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Глубокоуважаемые коллеги! 
Мы рады сообщить, что с 5 по 10 октября 2025 года состоится  

Третий международный конгресс “CRISPR-2025”! 
 

 
На этот раз организаторы конгресса встретят участников в гостеприимном солнечном Ереване 

(Армения).  
Это событие станет площадкой для экспертного обсуждения последних достижений, вызовов 

и этических аспектов, связанных с использованием широчайшего спектра технологических подходов, 
направленных на редактирование геномов.  

Организаторы: 
•Институт цитологии и генетики СО РАН (Новосибирск, Россия), 
•Институт химической биологии и фундаментальной медицины (Новосибирск, Россия), 
•Российско-армянский университет (Ереван, Армения), 
•Институт молекулярной биологии НАН РА (Ереван, Армения) 
•Сургутский государственный университет (Сургут, Россия).

Партнеры: BIOCAD, Фонд научно-технологического развития Югры.
Предыдущие конгрессы, проведённые в 2018-м и 2023-м годах в Новосибирске, 

продемонстрировали востребованность и актуальность формата мероприятия.  
Стремительно совершенствующиеся методы геномного редактирования, в том числе в области 

клинического применения CRISPR-систем, требуют всестороннего осмысления с учётом различных 
областей знаний. 

Именно поэтому по сложившейся традиции мы предлагаем широкий спектр направлений, 
которые будут обсуждаться на конгрессе “CRISPR-2025”: 

• Cell Technologies 
• Regenerative Medicine 
• Intelligent Data Science 
• Synthetic Biology 
• Postgenome 
• Research & Development. 
Традиционно участники конгресса представят передовые разработки и фундаментальные 

исследования в области CRISPR, их применение в медицине, сельском хозяйстве, эволюционной и 
палеобиологии. 

Предстоящий конгресс станет пространством для взаимодействия учёных, врачей и 
представителей индустрии, обмена идеями и эффективного сотрудничества. 

В программе  
• пленарные и секционные выступления,  
• конкурс молодых учёных, 
• конкурс постерных докладов, 
• панельная дискуссия «От предсказания лекарств с помощью искусственного интеллекта, 

точного редактирования генома до клеточной и генной терапии».  
Для всех желающих познакомиться с армянскими традициями оргкомитет готовит интересную 

культурную программу. 
Приглашаем постоянных и новых участников: учёных, врачей, студентов и представителей 

бизнеса. 
Информационный сайт конгресса: https://crispr2025.rau.am/ 
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Аннотация. В течение многих лет золотым стандартом в исследованиях злокачественных новообразований яв-
лялись культуры опухолевых клеток in vitro, ксенотрансплантаты in vivo или генетически модифицированные 
модели животных. К настоящему времени арсенал инструментов современных медико-биологических исследо-
ваний пополнился трехмерными клеточными моделями (3D-культуры). 3D-культуры воспроизводят тканеспе-
цифичные характеристики топологии ткани, что делает их релевантными тканевыми моделями с точки зрения 
клеточной дифференцировки, метаболизма и развития лекарственной устойчивости. Благодаря своему потен-
циалу такие модели уже применяются многими исследовательскими группами как для фундаментальных, так и 
для трансляционных исследований, и их использование позволяет значительно сократить количество экспе-
риментов на животных, например, в области онкологии. В литературе 3D-культуры классифицируют по технике 
формирования (с каркасом/без каркаса), условиям культивирования (статические/динамические), а также по 
клеточной организации и функциям. По клеточной организации 3D-культуры разделяют на «сфероидные мо-
дели», «органоиды», «органы-на-чипе» и «микроткани». При этом каждая из моделей имеет свои характерные 
особенности, которые необходимо учитывать при использовании модели в эксперименте. Наиболее простые 
3D-культуры – это «сфероидные модели», представляющие собой плавающие сферические агрегаты клеток. Бо-
лее сложной 3D-моделью является «органоид» – самоорганизующаяся трехмерная структура, сформированная 
из стволовых клеток, способных к самообновлению и дифференцировке в составе модели. Микрофлюидные 
системы «орган-на-чипе» – это чипы, имитирующие in vitro основные физические и биологические процессы в 
органах и тканях в динамике. «Сфероиды» и «органоиды» за счет объединения различных типов клеток в еди-
ную структуру могут быть основой для формирования «микроткани» – гибридной 3D-модели, воспроизводя-
щей специфический тканевый фенотип и содержащей тканеспецифичные компоненты внеклеточного матрикса. 
В данном обзоре представлена краткая история развития метода культивирования клеток in vitro в 3D-формате, 
описаны основные характеристики и перспективы применения «сфероидных моделей», «органоидов», «органов-
на-чипе» и «микротканей» для исследований в области иммуноонкологии солидных опухолей.
Ключевые слова: агрегация клеток; 3D-культуры клеток; сфероиды; органоиды; орган-на-чипе; микроткань; 
культивирование клеточных 3D-моделей
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3D cell culture models: how to obtain  
and characterize the main models

Abstract. For many years, the gold standard in the study of malignant tumors has been the in vitro culture of  tumor 
cells, in vivo xenografts or genetically modified animal models. Meanwhile, three-dimensional cell models (3D cul-
tures) have been added to the arsenal of modern biomedical research. 3D cultures reproduce tissue-specific fea-
tures of tissue topology. This makes them relevant tissue models in terms of cell differentiation, metabolism and 
the development of drug resistance. Such models are already being used by many research groups for both basic 
and translational research, and may substantially reduce the number of animal studies, for example in the field of 
oncological research. In the current literature, 3D cultures are classified according to the technique of their forma-
tion (with or without a scaffold), cultivation conditions (static or dynamic), as well as their cellular organization and 
function. In terms of cellular organization, 3D cultures are divided into “spheroid models”, “organoids”, “organs-on-
a-chip” and “microtissues”. Each of these models has its own unique features, which should be taken into account 
when using a particular model in an experiment. The simplest 3D cultures are spheroid models which are floating 
spherical cell aggregates. An organoid is a more complex 3D model, in which a self-organizing 3D structure is 
formed from stem cells (SCs) capable of self-renewal and differentiation within the model. Organ-on-a-chip models 
are chips of microfluidic systems that simulate dynamic physical and biological processes found in organs and tis-
sues in vitro. By combining different cell types into a single structure, spheroids and organoids can act as a basis 
for the formation of a microtissue – a hybrid 3D model imitating a specific tissue phenotype and containing tissue-
specific extracellular matrix (ECM) components. This review presents a brief history of 3D cell culture. It describes 
the main characteristics and perspectives of the use of “spheroid models”, “organoids”, “organ-on-a-chip” models 
and “microtissues” in immune oncology research of solid tumors.
Key words: cell aggregation; 3D cell cultures; spheroids; organoids; organ-on-a-chip; microtissue; 3D cell model 
culturing

For citation: Abdurakhmanova М.M., Leonteva A.A., Vasilieva N.S., Kuligina E.V., Nushtaeva A.A. 3D cell culture 
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Введение
В середине XX в. были сформированы основные прин-
ципы культивирования клеток растений и животных 
in vitro и созданы диплоидные клеточные линии человека 
(Jed rzejczak-Silicka, 2017). В конце XX–начале XXI в. 
были разработаны методы 3D-культивирования клеток, 
позволяющие конструировать клеточные модели, которые 
более точно воспроизводят микросреду, в которой клетки 
находятся в тканях организма (Edmondson et al., 2014). 
В последние десятилетия методы 3D-культивирования 
опухолевых клеток активно развиваются. В сравнении с 
2D-культурами современные клеточные 3D-модели мак-
симально приближены к животным моделям и первичной 
опухоли in vivo по следующим характеристикам: апикаль-
но-базальная полярность клеток в составе 3D-модели; 
уровень экспрессии генов клеток, отвечающих за физио-
логическое функционирование клеток; гетерогенность 
клеточного состава; способность секретировать белки 
вне клеточного матрикса (ВКМ) и факторы роста; лекар-
ственная устойчивость модели и др.

Исследователи классифицируют 3D-культуры клеток 
в соответствии с их пространственной структурой (Mali-
szewska-Olejniczak et al., 2019) и выделяют «сфероидные 
модели», «органоиды», «органы-на-чипе» и «микротка-
ни». В публикуемых работах термины «сфероид», «орга-
ноид» и «микроткань» могут ошибочно использоваться 
как синонимы (Simian, Bissell, 2017). Однако следует 
учитывать, что все перечисленные модели имеют раз-
ные или лишь частично совпадающие источники клеток, 
протоколы конструирования и области применения и не 
являются взаимозаменяемыми. Причины, по которым 
термины «сфе роидная модель», «органоид» и «микро-
ткань» необходимо разделять, описаны в данном обзоре. 
Также здесь представлена краткая история развития 
методов 3D-культивирования клеток in vitro с акцентом 

на ключевые особенности клеточных 3D-моделей, обу-
с ловливающие применение наиболее физиологически 
релевантной модели для исследований иммунологии 
солидных опухолей.

Сохранение тканеспецифичной  
характеристики клеток in vitro
Первые попытки создать клеточную 3D-модель были пред-
приняты в 1956 г.: Арон Артур Москона получил агрегаты 
клеток – 3D-структуры (Moscona, 1956). Москона показал, 
что гистологически различные типы диссоциированных 
клеток при совместном культивировании способны агре-
гировать между собой и формировать трехмерную струк-
туру.

Радиобиолог Роберт Сазерленд с коллегами ввели тер-
мин «сфероид» для структур, описанных Ароном Мо-
скона. Они сконструировали многоклеточные сфероиды 
из клеток легкого китайского хомячка (линия V79). По 
строению сферические клеточные агрегаты напоминали 
узелки, наблюдаемые в карциномах животных и человека. 
Кривая роста агрегатов клеток in vitro была аналогична 
кривой роста трансплантатов у мышей. Морфологический 
анализ структур показал, что сфероиды имеют внешнюю 
зону, содержащую множество делящихся клеток, проме-
жуточную зону, которая плохо насыщается кислородом и 
питательными веществами и содержит малое количество 
клеток в состоянии митоза, и зону некротизированных 
клеток. На основании этих результатов авторы сделали вы-
вод, что многоклеточные сфероиды, полученные в ходе 
эксперимента, могут быть использованы в качестве моде-
ли in vitro, позволяющей оценить рост опухоли (Suther-
land, 1988).

Термин «органоид» начали использовать в литературе в 
1950-х годах, однако в то время структуры, обозначаемые 
этим термином, не имели ничего общего с 3D-культурами 
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клеток. Например, Уильям Дьюри и Жозефина Доэрти в 
своем исследовании 1954 г. «Ядерные и цитоплазматиче-
ские органоиды в живой клетке» под органоидом подразу-
мевали внутриклеточные структуры, а именно органеллы 
клетки (Duryee, Doherty, 1954). Также термин «органоид» 
употребляли для обозначения опухолей или аномальных 
клеточных разрастаний как синоним тератомы (Wolter, 
1967). Развитие методов культивирования органоидов как 
клеточных 3D-структур берет начало с 1975 г. Джеймс 
Г. Рейнвальд и Говард Грин описали первую 3D-модель, 
включающую нормальные кератиноциты человека и фи-
бробласты мыши линии 3T3. В стратифицированном эпи-
дермисе деление клеток ограничивалось базальным слоем 
растущих клонов, тогда как поверхностные слои состояли 
из терминально дифференцирующихся кератиноцитов, 
которые постепенно формировали ороговевающий слой. 
Дальнейшее культивирование данных структур позволило 
получить «листы эпидермиса», выращенные из неболь-
шого количества первичных кератиноцитов (Rheinwatd, 
Green, 1975). Хотя термин «органоид» не применялся в 
этом исследовании, Рейнвальд и Грин были первыми, кто 
восстановил 3D-структуру ткани in vitro, и уже с 1980 г. 
в исследованиях, посвященных 3D-культурам, возникает 
термин «органоид».

Кроме того, в 1980-х годах группа под руководством 
Мины Джахан Бисселл в своих работах показала важную 
роль ВКМ в развитии опухоли. Клетки первичной куль-
туры молочной железы мыши культивировали на под-
ложке из белков базальной мембраны (БМ), полученной 
из саркомы мышей Engelbreth-Holm-Swarm (EHS). При 
таком культивировании клетки молочной железы фор-
мируют протоки и просветы, напоминающие секретор-
ные альвео лы, и при этом в 90 % клеток детектируется 
экспрессия β-казеина (Li et al., 1987). Это исследование 
стимулировало развитие методов создания 3D-моделей с 
учетом ВКМ. Впервые сочетание слов «3D-модели куль-
тур клеток» при менили Мэри Хелен Барселлос-Хофф с 
соавторами (Barcellos-Hoff et al., 1989) и Оле Петерсен с 
коллегами (Petersen et al., 1992) при анализе клеток мо-
лочной железы на подложке из БМ EHS. С использова-
нием этой модели молочной железы человека группа под 
руководством Барселлос-Хофф исследовала альвеоляр- 
 ный морфогенез, а группа под руководством Петерсен 
смогла описать характер роста и дифференцировку нор-
мальных и злокачественных эпителиальных клеток.

До 2005 г. термин «органоид» служил для обозначения 
небольших фрагментов органов, состоящих в основном 
из эпителиальных клеток, отделенных механически и/ или 
ферментативно от стромальной ткани и выращенных в 
различных гелях (Fata et al., 2007). Однако в последнее 
десятилетие этим термином часто обозначают самые раз-
личные 3D-структуры (Nikonorova et al., 2023). В 2012 г. 
на консорциуме по стволовым клеткам желудочно-кишеч-
ного тракта для клеточных моделей толстого и тонкого 
кишечника была утверждена следующая номенклатура: 
«органоид» – 3D-культура, состоящая из нескольких ти-
пов клеток, например клеток эпителиального и мезен-
хи мального происхождения; «сфероид» – сферическая 
3D-культура, включающая клетки только одного типа (Gu-
rya nov, 2016).

Для внесения ясности в номенклатуру клеточных мо-
делей для других тканей в октябре 2016 г. Европейской 
организацией молекулярной биологии была проведена 
встреча «Органоиды», где принято решение обозначать 
термином «органоид» разные структуры, в зави си мости от 
системы органов (Simian, Bissell, 2017). На при мер, в об-
ласти биологии молочных желез «орга ноид» – это первич-
ный эксплантат эпителиальных протоков, помещенных 
в гели ВКМ. И наоборот, в исследованиях по биологии 
кишечника к органоидам могут относиться кло нальные 
производные первичных эпителиальных СК, выращен-
ных без мезенхимы, либо эпителиально-мезенхимальные 
культуры, происходящие из эмбриональных  стволовых кле-
ток (ЭСК) или индуцированных плюрипотентных ство-
ловых клеток (ИПСК) (Shamir, Ewald, 2014).

Таким образом, разработанные и описанные в XIX–
XX веках методы культивирования фрагментов тканей 
заложили основу для развития технологии культивиро-
вания клеток вне организма. Сформулированные прин-
ципы культивирования клеток позволили сделать важные 
открытия в области регенеративной медицины, транс-
плантологии, биотехнологии и биофармацевтики (Simian, 
Bissell, 2017) (рис. 1).

Особенности 3D-культур опухолевых клеток: 
«сфероидная модель», «органоид»,  
«орган-на-чипе» и «микроткань»
С развитием подходов 3D-культивирования появляются 
такие термины, как «агрегаты», «сфероиды», «сфера», 
«опухолесфера», «онкосфера», «органоид» или «органо-
типический сфероид». Нередко их ошибочно используют 
в качестве синонимов. Однако данные модели различают-
ся по составу питательной среды, поверхности культиви-
рования, плотности клеток, времени, необходимому для 
формирования, а также по типам клеток в составе модели 
(Rodrigues et al., 2024). При этом неточности в терминах 
могут вводить в заблуждение относительно объекта, на ко-
тором проводились исследования (Nikonorova et al., 2023). 
Например, Сейед Али Каримифард с коллегами приме-
няют термины «органоид» и «маммосфера» в отношении 
клеточной 3D-структуры из опухолевых клеток адено-
карциномы молочной железы MCF-7 (Karimifard et al.,  
2024). Согласно номенклатуре клеточных 3D-структур, «ор-
ганоид» и «маммосферу» относят к разным 3D-моделям 
(Ponti et al., 2005; Gilazieva et al., 2020). Авторы данного 
исследования ссылаются на публикацию (Moradi-Mehr et 
al., 2023), в которой сконструированные «маммосферы» 
описываются как органоидная модель. Однако авторы 
последней работы не описывают полученную ими модель 
как «органоид», а употребляют термины «3D-культура 
кле ток MCF-7» или «маммосфера».

Мы предполагаем, что путаница в терминологии свя-
зана с новизной и скоростью развития области 3D-куль-
ти вирования клеток, а также со стремлением следовать 
научным тенденциям. Важность использования соответ-
ствующей терминологической номенклатуры обсуждалась 
также в научном обзоре (Nikonorova et al., 2023). Несмотря 
на многочисленные попытки введения номенклатуры, 
ис следователи довольно непоследовательно оперируют 
терминологией, и поэтому необходимо вводить номен-
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клатуру клеточных моделей в научном сообществе, в том 
числе и среди ученых РФ (Kang et al., 2021; Pașca et al., 
2022) (рис. 2). 

Сфероидные модели
Среди сфероидных моделей наиболее распространены 
«сферы» и «сфероиды» (Maliszewska-Olejniczak et al., 
2019). К сферам относят туморосферы и тканевые опухо-

левые «сферы». Туморосферы описывают как опухолевые 
клетки, образующие 3D-кластеры из суспензии клеток 
в неадгезивных условиях. Опухолевые стволовые клет-
ки (ОСК), которые ассоциируют с инициацией опухоли, 
обладают потенциалом к самообновлению и пролифера-
ции, а также способностью формировать 3D-структуры 
при культивировании in vitro (Weiswald et al., 2015). По-
скольку сферообразующие клетки являются стволовыми, 

Рис. 1. Хронология ключевых событий в области культивирования клеток: от фрагментов тканей к 2D- и 3D-клеточным моделям.
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они способны дифференцироваться во все субпопуляции 
нестволовых клеток, имеющиеся в исходной клеточной 
культуре. Таким образом, туморосфера – это смесь ОСК 
и дифференцированных клеток (Maliszewska-Olejniczak et 
al., 2019), в то время как тканевые опухолевые «сферы» 
получают из образца опухолевой ткани пациента. Обра-
зец ткани диссоциируют, что позволяет опухолевым клет-
кам мигрировать из фрагментов в виде скоплений клеток 
и/ или отдельных клеток, образуя плотные, компактные 
скопления или агрегаты клеток. Однако эта сфероидная 
модель ограничена исследованием только в области ОСК, 
поскольку она не может воспроизвести множественность 
других типов клеток в опухоли, а также сама плохо вос-
производится, так как некоторые ОСК остаются недиф-
ференцированными (Valent et al., 2012).

Сфероиды – это агрегаты клеток сферической фор-
мы, образующиеся в суспензии одиночных клеток гомо- 
или гетерогенного клеточного типа. Формирование та кой 
модели происходит за счет способности клеток к гомо- 
типической межклеточной адгезии, дополненной отсут-
ствием адгезии клеток к пластику культурального флакона 
(Sakalem et al., 2021). Такая 3D-модель может быть полу-
чена как из клеток одной линии, так и из клеток различных 
линий, культивируемых совместно, и позволяет оценить 
способность клеток к спонтанной самоорганизации, син-
тезу белков ВКМ и формированию специфического ми-  
кроокружения (Verjans et al., 2018). Сфероид похож на 
неваскуляризованный опухолевый узел, имитирует цен-
тральную зону гипоксии, внутреннюю зону покоящихся 
клеток и внешнюю зону активно пролиферирующих кле-
ток и удобен как модель при исследовании злокачествен-
ных новообразований. 

Основная область применения: в биологических 
ис следованиях в качестве модели опухоли in vitro; для 
те стирования лекарственных средств; как основа для 
тканевой инженерии (Daly et al., 2021; Hsu et al., 2021; 
Corgnac et al., 2022; George et al., 2022; Nushtaeva et al., 
2022; Vasileva et al., 2022).

Преимущества и недостатки сфероидной модели
Одним из преимуществ сфероидных моделей является 
отсутствие потребности в экзогенном ВКМ (Nushtaeva 
et al., 2022). Такие модели воспроизводят биохимические 
реакции исходной родительской опухоли (George et al., 
2022) и межклеточные взаимодействия (Corgnac et al., 
2022). Кроме того, сфероидные модели могут быть ис-
пользованы как строительные блоки для органов-на-чипе 
и микротканей (Corgnac et al., 2022).

Однако важно учитывать, что в зависимости от метода 
получения, длительности культивирования и размера сфе-
роида также может увеличиваться некротическая область, 
ограничивая исследователей, например, при тестировании 
лекарственных препаратов (Verjans et al., 2018). Не все 
линии клеток способны формировать сфероидные модели 
(Ivascu, Kubbies, 2007), и существует ограниченная до-
ступность клеточных линий, полученных из нормальных 
или минимально трансформированных тканей (Gunti et al., 
2021; Han et al., 2021). Кроме того, требуется детальный 
подбор факторов роста для формирования и поддержания 
сфероидной модели.

Перспективы применения сфероидных моделей  
для исследований иммунологических  
и онкологических заболеваний
За последнее десятилетие иммунотерапия стала перспек-
тивным инструментом в онкотерапии (Bandara et al., 2024). 
Несмотря на это, эффективность иммунотерапии часто 
зависит от гистогенеза опухоли и особенностей организ ма 
пациента. Это говорит о необходимости создания улуч-
шенных моделей доклинического скрининга, которые 
более точно воспроизводят биологию опухолей in vivo. 

Сфероидные модели можно либо выращивать только 
из опухолевых клеток, либо совместно культивировать 
с различными типами клеток, такими как фибробласты, 
эндотелиальные и иммунные клетки, чтобы имитировать 
перекрестные помехи между различными клеточными 
компартментами опухолей пациентов (Абдурахманова и 
др., 2022; Heinrich et al., 2024). Хотя сфероиды не имеют 
сосудистой сети и клеточной гетерогенности первичной 
опухоли, их профили экспрессии генов и формирование 
некротического ядра делают их похожими на опухоли па-
циентов (Heinrich et al., 2024). В настоящее время это вос-
требованная модель для оценки иммунотерапевтических 
стратегий благодаря ее относительно низкой стоимости и 
высокой воспроизводимости (Boucherit et al., 2020).

Сфероидные модели могут быть использованы для 
тестирования подходов иммунотерапии, в частности для 
оценки эффективности терапевтических антител и скри-
нинга лекарств для усиления инфильтрации иммунных 
клеток и противоопухолевых эффектов против солидных 
опухолей. Например, в исследовании Мелани Гротц (Grotz 
et al., 2024) гетеротипическая сфероидная модель рака мо-
лочной железы была выбрана для оценки влияния высо-
коаффинного лиганда белка активации фибробластов на 
поведение наивных Т-клеток. В результате показано, что 
нацеливание на белок активации фибробластов актуально 
для иммунотерапии и эффективной активации Т-клеток 
в микроокружении опухоли. Сфероидные модели подхо-
дят для проверки эффективности подхода терапии с по-  
мощью химерного антигенного рецептора (CAR). Протес-
тировав CAR T-клетки, нацеленные на нефункциональ-
ный пуринергический рецептор P2X7, Вероника Бандара 
с коллегами обнаружили, что такой подход усиливает 
противоопухолевый ответ в сфероидной модели рака 
яичника (Bandara et al., 2024). Известно применение сфе-
роидных моделей для оценки роли и функций нанораз-
мерных биомолекул. Так, Лилите Садовска и ее коллеги 
разработали клеточную 3D-модель рака предстательной 
железы для изучения воздействия внеклеточных вези-
кул (ВВ) на иммунные клетки человека (Sadovska et al., 
2018). В результате было показано, что большинство ВВ 
остаются связанными на поверхности В-клеток, а часть 
ВВ проникает в Т-клетки посредством макропиноцитоза.

Помимо генерации сфероидов, полученных из опухо-
левых клеток, существует другой подход, который заклю-
чается в разработке сфероидов, полученных из иммунных 
клеток. Макрофаги формируют сфероиды и могут сохра-
нять жизнеспособность в течение как минимум 16 дней 
в 3D-культуре (Burchett et al., 2024). Танака с коллегами 
смогли продемонстрировать, что макрофаги имеют тен-
денцию к поляризации в сторону противоопухолевого 
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фенотипа M1, противопоставляя его проопухолевому фе-
нотипу M2 в состоянии сфероида (Tanaka et al., 2018).

Чтобы точно имитировать состав опухоли и исследовать 
функциональные свойства иммунных клеток, необходимо 
усовершенствовать существующие сфероидные модели. 
Например, вводить новые типы клеток в сфероид коли-
чественно точным образом. Кроме того, соотношения 
клеток в модели должны соответствовать тому, что де-
монстрирует опухоль. Это требует обширного изучения 
клеточного состава опухоли перед созданием модели. 
Наиболее полная гетеротипическая сфероидная модель 
была представлена в исследовании Марселя Генриха 
(Hein rich et al., 2024). Авторы подобрали количество и 
соотношение опухолевых клеток глиобластомы, микро-
глии и астроцитов для воссоздания реалистичной модели 
опухоли головного мозга. Включение как астроцитов, так 
и микроглии в гетеротипическую модель значительно 
увеличивало рост модели, а также продемонстрировало, 
что астроциты играют решающую роль в инвазии клеток 
глиобластомы. Помимо того, астроциты и микроглия спо-
собствуют созданию плотного физического барьера, защи-
щающего модель опухоли от инфильтрации макромолекул 
или иммунных клеток.

Органоиды
Значительную часть клеточных 3D-культур называют ор-
ганоидами, поскольку в условиях имитации 3D-среды 
организма in vitro клетки могут спонтанно самооргани-
зовываться, формируя сложные гистологические струк - 
ту ры, подобные структурам в органах, из которых они 
прои зо шли. Например, клетки молочной железы, куль-
тивируемые в 3D-формате, способны образовать структу-
ры, подобные разветвленным протокам (Lee et al., 2007). 
В настоящее время под термином «органоид» понимают 
искусственную 3D-структуру, полученную из СК и со-
стоящую из органоспецифических клеток, способных к 
самоорганизации и отражающих структуру и функции ор-
гана in vivo. Такая модель может быть получена из ЭСК, 
ИПСК либо из неонатальных СК (Sakalem et al., 2021; 
George et al., 2022) и обеспечивает релевантные представ-
ления о функциональности и дифференцировке тканей. 
Обычно органоиды состоят из различных типов клеток, 
происходящих из разных зародышевых листков, и, как 
правило, имеют более высокий порядок самоорганизации 
по сравнению со сфероидами (Nikonorova et al., 2023).

При описании органоидов используют также термин 
«ассамблоиды» – объединяющиеся органоиды, сформи-
рованные из клеток разных органов или разных областей 
органа (Eke et al., 2022). Такая модель должна имитиро-
вать морфофункциональные единицы соответствующих 
тканей in vivo.

Основная область применения: медико-биологиче-
ские исследования, тестирование лекарственных средств, 
тканевая инженерия и трансплантационная терапия (Kas-
sis et al., 2019; Hofer, Lutolf, 2021; Mesci et al., 2022; Miao 
et al., 2022).

Преимущества и недостатки органоидов
Изменяя процедуру выделения клеток и комбинацию 
факторов роста при культивировании, ученые могут соз-

давать органоиды, состоящие как из нормальных, так и из 
онкотрансформированных клеток (Ivascu, Kubbies, 2007; 
Daly et al., 2021; Hsu et al., 2021; Corgnac et al., 2022), что 
является мощным инструментом при скрининге противо-
опухолевых лекарственных средств. Клеточные модели 
органоидов можно культивировать в течение длительного 
времени, генетически модифицировать и криоконсерви-
ровать, сохраняя их фенотипические и функциональные 
характеристики. Однако необходимо учитывать, что фор-
мирование сложной структуры в модели органоида обыч-
но занимает от двух до трех месяцев в зависимости от 
типа ткани и требует определенных факторов роста (Gunti 
et al., 2021).

Перспективы применения органоидов  
для исследований иммунологических  
и онкологических заболеваний
Использование органоидов, полученных от пациента, 
в персонализированной иммунотерапии рака показало 
большие перспективы. Такие органоиды сохраняют ге-
нетические и функциональные характеристики исходных 
опухолей, что позволяет адаптировать иммунотерапев-
тические стратегии к уникальному профилю онкологи-
ческого заболевания каждого пациента (Noorintan et al.,  
2024).

В исследовании (Forsythe et al., 2021) с применением 
персонализированных органоидных моделей проводилось 
доклиническое изучение иммунотерапии при лечении 
рака аппендикса. Органоиды опухоли пациента были по-
лучены с использованием несортированных опухолевых 
клеток с обогащением и без обогащения иммунными 
клетками пациента, полученными из периферической кро-
ви, селезенки или лимфатических узлов, для терапии ин-
гибиторами PD-1 (программируемый белок клеточной 
смерти 1) и активатором T-клеток. Авторы показали цито-
токсическую эффективность в подгруппе иммуноусилен-
ных органоидов рака аппендикса из первичных опухолей 
как низкой, так и высокой степени злокачественности. Это 
исследование демонстрирует потенциал иммунотерапии 
при раке аппендикса и полезность иммунокомпетентных 
органоидов при отборе пациентов для клинических ис-
пытаний при редких видах рака. 

Включение 3D-моделей для прогнозирования клиниче-
ских ответов на скрининговые препараты оказалось более 
эффективным, чем использование традиционных адге-
рентных культур, поскольку именно 3D-модели в большей 
степени воспроизводят особенности первичной опухоли. 
Чжоу с коллегами разработали стандартизированный про-
токол для создания системы опухоль–органоид–Т-клетки 
с органоидами опухоли молочной железы и первичными 
опухолеспецифическими CD8+ Т-клетками. Эта система 
облегчает высокопроизводительный скрининг лекарствен-
ных препаратов с использованием органоидов опухолей 
молочной железы мышей, а также позволяет проводить 
более точное прогнозирование терапевтических ответов 
на противораковые препараты (Zhou et al., 2021). Авторы 
показали, что современные эпигенетические ингибиторы 
повышают презентацию антигена, опосредованную глав-
ным комплексом гистосовместимости класса I (MHC I) на 
клетках опухоли молочной железы. Кроме того, лечение 
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ингибитором гистондеацетилазы BML-210 существенно 
сенсибилизировало клетки опухоли молочной железы к 
ингибитору PD-1.

Разработка систем совместного культивирования пер-
вичного опухолевого эпителия, включающих дополни-
тельные клеточные компоненты без искусственного до-
бавления, является сложной задачей. Нил со своей группой 
успешно создали органоиды, полученные из опухолево-
го эпителия, сохраняющие собственные иммунные клет-
ки, что отражает разнообразие микроокружения опухо-
ли пациента (Neal et al., 2018). В персонализированных 
органоидах наблюдались популяции инфильтрирующих 
CD3+ T-клеток, экспрессирующих PD-1; цитотоксических 
T-клеток; T-хелперов; B-клеток; NK-клеток и различное 
количество макрофагов. Этот метод получения персо-
нализированных органоидов, сохраняющий иммунную 
структуру, имеет большие перспективы для моделирова-
ния персонализированной иммунотерапии in vitro.

Шнальцгер с коллегами разработали органоиды из 
клеток толстой кишки, полученных от пациента для 
изучения цитотоксичности CAR NK-клеток, направлен-
ных на антиген EpCAM (молекула клеточной адгезии) 
(Schnalz ger et al., 2019). CAR NK-EpCAM эффективно 
лизировали опухолевые клетки в первые сутки совместно-
го культивирования. Авторы утверждают, что полученные 
ими органоиды представляют собой чувствительную, 
персонализированную платформу in vitro для оценки эф-
фективности иммунотерапии на основе CAR.

Тем не менее, насколько бы сложными ни были модели 
органоидов, они не обеспечивают физиологическое пред-
ставление организации ткани in vivo. В этих моделях от-
сутствует сосудистая система, а следовательно, и диффу-
зия лекарств, клеточных продуктов, и их проникновение 
внутрь органоида ограничены.

Орган-на-чипе
Технология «орган-на-чипе» произвела революцию в 
области биомедицинских исследований, предоставив 
передовые платформы для моделирования сложных си-
стем органов в условиях in vitro. «Орган-на-чипе» – это 
технология культивирования клеток в потоке жидкости 
для имитации искусственного органа или их системы, 
что позволяет воспроизводить структурные и функцио-
нальные характеристики органов и их взаимодействие. 
Данная технология применима для изучения механиз-
мов заболеваний, реакций систем организма на терапев-
ти ческие агенты и профилей их токсичности (Doost, Sri-
va stava, 2024).

Модель «орган-на-чипе» представляет собой неболь-
шие микрофлюидные устройства в виде чипов, изготов-
ленных из биосовместимых материалов, которые благода-
ря сети микрокамер, микроканалов и ламинарного потока 
позволяют культивировать клетки в условиях, подобных 
средам in vivo (Doost, Srivastava, 2024). Такая модель мо-
жет быть получена из ЭСК, ИПСК или из неонатальных 
СК, а также иммортализованных и первичных культур 
клеток (Singh et al., 2022). Кроме того, микрофлюидные 
технологии можно объединить со сфероидной моделью 
и/или органоидами для формирования гибридной модели 
(Wei et al., 2023). 

Основная область применения: медико-биологиче-
ские исследования, тестирование лекарственных средств, 
тканевая инженерия (Azizgolshani et al., 2021; Lohasz et 
al., 2021).

Преимущества и недостатки модели «орган-на-чипе»
Органы-на-чипе позволяют полностью контролировать 
микрофлюидные системы и регулирование клеточных 
процессов в исследовании, имитируя динамические фи-
зиологические процессы человека, такие как дыхание, 
перистальтика и кровообращение (Alver et al., 2024).

Одно из ограничений технологии «орган-на-чипе» за-
ключается в необходимости использовать материал, ко-
торый не влияет на компоненты клеточной  микросреды 
и поддерживает стабильную жидкостную связь. Посколь-
ку объем ламинарной жидкости небольшой, то поверх-
ностные эффекты доминируют над объемным эффектом. 
Кроме того, ламинарный поток присутствует на пересе-
чении нескольких жидкостей, соответственно, жидкости 
могут не смешиваться должным образом (Danku et al., 
2022). 

Перспективы применения «органа-на-чипе»  
для исследований иммунологических  
и онкологических заболеваний
Кровяные и лимфатические сосуды играют важную роль 
в иммунологических процессах, перемещая иммунные 
клетки между органами, тканями и лимфатической систе-
мой. Технология применения микрофлюидных чипов вос-
производит ключевые сложные и динамичные характери-
стики опухоли, такие как васкуляризация и экстравазация, 
улучшая доклинические модели в развитии иммунотера-
пии рака (Doost, Srivastava, 2024). Большинство моделей 
«органов-на-чипе» содержат параллельные каналы для 
включения опухолевых клеток в гидрогели и иммунные 
клетки, встроенные в гидрогель или перфузируемые из 
бокового канала. Выбор конструкции микрофлюидной 
модели обычно определяется исследуемым вопросом, 
поскольку пропускная способность, динамические харак-
теристики (например, поток) и возможности молекуляр-
ного считывания сильно различаются между моделями 
(Chernyavska et al., 2023). Так, Шабнам Джейбоуэй с 
кол легами использовали в микрофлюидном чипе сферои-
ды, сформированные из клеток рака молочной железы, 
для оценки гетерогенности опухоли пациента и анализа 
миграционного и инвазивного потенциала (Jeibouei et al., 
2024). В результате было установлено, что повышение 
уровня экспрессии HER2 и маркера макрофагов M2a, а 
также жесткость белков ВКМ являются важными факто-
рами, влияющими на миграцию и инвазию опухолевых 
клеток. В другом исследовании была реконструирована ге-
теротипическая модель HER2+-опухоли молочной железы 
для оценки эффекта моноклональных антител (Nguyen M. 
et al., 2018). Авторы культивировали в многокамерном 
чипе опухолевые, эндотелиальные клетки, мононуклеа-
ры крови и опухоль-ассоциированные фибробласты. Эта 
модель позволила протестировать моноклональные анти-
тела в сложной 3D-системе, которая допускает перфузию 
растворимых молекул, учитывая гетерогенность опухоли 
(Nguyen M. et al., 2018). 
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В отличие от адаптивных иммунных клеток, врож-
денным иммунным клеткам не нужны MHC для своей 
активации. Сложность значительно возрастает, когда 
адаптивные иммунные клетки должны использоваться в 
эксперименте, учитывая молекулы MHC, в присутствии 
других типов клеток с несоответствием MHC (Magenau 
et al., 2016). Поэтому крайне важно разрабатывать имму-
нокомпетентные модели «органов-на-чипе», чтобы лучше 
понять, как иммунные клетки взаимодействуют с органа-
ми в состоянии здоровья и болезни. В своем исследовании 
Ирина Вейт с коллегами создали персонализированные 
модели «органов-на-чипе» рака легкого с их аутологич-
ными первичными опухолевыми, стромальными фибро-
бластами и иммунными клетками, выделенными из образ-
цов опухоли, и измерили реакцию на лечение анти-PD-1 
(Veith et al., 2024). Микрофлюидная модель способна была 
воспроизводить зависящие от стромы механизмы устой-
чивости к иммунотерапии, и интеграция аутологичных 
иммуносупрессивных опухоль-ассоциирован ных клеток 
в модели ухудшила реакцию на анти-PD-1 терапию.

Хотя органы-на-чипе могут воспроизводить боль-
шинство характеристик отдельных органов и физиоло-
гических условий потока, они не способны улавливать 
динамические взаимодействия между несколькими орга-
нами (Kumar et al., 2024). Кроме того, органы-на-чипе по-
прежнему включают не все органоспецифичные клет ки. 
Модель требует дальнейшего усовершенствования, на-
пример с интеграцией в нее органоидов. Группа немец-
ких ученых создала модель для инфузии, рекрутинга 
и инфильтрации CAR T-клеток в солидные опухоли, 
объединив подходы «органы-на-чипе» и «органоиды», 
полученные от пациента. Модель использовали для иссле-
дования различных схем лечения дазатинибом в качестве 
фармакологического переключателя безопасности для 
контроля CAR T-клеток во время терапии. Подход позво-
лил провести in vitro оценку безопасности и эффективно-
сти с учетом особенностей пациента (Maulana et al., 2024).

Микроткань
«Микроткань» – гибридная клеточная 3D-модель, кото-
рая имеет специфический тканевый фенотип и содержит 
тканеспецифичные компоненты ВКМ. Микроткани фор-
мируются при агрегации суспензии клеток друг к другу 
и/или к окружающему их ВКМ и компактизации, уве-
ли чивающей плотность 3D-структуры (Eyckmans, Chen, 
2017). Сформировать микроткань возможно при полу-
чении модели «сфероидов» или «органоидов» как из 
одного типа клеток, так и из гистологически различных 
типов клеток (Eke et al., 2022), а также при интеграции в 
модель «орган-на-чипе». При таком подходе микроткани 
могут представлять собой сферические многоклеточные 
агрегаты, созданные для воспроизведения наименьшей 
функциональной единицы ткани или органа. Во время 
самоорганизации клетки синтезируют свой собственный 
ВКМ, восстанавливают клеточные контакты и, таким об-
разом, воспроизводят специфические тканевые функции и 
интегрированные клеточные ответы на стимулы окружаю-
щей среды. Хотя в составе микроткани формируется среда, 
позволяющая определенным типам клеток максимально 
полно имитировать их нативное поведение in vivo, многие 

ткани в организме испытывают значительную механиче-
скую нагрузку, которая изменяет структуру матрикса и 
функцию клеток, что сложно воспроизвести в 3D-модели 
(Eyckmans, Chen, 2017).

Основная область применения: медико-биологиче-
ские исследования, тестирование лекарственных средств, 
тканевая инженерия и трансплантационная терапия 
(Wang Y. et al., 2020; Zhang et al., 2022).

Преимущества и недостатки микроткани
Микроткани позволяют воссоздать сложную нативную 
архитектуру тканей in vivo, в том числе имитацию сосу-
дистой сети, взаимодействия клетка-клетка и клетка-ВКМ 
(Eke et al., 2022). С использованием микроткани модели-
руются патологические процессы для персонализиро-
ванного скрининга и разработки лекарственных средств. 
Однако следует учитывать низкую скорость сборки для 
имитации макромасштабных тканей, построение сцена-
рия клеточной эволюции в 3D-измерении, приводящей к 
появлению функции, а не формирование конечной функ-
циональной структуры. Кроме того, источники исходных 
клеток могут оказывать влияние на достоверность и вос-
производимость модели (Eke et al., 2022; Schot et al., 2023; 
Wang O. et al., 2023).

Перспективы применения микроткани  
для исследований иммунологических  
и онкологических заболеваний
Микроткань представляет собой биомиметическую мо-
дель in vitro, сформированную из сфероидов и/или орга-
ноидов в качестве биологических строительных блоков 
для разработки тканей и органов с помощью как простых 
подходов 3D-культивирования, так и инновационных 
инженерных систем (Burdis et al., 2022). Преимущество 
модели заключается в том, что организация ткани может 
быть полностью спроектирована, а сборка модели ре-
гулируется химически или механически для получения 
желаемой структуры ткани.

Клаудия Мартинс и коллеги разработали гетероти-
пическую модель микроткани глиобластомы на основе 
сфероидной модели для оценки противоопухолевых нано-
препаратов (Martins et al., 2023). Полученная модель ими-
тировала организацию опухоли, продукцию внеклеточно-
го матрикса и демонстрировала цитокиновую сигнатуру. 
Макрофаги в составе микроткани поляризовались в фено-
тип M1/M2 в соответствии с нанотерапией доцетакселом. 
В исследовании Казуаки Ниномия и Тацухико Таниучи с 
использованием био-3D-принтера со сфероидной уклад-
кой на Кензан (микроигольчатая матрица) была собрана 
микроткань путем точного укладывания сфероидов из 
нормальных и раковых клеток. Данная модель впервые по-
зволила неинвазивно наблюдать динамическое поведение 
инвазии раковых клеток (Ninomiya, Taniuchi, 2024). Инья 
Вальдхауэр с коллегами разработали гетеротипические 
3D-модели микротканей для изучения активности новых 
противоопухолевых иммунотерапевтических препаратов 
на основе ИЛ-2 (Waldhauer et al., 2013). Модель микротка-
ни на основе клеток опухоли/фибробластов/лимфоцитов 
позволяет контролировать про никновение антител и их 
нацеливание на компоненты опухоли и стромы, изучать 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/extracellular-matrix
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/extracellular-matrix
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взаимодействие опухолевых клеток с иммунными клет-
ками в системе, которая больше напоминает микросреду 
опухоли in vivo. Гьюсик Хонг с коллегами, исполь зуя 
системы биопечати и микрожидкостной эмульгации, скон-
струировали микротканную сфероидную модель с доль-
чатой структурой и реализацией функций печени (Hong 
et al., 2021). Структурированные микротканные сферо иды 
с выраженной васкуляризацией показали улучшенную 
секрецию альбумина и мочевины. 

Таким образом, использование подхода микроткани 
предполагает комбинацию уже существующих 3D-мо-
де лей для расширения воспроизведения реалистичных 
особенностей ткани в области иммунологии опухолей и 
остается многообещающей моделью при разработке стра-
тегий иммунотерапии.

Культивирование клеток в 3D-моделях
Условия культивирования в трехмерных системах должны 
обеспечивать клетки всеми физическими и химическими 
условиями, необходимыми для имитации среды in vivo. 
В настоящее время существует множество методов куль-
тивирования клеток в составе 3D-структур (рис. 3). При 
выборе способа получения 3D-клеточной структуры не-
обходимо учитывать следующие критерии: 
1) клеточный состав: моно- (Troitskaya et al., 2021) или ге-

терогенная клеточная модель (Arora et al., 2022; Nu sh-
taeva et al., 2022);

2) способ формирования 3D-модели: с использованием 
специальных матриц-носителей (Sulaiman et al., 2020) 
или без их использования (Nushtaeva et al., 2022);

3) условия культивирования: статические (Arora et al., 
2022) или динамические (Coluccio et al., 2019).
Некоторые преимущества и недостатки методов полу-

чения основных 3D-моделей приведены в таблице.

Заключение
По сравнению с клетками адгерентных культур, клетки 
в 3D-структурах моделируют межклеточные взаимо-
действия, организованные в пространстве, и клеточную 
гетерогенность, что в совокупности более полно отражает 
организацию тканей in vivo (Eke et al., 2022). В данном 
обзоре рассмотрены нюансы терминологии в области 
3D-клеточного моделирования, основные подходы к полу-
чению моделей, а также перспективы их использования в 
биомедицинских исследованиях. 

Трехмерные «сфероидные модели» и «органоиды» дают 
возможность приблизиться к архитектуре и функциональ-
ности ткани, из которой они происходят. Однако, несмо-
тря на преимущества этих моделей, которые позволяют 
учитывать часть микросреды, такой как стромальные и 
иммунные клетки, им все еще не хватает динамики среды, 
свойственной условиям in vivo. Микрофлюидные техноло-
гии «органов-на-чипе» в области онкологии объединяют 
преимущества трехмерной культуры в контролируемой и 

Рис. 3. Методы получения 3D-структур.
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Преимущества и недостатки способов культивирования основных 3D-моделей 

Название  
подхода

3D-модель Суть метода Преимущества Недостатки Литературный  
источник

Метод  
«висящей  
капли»

Сфероидная 
модель, 
микроткань

Капля суспензии клеток 
помещается на крышку 
культурального планшета, 
крышка переворачивается, 
в результате чего клетки 
скапливаются на границе 
раздела воздух–жидкость  
и формируют 3D-структуру

• Возможность работать  
с небольшим количе-
ством клеток без исполь-
зования дорогостоящих 
реагентов

• Получение большого 
количества 3D-культур

• Возможен контроль раз-
мера модели

• Объем капли ограничен 
необходимостью сохра-
нения поверхностного 
натяжения

• Гетерогенность размеров 
получаемых сфероидов

• Не подходит для длитель
ного культивирования

• Дорого при использова-
нии специализирован-
ных планшетов

Higgins et al., 2010; 
Nguyen O.P. et al., 
2021

Спонтанное  
сферообразо-
вание

Сфероидная 
модель

Спонтанное сферо обра-
зование стволовоподобных 
клеток при культивирова-
нии клеток в 2D-формате

• Получение 3Dмодели 
без специального обору-
дования, материалов  
и факторов роста

• Селективное культивиро-
вание СК

• Недорогой метод

• Гетерогенность размеров 
3D-моделей

• Отсутствие возможности 
получения одиночных 
3D-моделей

• Отсутствие возможно-
сти контроля размера 
модели

Chen et al., 2021; 
Troitskaya et al., 
2021

Использование 
пластика  
с низкими  
адгезионными 
свойствами

Сфероидная 
модель, 
органоид, 
микроткань

Вынужденная агрегация 
клеток в 3D-модель при 
культивировании в план-
шетах, дно лунок которых 
покрыто биополимерами, 
предотвращающими адге-
зию клеток к поверхности 
пластика

• Возможность получения 
одиночных моделей

• Возможно сокультивиро-
вание различных типов 
клеток

• Возможен контроль  
размера модели

• Недорогой метод

• Дорого при использова-
нии специализирован-
ных планшетов

• Невозможно контроли-
ровать однородность 
модели

Jeong et al., 2020; 
Chen et al., 2021

Методы  
на основе  
магнитов

Сфероидная 
модель, 
органоид, 
микроткань

Монослой клеток инкубиру-
ют с суспензией магнитных 
наночастиц. Агрегация 
клеток с дальнейшим 
формированием 3D-модели 
происходит под действием 
магнитной силы

• Быстрая агрегация клеток
• Возможен контроль  

размера модели
• Возможно сокультивиро-

вание различных типов 
клеток

• Гетерогенность клеточ-
ных агрегатов по форме 
и размерам

• Дорогостоящий метод

Caleffi et al., 2021; 
Gaitán-Salvatella  
et al., 2021

Использование 
гидрогелевой 
матрицы

Сфероидная 
модель, 
органоид, 
микроткань

Гидрогель используют как 
подложку, предотвраща-
ющую адгезию клеток к 
поверхности, или клетки 
смешивают с гидрогелем

• Нетоксичность субстрата
• Простота манипуляций
• Возможность длительного 

культивирования
• Возможен контроль  

размера модели

• Неоднородность состава 
и размеров 3D-моделей

• Непригоден для клеток 
с высоким инвазивным 
потенциалом

• Низкая стабильность  
и возможная иммуно-
генность гидрогелевой 
матрицы

Ravi et al., 2016;  
Badea et al., 2019

Биопечать Микроткань Пространственная орга-
низация клеток, имитиру-
ющая архитектуру ткани 
или органа, формируется 
при послойном нанесении 
материала, используемого 
для биопечати.
Способы клеточной печати: 
экструзионный, струйный, 
лазерный, биопечать под 
давлением

• Процесс может быть 
автоматизирован

• Возможность контроля 
размера модели

• Дорогостоящий и тех-
нологически сложный 
метод

Sun et al., 2021;  
Eke et al., 2022

Биореактор Сфероидная 
модель, 
органоид

Суспензия клеток, помещен-
ная в специальную камеру, 
подвергается непрерыв-
ному перемешиванию для 
предотвращения адгезии 
клеток к поверхности. 
Внутри биореактора проис-
ходит постоянная циркуля-
ция питательных веществ 
и удаление продуктов 
метаболизма клеток

• Получение большого 
количества 3D-моделей  
на промышленном 
уровне

• Дорогостоящий метод
• Невозможно контроли

ровать однородность 
модели

• Скорость вращения  
сосуда может повлиять  
на физиологические  
реакции клеток

• Отсутствие возможно-
сти контроля размера 
модели

Di Buduo et al., 
2021;  
Khan et al., 2021
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динамической среде. Помимо этого, сфероиды и органои-
ды выступают в роли строительных блоков и формируют 
микроткань, которая воссоздает сложности нативной 
архитектуры ткани in vivo (Eke et al., 2022).

Трехмерные клеточные модели представляют собой 
информативный инструмент при исследовании механиз-
мов развития и прогрессирования заболеваний, а также 
выявления новых биомаркеров, поскольку максимально 
приближены к первичной опухоли на клеточном и моле-
кулярно-генетическом уровне. Кроме того, такие модели 
служат релевантной доклинической in vitro платформой 
для разработки лекарственных препаратов и реализации 
потенциала персонализированной медицины.
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Аннотация. Семейная гиперхолестеринемия является распространенным моногенным заболеванием, которое 
характеризуется повышенным содержанием холестерина в плазме крови, приводящим к хроническим заболе-
ваниям сердечно-сосудистой системы с высоким риском и ранним проявлением развития патологий, вызван-
ных атеросклеротическими поражениями кровеносных сосудов. Образование атеросклеротических бляшек 
при семейной гиперхолестеринемии в основном обусловлено патогенными вариантами гена рецептора ли-
попротеинов низкой плотности LDLR (low-density lipoprotein receptor), играющего важную роль в метаболизме 
холестерина. В норме липопротеины низкой плотности, переносящие холестерин, связываются с рецептором 
LDLR на поверхности клеток печени и выводятся из кровотока путем интернализации гепатоцитами. При се-
мейной гиперхолестеринемии происходит нарушение функционирования рецептора и значительное сниже-
ние интернализации липопротеинов низкой плотности. Это приводит к их накоплению в субэндотелиальном 
пространстве внутренней стенки кровеносных сосудов и вызывает атерогенез – образование атеросклероти-
ческих бляшек. На сегодняшний день не существует эффективных и универсальных подходов к диагностике 
и лечению семейной гиперхолестеринемии. Актуальным подходом для исследования молекулярно-генети-
ческих особенностей заболевания и разработки систем скрининга химических соединений – потенциальных 
лекарственных препаратов – является создание клеточных моделей на основе индуцированных плюрипотент-
ных стволовых клеток (ИПСК) пациентов. Целью нашей работы было создание изогенной генетически моди-
фицированной линии индуцированных плюрипотентных стволовых клеток путем коррекции патогенного ал-
лельного варианта c.530C гена LDLR в линии ИПСК, полученной ранее от пациента-компаундной гетерозиготы 
с семейной гиперхолестеринемией. Созданная изогенная клеточная линия ИПСК отличается от исходной толь-
ко одной скорректированной нуклеотидной заменой, что позволяет исследовать непосредственное влияние 
данного патогенного генетического варианта на физиологические изменения в релевантных дифференциро-
ванных клетках. Для коррекции однонуклеотидных замен использован CRISPR/Cas9-опосредованный метод 
редактирования оснований. Полученная генетически модифицированная линия ИПСК обладает свойствами 
плюрипотентности, имеет нормальный кариотип, идентичный исходной линии набор коротких тандемных по-
второв и может быть использована для формирования дифференцированных производных, необходимых при 
разработке релевантных клеточных моделей.
Ключевые слова: семейная гиперхолестеринемия; LDLR; индуцированные плюрипотентные стволовые клетки; 
геномное редактирование; изогенные линии клеток
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Creation of an isogenic iPSC line  
from a patient with familial hypercholesterolaemia

Isogenic induced pluripotent stem cell line ICGi036-A-1  
from a patient with familial hypercholesterolaemia, derived by 
correcting a pathogenic variant of the gene LDLR c.530C>T
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Abstract. Familial hypercholesterolaemia is a common monogenic disorder characterized by high plasma choles-
terol levels leading to chronic cardiovascular disease with high risk and often early manifestation due to atheroscle-
rotic lesions of the blood vessels. The atherosclerotic lesions in familial hypercholesterolaemia are mainly caused by 
pathogenic variants of the low-density lipoprotein receptor (LDLR) gene, which plays an important role in cholesterol 
metabolism. Normally, cholesterol-laden low-density lipoproteins bind to the LDLR receptor on the surface of liver 
cells to be removed from the bloodstream by internalisation with hepatocytes. In familial hypercholesterolaemia, the 
function of the receptor is impaired and the uptake of low-density lipoproteins is significantly reduced. As a result, 
cholesterol accumulates in the subendothelial space on the inner wall of blood vessels, triggering atherogenesis, the 
formation of atherosclerotic plaques. At present, there are no effective and universal approaches to the diagnosis and 
treatment of familial hypercholesterolaemia. A relevant approach to study the molecular genetic mechanisms of the 
disease and to obtain systems for screening chemical compounds as potential drugs is the generation of cellular mod-
els based on patient-specific induced pluripotent stem cells. The aim of our work was to derive an isogenic genetically 
modified induced pluripotent stem cell line by correcting the pathogenic allelic variant c.530C of the LDLR gene in 
the original iPSC previously obtained from a compound heterozygote patient with familial hypercholesterolaemia. 
The resulting isogenic iPSC line differs from the original by only one corrected nucleotide substitution, allowing us 
to study the direct effect of this pathogenic genetic variant on physiological changes in relevant differentiated cells. 
CRISPR/Cas-mediated base editing was used to correct the single nucleotide substitution. The resulting genetically 
modified iPSC line has pluripotency traits, a normal karyotype, a set of short tandem repeats identical to that in the 
original line and can be used to obtain differentiated derivatives necessary for the elaboration of relevant cell models.
Key words: familial hypercholesterolaemia; LDLR; induced pluripotent stem cells; genome editing; isogenic cell lines
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Введение
По данным Всемирной организации здравоохранения, 
несмотря на развитие медицинcких методов и револю-
ционные открытия в области биологии, сердечно-сосу-
дистые заболевания, в большинстве случаев вызванные 
атеросклеротическими поражениями, остаются ведущей 
причиной смерти людей во всем мире. 

Одним из самых распространенных наследственных 
заболеваний, приводящих к атеросклерозу, является се-
мейная гиперхолестеринемия (СГХС) (Захарова и др., 
2024). Это заболевание, согласно данным Европейского 
об щества атеросклероза, имеет высокую частоту встречае-
мости: один случай на 250 человек для гетерозиготной 
формы, один на 300 тыс.– один на 1 млн человек – для 
гомозиготной (Ежов и др., 2019). Тем не менее течение 
этого заболевания может быть латентным с затруднен-
ной диагностикой и проявляться острыми сосудистыми 
катастрофами в виде инфарктов, инсультов и других ише-
мических поражений, нередко приводящих к летальному 
исходу (Hopkins et al., 2011; Talmud et al., 2014; Ference 
et al., 2017). В настоящее время до 70 % предполагаемых 

гетерозиготных носителей остаются не диагностирован-
ными1 (Ray et al., 2023). 

Семейная гиперхолестеринемия характеризуется ауто-
сомно-доминантным типом наследования, что связано с 
повышенным уровнем холестерина липопротеинов низ-
кой плотности (ЛПНП) и высоким риском ранних сердеч-
но-сосудистых заболеваний (ССЗ) (Harada-Shiba, 2023). 
СГХС может проявляться в виде гетеро- и гомозиготной 
форм. Пациенты с гомозиготной формой данного забо-
левания обычно демонстрируют раннюю манифестацию 
ССЗ, и без применения серьезной комплексной терапии 
продолжительность их жизни не превышает 30 лет (Hop-
kins et al., 2011). Причиной СГХС являются патогенные 
аллельные варианты генов, кодирующих ключевые бел-
ки, участвующие в клиренсе ЛПНП, опосредованном ре- 
 цептором липопротеинов низкой плотности LDLR (low- 
1 Информационный портал для больных семейной гиперхолестерине-
мией  https://familyheart.org/familial-hypercholesterolemia; информацион-
ный портал биотехнологической компании по генетическому тестирова-
нию «23andMe» https://www.23andme.com/topics/health-predispositions/ 
fh/?srsltid=AfmBOooDFqM2USz3G0j9PZg-ng-15q__dvPbcQL6qgCzJOQodQ 
hsLil7
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density lipoprotein receptor) (Gu et al., 2024). В 85 % диа-
гностированных случаев данного заболевания патологи-
ческие состояния обусловлены нарушением в работе гена 
LDLR, кодирующего рецептор липопротеинов низкой 
плотности на поверхности гепатоцитов (Hendricks-Stur rup 
et al., 2020). Наличие СГХС у пациента редко связано с 
de novo возникшими патогенными аллельными варианта-
ми (Fularski et al., 2024). По этой причине важное значение 
имеют каскадный генетический скрининг родственников 
и профилактика атеросклероза у выявленных носителей. 

Несмотря на широкую распространенность СГХС, не 
существует эффективных подходов к лечению. По данным 
Европейского общества атеросклероза, опубликованным 
в 2022 г., менее 3 % пациентов в мире достигают целевых 
показателей по снижению уровня холестерина с помощью 
применяемых препаратов (Ray et al., 2022; Harada-Shiba, 
2023). Отсутствие эффективного лечения связано с не-
релевантностью моделей, которые используются как для 
испытания лекарственных средств, так и для изучения 
патогенеза заболевания.

Перспективным подходом для исследования молеку-
лярно-генетических основ заболевания является создание 
изогенных линий индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток (ИПСК) от пациентов с СГХС. Ранее 
мы получили линию ИПСК ICGi036-A от пациента-компа-
ундной гетерозиготы с семейной гиперхолестеринемией. 
Линия зарегистрирована в Европейском реестре плюри-
потентных стволовых клеток hPSCreg с идентификатором 
RRID:CVCL_B5EJ (Zakharova et al., 2022a). Исходная 
линия ИПСК ICGi036-A содержит два аллельных варианта 
гена LDLR, представляющих собой миссенс-мутации: 
c.530C>T (p.Ser177Leu) и c.1054T>C (p.Cys352Arg).

Замена c.530C>T, rs121908026 (p.Ser177Leu) рас-
положена в экзоне 4 гена LDLR (Semenova et al., 2020; 
Mesh kov et al., 2021). Данная миссенс-мутация приводит 
к замене серина на лейцин в кодоне 177 в высококон-
сервативной последовательности SerAspGlu в лиганд-
связывающем домене LDLR (Südhof et al., 1985). Эта 
замена замедляет транспорт белка LDLR на поверх-
ность клетки, вслед ствие чего дефектные рецепторы не 
способны связывать ЛПНП, переносящие холестерин, 
что приводит к снижению захвата ЛПНП примерно до 
6–31 % (Thor maehlen et al., 2015). В базах данных аллель-
ный вариант LDLR(NM_000527.5):c.530C>T обозначен 
как патогенный, вызывающий СГХС (ClinVar ID 3686; 
OMIM:606945.0004; UniProt variants VAR_005327; VarSome 
http://varso.me/1dmA). 

Замена c.1054T>C, rs879254769 (p.Cys352Arg) локали-
зована в экзоне 7 гена LDLR и кодирует цистеин вместо ар-
гинина в кодоне 352 в домене, подобном эпидермаль ному 
фактору роста (Semenova et al., 2020; Meshkov et al., 2021). 
Аллельный вариант LDLR(NM_000527.5):c.1054T>A 
 упоминается в базах как патогенный/вероятно патоген-
ный, вызывающий СГХС (ClinVar ID 251618; VarSome 
http://varso.me/0J8J).

Существуют данные, что аллельные варианты c.530C>T 
и c.1054T>C LDLR могут вызывать СГХС независимо. 
Например, гетерозиготная замена c.530C>T в гене LDLR 
связана с СГХС в разных странах, таких как Индия, 
Португалия, Испания, Польша и Чешская Республика 

(Bour bon et al., 2008; Palacios et al., 2012; Tichý et al., 
2012; Setia et al., 2016; Sharifi et al., 2016). Кроме того, 
этот аллельный вариант в компаундном гетерозиготном 
варианте с EX7_ EX10del (c.941-?_1186+?del) гена LDLR 
зарегистрирован в Бразилии и в сочетании с c.55G>C 
(p.Asp19His) гена ABCG8 – у пациентов с СГХС в Ма-
лайзии (Jannes et al., 2015; Mohd Nor et al., 2019).

Аллельный вариант c.1054T>C в гетерозиготном со-
стоянии обнаружен у пациентов с СГХС на Тайване и 
в России, а в компаундном гетерозиготном варианте 
c.796G>A (p.Asp266Asn) – у пациента с СГХС в Западной 
Сибири (Meshkov et al., 2021; Shakhtshneider et al., 2021; 
Huang et al., 2022). Также в одной из наших предыдущих 
работ подтверждено транс-положение между аллельными 
вариантами c.530C>T и c.1054T>C в ИПСК ICGi036-A 
(Nazarenko et al., 2023). 

В настоящей работе мы описываем получение и де-
тальную характеристику генетически модифицированной 
линии ИПСК ICGi036-A-1, изогенной линии ICGi036-A 
от пациента с СГХС, являющегося компаундной гетерози-
готой по патогенному c.530C>T (р.Ser177Leu) и вероятно 
патогенному c.1054T>C (p.Cys352Arg) аллельным вари-
антам гена LDLR, с использованием метода редактирова-
ния оснований. Линия ИПСК со скорректированным ал-
лельным вариантом c.530C>T (р.Ser177Leu) представляет 
собой модель, на основе которой могут быть получены 
релевантные клеточные типы для исследования СГХС и 
создания подходов для разработки лекарственных пре-
паратов для данного заболевания.

Материалы и методы
Клеточные линии. В настоящей работе использованы 
следующие линии ИПСК человека: 
 • ICGi036-A (идентификатор в hPSCreg: RRID:CVCL_

B5EJ) от пациента-компаундной гетерозиготы с СГХС с 
двумя аллельными вариантами гена LDLR: патогенным 
c.530C>T (р.Ser177Leu), rs121908026, ClinVar ID 3686, 
OMIM:606945.0004 и вероятно патогенным c.1054T>C 
(p.Cys352Arg), rs879254769, ClinVar ID 251618, полу-
ченная нами ранее (Zakharova et al., 2022a), – исход-
ная линия ИПСК для создания изогенной генетически 
модифицированной линии ИПСК; 

 • ICGi022-A (идентификатор в hPSCreg: RRID:CVCL_
ZE02) (Malakhova et al., 2020) – линия ИПСК от здо-
рового донора для контроля маркеров плюрипотент- 
ности;

 • эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) HuES9 
(HVRDe009-A) (идентификатор в hPSCreg: RRID: 
CVCL_0057) (Cowan et al., 2004) – линия ЭСК от здо-
рового донора для контроля маркеров плюрипотент-  
ности.
Культивирование ИПСК и ЭСК. ИПСК и ЭСК куль-

тивировали в ростовой среде DMEM/F12, содержащей 
15 % заменителя сыворотки KnockOut SR (Thermo Fisher 
Scientific), 1 мМ глютамина GlutaMax (Thermo Fisher 
Scientific), 1 % раствора заменимых аминокислот NEAA 
(Thermo Fisher Scientific), 0.25 мМ 2-меркаптоэтанола 
(Thermo Fisher Scientific) и 10 нг/мл bFGF (Sci-store). Клет-
ки росли на слое митотически инактивированных эмбри-
ональных фибробластов мыши. Культивирование ИПСК 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=lz2usi
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производили в инкубаторе при температуре 37 °С и содержании CO2 5 %. 
Пересадку колоний ИПСК и ЭСК осуществляли путем ферментативной 
дезагрегации с помощью TrypLE (Thermo Fisher Scientific) с добавлени ем 
2 мкМ ROCK-ингибитора тиазовивина (STEMCELL Technologies). 

Векторы для генетической коррекции ИПСК. Для встраивания по-
следовательности спейсера направляющей РНК мы создали универсальную 
плазмиду pC9-sgRNA-mCherry (рис. 1), доставку которой в клетки можно 
детектировать по флуоресцентному сигналу mCherry.

Для этого были проведены гидролиз эндонуклеазами PciI и AciGI 
(SibEnzyme) и последующее объединение при помощи ДНК-лигазы фага Т4 
целевых фрагментов ДНК: короткого фрагмента размером 1244 п. н., со-
держащего последовательность промотора U6 и сайта для клонирования 
спейсера из плазмиды pX458 (addgene #48138), и длинного фрагмента  

размером 3778 п. н., кодирующего ген 
устойчивости к антибиотику канамици-
ну и последовательность флуоресцентно-
го белка mCherry из плазмиды pTE4560 
(addgene #107526). Финальная конструк-
ция плазмиды pC9-sgRNA-mCherry под-
тверждена рестрикционным анализом и 
секвенированием по Сэнгеру в Центре 
коллективного пользования «Геномика» 
СО РАН (http://www.niboch.nsc.ru/doku.
php/sequest).

Выбор олигонуклеотидов для направ-
ляющих РНК производили с помощью 
PnB Designer (https://fgcz-shiny.uzh.ch/
PnBDesigner/) (Siegner et al., 2021).

