профиля в 
изученных генах под действием никотина. 

Несмотря на то что многочисленные работы свидетель-
ствуют об ассоциации «рискового» аллеля APOE ε4 с раз-
витием когнитивного дефицита и болезни Альцгеймера, 
снижением объема серого вещества в гиппокампе (Porter 
et al., 2018; Li X. et al., 2019), ухудшением пространствен-
ного мышления (Laczó et al., 2020), нами не был иденти-
фицирован основной эффект аллельных вариантов гена 
APOE на формирование особенностей пространственного 
мышления у психически здоровых индивидов без ког-
нитивных нарушений. Ранее предпринимались попытки 
оценить совместный эффект аллеля APOE ε4 и средовых 
факторов (табакокурения,  физической активности, на-
личия лишнего веса, уровня образования) на уровень 
когнитивных характеристик у индивидов 40–79 лет, ко-
торые не обнаружили значимых моделей ген-средовых 
взаимодействий (Rodriguez et al., 2018). Тем не менее про-
веденный нашей научной группой анализ ген-средовых 
взаимодействий позволил выявить вовлеченность аллель-
ных вариантов гена APOE в развитие пространственного 
мышления в зависимости от места воспитания индивида 
(городской/сельской местности). Наилучший уровень 
пространственных способностей был характерен для ин-
дивидов – носителей «благоприятного» аллеля APOE ε2, 
воспитанных в сельской местности, по сравнению с теми, 
кто провел свое детство в городских условиях. Таким об
разом, на основании полученных нами данных можно 
предположить неблагоприятный эффект воспитания в 
городской местности, который проявляется даже в случае 
наличия «благоприятного» аллеля АPOЕ ε2, связанного с 
увеличением нейрональной активности (Davis et al., 2020).

В опубликованных данных других научных групп также 
наблюдалась корреляция между отсутствием когнитивно-
го дефицита в зрелом возрасте и доступом к «озеленен-
ным» территориям в детстве, причем этот эффект был ха
рактерен для лиц, не имеющих аллель APOE ε4 (Cherrie 
et al., 2018). Интересно, что наличие «озелененной» ин
фраструктуры в ближайшей доступности оказывало по-
ложительное влияние на улучшение памяти и внимания 
у детей школьного возраста даже за один год (Dadvand et 
al., 2015), а долговременное проживание в озелененной 

местности коррелировало с увеличением объема серого 
вещества в префронтальной коре головного мозга, объ-
ясняя, таким образом, улучшение когнитивных функций 
(Dadvand et al., 2018). Объяснений такому наблюдению 
может быть несколько. Во-первых, проживание в урба-
низированной местности связано с более высоким содер-
жанием экополлютантов и ксенобиотиков, что приводит 
к нарушению регуляции различных нейромедиаторных 
систем мозга (Dadvand et al., 2018). Во-вторых, извест-
но о существовании различий в степени латерализации 
функций, особенностях речевого развития и протекания 
зрительно-пространственных процессов в зависимости 
от проживания в городской/сельской местности в детстве 
(Поляков, 2008). В частности, для сельской популяции 
характерно форсированное развитие правополушарных 
структур мозга, тогда как городские школьники демон-
стрируют преимущественное развитие функциональных 
систем левого полушария, что выражается в особенностях 
их когнитивной деятельности. В-третьих, позитивный 
эффект воспитания в сельской местности на когнитив-
ные характеристики может быть связан с особенностями 
питания, причем только в случае отсутствия в геноме «не-
благоприятного» APOE ε4 аллеля, что было обнаружено 
ранее другими авторами (Martínez-Lapiscina et al., 2014). 
С одной стороны, употребление детьми, выросшими в ма-
лых населенных пунктах, более экологичных, доступных 
фермерских продуктов и больший уровень их физической 
активности (например, помощь старшим членам семьи на 
приусадебных участках), с другой, могут способствовать 
«проявлению» положительного эффекта аллеля  ε2 на 
уровень пространственного мышления. В-четвертых, как 
следствие воспитания в сельской местности, дети могут 
получить «благоприятный» состав микробиоты кишечни-
ка, который, как показали научные результаты последних 
лет (Mancabelli et al., 2017), оказывает прямое воздействие 
на работу головного мозга посредством функционирова-
ния оси «мозг–микробиом кишечника».

В то же время урбанизация населения сопровождается 
увеличением риска развития психических и когнитивных 
нарушений вследствие снижения воздействия макро- и 
микроорганизмов, приводя к нарушению иммунорегуля
ции. Это, в свою очередь, может выражаться в увеличен-
ном воспалительном ответе организма на психологические 
стрессоры, связанном с проживанием в высокотехнологич-
ном обществе по сравнению с малыми территориальными 
единицами (Rook et al., 2013). Кроме того, влияние места 
проживания на уровень когнитивного функционирования 
может быть обусловлено излишним уровнем стресса, ха-
рактерным для проживания в городской местности и кор-
релирующим с повышенным уровнем кортизола. В одной 
из работ сообщалось о наличии взаимодействия между 
уровнем кортизола и присутствием в геноме «рискового» 
аллеля APOE ε4, что приводило к снижению когнитивного 
функционирования (Lee et al., 2008).

Таким образом, продемонстрированный нами эффект 
ген-средовых взаимодействий, оказывающих влияние 
на особенности развития пространственного мышления, 
позволяет предположить, что положительный эффект 
наличия аллеля APOE ε2 на когнитивные способности 
может проявляться только в случае воспитания в малых 
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населенных пунктах, что, вероятно, оказывает благоприят-
ное воздействие на протекание нейрональных процессов.

Несмотря на возможный эффект эпистатических или 
аддитивных взаимодействий генов, участвующих в регу-
ляции нейрогенеза и синаптической пластичности (Wang 
et al., 2019), мы не выявили ни основной, ни эпистатиче-
ский эффект генов BDNF, NGF, NRXN1, NRG1, SNAP25, 
GRIN2B в формировании индивидуальных особенностей 
в пространственных способностях. Другие работы так
же продемонстрировали отсутствие ассоциации вариан
тов генов регуляции нейрогенеза (APOE, SORL1, BDNF, 
TOMM40, KIBRA, COMT) с уровнем пространственных 
способностей у индивидов 40–60  лет (Korthauer et al., 
2018). Согласно нашим предыдущим исследованиям, ряд 
генов, участвующих в регуляции синаптической пластич-
ности, включая гены SNAP25, NRXN1, NRG1, оказывается 
вовлеченным в формирование индивидуальных различий 
в уровне таких когнитивных характеристик, как матема-
тические способности (Казанцева и др., 2020) и объем 
рабочей памяти (Еникеева и др., 2017). Высказанное в 
настоящей работе предположение об ассоциации ал-
лельных вариантов генов, участвующих в нейрогенезе, 
в формировании пространственного мышления, не было 
подтверждено. 

Заключение
В ходе междисциплинарного исследования был обнару
жен основной эффект гена KIBRA на формирование осо
бенностей пространственного мышления у индивидов 
без когнитивных нарушений, причем наличие табакоку
рения у респондентов оказывало позитивный модули
рующий эффект на улучшение исследованного типа 
когнитивных способностей у носителей минорного алле
ля rs17070145*Т. Следует отметить, что нами был под-
твержден «протективный» эффект аллеля APOE  ε2 на 
улучшение когнитивного функционирования, который 
проявлялся только при сочетании такого благоприятного 
параметра, как воспитание в сельской местности в дет-
стве. Полученные результаты согласуются с ранее выска
занными представлениями о связи минорного аллеля 
rs17070145*Т в гене KIBRA с улучшением когнитивных 
функций и впервые свидетельствуют о вовлеченности 
данного генетического варианта в развитие особенностей 
пространственного мышления.

Настоящее исследование имеет ряд преимуществ, 
включая большой объем выборки одного возраста, кор-
рекцию на половую и этническую принадлежность, нали-
чие «рискового» аллеля гена APOE (предусматривающее 
включение данных параметров в модель множественной 
линейной регрессии). Анализируемая выборка была со-
брана до пандемии COVID-19. Это позволило избежать 
возможного воздействия вируса SARS-CoV-2 на нервную 
систему и когнитивные функции, что неоднократно было 
продемонстрировано (Fotuhi et al., 2020).
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Аннотация. Лектины – основные протеины лектинового пути активации системы комплемента, кодируют-
ся полиморфными генами, точечные мутации в которых приводят к изменению конформации и экспрессии 
белка, что в свою очередь отражается на функциональности и способности отвечать на патоген. В настоящем 
исследовании впервые получены масштабные данные о популяционном распределении частот аллелей ге-
нов Н-фиколина FCN3 rs28357092 и маннозосвязывающей лектин-ассоциированной сериновой протеазы-2 
MASP2 rs72550870 среди коренных народностей российских Арктических территорий (ненцы, долганы, нга-
насаны, смешанная популяция и русские: общая выборка составила около 1000 новорожденных). Генотипи-
рование осуществлено с использованием ПЦР-РВ. Нами выявлена частота гомозиготного варианта del/del 
FCN3 rs28357092, ассоциированного с полным отсутствием наиболее мощного активатора лектинового пути 
комплемента Н-фиколина: у ненцев 0 %, у долган-нганасан 0.8 %, в то время как среди европеоидов 3.5 % 
(р < 0.01). Анализ распространенности генотипов MASP2 показал преобладание гомозиготного варианта AA 
во всех исследованных популяциях, что согласуется с доступными мировыми данными. Гетерозиготный гено-
тип AG rs72550870, ассоциированный со сниженным уровнем протеазы, встречается в единичных случаях у 
ненцев, долган и нганасан по сравнению с новорожденными европеоидного происхождения г. Красноярска: 
0.5 и 3.3 % соответственно. Причем у ненцев был выявлен один носитель AG из 323 обследованных, тогда как 
у европеоидов – 16 из 242 обследованных новорожденных (р < 0.001). Гомозиготный вариант GG, которому 
сопутствует полное отсутствие протеазы с нарушением связывания MBL и фиколинов, не обнаружен ни у од-
ного из 980 обследованных новорожденных. Дополнительный анализ инфекционной заболеваемости в арк
тических популяциях позволит выявить фенотипические характеристики, сопряженные с высокой функцио-
нальной активностью лектинового пути активации комплемента в роли важнейшего фактора первой линии 
противоинфекционной защиты, в том числе в отношении новых вирусных заболеваний, таких как COVID-19.
Ключевые слова: FCN3; MASP2; полиморфизм генов; новорожденные; Россия; арктические популяции.
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Abstract. Lectins, being the main proteins of the lectin pathway activating the complement  system, are encoded 
by polymorphic genes, wherein point mutations cause the protein conformation and expression to change, which 
turns out to have an effect on the functionality and ability to respond to the pathogen. In the current study, large-
scale data on the population genotype distribution of the genes for H-ficolin FCN3 rs28357092 and mannose-bind-
ing lectin-associated serine protease MASP2 rs72550870 among the indigenous peoples of the Russian Arctic re-
gions (Nenets, Dolgans and Nganasans, a mixed population and Russians: a total sample was about 1000 newborns) 
have been obtained for the first time. Genotyping was carried out using RT-PCR. The frequency of the homozygous 
variant del/del FCN3 rs28357092 associated with the total absence of the most powerful activator of the lectin com-
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plement pathway, N-ficolin, was revealed; 0 % in the Nenets, 0.8 % in the Dolgans and Nganasans, and 3.5 % among 
the Russians ( p < 0.01). Analysis of the prevalence of the MASP2 genotypes has shown the predominance of the 
homozygous variant AA in all studied populations, which agrees with the available world data. The heterozygous 
genotype AG rs72550870 associated with a reduced level of protease was found to occur rarely in the Nenets, Dol-
gans and Nganasans compared to newborns of Caucasoid origin from Krasnoyarsk: 0.5 % versus 3.3 %, respectively. 
Moreover, among 323 examined Nenets, one AG carrier was identified, whereas in Russians, 16 out of 242 examined 
newborns were found to be AG carriers ( p < 0.001). A homozygous variant (GG) in total absence of protease with 
impaired binding of both MBL and ficolins was not detected in any of the 980 examined newborns. An additional 
analysis of infectious morbidity in Arctic populations allows one to find phenotypic characteristics related to a high 
functional activity of the lectin pathway of complement activation as an most important factor for the first-line of 
anti-infectious defense, including such new viral diseases as COVID-19.
Key words: FCN3; MASP2; gene polymorphism; newborns; Russia; Arctic populations.
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Введение
Врожденная иммунная система обеспечивает немедлен-
ную неспецифическую первую линию защиты посред-
ством гуморальных, клеточных и механических  про­
цессов, играя жизненно важную роль при патогенном 
воздействии (Dunkelberger, Song, 2010). В последние годы 
в мировой литературе уделяется значительное внимание 
изучению роли врожденных дефектов системы компле-
мента (СК) в патогенезе различных заболеваний – от ин-
фекционных до аутоиммунных и кардиометаболических. 
Так, в документе Европейской ассоциации по изучению 
иммунодефицитных состояний (European Society for Im- 
munodeficiencies, ESID) от 2020  г., специально посвя-
щенном обобщению современного состояния проблемы 
дефицитов различных компонентов комплемента, утверж-
дается, что на такие врожденные дефекты приходится не 
менее 5 % от общего числа первичных иммунодефицитов, 
а многие аспекты их распространенности и патогенеза 
остаются неизученными (Brodszki et al., 2020).

Плазменные протеины СК взаимодействуют между со-
бой тремя известными путями – лектиновым (наиболее 
филогенетически древний), альтернативным и классиче-
ским. Все три пути комплемента инициируются множе-
ством стимулов независимо друг от друга, и впоследствии 
протеолитические каскады сводятся к активации основ-
ного компонента C3, что приводит к сборке мембрано-
атакующего комплекса (Blom et al., 2004). Лектиновый 
путь (ЛП) может активироваться в отсутствие иммунных 
комплексов и инициироваться путем связывания молекул 
суперсемейства паттерн-распознающих рецепторов (лек-
тинов), таких как маннозосвязывающий лектин (MBL), 
коллектин 11 (CL-K1) или фиколины, с углеводами или 
ацетилированными остатками, присутствующими на по-
верхности патогенов или собственных апоптотических/
опухолевых клеток (Ali et al., 2012). Циркулирующие 
MBL, CL-K1 и фиколины образуют комплексы со специ­
фическими сериновыми протеазами (mannose-binding lec­
tin-associated serine protease, MASP).

Помимо активации комплемента, лектины снижают 
риск инфицирования, стимулируя секрецию интерферо­
на-гамма (IFN-γ), IL-17, IL-6, фактора некроза опухоли-
альфа (TNF-α) макрофагами (Ren et al., 2014). У человека 
описано три вида фиколинов: M-фиколин, кодирующийся 
геном FCN1, L-фиколин (FCN2) и H-фиколин (FCN3). 

M-фиколин – исключительно тканевая молекула (экспрес­
сируется в легких, моноцитах и селезенке), L-фиколин 
продуцируется в печени и циркулирует в крови, H-фико­
лин экспрессируется в печени и легких. Показано, что в 
легких в наибольшей степени продуцируется H-фиколин, 
а его комплемент-активирующая способность превыша­
ет таковую MBL. Фиколин-3 является наиболее распро­
страненной молекулой распознавания лектинового пути. 
Он высоко экспрессируется в тканях печени и легких, что 
говорит о его значимости как для активации лектинового 
пути, так и для защиты легких хозяина (Akaiwa et al., 
1999; Hummelshoj et al., 2008). Кроме того, недавно были 
получены первые свидетельства антимикробной актив-
ности фиколина-3 в отношении кишечно-комменсальных 
и условно-патогенных кишечных бактерий Hafnia alvei 
(Michalski et al., 2015). Примечательно, что фиколин-3 
устойчив к коллагеназам (тогда как другие фиколины и 
коллагены нет), и это может отражаться на его антими-
кробной активности, в том числе в желудочно-кишечном 
тракте (Hummelshoj et al., 2008).

Описаны различные полиморфные варианты промотор-
ных и структурных регионов генов фиколинов. Ген FCN3 
расположен на хромосоме 1p36.11 и высококонсервати­
вен  у человека. Выявлено пять точечных мутаций, от-
ветственных за замены аминокислот, все с частотами 
аллелей ниже 5  %: p.Leu12Val, p.Leu117fs (известная 
как +1637delC), p.Thr125Ala, p.Glu166Asp и p.Val287Ala 
(Hummelshoj et al., 2008). Такой высокий консерватизм 
гена указывает на то, что фиколин-3 может выполнять 
решающую функцию в иммунном ответе. Действительно, 
недостаточность фиколина-3 встречается крайне редко 
(Thiel, 2007).

Н-фиколин (фиколин-3) – наиболее мощный из извест­
ных активаторов лектинового пути комплемента; его сы­
вороточные концентрации значительно превышают кон­
центрации L-фиколина и MBL (Sallenbach et al., 2011). 
Мутация rs28357092 (+1637delC) в экзоне 5 гена FCN3 
представляет собой мутацию со сдвигом рамки считы-
вания, ведущую к усечению C-концевого конца белка 
фиколина-3. Она приводит к снижению плазменных 
уровней Н-фиколина по типу ген–эффект зависимости: 
гомозиготы с такой делецией демонстрируют полное от-
сутствие плазменного уровня H-фиколина, а у гетерозигот 
выявляются средние уровни протеина (Michalski et al., 
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2011). Гомозиготность по +1637delC встречается крайне 
редко (1–2 %): в литературе описано всего шесть случаев 
(все страдали тяжелыми инфекциями в раннем детском 
возрасте). Данные о популяционной частоте гетерози-
готного носительства также крайне немногочисленны: 
в исландской когорте здоровых доноров было выявлено 
15 гетерозигот из 483 обследованных (частота составила 
1.5 %) (Bjarnadottir et al., 2016).

Помимо MBL и фиколинов, одним из ключевых участ­
ников лектинового пути активации комплемента является 
семейство маннозосвязывающих лектин-ассоциирован­
ных сериновых протеаз. В семействе MASP были иден­
тифицированы три протеазы (MASP-1, MASP-2, MASP-3) 
и два родственных неферментативных белка, MAp19 
(sMAP) и MAp44 (MAP-1) (Ricklin et al., 2010). MASP-1 
и MASP-2 играют решающую роль в активации лектино-
вого пути. Недавние исследования показали, что MASP- 1 
может автоматически активироваться и приводить к 
активации MASP-2 (Degn et al., 2012). MASP-2 также 
может автоматически активироваться, но в физиологи-
ческих условиях именно MASP-1 является основным 
активатором MASP-2 (Héja et al., 2012). MASP-2  – это 
протеаза, которая расщепляет факторы комплемента C2 
и C4, что приводит к активации каскада комплемента с 
образованием медиаторов воспаления (C3a и C5a), сбор-
ке комплекса мембранной атаки (MAC) и опсонизации. 
С другой стороны, MASP-3, по-видимому, ослабляет ак­
тивность лектинового пути из-за конкуренции за сайты 
связывания MASP на распознающих молекулах (Degn et 
al., 2010). Кроме того, MASP-3 преимущественно обра-
зует комплекс с фиколином-3 и, как полагают, оказывает 
ингибирующее действие на активацию комплемента, опо­
средованную фиколином-3 (Skjoedt et al., 2010). Уровни 
трех MASP были показаны как предикторы инфекции и 
длительной зависимости от интенсивной терапии у детей 
в критическом состоянии (Ingels et al., 2014). Среди специ­
фических ферментов, способных активировать как MBL, 
так и фиколины, наиболее изучена протеза 2-го типа – 
MASP- 2. Уровни MASP-2 в сыворотке колеблются от 
125 до 1150 нг/мл, в среднем 416 нг/мл (Sallenbach et al., 
2011). По результатам анализа уровня MASP-2 в плазме у 
людей из различных этнических групп самый низкий уро-
вень был выявлен у африканцев, за которыми следовали 
китайцы из Гонконга, индейцы и датчане европеоидной 
расы (Thiel et al., 2007).

Полиморфный ген MASP2 расположен на хромосо-
ме 1p36.23-31, имеет 12  экзонов и кодирует два белка, 
MASP- 2 и MAp19. Наиболее значимой мутацией MASP2 
является rs72550870 (p.D120G); она приводит к замене 
аспарагиновой кислоты на глицин, вследствие чего бе-
лок теряет способность активировать комплемент из-за 
невозможности образовывать комплексы с лектинами, в 
частности с MBL и фиколинами. Врожденный дефицит 
MASP-2 обусловлен мутацией rs72550870 в гомозиготном 
состоянии  (GG), характеризуется полным отсутствием 
сывороточной активности протеазы (Thiel et al., 2009). 
Всего тринадцать случаев гомозиготного носительства 
GG rs72550870 было описано в литературе с момен-
та выявления первого случая, зарегистрированного в  
2003 г. (Stengaard-Pedersen et al., 2003). Клинические про-

явления снижения/отсутствия активности MASP-2 могут 
варьировать от полного здоровья до тяжелых инфекций 
и предрасположенности к онкологическим заболевани-
ям (Bjarnadottir et al., 2016). После того как появились 
данные о трех здоровых взрослых с дефицитом MASP-2, 
гомозиготных по GG в MASP2 (Garcia-Laorden et al., 2008), 
клиническая пенетрантность этого дефицита стала сомни-
тельной. Таким образом, ассоциация дефицита MASP-2 
(GG rs72550870) с клиническими проявлениями к насто-
ящему времени не определена. Вероятно, в ЛП участвуют 
неидентифицированные молекулы и функции, которые 
могут объяснить, почему дефицит MASP-2 относительно 
часто встречается у практически здоровых людей (Bjar­
nadottir et al., 2016). Было высказано предположение, что 
лектиновый путь активации системы комплемента не-
обязателен или даже избыточен (например, при тяжелом 
течении COVID) для формирования иммунного ответа у 
большинства здоровых лиц, а его дефицит клинически 
значим только в определенных ситуациях, например у 
недоношенных новорожденных (Matricardi et al., 2020).

Распределения частот генотипов полиморфных генов 
протеинов лектинового пути СК имеют выраженные по-
пуляционные различия. Результаты исследований,  про-
веденных нами ранее (Терещенко, Смольникова, 2020), 
показывают, что частота высокопродуцирующего гапло­
типа HYPA гена MBL2 составляет 35.4 % у русских но­
ворожденных Восточной Сибири, что соответствует ча­
стотам европейских популяций (Голландия – 27 %, Да-
ния – 30 %, Чехия – 33 %), а также европеоидов Бразилии 
(28–34 %). В то же время у новорожденных Таймырского 
Долгано-Ненецкого района Красноярского края частота 
гаплотипа HYPA была статистически значимо выше, чем у 
русских, и составила 64 % для ненцев и 56 % для долган-
нганасан, что близко к значениям частот распространения, 
выявленным для эскимосов (81 %) и североамериканских 
индейцев (64 %). В аборигенных популяциях как ненцев, 
так и долган и нганасан Таймырского Долгано-Ненецко-
го района Красноярского края наша группа обнаружила 
снижение распространенности генотипа полиморфизма 
FCN2 rs7851696, ассоциированного с низкой связыва-
ющей способностью L-фиколина к углеводам, по срав-
нению с европеоидами Восточной Сибири. Результаты 
этого исследования (Smolnikova et al., 2017) выявили, 
что ненецкая популяция обладает рядом важных особен-
ностей по сравнению с долганами и нганасанами: более 
низкая распространенность аллеля T для полиморфизма 
rs17549193 и более высокая распространенность алле­
ля T для полиморфизма rs7851696 FCN2. Мы полагаем, 
что этот генотип является генетическим маркером высо-
кой функциональной способности L-фиколина в ненец-
кой популяции. Иными словами, мы показали бóльшую 
частоту распространенности генотипов, ассоциированных 
с высокой активностью L-фиколина, в арктических по-
пуляциях ненцев и долган с нганасанами в сравнении с 
европеоидами Восточной Сибири.

Как говорилось выше, данные о популяционной частоте 
полиморфных вариантов rs28357092 гена FCN3 немного-
численны. Значительно больше данных о популяционных 
частотах полиморфизмов rs72550870 гена MASP2. В дат-
ской когорте частота редкого аллеля G составила 3.9 %, 
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такая же частота выявлена в исландской выборке взрослых 
доноров (Bjarnadottir et al., 2016). Интересно, что аллель G 
вообще не обнаружен в популяциях китайцев Гонконга, 
африканских замбийцев и коренных американцев Брази-
лии (Fumagalli et al., 2017).

Результаты вышеупомянутых исследований лежат в ос­
нове гипотезы, предполагающей, что эволюция человека 
продвигалась в направлении накопления генотипов с 
низкой активностью лектинового пути активации компле-
мента вследствие широкого распространения некоторых 
внутриклеточных инфекций, таких как туберкулез и лепра, 
при которых низкая активность MBL и L-фиколина мо­
жет оказывать протективный эффект (Verdu et al., 2006; 
Dunkelberger, Song, 2010). Было высказано предположе­
ние, что изолированные арктические популяции Таймыр-
ского Долгано-Ненецкого района Красноярского края ис- 
торически позже столкнулись с этими инфекциями и по­
тому сохранили сформированную на ранних этапах эво-
люции человека высокую активность лектинового пути 
активации комплемента.

Согласно анализу доступных нам литературных дан-
ных, в настоящее время популяционные частоты мутаций, 
ассоциированных с врожденным дефицитом Н-фиколина 
(rs28357092) и MASP-2 (rs72550870) в российских попу-
ляциях и в популяциях коренных народностей российских 
Арктических территорий, не изучены. Актуальность полу-
чения таких данных для российских арктических популя-
ций значительно возрастает, учитывая накапливающиеся 
доказательства важной роли лектинового пути активации 
комплемента в отношении вирусных инфекций. Так, на-
пример, предполагается важная роль MBL в отношении 
респираторных вирусных инфекций, в том числе вызы-
ваемых новыми коронавирусными инфекциями – SARS 
и COVID-19 (Matricardi et al., 2020). Роль врожденных 
дефицитов протеинов  ЛП, в том числе Н-фиколина и 
MASP-2, в таких клинических ситуациях совершенно не 
изучена. Принимая во внимание, что инфекции являются 
основными факторами детской смертности, а лектины – 
решающими факторами противоинфекционной защиты, 
можно думать, что дефицит лектинов будет способство-
вать увеличению смертности в раннем детском возрасте.

Целью данной работы было выявить популяционно-
этнические различия распределения аллельных вариан­
тов генов компонентов лектинового пути активации ком­
племента среди новорожденных коренных популяций 
Таймырского Долгано-Ненецкого района Красноярского 
края (ненцев, долган и нганасан) по сравнению с евро­
пеоидами г. Красноярска.

Материалы и методы
Для изучения однонуклеотидных полиморфизмов 
rs28357092 FCN3 и rs72550870 MASP2 использованы 
980 образцов высохших пятен крови от новорожденных 
из  Таймырского Долгано-Ненецкого района Краснояр-
ского края и г. Красноярска, полученные ранее в Красно-
ярском краевом консультативно-диагностическом центре 
медицинской генетики.