На 5ʹ-конец выбранных олигонук-
леотидов добавляли нуклеотид G, после 
чего генерировали комплементарную 
оли гонуклеотидную последователь-
ность. Далее на 5ʹ-конец добавляли 
последовательность 5ʹ-CACC-3′, на 5ʹ-ко-
нец комплементарной олигонуклеотид-
ной последовательности – 5ʹ-AAAC-3′ 
для последующего встраивания в век-
тор pC9-sgRNA-mCherry по сайтам ре-
стрикции эндонуклеазы BpiI (см. таб-
лицу). Экспрессия направляющей РНК 
с промотора U6 усиливается при до-
бавлении нуклеотида G сразу после 
последовательности 5ʹ-CACC-3′ перед 
последовательностью спейсера (Bauer 
et al., 2015).

Синтез олигонуклеотидов осуществля-
ли в компании «Биоссет» (https://www.
biosset.com/). Одноцепочечные оли го-
нуклеотиды подвергались фосфорили-
рованию 5ʹ-кон цов с помощью полину-
клеотидкиназы фага Т4 (New England 
Biolabs) и отжигу для формирования 
двуцепочечных молекул. Полученные 
двуцепочечные молекулы с липкими 
концами встраивали в сайты для спей-
серов направляющих РНК предвари-
тельно линеаризованной эндонуклеа зой 
BpiI плазмиды pC9-sgRNA-mCherry  

PciI (1) – Agel (1107)

5022 bp

4885 bp 9288 bp

PciI

PciI PciI

AgeI

AgeI

AgeI

pC9-sgRNA-mCherry

pTE4560 pX458

PciI (9283) – Agel (1238)

Последовательности олигонуклеотидов для конструирования направляющих РНК,  
модифицированных для клонирования в плазмидный вектор

Номер п/п Название 5’–3’ последовательность Длина, п. н. PAM

1 c.530C>T_1 caccGATCCAAGCCATCTTCGCAGT 25 CGG

2 c.530C>T_1r aaacACTGCGAAGATGGCTTGGATC 25 CGG

3 c.1054T>C_2 caccGAAGATGCGAAGGTGATTTCC 25 GGG

4 c.1054T>C_2r aaacGGAAATCACCTTCGCATCTTC 25 GGG

Примечание. Прописными буквами обозначены олигонуклеотиды для направляющих РНК, подобранные с помощью PnB Designer (https://fgcz-shiny.
uzh.ch/PnBDesigner/) (Siegner et al., 2021), жирным шрифтом – нуклеотиды, добавленные для повышения уровня экспрессии с промотора U6, строчными 
буквами – добавленные «липкие концы», буквой “r” – сгенерированные комплементарные олигонуклеотидные последовательности.

Рис.  1.  Схема создания плазмиды pC9-sgRNA-mCherry из плазмид pTE4560 и pX458 в 
 программе SnapGene.

http://www.niboch.nsc.ru/doku.php/sequest
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с помощью лигазы фага Т4. Подтверждение того, что 
по лученные плазмиды содержат встроенные целевые 
последовательности, производилось секвенированием 
по Сэнгеру.

Для коррекции целевых однонуклеотидных замен в ра-
боте использованы две двухкомпонентные системы плаз-
мид. Система 1 для коррекции замены c.530C>T состоит 
из плазмидного вектора xCas9(3.7)-ABE(7.10) (addgene 
#108382), кодирующего аденин-дезаминазу и никазу 
xCas9n (редактор адениновых оснований), и плазмиды 
pC9-sgRNA-mCherry со встроенной последовательностью 
спейсера направляющей РНК. Система 2 для коррек-
ции замены c.1054T>C состоит из плазмидного вектора 
xCas9(3.7)-BE4 (addgene #108381), кодирующего цитозин-
дезаминазу, никазу xCas9n (редактор цитидиновых осно-
ваний), и плазмиды pC9-sgRNA-mCherry со встроенной 
последовательностью спейсера направляющей РНК.

Выделение плазмидной ДНК для последующей липо-
фекции осуществляли с помощью набора HiPure Plasmid 
EF Midi Kit (Magen).

Доставка векторов для коррекции замен c.530C>T 
и c.1054T>C последовательности гена LDLR. Доставку 
плазмид, кодирующих последовательности редакторов 
оснований и спейсеров направляющих РНК, в ИПСК 
осуществляли методом липофекции с помощью набора 
Lipofectamine 3000 Transfection Reagent (Thermo Fisher 
Scientific) по протоколу производителя, с модификациями. 
За 24 ч до липофекции ИПСК, культивируемые на под-
ложке из митотически инактивированных эмбриональных 
фибробластов мыши, пересаживали на 3 лунки 12-луноч-
ного планшета, покрытые матриксом Matrigel (Corning), 
в среду с 15 % содержанием заменителя сыворотки koSR 
(Thermo Fisher Scientific) и 2 мкМ ROCK-ингибитором 
тиазовивином (STEMCELL Technologies). Для увеличе-
ния эффективности предстоящей липофекции ИПСК во 
время пересадки дезагрегировали до одноклеточного 
состояния с помощью TrypLE. Через 4–5 ч после пере-
садки, проконтролировав, что клетки прикрепились к 
культуральной поверхности, проводили смену среды на 
бессывороточную, содержащую тиазовивин, с увеличен-
ным в три раза содержанием bFGF (30 нг/мл). За 2 ч до 
липофекции производили смену среды на эквивалентную 
свежую, без тиазовивина.

Непосредственно липофекцию проводили в среде без 
koSR, без тиазовивина, с 30 нг/мл bFGF. Соотношение 
количества ДНК (в нг) плазмид-редакторов и плазмид с 
последовательностями направляющих РНК – 3:1. Перед 
липофекцией в пробирке 1 смешивали 150 мкл среды Opti-
MEM (Thermo Fisher Scientific) и 9 мкл Lipofectamine 3000, 
в пробирке 2 – 150 мкл среды Opti-MEM, 6 мкл реагента 
Р 3000, по 125 нг ДНК плазмид pC9-1054_2-mCherry и 
pC9-530-mCherry, по 375 нг ДНК плазмид xCas9(3.7)-
ABE(7.10) и xCas9(3.7)-BE4. Содержимое пробирок 1 
и 2 смешивали, инкубировали 15 мин при комнатной 
температуре. 100 мкл смеси добавляли к 1×105 ИПСК, 
растущих в лунке 12-луночного планшета в 1 мл среды. 
Через 26 ч после липофекции убирали ростовую среду, 
добавляли свежую, содержащую 15 % koSR, 30 нг/ мл 
bFGF и тиазовивин. Красный сигнал белка mCherry де-
тектируется посредством инвертированного флуоресцент-

ного микроскопа Nikon TS100 в период с 24 по 48 ч после 
липофекции.

Отбор и субклонирование полученных клонов 
ИПСК. Через 48 ч после внесения системы редакторов 
оснований в ИПСК проводили отбор клонов методом про-
точной цитометрии по красному сигналу флуоресцентного 
белка mCherry на приборе Sony MA900. Полученную 
одноклеточную суспензию ИПСК высаживали на культу-
ральные поверхности с митотически инактивированными 
эмбриональными фибробластами мыши для последующе-
го субклонирования. Колонии ИПСК, образовавшиеся из 
отдельных отсортированных клеток, для индивидуально-
го анализа снимали механическим способом, используя 
стеклянные капилляры, и перено си ли в отдельные ячей-
ки культурального планшета с пред варительно посажен-
ны ми на них митотически инактивированными эмбрио-
нальными фибробластами мыши для культивирования и 
дальнейшего анализа.

Анализ результатов редактирования замен в после-
довательности гена LDLR в отобранных клонах ИПСК. 
Результаты коррекции замен c.530C>T и c.1054T>C по-
следовательности гена LDLR в отобранных клонах ИПСК 
анализировали методом ПЦР с последующим секвениро-
ванием по Сэнгеру. Геномную ДНК выделяли из ИПСК 
с помощью реагента QuickExtract DNA Extraction Solu-
tion (Lucigen) согласно инструкции производителя. ПЦР 
проводили с использованием набора БиоМастер HS- Taq 
PCR-Color (2×) (Biolabmix) на амплификаторе T100 
Thermal Cycler (Bio-Rad). Параметры программы: 98 °С – 
30 с; 98 °С – 15 с, 60 °С – 15 с, 72 °С – 30 с, 35 циклов; 
72 °С – 5 мин. Последовательности праймеров приведены 
в табл. S1 Приложения2. 

Синтез олигонуклеотидов осуществляли в компании 
«Биоссет» (https://www.biosset.com/). Реакции секвениро-
вания по Сэнгеру выполняли с использованием Big Dye 
Terminator V. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 
и анализировали в ЦКП «Геномика» СО РАН (http://www.
niboch.nsc.ru/doku.php/sequest) на генетическом анализа-
торе ABI3130XL.

Детекция микоплазмы и эписом. Выявление конта-
минации микоплазмой и эписомами проводили с помо-
щью ПЦР, как описано ранее (Choppa et al., 1998; Okita 
et al., 2013). Последовательности праймеров приведены 
в табл. S1. Параметры программы для детекции эписом: 
95 °C – 5 мин; 95 °C – 15 с, 58 °C – 15 с, 72 °C – 20 с, 
35 циклов; 72 °C – 5 мин; для детекции микоплазмы: 
95 °C – 3 мин; 95 °C – 15 с, 67 °C – 15 с, 72 °C – 20 с, 
35 циклов; 72 °C – 5 мин.

Кариотипирование. Анализ кариотипа генетически 
модифицированных ИПСК проводили на 15-м пассаже по 
протоколу, описанному ранее, используя DAPI-бэндинг, 
согласно Международной системе цитогенетической но-
менклатуры человека (Григорьева и др., 2024).

STR-анализ. Анализ коротких тандемных повто-
ров (STR) выполнен компанией «Геноаналитика» (https://
www.genoanalytica.ru). Генотипирование исследуемых 
образцов ДНК осуществляли методом полимеразной цеп-
ной реакции с применением набора ПЦР реагентов для 
2 Таблицы S1–S4 см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx8.pdf

https://www.biosset.com/
http://www.niboch.nsc.ru/doku.php/sequest
http://www.niboch.nsc.ru/doku.php/sequest
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx8.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx8.pdf
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прямой амплификации COrDIS ЭКСПЕРТ 26 (Россия) 
согласно протоколу фирмы-производителя, с последую-
щим разделением продуктов амплификации на приборе 
для проведения капиллярного электрофореза 3130 Gene-
tic Analyzer (HITACHI, Applied Biosystems Group of The 
Applera Corporation, Япония, США, регистр. удостовере-
ние № ФСЗ 2004/1586). Электрофореграммы продуктов 
полимеразной цепной реакции можно получить по за-
просу у авторов.

Количественная ОТ-ПЦР. Для анализа экспрессии 
генов плюрипотентности РНК выделяли из клеток при 
помощи реагента Trizol (Thermo Fisher Scientific) в со-
ответствии с протоколом производителя. Для обработки 
ДНКазой I использовали набор DNA-free (Thermo Fisher 
Scientific). Обратную транскрипцию РНК осуществляли 
с использованием набора с обратной транскриптазой 
M-MuLV (Биолабмикс) и гексамерных праймеров (Thermo 
Fisher Scientific) согласно протоколу производителя. 

Методом ПЦР в режиме реального времени анали-
зировали экспрессию генов плюрипотентности (OCT4, 
NANOG, SOX2) в генетически модифицированной и ис-
ходной изогенной линиях ИПСК с нормировкой на два 
гена домашнего хозяйства: ACTB и B2M. Последователь-
ности праймеров приведены в табл. S1. Реакции проводи-
ли с использованием набора БиоМастер HS-qPCR SYBR 
Blue (2×) (Biolabmix) на амплификаторе T100 Thermal 
Cycler (Bio-Rad). Параметры программы: 98 °С – 30 с; 
98 °С – 15 с, 60 °С – 15 с, 72 °С – 30 с, 35 циклов; 72 °С – 
5 мин. Для каждого образца проанализированы три био-
логические и две технические повторности. 

Результаты анализировали в программе qBase+ 
(СellСarta, https://cellcarta.com/genomic-data-analysis/) 
обобщенным методом ΔΔCt c учетом эффективности ре-
акции, рассчитанной по результатам построения калибро-
вочной кривой по шести точкам. 

Иммунофлуоресцентное окрашивание. Подготовку 
клеток и окрашивание антителами выполняли по про-
токолу, описанному ранее (Vaskova et al., 2015). Клетки 
фиксировали в 4 % растворе формальдегида в течение 
10 мин, затем пермеабилизовали 0.5 % раствором тритона 
Х-100 в течение 30 мин (для поверхностных антигенов 
данную стадию пропускали) и блокировали 1 % раство-
ром бычьего сывороточного альбумина в 1Х PBS. Все 
процедуры осуществляли при комнатной температуре. 
Инкубацию с первичными антителами производили в 
течение ночи при 4 °C. Со вторичными антителами клет-
ки инкубировали в темноте при комнатной температуре 
1 ч. Ядра клеток окрашивали DAPI. Снимки препаратов 
визуализировали на инвертированном флуоресцентном 
микроскопе Ti-E (Nikon) с использованием программного 
обеспечения NIS Advanced Research. Список первичных 
и вторичных антител представлен в табл. S2.

Спонтанная дифференцировка in vitro. Для подтверж-
дения сохранения свойств плюрипотентности генетиче-
ски модифицированных ИПСК проводили спонтанную 
дифференцировку путем формирования эмбриоидных 
телец в течение 14 дней. Сформировавшиеся эмбрио-
идные тельца пересаживались на обработанные плашки 
Chambered Coverglass (Thermo Fisher Scientific) с матриге-
лем (Corning) и культивировались до достижения 21 дня. 

Результаты
В настоящей работе получена генетически модифициро-
ванная линия ИПСК ICGi036-A-1 со скорректированным 
патогенным аллельным вариантом c.530C>T гена LDLR от 
пациента-компаундной гетерозиготы, ассоциированной с 
СГХС. Для генетической коррекции данного патогенного 
варианта был использован метод редактирования основа-
ний, для реализации которого сконструирован эписомный 
вектор pC9-sgRNA-mCherry, содержащий универсальный 
сайт для клонирования любых спейсеров направляющей 
РНК CRISPR/Cas-систем и последовательность гена 
красного флуоресцентного белка mCherry. Использование 
полученной плазмиды для доставки систем редактирова-
ния в клетку позволяет на ранних этапах (24–48 ч) визуа-
лизировать результаты трансфекции и, в случае успеха, 
проводить отбор клеток методом проточной цитометрии. 

В полученный универсальный вектор встроены после-
довательности спейсеров направляющих РНК, выбран-
ные в рамках данной работы. В результате созданы две 
плазмиды: pC9-530-mCherry – для коррекции патогенной 
замены c.530C>T гена LDLR, и pC9-1054_2-mCherry – для 
коррекции вероятно патогенной замены с.1054T>C. Полу-
ченные плазмиды вместе с плазмидами, кодирующими 
последовательности аденинового и цитозинового редак-
торов оснований, доставлены посредством липофекции 
в ИПСК линии ICGi036-A (Zakharova et al., 2022a). Через 
24 и 48 ч в культуре трансфицированных ИПСК детек-
тировались клетки, имеющие красное свечение белка 
mСherry, что свидетельствует об успешной доставке и 
функционировании плазмид, кодирующих последователь-
ности спейсеров и флуоресцентного белка в результате 
липофекции (рис. 2, a). 

В результате анализа 96 полученных субклонов мето-
дом секвенирования по Сэнгеру выявлен один субклон 
130S5, в котором произошла коррекция позиции с.530С>T 
патогенного аллельного варианта гена LDLR до позиции 
с.530С, соответствующей референсной последовательно-
сти гена (см. рис. 2, в). Скорректировать замену с.1054T>C 
не удалось.

Анализ коротких тандемных повторов (STR) проде-
монстрировал соответствие полученной линии ИПСК 
ICGi036-A-1 исходной изогенной линии ICGi036-A и 
мононуклеарным клеткам пациента по 26 полиморфным 
локусам (Zakharova et al., 2022a) (табл. S3).

Для того чтобы подтвердить, что полученные генети-
чески модифицированные ИПСК ICGi036-A-1 сохранили 
свойства самообновления и плюрипотентности, были 
проанализированы маркеры плюрипотентности и спо-
собность ИПСК образовывать производные трех заро-
дышевых листков. В результате иммунофлуоресцент ного 
окрашивания антителами к транскрипционным факторам 
OCT4, NANOG, SOX2 и поверхностному антигену SSEA4 
продемонстрировано, что все колонии ИПСК 130S5 по-
зитивны по данным маркерам (см. рис. 2, г). Исследова-
ние относительной экспрессии генов плюрипотентности 
OCT4, NANOG, SOX2 с помощью полимеразной цепной 
реакции в реальном времени подтвердило, что уровень 
их экспрессии достоверно не отличается от изогенного 
контроля – исходной линии ICGi036-A (см. рис. 2,  д). 
При этом генетически модифицированная линия ИПСК 
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ICGi036-A-1 демонстрирует достоверно бо лее высокий 
уровень экспрессии генов плюрипотентно сти по сравне-
нию с мононуклеарными клетками (МНК), из которых по- 
 лучена исходная изогенная линия ИПСК ICGi036-A. Ана-
лиз спонтанной дифференцировки линии ICGi036-A-1 вы-
явил наличие гетерогенной популяции клеток, среди ко-
торых с помощью иммунофлуоресцентного окрашивания 
обнаружены производные, позитивные по характерным 

маркерам экто- (PAX6, NF200), мезо- (CD90, αSMA) и 
энтодермы (CK18, AFP) (см. рис. 2,  е). Таким образом, 
полученная генетически модифицированная линия ИПСК 
проявляет способность давать производные трех пер-
вичных зародышевых листков, что является ключевым 
свойством плюрипотентных стволовых клеток. 

Генетически модифицированные ИПСК ICGi036-A-1 
имеют нормальный диплоидный кариотип 46,XX (см. 

Рис.  2.  Характеристика изогенной генетически модифицированной линии ИПСК ICGi036-A-1 со скорректированным 
патогенным аллельным вариантом с.530С>T.
a – свечение флуоресцентного белка mCherry в ИПСК через 24 и 48 ч после трансфекции; б – кариотип полученной линии ИПСК; 
в  – хроматограммы, подтверждающие наличие скорректированной до с.530С позиции в линии ICGi036-A-1; г  – морфология 
колоний и окраска антителами к маркерам плюрипотентности OCT4, NANOG, SOX2, SSEA4 в полученной линии ICGi036-A-1; 
д – анализ экспрессии генов плюрипотентности OCT4, NANOG, SOX2 методом ПЦР в реальном времени; е – подтверждение спо-
собности линии ICGi036-A-1 дифференцироваться в производные трех зародышевых листков; ж – подтверждение отсутствия 
эписомных векторов и контаминации микоплазмой в линии ICGi036-A-1. NTC (no template control) – негативный контроль без 
матрицы. Масштабная линейка на всех изображениях – 100 мкм.

24 ча г

д

ж

б

в

е

48 ч

46,XX

p.Ser177

p.Ser177Leu

c.
53

0C

c.
10

54
T>

C

IC
G

i0
36

-A
-1

IC
G

i0
36

-A

c.
53

0C
>T

c.
10

54
T>

C
Gly

Gly

Gly

Arg

Arg

Arg

Arg

Ser

Ser

Leu

Arg

Arg

Cys

Cys

Asp

Asp

Asp

Glu

Glu

Glu

Glu

p.Cys352Arg

p.Cys352Arg

SO
X2

 / A
CT

B,
B2

M
N

AN
O

G
 / A

CT
B,

B2
M

O
CT

4 
/ A

CT
B,

B2
M

Эктодерма Мезодерма Энтодерма

p = 0.120000

p = 0.0000006

p = 0.00003

p = 0.001543

p = 0.000001

p = 0.000060

p = 0.002334

p = 0.143000

p = 0.143000

Эписомы Микоплазма

200 п. н.
100 п. н.

300 п. н.
200 п. н.

М
Н

К

H
uE

S9

IC
G

i0
22

-A

IC
G

i0
36

-A

IC
G

i0
36

-A
-1

10.0

8.0

6.0

4.0

2.0

0

12.0

8.0

4.0

0

4.0

3.0

2.0

1.0

0

1

6

2

7

3

8 9 10

1613

19

11

1714

20 21 22 X Y

12

1815

4 5

mCherry



A.S. Zueva, A.I. Shevchenko, S.P. Medvedev … 
N.A. Tmoyan, S.M. Zakian, I.S. Zakharova

196 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2025 • 29 • 2

Creation of an isogenic iPSC line  
from a patient with familial hypercholesterolaemia

рис. 2,  б). Исследование 23 полиморфных локусов ко-
ротких тандемных повторов подтвердило идентичность 
между ИПСК ICGi036-A-1 и исходными изогенными 
ИПСК ICGi036-A. В полученных ИПСК отсутствуют эпи-
сомные векторы на 10-м пассаже и контаминация мико-
плазмой на 25-м пассаже (см. рис. 2, ж).

Паспорт полученной клеточной линии приведен в 
табл. S4.

Обсуждение
Развитие технологий, связанных с получением и приме-
нением индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток, принесло новые возможности в биологические 
исследования и биомедицинские разработки. Благодаря 
доступному малоинвазивному способу получения, неогра-
ниченному пролиферативному потенциалу и способности 
к направленной дифференцировке во все типы клеток 
взрослого организма, ИПСК используются для разработ-
ки релевантных моделей заболеваний человека, высоко-
производительного скрининга лекарственных препаратов 
и создания высокотехнологичных биомедицинских кле-
точных продуктов (Cerneckis et al., 2024). 

Пациент-специфические клеточные модели на основе 
дифференцированных производных ИПСК способствуют 
расширению понимания молекулярно-генетических основ 
заболеваний и разработке более эффективной таргетной 
терапии (Brooks et al., 2022). Так, например, ранее нашей 
группой созданы ИПСК пациентов с семейной гиперхо-
лестеринемией, несущие патогенные аллельные варианты 
гена рецепторов липопротеинов низкой плотности LDLR 
(Zakharova et al., 2022a–c). С помощью направленной диф-
ференцировки ИПСК мы впервые получили и исследова-
ли эндотелиальные клетки пациентов с СГХС (Zakharova 
et al., 2024). Оказалось, что эндотелиоциты пациентов, 
дифференцированные из ИПСК и не подвергавшиеся 
воздействию окислительного стресса, демонстрируют на-
рушение функционирования рецепторов LDLR и имеют 
признаки эндотелиальной дисфункции. Полученные дан-
ные вносят вклад в понимание молекулярно-генетических 
механизмов развития атеросклероза при СГХС.

Одним из важнейших направлений биомедицины яв-
ляется сочетание технологий ИПСК и методов редакти-
рования генома. Этот подход позволяет создавать изо-
генные клеточные модели для нивелирования влияния 
генетического фона и корректного исследования физио-
логических изменений, происходящих в релевантных 
дифференцированных клетках (Niemitz, 2014; Omer et al., 
2017; Kawatani et al., 2021; Liang et al., 2022; Wang et al., 
2022; Chai et al., 2023; Bonnycastle et al., 2024). Изогенные 
системы ИПСК могут быть получены как путем внесения 
изменения в последовательность ДНК клеток здорового 
донора, так и путем исправления патогенного аллельного 
варианта в ИПСК пациента с заболеванием (Nandy et al., 
2023; Pavlova et al., 2023). В данной работе с использо-
ванием CRISPR/Cas9-опосредованного редактирования 
оснований создана генетически модифицированная линия 
ICGi036-A-1, изогенная ранее полученной нами линии 
ИПСК ICGi036-A от пациента-компаундной гетерозиго-
ты по патогенному и вероятно патогенному аллельным 
вариантам гена LDLR с СГХС (Zakharova et al., 2022a). 

В генетически модифицированной линии ICGi036-A-1 
произошла коррекция патогенного аллельного варианта 
с.530С>T до референсного с.530С. Линия ИПСК демон-
стрирует сохранение плюрипотентности, имеет нормаль-
ный кариотип и по набору коротких тандемных повторов 
идентична исходной изогенной линии ИПСК ICGi036-A. 

В полученной изогенной линии ИПСК ICGi036-A-1 
осталась нескорректированной вторая позиция – 
с.1054T>C. В настоящее время статус данного аллельного 
варианта определяется как «патогенный/вероятно пато-
генный». Исследование дифференцированных производ-
ных ИПСК пациента-компаундной гетерозиготы со скор-
ректированной одной позицией с.530С позволит вне сти 
вклад в уточнение статуса позиции с.1054T>C. 

Для таргетной коррекции однонуклеотидных по-
следовательностей в гене LDLR мы применили метод 
редактирования оснований, обладающий более высокой 
точностью по сравнению с классической технологией 
CRISPR-Cas9 и позволяющий генерировать целевые то-
чечные замены последовательности ДНК посредством 
гидролитического дезаминирования без формирования 
двуцепочечных разрывов (Hu et al., 2018; Porto et al., 
2020). Этот метод ранее успешно применялся для соз-
дания изогенных клеточных линий при моделировании 
ряда заболеваний: болезни Альцгеймера (коррекция по-
следовательности гена APOE4), серповидно-клеточной 
анемии (ген β-глобина), прогерии Хатчинсона–Гилфорда 
(ген ламина А), наследственного гемохроматоза (HFE), 
некоторых видов рака (ген TP53) (Komor et al., 2016; Gau-
delli et al., 2017; Koblan et al., 2021; Newby et al., 2021). 

С 2022 г. компанией Verve Therapeutics проводится пер-
вое клиническое исследование по редактированию осно-
ваний в терапевтических целях для лечения СГХС пре-
паратом VERVE-101 (ClinicalTrials.gov ID NCT05398029). 
В качестве таргетного гена в тестируемом препарате 
VERVE-101 используется PCSK9. Вносимая в этот ген 
посредством редактирования оснований замена наруша-
ет синтез белка PCSK9, что, в свою очередь, нарушает 
деградацию рецепторов LDLR и приводит к снижению 
концентрации ЛПНП в плазме крови (Rothgangl et al., 
2021). Однако в случае патогенных аллельных вариантов 
LDLR, нарушающих синтез рецептора или его выход на 
клеточную поверхность, таких как с.530С>T и с.1054T>C, 
данный препарат не будет эффективен для пациентов с 
СГХС. В этой связи разработка новых клеточных моделей 
СГХС с применением более безопасных систем редак-
тирования генома клеток остается актуальной задачей. 

Полученная нами система изогенных клеточных линий 
ИПСК пациента с СГХС может быть полезна  для иссле-
дования особенностей функционирования релевантных 
дифференцированных производных, например, эндотели-
оцитов и гепатоцитов, вовлеченных в проявление данного 
заболевания, а также для разработки подходов скрининга 
фармакологических соединений – потенциальных лекар-
ственных препаратов для эффективной терапии семейной 
гиперхолестеринемии. 

В настоящее время имеются примеры клинических 
исследований ряда препаратов, выбранных с помощью 
клеточных моделей на основе ИПСК: бокового амиотро-
фического склероза, прогрессирующей оссифицирующей 
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фибродисплазии, синдрома Пендреда, болезни Альцгей-
мера (Okano, Morimoto, 2022). Такой подход экономически 
разумен, поскольку позволяет проводить первую линию 
скрининга химических соединений без использования 
менее релевантных и более дорогих животных моделей. 

Несмотря на многочисленные преимущества ИПСК 
для моделирования заболеваний, существует ряд ограни-
чений и проблем, которые необходимо преодолеть в ходе 
дальнейших исследований. Один из основных недостат-
ков – функциональная незрелость многих получаемых из 
ИПСК дифференцированных производных (Brooks et al., 
2022). В качестве решения данной проблемы развивают-
ся подходы транскриптомного профилирования стадий 
дифференцированных производных ИПСК и разработ-
ки  рабочих критериев для оценки зрелости клеточных 
моделей (Subramanian et al., 2019; Kannan et al., 2021). 
Другой проблемой является создание воспроизводимых 
релевантных моделей на основе интеграции нескольких 
клеточных типов производных ИПСК, отражающих пато-
генез заболевания в условиях клеточного взаимодействия. 
Преодоление этой проблемы предполагает использование 
клеточных органоидов или ассамблоидов (Brooks et al., 
2022). Однако это не решает проблему эффективности 
и воспроизводимости из-за флуктуаций, обусловленных 
самоорганизацией органоидных систем. В качестве пер-
спективного подхода для повышения воспроизводимости 
сложных интегрированных клеточных моделей в настоя-
щее время рассматривается технология биопечати с за-
данным числом жизнеспособных клеток и паттерном их 
взаимодействия (Renner et al., 2020; Hofer, Lutolf, 2021; 
Lawlor et al., 2021). 

Мы надеемся, что использование полученных нами 
клеточных моделей на основе изогенных линий ИПСК 
пациентов с СГХС внесет вклад в более полное понимание 
механизмов развития заболевания и приблизит возмож-
ность разработки более эффективных лекарственных пре-
паратов, повысив результативность лечения, улучшив ка-
чество и продолжительность жизни пациентов.

Заключение
В представленной работе мы получили и детально оха-
рактеризовали генетически модифицированную линию 
ИПСК ICGi036-A-1, изогенную линии пациента с СГХС – 
компаундной гетерозиготы по патогенному и вероятно 
патогенному аллельным вариантам гена LDLR: c.530C>T 
(р.Ser177Leu) и c.1054T>C (p.Cys352Arg) соответствен-
но. В полученной линии произошла коррекция позиции 
c.530C>T до референсной c.530C. Новая линия ИПСК 
будет использована для создания релевантных клеточных 
моделей на основе дифференцированных производных, 
необходимых для исследования проявлений заболевания 
на отдельных клеточных типах и разработки подходов 
таргетной терапии семейной гиперхолестеринемии.
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Содержание витамина С и профиль экспрессии генов 
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Аннотация. Лук-порей (Allium porrum L.) – экономически важная овощная культура семейства Amaryllidaceae с широ-
ким спектром лечебных и питательных качеств, в том числе благодаря накоплению витамина С (L-аскорбиновая кис-
лота, аскорбат). Аскорбат – органическое водорастворимое соединение, которое выполняет множество функций в 
метаболизме клеток растения, в том числе участвует в качестве эффективного антиоксиданта в ответе растительных 
клеток на биотические и абиотические стрессовые факторы. Метаболизм аскорбата включает биосинтез (преиму-
щественно L-галактозный путь) и рециклинг (восстановление окисленных форм до аскорбата). Генные сети, опреде-
ляющие метаболизм аскорбата в растениях лука-порея, малоизученны. В настоящей работе гибриды F1, полученные 
от 13 скрещиваний образцов лука-порея отечественной и зарубежной селекции, охарактеризованы по всхожести 
семян, содержанию аскорбата и экспрессии генов биосинтеза (PGI, PMI, PMM, VTC1b, GME1, GME2, VTC2, GPP, GalDH и 
GalLDH) и рециклинга (APX1, APX2, MDHAR1, MDHAR4, MDHAR5, DHAR2, GR) аскорбата в проростках, зеленых листьях 
и отбеленной части стебля взрослых растений. Также проведен поиск корреляций между уровнем экспрессии ге-
нов метаболизма аскорбата и количеством витамина С у лука-порея. Показано, что изучаемым гибридам присуща 
высокая (89–100 %) всхожесть семян, за исключением гибрида от скрещивания 74 × Аллигатор (55 %). В проростках 
и зеленых листьях образцов девяти гибридов F1 выявлен повышенный уровень экспрессии генов VTC2, MDHAR1, 
MDHAR4 и/или MDHAR5, что позволило считать эти образцы перспективными с точки зрения возможной стрессо-
устойчивости. Четыре гибрида, которые характеризовались наименьшим (33 × 30, 74 × Аллигатор) и наибольшим 
(81 × 95, 36 × 38) содержанием аскорбата в проростках, были выбраны для дальнейшего детального анализа взрос-
лых растений на содержание растворимых сахаров и аскорбата, уровень экспрессии генов метаболизма аскорбата 
и морфологические характеристики (длина, толщина и масса ложного стебля). Выявлено, что зеленые листья гибри-
дов 36 × 38 и 81 × 95 содержат существенно больше аскорбата, чем 33 × 30 и 74 × Аллигатор. В отбеленных стеблях 
всех четырех гибридов содержание аскорбата было значительно ниже, чем в зеленых листьях. Образцы 36 × 38 и 
81 × 95 отличались также наибольшим количеством растворимых сахаров в отбеленной части ложного стебля, упо-
требляемой в пищу. Гибрид 81 × 95 формировал ложный стебель, превышающий по размеру и массе стебель осталь-
ных трех гибридов. В зеленых листьях содержание аскорбата положительно коррелировало с уровнем экспрессии 
генов рециклинга аскорбата (APX2, MDHAR1, MDHAR4), что может быть использовано в селекции стрессоустойчивых 
гибридов лука-порея с повышенным содержанием витамина С.
Ключевые слова: лук-порей; Allium porrum L.; витамин С; гены биосинтеза аскорбата; гены рециклинга аскорбата; 
растворимые сахара; экспрессия генов
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Abstract. Leek (Allium porrum L.) is an economically important vegetable crop of the family Amaryllidaceae with 
a wide range of medicinal and nutritional properties, in part due to the accumulation of vitamin C (L-ascorbic 
acid, ascorbate). Ascorbate is an organic water-soluble compound, which performs many functions in plant cell 
metabolism, including as one of an effective antioxidant in plant cell responses to biotic and abiotic stress factors. 
Ascorbate metabolism includes biosynthesis (mainly the L-galactose pathway) and recycling (reduction of oxidized 
forms to ascorbate). The gene networks that determine ascorbate metabolism in leek plants are poorly understood. 
In this work, crosses of leek varieties/lines were carried out. Accessions of F1 hybrids were charac terized for seed 
germination rate, ascorbate content and expression of ascorbate biosynthesis (PGI, PMI, PMM, VTC1b, GME1, GME2, 
VTC2, GPP, GalDH, GalLDH) and recycling (APX1, APX2, MDHAR1, MDHAR4, MDHAR5, DHAR2, GR) genes in seedlings, 
as well as green leaves and bleached stem parts of the adult plant. A search for correlations between the level 
of expression of ascorbate metabolism genes and the amount of vitamin C in leeks was also carried out. It was 
shown that the studied hybrids are characterized by high (89–100 %) seed germination, with the exception of the 
hybrid from the 74 × Alligator cross (55 %). An increased level of expression of the VTC2, MDHAR1, MDHAR4 and/ or 
 MDHAR5 genes was detected in the seedlings and green leaves of nine F1 hybrids, which allowed us to consider 
these samples promising in terms of possible stress resistance. Four hybrids that were characterized by the lowest 
(33 × 30, 74 × Alligator) and highest (81 × 95, 36 × 38) ascorbate content in seedlings were selected for a further de-
tailed analysis of adult plants for the content of soluble sugars and ascorbate, gene expression and morphological 
characteristics (length, thickness and weight of the false stem). It was confirmed that green leaves of the 36 × 38 and 
81 × 95 hybrids contain significantly more ascorbate than the 33 × 30 and 74 × Alligator hybrids. In all four hybrids, 
the ascorbate content was significantly lower in the bleached stems than in the green leaves. Accessions 36 × 38 
and 81 × 95 were also characterized by the highest amount of soluble sugars in the bleached part of the false stem 
used for food. In addition, the false stem formed by the 81 × 95 hybrid was larger and heavier than the stems of the 
other three hybrids. A direct dependence of ascorbate content on the transcript level of ascorbate recycling genes 
(APX2, MDHAR1, MDHAR4) in green leaves was revealed, which can be used in the breeding of stress-resistant leek 
hybrids with a high content of vitamin C.
Key words: leek; Allium porrum L.; vitamin C; ascorbate biosynthesis genes; ascorbate recycling genes; soluble 
sugars; gene expression
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Введение
Виды лука, включая лук-порей (Allium porrum L.), облада-
ют широким спектром питательных и лечебных свойств. 
Лук-порей, также известный как A. ampeloprasum var. 
por rum (L.) Gay, считается экономически важной овощной 
культурой, ценимой не только за пищевые качества, но и 
за антибактериальные, противораковые, кардиопротек-
торные и антиоксидантные свойства (Celebi-Toprak, Alan, 
2021). 

Селекция лука-порея направлена на увеличение дли-
ны, толщины, плотности и массы отбеленного стебля, 
упо требляемого в пищу, улучшение его вкусовых и дие-
тических качеств, а также на повышение всхожести семян 
и устойчивости к стрессовым факторам и стрелкованию 
(Swamy, Gowda, 2006; Celebi-Toprak, Alan, 2021). Нежный 
и сладкий вкус луку-порею придают растворимые са ха-
ра (5.0–11.2 г/100 г сырой массы) и витамин С (L-ас кор-
биновая кислота, аскорбат, АК) (0.9–3.6 мг/г сухой массы); 
при хранении количество АК в отбеленной части ложного 
стебля повышается более чем в 1.5 раза (Lundegårdh et al., 
2008; Grzelak-Błaszczyk et al., 2011; Bernaert et al., 2012; 
Bernaert, 2013). Оба типа метаболитов играют значимую 
роль в защитных реакциях растения на стрессовые фак-
торы (Yamada, Osakabe, 2018; Broad et al., 2020; Qi et 
al., 2020), а витамин С – также в оздоровлении человека 
(Hemilä, 2017). 

Присутствие аскорбата положительно связано и с по сле-
уборочной сохранностью отбеленного стебля, так как, в 
отличие от репчатого лука, срезаемый стебель лука-по-
рея не находится в состоянии физиологического покоя и 

быстро портится (Bernaert, 2013). Кроме того, сигнальные 
пути, зависимые от количества аскорбата и растворимых 
сахаров, во многом определяют онтогенез растения (Con-
sidine, Foyer, 2014; Yoon et al., 2021) и, следовательно, 
могут положительно влиять на размеры ложного стебля 
лука-порея.

Сравнение масляных экстрактов лука-порея и другой 
не менее популярной луковой культуры – чеснока (A. sa
tivum L.) показало превосходство лука-порея по анти-
оксидантной активности во многом благодаря большим 
накоп лениям витамина С (Lemma et al., 2022). Согласно 
немногим исследованиям, количество витамина С в зе-
леных листьях лука-порея может колебаться в пределах 
2.8–8.5 и 0.9–3.6 мг/г сухой массы зеленых листьев и в 
употребляемой в пищу отбеленной части стебля (ложный 
стебель) соответственно (Lundegårdh et al., 2008; Bernaert 
et al., 2012). 

Витамин С – органическое водорастворимое соедине-
ние, которое не синтезируется человеком, но является не-
обходимой частью его рациона и поступает с растительной 
пищей, где количество аскорбата зависит от вида/сорта, 
ткани/органа и условий выращивания/хранения растений 
(Bulley, Laing, 2016). Помимо пользы для человека, в са-
мом растении аскорбат участвует во многих аспектах раз-
вития, включая регуляцию клеточного метаболизма, а так-  
же представляет собой эффективный антиоксидант, по-
скольку накапливается в клетке в достаточном количестве 
и осуществляет тонкую регуляцию присутствия различ-
ных свободных радикалов, вступая с ними в реакцию 
(Arrigoni, De Tullio, 2002). 
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Значимость аскорбата для растения подчеркивается тем, 
что его синтез происходит по нескольким уникальным 
путям, среди которых доминирующим считается L-галак-
тозный путь Смирнова–Уилера, проходящий восемь этапов 
преобразования исходного субстрата (D-фрук тоза-6-Ф) 
в L-аскорбиновую кислоту (Bulley, Laing, 2016). Цепь 
биосинтеза включает реакции, катализируемые после-
довательно глюкозо-6-фосфатизомеразой (PGI), маннозо-
6-фосфатизомеразой (PMI), фосфоманномутазой (PMM), 
GDP-маннозопирофосфорилазой (VTC1), GDP-манноза-
3′,5′-эпимеразой (GME), GDP-L-галактозофосфорилазой 
(VTC2, VTC5), L-галактозо-1-фосфатфосфатазой (GPP), 
L-галактозодегидрогеназой (GalDH) и L-галактоно-1,4-
лактондегидрогеназой (GalLDH) (Bulley, Laing, 2016). 

Рециклинг аскорбата происходит следующим образом. 
При взаимодействии аскорбата с активными формами кис-
лорода, а также под действием аскорбатпероксидаз (APX) 
и аскорбатоксидаз (АО) аскорбат окисляется и переходит в 
монодегидроаскорбиновую кислоту (MDHA), которая мо-
жет распадаться на дегидроаскорбиновую кислоту (DHA) 
и аскорбат (Bulley, Laing, 2016). Обе окисленные формы, 
MDHA и DHA, могут восстанавливаться до аскорбата с 
помощью монодегидроаскорбатредукта зы (MDHAR) и де-
гидроаскорбатредуктазы (DHAR) соответственно (Bul ley, 
Laing, 2016). Таким образом, концентрация аскорбата в 
растительной ткани определяется балансом между син те-
зом витамина С, его рециклингом и катаболизмом окис-
ленных форм. 

Генные сети метаболизма аскорбата изучаются на 
различных видах растений, включая культурные виды. 
К примеру, показано, что уровень экспрессии гена VTC2 
положительно связан с количеством аскорбата в ткани 
растения и с устойчивостью растений к абиотическим 
стрессовым факторам, и данный факт используется в 
селекции, направленной на увеличение содержания вита-
мина С (Ali et al., 2019; Broad et al., 2020). У модельного 
вида Arabidopsis thaliana L. обнаружен паралог VTC2 – 
ген VTC5, однако главная роль в определении скорости 
L-га лактозного пути принадлежит именно VTC2 (Dowdle 
et al., 2007). 

Гены рециклинга аскорбата изучаются больше в аспекте 
их роли в определении стрессоустойчивости растений. 
В ответ на различные стрессовые факторы, как абиотиче-
ские, так и биотические, изменяются уровень экспрессии 
генов семейства MDHAR и активность кодируемых ими 
ферментов (Leterrier et al., 2005; Dowdle et al., 2007; Gill, 
Tuteja, 2010; Feng et al., 2014; Lanubile et al., 2015; Zhang 
et al., 2015; García et al., 2020). Сверхэкспрессия генов 
MDHAR положительно влияет на устойчивость к солевому 
стрессу (Sultana et al., 2012; Qi et al., 2020). Однако в спе-
лых плодах томата это значительно снижает содержание 
аскорбата (Haroldsen et al., 2011). 

Генные сети, определяющие метаболизм аскорбата в 
растениях лука-порея (A. porrum), малоизученны. Охарак-
теризованы полиморфизм и профиль экспрессии гена 
VTC2, включая в ответ на холодовой стресс, а также по-
казана корреляция уровня экспрессии VTC2 с содержа-
нием аскорбата в зеленых листьях (положительная) и бе-  
лой части (отрицательная) (Анисимова и др., 2021а, б). 

Идентифицированы и изучены три гена MDHAR, и вы-
явлена положительная корреляция уровня мРНК MDHAR4 
с содержанием АК в белой части и зеленых листьях рас-
тения (Филюшин и др., 2021). Других публикаций по 
анализу генов метаболизма АК у лука-порея не найдено.

Целью настоящей работы стали получение и срав-
нительная характеристика гибридов F1 лука-порея от 
13 скрещиваний образцов лука-порея отечественной и 
зарубежной селекции по содержанию витамина С и экс-
прессии генов биосинтеза (PGI, PMI, PMM, VTC1b, GME1, 
GME2, VTC2, GPP, GalDH и GalLDH) и рециклинга 
(APX1, APX2, MDHAR1, MDHAR4, MDHAR5, DHAR2, 
GR) аскорбата в проростках, зеленых листьях и отбелен-
ной части стебля взрослых растений. Проведена оценка 
корреляций между уровнем экспрессии анализируемых 
генов и количеством витамина С в тканях лука-порея. 

Материалы и методы
Для исследования использовали семена гибридов F1 от 
13 скрещиваний (2022 г.) сортов/линий лука-порея оте-
чественной и зарубежной селекции (табл. 1). Семена F1 
высевали (50 шт. от каждого скрещивания) в грунт (экс-
периментальная установка искусственного климата, ФИЦ 
Биотехнологии РАН; день/ночь – 16 ч/8 ч, 23 °С/21 °С), 
оценивали всхожесть и полученное потомство задейство-
вали в анализе. 

Надземную часть проростков (30 суток после  всходов) 
гибридов F1, а также зеленые листья и отбеленный лож-
ный стебель взрослых растений на товарной стадии раз-
вития использовали в дальнейшем анализе.

Под товарной стадией развития подразумеваются рас-
тения до фазы цветения, рост которых завершен, а длина 
и диаметр стебля достигли финальных размеров. Образ-
цы растительной ткани растирали в фарфоровой ступке в 
жид ком азоте и использовали для определения содержания 
(мг/100 г сырой массы) витамина С, сахарозы, глюкозы 
и фруктозы с помощью наборов Enzytec L-Ascorbic Acid, 
Enzytec™ Liquid Sucrose/D-Glucose и Enzytec™ Liquid 
D-Glucose/D-Fructose (R-Biopharm AG, Германия), следуя 
протоколам, предоставленным производителем. Каждый 
из типов образца (проросток, зеленый лист или ложный 
стебель) растирали целиком и хранили при –80 °С, отбирая 
необходимую навеску для дальнейших анализов (опреде-
ление концентрации аскорбата и экспрессии генов).

Экспрессию генов L-галактозного пути биосинтеза и 
пути рециклинга аскорбата определяли с помощью коли-
чественной ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ). Суммар-
ную РНК выделяли из 0.2–0.5 г измельченной ткани с ис-
пользованием RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Германия). 
Примеси ДНК удаляли с помощью RNase-free DNase set 
(QIAGEN) и кДНК синтезировали в системе GoScript 
Reverse Transcription System (Pro mega, США). Концентра-
цию кДНК определяли с применением Qubit® Fluorometer 
(Thermo Fisher Scientific, США), Qubit RNA HS Assay Kit 
(Invitrogen, США) и 3 нг препарата ис пользовали в реак-
цию ПЦР-РВ. Ген-специфич ные праймеры для ПЦР-РВ 
были разработаны на основе доступных в NCBI геномных/
транскриптомных данных A. porrum (PRJNA310797) и 
A. sativum (PRJNA606385, PRJNA607255) (табл. 2). 
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Таблица 1. Список скрещиваний образцов лука-порея

Название скрещивания Родительская пара Всхожесть семян F1, %

28 × 30 Голиаф × Веста 100

85 × 99 Килима × Gayia 98

94 × 113 Электро × Казачок 99

62 × 80 к-2197 × Американский флаг 95

85 × 86 Килима × Balder 100

12 × 13 Herbstreusen × Amarello 100

81 × 95 Winterreusen × Siegfried 100

36 × 38 Слон × Элефант 100

68 × 43 к-2120 × к-2054 89

74 × Аллигатор к-2042 × Аллигатор 55

38 × 121 Элефант × Матейко 100

68 × 44 к-2120 × к-2026 96

33 × 30 Летний бриз × Веста 100

Таблица 2. Последовательности используемых в работе 
праймеров для ПЦР-РВ

Ген Последовательности (5’→3’) праймеров  
(прямой/обратный)

PGI CCATCGGAATTGGTGGTTCTG/
GTGCAATTTGGTGGTCGATTCC

PMI CTGCTATTTCCGGCCCTTCTA/
ACATTCCATCACCGTGAGCAG

PMM TTCCTCGAGGTTGGGACAAGA/
TGTATGGCCGACAGTACGCT

VTC1b TCGCTAACAAGCCAATGATCCTG/
GCTCTGTCTCCTGAGAACATG

GME1 ACACGATGATTAGTTTCAACATG/
CTTGAGGCTCAGCAGGCCA

GME2 CAGGATTAATGGGGTCAAAAGAC/
CTTGAGGCTCAGCAGGCCA

VTC2 GGTGTCAAGCGTGTGTATCTG/
TTCCCAAACAGCGGGATTGAC

GPP GGTCACAGAAACTGATAAAGCATG/
CATCAGTAAGTAGAGCAGTGCC

GalDH CTACCACACTTGGTGGACAC/
CCTCTGTCCGCAAGGCTTTT

GalLDH TGGACTGCTAGGAGCAAGAGT/
GCCTTGCGTTAGGCGTCGA

APX1 GATTTATTGCGGAGAAGAACTGC/
CAACTCAGCCTTGTGCCTCA

APX2 GAAGGAAATTGAGCGGGCTC/
GAGCCATTTGGGCCACCTG

MDHAR1 CTGGCAGTAAGCGTTCTCCA/
TTTGAACCCTGGCGAGCTTG

MDHAR4 CGCAGGTTATGCAGCTCTTG/
CGCCTACGCAAGTATGAAATGC

MDHAR5 GGGGCTCGCATAGATAAGTTGA/
TCCCACGGACTTATTCAGCC

DHAR2 AGTTCTGCAAGCAAAGCCTGC/
TCCCGAGCCATCTTTGGTTAC

GR CGGCAAAAGAAAGTTCTCAGAGG/
AGGAGACTGCTCAGTGTGGAA

В реакции задействовали набор «2.5× реакционная смесь 
для проведения ПЦР-РВ в присутствии SYBR Green I и 
ROX» (ООО «Синтол», Россия). ПЦР-РВ проводили на 
приборе CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-
Rad Laboratories, США) по программе: 5 мин при 95 °С, 
40 циклов (15 с при 95 °С; 40 с при 60 °С). Для норма-
лизации экспрессии генов использовали два референса: 
гены глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (GAPDH) и  
Ubiquitin (UBQ) (Анисимова и др., 2021а). Анализ выпол-
няли в двух биологических и трех технических повторах. 
Обработку результатов и корреляционный анализ осу-
ществляли с помощью GraphPad Prism v. 9.5.1 (GraphPad 
Software Inc., США) (https://www.graphpad.com/scientific-
software/prism/). 

Морфологическую характеристику (длина, толщина 
и масса отбеленной части (ложный стебель)) растений 
лука-порея проводили в сентябре 2023 г., используя по 
10 образцов каждого анализируемого гибрида. Растения 
были выращены в коллекционном луковом питомнике 
(координаты теплицы 55.655182, 37.206576 (Федеральный 
научный центр овощеводства, Московская область, канд. 
с.-х. наук Т.М. Середин).

Результаты
В настоящей работе охарактеризовано 13 гибридов F1, 
полученных от скрещиваний отечественных и зарубежных 
сортов/линий лука-порея (см. табл. 1). 

В проростках F1 были определены содержание аскорба-
та, а также уровень экспрессии генов L-галактозного пути 
биосинтеза аскорбата и пути его рециклинга (рис. 1 и 2). 

Наибольшее количество витамина С обнаружено в 
про ростках от скрещиваний 36 × 38 и 81 × 95, наимень-
шее – от скрещиваний 33 × 30 и 74 × Аллигатор, тогда как 
остальные образцы показывали промежуточные значения 
(5–7.5 мг/100 г сырой массы) (см. рис. 1). 

На тепловой карте экспрессии генов синтеза аскорба-
та образцы 36 × 38 и 81 × 95 заняли соседние позиции в 
кластере, в котором также присутствовали и образцы со 
средним (85 × 86, 38 × 121) и наименьшим (74 × Аллигатор) 

https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/
https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/
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содержанием аскорбата. Пять образцов (68 × 43, 28 × 30, 
62 × 80, 85 × 99, 68 × 44), характеризовавшихся сходным 
средним содержанием аскорбата, сформировали отдель-
ный кластер (см. рис. 1). 

На тепловой карте экспрессии генов рециклинга ас-
корбата пары гибридов с наибольшим (36 × 38, 81 × 95) и 
наименьшим (33 × 30, 74 × Аллигатор) содержанием ви-
тамина С сформировали два отдельных обособленных 
кластера. Отметим также два кластера, 94 × 113/68 × 44 
и 85 × 99/85 × 86, образцы в которых были высоко сход-
ны по генной экспрессии и содержанию аскорбата (см.  
рис. 2). 

Для дальнейшего анализа были выбраны гибриды, кон-
трастные по количеству витамина С в проростках, 36 × 38 
и 81 × 95 (наибольшее), 33 × 30 и 74 × Аллигатор (наимень-
шее). В сентябре 2023 г. по 10 взрослых растений F1 от 
данных скрещиваний были охарактеризованы по содержа-
нию аскорбата и уровню экспрессии генов L-галактозного 
пути биосинтеза аскорбата и генов рециклинга аскорбата 
в зеленых листьях и отбеленном лож ном стебле. 

Обнаружено, что зеленые листья растений 36 × 38 и 
81 × 95 содержат сходное (~35 мг/100 г сырой массы) ко-
личество аскорбата, что ожидаемо оказалось существенно 
больше такового у растений 33 × 30 и 74 × Аллигатор (~25 и 
~17 мг/100 г сырой массы соответственно). В отбеленных 
ложных стеблях растений всех четырех типов содержание 
аскорбата было значительно ниже, чем в зеленых листьях, 
и не превышало 6.5 мг/100 г сырой массы. При этом рас-
тения 33 × 30 и 74 × Аллигатор имели сходные средние 
значения, а оставшиеся два образца характеризовались 
наименьшим (81 × 95) и наибольшим (36 × 38) количеством 
витамина С (рис. 3).

Анализ генной экспрессии показал, что у всех четырех 
образцов уровень экспрессии генов биосинтеза аскорба-
та в отбеленной части ложного стебля преимущественно 
выше, чем в зеленых листьях, за исключением генов PMI, 
PMM, VTC2 и GalLDH (рис. 4). Какой-либо зависимо-
сти кластеризации образцов на тепловой карте экспрессии 
от содержания аскорбата (см. рис. 3) не наблюдалось (см. 
рис. 4). 

Наибольшим уровнем мРНК генов рециклинга аскорба-
та отличались зеленые листья анализируемых растений, 
кроме генов APX1, MDHAR5 и DHAR2 с более высокой 

Рис. 1. Тепловая карта экспрессии генов L-галактозного пути биосин-
теза аскорбата (PGI, PMI, PMM, VTC1b, GME1, GME2, VTC2, GPP, GalDH и 
GalLDH) и содержание витамина С (мг/100 г сырой массы) в пророст-
ках гибридов F1 от 13 скрещиваний сортов/линий лука- порея. 

Рис. 2. Тепловая карта экспрессии генов рециклинга аскорбата (APX1, 
APX2, MDHAR1, MDHAR4, MDHAR5, DHAR2, GR) и содержание вита-
мина С (мг/100 г сырой массы) в проростках гибридов F1 от 13 скре-
щиваний сортов/линий лука-порея. 
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экспрессией в ложном стебле (рис. 5). При этом на тепло-
вой карте наблюдалось четкое формирование двух клас-
теров, объединяющих ложные стебли и зеленые листья со-
ответственно (см. рис. 5). В «листовом» кластере обо соб-
лены образцы с повышенным содержанием витамина С  
в листьях (36 × 38 и 81 × 95), и при кластеризации только 
по уровню экспрессии генов в листьях образцы строго 
разделяются на группы с высоким (36 × 38 и 81 × 95) и 
низким (74 × Аллигатор, 33 × 30) содержанием витамина С 
(рис. 6). При этом листья образцов 36 × 38 и 81 × 95 (в срав-
нении с образцами 74 × Аллигатор и 33 × 30) отличаются 
значительно более высокой экспрессией генов рециклинга 
аскорбата за редким исключением (APX1 и MDHAR5 у 
растений 81 × 95) (см. рис. 6).

В случае кластера «ложного стебля» зависимости 
груп пирования образцов от количества аскорбата не на-

блюдалось. К примеру, растения 74 × Аллигатор и 33 × 30 
отнесены в отдельные группы (см. рис. 5), несмотря на 
сходное содержание витамина С (см. рис. 3). 

Далее с использованием данных по проросткам и 
взрослым растениям был проведен поиск возможных 
взаимосвязей между содержанием аскорбата и уровнем 
экспрессии генов, в результате чего была обнаружена вы-
сокая корреляция для генов рециклинга аскорбата APX2, 
MDHAR1 и MDHAR4 (r = 0.94, 0.95 и 0.74 соответственно) 
в листовой ткани (рис. 7). 

Анализируемые четыре гибридные линии были охарак-
теризованы по морфологическим признакам. Показано, 
что гибрид 81 × 95 формирует мощный ложный стебель 
длиной 25–30 см, толщиной 3.5–5 см, массой 250–350 г, 
с плотным расположением листьев. Гибрид 36 × 38 имеет 
мощный ложный стебель длиной 20–25 см, толщиной 

Рис. 3. Содержание аскорбата в отбеленном ложном стебле и ли-
стьях взрослых растений гибридов F1 лука-порея от скрещиваний 
81 × 95, 36 × 38, 74 × Аллигатор и 33 × 30. 

Рис. 4. Тепловая карта экспрессии генов L-галактозного пути био-
синтеза аскорбата в белой части (б/ч) и листовой ткани растений 
 гибридов F1 лука-порея от скрещиваний 81 × 95, 36 × 38, 74 × Аллига-
тор и 33 × 30. 

Рис. 6. Тепловая карта экспрессии генов пути рециклинга аскорбата 
в листовой ткани растений гибридов F1 лука-порея от скрещиваний 
74 × Аллигатор, 33 × 30, 81 × 95 и 36 × 38. 
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белой части (б/ч) и листовой ткани растений гибридов F1 лука-порея 
от скрещиваний 81 × 95, 36 × 38, 74 × Аллигатор и 33 × 30. 
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Рис. 7. Линейная регрессия содержания витамина С и уровней экспрессии генов пути рециклинга аскорбата в листовой ткани растений 
 гибридов F1 лука-порея. 
r – коэффициент корреляции Пирсона (наличие корреляции при p < 0.01). 

Рис. 8. Внешний вид товарной части растений гибридов F1 от скрещиваний 81 × 95, 36 × 38, 74 × Аллигатор и 33 × 30. 
Масштабная линия 10 см. 

3–4.5 см, массой 200–300 г, с плотным расположением 
листьев (рис. 8). Оба гибрида характеризуются 100 % 
всхожестью семян (см. табл. 1).

Ложный стебель гибрида 74 × Аллигатор длинный 
(20–25 см) и тонкий (1.5–2.5 см), массой 100–150 г; лу-
ковица выражена; растения значительно отстают в росте 
от остальных исследуемых гибридов. Гибриду 33 × 30 
свойствен мощный неплотный ложный стебель длиной 
20–25 см, толщиной 2.5–3.5 см и массой 150–250 г; лу-

ковица выражена (см. рис. 8). Гибриды отличаются 55 % 
(74 × Аллигатор) и 100 % (33 × 30) всхожестью семян (см. 
табл. 1).

Гибриды также были дополнительно изучены по содер-
жанию растворимых сахаров в зеленых листьях и отбе-
ленной части ложного стебля. Показано, что в сравнении 
с листьями ложный стебель обогащен сахарозой и содер-
жит в ~1.5–3 раза меньше фруктозы (рис. 9). Количество 
глюкозы оказалось более вариабельным: сходным между 

81 × 95 36 × 38 33 × 3074 × Аллигатор

Содержание витамина С, мг/100 г

Содержание витамина С, мг/100 г

Содержание витамина С, мг/100 г

Содержание витамина С, мг/100 г

Содержание витамина С, мг/100 г

Содержание витамина С, мг/100 г

Содержание витамина С, мг/100 г

APX1

MDHAR5

APX2

DHAR2

MDHAR1

GR

MDHAR4

r = –0.12
p-value = 0.63

r = –0.48
p-value = 0.05

r = 0.94
p-value < 0.0001

r = –0.68
p-value = 0.002

r = 0.95
p-value < 0.0001

r = 0.34
p-value = 0.17

r = 0.74
p-value = 0.0006

0

0

0

0

0

0

010

10

10

10

10

10

1020

20

20

20

20

20

2030

30

30

30

30

30

3040

40

40

40

40

40

40

0.6

0.4

0.2

0.15

0.10

0.05

5

4

3

2

1

3

2

1

5

4

3

2

1

0.15

0.10

0.05

0.6

0.4

0.2

Ур
ов

ен
ь 

эк
сп

ре
сс

ии
Ур

ов
ен

ь 
эк

сп
ре

сс
ии



Содержание витамина С и профиль экспрессии генов 
метаболизма аскорбата у гибридов лука-порея

М.А. Филюшин, Т.М. Середин 
А.В. Щенникова, Е.З. Кочиева

2025
29 • 2

207ГЕНЕТИКА РАСТЕНИЙ / PLANT GENETICS

Рис. 9. Содержание глюкозы, фруктозы и сахарозы в ложном стебле и 
листовой ткани взрослых растений гибридов F1 лука-порея от скре-
щиваний 81 × 95, 36 × 38, 74 × Аллигатор и 33 × 30. 

листьями и стеблем (36 × 38, 74 × Аллигатор), наибольшим 
в стебле (81 × 95), наибольшим в листьях (33 × 30) (см. 
рис. 9). Рассматривая употребляемую в пищу отбеленную 
часть стебля, можно сказать, что наибольшие количества 
всех трех сахаров содержатся у гибрида F1 от скрещива-
ния 81 × 95; наименьшее количество фруктозы – 33 × 30, 
сахарозы – 74 × Аллигатор; содержание глюкозы сходно у 
трех гибридов: 36 × 38, 33 × 30, 74 × Аллигатор (см. рис. 9).

Обсуждение
В настоящей работе проведен анализ 13 гибридов F1 лука-
порея, имеющих всхожесть семян выше 50 % (см. табл. 1), 
по содержанию аскорбата и экспрессии генов биосинтеза 
и рециклинга аскорбата в проростках (см. рис. 1 и 2). Ко-
лебания количества витамина С в пределах 30 % между 
гибридами (см. рис. 1) согласовались с показанными ранее 
различиями в концентрации аскорбата и зеленых листьях 
и в ложном стебле лука-порея (Lunde gårdh et al., 2008; 
Bernaert et al., 2012). 

Отобранные образцы двух гибридов F1, 81 × 95 и 36 × 38, 
перспективные в связи с наибольшим содержанием вита-
мина С, были далее изучены на товарной стадии развития 
в сравнении с двумя гибридами F1 (74 × Аллигатор, 33 × 30) 
с наименьшим количеством витамина С. Характеристика 
включала анализ концентрации аскорбата/растворимых 
сахаров и экспрессии генов метаболизма аскорбата в 
зеленых листьях и отбеленной части ложного стебля, а 
также морфологическое описание (см. рис. 3–9). 

Было определено, что данные, полученные при анализе 
содержания аскорбата в проростках, можно применять 
для оценки признака только в случае зеленых листьев 
взрослых растений, тогда как отбеленная часть ложного 
стебля показывает вариабельные данные (см. рис. 3). Один 
из перспективных гибридов (36 × 38) продемонстрировал 
наибольшее накопление витамина С в ложном стебле, 
тогда как второй гибрид (81 × 95) – напротив, наимень-
шие среди четырех образцов количества аскорбата (см.  
рис. 3).

Сопоставление данных по содержанию аскорбата и 
кластеризации исследуемых образцов по профилю экс-
прессии генов синтеза витамина С (см. рис. 4) выявило, 
что профиль экспрессии всех генов пути нельзя исполь-
зовать для заключений о количестве аскорбата в листьях 
или стебле лука-порея. В том числе не подходит для пред-
сказания и уровень экспрессии гена VTC2 (см. рис. 1 и 4), 
для которого ранее была предложена связь с накоплением 
аскорбата (Ali et al., 2019; Broad et al., 2020), в том числе 
у лука-порея (Анисимова и др., 2021а).

Тем не менее установленный нами у гибридов уровень 
транскриптов гена VTC2 может помочь с определением 
степени стрессоустойчивости образцов, поскольку уро-
вень экспрессии VTC2 положительно связывают с устой-
чивостью растений к абиотическим стрессовым факторам 
(Ali et al., 2019; Broad et al., 2020). На основе наших ре-
зультатов (экспрессия в проростках или зеленых листьях 
(см. рис. 1 и 4)), можно выделить шесть перспективных 
гибридов, среди которых находятся и два из четырех вы-
бранных в анализ (исследуемые 33 × 30 и 36 × 38, а также 
28 × 30, 62 × 80, 85 × 99, 68 × 44). 

Сопоставление биохимических данных и кластериза-
ции гибридов по экспрессии генов рециклинга аскорбата 
(см. рис. 5 и 6) позволило предположить наличие зависи-
мости уровня накопления аскорбата в листьях или стебле 
лука-порея от профиля экспрессии генов пути. Кроме того, 
так как повышенную активность генов MDHAR и кодируе-
мых ими ферментов связывают со стрессоустойчивостью 
растений (Zhang et al., 2015; Qi et al., 2020), на основе на-
ших данных по трем генам MDHAR (см. рис. 2, 5, 6) можно 
выделить семь перспективных гибридов, среди которых 
находятся и все четыре образца, выбранные в анализ (ис-
следуемые 81 × 95, 36 × 38, 33 × 30, 74 × Аллигатор, а также 
94 × 113, 68 × 44, 28 × 30). 

Проведенный нами поиск статистически достоверных 
зависимостей между содержанием аскорбата и уровнем 
экспрессии генов метаболизма аскорбата обнаружил 
корреляции только в зеленой ткани растений (пророст-
ки, зеленые листья) и лишь для трех генов рециклинга 
аскорбата, APX2, MDHAR1 и MDHAR4 (см. рис. 7). Это 
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подтверждает выявленную нами ранее положительную 
связь уровня мРНК MDHAR4 с содержанием витамина С 
в растениях лука-порея (Филюшин и др., 2021).

Характеристика исследуемых гибридов по содержанию 
растворимых сахаров в зеленых листьях и отбеленной 
части ложного стебля показала отсутствие какой-либо 
зависимости от концентрации аскорбата (см. рис. 9). Тем 
не менее, учитывая полученные данные, можно предпо-
лагать большую питательную ценность отбеленной части 
ложного стебля у гибрида F1 81 × 95, отличающегося и 
наибольшим количеством аскорбата.

Морфологическое описание анализируемых гибри-
дов F1 выявило, что наибольшие количества сахаров 
(см. рис. 9) соответствуют наибольшему размеру и мас-
се ложного стебля у образца от скрещивания 81 × 95. 
Остальные три гибрида с учетом усредненных данных по 
всем трем типам сахаров в отбеленной части (суммарно 
1500–1600 мг/100 г сырой массы (см. рис. 9)) соответству-
ют сходной длине ложного стебля (20–25 см vs 25–30 см 
у 81 × 95). Однако варианты других параметров стебля 
(толщина, масса) у данных трех гибридов никак не согла-
суются ни с суммой сахаров, ни с содержанием каждого 
отдельного вида сахара. 

Заключение
Таким образом, характеристика гибридов F1 лука-по-
рея от 13 скрещиваний позволила выделить девять образ-
цов, перспективных с точки зрения стрессоустойчивости: 
81 × 95, 36 × 38, 33 × 30, 74 × Аллигатор, 94 × 113, 28 × 30, 
62 × 80, 85 × 99, 68 × 44. Из них восемь гибридов показали 
95–100 % всхожесть семян (исключение: 74 × Аллигатор, 
55 %). Два гибрида, 81 × 95, 36 × 38, отличались наиболь-
шим содержанием аскорбата в зеленой ткани (проростки, 
зеленые листья) растения и один, 36 × 38, – в отбеленной 
части ложного стебля, употребляемой в пищу. Гибрид 
81 × 95 также накапливал наибольшее количество раство-
римых сахаров в отбеленной части. Найденная прямая 
зависимость содержания аскорбата от активности генов 
рециклинга аскорбата (APX2, MDHAR1, MDHAR4) в зеле-
ных листьях может быть использована в селекции стрес-
соустойчивых гибридов с повышенным содержанием 
витамина С. Необходимы дальнейшие исследования воз-
можной связи уровня экспрессии генов APX2, MDHAR1, 
MDHAR4 и VTC2 с устойчивостью растения к различным 
неблагоприятным факторам, результаты которых можно 
будет использовать в селекции стрессоустойчивых ги-
бридов лука-порея. 

Список литературы / References
Анисимова О.К., Середин Т.М., Щенникова А.В., Кочиева Е.З., 

Филюшин М.А. Оценка содержания витамина С и экспрессии 
гена ГДФ-L-галактозофосфорилазы (VTC2) у сортов лука-порея 
(Allium porrum L.). Физиология растений. 2021а;68(1):75-84. doi 
10.31857/S0015330320060020

 [Anisimova O.K., Seredin T.M., Shchennikova A.V., Kochieva E.Z., 
Filyushin M.A. Estimation of the vitamin C content and GDP-L-ga-
lactose phosphorylase gene (VTC2) expression level in leek (Allium 
porrum L.) cultivars. Russ J Plant Physiol. 2021a;68(1):85-93. doi 
10.1134/S1021443720060023]

Анисимова О.К., Щенникова А.В., Кочиева Е.З., Филюшин М.А. 
Идентификация и полиморфизм гена ГДФ-L-галак тозо фос фо-

ри лазы (ApGGP1) у сортов лука-порея. Генетика. 2021б;57(3): 
311-320. doi 10.31857/S0016675821030036

 [Anisimova O.K., Shchennikova A.V., Kochieva E.Z., Filyu-
shin M.A. Identification and variability of the GDP-L-galactose 
phosphosphorylase gene ApGGP1 in leek cultivars. Russ J Genet. 
2021b;57(3):311-318. doi 10.1134/S1021443720060023] 

Филюшин М.А., Анисимова О.К., Кочиева Е.З., Щенникова А.В. 
Корреляция содержания аскорбиновой кислоты и профиля 
экспрессии генов монодегидроаскорбатредуктаз (MDHARs) 
у лука-порея (Allium porrum L.). Физиология растений. 2021; 
68(5):501-508. doi 10.31857/S0015330321050031

 [Filyushin M.A., Anisimova O.K., Kochieva E.Z., Shchenniko-
va A.V. Correlation of ascorbic acid content and the pattern of 
monodehydroascorbate reductases (MDHARs) gene expression in 
leek (Allium porrum L.). Russ J Plant Physiol. 2021;68(5):849-856. 
doi 10.1134/S1021443721050034]

Ali B., Pantha S., Acharya R., Ueda Y., Wu L.-B., Ashrafuzzaman M., 
Ishizaki T., Wissuwa M., Bulley S., Frei M. Enhanced ascorbate 
level improves multi-stress tolerance in a widely grown indica rice 
variety without compromising its agronomic characteristics. J Plant 
Physiol. 2019;240:152998. doi 10.1016/j.jplph.2019.152998

Arrigoni O., De Tullio M.C. Ascorbic acid: much more than just an an-
tioxidant. Biochim Biophys Acta. 2002;1569(1-3):1-9. doi 10.1016/
s0304-4165(01)00235-5

Bernaert N. Bioactive compounds in leek (Allium ampeloprasum 
var. porrum): analysis as a function of the genetic diversity, harvest 
time and processing techniques. Doctoral dissertation. Ghent: Ghent 
University, 2013 

Bernaert N., De Paepe D., Bouten C., De Clercq H., Stewart D., 
Van Bockstaele E., De Loose M., Van Droogenbroeck B. Antioxidant 
capacity, total phenolic and ascorbate content as a function of the 
genetic diversity of leek (Allium ampeloprasum var. porrum). Food 
Chem. 2012;134:669-677. doi 10.1016/j.foodchem.2012.02.159

Broad R.C., Bonneau J.P., Hellens R.P., Johnson A.A.T. Manipula-
tion of ascorbate biosynthetic, recycling, and regulatory pathways 
for improved abiotic stress tolerance in plants. Int J Mol Sci. 2020; 
21:1790. doi 10.3390/ijms21051790 

Bulley S., Laing W. The regulation of ascorbate biosynthesis. Curr 
Opin Plant Biol. 2016;33:15-22. doi 10.1016/j.pbi.2016.04.010

Celebi-Toprak F., Alan A.R. In vitro gynogenesis in leek (Allium 
ampeloprasum L.). Methods Mol Biol. 2021;2287:171-184. doi 
10.1007/978-1-0716-1315-3_7

Considine M.J., Foyer C.H. Redox regulation of plant development. 
Antioxid Redox Signal. 2014;21(9):1305-1326. doi 10.1089/ars. 
2013.5665

Dowdle J., Ishikawa T., Gatzek S., Rolinski S., Smirnoff N. Two genes 
in Arabidopsis thaliana encoding GDP-L-galactose phosphory-
lase are required for ascorbate biosynthesis and seedling. Plant J. 
2007;52:673-689. doi 10.1111/j.1365-313X.2007.03266.x

Feng H., Liu W., Zhang Q., Wang X., Wang X., Duan X., Li F., 
Huang L., Kang Z. TaMDHAR4, a monodehydroascorbate reductase 
gene participates in the interactions between wheat and Puccinia 
striiformis f. sp. tritici. Plant Physiol Biochem. 2014;76:7-16. doi 
10.1016/j.plaphy.2013.12.015

García G., Clemente-Moreno M.J., Díaz-Vivancos P., García M., 
Hernández J.A. The apoplastic and symplastic antioxidant system 
in onion: response to long-term salt stress. Antioxidants (Basel). 
2020;12:67. doi 10.3390/antiox9010067

Gill S.S., Tuteja N. Reactive oxygen species and antioxidant machi nery 
in abiotic stress tolerance in crop plants. Plant Physiol Biochem. 
2010;48:909-930. doi 10.1016/j.plaphy.2010.08.016

Grzelak-Błaszczyk K., Kołodziejczyk K., Badełek E., Adamicki F. 
Changes in the contents of mono-, di- and oligosaccharides in leek 
plants stored in cold room. Eur Food Res Technol. 2011;232(6): 
1027-1033. doi 10.1007/s00217-011-1476-y

Haroldsen V.M., Chi-Ham C.L., Kulkarni S., Lorence A., Bennett A.B. 
Constitutively expressed DHAR and MDHAR influence fruit, but 



Содержание витамина С и профиль экспрессии генов 
метаболизма аскорбата у гибридов лука-порея

М.А. Филюшин, Т.М. Середин 
А.В. Щенникова, Е.З. Кочиева

2025
29 • 2

209ГЕНЕТИКА РАСТЕНИЙ / PLANT GENETICS

not foliar ascorbate levels in tomato. Plant Physiol Biochem. 2011; 
49:1244-1249. doi 10.1016/j.plaphy.2011.08.003

Hemilä H. Vitamin C and infections. Nutrients. 2017;9(4):339. doi 
10.3390/nu9040339

Lanubile A., Maschietto V., De Leonardis S., Battilani P., Paciolla C., 
Marocco A. Defense responses to mycotoxin-producing fungi 
 Fusarium proliferatum, F. subglutinans, and Aspergillus flavus in 
kernels of susceptible and resistant maize genotypes. Mol Plant 
Microbe Interact. 2015;28(5):546-557. doi 10.1094/MPMI-09-14- 
0269-R

Lemma E., Yusuf Z., Desta M., Seyida S., Idris M., Mengistu S., 
Teneshu J. Physicochemical properties and biological activities of 
garlic (Allium sativum L.) bulb and leek (Allium ampeloprasum L. 
var. porrum) leaf oil extracts. Sci World J. 2022;2022:6573754. doi 
10.1155/2022/6573754

Leterrier M., Corpas F.J., Barroso J.B., Sandalio L.M., del Río L.A. 
Peroxisomal monodehydroascorbate reductase, genomic clone cha-
racterization and functional analysis under environmental stress con-
ditions. Plant Physiol. 2005;138(4):2111-2123. doi 10.1104/pp.105. 
066225

Lundegårdh B., Botek P., Schulzov V., Hajslov J., Strömberg A., An-
dersson H.C. Impact of different green manures on the content 
of S- alk(en)yl-L-cysteine sulfoxides and L-ascorbic acid in leek 

( Allium porrum). J Agric Food Chem. 2008;56(6):2102-2111. doi 
10.1021/jf071710s

Qi Q., Yanyan D., Yuanlin L., Kunzhi L., Huini X., Xudong S. Over-
expression of SlMDHAR in transgenic tobacco increased salt stress 
tolerance involving S-nitrosylation regulation. Plant Sci. 2020;299: 
110609. doi 10.1016/j.plantsci.2020.110609

Sultana S., Khew C.Y., Morshed M.M., Namasivayam P., Napis S., 
Ho C.L. Overexpression of monodehydroascorbate reductase from 
a mangrove plant (AeMDHAR) confers salt tolerance on rice. J Plant 
Physiol. 2012;169:311-318. doi 10.1016/j.jplph.2011.09.004

Swamy K.R.M., Gowda R.V. Leek and shallot. In: Peter K.V. (Ed.) 
Handbook of Herbs and Spices. Vol. 3. 2006;365-389. doi 10.1533/ 
9781845691717.3.365

Yamada K., Osakabe Y. Sugar compartmentation as an environmental 
stress adaptation strategy in plants. Semin Cell Dev Biol. 2018;83: 
106-114. doi 10.1016/j.semcdb.2017.12.015

Yoon J., Cho L.H., Tun W., Jeon J.S., An G. Sucrose signaling in 
higher plants. Plant Sci. 2021;302:110703. doi 10.1016/j.plantsci. 
2020.110703

Zhang Y., Li Z., Peng Y., Wang X., Peng D., Li Y., He X., Zhang X., 
Ma X., Huang L., Yan Y. Clones of FeSOD, MDHAR, DHAR genes 
from white clover and gene expression analysis of ROS-scavenging 
enzymes during abiotic stress and hormone treatments. Molecules. 
2015;20:20939-20954. doi 10.3390/molecules201119741

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Поступила в редакцию 01.07.2024. После доработки 08.10.2024. Принята к публикации 08.11.2024.

https://doi.org/10.1533/9781845691717.3.365
https://doi.org/10.1533/9781845691717.3.365


Морфологическая изменчивость и генетическая структура 
Miscanthus sinensis (Poaceae), культивируемого  
в лесостепи Западной Сибири
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Аннотация. Miscanthus sinensis Andersson (Poaceae), как и все другие виды рода Miscanthus, является растени-
ем муссонного климата, поэтому в суровых условиях лесостепи Западной Сибири не успевает сформировать 
жизнеспособные семена. При изучении большого числа образцов этого вида из коллекционного генофонда 
Центрального сибирского ботанического сада СО РАН, привезенных из различных районов Приморского края, 
впервые удалось отобрать две формы, S1 и S2 (selected), образующие в местных условиях в течение корот-
кого вегетационного периода качественные зрелые семена, из которых были получены первое и второе, G1 
и G2 (generation), репродуктивные поколения. Цель настоящего исследования – отбор, биоморфологическая 
характеристика раноцветущих декоративных форм M. sinensis и анализ генетического полиморфизма ото-
бранных форм (S1, S2) и полученных поколений (G1, G2) с помощью маркеров ISSR. В условиях интродукции 
отобранные образцы M. sinensis характеризовались комплексной устойчивостью к болезням и вредителям, 
высокой декоративностью, ранними сроками цветения и образованием полноценных семян. При изучении 
генетического полиморфизма с помощью маркеров ISSR у родительских образцов S1 и S2 обнаружено от одно-
го до трех уникальных ПЦР-фрагментов. Исследование генетической изменчивости в поколении G1 показало 
полное единообразие генотипов. В поколении G2 наблюдалась изменчивость, при этом нами найдено пять 
вариантов генотипов. В результате выявлены уникальные полиморфные фрагменты, длина которых варьиро-
вала от 300 до 3000 п. н.; с их помощью составлена генетическая формула для паспортизации отобранных нами 
форм M. sinensis. Эти формы характеризуются высокими репродуктивными способностями в условиях конти-
нентального климата, перспективны для селекции, а, благодаря своим биоморфологическим особенностям, – 
и для ландшафтного дизайна.
Ключевые слова: качество семян; декоративная форма Miscanthus sinensis; ISSR-маркеры; отобранные формы 
S1 и S2; репродуктивные поколения G1 и G2; паспортизация
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Morphological variability and genetic structure  
of Miscanthus sinensis (Poaceae) cultivated  
in the forest-steppe of Western Siberia
O.V. Dorogina 1, 2 , I.N. Kuban 1, G.A. Zueva 1, E.V. Zhmud 1, O.Yu. Vasilyeva 1
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Abstract. Miscanthus sinensis Andersson (Poaceae) grows in monsoon climate. For this reason, when cultured under 
the conditions of a short growing season of Western Siberia, full-fledged seeds do not have time to form. We have 
studied a large number of specimens of this species from Primorsky Krai in the collection of the Central Siberian Bo-
tanical Garden, SB RAS. Using these samples, it was possible for the first time to select forms that produce high-quality 
mature seeds in local conditions during a short growing season, possibly due to spontaneous hybridization of early 
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flowering forms. We obtained the first and second (G1 and G2) generations from these seeds and checked for hybrids. 
The aim of this study is selection, biomorphological characterization of early flowering ornamental forms of M. sinen-
sis and analysis of genetic polymorphism of the selected forms (S1, S2) and the obtained G1 and G2 generations using 
ISSR markers. Under the conditions of introduction, the selected samples of M. sinensis were characterized by complex 
resistance, high decorativeness, reached the ontogenetic state of mature generative plants and differed from other 
samples in the collection by early flowering and the formation of full-fledged seeds. Thus, the forms of M. sinensis we 
selected are promising for landscape design and breeding. When studying the genetic structure of G1, G2 and two 
generations of the sample using ISSR markers, three effective stable unique PCR fragments were identified. A study 
of the genetic variability of the resulting G1 generation showed complete uniformity of genotypes. In the G2 genera-
tion, variability was observed, and we found five sets of genotypes, which were also confirmed in the dendrogram. 
As a result, unique molecular polymorphic fragments were identified. Their length was 300–3000 bp, and the genetic 
formula for certification of M. sinensis was compiled.
Key words: quality of seeds; decorative form of Miscanthus sinensis; ISSR markers; S1 and S2 selected forms; G1 and 
G2 generations; certification

For citation: Dorogina O.V., Kuban I.N., Zueva G.A., Zhmud E.V., Vasilyeva O.Yu. Morphological variability and genetic 
structure of Miscanthus sinensis (Poaceae) cultivated in the forest-steppe of Western Siberia. Vavilovskii Zhurnal Gene-
tiki i Selektsii = Vavilov J Genet Breed. 2025;29(2):210-218. doi 10.18699/vjgb-25-24

Введение
Род Miscanthus Andersson (веерник) относится к подтрибе 
Saccharinae (триба Andropogoneae, семейство Poaceae). 
Веерники – многолетние травянистые растения, харак-
теризующиеся C4-типом фотосинтеза, высокой продук-
тивностью биомассы и относительной неприхотливостью, 
что позволяет рассматривать их в качестве перспективной 
биоэнергетической культуры (Nie et al., 2014). Вопросы 
биологии и продукционного процесса разных видов рода 
Miscanthus все чаще освещаются в современных работах 
российских (Гущина и др., 2018; Дорогина и др., 2018, 
2022; Берсенева и др., 2020; Капустянчик и др., 2020; 
Анисимов и др., 2021; Якименко и др., 2021) и зарубеж-
ных (Chae et al., 2014; Gifford et al., 2014) исследовате-
лей. В них M. sacchariflorus (Maxim.) Hack., M. sinensis 
Andersson, и особенно Miscanthus × giganteus J.M. Greef, 
Deuter ex Hodk., Renvoize, рассматриваются в качестве ис-
точников биоэтанола и биоцеллюлозы. В настоящее время 
в лесостепи Западной Сибири выращивается сорт Сора-
новский, полученный путем отбора из природного мате-
риала M. sacchariflorus и представляющий собой ценную 
техническую культуру (Поцелуев, Капустянчик, 2018).

M. sinensis и M. purpurascens Andersson широко ис-
пользуются как декоративные злаки и уже представлены 
набором сортов, в том числе пестролистных. Наиболее 
популярен M. sinensis, который применяют для оформ-
ления берегов водоемов, в каменистых садах, рокариях, 
миксбордерах в качестве солитеров на газоне и для со-
здания декоративных групповых посадок (Гречушкина-
Сухорукова, 2022). В естественных условиях M. sinensis 
и M. purpurascens произрастают в регионах с муссонным 
климатом. Тем не менее, как показали многолетние иссле-
дования ритмов роста и развития, биоморфологии и онто-
генеза, оба вида могут успешно выращиваться в услови-
ях континентального климата, но M. sinensis имеет более 
высокий адаптивный потенциал (Дорогина и др., 2018). 
Считается, что в суровых условиях лесостепи Западной 
Сибири все виды мискантусов (веерников) не успевают 
сформировать полноценные семена (Зуева, 2020).

Коллекционный генофонд Центрального сибирского 
ботанического сада СО РАН (ЦСБС) постоянно попол ня-
ется новыми формами, сортами мискантуса из различ ных 

мест обитания. При пополнении коллекции образцами из 
разных районов Приморья нами отобраны формы S1 и 
S2 (selected) M. sinensis, характеризующиеся в условиях 
континентального климата лесостепного Приобья фор-
мированием жизнеспособных семян, из которых было 
получено два поколения, G1 и G2 (generation). Эти формы 
также характеризовались ускоренными темпами сезонно-
го развития и более компактным габитусом – образуют 
меньше вегетативной массы и раньше начинают форми-
ровать генеративные органы.

Цель настоящего исследования – отбор, биоморфоло-
гическая характеристика раноцветущих декоративных 
форм M. sinensis и анализ генетического полиморфизма 
отобранных форм S1 и S2 и полученных поколений G1 и 
G2 с помощью маркеров ISSR.

Материалы и методы 
Семена M. sinensis были собраны в 2017 г. в ценопопуля-
ции, произрастающей на п-ове Гамова Хасанского райо-
на Приморского края (42°58ʹ02″N, 131°20ʹ67″E), и посея-
ны на коллекционном участке декоративных растений  
ЦСБС СО РАН. В условиях лесостепи Западной Сибири 
(54°82ʹ15″N, 83°10ʹ46″E) обнаружено только два растения, 
у которых сформировались семена. Семена завязались 
на тех побегах, которые раньше всех прошли фазу цве-
тения (с пяти побегов было собрано более 100 шт.). Эти 
отобранные адаптированные к местным климатическим 
условиям растения использовались в качестве исходных 
форм (S1 и S2) для получения последующих поколений  
G1 и G2.

Опыты закладывались в двух вариантах: в лаборатор-
ных условиях в чашках Петри и при посеве в почву в 
теплице. Динамику прорастания полученных семян, вы-
явление наличия периода покоя, влияние факторов сре-
ды на их прорастание оценивали согласно лабораторно-
теп лично-грунтовому методу выращивания (Дюрягина, 
1982). Как показали дальнейшие исследования, семена 
изучаемых видов мискантуса находились в состоянии не 
глубокого, а вынужденного покоя.

Вариант I. Семена M. sinensis закладывали для прора-
щивания в лабораторных условиях при комнатной тем-
пературе (19–20 °С) в третьей декаде февраля в чашки 

https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Miscanthus_sacchariflorus&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/wiki/Maxim.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Hack.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Miscanthus_sinensis
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Miscanthus_%C3%97giganteus&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=J.M.Greef&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/wiki/Deuter
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Hodk.&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Renvoize&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/wiki/Miscanthus_sinensis
https://ru.wikipedia.org/wiki/Miscanthus_sinensis
https://ru.wikipedia.org/wiki/Miscanthus_sinensis
https://ru.wikipedia.org/wiki/Miscanthus_sinensis
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Петри в 2–3 повторностях, по 50 семян в каждой, на филь-
тровальную бумагу. Небольшое количество повторностей 
обусловлено тем, что при наличии незначительного уро-
жая семян мы, разделяя его на повторности, ста рались 
следовать ГОСТам (Методы определения…, 1973). Осве-
щение естественное, в качестве увлажнителя использо-
вана отфильтрованная водопроводная вода. Регулярные 
наблюдения проводили за состоянием семян, динамикой 
прорастания, характером роста первичного корня и пер-
вичного побега (первичного листа). 

Вариант II. Семена M. sinensis высевали в стационар-
ную теплицу зимой во второй декаде января в контейнеры 
с размером ячеек 2 × 2 см, заполненных почвенной смесью 
из плодородной земли, перегноя и песка. В небольшое 
углубление в почве (не более 1 см) помещали по три се-
мени. Их слегка придавливали и осторожно увлажняли 
опрыскиванием, накрывали стеклом или пленкой, не за-
делывая в почву. Учет энергии прорастания и всхожести 
проводили на 7-е и 21-е сутки соответственно. 

Гидротермические условия периодов вегетации рас-
считывали по данным ближайшей к ЦСБС метеостан-
ции «Огурцово». Вегетационные периоды в 2022 г. и, 
особенно, в 2023 г. характеризовались благоприятными 
метеоусловиями для цветения и плодоношения M. sinen sis, 
сходными по своей динамике с гидротермическими по-
казателями естественных мест произрастания этого вида. 
В 2022 г. со второй декады июня и с первой декады июля 
складывались благоприятные гидротермические условия 
для роста и развития растений. Среднемесячная темпе-
ратура воздуха в июне и июле составила 17.3 и 18.9 °С 
соответственно (рис. 1, а). В 2023 г. засушливый период 
весной и в первой половине лета сменился обильным 
выпадением осадков в августе (см. рис. 1, б).

Метелки срезали для сбора семян в сухую погоду, после 
10 октября (исходя из даты сбора (созревания) цветение 
данной особи должно было наступить в середине августа, 
а не в конце июля–начале августа).

Поскольку виды и формы веерников изучаются в кол-
лекции (в соответствии с основной тематикой) в качестве 
декоративных злаков, выполняли следующие измерения 
и подсчеты: длина побега (см), длина метелки (см), число 
листьев на побеге (шт.).

Для изучения генетической изменчивости мы применя-
ли метод электрофореза межмикросателлитных участков 
геномной ДНК (ISSR-анализ), так как известно, что он 
наиболее удобен, чувствителен и воспроизводим среди 
анонимных методов фрагментного анализа (Nei et al., 
1979; Кашин и др., 2016). ДНК из высушенных в лабора-
торных условиях листьев M. sinensis выделяли методом 
СTAB (Doyle J.J., Doyle J.L., 1987). 

Для изучения изменчивости между исходными форма-
ми и двумя поколениями использовали ISSR-прайме ры, 
апробированные нами для M. sacchariflorus (Poaceae) (До-
рогина и др., 2018). В этой работе нами взято три наи бо лее 
информативных праймера, 17899А, 17898В, UBS-857, 
ха рактеризовавшихся полиморфным и воспроизводимым 
паттерном (Дорогина и др., 2019, 2022).

Полимеразную цепную реакцию проводили на ампли-
фикаторе С1000 (Вio-Rad, США). Объем реакционной 
смеси был 25 мкл. В ее составе использованы следующие 
компоненты: 1.5 ед. Taq ДНК-полимеразы («Медиген», 
Россия); 2.7 мМ MgCl2, 0.8 мМ ISSR-праймера («Меди-
ген»); 2 мкл раствора ДНК; 2 мкл воды mQ Н2O. Ампли-
фикация состояла из нескольких этапов: денатурация 
ДНК в течение 90 с при 94 °С и 35 циклов, каждый из 
которых включал 40 с при 94 °С, 45 с – отжиг праймера и 

Рис. 1. Гидротермические условия вегетационного периода 2022 г. (а) и 2023 г. (б).
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90 с – при 42–56 °С. Продолжительность заключительного 
этапа пролонгирования нуклеотидной цепи составила 
5 мин при 72 °С.

Электрофоретическое разделение продуктов амплифи-
кации выполняли в 1.5 % агарозном геле в 1x TAE-буфере 
при напряжении 4 В/см. Для статистической обработки 
данных задействованы пакеты программ TREECON (Van 
de Peer, De Wachter, 1997). Каждый ISSR-маркер рас-
сматривался как доминантный, генетические дистанции 
и уровень полиморфизма (P, %) каждого праймера рас-
считывали по M. Nei, W.H. Li (1979).

Молекулярно-генетические формулы для паспортиза-
ции популяции M. sinensis были составлены по принци-
пу, предложенному А.А. Новиковой с коллегами (2012). 
На основе амплифицированных ПЦР-фрагментов ДНК 
генетические паспорта представлены в виде генетиче-
ских формул. Генетическая формула содержит сведения 
о примененном методе, праймерах и обнаруженных у 
изучаемого образца амплифицированных фрагментах 
ДНК. Статистическую обработку полученных результа-
тов осуществляли с помощью пакетов программ StatSoft 
EXCEL 6.0 и STATISTICA v.6.0. Для оценки достовер-
ности отличий изменчивости морфометрических при-
знаков использовали непараметрические критерии (U-тест 
Манна–Уитни). 

Результаты 

Морфологическая характеристика
Первые полноценные семена M. sinensis местной репро-
дукции, завязавшиеся от свободного опыления у двух 
растений, которые образовали по нескольку метелок с ка-
чественными зрелыми семенами, были собраны в 2020 г. 
В дальнейшем из этих семян были выращены растения 
репродукции первого (G1) и второго (G2) поколений. 

Исследование ритмологических и биоморфологических 
особенностей отобранных форм M. sinensis показало, что 

в условиях лесостепи Западной Сибири у них отмече-
но раннее весеннее отрастание и цветение, более раннее 
(в кон це июля), чем у других растений, полученных из 
семян данного образца. В связи с этим успевали завязаться 
и вызревать полноценные семена. Цветение последующих 
побегов растягивается до октября. Для данных форм ха-
рактерно образование компактных кустов с более корот-
кими корневищами. Особую декоративность растениям 
придают бордовые побеги и раскидистые метелки (рис. 2). 

Соломина густо покрыта гребнями, относится к пря-
мостоячему или полуэректоидному морфотипу, ее высота 
варьирует в широких пределах, от 160 до 209 см (табл. 1). 
Листовые пластинки удлиненные, линейные (до 70 см), 
их ширина составляет от 0.6 до 1.2 см. Края листовых 
пластинок очень жесткие, средняя жилка белая. Метелка 
у данного образца M. sinensis слегка поникающая, харак-
теризуется 10–25 ветвями, длиной 20–27 см (см. табл. 1). 
Центральная ось метелки короче разветвлений. Колоски 
парные. Один из колосков с короткой, а другой с длинной 
цветоножкой. Длина колосков достигает 4–7 мм. Колоски 
у основания опушены белыми волосками, длина кото-
рых может быть равна длине самого колоска. Эти особен-
ности создают дополнительный декоративный эффект. 
До стоверных различий изменчивости морфометрических 
при знаков у особей G1 и G2 нами не найдено. 

В условиях интродукции изученный образец M. sinensis 
устойчив к местным климатическим условиям, соответ-
ствующим II–III зонам морозостойкости по шкале USDA 
(USDA Plant…, 2024), поэтому зимнего укрытия не тре-
бует. В течение пяти лет интродукции M. sinensis не по-
ражался болезнями и вредителями и отличался засухо-
устойчивостью. 

Изучение биологии прорастания семян двух поколений 
M. sinensis показало, что при выращивании в теплице на-
чало прорастания в обоих поколениях наблюдалось уже 
на 3-и сутки; на 7-е сутки энергия всхожести у семян G2 
составила на 10 % больше, чем у семян от G1 (табл. 2). 

Рис. 2. M. sinensis на экспериментальных участках в ЦСБС СО РАН. 
а – первое поколение, G1; б – второе поколение, G2.

а б

https://ru.wikipedia.org/wiki/Miscanthus_sinensis


O.V. Dorogina, I.N. Kuban, G.A. Zueva 
E.V. Zhmud, O.Yu. Vasilyeva

214 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2025 • 29 • 2

Morphological variability and genetic structure  
of Miscanthus sinensis (Poaceae), Western Siberia

На этом массовое прорастание закончилось, и через 
21 день всхожесть наблюдаемых образцов увеличилась 
еще на 10 % в G1, а у G2 взошли все семена. 

Представители рода Miscanthus в естественных место-
обитаниях начинают вегетацию при достаточно высо-
ких температурах, поэтому для выращивания рассады 
(онтогенетические состояния: проростки, ювенильные 
и имматурные) в теплице нами подобраны оптимальные 
сроки посева семян. 

При посеве семян в конце второй декады января про-
ростки активно росли и развивались, высота их на 10-й 
день достигала 3 см. Первый настоящий лист появился у 
большинства растений G2 на 12-й день после посева. Про-
ростки G1 несколько отставали от G2 в развитии. Третий 
настоящий лист у единичных растений сформировался на 
24-й день развития. На 50-й день после посева корневая 
система достигла 6–8 см в длину, что превышало глубину 
ячейки на 2–3 см. При этом листья у растений при пере-
ходе в имматурное состояние стали заметно желтеть по 
причине малого объема ячеек для роста и развития. Так 
как времени до высадки в открытый грунт оставалось еще 
более месяца, то растения были пересажены в емкости 
бóльшего размера (7 × 7 см). После пересадки имматурные 
растения стали активно развиваться, и к моменту высадки 
в открытый грунт во второй декаде мая их высота варьи-
ровала от 9 до 31 см. 

Таким образом, рассаду M. sinensis в тепличных усло-
виях надо выращивать, проводя посев во второй половине 
февраля. В этом случае во второй половине мая у растений 
развивается разветвленная мочковатая корневая система, 
они переходят в фазу кущения и в данном состоянии 
готовы для высадки в открытый грунт при наступлении 
благоприятных температурных условий. Перед высадкой в 
открытый грунт растениям требуется закаливание. В про-
гревшуюся землю высаживали рассаду на постоянное 
место на расстоянии 80–100 см друг от друга. Согласно 
нашим наблюдениям, у исследованных образцов семена 
хорошо вызревают и не требуют периода послеуборочного 
дозаривания, а лабораторные условия более благоприятны 
для проращивания семян. 

Маркерный анализ
Изучение изменчивости в поколениях G1 и G2 с помо-
щью маркеров ISSR показало в поколении G1 полное 
единообразие спектров амплификации. В поколении G2 
наблюдалась изменчивость, при этом обнаружено пять 
вариантов генотипов (рис. 3).

На электрофореграмме в районе менее 10 000 п. н. мож-
но видеть компонент, присутствующий в каждом из ис-
следованных образцов (см. рис. 3). У всех образцов, кро - 
ме 10, в области 2000–2500 п. н. имеется фрагмент от 
формы S2. В районе около 1000 п. н. у образцов 5 и 10 и 
в районе немного менее 750 п. н. у образцов 6 и 9 наблю-
даются фрагменты, характерные для обеих форм.

Для отобранных нами перспективных исходных форм 
S1 и S2 с целью составления генетической формулы 
было выбрано три маркера, образующих наиболее по-
лиморфные фрагменты (табл. 3). Длина полиморфных 
фрагментов составила от 300 до 3000 п. н. С помощью 
(AC)8 GT-праймера найдено 2 и 4 уникальных фрагмен-
та, они характеризуются наибольшей длиной, 2100 и 
3000 п. н. соответственно. 

При использовании выявленных уникальных молеку-
лярных полиморфных фрагментов и с учетом генетиче-
ской формулы, предложенной для Rhododendron cana
dense А.А. Новиковой с коллегами (2012), генетические 
формулы для отобранных форм S1 и S2 M. sinensis вы-
глядят следующим образом: 
S1: ISSR/(AC)8GT-510,1900/(CA)6AG-620,900/(CA)6GT- 
350,650,830
S2: ISSR/(AC)8GT-700,900,2100,3000/(CA)6AG-600,925/ 
(CA)6GT-300,640,850

Таблица 2. Прорастание семян двух поколений M. sinensis  
из семян репродукции ЦСБС СО РАН в лабораторных 
условиях и в теплице

Показатель G1 G2

Лабораторная всхожесть (28.02.2023)

Число семян 150 36

Энергия прорастания, % 84 94

Всхожесть, % 94 100

Посев в теплице (19.01.2023)

Число семян 72 72

Энергия прорастания, % 78 72

Всхожесть, % 68.0 72.2

Таблица 1. Морфометрические показатели побегов M. sinensis на коллекционном участке ЦСБС СО РАН  
по окончании вегетационного периода

Образцы Длина побегов, см Длина метелки, см Число листьев, шт.

S1 178.4 25.7 9.8

S2 143.3 19.8 9.3

M* ± m Cv M ± m Cv M ± m Cv

G1; N = 3 181.4 ± 14.3 13.7 22.4 ± 1.5 11.5 9.2 ± 0.5 10.0

G2; N = 7 169.4 ± 8.5 13.3 23.5 ± 1.4 16.0 7.9 ± 0.2 8.3

* M – среднее значение; m – ошибка среднего; Cv – коэффициент вариации (%).
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Обсуждение
В условиях теплицы прорастание семян двух поколений 
M. sinensis без предварительной обработки было отмечено 
уже на 3-и сутки, а на 21-й день у G2 взошли все семена. 
Наибольшая всхожесть семян (98 и 88 %) у M. sinensis и 
M. sacchariflorus, выращиваемых в Корее, наблюдалась 
при температуре 30 °С после скарификации 2 % NaOCl 
(Lee et al., 2012). Для выяснения причины низкой всхо-
жести семян и поиска методов улучшения качества семян 
мискантуса польские ученые применяли обработку семян 
гипохлоритом натрия и коммерческими удобрениями 
(Orzeszko-Rywka, Rochalska, 2016).

Проведенный нами ранее анализ муссонного климата 
Владивостока показал, что вегетационный период в дан-
ном географическом пункте довольно продолжительный – 
175–190 дней (Дорогина и др., 2019). Весенние заморозки 
характерны для начала мая, а осенние – для начала ок-
тября. Наиболее засушлив весенне-летний период, за ко-
торым следует длительное летне-осеннее переувлажнение 
с выпадением осадков до 60 % годовой нормы.

Вероятно, теплая, относительно засушливая  первая по-
ловина лета в Приморье стимулирует интенсивное фор-

мирование именно генеративных, а не вегетативных ор-
ганов мискантуса. Дожди во второй половине лета и на-
чале осени способствуют наливу семян и формированию 
вегетативных органов, включая почки возобновления 
следующего года. Аналогичную динамику мы наблюдали 
в г. Новосибирске, в 2023 г. (см. рис. 1). То есть условия 
вегетационного периода в Новосибирске оказались более 
близкими к естественным.

Согласно литературным данным, в степной зоне Став-
ропольского края в течение вегетационных периодов 
2019–2021 гг. 13 сортов M. sinensis сохраняли ритмические 
процессы, аналогичные природным (Гречушкина-Сухо-
рукова, 2022). Так, начало вегетации наступало 12.04–
17.04, а завершение ростовых процессов в фазе цветения 
у раноцветущих сортов – с 5.08–12.08, среднецветущих – 
16.09–22.09, поздноцветущих – 12.10–18.10. Продемон-
стрировано также, что динамические показатели линей-
ного роста генеративных побегов коррелируют с сум- 
 мой эффективных температур вегетационного периода: 
в 2019 г. r = 0.93–0.96; в 2020 г. r = 0.85–0.90; в 2021 г. 
r = 0.90–0.92. Эти данные согласуются с результатами, 
полученными нами в лесостепи Западной Сибири. Ото-

Рис. 3. Электрофореграмма ПЦР-продуктов, полученных при амплификации ДНК у представителей M. sinensis и ISSR-
праймера UBC-857. 
S1, S2 – отобранные формы; дорожки 1–4 – первое поколение (G1), дорожки 5–12 – второе поколение (G2).

Таблица 3. Полиморфные фрагменты, уникальные для отобранных форм (S1, S2) M. sinensis 

Праймер 5’–3’ Число уникальных фрагментов Длина полиморфных фрагментов, п. н.

UBS875(AC)8GT 2/16 
4/16 

S1 510, 1900
S2 700, 900, 2100, 3000

17899A(CA)6AG 2/9 
2/9 

S1 620, 900
S2 600, 925

17898B(CA)6GT 3/10 
3/10 

S1 350, 650, 830
S2 300, 640, 850 

Примечание. Числитель – число уникальных ПЦР-фрагментов; знаменатель – общее число ПЦР-фрагментов.
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бранные нами формы M. sinensis обладали способностью 
продолжительно вегетировать с сохранением декоратив-
ности вплоть до наступления зимнего покоя растений и 
могут успешно выращиваться из семян в условиях кон-
тинентального климата.

В результате анализа данных, полученных для M. sinen
sis в популяции G2, нами выявлено пять вариантов гено-
типов, а G. Nie с коллегами (2014) показали, что в резуль-
тате генотипирования частично фертильных гибридов 
в гибридной популяции M. sinensis обнаружено четыре 
генотипа, два из которых встречались у большинства  
растений. В Японии распространены тетраплоидный 
M. sacchariflorus и диплоидный M. sinensis, среди них 
наблюдается гибридизация (Tang et al., 2019). 

Однако M. sinensis самонесовместим и имеет перено-
симые ветром пыльцу и семена, которые, как ожидается, 
ограничивают дифференциацию популяций. Степень диф-
ференциации популяции с применением молекулярных 
маркеров оценена лишь частично для M. sinensis на от-
дельных ареалах Китая (Chou et al., 2000; Swaminathan 
et al., 2012).

Из литературных данных известно, что M. sinensis – 
 растение с перекрестным типом опыления (Mitros et al., 
2020). В целом для представителей этого рода присуща 
меж- и внутривидовая гибридизация, поэтому они харак-
теризуются богатым генетическим разнообразием и на-
личием гетерозиса (Zhang et al., 2021). Генетическое разно-
образие используется для создания гибридов мискантуса 
(веерника), которые могут давать более высокие урожаи 
биомассы и демонстрировать лучшую адаптивность к 
различным климатическим условиям, чем их родитель-
ские виды (Clark et al., 2015). Поскольку искусственная 
гибридизация нами не проводилась, а два растения, S1 и 
S2, произрастали на коллекционном участке на небольшом 
расстоянии друг от друга, кроме того, полученные рас-
тения G2 отличались от исходных отобранных форм S1 
и S2 высотой, более мощными листьями и стеблями, мы 
предположили наличие гибридных растений в результате 
спонтанной гибридизации.

Согласно заключениям, сделанным ранее на основании 
гистохимического анализа побегов M. sinensis, некото-
рые экземпляры этого вида могут накапливать боль шое 
количество лигнина в сухих, завершивших вегетацию со-
ломинах, что может затруднить его промышленную пере-
работку (Дорогина и др., 2019). Поэтому данный вид более 
перспективен для отбора декоративных форм.

В большинстве литературных источников, посвящен-
ных различным аспектам изучения и практического при-
менения видов, форм, гибридов и сортов веерников, от-
мечается, что в рамках собранного коллекционного гено-
фонда требуются серьезные систематические уточнения 
(Greef et al., 1997; Nishiwaki et al., 2011; Gifford et al., 2014). 
Анализ генетического разнообразия может предоставить 
информацию также о происхождении и составе отдельных 
линий (Xu et al., 2013; Chen et al., 2022). 

Обнаруженная нами фенотипическая и генетическая 
изменчивость у M. sinensis позволяет проводить отбор 
форм с различными хозяйственно ценными признаками 
для дальнейшего генетического улучшения и развития 
сорта с желаемыми признаками. Например, межвидовые 

гибриды между M. sacchariflorus и M. sinensis, такие 
как Miscanthus × giganteus, перспективны в культуре для 
получения биомассы в регионах с умеренным климатом. 
Такие частично фертильные гибриды интересны для 
улучшения мискантуса как культуры биомассы, а также 
качественных характеристик видов Miscanthus (Tamura  
et al., 2016; Chen et al., 2022). 

Таким образом, селекционная работа с мискантусом 
в суровых климатических условиях переходит на прин-
ципиально новый уровень – оказывается реальным не 
только испытывать по большей части случайно выбран- 
ные формы, привезенные из естественных местообита-
ний, но и работать с широким спектром потомства, по-
лученного из семян местных репродукций различных 
поколений, что увеличивает возможности отбора форм с 
различными признаками. Перспективны дальнейшее изу-
чение феноритмики, биологии прорастания семян, морфо-
логии и гистохимического анализа побегов; генетическо-
го разнообразия; степени дифференциации популяции с 
использованием молекулярных маркеров и проведение 
отбора форм растений M. sinensis, обладающих ценными 
декоративными и техническими (технологическими) ха-
рактеристиками.

Заключение
Отобранные нами формы М. sinensis обладают высокой 
декоративностью и устойчивостью в интродукции, завя-
зывают жизнеспособные семена, перспективны для се-
менного размножения и селекции. Они не требуют полива 
для поддержания декоративности в засушливые периоды. 
M. sinensis успешно произрастает как на открытых, так и 
в затененных местах, cохраняет декоративность в зимних 
условиях, под снегом. Потомство исследуемого образца 
в условиях Западной Сибири проходит все этапы онто-
генеза, формирует жизнеспособные семена, сохраняет 
декоративность с конца июля до октября.

Выявленные полиморфные фрагменты у М. sinensis мо-
гут быть использованы для идентификации и таксономии, 
а уникальные молекулярные полиморфные фрагменты, 
представляющие собой последовательности определен-
ной длины, – основа для паспортизации популяций, форм 
и линий, перспективных для получения декоративных 
форм M. sinensis. В целом наши результаты помогут в раз-
работке программ селекции с упором на создание сортов 
Miscanthus с элитным потенциалом.
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Аннотация. Комары рода Aedes, подрода Stegomyia являются переносчиками ряда вирусов позвоночных, в 
том числе возбудителей арбовирусных лихорадок человека. Особый интерес представляет изучение генети-
ческих особенностей синантропных популяций видов этой группы. Мы получили, аннотировали и описали 
митохондриальные геномы трех видов комаров рода Aedes, подрода Stegomyia: Ae. albopictus, Ae. flavopictus и 
Ae. sibiricus. Митохондриальные геномы Ae. flavopictus и Ae. sibiricus были получены от комаров из синантроп-
ных популяций с Дальнего Востока России. Митохондриальный геном Ae. sibiricus представлен нами впервые. 
Митохондриальный геном Ae. albopictus был получен для клеточной линии C6/36. Мы подобрали три комплек-
та праймеров для каждого из видов комаров, которые амплифицируют весь митохондриальный геном, кроме 
контрольной области, и отсеквенировали геномы методом Сэнгера. Все три новых генома имеют одинаковый 
порядок расположения генов. Идентифицировано 13 канонических белок-кодирующих генов, 2 гена рибосо-
мальной РНК, 22 гена транспортной РНК. Белок-кодирующие гены имеют канонические старт- и стоп-кодоны 
за двумя исключениями. Канонический стоп-кодон «TAA» неполный в генах cox1 и cox2. В гене cox1 отсутствует 
канонический старт-кодон для метионина. Нуклеотидная изменчивость представлена в основном точковы-
ми нуклеотидными замещениями. Инсерции-делеции имеются в областях межгенных спейсеров. Проведен 
филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей полных митохондриальных геномов всех из-
вестных видов комаров рода Aedes, подрода Stegomyia. Полученные данные позволили провести измерение 
соотношения синонимичных и несинонимичных замен (Ka/Ks) в конкретных белок-кодирующих генах.
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Mitochondrial genome variation of mosquito species  
in the subgenus Stegomyia of the genus Aedes (Diptera: Culicidae) 
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Abstract. Mosquitoes in the subgenus Stegomyia of the genus Aedes are vectors of a number of vertebrate viruses, 
including human arboviral fevers. Of particular interest is the study of the genetic characteristics of invasive popula-
tions of species in this group. We obtained, annotated and described the mitochondrial genomes of three Stegomyia 
mosquito species of the genus Aedes: Ae. albopictus, Ae. flavopictus and Ae. sibiricus. The mitochondrial genomes 
of Ae. flavopictus and Ae. sibiricus were obtained from mosquitoes from synanthropic populations in the Russian 
Far East. The mitochondrial genome of Ae. sibiricus is presented for the first time. The mitochondrial genome of  
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Ae. albo pictus was obtained for the C6/36 cell line. We selected three primer sets, for each mosquito species, that 
 amplify the entire mitochondrial genome except for the control region and sequenced the genomes using the 
Sanger method. All three new genomes have an identical gene order. We identified 13 canonical protein-coding 
genes, 2 ribosomal RNA genes, and 22 transport RNA genes. Protein-coding genes have canonical start and stop 
codons with two exceptions. The canonical stop codon “TAA” is incomplete in the cox1 and cox2 genes. The cox1 
gene lacks the canonical start codon for methionine. Nucleotide variability is mainly represented by point nucleotide 
substitutions. A phylogenetic analysis of the nucleotide sequences of complete mitochondrial genomes of all known 
mosquitoes species in the subgenus Stegomyia of the genus Aedes was performed. The data obtained made it pos-
sible to measure the ratio of synonymous to non-synonymous substitutions (Ka/Ks) in specific protein-coding genes.
Key words: invasive species; mitochondrial genome; phylogenetic analysis; mtDNA

For citation: Bega A.G., Goryacheva I.I., Moskaev A.V., Andrianov B.V. Mitochondrial genome variation of mosquito 
species in the subgenus Stegomyia of the genus Aedes (Diptera: Culicidae). Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = 
Vavilov J Genet Breed. 2025;29(2):219-229. doi 10.18699/vjgb-25-25

Введение
Комары, принадлежащие к роду Aedes, подроду Stegomyia, 
являются основными переносчиками лихорадки денге, 
желтой лихорадки и других инфекций, вызываемых ар-
бовирусами, по всему миру (Weetman et al., 2018). Наи-
больший интерес и практическое значение представля
ют инвазионные виды комаров из этой группы, образую
щие плотные синантропные популяции. Aedes albopictus 
Skuse, 1894 – инвазионный вид родом из ЮгоВосточной 
Азии, который за последние 50 лет расселился на все кон
тиненты, за исключением Антарктиды (Medlock et al., 
2012). В Российской Федерации этот вид обитает на юге 
европейской части страны. Изучение его генетической из
менчивости в России в основном базируется на анализе 
баркодфрагмента митохондриального гена cox1 (Федо-
рова и др., 2019; Bega et al., 2022).

Подрод Stegomyia в России представлен еще тремя ви
дами комаров, обитающими на Дальнем Востоке и в Си
бири: Aedes flavopictus Yamada, 1921, Aedes sibiricus Da
nilov & Filippova, 1978 и Aedes galloisi Yamada, 1921. 
Эти три вида считаются аборигенными лесными, что 
подтверждается сравнительным анализом генетической 
структуры популяций Ae. albopictus и Ae.  flavopictus с 
Корейского полуострова (Shin, Jung, 2021). Ранее Ae. fla
vopictus и Ae. sibiricus не формировали плотных попу-
ляций на Дальнем Востоке и были найдены лишь в еди-
ничных экземплярах (Гуцевич и др., 1970). В последнее 
время стали появляться сообщения о встрече этих видов 
на урбанизированных территориях (Берлов, Куберская, 
2021; Берлов и др., 2021). Нами были получены данные о 
расширении ареала и формировании плотных синантроп-
ных популяций Ae. flavopictus и Ae. sibiricus на Дальнем 
Востоке России, что, вероятно, свидетельствует о начале 
формирования инвазионных популяций этих видов (Bega 
et al., 2022).

В данном сообщении мы представляем результаты сек-
венирования митохондриальных геномов представителей 
потенциально инвазионных популяций Ae. flavopictus и 
Ae. sibiricus и митохондриального генома клеточной линии 
Ae. albopictus C6/36, а также филогенетический анализ 
полученных последовательностей.

Митохондриальный геном Ae. albopictus уже хорошо 
охарактеризован, но некоторые моменты до сих пор оста-
ются спорными. Так, митохондриальные геномы комаров 
с острова Тайвань, в том числе геном, являющийся рефе-

ренсным (ID NC_006817), имеют сдвиги рамок считыва-
ния и аномальные стопкодоны. Это может быть связано 
с тем, что особь была взята из уникальной островной и 
предположительно нативной популяции, однако может яв-
ляться следствием включения в митохондриальный геном 
ядерных копий митохондриальных генов, или Numts. Не-
которые последовательности митохондриальных геномов 
Ae. albopictus, представленные в GenBank, имеют делеции 
и поли(А) спейсеры (Battaglia et al., 2016; ZeZe et al., 
2020). Особенности митохондриального генома клеточ-
ной культуры Ae. albopictus ранее не изучались. Культу-
ра C6/36 была получена от комаров, место отлова которых 
точно неизвестно (Singh, 1967). К настоящему времени 
культура пассируется в лаборатории более 50 лет. В усло-
виях клеточной культуры, при постоянной температуре и 
избытке питательных веществ, клетки не испытывают тех 
факторов отбора, которым подвергаются природные по-
пуляции комаров. Получение митохондриального генома 
клеточной культуры C6/36 представляет интерес, так как 
показывает, какие именно митохондриальные гены ис-
пытывают давление отбора в природных популяциях. На 
момент подготовки данной статьи в GenBank NCBI были 
размещены только две последовательности митохондри-
альных геномов Ae. flavopictus – NC_050044 и MT501510 
из южной части ареала вида. Полученный нами геном 
представляет ранее не охарактеризованную северную 
часть ареала. Митохондриальный геном Ae. sibiricus по-
лучен в данном исследовании впервые. В GenBank NCBI 
имелся один митохондриальный геном для близкого вида 
Ae. galloisi. Последовательности, полученные в настоящем 
исследовании, могут быть использованы в дальнейшем 
при изучении генетических особенностей комаров под-
рода Stegomyia. 

Материалы и методы
Сбор образцов и видовая идентификация. Выборки 
комаров были собраны на территории Дальнего Востока 
России летом 2020 г. Мы отловили Ae. flavopictus в г. Ха-
баровске, Ae. sibiricus в г. Свободном Амурской области. 
Клон C6/36 Aedes albopictus – коммерчески доступная 
клеточная линия комаров, выделенная из личинок этого 
вида (Singh, 1967). Идентификацию видов по морфологи-
ческим признакам проводили в соответствии с ключами 
в определителях (Гуцевич и др., 1970; Tanaka, 1979; Ree, 
2003).
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Отдельно следует оговорить таксономический статус 
комара, определенного нами как Ae. sibiricus. Не все вы-
шеуказанные определители включают информацию о вы-
делении вида Ae. sibiricus из ранее описанного Ae. galloisi 
(Данилов, Филиппова, 1978). Мы использовали ключи 
для идентификации этих видов по окраске лапок и по 
строению гипопигия самцов (Данилов, Филиппова, 1978; 
Полторацкая, Мирзаева, 2013). В настоящее время вид 
Ae. sibiricus включен в каталог кровососущих комаров 
мира “Mosquitoes of the World” (Wilkerson et al., 2021), од-
нако его описание опубликовано только на русском языке, 
в связи с чем Ae. sibiricus отсутствует в таксономической 
базе данных GenBank.

Выделение ДНК и секвенирование митохондриаль-
ного генома. Тотальную ДНК выделяли из отдельных осо-
бей имаго комаров. Каждый экземпляр гомогенизировали 
в растворе для лизиса. Лизирующий раствор имел состав: 
500 мM TrisEDTA pH = 8.0, 100 мкг/мл Proteinase K, 1 % 
Sodium Nlauroylsarcosinate, 100 мM NaCl. Лизис прово-
дился при 50 °С в течение 3 ч. После завершения лизиса 
ДНК экстрагировали фенолом. Фенол находится в верх ней 
фазе. К полученному раствору ДНК добавляли два объема 
воды, затем ДНК осаждали изопропиловым спиртом. По-
сле очистки ДНК растворяли в деионизированной воде.

Митохондриальные геномы амплифицировали с по
мощью набора реактивов Encyclo Plus PCR kit («Евроген», 
Россия) и секвенировали по методу Сэнгера. Праймеры 
были подобраны нами с помощью программы Primer3 
(Rozen, Skaletsky, 2000) на основе митохондриального ге
нома Ae. albopictus, опубликованного в работе (Battaglia 
et al., 2016). ПЦР амплификацию для всех подобранных 
нами пар праймеров проводили при температуре отжига 
58 °С. Перечень использованных нами праймеров пред-
ставлен в табл. 1–3.

Биоинформационный анализ. Для выявления мито-
хондриальных генов мы анализировали последователь-
ности с помощью программы BLAST. Стартовые и стоп
кодоны открытых рамок считывания определяли путем 
сравнения со стартовыми и стопкодонами ортологичных 
белоккодирующих генов в GenBank. Филогенетический 
анализ выполняли в программе MEGA7 (Kumar et al., 
2016). Выравнивание последовательностей, полученных 
в результате секвенирования, с последовательностями 
в базах данных проводили с использованием ресурсов 
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Применяли алго
ритм множественного выравнивания последовательно
стей Clu stal W (Thompson et al., 1994). Кольцевой мито
хондриальный геном визуализировали с помощью про-
граммы Chloroplot (Zheng et al., 2020). Алгоритм расчета 
отношения Ka/Ks описан в работе (Wang D. et al., 2011). 
Расчет проводился с помощью программного обеспечения 
KaKs_Calculator (Zhang Z. et al., 2006) с использованием 
простого метода корректировки замен (NG) (Nei, Gojo bo
ri, 1986). Если длина сравниваемой последовательности 
ДНК равна n, а количество замен между сравниваемыми 
последовательностями равно m, то для расчета величин Ka 
и Ks определялось количество синонимичных (S) и неси-
нонимичных (N) сайтов (S + N = n) и количество синони-
мичных (Sd) и несинонимичных (Nd) замен (Sd + Nd = m). 

Тогда после введения коррекции на нали чие множествен-
ных замен (Nd/N) и (Sd/S) можно опре делить наблюдаемое 
число синонимичных замен на си нонимичный сайт, число 
несинонимичных замен на несинонимичный сайт и их 
отношение. Таким образом, расчет включал три шага: 
подсчет S и N, подсчет Sd и Nd и коррекцию множествен
ных замен. Дистрибутив программы находится по ссылке: 
https://ngdc.cncb.ac.cn/biocode/tools/BT000001. 

Результаты

Организация полученных митохондриальных геномов
Митохондриальные геномы трех видов комаров рода 
Aedes, подрода Stegomyia (Ae. albopictus, Ae. flavopictus 
и Ae. sibiricus) идентичны друг другу по порядку генов 
и сходны по нуклеотидной последовательности. Длина 
митохондриального генома без учета длины контроль
ных областей: Ae. albopictus – 14 900 п. н., Ae. flavopic
tus – 14 893 п. н., Ae. sibiricus – 14 886 п. н. Нуклеотидная 
изменчивость представлена точечными нуклеотидными 
заменами. При сравнении митохондриальных геномов 
Ae. albopictus и Ae. flavopictus величина нуклеотидной 
дивергенции минимальна (5.74 %). Максимальная степень 
нуклеотидной дивергенции наблюдается при сравнении 
нуклеотидных последовательностей митохондриальных 
геномов Ae. albopictus и Ae. sibiricus (7.51 %). Мито-
хондриальные геномы Ae. flavopictus и Ae. sibiricus раз-
личаются на 6.62 %. Все три митохондриальных генома 
имеют сильное смещение A + T = 78.4 %, что типично для 
митохондриальных геномов двукрылых.

Идентифицированы 13 канонических белоккодирую
щих генов (БКГ), 2 гена рибосомальной РНК, 22 гена 
транспортной РНК. Все БКГ имеют канонические старт и 
стопкодоны за двумя исключениям. Канонический стоп
кодон «TAA» неполный в генах cox1 и cox2. Предполага
ется, что отсутствующее основание «A» дополняется в 
ходе процессинга РНК. Кроме того, в гене cox1 отсутст
вует канонический старткодон для метионина. Тяжелая 
нить (Jstrand) содержит 22 гена, включая 9 БКГ и 13 генов 
тРНК. Остальные 15 генов (4 БКГ, 2 рРНК и 9 тРНК) 
кодируются на легкой нити (Nнити). Кольцевая гене-
тическая карта митохондриального генома Ae. sibiricus 
представлена на рис. 1.

Филогенетический анализ
Филогенетический анализ полученных нами нуклеотид-
ных последовательностей митохондриальных геномов 
комаров со всеми доступными последовательностями ми
тохондриальных геномов Ae. albopictus, Ae. flavopictus, 
Ae. aegypti и Ae. galloisi, зарегистрированными в GenBank, 
представлен на рис. 2. Регион сравнения включал весь 
митохондриальный геном, за исключением контрольного 
региона.

Виды Ae. albopictus, Ae. aegypti и Ae. flavopictus об-
разуют независимые кластеры с высокими значениями 
бутстрепподдержки. Митохондриальный геном клеточ-
ной линии C6/36 кластеризуется с митохондриальными 
геномами Ae. albopictus из инвазионной части ареала вида. 
Ae. sibiricus и Ae. galloisi кластеризуются совместно.

https://ngdc.cncb.ac.cn/biocode/tools/BT000001
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Таблица 1. Список праймеров, использованных для получения последовательности нуклеотидов  
полного митохондриального генома клеточной культуры C6/36 Ae. albopictus

Имя праймера Последовательность 5’→3’ Локализация на последовательности 
GenBank ID: OQ145430

Длина ПЦР фрагмента, 
п. н.

G1_18L aatgaattgcctgataaaaagga 1–23 711

G1_18R tgatttaatcctccaaatgc 711–692

G4_5L ttctataattattggggcatttgg 676–699 941

G4_5R aaaagcatgagcagtaacaattaca 1617–1596

G1_16L ctggaatagtcggaacttcactaag 1505–1529 986

G1_16R cggttaatcccccaactgta 2491–2472

G1_15L gccctgcacttttatgatcttt 2432–2453 919

G1_15R tcattgatggccaataactttt 3351–3330

G1_14L tggccatcaatgatattgaagtta 3339–3362 812

G1_14R gaatcgattaggtattaatcaaaatgt 4160–4134

G1_13L ttggtcttttaattatcccatcaac 4111–4135 854

G1_13R ttccccatcgtaatcctaatg 4965–4945

G1_12L tcgagaaggaacatttcaagg 4904–4924 895

G1_12R ttggtaaaattaaagcaatttctacat 5799–5773

G1_12-11L tgtgacttccaatcacaagga 5528–5548 653

G1_12-11R tgttgatcaagaaaaagctgcta 6181–6159

G1_11L tcatgaatgaaatcaaggagca 5885–5906 619

G1_11R caagggtgaagagaatattttgg 6504–6482

G1_10L tttgaaactcttgcacatataatgaa 6423–6448 1027

G1_10R tgctcctactcctgtttctgc 7450–7430

G1_9L gaatgaactaaagcagaaacagga 7418–7441 560

G1_9R ttttattgaatgagaagttgtttcttt 7978–7952

G1_9-8L tcaccaattcgattagaaagagc 7631–7653 622

G1_9-8R tcttcaggaagaagtcgagaattt 8253–8230

G3_1L aaaaattctcgacttcttcctga 8228–8250 715

G3_1R ttgtgtatggtggttgcttttt 8943–8922

G1_7L agttgcctcaacatgagctt 8860–8879 858

G1_7R gacgaaaacatcttctctgtacatt 9718–9694

G1_6L cagagaagatgttttcgtctagaaata 9700–9726 840

G1_6R cccaataatgatccaaaatttca 10540–10562

G1_5L ttcagcctgatgaaattttgg 10530–10550 944

G1_5R ggtcgagctccaattcatgt 11474–11455

G1_4L tgaattggagctcgacctgt 11458–11477 810

G1_4R ggggtttatactgtaatagttgctgga 12268–12242

G1_4-3L ccttcagcaaaatcaaaagga 11994–12014 515

G1_4-3R tcaaattcgtaaggggccta 12509–12490

G3_2L taggccccttacgaatttga 12490–12509 788

G3_2R taaagggccgcagtattttg 13287–13268

G1_2L ctcattcaaccattcatacaagc 13204–13226 853

G1_2R gaaaagaaatttgtgcaaatcaa 14057–14035

G1_1L tgatttgcacaaatttcttttca 14036–14058 679

G1_1R ccagctaccgcggttataca 14715–14696

G5_1L ttgtataaccgcggtagctg 14695–14714 520

G5_1R tgatgcttctaggaagaaatgaa 15215–15193
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Таблица 2. Список праймеров, использованных для получения последовательности нуклеотидов  
полного митохондриального генома Ae. flavopictus

Имя праймера Последовательность 5’→3’ Локализация на последовательности 
GenBank ID: OQ145431

Длина ПЦР фрагмента, 
п. н.

G1_18fL aatgaaggccccgataaaaagga 1–23 710

G1_18fR tggtttaatcctccaaatgc 710–691

G1_17fL ttactttctataattattggagcattt 670–696 898

G1_17fR aaatatccctgaatgtctaagttcagt 1568–1542

G1_16fL ctggaatagtaggaacttctttaag 1504–1528 986

G1_16fR cagttaatcctccaacgtta 2490–2471

G1_15fL gccctgctttattgtgatcttt 2431–2452 919

G1_15fR tcattgatgcccaataaccttt 3350–3329

G1_14fL tgggcatcaatgatactgaagtta 3338–3361 812

G1_14fR aaatcgattaggtattaatcagaatgt 4159–4133

G3_14fL ttggtcttttaattattccttcaaca 4110–4135 831

G3_3R ggtcttcatacaatccccgt 4941–4922

G3_3L tcgagaaggaacatttcaagg 4903–4923 895

G1_12fR taggtaaaattaaagcaatttctacat 5798–5772

G1_12-11L tgtgacttccaatcacaagga 5527–5547 656

G1_12-11R tgttgatcaagaaaaagctgcta 6183–6161

G1_11fL ccatgaatgaaatcaaggagca 5884–5905 622

G1_11fR caaggatgaagcgaatattttgg 6506–6484

G1_10fL tttgaaactcttggacatataatgaa 6425–6450 1027

G1_10fR agcaccaacacctgtttctgc 7452–7432

G1_9fL gaatgaactaaagcagaaacaggt 7420–7443 513

G1_9fR ttttattgaatgggaaattgtttcttt 7980–7954

G1_9-8fL tctacaattcgattagaaagagc 7633–7655 622

G1_9-8fR tcttcaggaagagttcgggaattt 8255–8232

G3_4fR tcatatcattgacaccacaaatca 8106–8129 560

G3_4L tctgttgctcatatgggtattgtt 8666–8643

G4_6L ttcgtcttcctattcgctca 8513–8532 794

G4_6R gtttttggatttgtggtttaatttt 9307–9283

G4_7L aaaattaaaccacaaatccaaaaa 9283–9306 612

G4_7R tttgggagttaatgaaaaggaa 9895–9874

G4_8L ttccttttcattaactcccaaag 9874–9896 817

G4_8R tcgtaaaaatcaaccattatttacatc 10691–10665

G1_5fL ttcagcctgatgaaatttcgg 10532–10552 944

G1_5fR ggtcgggctccaattcatgt 11476–11457

G1_4fL tgaattggagcccgacctgt 11460–11479 789

G1_4fR ggggtttatactgtaatagttgctggg 12265–12239

G1_4-3L ccttcagcaaaatcaaaagga 11991–12011 515

G1_4-3fR tcaaattcgtaaagggccaa 12506–12487

G1_3fL tgttccttagtaaataacttcacagca 12420–12446 809

G1_3R tgaaggcttgtatgaatggttg 13229–13208

G1_2L ctcattcaaccattcatacaagc 13202–13224 829

G1_2R gaaaagaaatttgtgcaaatcaa 14058–14036

G1_1L tgatttgcacaaatttcttttca 14037–14059 675

G1_1R ccagctaccgcggttataca 14712–14693

G5_2L gctggcacaaattttaccaata 14708–14729 1000

G5_2R cctatgggtcctaaatgaagaaaa 15684–15707
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Таблица 3. Список праймеров, использованных для получения последовательности нуклеотидов  
полного митохондриального генома Ae. sibiricus

Имя праймера Последовательность 5’→3’ Локализация на последовательности 
GenBank ID: OQ145432

Длина ПЦР фрагмента, 
п. н.

G1_18sL aatgaattgcccgataaaaagga 1–23 706

G1_18R tgatttaatcctccaaatgc 706–687

G4_4L tggagcatttggaggattaaa 683–703 599

G4_4R caaatattttcagctttgaaggctat 1282–1257

G3_5L aactaatagccttcaaagctgaaa 1252–1275 417

G3_5R tcaatttccaaatcctccaa 1669–1650

G3_6L ttcgaacagaacttagtcatccag 1536–1559 919

G3_6R tcctaaagatcataaaagagcagga 2455–2431

G1_15sL gtcctgctcttttatgatcttt 2430–2451 919

G1_15sR tcattgatgaccaataactttt 3349–3328

G3_7L tttgaacaattttaccagcaatta 3228–3251 881

G3_7R agttgaaggaataattaaaagaccaa 4109–4134

G3_8L tgtatttgacccttcaactactattttt 4050–4077 700

G3_8R ctactaagtgaaaggggtgatttg 4750–4727

G3_9L gtcaacacacgcaaatcacc 4716–4735 810

G3_9R tccttgtgattggaagtcacatatac 5546–5521

G1_12-11L tgtgacttccaatcacaagga 5526–5546 657

G1_12-11sR tggtgatcaagaaaaagctgcta 6183–6161

G1_11L tcatgaatgaaatcaaggagca 5883–5904 614

G1_11sR caaggatgaagagaatattttgg 6497–6475

G3_10L ctcttcatccttgatcaaattcc 6485–6507 959

G3_10R cagcccctactcctgtttca 7444–7425

G1_9sL gaatgaactaaagctgaaacagga 7411–7434 560

G1_9sR ttttattgaatgagaaattgtatcttt 7971–7945

G1_9-8sL tctccaatacgattagataaagc 7624–7646 622

G1_9-8sR tcttcagggagaacccgagaattt 8246–8223

G3_11L aattctcgggttctccctga 8224–8243 897

G3_11R ttttgaaagaagcttaattcctacatt 9121–9147

G4_2L ctgcttgtaaacgttcaggct 9074–9094 816

G4_2R aactttgggagttaaagaaaaggaa 9890–9866

G4_3L cttccttttctttaactcccaaag 9865–9888 818

G4_3R tcgtaaaaatcaaccattatttacatc 10683–10657

G1_5sL ttcagcttgatgaaattttgg 10524–10544 944

G1_5sR ggtcgagctccaattcaggt 11468–11449

G1_4sL tgaattggagctcgaccagt 11452–11471 808

G1_4R ggggtttatactgtaatagttgctgga 12260–12234

G1_4-3sL ccttcagcaaaatcaaaaggt 11986–12006 515

G1_4-3sR tcaaattcggaaagggccta 12501–12482

G1_3sL tgttctttagtaaataacttcacagca 12415–12441 807

G1_3R tgaaggcttgtatgaatggttg 13222–13201

G3_12L caaccattcatacaagccttca 13201–1   3222 849

G3_12R gaaaagaaatttgtgcaaatcaa 14050–14028

G1_1L tgatttgcacaaatttcttttca 14029–14051 676

G1_1R ccagctaccgcggttataca 14705–14686

G5_3L ttgtataaccgcggtagctg 14685–14704 358

G5_3R ggggttatttttaataaggcaattt 15043–15019
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Рис. 1. Митохондриальный геном Ae. sibiricus без контрольного участка, расположенного между 12S рРНК и тРНК-Ile.
Нуклеотидная последовательность зарегистрирована в базе данных GenBank под номером OQ145432. Геном зарегистрирован как Ae. galloisi в силу того, 
что разделение близкородственных видов Ae. galloisi и Ae. sibiricus пока не является общепризнанным, а вид Ae. sibiricus еще не представлен в системати-
ческой базе данных GenBank. Мы считаем правильным видовым именем собранных комаров Ae. sibiricus.