Новорожденные были разделены на четыре группы для 
изучения этнической специфики полиморфизмов генов 
лектинового пути системы комплемента: 1) 323 из дере-

вень с преимущественно ненецким населением  (ненцы 
составляют 85 % населения); 2) 138 из деревень с преи­
мущественно долганским и нганасанским населением 
(долганы и нганасаны составляют 91 % населения); 3) 217 
из деревень со смешанным населением с различной ком-
бинацией коренных и смешанных популяций; 4) 302 ново-
рожденных из г. Красноярска, у которых были европейские 
корни (русские).

Все исследования выполнены с информированного 
согласия испытуемых и в соответствии с Хельсинкской 
декларацией Всемирной ассоциации «Этические прин-
ципы проведения научных медицинских исследований с 
участием человека» с поправками 2000 г. и «Правилами 
клинической практики в Российской Федерации», утверж-
денными Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 № 266. 
Исследование было одобрено Этическим комитетом На­
учно-исследовательского института медицинских проб­
лем Севера (№ 9 от 08.09.2014). Получено письменное 
информированное согласие на проведение исследования 
от всех участников.

Для выделения ДНК из пятен крови новорожденных был 
использован набор реагентов DIAtom DNAPrep («Изоген», 
Россия). Генотипирование однонуклеотидных полимор-
физмов генов компонентов лектинового пути активации 
комплемента (FCN3, MASP2) осуществлялось методом по-
лимеразной цепной реакции в режиме реального времени 
(ПЦР-РВ) с помощью специфических олигонуклеотидных 
праймеров и флуоресцентно-меченых зондов (TaqMan) 
(ООО «ДНК-синтез», Россия) по протоколу производи-
теля. Нуклеотидные последовательности аллель-специ­
фических проб для генотипирования полиморфизмов:  
для rs28357092 FCN3 F  – CCTCGGTGTCCATGTCAC, 
R  – CCACCTTGAGCGGCTGG (флуорофор/аллель  –  
VIC/del, FAM/G); для rs72550870 MASP2 F – GCAAGG 
ACACTTTCTACTCGC, R – TCACCCTCGGCTGCATAG 
(флуорофор/аллель – VIC/G, FAM/A).

Соответствие частот генотипов равновесию Харди–
Вайнберга проверено с использованием  χ2. Сравнения 
частот генотипов проводили с применением точного дву­
стороннего теста Фишера. Статистически значимые раз­
личия были приняты при р < 0.05 после коррекции Бон-
феррони на множественные тесты.

Результаты и обсуждение
Преимуществом нашего подхода к популяционной оценке 
распространенности иммунодефицитных генотипов ме-
диаторов лектинового пути активации системы компле-
мента является исследование популяций новорожденных, 
когда еще не произошло исключения неблагоприятных 
генетических вариаций, возможного в старшем возрасте 
в результате клинической реализации генетической пред-
расположенности.

Частоты генотипов и вариантного аллеля гена Н-фи­
колина FCN3 rs28357092 представлены в табл. 1. Анализ 
распространенности генотипов FCN3 показал преоблада-
ние гомозиготного варианта GG во всех исследованных 
нами популяциях, что согласуется с доступными миро-
выми данными. 

Вариантный аллель с делецией (del) FCN3 rs28357092 
в гетерозиготном состоянии не встречался ни у одного 
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новорожденного из трех коренных популяций Таймыр­
ского Долгано-Ненецкого района и найден только у одного 
русского из г. Красноярска. Несмотря на то что в литера-
туре описана крайне редкая встречаемость гомозиготного 
генотипа по этой делеции, в нашей когорте исследованных 
образцов она встретилась у 10 русских новорожденных 
(3.3  %), у 4  новорожденных из смешанной популяции 
(2.0 %) и у одного из группы долган и нганасан (0.8 %). 
У ненцев ни гомозиготы, ни гетерозиготы по мутантной 
делеции FCN3 rs28357092 не выявлены. То есть в общей 
выборке, составляющей 926 новорожденных, гомозиготы 
del/del установлены у 15 человек, что составляет 1.6 %. 
Согласно источнику http://www.ensembl.org, частота ва-
риантного аллеля в популяциях мира составляет 1–3 %, 
причем в азиатских популяциях его частота нулевая. Как 
указывалось выше, мутация rs28357092 (+1637delC) в 
гене FCN3 приводит к снижению плазменных уровней 
Н-фиколина: гомозиготы с делецией, которые встречают­
ся крайне редко, имеют полное отсутствие плазменного 
H-фиколина, а у гетерозигот выявляются средние уровни 
протеина (Michalski et al., 2011; Bjarnadottir et al., 2016). 

Возможно, в других исследованиях гомозиготы не были 
обнаружены, поскольку обследовались взрослые популя­
ции, что еще раз показывает преимущество нашего под­
хода для выявления истинных частот генотипов с исполь-
зованием когорты новорожденных, где еще не произошло 
выбывание дефицитных вариантов.

Частоты генотипов и вариантного аллеля гена серино-
вой протеазы MASP2 rs72550870 представлены в табл. 2. 
Анализ распространенности генотипов MASP2 показал 
преобладание гомозиготного варианта AA во всех иссле-
дованных популяциях, что сходится с доступными миро-
выми данными. Гетерозиготный генотип AG rs72550870 
встречается в единичных случаях у ненцев и долган-нга-
насан по сравнению с новорожденными европеоидного 
происхождения г.  Красноярска. Частота генотипа AG у 
русских (6.6  %) статистически значимо выше по срав-
нению с арктическими популяциями (ненцы  – 0.3  %, 
p < 0.001; долганы-нганасаны – 1.4 %, p = 0.02; смешанная 
популяция – 1.8 %, p = 0.01). Таким образом, гетерозигот-
ный вариант AG присутствует у 16 из 242 русских ново-
рожденных и только у одного из 323 ненцев. Ни в одной 

Таблица 1. Частоты генотипов FCN3 rs28357092 у новорожденных различных этнических популяций  
Таймырского Долгано-Ненецкого района Красноярского края и г. Красноярска, n (%)

Генотип Ненцы 
(n = 292)

Долганы и нганасаны 
(n = 129)

Смешанная популяция 
(n = 203)

Русские 
(n = 302)

р*

1 2 3 4

GG 292 (100.0) 128 (99.2) 199 (98.0) 291 (96.4) 1–3 = 0.02
1–4 < 0.001

G/del 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (0.3) –

del/del 0 (0.0) 1 (0.8) 4 (2.0) 10 (3.3) 1–3 = 0.02
1–4 = 0.002

del* 0 (0.0) 0 (0.8) 8 (2.0) 21 (3.5) 1–3 < 0.001
1–4 < 0.001
2–3 = 0.02
2–4 = 0.003

* Указаны только значения р ≤ 0.05. 

Таблица 2. Частоты генотипов MASP2 rs72550870 у новорожденных различных этнических популяций  
Таймырского Долгано-Ненецкого района Красноярского края и г. Красноярска, n (%)

Генотип Ненцы 
(n = 323)

Долганы и нганасаны 
(n = 138)

Смешанная популяция 
(n = 217)

Русские 
(n = 242)

р*

1 2 3 4

AA 322 (99.7) 136 (98.6) 213 (98.2) 226 (93.4) 1–4 < 0.001
2–4 = 0.02
3–4 = 0.01

AG 1 (0.3) 2 (1.4) 4 (1.8) 16 (6.6) 1–4 < 0.001
2–4 = 0.02
3–4 = 0.01

GG 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) –

G* 1 (0.2) 2 (0.7) 4 (0.9) 16 (3.3) 1–4 < 0.001
2–4 = 0.03
3–4 = 0.01

* Указаны только значения р ≤ 0.05.

http://www.ensembl.org
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из популяционных групп не обнаружено гомозигот по 
минорному аллелю G, ассоциированному с отсутствием 
сывороточной активности протеазы. 

Аллельный вариант G MASP2 rs72550870 имеет ну-
левые или крайне низкие частоты в популяциях мира. 
В европеоидных популяциях частота составляет 4.0 %, в 
общей американской популяции – 2.0 %, среди азиатских 
и африканских популяций – нулевая (http://www.ensembl.
org). В ходе нашего исследования получены данные о 
распространенности мутантного аллеля G rs72550870 в 
российских арктических популяциях: 0.5 % среди ново-
рожденных Таймырского Долгано-Ненецкого района 
Красноярского края (n = 678) и 3.3  % среди русских 
г. Красноярска (n = 242).

В двух наиболее информативных исследованиях, про­
веденных в 2007 и 2009  гг. группой S. Triel, получены 
данные о девяти мутациях в гене MASP2: частота встре­
чаемости мутантных аллельных вариантов почти для 
всех полиморфизмов крайне низка. Только в случае му­
тации rs72550870 происходит изменение структуры бел­
ка MASP-2, что ведет к нарушению его связывания  в 
комплекс с MBL и, как следствие, к неспособности ак­
тивировать систему комплемента. Кроме того, авторы 
отмечают, что именно у европеоидов вариантный аллель 
G rs72550870 является основной причиной более низких 
уровней MASP-2. По результату популяционного анализа 
сообщается об отсутствии гомозиготного генотипа GG 
rs72550870 среди взрослых китайцев, африканцев, европе-
оидов, инуитов Гренландии и бразильцев (Thiel et al., 2007, 
2009). Гетерозиготный вариант преобладал у европеоидов 
из Дании (3.9  %) и инуитов западной Гренландии (где 
высока примесь европеоидной популяции, как сообщают 
авторы) (3.7 %), но не встречался в других исследованных 
популяциях ( р < 0.0001).

Помимо этого, ученые (Thiel et al., 2009) приводят 
частоты редкого аллельного варианта, полученные дру-
гими исследователями на разных популяциях у здоровых 
лиц и пациентов с различными заболеваниями. Так, в 
шведской популяции обнаружено 14  гетерозигот среди 
112 пациентов с муковисцидозом (частота 6.3 %) и пять 
гетерозигот среди 200 здоровых людей (частота 1.3 %). 
В исследовании пациентов с псориазом и членов их семей 
894 человека были протестированы на MASP2 rs72550870, 
и в общей сложности было обнаружено 62 гетерозиготы 
и одна гомозигота, что дало частоту гена 3.6 % (аллель 
не был связан с псориазом). Гомозиготность зарегистри­
рована у одного человека в группе из 293 польских детей 
с респираторными инфекциями и у одного ребенка с 
муковисцидозом. Недавнее исследование испанской по-
пуляции выявило двух гомозиготных из 2008  человек 
(включая 967 пациентов с пневмонией, 130 пациентов с 
СКВ, 43 ребенка с рецидивирующими респираторными 
инфекциями и 868 здоровых людей), но ассоциации за-
болеваний с вариантным аллелем не было найдено. Отсут-
ствие аллеля G MASP2 rs72550870 в Китае подтверждается 
отчетом, в котором изучалось влияние генотипов MBL2 
и MASP2 на предрасположенность к тяжелому острому 
респираторному синдрому (SARS). У всех 1757 протес­
тированных азиатов аллель G обнаружен не был. Таким 
образом, следует сделать вывод, что MBL-дефицит, а 

также дефицит других компонентов комплемента (в том 
числе MASP2) сами по себе не приводят к заболеваниям 
или восприимчивости к инфекциям, а скорее, являются 
модификаторами, которые могут проявляться клинически, 
когда нарушаются и другие элементы каскада активации.

Исследование роли врожденных дефектов системы 
комплемента в патогенезе различных заболеваний очень 
актуально в связи с тем, что врожденные дефициты ком-
понентов комплемента составляют не менее 5 % от общего 
числа первичных иммунодефицитов, тогда как аспекты 
их распространенности и патогенеза остаются неизучен-
ными. В нашем исследовании были впервые получены 
масштабные данные о популяционном распределении 
генотипов генов Н-фиколина FCN3 rs28357092 и ман-
нозосвязывающей лектин-ассоциированной сериновой 
протеазы MASP2 rs72550870 среди коренных народностей 
российских Арктических территорий (общая выборка 
исследованных новорожденных составила 980). Как ука­
зывалось выше, популяционные частоты мутаций, ассо-
циированных с врожденным дефицитом Н-фиколина и 
MASP-2 в российских популяциях в целом и в популяциях 
коренных народностей российских Арктических террито-
рий в частности, до сих пор не изучались. При этом ранее 
выявленные нами особенности генетической регуляции 
протеинов лектинового пути активации комплемента у 
новорожденных Таймырского Долгано-Ненецкого района 
Красноярского края показали, что популяции коренных 
народов Арктики генетически характеризуются большей 
активностью как минимум двух различающихся компо-
нентов лектинового пути активации комплемента – MBL 
и L-фиколина, что говорит о большом тонусе лектинового 
пути активации комплемента в целом (Smolnikova et al., 
2017; Терещенко, Смольникова, 2020).

В настоящее время существуют две конкурирующие 
гипотезы, пытающиеся объяснить высокий уровень по­
пуляционного разнообразия генотипов лектинового пути  
комплимента (Eisen, Osthoff, 2014). Первая из них пред­
полагает защитную роль низкопродуцирующих генотипов 
в отношении некоторых внутриклеточных возбудителей: 
туберкулеза и лепры, висцерального лейшманиоза, ати­
пичной пневмонии. Высокий уровень лектин-опосре-
дованного фагоцитоза может предрасполагать к более 
успешному проникновению внутриклеточных возбу-
дителей в цитоплазму клеток хозяина, экранированию 
патогенов от факторов адаптивного иммунитета и, сле-
довательно, большему риску формирования активного 
инфекционного процесса. Таким образом, имеющиеся 
фактические данные позволяют говорить о «двойной 
патофизиологической роли» лектинового пути активации 
комплемента: защитной  – в отношении внеклеточных 
возбудителей, особенно у детей раннего возраста, и про-
вокативной – в отношении некоторых внутриклеточных 
возбудителей и атеросклероза. Популяционно-генетиче-
ские последствия такой «двойной роли» могут лежать 
в основе этнического разнообразия соответствующих 
генотипов, что представляет собой суть первой упомя-
нутой нами гипотезы, основанной на предположении 
селекционной выгоды дефицита компонентов лектинового 
пути активации комплемента для некоторых популяций 
(Seyfarth et al., 2005; Eisen, Osthoff, 2014). Вторая гипотеза 
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отрицает наличие какого-либо селекционного давления 
в отношении генотипов лектинового пути комплемента, 
объясняя генетическое разнообразие исключительно 
миграционными процессами и генетическим дрейфом. 
Впрочем, авторы исследований делают при этом оговорку: 
«…возможно, стохастические эволюционные факторы 
стерли большую часть древнего отпечатка, оставленного 
естественным  селекционным отбором; для подтверж-
дения данных требуются статистически более мощные 
исследования с включением большего числа популяций» 
(Verdu et al., 2006; Boldt et al., 2010).

Заключение
В данном исследовании мы ожидали и выявили более низ-
кую распространенность генетических маркеров Н-фи­
колина и MASP-2 дефицитов в популяциях коренных 
жителей Арктических территорий Красноярского края по 
сравнению с европеоидами г. Красноярска, что сочетает­
ся с генетической предрасположенностью к более высо­
кому уровню функциональной активности L-фиколина по 
сравнению с европеоидным населением.

Исследование этнически ассоциированного уровня 
неспецифической противоинфекционной защиты среди 
коренного населения Таймырского Долгано-Ненецкого 
района Красноярского края может быть использовано 
для формирования планов органов практического здра-
воохранения в отношении профилактики инфекцион-
ной заболеваемости и в целях наиболее рационального 
привлечения трудовых ресурсов для работ в условиях 
возможной высокой инфекционной нагрузки. Дополни-
тельный анализ инфекционной заболеваемости в аркти-
ческих популяциях позволит выявить фенотипические 
характеристики, сопряженные с высокой функциональной 
активностью лектинового пути активации комплемента 
в роли важнейшего фактора первой линии противоин-
фекционной защиты, в том числе в отношении новых 
вирусных заболеваний, таких как COVID-19. Подобные 
клинико-генетические сопоставления чрезвычайно важны 
для выяснения физиологической роли MBL, фиколинов и 
MASP-2, а выявленные нами генетические особенности 
этнически изолированных коренных арктических популя-
ций Красноярского края представляют собой уникальный 
материал.
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Аннотация. В работе оценено неравновесие по сцеплению однонуклеотидных вариантов (SNP) генов  
TLR4/AL160272.2 (rs1927914, rs1928298, rs7038716, rs7026297, rs7025144) у славян-жителей Западной Сибири. 
Проведен анализ ассоциаций SNP в области генов TLR4/AL160272.2 (rs1927914, rs7038716, rs7025144), SERPINA1 
(rs1980616), ATXN2/BRAP (rs11065987), IL2RB (rs2284033), NT5C2 (rs11191582), CARD8 (rs11669386), ANG/RNASE4 
(rs1010461) и ABTB2/САТ (rs2022318) при бронхиальной астме (БА), артериальной гипертензии (АГ) и их со-
четании. Выполнено in silico аннотирование SNP, ассоциированных с данными заболеваниями, в отношении 
их регуляторного потенциала. В результате у славян-жителей Западной Сибири выявлено сильное неравно-
весие по сцеплению rs1928298 и rs1927914, а также rs7026297 и rs7038716. Установлено, что к развитию БА 
предрасполагают аллель G rs1927914 гена TLR4 и аллель С rs1980616 гена SERPINA1. Данные SNP влияют на 
изменение аффинности транскрипционных факторов семейств Pou и Klf4, а также на экспрессию генов TLR4 
и SERPINA1 в клетках крови соответственно. Аллель А rs11065987 генов ATXN2/BRAP, аллель А rs11669386 гена 
CARD8, аллель G rs2284033 гена IL2RB и аллель G rs11191582 гена NT5C2 ассоциированы с риском развития 
артериальной гипертензии.  Данные варианты изменяют аффинность транскрипционных факторов Hoxa9, Irf, 
RORalpha1 и HMG-IY, а также экспрессию генов ALDH2, CARD8, NT5C2, ARL3 и SFXN2 в клетках крови, сосудах 
и сердце. Риск развития коморбидного фенотипа БА и АГ ассоциирован с аллелем А rs7038716 и аллелем Т 
rs7025144 генов TLR4/AL160272.2, аллелем А – rs1010461 гена ANG и аллелем С – rs2022318 генов ABTB2/САТ. 
Варианты rs7038716 и rs7025144 изменяют экспрессию гена TLR4 в клетках крови, а rs1010461 и rs2022318 – 
генов ANG и RNASE4, CAT и ABTB2 в клетках крови, легких, сосудов и сердца.
Ключевые слова: бронхиальная астма; артериальная гипертензия; коморбидность; SNP; регуляторный по-
тенциал.
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Abstract. Linkage disequilibrium (LD) of single nucleotide polymorphisms (SNPs) of TLR4/AL160272.2 (rs1927914, 
rs1928298, rs7038716, rs7026297, rs7025144) was estimated in the Slavs of West Siberia. We further investigated 
an association of SNPs in TLR4/AL160272.2 (rs1927914, rs7038716, rs7025144), SERPINA1 (rs1980616), ATXN2/BRAP 
(rs11065987), IL2RB (rs2284033), NT5C2 (rs11191582), CARD8 (rs11669386), ANG/RNASE4 (rs1010461), and ABTB2/
САТ (rs2022318) genes with bronchial asthma (BA), arterial hypertension (AH) and their comorbidity. Then, the 
disease-associated SNPs were annotated in silico in relation to their potential regulatory functions. Strong LD was 
detected between rs1928298 and rs1927914, as well as rs7026297 and rs7038716 in the Slavs of West Siberia. It was 
found that the rs1927914 G allele of the TLR4 gene and the rs1980616 C allele of the SERPINA1 gene are associated 
with the predisposition to BA. These SNPs can affect binding affinity of transcription factors of the Pou and Klf4 
families, as well as the expression levels of the TLR4 and SERPINA1 genes. The rs11065987 allele A of the ATXN2/BRAP 
genes, the rs11669386 A allele of the CARD8 gene, the rs2284033 allele G of the IL2RB gene, and the rs11191582 al-
lele G of the NT5C2 gene were associated with the risk of AH. These variants can alter binding affinity of the Hoxa9, 
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Irf, RORalpha1 and HMG-IY transcription factors, as well as the expression levels of the ALDH2, CARD8, NT5C2, ARL3, 
and SFXN2 genes in blood cells/vessels/heart, respectively. The risk of developing a comorbid phenotype of AD 
and AH is associated with the A allele of rs7038716 and the T allele of rs7025144 of the TLR4/AL160272.2 genes, the 
A allele of rs1010461 of the ANG gene and the C allele of rs2022318 of the ABTB2/CAT genes. Variants rs7038716 
and rs7025144 can change the expression levels of the TLR4 gene in blood cells, while rs1010461 and rs2022318 
influence the expression levels of the ANG and RNASE4 genes as well as the CAT and ABTB2 genes in blood cells, 
lungs/vessels/heart.
Key words: bronchial asthma; arterial hypertension; comorbidity; SNP; regulatory functions.
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Введение
К настоящему времени в результате исследований ас-
социаций выявлено большое количество генетических 
вариантов, связанных с риском развития многофакторных 
заболеваний (https://www.ebi.ac.uk/gwas/). Однако переход 
от установления ассоциации к пониманию механизмов, 
лежащих в основе заболеваний, – гораздо более сложная 
задача. Идентификация причинных генетических вариан-
тов в отношении заболевания или сложно наследуемого 
признака затруднена из-за существующего неравновесия 
по сцеплению (LD) между вариантами, которое отлича-
ется в популяциях разного этнического происхождения. 

С другой стороны, для понимания механизмов много-
факторных заболеваний важна оценка функциональной 
значимости генетических вариантов, в том числе анно-
тация регуляторного потенциала полиморфизмов в от-
ношении изменения функциональной активности генов. 
Генетические варианты, влияющие на количественные 
изменения в профиле экспрессии генов (eQTL), или одно
нуклеотидные полиморфные варианты (SNP), которые 
имеют статус регуляторных (rSNP) и расположены в актив
но транскрибируемых регионах ДНК, являются причиной 
отклонения от оптимальной программы функциониро-
вания генов в клетках тканей и органов, что приводит к 
увеличению риска развития заболеваний (van Arensbergen 
et al., 2019). 

Бронхиальная астма (БА) – широко распространенное 
гетерогенное заболевание, характеризующееся хрониче-
ским воспалением дыхательных путей. Среди пациентов 
с БА чаще встречаются различные сопутствующие  за
болевания, включая аллергические – аллергический ри- 
нит,  дерматит и пищевая аллергия (Weatherburn et  al., 
2017), и некоторые неаллергические патологические со
стояния: артериальная гипертензия (АГ), ожирение, сахар-
ный диабет 2-го типа, а также другие метаболические и 
эндокринные нарушения (Su et al., 2016). Эти заболевания 
патогенетически связаны с БА и могут модифицировать 
клинические симптомы и течение патологического про-
цесса у пациентов. Например, пациенты с БА, имеющие 
сопутствующую АГ, как правило, обладают рядом фе-
нотипических особенностей, включая пожилой возраст, 
позднее начало БА, высокий индекс массы тела, и харак-
теризуются преимущественно нейтрофильным типом 
воспаления, реализуемым не через Th-2-лимфоциты 
(Moore et al., 2014). 

С помощью анализа структуры ассоциативной генной 
сети и методов приоритизации ранее нами были выбраны 
гены, наиболее значимые для развития коморбидности 

БА и АГ (Saik et al., 2018). В результате анализа ассоциа
ций SNP выбранных приоритетных генов показано, что 
с БА связаны rs1928298 и rs1927914, локализованные 
на расстоянии 19.6 и 1.7 Кб соответственно от 5ʹ-конца 
гена TLR4, а также интронный вариант rs1980616 гена 
SERPINA1. С АГ были ассоциированы rs11065987, рас-
положенный между генами ATXN2 и BRAP, а также ин-
тронные варианты rs2284033 гена IL2RB, rs11191582 гена 
NT5C2 и rs11669386 гена CARD8. В то же время с комор-
бидным фенотипом БА+АГ связаны варианты rs7038716, 
rs7026297 и rs7025144, локализованные в первом интроне 
гена AL160272.2 и на расстоянии 35.6, 33.1 и 9.4 Кб со-
ответственно от 3ʹ-конца гена TLR4; интронный вариант 
rs1010461 генов ANG, RNASE4 и rs2022318, расположен-
ный между генами ABTB2 и САТ (Bragina et al., 2018). 
Установлены особенности ассоциаций гаплотипов генов 
CAT и TLR4 с развитием БА и коморбидного фенотипа 
БА+АГ (Брагина и др., 2019). Однако ранее не было оцене-
но, какие именно аллели данных SNP ассоциированы с за-
болеваниями, каков возможный молекулярный механизм, 
объясняющий полученные ассоциации, и обладают  ли 
генетические варианты регуляторным потенциалом в от-
ношении функциональной активности генов. Это и стало 
целью настоящего исследования. 

Материалы и методы
В работе обследованы три группы пациентов: с БА 
(n = 145, 73.1 % женщин, 25.9 % мужчин, возраст 44.89 ± 
8.86 лет); с АГ без БА в анамнезе (n = 144, 32.6 % жен-
щин, 67.4 % мужчин, возраст 51.27 ± 6.05 лет); с БА и АГ 
(n = 146, 72.6 % женщин, 27.4 % мужчин, возраст 56.32 ± 
10.47  лет). Контрольная группа включала индивидов 
с нормальным уровнем артериального давления и от-
сутствием клинических проявлений БА (n = 152, 73.7 % 
женщин, 26.3 % мужчин, средний возраст в группе 47.75 ± 
9.92 лет). Диагноз «бронхиальная астма» и «артериальная 
гипертензия» установлен на основании клинического 
обследования пациентов, согласно общепринятым крите-
риям. По этническому составу все индивиды принадлежат 
к восточным европейцам (преимущественно славяне). 

Подробное описание методов выбора и приоритизации 
SNP, а также процедуры генотипирования образцов ДНК 
пациентов с помощью масс-спектрометрии на приборе 
Sequenom MassARRAY® (США) приведены в статьях 
(Bragina et al., 2018; Saik et al., 2018; Брагина и др., 2019). 

В данной работе оценено неравновесие по сцепле-
нию однонуклеотидных вариантов (SNP) генов TLR4/
AL160272.2 (rs1927914, rs1928298, rs7038716, rs7026297, 
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rs7025144) у славян-жителей Западной Сибири. Коэффи-
циент неравновесия по сцеплению Левонтина (Dʹ) и коэф-
фициент корреляции Пирсона (r2 ) оценивали с помощью 
программного обеспечения HaploView v. 4.2.

Расчет величины отношения шансов (OR) и доверитель-
ных интервалов (95 % CI) в отношении риска развития 
бронхиальной астмы (БА), артериальной гипертензии 
(АГ) и их сочетания проводили для SNP в области генов 
TLR4/AL160272.2 (rs1927914, rs7038716, rs7025144), 
SERPINA1 (rs1980616), ATXN2/BRAP (rs11065987), IL2RB 
(rs2284033), NT5C2 (rs11191582), CARD8 (rs11669386), 
ANG/RNASE4 (rs1010461) и ABTB2/САТ (rs2022318) c 
помощью логистической регрессии. В качестве ковариат 
в регрессионном анализе использовали пол и возраст. 
Отношение шансов рассчитывали путем экспоненциро-
вания соответствующих регрессионных коэффициентов. 
Для статистического анализа данных применяли пакеты  
Stats и Genetics в программной среде R (The R Founda-
tion).