Рис. 2. NJ-дендрограмма полных митохондриальных геномов. 
Дендрограмма построена методом максимального правдоподобия. Длина ветвей выражена в числе замен оснований на сайт. 
Значения бутстреп-поддержки показаны рядом с узлами (10 000  реплик). В качестве внешней группы использовались полные 
митохондриальные геномы Ae. koreicus и Anopheles gambiae. Митохондриальные геномы, полученные в данном исследовании, от-
мечены ромбом. Нуклеотидные последовательности зарегистрированы в базе данных GenBank с номерами OQ145430–OQ145432.
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Анализ изменчивости белок-кодирующих генов
Мы провели расчет величины отношения частоты точ
ко вых нуклеотидных замен (Ka/Ks), приводящих к из
ме нению аминокислотной последовательности (несино-
нимичные замены, Ka) или не приводящих к изменению 
аминокислотной последовательности белка (синонимич
ные замены, Ks), для белоккодирующих генов при попар-
ном сравнении митохондриальных геномов, полученных 
в данном исследовании: Ae. albopictus и Ae. sibiricus, 
Ae. albopictus и Ae. flavopictus, Ae. flavopictus и Ae. sibi 
ricus (рис. 3). Изучаемые нами виды комаров являются 
близкородственными, ареалы их обитания имеют крае-
вые пересечения, но центры видовых ареалов относятся 
к разным природноклиматическим зонам. Ae. albopic
tus приурочен главным образом к тропическому и суб-
тропическому климатическому поясу, Ae. flavopictus и 
Ae. sibiricus – к умеренному климатическому поясу. При 
этом Ae. flavopictus превалирует в зонах мусонного кли-
мата, а Ae. sibiricus – в зонах резко континентального 
климата. Такое попарное сравнение БКГ призвано вы-
явить различия, которые могут быть адаптивно значимы 
в условиях обитания разных видов комаров. Величины 
на рис. 3 ранжированы по убыванию на основе сравнения 
Ae. albopictus и Ae. sibiricus. 

Соотношение Ka/Ks во всех попарных сравнениях не 
превышает 0.25, что свидетельствует о сильном стаби-
лизирующем отборе (Yang, Bielawski, 2000; Guo et al., 
2021; Xing et al., 2022). Наиболее изменчивыми генами 
при сравнении Ae. albopictus/Ae. sibiricus и Ae. albopic
tus /Ae. flavopictus являются nd4, nd6 и atp8. Наиболее 
консервативные гены – nd1, atp6, nd4l, cox1. 

Помимо межвидовых сравнений, мы провели внутриви-
довые попарные сравнения, чтобы оценить внутривидо-
вую изменчивость митохондриальных БКГ. Для этого мы 
сравнили митохондриальный геном клеточной культуры 
С6/36 Ae. albopictus, полученный в данном исследовании, с 
геномом Ae. albopictus из Китая (GenBank ID MH587224), 
митохондриальный геном Ae. flavopictus с геномом Ae. fla
vopictus из Японии (GenBank ID NC050044), а митохон-
дриальный геном Ae. sibiricus с геномом Ae. galloisi из 
Японии (GenBank ID MW465951). Величины отношения 
Ka/Ks приведены на рис. 4. Порядок расположения генов 
идентичен с порядком ранжирования генов на рис. 3.

Внутри вида Ae. flavopictus самые высокие значения 
величины Ka/Ks наблюдались в генах nd5, nd6, cox1, 
cytb. Гены atp8, cox2, nd3, coх3, nd1, atp6 и nd4l характе-
ризуются низкой суммарной нуклеотидной изменчиво 
 стью. При сравнении митохондриальных геномов кома

Рис. 3. Соотношение Ka/Ks в белок-кодирующих митохондриальных генах.

Рис. 4. Попарные внутривидовые сравнения нуклеотидной изменчивости по величине отношения Ka/Ks митохондриаль-
ных белок-кодирующих генов.
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ров Ae. al bopictus из природной популяции и из клеточной 
культуры C6/36 (Singh, 1967) наибольшее соотношение 
Ka/Ks наблюдается в генах nd4, cytb, coх1, nd5. Экстре-
мально высокая изменчивость в этой паре митохондри-
альных геномов обнаружена в гене nd4. Минимальная 
изменчивость у Ae. albopictus характерна для генов nd6, 
atp8, nd2, cox2, nd3, cox3, nd1, nd4l. При сравнении ми-
тохондриальных БКГ Ae. sibiricus и Ae. galloisi высокие 
значения величины Ka/Ks наблюдались в генах nd4, nd5, 
atp8, cox2, cytb, cox3, nd1, coх1, atp6. Консервативными 
были гены nd6, nd2, nd3, nd4l.

Обсуждение

Организация полученных митохондриальных геномов
Полученные в нашем исследовании значения нуклеотид-
ной дивергенции между тремя близкородственными ви-
дами комаров сопоставимы между собой и соответствуют 
географическому распространению видов в Восточной 
Азии. Ae. albopictus – наиболее теплолюбивый вид, ха-
рактерный для Китая и южной Азии, Ae. sibiricus – самый 
северный, в то время как Ae. flavopictus занимает среднее 
положение (Bega et al., 2022). 

Применение молекулярногенетических маркеров для 
определения видов комаров основано на использовании 
порогового уровня допустимой внутривидовой изменчи-
вости данного маркера. Этот порог для каждого маркера и 
каждой систематической группы насекомых определяется 
эмпирически (Zhang H.G. et al., 2017). Так, у многих групп 
насекомых пороговый уровень внутривидовой нуклеотид-
ной изменчивости BOLDфрагмента митохондриального 
гена cox1 равен 3 % (Hebert et al., 2003). Внутривидовая 
изменчивость комаров Anopheles hyrcanus s. l. на террито-
рии Дальнего Востока России варьировала в пределах от 
0.36 до 1.09 %, межвидовая – от 2.34 до 4.50 % (Khrabro va 
et al., 2015). В среднем по баркодфрагменту cox1 внутри-
видовая изменчивость комаров в Китае равнялась 0.39 % 
(Wang G. et al., 2012). Для полных митохондриальных 
геномов уже накоплено много информации, однако нет 
общепринятых количественных обобщений. 

Филогенетический анализ
Опубликованные к настоящему времени митохондриаль-
ные геномы Ae. albopictus можно разделить на две груп-
пы. Первая группа была обнаружена на острове Тайвань 
(предположительно, нативный ареал вида). Геномы из 
второй группы обнаружены у комаров из инвазионной 
части ареала (Battaglia et al., 2016). Митохондриальный 
геном клеточной линии Ae. albopictus C6/36 кластеризу-
ется с геномами, относящимися ко второй инвазионной 
группе. Кластеризация, полученная при анализе полных 
митохондриальных геномов, сходна с таковой, полученной 
в предыдущих исследованиях по BOLDфрагменту гена 
cox1 (Bega et al., 2022). 

Анализ изменчивости белок-кодирующих генов
Давление отбора на белоккодирующие гены можно оце-
нить, определив в них отношения Ka/Ks. Мы провели 
такое сравнение на межвидовом уровне, сравнив между 
собой геномы, полученные в данном исследовании. Наи-

более высокие значения Ka/Ks во всех БКГ, кроме nd6, 
cox1, cox3, наблюдались при сравнении Ae. albopictus/
Ae. sibiricus. Такой результат хорошо согласуется с разли
чием экологических ниш этих видов. Чем больше между 
видами различий в местообитании, тем больше значимых 
замен в БКГ. Распределение величины Ka/Ks от большего 
значения к меньшему внутри БКГ в целом было сходно 
во всех трех попарных сравнениях, за исключением от
дельных особенностей. Так, при сравнении видов Ae. fla  
vopictus/Ae. sibiricus в одной географической зоне Даль-
него Востока России соотношение Ka/Ks для гена nd4 су
щественно ниже, а для atp8 вовсе не найдено нуклеотид-
ных замен. При расчете частоты замен, нормированных 
на один нуклеотид, мы можем заключить, что ген atp8 у 
комаров подрода Stegomyia характеризуется более низкой 
частотой нуклеотидных замещений, чем другие белокко
дирующие митохондриальные гены. Большая величина 
отношения Ka/Ks в гене atp8 по сравнению с другими 
белоккодирующими митохондриальными генами была 
показана при сравнении двух видов чешуекрылых рода 
Gynaephora, обитающих в разных высокогорных средах 
(Zhang B. et al., 2021): наездников (Xing et al., 2022) и 
комаров рода Anopheles (Guo et al., 2021). Вероятно, это 
связано с отсутствием строгих ограничений, накладывае
мых на первичную структуру функционального белка 
atp8. В генах nd1, atp6, nd4l, cox1 суммарная частота 
нуклеотидных замен сопоставима с частотой по другим 
митохондриальным генам, однако значения Ka/Ks низкие. 
Это подтверждает, что данные гены находятся под силь-
ным селективным давлением отбора. 

В отличие от межвидовых сравнений, распределение 
Ka/Ks между БКГ при внутривидовых сравнениях не 
имеет четко выраженных общих закономерностей, однако 
характеризует специфику накопления изменчивости для 
каждого вида. 

При сравнении митохондриальных геномов Ae. flavo
pictus наиболее высокие значения величины Ka/Ks на-
блюдаются в случае генов nd5, nd6, cox1, cytb, что связа
но с меньшим давлением очищающего отбора. Паттерн 
внутривидовой изменчивости этих генов сходен с тем, 
который мы обнаружили при межвидовых сравнениях 
(см. рис. 3).

Представляет интерес сравнение митохондриальных ге
номов комаров Ae. albopictus из природной популяции и 
из клеточной культуры C6/36. Наибольшее соотношение 
Ka/Ks наблюдается в генах nd4, cytb, coх1, nd5. Величина 
Ka/Ks в данном случае кратно превышает значения, ха-
рактерные как для межвидовых, так и для внутривидовых 
сравнений, что позволяет сделать вывод о слабом отборе 
в условиях клеточной культуры или о его отсутствии. 
Вместе с тем изменчивость не обнаружена в случае генов 
nd6, atp8, nd2, cox2, nd3, cox3, nd1, nd4l. Такой контраст 
в характере изменчивости разных генов Ae. albopictus 
может являться результатом снятия в условиях клеточной 
культуры ряда физиологических ограничений, которые 
испытывают особи в природных популяциях.

Изменчивость, наблюдаемая при сравнении митохон-
дриальных геномов комаров Ae. sibiricus и MW465951, в 
целом соответствует уровню межвидовой изменчивости 
у комаров рода Aedes подрода Stegomyia, за исключением 
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двух аномальных генов, nd6 и nd5. Обычно высокоиз-
менчивый ген nd6 в данном сравнении мономорфен, что 
может быть связано со стабилизирующим отбором. Ген 
nd5, напротив, содержит аномально много несинонимич-
ных замен.

Заключение
Изучение особенностей естественного отбора в инвази-
онных популяциях насекомых пока находится в стадии 
накопления материала. Одним из подходов к обнаружению 
особенностей отбора, приводящих к появлению инвазион-
ных популяций у насекомых, является сравнение митохон-
дриальных геномов нативных и инвазионных популяций 
одного вида. Сосуществование нативных и инвазионных 
популяций в настоящее время известно для многих видов 
насекомых, таких как азиатская божья коровка Harmo nia 
axyrid (Brown et al., 2011), японская виноградная цикад
ка Arboridia kakogawana (Piccinno et al., 2024) и некото
рые другие виды. Изучение митохондриальных геномов 
успешно синантропизирующихся видов, образующих 
плот ные популяции на урбанизированных территориях, 
представляет интерес для обнаружения митохондриаль-
ных генов, вовлеченных в генетический контроль при-
знака повышенной жизнеспособности, характерного для 
инвазионных популяций насекомых.
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Аннотация. За последние несколько лет в цитогенетике произошли серьезные изменения, связанные с раз-
работкой и распространением методов получения высококачественных хромосомных сборок полных геномов. 
Фактически это привело к появлению нового инструмента для изучения хромосом и хромосомных перестроек, 
мощность которого многократно превосходит возможности световой микроскопии. Использование этого ин-
струмента революционизировало частную цитогенетику многих групп насекомых, для которых ранее инфор-
мация о кариотипах, если она была вообще, ограничивалась элементарным подсчетом числа митотических или 
мейотических хромосом. Цель данного краткого обзора – обобщение достижений сравнительной и эволюцион-
ной цитогенетики насекомых, которые были получены на основании биоинформатического анализа хромосом-
ных сборок полных геномов. С помощью этого подхода было показано, что в процессе быстрой хромосомной 
эволюции у чешуекрылых (отряд Lepidoptera) преобразования хромосомных чисел чаще всего осуществляются 
наиболее парсимониальным способом: в результате простых слияний и разделений хромосом. Установлено, 
что эти слияния и разделения не случайны и могут осуществляться в разных филогенетических линиях за счет 
повторного использования одних и тех же предковых хромосомных точек разрыва. Тенденция к разделениям 
хромосом скоррелирована с наличием в хромосомах так называемых интерстициальных теломер – теломеро-
подобных структур, расположенных не на концах хромосом, а внутри них. При изучении теломерных регионов 
выявлено, что у большинства насекомых теломерная ДНК – это не просто набор коротких повторов, а очень 
длинная последовательность, состоящая из (TTAGG)n (или других мотивов), регулярно и специфически преры-
ваемая ретротранспозонами, а сами теломерные мотивы чрезвычайно разнообразны по длине и нуклеотид-
ному составу. Число высококачественных хромосомных сборок геномов насекомых, доступных в базе данных 
GenBank, растет в геометрической прогрессии и уже превышает тысячу видов. Поэтому исключительные пер-
спективы использования хромосомных сборок геномов для анализа кариотипов не вызывают сомнений.
Ключевые слова: хромосома; кариотип; хромосомные перестройки; теломера; мейотический драйв; рекомби-
нация; половые хромосомы; инверсии; синтении
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Abstract. Over the past few years, a revolution has occurred in cytogenetics, driven by the emergence and spread of 
methods for obtaining high-quality chromosome-level genome assemblies. In fact, this has led to a new tool for study-
ing chromosomes and chromosomal rearrangements, and this tool is thousands of times more powerful than light 
microscopy. This tool has revolutionized the cytogenetics of many groups of insects for which previously karyotype 
information, if available at all, was limited to the chromosome number. Even more impressive are the achievements of 
the genomic approach for studying the general patterns of chromosome organization and evolution in insects. Thus, it 
has been shown that rapid transformations of chromosomal numbers, which are often found in the order Lepidoptera, 
are most often carried out in the most parsimonious way, as a result of simple fusions and fissions of chromosomes. 
It has been established that these fusions and fissions are not random and occur independently in different phyloge-
netic lineages due to the reuse of the same ancestral chromosomal breakpoints. It has been shown that the tendency 
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for chromosome fissions is correlated with the presence in chromosomes of the so-called interstitial telomeres, i. e. 
telomere-like structures located not at the ends of chromosomes, but inside them. It has been revealed that, in most 
insects, telomeric DNA is not just a set of short repeats, but a very long sequence consisting of (TTAGG)n (or other telo-
meric motifs), regularly and specifically interrupted by retrotransposons, and the telomeric motifs are diverse in terms 
of their length and nucleotide composition. The number of high-quality chromosome-level genome assemblies avail-
able for insects in the GenBank database is growing exponentially and now exceeds a thousand species. Therefore, the 
exceptional prospects for using genomic data for karyotype analysis are beyond doubt.
Key words: chromosome; karyotype; chromosomal rearrangements; telomere; meiotic drive; recombination; sex 
chromosomes; inversion; synteny
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Введение
Прогресс в науке часто бывает обусловлен появлением 
новых методов и методологий исследования. Если гово
рить о генетике, то одним из таких принципиально но
вых подходов, который дал мощный толчок к развитию 
дисциплины, стала процедура секвенирования нуклео
тид ных последовательностей (Heather, Chain, 2016). Усо  
вершенствование технологий секвенирования наряду с 
разработками в области биоинформатического анализа 
и разработкой HiC метода (LiebermanAiden et al., 2009) 
привели к созданию еще одной прорывной методоло
гии – получению хромосомных сборок полных геномов 
(Dud chenko et al., 2017). Эта методология революциони
зировала исследования в области сравнительной цитоге
нетики, стимулировав появление большого числа работ, 
посвященных структуре и закономерностям преобразо
ваний хромосом, а также роли хромосомных изменений 
в эволюции живых организмов. Фактически эта мето
дология переключила внимание многих биологовбио
информатиков с анализа нуклеотидных замен на анализ 
структурных изменений ДНК, которые до этого изучались 
почти исключительно методами микроскопии.

Цель нашего краткого обзора – обобщение достижений 
сравнительной и эволюционной цитогенетики насекомых, 
которые были получены на основании биоинформати
ческого анализа хромосомных сборок полных геномов.

Цитогенетика насекомых  
и основные этапы ее развития
Хотя кариотипы некоторых модельных видов насекомых, 
таких как комарзвонец Chironomus plumosus и тутовый 
шелкопряд Bombyx mori, изучены чрезвычайно детально 
(Кикнадзе и др., 1991; Yoshido et al., 2005; Kiknadze et al., 
2016), для немодельных видов информация о кариотипах, 
если и имеется вообще, часто ограничивается значением 
диплоидного (или гаплоидного) числа хромосом, прибли
зительным описанием размерных характеристик отдель
ных хромосом и, реже, отдельных хромосомных плеч в 
виде центромерного индекса (Peruzzi, Eroğlu, 2013). Сле
дует отметить, что получение последней характеристики 
в принципе невозможно для представителей многих от
рядов насекомых, например для бабочек и клопов, так как 
они имеют хромосомы голоцентрического типа, т. е. не 
имеют локализованной центромеры (Mandrioli, Manicar di, 
2020). Такая плохая изученность в значительной степени 
связана с объективными трудностями анализа хромосом с 
помощью микроскопа: размеры хромосом и их отдельных 

элементов нередко находятся на пределе разрешающей 
возможности световой микроскопии.

Неудивительно поэтому, что развитие цитогенетики, 
начиная с ее зарождения в XIX в., шло под знаменем по
пыток увеличения разрешающей силы цитогенетическо
го анализа. Первый этап истории цитогенетики можно 
назвать эпохой хромосомных чисел. Он возник во второй 
половине XIX в., когда появились первые описания и  
изображения кариотипов, содержащие правильное опре
деление числа хромосом (например, Henking, 1890). Рас
цвет этой эпохи пришелся на первую половину XX в., 
когда изучение кариотипов стало массовым явлением 
(Be liajeff, 1930; White, 1973).

Серьезный прогресс в цитогенетических исследованиях 
был связан с разработкой и широким распространением 
во второй половине XX в. методов дифференциального 
окрашивания хромосом, таких как Cbanding (Pardue, 
Gall, 1970) и Gbanding (Seabright, 1971). Цитогенетика 
вступила в эпоху хромосомного бэндинга. Почти одно
временно возникли и параллельно развивались еще более 
мощные методы цитогенетического анализа, основанные 
на использовании метода FISH (Gall, Pardue, 1969; Langer
Safer et al., 1982) и его модификаций, например BACFISH 
(BAC Resource Consortium, 2001; Yoshido et al., 2005) и 
хромосомный пэйнтинг (Schrock et al., 1996; Speicher et 
al., 1996). Это привело к потрясающим успехам в цитоге
нетике многих групп организмов, особенно позвоночных 
(FergusonSmith, Trifonov, 2007; Graphodatsky et al., 2011). 
Что касается насекомых, то, за исключением некоторых 
модельных видов (Yoshido et al., 2005), прогресс коснулся 
их в меньшей степени. Конечно, световые микроскопы 
стали намного лучше и получаемые изображения ка
риотипов стали намного четче по сравнению с тем, что 
было сто лет назад. Дополнительно метод GISH позволил 
эффективно выявлять половые хромосомы (Fuková et al., 
2005; Šíchová et al., 2015). Несмотря на это, цитогене
тика многих групп насекомых, например большинства 
семейств чешуекрылых, до сих пор пребывает в стадии 
элементарного подсчета хромосомных чисел (Pazhenko va, 
Lukhtanov, 2023a).

Хромосомные сборки полных геномов –  
новый инструмент для изучения кариотипов  
в эволюционной цитогенетике
Настоящая революция в области изучения кариотипов 
произошла в течение последних шестивосьми лет. Со
временные подходы к анализу геномов, основанные на 
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Рис. 1. Сравнение геномов бабочек Maniola jurtina и Erebia ligea на основе хромосомных сборок. 
Бабочки M. jurtina и E. ligea имеют по 29 хромосом в гаплоидном наборе. На оси абсцисс картированы первые 12 хромосом E. ligea, на оси ординат – пер-
вые 9 хромосом M. jurtina. Диагонали на графике показывают участки макросинтении. Инверсии отмечены красными стрелками. Видно, что хромосомa 1 
M. jurtina гомологична хромосоме 1 E. ligea, хромосомa 2 M. jurtina гомологична хромосоме 7 E. ligea и т. д. (по: Pazhenkova, Lukhtanov, 2023b).
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получении длинных прочтений и использовании HiC тех
нологии (Dudchenko et al., 2017), позволяют получать 
сборки, в которых подавляющее большинство прочтений с 
высокой точностью разложено по отдельным хромосомам, 
причем все или хотя бы значительная часть хромосом 
прочитаны от теломеры к теломере (Miga et al., 2020; The 
Darwin Tree…, 2022; Zhang et al., 2023).

Сейчас хромосомные сборки геномов высокого каче
ства имеются для представителей большинства отрядов 
насекомых: блох (Siphonaptera) (Driscoll et al., 2020), 
веснянок (Plecoptera) (Dixon et al., 2023), двукрылых (Di
ptera) (Zamyatin et al., 2021; Reinhardt et al., 2023), жуков 
(Coleoptera) (Van Dam et al., 2021; Huang et al., 2022), 
ногохвосток (Collembola) (Jin et al., 2023), палочников 
(Phasmatodea) (Lavanchy et al., 2024), перепончатокрылых 
(Hymenoptera) (Sun et al., 2021), поденок (Ephemeroptera) 
(Farr et al., 2023), полужесткокрылых (Hemiptera) (Biello 
et al., 2021; Mathers et al., 2021; Chen H. et al., 2022; Wang 
et al., 2024), прямокрылых (Orthoptera) (Li R. et al., 2024), 
ручейников (Trichoptera) (Ge et al., 2024), сеноедов (Psoco
ptera) (Feng et al., 2022), сетчатокрылых (Neuroptera) 
(Wang et al., 2022), стрекоз (Odonata) (Patterson et al., 
2024), трипсов (Thysanoptera) (Yingning et al., 2024), ухо
верток (Dermaptera) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/
genome/GCA_963082975.1/) и большого числа видов че
шуекрылых (Lepidoptera) (Mackintosh et al., 2022a; Gauthier 
et al., 2023; Wright et al., 2024). Эти сборки содержат ин
формацию о гаплоидном числе хромосом и длине каждой 
хромосомы, измеренной в числе пар нуклеотидов. Почти 
всегда имеется также информация о наличии и размерах 
половой хромосомы X (Z для чешуекрылых и ручейни
ков, у которых гетерогаметным полом являются самки) и 
реже половой хромосомы Y (W для чешуекрылых).

Использование хромосомных сборок генов в цитогене
тике фактически привело к появлению новой методологии 

и нового инструмента для изучения хромосом и хромо
сомных перестроек, мощность которого значительно пре
восходит возможности световой микроскопии. Основой 
методологии является получение попарного или множе
ственного выравнивания хромосомных сборок разных 
видов, которое обычно представляется в виде кольцевых 
диаграмм (Krzywinski et al., 2009). Другой вариант ана
лиза – получение попарных сравнений, представленных в 
виде точечных диаграмм (dot plot) (Li H., 2018), на которых 
по осям абсцисс и ординат откладываются нуклеотидные 
последовательности отдельных хромосом, начиная с пер
вой, самой крупной хромосомы (рис. 1). Такие графики 
наглядно демонстрируют макросинтенные участки и чет
ко выявляют слияния/разделения хромосом, а также хро  
мосомные инверсии. Последние видны на графике в виде 
отрезков, которые перпендикулярны основным диагона
лям (см. рис. 1).

Геномный подход позволил поновому взглянуть на 
частную цитогенетику многих групп насекомых, для ко
торых ранее информация о кариотипах ограничивалась 
элементарным подсчетом числа митотических или мейо
тических хромосом. Однако еще более внушительны до  
стижения геномного подхода для изучения общих законо
мерностей организации и эволюции хромосом и кариоти
пов у насекомых. Метод был с успехом использован для 
анализа кариотипической эволюции в терминах паттерна 
хромосомных перестроек, возникновения новых кариоти
пов и времени сохранения хромосомных синтений (Biello 
et al., 2021; Mathers et al., 2021; Sun et al., 2021; Van Dam 
et al., 2021; Höök et al., 2023; Hundsdoerfer et al., 2023; 
Wright et al., 2024), а также для выявления анцестраль
ных кариотипов (Chen X. et al., 2023; Wright et al., 2024). 
Хромосомные сборки полных геномов были применены 
для изучения мейотического драйва (Reinhardt et al., 
2023; Boman et al., 2024), эволюции половых хромосом 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_963082975.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_963082975.1/
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Рис. 2. Схематичное изображение хромосом и участков макросинтении в кариотипах бабочек Cyaniris semiargus (n = 23+Z) и Lysandra bellargus 
(n = 44+Z). 
Кариотип L. bellargus отличается от кариотипа C. semiargus разделениями хромосом, которые произошли в 21 из 23 аутосом (по: Pazhenkova, Lukhta nov, 
2023a).

1 137 194 1610 222 148 205 1711 23 Z3 159 216 1812

1 137 19 28 40 434 16 25 3710 22 34312 148 20 29 41 44 Z5 17 26 3811 23 35323 159 21 30 426 18 27 3912 24 3633

Lysandra bellargus (n = 45)

Cyaniris semiargus (n = 24)

(Mackintosh et al., 2022b; Berner et al., 2023; Höök et al., 
2023, 2024), межвидового переноса хромосомной инвер
сии в процессе межвидовой гибридизации (Seixas et al., 
2021), роли хромосомных перестроек в эволюции частоты 
рекомбинации (Näsvall et al., 2023) и для выявления ге
номных координат для точек разрывов, приводящих к по
явлению хромосомных перестроек (Zamyatin et al., 2021).

Хромосомный консерватизм  
и быстрая кариотипическая эволюция
В нашей работе (Pazhenkova, Lukhtanov, 2023a) мы исполь
зовали анализ хромосомных сборок полных геномов для 
решения одной из загадок эволюционной цитогенетики. 
Известно, что хромосомные числа многих насекомых 
консервативны и сохраняются без изменений или с мини
мальными изменениями на протяжении десятков и сотен 
миллионов лет (White, 1973). Например, у бабочек анце
стральное для отряда гаплоидное число хромосом n = 31 
сохраняется в течение 200 миллионов лет, хотя нередко 
наряду с n = 31 у отдельных видов встречается n = 30. 
В семействе Lycaenidae преобладает гаплоидное число 
n = 24, а также часто встречается n = 23 (Robinson, 1971). 
Это наводит на мысль о том, что крупные хромосомные 
перестройки редки в эволюции отряда Lepidoptera. В то 
же время в отдельных родах бабочек происходят «взрывы» 
кариотипической изменчивости, и хромосомные числа 
кардинально меняются очень быстро, например, в про
цессе расхождения двух близких видов (White, 1973). Хро
мосомные механизмы такой быстрой кариотипической 
эволюции были непонятны. Кроме того, неясно, насколь  
ко реален сам феномен хромосомного кон серватизма, так 
как внешне сходные кариотипы могут раз личаться мно
гочисленными перестройками, которые не меняли хромо
сомных чисел.

Сравнив хромосомные сборки видов чешуекрылых 
разного эволюционного возраста и разной степени диф
ференциации хромосомных чисел, мы пришли к выводу, 
что в эволюционной фазе хромосомного консерватизма 
большинство аутосом действительно стабильны. Однако 
это не касается половой хромосомы Z. Независимые, 
происходящие в разных эволюционных линиях слияния 
Zхромосомы с одной из аутосом приводят к множест

венным вариантам NeoZхромосомы и уменьшению га
п лоидного числа на одну единицу. 

Что касается взрывной кариотипической эволюции, то 
наиболее быстрые изменения хромосомных чисел осу
ществляются парсимониальным способом: в  результате 
простых слияний и разделений хромосом (рис. 2). При
чем эти слияния и разделения не случайны и могут про
исходить в разных филогенетических линиях за счет по
вторного использования одних и тех же предковых хро  
мосомных точек разрыва (Pazhenkova, Lukhtanov, 2023a). 
Следует также отметить, что тенденция к разрывам скор
релирована с наличием в хромосомах так называемых 
интерстициальных теломер – теломероподобных струк
тур, расположенных не на концах хромосом, а внутри 
них (рис. 3).

Теломерная ДНК насекомых
Считается, что у большинства насекомых теломерная ДНК 
состоит из канонического пятибуквенного мотива TTAGG, 
который на концах хромосом повторяется сотни и тысячи 
раз (Kuznetsova et al., 2020). Однако анализ теломерной 
ДНК у 220 видов насекомых в наших исследованиях 
(Lukhtanov, 2022; Lukhtanov, Pazhenkova, 2023), а также 
результаты появившихся параллельно других работ (Zhou 
et al., 2022; Fajkus et al., 2023) показали, что помимо кано
нического мотива TTAGG у насекомых встречается боль
шое число других вариантов теломерных повторов, длина 
которых варьирует от 1 до 11 нуклеотидов (см. таблицу).

Еще более интригующим оказалось то, что у большин
ства насекомых теломеры имеют сложное мультислой
ное строение (Lukhtanov, Pazhenkova, 2023). В этих тело
мерах блоки простых мотивов закономерным образом 
 прерываются ретротранспозонами, которые специфиче
ски встроены в повторы как канонического мотива TTAGG 
(см. рис. 3), так и других неканонических мотивов. Такое 
строение, на наш взгляд, косвенно указывает на наличие 
у насекомых двух параллельно существующих механиз
мов поддержания длины теломер в клеточных делениях: 
классического теломеразного механизма и механизма, 
основанного на транспозициях. В целом насекомые ха
рактеризуются большим разнообразием в организации 
теломерной ДНК (рис. 4).
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Рис. 4. Варианты организации теломерной ДНК у насекомых. 
A – короткие теломерные мотивы; B – короткие мотивы, в которые спорадично встроены видоизмененные мотивы; найдены у 
медоносной пчелы Apis mellifera (Wallberg et al., 2019); C – блоки коротких повторов, в которые встроены ретротранспозоны ти-
пов TRAS и SART; обнаружены в отряде Lepidoptera. D – блоки коротких повторов, в которые встроены SART ретротранспозоны; 
обнаружены в отрядах Hemiptera, Coleoptera и у многих Hymenoptera; E – блоки коротких повторов, в которые встроены TRAS 
 ретротранспозоны; обнаружены у ручейников (отряд Trichoptera); F – длинные теломерные мотивы; найдены у Diptera; G  – 
 теломероспецифичные ретротранспозоны типов HeT-A, TAHRE и TART; найдены в роде Drosophila (Diptera) (Biessmann et al., 2000; 
Casacuberta, Pardue, 2003).
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Рис. 3. Структура теломер и интерстициальных теломер в хромосоме 38 бабочки Lysandra bellargus. 
Каждая теломера представляет собой длинную последовательность (CCTAA)n/(TTAGG)n (показана желтым цветом) 
со вставками ретротранспозонов, относящихся к семействам TRAS (синий цвет) и SART (зеленый). Элементы TRAS и 
SART заканчиваются длинными хвостами An/Tn и Tn/An и специфически вставлены между нуклеотидами CCT/AGG и 
AA/TT мотива TTAGG (по: Pazhenkova, Lukhtanov, 2023a).
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Перспективы использования хромосомных 
сборок геномов в цитогенетике
Число высококачественных хромосомных сборок гено
мов, доступных в базе данных GenBank, растет в гео
метрической прогрессии благодаря деятельности разных 
лабораторий, и в первую очередь института Сэнгера (The 
Wellcome Sanger Institute) в Великобритании (The Dar
win Tree…, 2022). На 15 мая 2024 г. в базе данных NSBI  
имелась информация по хромосомным сборкам геномов 
(включающая определение гаплоидного числа хромосом) 
для 1118 видов насекомых (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
datasets/genome/?taxon=50557). Таким образом, можно 
констатировать, что за последние тричетыре года число 
новых для науки кариотипов насекомых, полученных с 
помощью биоинформатического анализа геномов, срав
нимо или даже превышает число кариотипов, изученных 
с помощью рутинного цитогенетического анализа. При 
этом хромосомные сборки геномов несут на несколько 
порядков большую информацию о кариотипах.

Это, конечно, не означает, что надо сбрасывать со счетов 
классическую цитогенетику, которая дает информацию о 
реальных пространственных конфигурациях хромосом. 
Классическая цитогенетика нужна также для валидации 
хромосомных сборок геномов, в частности для подтверж
дения числа хромосом (Pazhenkova, Lukhta nov, 2023a) 
и структуры теломерных мотивов (Dalla Benetta et al., 
2020; Stoianova et al., 2024). Примеры такой валидации 
укрепляют вывод о том, что хромосомные сборки геномов 
являются надежным источником сведений о кариотипах. 
Так, для чешуекрылых (отряд Lepidoptera) хромосомные 
сборки, включающие определение гаплоидного числа 
хромосом, имеются для 452 видов (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/datasets/genome/?taxon=7088, от 15 мая 2024 г.). 
Более чем для половины из них есть данные по хромо
сомным числам, полученные методами световой микро
скопии. Сравнив их, мы обнаружили полное совпадение 
в подсчетах гаплоидного числа хромосом, сделанных при 
помощи биоинформатического подхода и с использова
нием методов классической цитогенетики (Pazhenkova, 
Lukh tanov, 2023a). 

Таким образом, исключительные перспективы исполь
зования хромосомных сборок геномов для анализа карио
типов не вызывают никаких сомнений.
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Аннотация. Мировые потери сельскохозяйственной продукции из-за дефицита воды, вероятно, более значи-
тельны, чем от других причин, вместе взятых. Причины дефицита воды у растений могут быть связаны с недо-
статком атмосферных осадков, высокой температурой воздуха и другими факторами, которые могут привести 
к снижению содержания доступной для растений воды в почве. Большинство наземных растений способно 
вступать в симбиоз с грибами арбускулярной микоризы. Такой симбиоз выполняет ключевую роль в минераль-
ном питании многих видов наземных растений. Транспорт воды в растениях, ее использование регулируются, 
в первую очередь, с участием трансмембранных белков – аквапоринов. С помощью аквапоринов растение 
может «экономить» воду, что является важным элементом стратегии адаптации растения к условиям дефици-
та воды. По некоторым сведениям, грибы арбускулярной микоризы в условиях засухи способны снижать экс-
прессию генов аквапоринов растения, тем самым уменьшая транспорт воды внутри тканей растения-хозяина, 
что приводит к ее «экономии». С другой стороны, в настоящее время в научной литературе информации о 
механизмах взаимодействия растения и грибов арбускулярной микоризы при регуляции работы аквапори-
нов недостаточно. Кроме того, имеющиеся в различных источниках сведения о работе аквапоринов у разных 
видов растений могут противоречить друг другу. Аквапорины в растениях представлены несколькими подсе-
мействами, и их число для разных видов варьирует. Изучение этого семейства транспортеров важно для пони-
мания водного транспорта в растениях и оценки влияния на него со стороны грибов арбускулярной микоризы. 
В обзоре собраны данные об истории изучения, структуре, локализации, филогении, функциях аквапоринов. 
Развитие знаний о функционировании симбиотических систем будет способствовать созданию биоудобрений 
на основе микробной биомассы для использования в сельском хозяйстве Российской Федерации.
Ключевые слова: аквапорины; AQP; арбускулярная микориза; засуха; транспорт воды в растениях; симбиоз

Для цитирования: Кудряшова Т.Р., Крюков А.А., Горенкова А.И., Юрков А.П. Аквапорины и их роль в раститель-
но-микробных системах. Вавиловский журнал генетики и селекции. 2025;29(2):238-247. doi 10.18699/vjgb-25-27

Финансирование. Работа выполнена при поддержке гранта РНФ № 22-16-00064.

Aquaporins and their role in plant-microbial systems
T.R. Kudriashova  , A.A. Kryukov , A.I. Gorenkova , A.P. Yurkov 

All-Russia Research Institute for Agricultural Microbiology, Pushkin, St. Petersburg, Russia
 t.kudryashova@arriam.ru

Abstract. Global losses of agricultural products from water scarcity could be greater than from all other causes com-
bined. Water deficiency in plants can result from insufficient precipitation, elevated air temperatures, and other fac-
tors that reduce the water available in the soil. Most terrestrial plants are able to form symbiosis with arbuscular 
mycorrhizal fungi. Arbuscular mycorrhiza plays a key role in the mineral nutrition of many terrestrial plant species. 
Water transport in plants is regulated primarily by aquaporins, transmembrane proteins. Aquaporins help plants save 
water, which is an important component of the plant’s adaptation strategy to water scarcity. Some studies suggest 
that arbuscular mycorrhizal fungi can decrease the expression of aquaporin genes in plants under drought condi-
tions, which reduces water transport within host plant tissues and conserves available water. On the other hand, there 
is little scientific evidence of the interaction mechanisms between plants and arbuscular mycorrhizal fungi during 
aquaporin regulation. In addition, the information in different sources on the aquaporin functions in different plant 
species may be contradictory. Plant aquaporins are represented by several subfamilies; their number varies for differ-
ent species. A more comprehensive study of these transporters can enhance our understanding of water transport in 
plants and assess how arbuscular mycorrhizal fungi can influence it. This review contains data on the history of studies 
of the structure, localization, phylogeny, and functions of aquaporins. Advancing the study of the symbiotic system 
functioning may contribute to the development of biofertilizers based on soil microorganisms for agricultural uses in 
the Russian Federation.
Key words: aquaporins; AQP; arbuscular mycorrhiza; drought; water transport in plants; symbiosis
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Введение 
Стрессовые условия при засухе влияют на жизнь рас-
тений во многих аспектах. Например, при нехватке воды 
снижается скорость поступления питательных веществ 
в растение из почвы, что влияет на рост биомассы и от-
ражается на урожайности сельскохозяйственных культур 
(Ahan ger, Agarwal, 2017). В транспорте воды в растении 
участвуют белки из семейства аквапоринов (AQP). Это 
семейство является составной частью более крупного се
мейства MIP (major intrinsic proteins) (Nielsen et al., 2002; 
Zhou Y., MacKinnon, 2003). Семейство MIP названо по 
первому открытому транспортеру воды, найденному в во
лок нах хрусталика млекопитающих, в том числе и чело-
века (впо следствии назван «Аквапорин 0» – Aquaporin 0). 
Аквапорины представлены интегральными мембранны
ми белками, которые формируют трансмембранные поры 
в клетках. В ходе геномного исследования семейства 
AQP у ряда растений (24 вида, включая водоросли, мхи, 
плауновидные, двудольные и однодольные) аквапорины 
были разделены на восемь подсемейств с эволюционным 
развитием, от LIP (большие внутренние белки, обнаружен-
ные у диатомовых водорослей) к TIP (интегральные белки 
тонопласта) (Hussain et al., 2020). Пять из восьми под-
семейств MIP встречаются у семенных растений, вклю
чая однодольные и двудольные: интегральные белки 
плазматической мембраны (PIP), белки тонопласта (TIP), 
интегральные нодулин26подобные белки (NIP), малые 
основные интегральные белки (SIP) и неохарактеризован-
ные интегральные белки (XIP) (Da nielson, Johanson, 2008). 
Гибридные внутренние белки (HIP) и GLpFподобные 
внутренние белки (GIP) встречаются только у мхов 
(Abascal et al., 2014; Singh et al., 2020). 

Известно, что грибы арбускулярной микоризы (АМГ) 
способствуют поглощению растениемхозяином ряда пи-
тательных веществ (в основном фосфора), нормализуют 
водный баланс растения, а также регулируют водный 
транспорт (Schachtman et al., 1998; Huey et al., 2020). При 
этом в растениях при микоризации меняется регуляция 
генов AQP. При арбускулярномикоризном (АМ) симбиозе 
кортикальные клетки корня создают периарбускулярную 
мембрану, окутывающую каждую арбускулу АМгриба, 
тем самым отделяя гриб от цитоплазмы растения. Этот 
процесс устанавливает симбиоз между растениями и 
грибами, помогая растениюхозяину получать воду, пи-
тательные вещества и улучшая его устойчивость к засухе 
(Kakouridis et al., 2022). В консорциуме с другими микро-
организмами арбускулярная микориза потенциально мо 
 жет вытеснить классические химические удобрения, ока
зывающие негативное влияние на экосистемы, а также 
уменьшать деградацию земель, вызванную в том числе 
засухой (Kuila, Ghosh, 2022; Seka et al., 2022). Существует 
гипотеза о том, что снижение экспрессии аквапоринов при 
недостатке воды может быть способом минимизации ее 
потерь (Quiroga et al., 2017). Настоящий обзор направлен 
на раскрытие вопросов влияния АМ на водообмен рас-
тений, участия семейства AQP в устойчивости растений 
к засухе. 

История изучения и структура аквапоринов
Транспорт воды в растении опосредуется тремя путями: 
апопластическим, симпластическим и трансмембранным. 

Последний путь осуществляется с участием аквапори-
нов, присутствующих на биологических мембранах и 
образующих каналы (Singh et al., 2020). Такие каналы 
обеспечивают движение воды двунаправленно (Chris peels, 
Agre, 1994). 

История открытия аквапоринов началась в 1980х годах, 
когда исследователи изучали механизмы транспорта воды 
через клеточные мембраны. В 1988 г. Питер Агре (Peter 
Agre) из университета Джона Хопкинса начал изучать 
белки красных кровяных телец. Он обнаружил белок, 
который связывался с антителами против гликофорина. 
Этот белок был назван CHIP28 (белок каналов воды) 
(Agre et al., 1993). 

Несмотря на то что основная концепция о движении 
воды через биологическую мембрану была сформирова-
на в начале 1950х годов, первый водный канал CHIP28 
был обнаружен лишь в 1992 г. Г.М. Престоном (Preston et 
al., 1992) в эритроцитах человека и назван впоследствии 
«аквапорин1» (AQP1). Позже аналогичный белок был 
также идентифицирован в Escherichia coli и назван «ак-
ваглицеропорин» (GLPF). 

В 1992 г. П. Агре и его коллеги клонировали ген AQP1 
и определили его структуру. AQP1 представляет собой 
трансмембранный белок с четырьмя трансмембранными 
доменами, образующими узкий канал, через который мо
гут передвигаться молекулы воды (Agre et al., 1993). Пер
вым зарегистрированным растительным аквапорином 
стал трансмембранный белок AtTIP1;1, обнаруженный на 
вакуолярной мембране у Arabidopsis thaliana (Maurel et al., 
1993). Уже в 1999 г. белки MIP насчитывали 150 предста-
вителей, которые были идентифицированы на клеточных 
мембранах организмов, начиная с бактерий и заканчивая 
человеком (Lagrée et al., 1999). На сегодняшний день 
открыто более 7541 гомолога MIP у 484 видов эукариот 
(Irisarri et al., 2024). Подтверждено, что белки семейства 
MIP локализованы на клеточных мембранах всех живых 
организмов. Плазматические и внутренние мембраны, а 
также вирусные оболочки являются ключевыми локали-
зациями MIP. С 2003 г., благодаря вручению Нобелевской 
премии П. Агре за открытие аквапоринов и Р. Маккин
нону за открытие трехмерной молекулярной структуры 
бактериального калиевого канала и раскрытие природы 
его селективности, человечеству стало широко известно 
о семействе белков AQP (Knepper, Nielsen, 2004). Это от-
крытие показало, как вода может быстро и эффективно 
проходить через клеточные мембраны, несмотря на их 
гидрофобную природу. 

Участие аквапоринов в схеме поглощения и транспор-
тировки воды микоризованными растениями изучается 
с 1997 г. В ходе начальных исследований была выявлена 
экспрессия генов аквапоринов подсемейства TIP у лю-
церны (Medicago truncatula) и петрушки (Petroselinum 
crispum), инокулированных АМгрибами. Анализ транс-
портных свойств впервые был проведен на примере 
MtAQP1 (Krajinski et al., 2000). Считается, что первый 
AQP AMгриба в Rhizophagus irregularis, RiAQP1, был 
открыт в 2009 г. RiAQP1 дифференциально экспрессиро-
вался во время стресса от холода и засухи в корнях рас-
тенияхозяина (Aroca et al., 2009). На сегодняшний день 
в области генетики, биотехнологии, медицины, сельского 
хозяйства отечественными и зарубежными учеными ак-

https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/MPMI-04-23-0038-R?rfr_dat=cr_pub++0pubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org#b3
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тивно продолжаются исследования по изучению функций 
аквапоринов в различных тканях и органах. 

Все представители семейства аквапоринов растений 
имеют сходную структуру. Она представляет собой тетра
мер, состоящий из мономеров, каждый из которых имеет 
шесть трансмембранных доменов (1–6) и пять соедини-
тельных петель (А–Е), локализованных на внутри (В, D) 
или внецитозольной (А, С, Е) стороне мембраны. Петли 
A и D имеют последовательность аспарагинпролинала-
нин (мотив NPA) и складываются в виде гидрофобных 
αспиралей. Каждая из последовательностей NPA на-
правлена в центр поры AQP. Последовательности спо-
собствуют сужению центральной поры и в сочетании с 
дипольным моментом двух αспиралей, охватывающих 
мембрану, предотвращают проникновение протонов (H+) 
(см. рисунок).

Оба конца, N и C, аквапоринов обращены к цитоплаз-
матической стороне мембраны, и с их помощью осущест-
вляется специфическая регуляция активности аквапорина. 
Кроме того, четыре консервативные последовательности 
образуют рядом с внецитозольным устьем поры типичную 
ароматическую аргининовую перетяжку, функционирую
щую как основной селективный фильтр (Hussain et al., 
2020). Активность аквапорина контролируется посттранс
ляционными модификациями (фосфорилированием и 
метилированием), pH, Ca2+, взаимодействиями между мо
номерами аквапоринов, в то время как субстратная спе
цифичность AQP регулируется его строением (Wang Y. 
et al., 2020). 

Филогения и подсемейства аквапоринов
Гены семейства MIP, в том числе аквапорины, у растений 
характеризуются большим количеством изоформ по срав-
нению с животными, так как растительные клетки более 
компартментализованы. AQP в растениях отличаются 
не только по видам, но и по субклеточной локализации, 
водопроводимости растворенных веществ и функциям 
(Chaumont, Tyerman, 2014; Afzal et al., 2016). 

Исходя из структурных особенностей и функциональ-
ного разнообразия AQPбелки, можно условно разделить 
на четыре подсемейства. Первое подсемейство функцио
нирует как водопроницаемый канал и называется клас-
сическим AQPбелком (CAQP). Следующее подсемей
ство – акваглицеропорины (AQGP) – транспортируют гли-
церин. В третье подсемейство включены белки с сильно 
деградировавшими мотивами NPA, функции которых до 
сих пор не изучены. Это подсемейство названо суперак-
вапоринами или субклеточными аквапоринами (SAQP). 
Его представители могут участвовать в трансмембранном 
переносе аммиака и некоторых других молекул. Это под-
семейство называется “AQP8” (Jia, Liu, 2020). 

У модельных растений семейство аквапоринов пред-
ставлено разным количеством транспортеров: Avena sa
tiva имеет 45 генов AQP, A. thaliana – 38, Solanum lyco
persicum – 47, Physcomitrella patens – 35, Gossypium 
hir sutum – 74, Zea mays – 41, Oryza sativa – 33, Po pu lus 
trichocarpa – 54, Glycine max – 66 AQP. У рапса (Bras sica 
napus) обнаружено наибольшее количество AQP – 121, из 
них: PIP – 43, TIP – 35, NIP – 32 и SIP – 11 (Hussain et al., 
2020; Zhou X. et al., 2024). 

Схема структуры белка аквапорина, согласно (Kapilan et al., 2018) с изменениями. 
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У широко известного модельного растения M. trunca
tula было выявлено 46 предполагаемых локусов, коди
рующих гены из пяти подсемейств аквапоринов: 10 PIP, 
12 TIP, 18 NIP, 4 SIP и 2 XIP. Первые четыре подсемейства 
были далее разделены на 2 (PIP1PIP2), 5 (TIP1TIP5), 
7 (NIP1NIP7) и 2 (SIP1SIP2) подгруппы соответственно, 
подсемейство XIP имело одну подгруппу с двумя пред
ставителями (Min et al., 2019). Подсемейство PIPаква
поринов разделено на две подгруппы, PIP1 и PIP2. Раз-
личия между этими двумя подгруппами заключаются в 
водопроводимости этих белков, а также PIP1 имеют бо
лее длинные Nконцевые, но более короткие Cконцевые 
хвосты по сравнению с PIP2 (Cконцевые концы имеют 
дополнительный участок из 4–10 аминокислот, располо-
женный в первой экстрацитозольной петле). PIP1 и PIP2 
имеют 5 и 8 изоформ соответственно. Эти две подгруппы 
взаимодействуют путем гетероолигомеризации, при кото-
рой два мономера PIP2 образуют гетеротетрамеры с двумя 
мономерами PIP1 (Wang Y. et al., 2020). 

Аквапорины подсемейства TIP в сравнении с PIP имеют 
больше изоформ и разделяются на пять подгрупп белков. 
Так, для P. trichocarpa показано, что среди 55 последо-
вательностей белка MIP присутствует 17 TIP (Kapilan et 
al., 2018). У Cicer arietinum L. все TIP филогенетически 
разделены на 14 подгрупп. В результате построения фи
логенетического древа отмечено, что из 21 ветви только 
4 – межвидовые, остальные – внутривидовые. В связи с 
этим расширяется их функциональность для видов рас-
тений (Hussain et al., 2020). 

Белки NIP у растений имеют также много изоформ и 
делятся на пять подгрупп. Подгруппы NIP встречаются 
у всех высших растений, при этом NIP3 наблюдается в 
основном у однодольных (Lu et al., 2018). В частности, 
у тополя (P. trichocarpa) открыто 11 NIP (Gupta, San kara 
ramakrishnan, 2009). NIP обнаружены у G. max, C. arieti
num и Phaseolus vulgaris в связи с симбиозом с азотфик
сирующими бактериями. Последовательности NIP значи-
тельно различаются как внутри вида, так и меж ду видами 
(Hussain at al., 2020). Большинство белков NIP имеют сход-
ство с белком нодулином26, который экс прессируется на 
мембране симбиосомы, когда корень бобового растения 
заражается ризобактериями (Kapilan et al., 2018).

Белки SIP небольшие, как и TIP. Основная причина их 
небольшого размера – очень короткая цитозольная Nкон
цевая область по сравнению с другими AQP растений. 
На основе мотива NPA SIP1 делится на SIP1;1 и SIP1;2. 
Различные изоформы SIPбелков могут иметь разную 
во допроводимость для растворенных веществ (Kapilan 
et al., 2018).

Первая идентификация сравнительно недавно откры
того подсемейства XIP была проведена у горного хлоп-
чатника (G. hirsutum) в 2010 г. (Park et al., 2010). Известно 
19 представителей XIP, в том числе 5 XIP у P. tricho carpa. 
Остальные 10 представителей XIP были описаны у дру-
гих двудольных растений, 3 – у мхов и 1 – у простейших. 
Гомологи XIP отсутствовали у однодольных растений. 
Анализ экспрессии у P. trichocarpa показывает, что XIP 
у тополя не демонстрируют какоголибо обилия ткане-
специфичных транскриптов (Gupta, San kararamakrish nan, 
2009; Kapilan et al., 2018). 

Большое количество изоформ AQP в пределах под-
семейств может способствовать расширению функций 
транс портеров и адаптации растений к изменяющимся 
условиям. Анализ молекулярной структуры AQP M. trun
catula показал, что среди аквапоринов у 7 генов (15.2 %) 
выявляется тандемная дупликация, а у 10 генов (21.7 %) – 
сегментированная (Min et al., 2019). Соответственно, на
личие большого количества изоформ и отдельных под-
групп различных подсемейств аквапоринов указывает на 
их высокую значимость для живых организмов. 

Локализация и функции  
аквапоринов растений
В работе (Maurel et al., 2015) показано, что некоторые 
члены суперсемейства MIP, включая аквапорины, поми-
мо воды, также могут транспортировать через мембраны 
глицерин, углекислый газ, мочевину, аммиак, перекись 
водорода, бор, кремний, мышьяк, антимонит, молочную 
кислоту и кислород. Некоторые AQP способны проводить 
одновалентные катионы (Byrt et al., 2017). Аквапорины 
могут участвовать в передаче сигналов гормонов, таких 
как ауксин, гиббереллины, этилен и абсцизовая кислота 
(АБК) в растениях (Wang C. et al., 2016). Локализация и 
функции подсемейств аквапоринов указаны в таблице. 

Известно, что высшие растения эволюционировали с 
особенно высокой степенью субклеточной компартмента-
лизации. В связи с чем, в отличие от животных, раститель-
ные аквапорины демонстрируют более широкий спектр 
субклеточных локализаций (на плазматической мембра не, 
тонопласте, хлоропласте, эндоплазматическом ретику-
луме, аппарате Гольджи и митохондриях), при этом AQP 
способны одновременно иметь локализацию в различных 
клетках и на разных мембранах. Представители одного и 
того же подсемейства могут иметь разные субклеточные 
локализации (Zhou X. et al., 2024).

Белки PIP в основном локализуются на плазматической 
мембране, как правило, в тканях, характеризующихся вы-
соким транспортом воды, например в проводящих тканях 
(Yaneff et al., 2014). У A. sativa транспортеры PIP обнару-
жены и на эндоплазматическом ретикулуме (Zhou X. et 
al., 2024). Транспортеры подгруппы PIP1 обычно имеют 
локализацию на плазматической мембране (Kaldenhoff,  
Fi scher, 2006) и обладают низкой водопропроводимостью 
(Kapilan et al., 2018). Часть белков PIP1 не способна дей
ствовать независимо, и они должны образовывать гете-
ротетрамеры с мономерами PIP2, чтобы иметь возмож
ность увеличивать водопроводимость (Schuurmans et al., 
2003). У растений табака (Nicotiana tabacum) снижение 
уровня экспрессии NtAQP1, члена семейства PIP1, вы-
зывало сни жение транспорта воды в корнях. У гороха 
(Lathyrus ole ra ceus) было продемонстрировано, что PIP1 
играют важ ную роль при снабжении семян водой (Kal
denhoff, Fis cher, 2006). 

Некоторые исследователи отмечают дополнительную 
функцию подгруппы PIP1 в растительных клетках, за-
ключающуюся в способности транспортировать CO2 
(Kapilan et al., 2018). Повышенная экспрессия OsPIP2;7 
в рисе улучшает выживаемость риса в условиях низко-
температурного стресса и влияет на уровни экспрессии 
других генов AQP в рисе (Zhou X. et al., 2024). 
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Считается, что подгруппы PIP1 и PIP2, как правило, ло-
кализованы почти во всех частях растения, включая корни 
и листья (Maurel et al., 2015). Аквапорины подсемейства 
PIP2 более эффективны в качестве водных каналов, чем 
представители группы PIP1, и различные изоформы PIP2 
считаются основными транспортерами воды через клеточ-
ную мембрану (Kaldenhoff, Fischer, 2006). Паттерны экс-
прессии гена AQP у A. thaliana существенно отличались 
при стрессе от засухи (например, экспрессия AtPIP2;1 
и AtPIP2;2 снижалась при стрессе). Анализ экспрессии 
OsPIP1 у риса в условиях засушливого стресса показал, 
что экспрессия этих двух генов была повышена, тогда как 
экспрессия всех генов OsPIP2s была снижена. Эти резуль-
таты указывают на то, что экспрессия AQP в растениях 
при засухе регулируется сложной сигнальной сетью, а 
механизм регуляции AQP в устойчивости растений к за-
сухе требует дальнейшего изучения (Zhou X. et al., 2024).

Белки TIP локализованы на вакуолярных мембранах 
(Johnson et al., 1990). Пять подгрупп аквапоринов TIP 
(у арабидопсиса, кукурузы и риса) расположены в тоно
пластах, но некоторые изоформы TIP обнаружены и на 
плазматической мембране клеток. У овса семь представи
телей TIP локализованы в цитоплазме и пять – на вакуолях 
(Zhou X. et al., 2024). Изза высокой концентрации аквапо-
ринов на вакуолярных мембранах водопроницаемость то-
нопласта считается намного выше, чем у плазматической 
мембраны. Это способствует поддержанию тургорного 
давления внутри клетки (Luo et al., 2022). Известно, что 
TIP, помимо функции переноса воды, участвуют в транс-
порте мочевины, глицерина и аммиака, а также в реакции 
растения на абиотический стресс (Loque et al., 2005). Неко-
торые изоформы TIP показывают важную роль в реакции 
растения на засуху. В работе A. LopezZaplana с коллега
ми отмечено присутствие TIP на мембранах митохондрий 
(LopezZaplana et al., 2020). Считается, что изоформы TIP1 
и TIP2 экспрессируются в тканях вегетативных органов 
растений, изоформы TIP3 экспрессируются в семенах, а 

изоформы TIP5 связаны с пыльцевыми зернами (Hussain 
et al., 2020). TIP являются высокоспецифичным подсе-
мейством и могут выполнять разнообразные функции у 
разных видов растений. 

Интегральные нодулин26подобные белки, NIP, впер
вые были идентифицированы в перибактериоидной мем
бране клубеньков сои (G. max). Например, GmNOD26 
стал первым описанным белком NIP (Fortin et al., 1987). 
Предполагается, что белки подсемейства NIP участвуют в 
обмене метаболитами между растениемхозяином и сим-
бионтом (Kruse et al., 2006). Хотя продукт гена GmNOD26 
локализовался исключительно в перибактериоидной мем
бране азотфиксирующих симбиотических клубеньков бо
бовых, NOD26подобные белки (NIP), образующие третье 
подсемейство, также могут встречаться у видов растений, 
не относящихся к бобовым, у которых они локализуются 
на плазматической мембране (Ma et al., 2006) или мем-
бране ЭПР (Mizutani et al., 2006). 

Таким образом, NIP широко распространены не только 
у бобовых растений (образующих бобоворизобиаль ный 
симбиоз), что указывает на то, что они могут работать в 
отсутствие симбиотических отношений (Wayne, Tazawa, 
1990). Например, в работе X. Zhou с коллегами показано, 
что у A. sativa L. ген подсемейства NIP – 6Ag0000836.1 – 
значительно повышал экспрессию при раз личных абио-
тических стрессах. Предполагается, что этот ген может 
быть геноммаркером при ответе на абиотический стресс 
(Zhou X. et al., 2024). И хотя в сравнении с другими аква
поринами NOD26 и другие NIP имеют бо лее низкую водо
проводимость, они обладают также транс портной функ-
цией по отношению к глицерину (Kal den hoff, Fischer, 
2006). Это может свидетельствовать о том, что общий 
предок различных групп растительных аквапоринов не 
имел функции транспорта глицерина (Zhang et al., 2020). 

Субклеточная локализация большинства транспортеров 
NIP пока не ясна. Известно, что NIP могут локализоваться 
на мембране эндоплазматического ретикулума (Lopez et 

Клеточная локализация и функции аквапоринов растений* 

Подсемейство Локализация Транспорт веществ

Plasma membrane  
intrinsic proteins (PIPs) 

Плазматическая мембрана, внутренняя  
мембрана хлоропласта, мембрана тилакоидов, 
мембрана эндоплазматической сети (ЭПС)

Транспорт воды, перекиси водорода, глицерина,  
углекислого газа 

Tonoplast intrinsic  
proteins (TIPs)

Тонопласт, плазматическая мембрана,  
внутренняя мембрана хлоропласта,  
мембрана тилакоидов, митохондрии 

Транспорт воды, перекиси водорода, аммония,  
мочевины, глицерина

Nodulin26-like  
intrinsic proteins (NIPs) 

Мембрана ЭПС, плазматическая мембрана Проницаемы для большого числа субстратов,  
включая металлоиды, но слабо проницаемы для воды. 
Предполагается, что белки NIP участвуют в обмене  
метаболитами между растением-хозяином и симбионтом

Small basic  
intrinsic proteins (SIPs)

Мембрана ЭПС Транспорт воды

Uncharacterized/ 
X intrinsic proteins (XIPs)

Плазматическая мембрана Транспорт воды, перекиси водорода, металлоидов,  
мочевины, борной кислоты

* Согласно (Ishikawa et al., 2005; Kruse et al., 2006; Ma et al., 2006; Maurel et al., 2015; Pommerrenig et al., 2015; Lopez et al., 2016; Noronha et al., 2016; Wang C. 
et al., 2016; Byrt et al., 2017; Kapilan et al., 2018; Zhou X. et al., 2024).
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al., 2016). У A. thaliana член подсемейства NIP5;1 обна-
ружен в плазматической мембране, в то время как другой 
член подсемейства, NIP2;1, расположен на мембране эндо-
плазматического ретикулума (Zhou X. et al., 2024). Кроме 
того, NIP способны транспортировать аммиак, молочную 
кислоту, бор и кремний (Danielson, Johanson, 2008). Также 
NIP являются транспортерами металлоидов (Pommerrenig 
et al., 2015), причем NIP не только облегчают диффузию 
металлоидов из почвы, но также играют ключевую роль 
в их транспорте внутри растения. Поэтому можно пред-
положить, что семейство NIP способствует поглощению 
и транслокации металлоидов, тем самым регулируя их 
количество.

Группа малых белков SIP локализована на мембране 
эндоплазматического ретикулума (Ishikawa et al., 2005). 
Подсемейство SIP у растений структурно и функциональ-
но изучено недостаточно (Hussain et al., 2020). Строение 
SIP отличается от других подсемейств AQP благодаря 
тому, что их цитозольная Nконцевая область сравнитель-
но короче (Kapilan et al., 2018). В связи с их укороченным 
мотивом NPA SIP также могут транспортировать иные 
молекулы, а не только воду. На сегодняшний день нет 
единого мнения по поводу роли SIP в транспорте веществ 
у растений. Например, при исследовании A. thaliana из 
трех аквапоринов этого подсемейства только SIP1.1 и 
SIP1.2 показали незначительную водопроводимость, в 
то время как у SIP2.1 этой функции не было (Ishikawa 
et al., 2005). Белки SIP1 переносят воду через мембрану 
эндоплазматического ретикулума, тогда как белок SIP2 
действует как канал эндоплазматического ретикулума для 
небольших молекул или ионов (Hussain et al., 2020). На 
сегодняшний день известно, что у A. sativa два гена SIP, 
4Dg0000047.3 и 5Ag0000631.1, показали экспрессию в 
тканях надземных органов растения (Zhou X. et al., 2024). 

Представители подсемейства XIP встречаются у про-
стейших, грибов и растений, но их функции пока недо-
статочно изучены (Kapilan et al., 2018). У растений табака 
продукты генов семейства XIP, NtXIP1;1α и NtXIP1;1β, 
локализованы на плазматической мембране. А NtXIP1;1 
показал экспрессию во всех растительных тканях. Извест-
но, что это подсемейство отсутствует у таких растений, 
как арабидопсис, кукуруза и рис. Последовательности 
белков подсемейства XIP короче, чем у других MIP. Но 
при этом их структура остается высококонсервативной и 
схожа с другими подсемействами (Wang C. et al., 2016). 
У различных видов растений XIP демонстрирует контраст-
ные транспортные функции. Например, у виноградной 
лозы VvXIP1 играет роль в осмотической регуляции в 
дополнение к транспорту H2O2 и регулировании кон-
центрации металлоидов (Noronha et al., 2016). Гетероло-
гичная экспрессия генов семейства XIP у пасленовых в 
ооцитах Xenopus laevis и различных штаммах дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae показала, что эти изоформы 
способствуют переносу крупных молекул, таких как гли-
церин, мочевина и борная кислота. Но водопроводимость 
для них не показана. Эти данные свидетельствуют о том, 
что XIP в отдельных растительных тканях принимают 
участие в переносе незаряженных молекул через плазма-
тическую мембрану клетки (Kapilan et al., 2018).

Аквапорины  
в растительно-микробных системах
Микробнорастительные взаимодействия являются осно
вой жизни на планете. Взаимодействия могут быть: спе
цифические, эволюционно закрепленные и неспеци фи
ческие, временные, случайные. Известно, что высшие 
растения могут вступать в симбиотические отношения с 
микроорганизмами. Это отношения различных видов – 
мутуализм, комменсализм, аменсализм, паразитизм и 
ней трализм (ЯценкоСтепанова и др., 2014). Симбио-
тические отношения зависят от условий, в которых они 
существуют. То есть одна и та же комбинация хозяина и 
симбионта может быть взаимовыгодной в одном случае, 
но паразитической в другом (Chiu, Paszkowski, 2019). 
Например, для A. thaliana гриб Colleotrichum toefieldiae 
оказался полезным только в условиях недостатка фосфора, 
в других же случаях гриб становился паразитом (Hiruma 
et al., 2016).

Растения постоянно подвергаются атаке патогенов, 
включая вирусы, бактерии и грибы. Это приводит к раз
личным заболеваниям сельскохозяйственно важных рас
тений и, соответственно, к значительным продовольст
венным потерям (Savary et al., 2019). Все больше данных 
свидетельствует о том, что AQP играют роль в защите рас
тения от патогенов, модулируя иммунитет растений и 
устойчивость к инвазиям (Li et al., 2020). Индуцирован-
ный бактериальным патогеном AtPIP1;4 транспортирует 
воду из апопласта в цитоплазму для активации систем
ной приобретенной устойчивости и иммунных реакций 
у A. thaliana (Tian et al., 2016). Растения обладают спо-
собностью закрывать свои устьица, сохраняя влагу, после 
восприятия молекулярных паттернов, ассоциированных 
с патогеном, чтобы ограничить инвазию. Известно, что 
гормон стресса АБК участвует в регуляции смыкания 
устьиц. Было показано, что AtPIP1;2 облегчает транспорт 
воды через плазматическую мембрану, вызывая АБК и 
патогениндуцированное закрытие устьиц у A. thaliana 
(ExpositoRodrigues et al., 2017). 

На начальных этапах заражения грибные патогены 
регулируют свое развитие для проникновения специа
ли зированных инфекционных гиф в организм хозяина и 
получения питательных веществ. У Fusarium graminea
rum белок FgAQP1, локализованный на ядерной мембране 
в конидиях, имеет значение для роста гиф, развития и 
вторичного метаболизма. Делеция в FgAQP1 влияет на 
экспрессию генов, что снижает эффективность заражения 
растений, это указывает на то, что FgAQP1 может играть 
ключевую роль во взаимодействии F. graminearum с хо-
зяином (Ding et al., 2018). 

В то же время известны бактерии, стимулирующие рост 
растений как в благоприятных условиях, так и в условиях 
стресса (Pseudomonas mandelii, Rhizobium leguminosarum 
bv. viciae и др.). В исследованиях Е. Martynenko с кол-
легами была показана связь между активностью AQP и 
образованием апопластических барьеров в растительно
микробной системе “Pisum sativum + Pseudomonas man  
delii ”. Pseudomonas mandelii повышает активность аква-
поринов, что компенсирует возможное снижение водо-
проводимости в корнях гороха (Martynenko et al., 2023).
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В сравнении с патогенами, АМГ в кортексе корня не 
нарушают целостность клеток растенияхозяина (Mosse 
et al., 1981; Spatafora et al., 2016). Обмен питательными 
веществами и транспорт воды между симбионтами про-
исходит в арбускулах (Zhang et al., 2019). Кроме того, 
колонизация растений AMгрибами способствует плав-
ному закрытию устьиц растений при засухе. АМсимбиоз 
улучшает устьичную проводимость и транспирацию в 
листьях для адаптации к засушливым условиям среды 
(Ni et al., 2024). Выступая в качестве «расширенных 
кор ней» растений, АМГ улучшают эффективность фото-
синтеза, осморегуляцию и усиливают антиоксидантный 
метаболизм растений (Evelin et al., 2019). Гены AQP мо  
гут разнонаправленно экспрессироваться в ответ на ми-
коризацию (Asadollahi et al., 2023). В условиях стресса 
для растения АМГ влияют на экспрессию AQP на транс-
крипционном, трансляционном и посттранскрипционном 
(фосфорилирование, мультимеризация, циклирование и 
интернализация AQP) уровнях, что способствует активной 
регуляции экспрессии AQP и обилия белка, тем самым 
улучшая эффективность транспорта H2O, CO2, глицерина, 
NH3 и пр. (Kakouridis et al., 2022). 

В растительномикробной системе (РМС) “Triticum 
aes tivum + Rhizophagus irregularis (ранее известный как 
Glo mus intraradices Schenck & Smith)” было показано, 
что колонизация растений АМгрибами активирует гены, 
 участвующие в пути биосинтеза фенилпропаноидов, и 
факторов транскрипции, которые играют жизненно важ-
ную роль в защите растений от биотических и абиотиче-
ских стрессов (Mashini et al., 2022).

АМколонизация связана с модификациями мембран-
ных транспортеров, особенно белков аквапоринов. На
пример, в РМС “Triticum aestivum + Funneliformis mos
seae” были проанализированы гены, экспрессия кото 
 рых изменяется при дефиците воды, а именно: из подсе-
мейства PIP подгруппы PIP1 – TaPIP16 и TaPIP18; из 
PIP2 – TaPIP22C1, TaPIP22C3, TaPIP23C1, TaPIP27, 
TaPIP222; из NIP3 – только TaNIP31; из TIP4 – TaTIP25, 
TaTIP41, TaTIP42, TaTIP46. Гены AQP с понижением 
экспрессии относились к подсемействам PIP1, PIP2, TIP2, 
TIP4 и NIP. Продукты генов были локализованы на плаз
матической мембране или тонопласте. В отличие от других 
AQP, помимо функции переносчика воды, у TaNIP31 
также выявлена активность в трансмембранной передаче 
арсенита и солей борных кислот. В данной РМС “T. aesti
vum + F. mosseae” дефицит воды не влиял на экспрессию 
SIP. У пшеницы 25 генов аквапоринов из 96 известных при 
инокуляции АМгрибом меняли свою экспрессию. При 
этом только четыре гена, TaNIP110, TaNIP33, TaNIP34 
и TaTIP15, показали повышенную экспрессию. Половина 
анализируемых AQP пшеницы с пониженной экспрессией 
генов была локализована на плазматической мембране, 
остальные – на тонопласте (TIP1, TIP2, TIP4, PIP1, PIP2, 
NIP2, SIP2 и NIP3). Интересно, что экспрессия TaPIP2
2C3, TaPIP22C1, TaTIP46, TaPIP16 и TaPIP23C1 пода-
влялась в микоризованных растениях при дефиците воды, 
а экспрессия TaNIP110, TaNIP33, TaNIP34, TaNIP15 и 
TaPIP27 повышалась при тех же условиях (Asadollahi et 
al., 2023). 

Известно, что у кукурузы АМсимбиоз подавлял не-
сколько аквапоринов, включая ZmPIP11, ZmPIP13, 
ZmPIP14, ZmPIP16, ZmPIP22, ZmPIP24, ZmTIP11 и 
ZmTIP23, но усиливал экспрессию TIP4-1. В то же вре мя 
у засухоустойчивого сорта кукурузы показаны другие ре-
зультаты. Только три из изученных генов AQP, ZmPIP1;6, 
ZmPIP2;2 и ZmTIP4;1, меняли экспрессию при симбио зе 
с AMГ. Результаты эксперимента с засухоустойчи вым 
сортом кукурузы согласуются с гипотезой о том, что по
ни жение экспрессии генов аквапоринов при недостатке 
воды может быть способом минимизации ее потери (Qui
roga et al., 2017).

В РМС “Daucus carota + Rhizophagus irregularis” в 
 условиях засухи была оценена экспрессия генов GiAQP1, 
RiAQPF1 и RiAQPF2. Дифференциально экспрессиро
вался только RiAQPF2 (KellerPearson et al., 2023).

При совместной колонизации кукурузы R. irregularis 
и Exophiala pisciphila (DSE, темный септированный эн
дофит) отмечены высокая водопроводимость через устьи-
ца в листьях растения и понижение экспрессии генов 
ZmPIP1;1, ZmPIP1;2, ZmPIP2;1, ZmPIP2;5 и ZmPIP2;6 
относительно контрольных растений без заражения ми
кроорганизмами и с их присутствием по отдельности. 
По казано, что экспрессия GintAQPF1 и GintAQPF2 у 
R. irregularis достоверно меняется в условиях стресса от 
засухи. В ходе эксперимента наблюдались конкурентные 
отношения при микоризации между АМГ и DSE. С другой 
стороны, для АМГ и DSE также известны и синергетиче-
ские отношения при регуляции транспорта электролитов 
из мембран, окислительного стресса, фотосинтеза и экс-
прессии аквапоринов, например у проростков кукурузы 
(Gong et al., 2023). 

В работе D. Wang с коллегами показано, что экспрессия 
гена ZmTIP2;3 в РМС “Zea mays + Rhizophagus irregula ris 
(ранее относимый к Glomus intraradices)” значительно 
повышалась в условиях засухи за счет симбиоза с АМГ. 
ZmTIP2;3 представляет собой аквапорин с шестью транс-
мембранными доменами и двумя высококонсервативны  
ми мотивами NPA. Его промоторная область содержит 
много цисдействующих элементов, связанных с индук-
цией АМ симбиоза. В опыте мутация в гене ZMTIP2;3 
приводила к снижению биомассы, скорости колонизации, 
фотосинтеза, содержания пролина и уровней экспрессии 
нескольких генов, связанных с засухой (LEA3, P5CS4 и 
NECD1) по сравнению с диким типом после инокуляции 
AMгрибом в условиях засухи. Это позволило предполо-
жить, что ZmTIP2;3 повышает засухоустойчивость куку-
рузы за счет симбиоза с AMгрибом (Wang D. et al., 2024).

Заключение 
Открытие аквапоринов стало значительным событием в 
биологии и медицине. Важная функция аквапоринов – 
регулирование трансмембранного водного транспорта 
как между клетками, так и внутри клеток (Maloy, Hughes, 
2013). Количество изоформ аквапоринов может сильно 
различаться в зависимости от вида организма и условий 
его существования. В зависимости от условий окружаю-
щей среды мо жет варьироваться активность работы аква-
поринов, изменяться их регуляторная функция в транспор-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9981826/#CR25
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те воды. Такие стратегические модели экспрессии генов 
аквапо ринов и их функционального разнообразия явля-
ются инструментом для адаптации к меняющимся фак-
торам окружающей среды, в том числе стрессовым (Jia, 
Liu, 2020). В симбиозе с АМГ регулируется значительное 
ко личество аквапоринов растенияхозяина. Регуляция их 
генов может, в частности, зависеть от силы стресса, вы-
званного засухой. Некоторые из этих аквапоринов, кроме 
транспорта воды, могут переносить и другие молекулы, 
имеющие физиологическое значение для жизни растений. 
Результаты исследований в самых разных условиях под-
тверждают, что микоризованные растения растут и раз-
виваются лучше, чем растения без микоризы. При этом 
у микоризованных растений эффективнее сохраняется и 
осуществляется перенос воды между тканями, а также 
повышаются эффективность мобилизации соединения 
азота, накопления глицерина, синтез сигнальных молекул, 
накопление металлов, играющих роль в устойчивости к 
абиотическим стрессам.

Будущие исследования должны расширить знания о 
специфических функциях изоформ аквапоринов, регули-
руемых АМсимбиозом, для понимания того, как этот сим-
биоз изменяет приспособленность растений к стрессовым 
условиям. Мониторинг транскрипционных реакций генов 
аквапоринов на различные факторы окружающей среды 
может повысить наши знания для разработки программ 
биотехнологического улучшения сельскохозяйственных 
культур.
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Transcriptomic analysis of the symbiotic responsivity trait  
in pea (Pisum sativum L.)
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Abstract. Pea (Pisum sativum L.) is an important crop culture and a model object for studying the molecular genetic bases 
of nitrogen-fixing symbiosis and arbuscular mycorrhiza (AM). Pea genotypes with high and low responsivity to inoculation 
with nodule bacteria (rhizobia) and AM fungi have been described: the ‘responsive’ genotypes demonstrate an increase in 
seed weight under inoculation, while ‘non-responsive’ ones do not show such a reaction. In order to get insight into the mo-
lecular genetic mechanisms underlying the symbiotic responsivity, a transcriptomic analysis of whole root systems of pea 
plants of the ‘responsive’ genotype k-8274 (cv. Vendevil, France) and ‘non-responsive’ genotype k-3358 (unnamed cultivar, 
Saratov region, Russia) grown in soil without inoculation (control) and inoculated either with rhizobia (single inoculation) 
or with rhizobia together with AM fungi (double inoculation) was performed. It was shown that the ‘responsive’ genotype, 
indeed, demonstrated a pronounced transcriptomic response to single and double inoculation, in contrast to the ‘non-re-
sponsive’ genotype. In k-8274, single inoculation led to specific up-regulation of genes related to catabolism of polyamines, 
lipid metabolism, and jasmonic acid and salicylic acid signaling. Under double inoculation, the specifically up-regulated 
genes in k-8274 were related to arbuscular mycorrhiza infection, and the down-regulated genes were related to nodulation. 
This fact matches the phenotype of the plants: the number of nodules was lower in k-8274 under double inoculation as 
compared to the control. Thus, strict control over the nodule number may be one of the mechanisms underlying the sym-
biotic responsivity of pea. Finally, a comparison of expression profiles in k-8274 and k-3358 roots under double inoculation 
also allowed us to identify the transcriptomic signatures characteristic of the symbiotically responsive genotype. Further 
work will be focused on validation of these transcriptomic markers of the symbiotic responsivity trait in pea.
Key words: pea; legume-rhizobial symbiosis; arbuscular mycorrhiza; symbiotic responsivity; transcriptomics
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Транскриптомный анализ признака симбиотической 
отзывчивости у гороха посевного (Pisum sativum L.)
Д.О. Кузьмина , Е.А. Зорин , А.С. Сулима , Д.А. Романюк , М.Л. Гордон , А.И. Жернаков ,  
О.А. Кулаева , Г.А. Ахтемова, О.Ю. Штарк , И.А. Тихонович , В.А. Жуков  

Всероссийский научно-исследовательский институт сельскохозяйственной микробиологии, Пушкин-8, Санкт-Петербург, Россия
 vzhukov@arriam.ru

Аннотация. Горох посевной (Pisum sativum L.) является важной сельскохозяйственной культурой и модельным объ-
ектом для изучения молекулярно-генетических основ азотфиксирующего симбиоза и арбускулярной микоризы 
(АМ). Описаны генотипы гороха с высокой и низкой отзывчивостью на инокуляцию клубеньковыми бактериями 
(ризобиями) и АМ грибами: «отзывчивые» генотипы демонстрируют прибавку массы семян при инокуляции, а для 
«неотзывчивых» генотипов такая реакция не характерна. С целью описания молекулярно-генетических механиз-
мов, лежащих в основе симбиотической отзывчивости, был проведен транскриптомный анализ целых корневых 
систем растений гороха «отзывчивого» генотипа к-8274 (сорт Vendevil, Франция) и «неотзывчивого» генотипа к-3358 
(сорт из Саратовской области, Россия), выращенных в почве без инокуляции (контроль) и при инокуляции ризо-
биями (одиночная инокуляция) и ризобиями совместно с АМ грибами (двойная инокуляция). «Отзывчивый» генотип 
действительно продемонстрировал выраженный ответ на уровне транскриптома на одиночную и двойную иноку-
ляцию, в отличие от «неотзывчивого» генотипа. Одиночная инокуляция привела у к-8274 к специфическому повы-
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Транскриптомный анализ признака симбиотической 
отзывчивости у гороха посевного (Pisum sativum L.)

шению экспрессии генов, связанных с катаболизмом полиаминов, метаболизмом липидов и сигналингом на основе 
жасмоновой и салициловой кислот. При двойной инокуляции у к-8274 была повышена экспрессия генов, связанных 
с арбускулярно-микоризной инфекцией, и понижена экспрессия генов, связанных с клубенькообразованием. Дан-
ный факт соответствует фенотипу растений: число клубеньков у к-8274 было снижено при двойной инокуляции по 
сравнению с контролем. Таким образом, одним из механизмов, лежащих в основе симбиотической отзывчивости у 
гороха, может быть строгий контроль над числом клубеньков. Наконец, сравнение экспрессионных профилей кор-
ней растений к-8274 и к-3358 в условиях двойной инокуляции позволило идентифицировать «транскриптомные 
сигнатуры», характерные для симбиотически отзывчивого генотипа к-8274. Дальнейшая работа будет направлена 
на подтверждение возможности использования выявленных генов в качестве транскриптомных маркеров призна-
ка симбиотической отзывчивости у гороха посевного. 
Ключевые слова: горох; бобово-ризобиальный симбиоз; арбускулярная микориза; симбиотическая отзывчивость; 
транскриптомика

Introduction
Legume plants (family Fabaceae) are an important component 
of modern agricultural practices due to their ability to fix atmo-
spheric nitrogen in symbiosis with nodule bacteria (rhizobia) 
(Rubiales, Mikic, 2015). The symbiotic nitrogen fixation pro-
vides plants with combined nitrogen, and this feature allows 
legumes to grow on lower doses of mineral fertilizers, which 
is economically advantageous and beneficial for the environ-
ment (Goyal et al., 2021). The N2 fixation occurs in specific 
organs called root nodules, which are formed on the roots of 
legume plants, where rhizobia are hosted within the plant cells 
(Yang et al., 2022). In addition to nitrogen fixation, legumes, 
like most terrestrial plants, form arbuscular mycorrhiza (AM), 
which helps plants cope with water deficiency and lack of min-
eral phosphorus (Smith, Read, 2008). This tendency to form 
mutualistic symbioses with beneficial microorganisms makes 
legumes profitable crops for use according to the concept of 
sustainable agriculture.

It is generally accepted that the root nodule (RN) symbiosis 
of legumes has evolved on the base of pre-existing AM (Par-
niske, 2008; Oldroyd, 2013). This idea is supported by the fact 
that some components of signaling systems are shared between 
the two symbioses. The first example of such shared signaling 
system is the so-called CSSP (common symbiosis signaling 
pathway), the signal transduction pathway that is activated 
during the early steps of the development of  both AM and RN 
symbioses (Harrison, 2012; Wang D. et al., 2022). The second 
one is the autoregulation system, which exercises systemic 
control over the nodule number and the rate of mycorrhizal 
colonization of roots (autoregulation of nodulation (AON)/
autoregulation of mycorrhization (AOM)), depending on the 
amount of available nitrogen and phosphorus in the growth 
substrate, respectively (Reid et al., 2011; Ferguson et al., 2019; 
Müller, Harrison, 2019). Interestingly, nodulation systemically 
influences mycorrhization, and vice versa, as was shown in 
split-root experiments in alfalfa (Medicago sativa L.) (Catford 
et al., 2003).

Pea (Pisum sativum L.) is a profitable legume crop that has 
also served as a model to study the genetic system controlling 
the development of RN symbiosis and AM, similar to model 
legumes Medicago truncatula Gaertn., Lotus japonicus (Re-
gel.) K. Larsen and Glycine max (L.) Merr. (Roy et al., 2020; 
Tsyganov, Tsyganova, 2020). Different genotypes have been 
described in pea with high and low responsivity to inocula-
tion with rhizobia and AM fungi: the ‘responsive’ genotypes 
increase their seed productivity under inoculation, and the 
‘non-responsive’ ones do not demonstrate such a reaction to 

inoculation (Shtark et al., 2006). This symbiotic responsivity 
trait was also called EIBSM, standing for Effectiveness of 
Interaction with Beneficial Soil Microorganisms, and was 
proposed for breeding of pea and other legumes (Shtark et 
al., 2012, 2015). 

Recent development of pea genomics makes it possible to 
use post-genomic technologies such as transcriptomics and 
proteomics for studying agriculturally important traits (Parihar 
et al., 2022; Rubiales et al., 2023). Most such works, however, 
are devoted to studying resistance to pathogens rather than 
responsivity to symbionts (Castillejo et al., 2015; Cerna et al., 
2017; Liu et al., 2023; Kälin et al., 2024), so the molecular 
mechanisms underlying the symbiotic responsivity in pea 
remain largely unexplored (Zhukov et al., 2021a). Therefore, 
the aim of this work was to reveal the molecular genetic bases 
of this trait by describing the transcriptomic changes in roots 
of two contrasting pea genotypes, the ‘responsive’ k-8274 
and the ‘non-responsive’ k-3358, after inoculation with rhizo-
bia (Rh) and rhizobia plus AM fungi (Rh+AM), as compared 
to a non-treated control.

Materials and methods
Vegetation experiments. The plant material (whole root sys-
tems) for RNA extraction was taken from the previously con-
ducted vegetation experiment described in detail in (Zhukov 
et al., 2017). Briefly, the plants of the genotypes k-8274 and 
k-3358 (VIR collection of pea, St. Petersburg, Russia) were 
grown in non-sterile sod-podzolic light loamy soil (Leningrad 
Oblast, area of the Belogorka Science and Production Associa-
tion, Chumus 1.27 % and Ntotal 0.11 %, pHsalt 4.92), three plants 
per 5-liter pot, in a greenhouse during the summer period at 
ARRIAM, St. Petersburg, Russia in the following variants: 
non-inoculated plants (control), plants inoculated with Rhi
zobium leguminosarum bv. viciae strain RCAM1026 (Rh), 
plants inoculated with Rhizobium leguminosarum bv. viciae 
strain RCAM1026 together with a mixture of arbuscular my-
corrhizal fungi Rhizophagus irregularis BEG144, R. irregu
laris BEG53 and Glomus sp. ST3 (Rh+AM). After 4 weeks of 
growth, the plants were harvested; root systems were washed 
with water, immediately frozen in liquid nitrogen and stored 
at –80 °C until further processing. For a biological replicate, 
three plants from one pot were collected. In total, there were 
three biological replicates per treatment per plant genotype.

In the experiment on phenotypic characterization of k-8274 
and k-3358, plants were grown in 2-liter pots with sterile 
sand, 4 plants per pot, without inoculation (control) and under 
inoculation with either Rhizobium leguminosarum bv. viciae 
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RCAM1026 (Rh) or Rhizophagus irregularis BEG144 (AM), 
or their combination (Rh+AM), in four replicates (pots) per 
treatment. The seeds were pre-sterilized with concentrated 
sulphuric acid, rinsed 5 times with autoclaved distilled water, 
and germinated in Petri dishes on filter paper at 28 °C in the 
dark. Inoculation with rhizobia was performed by pouring 
3 ml of water suspension (106 CFU×l–1) of Rh. leguminosa
rum bv. viciae RCAM1026 under each seedling; inoculation 
with AM fungi was performed by adding 60 g of dry roots of 
Sorghum sp. colonized by AM fungi (the details of the AM 
inoculation method are described in Shtark et al., 2019). At 
planting, the seedlings were supplied with mineral nutrition 
solution with a low content of phosphorus and nitrogen (Su-
lima et al., 2019), 150 ml per pot.

The plants were grown in a VB 1014 (Vötsch Industrie tech-
nik, Germany) growth chamber under the following condi-
tions: day/night 16/8 h, temperature 21 ± 1 °C, relative humid-
ity 75 %, light irradiation 600 μmol of photons × m–2 × s–1. 
The plants were watered by 200 ml of distilled water twice a 
week. At 4 weeks after planting/inoculation, the plants were 
harvested, and the root systems were washed with water. The 
number of nodules was counted during visual examination 
of the root systems; the shoots were air-dried and weighted. 

Statistical analysis was carried out in the R environment 
using the core package ‘stats’ (version 4.3.0). A two-way 
ANOVA was used to assess the effects of inoculations and 
their action on shoot dry weight, and a one-way ANOVA was 
used to evaluate the impact of mycorrhiza on nodulation. 

RNA extraction, library preparation and sequencing. 
The frozen whole root systems were grinded in liquid nitrogen 
using mortars and pistils; the resulting powder was used for 
total RNA extraction using Trizol reagent (Thermo Fisher 
Scientific, USA). The quality of RNA was assessed using a 
2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent Technologies, USA). 
RNA of sufficient quality (RNA integrity number (RIN) > 8) 
was obtained from only two replicates of the samples from 
the control conditions, single inoculation and combined 
(double) inoculation, which allowed us to study the effect of 
single and combined inoculation on plants of the k-8274 and 
k-3358 genotypes.

The extracted RNA was used for RNAseq library prepa-
ration using the MACE v1.0 kit (GenXPro GmbH, Frank-
furt am Main, Germany). The libraries were sequenced in 
GenXPro GmbH (Frankfurt am Main, Germany) on Illumina 
HiSeq2000. Raw sequencing data were uploaded to the NCBI 
database (BioProject number PRJNA1154300).

Bioinformatic analysis. The quality of raw reads was as-
sessed using FastQC (version 0.11.9) (Andrews, 2010) and 
multiqc (Ewels et al., 2016). Trimmomatic (version 0.39) with 
default parameters was employed to remove adapter sequences 
and low-quality sequences (Bolger et al., 2014). Clean reads 
were aligned to the reference genome of cv. Frisson (NCBI: 
JANEYU000000000; Zorin et al., 2022) with STAR (version 
2.7.10b) (Dobin et al., 2013) and sorted using SAMtools 
(version 1.17) (Danecek et al., 2021). Using multi-mapping, 
featureCounts (version 2.0.3) was used to count the number of 
reads that were aligned to genes or exons (Liao et al., 2014). 

The BLAST+ command line tool (version 2.9.0) was 
used to annotate genes to which reads were mapped, with 
an E-value threshold of 1e–5 against Medicago truncatula 

functional annotation (genomic assembly MedtrA17_4.0) 
(Camacho et al., 2009). PCA plots were generated using the 
R packages  DESeq2 and ggplot2 (Love et al., 2014; Wickham, 
2016). R (version 4.1.3) was used to perform differential gene 
expression analysis with the DESeq2 package. Genes were 
considered differentially expressed if the Wald test was passed 
with the False Discovery Rate (FDR) value of no more than 
0.05 and a log2-fold change less than or more than 0.5. Ad-
ditionally, a targeted analysis of differential gene expression 
was performed on gene lists (listed in the Supplementary 
Table S1)1 that were acquired from earlier research projects. 
These gene lists included Sym genes and genes involved in 
the systemic process of autoregulation of nodulation. 

GO enrichment analysis was carried out using the topGO 
packages (version 2.42.0) (Alexa, Rahnenfuhrer, 2024), 
with the use of the weight01 method and Fisher’s exact test. 
Genes, the expression of which was considerably elevated or 
decreased, were used independently to search for biological 
processes. Biological pathways with statistically significant 
up/down-regulation were counted at p-value < 0.05 and de-
picted using ggplot2. The p-value indicates the probability 
of this value occurring by chance, and suggests that the bio-
logical process under investigation is enriched in the tran-
scripto mic data.

The heatmap is based on a matrix containing the values of 
1–R (R is the Pearson correlation coefficient). The correlation 
is calculated based on the values of normalized expression 
(the number of normalized reads per million was obtained 
using DESeq2, VST (Variance Stabilizing Transformation)), 
which were additionally logarithmically transformed (log2), 
and then transformed into a z-scale, which for each gene for 
each sample reflects the number of standard deviations from 
the average value for all samples for this gene. Further, the 
genes were clustered based on these values using the hierarchi-
cal clustering method. The obtained matrix was displayed as 
heat maps with pheatmap (version 1.0.12) (Kolde, 2015). The 
R packages VennDiagram (version 1.7.3) and EnhancedVol-
cano (version 1.18.0) were used to show the results of the 
diff erential gene expression study (Chen, Boutros, 2011). 

Results 

Transcriptomic response to single inoculation (Rh)
Inoculation with rhizobia changed the gene expression profiles 
in roots of  both studied genotypes. The response to inoculation 
was more pronounced in k-8274: 440 unique genes were dif-
ferentially expressed as compared to control; for k-3358, there 
were only 14 such genes. Additionally, 81 genes changed their 
expression similarly in both genotypes (Fig. 1A), and for all but 
one, the expression level increased. Enrichment analysis for 
the similarly up-regulated genes showed that these genes were 
related to the biological processes connected with nodulation 
and nitrogen fixation, such as biosynthesis of glutamate from 
proline, 1-aminocyclopropane-1-carboxylate biosynthesis, 
polyamine transmembrane transport, etc. (Table 1). The genes 
additionally activated in k-8274 were related to such biological 
processes as catabolism of polyamines, lipid metabolism, and 
jasmonic acid and salicylic acid signaling (Table 1).
1 Supplementary Tables S1, S2 and Fig. S1 are available at: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx9.pdf

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx9.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx9.pdf
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Interestingly, the same genes in k-3358 were not classified 
as DEGs due to their low expression level both in control and 
under inoculation with rhizobia. Further, in k-8274, the down-
regulated genes were related to ion transport, growth and 
response to fungi, which may indicate a decrease in the AM 
fungi spread in k-8274 roots. In k-3358, the down-regulated 
genes were related to the electron transport chain, as well to 
the response to abscisic acid and water deprivation.

Transcriptomic response to double inoculation (Rh+AM)
The transcriptomic response to double inoculation was dif-
ferent in the studied genotypes (Fig. 1B). Double inoculation 
of the responsive k-8274 genotype altered the expression of 
815 unique genes in the roots, while only 11 unique genes in 

the non-responsive genotype k-3358 changed their expres-
sion level, and 5 genes showed identical expression changes 
in both genotypes (Fig. 1B). The absolute expression level 
of the same 815 genes in k-3358 in all tested conditions was 
comparable to that of k-8274 in control conditions and did 
not change significantly due to inoculation (the effect similar 
to that observed under mono-inoculation with rhizobia), re-
flecting the low responsivity of k-3358 to double inoculation. 

Enrichment analysis showed that several up-regulated 
DEGs in k-8274 under double inoculation (Rh+AM) were re-
lated to the same biological processes as in k-8274 under single 
inoculation (Rh), namely, jasmonic acid signaling, defense 
response and response to wounding (Table 2). The common 
down-regulated biological processes included pectin catabo-
lism, inorganic anion transport, and regulation of 1-deoxy-D-
xylulose-5-phosphate synthase activity. Further, many genes 
specifically up-regulated in k-8274 under double inoculation 
(Rh+AM) are associated with arbuscular mycorrhiza infec-
tion (GO biological processes: oxylipin biosynthetic process, 
defense response, response to chitin). In turn, the specific 
down-regulated genes in k-8274 are related to nodulation and 
assimilation of combined nitrogen (GO biological processes: 
nodulation, nitrate transmembrane transport) (Table 2). The 
observed down-regulation of the nodulation-related genes 
matches the result of phenotypic analysis of the plants (Zhukov 
et al., 2017): k-8274 plants formed significantly less nodules 
under double inoculation than in control conditions and under 
single inoculation with rhizobia. 

k-8274 k-8274k-3358 k-3358

335 3879 6

A B

4

105 4285 51

80

1

Fig. 1. The number of differentially expressed genes in roots of k-8274 
and k-3358 under single (А) and double (B) inoculation as compared to 
uninoculated control.

Table 1. Up-regulated biological processes under single inoculation with rhizobia (Rh) in the studied genotypes

GO category Biological process p-value

Common up-regulated biological processes in k-8274+Rh and k-3358+Rh 
(as compared to control)

GO:0098869 Cellular oxidant detoxification 0.012

GO:0010133 Proline catabolic process to glutamate 0.013

GO:0009873 Ethylene-activated signaling pathway 0.013

GO:0042218 1-Aminocyclopropane-1-carboxylate biosynthesis 0.017

GO:1902047 Polyamine transmembrane transport 0.017

GO:0055085 Transmembrane transport 0.032

GO:0006979 Response to oxidative stress 0.039

Specific up-regulated biological processes in k-8274+Rh 
(as compared to control)

GO:0016311 Dephosphorylation 0.0012

GO:0006598 Polyamine catabolic process 0.0025

GO:0009269 Response to desiccation 0.0025

GO:0006629 Lipid metabolic process 0.0030

GO:0009805 Coumarin biosynthetic process 0.0043

GO:0006538 Glutamate catabolic process 0.0079

GO:0009694 Jasmonic acid metabolic process 0.0114

GO:0009696 Salicylic acid metabolic process 0.0116

GO:0052746 Inositol phosphorylation 0.0116
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Table 2. Up- and down-regulated biological processes under double inoculation with rhizobia (Rh) and AM fungi (AM)  
in the studied genotypes

GO category Biological process p-value

Common up-regulated biological processes in k-8274+Rh+AM and k-8274+Rh 
(as compared to control)

GO:0009611 Response to wounding 1.6e–07

GO:2000022 Regulation of jasmonic acid mediated signaling pathway 2.0e–07

GO:0031347 Regulation of defense response 6.7e–05

GO:0009695 Jasmonic acid biosynthetic process 0.00012

GO:0005992 Trehalose biosynthetic process 0.00064

GO:0052746 Inositol phosphorylation 0.00084

GO:0043086 Negative regulation of catalytic activity 0.00172

GO:0016311 Dephosphorylation 0.00240

GO:0030026 Cellular manganese ion homeostasis 0.00325

GO:0009269 Response to desiccation 0.00375

Common down-regulated biological processes in k-8274+Rh+AM and k-8274+Rh 
(as compared to control)

GO:0006873 Cellular ion homeostasis 0.00028

GO:0045490 Pectin catabolic process 0.00563

GO:0015698 Inorganic anion transport 0.00765

GO:0071577 Zinc ion transmembrane transport 0.00926

GO:0006355 Regulation of DNA-templated transcription 0.00984

GO:0046622 Positive regulation of organ growth 0.00985

GO:0071836 Nectar secretion 0.00985

GO:1902395 Regulation of 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase activity 0.00985

GO:0061087 Positive regulation of histone H3-K27 methylation 0.00985

GO:0010322 Regulation of isopentenyl diphosphate biosynthetic process, methylerythritol 4-phosphate pathway 0.01959

Specific up-regulated biological processes in k-8274+Rh+AM 
(as compared to control)

GO:0015824 Proline transport 4.7e–05

GO:0080163 Regulation of protein serine/threonine phosphatase activity 0.0011

GO:0009269 Response to desiccation 0.0015

GO:0031408 Oxylipin biosynthetic process 0.0016

GO:0009695 Jasmonic acid biosynthetic process 0.0019

GO:0006952 Defense response 0.0024

GO:0010200 Response to chitin 0.0026

GO:0009805 Coumarin biosynthetic process 0.0034

GO:0043086 Negative regulation of catalytic activity 0.0034

GO:0010286 Heat acclimation 0.0051

Specific down-regulated biological processes in k-8274+Rh+AM 
(as compared to control)

GO:0009877 Nodulation 1.7e–05

GO:0006465 Signal peptide processing 5.0e–05

GO:0015671 Oxygen transport 0.00053

GO:0009228 Thiamine biosynthetic process 0.00083

GO:0010044 Response to aluminum ion 0.00375

GO:0015706 Nitrate transmembrane transport 0.00483

GO:1903401 L-lysine transmembrane transport 0.00614

GO:0006873 Cellular ion homeostasis 0.00615

GO:0034220 Ion transmembrane transport 0.00675

GO:0015713 Phosphoglycerate transmembrane transport 0.00905
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Comparison of k-8274 and k-3358 under double inoculation
In order to get an insight into the molecular bases of the sym-
biotic responsivity in pea, we compared the transcriptomes of 
the ‘responsive’ k-8274 and ‘non-responsive’ k-3358 geno-
types treated with Rh+AM. The biological processes up-re-
gulated in k-8274 roots include lignin biosynthesis and cell 
wall biogenesis, as well as phosphatidylinositol biosynthesis 
(Table 3). In turn, responses to glucose and fructose, and 
biosynthesis and metabolism of glutathione and cysteine in 
k-8274 were down-regulated compared to those in k-3358 
(Table 3). The corresponding genes with higher expression 
level in k-8274 or k-3358 roots are listed in Table S2. 

In our previous study, root transcriptomes of three highly 
responsive (high-EIBSM) and three low-responsive (low-

EIBSM) pea genotypes grown in experimental conditions 
similar to those of the present experiment (i. e., in pots with 
soil under combined inoculation with nodule bacteria and 
AM fungi) were compared, and 90 differentially expressed 
genes were identified (Afonin et al., 2021). The intersection of 
the lists of DEGs from the previous and the present experiment 
revealed 11 genes that were similarly up- or down-regulated in 
the following comparisons: ‘three high-EIBSM vs three low-
EIBSM genotypes’ and ‘k-8274 vs k-3358’ (Table 4). They 
can be considered as transcriptomic markers of the symbiotic 
responsivity trait. Interestingly, 5 out of 9 up-regulated genes 
are related to abscisic acid, jasmonic acid and salicylic acid 
metabolism and signaling, which points towards the activation 
of defense reactions in the roots of the high-EIBSM pea plants. 

Table 3. Biological processes that are differentially regulated in roots of k-8274 and k-3358 under double inoculation (Rh+AM)

GO category Biological process p-value

Up-regulated biological processes in k-8274+Rh+AM as compared to k-3358+Rh+AM

GO:1901430 Positive regulation of syringal lignin biosynthesis 0.0019

GO:2000652 Regulation of secondary cell wall biogenesis 0.0056

GO:0009664 Plant-type cell wall organization 0.0332

GO:0006661 Phosphatidylinositol biosynthetic processes 0.0495

Down-regulated biological processes in k-8274+Rh+AM as compared to k-3358+Rh+AM 

GO:0016487 Farnesol metabolic process 0.0022

GO:0009269 Response to desiccation 0.0022

GO:0009788 Negative regulation of abscisic acid-activated signalling pathway 0.0130

GO:1990961 Xenobiotic detoxification by transmembrane export across the plasma membrane 0.0130

GO:0009749 Response to glucose 0.0173

GO:0009750 Response to fructose 0.0238

GO:0009853 Photorespiration 0.0259

GO:0006749 Glutathione metabolic process 0.0323

GO:0019344 Cysteine biosynthetic process 0.0365

GO:0006414 Translational elongation 0.0365

Table 4. Differentially expressed genes of k-8274 (Rh+AM) as compared to k-3358 (Rh+AM)  
that overlap in the present study and Afonin et al., 2021

Gene ID in the genome  
of P. sativum cv. Frisson

Functional annotation according to Mercator4 ver.6.0 Log2FoldChange Adjusted 
p-value

evm.TU.contig_1396.103 Jasmonoyl-amino acid hydroxylase / (CYP94B) & Cytochrome P450 94B3 3.1922 1.28e–07

evm.TU.scaffold_1292.71 Jasmonic acid oxidase / (JOX/JAO) & Jasmonate-induced oxygenase 2 2.0252 1.01e–09

evm.TU.scaffold_443.110 EC_2.4 glycosyltransferase & Probable alpha,alpha-trehalose-phosphate 
synthase [UDP-forming] 11

1.9831 0.0456

evm.TU.contig_941.42 H-type thioredoxin / (Trx-H) & Thioredoxin H-type 1.8029 0.0053

evm.TU.scaffold_2090.181 Receptor component / (PYL/RCAR) of cytoplasm-localized abscisic acid receptor 
complex & Abscisic acid receptor PYL4

1.6877 0.0001

evm.TU.contig_1345.208 EC_2.3 acyltransferase & Benzyl alcohol O-benzoyltransferase 1.3998 0.0238

evm.TU.scaffold_1655.224 Proline dehydrogenase & Proline dehydrogenase 2 1.3108 0.0495

evm.TU.scaffold_1169.2 HD-ZIP I/II-type transcription factor & Homeobox-leucine zipper protein HAT22 0.9947 0.0006

evm.TU.scaffold_1535.577 Receptor component / (PYL/RCAR) of cytoplasm-localized abscisic acid receptor 
complex & Abscisic acid receptor PYL4

0.9145 0.0044

evm.TU.scaffold_1535.556 Iron storage protein / (FER) & Ferritin-3 –0.8532 0.0192

evm.TU.scaffold_783.526 Organic cation transporter / (OCT) & Organic cation/carnitine transporter 3 –1.0481 0.0256
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Targeted analysis of marker genes
The expression level of the symbiotic (Sym) genes (i. e., ge nes, 
the role of which in AM and/or RN symbiosis was expe ri-
mentally verified by mutation analysis or RNAi experiments 
in model legumes) was examined across all RNAseq samples 
(39 genes, see Table S1). Interestingly, the samples of  k-8274 
under double inoculation (Rh+AM) strikingly differed from 
all other samples, showing two clusters of Sym genes, the 
expression level of which was either higher or lower as com-
pared to other samples (although several genes in the up-re-
gulated cluster had similar expression level in the samples 
under mono-inoculation with rhizobia) (Fig. 2). The cluster 
of down-regulated genes contains 15 genes that are normally 
expressed during nodule development (which again reflects 
the decreased nodule number in k-8274 plants under double 
inoculation) and 2 genes (VPE, ANN1) involved in the in-
fection process in both Rh and AM symbioses (Table S1). 
The cluster of 18 up-regulated genes includes the genes of the 
common symbiotic signaling pathway (CSSP) (SymREM1, 
HMGR1). Interestingly, the other genes belonging to CSSP 
do not demonstrate altered expression, which suggests that 
the early steps of both AM and nodule development are not 
disturbed in k-8274.

The expression level of the genes related to the AON system 
was also examined. Out of 13 genes tested, the expression level 
of only one gene, NNC1, was increased in roots of k-8274 
under double inoculation (Fig. 3) compared to control. The 
NNC1 protein in soybean is a suppressor of the master tran-
scriptional regulator NIN (Wang L. et al., 2019), so it seems 
that the observed down-regulation of Nin in k-8274 under 

Genotype

Treatment

3358
8274

2

1

0

–1

–2

Control
RhAM
Rhizobia

Fig. 2. Expression level of selected Sym-genes in roots of k-8274 and k-3358 in control conditions and under single and double inoculation.
The heatmap is based on a matrix containing the values of 1–R (R = Pearson correlation coefficient). The raw data were normalized to the size of the dataset, 
logarithmically transformed, and converted to a z-scale. The lowest gene expression value is represented in blue; the highest value is represented in red.

Fig.  3.  Differential expression of genes related to autoregulation of 
nodulation in roots of k-8274 under double inoculation as compared to 
uninoculated control.
Log2 fold change (Log2FC) – the binary logarithm of the ratio of a transcript’s 
expression values in two different conditions; –Log10 p – negative logarithm 
to base  10 of the p-value. For ease of visualization, the p-values for each 
gene were log-transformed on the graph; NS  – statistically non-significant 
difference in expression (–Log10 p < 5.0, or p < 0.00001). The threshold p-value 
(p < 0.00001) was chosen taking into account the correction for multiple 
comparisons.
The red color: the NNC1 gene passed both the p-value (–Log10 p > 5.0) and 
expression level (log2FC > 1.5) significance thresholds; the green color: 
the CLE12 and TML2 genes have significantly reduced expression levels 
(log2FC < –1.5), but this reduction is not statistically significant (–Log10 p < 5.0).
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double inoculation (Fig. 2) is also controlled via up-regulation 
of NNC1, resulting in reduction of nodule formation. 

Finally, the expression level of the PsGLP2 gene was tested, 
which was recently identified as a transcriptional marker of 
high symbiotic responsivity of k-8274 and its descendent 
breeding line ‘Triumph’ (Zorin et al., 2023). We detected the 
trend of up-regulation of PsGLP2 in k-8274 under both mono- 
and double inoculation, as compared to control, although this 
change in expression level was not statistically significant 
(Fig. S1). In k-3358, the expression of PsGLP2 was not altered 
under either single or double inoculation.

The suppression of nodulation in k-8274  
is condition-dependent
We reanalyzed the raw data of nodule number from Zhukov 
et al., 2017 by one-way ANOVA and confirmed that AM 
sig ni ficantly influenced the nodulation in k-8274 but not 
k-3358 plants grown in a non-sterile soil (Table 5). However, 
this result was not reproduced in a new experiment in other 
experimental conditions (in sterile sand): both k-3358 and 
k-8274 genotypes demonstrated a decrease in nodulation under 
combined inoculation (rhizobia + AM fungi) as compared to 
single inoculation with rhizobia, but the effect was not statisti-
cally significant (Table 6).

In sand, AM treatment decreased the shoot dry weight of the 
non-responsive genotype k-3358 and did not alter the shoot 
dry weight of the responsive genotype k-8274, compared to 
the untreated control (Table 7). One can suggest that in some 
environments (sterile sand) mycorrhiza begins to harm an 
ineffective genotype, but not an effective one; thus, the trait 
of symbiotic responsiveness may manifest itself differently 
in different experimental conditions.

Discussion
The trait of symbiotic responsivity, or EIBSM (Efficiency of 
Interaction with Beneficial Soil Microorganisms), is a quan-
titative trait which is determined as an increase in seed biomass 
due to inoculation with rhizobia and arbuscular mycorrhizal 
fungi (Shtark et al., 2012). Apparently, the genetic control of 
this trait is complex; therefore, preliminary works aimed at 
molecular genetic characterization of plant genotypes with 
different symbiotic responsivity are required. In pea, two 
contrasting genotypes, the ‘responsive’ k-8274 and the ‘non-
responsive’ k-3358, are used as models to study different 
aspects of manifestation of this trait. Previously, by proteomic 
analysis of pea seeds, it was shown that the high responsiv-
ity to combined inoculation with rhizobia and AM fungi is 
connected with prolongation of the seed filling period in the 

Table 5. ANOVA results assessing the effect of arbuscular mycorrhiza on nodulation (non-sterile soil, data from Zhukov et al., 2017)

Genotype Factor Impact Degrees of freedom Mean square F value p-value

k-8274 Arbuscular mycorrhiza –    1 5280.7 20.114 0.000185

Residuals 22    262.5

k-3358 Arbuscular mycorrhiza +    1    600.25    2.7627 0.1159

Residuals 16    217.27

Note. Here and in Tables 6 and 7: the ‘Impact’ column indicates an increase (+) or decrease (–) in the mean value due to the estimated factor.

Table 6. ANOVA results assessing the effect of arbuscular mycorrhiza on nodulation (sterile sand)

Genotype Factor Impact Degrees of freedom Mean square F value p-value

k-8274 Arbuscular mycorrhiza –    1    22.702 0.318 0.5778

Residuals 25    71.379

k-3358 Arbuscular mycorrhiza –    1 896.53 3.0379 0.09232

Residuals 28 295.12

Table 7. Two-way ANOVA results assessing effects of rhizobia and arbuscular mycorrhiza on shoot weight (sterile sand)

Genotype Factor Impact Degrees of freedom Mean square F value p-value

k-8274 Rhizobia +    1 0.004    2.377 0.1295

Arbuscular mycorrhiza +    1 0.000186    0.1103 0.7412

Rhizobia × Arbuscular mycorrhiza    1 0.000751    0.4464 0.5071

Residuals 50 0.001683

k-3358 Rhizobia +    1 0.01206    0.7278 0.397358

Arbuscular mycorrhiza –    1 0.1853 11.1826 0.001506

Rhizobia × Arbuscular mycorrhiza    1 0.007641    0.4611 0.499996

Residuals 54 0.01657
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‘responsive’ genotype (Mamontova et al., 2019). The results 
of the present work expand the description of the responsivity 
trait: it was demonstrated that the roots of the ‘responsive’ 
genotype showed a more pronounced reaction to inoculation at 
the transcriptomic level than the roots of the ‘non-responsive’ 
one, and that the reaction of the ‘responsive’ genotype to 
combined inoculation (rhizobia + AM fungi) involved down-
regulation of the nodule-related genes, which is in line with 
the suppression of nodulation shown in the earlier experiments 
(Zhukov et al., 2017). 

Although the bulk transcriptome analysis of the entire root 
system does not allow accurate assessment of gene expres-
sion (since the development of nodules and/or arbuscular 
mycorrhiza may be regulated differently in different zones 
of the roots), the effect of inoculation was clearly visible in 
the ‘responsive’ genotype in contrast to the ‘non-responsive’ 
one. The list of genes with an elevated expression in the roots 
of k-8274 (as compared to k-3358) under double inoculation 
includes the genes encoding Lipid Transfer Protein (LTP) 
family member, putative SOUL heme-binding protein, 
MYB-like transcription factor, expansin, and metallothionein 
protein (Table S2). Some of these genes are directly linked to 
nodulation and/or mycorrhization: one of the members of the 
LTP family in M. truncatula known as Nodulin 5 is required 
for the successful symbiosis with Sinorhizobium meliloti (Pii 
et al., 2009); expansins play a role in arbuscular mycorrhiza 
formation (Mohanty et al., 2018); a member of metallothionein 
family is involved in rhizobial infection and nodulation in 
Phaseolus vulgaris (Fonseca-García et al., 2022).

Interestingly, several DEGs obtained in this comparison 
were also found within the previously published list of tran-
scriptomic signatures characteristic of roots of symbiotically 
responsive pea genotypes grown in a non-sterile soil (Afo-
nin et al., 2021). It is important to note that the experiment 
of Afonin and colleagues did not include either k-8274 or 
k-3358, thus, the resulting intersection of the gene lists from 
Afonin et al., 2021 and the present study may be considered 
as a list of reliable transcriptomic markers of the EIBSM 
trait (Table 4). These markers include the up-regulated genes 
that encode the enzymes jasmonoyl-amino acid hydroxylase 
and jasmonic acid oxidase, two different genes encoding 
the abscisic acid receptor PYL4 (which is also involved in 
jasmonic acid signaling; Lackman et al., 2011), and a benzyl 
alcohol O-benzoyltransferase, which is involved in biosyn-
thesis of salicylic acid (Kotera et al., 2023). Salicylic acid 
and jasmonates play a key role in plant defense and have a 
strong influence on plants metabolism (Jeyasri et al., 2023; 
Monte, 2023); thus, the manifestation of the EIBSM trait may 
be based on the fine-tuning of defense reactions accompanied 
by metabolic changes. Moreover, it can be hypothesized that 
interaction with beneficial soil microorganisms may have a 
positive effect on systemic resistance of k-8274 plants, and 
this aspect of the EIBSM trait manifests itself in non-sterile 
soil but not in sterile sand.

In k-8274, the double inoculation with nodule bacteria 
and AM fungi led to down-regulation of the genes normally 
expressed in nodules, which corresponds to the previously 
described phenotype of plants (suppression of nodulation; 
Zhukov et al., 2017) and perhaps reflects the optimization 
of the nitrogen nutrition of the plants. Interestingly, the early 

symbiotic genes were not suppressed under double inocula-
tion, indicating that CSSP, which is common for both AM and 
RN symbioses, functioned normally in these conditions. This 
means that the down-regulation of RN symbiosis takes place 
after the common signaling pathway, apparently, in order not 
to block the development of both symbioses together. Prob-
ably, a similar block of the symbiosis development occurs 
when pea interacts with non-specific rhizobia (this is the 
case for Afghanistan peas, a group of varieties which can 
form nodules only with a low number of specific strains, as 
opposed to European peas, which are nodulated by a broad 
spectrum of strains (Lie, 1984; Firmin et al., 1993)). In this 
case, the phenotypic analysis suggests that the early steps of 
symbiosis (encoded by CSSP genes) proceed normally, but 
the penetration of rhizobia into the root hairs is blocked due 
to absence of the signal transduction mediated by the receptor 
kinase LykX (=Sym2) (Sulima et al., 2017, 2019). It would be 
interesting to assess the expression level of the PsNNC1 gene, 
which was up-regulated in k-8274 under double inoculation, 
in Afghanistan peas interacting with non-specific rhizobia, in 
order to check whether it participates in signal transduction 
during specific and non-specific interactions with rhizobia. 

The nodulation suppression detected in k-8274 under double 
inoculation is accompanied by a decrease in the expression 
level of the PsCLE12 and PsTML2 genes (Log2FC < –1.0, al-
though this decrease is not statistically significant, see Fig. 3). 
Orthologs of these genes in M. truncatula act as negative 
regulators of nodule development and are parts of the AON 
(autoregulation of nodulation) system (Gautrat et al., 2019). 
This observation is consistent with our previous suggestion 
regarding the possible connection between the AON system 
and symbiosis efficiency (Zhukov et al., 2021b).

The phenomenon of nodulation suppression was observed 
in non-sterile soil (Zhukov et al., 2017), where plenty of 
microorganisms occur, whereas in sterile sand, the decrease 
in nodule number under double inoculation (Rh+AM) was 
visible but non-significant for both studied genotypes. Also, 
in sand, the inoculation with AM fungi had a negative effect 
on the ‘non-responsive’ genotype k-3358 and was neutral 
to the ‘responsive’ genotype k-8274. One can conclude that 
the responsivity trait may be dependent on several environ-
mental factors such as temperature, humidity, the presence 
of indigenous microorganisms in the growth substrate, etc. 
Therefore, large-scale experiments are required to estimate the 
percentage of genotype (G) effect on the manifestation of the 
symbiotic responsivity trait in comparison to environment (E) 
and genotype-environment (G × E) interaction.

Recently we showed that the plant’s habitus plays a role in 
manifestation of the responsivity trait: pea genotypes bearing a 
natural mutation le (p.A229T) in the Le gene encoding gibbe-
rellin 3-beta-dioxygenase (Martin et al., 1997) have shortened 
internodes, lower biomass and are more responsive to double 
inoculation (Rh+AM) than wild-type genotypes (Zhukov et 
al., 2021a). One of the explanations for this phenomenon 
was that smaller plants could react more quickly to change 
in the nitrogen/phosphorous content in the roots and inhibit 
formation of new symbiotic structures, since this reaction is 
mediated by long-distance signaling involving CLE and CEP 
peptides (Okamoto et al., 2016). Indeed, we showed that pea 
genotypes with long stems had more AM in their roots than the 
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genotypes with short stems (Zhukov et al., 2021a), and in the 
present study, we found that the down-regulation of nodule-
related genes in non-sterile soil is characteristic of k-8274, 
which has the le phenotype, as opposed to k-3358 with the Le 
phenotype. Thus, the pleiotropic effect of the le mutation may 
also include influence on the plants’ symbiotic responsivity, 
probably due to quicker signaling, which leads to suppression 
of formation of excessive symbiotic structures; however, fur-
ther experiments are required to prove this statement.

Conclusion
Due to the development of pea genomics, genome- and tran-
scriptome-wide analyses became available, making it possible 
to uncover the molecular bases of the traits of interest, includ-
ing the symbiotic responsivity trait. Here, we described the 
transcriptomic signatures characteristic of roots of the symbio-
tically responsive k-8274 genotype. The biological processes 
associated with the functions of the identified genes include 
lignin biosynthesis, cell wall biogenesis, and biosynthesis of 
phosphatidylinositol. Also, the ‘responsive’ genotype k-8274 
demonstrated the pronounced change in the gene expression 
profiles in roots, as opposite to the ‘non-responsive’ genotype 
k-3358, which reflects the observed differences in the effect 
of inoculation with symbiotic microorganisms. Further work 
should be devoted to the search for specific genes that affect 
EIBSM, which will form the basis for marker-assisted selec-
tion of new pea cultivars with high effectiveness of interaction 
with nodule bacteria and arbuscular mycorrhizal fungi.
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Abstract. The GenBank database of publicly available nucleotide sequences is the largest genetic repository pro-
viding vitally important resources for downstream applications in biology and medicine. The concern raised about 
reliability of GenBank data necessitates monitoring of possible taxonomic entry errors. A case of mitochondrial 
genome (or mitogenome) misidentification for a salangid fish belonging to the genus Neosalanx (Osmeriformes, 
Salangidae) is considered in this report. The GenBank database contains four complete mitogenome sequences 
of N. taihuensis with the accession numbers JX524196, KP170510, MH348204, and MW291630. The overall mean 
p-distance for these sequences is quite high (7.01 ± 0.14 %) but becomes 29-fold lower (0.24 ± 0.05 %) after exclud-
ing the MW291630 mitogenome. An analysis of all available nucleotide sequences of salangids has shown that the 
observed inconsistency in the level of divergence between N. taihuensis mitogenomes is due to species misidenti-
fication. It has turned out that the mitogenome MW291630 available in GenBank does not belong to N. taihuensis, 
but is, in fact, a mitogenome of N. jordani misidentified as N. taihuensis. The resolved taxonomic identity of the 
MW291630 mitogenome, as well as an extended sample of species with investigated single-marker sequences, has 
raised some new issues regarding intergeneric relationships in salangid fishes. In particular, the obtained data do 
not support synonymization of the genus Neosalanx with Protosalanx, as was suggested in the last revision of the 
salangid classification. As the comparative analysis of interspecific and intergeneric divergences shows, Protosalanx 
is not an all-inclusive clade that includes all Neosalanx species. Instead, it consists of (at least) two evolutionary 
distinct lineages with the level of genetic divergence between them matching well the mean value of divergence 
between the other salangid genera. Further analysis using nuclear genome-wide data is required to have new in-
sights into the evolution of salangid fishes.
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Аннотация. Генетическая база данных GenBank является крупнейшим генетическим хранилищем, предо-
ставляющим жизненно важные ресурсы для последующего применения в биологии и медицине. Выска-
занная обес покоенность надежностью GenBank обусловливает необходимость мониторинга возможных 
таксономических ошибок в записях этой базы данных. Здесь мы сообщаем о случае ошибочной идентифи-
кации митохондриального генома (или митогенома) у саланксовой рыбы, принадлежащей к роду Neosalanx 
(Osmeriformes, Salangidae). База данных GenBank содержит четыре полные последовательности митогенома 
N. taihuensis с номерами доступа JX524196, KP170510, MH348204 и MW291630. Средняя p-дистанция между 
этими последовательностями довольно велика (7.01 ± 0.14 %), но становится в 29 раз меньше (0.24 ± 0.05 %) 
после исключения митогенома MW291630. Анализ всех доступных нуклеотидных последовательностей са-
лангид показал, что наблюдаемое несоответствие в уровне дивергенции между митогеномами N. taihuensis 
обусловлено ошибочной идентификацией видов. Оказалось, что митогеном MW291630 не принадлежит 
N. taihuensis, а в действительности представляет митогеном N. jordani, ошибочно идентифицированный как 
N. taihuensis. Установленная таксономическая идентичность митогенома MW291630, а также расширенная 
выборка видов с исследованными маркерными последовательностями выявили некоторые новые аспекты 
межродовых отношений у саланксовых рыб. В частности, полученные данные не подтверждают синоними-
зацию рода Neosalanx с Protosalanx, как это было предложено в последней ревизии классификации салан-
гид. Как показывает настоящий анализ, Protosalanx не является кладой, включающей все виды Neosalanx. 
Напротив, эта клада состоит по крайней мере из двух эволюционно разных линий, уровень генетической 
дивергенции между которыми соответствует межродовым значениям дивергенции у салангид. Необходим 
дальнейший анализ с использованием полных ядерных геномов для выяснения эволюции саланксовых рыб. 
Ключевые слова: Neosalanx; Protosalanx; таксономические ошибки идентификации; митохондриальные гено-
мы; CytB; маркерные последовательности; генетическая дивергенция

Introduction
The value and reliability of the GenBank database (Sayers et 
al., 2023) depends on the accuracy of species identification 
of biological samples, which is quite often not provided when 
based solely on morphology with an insufficient number of 
diagnostic characters. Species identification errors have been 
increasingly referred to as a serious challenge limiting the util-
ity and reliability of public databases. In fact, for organisms 
such as fungi, which are notoriously difficult to distinguish, 
up to 20 % (Nilsson et al., 2006) or even 30 % (Hofstetter et 
al., 2019) of DNA sequence records in GenBank may have 
erroneous lineage designations. Multiple taxonomic misidenti-
fications were reported for nuclear genome-sequenced strains 
of medically important lower eukaryotes (e. g., Houbraken et 
al., 2021), for single-marker sequences of many fishes (e. g., 
Li et al., 2018), and for complete mitogenomes of many higher 
eukaryotes, including bivalve mollusks (Salvi et al., 2021; 
Cunha et al., 2022), ticks (Mohamed et al., 2022), insects 
(Ožana et al., 2022; Kim et al., 2023), parasitic nematodes 
(Nielsen et al., 2014), fishes (Cheng et al., 2012; Balakirev et 
al., 2017, 2024; Oleinik et al., 2019; Sangster, Luksenburg, 
2021a; Teske, 2021), amphibians (Mulder et al., 2016), reptiles 
(Simonov et al., 2018), birds (Sangster, Luksenburg, 2021b), 
and placental mammals (Botero-Castro et al., 2016). 

A taxonomic misidentification causes discordance be-
tween the species name and the nucleotide sequence, thus, 
compromising downstream inferences. Consequently, it is 
urgently important to disclose such problematic sequences 
and report them as fast as possible after their deposition in 
GenBank in order to prevent propagation of incorrect biolo-
gical information among databases and subsequent publica- 
tions (e. g., Balakirev et al., 2017, 2024; Sangster, Luksen-
burg, 2021b). 

Here, we report a case of mitochondrial genome misiden-
tification for a salangid fish belonging to the genus Neosa
lanx Wakiya, Takahashi, 1937 (Osmeriformes, Salangidae). 

Salangids are endemic to East Asia and inhabit a wide range 
of marine, brackish-water, and freshwater habitats in China, 
Vietnam, Korean Peninsula, Japan, and Russia (e. g., Roberts, 
1984). These are small, neotenic fishes with early maturation, 
relatively high fecundity, and a life span of about one year. 
Species identification of salangid fishes remains a serious 
challenge.

The taxonomy of salangids, based on morphological, eco-
logical, and genetic approaches, has been subject to various 
revisions with multiple known synonyms (Fu et al., 2005, 
2012; Zhang et al., 2007; Guo et al., 2011). In particular, it 
was shown that N. taihuensis Chen, 1956, N. tangkahkeii (Wu, 
1931), and N. pseudotaihuensis Zhang, 1987 are junior syno-
nyms of N. brevirostris (Pellegrin, 1923) (Zhang et al., 2007; 
Guo et al., 2011). Hemisalanx Regan, 1908 was shown to be 
a junior synonym of Salanx Cuvier, 1816 (Guo et al., 2011). 
Somewhat close genetic relationships were also found (Zhang 
et al., 2007) between Protosalanx chinensis (Basilewsky, 
1855), N. anderssoni (Rendahl, 1923), N. argentea (Lin, 
1932), and N. tangkahkeii. Based on the morphological cha-
racters, ecological preferences, and genetic data (mitochon-
drial CytB gene), Zhang et al. (2007) identified a group of 
species within the genus Neosalanx, including N. reganius 
Wakiya, Takahashi, 1937, N. jordani Wakiya, Takahashi, 
1937, N. oligodontis Chen, 1956, and Neosalanx sp., which 
they proposed to treat as a separate new undescribed genus 
“Microsalanx”. Zhang et al. (2007) and Guo et al. (2011) 
assumed that N. anderssoni may also belong to the genus 
Protosalanx Regan, 1908. Using extensive morphological 
analysis and also genetic markers such as mitochondrial (CytB) 
and seven nuclear genes, Fu et al. (2012) suggested that the 
genus Neosalanx should be considered a junior synonym of 
Protosalanx. These authors also found a distant relationship 
between Salangichthys ishikawae Wakiya, Takahashi, 1913 
and S. microdon Bleeker, 1860, which proved that the two 
species belong to different genera: Salangichthys Bleeker, 
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1859 and the newly established Neosalangichthys Fu, Li, 
Xia, Lei, 2012 including a single species, N. ishikawae. Fu 
et al. (2012) found that the genera Leucosoma Gray, 1831 
and Salanx differ significantly in genetic and morphological 
diagnostic characters and are, therefore, not synonymous. 

Yang et al. (2020) deposited a complete mitogenome of 
the salangid N. taihuensis to GenBank under the accession 
no. MW291630 (taxonomy ID NCBI:txid240825), providing 
the forth mitogenome for this species in addition to the already 
available ones: JX524196, KP170510, and MH348204. An 
analysis of the new N. taihuensis MW291630 mitogenome in 
comparison with all other available mitogenome sequences, as 
well as the use of single-marker sequences of salangid fishes, 
has shown that this mitogenome sequence does not belong 
to N. taihuensis. We found that the specimen investigated by 
Yang et al. (2020) was erroneously identified as N. taihuensis 
and actually represents N. jordani. Therefore, the aim of the 
present study was to document this GenBank entry error and 
use the correctly identified MW291630 mitogenome, as well 
as an extended sample of single-marker sequences, to clarify 
some challenging issues regarding intergeneric relationships 
among salangid fishes. 

Materials and methods
Mitochondrial genomes and single-marker sequences. 
A total of 13 complete mitogenome sequences from fishes of 
the family Salangidae Bleeker, 1859 were accessed from the 
Genetic Sequence Data Bank (the National Center for Biotech-
nology Information; NCBI-GenBank Flat File Release 260.0, 
April 15, 2024). The outgroup species, including Plecoglossus 
altivelis (Temminck, Schlegel, 1846) (family Plecoglossidae 
Bleeker, 1859) and Retropinna retropinna (Richardson, 1848) 
(family Retropinnidae Gill, 1862), were selected based on the 
previous molecular evidence of their close relationship to the 
family Salangidae (Fu et al., 2005; Zhang et al., 2007; Guo et 
al., 2011) and on a screening of nucleotide sequences avail-
able in GenBank using the basic local alignment search tool 
(BLAST) procedure (Altschul et al., 1990). Additionally, we 
also analyzed 406 mitochondrial single-marker sequences, in-
cluding 12S rRNA, 16S rRNA, ND1, COI, and CytB published 
in previous studies on salangids (see Supplementary Table S1 
for accession numbers and references)1.

DNA sequence analysis. Previously, we described the DNA 
sequence analysis in detail elsewhere (e. g., Balakirev et al., 
2017, 2020; Balakirev, 2022). The main steps are summarized 
in brief below. The nucleotide sequences were aligned using 
the software MUSCLE (Edgar, 2004). The programs DnaSP 
v. 6 (Rozas et al., 2017) and MEGA v. 11 (Tamura et al., 2021) 
were used for intra- and interspecific analysis of polymorphism 
and divergence based on uncorrected p-distance (Kartavtsev, 
2011; Collins et al., 2012). Phylogenetic reconstructions 
were inferred from an analysis of complete mitogenomes by 
the maximum likelihood methods available in IQ-TREE v. 2 
(Nguyen et al., 2015). The trees were constructed using com-
plete mitogenomes or mitochondrial single-marker sequences 
only (12S rRNA, 16S rRNA, ND1, COI, and CytB). For all 
reconstructions, the best-fit model of nucleotide substitution 
1 Supplementary Table S1 and Figs. S1–S3 are available at: 
https://doi.org/10.5281/zenodo.13455533

was chosen with the Akaike Information Criterion and the 
Bayesian Information Criterion in MEGA and IQ-TREE. The 
ultrafast maximum likelihood bootstrap analysis (Hoang et 
al., 2018) consisted of 10,000 replicates. 