Для оценки регуляторного потенциала SNP, ассоции
рованных с данными заболеваниями, использовали 
базы данных: rSNPBase v. 3.1 (http://rsnp3.psych.ac.cn), 
HaploReg  v. 4.1 (https://pubs.broadinstitute.org/mammals/
haploreg/haploreg.php), RegulomeDB v. 2.0 (https://www.
regulomedb.org/regulome), GTEx Portal (https://gtexportal.
org/home), Blood eQTL browser (https://genenetwork.nl/
bloodeqtlbrowser). Поиск данных о связи изученных ге-
нетических вариантов с заболеваниями осуществляли с 
помощью ресурса DisGeNET (https://www.disgenet.org/).

Исследование проведено с использованием биологиче-
ской коллекции «Биобанк населения Северной Евразии» 
на базе Центра коллективного пользования научно-ис-
следовательским оборудованием и экспериментальным 
биологическим материалом «Медицинская геномика» 
НИИ медицинской генетики Томского национального ис
следовательского медицинского центра Российской ака-
демии наук. Протокол исследования одобрен этическим 
комитетом НИИ медицинской генетики (Протокол № 2 
от 30.05.2016). Для всех участников получены информи-
рованные согласия.

Результаты и обсуждение

Анализ сцепления генетических вариантов, 
расположенных в локусе 9q33.1 (TLR4/AL160272.2)
Поскольку пять из числа ассоциированных вариантов – 
rs1927914, rs1928298, rs7038716, rs7026297 и rs7025144 – 
расположены в локусе 9q33.1 (TLR4/AL160272.2), на 
первом этапе в группе, включающей всех обследован-
ных лиц (n = 587), был проведен анализ сцепления SNP, 
который показал наличие двух блоков, один из которых 
включает rs1928298 и rs1927914 (D = 0.974; r2 = 0.949) (см.  
рисунок). 

Гаплотипическая структура локуса 9q33.1 (TLR4/
AL160272.2) у славян-жителей Западной Сибири не от-
личается от таковой, характерной для европеоидов США  
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/HighLD? 
db=core;r=9:117684048-117685048;v=rs1928298;vdb= 
variation;vf=729411740#373514_tablePanel/.

Анализ ассоциаций SNP c бронхиальной астмой, 
артериальной гипертензией  
и их коморбидным фенотипом
Для расчета OR были выбраны несцепленные между 
собой варианты (rs1927914, rs7038716) и SNP, показав-
ший слабое сцепление со вторым блоком rs7025144 (см. 
рисунок). Выявлено, что к развитию БА предрасполага-
ют аллель G rs1927914 гена TLR4 и аллель С rs1980616 
гена SERPINA1; к АГ – аллель А rs11065987 (межгенный 
регион ATXN2/BRAP), аллель А rs11669386 гена CARD8, 
аллель G rs2284033 гена IL2RB и аллель G rs11191582 
гена NT5C2; к сочетанной патологии (БА+АГ) – аллель А 
rs1010461 генов ANG/RNASE4, аллель T rs7038716 и ал-
лель T rs7025144 гена AL160272.2, аллель С rs2022318 
(межгенный регион ABTB2/САТ) (табл. 1). 

Оценка регуляторного потенциала SNP, 
ассоциированных с бронхиальной астмой
Регуляторные регионы генома характеризуются присут-
ствием модифицированных гистонов (метилированные – 
H3K4me1, H3K4me3 и ацетилированные – H3K27ac, 
H3K9ac), которые являются «метками» активных промо
торов и энхансеров в различных клетках, в том числе 
в клетках крови и органах-мишенях БА и АГ – легких, 
сосудах, сердце, головном мозге (табл. 2). Так, варианты 
rs1927914 и rs1980616, ассоциированные с БА, располо-
жены в области промотора гена TLR4 и энхансера гена 
SERPINA1 в клетках крови (моноциты). Кроме того, мо
дификации гистонов в области rs1980616 (SERPINA1) ре
гистрируются в других клетках и тканях, в том числе в 
легких (см. табл. 2).

Генетические варианты могут изменять аффинность 
транскрипционных факторов (ТФ) и экспрессию регули

Гаплотипическая структура локуса 9q33.1 (TLR4/AL160272.2), включа-
ющего rs1927914, rs1928298, rs7038716, rs7026297 и rs7025144 у сла-
вян-жителей Западной Сибири.
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Таблица 1. Генетические варианты, предрасполагающие к развитию БА, АГ и их сочетанию 

Патология Ген; SNP Аллель, ассоциированный  
с заболеванием:  
частота у больных/здоровых, %

OR (95 % CI); p

Бронхиальная астма TLR4; rs1927914 G: 35.7/29.1 1.49 (1.02–2.18); 0.0397

SERPINA1; rs1980616 С: 83.0/75.7 1.54 (1.01–2.34); 0.0204

Артериальная  
гипертензия

Межгенный регион ATXN2/BRAP; rs11065987 А: 63.7/43.6 1.67 (1.15–2.45); 0.0076

CARD8; rs11669386 А: 56.4/48.6 1.50 (1.01–2.21); 0.0433

IL2RB; rs2284033 G: 50.0/46.0 1.49 (1.03–2.17); 0,0359

NT5C2; rs11191582 G: 93.2/88.9 2.07 (1.03–4.16); 0.0419

Бронхиальная астма +  
артериальная  
гипертензия
(коморбидный  
фенотип)

ANG, RNASE4; rs1010461 А: 62.1/50.0 1.71 (1.21–2.42); 0.0024

AL160272.2; rs7038716 Т: 28.9/20.4 1.74 (1.13–2.68); 0.0113

AL160272.2; rs7025144 Т: 28.1/21.7 1.60 (1.04–2.48); 0.0343

Межгенный регион ABTB2/САТ; rs2022318 С: 50.0/39.2 1.43 (1.01–2.04); 0.0444

руемых генов. Показано, что аллель G rs1927914, распо
ложенного в промоторе гена TLR4, разнонаправленно 
влияет на связывание ТФ семейства Pou (см. табл. 2). 
Известно, что белки Pou, Oct-1 и Oct-2, связываясь с эле-
ментом промотора CLE0, активируют экспрессию гена 
интерлейкина 5 в клеточной линии PER-117 (Thomas et 
al., 1999), который, в свою очередь, вызывает воспаление 
дыхательных путей и рассматривается в качестве мише-
ни для терапии БА (Busse et al., 2019). В другой работе 
(Aneas et al., 2020) вариант rs1888909, ассоциированный 
с БА и расположенный на расстоянии 2.3 Кб от 5ʹ-конца 
гена IL33, был связан с экспрессией этого гена в эпите-
лиальных клетках дыхательных путей и уровнем белка 
в плазме крови через дифференциальную аффинность 
Oct- 1 (Pou2f1) с рисковым для данного заболевания ал-
лелем. Не исключено, что похожий механизм связывает 
аллель G rs1927914, расположенный на расстоянии 1.7 Кб 
от 5ʹ-конца гена TLR4, и БА.

Наличие аллеля С rs1980616 гена SERPINA1 связано с 
повышением аффинности ТФ Klf4, который участвует в 
воспалительных реакциях, ремоделировании дыхатель-
ных путей и контроле клеточного ответа по Th2-типу 
(Tussiwand et al., 2015). У мышей в супрессорных клетках 
миелоидного происхождения и эпителиальных клетках 
дыхательных путей после воздействия аллергена повы-
шалась экспрессия гена Klf4 прямо пропорционально 
тяжести развивающейся аллергической астмы (Nimpong 
et al., 2017). Среди других изученных в настоящем ис-
следовании вариантов rs1980616 обладает наиболее вы-
соким регуляторным потенциалом – ранг 2b/шкала 0.83 
(см. табл. 2). 

По данным GTEx Portal и Blood eQTL browser, все изу
ченные SNP являются eQTL-локусами и влияют на экс
прессию генов, в пределах нуклеотидной последователь-
ности которых они располагаются, или других близлежа-
щих генов (cis-eQTL), а также таковых, локализованных 
на значительном удалении (trans-eQTL), в разных тканях. 
Согласно имеющейся на сегодняшний день информации, 
rs1927914 и rs1980616, ассоциированные с БА, связаны 
с изменением экспрессии генов TLR4 и SERPINA1 соот-

ветственно. Генотип GG rs1927914 ассоциирован с увели-
чением экспрессии гена TLR4 в цельной крови, артериях, 
миокарде левого желудочка и c понижением экспрессии 
этого гена в тканях головного мозга (мозжечок), а гено-
тип СС rs1980616 связан с повышением экспрессии гена 
SERPINA1 в цельной крови (см. табл. 2).

Вариант rs1927914 (TLR4), ассоциированный с БА в 
нашем исследовании, связан с тяжестью течения БА в 
популяции Китая (Zhang et al., 2011). Этот вариант входит 
в блок сцепления из 13 rSNP, из них rs2737190 ассоции-
рован с развитием хронической обструктивной болезни 
и туберкулеза легких с разнонаправленным эффектом 
(https://www.disgenet.org/browser/2/1/1/rs2737190/). 

В настоящей работе впервые установлена ассоциация 
rs1980616 гена SERPINA1 с развитием бронхиальной 
астмы. Проведенные ранее исследования показали, что 
хромосомный регион 14q23-q32 ассоциирован с уровнем 
IgE в крови, гиперреактивностью бронхов и другими при-
знаками аллергического воспаления в разных популяциях 
(Malerba et al., 2001). Роль белковых продуктов генов 
семейства серпинов в патогенезе БА неизвестна, однако 
они могут выполнять защитную функцию, ингибируя 
эндогенные протеазы, связанные с воспалительным от-
ветом, что заслуживает дальнейшего изучения. 

Оценка регуляторного потенциала SNP, 
ассоциированных с артериальной гипертензией
Модификации гистоновых белков для варианта rs2284033, 
локализованного в интроне гена IL2RB, регистрируются в 
лейкоцитах периферической крови (Т- и NK-клетки), а для 
rs11191582, локализованного в интроне гена NT5C2, – в 
широком спектре клеток и тканей, включая кровь, легкие, 
сосуды, сердце, головной мозг (см. табл. 2). 

Однонуклеотидные варианты, ассоциированные с АГ, 
влияют на изменение аффинности транскрипционных 
факторов. Аллель А rs11065987, локализованного в меж
генном регионе ATXN2/BRAP, связан со снижением аф
финности ТФ Mrg1 и Hoxa9 (см. табл. 2). Ранее у боль-
ных с АГ в гемопоэтических стволовых клетках CD34+ 
периферической крови обнаружено снижение экспрессии 
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гена HOXA9, что может быть связано со снижением цир-
кулирующих эндотелиальных клеток-предшественников 
и нарушением процессов неоваскуляризации и репарации 
повреждений сосудов (Pirro et al., 2007).

Аллель А интронного варианта rs11669386 гена CARD8 
влияет на повышение аффинности нескольких ТФ, среди 
которых факторы семейства Irf и Pou3f2 (см. табл. 2). 
В экспериментальных исследованиях на модельных жи-
вотных показано, что регуляторный фактор интерферона 1 
(Irf) играет ведущую роль в регуляции ремоделирования 
сердца при перегрузке давлением (Jiang et al., 2014). 

Аллель G rs2284033 гена IL2RB влияет на снижение 
аффинности к ТФ RORalpha1 и повышение к RXR/LXR 
(см. табл. 2). Связи RORalpha1 и RXR/LXR с АГ в до-
ступной научной литературе не обнаружено, однако было 
показано, что аденовирус-опосредованная сверхэкспрес-
сия RORalpha1 подавляет TNF-alpha индуцированную 
экспрессию молекул адгезии VCAM-1 и ICAM-1 в эндо-
телиальных клетках пупочной вены (Migita et al., 2004). 
Транскрипционные факторы семейства LXR/RXR регу-
лируют воспаление, гомеостаз холестерина, метаболизм 
липидов и глюкозы. Посредством модуляции компонентов 

Таблица 2. Регуляторный потенциал SNP, ассоциированных с БА, АГ и их сочетанием

SNP ID/локализация  
в гене/предраспола-
гающий аллель  
(патология)

rSNPBase HaploReg RegulomeDB GTEx Portal, Blood 
eQTL browser

DisGeNET

Пересечение SNP 
с регуляторными 
элементами

Тип регуляции  
(количество 
тканей)

Связывание с ТФ 
(аллель, направление 
изменения аффинно-
сти ТФ)

Ранг*/шкала** Генотип, направ-
ление изменения 
экспрессии, ген 
(ткань)

Ассоциации 
с патоло
гиями
всего/БА, АГ

rs1927914/1.7 Кб  
от 5’-конца 
(промотор)  
TLR4/G (БА)

– МГ(1), ТФ(6) G↑ Arid5b; Pou1f1; 
Pou2f2_known5; 
Pou3f2; Pou3f3. 
G↓ Pou2f2_known6,9; 
Pou6f1

6/0.0 GG ↑ TLR4 (БЦА, 
ЛЖ, К)  
и ↓ TLR4 (ГМ)

14/БА

rs1980616/интрон
SERPINA1/С (БА)

– МГ(5), DNAse (2), 
ТФ(4), СБ(1)

С↑ Klf4, Pbx3, SP2;
С↓ p300

2b/0.83 СС↑ SERPINA1 (К) –

rs11065987/ 
межгенный регион 
ATXN2 и BRAP/А (АГ)

Участок  
открытого  
хроматина

МГ(4), DNAse (2), 
ТФ(2)

A↓ Mrg1, Hoxa9 3а/0.60 АА↓ ALDH2 (А);
АА↑ ADAM1B (ПР), 
NAA25 (ГМ),  
ALDH2 (К)

17/–

rs2284033/интрон 
IL2RB/G (АГ)

ТФ МГ(1), DNAse (2), 
ТФ(3)

G↓ RORalpha1
G↑ RXR, LXR

4/0.61 GG↓ ELFN2 (Л) 7/БА

rs11191582/интрон
NT5C2/G (АГ)

Кольцевая РНК МГ(31), DNAse (30), 
ТФ(2), СБ(1)

G↓ HMG-IY 2, Nanog 1f/0.55 GG↓ CALHM2 (А), 
MARCKSL1P1 (А, Л, 
К, КА), NT5C2 (К);
GG↑ ARL3 (Л), 
SFXN2 (Л)

2/–

rs11669386/интрон
CARD8/А (АГ)

Кольцевая РНК TФ(4) A↑ Irf, Nkx6-1, Pax-6, 
Pou3f2

1f/0.22 AА↑ CCDC114 
(БЦА, К, Л),  
CARD8 (БЦА, ГМ)

–

rs7038716/интрон 
AL160272.2/Т  
(БА+АГ)

Длинная  
некодирующая 
РНК

ТФ(2) Т↓ Dobox4 7/0.18 ТТ↓ TLR4 (К) –

rs7025144/интрон 
AL160272.2/Т  
(БА+АГ)

– МГ(9), DNAse (5) – 4/0.61 ТТ↓ TLR4 (К) –

rs1010461/интрон
ANG, RNASE4/А 
(БА+АГ)

Кольцевая РНК DNAse (4) – 1f/0.55 АА↓ ANG (БЦА, А), 
АА↑ RNASE4 (ЛЖ, 
Л, К, ГМ, БЦА),  
ANG (К)

–

rs2022318/
межгенный регион  
ABTB2 и САТ/С 
(БА+АГ)

– МГ(2), ТФ(4) С↑ HEN1, Zfp691; 
С↓ ZNF263, p53

1f/0.22 СС↓ САТ (А, КА, 
БЦА, ЛЖ, Л, К), 
ABTB2 (К)

–

Примечание. А – аорта; КА – коронарные артерии; БЦА – большеберцовая артерия; ЛЖ – левый желудочек; К – цельная кровь; ГМ – головной мозг;  
ПР – предсердие; Л – легкие; МГ – модификации гистонов; DNAse – DNAse I-гиперчувствительные сайты; ТФ – транскрипционные факторы; СБ – связан-
ные белки. *Ранговая оценка регуляторного потенциала: 1f – eQTL + связывание ТФ/DNAse I-гиперчувствительный сайт; 2b – eQTL + связывание ТФ + дру
гие регуляторные элементы + DNAse I-гиперчувствительная область; 3а – связывание ТФ + любой мотив ТФ + DNAse I-гиперчувствительный сайт; 4 – свя-
зывание ТФ + DNAse I-гиперчувствительный сайт; 6 – любой мотив ТФ; 7 – другие. ** Чем ближе значение шкалы к единице, тем выше регуляторный 
потенциал SNP.
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Putative regulatory functions of SNPs associated with bronchial 
asthma, arterial hypertension and their comorbid phenotype

ренин-ангиотензин-альдостероновой системы LXR/RXR 
снижают периферическое сосудистое сопротивление и 
артериальное давление (Cannon et al., 2016). 

Аллель G rs11191582 гена NT5C2 ассоциирован со 
снижением аффинности к транскрипционным факторам 
HMG-IY и Nanog (см. табл. 2). Ранее было выявлено, что 
HMG-IY участвует в формировании структуры хроматина 
и регуляции транскрипции многих генов. Показано, что 
изменение уровней HMG-IY влияет на активность промо-
тора и экспрессию гена IL2 в клеточных линиях человека 
(Himes et al., 2000). В настоящее время уставлена важная 
роль Т-клеток иммунной системы, а именно активации 
Th1-лимфоцитов, которые являются продуцентами IL2, 
в патогенезе артериальной гипертензии. Повышенная 
продукция IL2, наряду с цитокинами IL1β, IL6, TNFα и 
IFNγ, способствует воспалению сосудов и развитию АГ 
(Schiffrin, 2014). 

Генетические варианты, ассоциированные с АГ, явля-
ются eOTL-локусами. Показано, что rs11065987 (ATXN2/
BRAP) – cis- и trans-eQTL-локус, влияет на функцио-
нальную активность генов ALDH2, ADAM1B и NAA25 
в различных клетках и тканях (см. табл. 2). Генотип АА 
rs11065987 (ATXN2/BRAP) ассоциирован со снижением 
экспрессии гена ALDH2 в аорте и повышением его экс-
прессии в лейкоцитах цельной крови, а также с повы-
шением экспрессии гена ADAM1B в предсердии сердца, 
гена NAA25 в базальных ганглиях. Для некоторых генов 
и их белковых продуктов ранее установлена связь с раз-
витием сердечно-сосудистых заболеваний и гипертензии. 
Так, полиморфные варианты гена BRAP ассоциированы с 
риском развития атеросклероза сонных артерий (Liao et 
al., 2011); белковые продукты генов ATXN2 и SH2B3 во-
влечены в развитие АГ (Siedlinski et al., 2020); rs671 гена 
ALDH2 ассоциирован со снижением риска развития АГ 
(Mei et al., 2020). Для полиморфного варианта rs11065987 
зарегистрирована связь со многими патологическими со-
стояниями, включая уровень липидов в крови (Willer et al., 
2013), индекс массы тела (Locke et al., 2015), ишемический 
инсульт, ишемическую болезнь сердца (Dichgans et al., 
2014) и АГ (Levy et al., 2009). 

Вариант rs11669386 влияет на функциональную актив-
ность гена CARD8, SNP которого значимы для формиро-
вания подверженности к развитию АГ, аневризмы аорты и 
инсульту (Zhao et al., 2016). Генотип АА rs11669386 ассо-
циирован с повышением уровня экспрессии гена CARD8 
в артериях и головном мозге, а также с повышением экс-
прессии гена CCDC114 в большеберцовой артерии, легких 
и цельной крови (см. табл. 2). Белок CARD8 совместно с 
NLRP3 контролирует активность воспалительной каспа-
зы-1 и вовлечен в регуляцию каспаза-1-опосредованной 
активации IL1B в макрофагах мыши, дендритных клетках 
и макрофагах периферической крови человека (Abdelaziz 
et al., 2015). Как показано на мышиной модели болезни 
Кавасаки, каспаза-1 и IL1B – важные воспалительные 
цитокины при развитии поражений коронарных сосудов 
(Lee et al., 2012).

Вариант rs2284033 оказывает выраженное влияние 
на экспрессию гена IL2RB в лейкоцитах перифериче-
ской крови (Westra et al., 2013), а генотип GG связан со 
снижением экспрессии гена ELFN2 в тканях легких (см. 

табл. 2). Ранее была установлена ассоциация rs2284033 
с БА, которая, однако, нивелируется при рассмотрении 
отдельных фенотипов, связанных с возрастом начала за-
болевания (Moffatt et al., 2010). Кроме этого, данный SNP 
находится в группе сцепления с 10 rSNP, для одного из 
которых (rs228953) показана связь с количеством эози-
нофилов в крови и риском развития БА (Han et al., 2020). 

В нашей работе аллель G rs2284033 (IL2RB) ассоцииро-
ван с риском АГ (см. табл. 1). В настоящее время известна 
роль иммунной системы и процессов воспаления в патоге-
незе артериальной гипертензии. Повышенная экспрессия 
гена IL2RB выявлена в лейкоцитах у пациентов с АГ (Huan 
et al., 2015). Ввиду этого полиморфизм гена IL2RB может 
предрасполагать в совокупности с другими факторами к 
развитию артериальной гипертензии.

Генотип GG rs11191582 (NT5C2) связан с понижением 
экспрессии генов CALHM2 и MARCKSL1P1 в аорте, генов 
NT5C2 и MARCKSL1P1 – в клетках цельной крови и с 
увеличением экспрессии генов ARL3 и SFXN2 – в ткани 
легкого (см. табл. 2). Белковый продукт гена CALHM2 
модулирует кальциевый гомеостаз, поддержание кото-
рого необходимо для выполнения клеточных функций, 
таких как сокращение, пролиферация, миграция и рост, 
нарушение которых влияет на развитие сердечно-сосу
дистых заболеваний. Ранее было показано, что rs11191582 
(NT5C2) локализуется в одном блоке сцепления с rSNPs 
(rs11191548, rs11191559, rs11191580, rs11191593, rs12413409  
и rs943037), для которых установлена связь с регуля
цией артериального давления и развитием ишемической 
болезни сердца (Matsunaga et al., 2020). В нуклеотидной 
последовательности гена ARL3 идентифицированы SNP, 
находящиеся в разных блоках сцепления и ассоциирован-
ные с уровнем артериального давления. Это позволило 
предположить, что в локусе 10q24.32, где локализованы 
гены ARL3 и SFXN2, могут находиться многочисленные 
«причинные» генетические варианты предрасположен-
ности к АГ (Li et al., 2017).

Оценка регуляторного потенциала SNP, 
ассоциированных с коморбидным фенотипом БА и АГ 
Генетические варианты, ассоциированные с фенотипом 
БА+АГ, располагаются в DNAse I гиперчувствитель
ных сайтах (rs1010461, rs7025144) в области энхансеров 
(rs7025144, rs2022318) и влияют на аффинность ТФ 
(rs7038716, rs2022318) (см. табл. 2).

Вариант rs1010461, локализованный в интроне генов 
ANG и RNASE4, не изменяет аффинность ТФ, но показана 
его связь с функциональной активностью этих генов в 
клетках крови, артериях, сердце, легких и головном мозге 
(см. табл. 2). Показано, что генотип АА rs1010461 связан 
со снижением экспрессии гена ANG в большеберцовой ар-
терии и аорте, но повышением уровня экспрессии данного 
гена в клетках цельной крови. Генотип АА ассоциирован 
с повышением уровня экспрессии гена рибонуклеазы 4 
(RNASE4) в лейкоцитах цельной крови, тканях левого 
желудочка, легких, головного мозга и большеберцовой 
артерии. 

Ген RNASE4 имеет те же промоторы и экспрессирует-
ся совместно с геном ангиогенина (ANG). Однако роль 
RNASE4 в развитии сердечно-сосудистых и бронхолегоч-
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ных заболеваний неизвестна. В свою очередь, ангиогенин 
является мощным индуктором образования кровеносных 
сосудов и может быть использован в качестве сывороточ-
ного маркера развития сердечно-сосудистых заболеваний 
(Yu et al., 2018). В период астматического приступа в 
мокроте пациентов регистрируется повышение фактора 
роста эндотелия сосудов и ангиогенина, которые в зна-
чительной степени снижаются после кортикостероидной 
терапии (Abdel-Rahman et al., 2006). Возможно, именно ле-
чение БА кортикостероидами может выступать в качестве 
неблагоприятного фактора для развития последующей 
артериальной гипертензии у индивидуумов, предраспо-
ложенных к этой патологии. 

Аллель Т rs7038716 (AL160272.2) связан со снижением 
аффинности к ТФ Dobox4. Генотипы ТТ rs7038716 и TT 
rs7025144 ассоциированы со снижением функциональной 
активности гена TLR4 в лейкоцитах цельной крови (см. 
табл. 2). В настоящем исследовании с БА ассоциированы 
аллели и генотипы, приводящие к повышению функцио
нальной активности гена TLR4, тогда как с коморбид-
ностью БА и АГ ассоциированы генотипы, связанные 
с пониженной экспрессией гена TLR4 в клетках крови. 
Этот результат требует дальнейшего исследования и объ
яснения.

Аллель С rs2022318 (ABTB2/САТ) связан с повышением 
аффинности к ТФ HEN1 и Zfp691, но со снижением  – 
ZNF263 и p53. Известно, что в ответ на повреждение 
ДНК, гипоксию и окислительный стресс для обеспечения 
клеточной защиты повышается экспрессия p53. Появля-
ются новые данные, подтверждающие защитный эффект 
P53 при воспалительных процессах в легких. В частно- 
сти, показано, что дефицит p53 в эндотелиальных клет-
ках сосудов легких связан с тяжелыми респираторными 
нарушениями (Uddin, Barabutis, 2020). Для ZNF263 про-
демонстрирована ассоциация с атеросклерозом через ре
гуляцию экспрессии гена TGFB1, белковый продукт кото-
рого принимает активное участие в патогенезе различных 
заболеваний (Dhaouadi et al., 2014). 

Генотип СС rs2022318 связан со снижением экспрес-
сии гена ABTB2 в клетках цельной крови и гена каталазы 
(САТ ) в тканях аорты, левого желудочка, легких, коро-
нарных артериях и клетках цельной крови (см. табл. 2). 
Каталаза – важный антиоксидантный фермент, снижение 
активности которого наблюдается при многих заболева-
ниях, вызванных окислительным стрессом. Установлена 
связь SNP, локализованных в промоторе гена каталазы, с 
развитием кардиометаболических заболеваний (Doğan et 
al., 2019) и бронхиальной астмы (Taniguchi et al., 2014). 
Данных о связи полиморфизма гена ABTB2, его функцио
нальной активности или белкового продукта с АГ и БА в 
научной литературе не обнаружено.

Заключение
Таким образом, SNP, ассоциированные с изученными 
фенотипами, БА, АГ и БА+АГ, являются регуляторными 
(rSNP), а также eQTL-локусами, локализуются в активно 
транскрибируемых регионах генома и влияют на функцио
нальную активность различных генов в клетках крови и 
органах-мишенях заболеваний – легких, сосудах, сердце, 
головном мозге.