Results and discussion

Variability and divergence of salangid mitogenomes
Figure 1 displays a maximum likelihood tree of complete mi-
togenome sequences for the salangid species including re-
pre sentatives of the valid genera Salanx, Leucosoma, Salan
gichthys, Protosalanx, and Neosalanx. The tree shows the 
N. taihuensis (with synonyms) specimens present in two 
significantly diverged clusters (Lineage 1 and Lineage 2; 
Fig. 1) with the overall mean distance equal to 7.01 ± 0.14 %. 
The N. taihuensis mitogenome sequences from Lineage 1 
(JX524196, KP170510, and MH348204) were very similar 
to each other (with an average p-distance of 0.24 ± 0.05 %), 
thus, demonstrating a typical level of intraspecific nucleotide 
diversity in fishes (e. g., Kartavtsev et al., 2016; Li et al., 
2018). Lineage 1, except for N. taihuensis, also included 
P. chi nensis and N. anderssoni. The overall mean distance 
between the species from Lineage 1 (using a single randomly 
picked sequence per species) was 7.70 ± 0.17 % with pairwise 
p-distances varying from 4.82 ± 0.17 % between P. chinensis 
and N. anderssoni to 9.21 ± 0.22 % between P. chinensis and 
N. taihuensis, which matched well the known interspecific 
nucleotide diversity in fishes (e. g., Kartavtsev et al., 2016; 
Li et al., 2018). Lineage 2 (Fig. 1) included the N. taihuensis 
MW291630 mitogenome only, which demonstrated a high 
level of divergence (14.08 ± 0.27 %) with the representative 
sequence of the N. taihuensis mitogenome from Lineage 1. 
With the use of all mitogenomes for the species from Lineage 1 
for comparison (P. chinensis, N. anderssoni, and N. taihuensis; 
Fig. 1), the difference between Lineages 1 and 2 still remained 
markedly higher (13.78 ± 0.24 %) than the overall mean dis-
tance (7.70 ± 0.17 %) estimated for Lineage 1.

We found the diagnostic 15-bp deletion that occurs within 
the ND5 gene (at coordinates 79–93, Supplementary Fig. S2) 
and the 1-bp and 2-bp diagnostic deletions that occur within 
the non-coding (control) region (at coordinates 534, 963, 
1051–1052, and 1071; Supplementary Fig. S3). These are 
shared by the P. chinensis, N. anderssoni, and N. taihuensis 
mitogenomes (Lineage 1) and distinguish them clearly from 
the N. taihuensis MW291630 (Lineage 2) and the rest of the 
salangid mitogenomes. The 15-bp deletion within the ND5 
gene is the only sequence length variability detected for the 
protein-coding genes in the mitogenomes of salangid fishes. 
Taking into account the high phylogenetic informativeness 
of gaps (e. g., Giribet, Wheeler, 1999), these diagnostic dele-
tions provide robust evidence for the close relationships of the 
species belonging to Lineage 1 and their distinct difference 
from Lineage 2.

To scale the value of full mitogenome divergence between 
Lineages 1 and 2, we estimated the average level of divergence 
based on the representative genera including Protosalanx, 
Salanx, Leucosoma, and Salangichthys. To be conservative, 
we excluded N. anderssoni and N. taihuensis (with synonyms) 
in order to prevent underestimation of p-distance values due 

https://doi.org/10.5281/zenodo.13455533
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Fig. 1. Maximum likelihood tree inferred from an analysis of the complete mitochondrial genomes for fishes of 
the family Salangidae. 
The TIM2+F+I+G4 model was used to construct the tree. The numerals at the nodes are bootstrap probability (per-
centage) values based on 10,000 replicates (values lower than 75 % are omitted). The tree includes all salangid mito-
genomes available in GenBank except the three recombinant sequences of Protosalanx chinensis under the accession 
nos. HM106494, MH330683, and KJ499917 (Balakirev, 2022). The synonymous species names N. taihuensis or N. tangkah
keii were used for the originally published KP170510, MW291630, JX524196, and MH348204 mitogenomes. To avoid any 
confusion, we leave the names as they were originally assigned for the salangid species considered in this paper. 

Table 1. Pairwise p-distances between salangid genera based on complete mitogenomes 

Genus Salanx Leucosoma Salangichthys Protosalanx

Salanx 0.0026 0.0026 0.0028

Leucosoma 0.1251 0.0027 0.0029

Salangichthys 0.1342 0.1461 0.0029

Protosalanx 0.1507 0.1704 0.1658

Note. The salangid genera Salanx, Leucosoma, Salangichthys, and Protosalanx are represented by the following species: Salanx ariakensis Kishinouye, 1902 
(AP006231), Leucosoma chinensis (Osbeck, 1765) (MW131880), Salangichthys microdon (AP004109), and Protosalanx chinensis (KP306787). The p-distances are 
 below the diagonal line. The standard errors,  obtained with 10,000 bootstrap replications, are above the diagonal line. 

to possible congeneric relationships of these species (Zhang et 
al., 2007; Guo et al., 2011). We also excluded the MW291630 
mitogenome sequence with uncertain identity. The obtained 
overall mean p-distance for all available genera of salangid 
fishes was 14.87 ± 0.21 % with pairwise p-distances vary-
ing from 12.51 ± 0.26 % between Leucosoma and Salanx to 
17.04 ± 0.29 % between Leucosoma and Protosalanx (Table 1), 
which was close to the value of divergence between Lineages 1 
and 2 (13.78 ± 0.24 %).

It is worth noting that in pairwise comparisons the diver-
gence between Lineages 1 and 2 (13.78 ± 0.24 %) was not 
markedly different from the divergence between Leucosoma 
and Salangichthys, or was even slightly higher than the diver-
gence between Leucosoma and Salanx, as well as between 
Salangichthys and Salanx (Table 1). Thus, the pairwise com-
parisons showed that the mitogenome divergence between 
Lineage 1 and Lineage 2 matched well the intergeneric level 
of divergence in salangid fishes. The interlineage distance 

matched also the average value of divergence between differ-
ent genera reported for the single-marker sequences or com-
plete mitogenomes in other groups of fishes (e. g., Kartavtsev 
et al., 2016; Li et al., 2018; Balakirev et al., 2020). 

Identification of the MW291630 mitogenome
According to a taxonomic hypothesis based on genetic data, 
N. taihuensis, N. tangkahkeii, N. pseudotaihuensis, and 
N. bre virostris are synonyms (Zhang et al., 2007; Guo et al., 
2011). Consequently, the genus Neosalanx is represented in 
GenBank by only two species, N. taihuensis (with synonyms) 
and N. anderssoni (HM106492; Supplementary Table S1), 
which makes the identification of the problematic complete 
mitogenome MW291630 impossible. However, the GenBank 
database contains at least five more Neosalanx species, re-
presenting the full taxonomic diversity known for the genus 
Neosalanx, that were investigated using mitochondrial single-
marker sequences: N. argentea, N. jordani, N. oligodontis, 

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

0.1

98

89

88



Е.С. Балакирев 2025
29 • 2

263ПОПУЛЯЦИОННАЯ ГЕНЕТИКА ЖИВОТНЫХ / POPULATION GENETICS OF ANIMALS

Исправление ошибки в базе данных GenBank  
проясняет межродовые отношения у саланксовых рыб

Fig. 2. Maximum likelihood tree for the members of the family Salangidae based on the CytB gene sequences. 

The Tamura-Nei + gamma (TN93+G) model was used to infer the tree. The N. jordani CytB sequences are represented by three 
datasets investigated by Fu et al. (2012) (HQ915932 and HQ915936), Zhang et al. (2007) (DQ191082), and Zhao et al. (2010) 
(EU656114 and EU656132). The N. taihuensis MW291630 mitogenome is highlighted in bold. For tree reconstruction, we used 
only some representative samples from larger datasets (a full list of the CytB sequences is provided in Supplementary Table S1). 
For other comments, see Figure 1.

N. reganius, and Neosalanx sp. (the names of the species are 
listed as they were identified by the authors who submitted the 
respective nucleotide sequences to GenBank). The nucleotide 
sequences obtained for these species can be used to resolve the 
observed inconsistency detected for the N. taihuensis complete 
mitogenomes and to identify the taxonomically problematic 
MW291630 mitogenome. 

We analyzed the GenBank mitochondrial single-marker 
sequences that are most frequently used in taxonomic and 
phylogenetic reconstructions of salangid fishes, including 
12S rRNA, 16S rRNA, ND1, COI, and CytB. A preliminary 
analysis revealed that among the single-marker sequences, 
only CytB demonstrated noticeable divergence values. The 
other markers provided much lower resolution but were still 
not contradictory to the CytB data (see, e. g., the maximum 
likelihood tree based on the COI gene; Supplementary 
Fig. S1). Consequently, further analysis was based on the 
CytB gene only.

Figure 2 illustrates the maximum likelihood tree based on 
the CytB gene for N. taihuensis and other members of the 
family Salangidae representing almost the entire taxonomic 
diversity of the genus Neosalanx. There were two significantly 
different clusters that included the species name N. taihuensis. 
These clusters corresponded to Lineages 1 and 2 identified 
on the basis of mitogenome sequences (Fig. 1). The overall 
mean p-distance for Lineage 1 was 9.13 ± 0.66 % using a 
single randomly picked sequence per species (with pairwise 
p-dis tances varying from 3.33 ± 0.54 % between N. taihuen
sis and N. argentea to 12.09 ± 0.99 % between N. taihuensis 

and N. anderssoni). Lineage 1 included P. chinensis and part 
of the Neosalanx species (N. anderssoni, N. taihuensis, and 
N. ar gentea) that Fu et al. (2012) had combined with other 
Neosalanx species and synonymized with the genus Pro
tosalanx (see Introduction). The second cluster contained 
N. oligodontis, N. reganius, N. jordani, Neosalanx sp., and 
the CytB portion of the MW291630 mitogenome with an 
overall mean p-distance of 4.69 ± 0.45 % and pairwise p- dis-
tances varying from 2.10 ± 0.43 % between N. oligodontis 
and N. reganius to 7.01 ± 0.76 % between N. reganius and 
Neosalanx sp. This cluster included a group of species that 
were placed in the genus “Microsalanx” erected by Zhang et al. 
(2007). The mean p- distance between the clusters (Lineage 1 
and Lineage 2, Fig. 2) was 19.03 ± 1.06 % with a single ran-
domly picked sequence per species or 18.97 ± 1.09 % with all 
146 sequences available for Lineages 1 and 2 (Supplementary 
Table S1). This value fit well into the range of intergeneric 
divergences of fishes (e. g., Kartavtsev et al., 2016; Li et al., 
2018; Balakirev et al., 2020). 

An analysis of pairwise p-distances showed a surprisingly 
high level of sequence divergence (18.89 ± 1.16 %) (Table 2) 
between the GenBank CytB sequences of N. taihuensis, 
including 70 isolates obtained from different localities by 
various authors (Zhang et al., 2007; Zhao et al., 2008; see 
also Supplementary Table S1) with low intraspecific variabil-
ity (0.44 ± 0.09 %), and the respective CytB portion of the 
MW291630 mitogenome. The result was consistent with the 
data obtained for the complete mitogenomes (see above), 
which showed a substantial difference between the MW291630 
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Table 2. Pairwise p-distances between the CytB sequences for Neosalanx species 

1 2 3 4 5 6 7 8

1 0.0003 0.0041 0.0044 0.0075 0.0116 0.0119 0.0120

2 0.0012 0.0040 0.0044 0.0075 0.0115 0.0119 0.0120

3 0.0189 0.0196 0.0042 0.0078 0.0114 0.0117 0.0119

4 0.0219 0.0229 0.0198 0.0077 0.0115 0.0117 0.0120

5 0.0657 0.0666 0.0686 0.0701 0.0112 0.0114 0.0115

6 0.1889 0.1890 0.1837 0.1853 0.1848 0.0052 0.0099

7 0.1906 0.1909 0.1855 0.1836 0.1862 0.0332 0.0097

8 0.2004 0.2003 0.1964 0.1986 0.1841 0.1215 0.1172

Note. All available CytB sequences for each included species were used for this analysis (the number of sequences is in parentheses). 1: MW291630 (1); 2: N. jor
dani (25); 3: N. oligodontis (7); 4: N. reganius (1); 5: Neosalanx sp. (1); 6: N. taihuensis (70); 7: N. argentea (2); and 8: N. anderssoni (10). For other comments, see Table 1 
and Figure 2. 

Table 3. Pairwise p-distances between salangid genera based on the CytB gene 

Genus Protosalanx Salanx Leucosoma Neosalangichthys Salangichthys

Protosalanx 0.0118 0.0123 0.0124 0.0125

Salanx 0.1876 0.0093 0.0106 0.0108

Leucosoma 0.2068 0.1174 0.0103 0.0113

Neosalangichthys 0.2077 0.1472 0.1411 0.0109

Salangichthys 0.2147 0.1490 0.1648 0.1613

Note. The salangid genera Protosalanx, Salanx, Leucosoma, Neosalangichthys, and Salangichthys are represented by the following species: Protosalanx chinen
sis (KP306787), Salanx ariakensis (AP006231), Leucosoma chinensis (MW131880), Neosalangichthys ishikawae (Wakiya, Takahashi, 1913) (DQ191127), and Salan
gichthys microdon (AP004109). For other comments, see Table 1.

mitogenome and the other N. taihuensis (with synonyms) mi-
togenomes, JX524196, KP170510, and MH348204, available 
in GenBank.

The CytB portion of the N. taihuensis MW291630 mitoge-
nome demonstrated very close affinity to the N. jordani single-
marker sequences obtained from different localities by various 
authors (25 isolates; Zhang et al., 2007; Zhao et al., 2010; Fu 
et al., 2012) with low intraspecific variability (0.24 ± 0.05 %; 
see also Fig. 2). The p-distance between the CytB gene of the 
MW291630 mitogenome and the GenBank CytB sequences 
of N. jordani was surprisingly low (0.12 ± 0.03 %; Table 2); 
it fit well into the range of intraspecific variability in fishes 
(e. g., Kartavtsev et al., 2016; Li et al., 2018). The maximum 
likelihood tree based on the COI gene showed a similar topo-
logy (Supplementary Fig. S1).

Three species, N. oligodontis, N. reganius, and Neosa
lanx sp., demonstrated more pronounced differences from the 
MW291630 mitogenome than N. jordani (Table 2, Fig. 2). 
Zhang et al. (2007) suggested that N. reganius and N. oligo
dontis could be considered as subspecies of N. jordani. Indeed, 
N. jordani, N. oligodontis, N. reganius, Neosalanx sp., and 
the CytB portion of the MW291630 mitogenome were all in 
the same cluster (Fig. 2) with an overall mean p-distance of 
4.69 ± 0.45 %, which suggested close relationships for these 
salangid species. 

Thus, the single-marker sequences clearly showed that  the 
GenBank accession no. MW291630 represents the mitoge-
nome of N. jordani mistaken for N. taihuensis. The observed 

inconsistency in the level of divergence between the N. tai
huensis mitogenomes (see above) is due to incorrect species 
identification. The CytB analysis of within- and between 
lineage variability confirmed the data obtained with complete 
mitogenomes. 

MtDNA data indicates a generic level of divergence  
between Lineage 1 and Lineage 2
The close relationships between N. jordani, N. oligodontis, 
N. reganius, and Neosalanx sp. had been reported previously, 
as well as the significant difference of this group from other 
Neosalanx and Protosalanx species including N. taihuensis, 
N. argentea, N. anderssoni, and P. chinensis (Fig. 2, Table 2) 
(Zhang et al., 2007; Guo et al., 2011). Based on integrative 
data, Zhang et al. (2007) erected the genus “Microsalanx” 
(see Introduction). The results of the present analysis do not 
contradict this hypothesis. Both the complete mitogenomes 
(Fig. 1) and the single-marker sequences (Fig. 2) clearly 
demonstrated two significantly diverged clusters (Lineage 1 
and Lineage 2). The interlineage divergence based on the CytB 
gene was high (18.97 ± 1.09 %). It was significantly higher 
than the average divergences within each of the lineages: the 
overall mean distances for Lineage 1 and Lineage 2 separately 
were 9.13 ± 0.66 and 4.69 ± 0.45 %, respectively. 

To evaluate the scale of divergence between Lineages 1 
and 2, we estimated the average level of divergence based on 
the CytB gene for the salangid genera available in GenBank 
including Protosalanx, Salanx, Leucosoma, Neosalangichthys, 
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and Salangichthys (Table 3). The obtained overall mean 
p- distance was 16.98 ± 0.78 % (with pairwise p-distances va-
rying from 11.74 ± 0.93 % between Leucosoma and Salanx to 
21.47 ± 1.25 % between and Protosalanx and Salangichthys; 
Table 3), which was close to the value of divergence between 
Lineages 1 and 2 (18.97 ± 1.09 %) based on the multiple 
CytB gene sequences (see above). The divergence between 
Lineages 1 and 2 (18.97 ± 1.09 %) was not markedly differ-
ent from that between Protosalanx and Salanx or it was even 
higher than the p-distances in pairwise comparisons of Leuco
soma vs. Salanx, Neosalangihthys, and Salangichthys; Salanx 
vs. Neo salangihthys and Salangichthys; and Neosalangihthys 
vs. Salangichthys (Table 3).

Thus, an analysis of the multiple CytB sequences encom-
passing the full diversity of salangid fishes showed a high 
level of divergence between Lineage 1 and Lineage 2 
(18.97 ± 1.09 %), which fit into the range of intergeneric dis-
tances reported for salangids (see above) and other fishes (see 
the references above). Lineage 1 included a group of species 
(P. chinensis, N. anderssoni, N. taihuensis, and N. argentea; 
Fig. 2) comprising a part of the reorganized genus Protosalanx 
(Fu et al., 2012). The group of species from Lineage 1 was 
previously divided in two sub-groups (“primitive lineages”) 
(Zhang et al., 2007; Guo et al., 2011). Indeed, the pairwise 
p-distances for Lineage 1 varied within a relatively wide 
range from 3.32 ± 0.52 % between N. taihuensis and N. ar
gentea to 12.15 ± 0.99 % between N. taihuensis and N. an
derssoni (Table 2). However, the overall mean sub-group 
divergence (P. chinensis + N. anderssoni vs. N. taihuensis + 
N. argentea) within Lineage 1 was still markedly lower 
(11.42 ± 0.87 %) than the divergence between Lineages 1 
and 2 (18.97 ± 1.09 %). Thus, unlike Zhang et al. (2007) 
and Guo et al. (2011), we did not find sufficient grounds to 
split Lineage 1 into two sub-groups and consider it a single 
evolutionary lineage representing the genus Protosalanx. 
This conclusion was supported by the diagnostic deletions 
detected within the ND5 gene and the control region in the 
salangids’ mitogenomes (see the “Variability and divergence 
of salangid mitogenomes” section above). Never theless, the 
relationships between the “primitive lineages” P. chinensis + 
N. anderssoni and N. taihuensis + N. argentea need to be 
further clarified using a more representative array of genetic 
markers (see below). 

Lineage 2 contained a group of species (N. oligodontis, 
N. reganius, N. jordani, and Neosalanx sp.) placed in the ge-
nus “Microsalanx” by Zhang et al. (2007). This subdivision 
was reasonable (see Introduction) to distinguish this group 
of species from the rest of the Neosalanx species. However, 
the transfer of N. taihuensis (with synonyms), N. anderssoni, 
and N. argentea to the genus Protosalanx, as suggested earlier 
(Zhang et al., 2007; Guo et al., 2011; Fu et al., 2012) and 
supported by our data (Figs. 1 and 2, Tables 1 and 2), gives 
reason to abolish the genus name “Microsalanx” (at least 
until the generic heterogeneity is proven for Lineage 1; see 
above). Consequently, the original genus name Neosalanx 
is appropriate for the salangid species N. oligodontis, N. re
ganius, N. jordani, and Neosalanx sp. comprising Lineage 2 
(Figs. 1 and 2). 

Thus, in contrast to Fu et al. (2012), our analysis based on 
complete mitogenomes and mtDNA single-marker sequences, 

as well as the analysis of Zhang et al. (2007) based on mor-
phological, ecological, and genetic data, did not support the 
synonymization of all Neosalanx species with Protosalanx. 
The data clearly show two substantially diverged evolution-
ary lineages (Figs. 1 and 2): (1) P. chinensis, N. anderssoni, 
N. taihuensis (with synonyms), and N. argentea represent-
ing the genus Protosalanx and (2) N. oligodontis, N. rega
nius, N. jordani, and Neosalanx sp. representing the genus  
Neosalanx.

For phylogenetic analysis of salangid fishes, Fu et al. 
(2012) used a concatenated multigene dataset including the 
mitochondrial CytB gene and seven nuclear sequences (28S 
rRNA, RAG1, zic1, ENC1, RNF213, glyt, and SH3PX3). As a 
result (among others), these authors (Fu et al., 2012, p. 853) 
discovered that “all species from the ‘Neosalanx–Protosalanx’ 
complex belong to a same genus” and considered Neosalanx 
as a junior synonym of Protosalanx. 

Compared to mtDNA markers and complete mitogenomes, 
the nuclear markers (28S rRNA, RAG1, zic1, ENC1, RNF213, 
glyt, and SH3PX3), mostly used by Fu et al. (2012), demon-
strated a much lower divergence between the salangid genera. 
For the genera Protosalanx (except Neosalanx), Salanx, Leu
cosoma, Neosalangichthys, and Salangichthys, the values of 
the overall mean distance for the nuclear markers were low 
and varied in a narrow range (from 1.98 ± 0.36 % for zic1 to 
3.56 ± 0.54 % for RAG1). The low divergence of the nuclear 
markers can be explained by the fact that they mostly represent 
highly conserved sequences developed for analyzing deep 
phylogenetic relationships on a scale of dozens to hundreds of 
millions of years, e. g., to infer phylogenetic relationships of all 
bony fishes, which requires analysis of genomic regions with 
slow rates of evolution (e. g., Betancur-R et al., 2017). These 
markers might be not sensitive enough for salangid fishes 
that experienced most speciation events around 1.1–9.9 Ma 
(Zhang et al., 2007). As a consequence, we suggest that the 
phylogenetic signal of CytB, also used by Fu et al. (2012), 
was significantly “diluted” by the effect of strongly conserved 
nuclear sequences. Indeed, the overall mean p-distance be-
tween the genera Protosalanx (except Neosalanx), Salanx, 
Leucosoma, Neosalangichthys, and Salangichthys was equal 
to 16.98 ± 0.78 % based on the CytB gene only (see above). 
However, it decreased significantly, to 2.72 ± 0.17 %, when 
the nuclear multigene dataset of Fu et al. (2012) was used. 

Although the suggested relationships in salangid fishes 
seem robust, we expect them to be modified, possibly, as new 
genetic data become available. In particular, the mitochondrial 
sequences have revealed a relatively high level of divergence 
between two sub-groups within the genus Protosalanx (P. chi
nensis + N. anderssoni and N. taihuensis + N. argentea; Fig. 2) 
(see also Zhang et al., 2007; Guo et al., 2011), which may in-
dicate a supra-species taxonomical range. Consequently, more 
nuclear genome-wide data are necessary to further address this 
and other issues concerning the taxonomic composition and 
the evolutionary relationships among salangid fishes. 

Conclusion
Misidentified nucleotide sequences, including complete mi-
togenomes, are becoming increasingly frequent in GenBank, 
which leads to an explosive spread of incorrect biological 
in formation in subsequent scientific publications over time. 
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The misidentified N. taihuensis MW291630 mitogenome 
has been revealed in our study. We argue that the GenBank 
accession no. MW291630 actually represents the mitogenome 
of N. jordani mistaken for N. taihuensis. Thus, GenBank 
users should be aware of the above-described entry error to 
avoid conflicting results in their downstream evolutionary and 
comparative genomic studies. 

The data obtained have raised a new issue regarding in-
tergeneric relationships among salangid fishes. In contrast to 
the study by Fu et al. (2012), our data from the comparative 
analyses of interspecific and intergeneric divergences do not 
support the synonymization of the genus Neosalanx with 
Protosalanx and oppose the suggestion to consider Neosalanx 
as a junior synonym of Protosalanx. Genome-wide studies 
are needed to further clarify the evolutionary relationships 
of salangid fishes. 

The introduction and spread of misidentified nucleotide se-
quences in genetic databases, which compromises downstream 
applications, is unlikely to be completely curbed. However, 
some appropriate steps can be undertaken (see, e. g., Balakirev 
et al., 2017, 2024; Sangster, Luksenburg, 2021b) to minimize 
their massive accumulation and subsequent propagation in 
scientific publications, thereby increasing the reliability of 
findings reported in them. 
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Аннотация. Экологические условия холодных серосодержащих источников благоприятствуют росту и развитию 
богатых микробных сообществ со множеством уникальных бактерий цикла серы. В настоящей работе с использо-
ванием высокопроизводительного секвенирования гена 16S рРНК было изучено таксономическое разнообразие 
микробных сообществ трех различных биотопов (микробный мат, донный осадок и вода) в холодном сероводо-
родном источнике Безымянный, расположенном на побережье озера Байкал (Прибайкальский район, Республи-
ка Бурятия). В результате секвенирования проб микробного мата, донного осадка и воды получено 76 972 после-
довательности, отнесенных к 1714 ASV (amplicon sequence variant – варианты последовательностей ампликонов). 
Анализ распределения ASV по биотопам выявил высокий показатель (66–93 %) уникальности трех исследуемых 
сообществ. Оценка индекса альфа-разнообразия показала, что сообщество донного осадка имело более высо-
кие индексы, сообщество микробного мата отличалось наименьшим разнообразием. В исследуемых сообще-
ствах в разных пропорциях доминировали бактерии филумов Pseudomonadota, Bacteroidota, Campylobacterota, 
Actinomycetota, Desulfobacterota. Установлены особенности структуры сообществ исследуемых биотопов. Сооб-
щество микробного мата было представлено преимущественно бактериями рода Thiothrix (43.2 %). В сообществе 
донного осадка основу составляли бактерии рода Sulfurovum (11.2  %), содоминировали неклассифицируемые 
таксоны (3.2–1 %). Микробное сообщество воды характеризовалось присутствием последовательностей, обна-
руженных только в воде. Данные последовательности были отнесены к родам Novosphingobium, Nocardioides, 
Legio nella, Brevundimonas, Sphingomonas, Bacillus, Mycobacterium, Sphingopyxis, Bradyrhizobium и Thiomicrorhabdus. 
Во всех изучаемых сообществах были идентифицированы сероокисляющие бактерии  (SOB) и серовосстанав-
ливающие бактерии  (SRB), что свидетельствует о протекающих процессах цикла серы в экосистеме источника 
 Безымянный. Необходимо отметить, что во всех сообществах присутствовали последовательности некласси-
фицированных и некультивируемых бактерий цикла серы, и в целом значительную долю последовательностей 
(20.3–53.9 %) не удалось классифицировать. 
Ключевые слова: холодный сероводородный источник; разнообразие микробных сообществ; микробный мат; 
донный осадок; вода; сероокисляющие бактерии; сульфатвосстанавливающие бактерии
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Abstract. The environmental conditions of cold sulfur springs favor the growth and development of abundant and 
diverse microbial communities with many unique sulfur cycle bacteria. In this work, the taxonomic diversity of micro-
bial communities of three different biotopes (microbial mat, bottom sediment, and water) in the cold sulfur spring 
Bezymyan ny located on the shore of Lake Baikal (Pribaikalsky district, Republic of Buryatia) was studied using high-
throughput sequencing of the 16S rRNA gene. By sequencing the microbial mat, bottom sediment, and water samples, 
76,972 sequences assigned to 1,714 ASVs (ASV, amplicon sequence variant) were obtained. Analysis of the ASV distribu-
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tion by biotopes revealed a high percentage (66–93 %) of uniqueness in the three communities studied. An estimate of 
the alpha diversity index showed that bottom sediment community had higher indices, while microbial mat commu-
nity was characterized by a lowest diversity. Bacteria of the phyla Pseudomonadota, Bacteroidota, Campylobacterota, 
 Actinomycetota, Desulfobacterota dominated in different proportions in the studied communities. The features of the 
community structure of the studied biotopes were established. The microbial mat community was represented mainly 
by Thiothrix (43.2 %). The bottom sediment community was based on Sulfurovum (11.2 %) and co-dominated by unclas-
sified taxa (3.2–1 %). Sequences assigned to the genera Novosphingobium, Nocardioides, Legionella, Brevundimonas, 
Sphingomonas, Bacillus, Mycobacterium, Sphingopyxis, Bradyrhizobium and Thiomicrorhabdus were found only in the 
water microbial community. Sulfur-oxidizing bacteria (SOB) and sulfate-reducing bacteria (SRB) were identified in all the 
communities studied, which indicates the ongoing processes of the sulfur cycle in the Bezymyanny spring ecosystem. It 
should be noted that sequences of unclassified and uncultivated sulfur cycle bacteria were present in all communities 
and a significant proportion of sequences (20.3–53.9 %) were not classified.  
Key words: cold sulfur spring; microbial community diversity; microbial mat; bottom sediment; water; sulfur-oxidizing 
bacteria; sulfate-reducing bacteria
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Введение
Байкальский регион – это обширная область природных 
водных объектов, среди которых значительная часть 
представлена многочисленными выходами минеральных 
источников. На территории Бурятии имеются практически 
все известные типы минеральных вод, формирующихся 
в зоне гипергенеза горных пород (Борисенко, Замана, 
1978; Намсараев и др., 2005). В том числе присутствуют 
сероводородные источники, обогащенные сероводородом 
в результате биохимического восстановления сульфатов, 
которые поступают с минеральной водой или минераль-
ной взвесью, содержащей сульфаты в обменном и связан-
ном состоянии (Борисенко, Замана, 1978; Кононов, 1983).

Экологические условия холодных серосодержащих 
источников благоприятствуют росту и развитию богатых 
микробных сообществ со множеством уникальных бакте-
рий цикла серы (Douglas S., Douglas D., 2001; Rudolph et 
al., 2004; Chaudhary et al., 2009; Headd, Engel, 2014; Hahn et 
al., 2022). Холодные источники характеризуются медлен- 
 но изменяющимися параметрами, такими как pH, темпе-
ратура, растворенные газы и другие факторы, и являются 
более стабильными местообитаниями для жизни бактерий 
по сравнению с другими средами (Nosalova et al., 2023c). 

Ранее проведенные исследования в холодных серных 
источниках с использованием культивируемых и некуль-
тивируемых подходов в основном были сфокусированы 
на составе и структуре сообществ микробных матов 
(Doug las S., Douglas D., 2001; Chaudhary et al., 2009; Klatt 
et al., 2016; Sapers et al., 2017; Nosalova et al., 2023b). Ис-
следование с помощью микроскопии в микробных матах 
холодного серного источника Анкастер (Онтарио, Кана-
да) показало развитие всех основных групп сульфидокис-
ляю щих бактерий, пурпурных, зеленых, цианобактерий и 
бес цветных сероокисляющих бактерий (Douglas S., Doug-
las D., 2001). В микробных матах холодных серных ис-
точников Словакии с помощью секвенирования гена 16S 
рРНК было отмечено явное доминирование типов Pseu-
do monadota и Campylobacterota, а роды Thiothrix и Sulfu
rovum были идентифицированы как основная микробиота 
микробных матов (Nosalova et al., 2023b).

В настоящей работе впервые с использованием высоко-
производительного секвенирования гена 16S рРНК изуче-

но таксономическое разнообразие микробных сообществ 
микробного мата, донного осадка и воды в холодном се-
роводородном источнике Безымянный, расположенном 
на побережье оз. Байкал. Цель исследования – установить 
бактериальный состав микробных сообществ в различных 
биотопах источника Безымянный (Прибайкальский район, 
Республика Бурятия).

Материалы и методы
Сероводородный источник Безымянный находится в 
лесном массиве на побережье оз. Байкал и расположен 
на высоте 638 м над уровнем моря (53°02ʹ48.95ʺ с. ш., 
108°19ʹ57.68ʺ в. д.) (рис. 1). Естественный выход мине-
рального источника просачивается через 25–30-санти-
метровую толщу рыхлых донных осадков и образует ру-
чей. В ручье на поверхности донных осадков обнаружены 
микробные маты.

Пробы микробного мата, донного осадка и воды были 
взяты в октябре 2023 г. Пробы воды для химического 
анализа исследуемых объектов отбирали из выхода ми-
нерального источника и вытекающего ручья, в чистые по-
лиэтиленовые и стерильные стеклянные бутыли. Образцы 
микробного мата, донного осадка и воды для микробио-
логических исследований были отобраны в стерильные 
50 мл пробирки Falcon.

В местах взятия пробы измеряли pH и температуру с 
помощью портативного pH-метра с сенсорным термомет-
ром рН-200 HM Digital (Южная Корея). Общую минера-
лизацию измеряли кондуктомером COM-100. Для опре-
деления окислительно-восстановительного потенциала 
использовали портативный измеритель redox-потенциала 
ORP (Португалия). Концентрацию карбонатов, гидрокар-
бонатов в анализируемых водах определяли в полевых 
условиях в момент отбора проб титрованием 0.1 N HCl 
в присутствии индикаторов – фенолфталеина и метило-
вого оранжевого. Общую жесткость, содержание ионов 
кальция и магния, хлорид-ионов определяли титриметри-
ческим методом, концентрации ионов аммония, нитрит-, 
нитрат-, фосфат-, сульфат- и фторид-ионов, кремниевой 
кислоты – спектрофотометрическим методом. Для анализа 
использовали однолучевой спектрофотометр CECIL 1000 
(Великобритания), концентрации ионов рассчитывали 
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вали при 94 °C в течение 1 мин, затем провели 35 циклов: 
94 °C в течение 30 с, 50 °C – 30 с, 72 °C – 30 с. Оконча-
тельное удлинение осуществляли при 72 °C в течение 
3 мин. Продукты ПЦР очищали в соответствии с методом, 
рекомендованным Illumina, с магнитными частицами 
AMPureXP (BeckmanCoulter, Бреа, Калифорния, США). 

Подготовку библиотеки и секвенирование выполняли 
согласно рекомендациям производителя по эксплуата-
ции прибора Illumina MiSeq (Illumina, Сан-Диего, Кали-
форния, США), с использованием MiSeq® ReagentKit v3 
(600 цик лов). Первоначальную обработку данных, а имен-
но де мультиплексирование образцов и удаление адапте-
ров, про водили с программным обеспечением Illumina 
(Illu mi na, США). Для последующего шумоподавления, 
объединения последовательностей, удаления химерных 
прочтений, восстановления исходных филотипов (ASV, 
amplicon sequence variant) и дальнейшей таксономической 
классификации полученных ASV применяли программ-
ные пакеты DADA2 (Callahan et al., 2016), PHYLOSEQ 
(McMurdie, Holmes, 2013) и SILVA (Quast et al., 2013); ра-
бота проводилась в программной среде R. Предваритель-
ную фильтрацию сырых последовательностей по качеству 

а
N

ист. Безымянный

б

в
0 150 км

Рис. 1. Карта-схема расположения источника Безымянный (а), фото источника (б)  
и фото микробного мата в источнике (в).

по уравнениям регрессии. Содержание сероводорода и 
сульфидов определяли калориметрическим методом с до-  
бавлением железо-аммонийных квасцов при 670 нм, суль-
фитов и тиосульфатов – путем обратного йодометриче-
ского титрования (Фомин, 2000).

Для выделения ДНК из образцов микробного мата, 
донных осадков и воды применяли набор реаген-
тов (MACHEREY-NAGEL NucleoSpin Soil) фирмы 
MACHEREY-NAGEL (Дюрен, Германия) в соответствии 
с инструкция ми производителя.

Очищенные препараты ДНК были использовали для 
создания библиотек фрагментов гена 16S рРНК методом 
ПЦР с помощью универсальных праймеров для вариа-
бельной области V4: F515/R806 (GTGCCAGCMGCCGG 
CGGTAA/GGACTACVSGGGTATCTAAT) (Bates et al., 
2011), с прикрепленными адаптерами и уникальными 
штрих-кода ми Illumina. ПЦР проводили в 15 мкл реакци-
онной смеси, со держащей 0.5–1 единицу активности вы-
сокоточной ДНК-полимеразы Q5 (NEB, Ипсвич, Масса - 
чусетс, США), по 5 пкМ прямого и обратного праймеров, 
10 нг ДНК-матрицы и 2 нМ каждого dNTP (LifeTech no-
logies, Карлсбад, Калифорния, США). Смесь денатуриро-
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выполняли с помощью функции filterAndTrim с длиной 
обрезки последовательности 250 и 200 н для прямого и об-
ратного прочтения соответственно и допустимым уровнем 
ожидаемой ошибки 2 и 3. Для построения модели ошибок 
использовалась функция learnErrors с параметром MAX_
CONSIST, равным 20. Процесс дерепликации осущест-
влялся с помощью функции derepFastq с параметром n, 
равным 10e7. Непосредственно деноизинг производился 
с применением функции dada параметром pool, равным 
‘pseudo’. Объединение восстановленных последователь-
ностей осуществляли с функцией mergePairs. Таблица 
численностей полученных филотипов построена с исполь-
зованием функции makeSequenceTable. Проверка на на-
личие химер и их фильтрация производились с помощью 
функции removeBimeraDenovo методом ‘consensus’ и со 
следующими параметрами: minFoldParentOverAbundance, 
равным 2, и allowOneOff, установленным на значение 
‘TRUE’. Для построения OTU table применяли функцию 
otu_table с параметром taxa_are_rows, установленным на 
‘FALSE’. Файл с репрезентативами для каждого филоти-
па был сгенерирован с помощью функций getSequences, 
DNAStringSet и writeXStringSet.

Классификация полученных филотипов производилась 
с помощью функции assignTaxonomy с использованием 
базы данных SILVA релиз 128 и параметром minBoot, 
установленным на значение 70. Из списка филотипов 
были удалены фрагменты, относящиеся к ДНК пластид и 
митохондрий. Построение BIOM таблицы производилось 
на языке программирования python 3 (пакеты biom, numpy 
и pandas). Для представления данных таксономического 
анализа использовались инструменты программного 
пакета QIIME 1 (Caporaso et al., 2010). Исследование 
выполнено в ЦКП ГТПиКБ ФГБНУ ВНИИСХМ (Санкт-
Петербург, Россия). 

Для поиска ближайших гомологов был использован сер-
вер NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Индексы 
альфа-разнообразия рассчитаны в программе Past 4.16 
(Hammer et al., 2001). Построение кривых разрежения 
проводили в онлайн-ресурсе iNEXT Online (https://chao.
shinyapps.io/iNEXTOnline/) (Chao et al., 2014, 2016). Диа-
грамма Венна и тепловая карта построены при помощи 
онлайн-ресурса SRplot с пакетом pheatmap R, где для 
нормализации данных был применен подход стандартно-
го масштабирования (https://www.bioinformatics.com.cn/
plot_basic_cluster_heatmap_plot_024_en) (Tang et al., 2023). 

Результаты

Физико-химическая характеристика  
источника Безымянный
На момент отбора проб температура воды составляла 
5.7 °С, значение pH – 8.4, минерализация – 0.12 г/дм3, 
окислительно-восстановительный потенциал был равен 
–113 мВ. Гидрохимический анализ состава воды пока-
зал содержание ионов гидрокарбоната и хлорида 30.5 и 
3.5 мг/ дм3 соответственно. Катионы кальция найдены в 
количестве 36.6 мг/дм3, магния – 15.6 мг/дм3. Определе-
ны ионы нитрата и нитрита – 4.7 и 0.01 мг/дм3, а также 
фосфат- и фторид-ионы – 0.35 и 0.32 мг/дм3 соответ-
ственно. Ионы карбоната и аммония не обнаружены, 

ионы железа присутствовали в количестве 0.14 мг/дм3. 
Из серосодержащих соединений были определены суль-
фат-ионы (42.0 мг/ дм3), ионы сульфида (11.0 мг/дм3), а 
также выявлены небольшие количества ионов сульфита 
и тиосульфата.

Анализ разнообразия микробных сообществ 
различных биотопов
Пиросеквенирование фрагмента гена 16S рРНК из образ-
цов микробного мата, донного осадка и воды дало в об-
щей сложности 143 192 прочтения последовательностей. 
После их фильтрации, выравнивания, предварительной 
кластеризации и удаления химерных последовательностей 
и синглтонов в анализ было включено 76 972 прочтения. 
Последовательности были отнесены к 1714 ASV, и их 
распределение в трех биотопах исследуемого источника 
показано на диаграмме Венна (рис. 2). Для всех трех био-  
топов общим был только 21 ASV. Большая часть микроб-
ных сообществ исследуемых биотопов источника пред-
ставлена уникальными последовательностями. 

Оценка индексов альфа-разнообразия показала, что 
микробиота донного осадка характеризовалась наиболь-
шим количеством ASV, наибольшим разнообразием и на 
93 % состояла из уникальных АSV (табл. 1).

Кривые разрежения (рис. 3) продемонстрировали ре-
зультаты, аналогичные приведенным в табл. 1. 

Состав бактериального сообщества
Микробные сообщества микробного мата, донного осад-
ка и воды исследуемого сероводородного источника 
Безы мянный представлены доменом Bacteria. К домену 
Archaea были отнесены единичные последовательности. 
В каждом сообществе преобладали бактерии филума 
Pseu domonadota (12.9–53.8 % от всех полученных после-
довательностей) (рис. 4). 

Донный осадок

Вода

Микробный мат

906110

604

19

31

21

17

Рис. 2. Диаграмма Венна ASV бактериальных сообществ микробного 
мата, донного осадка и воды источника Безымянный.

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Рис. 4. Таксономическое разнообразие прокариот на уровне филума (классы для Pseudomonadota) в микробном мате, донном осадке и воде 
источника Безымянный.

Рис. 3. Кривые разрежения ASV в исследуемых образцах микробного 
мата, донного осадка и воды.

Таблица 1. Количество последовательностей и ASV в образцах источника Безымянный  
и индексы альфа-разнообразия исследованных образцов 

Образец Количество сырых  
последовательностей

Количество  
прочтений в анализе

Количество 
ASV

Уникальные 
АSV, %

Simpson Shannon Chao 1

Микробный мат 48 694 20 324 167 66 0.8175 3.159 167.2

Донный осадок 45 061 27 011 975 93 0.9857 5.897 975

Вода 49 437 29 637 675 89 0.9892 5.354 675.1
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В филуме Pseudomonadota доминировали Gamma-
proteobacteria (52 % в микробном мате, 29.4 % в воде и 
11.9 % в донном осадке). Количество Alphaproteobacteria 
варьировало от 0.9 % в донном осадке до 23.4 % в воде. 
Во всех исследуемых сообществах обнаружена относи-
тельно большая доля последовательностей, принадле-
жащих филуму Bac teroidota (2.3–9.8 %). В сообществах 
микробного мата и донного осадка были широко распро-

странены последовательности, относящиеся к филуму 
Campylobacterota, 8.5 и 11.8 % соответственно. Для со-
общества воды было характерно присутствие большого 
количества представителей Actinomycetota (10.1 %) и 
Bacillota (2.2 %). Сообщество матов отличалось высокой 
долей Verrucomicrobiota (3.8 %) и Cyanobacterota (2.6 %). 
В сообществе донного осадка было отмечено высокое со-
держание Desulfobacterota (6.3 %) и Chloroflexota (2.9 %). 
Также необходимо отметить, что во всех сообществах 
от 0.9 до 6 % последовательностей были идентифици-
рованы до уровня домена и значительная доля последо-
вательностей (20.3–53.9 %) не была классифицирована  
вообще.

Анализ таксономического состава на более глубоком 
уровне показал, что во всех исследуемых микробных 
со  об ществах были отмечены представители родов Sulfu
ricurvum, Sulfurovum, Thiothrix, Flavobacterium и неклас-
сифицированные последовательности: unclassified_Co-
mamonadaceae, unclassified_Burkholderiales, unclas sified_ 
Gammaproteobacteria. Однако их присутствие в разных со-
обществах менялось от явного доминирования до ≤0.1 % 
представленности. Установлено, что каждое исследуемое 
сообщество имело свои особенности на рассматриваемом 
уровне (рис. 5).

Сообщество микробного мата было представлено в ос-
новном бактериями рода Thiothrix (43.2 %). Также в состав 
сообщества мата входили бактерии рода Flavobacterium, 
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Sulfuricurvum, Luteolibacter и цианобактерии Tychonema 
CCAP 1459-11B. В сообществе донного осадка основу 
составляли бактерии рода Sulfurovum (11.2 %) и содоми-
нировали представители таксонов unclassified_Burkhol-
de riales, unclassified_Anaerolineaceae, unclassified_Desul-
fosarcinaceae, unclassified_Rhodocyclaceae, unclassified_
Methylomonadaceae, unclassified_Syntrophales (3.2–1 %). 
В сообществе воды среди доминантов (>1 % от всех по-
лученных последовательностей) присутствовали после-
довательности, характерные только для этого сообщества 
и отнесенные к родам Novosphingobium, Nocardioides, 
Legionella, Brevundimonas, Sphingomonas, Bacillus, Myco  
bacterium, Sphingopyxis, Bradyrhizobium и Thiomicro
rhabdus. 

Бактерии цикла серы
В таксономическом составе источника Безымянный об-
наружены микроорганизмы, участвующие в цикле серы. 
Среди изученных биотопов большинство полученных 

по следовательностей составляли роды Thiothrix и Sul fu 
ro vum. Ключевым таксоном в микробном мате был род 
Thio thrix семейства Thiotrichaceae, класса Gamma pro teo-
bacteria, его доля составила 43.2 %. В таксономическом 
составе сообщества донного осадка значительная роль 
принадлежала роду Sulfurovum семейства Sulfurovaceae, 
класса Campylobacteria, количество обнаруженных по сле-
довательностей достигало 11.2 % (табл. 2).

Выявленные сульфатредуцирующие бактерии принад-
лежат в основном некультивируемым и неклассифици-
рованным unclassified_Desulfosarcinaceae (сем. De sul fo 
sarcinaceae), их количество в донных осадках достигает 
1.7 %. Другие представители сульфатредуцирующих бак-
терий составляют <1 % в донном осадке и микробном 
мате и отнесены к родам Desulfobulbus, Desulfomonile, 
Desulfocapsa, Desulfatiglans (сем. Desulfatiglandaceae) и 
неклассифицированным unclassified_Syntrophobactera-
ceae, (Desulfobacterium) catecholicum group (сем. Desulfo-
bacteraceae).

Рис. 5. Тепловая карта таксонов (количество прочтений ≥1 %) в микробном мате, донном осадке и воде источника Безы-
мянный.
Цветовая шкала отражает расстояние каждого значения от среднего в единицах стандартного отклонения.
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Обсуждение
Территория Республики Бурятия чрезвычайно  богата ми-
неральными водами с различными физическими свой-
ствами, химическим и газовым составом (Михайлов, Тол-
стихин, 1946; Ткачук и др., 1957; Намсараев и др., 2005). 
Холодные минеральные источники формируются как в 
результате взаимодействия воды с вмещающими горны-
ми породами, так и вследствие поступления отдельных 
составных частей из глубинных зон земли. Исследуемый 
нами сероводородный источник Безымянный характери-
зуется постоянно низкой температурой с восстановленны-
ми условиями. Вода слабощелочная и слабоминерализо-
ванная, с преобладанием ионов гидрокарбоната, сульфата 
и сульфида. 

Впервые проведенные исследования микробного мата, 
донных осадков и воды с помощью секвенирования гена 
16S рРНК в холодном сероводородном источнике Безы-
мянный выявили 15 бактериальных филумов, пять из 
которых были наиболее многочисленными: Pseudomona-  
dota, Bacteroidota, Campylobacterota, Actinomycetota, De-
sulfobacterota. Pseudomonadota, представленные классом 
Gammaproteobacteria, и Bacteroidota доминировали во 
всех образцах, что согласуется с более ранними сведени-
ями о сообществах различных типов серных местооби-
таний (Elshahed et al., 2003; Gulecal-Pektas, Temel, 2016;  
Nosa lova et al., 2023a). Хемолитотрофные Gammaproteo-
bacteria и Bacteroidota играют основную роль в образова-
нии первичной продукции путем окисления железа и суль-
фидов в неактивных сульфидных экосистемах (Dong et al., 
2021). Тип Campylobacterota присутствовал во всех образ-

цах и доминировал в сообществах донного осадка (11.8 %) 
и микробного мата (8.5 %). Аналогичные результаты были 
получены при исследовании сообществ в гидротермаль-
ных источниках и афотических (пещерных) сульфидных 
источниках. В этих экосистемах хемолитоавтотрофия на 
основе серы в основном осуществляется Campylobacte-
rota (ранее известны как Epsilonproteobacteria) (Karl et al., 
1980; Sarbu et al., 1996; Engel et al., 2003, 2004).

Отличительной особенностью сообщества воды ис-
точника Безымянный было значительное присутствие 
представителей Actinomycetota. Известно, что некоторые 
новые актинобактерии из геотермальных сред способны 
расти автотрофно с серой в качестве источника энергии 
(Norris et al., 2011). Использование  культивируемого под-
хода позволило выделить из холодных, с высоким содер-
жанием сульфида и сульфата источников Гипсум-Хилл 
(Арктика, Канада) сероокисляющие бактерии, фило-
генетически связанные с Actinomycetota (Perreault et al., 
2008). В донном осадке источника Безымянный зна-
чительный вклад в сообщество внесли представители 
Desulfobacterota (6.3 %). Обилие сульфатредуцирующих 
бактерий, принадлежащих Desulfobacterota, было описа-
но в ряде публикаций о микробиоте холодных соленых 
источников Канадской Арктики и также обнаружено в 
высокосульфидном ветланде Солодовка (Самарская об-
ласть, Россия) (Perreault et al., 2008; Sapers et al., 2017; 
Co langelo-Lillis et al., 2019; Gorbunov et al., 2022). 

Мы уже отмечали, что холодные серные источники 
содержат уникальные, еще не изученные бактериальные 
сообщества (Hamilton et al., 2015; Nosalova et al., 2023a). 

Таблица 2. Сравнительная характеристика представленности бактерий серного цикла  
в микробных сообществах биотопов источника Безымянный (число последовательностей, в %)

Филотип Микробный мат Донный осадок Вода

Сульфатвосстанавливающие бактерии

Desulfobulbus (сем. Desulfobulbaceae) 0.0 0.1 0.0

Desulfomonile (сем. Syntrophaceae) 0.0 0.4 0.0

unclassified_Syntrophobacteraceae (сем. Syntrophobacteraceae) 0.0 0.1 0.0

(Desulfobacterium) catecholicum group (сем. Desulfobacteraceae) 0.0 0.2 0.0

Desulfocapsa (сем. Desulfobulbaceae) 0.2 0.1 0.0

Desulfatiglans (сем. Desulfatiglandaceae) 0.0 0.4 0.0

SEEP-SRB1 (сем. Desulfosarcinaceae) 0.0 0.1 0.0

unclassified_Desulfosarcinaceae (сем. Desulfosarcinaceae) 0.0 1.7 0.0

uncultured (сем. Desulfosarcinaceae) 0.0 0.2 0.0

unclassified_Desulfobacterales; Other 0.0 0.4 0.0

unclassified_Desulfobacteria; Other; Other 0.0 0.4 0.0

unclassified_Desulfobulbaceae (сем. Desulfobulbaceae) 0.1 0.0 0.0

unclassified_Desulfocapsaceae (сем. Desulfocapsaceae) 0.0 0.7 0.0

unclassified_Desulfobacterales 0.0 0.4 0.0

Сероокисляющие бактерии

Thiothrix (сем. Thiotrichaceae, Gammaproteobacteria) 43.2 1.1 0.1

Bradyrhizobium (сем. Xanthobacteraceae; Alphaproteobacteria) 0.0 0.0 1.3

Sulfurovum (сем. Sulfurovaceae, Campylobacterota) 2.4 11.2 0.1
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И в нашем исследовании высокая доля последовательно-
стей осталась неклассифицированной, что предполагает 
наличие многих неоткрытых и неизученных сообществ 
и указывает на потенциально новые микроорганизмы в 
экосистеме холодного сероводородного ис точника. 

Анализ таксономического состава микробных сооб-
ществ на уровне родов показал характерные особенности 
каждого сообщества всех трех исследуемых биотопов. 
Сообщество микробного мата было представлено преи-
мущественно бактериями рода Thiothrix (43.2 %). Анализ 
последовательности по базе NCBI выявил сходство (100 % 
гомологии) с Thiothrix fructosivorans, которая способна 
откладывать глобулы серы в инвагинациях цитоплаз-
матической мембраны в присутствии восстановленного 
неорганического соединения серы (Howarth et al., 1999). 
В недавнем исследовании по Байкальскому региону был 
описан некультивируемый Thiothrix sp. из зоны смеше-
ния вод оз. Байкал и геотермального источника Змеиный 
(северная котловина оз. Байкал, Россия) (Chernitsyna et 
al., 2024). Сравнительный анализ полученных нами по-
следовательностей Thiothrix и Thiothrix из геотермально-
го источника Змеиный выявил 99 % сходство. В состав 
сообщества мата источника Безымянный входили по-
следовательности, отнесенные к родам Flavobacterium, 
Sulfuricurvum, Luteolibacter, и цианобактерии Tychonema 
CCAP 1459-11B, ближайшие гомологи которых были вы-
делены в основном из низкотемпературных местообита-
ний (Kodama, Watanabe, 2004; Jiang et al., 2012; Yang et al., 
2019; Conklin et al., 2020).

В сообществе донного осадка основу составляли бак-
терии рода Sulfurovum (11.2 %), ближайшим гомологом 
(98.81 %) которых являлась мезофильная, факультативно 
анаэробная серо- и тиосульфат-окисляющая бактерия 
Sulfurovum lithotrophicum (Inagaki et al., 2004). Содоми-
нанты, доля которых варьировала от 1 до 3.2 % от всех 
последовательностей, были классифицированы только до 
уровней порядков и семейств. Поиск близкородственных 
видов в базе NCBI для unclassified_Burkholderiales (3.2 % 
присутствия) показал 98 % сходство с Georgfuchsia toluo
lica (Pseudomonadota; Betaproteobacteria; Nitrosomona da-
les; Sterolibacteriaceae), способной использовать Fe(III), 
Mn(IV) и нитрат в качестве конечных акцепторов электро-
нов для роста на ароматических соединениях (Weelink 
et al., 2009). Характерные только для донных осадков, 
unclassified_Anaerolineaceae имели 89 % гомологии с 
мор ской термофильной, анаэробной и гетеротрофной 
бактерией Thermomarinilinea lacunofontalis (Nunoura et 
al., 2013). Ближайшим гомологом (95 % сходство) для 
un classified_Desulfosarcinaceae были Desulfosarcina wid
delii, сульфатредуцирующие бактерии, разлагающие угле-
водороды (Watanabe et al., 2017).

Среди последовательностей, обнаруженных нами толь-
ко в сообществе воды, доминировали бактерии родов No
vosphingobium, Nocardioides, Legionella, Brevundimonas, 
Sphingomonas, Bacillus, Mycobacterium, Sphingopyxis, 
Bradyrhizobium и Thiomicrorhabdus. Представители этих 
родов встречаются в различных естественных средах и от-
носятся к гетеротрофным прокариотам, использующим в 
качестве источника энергии разные соединения углерода, 
азота и серы (Fliermans, 1996; Kumar R. et al., 2017; Tóth 

et al., 2017; Song et al., 2022; Kuang et al., 2023). Извест-
но, что бактерии родов Novosphingobium, Nocardioides, 
Sphingomonas и Sphingopyxis способны развиваться в 
условиях низкой концентрации питательных веществ и 
являются важными агентами в биодеградации различных 
стойких и токсичных органических веществ, включая 
ароматические соединения, углеводороды, галогеналканы, 
азотные гетероциклы и полимерные полиэфиры (Song et 
al., 2022; Ma et al., 2023). В сообществе воды ближайшими 
гомологами доминирующих последовательностей были 
бактерии, участвующие в цикле серы. Так, последователь-
ности, отнесенные к роду Bacillus, обнаружили 100 % 
сходство с хемолитоавтотрофной тиосульфатокисляющей 
бакте рией Bacillus thioparus (Pérez-Ibarra et al., 2007). 
Идентифицированные как Thiomicrorhabdus последова-
тельности обнаружили близкородственную связь с Thio
microrhab dus aquaedulcis, пресноводным облигатным хе-
молитотрофом, окисляющим серу (Kojima, Fukui, 2019). 

Микробное окисление и восстановление серы – наи-
более активные и древние метаболические процессы в 
цикле серы, которые протекают в разных экосистемах. 
Эти процессы осуществляются сероокисляющими (SOB) 
и серовосстанавливающими бактериями (SRB) во всех 
экосистемах и рассматриваются как ключевое явление 
в биогеохимическом круговороте серы (Kumar U. et al., 
2018). На родовом уровне установлено, что микробный 
мат сероводородного источника Безымянный состоит 
преи мущественно из бесцветных сероокисляющих бакте-
рий Thiothrix. Виды Thiothrix считаются типичной частью 
сероокисляющих микробных сообществ в богатых серой 
местообитаниях. С помощью некультивируемого подхода 
род Thiothrix был идентифицирован в холодных серных 
источниках Словакии (Nosalova et al., 2023b). 

В донном осадке доминировали представители рода 
Sulfurovum. В ранее проведенных исследованиях было 
обнаружено, что род Sulfurovum широко распространен в 
микробных сообществах различных серных сред, включая 
источники, пещеры, жерла и бескислородные отложения 
(Nosalova et al., 2023b). Эти факультативные анаэробные 
хемолитотрофы процветают в экстремальных условиях 
и являются первичными продуцентами в богатых серой 
местообитаниях. В работе (Wright et al., 2013) отмечено, 
что все серные окислительно-восстановительные гены 
присутствуют в геномах секвенированных представителей 
Sulfurovum и их генетическая способность позволяет им 
использовать различные соединения серы.

Кроме того, только в воде холодного источника обна-
ружены облигатные хемолитоавтотрофные сероокисляю-
щие виды бактерий, родственные Thiomicrorhabdus. Thio
microrhabdus ранее были обнаружены в холодных соленых 
средах, в том числе в морских отложениях Арктики и 
антарктических подледных рассолах (Knittel et al., 2005). 
Также Thiomicrorhabdus найден в изобилии в отложениях 
соленых холодных источников на острове Аксель Хейберг, 
расположенном в Канаде (Magnuson et al., 2023). Авторы 
отмечают, что Thiomicrorhabdus аэробно и хемолитоавто-
трофно окисляет сульфид до элементарной серы. 

Известно, что в бескислородных, насыщенных сульфа-
тами слоях под поверхностью отложений сульфатредуци-
рующие микроорганизмы являются одними из наиболее 
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важных участников, которые опосредуют значительную 
долю деградации органического вещества (Yin et al., 2024). 
В изученном нами холодном источнике Безымянный 
обнаружено наибольшее распространение сульфатвосста-
навливающих бактерий в донном осадке, относящихся в 
основном к филуму Thermodesulfobacteriota. Следует от-
метить, что большое количество неклассифицированных 
и некультивируемых представителей сульфатредуцирую-
щих бактерий предполагает присутствие новых видов 
бактерий, восстанавливающих сульфаты в холодном ис-
точнике Безымянный.

Заключение
Впервые с помощью современных молекулярно-биологи-
ческих методов изучено таксономическое разнообразие 
микроорганизмов и выявлены характерные особенности 
структуры микробных сообществ различных биотопов 
(микробный мат, донный осадок и вода) в холодном се-
роводородном источнике Безымянный (Прибайкальский 
район, Республика Бурятия). По результатам исследований 
в сообществах идентифицированы сероокисляющие и 
серовосстанавливающие бактерии, что свидетельствует 
о протекающих процессах цикла серы в экосистеме ис-
точника Безымянный. Анализ таксономического состава 
в целом показал высокое содержание в изучаемых со-
обществах неклассифицированных последовательностей. 
Полученные данные указывают на то, что микробиота 
холодных серных источников является пока еще скрытым 
ресурсом новых таксонов, в том числе бактерий серного 
цикла. Исследования холодных сероводородных источ-
ников в дальнейшем расширят наши знания о бактериях, 
участвующих в биогеохимическом цикле серы, их мета-
болизме и эволюции и могут указать на экологические 
особенности развития серных микробных сообществ и 
их связь со средой, в которой они обитают. 

Доступность данных: все необработанные последова-
тельности, полученные в результате секвенирования гена 
16S рРНК, доступны в архиве NCBI SRA под номером 
BioProject PRJNA1202704.
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Аннотация. Муковисцидоз (МВ) – заболевание с широким клиническим и генетическим спектром проявлений, 
оказывающее значительное влияние на качество и продолжительность жизни пациента. В настоящее время 
диагностика МВ позволяет выявлять заболевание на самых ранних стадиях. Стремительное развитие науки и 
современные методы исследования изменили подходы в лечении МВ, начиная от симптоматического лечения 
до методов патогенетической терапии. Подходы патогенетической терапии направлены на поиск способов 
восстановления функции гена CFTR. Целью обзора стали анализ и обобщение имеющихся научных сведений 
о патогенетической терапии МВ. Рассмотрены подходы патогенетической терапии МВ на основе приема па-
циентами таргетных препаратов – CFTR-модуляторов. Приведены исследования с использованием методов 
генной терапии МВ, в основе которых лежит целенаправленная доставка нормальной копии кДНК гена CFTR в 
дыхательные пути с помощью вирусных или невирусных агентов. В некоторых исследованиях показано при-
менение методов РНК-терапии для восстановления сплайсинга, продукции зрелой РНК и функционального 
белка CFTR. Также в обзоре проведен анализ литературных данных, в которых рассмотрены методы этиотроп-
ной терапии МВ, заключающейся в направленной коррекции гена CFTR с использованием искусственных фер-
ментов рестрикции, системы CRISPR/Cas9 и комплекса пептидно-нуклеиновых кислот. В перспективном плане 
обсуждаются методы клеточной терапии в лечении поражения легких при муковисцидозе.
Ключевые слова: муковисцидоз (МВ); ген CFTR; мутации CFTR; модуляторы CFTR; генная терапия; геномное 
редактирование; CRISPR/Cas9
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Abstract. Cystic fibrosis (CF) is a disease with a broad clinical and genetic spectrum of manifestations, significantly 
impacting the quality and duration of life of patients. At present, a diagnosis of CF enables the disease to be identi-
fied at the earliest stages of its development. The accelerated advancement of scientific knowledge and contempo-
rary research techniques has transformed the methodology employed in the treatment of CF, encompassing a spec-
trum of approaches from symptomatic management to pathogenetic therapies. Pathogenetic therapy represents 
an approach to treatment that aims to identify methods of restoring the function of the CFTR gene. The objective of 
this review was to analyse and summarize the available scientific data on the pathogenetic therapy of CF. This paper 
considers various approaches to the pathogenetic therapy of CF that are based on the use of targeted drugs known 
as CFTR modulators. The article presents studies employing gene therapy techniques for CF, which are based on the 
targeted delivery of a normal copy of the CFTR gene cDNA to the respiratory tract via viral or non-viral vectors. Some 
studies have demonstrated the efficacy of RNA therapeutic interventions in restoring splicing, promoting the pro-
duction of mature RNA, and increasing the functional expression of the CFTR protein. The review also analyzes litera-
ture data that consider methods of etiotropic therapy for CF, which consists of targeted correction of the CFTR gene 
using artificial restriction enzymes, the CRISPR/Cas9 system and a complex of peptide-nucleic acids. In a prospective 
plan, the use of cell therapy methods in the treatment of lung damage in CF is considered.
Key words: cystic fibrosis (CF); CFTR; CFTR mutations; CFTR modulators; gene therapy; genome editing; CRISPR/Cas9
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Cystic fibrosis therapy:  
from symptoms to the cause of the disease

Введение
Муковисцидоз (МВ) (кистозный фиброз, cystic fibrosis) 
(OMIM 219700) – моногенное орфанное заболевание, 
характеризующееся аутосомно-рецессивным типом на-
следования, системным поражением органов с тяжелым 
течением и прогнозом (https://www.omim.org/). Частота 
встречаемости МВ составляет в среднем один случай на 
2500–3000 новорожденных (Каширская, Капранов, 2014). 
Наиболее часто МВ регистрируется среди европеоидов, 
например, в США и Европе числится около 70 000 боль-
ных МВ, в России – около 4000 пациентов с данным за-
болеванием (Симонова и др., 2020; Ломунова, Гершович, 
2023).

Причина МВ – патогенные варианты в гене муковис-
цидозного трансмембранного регулятора проводимости 
(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CFTR), 
который был идентифицирован и клонирован в 1989 г. 
(Гембицкая и др., 2012; Elborn, 2016; Spielberg, Clancy, 
2016). Ген CFTR содержит 27 экзонов, локализован в ре-
гионе 31.1 длинного плеча 7-й хромосомы (7q31.1). Белок, 
кодируемый этим геном, – трансмембранный регулятор 
проводимости (CFTR), является членом суперсемейства 
белков, относящихся к семейству АВС-транспортеров 
(ATP-binding cassette). Структурная организация белка 
CFTR включает в себя два трансмембранных домена 
(TMD1 и TMD2), два нуклеотидсвязывающих домена 
(NBD1 и NBD2) и центральный, внутриклеточный регу-
ляторный домен (R-домен). Локализуясь на мембранах 
эпителиальных клеток, белок CFTR создает хлорный ка-
нал, регулируемый циклическим аденозинмонофосфа том 
(цАМФ). Посредством белка CFTR осуществляется не 
только регуляция ионов хлора (Cl−), но и секреция би-
карбоната (            −HCO3 ), которая регулирует pH жидкости на 
поверхности клеток дыхательных путей. Также CFTR 
играет важную роль в гидратации секрета и муцинов по-
средством ингибирования эпителиального натриевого ка-
нала (ENaC) (Гинтер, 2000; Moran, 2014; Кондратьева и 
др., 2018; Bell et al., 2020; Hanssens et al., 2021).

Патогенные варианты в гене CFTR ведут к нарушению 
работы ионных каналов, вызывая снижение проводимо-
сти для ионов Cl− и повышение проводимости для ионов 
Na+. Следствием этих нарушений являются изменение 
гидратационных процессов на мембранах эпителиальных 
клеток и изменение вязко-эластических свойств веществ, 
продуцируемых экзокринными железами. Данные изме-
нения в большей степени влияют на работу органов ды-
хания, поджелудочной железы, печени, желчных путей, 
желудочно-кишечного тракта, потовых желез и органов 
мужской половой системы (Смирнихина, Лавров, 2018; 
Dechecchi et al., 2018; Ломунова, Гершович, 2023).

Генетические варианты в гене CFTR
Идентификацией и описанием генетических вариантов в 
гене CFTR занимается международный Консорциум ге-
нетического анализа МВ (Cystic Fibrosis Genetic Analysis 
Consortium, CFGAC), объединяющий лаборатории, дея-
тельность которых направлена на генетическую диагно-
стику и исследования МВ по всему миру. Для общего до-
ступа полученные результаты помещаются в базу данных 
генетических вариантов в гене CFTR “CFTR1” (http://

www.genet.sickkids.on.ca/cftr/) и в созданную позднее базу 
“CFTR2” (http://www.cftr2.org/). База “CFTR2” включает 
актуальную информацию о недавно обнаруженных гене-
тических вариантах в гене CFTR (Rommens et al., 2006; 
Кондратьева и др., 2018; Dechecchi et al., 2018). В настоя-
щее время в базе данных CFGAC представлено более 
2000 генетических вариантов в гене CFTR, которые под-
разделяют на семь классов в зависимости от механизма их 
воздействия на функцию белка CFTR (Fanen et al., 2014; 
Elborn, 2016; Кондратьева и др., 2018; Bell et al., 2020; Lee 
et al., 2021; Краснова и др., 2023).