Ассоциация rs1927914 и rs1980616 с БА может быть 
объяснена за счет влияния аллеля G rs1927914 на измене-
ние аффинности транскрипционных факторов семейства 
Pou и связи генотипа GG с повышением уровня экспрес-
сии гена TLR4 в клетках крови; связи аллеля С rs1980616 
с повышением аффинности транскрипционного фактора 
Klf4, участвующего в воспалении, ремоделировании ды-
хательных путей и контроле ответа клетки по Th2-типу, а 
также ассоциации генoтипа СС c повышением экспрессии 
гена SERPINA1 в клетках крови. 

В основе ассоциации rs11065987, rs2284033, rs11191582 
и rs11669386 с АГ может быть: влияние аллеля А 
rs11065987 на снижение аффинности транскрипционно-
го фактора Hoxa9 и уменьшение пула эндотелиальных 
клеток-предшественников, что нарушает неоваскуляри-
зацию и репарацию повреждений сосудов, а генотип АА 
оказывает влияние на изменение экспрессии гена ALDH2 
в клетках крови и сосудах; связь аллеля А rs11669386 с 
повышением аффинности транскрипционного фактора 
Irf, который играет ведущую роль в регуляции ремоде-
лирования сердца при перегрузке давлением и фактора 
Pou3f2, ассоциированного с развитием ремоделирования 
левого желудочка при АГ; генотип АА ассоциирован с 
повышением экспрессии гена CARD8 в сосудах, белко-
вый продукт которого входит в состав инфламосомы и 
участвует в регуляции воспалительных реакций при раз-
личных, в том числе сердечно-сосудистых, заболеваниях; 
влияние аллеля G rs2284033 на снижение аффинности к 
ТФ RORalpha1, подавляющего TNF-alpha индуцирован-
ную экспрессию молекул адгезии VCAM-1 и ICAM-1 в 
эндотелиальных клетках и связи генотипа GG rs11191582 
с изменением уровня экспрессии генов NT5C2, ARL3 и 
SFXN2 в клетках крови, сосудах, сердце. 

Ассоциация rs7038716, rs7025144, rs1010461 и rs2022318 
с коморбидным фенотипом БА и АГ может быть обуслов-
лена: связью генотипов ТТ и ТТ rs7038716 и rs7025144 
со снижением функциональной активности гена TLR4 в 
клетках крови; связью генотипа АА rs1010461 с измене-
нием экспрессии гена ANG в клетках крови и сосудов, 
белковый продукт которого играет важную роль в пато-
генезе как АГ, так и БА; влиянием аллеля С rs2022318 на 
повышение аффинности транскрипционного фактора p53, 
экспрессия которого увеличивается при воспалительных 
процессах в легких, и связью генотипа СС со снижением 
экспрессии гена CAT в клетках крови, легких, сосудах и 
сердце, снижение активности которой наблюдается при 
заболеваниях, вызванных окислительным стрессом.
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Аннотация. К настоящему времени показана ассоциация дисбаланса кишечной микробиоты с различными заболе-
ваниями человека, включая не только патологии желудочно-кишечного тракта, но и нарушения иммунной системы. 
Однако, несмотря на значительный объем накопленных данных, многие ключевые вопросы до сих пор остаются без 
ответа. Описаны различия в микробных сообществах кишечника в зависимости от возраста больных, типа питания и 
региона проживания. Учитывая ограниченность данных о составе микробиоты кишечника при язвенном колите (ЯК) 
и синдроме раздраженного кишечника (СРК) у пациентов из регионов Сибири, а также отсутствие сведений о ки-
шечной микробиоте больных бронхиальной астмой (БА), цель исследования – оценка биоразнообразия кишечного 
микробиома пациентов с СРК, ЯК и БА в сравнении с таковым здоровых добровольцев (ЗД). Проведена сравнитель-
ная оценка биоразнообразия и таксономической структуры микробиома содержимого кишечника пациентов с СРК, 
ЯК, БА и ЗД, определенных на основании 16S рРНК-последовательностей бактериальных генов. В четырех выборках 
доминировали последовательности типов Firmicutes и Bacteroidetes. Третьи по встречаемости во всех группах – по-
следовательности типа Proteobacteria, членами которого являются патогенные и условно-патогенные бактерии. По-
следовательности типа Actinobacteria были в среднем четвертыми по встречаемости. Результаты показали наличие 
дисбиоза в образцах пациентов по сравнению со здоровыми участниками. Соотношение Firmicutes/Bacteroidetes в 
выборках СРК и ЯК уменьшилось относительно ЗД, а в группе БА – увеличилось. В образцах пациентов с заболева-
ниями кишечника (СРК и ЯК) обнаружено увеличение доли последовательностей типа Bacteroidetes и уменьшение 
доли последовательностей класса Clostridia, а также семейства Ruminococcaceae, но не Erysipelotrichaceae. В  вы-
борках СРК, ЯК и БА отмечено достоверно больше в сравнении с ЗД последовательностей Proteobacteria, включая 
Methylobacterium, Sphingomonas, Parasutterella, Halomonas, Vibrio, а также последовательности Escherichia и Shigella. 
В  кишечном микробиоме взрослых пациентов с БА выявлено уменьшение доли последовательностей Roseburia, 
Lachnospira, Veillonella, однако доля последовательностей Faecalibacterium и Lactobacillus была такой же, как и у здо-
ровых участников. Впервые получены данные о существенном увеличении доли последовательностей Halomonas и 
Vibrio в кишечном микробиоме пациентов с бронхиальной астмой.
Ключевые слова: микробиом; 16S рРНК-последовательности; язвенный колит; синдром раздраженного кишечника; 
бронхиальная астма.
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Abstract. To date, the association of an imbalance of the intestinal microbiota with various human diseases, including both 
diseases of the gastrointestinal tract and disorders of the immune system, has been shown. However, despite the huge 
amount of accumulated data, many key questions still remain unanswered. Given limited data on the composition of the 
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gut microbiota in patients with ulcerative colitis (UC) and irritable bowel syndrome (IBS) from different parts of Siberia, as 
well as the lack of data on the gut microbiota of patients with bronchial asthma (BA), the aim of the study was to assess the 
biodiversity of the gut microbiota of patients with IBS, UC and BA in comparison with those of healthy volunteers (HV). In 
this study, a comparative assessment of the biodiversity and taxonomic structure of gut microbiome was conducted based 
on the sequencing of 16S rRNA genes obtained from fecal samples of patients with IBS, UC, BA and volunteers. Sequences 
of the Firmicutes and Bacteroidetes types dominated in all samples studied. The third most common in all samples were 
sequences of the Proteobacteria type, which contains pathogenic and opportunistic bacteria. Sequences of the Actinobac-
teria type were, on average, the fourth most common. The results showed the presence of dysbiosis in the samples from 
patients compared to the sample from HVs. The ratio of Firmicutes/Bacteroidetes was lower in the IBS and UC samples 
than in HV and higher the BA samples. In the samples from patients with intestinal diseases (IBS and UC), an increase in the 
proportion of sequences of the Bacteroidetes type and a decrease in the proportion of sequences of the Clostridia class, as 
well as the Ruminococcaceae, but not Erysipelotrichaceae family, were found. The IBS, UC, and BA samples had signif icantly 
more Proteobacteria sequences, including Methylobacterium, Sphingomonas, Parasutterella, Halomonas, Vibrio, as well as 
Escherichia spp. and Shigella spp. In the gut microbiota of adults with BA, a decrease in the proportion of Roseburia, Lach-
nospira, Veillonella sequences was detected, but the share of Faecalibacterium and Lactobacillus sequences was the same as 
in healthy individuals. A signif icant increase in the proportion of Halomonas and Vibrio sequences in the gut microbiota in 
patients with BA has been described for the f irst time.
Key words: microbiome; 16S rRNA sequences; ulcerative colitis; irritable bowel syndrome; bronchial asthma.
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Введение
К настоящему времени накоплено достаточно данных о 
микробных сообществах кишечника человека и показана 
ассоциация дисбаланса кишечной микробиоты с раз-
личными патологическими состояниями, в том числе не 
только заболеваниями желудочно-кишечного тракта, но 
и нарушениями иммунной системы (O’Hara, Shanahan, 
2006). Однако, несмотря на значительный объем инфор-
мации, многие ключевые вопросы остаются без ответа. 
Так, до сих пор неизвестно, являются ли такие заболева
ния кишечника, как язвенный колит (ЯК) и синдром раз
драженного кишечника (СРК), результатом нарушенного 
иммунного ответа на нормальную микробиоту или слу
жат проявлением нормального иммунного ответа на на
рушения в микрофлоре кишечника (Cheng, Fisher, 2017). 

Патогенез этих заболеваний также не вполне ясен: ве
роятно, механизм развития имеет сложную природу  и 
опосредован нарушениями кишечной микробиоты, гене
тической предрасположенностью и экологическими фак-
торами (Shen et al., 2018). Известно лишь, что при ЯК и 
СРК снижено биоразнообразие микробиоты кишечника 
(Machiels et al., 2014; Dubinsky, Braun, 2015). При ЯК 
отмечено уменьшение количества представителей типов 
Bacteroidetes и Firmicutes; для последнего зарегистриро-
вано уменьшение встречаемости последовательностей 
Roseburia hominis и Faecalibacterium prausnitzii (отряд 
Clostridia, сем. Lachnospiraceae и Ruminococcaceae соот-
ветственно) (Machiels et al., 2014; Тикунов и др., 2020). 
Особенно заметно снижение Akkermansia muciniphila 
(тип Verrucomicrobia), в норме достигающей 1–5 % всего 
бактериального сообщества (Manichanh et al., 2012; Bajer 
et al., 2017). Одновременно в микробиоте пациентов с ЯК 
увеличено количество представителей Actinomycetes и 
Proteobacteria, а среди протеобактерий часто выявляют 
Helicobacter spp., Salmonella spp., Yersinia spp. и энтероин-
вазивные Escherichia coli (Saebo et al., 2005; Gradel et al., 
2009; Sonnenberg, Genta, 2012; Shen et al., 2018; Тикунов 

и др., 2020). В случае СРК, как и при ЯК, в микробиоте 
кишечника количество представителей типа Proteobacteria 
увеличено, а число представителей Actinomycetes, наобо-
рот, уменьшено (Bennet et al., 2015; Su et al., 2018). 

Соотношение основных представителей микробного 
сообщества кишечника человека, Firmicutes/Bacteroidetes, 
при СРК может и увеличиваться, и уменьшаться (Tana et 
al., 2010; Rajilić-Stojanović et al., 2011; Jeffery et al., 2012; 
Jalanka-Tuovinen et al., 2014; Pozuelo et al., 2015; Tap et al., 
2017). Такое несовпадение данных может быть связано как 
с динамичностью кишечного микробного сообщества у 
отдельного индивидуума, так и высоким биоразнообрази-
ем кишечной микробиоты у людей не только при различ-
ном состоянии здоровья, но и в зависимости от возраста, 
региона проживания и особенностей питания (Fujimura et 
al., 2010; Qin et al., 2010; Donaldson et al., 2016). В связи с 
этим изучение ассоциации особенностей микробиоты с 
различными заболеваниями человека – одно из наиболее 
актуальных направлений современных биомедицинских 
исследований. 

Учитывая ограниченность данных о составе микробио
ты кишечника при ЯК и СРК у пациентов из регионов 
Сибири, а также отсутствие сведений о кишечной микро-
биоте больных бронхиальной астмой (БА), цель исследо-
вания – оценка 16S рРНК-профилей пациентов с СРК, ЯК 
и БА в сравнении с таковыми здоровых доноров.

Материалы и методы
В работе использовали образцы фекалий, полученные от 
восьми пациентов с БА, восьми больных с СРК и 18 па-
циентов с ЯК. Среди исследуемых женщины составили 
47.4 %, мужчины – 52.6 %. Диагнозы «синдром раздражен-
ного кишечника» и «язвенный колит» подтверждали на 
основании результатов исследования уровня фекального 
кальпротектина, данных фиброколоноскопии и гистоло
гического исследования биоптатов, взятых из разных от
делов толстой и подвздошной кишок. Образцы пациен-
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тов, в которых рутинными методами были обнаружены 
Clostridium diff icile, не исследовали. Диагноз «атопиче-
ская бронхиальная астма» подтверждали на основании 
общего, биохимического и иммунологического анализов 
крови и данных сенсибилизации. Также в исследовании 
использованы восемь образцов здоровых добровольцев 
без хронических заболеваний и не болевших последние 
три месяца. Все пациенты и добровольцы отрицали систе-
матическое употребление алкоголя, только три больных 
мужского пола с СРК употребляли табачные изделия. Все 
участники исследования в течение как минимум двух не-
дель до забора образцов не принимали антибактериальные 
препараты. Все пациенты и добровольцы предоставили 
информированное согласие с проводимым исследова-
нием и анонимной обработкой данных. Исследование 
одобрено локальным этическим комитетом Автономной 
некоммерческой организации «Центр новых медицинских 
технологий в Академгородке». 

Выделение суммарной ДНК проводили, как описано 
ранее (Тикунов и др., 2020). Основные этапы включали 
осветление 50 мг из каждого образца с последующим при-
менением набора для выделения ДНК из клеток тканей и 
крови (ООО «БиоЛабМикс», Россия) с добавлением лизо-
цима для повышения эффективности получения ДНК из 
грамположительных бактерий. Амплификацию фрагмента 
гена 16S рРНК, содержащего вариабельные участки V3 
и V4, проводили методом полимеразной цепной реакции 
с использованием в качестве матрицы полученной ДНК 
фьюжн-праймеров (NEB-FF 5′-ACACTCTTTCCCTACA 
CGACGCTCTTCCGATCTCTACGGGAGGCAGCAG-3′, 
NEB-FR 5′-GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTC 
CGATCTGGACTACCGGGGTATCT-3′) и высокоточной 
полимеразы Q5 (New England Biolabs, США). Продукты 
амплификации очищали электрофоретически в геле из 
легкоплавкой SeaKem GTG-агарозы (Lonza, США). 

Конструирование библиотек выполняли, как описано 
ранее (Тикунов и др., 2020). Основные этапы включали 
обогащение полученных ампликонов, введение баркодов 
и служебных последовательностей с использованием по-
лимеразы Q5 и набора олигонуклеотидов Dual index set 
(New England Biolabs, США) с последующей очисткой 
полученных библиотек на магнитных частицах AMPure 
XP (Beckman Coulter, США). Концентрацию ДНК в биб
лиотеках измеряли с помощью набора Qubit dsDNA HS 
(Life Technologies, США). По результатам измерений биб
лиотеки объединяли в пул таким образом, чтобы соотно
шение ДНК-библиотек в пуле было эквимолярным Сек
венирование вели на платформе MiSeq с использованием 
набора реагентов MiSeq reagent kit v2 2 × 250-cycles (Illu
mina, США). 

Методы анализа данных секвенирования описаны ранее 
(Тикунов и др., 2020). Предварительно из последователь-
ностей ридов удаляли последовательности адаптеров и 
проводили фильтрацию ридов по качеству. Полученные 
риды анализировали с помощью генерации операционных 
таксономических единиц (OTU) с последующим кар
тированием последовательностей на полученные OTU в 
пакете программ Usearch-9.2 и использованием класси-
фикации ридов алгоритмом Kraken по базе данных из-
вестных последовательностей 16S рРНК Silva v.132 (full). 

В первом случае OTU генерировали алгоритмом unoise2 
с отбраковкой химерных последовательностей и учетом 
ошибок чтения. Таблицы полученных частот встречае-
мости OTU обработаны в среде R3.3.3. Во втором случае 
полученные риды картировали на базу данных 16S рРНК 
Silva с помощью алгоритма seed-kraken с использованием 
разреженного k-мера со специальной решеткой, позволя-
ющей увеличить специфичность классификации. Индекс 
Шеннона рассчитывали в пакете программ R; достовер-
ность различий между индексами Шеннона определяли 
с помощью t-теста Хатчесона. Визуализацию результатов 
анализа библиотек последовательностей методом главных 
координат PCoA проводили на основе матриц дистанций 
с применением пакета программ vegan. Для установления 
достоверности различий между величинами использовали 
критерий Стьюдента.

Результаты и обсуждение

Оценка биоразнообразия  
бактериальных сообществ 
На основе ДНК, выделенной из образцов фекалий па-
циентов и доноров, сконструированы 42 библиотеки 
фрагментов гена 16S рРНК. Фрагменты содержали вариа
бельные участки V3 и V4 гена 16S рРНК – на основе этой 
последовательности возможна таксономическая класси-
фикация большинства бактерий (Chakravorty et al., 2007; 
Wang, Qian, 2009). Образцы сгруппированы в четыре 
выборки: БА – 8 образцов больных атопической БА (сред-
ний возраст 38.1 года; от 25 до 56 лет), СРК – 8 образцов 
пациентов с СКР (средний возраст 44.9 года; от 25 до 
64 лет), ЯК – 18 образцов пациентов с ЯК (средний возраст 
39.6 года; от 25 до 65 лет), здоровые добровольцы (ЗД) – 
8  образцов здоровых добровольцев (средний возраст 
27.1 года; от 20 до 39 лет). Средний возраст добровольцев 
в группе ЗД был достоверно ниже в сравнении с группами 
пациентов с БА, СРК и ЯК ( p ≤ 0.01 во всех случаях); при 
этом данный показатель в трех выборках больных стати-
стически значимо не различался.

Результаты секвенирования и классификации полу-
ченных ридов представлены в табл. 1. Все библиотеки 
содержали более 100 тыс. ридов, в среднем более 99.6 % 
ридов таксономически отнесены к определенному типу 
бактерий. В двух образцах больных БА и одном образце 
пациента с СРК обнаружены последовательности архей 
(тип Euryarchaeota). 

Альфа-разнообразие бактериальных сообществ в  ис
следуемых группах оценивали с помощью индекса Шен-
нона – комплексного показателя, учитывающего количе-
ство видов и их выровненность. Самым низким индекс 
Шеннона был для выборки ЯК, самым высоким – для ЗД 
(рис. 1), хотя различия не имели статистической значи-
мости. Оценка выборок методом главных компонентов 
показала, что наиболее компактно расположены точки, 
характеризующие библиотеки последовательностей из 
группы ЗД (рис. 2). Расположение точек, характеризую
щих библиотеки из выборок пациентов, при меньшем 
значении индекса Шеннона по сравнению с таковым для 
ЗД свидетельствует об относительной нестабильности 
микробиомов у таких больных.
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Таблица 1. Результаты таксономической классификации ридов в библиотеках 16S рРНК

Признак СРК, n = 8 ЯК, n = 18 БА, n = 8 ЗД, n = 8

Количество ридов, N ± δ 149  863 ± 13  477 138  479 ± 16  887 142 314 ± 13 724 129  435 ± 12 429

Доля ридов, классифицированных  
до бактериального типа, % ± δ 

99.57 ± 0.18 99.66 ± 0.12 99.62 ± 0.11 99.64 ± 0.13

Индекс Шеннона, I ± δ 3.27 ± 0.85 3.05 ± 0.63 3.28 ± 0.72 3.48 ± 0.39

Общее количество бактериальных типов 11, 
от 7 до 8  
в библиотеке

11,
от 5 до 9  
в библиотеке

11,
от 6 до 9  
в библиотеке

11,
от 5 до 9  
в библиотеке

Доля  
обнаруженных 
бактериальных 
типов, %

Firmicutes 53.2 56.1 65.1 70.4 

Bacteroidetes 38.5 31.3 18.5 26.5 

Proteobacteria 5.7 10.0 13.4 1.4 

Actinobacteria 1.0 1.9 0.7 0.7 

Verrucomicrobia 1.0 0.4 1.9 0.5 

Fusobacteria < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.1 

Tenericutes < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.1 

Synergistetes < 0.1 < 0.1 но < 0.1 

Epsilonbacteraeota < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.1 

Cyanobacteria < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.1 

Patescibacteria < 0.1 < 0.1 < 0.1 но

Fibrobacteres но но < 0.1 < 0.1 

Общее количество бактериальных классов 17,
от 13 до 14  
в библиотеке

15,
от 11 до 15  
в библиотеке

16,
от 12 до 15  
в библиотеке

17,
от 10 до 15  
в библиотеке

Обнаруженные 
бактериальные 
классы, % 

Bacilli 0.8 1.5 0.6 0.5 

Clostridia 41.8 46.7 55.8 66.0

Erysipelotrichia 0.2 0.2 0.2 < 0.1

Negativicutes 10.2 7.5 8.3 3.7 

Bacteroidia 38.5 31.3 18.5 26.5

Alphaproteobacteria 1.9 5.4 2.0 0.4 

Deltaproteobacteria 0.2 < 0.1 < 0.1 < 0.1

Gammaproteobacteria 3.6 4.4 11.2 0.9 

Actinobacteria 0.6 0.6 0.5 0.4 

Coriobacteriia 0.4 1.3 0.3 0.3 

Verrucomicrobia 1.0 0.4 1.9 0.5 

Fusobacteriia < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.1 

Mollicutes < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.1 

Synergistia < 0.1 < 0.1 но < 0.1 

Campylobacteria < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.1 

Oxyphotobacteria < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.1 

Saccharimonadia < 0.1 < 0.1 < 0.1 но

Fibrobacteria но но < 0.1 < 0.1 

Примечание. Здесь и далее: библиотеки на основе образцов пациентов с симптомом раздраженного кишечника (СРК), бронхиальной астмой (БА), 
язвенным колитом (ЯК) и здоровых добровольцев (ЗД); но – не обнаружено.

Всего в библиотеках выявлены последовательности 
12 типов бактерий (см. табл. 1); последовательности де
вяти типов присутствовали во всех четырех выборках. 
Из них последовательности пяти типов (Firmicutes, Bac-
teroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria и Fusobacteria) 
определены во всех библиотеках, а последовательности, 
относящиеся к типу Verrucomicrobia, обнаружены во 
всех библиотеках из групп БА и ЗД, при этом в СРК и ЯК 

они отсутствовали в одной и четырех библиотеках соот
ветственно. Последовательности представителей типов 
Tenericutes, Epsilonbacteraeota, Cyanobacteria, Synergis
tetes, Patescibacteria и Fibrobacteres найдены не во всех 
библиотеках, а последних трех типов – не во всех вы-
борках. В среднем во всех группах доминировали после-
довательности Firmicutes (в среднем по выборке > 53 %) 
и Bacteroidetes (в среднем > 18 %), причем в группе СРК 
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последовательности Bacteroidetes выявлены статистиче-
ски значимо чаще, чем в БА (в среднем 38.5 против 18.5 %; 
p ≤ 0.05). Третьими по встречаемости во всех выборках 
были последовательности Proteobacteria. Из табл. 1 видно, 
что меньше всего таких последовательностей зафикси
ровано в группе ЗД (1.36 %), в остальных выборках та
ких последовательностей отмечено существенно больше 
(СРК – 5.71 %, БА – 13.35 %, ЯК – 10.00 %); статистиче-
ская достоверность различий показана даже для групп ЗД 
и СРК. Последовательности типа Actinobacteria были в 
среднем четвертыми по встречаемости, однако в выборках 
ЯК и СРК (заболевания кишечника) их встречаемость в 
среднем превышала таковую для последовательностей 
Proteobacteria в группе ЗД. 

Девять из двенадцати обнаруженных бактериальных 
типов представлены последовательностями единствен-
ного класса, включая один доминирующий тип Bacte-
roidetes (класс Bacteroidia). Еще один доминирующий 
тип, Firmicutes, был представлен последовательностями 
четырех классов – Bacilli, Clostridia, Erysipelotrichia, Ne
gativicutes, причем во всех выборках доминировали по-
следовательности класса Clostridia. Тип Proteobacteria 
содержал последовательности трех классов – Alphapro-
teobacteria, Deltaproteobacteria и Gammaproteobacteria, у 
пациентов из этого типа преобладали последовательно- 
сти последнего класса. Тип Actinobacteria включал после
довательности двух классов – Actinobacteria и Coriobac
teriia.  Всего выявлены последовательности 18  классов 
(см. табл. 1). Встречаемость последовательностей основ-
ных порядков показана на рис. 3.

Сравнительный анализ  
таксономического состава микробных сообществ
Известно, что основными компонентами микробного со
общества кишечника здоровых людей выступают пред
ставители типов Firmicutes (~70 %), Bacteroidetes (~30 %), 
Proteobacteria (< 5 %), Actinobacteria (< 2 %), Verrucomi-

crobia (< 1 %) и Fusobacteria (< 1 %); представители еще 
10–12 типов бактерий являются транзиентными или 
встречаются в зависимости от региона проживания чело-
века, его возраста и типа питания (Belizário et al., 2018). 
Анализ таксономического состава библиотек из выборки 
ЗД показал соответствие средних значений приведенным 
показателям (см. табл. 1). Это позволило оценить сдвиг 
таксономического состава в кишечном микробиоме па
циентов с СРК и ЯК (заболевания кишечника) и БА от-
носительно кишечного микробиома здоровых доноров.

Изменение соотношения количества представителей 
Firmicutes и Bacteroidetes в микробиоте кишечника мо-
жет быть одним из индикаторов нарушения состояния 
микробиоты, при этом сдвиг этого соотношения как в 
сторону увеличения, так и уменьшения описан при ряде 
заболеваний (Tana et al., 2010; Rajilić-Stojanović et al., 
2011; Jeffery et al., 2012; Jalanka-Tuovinen et al., 2014; 
Pozuelo et al., 2015; Tap et al., 2017). Соотношения Firmi
cutes/Bacteroidetes в группе ЗД составило 2.6, в СРК и 
ЯК это соотношение существенно уменьшилось (1.4 и 
1.8 соответственно), а в выборке БА – увеличилось (3.5) 
(табл. 2). Полученные данные согласуются с описанным 
ранее уменьшением встречаемости Firmicutes при ЯК 
(Machiels et al., 2014) и СРК (Jalanka-Tuovinen et al., 2014; 
Bennet et al., 2015; Pozuelo et al., 2015; Su et al., 2018), 
однако относительно СРК результаты разнятся и в ряде 
исследований зарегистрировано увеличение соотноше- 
ния Firmicutes/Bacteroidetes (Tana et al., 2010; Rajilić-
Stojanović et al., 2011; Jeffery et al., 2012; Tap et al., 2017). 

Обнаруженное в данном исследовании уменьшение 
доли последовательностей, принадлежащих типу Fir-
micutes, в выборках больных относительно группы ЗД 
наиболее выраженно среди пациентов с заболеваниями 
кишечника. Наибольший вклад в эти различия внесли 
последовательности класса Clostridia, уменьшение доли 
которых в выборках СРК и ЯК было статистически значи-
мым ( p < 0.01 и p < 0.05 соответственно). Одновременно 

Рис. 2. Визуализация результатов анализа библиотек последователь-
ностей методом главных координат PCoA на основе матриц дистан-
ций. 
Кресты обозначают центры областей, занимаемых соответствующими вы-
борками. Оси X и Y отражают значения первой и второй главных коорди-
нат соответственно.
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Рис. 1. Индекс Шеннона, отражающий альфа-разнообразие кишеч-
ного микробиома в выборках образцов, полученных от участников 
исследования.
Здесь и на рис. 2, 3: пациенты с синдромом раздраженного кишечни
ка (СРК), бронхиальной астмой (БА), неспецифическим язвенным коли-
том  (ЯК) и здоровые добровольцы (ЗД). Указаны медианные значения и 
квартили.
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доля последовательностей класса Negativicutes во всех 
группах больных, наоборот, увеличилась (см. табл. 1). 
Ранее отмечено, что при СРК уменьшается доля после-
довательностей семейств Ruminococcaceae и Erysipelot-
richaceae, представители которых участвуют в продукции 
короткоцепочечных жирных кислот (Załęski et al., 2013; 
Pozuelo et al., 2015). 

В данном исследовании также выявлено снижение 
доли  последовательностей Ruminococcaceae как при 
СРК, так и при ЯК, однако доля последовательностей 
Erysipelotrichaceae в выборках пациентов с заболевания
ми кишечника и БА существенно не изменилась по срав
нению с ЗД (см. табл. 2). Среди последовательностей 
Ruminococcaceae  особенно заметно снижение доли  по-
следовательностей Faecalibacterium spp. в группе СРК 
относительно ЗД ( p < 0.01), что соответствует получен-
ным ранее результатам (Rajilić-Stojanović et al., 2011; 
Rodiño-Janeiro et al., 2018). Кроме этого, следует отме-
тить заметное увеличение доли последовательностей 
сем. Veillonellaceae среди больных, однако описанное в 
литературе увеличение доли последовательностей Veil­
lonella spp. при СРК (Malinen et al., 2005; Tana et al., 2010; 
Rigsbee et al., 2012) в нашей работе не определено, хотя 
при ЯК наблюдалось. Не обнаружено существенных 
отличий встречаемости во всех исследуемых выборках 
последовательностей Staphylococcus spp., Enterococ- 
cus spp. и Streptococcus spp., среди которых присутству

ют патогенные и условно-патогенные виды. Зафиксиро
вано существенное уменьшение доли последовательно
стей Roseburia spp. и Lachnospira spp. в группе БА (см. 
табл. 2). Ранее показано, что Roseburia spp. наряду с пред
ставителями родов Bif idobacterium и Lactobacillus явля-
ется основным продуцентом полиненасыщенных жир- 
ных кислот, уменьшение концентрации которых в ки-
шечнике детей раннего возраста ассоциировано с рис- 
ком развития БА (Chiu et al., 2019; Lee-Sarwar et al., 2020). 
Снижение числа представителей рода Lachnospira связа
но с увеличением относительного обилия представите
лей рода Clostridium, что, в свою очередь, также ассоции
ровано с повышением риска развития астмы у детей (Ar-
rieta et al., 2015; Stiemsma et al., 2016; Hufnagl et al., 2020). 

В литературе описано уменьшение доли последова
тельностей, принадлежащих типу Bacteroidetes у паци-
ентов с ЯК (Machiels et al., 2014). В нашем исследовании 
средняя доля последовательностей этого типа в группах 
ЯК и СРК, наоборот, несколько увеличилась по сравне
нию с ЗД (см. табл. 1), причем наиболее значимое увели-
чение зарегистрировано для последовательностей Bac- 
teroides  spp. (см. табл. 2). В выборке БА доля последо-
вательностей Bacteroidetes незначительно уменьшилась 
по сравнению с ЗД, однако встречаемость последова-
тельностей Bacteroides spp. в этой группе значимо не 
изменилась. Следует отметить, что в выборках СРК, ЯК 
и БА заметно увеличилось соотношение представителей 

Рис. 3. Классификация операционных таксономических единиц (OTU) на уровне порядков, проведенная на основе базы данных Silva v.132 (full). 
Образцы 1–8 получены от пациентов с СРК; 9–26 – от больных ЯК; 27–4 – от пациентов с БА; 35–42 – от ЗД. Показаны порядки, представленность которых 
превышала 0.1 %. 
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семейств  Bacteroidaceae/Prevotellaceae по сравнению с 
ЗД (2.4, 3.8, 3.3 против 0.9 соответственно). Обычно доля 
последовательностей Bacteroidaceae больше у людей, 
питающихся преимущественно белковой пищей, а доля 
Prevotellaceae – у людей, отдающих предпочтение рас-
тительной пище: жителей средиземноморского региона, 
Юго-Восточной Азии и у вегетарианцев (Ley, 2016). До-
минирующие виды из обоих семейств, обнаруживаемые 
в кишечной микробиоте человека, способны расщеплять 
различные растительные полисахариды (Flint et al., 2012), 
и для объяснения различий в исследуемых выборках не-
обходима видоспецифическая характеризация образцов.

Значительные отличия обнаружены во встречаемости 
в исследуемых группах последовательностей типа  Pro
teobacteria, ряд представителей которого относятся к па
тогенным и условно-патогенным бактериям. В выборках 
СРК, ЯК и БА по сравнению с ЗД вклад таких после-
довательностей был существенно выше (см. табл.  1), 
что коррелировало с описанными ранее данными для 
пациентов с СРК и ЯК (Saebo et al., 2005; Gradel et al., 
2009; Sonnenberg, Genta, 2012; Bennet et al., 2015; Shin et 
al., 2015; Shen et al., 2018). При этом в группах пациентов 
заметно увеличилась доля последовательностей классов 
Alphaproteobacteria и Gammaproteobacteria: в частности, 
обнаружен рост встречаемости последовательностей ро-
дов Methylobacterium (сем. Beijerinckiaceae), Sphingomonas 
(сем. Sphingomonadaceae), Parasutterella (сем. Burkholde
riaceae), Halomonas и Vibrio (сем. Halomonadaceae), а так- 
же последовательностей Escherichia spp. и Shigella spp. 
В выборке БА обнаружено значимо больше последова-
тельностей рода Enterobacter (сем. Enterobacteriaceae). 
Важно отметить, что некоторые виды вышеперечислен-
ных родов могут вызывать инфекции, особенно у людей 
со сниженным иммунитетом (Lai et al., 2011; Kovaleva 
et al., 2014; Baker-Austin et al., 2018; Chen et al., 2018). 
Более того, доказана ассоциация Parasutterella, в част-
ности P. excrementihominis, с  СРК и воспалительными 
заболеваниями кишечника (Shin et al., 2015; Chen et al., 
2018). У пациентов по сравнению с ЗД не зафиксировано 
заметного увеличения последовательностей родов протео
бактерий, членами которых являются хорошо известные 
инфекционные агенты: Klebsiella, Proteus, Salmonella, 
Serratia (все сем. Enterobacteriaceae), Acinetobacter (сем. 
Moraxellaceae), Pseudomonas (сем. Pseudomonadaceae) и 
Stenotrophomonas (сем. Xanthomonadaceae). Несмотря на 
отсутствие заметного повышения доли последовательно
стей вышеперечисленных родов в группах СРК, ЯК и БА 
относительно ЗД факт увеличения встречаемости после-
довательностей Proteobacteria, в частности, Enterobacte-
riaceae, в исследуемых выборках библиотек от пациентов 
служит признаком дисбиоза кишечной микрофлоры (Shin 
et al., 2015). 

Доля последовательностей типа Actinobacteria в груп-
пах ЯК и СРК в среднем превышала таковую для ЗД 
(см. табл. 1), однако вклад последовательностей Bif ido­
bacterium spp. во всех четырех исследуемых выборках 
практически не различался (см. табл. 2), что не соот-
ветствует результатам, описанным ранее для пациентов 
с СРК (Malinen et al., 2005; Rajilić-Stojanović et al., 2011; 
Parkes et al., 2012; Zhuang et al., 2017). Bif idobacterium 
spp. наряду с Lactobacillus spp. (сем. Bacilli) способны 
модулировать состав кишечной микробиоты и влиять 
на иммунную систему человека путем взаимодействия с 
рецепторами CD209, экспонированными на поверхности 
дендритных клеток (Pace et al., 2015). Кроме того, отдель-
ные представители этих родов секретируют бактериоци
ны – соединения, обладающие бактерицидным эффектом 
в отношении ряда патогенных бактерий (Angelakis et al., 
2013; Rodiño-Janeiro et al., 2018). Отличий во встречае-
мости последовательностей лактобацилл в исследуемых 
группах также не обнаружено.

Таблица 2. Средняя доля последовательностей из разных 
бактериальных таксонов в библиотеках 16S рРНК, % 

Таксон  СРК ЯК БА ЗД

Соотношение  
Firmicutes/Bacteroidetes

1.4 1.8 3.5 2.6

Firmicutes 

сем. Lactobacillaceae < 0.1 0.1 0.1 < 0.1

Lactobacillus spp. < 0.1 0.1 < 0.1 < 0.1

сем. Ruminococcaceae 31.5 31.8 43.3 51.4

 Faecalibacterium spp. 5.4 18.4 17.0 23.6

сем. Erysipelotrichaceae 0.2 0.3 0.2 < 0.1

сем. Lachnospiraceae 6.3 11.5 7.3 9.9

Roseburia spp. 1.6 2.15 0.5 1.2

Lachnospira spp. 0.1 0.3 < 0.1 0.1

сем. Veillonellaceae 9.2 6.8 8.2 1.4

Veillonella spp. < 0.1 2.5 < 0.1 0.1

Bacteroidetes

сем. Prevotellaceae 8.8 4.8 3.2 9.3

сем. Bacteroidaceae 20.7 18.4 10.6 8.9

Bacteroides spp. 20.7 18.4 10.6 8.9

Proteobacteria

сем. Beijerinckiaceae 0.7 2.0 1.0 0.2

Methylobacterium spp. 0.7 1.9 1.0 0.1

сем. Sphingomonadaceae 0.3 1.0 0.3 < 0.1

Sphingomonas spp. 0.3 0.8 0.2 < 0.1

сем. Burkholderiaceae 0.4 0.8 0.4 0.2

Parasutterella spp. 0.3 0.3 0.3 0.1

сем. Enterobacteriaceae 0.9 0.6 1.2 0.1

Enterobacter spp. < 0.1 < 0.1 0.2 < 0.1

Escherichia-Shigella 0.6 0.4 0.2 < 0.1

сем. Halomonadaceae 0.2 0.3 1.4 < 0.1

Halomonas spp. 0.2 0.3 1.3 < 0.1

сем. Vibrionaceae 0.7 1.2 6.2 0.2

Vibrio spp. 0.7 1.2 6.2 0.2

Actinobacteria

сем. Bifidobacteriaceae 0.4 0.5 0.3 0.3

Bifidobacterium spp. 0.4 0.5 0.3 0.3
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Заключение
В данном пилотном исследовании проведена сравнитель-
ная оценка биоразнообразия и таксономической струк-
туры 16S-профилей кишечного микробиома пациентов с 
СРК, ЯК и БА и здоровых добровольцев. Подтверждены 
различия между кишечными сообществами бактерий у 
пациентов с воспалительными заболеваниями кишечника 
и таковыми у здоровых людей. В ряде случаев полученные 
нами данные согласуются с результатами аналогичных 
зарубежных исследований: уменьшение индекса Шен-
нона, соотношения и обилия представителей Firmicutes/
Bacteroidetes и увеличение доли последовательностей 
Proteobacteria в микробиоме пациентов с воспалитель-
ными заболеваниями кишечника в отличие от здоровых. 
Вместе с тем по некоторым показателям наши результаты 
отличаются от опубликованных ранее. Так, у пациентов 
с СРК и ЯК не уменьшилась доля последовательностей 
Erysipelotrichaceae, а даже несколько увеличилась (пред-
ставители этого семейства продуцируют короткоцепочеч-
ные жирные кислоты); не отмечено и уменьшение встреча-
емости лакто- и бифидобактерий (отвечают за продукцию 
полиненасыщенных жирных кислот). Также нетипично 
увеличение доли последовательностей Bacteroidetes, в 
частности Bacteroides spp., у больных ЯК и СРК вместо 
зарегистрированного ранее уменьшения (Machiels et al., 
2014; Dubinsky, Braun, 2015); не обнаружен рост доли 
последовательностей Veillonella spp. при СРК. Подоб-
ные отличия могут быть объяснены как многократными 
попытками лечения пациентов, кишечные сообщества 
которых изучали, так и региональными характеристиками 
популяции и особенностями питания. 

Следует отметить, что ранее мы описывали похожую 
выборку больных ЯК из Западной Сибири (Тикунов и 
др., 2020) и в целом данные по долям последователь-
ностей из семейств, принадлежащих типам Firmicutes, 
Bacteroidetes и Actinobacteria, в обоих исследованиях 
существенно не различались; лишь доля последовательно-
стей Proteobacteria в предыдущей работе была несколько 
меньше. Также в настоящем исследовании, в отличие от 
предыдущего, у пациентов с ЯК не обнаружены последо-
вательности архей. Отсутствие существенных различий 
между 16S-профилями кишечных микробиомов двух 
групп больных ЯК свидетельствует об определенных ре-
гиональных особенностях микробиоты таких пациентов. 
Вместе с тем в данное пилотное исследование включены 
лишь по 8, 18 и 8 образцов пациентов с СРК и ЯК и 
здоровых участников соответственно. Для вывода о том, 
являются ли обнаруженные тенденции закономерностями, 
необходимо продолжение исследований с использованием 
большего количества анализируемых образцов.

При этом ряд результатов исследования бактериальных 
сообществ пациентов с БА получены впервые. Выпол-
ненные до настоящего времени исследования включали 
изучение микробиоты лишь младенцев и детей постарше 
с БА, причем большая часть работ посвящена микробиоте 
дыхательных путей и ротовой полости. Исследования же 
содержимого кишечника детей с БА в основном сводились 
к поиску ассоциаций между содержанием определенных 
соединений и развитием астмы. В нашей работе оценены 
бактериальные сообщества кишечника взрослых паци-

ентов с БА. В связи с этим нельзя сделать заключение о 
том, насколько существенно обнаруженное увеличение 
соотношения Firmicutes/Bacteroidetes в выборке БА от-
носительно ЗД. Ряд выявленных особенностей кишечной 
микробиоты взрослых с БА согласуются с описанными 
ранее показателями таковой у больных детей. Так, в 
кишечной микробиоте взрослых с БА, как и детей, опре-
делено уменьшение доли последовательностей Roseburia 
spp., Lachnospira spp., Veillonella spp., однако доля после-
довательностей Faecalibacterium spp. и Lactobacillus spp. 
у взрослых пациентов, в отличие от детей, была такой 
же, как и у здоровых. Возможно, недостаточную пред-
ставленность некоторых, но не всех бактерий в кишечной 
микробиоте детей с БА с годами компенсирует диета или 
прием пробиотиков. Также наблюдаемые различия могут 
быть связаны не с возрастом пациентов, а региональными 
особенностями питания. Выявленное в данном исследо-
вании существенное превышение доли последователь-
ностей Enterobacteriaceae в выборке БА по сравнению 
с ЗД закономерно, так как свидетельствует о дисбиозе 
кишечной микробиоты. Однако отсутствует достоверное 
объяснение обнаруженного нами значимого превышения 
доли последовательностей Halomonas и Vibrio в кишечной 
микробиоте пациентов с БА по сравнению не только со 
здоровыми добровольцами, но и больными СРК и ЯК. 
Важно, что указанные различия не связаны с особен-
ностями питания пациентов с БА, поскольку доля после-
довательностей Halomonas spp. и Vibrio spp. у больных 
атопическим дерматитом, находившихся одновременно 
с пациентами с БА в том же отделении медицинского уч-
реждения, не отличалась от таковой в группах ЗД, СРК и 
ЯК. Вышеперечисленные факты свидетельствуют о том, 
что дисбаланс кишечной микрофлоры, наблюдаемый при 
БА, ассоциирован с развитием этого заболевания, однако 
для понимания роли отдельных компонентов микробио-
ты кишечника в его патогенезе необходимы дальнейшие 
исследования с включением более объемных выборок.
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Аннотация. С целью предотвращения потерь урожая сельскохозяйственных культур от наиболее опасных и 
экономически значимых патогенных организмов нужно не только проводить контроль генофонда вирулентно-
сти, но и изучать характер изменчивости патогенов, определять потенциальную возможность появления новых 
генов и рас. Для этого необходимы централизованные коллекции живых культур, характеризующиеся набором 
стабильных штаммов для обеспечения фитопатологических, иммунологических, селекционных, генетических, 
токсикологических, паразитологических и других исследований. Государственная коллекция фитопатогенных 
микроорганизмов Всероссийского научно-исследовательского института фитопатологии – государственный де-
позитарий фитопатогенных микроорганизмов, непатогенных для человека и сельскохозяйственных животных. 
В настоящее время она насчитывает более 4500 единиц хранения патогенных для растений штаммов – грибов, 
оомицетов, бактерий, вирусов, фитоплазм – и ежегодно пополняется. С этой целью было проведено изучение 
межвидового и внутривидового генетического разнообразия фузариевых грибов в агроэкосистемах Краснодар-
ского края. В 2020 г. Государственная коллекция фитопатогенных микроорганизмов была пополнена штамма-
ми 13 видов грибов рода Fusarium, выделенными из тканей растений озимой пшеницы из нескольких районов 
Краснодарского края. В комплексе фузариевых грибов озимой пшеницы наиболее часто выявляли Fusarium oxy­
sporum, F. culmorum, F. lolii, F. graminearum, F. fujikuroi, F. sporotrichioides и др. Отмечено влияние предшественника 
озимой пшеницы на частоту выделяемых видов грибов рода Fusarium. После серии моноконидиальных клони-
рований изолятов в коллекцию был отобран 21 штамм грибов разных видов со стабильными морфолого-куль-
туральными признаками и известными патогенными и фитотоксичными свойствами. Патогенная активность у 
грибов как между видами Fusarium, так и в пределах одного вида существенно различалась: от отсутствия при-
знаков влияния споровых суспензий на развитие проростков до полного их угнетения. Фитотоксическая ак-
тивность в отношении проростков пшеницы варьировала от средней до высокой. Наибольшую опасность для 
проростков пшеницы представляют виды, обладающие высокой интенсивностью проявления фитотоксической 
активности, так как они способствуют накоплению опасных фитотоксинов в тканях растений.
Ключевые слова: коллекции микроорганизмов; микромицеты; генетическое разнообразие; озимая пшеница; 
фитопатогены; Fusarium.

Для цитирования: Жемчужина Н.С., Киселева М.И., Коломиец Т.М., Аблова И.Б., Глинушкин А.П., Елизарова С.А. 
Выявление разнообразия микромицетов рода Fusarium в агроэкосистемах равнинной части Северного Кавказа 
для пополнения Государственной коллекции фитопатогенных микроорганизмов ФГБНУ ВНИИФ. Вавиловский 
журнал генетики и селекции. 2021;25(8):874-881. DOI 10.18699/VJ21.101
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Abstract. In order to prevent crop yield losses from the most dangerous and economically important pathogenic or-
ganisms, it is necessary not only to monitor the virulence gene pool, but also to study the nature of pathogen vari-
ability and determine the potential for the emergence of new genes and races. This requires centralized collections 
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of fungal cultures characterized by a set of stable strains to provide for phytopathological, immunological, breeding, 
genetic, toxicological, parasitological and other studies. The State Collection of Phytopathogenic Microorganisms of 
the ARSRIP is the State Depository of Phytopathogenic microorganisms that are non-pathogenic to humans or farmed 
animals. Currently, it has more than 4,500 accessions of plant pathogenic strains of fungi, oomycetes, bacteria, viruses, 
phytoplasmas, and the collection is updated annually. For this purpose, the study of the inter- and intraspecific genetic 
diversity of genus Fusarium was carried out in agricultural systems of the Krasnodar Territory. In 2020, the State Collec-
tion of Phytopathogenic Microorganisms was supplemented with 13 strains of Fusarium fungi isolated from tissues of 
winter wheat plants collected in several locations of the Krasnodar region. The complex of Fusarium fungi revealed on 
winter wheat usually included Fusarium oxysporum, F. culmorum, F. lolii, F. graminearum, F. fujikuroi, F. sporotrichioides, 
etc. The effect of the preceding crop on the frequency of Fusarium species isolated from winter wheat was observed. 
After series cloning of collected isolates, 21 strains of different fungal species characterized by stable morphology traits 
and known pathogenic and phytotoxic properties were selected for collection replenishment. Significant differences 
in pathogenic activity were revealed between fungi belonging to either the same or different species; the manifesta-
tion of this activity varied from the absence of any effect of spore suspensions on seedling development to a complete 
inhibition of their growth. The phytotoxic activity towards wheat seedlings varied from medium to high. Species pos-
sessing a high intensity of phytotoxic activities are the most dangerous for wheat, since they promote accumulation of 
dangerous phytotoxins in plant tissues.
Key words: microorganism collections; micromycetes; genetic diversity; winter wheat; plant pathogens; Fusarium.
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Введение
Для успешного решения задач по продовольственной 
безопасности страны необходимо создание устойчивых к 
особо опасным болезням сортов. С целью предотвращения 
потерь урожая сельскохозяйственных культур от наиболее 
опасных и экономически значимых патогенных организ-
мов необходимо не только проводить контроль генофон­
да вирулентности, но и изучать характер изменчивости 
патогенов, определять потенциальную вероятность по-
явления новых генов и рас, возможно, опасных, в разных 
популяциях. Для этого необходимы централизованные 
коллекции живых культур, отличающиеся набором ста-
бильных свойств для обеспечения фитопатологических, 
иммунологических, селекционных, генетических, токси-
кологических, паразитологических и других исследова-
ний. Подобные коллекции фитопатогенных организмов 
созданы и успешно функционируют в большинстве раз-
витых стран мира. 

Государственная коллекция фитопатогенных микро-
организмов Всероссийского научно-исследовательского 
института фитопатологии (ВНИИФ) представляет собой 
основной генофонд рас, биотипов, патотипов фитопато-
генных грибов, бактерий и вирусов, распространенных на 
обширной территории Российской Федерации. Подобный 
генофонд в России создан впервые, до недавнего времени 
в различных учреждениях и подразделениях института 
существовали лишь разрозненные рабочие коллекции 
отдельных видов фитопатогенных микроорганизмов. 
Коллекции фитопатогенных микроорганизмов ВНИИФ 
постановлением Правительства РФ «О мерах по сохране­
нию и рациональному использованию коллекций микро-
организмов» от 24.06.1996. № 725-47с присвоено название 
«Государственная коллекция фитопатогенных микроорга-
низмов и сортов-идентификаторов (дифференциаторов) 
патогенных штаммов микроорганизмов» и определен 
статус Государственного депозитария фитопатогенных 
микроорганизмов, непатогенных для человека и сельско- 
хозяйственных животных. В настоящее время она на-

считывает более 4500 единиц хранения патогенных для 
растений штаммов – грибов, оомицетов, бактерий, ви-
русов, фитоплазм – и ежегодно пополняется. Для этой 
цели проведено изучение межвидового и внутривидового 
разнообразия фузариозных грибов в агросистемах Крас-
нодарского края.

Согласно данным литературы, факультативные парази-
ты из рода Fusarium часто отмечаются на озимой пшенице. 
Эти микромицеты хорошо адаптированы к меняющимся 
внешним факторам окружающей среды, что обеспечивает 
их выживание в широком диапазоне погодных условий, 
а потому они распространены практически повсюду, где 
культивируется озимая пшеница (Рукавицина, 2008; Чул­
кина и др., 2009; Торопова и др., 2013). Мониторинг струк-
туры и локализации популяций грибов рода Fusarium в 
экосистемах пшеницы имеет важное практическое зна­
чение не только для селекции болезнеустойчивых сортов, 
но и для повышения эффективности защитных мероприя­
тий, улучшения экологической обстановки на посевах 
сельскохозяйственных культур. 

В последние десятилетия в южных регионах России, 
где широко возделывается озимая пшеница, отмечается 
нарастание заболеваний, вызываемых грибами рода Fu­
sarium (Жалиева, 2010). Известно, что на пшенице пара­
зитируют 28 видов грибов этого рода. На Северном Кав­
казе превалируют виды Fusarium graminearum, F. poae, 
F. sporotrichioides, F. tricinctum, F. nivale. Как правило, они 
проявляются как возбудители обыкновенной корневой 
гнили, вызывая ослабление и гибель всходов, снижая по-
тенциал продуктивности пораженных взрослых растений. 

В отдельные годы широкое распространение получает 
фузариоз колоса и зерна, нанося существенный ущерб зер-
нопроизводству. На вегетативных и генеративных органах 
растений, в зависимости от условий погоды, устойчиво­
сти выращиваемых сортов, предшественников пшеницы, 
агротехники и многих других факторов, видовой состав 
грибов может быть неоднозначным (Чулкина и др., 2009; 
Жалиева, 2010). 



N.S. Zhemchuzhina, M.I. Kiseleva, Т.М. Kolomiets 
I.B. Ablova, А.P. Glinushkin, S.А. Elizarova

876 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2021 • 25 • 8

Fusarium micromycetes in winter wheat agrocenoses  
of the North Caucasus in the ARSRIP State Collection

Оценка разнообразия морфологических признаков гри­
бов Fusarium spp., выявление амплитуды их изменчивости, 
в том числе по уровню патогенности и фитотоксично­
сти, имеет значение для отбора и пополнения коллекции 
штаммами микромицетов (Booth, 1971; Thrane et al., 2004; 
Коломиец и др., 2018).

Необходимость сохранения материала штаммов и изо-
лятов Fusarium spp. и постоянного отбора образцов для 
пополнения коллекции объясняется актуальностью про-
ведения научных исследований по разработке методов 
биологической защиты, для изучения динамики развития 
и расселения грибов, оценки их патогенной и токсичной 
активности на растениях-хозяевах. Коллекционный мате-
риал нужен также при оценке и отборе образцов пшеницы 
для селекции на устойчивость к болезни и т. п. (Дубовой 
и др., 2016; Жемчужина, Елизарова, 2019). 

В связи с этим основные задачи при создании коллекции 
уникальных изолятов Fusarium spp. – не только сохране-
ние жизнеспособности спор и их генетической стабиль-
ности по морфолого-культуральным признакам в течение 
длительного времени, но и пополнение фондов новыми 
изолятами с различным спектром патогенных свойств, 
а также расширение круга географических  территорий 
отбора изолятов (Гагкаева, Левитин, 2005; Гагкаева и 
др., 2008).

Для выполнения этих задач образцы зараженных рас-
тений, поступающие ежегодно из различных районов 
страны, подвергаются микологическим исследованиям, 
и на основании данных анализа материала проводится 
отбор наиболее патогенных и фитотоксичных образцов 
в коллекцию. Штаммы и изоляты из рода Fusarium за-
нимают важное место в коллекции, которая служит для 
поддержания штаммов указанных микроорганизмов в 
жизнеспособном состоянии, сохранения их патогенных 
свойств и обеспечения инфекционным материалом иссле­
дований  фитопатологического, иммунологического,  се-
лекционного, генетического и токсикологического плана 
(Kolomiets, Zhemchuzhina, 2018). 

Цель наших исследований состояла в оценке видово-
го и внутривидового разнообразия микромицетов рода 
Fusarium в посевах пшеницы в агроэкосистемах Красно-
дарского края для отбора и пополнения в 2020 г. Государ-
ственной коллекции фитопатогенных микроорганизмов 
(ГКФМ) штаммами и изолятами грибов, выделенных с кор-
ней и листьев нижнего яруса вегетирующих растений ози-
мой пшеницы в нескольких районах Краснодарского края.