При генетических вариантах класса I (R553X, W1282X, 
2143delT, G542X, 1677delTA) отсутствует функциональ-
ный белок CFTR в связи с нарушением его транскрипции 
и трансляции. Примерно 22 % пациентов с МВ имеют 
по крайней мере один мутантный аллель данного класса 
(Lee et al., 2021). Результатом генетических вариантов 
 класса II (F508del, I507del, N1303K, S549N) является бло-
кировка созревания белка CFTR вследствие неправильной 
конфигурации его молекулы. Неправильно свернутые 
молекулы белка не достигают апикальной мембраны 
клетки, так как подвергаются деградации, ассоциирован-
ной с эндоплазматическим ретикулумом (Endoplasmic-
reticulum-associated protein degradation, ERAD). При мер- 
 но у 88 % больных МВ имеется как минимум один му-
тантный аллель и основной вариант F508del, вызванный 
делецией аминокислоты фенилаланина в 508-м положе-
нии. При генетическом варианте F508del происходит на-
рушение посттрансляционной модификации белка CFTR, 
в результате чего молекула белка становится функцио-
нально неполноценной и нестабильной либо полностью 
разрушается (Van Goor et al., 2006; Смирнихина, Лавров, 
2018). 

В регуляторном домене белка CFTR и его нуклеотид-
связывающих доменах были выявлены генетические ва-
рианты класса III (G1224E, S1255P, G551D), вызываю щие 
нарушения регуляции хлорного канала. Дефект работы 
хлорного канала в данном случае связан с тем, что белок 
CFTR синтезируется и транспортируется к клеточной мем-
бране, но не отвечает на стимуляцию цАМФ. К снижению 
ионного потока в результате изменения проводимости 
хлорного канала приводят миссенс-мутации, относящиеся 
к классу IV генетических вариантов в гене CFTR (R117H, 
R347P, R334W). Эти варианты располагаются в транс-
мембранных доменах и влияют на сокращение времени 
открытия ионного канала. Примерно у 6 % пациентов с 
МВ имеется данный тип генетических вариантов. Генети-
ческие варианты в гене CFTR класса V снижают уровень 
функционального белка и его транспорт на поверхность 
апикальной мембраны, что характерно для 5 % пациентов 
с МВ. К классу VI относятся генетические варианты в 
гене CFTR, изменяющие стабильность белка, что снижа-
ет время нахождения белка на поверхности мембраны. 
Отмечено, что 5 % пациентов с МВ имеют по крайней 
мере один аллель этого варианта (Кондратьева и др., 
2018; De checchi et al., 2018). Выделяют также класс VII, 
ге нетические варианты которого влияют на экспрессию 
мРНК белка CFTR. Отсутствие мРНК связано с генети-
ческим вариантом, характеризующимся крупной деле-
цией – CFTRdele2,3 (21 kb) (Lee et al., 2021).
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Чтобы предупредить развитие тяжелых осложнений 
при МВ и в целом улучшить прогноз заболевания, очень 
важно своевременно начать терапию. Результаты фунда-
ментальных исследований позволили расширить пони-
мание основных патогенетических и патофизиологиче-
ских механизмов МВ, что способствовало появлению и 
быстрому развитию новых подходов в лечении данного 
заболевания. В настоящее время основу лечения больных 
МВ представляет комплексная терапия, объединяющая 
методы как симптоматического, так и патогенетического 
лечения. В перспективе рассматриваются также методы, 
основанные на применении инструментов для коррекции 
гена CFTR (Гембицкая и др., 2012; Bell et al., 2020).

Симптоматическая терапия муковисцидоза
Симптоматическое лечение направлено на борьбу с инфек-
цией, улучшение отхождения слизи из бронхов и предот-
вращение недостаточности питания, включая дефицит 
макро- и микронутриентов. Пациентам с МВ назначают 
прием антибиотиков, муколитических и бронхолитиче-
ских препаратов совместно с приемом ферментов, вита-
минов и курсом кинезиотерапии (Каширская, Капранов, 
2014; Симонова и др., 2020). Для лечения поражений ор-
ганов дыхания применяют противовоспалительную и мас-
сивную антибактериальную терапии, при этом высокой 
эффективностью обладает ингаляционный путь введения 
препаратов (муколитиков, бронхолитиков, антибиотиков 
и глюкокортикоидов) (Гембицкая и др., 2012; Olveira et 
al., 2017; Кондратьева и др., 2018; Симонова и др., 2020). 

Существенное влияние на течение МВ оказывают ме-
тоды оптимизированной антибиотикотерапии, где вы бор 
антибиотика зависит от микробиологического статуса 
больного. Преодоление антибиотикорезистентности осу-
ществляется путем аэрозольной доставки антибиотиков в 
просвет бронхов, что также снижает побочные эффекты 
при длительном лечении и применении высоких доз, по-
скольку концентрация препаратов в сыворотке крови в 
данном случае невысокая (Горинова и др., 2015; Кондра-
тьева и др., 2018; Симонова и др., 2020). 

В терапии МВ для нормализации вязко-эластических 
свойств мокроты и улучшения ее транспорта назначают 
муколитические препараты. В этой группе большим преи-
муществом обладает генно-инженерный препарат – муко-
литик дорназа альфа, который комплексно действует на 
инфекцию, воспаление и обструкцию, наблюдаемые при 
МВ. Применение данного препарата имеет огромное зна-
чение в комплексном лечении бронхолегочного процес-
са у больных МВ, особенно сразу после установления 
диаг ноза (Шерман и др., 2011). Для эвакуации мокроты 
из дыхательных путей пациентам с МВ совместно с му-
колитическими препаратами назначают проведение спе-
циальной дыхательной гимнастики (кинезиотерапии) 
(Симонова и др., 2020).

Не менее важными в терапии МВ являются коррекция 
экзокринной панкреатической недостаточности и лече-
ние гепатобилиарных нарушений, а также поддержание 
нутритивного статуса пациентов с помощью диетотера-
пии. У больных с панкреатической недостаточностью в 
дополнение к диетотерапии назначают ферментозамести-
тельную терапию и прием жирорастворимых витаминов 

(Каширская, Капранов, 2011, 2014; Кондратьева и др., 
2018).

Все разработанные методы и применяемые препараты 
симптоматической терапии влияют не только на продол-
жительность, но и на качество жизни больных МВ, в зна-
чительной мере улучшая ее. Однако симптоматическая 
терапия направлена лишь на контроль симптомов и огра-
ничение осложнений при МВ, при этом никак не влияя 
на работу дефектного белка CFTR (Смирнихина, Лавров, 
2018; Симонова и др., 2020).

Патогенетическая терапия муковисцидоза
Актуальными становятся разработка и испытания новых 
методов и препаратов, которые направлены на поиск спо-
собов восстановления функции гена CFTR. В этом направ-
лении перспективными считаются методы патогенетиче-
ской терапии (Гембицкая и др., 2012; Rafeeq, Murad, 2017; 
Bell et al., 2020). С учетом многообразия генетических 
вариантов в гене CFTR и различных их клинических 
проявлений были проведены исследования по поиску пре-
паратов-супрессоров преждевременной остановки транс-
ляции белка для пациентов, имеющих нонсенс-мутации, 
относящиеся к классу I, препаратов для носителей часто 
встречающегося варианта F508del и других генетических 
вариантов класса II, а также препаратов, работающих 
при всех классах генетических вариантов (см. таблицу) 
(Кондратьева и др., 2018; Dechecchi et al., 2018).

В поиске препаратов, способствующих «прочитыва-
нию» стоп-кодонов CFTR-mRNA и предотвращению преж-
девременной терминации синтеза молекулы белка, был 
предложен препарат аталурен (PTC Therapeutics, США), 
назначаемый для лечения миодистрофии Дюшенна, вы-
званной нонсенс-мутациями. Однако в группе больных с 
нонсенс-мутациями в гене CFTR данный препарат ока-
зался неэффективен. В настоящее время для коррекции 
генетических вариантов в гене CFTR класса I препараты 
еще не разработаны (Kerem et al., 2014; Zainal Abidin et 
al., 2017; Смирнихина, Лавров, 2018).

Наиболее перспективным терапевтическим средством 
для лечения МВ оказалась группа модуляторов, представ-
ляющих собой низкомолекулярные препараты, которые 
были идентифицированы в результате высокопроизво-
дительного скрининга для коррекции нарушенного транс-
порта белка CFTR на плазматическую мембрану или для 
увеличения проводимости хлорного канала (Dechecchi 
et al., 2018; Sui et al., 2022; Краснова и др., 2023). Выбор 
препарата-модулятора в терапии МВ зависит от класса 
генетического варианта в гене CFTR и направленности 
их компенсирующих действий, в связи с чем модуляторы 
подразделяются на потенциаторы, корректоры, усилители 
и стабилизаторы (Lee et al., 2021). 

Потенциаторы
Действие потенциаторов направлено на усиление откры-
тия ионного канала, образованного мутантным белком 
CFTR, на поверхности клетки. Воздействие на ионный ка-
нал осуществляется через активацию аденилатциклазного 
пути (генетические варианты гена CFTR классов III–IV). 
Одним из препаратов данной группы является ивакафтор 
(Vertex Pharmaceuticals, Германия). Первая фаза испыта-
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Терапия муковисцидоза

Тип терапии Метод Препарат/комплекс/ 
комбинации

Эффективность,  
показанная в исследованиях

Патогенетическая терапия

Фармакотерапия:  
прием препаратов –  
CFTR-модуляторов

Использование супрессоров  
преждевременной остановки 
трансляции CFTR

Аталурен Неэффективен для пациентов с нонсенс-
мутациями

Использование потенциаторов 
работы ионного канала CFTR

Ивакафтор Эффективен для пациентов с генетиче-
ским вариантом G551D и пациентов  
с генотипом G461E/N1303K.
Незначительный эффект для пациентов  
с генотипом F508del/F508del

Использование корректоров  
фолдинга и процессинга CFTR

Лумакафтор Частично восстанавливает функцию 
мутантного белка CFTR

Использование комбинации  
«Потенциатор+корректор»

Ивакафтор/Лумакафтор Эффективен для пациентов с генотипом 
F508del/F508delИвакафтор/Тезакафтор

Использование комбинации «Кор-
ректор+корректор+потенциатор»

Элексакафтор/Тезакафтор/
Ивакафтор

Эффективен для пациентов как с одним, 
так и c двумя аллелями F508del

Использование стабилизаторов 
CFTR на плазматической мембране

Кавосонстат Низкая эффективность по сравнению  
с потенциаторами

Использование усилителей  
синтеза молекул CFTR 

Несоликафтор Эффективен при воспалительных  
процессах в дыхательных путях  
пациентов с несколькими генетическими 
вариантами гена CFTR

Генная терапия: 
целенаправленная 
доставка нормальной 
копии кДНК гена CFTR 
в дыхательные пути

Вирусный метод Рекомбинантный адено-
вирусный вектор (rAd)

Временная экспрессия CFTR,  
значительный иммунный ответ

Хелперзависимый  
аденовирусный вектор 
(Hd-Ad)

Теряет эффективность in vivo,  
не вызывает иммунного ответа 

Аденоассоциированный 
вектор (AAV)

Неэффективен в трансдукции клеток 
человека 

Аденоассоциированный 
капсид AAV204

Эффективно восстанавливает работу 
хлорных каналов

Spiro-2101:  
аденоассоциированный 
капсид, несущий функцио-
нальную копию гена CFTR

Присвоен статус «орфанного лекарствен-
ного препарата», предназначенного  
для терапии МВ

Ретровирусные векторы Низкая трансдуцирующая эффективность

Лентивирусные векторы Высокая трансдуцирующая  
эффективность

Невирусный метод pGM169/GL67A: 
комплекс кДНК/ 
катионный липид

Низкая эффективность в восстановлении 
функции легких

РНК-терапия:  
восстановление 
сплайсинга  
и продукции  
зрелой РНК  
и функционального 
белка CFTR

Использование в качестве  
терапевтических агентов мРНК

Комплекс мРНК   
CFTR/липидные  
наночастицы (LNP)

Восстановление работы хлорных каналов 
и значительное увеличение количества 
белка CFTR на поверхности клеточной 
мембраны

Использование в качестве  
терапевтических агентов  
коротких молекул РНК

Антисмысловые  
олигонуклеотиды (АСО)

Низкая эффективность для коррекции 
мРНК CFTR

Eluforsen, QR-010:  
одноцепочечная  
антисмысловая РНК

Эффективен в улучшении работы  
хлорных каналов у пациентов  
с генотипом F508del/ F508del

Использование техники транс-
сплайсинга, опосредованной 
сплайсосомами

SMaRT Временное восстановление функции 
CFTR



Терапия муковисцидоза:  
от симптомов к причине заболевания

Т.Н. Киреева, Д.И. Жигалина 
Н.А. Скрябин

2025
29 • 2

283МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА / MEDICAL GENETICS

ний ивакафтора проводилась на здоровых добровольцах, 
где была показана безопасность препарата (Van Goor et 
al., 2009). Затем в 2011 г. по результатам испытаний на 
112 больных МВ (США) были приведены данные о том, 
что у лиц с генетическими вариантами G551D, G178R, 
G551S, G1244E, G1349D установлено достоверное увели-
чение транспорта ионов хлора (Flume et al., 2012). В 2012 г. 
ивакафтор был одобрен Управлением по санитарному 
надзору за качеством пищевых продуктов и медикамен-
тов (Food and Drug Administration, FDA) для применения 
пациентами, имеющими хотя бы одну из 38 точковых 
мутаций, включая 5 мутаций сплайсинга (Van Goor et al., 
2006, 2009; Смирнихина, Лавров, 2018). Для пациентов с 
генетическим вариантом G551D применение ивакафтора 
рекомендовано во всем мире, в том числе в России (Sui 
et al., 2022). В 2017 г. описан случай успешного лечения 
больного МВ с генотипом G461E/N1303K; через шесть 
месяцев применения ивакафтора клиническое течение бо-
лезни у пациента существенно изменилось (Амелина и 
др., 2017). В 2018 г. опубликованы данные по оценке эф- 
 фективности ивакафтора в группе пациентов детского воз-
раста (2–3 года), у которых отмечались более сохранные 
функции легких и низкий уровень осложнений, наблюдае-
мых при МВ (Bessonova et al., 2018). 

Корректоры
Корректоры – это фармакологические вещества, которые 
связываются с мутантным белком CFTR, способствуя его 
«созреванию» путем адаптации белкового гомеоста за и 
уменьшения деградации мутантного белка в системе вну-
триклеточного качественного контроля (генетические ва-
рианты гена CFTR класса II) (Смирнихина, Лавров, 2018). 
Среди группы препаратов-корректоров известно примене-
ние 4-фенилбутирата/генистина, куркумина, тезакафтора, 
лумакафтора. Наибольшее количество исследо ваний по-

священо оценке и анализу эффективности лумакафтора в 
стабилизации мутантного белка CFTR и его перемещению 
из эндоплазматического ретикулума (ЭПР) на поверхность 
клеточной мембраны. При этом лумакафтор способен час-
тично восстанавливать функцию мутантного белка CFTR, 
стабилизируя его N-концевой домен (Ren et al., 2013; Lee 
et al., 2021). 

В дальнейшем для пациентов, гомозиготных по F508del, 
было показано, что применение только лумакафтора или 
ивакафтора лишь незначительно снижает уровень хло-
ридов в потовой пробе. Это свидетельствует о том, что 
монотерапия с использованием одного из модуляторов 
неэффективна в отношении улучшения функций легких 
(Flume et al., 2012; Hanssens et al., 2021). В связи с этим 
в дальнейшем была проведена оценка эффективности 
различных комбинаций модуляторов для восстановления 
работы белка CFTR у пациентов с генотипом F508del/
F508del. Так, в ряде расширенных исследований для па-
циентов старше 12 лет, гомозиготных по F508del, эффек-
тивной оказалась длительная комбинированная терапия 
с совместным применением лумакафтора и ивакафтора 
(Boyle et al., 2014; Wainwright et al., 2015). Для российских 
пациентов в терапии МВ имеется практика применения 
комбинации лумакафтора и ивакафтора совместно с базис-
ной терапией, в результате которой отмечается улучшение 
таких показателей, как снижение уровня хлоридов в по-
товой жидкости, прибавка по показателю объема форси-
рованного выдоха за первую секунду (ОФВ1), улучшение 
общего состояния и прибавка в весе (Амелина и др., 2019). 

Поскольку сочетание потенциатора и корректора по-
ложительно влияет на клинический эффект у пациентов с 
генетическим вариантом F508del, в 2015 г. FDA одобрила 
использование в терапии МВ комбинированного препара-
та лумакафтор/ивакафтор. Данный препарат разрешен к 
применению у детей старше 6 лет и взрослых с генотипом 

Окончание таблицы

Тип терапии Метод Препарат/комплекс/ 
комбинации

Эффективность,  
показанная в исследованиях

Этиотропная терапия

Геномное  
редактирование: 
направленная  
коррекция гена CFTR

Использование искусственных 
ферментов рестрикции

Нуклеазы с цинковыми 
пальцами (ZFN)

Восстановление функции CFTR  
на терапевтически значимых уровнях  
в базальных клетках дыхательного  
эпителия

Эффекторные нуклеазы, 
подобные активатору  
транскрипции (TALEN)

Эффективность редактирования в ИПСК 
от пациентов с МВ составила 10 %

Использование программируемых 
нуклеаз CRISPR/Cas9

Cas9/направляющие РНК 
(sgRNA) и одноцепочечные 
олигодезоксирибонуклео-
тиды (ssODN)

Эффективность коррекции варианта 
F508del в клетках HEK293T составила  
от 0.08 до 0.7 % аллелей

Использование пептидно- 
нуклеиновых кислот (PNA)

PNA/донорская ДНК/ 
биоразлагаемые  
полимерные наночастицы

Уровень коррекции in vivo генетического 
варианта F508del в эпителиальных  
клетках мышей от ~0.1 до ~2 %

Клеточная терапия

Клеточная терапия:
Восстановление  
поражений легких

Аутогенная трансплантация  
CFTR-экспрессирующих клеток  
в пораженные участки  
дыхательных путей

ИПСК, дифференцирован ные 
в CFTR-экспрессирующие 
клетки дыхательного  
эпителия

Нет данных
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F508del/F508del (Смирнихина, Лавров, 2018; Dechecchi et 
al., 2018; Симонова и др., 2020). Несмотря на показанную 
в клинических исследованиях эффективность, препарат 
имеет ряд побочных эффектов; также было отмечено, что 
положительное влияние препарата наблюдается лишь 
в случае одного генетического варианта F508del, на-
ходящегося в гомозиготном состоянии (Lee et al., 2021).

Положительный терапевтический эффект в отношении 
улучшения функций легких при лечении гомозиготных 
пациентов F508del-CFTR показала также комбинация 
ивакафтора с другим препаратом – тезакафтором. Комби-
нированный препарат тезакафтор+ивакафтор/ивакафтор 
применяют для лечения МВ у детей от 12 лет и взрослых 
с гомозиготной мутацией F508del (Taylor-Cousar et al., 
2017).

По данным компании Vertex, наибольшая эффектив-
ность в лечении пациентов с генотипом F508del/F508del 
отмечена для комбинации трех модуляторов нового поко-
ления: элексакафтор/тезакафтор/ивакафтор (elexacaf tor/
tezacaftor/ivacaftor, ETI) (Смирнихина, Лавров, 2018). 
Данный комбинированный препарат повышает актив-
ность белка CFTR и снижает показатели смертности и за-
болеваемости у пациентов с МВ, применим как у больных 
МВ с гомозиготным генотипом F508del/F508del (в 90 % 
случаев), так и в группе больных, гетерозиготных по ге-
нетическому варианту F508del и варианту с резидуальной 
функцией (Keating et al., 2018). В клинических исследо-
ваниях было показано, что применение комбинации ETI 
улучшает функцию мутантного белка CFTR до уровней 
40–50 % от нормальной активности белка CFTR в эпите-
лиальных клетках дыхательных путей и кишечника. Также 
была показана высокая эффективность этой комбинации 
в отношении улучшения функций легких, снижения со-
держания хлоридов в поте, уменьшения частоты легочных 
обострений (Piehler et al., 2023).

Стабилизаторы и усилители
Для лечения пациентов с МВ необходимы такие соеди-
нения, как стабилизаторы и усилители белка CFTR. Ста-
билизаторы, фиксируя белок CFTR на плазматической 
мем бране, тем самым препятствуют его отсоединению и 
деградации в лизосомах. Клиническое исследование эф-
фективности одного из стабилизирующего белок соеди-
нения – кавосонстата, разработанного компанией Nivalis 
Therapeutics, проводилось на 138 пациентах, гомозигот-
ных по F508del. Пациенты принимали кавосонстат сов-
местно с ивакафтором. Однако на II фазе данное исследо-
вание было завершено в связи с отсутствием преимуществ 
стабилизатора по сравнению с потенциаторами (Красно-
видова и др., 2023). 

Усилители используют для увеличения количества син-
тезированных молекул белка CFTR в клетках, доступного 
для последующей модуляции белково-активными малыми 
молекулами. Данная группа включает препарат несоли-
кафтор, разработанный компанией Proteostasis Therapeu-
tics. Несоликафтор представляет собой усилитель синтеза 
CFTR, который в комбинации с другими существующими 
методами лечения и терапии МВ показал положительное 
влияние на активность белка in vitro, почти в два раза уве-
личивая его активность в клетках бронхиального эпителия 

пациентов с несколькими генетическими вариантами гена 
CFTR. Несоликафтор устраняет ингибирование, опосре-
дованное цитокин-трансформирующим фактором роста 
бета 1 (TGF-β1) скорректированной функции CFTR, при 
использовании с комбинацией ETI в первичных клетках 
бронхиального эпителия человека F508del CF, вероятно, 
за счет стабилизации мРНК. Несоликафтор косвенно уве-
личивает уровень секретируемых цитокинов за счет его 
воздействия на функцию апикальных ионных каналов. 
Была показана эффективность применения усилителей 
при воспалительных процессах в дыхательных путях па-
циентов с МВ (Bengtson et al., 2022).

Таким образом, рассмотренные фармакологические 
средства для патогенетической терапии МВ существенно 
увеличили продолжительность жизни пациентов с дан-
ным диагнозом. Однако препараты-модуляторы CFTR не 
устраняют причину заболевания, а лишь корректируют ра-
боту дефектного белка. При этом терапия модуляторами 
CFTR требует пожизненного приема лекарств, а их долго-
срочные потенциальные побочные эффекты остаются не-
ясными (Sui et al., 2022). Отмечается также, что примерно 
10 % пациентов невосприимчивы к модуляторам из-за 
отсутствия или низкого уровня белка CFTR. По данным 
клинических исследований, около 10–20 % больных МВ 
обладают индивидуальной непереносимостью препара-
тов-модуляторов (Смирнихина, Лавров, 2018; Lee et al., 
2021; Ломунова, Гершович, 2023). В связи с этим разра-
батываются новые методы лечения МВ, направленные на 
устранение патологических изменений, лежащих в основе 
его развития. Прежде всего, это методы генной терапии 
(Maule et al., 2020).

Генная терапия муковисцидоза
Моногенный и рецессивный тип наследования при МВ 
 обусловил появление способов лечения этого заболевания 
с применением методов генной терапии (см. таблицу) (Sui 
et al., 2022). Генная терапия при МВ заключается в целена-
правленной доставке нормальной копии комплементарной 
ДНК (кДНК) гена CFTR в наиболее пораженные участки 
дыхательных путей больных с помощью вирусных частиц, 
несущих целевой трансген, и невирусных агентов, напри-
мер липосом, наночастиц и др. (Гинтер, 2000; Смирни-
хина, Лавров, 2018; Ломунова, Гершович, 2023). 

В 1993 г. было начато исследование по доставке нор-
мальной копии кДНК CFTR в назальный эпителий пациен-
тов с МВ с использованием рекомбинантного аденовирус-
ного вектора (recombinant Adenoviral vector, rAd). Данная 
работа продемонстрировала перспективу рекомбинант-
ных аденовирусных векторов для временной коррекции 
транспорта ионов Cl– при МВ. Однако в дальнейшем было 
показано, что rAd-опосредованная экспрессия CFTR в 
пост митотических эпителиальных клетках дыхательных 
путей является временной и способствует сильным кле-
точным и гуморальным иммунным ответам (Van Goor et 
al., 2009). Чтобы исключить проблему иммунного ответа, 
в последующем был разработан хелперзависимый аде-
новирусный вектор (Helper-dependent Adenoviral vector, 
Hd-Ad). Hd-Ad доставляет ДНК (до 37 т. п. н.) в клетки 
дыхательных путей, исключая реакции Т-клеток  хозяина 
на экспрессию чужеродного вирусного белка, т. е. не 
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вы зывая воспаление (Lee et al., 2021). Восстановление 
функции CFTR до уровня, наблюдаемого в нормальных 
клетках дикого типа, было показано в исследовании на 
базальных клетках дыхательных путей мышей и свиней 
с МВ после коррекции CFTR с помощью Hd-Ad. Также 
Hd- Ad векторы были эффективны для коррекции гена 
CFTR в клетках легких мышей, нокаутных по данному 
гену. Однако из-за обновления клеток дыхательных путей 
применение Hd-Ad векторов для коррекции гена CFTR 
in vivo теряет свою терапевтическую эффективность (Koe-
h ler et al., 2003; Cao et al., 2020).

C 1998 по 2007 г. в клиниках под руководством Targeted 
Genetics Corporation оценивалась перспектива исполь-
зования аденоассоциированных векторов (Adeno-Asso-
ciated vector, AAV) в терапии заболеваний легких при МВ, 
среди которых rAAV2 был единственным доступным век-
тором данного серотипа. В доклинических исследованиях 
была показана способность rAAV2 продуктивно трансду-
цировать клетки легких макак-резусов и кроликов. Однако 
более поздние работы по изучению биологии трансдукции 
rAAV2 на модели клеточной культуры поляризованного 
эпителия дыхательных путей человека (Нuman airway epi-
thelium, HAE) на границе раздела дыхательных путей и 
жидкости (Air-liquid interface, ALI) показали, что rAAV2 
плохо трансдуцирует эпителиальные клетки дыхатель ных 
путей человека. Другим ограничением использования 
век торов rAAV в переносе гена CFTR является их отно-
сительно небольшая емкость упаковки (~4.9 т. п. н.) (Sui 
et al., 2022).

В последние годы несколько фармацевтических ком-
паний занимаются разработкой генно-терапевтических 
агентов на основе AAV. Так, компания Abeona Therapeu tics 
разработала капсид нового поколения AAV204, заклю-
чающий в себе функциональную копию mini-CFTR гена 
человека. Применение в терапии данного агента позволяет 
эффективно восстанавливать в клетках, как in vitro, так 
и in vivo, работу хлорных каналов. В 2020 г. компания 
Spirovant Sciences представила еще один аденоассоции-
рованный капсид с улучшенным тропизмом к клеткам 
эпителия дыхательных путей, применяемый для доставки 
функциональной копии гена CFTR. Препарат получил на-
звание Spiro-2101, а в дальнейшем FDA ему был присвоен 
статус «орфанного лекарственного препарата», предна-
значенного для терапии МВ (Lee et al., 2021; Ломунова, 
Гершович, 2023).

В генотерапии МВ также было показано использование 
векторов на основе ретро- и лентивирусов. Применение 
ретровирусов, несущих ген CFTR, в исследованиях на 
кроликах демонстрировало стойкую экспрессию данного 
гена в дыхательных путях этих животных в течение почти 
трех недель, однако они имели низкую трансдуцирую-
щую эффективность (Lee et al., 2021). Преимуществом 
лентивирусных векторов, полученных из вирусов имму-
нодефицита, является их способность трансдуцировать 
как делящиеся, так и неделящиеся клетки, а экспрессия 
трансгена из интегрированного вирусного генома, веро-
ятно, сохраняется на протяжении всего жизненного цикла 
клеток-реципиентов. При этом лентивирусные векторы, 
используемые для трансдукции в эпителиальные клетки 
дыхательных путей, необходимо псевдотипировать соот-

ветствующими белковыми оболочками. В исследованиях 
была показана более высокая эффективность трансдук-
ции в клетки дыхательного эпителия с использованием 
лентивирусной стратегии по сравнению с невирусной 
(Al ton et al., 2015; Sui et al., 2022). Несмотря на это, более 
безопасными и хорошо переносимыми все же являются 
невирусные методы доставки нормального гена CFTR в 
связи с отсутствием возникновения инсерционного му-
тагенеза и вторичного воздействия измененных уровней 
экспрессии трансгена (Lee et al., 2021).

Еще одно преимущество невирусных векторов – при-
менение более крупных фрагментов донорской ДНК для 
репарации генов. Для эффективности невирусной достав-
ки CFTR используется комплекс кДНК/катионный липид. 
Так, по данным исследования, опубликованным Британ-
ским консорциумом генной терапии МВ, в клетках легких 
пациентов с МВ регистрировалось увеличение функции 
CFTR до 3.7 % после применения распыляемого катион-
ного липида pGM169/GL67A, доставляющего донорскую 
ДНК нормального гена CFTR. Однако такого улучшения 
было все еще недостаточно для восстановления функции 
легких при МВ (Alton et al., 2015; Spielberg, Clancy, 2016). 

Таким образом, уже почти три десятилетия идет поиск 
подходящих методов генной терапии, применяемых для 
лечения МВ. Известно около 36 клинических испытаний 
генной терапии с участием значительного количества па-
циентов с МВ, однако из-за низкого клинического эффекта 
исследования не получили дальнейшего развития. Тем не 
менее эти попытки показали перспективность концепции 
генной терапии МВ и создали большой фундамент в дан-
ной области (Sui et al., 2022). 

Редактирование гена CFTR
В дальнейшем благодаря появлению и совершенствова-
нию экспериментальных клеточных и животных моделей 
особое значение приобрели новые подходы в направлен-
ной коррекции генов. К одним из таких эффективных 
методов относятся методы редактирования генома (см. 
таблицу). 

Для коррекции генов применяют инструменты на осно-
ве целевого расщепления ДНК с использованием искус-
ственных ферментов рестрикции: нуклеаз с «цинковыми 
пальцами» (Zinc-finger nucleases, ZFN) и эффекторных ну-
клеаз, подобных активатору транскрипции (Transcription 
activator-like effector nucleases, TALEN), программируе-
мой нуклеазы (чаще всего это Cas9), специфичность дей-
ствия которой достигается при помощи направляющей 
РНК (sgRNA). Далее репарация ДНК осуществляется бла- 
 годаря функционирующим в клетке механизмам: негомо-
логичному соединению концов (non-homologous end join-
ing, NHEJ) или направленной гомологичной репарации 
(homology-directed repair, HDR), распространенной фор-
мой которой является гомологичная рекомбинация (homo-
logous recombination, HR) (Смирнихина и др., 2020; Lee 
et al., 2021). 

На основе ZFN была проведена оценка возможности 
редактирования локуса CFTR в базальных клетках дыха-
тельных путей, полученных от пациентов с МВ, с исполь-
зованием двух подходов. В первом подходе, основанном 
на замене последовательности для коррекции F508del, 
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продемонстрировано восстановление зрелого белка CFTR 
и его функции в культурах на границе ALI, полученных 
из массово отредактированных базальных клеток. Второй 
подход был направлен на интеграцию частичной кДНК 
в интрон эндогенного гена CFTR для коррекции всех ге-
нетических вариантов CFTR. В результате отмечена вы-
сокоэффективная сайт-специфическая целевая интеграция 
в базальные клетки, несущие различные генетические 
варианты гена CFTR, и показано восстановление функ-
ции CFTR на терапевтически значимых уровнях (Suzuki 
et al., 2020). Данные в экспериментах на основе TALEN 
показывают лучшую аффинность по сравнению с ZFN. В 
одном из исследований для доставки в клетки TALEN с 
донорской ДНК были выбраны Hd-Ad векторы, в резуль-
тате чего достигнуто около 5 % целевой интеграции генов. 
В индуцированных плюрипотентных стволовых клетках 
(ИПСК) от пациентов с МВ эффективность TALEN-
опосредованного редактирования F508del составляет не 
больше 10 %. При этом было отмечено, что манипуляции с 
геномом ИПСК не повлияли на их свойства и способность 
к дифференциации (Holkers et al., 2013; Xia et al., 2019).

Редактирование генома с использованием системы 
CRISPR/Cas9 (Clustered Regulatory Interspaced Short Pa-
lin dromic Repeats/CRISPR associated protein 9) позволяет 
«корректировать» патогенетический вариант в гене с вы-
сокой эффективностью и закрепить «скорректирован-
ный» аллель в геноме. В связи с этим CRISPR/Cas9 явля-
ется очень многообещающей технологией для создания 
ценных экспериментальных инструментов для тестиро-
вания методов лечения широкого спектра патогенетиче-
ских вариантов, вызывающих МВ (Смирнихина, Лавров, 
2018). Впервые система редактирования CRISPR/Cas9 
для коррекции локуса гена CFTR была применена в куль-
тивируемых стволовых клетках кишечника пациентов, 
гомозиготных по F508del. Генетически скорректирован-
ные стволовые клетки образовывали органоиды, ко торые 
функционально реагировали на форсколин в виде изме-
нения в объеме. В другом исследовании были получены 
ИПСК из клеток фибробластов кожи пациентов с МВ 
(F508del), в которых также в дальнейшем провели кор-
рекцию гена CFTR с помощью системы CRISPR/Cas9. 
Скорректированные ИПСК были способны дифферен-
цироваться в зрелые эпителиальные клетки дыхатель ных 
путей и демонстрировали восстановление транспорта 
хло ридов (Wang, 2023). 

С использованием нуклеаз Cas9 было создано множе-
ство клеточных линий, представляющих собой альтерна-
тивные модели для разработки методов редактирования 
генетических вариантов в гене CFTR. Данные модели – это 
клеточные культуры, в которые были внесены плазмиды, 
несущие синтетические векторы с фрагментом гена CFTR, 
содержащим таргетную мутацию, в том числе и редко 
встречающуюся. На основе этого подхода были созданы 
клеточные линии: рака легких человека (Calu-3 CF), лей-
кемии человека (HL-60 F508del-CF), карциномы человека 
(T84 F508del-CF), клеток бронхиального эпителия чело-
века (16HBE14o-CF с F508del), а также изогенные клеточ-
ные модели с мутациями G542X, W1282X (Wang, 2023). 
В одном из исследований продемонстрирована возмож-
ность моделирования МВ в клеточной культуре HEK293T 

путем внесения синтетической плазмиды pGEM-CFTR, 
несущей локус CFTR с генетическим вариантом F508del. 
Далее проводили оценку эффективности коррекции дан-
ного генетического варианта с использованием шести раз-
личных комбинаций Cas9/направляющих РНК (sgRNA) и 
одноцепочечных олигодезоксирибонуклеотидов (ssODN). 
В зависимости от комбинации компонентов CRISPR/Cas9 
эффективность коррекции варианта F508del составила от 
0.08 до 0.7 % аллелей (Смирнихина и др., 2020). 

В дополнение к рассмотренным редакторным системам 
была показана возможность коррекции гена CFTR с по-
мощью пептидно-нуклеиновых кислот (peptide nucleic 
acid, PNA), не основанная на CRISPR. В исследованиях 
на эпителиальных клетках дыхательных путей с F508del 
были использованы триплекс-образующие пептидно-ну-
клеиновые кислоты и донорская ДНК, упакованные в 
био разлагаемые полимерные наночастицы. В результа-
тах показано, что интраназальная доставка наночастиц 
мышам с МВ вызывает изменения в анализе разности 
потенциалов назального эпителия как следствие скоррек-
тированной функции CFTR. В другом исследовании с ис-
пользованием системной доставки PNA была показана 
коррекция in vivo генетического варианта F508del во мно-
гих эпителиальных клетках, включая носовой эпителий, 
трахею, легкие, подвздошную кишку, толстую и прямую 
кишку у мышей с МВ. Уровень коррекции варьировал от 
~0.1 до ~2 % (Wang, 2023).

Рассмотренные подходы в направленной коррекции 
гена CFTR нацелены на причины, лежащие в основе за-
болевания, т. е. имеют возможность обеспечить посто-
ян ное излечение пациентов с МВ. Несмотря на это су-
щественное преимущество, в настоящее время данные 
подходы не используются в клинической практике в связи 
с биоэтическими ограничениями.

Методы РНК-терапии муковисцидоза
В терапии МВ рассматривается применение методов, 
основанных на использовании в качестве терапевти-
ческих агентов РНК: информационной РНК (мРНК) и 
более мелких молекул РНК – олигонуклеотидов (см. таб-
лицу). В настоящее время проводятся клинические ис-
пытания, исследующие потенциал мРНК в терапии МВ. 
Одним из таких исследований является RESTORE-CF 
(NCT03375047), в котором изучаются специализирован-
ные липидные наночастицы (lipid nanoparticles, LNP) в 
качестве переносчиков мРНК. Показателями результата 
служат изменения функции легких, т. е. изменения ОФВ1. 
Также было отмечено восстановление работы хлорных ка-
налов и значительное увеличение количества белка CFTR 
на поверхности клеточной мембраны дыхательного эпите-
лия пациентов с МВ после введения в клетки химически 
модифицированной мРНК CFTR с помощью релевантных 
липосомных наночастиц (Ломунова, Гершович, 2023).

С целью восстановления сплайсинга и продукции зре-
лой РНК и функционального белка CFTR применяли ко-
роткие молекулы РНК – антисмысловые олигонуклеоти-
ды (АСО) (Egan, 2021). Было проведено более 40 клиниче-
ских испытаний, изучающих терапевтический потенциал 
АСО в лечении МВ. В клеточных моделях с генетиче-
ским вариантом F508del с помощью АСО осуществля-
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лась вставка недостающих оснований в положение 508 
CFTR на уровне транскриптов РНК, однако коррекция 
мРНК таким способом оказалась нестабильна (Maule et 
al., 2020). Компания ProQR Therapeutics провела иссле-
дования по интраназальному введению одноцепочечной 
антисмысловой РНК (eluforsen, QR-010) мышам. Данный 
препарат был разработан для восстановления функции 
CFTR в дыхательном эпителии через специфическое 
связывание с областью F508del в мРНК. Было показано, 
что QR-010 успешно диффундирует в клетки и вызывает 
положительные изменения в транспорте хлоридов. Так, 
после трех интраназальных введений QR-010 в течение 
четырех недель у пациентов с генотипом F508del/F508del 
зафиксировано клинически значимое улучшение функ-
ционирования хлорного канала вследствие восстановле-
ния функции CFTR (Ломунова, Гершович, 2023). 

Для восстановления формирующейся мРНК путем за-
мены части измененного транскрипта правильной экзо-
генной мРНК была использована также техника транс-
сплайсинга, опосредованная сплайсосомами (spliceo-  
some-mediated RNA trans-splicing, SMaRT). Данная тех-
ника применялась на клеточных моделях с генетическим 
ва риантом F508del для восстановления правильных транс-
криптов, при этом восстановление функции CFTR было 
временным (Maule et al., 2020). 

Методы РНК-терапии считаются возможными для 
ле чения пациентов с МВ, однако такое лечение требует 
пожизненного введения терапевтических агентов, как и 
терапия модуляторами CFTR.

Клеточная терапия муковисцидоза
В перспективе рассматривается использование методов 
клеточной терапии в лечении поражения легких при 
МВ (см. таблицу). Существенные затруднения при этом 
вызывает поиск способов доставки донорских клеток в 
легкие человека.

Возможность доставки клеток в легкие была показана 
в экспериментах на мышах. В легкие мышей эмбрио-
нальные стволовые клетки (ЭСК) заселяли путем внутри-
венного введения, клетки костного мозга (КМ) – путем 
интратрахеального введения. В результате в обоих случаях 
эффективность была низкая (Lee et al., 2021). Проведено 
несколько исследований по введению мультипотентных 
мезенхимальных стромальных клеток (ММСК) в пора-
женные легкие мышей, в которых показано, что введение 
интактных ММСК в организм активирует противовос-
палительный иммунитет у животных при разных формах 
воспаления легких (Смирнихина, Лавров, 2018). В Стэн-
фордском университете было проведено исследование, 
в котором в первичных базальных клетках дыхательных 
путей мутантный ген CFTR был отредактирован системой 
CRISPR/Cas9, доставленной в эти клетки с помощью AAV 
векторов. Затем скорректированные базальные клетки 
были помещены в полости носовых пазух крысы, где в 
дальнейшем оценивалась возможность данных клеток 
пролиферировать в клетки с нормальным CFTR (Egan, 
2021). 

К настоящему времени уже разработаны протоколы 
дифференцировки ИПСК в CFTR-экспрессирующие клет-
ки дыхательного эпителия, что позволяет считать ИПСК 

перспективным материалом для аутогенной трансплан-
тации при поражениях легких. На данный момент кли-
нические испытания с использованием ИПСК в рамках 
клеточной терапии для пациентов с МВ не проводятся 
(Ломунова, Гершович, 2023).

Заключение
Конечная цель исследований по поиску и разработке мето-
дов лечения МВ – предоставить всем пациентам терапию 
в достаточно раннем возрасте, чтобы задержать или даже 
предотвратить многие проявления заболевания, а также 
персонализировать саму терапию в целом в зависимости 
от потребностей пациентов.

Персонализированный подход в терапии больных МВ 
получил свое развитие в 2012 г., с появлением ряда тар-
гетных препаратов. Некоторые препараты уже прошли 
клинические испытания и используются в терапии, к та-
ким препаратам относятся модуляторы CFTR первого по-
коления: ивакафтор, лумакафтор/ивакафтор, тезака фтор+ 
ивакафтор/ивакафтор, элексакафтор/тезакафтор/ивака-
фтор и ивакафтор. Использование модуляторов позволило 
восстановить функции мутантного белка CFTR, улучшить 
работу хлорных каналов на поверхности клеток. При всем 
этом модуляторная терапия не является излечивающей и 
охватывает не все генетические варианты в гене CFTR. 
Для 10 % пациентов с МВ, имеющих миссенс-мутации, 
в клетках которых практически не производится белок 
CFTR, терапия модуляторами CFTR не подходит, в связи 
с чем большое значение приобретают исследования в 
области генной терапии МВ, включая методы геномного 
редактирования.

Преимущество генной терапии заключается в том, что 
она подходит для всех пациентов с МВ, независимо от их 
генотипа. В области генной терапии МВ были иниции-
рованы крупные исследовательские программы, в ходе 
которых разработаны потенциальные агенты для данного 
вида терапии, и было выполнено множество клинических 
испытаний по доставке нормального гена CFTR в клетки 
дыхательного эпителия. Однако долгий путь к использо-
ванию генной терапии как метода лечения МВ не привел 
к значительной постоянной клинической эффективности, 
даже несмотря на то, что, возможно, имелся некоторый 
уровень коррекции. С ориентиром на перспективу рас-
смотрены работы по геномному редактированию гена 
CFTR при МВ с использованием таких инструментов, 
как CRISPR/Cas9, ZFN, TALEN и пептидно-нуклеиновые 
кислоты. Исследования по геномному редактированию 
при МВ находятся в доклинической фазе.

Таким образом, благодаря огромному количеству ис-
следований патогенеза МВ и разработок с использованием 
инновационных генно-направленных персонализирован-
ных методов лечения, пациенты с данным заболеванием 
получили возможность значительного увеличения про-
должительности жизни наряду с улучшением ее качества.
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Аннотация. Болезнь Паркинсона – второе по распространенности нейродегенеративное заболевание, характери-
зующееся накоплением альфа-синуклеина и телец Леви в черной субстанции головного мозга. Генетические иссле-
дования свидетельствуют об ассоциации с болезнью различных SNP, многие из которых расположены в межгенных 
и интронных областях, где локализованы также ретротранспозоны и произошедшие от них гены некодирующих 
РНК. В связи с этим сделано предположение о влиянии SNP в генах ретроэлементов на развитие болезни Паркинсо-
на. Фактором предрасположенности является активация ретротранспозонов с возрастом, поскольку заболевание 
ассоциировано со старением. Предложена гипотеза о том, что альфа-синуклеин накапливается в головном мозге 
вследствие его взаимодействия с транскриптами активированных ретроэлементов. В результате дефектного про-
тивовирусного ответа и большого количества РНК-мишеней для данного белка его агрегаты образуют тельца Леви 
в нейронах с последующим воспалением черной субстанции и активацией нейродегенеративных процессов. В ка-
честве доказательства приведены данные о роли альфа-синуклеина в противовирусном ответе со связыванием с 
РНК вирусов, которые характеризуются способностью активировать ретроэлементы, произошедшие в эволюции 
от встроенных в геном человека экзогенных вирусов. Обнаружены также активированные LINE1-ретроэлементы 
в головном мозге, эндогенные ретровирусы и LINE1 в сыворотке крови пациентов с болезнью Паркинсона. Допол-
нительный механизм, способствующий прогрессированию болезни, представляет собой дисфункция митохондрий 
вследствие инсерций в их геномы Alu-элементов с помощью ферментов LINE1. Описаны механизмы влияния ак-
тивированных ретротранспозонов на произошедшие от них в эволюции микроРНК. Анализ научной литературы 
позволил выявить 35 таких микроРНК (miR-1246, -1249, -1271, -1273, -1303, -151, -211, -28, -31, -320b, -320d, -330, -335, 
-342, -374a, -374b, -421, -4293, -4317, -450b, -466, -487b, -493, -495, -5095, -520d, -576, -585, -6088, -619, -625, -626, -769, 
-885, -95), ассоциированных с болезнью Паркинсона, которые могут стать перспективными мишенями для ее лече-
ния и диагностики.
Ключевые слова: болезнь Паркинсона; вирусы; микроРНК; ретроэлементы
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Abstract. Parkinson’s disease is the second most common neurodegenerative disease characterized by accumulation of 
alpha-synuclein and Lewy bodies in the brain’s substantia nigra. Genetic studies indicate an association of various SNPs, 
many of which are located in intergenic and intronic regions, where retrotransposons and non-coding RNA genes derived 
from them reside, with this disease. Therefore, we hypothesize the influence of SNPs in retroelement genes on Parkinson’s 
disease development. A susceptibility factor is retrotransposons activation with age, since the disease is associated with 
aging. We hypothesized that alpha-synuclein accumulates in the brain due to its interaction with transcripts of activated 
retroelements. As a result of a defective antiviral response and a large number of RNA targets for this protein, its aggre-
gates form Lewy bodies in neurons with inflammation and neurodegeneration development in the substantia nigra. As 
evidence, data are presented on the role of alpha-synuclein in the antiviral response with binding to RNA viruses, which are 
characterized by the ability to activate retroelements that have evolved from exogenous viruses integrated into the human 
genome. Activation of LINE1s in the brain, endogenous retroviruses, and LINE1s in the blood serum of Parkinson’s disease 
patients was detected. An additional mechanism contributing to the progression of the disease is mitochondrial dysfunc-
tion due to insertions of Alu elements into their genomes using LINE1 enzymes. Mechanisms of activated retrotransposons’ 
influence on microRNAs that evolved from them are described. Analysis of the scientific literature allowed us to identify 35 
such microRNAs (miR-1246, -1249, -1271, -1273, -1303, -151, -211, -28, -31, -320b, -320d, -330, -335, - 342, -374a, -374b, -421, 
-4293, -4317, -450b, -466, -487b, -493, -495, -5095, -520d, -576, -585, -6088, -619, -625, -626, -769, -885, -95) associated with 
Parkinson’s disease, which may become promising targets for its treatment and diagnosis.
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Список сокращений 

GWAS (Genome Wide Association Study) – полногеномный 
анализ ассоциаций 

HERV (Human Endogenous RetroVirus) – эндогенный 
ретро вирус человека

HLA (Human Leukocyte Antigen) – человеческие лейко-
цитарные антигены

LINE (Long Interspersed Nucelar Element) – длинный 
 диспергированный ядерный элемент

LTR (Long Terminal Repeat) – длинный концевой повтор
NHEJ (Non-Homologous End Joining) – негомологичное 

соединение концов
ORF (Open Reading Frame) – открытая рамка считывания
RdDM (RNA-dependent DNA Methylation) – РНК-направ-

ленное метилирование ДНК
RC-LINE1 (Retrotransposition Competent LINE1) – способ-

ные к ретротранспозиции LINE1
SINE (Short Interspersed Nucelar Element) – короткий 

 диспергированный ядерный элемент
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) – однонуклеотид-

ный полиморфизм
SVA (SINE-VNTR-Alu) – короткий диспергированный эле-

мент – вариабельный по количеству тандемный 
 повтор – Alu-элемент

SV-SVA (Structurally Variable SVA) – структурно-вариа-
бельный короткий диспергированный элемент – 
вариабельный по количеству тандемный повтор –  
Alu-элемент

TLR3 (Toll-like Receptor 3) – толл-подобный рецептор 3
WEEV (Western Equine Encephalitis Virus) – вирус запад-

ного энцефаломиелита лошадей
WNV (West Nile Virus) – вирус Западного Нила
АС – альфа-синуклеин
БП – болезнь Паркинсона
ВИЧ – вирус иммунодефицита человека
МГЭ – мобильные генетические элементы
миРНК – малые интерферирующие РНК
нкРНК – некодирующие РНК
РЭ – ретроэлементы

Введение
Болезнь Паркинсона – второе после болезни Альцгей-
мера по частоте встречаемости нейродегенеративное 
заболевание, поражающее 2 % населения мира старше 
65 лет (Mo rais et al., 2016). Болезнь Паркинсона харак-
теризуется дегенерацией дофаминергических нейронов 
черной субстанции головного мозга вследствие накопле-
ния в них альфа-синуклеина (АС) и телец Леви (Leblanc, 
Vorberg, 2022). При этом происходит прионо-подобное 
распространение АС (Park et al., 2021). В результате кли-
нически медленно прогрессируют такие симптомы, как 
ригидность, дрожь, нарушение походки, замедленность 
движений. В последующем нарушаются речь, походка и 
выполнение повсе дневной деятельности, развивается де-
менция (Hossain et al., 2022). Общая наследуемость риска 
БП составляет от 0.27 (Blauwendraat et al., 2019) до 0.36 
(Nalls et al., 2019). В большинстве случаев БП – многофак-
торное заболева ние, ассоциированное с полиморфными 
вариантами раз личных генов (Blauwendraat et al., 2019). 
Однако у 10 % пациентов с БП обнаруживают моногенные 
формы болезни, самой частой причиной которых являются 
мутации в гене LRRK2, кодирующем богатую лейциновы-
ми повторами киназу (Oliveira et al., 2021).

Проведенный в 2019 г. GWAS на образцах ДНК 28 568 па-  
циентов с БП позволил найти более 40 локусов, досто-
верно ассоциированных с БП, в том числе SNP, располо-
женных в генах GBA, INPP5F/SCARB2, LRRK2, MCC1, 
SNCA, VPS13C (Blauwendraat et al., 2019). В другом GWAS 
того же года у 37 688 больных БП было обнаружено 78 ас-
социированных с БП полиморфных локусов (Nalls et al., 
2019). Большинство таких SNP расположено в межгенных, 
промоторных и интронных областях (Ohnmacht et al., 
2020), где находится основная часть генов ретроэлемен-
тов и некодирующих РНК в геноме человека (Nurk et al., 
2022). Поэтому можно предположить, что влияние многих 
ассоциированных с БП полиморфизмов обусловлено изме-
нением функционирования РЭ и нкРНК, которые играют 
роль в регуляции экспрессии генов нейронов головного 
мозга (Mustafin, Khusnutdinova, 2020). Об этом свидетель-
ствуют как косвенные, так и прямые доказательства роли 
РЭ в патогенезе БП. В частности, характерная выраженная 
ассоциация БП со старением (лишь 4 % пациентов с БП 
в мире младше 50 лет (Hossain et al., 2022)) может быть 
обусловлена активацией РЭ при старении (Gorbunova et 
al., 2021) вследствие изменения метилирования ДНК и 
де структуризации гетерохроматина (Ravel-Godreuil et 
al., 2021).

Ретроэлементы относятся к транспозонам или мобиль-
ным генетическим элементам, которые представляют 
собой специфические участки генома, перемещающиеся 
в новые локусы путем «копирования и вставки». ДНК-
транс позоны используют механизм «вырезания и встав-
ки» (Gorbunova et al., 2021). Всего в геноме человека 
транспозоны занимают около 1.4 млрд п. н. (46.7 % всех 
последовательностей ДНК). Наибольшую долю состав-
ляют не содержащие длинных концевых повторов (LTR) 
автономные LINE (0.63 млрд п. н.) и неавтономные SINE  
(0.39 млрд п. н.), содержащие LTR РЭ (эндогенные ре тро-
вирусы человека, HERV), составляющие 0.27 млрд п. н. 
(Nurk et al., 2022). Около 0.13 % генома человека зани ма-

ют неавтономные SVA (SINE-VNTR-Alu) РЭ в количе-
стве около 3000 элементов (Fröhlich et al., 2024). ДНК-
транспозоны занимают 0.108 млрд п. н. (Nurk et al., 2022). 
Ретроэлементы являются важными источниками эволю-
ционного возникновения нкРНК, таких как микроРНК 
(Mustafin, Khusnutdinova, 2023), чем можно объяснить 
результаты анализа генома человека с использованием 
комплементарных транспозонам специфических олиго-
нуклеотидов, показавшие, что последовательности РЭ (не 
только сами РЭ, но и произошедшие от них регуляторные 
элементы, интроны, гены нкРНК и тандемные повторы) 
занимают не менее 2/3 всего генома человека (de Koning 
et al., 2011). 

Тесная взаимосвязь функционирования РЭ с возник-
шими от них нкРНК в регуляции экспрессии генов сви-
детельствует о роли транспозонов в качестве драйверов 
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эпигенетической регуляции. Поэтому сбой эволюцион-
но запрограммированного видоспецифичного контроля 
вследствие индивидуальных полиморфизмов последова-
тельностей РЭ, обнаруживаемых с помощью GWAS (Nalls 
et al., 2019; Ohnmacht et al., 2020; Bantle et al., 2021), под 
влиянием старения (Gorbunova et al., 2021) и средовых 
факторов, таких как перенесенные вирусные инфекции 
(Jang et al., 2009; Batman et al., 2015; Marreiros et al., 2020; 
Park et al., 2021; Leblanc, Vorberg, 2022), может стать при-
чиной эпигенетической дисрегуляции в головном мозге, 
характеризующейся наиболее выраженной активностью 
МГЭ (Mustafin, Khusnutdinova, 2020). В результате разви-
вается нейродегенеративный процесс, при котором накоп-
ление АС и телец Леви может отражать сбой в защитных 
механизмах клеток против гиперактивированных РЭ, что 
обусловлено ролью АС в противовирусных процессах.

Роль альфа-синуклеина  
в противовирусной защите
Ретроэлементы в эволюции произошли от экзогенных 
вирусов (Мустафин, 2018), чем объясняется одна из со-
временных концепций старения, обусловленного гипер-
активацией РЭ (Gorbunova et al., 2021), которые стиму-
лируют противовирусный ответ интерферона с развитием 
системного асептического воспаления, прогрессирующей 
дегенерацией органов и тканей (De Cecco et al., 2019). 
Поэтому о роли РЭ в развитии БП могут свидетель-
ствовать как влияние вирусов на БП, так и защитная 
функция АС против вирусов. Действительно, cогласно 
метаанализам и систематическим обзорам научной ли-
тературы, БП вы зывают вирусы гриппа, Коксаки, ВИЧ, 
японского энце фалита В, Западного Нила (WNV), Сент-
Луиса (Jang et al., 2009), вирусы гриппа А, герпесвирусы 
и флави вирусы. Определен повышенный риск развития 
БП после инфекций гепатитов В и С (Wang et al., 2020; 
Le blanc, Vorberg, 2022). Обнаружено, что вирус гриппа А 
H1N1 способствует нарушению протеостаза и агрегации 
альфа-синуклеина (Marreiros et al., 2020). Вирус Коксаки 
В3 индуцирует образование АС-ассоциированных телец 
включений в нейронах, действующих как триггеры БП 
(Park et al., 2021). Нейроинвазивный WNV активирует 
экспрессию АС в нейронах (Beatman et al., 2015). 

Была представлена модель, согласно которой инду-
цированный WNV-вирусом АС локализовался на мем-
бранах эндоплазматического ретикулума, модулируя ин-
дуцированную вирусом передачу стрессовых сигналов 
и ингибируя размножение вируса (Beatman et al., 2015). 
В экспериментах с инфицированием мышей вирусом 
WEEV была выявлена агрегация белков во многих облас-
тях головного мозга, в том числе в черной субстанции с 
потерей дофаминергических нейронов, стойкой актива-
цией микроглии и астроцитов (Bantle et al., 2021). ВИЧ 
способствует накоплению АС в нейронах, чем объясняется 
развитие когнитивных и двигательных расстройств у 
ВИЧ-инфицированных пациентов, среди которых часто-
та окрашивания SNCA/альфа-синуклеином выше, чем у 
здоровых людей того же возраста (Santerre et al., 2021). 

Альфа-синуклеин обладает многими биофизическими 
характеристиками противовирусных пептидов, связы-
ваясь с везикулами, несущими вирусы. Он способствует 

устойчивости нейронов к вирусным инфекциям, сигна-
лизируя иммунную систему и привлекая нейтрофилы, 
макрофаги и активируя дендритные клетки. Отмечено, 
что хронические инфекции желудочно-кишечного тракта 
могут привести к накоплению АС с образованием нейро-
токсических агрегатов, поскольку оттуда АС проникает 
в ЦНС, обеспечивая иммунитет до заражения (Barbut et 
al., 2019). 

Исследован механизм иммунных ответов, вызванных 
альфа-синуклеином на РНК-вирусные инфекции. В ре-
зультате определено, что АС необходим для нейрональ-
ной экспрессии генов, стимулируемых интерфероном. 
Нейроны человека с нокаутом АС не могли индуцировать 
широкий спектр стимулируемых интерфероном генов. 
В ядрах обработанных интерфероном нейронов челове-
ка накапливается АС, от экспрессии которого зависело 
интерферон-опосредованное фосфорилирование STAT2, 
который локализуется совместно с АС после такой стиму-
ляции. В тканях головного мозга пациентов с вирусным 
(WNV и VEEV) энцефалитом экспрессируются повышен-
ные уровни фосфо-серин129 альфа-синуклеина (Mono-
gue et al., 2022). Проведенный в 2024 г. систематический 
анализ научной литературы показал, что SARS-CoV-2 
вы зывает агрегацию АС, способствуя развитию БП путем 
стабильного связывания альфа-синуклеина с белком S1 и 
активации АС как части иммунного ответа на инфекцию 
(Iravanpour et al., 2024).

Прямая роль транспозонов  
в развитии болезни Паркинсона
Альфа-синуклеин играет критическую физиологическую 
роль в иммунных реакциях и воспалении. Подобно ами-
лоиду-бета при болезни Альцгеймера, фибриллизация АС 
представляет собой врожденный иммунитет головного 
мозга, направленный против вирусов (Vojtechova et al., 
2022). Поскольку РЭ имеют эволюционное родство с виру-
сами (Мустафин, 2018), можно предположить, что мРНК 
патологически активированных РЭ также содействуют 
фибриллизации АС. Об этом свидетельствуют ре зульта ты 
исследования брюшной полости, в которой АС участ-
вует в нормальной работе иммунной системы, являясь 
медиатором иммунных ответов и воспаления (Alam et 
al., 2022). Подобно экзогенным вирусам, продукты де-
градации и процессинга транскриптов РЭ представляют 
собой стимуляторы интерферонового ответа, что способ-
ствует развитию воспаления (Gazquez-Gutierrez et al., 
2021). Индукторами могут служить не только LINE1, но 
также неавтономные Alu, которые используют ферменты 
активированных LINE1 для собственных транспозиций 
(Elbarbary, Maquat, 2017). Вследствие этого развивается 
характерное для старения асептическое воспаление (De 
Cecco et al., 2019), обнаруженное в головном мозге мышей, 
моделированных по БП (Ghosh et al., 2016). 

В головном мозге при БП определяются активация 
сети иммунных цитокинов и повышение уровня толл-
по добного рецептора 3 в ответ на двуцепочечные РНК. 
Показано, что антисмысловой олигонуклеотид С3 ком-
племента, переключающий сплайсинг и содействующий 
сплайсингу непродуктивной мРНК С3, предотвращает 
изменения АС (Thomas et al., 2023). Накопление пато-
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логических агрегатов АС (тельца Леви) при БП может 
быть связано с неэффективностью воздействия АС на 
патологически активированные РЭ. В нормальном голов-
ном мозге также происходит активация РЭ, но взаимо-
связь белков с ними может играть роль в специфических 
функциях нейронов и глии. Однако при патологических 
взаимодействиях, обусловленных активацией неспецифи-
ческих для определенных структур головного мозга РЭ 
(что обусловлено пространственно-временными особен-
ностями активациями РЭ при дифференцировке нейронов 
(Mustafin, Khusnutdinova, 2020)), происходит образование 
белковых конгломератов, особенно под влиянием старе-  
ния (Gorbunova et al., 2021), вирусов (Jang et al., 2009; 
Beat man et al., 2015; Marreiros et al., 2020; Park et al., 
2021; Leblanc, Vorberg, 2022) и при наличии генетической 
предрасположенности, обусловленной полиморфизмами 
в локусах расположения МГЭ (Blauwendraat et al., 2019; 
Nalls et al., 2019; Ohnmacht et al., 2020) (рис. 1).

Несмотря на грандиозное количество РЭ в геноме чело-
века, лишь незначительная часть из них сохранила способ-
ность к транспозициям. Это обусловлено накоплением в 
ходе эволюции множества инактивирующих мутаций, а 
сохранение последовательностей – использованием «хо-  
зяе вами» ретроэлементов в качестве источников регуля-
торных элементов и генов нкРНК (Mustafin, Khusnutdi-
nova, 2017). Например, LINE1 распределены в геноме че-
ловека в виде более 1 млн копий, из которых менее 100 
обладают подтвержденной способностью к ретротранс-
позициям. Такие РЭ называют “RC-LINE1”. Помимо этих 

RC-LINE1, содержащихся в эталонном геноме, существу-
ет небольшое количество неэталонных инсерций LINE1, 
также способных к перемещениям (Pfaff et al., 2020). 

Однако сохранение активности даже сотен РЭ является 
причиной выраженного инсерционного полиморфизма 
между индивидуумами, что означает наличие или от-
сутствие РЭ в определенных областях генома человека. 
Статистический анализ показал, что новые вставки Alu 
возникают у каждого 40-го новорожденного, LINE1 – 
у каждого 63-го, SVA – также у каждого 63-го (Feusier et 
al., 2019). Проведенное полногеномное секвенирование 
показало ассоциацию 16 высокоактивных RC-LINE1 с БП 
по сравнению со здоровым контролем (Pfaff et al., 2020). 
Был также идентифицирован 81 эталонный SVA, поли-
морфный по наличию или отсутствию у больных БП, 
среди которых семь ассоциировали с прогрессированием 
болезни и специфическими для БП изменениями экспрес-
сии генов (Pfaff et al., 2021). 

Присутствие или отсутствие SVA_67, специфичного 
для человека, коррелирует с прогрессированием БП. 
SVA_67 проявляют регуляторный эффект по всему гено-
му человека, будучи полиморфными по своему домену 
тандемных повторов с переменным числом (Fröhlich et al., 
2024). Анализ полиморфных 2886 Alu, 360 L1, 128 SVA, 
не входящих в эталонный геном человека, по наличию 
или отсутствию их при БП по сравнению со здоровым 
контролем позволил обнаружить РЭ, оказывающие значи-
тельное влияние на лонгитюдные изменения в клинически 
значимых исходах БП (Koks et al., 2022). 

Полиморфизмы в локусах ретроэлементов Старение

Дисрегуляция иммунной системыРетроэлементы

РНК  
ретроэлементов

Экзогенные 
вирусы

Альфа-синуклеин

Стимуляция  
интерферонового 

ответа

Воспалительные процессы  
в головном мозге

Накопление конгломератов альфа-синуклеина  
в головном мозге

Нейродегенерация при болезни Паркинсона

Альфа-синуклеин

Изменение взаимодействий  
с некодирующими РНК

Нарушение эпигенетической 
регуляции

Рис. 1. Схема вовлеченности ретроэлементов в патогенез болезни Паркинсона.
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Инсерционный полиморфизм LINE1 влияет на про-
грессирование БП, так как большинство новых вставок 
LINE1 способно регулировать экспрессию генов in trans. 
Определена ассоциация с лонгитюдными изменениями 
прогрессирования БП 70 LINE1 в отношении индикато-
ров дегенерации и тяжести болезни (Fröhlich et al., 2023). 
С помощью биоинформационных исследований и данных 
полногеномного секвенирования 1000 геномов из разных 
популяций идентифицировано 46 полиморфных вставок 
HERV-K (Human Endogenous RetroVirus-K). Дальней-
ший анализ обогащения экспериментальной онтологии 
факторов показал, что полиморфные инсерции HERV-K 
(rs12185268, rs17577094, rs17649553, rs183211, rs199515, 
rs199533, rs415430, rs8070723, rs2395163, rs9275326) 
ассоциированы с признаками БП (Wallace et al., 2018). 

Неаллельная рекомбинация между гомологичными 
повторяющимися элементами Alu и LINE1 широко рас-
пространена в геноме человека с тканеспецифическими 
особенностями, которые могут действовать в качестве го-
рячих точек рекомбинации. Обнаружена взаимосвязь 
между рекомбинацией РЭ и геномной нестабильностью 
при БП (Pascarella et al., 2022). РЭ являются также при-
чинами большинства крупных делеций вследствие не-
гомологичных соединений концов (NHEJ) при моноген-
ных формах БП, обусловленных мутациями в гене PARK2 
(Morais et al., 2016). Определены ассоциированные с БП 
и дифференциальной экспрессией генов при этом заболе-
вании структурно-вариабельные SVA (SV-SVA), которые 
связаны с SNP и дифференциальной экспрессией гена 
BCKDK, ассоциированного с риском развития БП. Ген 
BCKDK кодирует киназу дегидрогеназы кетокислот с 
разветвленной цепью. 