Материалы и методы
Материалом для исследований служили растения райо­
нированных сортов озимой пшеницы с признаками по-
ражения грибными инфекциями на листьях и корнях. 
Образцы были отобраны во второй декаде мая 2019 г. на 
посевах озимой пшеницы по разным предшественникам 
в Павловском, Кореновском, Усть-Лабинском, Канев-
ском и Приморско-Ахтарском районах Краснодарского 
края. Образцы содержали по 10–20 растений пшеницы, 
находящихся в фазе колошения–зернообразования. Все 
работы выполнены с использованием оборудования ЦКП 
ГКФМ ФГБНУ ВНИИФ (http://www.vniif.ru/vniif/page/
ckp-gkmf/1373). 

Выделение грибов из пораженных растений проводили 
с использованием 2 % голодного, картофельно-глюкозно-
го и картофельно-морковного агара. Грибы из образцов 
пшеницы изолировали по стандартной методике (Билай, 
1977; Билай, Элланская, 1982). Для этого отмытые водо-
проводной водой больные растения каждого образца раз-
резали на фрагменты размером 5–10 мм, стерилизовали в 
50 % спирте в течение 20–30 с и в асептических условиях 
раскладывали на поверхность 2 % картофельно-глюкоз-
ного агара в чашки Петри (по 4–6 фрагментов в каждую). 
Каждый образец был представлен не менее чем 150–200 
фрагментами пораженной ткани. Чашки Петри помещали 
в термостат с температурой 22–24 °С. 

Наблюдение за развитием грибов проводили ежедневно. 
По мере роста колоний грибов делали отсев кусочком ми-
целия на питательную среду в центр чашки Петри. Чистые 
культуры грибов просматривали под микроскопом. Виды 
грибов рода Fusarium определяли по основным морфо-
логическим признакам колоний и спор: скорости роста, 
окраске мицелия и его структуре, пигментации; форме, 
размерам апикальной и базальной клеток макрокони­
дий, наличию микроконидий. Для оценки размера макро-
конидий брали средний показатель микроскопирования 
300 конидий. В качестве справочной литературы при уста-
новлении видовой принадлежности гриба использовали 
определители (Gerlach, Nirenberg, 1982; Leslie, Summerell, 
2006; Dictionary..., 2008; Watanabe, 2010).

Оценку степени споруляции проводили на 14-днев-
ных колониях гриба. При этом результаты споруляции 
определяли по среднему значению количества спор на 
чашку при смыве с 10 чашек Петри одного морфотипа. 
Спорулирующую способность колоний гриба определяли 
по стандартной методике путем подсчета спор в камере 
Горяева (Билай, 1977). 

Для отбора в коллекцию штаммов грибов рода Fusa­
rium, стабильных по морфолого-культуральным призна­
кам, по общепринятой методике проводили серию моно-
споровых клонирований изолятов микромицетов (Билай, 
1977; Билай, Элланская, 1982).

Изоляты грибов, выделенные из пораженных образцов 
пшеницы, помещали на хранение в холодильник при 
температуре 7–10 °С в биологических пробирках на ко-
сяках питательной среды – картофельно-глюкозном агаре 
(Билай, Элланская, 1982).

Патогенные и токсичные свойства штаммов изучали 
с помощью метода биопробы на семенах. Патогенность 
споровых суспензий и фитотоксичность фильтратов куль-
туральных жидкостей (ФКЖ) грибов рода Fusarium те-
стировали на семенах пшеницы (сорт Мироновская 808). 
О степени патогенности и токсичности штаммов судили 
по влиянию суспензий конидий и ФКЖ на всхожесть се­
мян пшеницы, развитие ростка и первичных корней про­
ростков. Однако основным показателем считали длину 
корней. 

Определение степени патогенности и токсичности про­
водили на пятые сутки от начала проращивания семян. 
Если длина проростков и корней (в мм) в опытном ва­
рианте составляла 0–30 % от длины контроля, то это сви­
детельствовало о сильной патогенной (П) и сильной ток­
сичной (Т) активности гриба; 31–50 % – умеренной пато- 
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генности (УП) и умеренной токсичности (УТ); 51–70 % – 
слабой патогенности (СП) и слабой токсичности (СТ); 
71–100 % – о непатогенных (НП) и нетоксичных (НТ) 
свойствах изолята. Длину ростков и первичных корней 
семян, пророщенных в воде, считали контролем и при-
нимали за 100 %.

Результаты и обсуждение
При проведении микологических исследований опытных 
образцов отмечено, что грибы рода Fusarium имели одни 
и те же симптомы на органах растений, но отмытые и 
фламбированные над огнем кусочки тканей разных орга-
нов, разложенные во влажные камеры, на третьи-пятые 
сутки образовывали характерный мицелий и конидии, что 
позволяло идентифицировать вид микромицета. Изучение 
в культуре основных микро- и макроморфологических 
признаков грибов по наличию, форме и размерам макро- 
и микроконидий (при наличии), скорости роста колонии, 
окраске и структуре мицелия, проведенное более чем на 
400 изолятах грибов, позволило определить следующие 13 
видов рода Fusarium: F. oxysporum Schlecht., F. culmorum 
(Sm.) Sacc., F. lolii (Wm. G. Sm.) Sacc., F. graminearum 
Schwabe, F. moniliforme J. Sheld. (cин. F. fujikuroi Niren-
berg), F. sporotrichioides Swerb., F. avenaceum (Fr.) Sacc., 
F. poae (Peck) Wollenw., F. sambucinum Fuckel. (син. F. ro­
seum Link), F. acuminatum Ellis & Everh., F. equiseti (Corda) 
Sacc. (син. F. gibbosum Appel & Wollenw.), F. chlamydospo­
rum Wollenw. & Reinking, F. solani (Mart.) Sacc. (табл. 1).

В комплексе фузариевых грибов озимой пшеницы в 
Краснодарском крае в 2019 г. наиболее часто (20.1 %) вы-
являли F. oxysporum (Schlecht.) Snyd. et Hans. Гриб отмечен 
на посевах озимой пшеницы в Усть-Лабинском, Павлов-

ском, Кореновском, Приморско-Ахтарском районах. Не-
сомненно, культура, предшествующая озимой пшенице, 
оказывала влияние на частоту встречаемости F. oxyspo- 
rum. Так, доля изолятов гриба составила по предшествен-
никам: пшеница – 7.2 %, подсолнечник – 5.5, горох – 4.2, 
кукуруза – 1.2 %. Часто в чистой культуре вместе с этим 
видом гриба отмечались F. avenaceum, F.  acuminatum, 
F. sambucinum, а также Alternaria spp., бактерии и др. 

Второе место по частоте встречаемости занимал F. cul­
morum (Sm.) Sacc. Изоляты гриба были получены с об-
разцов пораженных корней и прикорневой части стебля 
озимой пшеницы практически во всех обследуемых 
районах. Доля этого возбудителя в комплексе грибов рода 
Fusarium составила 18.2 %. Наиболее часто F. culmorum 
находили в образцах озимой пшеницы, предшественни-
ками которой являлись пшеница, подсолнечник и горох. 

F. lolii (Wm. G. Sm.) Sacc. (телеоморфа Gibberella cya­
nea (Sollm.) Wr., син. F. heterosporum Nees.), как правило, 
выделяли с сильно пораженных гнилью и усохших кор­
ней озимой пшеницы, предшественниками которой были 
пшеница (6.2 %) и подсолнечник (3.5 %). 

F. graminearum Schwabe (телеоморфа G. zeae (Schwein.) 
Petch.) был обнаружен на корнях и прикорневых стеблях 
озимой пшеницы в большинстве районов сбора инфек-
ционного материала, причем гриб выделяли чаще, если 
предшественниками служили пшеница и кукуруза (5.1 и 
5 % соответственно). 

F. moniliforme J. Sheld. (телеоморфа G. moniliformis Wi­
neland; син. F. fujikuroi Nirenberg) – возбудитель розовой 
плесени и корневой гнили зерновых, обнаружен на листь­
ях, стеблях и корнях озимой пшеницы в Приморско-Ах-
тарском, Павловском и Каневском районах. Более часто 

Таблица 1. Виды рода Fusarium, обнаруженные на посевах озимой пшеницы в Краснодарском крае, 2019 г. (в %)

Вид гриба Предшественник Частота  
встречаемости  
видовпшеница пар подсолнечник кукуруза горох

F. acuminatum 1.2 0.9 0.7 0 0 2.8

F. avenaceum 1.2 0 0.7 1.2 0.9 3.9

F. chlamydosporum 0.7 0 0.5 0 0 1.2

F. culmorum 5.8 1.2 5.3 2.8 3.5 18.2

F. equiseti (F. gibbosum) 0 0 1.2 0.7 0 1.8

F. graminearum 5.5 1.2 0.5 5.1 0 12.0

F. lolii 6.2 2.8 3.5 2.8 0 15.8

F. moniliforme (F. fujikuroi) 2.1 1.2 2.3 4.2 0 9.7

F. oxysporum 7.2 1.2 5.5 2.3 4.2 20.1

F. poae 1.2 0.7 0.7 0 1.2 3.6

F. sambucinum (F. roseum) 1.2 0.5 1.2 0.5 0 3.2

F. solani 0 0 0.2 0 0.7 0.9

F. sporotrichioides 1.8 1.8 0.9 2.5 0 7.1

Кол-во изолятов, % 33.9 11.3 22.6 21.7 10.4 100

Кол-во изолятов, ед. 147 49 98 94 45 433
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гриб выделяли с пшеницы, предшественниками которой 
были кукуруза (4.2 %), подсолнечник (2.3 %) и пшеница 
(2.1 %). 

F. sporotrichioides Sherb. выделен с пораженных корней, 
корневой шейки и стеблей озимой пшеницы (7.1 %) из 
Павловского и Кореновского районов.

Изоляты F. avenaceum (Fr.) Sacc. (телеоморфа G. avena­
cea Cook) обнаружены на листьях, приземных частях 
стеблей и корнях озимой пшеницы из Павловского и 
Кореновского районов. В комплексе грибов из рода  Fusa­
rium, выделенных из образцов озимой пшеницы, частота 
встречаемости F. avenaceum составила 3.9 %. Гриб от-
мечен в образцах озимой пшеницы, предшествующими 
культурами которых были пшеница и кукуруза.

Вид F. poae (Peck) Wollenw. с невысокой частотой 
(3.6 %) найден в Павловском районе. Чаще изоляты этого 
вида были отмечены на образцах пшеницы, предшествен-
никами которой были пшеница и горох. 

Следует отметить, что в ряде случаев из одного образ­
ца пораженной ткани озимой пшеницы идентифицирова­
ли по два и более фитопатогенов из рода Fusarium. Такой 
фитопатоген, как F. acuminatum Ellis & Verh. (телеомор-
фа G. acuminate Wr.), более чем в половине случаев вы-
являли совместно с F. oxysporum.

Подобная закономерность отмечена и для  F. sambuci­
num Fuckel (телеоморфа G. pulicaris (Fr.) Sacc.). Этот гриб, 
независимо от места локализации на растении (лист, сте-
бель, корень), всегда выделялся вместе с F. oxysporum, при 
этом ему часто сопутствовала бактериальная инфекция.

Изоляты F. acuminatum встречались в Усть-Лабинском 
и Павловском районах с невысокой частотой (2.8 %) в по-
раженных корнях озимой пшеницы, предшественниками 
которой были пшеница, пар и подсолнечник. 

Изоляты F. equiseti (Corda) Sacc. (телеоморфа G. intri­
cans Wollenw.; син. F. gibbosum Appel & Wollenw. Emend 
Bilai) были обнаружены в основном на побуревших стеб­
лях озимой пшеницы в Усть-Лабинском и Кореновском 
районах.

Доля изолятов F. chlamydosporum Wollenw. & Reinking 
в комплексе фузариозных грибов не превышала 1.2 %. 
Гриб был определен на корнях двух образцов пшеницы из 
Кореновского района. Наряду с F. chlamydosporum на тех 
же корнях с высокой частотой встречались сапрофитные 
и патогенные виды грибов. 

F. solani (Mart.) Sacc. (телеоморфа  Nectria haematococca 
Berk. & Broome) обнаружен в Павловском районе в не-
большом количестве на корнях пшеницы. 

На основании морфологических признаков полученные 
изоляты грибов рода Fusarium отнесены к 13 таксономи-
ческим группам. После серии моноконидиальных клони-
рований изолятов в коллекцию были отобраны штаммы 
грибов разных видов со стабильными морфолого-культу-
ральными признаками. При отборе культур гриба в кол-
лекцию особое внимание обращали на характерные для 
каждого вида макро- и микроморфологические признаки.

Штаммы микромицетов Fusarium spp. различались по 
морфологии и структуре воздушного и реверсного ми­
целия, размерам и форме макро- и микроконидий, спору-
ляции колоний. Различия между штаммами в пределах 
одного вида часто отмечали только при изучении мак­

роморфологических признаков – окраски и структуры 
мицелия, споруляции. При анализе данных микромор-
фологических признаков, т. е. формы и размера конидий, 
способа их образования, между штаммами одного вида 
различия были минимальными.

Из всех таксономических групп Fusarium spp., выяв-
ленных на посевах озимой пшеницы Северного Кавказа 
в 2019 г., в коллекцию передан 21 штамм гриба (табл. 2).

Полученный биологический материал Fusarium spp. 
был изучен по степени выраженности патогенных и 
фитотоксичных свойств. Результаты влияния споровых 
суспензий и метаболитов фильтратов культуральных жид-
костей 21 штамма грибов из рода Fusarium на развитие 
проростков пшеницы сорта Мироновская 808 (всхожесть 
семян, длина ростка и корней) приведены в табл. 3. 

Показано, что штаммы грибов в пределах одного вида 
различались по степени патогенности и фитотоксичности. 
Широким внутривидовым разнообразием по этим при­
знакам обладали штаммы F. oxysporum (СК-5к, СК-9л, 
СК-9к) и F. lolii (СК-6к-1, СК-6л, СК-6к-5). Среди них 
встречались разные категории показателей: от патоген-
ных/токсичных до непатогенных/слаботоксичных. 

Фитотоксичные и патогенные штаммы F. culmorum 
и F. graminearum подавляли развитие проростков сорта 
Мироновская 808 в сильной степени.

Моноизоляты F. acuminatum (СК-13к, СК-16к) ока-
зались непатогенными к проросткам сорта-тестера, но 
обладали слабой и умеренной фитотоксичностью.

Грибы F. avenaceum (СК-7л), F. equiseti (СК-8л), F. poae 
(СК-7к, СК-6к-1) и F. chlamydosporum (СК-3к) и других 
характеризовались весьма слабыми патогенными и фито-
токсичными свойствами.

Обнаружено, что споровые суспензии изолятов грибов 
мало влияли на всхожесть семян (80–100 %), но впослед-
ствии оказывали воздействие на развитие проростков: па-
тогенные изоляты грибов тормозили их рост (до 33.3 % – 
штамм F. oxysporum СК-9л) или непатогенные – стиму-
лировали (до 102.3 % – штамм F. acuminatum СК-13к). 
Отмечено более сильное воздействие споровых суспензий 
на рост и развитие первичных корней (12.6–95.3 %).

Обработка семян ФКЖ штаммами грибов рода Fusa­
rium слабо отразилась на их всхожести (63.3–100 %), хотя 
в дальнейшем интенсивность развития проростков семян 
значительно замедлялась. Длина проростков под действи-
ем ФКЖ штаммов грибов, по сравнению с контролем, 
составляла 24.4–96.9 %. Средняя длина первичных кор­
ней под действием ФКЖ штаммов была 5.7–74.2 %, что 
позволило группировать изоляты по степени токсичности.

Полученные результаты свидетельствуют о межвидо-
вом и внутривидовом генетическом разнообразии фуза­
риумов из краснодарской популяции по морфологиче-
ским, патогенным и фитотоксическим признакам.

Заключение 
При анализе полученных данных отмечено влияние пред-
шественника озимой пшеницы, с которой брали опытные 
образцы, на частоту выделяемых видов грибов рода 
Fusarium. Показано, что патогенная активность у грибов 
как между видами Fusarium, так и в пределах одного 
вида существенно различается: от отсутствия признаков 
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Таблица 2. Характеристика штаммов грибов 13 видов рода Fusarium,  
отобранных в ГКФМ ВНИИФ, по макро- и микроморфологическим свойствам

Вид гриба Шифр 
штамма

Морфолого-культуральные признаки 
колоний штаммов грибов 13 видов  
рода Fusarium

Споруляция, 
млн/ч. Петри

Размеры макроконидий, мкм Наличие 
микро-
конидийпродольный поперечный

Воздушный мицелий Реверс Хmin–Хmax НСР05 Хmin–Хmax

F. avenaceum СК-7л Темно-розовый,  
слаборазвитый

Бордово- 
оливковый

195.0 ± 4.6 30.5–85.7 35.7 3.3–6.1 –

F. acuminatum СК-13к Бело-розовый, низкий 
с секторами лизиса

Светло-бурый 210.3 ± 6.8 18.5–22.4    5.7 4.0–5.0 –

СК-16к Бело-розовый,  
ватообразный 

Темно-бордовый 195.5 ± 5.2 18.1–22.7    5.9 4.0–5.0 –

F. chlamydosporum СК-3к Светло-кремовый, 
бархатистый,  
войлочный

Кремовый    45.7 ± 3.2 30.5–40.5 11.1 3.6–4.1 +

F. culmorum СК-14к-1 Оливково-красный, 
рыхло-хлопьевидный

Бордовый 201.5 ± 5.8 16.0–48.5 18.5 3.9–6.5 –

СК-14к-5 Бледно-розовый, 
пушистый 

115.7 ± 2.7 16.7–49.3 21.1 3.8–6.7 –

F. equiseti СК-8л Бело-кремовый,  
невысокий, рыхло- 
пушистый 

Бордовый 195.1 ± 7.8 15.5–70.5 38.8 4.0–4.5 +

F. graminearum СК-10к-2 Оливково-розовый, 
хлопьевидно- 
пушистый 

Бордовый 112.0 ± 2.2 21.5–75.0 31.5 4.3–4.5 –

СК-11к-3 Темно-бордовый 175.5 ± 3.7 23.1–77.7 28.7 4.3–4.5 –

F. lolii СК-6к-1 Светло-кремовый, 
пушистый

Светло- 
кремовый

   55.2 ± 3.2 20.5–35.5 13.9 4.0–4.3 –

СК-6л Светло-кремовый,  
войлочный

140.5 ± 4.2 19.7–35.5 15.3 4.0–4.3 –

СК-6к-5 109.1 ± 8.7 19.1–36.7 14.5 4.1–4.3 –

F. moniliforme СК-4л Светло-кремовый до 
лилового, стелющийся 

Светло-бурый    75.3 ± 3.3 23.0–60.5 25.8 3.6–4.0 +

F. oxysporum СК-5к Бледно-сиреневый, 
стелющийся 

Светло-бурый    23.3 ± 4.1 28.3–35.2 17.5 3.5–4.5 +

СК-9л Белый с лиловыми 
участками,  
ватообразный 

Темно-лиловый 110.7 ± 3.4 26.5–37.1 23.1 3.3–4.5 +

СК-9к Бледно-лиловый    95.5 ± 2.5 29.4–40.0 12.7 3.2–4.6 +

F. poae СК-7к Кремово-розовый, 
стелющийся 

Кремовый    24.7 ± 7.7 17.2–40.5 22.6 3.5–5.5 +

СК-15к Оливково-розовый, 
пушистый 

Бордовый    10.5 ± 2.9 17.0–40.1 20.3 3.5–5.5 +

F. sambucinum СК-5к-1 Светло-кремовый, 
рыхлый

Кремово- 
бордовый

   70.0 ± 4.3 17.5–24.5 8.2 3.6–4.5 –

F. solani СК-13к-1 Кремово-розовый,  
войлочно-пушистый 

Бурый 105.1 ± 5.0 21.5–42.5 19.4 3.5–4.9 +

F. sporotrichioides СК-4к Бело-розовый,  
пушистый

Бордовый 150.4 ± 5.8 26.0–45.0 15.1 3.5–5.0 +
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Fusarium micromycetes in winter wheat agrocenoses  
of the North Caucasus in the ARSRIP State Collection

Таблица 3. Характеристика штаммов грибов рода Fusarium по патогенности споровых суспензий  
и фитотоксичности культуральной жидкости на проростках пшеницы сорта Мироновская 808 (в % к контролю)

Шифр  
штамма

Патогенность (споровая суспензия) Токсичность (культуральная жидкость)

Всхожесть 
семян, %

Длина, % Степень 
влияния

Всхожесть 
семян, %

Длина, % Степень 
влияния

ростка    корней ростка корней

F. avenaceum (Fr.) Sacc.

СК-7л    96.7    92.3 ± 1.5    63.5 ± 1.4 СП 100.0 96.9 ± 2.1 71.3 ± 2.0 НТ

F. acuminatum Ellis & Everh.

СК-13к 100.0 102.3 ± 1.9    93.9 ± 2.1 НП    96.7 85.0 ± 3.7 49.2 ± 2.4 УТ

СК-16к 100.0 101.9 ± 3.1    85.7 ± 2.3 НП 100.0 90.6 ± 4.0 61.4 ± 2.5 СТ

F. chlamydosporum Wollenw. & Reinking

СК-3к 100.0    90.9 ± 1.8    68.9 ± 1.8 СП    96.7 88.8 ± 2.3 48.8 ± 2.2 УТ

F. culmorum (Sm.) Sacc.

СК-14к-1    86.7    79.5 ± 3.2    29.1 ± 2.5 П    85.5 69.4 ± 5.0 13.0 ± 1.2 Т

СК-14к-5    95.5    84.1 ± 2.6    47.5 ± 3.1 УП    83.3 63.3 ± 1.5 22.3 ± 1.5 Т

F. equiseti (Corda) Sacc. 

СК-8л 100.0    94.4 ± 2.2    87.4 ± 2.1 НП 100.0 87.1 ± 2.5 87.7 ± 2.7 НТ

F. graminearum Schwabe

СК-10к-2    96.4    38.5 ± 5.2    12.6 ± 5.1 П    63.3 36.2 ± 3.1    5.7 ± 2.3 Т

СК-11к-3    96.7    72.0 ± 5.5    56.7 ± 5.2 УП    70.0 24.4 ± 1.6 10.9 ± 1.2 Т

F. lolii (Wm. G. Sm.) Sacc.

СК-6к-1 100.0    98.1 ± 2.5    60.8 ± 2.2 СП 100.0 92.2 ± 1.8 44.4 ± 1.7 УТ

СК-6л 100.0    97.2 ± 2.4    64.9 ± 1.6 СП    96.7 84.3 ± 3.8 52.8 ± 2.9 СТ

СК-6к-5    95.5    67.5 ± 4.2    27. ± 2.7 П    80.0 71.4 ± 5.0 28.6 ± 2.2 Т

F. moniliforme J. Sheld. 

СК-4л 100.0 101.9 ± 3.0 103.9 ± 4.0 НП 100.0 96.2 ± 3.1 65.0 ± 1.6 СТ

F. oxysporum Schlecht.

СК-5к 100.0    93.1 ± 3.8    67.7 ± 3.0 НП 100.0 39.0 ± 1.7 13.0 ± 1.7 Т

СК-9л    80.0    33.3 ± 3.1    27.7 ± 2.3 П 100.0 79.0 ± 1.8 63.0 ± 1.9 СТ

СК-9к    91.5    64.3 ± 2.4    28.1 ± 1.7 П 100.0 86.7 ± 2.4 61.3 ± 1.7 СТ

F. poae (Peck) Wollenw.

СК-7к 100.0 101.3 ± 1.8    93.8 ± 2.2 НП 100.0 92.3 ± 2.6 65.4 ± 1.8 СТ

СК-15к 100.0    99.1 ± 2.8    95.3 ± 4.1 НП 100.0 96.9 ± 2.0 74.2 ± 2.9 НТ

F. sambucinum Fuckel 

СК-5к-1    90.0    58.6 ± 5.1    19.5 ± 1.6 П    90.0 83.1 ± 4.1 61.6 ± 2.7 СТ

F. solani (Mart.) Sacc.

СК-13к-1 100.0    89.1 ± 3.8    90.3 ± 2.1 НП    96.7 84.3 ± 2.8 62.8 ± 1.9 СТ

F. sporotrichioides Swerb.

СК-4к 100.0    38.5 ± 3.5    14.8 ± 1.9 П 100.0 29.7 ± 1.8    6.3 ± 1.0 Т

Примечание. НП/НТ – непатогенный/нетоксичный; СП/СТ – слабопатогенный/слаботоксичный; УП/УТ – умереннопатогенный/умереннотоксичный; 
П/Т – патогенный/токсичный.
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влияния споровых суспензий на развитие проростков 
до полного их угнетения. Фитотоксическая активность 
фузариевых грибов на проростках пшеницы варьирова-
ла от средней до высокой. Наибольшую опасность для 
проростков пшеницы представляют виды, обладающие 
высокой интенсивностью проявления фитотоксической 
активности, связанной с тем, что они способствуют на-
коплению опасных токсинов в тканях растений.

По результатам полученных данных в коллекцию ото-
браны и помещены штаммы 13 видов рода Fusarium из 
агроэкосистем равнинной части Северного Кавказа. Все 
штаммы охарактеризованы по морфологическим, пато-
генным и фитотоксичным свойствам.
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Аннотация. Объектами исследования являлись рекомбинантные штаммы Komagataella phaffii K51, несущие 
интегрированный в их геном гетерологичный ген протеиназы К (PK-w) из Tritirachium album, а также препарат 
рекомбинантной протеиназы К, полученный из этих штаммов. Целью работы было изучение возможности полу-
чения рекомбинантных штаммов K. phaffii K51, обеспечивающих высокий уровень синтеза функционально ак-
тивной протеиназы К из T. album, и анализ ферментативной активности полученного рекомбинантного энзима. 
В работе использованы методы компьютерного анализа первичной структуры гена протеиназы К, молекулярно-
биологические методы (ПЦР, электрофорез ДНК в агарозных гелях, электрофорез белков в SDS-ПААГ в денатури-
рующих условиях, спектрофотометрия, методы количественного определения активности протеаз), генно-ин-
женерные методы (методы клонирования и селекции генов в бактериальных клетках Escherichia coli str. TOP10 и в 
метилотрофных дрожжах K. phaffii str. K51). Спроектирован ген природной протеиназы К (PK-w), оптимизирован-
ный для экспрессии в дрожжах K. phaffii K51. Осуществлены синтез и клонирование синтезированного гена про-
теиназы К в составе вектора pPICZα-A в клетках E. coli str. TOP10. Ген протеиназы К встроен в векторную плазмиду 
pPICZα-A таким образом, чтобы на последующем этапе переклонирования в клетках дрожжей обеспечить его 
эффективную экспрессию под контролем промотора и терминатора гена AOX1, а продукт экспрессии клониро- 
ванного гена содержал сигнальный пептид альфа-фактора Saccharomyces cerevisiae для обеспечения секреции 
белка в культуральную жидкость. Проведено переклонирование рекомбинантной плазмиды (pPICZα-A/PK-w) в 
клетках дрожжей K. phaffii str. K51. Получен рекомбинантный штамм K. phaffii K51, несущий синтетический ген 
протеиназы К и обеспечивающий его экспрессию в дрожжах и секрецию в культуральную среду. Приблизитель-
ный выход рекомбинантной протеиназы К после четырех суток культивирования дрожжевых рекомбинантных 
клонов составил 25 мкг/мл. Полученный препарат рекомбинантной протеазы обладает высокой удельной про-
теолитической активностью, составляющей ~5000 Ед/мг.
Ключевые слова: протеиназа К; клонирование гена; Komagataella phaffii; экспрессия гена; активность фермента.
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A.B. Beklemishev1, 2  , M.B. Pykhtina1, 2, Ya.M. Kulikov1, 2, T.N. Goryachkovskaya2, D.V. Bochkov2, S.V. Sergeeva2,  
A.R. Vasileva2, V.P. Romanov2, D.S. Novikova3, S.E. Peltek2 

1 Federal Research Center of Fundamental and Translational Medicine, Novosibirsk, Russia
2 Institute of Cytology and Genetics of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia
3 Efirnoe Joint-Stock Company, Alekseyevka, Belgorod region, Russia

  beklem@niibch.ru; peltek@bionet.nsc.ru 

Abstract. The objects of the study were recombinant clones of Komagataella phaffii K51 carrying the heterologous 
proteinase K (PK-w) gene from Tritirachium album integrated into their genome as well as samples of recombinant 
proteinase K isolated from these clones. The aims of this work were i) to determine whether it is possible to create 
recombinant K. phaffii K51 clones overexpressing functionally active proteinase K from T. album and ii) to analyze the 
enzymatic activity of the resulting recombinant enzyme. The following methods were used: computational analysis of 
primary structure of the proteinase K gene, molecular biological methods (PCR, electrophoresis of DNA in an agarose 
gel, electrophoresis of proteins in an SDS polyacrylamide gel under denaturing conditions, spectrophotometry, and 
quantitative assays of protease activity), and genetic engineering techniques (cloning and selection of genes in bacte-
rial cells Escherichia coli TOP10 and in the methylotrophic yeast K. phaffii K51). The gene encoding natural proteinase K 
(PK) was designed and optimized for expression in K. phaffii K51. The proteinase K gene was synthesized and cloned 
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within the plasmid pPICZα-A vector in E. coli TOP10 cells. The proteinase K gene was inserted into pPICZα-A in such a 
way that – at a subsequent stage of transfection into yeast cells – it was efficiently expressed under the control of the 
promoter and terminator of the AOX1 gene, and the product of the exogenous gene contained the signal peptide of the 
Saccharomyces cerevisiae a-factor to ensure the protein’s secretion into the culture medium. The resultant recombinant 
plasmid (pPICZα-A/PK-w) was transfected into K. phaffii K51 cells. A recombinant K. phaffii K51 clone was obtained that 
carried the synthetic proteinase K gene and ensured its effective expression and secretion into the culture medium. An 
approximate productivity of the yeast recombinant clones for recombinant proteinase K was 25 μg/mL after 4 days of 
cultivation. The resulting recombinant protease has a high specific proteolytic activity: ~5,000 U/mg.
Key words: proteinase K; gene cloning; Komagataella phaffii; gene expression; enzymatic activity.
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Введение 
Более 70 % ферментов, применяемых в различных об­
ластях промышленности, – гидролазы (Kudryavtseva 
et al., 2008; Yin et al., 2014), причем на долю протеаз 
приходится свыше 30 % от всего рынка промышленных 
ферментов (Kulkarni et al., 1999; Gupta et al., 2002; Koga 
et al., 2014; Singh et al., 2016). Это объясняется их актив­
ным использованием в различных областях промышлен­
ности, в частности в производстве моющих средств и 
утилизации отходов, в пищевой, молочной, кожевенной, 
фармацевтической и текстильной промышленности. Воз­
росшие потребности в получении протеаз обусловлены 
в последние годы острой необходимостью производства 
новых пищевых продуктов из отходов сельхозпереработки 
растительного сырья и переработки мяса и рыбы, а также 
высококачественных и эффективных моющих средств. 
В последние три десятилетия в различных областях про­
мышленности, а также в практическом здравоохранении 
находят широкое применение протеиназы из различных 
источников (бактерии, бациллы, грибы). Наиболее изу­
чаемая группа протеолитических ферментов – сериновые 
протеиназы бактерий. Они интенсивно используются в 
фармацевтической промышленности, тканевой инжене­
рии, системной энзимотерапии (Gupta et al., 2002; Kud­
ryavtseva et al., 2008; Yin et al., 2014). 

Препараты, содержащие в своем составе протеиназы, 
применяются в ряде областей медицины: в хирургии – для 
лечения трофических язв, абсцессов, флегмон, остеомие­
лита и других гнойно-воспалительных процессов; в сто­
матологии – при лечении кариеса, пульпитов, периодон­
титов, пародонтоза и его осложнений; в пульмонологии –  
в качестве муколитического препарата для лечения раз­
личных форм пневмоний и бронхитов (ингаляционное 
введение). 

О перспективности применения сериновых протеаз в 
медицинских целях свидетельствуют исследования мно­
гих авторов (Yariswamy et al., 2013; Muthu et al., 2017; 
Belov et al., 2018; Абатуров, 2020; Осмоловский и др., 
2020). В частности, одна из главных проблем, с которой 
сталкиваются врачи при лечении кожных ран и ожогов у 
людей с ослабленным иммунитетом, – появление на них 
биопленки, образованной условно-патогенной микро­
флорой (золотистым и эпидермальным стафилококком, 
микрококком, псевдомонадой), под которую не могут про­
никнуть антибиотики, вследствие чего заживление ран 
замедляется. 

Для деградации различных компонентов экстрацеллю­
лярного матрикса биопленок в настоящее время разра­
батываются препараты на основе комплекса ферментов: 
протеаз, в том числе протеиназы К, гликозидаз, дезокси­
рибонуклеаз (Абатуров, 2020). Одна из перспективных об­
ластей применения протеиназ – это создание на их основе 
тромболитических препаратов. Таким образом, разработка 
новых эффективных лекарственных препаратов на основе 
ферментов бактериального происхождения – перспектив­
ное направление современной медицины, микробиологии 
и биотехнологии.

Наибольшее применение имеют термостабильные про­
теазы, поскольку они, во-первых, характеризуются бόль­
шей скоростью катализа, во-вторых, обеспечивают 
защиту реакционной смеси и продуктов энзиматиче­
ского превращения от микробного загрязнения за счет 
осуществления ими катализируемых реакций при высоких 
температурах.  В качестве рекомбинантных штаммов – 
продуцентов термостабильных протеаз – сконструирова­
ны как бактериальные, так и дрожжевые штаммы, причем 
во многих работах показано, что метилотрофные дрожжи 
Komagataella phaffii осуществляют бόльшую продукцию 
рекомбинантных протеаз, чем бактериальные (Kim et al., 
2005; Latiffi et al., 2013; Yu et al., 2014; Ma et al., 2016; Shu 
et al., 2016; Kangwa et al., 2018; Pereira et al., 2020). Кроме 
того, продуцируемые дрожжами протеазы, как правило, 
секретируются в культуральную среду в растворимом 
функционально активном состоянии (Yang et al., 2016). 
Особое внимание вызывают протеиназы, проявляющие 
свою активность в широком диапазоне температур и рН 
среды. 

Несомненный интерес представляет решение задачи 
получения дрожжевого суперпродуцента протеиназы из 
Tritirachium album (протеиназа K), поскольку эта протеи­
наза имеет ряд очень важных в практическом отношении 
достоинств: обладает широкой специфичностью, показы­
вает наибольшую активность при высоких температурах 
реакции от 37 до 60 °C, активна в широком диапазоне pH 
(4–12) и не ингибируется ионными и неионными детер­
гентами. Решению вышеназванной проблемы посвящено 
настоящее исследование. 

Материалы и методы
Материалы. Все химические реагенты аналитической чи­
стоты приобретены в Sigma-Aldrich (США) или в АО «Ре­
ахим» (Москва, Россия). Эндонуклеазы рестрикции были 



A.B. Beklemishev, M.B. Pykhtina, Ya.M. Kulikov … 
V.P. Romanov, D.S. Novikova, S.E. Peltek

884 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2021 • 25 • 8

Creation of a recombinant Komagataella phaffii strain, 
a producer of proteinase K from Tritirachium album

получены в фирме «СибЭнзим» (Новосибирск, Россия), 
ДНК-лигаза  Т4 и ДНК-полимераза Phusion – в фирме 
Thermo Fisher Scientific Inc (США), олигонуклеотиды – в 
ООО «Биосинтез» (Новосибирск, Россия). Дрожжевой 
экстракт, бактопептон и триптон производства фирмы 
Difco использованы для приготовления среды LB для вы­
ращивания клеток Escherichia coli. Среды для культивиро­
вания дрожжей (YPD, BMGY, BMM2, BMM10) готовили, 
как указано в протоколе производителя EasySelect™ Pichia 
Expression Kit (Invitrogen, США). Среда – Игла (МЕМ) 
(«Биолот», Россия), дитиотреитол, йодацетамид (Bio-Rad, 
США), свиной трипсин (Trypsin Gold, Mass Spectrometry 
Grade, Promega, США). Ионообменные смолы DEAE-Se­
pharose FF и SP Sepharose FF приобретены в фирме GE 
Healthcare Bioscience (Швеция). Вода, использованная в 
работе, была деионизирована и автоклавирована.

Штаммы бактерий и дрожжей, плазмидные векто-
ры. Дрожжи K. phaffii K51 из Всероссийской коллекции 
промышленных микроорганизмов (ВКПМ) № Y-4935, 
E. coli str. TOP10 и вектор pPICZα-A получены в фирме 
Invitrogen Inc. (США).

Буферные растворы и питательные среды. Растворы 
и буферы готовили с применением деионизированной ав­
токлавированной воды. Клоны E. coli, содержащие плазми­
ду pPICZα-A и ее производные, отбирали на чашках с ага- 
ром LB (1 % триптона, 0.5 % дрожжевого экстракта, 0.5 % 
NaCl, 1.8 % агара, 50 мкг/мл зеоцина) с низким содержа­
нием соли. Дрожжевые клетки выращивали в среде YPD 
(2 % дрожжевого пептона, 1 % дрожжевого экстракта, 
2 % декстрозы). Трансформанты дрожжей выращивали и 
отбирали на чашках с агаром YPD (2 % агара и различные 
концентрации зеоцина (500 и 2000 мкг/мл)). Культиви­
рование отобранных клонов дрожжей проводили также 
в среде BMGY (1 % дрожжевого экстракта, 2 % пептона, 
100 мМ фосфат калия, pH 6.0, 1.34 YNB, 4 × 10–5 % биотина 
и 2 % глицерина). Для индукции промотора гена AOX1 
использовали культивирование клонов последовательно 
сначала в среде BMM2 (1.34 % YNB, 4 × 10–5 % биотина, 
1  % метанола), а затем в среде BMM10 (1.34 % YNB, 
4 × 10–5 % биотина, 5 % метанола).

Конструирование рекомбинантной плазмиды 
pPICZα-A/PK-w. Нуклеотидная последовательность син­
тетического гена, кодирующего природную протеиназу K 
(протеаза K; эндопептидаза K; E.C.3.4.21.64) (далее  – 
PK- w), из T. album, была сконструирована и оптимизи­
рована для экспрессии в дрожжах K. phaffii. Оптимизи­
рованный ген протеазы PK-w был синтезирован фирмой 
GenScript (США). Ген протеазы PK-w был клонирован 
в составе плазмиды pPICZα-A по сайтам XhoI и XbaI в 
клетках E. coli.

Полупрепаративная наработка рекомбинантной 
протеиназы К (PK-w). Генетически модифицированный 
штамм дрожжей выращивали в 250 мл среды BMGY с 1 % 
глицерином в литровых колбах на орбитальном шейкере 
при 250 об/мин в течение 48 ч при 28 °С. Далее проводи­
ли индукцию биосинтеза белка 1 % метанолом (каждые 
сутки по 25 мл 10 % метанола) в течение четырех суток. 
На четвертые сутки определяли протеолитическую актив­
ность в культуральной жидкости. 

Концентрацию белка в растворах выявляли тремя 
методами: а) по поглощению раствора белка при 280 нм 
с учетом величины экстинкции белка; б) по определению 
плотности окрашенной полосы белка в геле; в) по Брэд­
форду с помощью набора Quick Start™ Bradford 1×Dye 
Reagent согласно инструкции производителя. 

Определение протеазной активности рекомбинант-
ной протеиназы К по казеину. Протеолитическую актив­
ность устанавливали методом Кунитца с использованием 
казеина из коровьего молока (Sigma-Aldrich) в качестве 
субстрата (Биссвангер, 2010). Для этого 0.4 мл 2 раствора 
казеина в 10 мМ Трис-HCl буфере (рН 8.0), содержащего 
10 мМ CaCl2, нагревали до 55 °С и вносили в него 0.2 мл 
раствора фермента в том же буфере. Смесь инкубировали 
при 55 °С 10 мин, а затем реакцию останавливали до­
бавлением 1 мл 1.2 М трихлоруксусной кислоты (ТХУ). 
Раствор сравнения подвергали тем же процедурам, за 
исключением того, что раствор фермента вносили в рас­
твор казеина после добавления трихлоруксусной кисло­
ты. Образцы центрифугировали 5 мин при 10 000 g при 
5 °С и определяли поглощение супернатанта при длине 
волны 275 нм. Одна единица активности соответствует 
количеству протеазы, приводящей за 1 мин при 55 °С к 
такому же значению поглощения, как 1 мкмоль тирозина 
(по калибровочной кривой). Калибровочную кривую 
строили по тирозину. 

Определение протеазной активности в культураль-
ной жидкости по азоказеину. Культуральную жидкость 
центрифугировали 10 мин, при +4 °С, 10 000 g для осаж­
дения клеток. Отбирали супернатант для определения 
протеазной активности.

Реакционную смесь с 0.5 мл 0.2 % раствора азоказеи­
на в 50 мМ Трис-глициновом буфере (рН 8) и 0.25 мл 
супернатанта нагревали на водяной бане при 55 °С в 
течение 40 мин. Реакцию останавливали добавлением 
1 мл 1.2 М трихлоруксусной кислоты. Раствор сравнения, 
содержащий 0.5 мл 0.2 % раствора азоказеина в 50 мМ 
Трис-глициновом буфере (рН 8) без супернатанта, на­
гревали на водяной бане при 55 °С в течение 40 мин. 
Реакцию останавливали добавлением 1 мл 1.2 М три­
хлоруксусной кислоты. После этого добавляли 0.25 мл 
супернатанта. Продукт реакции гидролиза азоказеина 
определяли спектрофотометрически по поглощению на 
длине волны 440 нм.

Результаты

Проектирование векторной конструкции, 
предназначенной для экспрессии  
гена протеиназы К в дрожжах K. phaffii K51
Для получения дрожжевого продуцента протеиназы К 
(протеаза K, эндопептидаза K; E.C.3.4.21.64) ген про­
теиназы Tritirachium album был оптимизирован для экс­
прессии в метилотрофных дрожжах K. phaffii K51. Ами­
нокислотная последовательность белка-предшественника 
протеиназы К и схема расположения его доменов пред­
ставлены на рис. 1. 

Синтезированный ген кодировал только препептид 
и аминокислотную последовательность зрелого белка. 
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Рис. 1. Схема доменной структуры протеиназы К (а) и аминокислот-
ная последовательность белка-предшественника PK-w (б ).
Голубым цветом выделен сигнальный пептид, желтым – препептид (про-
домен), оранжевым – зрелый белок. 

В качестве сигнала секреции фермента использован сиг­
нальный пептид альфа-фактора Saccharomyces cerevisiae, 
кодируемый фрагментом вектора pPICZα-A (данные не 
представлены). 

Клонирование рекомбинантной плазмиды  
pPICZα-A/PK-w в клетках E. coli ТOP10
Электрокомпетентные клетки E. coli str. TOP10 транс­
формировали рекомбинантными плазмидами pPICZα-A/
PK-w с применением электропоратора (Bio-Rad). Транс­
формированные клетки инокулировали в 1 мл среды LB и 
инкубировали при 37 °C в течение 1 ч в орбитальном шей­
кере при 140 об/мин. Суспензии клеток высевали на чашки 
Петри с агаризованной средой LB, содержащей 50 мкг/мл 
зеоцина и инкубировали 16 ч при +37 °С. На всех чашках 
выросло по 150–200 колоний. По 10 выросших колоний 
перекалывали на отдельные чашки Петри с агаризованной 
низкосолевой средой LB, содержащей 50 мкг/мл зеоцина, 
и использовали для приготовления термолизатов с целью 
выявления методом ПЦР колоний, несущих рекомбинант­
ную плазмиду pPICZα-A/PK-w. Полимеразную цепную ре­
акцию осуществляли с помощью пары праймеров, специ­
фичных для областей вектора pPICZα-А, фланкирую­
щих встроенный ген: прямой праймер № 324-AOX1-F, 
5ʹ-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3ʹ, и обратный прай­
мер №  325-AOX1-R, 5ʹ-GCAAATGGCATTCTGACATCC -3ʹ.  
Анализ размеров ампликонов выполняли электрофорезом 
в 0.8 % агарозном геле, содержащем бромистый этидий. 
ПЦР-позитивные клоны были отобраны для последующей 
наработки рекомбинантных плазмид для последующего 
переклонирования их в клетках дрожжей. 

Результаты анализа клонов E. coli TOP10 методом ПЦР 
колоний на наличие в них рекомбинантной плазмиды 
pPICZα-A/PK-w со вставкой гена протеиназы К приве­
дены на рис. 2.

Ампликоны, полученные на двух рекомбинантных 
плазмидах, содержащих встроенный ген протеиназы К, 
имеют теоретически ожидаемый размер: ~1626 п. н. (см. 

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР, полученных амплифика-
цией участка рекомбинантной плазмиды pPICZa-A/PK-w, содержа-
щей ген протеиназы К. 
Стрелкой указан фрагмент ДНК, использованный в дальнейшей работе. 
Дорожки: M – маркер молекулярных масс ДНК SibEnzyme (100–3000 п. н.); 
1 и 2 – ампликоны гена протеиназы К из двух рекомбинантных клонов, со-
держащих плазмиды со вставкой гена PK-w.

MRLSVLLSLLPLALGAPAVEQRSEAAPLIEARGEMVANKYIVKFKEGSALSALD  
AAMEKISGKPDHVYKNVFSGFAATLDENMVRVLRAHPDVEYIEQDAVVTINA  
AQTNAPWGLARISSTSPGTSTYYYDESAGQGSCVYVIDTGIEASHPEFEGRAQM 
VKTYYYSSRDGNGHGTHCAGTVGSRTYGVAKKTQLFGVKVLDDNGSGQYSTI 
IAGMDFVASDKNNRNCPKGVVASLSLGGGYSSSVNSAAARLQSSGVMVAVAA 
GNNNADARNYSPASEPSVCTVGASDRYDRRSSFSNYGSVLDIFGPGTSILSTWIG  
GSTRSISGTSMATPHVAGLAAYLMTLGKTTAASACRYIADTANKGDLSNIPFGT 
VNLLAYNNYQA
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рис. 2). Отобранный клон с рекомбинантной плазмидой 
pPICZα-A/PK-w со вставкой гена протеиназы К (PK-w), 
использовали для дальнейших работ, связанных с на­
работкой плазмиды, ее линеаризации эндонуклеазой ре­
стрикции BstX1 и последующего клонирования в клетках 
дрожжей K. phaffii K51.

Клонирование гена протеиназы К в клетках дрожжей 
K. phaffii K-51 и скрининг трансформантов
На первом этапе осуществляли наработку отобранного 
клона E. coli в 100 мл среды LB с последующим выделе­
нием из клеток плазмидной ДНК pPICZα-A/PK-w с по­
мощью набора GenElute™ HP Plasmid Midiprep Kit. Анализ 
выделенного препарата плазмиды выполняли посредством 
электрофореза в 0.8 % агарозном геле, окрашенном бро­
мистым этидием.

Концентрацию препарата плазмидной ДНК определя­
ли с применением флюориметра Qubit (Invitrogen). В ито­
ге было получено ~25 мкг очищенной рекомбинантной 
плазмиды pPICZα-A/PK-w. Приблизительно 5–10 мкг 
выделенной плазмиды pPICZα-A/PK-w линеаризовали 
перевариванием рестриктазой BstX1 и использовали для 
трансформации клеток K. phaffii str. K51 электропорацией. 
По окончании реакции рестрикции проводили фенол-хло­
роформную экстракцию ДНК с последующим ее осаж­
дением изопропанолом и промывкой 70 % этанолом. 
Осадки ДНК растворяли в 10 мкл бидистиллированной 
Н2О, замораживали и хранили при –20 °С. Полноту реак­
ции гидролиза плазмиды контролировали электрофорезом 
продуктов рестрикции в 0.8 % агарозном геле, окрашен­
ном бромистым этидием. Судя по результатам электрофо­
ретического анализа, основная масса препарата плазмиды 
была гидролизована эндонуклеазой рестрикции BstХI. 
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Creation of a recombinant Komagataella phaffii strain, 
a producer of proteinase K from Tritirachium album

Для трансформации электрокомпетентных дрожжевых 
клеток брали по 13–15 мкг плазмидной ДНК, растворен­
ной в 10 мкл бидистиллированной Н2О. Электропорацию 
осуществляли с помощью электропоратора Gene Pulser 
Xcell Total System Electroporator (Bio-Rad). 

Трансформированные клетки после предварительного 
выращивания на орбитальном шейкере при 200 об/мин 
в течение 2 ч при 27 °С в пробирках, содержащих 1 мл 
среды YPD, высевали на чашки Петри с агаризованной 
средой YPD, содержащей 500 и 2000 мкг/мл зеоцина. Чаш­
ки убирали в термостат на 30 °С на 3–5 сут. На четвертый 
день после трансформации клеток плазмидой pPICZα-A/
PK-w на чашках с 500 мкг/мл зеоцина выросло множество 
отдельных колоний, на чашках с 2000 мкг/мл зеоцина – от 
50 до 100 колоний.  

Зеоцин-резистентные трансформанты, выросшие на 
чашках с концентрацией зеоцина 2000 мкг/мл, оценивали 
на способность синтезировать и секретировать целевой 
белок с помощью культивирования отобранных клонов 
в 96-глубоколуночных планшетах (Axygen Scientific). На 
скрининг брали 20 колоний, которые вносили в лунки 

96-глубоколуночных планшетов. Параллельно эти же ко- 
лонии пересевали на отдельные чашки Петри с агаризо­
ванной средой с той же концентрацией зеоцина в про­
нумерованные участки.

Культивирование отобранных клонов проводили в 
лунках 96-глубоколуночных планшетов в 300 мкл среды 
BMGY на орбитальном шейкере при 250 об/мин в течение 
48 ч при +28 °С. Затем в каждую лунку вносили по 250 мкл 
среды BMM2. В следующие три дня в лунки вносили по 
50 мкл среды BMM10. На четвертые сутки культураль­
ные жидкости из каждой лунки центрифугировали при 
6000 об/мин 5 мин для осаждения клеток и полученные 
супернатанты анализировали на присутствие целевых 
белков с помощью SDS-ПААГ. 

Образцы для электрофореза готовили следующим обра­
зом: к супернатантам добавляли 10 ТХУ для концентрации 
белков. Белковые преципитаты промывали ацетоном, ре­
суспендировали в в однократном Трис-глициновом буфе­
ре, вносили 4-кратный денатурирующий буфер, кипятили 
и затем разделяли белки в 12.5 % геле. По результатам 
электрофореза отбирали культуральные жидкости клонов, 
продуцирующих максимальные количества белков с мо­
лекулярными массами, соответствующими молекулярной 
массе природной протеиназы К, ~30 кДа, для определе­
ния в них содержания рекомбинантной протеиназы  К 
и оценки ее ферментативной активности. Результаты 
электрофоретического анализа белков, продуцируемых 
и секретируемых рекомбинантными клонами дрожжей, 
представлены на рис. 3.

Все позитивные клоны продуцируют мажорный белок с 
молекулярной массой ~29–30 кДа, которая соответствует 
молекулярной массе зрелой протеиназы К ~30 кДа (рис. 4). 
По результатам электрофореза для дальнейших работ был 
отобран клон № 10, продуцирующий наибольшее коли­
чество рекомбинантного белка с молекулярной массой 
~29–30 кДа. Выход рекомбинантной протеазы PK-w по­
сле 4 сут культивирования дрожжевого рекомбинантного 
клона № 10 в планшете составил 25 мкг/мл. 

Для контроля бактериальной контаминации при на­
работке препаративных количеств рекомбинантного ис­
пользована пропионовая кислота. На рис. 4 показано, 
что применение пропионовой кислоты в концентрации 
0.025 % сопоставимо с использованием ампициллина в 
концентрации 0.2 мг/мл. 

Микроскопический анализ культур не выявил присут­
ствия бактерий, однако использование ампициллина и 
пропионовой кислоты несколько увеличивает наработку 
целевого продукта. 

Дрожжевой рекомбинантный клон № 10 был исполь­
зован для полупрепаративной наработки ферментного 
препарата.

Определение протеазной активности  
рекомбинантного белка, продуцируемого клоном № 10
Исследованный препарат рекомбинантного белка с моле­
кулярной массой ~29–30 кДа обладал высокой удельной 
протеолитической активностью, составляющей ~5000 
Ед/мг. Этот результат свидетельствует о том, что анали­
зируемый рекомбинантный белок является протеиназой 
К (PK-w).

Рис. 3. Электрофореграмма белков, продуцируемых исследуемыми 
клонами дрожжей, трансформированных плазмидой pPICZαA/PK-w. 
Дорожки: 1 – маркер молекулярных масс Thermo Scientific (10–200 кДа); 
2–10 – белки, продуцируемые и секретируемые анализируемыми кло
нами.
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Рис. 4. Протеолитическая активность культуральной жидкости 
дрожжевого рекомбинантного клона № 10, выращенного в полу-
препаративных условиях в присутствии ампициллина (PK-wild/amp), 
пропионовой кислоты (PK-wild/propionic acid) и без использования 
антибактериальных агентов (PK-wild). Протеолитическую активность 
культуральной жидкости без использования антибактериальных 
агентов (PK-wild) принимали за 100 %.
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Изучена зависимость активности полученной реком­
бинантной протеиназы К от величины рН среды и тем­
пературы проведения реакции (рис. 5). Оптимум фер­
ментативной активности рекомбинантной протеиназы К 
находится в области рН 10–11, хотя фермент активен и при 
рН от 9.5 до 6.5 (см. рис. 5, а). Резкое падение активности 
наблюдается при рН 9.0, а также от 4.0 и ниже. Диапазон 
оптимальных температур для проявления протеазной 
активности рекомбинантного фермента лежит в области 
от 40 до 65 °С (см. рис. 5, б ).

Хроматографическая очистка  
полученной рекомбинантной протеиназы К
Все операции проводили при температуре, не превышаю­
щей 5 °С. Культуральную жидкость, наработанную реком­
бинантным клоном № 10, отделяли центрифугированием 
в течение 25 мин при 4000 об/мин. Супернатант очищали 
от низкомолекулярных примесей и концентрировали в 
20 раз методом ультрафильтрации с использованием цен­
трифужных концентраторов. 

Очистку фермента от примесных белков осуществляли 
методом ионообменной хроматографии на анионите – 
DEAE-Sepharose 6HF. Элюцию проводили 0.05 М раство­
ром хлорида натрия в 50 мМ Трис-HCl буфере (рН 7.2). 
Фракции, где была обнаружена протеолитическая актив­
ность, объединяли, концентрировали с использованием 
центрифужных концентраторов и либо лиофильно суши­
ли, либо хранили в морозильной камере холодильника в 
50 % глицерине.

Очищенный рекомбинантный белок анализировали 
электрофорезом в 12.5 % SDS-ПААГ (рис. 6). Рекомби­
нантный белок представлен на геле одной мажорной по­
лосой с размером в области ~26.5–27.0 кДа (см. рис. 6). 
Каких-либо примесных белков на геле нет. Активность 
очищенного белка составила 49800 Ед/мг по азоказеину 
и 5000 Ед/мг по казеину. Таким образом, получен высо­
коочищенный препарат рекомбинантной протеиназы К. 

Заключение
Осуществлены проектирование и оптимизация нуклео­
тидной последовательности, кодирующей пробелок при­
родной протеиназы К (PK-w) из T. album для обеспечения 

ее эффективной экспрессии в клетках дрожжей K. phaffii. 
Синтезированный ген протеиназы К был клонирован в 
составе вектора pPICZα-A в клетках E. coli str. TOP10, а за­
тем переклонирован в клетках дрожжей K. phaffii str. K51. 

Получен рекомбинантный клон K. phaffii K51, несущий 
ген рекомбинантной протеиназы К и обеспечивающий его 
экспрессию в дрожжах, в культуральную среду. Нарабо­
тан образец рекомбинантной протеиназы К. Определена 
протеазная активность препарата рекомбинантной про­
теиназы К (PK-w) с использованием в качестве субстратов 
казеина и азоказеина. Препарат фермента обладает высо­
кой удельной протеолитической активностью, составляю­
щей ~5000 Ед/мг. Оптимум ферментативной активности 
рекомбинантной протеиназы К находится в области рН 
10–11 и температуре от 40 до 65 °С.

Рис. 5. Зависимость активности рекомбинантной протеиназы К от рН и температуры.

Рис. 6. Электрофореграмма препарата очищенного рекомбинантно-
го белка, продуцируемого дрожжевым клоном № 10. 
Электрофорез проводили в 12.5 % SDS-ПААГ. Дорожки: М – маркер мо-
лекулярных масс Thermo Scientific (10–200 кДа); 1 – хроматографически 
очищенный рекомбинантный белок.
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Creation of a recombinant Komagataella phaffii strain, 
a producer of proteinase K from Tritirachium album
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Abstract. Cerebral organoids are three-dimensional cell-culture systems that represent a unique experimental 
model reconstructing early events of human neurogenesis in vitro in health and various pathologies. The most 
commonly used approach to studying the morphological parameters of organoids is immunohistochemical 
analysis; therefore, the three-dimensional cytoarchitecture of organoids, such as neural networks or asymmetric 
internal organization, is difficult to reconstruct using routine approaches. Immunohistochemical analysis of bio-
logical objects is a universal method in biological research. One of the key stages of this method is the production 
of cryo- or paraffin serial sections of samples, which is a very laborious and time-consuming process. In addition, 
slices represent only a tiny part of the object under study; three-dimensional reconstruction from the obtained se-
rial images is an extremely complex process and often requires expensive special programs for image processing. 
Unfortunately, staining and microscopic examination of samples are difficult due to their low permeability and a 
high level of autofluorescence. Tissue cleaning technologies combined with Light-Sheet microscopy allows these 
challenges to be overcome. CLARITY is one of the tissue preparation techniques that makes it possible to obtain 
opaque biological objects transparent while maintaining the integrity of their internal structures. This method is 
based on a special sample preparation, during which lipids are removed from cells and replaced with hydrogel 
compounds such as acrylamide, while proteins and nucleic acids remain intact. CLARITY provides researchers with 
a unique opportunity to study three-dimensional biological structures while preserving their internal organiza-
tion, including whole animals or embryos, individual organs and artificially grown organoids, in particular cerebral 
organoids. This protocol summarizes an optimization of CLARITY conditions for human brain organoids and the 
preparation of Light-Sheet microscopy samples.
Key words: cerebral organoids; CLARITY; Light-Sheet microscopy; immunohistochemistry; tissue clearing; tissue 
imaging.

For citation: Shnaider T.A., Pristyazhnyuk I.E. CLARITY and Light-Sheet microscopy sample preparation in applica-
tion to human cerebral organoids. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 
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CLARITY и Light-Sheet микроскопия  
применительно к органоидам головного мозга человека
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Аннотация. Церебральные органоиды – это трехмерные системы культивирования клеток, представляю-
щие собой уникальную экспериментальную модель, которая позволяет реконструировать ранние события 
нейрогенеза человека in vitro в норме и при различных патологиях. На сегодняшний день для изучения 
морфологических параметров органоидов чаще всего применяют иммуногистохимический анализ. В связи 
с этим аспекты трехмерной цитоархитектуры органоидов, такие как нейронные сети или асимметричная 
внутренняя организация, трудно реконструировать при использовании рутинных подходов. Иммуногисто-
химический анализ биологических объектов является универсальным методом в биологических исследова-
ниях. Один из ключевых этапов данного подхода – изготовление крио- или парафиновых серийных срезов 
образцов. Это очень трудоемкий и времязатратный процесс. Кроме того, срезы представляют собой лишь 
небольшую часть исследуемого объекта, а трехмерная реконструкция из полученных серийных изображе-
ний является крайне сложной процедурой и часто требует специальных дорогостоящих программ для об-
работки изображений. К сожалению, окрашивание и микроскопирование целых образцов затруднено из-за 
их низкой проницаемости и высокого уровня автофлуоресценции. Технологии очистки тканей в сочетании 
с Light-Sheet микроскопией дают возможность преодолеть эти проблемы при работе. CLARITY – это одна из 
технологий подготовки тканей, позволяющая сделать непрозрачные биологические объекты прозрачными 
с сохранением целостности их внутренней структуры. Метод основан на специальной пробоподготовке, во 
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CLARITY and Light-Sheet microscopy sample preparation 
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время которой из клеток удаляются липиды и заменяются гидрогелевыми соединениями, такими как акрил
амид; при этом белки и нуклеиновые кислоты остаются интактными. Технология CLARITY предоставляет 
исследователям уникальную возможность изучать объемные биологические структуры с сохранением их 
внутренней организации, включая целых животных или эмбрионы, отдельные органы и искусственно выра-
щенные органоиды, в частности церебральные. Данный протокол обобщает оптимизацию условий CLARITY 
для органоидов головного мозга человека и особенности подготовки образцов Light-Sheet микроскопии.
Ключевые слова: церебральные органоиды; CLARITY; Light-Sheet микроскопия; иммуногистохимия; очистка 
тканей.

Introduction
Biological tissues and organs present a  complex three-di
mensional structure. Due to their opacity and high level of 
autofluorescence, three-dimensional reconstruction of such 
objects is an extremely laborious, but necessary process. 
To date, a  number of protocols (more than a  dozen) have 
been developed for making tissue transparent: SeeDB (Ke 
et al., 2013), ScaleA2 (Hama et al., 2011), uDISCO (Pan et 
al., 2016), CLARITY (Chung, Deisseroth, 2013), CUBIC 
(Susaki et al., 2015) and others. In general, all protocols can 
be divided into three groups, depending on the chemicals 
used for tissue clearance: organic solvents (hydrophobic 
reagent)-based protocols (BABB, 3DISCO, ECi  method), 
hydrophilic reagent-based protocols (ClearT, Scale, FUnGI, 
Fructoseglycerol, CUBIC and other) and hydrogel-tissue 
chemistry-based protocol (CLARITY, SWITCH and SHIELD) 
(Ueda et al., 2020; Susaki, Takasato, 2021). Some of them 
have different advantages like quality and speed of clearing 
or simplicity of the procedure. But on the other hand, some of 
the protocols involve using toxic and corrosive chemicals that 
require special objectives to avoid damage to the microscope 
or require other special equipment. Most of these protocols 
have been developed to clarify entire organs or their big  
fragments.

Recently, a new method of artificial mini-organ or organoids 
generation from induced pluripotent stem cells (iPSC) was 
developed (Lancaster et al., 2013) and now many different 
types of organoids have already been produced (brain, lung, 
liver, intestine, pancreas, kidney and others). Organoids are 
widely used both to recreate the three-dimensional architecture 
and functional activity of the original organs during normal 
embryonic development and at various disorders and to test the 
biological activity of various drugs, chemical and biological 
agents. Usually, organoids are opaque, which makes investi-
gating them rather difficult. For this purpose, it is advisable 
to use the combination of tissue clearing and 3D  imaging 
technologies. However, it is important to select the clarifying 
technology that would match organoids size and fragility as 
much as possible and would produce sufficient resolution for 
investigation of tiny structures.

Various techniques have been used for organoid tissue 
clearing and several studies have compared different clarify-
ing methods which could be applied to mini-organs (Susaki, 
Takasato, 2021). Some techniques, such as the hydrophilic 
clearing protocols (ClearT2 and ScaleS) are most acceptable 
for clearing small spheroids such as neurospheres (Boutin, 
Hoffman-Kim, 2015) or cancer cell spheroids (Boutin et 
al., 2018). Others, such as RapiClear, Fructoseglycerol and 
FUnGI, also using hydrophilic components, are designed and 
optimized for handling small and fragile, predominantly hol-
low organoid structures such as intestinal organoids. It should 

be noted that these protocols are very convenient and take only 
three days without application of  harmful chemicals (Dekkers 
et al., 2019; van Ineveld et al., 2020). For complex and dense 
brain organoids, stronger clearing protocols including delipi-
dation procedure are usually used (Susaki, Takasato, 2021). 
Applying organic solvent-based methods like 2Eci (2nd ge
neration Ethyl cinnamate-based clearing method) (Masselink 
et al., 2019; Goranci-Buzhala et al., 2020) or BABB method 
for midbrain organoids (Renner H. et al., 2020) can get a rela-
tively quick (within a few days) result. However, most of the 
organic components used in these protocols are quite toxic (for 
example, a mixture of benzyl alcohol and benzyl benzoate in 
BABB method (Renner H. et al., 2020)).

The use of hydrogel-tissue chemistry sometimes provides 
more opportunities for preserving the structure of organoids 
and increasing the optical resolution of tiny objects. That is 
due to the tissue hydrogel scaffold preparation by cross-linking 
hydrogel monomers to native biomolecules (Gradinaru et 
al., 2018). The creation of such a polymer frame in the brain 
organoids allows combining these protocols with additional 
procedures with sodium dodecyl sulfate and physical electro-
phoresis, as well as with high-resolution imaging of  Expan-
sion Microscopy with a general microscopy setup (Wassie et 
al., 2019; Susaki, Takasato, 2021).

Thus, it is quite important to choose the most optimal and 
effective tissue clearing technique for samples, especially for 
such complex objects as cerebral organoids.

One of the most convenient and lab-friendly techniques is 
CLARITY (Clear Lipid-exchanged Acrylamide-hybridized 
Rigid Imaging/Immunostaining/In  situ hybridization-com-
patible Tissue-hYdrogel). CLARITY was developed in 2013 
for obtaining high-resolution information from complex 
3D structures, such as the whole mouse brain (Chung, Deis-
seroth, 2013). Application of this technique enabled to obtain 
intact-tissue imaging of long-range projections, local circuit 
wiring, cellular relationships, subcellular structures, protein 
complexes, and neurotransmitters. CLARITY protocol in-
cludes replacing lipids with hydrophilic polymers (acrylamide 
and bis-acrylamide), which help to stabilize tissue but make it 
optically transparent and permeable. It is very important that 
molecules like nucleic acids and proteins stuck in the hydrogel 
keep their structures and locations. Thus, CLARITY allows 
combining tissue clearing techniques with immunostaining 
and in situ hybridization and explores the internal structure 
of large three-dimensional objects without damaging their 
integrity. There is only one article in which CLARITY tech-
nique was used for cerebral organoid clarifying (Sakaguchi 
et al., 2019), but without a detailed description. Thus, the 
aim of our work was optimization of CLARITY protocol in 
application to cerebral organoids and detailed description of 
samples preparation for Light-Sheet microscopy.
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Materials and methods

Reagents
  1. Acrylamide (PanReac AppliChem, catalogue number: 

A1090).
  2. Agarose D1, low EEO (Life science products, catalogue 

number: 1932.0025).
  3. Bisacrylamide (PanReac AppliChem, catalogue number: 

A3636).
  4. Boric acid (PanReac AppliChem, catalogue number: 

A2940).
  5. ddH2O.
  6. Glue (Henkel, catalogue number: 2340344).
  7. Parafilm M (Pechiney Plastic Packaging Company, cata

logue number: PM 996).
  8. Paraformaldehyde (PFA) (Sigma Aldrich, catalogue num

ber: 158127).
  9. Phosphate buffer saline (PBS) (VWR Life Science 

AMRESCO, catalogue number: Am-E404-100).
10. Sodium azide (Sigma Aldrich, catalogue number: S8032).
11. Sodium dodecyl sulfate (PanReac AppliChem, catalogue 

number: A1112).
12. Triton X-100 (VWR Life Science AMRESCO, catalogue 

number: Am-O694-0.1).
13. VA044 (Wako, catalogue number: 011-19365).
14. Serological pipets 5, 10, 25 ml (Corning, catalogue num-

ber: 4050, 4100, 4250).
15. 1-ml syringe (B. Braun, catalogue number: 9161635S).
16. 2 ml tube (Eppendorf, catalogue number: 0030120094).
17. 5 ml tube (Axygen, catalogue number: SCT-5ML-S).
18. Glass bottle 100 and 500 ml (Rasotherm, catalogue num-

ber: 95206001 and 95206003).
19. Syringe filter, 0.22 μm (TTP, catalogue number: 99722).
20. 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma Aldrich, 

catalogue number: D-9542).
21. Antibodies (Table 1).

Table 1. Primary and secondary antibodies used in the protocol

Antibodies Producer Catalogue 
number

Host Dilution

anti-CTIP2 Abcam ab18465 Rat 1:100

anti-bTubb3 Covance MMS-435P Mouse 1:200

Anti-Rat IgG 
(Alexa Fluor® 
488 conjugated)

Jackson 
ImmunoResearch

712-545-150 Donkey 1:200

Anti-Mouse IgG 
(Alexa Fluor® 
488 conjugated)

Jackson 
ImmunoResearch

715-545-150 Donkey 1:200

Equipment
1. Light-Sheet Z1 microscope (Zeiss).
2. Orbital shaker (Biosan, catalogue number: OS-20).
3. Roller shaker (Selecta, catalogue number: 7001723).
4. pH meter (OHAUS, catalogue number: 00000032755).
5. Magnetic stirrer (Biosan, catalogue number: MSH-300i).
6. Standard microwave.
7. Thermometer.
8. Forceps.
9. Chemical spoons.

10. Fume hood.
11. Icebox.

Software 
1. ImageJ (NIH, https://imagej.nih.gov/ij/index.html) 
2. ZEN (Zeiss, https://www.zeiss.com/)

Procedure

Fixation of human cerebral organoid
Note: For any manipulation with organoids, use cut 1 ml tips 
or wide orifice 1 ml tips to protect samples from damage.
1. Transfer cerebral organoids in 5-ml tubes and wash with 

1X PBS solution 2 times.
2. Replace 1X PBS solution with freshly prepared 4 % PFA 

solution.
3. Place the tubes on the roller/orbital shaker and incubate at 

room temperature for 2–3 h.
4. Wash samples 3 times with 1X PBS solution for 30 min.
Note: At this step, cerebral organoids can be kept at +4 °C in 
1X PBS solution. For keeping more than 1 week, we recom-
mend adding sodium azide to a final concentration of 0.01 % 
to prevent sample contamination with bacteria and fungi.

Hydrogel embedding
1. Precool all solutions, equipment, and samples on ice to 

prevent premature polymerization of the hydrogel solution.
Note: If you use a frozen aliquot of hydrogel solutions, thaw 
the vial on ice in a fridge overnight. After thawing, gently mix 
and check for the absence of precipitation.
2. Fill the 2-ml tube with the hydrogel solution and transfer 

cerebral organoids in the tube having previously gently 
removed leftovers of the PBS with a paper towel.

Note: 2-ml tube format is acceptable for 1–3 organoids. For 
a large number of organoids, we recommend using a bigger 
tube.
3. Incubate the samples in the hydrogel solution at +4 °C at 

the lowest speed of roller/orbital shaker for 24 h.
4. Refill the tube with fresh hydrogel solution and incubate 

at +37 °C for 4 h.
Note: Fill the tube with hydrogel solution completely. Oxygen 
inhibits hydrogel polymerization, thus all bubbles should be 
removed. Additionally, we recommend covering the tube with 
Parafilm to prevent air access.
5. Very gently extract the samples from the polymerized 

hydrogel by carefully rolling samples on a paper towel. 
6. Transfer the samples into the 5-ml tube and wash with 

Clearing Solution 4 times at room temperature for 24 h.

Passive clearing
1. Change Clearing Solution every 2 days and incubate at 

+37  °C with agitation. Continue clearing until samples 
become transparent. 

Note: We strongly recommend using +37 °C for lipid removal. 
Room temperature slows this process down to several months!
Note: The time of tissue clearing depends on the size of orga
noids. Cerebral organoids ≤0.5 cm become transparent during 
~2 weeks, for organoids ≥0.5 cm it can take up to 3 weeks.
2. Wash samples in PBST for 48 h. Change solution 2–3 times 

per day.

https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2b/RU/en/Liquid-Handling/Pipets/Serological-Pipets/Stripette%E2%84%A2-Serological-Pipets/p/4050
https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2b/RU/en/Liquid-Handling/Pipets/Serological-Pipets/Stripette%E2%84%A2-Serological-Pipets/p/4100
https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2b/RU/en/Liquid-Handling/Pipets/Serological-Pipets/Stripette%E2%84%A2-Serological-Pipets/p/4250
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Staining
1. Incubate samples with primary antibodies in PBST at room 

temperature on a shaker for 3 days.
2. Wash samples with PBST for 2  days, changing PBST 

every 4 h.
3.  Incubate with secondary antibodies and DAPI at room 

temperature for 2 days.
4. Wash samples with PBSR for 2  days, changing PBST 

every 4 h.
Note: Antibody consumption for staining of  CLARITY samples 
is very high. We recommend reducing the volume to the mini-
mum at which the samples in the tube are completely covered 
with the staining buffer with constant stirring on an orbital 
or roller shaker.
Note: For larger organoids, we recommend extending each 
staining step by at least 1 day.

Sample preparation for Light-Sheet microscopy
Organoid sizes can vary greatly. Therefore, we recommend 
using a different fixation method for Light-Sheet microscopy 
depending on the size. 
Agarose embedding samples (for smaller samples)
Note: Use the agarose with a low melting point temperature 
only. 
Note: The percentage of agarose solutions depends on the 
size of  the organoid. For larger organoids, use 1.5 % agarose 
solution.

1. Prepare the 1-ml syringe by cutting off the top (Fig. 1, A).
2. Weigh the required amount of agarose (at the rate of 1 g per 

100 ml) and dissolve in 1X PBS or ddH2O. Prepare agarose 
solution by melting in the microwave. Usually, for a 1-ml 
syringe, 1.5 ml of agarose is enough.

3. Pour the hot agarose solution into a 12-well plate or any 
other laboratory glassware or plasticware. When agarose 
solution cools down to +40 °C, transfer samples and gen-
tly mix. Put the samples in agarose solution into the 1-ml 
syringe.

4. Assemble the 1-ml syringe with a  sample holder (see 
Fig. 1, A). 

5. Proceed to Light-Sheet microscopy. 
Note: Fill the microscope chamber with ddH2O or 1X PBS. 
No great differences were observed between the two solutions.
Agarose-free or hanging samples (for bigger samples)
1. Glue the sample to the bar (see Fig. 1, B, C). The area of 

adhesion can be increased by attaching a small piece of filter 
paper. Keep samples in ddH2O or 1X PBS before placing 
them into the microscope chamber.

2. Proceed to Light-Sheet microscopy. 
Note: It is imperative to check and rinse the rod and sample 
holder for glue residues. If there are any, we strongly recom-
mend that you soak in soapy water and mechanically remove 
any glue residue.
Recipes
Note: Most solutions and reagents from this protocol are toxic 
and biohazardous. Do not forget about your safety and work 
in protective laboratory clothing and only under a fume hood! 

10X PBS solution
To prepare a 10X stock solution, dissolve 10 tablets of PBS 
in 100 ml of ddH2O. 
PFA solutions

•  16 % PFA stock solution
To prepare stock solution, dissolve 16 g of PFA in 80 ml 

of 1X PBS using a magnetic stirrer. Adjust pH to 7.4–7.5 
and add 1X PBS up to 100 ml. Filter the solution through 
a 0.40 μm filter and aliquote into 5 ml tubes. Keep stock 
solution at +4 °C for short storage (up to 2 weeks) or at 
–20 °C for long storage. 

•  4 % PFA working solution
To prepare 4 % PFA working solution, dilute stock solu-

tion with 1X PBS.
Hydrogel solution
Note: All solutions and equipment have to be pre-cooled 
to prevent premature polymerization of hydrogel solution. 
1. Mix all components on ice according to Table 2.
2. Aliquote hydrogel solution and keep at –20 °C for long 
storage or use freshly prepared solution.

Table 2. Hydrogel solution composition

Component Stock Quantity Final 
concentration

Acrylamide 40 % 10 ml 4 %

Bisacrylamide 2 % 1.25 ml 0.025 %

PBS ×10 10 ml ×1

ddH2O – 78.5 ml –

VA-044 – 0.25 g 0.25 %

A B

C

Fig. 1. A, ready-to-use sample holder with 1-ml syringe for agarose em-
bedded samples; B, sample holder for hanging samples; C,  the bar for 
sample sticking.
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Clearing solution
1. Mix all components on ice according to Table 3.
2. Keep the solution in a glass bottle at room temperature. 

Table 3. Clearing solution composition

Component Quantity Final concentration

Sodium dodecyl sulfate 40 g 4 %

Boric acid 12.366 g 200 mM

Sodium hydroxide – to pH 8.5

ddH2O 1000 ml –

PBST
1. Add Triton-X100 to the final concentration of 0.1 % us-
ing a magnetic stirrer.
2. Keep the solution in a glass bottle at room temperature.

Results
Human cerebral organoids were generated according to a pro-
tocol from Lancaster et al. (2013) with small modifications. 
2- and 3-month-old cerebral organoids were used for tissue 
clearing protocol. At this stage, there are dense spheres more 
than 2 mm in diameter (Fig. 2, A). We noted that the time of 
tissue clearing depends on the size of organoids. Cerebral 
organoids ≤ 0.5  cm become transparent during ~2  weeks, 
for organoids ≥ 0.5 cm up to 3 weeks. This time may vary 
from sample to sample, however, continue cleaning until the 
samples become transparent (see Fig. 2, B, C).

For immunostaining we chose two proteins with different 
subcellular localisation such as nuclear CTIP2 (Fig. 3, A) and 
cytoplasmic bTubb3 (see Fig. 3, C). We did not find a signifi-
cant difference between penetration of antibodies into different 

Fig. 2. A, intact cerebral organoid before CLARITY; В, hydrogel embedded cerebral organoid before tissue clearing; 
C, cerebral organoids after 2 weeks of tissue clearing.

A B C

Fig. 3. Light-Sheet imaging of a cerebral organoid after CLARITY: A, 3D reconstructed cerebral organoid, 5×, NA 0.16, 
water immersion; B,  optical section of the middle part of the cerebral organoid, 5×, NA  0.16, water immersion;  
C, optical sections of a small part of the cerebral organoid, 10×, NA 0.5, water immersion.

B

1000 μm

A
DAPI

bT
ub

b3
 D

A
PI

MergedCTIP2
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100 μm



T.A. Shnaider 
I.E. Pristyazhnyuk 

894 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2021 • 25 • 8

CLARITY and Light-Sheet microscopy sample preparation 
in application to human cerebral organoids

cellular compartments. In both cases, we observed specific 
staining throughout the entire thickness of the organoid (see 
Fig. 3, B). 

Conclusions
Cerebral organoids are a unique novel technology that al-
lows the reconstruction of early human neurogenesis. The 
outstanding feature of this in vitro system is the reproduction 
of the three-dimensional organization of the human embryo
nic brain. Standard histological methods of analysis do not 
allow reconstructing the internal structure of the cerebral 
organoids and result in information loss. The tissue clearing 
technique helps to overcome these limitations, allowing to 
recreate a  three-dimensional model of cerebral organoids 
and explore their fine organization without internal structure 
destruction. This is especially important for the investigation 
of  brain organoids since they contain a dense network of  long 
processes of nerve cells, which is very difficult to study by 
serial sections (Dodt et al., 2007).

Based on the various tissue clearance techniques analysis, 
we settled on the use of  hydrogel-tissue chemistry as a clearing 
agent. Generally hydrophobic and hydrophilic reagent-based 
protocols are applied to the investigation of spheroids or hol-
low organoids such as intestinal organoids (Susaki, Takasato, 
2021), while hydrogel reagents are used for the clarifying of 
human iPSC-derived retinal organoids (Cora et al., 2019) 
and iPSC-derived cerebral organoids (Renner M. et al., 2017; 
Sakaguchi et al., 2019; Albanese et al., 2020). Hydrogel-tissue 
chemistry-based protocols maximize the preservation of the 
internal structure of organoids and allow to achieve high opti-
cal resolution and low background at fluorescent microscopy.

Currently, there are at least three known hydrogel-tissue 
chemistry-based methods that use different delipidation and 
dehydration chemicals: SWITCH (Glutaraldehyde cross-
linking (Delipidation) Diatrizoic acid N-methyl-D-glucamine 
Iodixanol (dehydration)), SHIELD (Polyepoxy cross-linking 
(Delipidation), Diatrizoic acid N-methyl-D-glucamine Iodi
xanol (dehydration)) and CLARITY (Hydrogel embedding 
(Delipidation), HistodenzTM Glycerol (dehydration)) (Susaki, 
Takasato, 2021; Yu et al., 2021). Therefore in our choice of 
a suitable technique, we also focused on the availability of 
the appropriate reagents, the simplicity of the protocol and 
the lack of need for special equipment.

Of course, a significant disadvantage of CLARITY tech-
nique is the relatively long tissue clearance procedure (ap-
proximately three weeks for 90-days cerebral organoids), but 
this obstacle is compensated by a quite simple protocol. To 
our knowledge, there is a single report in which the CLARITY 
technique was used for cerebral organoid clarifying (Saka-
guchi et al., 2019); however, a detailed description of this 
technique applied to brain organoids has not been previously 
performed. For the first time, we make a detailed descrip-
tion of the human cerebral organoid samples preparation for 
investigation of CLARITY-treated samples for Light-Sheet 
microscopy.
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