Минорный аллель риска rs14235, расположенный в 
экзоне BCKDK, связан с 1.36-кратным увеличением сред-
него количества телец Леви при БП (Van Bree et al., 2022). 
В экспериментах на En+/– мышах, моделированных по 
БП, была выявлены потеря гетерохроматина и повы-
шенная экспрессия LINE1 в дофаминовых нейронах. 
Дегенерация данных клеток блокировалась за счет пря-
мой репрессии транскрипции с помощью нуклеозидного 
аналога ингибитора обратной транскриптазы ставудина, 
направленных на LINE1 малых интерферирующих РНК 
и экспрессии вирусного Piwi1, а также специфического 
белка Engrailed, который напрямую подавляет LINE1 в 
дофаминергических нейронах. Активация LINE1 спо-
собствовала двуцепочечным разрывам ДНК (Blaudin de 
Thé et al., 2018). В другом исследовании была индуциро-
вана сверхэкспрессия многофакторного белка Gadd45b, 
вовлечен ного в деметилирование ДНК, в среднем мозге. 
При этом нейродегенерации предшествовало поврежде-
ние ДНК под влиянием активированных LINE1 с харак-
терными для БП изменениями. Было предположено, что 
связанные со старением изменения в головном мозге спо-
собствуют дегенерации дофаминергических нейронов с 
потенциальными последствиями для БП (Ravel-Godreuil 
et al., 2021). РЭ являются также источниками поврежде-
ний ДНК при старении, приводящих к нейродегенерации 
при БП (Peze-Heidsieck et al., 2022).

На развитие БП влияют также соматические транс-
позиции в головном мозге, оказывающие воздействие на 

биосинтез дофамина, серотонина, 3-метокситирамина, 
гомованилата, фенэтиламина, таурина (Abrusán, 2012). 
Получены доказательства того, что при БП интеграции 
Alu в митохондриальные геномы разрушают популяции 
этих органелл в нейронах, способствуя прогрессирова-
нию нейрональной дисфункции (Larsen et al., 2017). Ин-
гибирование комплекса I митохондриальной цепи при 
моделировании БП вызывает значительное увеличение 
экспрессии белка ORF1 элементов LINE1 в дофаминер-
гических LUHMES клетках человека. Активация этих РЭ 
сопровождалась потерей метилирования цитозина ДНК. 
Данные механизмы блокировались митохондриальным 
антиоксидантом фенотиазином. Такая активация LINE1 – 
следствие митохондриального дистресса, характерного 
для БП (Baeken et al., 2020). 

Исследование влияния SVA в составе генов главного 
комплекса гистосовместимости HLA у больных БП пока-
зало, что экспрессируемые аллели генов SVA и HLA в цир-
кулирующих лейкоцитах по-разному координируют ся в 
регуляции иммунных ответов, а также в прогресси ровании 
БП (Kulski et al., 2024). Таким образом, на развитие БП 
могут влиять структурные полиморфизмы в генах РЭ, осо-
бенности распределения РЭ в геноме, отражающиеся на 
их рекомбинациях и соматических транспозициях (рис. 2). 

Роль произошедших от ретроэлементов 
микроРНК в развитии болезни Паркинсона
Анализ научной литературы об изменениях экспрессии 
микроРНК, произошедших от РЭ (согласно опублико-
ванному систематическому обзору (Mustafin, Khusnut-
di nova, 2023)) при БП, позволил обнаружить 35 таких 
микроРНК (см. таблицу). 

Патологическая активация ретроэлементов при БП 
может влиять на экспрессию произошедших от них 
 микроРНК несколькими путями (рис. 3). Во-первых, акти-
вированные РЭ действуют как «губки» для микроРНК пу-
тем комплементарного связывания с нуклеотидными по-
следовательностями в связи с их эволюционным родством. 
Так блокируется влияние РНК-интерференции на мРНК 
генов-мишеней этих микроРНК (Cornec, Poirier, 2023). 
Подобный принцип регуляции определен не только у жи-  
вотных, но и у растений. Например, транскрипт LTR- со-
держащего ретроэлемента MIKKI (переводится с корей-
ского языка как «приманка»), экспрессируемый в корнях 
риса, является имитатором для miR-171, которая дестаби-
лизирует мРНК транскрипционных факторов корня, по-
добных SCARECROW. Процессированные транскрипты 
MIKKI действуют как ловушки для miR-171, запуская 
их деградацию и обеспечивая накопление специфичных 
для корня мРНК транскрипционных факторов (Cho, Pasz-
kowski, 2017). 

Во-вторых, транскрипты LTR-содержащих РЭ (Lu et 
al., 2014) и LINE1 функционируют в качестве молекул 
длинных нкРНК, взаимодействуя со специфическими 
участками хроматина и регулируя экспрессию генов, 
кон тролируемых молекулами микроРНК (Honson, Mac-
far lan, 2018). 

В-третьих, некоторые микроРНК образуются непо-
средственно из генов РЭ, которые являются основой для 
шпилечных структур пре-микроРНК. Такие микроРНК 
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Рис. 2. Механизмы влияния ретроэлементов на развитие болезни Паркинсона.

Рис. 3. Схема путей влияния РЭ на произошедшие от них микроРНК.
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Произошедшие от ретроэлементов микроРНК, ассоциированные с болезнью Паркинсона

Источник 
микроРНК

микроРНК/
изменение уровня при болезни/ 
литературный источник

Функция микроРНК/литературный источник

ERVL-MaRL miR-1246/
повышен/(Hossain et al., 2022)

Ингибирует экспрессию генов CKS2 (регуляторная субъединица циклин-
зависимой киназы 2), TAPBP (TAP-связывающий белок)/(Hossain et al., 2022)

LINE2 miR-1249/
повышен/(Soreq et al., 2013)

Регулирует гены VEGFA и HMGA2/ (Chen et al., 2019)

LINE2 miR-1271/
снижен/(Ma, Zhao, 2023)

Подавляет экспрессию генов PAX4, Grb2, NADPH,  
угнетает пути Wnt/бета-катенина/(Ma, Zhao, 2023)

SINE/Alu miR-1273/
снижен/(Kamenova et al., 2021)

Регулирует экспрессию генов PDP2/(Kamenova et al., 2021) 

SINE/Alu miR-1303/
снижен/(Boros et al., 2021)

Взаимодействует с днРНК NEAT1/(Boros et al., 2021)

LINE2 miR-151/
снижен/(Martins et al., 2011)

Регулирует экспрессию генов CRK, FAM5C, RBM5, TWIST1/ 
(Martins et al., 2011)

LINE2 miR-211/
повышен/(Motawi et al., 2022)

Регулирует экспрессию гена CHOP/(Motawi et al., 2022)

LINE2 miR-28/
повышен/(He S. et al., 2021)

Подавляет экспрессию гена FOXO/(He S. et al., 2021)

LINE2 miR-31/
повышен/(Li L. et al., 2021)

Регулирует апоптоз за счет потенцирования PI3K/AKT сигналинга/ 
(Li L. et al., 2021)

LINE2 miR-320b/
снижен/(Soreq et al., 2013)

Ингибирует ген FOXM1 (кодирует транскрипционный активатор,  
регулирующий пролиферацию клеток)/(Jingyang et al., 2021)

LINE1 miR-320d/
снижен/(Chatterjee, Roy, 2017)

Подавляет экспрессию гена TUSC3 (супрессор опухолей)/ 
(Yufeng et al., 2021)

SINE/MIR miR-330/
повышен/(Ravandis et al., 2020)

Нацелена на мРНК белков, участвующих в зависимой от активности  
синаптической пластичности в гиппокампе/(Ravandis et al., 2020)

SINE/MIR miR-335/
снижен/(Oliveira et al., 2021)

Подавляет экспрессию гена LRRK2/(Oliveira et al., 2021)

SINE/tRNA-RTE miR-342/
повышен/(Wu et al., 2019)

Подавляет экспрессию генов PAK1, GLT1, GLAST, TH, сигнальные пути Wnt  
и антиапоптозные гены/(Wu et al., 2019)

LINE2 miR-374a/
повышен/(He S. et al., 2021)

Ингибирует трансляцию мРНК гена Wnt5a/(Sun et al., 2018)

LINE2 miR-374b/
повышен/(He S. et al., 2021)

Ингибирует трансляцию мРНК гена Wnt5a/(Sun et al., 2018)

LINE2 miR-421/
повышен/(Dong et al., 2021)

Ингибирует трансляцию мРНК гена MEF2D (кодирует миоцитспецифи-
ческий энхансерный фактор 2)/(Dong et al., 2021)

SINE/tRNA miR-4293/
снижен/(Soreq et al., 2013)

Ингибирует экспрессию гена WFDC21P/(Zhang Q. et al., 2021)

SINE/MIR miR-4317/
повышен/(Soreq et al., 2013)

Подавляет экспрессию генов FGF9 и CCND2/(He X. et al., 2018)

LINE1 miR-450b/
повышен/(Khoo et al., 2012)

Ингибирует экспрессию гена KIF26B (кодирует внутриклеточный белок, 
транспортирующий органеллы по микротрубочкам)/(Li H. et al., 2019)

LINE1 miR-466/
повышен/(Kamenova et al., 2021)

Ингибирует экспрессию генов PPARGC1A и GSK3B/(Kamenova et al., 2021)

SINE/MIR miR-487b/
снижен/(Kern et al., 2021)

Подавляет воспаление и апоптоз нейронов за счет таргетного  
воздействия на мРНК гена Ifitm3/(Tong et al., 2022)

LINE2 miR-493/
снижен/(Kern et al., 2021)

Напрямую воздействует на мРНК гена Wnt5A,  
ингибирует p-PI3K/p-AKT и c-JUN с усилением р21/(Bian et al., 2021)

ERV-L miR-495/
повышен/(Ravandis et al., 2020)

Ингибирует экспрессию гена CDK1, кодирующего серин/треониновую 
протеинкиназу фактора перехода G2/M в клеточном цикле/ 
(Tang et al., 2021)

SINE/Alu miR-5095/
повышен/(Kamenova et al., 2021)

Подавляет экспрессию генов LRP10, PRKN, RBBP5, SLC14A1/ 
(Kamenova et al., 2021)

SINE/Alu miR-520d/
повышен/(Jin et al., 2018)

Ингибирует экспрессию церулоплазмина/(Jin et al., 2018)
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приводят к пространственно-временным динамическим 
сетям экспрессии, для анализа которых было создано 
веб-приложение Brain miRTExplorer (Playfoot et al., 2022). 
Поэтому патологическая активация РЭ приводит к об-
ра зованию различных микроРНК из их транскриптов, 
влияющих на регуляторные сети других микроРНК в 
организме. 

В-четвертых, РЭ оказывают регуляторное воздействие 
на микроРНК за счет образования малых интерферирую-
щих РНК (миРНК) из транскриптов РЭ. При этом миРНК 
являют ся конкурентными молекулами для связывания с 
мРНК- ми шенями для микроРНК, нивелируя их воздей-
ствие на экспрессию генов. Этот эффект связан с защит-
ными системами клеток хозяев против активированных 
РЭ в их геномах, запуская деградацию транскриптов 
РЭ рибонуклеазами до миРНК. Последние оказывают 
посттранскрипционное ингибирование мРНК генов за 
счет частичной комплементарности (McCue et al., 2013). 

В-пятых, один из путей взаимодействий микроРНК с РЭ 
в регуляции активности генов – также подавление их экс-
прессии при связывании микроРНК со специфическими 
структурами ДНК, образованными благодаря встроенным 
в эти области РЭ. 

В геноме человека Z-форма ДНК образуется эндоген-
ными ретровирусами, которые обеспечивают функцио-
нальные гены альтернативными промоторами (Lee et al., 
2022). Кроме того, у человека описан феномен РНК- на-
правленного метилирования ДНК (RdDM), за счет кото-
рого образованные из транскриптов РЭ микроРНК (Play-  
foot et al., 2022) и миРНК (McCue et al., 2013) могут воз-
действовать на экспрессию РЭ путем комплементарного 
взаимодействия последовательностей в структуре генома 
(Chalertpet et al., 2019).

Заключение
Представленные в обзоре данные позволяют предполо-
жить, что развитие БП обусловлено активацией РЭ в ре-
зультате индивидуальных особенностей их распределения 
и расположения в них полиморфизмов, ассоциированных 
с БП. Об этом свидетельствуют описанные в статье факты. 
1. Получены результаты научных исследований об ассо-

циации специфических наборов RC-LINE1 с БП. 
2. Обнаружено влияние инсерционного полиморфизма 

LINE1 на развитие БП. 
3. Определено значение 360 LINE1, 128 SVA и 2886 Alu 

в прогрессировании БП. 
4. БП ассоциирована со старением, которое характери-

зуется активацией РЭ и связанными с этим процессом 
воспалением и нейродегенерацией. 

5. Выявлено 35 произошедших от РЭ микроРНК, экспрес-
сия которых достоверно изменена при БП. 

6. Обнаружена роль распределения Alu в геноме в качест-
ве источников мутаций при БП. 

7. Определено влияние инсерций Alu в геномы митохон-
дрий на прогрессирование БП. 

8. Описана роль синуклеина в противовирусной защите, 
с влиянием вирусов на образование агрегатов данного 
белка. 
Сходным образом транскрипты патологически акти-

вированных РЭ, эволюционно родственные экзогенным 
и вирусам и взаимодействующие с ними, могут стимули-
ровать экспрессию и фибриллизацию синуклеина. Веро-
ятной причиной поражения именно черной субстанции 
являются пространственно-временные особенности акти-
вации специфических РЭ в нейронах головного мозга, что 
отражается и на результатах их патологической активации 
в определенных наиболее уязвимых для этого зонах.

Окончание таблицы

Источник 
микроРНК

микроРНК/
изменение уровня при болезни/ 
литературный источник

Функция микроРНК/литературный источник

LINE1 miR-576/
повышен/(Liu et al., 2023)

Ингибирует ген SGK1, кодирующий серин/треониновую  протеинкиназу, 
ответственную за стрессовые реакции и возбудимость нейронов/ 
(Greenawalt et al., 2019)

ERV-L/MaLR miR-585/
повышен/(Zhang Y. et al., 2020)

Регулирует PIK3R3 (фосфатидилинозитол-3-киназу), влияя на апоптоз/
(Zhang Y. et al., 2020)

SINE/Alu miR-6088/
повышен/(Marsh et al., 2016)

Регулирует ДНК-полимеразу eta (POLH)/(Sonobe et al., 2024)

LINE1 miR-619/
повышен/(Cai et al., 2021)

Ингибирует экспрессию генов LRP10, PRKN, RBBP5, SLC14A1/ 
(Kamenova et al., 2021)

LINE1 miR-625/
снижен/(Zhong et al., 2023)

Ингибирует экспрессию гена HMGA1/(Zhong et al., 2023)

LINE1 miR-626/
снижен/(Qin et al., 2021)

Подавляет экспрессию гена LRRK2/(Qin et al., 2021)

LINE/CR1 miR-769/
снижен/(Soreq et al., 2013)

Регулирует ген HEY1 (кодирует белок семейства базовых репрессоров 
транскрипции типа спираль-петля-спираль)/(Han et al., 2018)

SINE/MIR miR-885/
повышен/(Behbahanipour et al., 2019)

Ингибирует экспрессию гена IGF-1, влияя на сигнальные пути PI3K/Atk/
GSK-3β, CTNNB1 (ключевой регуляторный белок сигналинга Wnt)/ 
(Behbahanipour et al., 2019)

LINE2 miR-95/
повышен/(Nair, Ge, 2016)

Регулирует экспрессию генов глутаматных ионотропных рецепторов 
GR1D1 и GR1A2, метаботропных рецепторов GRM4/(Nair, Ge, 2016)
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Аннотация. Преждевременное половое созревание (ППС, Е30.1, Е22.8, Е30.9 по МКБ 10, MIM 176400, 615346) у де-
тей – заболевание, при котором вторичные половые признаки появляются раньше возрастной нормы. Сроки 
полового созревания регулируются сложным взаимодействием генетических и эпигенетических факторов, а 
также факторов окружающей среды и питания. Цель настоящего исследования – поиск генетических причин 
формирования у девочек клинической картины ППС. Поиск клинически значимых генетических вариантов (па-
тогенных, вероятно патогенных вариантов или вариантов с неопределенным клиническим значением (variant of 
uncertain significance, VUS)) проведен в генах KISS1, KISS1R (GPR54), DLK1 и MKRN3 у девочек с клинической кар-
тиной ППС и нормальным кариотипом методом таргетного массового параллельного секвенирования. Все най-
денные генетические варианты были подтверждены методом секвенирования ДНК по Сэнгеру. Патогенность 
идентифицированных генетических вариантов и функциональная значимость кодируемого ими белка про-
анализированы с использованием онлайн-алгоритмов прогнозирования патогенности Variant Effect Predictor, 
Franklin и Varsome, а также PolyPhen2 (согласно рекомендациям по интерпретации результатов анализа NGS). 
Клинически значимые генетические варианты были обнаружены в гетерозиготном состоянии в генах KISS1R, 
DLK1 и MKRN3 у 5 из 52 пробандов (9.6 %) с ППС, из них 3 из 33 (9.1 %) – в группе с центральным ППС и 2 из 19 
(10.5 %) – в группе с гонадотропин-независимой формой ППС. Два ребенка с гонадотропин-независимой фор-
мой ППС имели VUS в гене KISS1R (c.191T>C, p.Ile64Thr и c.233A>G, p.Asn78Ser), один из которых был унаследован 
от отца, второй – от матери. У остальных пациентов с центральным ППС были вероятно патогенные генетические 
варианты DLK1:c.373delC(p. Gln125fs) de novo и DLK1:c.480delT(p.Gly161Alafs*49) отцовского происхождения. Еще 
один пробанд имел вариант VUS в гене MKRN3 (c.1487A>G, p.His496Arg), унаследованный от отца. Все выявлен-
ные генетические варианты описаны впервые при ППС. Таким образом, в настоящем исследовании найдены но-
вые генетические варианты в генах KISS1R, DLK1 и MKRN3 у девочек с преждевременным половым созреванием. 
Ключевые слова: преждевременное половое созревание; гипоталамо-гипофизарно-гонадная ось; гены DLK1, 
KISS1, KISS1R, MKRN3
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Abstract. Precocious puberty (PP, E30.1, Е22.8, Е30.9 according to ICD 10, MIM 176400, 615346) in children is a disorder 
in which secondary sexual characteristics appear earlier than the age norm. The timing of puberty is regulated by a com-
plex interaction of genetic and epigenetic factors, as well as environmental and nutritional factors. This study aimed to 
search for pathogenic, likely pathogenic variants or variants of uncertain significance (VUS) in the KISS1, GPR54, DLK1, 
and MKRN3 genes in patients with the clinical picture of PP and normal karyotype by massive parallel sequencing. 
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Genetic variants of the DLK1, KISS1R, MKRN3 genes 
in girls with precocious puberty

All identified genetic variants were confirmed by Sanger sequencing. The pathogenicity of identified genetic variants 
and the functional significance of the protein synthesized by them were analyzed according to recommendations for 
interpretation of NGS analysis results using online algorithms for pathogenicity prediction (Variant Effect Predictor, 
Franklin, Varsome, and PolyPhen2). Clinically significant genetic variants were detected in the heterozygous state in the 
KISS1R, DLK1, and MKRN3 genes in 5 of 52 probands (9.6 %) with PP, including 3 of 33 (9.1 %) in the group with central 
PP and 2 of 19 (10.5 %) in the group with gonadotropin-independent PP. Two children with gonadotropin-independent 
PP had VUS in the KISS1R gene (c.191T>C, p.Ile64Thr and c.233A>G, p.Asn78Ser), one of which was inherited from the 
father and the second, from the mother. The remaining patients with central PP had likely pathogenic genetic variants: 
DLK1:c.373delC(p.Gln125fs) de novo and DLK1:c.480delT(p.Gly161Alafs*49) of paternal origin. The third proband had a 
VUS variant in the MKRN3 gene (c.1487A>G, p.His496Arg), inherited from the father. All identified genetic variants were 
described for the first time in PP. Thus, in the present study, genetic variants in the KISS1R, DLK1, and MKRN3 genes in 
girls with PP were characterized. 
Key words: precocious puberty; hypothalamic-pituitary-gonadal axis; DLK1, KISS1, KISS1R, MKRN3 genes
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Введение
Преждевременное половое созревание (ППС, Е30.1, Е22.8, 
Е30.9 по МКБ 10, MIM 176400, 615346) – заболевание, 
при котором вторичные половые признаки появляются 
до 8 лет у девочек и до 9 лет у мальчиков и, как правило, 
присутствует опережение костного возраста более чем на 
2 года (Maione et al., 2021). Частота ППС в 10–20 раз выше 
у девочек, и в разных географических регионах варьи
рует от 0.217 до 26.28 на 10 000 девочек и от 0.02 до 0.9 на 
10 000 мальчиков. Распространенность семейных случаев 
ППС составляет 27.5 % (Brito et al., 2023). 

Преждевременное половое созревание может быть 
гонадотропинзависимым (истинным, центральным), пол
ным и неполным – обусловленным преждевременной ре
активацией гипоталамогипофизарногонадной (ГПГ) оси, 
и гонадотропиннезависимым (периферическим) – разви
вающимся вследствие избыточной секреции половых гор
монов половыми железами или надпочечниками, кистами 
яичников или хорионическим гонадотропином человека. 
Вторая форма ППС встречается значительно реже – 20 % 
от всех ППС (Shim et al., 2022). У большинства девочек 
ППС не поддается идентификации, поэтому называется 
идиопатическим. При отсутствии лечения раннее половое 
созревание может привести к ряду серьезных осложне
ний, включая низкий рост, вызванный преждевременным 
закрытием зон роста трубчатых костей, и формирование 
диспластической конституции (короткие конечности, 
удлиненное туловище, широкий таз), психологический 
дискомфорт девочек и их родителей. У девушек наблюда
ются нарушения менструального цикла, проявляющиеся в 
аномальных маточных кровотечениях, развитии синдрома 
поликистозных яичников и преждевременном истощении 
яичников и соответственно ранней менопаузой. Более 
раннее менархе у девушек ассоциировано также с повы
шенным риском развития рака молочной железы, рака 
эндометрия, ожирением, сахарным диабетом 2го типа и 
сердечнососудистыми заболеваниями. ППС также может 
быть связано с органическими поражениями головного 
мозга – гамартомой гипоталамуса, супраселлярными арах
ноидальными кистами и гидроцефалией (Лагно и др., 
2018; Петеркова и др., 2021).

Клинические признаки ППС включают опережение в 
физическом развитии, прогрессирующее развитие молоч

ных желез у девочек и увеличение объема яичек у маль
чиков и отражают высокий уровень гонадотропинрили
зинг гормона (ГнРГ) и стимулируемое гонадотропином 
действие половых стероидов (гонадархе). Ускоренный 
рост (> 6 см/год) и опережение костного возраста в срав
нении с биологическим (выше 1 года или 2 баллов SDS 
(стандартного отклонения) хронологического возраста) 
представляют собой общие черты прогрессирующего 
ППС. Гормональные данные, подтверждающие диагноз 
ППС, включают пубертатный базальный уровень лютеи
низирующего гормона (ЛГ) или ГнРГ (Brito et al., 2023). 

В определении сроков полового созревания решаю
щую роль играют генетические, эпигенетические и эко
логические факторы. В последние годы генетические ва
рианты в генах DLK1 (14q32), MKRN3 (15q11.2), KISS1 
(1q32.1) и его рецепторе KISS1R (GPR54, 19p13.3) были 
идентифицированы как наследственные причины ППС 
(Shim et al., 2022). При спорадических формах ППС ге
нетические варианты в этих генах выявляют всего в 10 %  
случаев (Canton et al., 2021, 2024). Эти гены в первую 
очередь влияют на преждевременную реактивацию ГПГ 
оси и принимают непосредственное участие в формирова
нии центрального ППС. Тем не менее исходя из функции 
генов возможно, что клиническая картина перифериче
ского ППС впоследствии может привести к центральному 
ППС. Так, наличие у девочек после двух лет телархе при 
гонадотропиннезависимой форме ППС повышает риск 
трансформации телархе в полную форму центрального 
ППС (Петеркова и др., 2021). 

Ген KISS1 (MIM 603286) и его рецептор KISS1R (MIM 
604161) отвечают за секрецию ГнРГ, участвуя в регуляции 
эндокринной функции и наступлении половой зрелости. 
Ген KISS1 кодирует белок кисспептин, стимулирующий 
секрецию ГнРГ, а KISS1R является регулятором этого про
цесса и ключевым фактором в инициации полового со
зревания, действуя как мощный стимулятор секреции 
ГнРГзависимого лютеинизирующего гормона. Он экс
прессируется в различных эндокринных и гонадных тка
нях (Teles et al., 2008). 

Импринтированный и экспрессирующийся только на 
отцовском гомологе ген DLK1 (MIM 176290) кодирует 
EGFподобный фактор роста. Это мембраносвязывающий 
белок, который участвует в сигнальном пути Notch и спо
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собствует передаче сигналов для клеточной пролиферации 
во время нейрогенеза. Продукт этого гена также прини
мает участие в остеогенезе, адипогенезе, кроветворении 
и пролиферации гепатоцитов (Gomes et al., 2019; Macedo, 
Kaiser, 2019). Показано, что у мышей Dlk1 экспрессиру
ется пренатально в нейроэндокринных тканях, включая 
гипофиз, и постнатально – в гипоталамусе, включая сре
диннобазальный гипоталамус – центр контроля секреции 
ГнРГ (Shim et al., 2022). Продукт этого гена также важен 
для гомеостаза жировой ткани. Полногеномные ассоциа
тивные исследования показали, что однонуклеотидные 
полиморфизмы гена DLK1, унаследованные от отца, свя
заны с более ранним началом менархе (Perry et al., 2014). 

Импринтированный и также экспрессирующийся с 
отцовской хромосомы ген MKRN3 (MIM 603856) коди
рует макоринбелок RINGfinger 3, который относится к 
семейству макоринов и участвует в управлении началом 
полового созревания, блокируя высвобождение ГнРГ 
из гипоталамуса, тем самым задерживая наступление 
половой зрелости (Abreu et al., 2020). MKRN3 ответстве
нен за убиквитинизацию белков, при которой фрагмент 
убиквитина присоединяется к внутриклеточному белку 
для перемещения его в протеасому. Убиквитинирование 
также может быть индикатором передачи сигнала регуля
ции клеточного цикла, дифференцировки и морфогенеза 
(Abreu et al., 2020). Показано, что патогенные и условно 
патогенные варианты в гене MKRN3 – наиболее распро
страненная известная генетическая этиология централь
ного ППС, которая составляет 19–33 % в семейных и 
2–3.9 % – в спорадических случаях (Valadares et al., 2019; 
Roberts, Kaiser, 2020). 

Цель настоящего исследования – поиск клинически 
значимых генетических вариантов в генах KISS1, KISS1R 
(GPR54), DLK1 и MKRN3 у девочек с клинической карти
ной преждевременного полового созревания.

Материалы и методы
В ходе настоящего исследования была сформирована вы
борка на базе Научного центра проблем здоровья семьи 
и репродукции человека (Иркутск), в которую вошли 
52 семьи (всего 202 человека). Каждая семья состояла из 
пробанда женского пола с клинической картиной ППС, 
его родителей и, в некоторых случаях, сестер и бабушек. 
Исследование было проведено в соответствии с положе
ниями Хельсинкской декларации Всемирной медицин
ской ассоциации и одобрено биоэтическим комитетом 
Научного центра проблем здоровья семьи и репродукции 
человека,  (протокол № 1.1 от 12.01.2023). От родителей 
пациентов было получено информированное согласие на 
участие в исследовании и проведение ДНКдиагности ки. 
Клиническая картина у пробандов включала ППС с изо
сексуальной гонадотропинзависимой (МКБ10: Е22.8, 
n = 33, возраст 7.4 ± 1.6 года) и гонадотропиннезависимой 
(МКБ10: Е30.9, n = 19, возраст 6.9 ± 0.8 года) формами. 
Девочки с органическим поражением центральной нерв
ной системы в исследовании не участвовали. 

Описание подгрупп пациентов:
 • девочки с ППС и изосексуальной гонадотропинзави

симой формой – до 8 лет, имеющие ускоренное физи
ческое развитие (SDS роста +1 и более), с опережением 

полового развития по Таннеру 2–4й стадии; с уровнем 
гонадотропных гормонов гипофиза, соответствующим 
пубертатным значениям, и положительной пробой с 
бусерелином; с доказанным по УЗИ увеличением мо
лочных желез и матки; с биологическим возрастом, не 
соответствующим паспортному;

 • девочки с гонадотропиннезависимой формой ППС – 
до 8 лет, имеющие ускоренное/нормальное физиче
ское развитие (SDS роста +1 и более), с опережением 
полового развития по Таннеру 2й стадии; с уровнем 
гонадотропных гормонов гипофиза, соответствующим 
допубертатным значениям, и отрицательной пробой с 
бусерелином; с доказанным по УЗИ увеличением мо
лочных желез и матки.
У всех пробандов был выполнен стандартный цито

генетический анализ, который во всех случаях показал 
нормальный кариотип. Кариотипирование проводили на 
базе люминесцентного микроскопа исследовательского 
класса AxioImager (Carl Zeiss, Германия). 

Геномную ДНК выделяли из венозной крови методом 
фенолхлороформной экстракции. Концентрацию ис
ходных образцов оценивали на спектрофотометре Nano
drop 1000 (Thermo Fisher Scientific, США). Генотипирова
ние всех экзонов в генах KISS1, GPR54 (KISS1R), DLK1 и 
MKRN3 осуществляли посредством таргетного массового 
параллельного секвенирования (NGS) этих генов с по
мощью секвенатора MiSeq и набора MicroKit (2x150) 
(Illumina, США). Для этого применяли амплификацию 
длинных фрагментов ДНК (Longrange ПЦР). Для по
лучения последовательно сти нуклеотидов использовал
ся ге номный браузер UCSC InSilico PCR, содержащий 
ин формацию о последовательностях геномов (Human 
Ge nome Browser – hg38 assembly, UCSC). В дальнейшем 
полученная последовательность нуклеотидов была за
действована для подбора прайме ров с помощью биоин
форматической программы PrimerBLAST, которую пре
доставляет Национальный центр био технологической 
информации США (National Center for Biotechnological 
Information, NCBI) (табл. 1).

Амплификацию целевых фрагментов проводили с 
при менением набора БиоМастер HSTaq ПЦР (2x) («Био
лабмикс», Россия) по протоколу производителя со сле
дующими условиями ПЦР: 95 °C 5 мин; 36 циклов: 95 °С 
40 с, 60 °С 50 с, 68 °С 1 мин. Концентрацию целевых 
фрагментов определяли с помощью флуориметра Qubit 4.0 
(Thermo Fisher Scientific). Продукты реакции очищали от 
примесей с применением раствора сефадекса G50 (Sigma, 
США). Оценка качества прочтений выполнена с использо
ванием FastQC v0.11.8, после чего был проведен тримминг 
оставшихся последовательностей адаптеров и низких по 
качеству прочтений с помощью программы TrimGalore. 

Все обнаруженные генетические варианты были под
тверждены секвенированием по Сэнгеру. Последователь
ности праймеров представлены в табл. 2. Патогенность 
выявленных генетических вариантов была проанализи
рована с использованием онлайналгоритмов прогнози
рования патогенности: Variant Effect Predictor (http://www.
ensembl.org/Tools/VEP), Provean (http://provean.jcvi.org/
genomesubmit_2.php?species=human), Franclin (https://
franklin.genoox.com/clinicaldb/variant/snp/chr1523621174
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Таблица 2. Последовательности олигонуклеотидных праймеров, использованных для секвенирования по Сэнгеру  
генов KISS1R, DLK1 и MKRN3

Праймер Последовательность праймера, 5’–3’ Длина продукта, п. н. Положение в геноме UCSC In-Silico PCR, hg 38

DLK1

c373del_F TAAACCCTCTTACTCCAGACCC 294 chr14:100731920-100732213

c373del_R CATTAGATCACACACAGGAAGGA

c480delF GTGTTTTAAGCACCTGCCCCTTA 329 chr14:100734030-100734358

c480delR CAGGTCTTGTCGATGAAGCCG

MKRN3

c1487A>GF GGAGAGGGCAACATGCTCTATAA 254 chr15:23567136-23567389

c1487A>GR CAGTAAGAGTGTCAACACAGGGA

KISS1R

c233A>GF GTGCCGCTCTTCTTCGC 265 chr19:917635-917899

c233A>GR CCACAGGGAAAAGATTCGAGG

c191T>CF GGGCTATAAACGCTCGGC 448 chr19:917300-917747

c191T>CR CCGATGTAGAAGTTGGTCACG

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидных праймеров, использованных для получения библиотек  
для таргетного массового параллельного секвенирования генов KISS1, KISS1R, DLK1 и MKRN3

Праймер Последовательность праймера, 5’–3’ Длина продукта, п. н. Положение в геноме UCSC In-Silico PCR, hg38

DLK1

DF1 TATGGCTAAGATGGGAAATCTGTGC 6196 chr14:100725325-100731520

DR1 CCGTCAGGAATCAAGAAACCTGTTA

DF2 GCTCAATAGTTCTAATTTCCCTGGC 4040 chr14:100731378-100735417

DR2 CCGCTAAATCTCAAATCAATCGGAA

DF3 GCTATCTCTTGTGTCAAATCTGGTG 4689 chr14:100734980-100739668 

DR3 CCTTCAGTGTGGTCATGTTATTTCC

MKRN3

MF1 GGCAGACAGATACGAAAATACAACG 3642 chr15:23565341-23568982 

MR1 ATTTGCAGTTGATGCAGATCATACG

MF2 GCTGCTCATCTGTTTGTTTACAGTT 5062 chr15:23567720-23572781 

MR2 AACTGTGATTCCCTCATCGTTTGTA

MF3 TTCTAAACTGACTGTGACTAGGTGC 4998 chr15:23626497-23631494 

MR3 ATACCGAAATCTCATCCCATCTTGG

MF4 AATGTCTCACCTTCCCTCTACAAAC 5629 chr15:23620915-23626543

MR4 GTGGGAGATGATAGCAGAATAAGCA

MF5 TAGTTCTATTATCAGCCATTGCCCC 6048 chr15:23614951-23620998

MR5 TGGCAGAACTCTACAGAAAATCGAA

KISS1

KF5 GCAAGGCTCATTAAGTTCACTG 6203 chr1:204191506-204197708 

KR5 CAGCCCTAATGGGTGTGATAAT

KF7 CTGGAAGATGGTTAGAGGAACC 4106 chr1:204188621-204192726

KR7 GCAAAATGAGCTTTCCCGTATT

KISS1R

KRF2 CAAGTTCGTCAACTACATCCAG 3436 chr19:918644-922079

KRR2 AAAAGTAAAGTGCCTAAGACCG

KRF3 CAAATGGAAGCACCTTTTTCTTC 5316 chr19:915605-920921

KRR3 ATCAATAGCAAACTTCACAACGA

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=1121974767_Jt5eC1rzx7FF5VKv6P82ZTCO5hfJ&db=hg38&position=chr14:100725325-100731520&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=1121974767_Jt5eC1rzx7FF5VKv6P82ZTCO5hfJ&db=hg38&position=chr14:100731378-100735417&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=1121974767_Jt5eC1rzx7FF5VKv6P82ZTCO5hfJ&db=hg38&position=chr14:100734980-100739668&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=1121974767_Jt5eC1rzx7FF5VKv6P82ZTCO5hfJ&db=hg38&position=chr15:23565341-23568982&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=1121974767_Jt5eC1rzx7FF5VKv6P82ZTCO5hfJ&db=hg38&position=chr15:23567720-23572781&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=1121974767_Jt5eC1rzx7FF5VKv6P82ZTCO5hfJ&db=hg38&position=chr15:23626497-23631494&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=1121974767_Jt5eC1rzx7FF5VKv6P82ZTCO5hfJ&db=hg38&position=chr15:23620915-23626543&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=1121974767_Jt5eC1rzx7FF5VKv6P82ZTCO5hfJ&db=hg38&position=chr15:23614951-23620998&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=1470493411_afj0uPs1Km1tIYVdzk10pAxIMNXy&db=hg38&position=chr1:204191506-204197708&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=1470493411_afj0uPs1Km1tIYVdzk10pAxIMNXy&db=hg38&position=chr1:204188621-204192726&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=1470493411_afj0uPs1Km1tIYVdzk10pAxIMNXy&db=hg38&position=chr19:918644-922079&hgPcrResult=pack
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GCGhg38), VarSome (https://varsome.com/variant/hg19) и 
PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) соглас но 
рекомендациям по интерпретации результатов анализа 
NGS (Рыжкова и др., 2019; Eijkelenboom et al., 2019). 
Для определения частоты найденных генетических ва
риантов в популяционных выборках с целью исключе
ния полиморфных вариантов у пациентов задействовали 
следующие базы данных: Exome Aggregation Consortium 
(http://exac.broadinstitute.org/), Exome Variant Server (http://
evs.gs.washington.edu/EVS), 1000 Genomes Project (http://
browser.1000genomes.org/index.html), рекомендованные 
для интерпретации дан ных, полученных с помощью мас
сового параллельного секвенирования (Рыжкова и др., 
2019; Eijkelenboom et al., 2019).

Исследование проведено с применением оборудова
ния Центра коллективного пользования «Медицинская 
геномика» Томского национального исследовательского 
медицинского центра Российской академии наук.

Результаты
В общей сложности клинически значимые генетические 
варианты (вероятно патогенные и VUS) были идентифи
цированы в генах KISS1R, DLK1 и MKRN3 у 5 из 52 про  
бандов (9.6 %) с ППС, из них 3 из 33 (9.1 %) – в группе 
с центральным ППС и 2 из 19 (10.5 %) – в группе с го
надотропиннезависимой формой ППС. Основные кли
нические характеристики фенотипа пациентов с обнару
женными генетическими вариантами представлены в 
табл. 3. Обращает на себя внимание то, что в трех случаях 
пациентки имели ожирение, которое могло способство
вать развитию ППС (Song et al., 2023).

Выявленные клинически значимые варианты приво
дили в трех случаях к миссенсзаменам аминокислот. Два 
варианта представлены делециями одного нуклеотида, 
вызывающими сдвиг рамки считывания. В табл. 4 и на 
рисунке показан спектр обнаруженных у пациентов ге
нетических вариантов, которые были зарегистрированы 
во всех случаях в гетерозиготном состоянии, а также пред
ставлены их родословные.

Всего было обнаружено пять генетических вариан
тов, рас положенных в кодирующей области изученных 
генов. Два вероятно патогенных генетических варианта 
идентифицированы в гене DLK1 (c.373delC, p.Gln125fs 

и c.480delT p.Gly161Alafs*49 (см. табл. 4, рисунок, а, б). 
Первый из них находился в 4м, а второй – в 5м экзонах. 
Данные варианты в обоих случаях вызывали сдвиг рамки 
считывания и формирование стопкодона и, как следствие, 
укорочение синтезируемого белка.

Ген DLK1 имеет пять экзонов. Структура белка DLK1 
состоит из трансмембранного домена с шестью повтора
ми, подобными эпидермальному фактору роста (EGF), и 
чувствительной к протеазе последовательности – мише
ни фактора некроза опухоли αпревращающего фермента 
(TACE), трансмембранного и короткого цитоплазматиче
ского доменов (SánchezSolana et al., 2011). 

В настоящем исследовании как первый, так и второй 
варианты расположены в области, содержащей EGFпо
вторы, которые являются ключевыми для ингибирования 
активности трансмембранных белков Notch, действующих 
как активаторы транскрипции в комплексе с транскрип
ционными факторами семейства CSL (Baladrón et al., 
2005; Gomes et al., 2019). Первый вариант расположен в 
третьем, а второй – в четвертом повторе. Оба генетических 
варианта впервые описаны при ППС. Ранее при данной 
патологии был описан вариант c.479delC(p.Pro160fs*50) 
(Gomes et al., 2019; Yuan et al., 2022), который локализуется 
рядом с вариантом DLK1:c.480delT(p.Gly161Alafs*49), 
описанным нами.

В гене MKRN3 обнаружен один миссенсвариант 
c.1487A>G, p.His496Arg (rs749506944), он расположен 
в четвертом экзоне и является вариантом с неопределен
ным клиническим значением. Частота этого варианта в 
базе данных GnomAD крайне низка (0.000016), причем 
он встречается только в европейской популяции. Белок 
MKRN3 имеет четыре домена «цинковые пальцы»: три 
РНКсвязывающих мотива C3H1 и один белоксвязываю
щий домен C3HC4, отвечающий за активность убикви
тинлигазы. Специфичный для MKRN CysHis домен, вхо
дящий в состав белка, имеет неизвестную функцию. 
Обнаруженный в настоящем исследовании  генетический 
вариант расположен в области РНКсвязывающих моти
вов C3H1. Прогностические программы и низкая часто
та встречаемости данного варианта в популяции свиде
тельствуют о том, что этот миссенсвариант может быть 
ассоциирован с развитием преждевременного полового 
созревания.

Таблица 3. Основные клинические характеристики фенотипа пациентов с выявленными генетическими вариантами

Номер  
пациента

ППС, клиническая форма Возраст  
начала ППС, лет

Клинические особенности Наличие 
ожирения

Возраст, лет

биологический костный

19 Гонадотропин-зависимое,  
неполная форма

6 Телархе и пубархе в 6 лет – 6.5 9

45 Гонадотропин-зависимое, 
полная форма

7 Телархе, пубархе и менархе  
с 7 лет

– 7 11–11.5

47 Гонадотропин-зависимое, 
полная форма

6 Пубархе с 6 лет, телархе с 8 лет, 
менархе с 9 лет

2-я стадия 9 11–11.5

10 Гонадотропин-независимое, 
неполная форма

5 Телархе, адренархе 1-я стадия 5 7

14 Гонадотропин-независимое, 
неполная форма

6 Пубархе с 5 лет, телархе с 7 лет 1-я стадия 7 8.5–9

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
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Таблица 4. Положение и характеристики выявленных генетических вариантов у пациентов с ППС

Номер
пациента

Ген Нуклео-
тидные 
варианты

Аминокислотные 
варианты

Наличие  
полиморфных 
вариантов
(rs, № dbSNP)

Частота  
в популяции 
(GnomAD)

Идентификатор  
генетического  
варианта
(Varsome, Franklin)

Оценка 
пато генности 
по ACMG 
(Varsome, 
Franklin)

Насле-
дование

19 DLK1 c.373delC  p.Gln125fs*8 – – Вариант сдвига рамки 
считывания

LP De novo

45 DLK1 c.480delT p.Gly161Alafs*49 – – LP От отца

47 MKRN3 c.1487A>G  p.His496Arg rs749506944 0.000016 Миссенс-вариант VUS От отца

14 KISS1R c.191T>C  p.Ile64Thr – 0.0004 VUS От отца

10 KISS1R c.233A>G  p.Asn78Ser rs540538484 0.000013 VUS От матери

Примечание. LP – вероятно патогенный вариант; VUS – вариант неопределенного клинического значения.

T G G T C AT C TA C G T C AT CGC TGGTC ATC TACG

T C G C T G G T C AYC TA C G T C AT

KISS1R:c.191C>T/WT

KISS1R:c.191C>T/WT

!
WTWT

AAGGACTGCCAGAAAAAGG

CTCGGGAAAGGACTGCCAGAAAAAG

GGGAAAGGACTGCCAGA

DLK1:c.373delC/WT

! WT

GCCCCCCTGGYTYYYM

G CCCCCC TG S Y T Y Y Y M

DLK1:c.480delT/WT

DLK1:c.480delT/WT
!

?

?

GACCGTGACCARCTTCTACAT

GACCGTGACCARCTTCTACAT

ACCGTGACCARCTTCTACAT

CCGTGACCAACTTCTACAT

GACCGTGACCAACTTCTACAT

KISS1R:c.233A>G/WT

KISS1R:c.233A>G/WT

KISS1R:c.233A>G/WT

!

?

WT

WT

а

в д

б г

GGGACTTGCTTCRTTATGAGCTGG

GGGACTTGCTTCRTTATGAGCTGG

GGGACTTGCTTCATTATGAGCACTTGCTTCRTTATGAGCTGG

MKRN3:c.1487C>T/WT

MKRN3:c.1487C>T/WT

MKRN3:c.1487C>T/WT

!

?

WT

Родословные пациентов с мутациями в генах KISS1R, DLK1 и MKRN3, доступные для анализа семейной сегрегации.
Родословные пациентов: а – № 19; б – № 45; в – № 47; г – № 14; д – № 10. Квадратами обозначены члены семьи мужского пола; кружками – женского пола; 
черными символами – члены семьи с клиническими нарушениями; белыми cимволами – клинически незатронутые носители; черной точкой – клиниче-
ски незатронутые носители с выявленным генетическим вариантом; вопросительным знаком – неизвестный фенотип; восклицательным знаком – про-
банд в каждой семье; WT – статус генотипа дикого типа.

Генетические варианты в генах DLK1 и MKRN3 в двух 
случаях были унаследованы от отцов и бабушек по от
цовской линии, и в одной семье (№ 19) отмечено насле
дование de novo (см. табл. 4, рисунок, а–в). Эти гены – 
импринтированные, экспрессируются только на отцовской 
хромосоме. Отцы наследуют данный вариант от матерей, 
поэтому у отцов этот генетический вариант неактивен и 
отсутствуют проявления клинической картины заболева
ния. Действительно, отцы в семьях № 45 и 47 не имели 
ППС. В то же время у бабушек по линии отца должны 
были проявляться клинические признаки ППС, так как 
у них этот гомолог активен. Однако, по данным опроса, 
бабушки по отцовской линии также не имели подобных 
нарушений, что свидетельствует о неполной пенетрант
ности найденных генетических вариантов. 

Остальные два генетических варианта были обнару
жены в гене KISS1R – c.191T>C, p.Ile64Thr и c.233A>G, 
p.Asn78Ser – миссенсварианты, расположенные в первом 
экзоне (см. рисунок, г, д). В первом случае пробанд на
следовал вариант от отца, у которого не было зарегистри
ровано клинических проявлений ППС. Во второй семье, 
кроме пробанда, этот генетический вариант имели мать 
и бабушка по материнской линии, у которых также не от
мечено случаев ППС. У родной сестры пробанда данного 
заболевания не обнаружено. В отношении ППС все это 
свидетельствует о неполной пенетрантности признака.

Ген KISS1R имеет пять экзонов. Белок GPR54 этого гена 
расположен в клеточной мембране, имеет внеклеточный 
Nконцевой домен, за которым следует семь трансмемб
ранных спиралей с тремя внутриклеточными и тремя 
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вне клеточными петлями, и заканчивается Сконцевым ци
топлазматическим доменом. Найденные в данном гене ва
рианты расположены в первой трансмембранной спирали.

В двух семьях были найдены уникальные генетические 
варианты, не повторяющиеся у неродственных пациентов 
(см. табл. 4). В остальных семьях обнаруженные генетиче
ские варианты были отмечены в популяционных выборках 
с частотой от 0.000013 до 0.0004 (по данным GnomAD). 
Как видно, эти варианты крайне редки в популяциях, что 
может говорить о патогенном характере данных генети
ческих вариантов. 

Таким образом, в настоящем исследовании показано, 
что в группе девочек с ППС в генах KISS1R, DLK1 и 
MKRN3 в 9.6 % случаев (9.1 % в группе с центральным 
ППС и 10.5 % – в группе с гонадотропиннезависимой 
формой ППС) встречаются вероятно патогенные вариан
ты и варианты с неопределенным клиническим значени
ем, которые могут быть потенциальной причиной фор
мирования ППС. Все обнаруженные в этой работе гене
тические варианты впервые описаны при данном заболе 
вании. Выявление новых генетических  вариантов позво
лит лучше понять вклад генетических причин в развитие 
преждевременного полового созревания.

Обсуждение
Репродуктивный процесс у женщин представляет собой 
хорошо организованную и тщательно контролируемую 
систему, управляемую ГПГ осью. Основной элемент этой 
оси – пульсирующая секреция ГнРГ, регулирующая 
выработку гонадотропинов (ФСГ и ЛГ) передней доли 
гипофиза во время полового созревания и поддерживаю
щая нормальные циклы у взрослых. Также синтез ГнРГ и 
гонадотропинов находится под контролем с отрицатель
ной обратной связью со стороны эстрогенов, которые 
вы деляют разви вающиеся яичниковые фолликулы. 

В большинстве случаев ППС связаны с вариантами в 
генах DLK1, MKRN3, KISS1 и KISS1R. Действительно, в 
проведенном исследовании мы обнаружили у 5 из 52 про
бандов (9.6 %) наличие условно патогенных вариантов и 
вариантов с неопределенным клиническим значением в 
генах DLK1, MKRN3 и KISS1R в выборке девочек с кли
нической картиной ППС, что соответствует литературным 
данным по частоте выявляемости генетических вариантов 
при ППС (Canton et al., 2021, 2024). В гене KISS1 не были 
найдены варианты, которые могли бы формировать кли
ническую картину ППС. Это, возможно, связано с неболь
шой выборкой пациентов в этом исследовании, а также с 
низкой частотой генетических нарушений в этом гене при 
ППС. Описано всего несколько генетических вариантов в 
гене KISS1 при данной патологии (Silveira et al., 2010; Rhie 
et al., 2014). Все обнаруженные генетические варианты 
находились в гетерозиготном состоянии, что согласуется 
с литературными данными об аутосомнодоминантном ха
рактере наследования генетических вариантов этих генов 
при преждевременном половом созревании.

В рамках настоящего исследования идентифицированы 
генетические варианты в гене KISS1R у девочек с гона
дотропиннезависимым ППС, сопровождающимся телар
хе во всех случаях. Телархе – это развитие молочных же

лез, является реакцией на синтез эстрогенов. Определено, 
что гены KISS1 и KISS1R экспрессируются в различных 
тканях, в том числе и в гонадах, и способны влиять на 
уровень этих гормонов либо через временную активацию 
ГПГ оси, либо непосредственно через стимуляцию гонад 
(Ярмолинская и др., 2016; Hu K. et al., 2018). 

Низкая частота (примерно 10 %) выявляемости гене ти
ческих вариантов в генах DLK1, MKRN3, KISS1 и KISS1R, 
в первую очередь при спорадических случаях ППС, по
зволяет утверждать, что какиелибо другие механизмы 
или гены также могут участвовать в формировании ППС. 
Действительно, эпимутации (изменение статуса мети
лирования CpGдинуклеотидов) в центрах импринтинга 
DLK1/MEG3:IG-DMR и MKRN3:TSS-DMR, в которых 
происходит контроль экспрессии импринтированных ге
нов DLK1 и MKRN3, также могут быть причиной форми
рования клинической картины ППС. В подтверждение 
этому A.P.M. Canton с коллегами (2021) у 36 (18 %) из 
197 неродственных пациентов с ППС обнаружили раз
личные генетические и эпигенетические нарушения, из 
них: в 24 случаях (67 %) были найдены генетические 
нарушения в генах KISS1R, KISS1, MKRN3 и DLK1; в 7 
случаях (19 %) выявлены CNV (3 пациента имели de novo 
делецию 7q11.23 (синдром Вильямса–Бойрена), 3 – уна
следованную делецию Xp22.33 и 1 – дупликацию 1p31.3 
de novo); эпигенетические аномалии импринтированных 
центров генов DLK1 и MKRN3 составили три случая (9 %). 
Идентификация редких генетических вариантов генов с 
помощью полного экзомного секвенирования выявила у 
двух пробандов (5 %) редкие de novo варианты потери 
функции генов в доминантном состоянии – патогенную 
делецию со сдвигом рамки считывания в гене TNRC6B 
(p.Gly665Leufs*35) и вероятно патогенный вариант сдвига 
рамки считывания в гене AREL1 (p.Ser229Phefs*3). 

Ген TNRC6B (тринуклеотидный повтор, содержащий 
адаптер 6B, регион 22q13.1, OMIM 610740) кодирует бе
лок, включенный в регуляцию экспрессии генов. Данный 
ген запускает РНКсвязывающую активность в РНКопо
средованном сайленсинге генов как микроРНК (miRNAs), 
так и коротких интерферирующих РНК (siRNA). Ген 
AREL1 (устойчивая к апоптозу Е3 убиквитин протеин
лигаза 1, регион 14q24.3, OMIM 615380) кодирует белок, 
который активирует убиквитинпротеинтрансферазы, 
участвует в негативной регуляции процесса апо птоза, 
уби квитинировании белков, находится в цитозоле. 

Метаанализ ассоциативных исследований позволил 
так же расширить спектр генов, которые потенциально мо
гут быть причиной развития ППС. Это такие гены, как 
LIN28B и PROKR2, хотя их роль в данном процессе не 
столь однозначна (Perry et al., 2009).

Ген LIN28B (6q16.3, OMIM 611044) кодирует высоко
консервативный РНКсвязывающий белок, который бло
кирует микроРНК семейства LET7 и способствует под
держанию плюрипотентного состояния эмбриональных 
стволовых клеток путем предотвращения дифференци
ровки, участвует в процессах метаболизма и онкогенеза. 
Он также может быть вовлечен в пубертатное развитие. 
В нескольких исследованиях показано, что LIN28B при
нимает участие в формировании клинической картины 
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ППС, в частности более раннем развитии телархе, менархе 
и пубархе (Ong et al., 2009; Perry et al., 2009; Hu Z. et al., 
2016). Однако в другом исследовании была проанали
зирована взаимосвязь между вариантами LIN28B у 178 
бразильских детей с ППС, но причинноследственная 
зависимость не обнаружена (SilveiraNeto et al., 2012). 
Более того, генетические варианты в LIN28B, такие как 
rs314276, как сообщалось, ассоциированы с ожирением, 
которое коррелирует с ППС (Ong et al., 2011). Таким об
разом, роль гена LIN28B в формировании клинической 
картины ППС до конца не определена. 

Ген PROKR2 (рецептор прокинетицина 2, 20p12.3, 
OMIM 607123) представляет собой рецептор, связанный 
с Gбелком, который участвует в развитии нейронов 
ГнРГ, но ни развивающиеся, ни зрелые нейроны ГнРГ не 
экспрессируют рецепторы прокинетицина. M. Fukami с 
коллегами (2017) сообщили, что вариант PROKR2 связан 
с центральным ППС. В данном случае у девочки телархе 
наблюдалось в возрасте 3 лет и 5 месяцев с уровнем гона
дотропина и эстрадиола (Е2) в крови, соответствующим 
периоду полового созревания. Молекулярный анализ вы
явил гетерозиготную делецию c.724_727delTGCT в дан
ном гене, приводящую к преждевременной терминации. 
Этот вариант также был найден у матери пациентки, у 
которой не было ППС. Показано, что в гетерозиготном 
состоянии этот вариант образует с диким типом гетеро
димер, который действует как вариант усиления функции, 
приводящий к ППС. Более того, S. Sposini с коллегами 
(2015) продемонстрировали, что при отсутствии в гене 
PROKR2 6го и 7го трансмембранных доменов происхо
дит усиление лигандзависимой сигнальной трансдукции. 
Таким образом, только определенные варианты в гене 
PROKR2 в гетерозиготном состоянии могут приводить к 
развитию преждевременного полового созревания. 

Заключение
Начало полового созревания контролируется взаимодей
ствием между генетическими, эпигенетическими и нена
следственными факторами. Преждевременное половое 
созревание – результат преждевременной активации этих 
взаимодействий. В настоящем исследовании показано, 
что в группе девочек с ППС в генах KISS1R, DLK1 и 
MKRN3 в 9.6 % случаев (9.1 % в группе с центральным 
ППС и 10.5 % в группе с гонадотропиннезависимой фор
мой ППС) встречаются вероятно патогенные варианты 
и ва рианты с неопределенным клиническим значением, 
которые могут быть потенциальной причиной формиро
вания ППС. Все выявленные в настоящем исследовании 
генетические варианты впервые описаны при ППС. Ана
лиз семейной сегрегации показал, что все пробанды име ли 
генетически значимые варианты в гетерозиготном со
стоянии, что подтверждает аутосомно доминантный ха
рактер наследования. Во всех случаях, где был доступен 
семейный материал, только пробанды имели клинические 
признаки ППС, что свидетельствует о неполной пене
трантности этого заболевания. 

Идентификация генетических вариантов необходима 
не только для молекулярногенетического подтверждения 
диагноза, но и для выбора правильной тактики ведения па

циента и медикогенетического консультирования семьи. 
Всестороннее и поэтапное исследование генетических, 
эпигенетических и ненаследственных факторов может 
улучшить наше понимание точного механизма прежде
временного полового созревания.
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методами машинного обучения
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Аннотация. Белая, бурая и угловатая пятнистости являются наиболее распространенными грибными болез-
нями земляники садовой в Западной Сибири, значительно влияющими на ее урожайность и качество. Точная, 
быстрая и неинвазивная диагностика этих заболеваний имеет важное значение в промышленном производ-
стве земляники. В настоящей статье исследуются возможности применения методов машинного обучения и 
гиперспект ральной визуализации для обнаружения и дифференциации на листьях земляники симптомов, вы-
званных патогенными грибами Ramularia tulasnei Sacc., Marssonina potentillae Desm. и Dendrophoma obscurans 
Anders. Спектр отражения листьев регистрировали гиперспектральной камерой Photonfocus MV1-D2048x1088-
HS05-96-G2-10 в лабораторных условиях методом линейного сканирования. Для дифференциации здоровых 
и пораженных областей листьев изучено пять методов машинного обучения: метод опорных векторов (SVM), 
метод К-ближайших соседей (KNN), линейный дискриминантный анализ (LDA), дискриминантный анализ ча-
стичных наименьших квадратов (PLS-DA) и случайный лес (RF). С целью уменьшения высокой размерности из-
влеченных спектральных данных и увеличения скорости их обработки было отобрано несколько подмножеств 
оптимальных длин волн, несущих наиболее важную спектральную информацию. Рассмотрены следующие ме-
тоды сокращения размерности: метод анализа ROC-кривых, метод анализа производных, метод PLS-DA, метод 
ReliefF. Кроме того, 16 вегетационных индексов задействовано в качестве информативных признаков. Наиболь-
шую точность классификации, 89.9 %, показал метод опорных векторов на полном спектре значений. При ис-
пользовании вегетационных индексов и наборов оптимальных длин волн общая точность классификации всех 
методов снизилась незначительно по сравнению с классификацией на полном спектре значений. Результаты 
исследования подтверждают перспективность применения методов гиперспектральной визуализации в соче-
тании с методами машинного обучения для дифференциации грибных болезней земляники садовой.
Ключевые слова: гиперспектральные изображения; грибные болезни земляники; методы машинного обуче-
ния; сокращение размерности
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Identification of fungal diseases in strawberry by analysis  
of hyperspectral images using machine learning methods 
A.F. Cheshkova 

Siberian Federal Scientific Centre of Agro-BioTechnologies of the Russian Academy of Sciences, Krasnoobsk, Novosibirsk region, Russia
 cheshanna@yandex.ru  

Abstract. Leaf spot, leaf scorch and phomopsis leaf blight are the most common fungal diseases of strawberry in 
Western Siberia, which significantly reduce its yield and quality. Accurate, fast and non-invasive diagnosis of these 
diseases is important for strawberry production. This article explores the ability of hyperspectral imaging to detect and 
differentiate symptoms caused to strawberry leaves by pathogenic fungi Ramularia tulasnei Sacc., Marssonina potentil-
lae Desm. and Dendrophoma obscurans Anders. The reflection spectrum of leaves was acquired with a Photonfocus 
MV1-D2048x1088-HS05-96-G2-10 hyperspectral camera under laboratory conditions using the line scanning method. 
Five machine learning methods were considered to differentiate between healthy and diseased leaf areas: Support 
Vector Machine (SVM), K-Nearest Neighbors (KNN), Linear Discriminant Analysis (LDA), Partial Least Squares Discrimi-
nant Analysis (PLS-DA), and Random Forest (RF). In order to reduce the high dimensionality of the extracted spectral 
data and to increase the speed of their processing, several subsets of optimal wavelengths were selected. The follow-
ing dimensionality reduction methods were explored: ROC curve analysis method, derivative analysis method, PLS-DA 
method, and ReliefF method. In addition, 16 vegetation indices were used as features. The support vector machine 
method demonstrated the highest classification accuracy of 89.9 % on the full range spectral data. When using vegeta-
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tion indices and optimal wavelengths, the overall classification accuracy of all methods decreased slightly compared 
to the classification on the full range spectral data. The results of the study confirm the potential of using hyperspectral 
imaging methods in combination with machine learning for differentiating fungal diseases of strawberries.
Key words: hyperspectral imaging; fungal diseases of strawberries; machine learning methods; dimensionality 
 reduction
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Введение
Земляника садовая – одна из самых популярных ягодных 
культур среди потребителей во всем мире благодаря своим 
высоким вкусовым качествам и питательной ценности 
(Zheng et al., 2021). Кроме того, земляника отличается 
способностью к быстрому вегетативному размножению, 
высокой урожайностью и рентабельностью. К сдерживаю
щим факторам увеличения производства ягод земляники 
садовой относится значительное поражение возделывае
мых сортов грибными болезнями, что приводит к сниже
нию урожайности и экономическим потерям. Наиболее 
распространенные грибные болезни земляники садовой в 
Западной Сибири – рамуляриоз (белая пятнистость), бурая 
и угловатая пятнистости (Говорова, Говоров, 2015). Раннее 
выявление данных заболеваний имеет решающее значение 
для целенаправленного применения соответствующих мер 
защиты растений. 

Традиционные методы диагностики, такие как визуаль
ная экспертиза и микробиологический лабораторный ана
лиз, высокозатратны по времени и человеческим ресурсам, 
что ограничивает возможность их применения в крупных 
сельскохозяйственных предприятиях. В последние годы 
большой потенциал продемонстрировал метод анализа 
гиперспектральных изображений (Mishra et al., 2017; Mah
lein et al., 2018; Чешкова, 2022) в качестве эффективного 
и неинвазивного инструмента мониторинга биотического 
и абиотического стресса растений. При воздействии па
тогенов происходят изменения биохимических и биофи
зических свойств растений, создается спектр отражения, 
отличный от спектра здоровых листьев. Современные оп
тические сенсоры регистрируют до нескольких сотен по
лос электромагнитного спектра в широком диапазоне длин 
волн и формируют спектральный профиль для каждого 
отдельного пикселя, тем самым комбинируя спектральную 
и пространственную информацию (Mishra et al., 2017). 
Метод гиперспектральной визуализации соединяет в себе 
преимущества методов машинного зрения и оптической 
спектроскопии, позволяя одновременно оценивать как  
физиологические, так и морфологические параметры. 
В на стоящее время в научных публикациях приводятся 
примеры успешного применения метода гиперспектраль
ной визуализации для распознавания различных заболе
ваний земляники, таких как мучнистая роса (Mahmud et 
al., 2020), антракноз (Lu et al., 2017; Jiang et al., 2021), 
вертициллезное увядание (Cockerton et al., 2019), серая 
гниль (Wu et al., 2023), пятнистости (Cheshkova, 2023). 

Для анализа большого объема полученных многомер
ных данных наилучшим инструментом являются методы 
машинного обучения (Nagaraju et al., 2020; Benos et al., 
2021). Множество исследований показывает, что использо

вание вегетационных индексов в качестве информативных 
признаков для построения моделей машинного обучения 
позволяет добиться хороших результатов в обнаружении 
и распознавании болезней сельскохозяйственных культур 
(Mahlein et al., 2013; Lu et al., 2017). 

Гиперспектральные данные характеризуются  высокой 
коллинеарностью. Большое количество длин волн услож
няет модели и снижает производительность. Один из важ
ных этапов предварительной обработки данных – умень
шение размерности, целью которого является устранение 
спектральной избыточности при сохранении важной ин  
формации (Liu et al., 2014; Sun, Du, 2019). Уменьшение 
размерности может быть достигнуто за счет выбора опре
деленных длин волн либо выделения информативных 
признаков.

Цель настоящей работы – исследование возможности 
применения метода гиперспектральной визуализации в 
сочетании с методами машинного обучения для диффе
ренцирования здоровых и пораженных белой (Ramularia 
tulasnei Sacc.), бурой (Marssonina potentillae Desm.) и 
угловатой (Dendrophoma obscurans Anders.) пятнистостя
ми листьев земляники садовой; сравнение и выбор наи
более точного метода классификации гиперспектральных 
изображений, позволяющего идентифицировать грибные 
болезни земляники садовой; исследование возможности 
использования методов сокращения размерности и вегета
ционных индексов для оптимизации моделей машинного 
обучения.

Материалы и методы
Растительный материал. Исследованы три вида гриб
ных болезней земляники садовой, наиболее распростра
ненных в Западной Сибири: белая, бурая и угловатая пят 
нистости. 

Белая пятнистость (рамуляриоз). Возбудитель: Mycos
phaerella fragariae (Tul.) Lindau; конидиальная  стадия – 
Ramularia tulasnei Sacc. На пораженных листьях появля
ются мелкие пурпуровые или красноватобурые округлые 
пятна, которые разрастаются в диаметре от 1 до 8 мм, в 
центре становятся белыми, с темнобурым или пурпуро
вым ободком.

Бурая пятнистость земляники. Возбудитель: Diplocar
pon earliana (Ell. et Ev.) Wolf; конидиальная стадия – 
Marssonina potentillae (Desm.) Р. Magn., M. fragariae (Lib.) 
Ohl. Пораженные листья покрываются многочисленными, 
от очень мелких (0.1 мм), до крупных (0.5 см), темнопур
пуровыми пятнами, часто расплывчатыми, иногда сли
вающимися.

Угловатая пятнистость (фомопсис, побурение). Возбу
дитель: Dendrophoma obscurans (Ell. et Ev.) H.W. Ander
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son (синонимы Phomopsis obscurans (Ell. et Ev.) Sutton). 
Болезнь характеризуется появлением на листьях (чаще 
старых) округлых или неопределенной формы светло, 
темно или краснокоричневых пятен, часто со светлым 
центром. Вокруг пятна обычно темнокоричневая или тем
нокрасная кайма. Пятна расположены по краю листовой 
пластинки или вдоль средней жилки листа. 

Исследования проводили на образцах земляники садо
вой, выращенных на биополигоне Сибирского физико
технического института аграрных проблем (СибФТИ) Си
бирского федерального научного центра агробиотехно
логий РАН (Новосибирская область, р. п. Краснообск) в 
2021–2023 гг. В течение вегетационного периода было 
отобрано 120 растений, включающих 30 здоровых расте
ний, а также по 30 растений, имеющих видимые симптомы 
поражения белой, бурой или угловатой пятнистостями. На 
каждом растении было выбрано по одному листу. Листья 
были отделены от растений для проведения дальнейших 
исследований в лаборатории. Идентификация болезни 
и степени поражения осуществлялась посредством ви
зуаль ной экспертизы по видимым симптомам заболевания 
(Gar rido et al., 2011; Говорова, Говоров, 2015).

Получение и калибровка изображения. Съемку про  
водили гиперспектральной камерой Photonfocus MV1
D2048x1088HS0596G210, с сенсором IMEC CMV2K
LS150VNIR (Photonfocus AG, Швейцария), диапазон длин 
волн 470–900 нм, спектральное разрешение 3 нм, про
странственное разрешение 2048×1088 пикселей методом 
линейного сканирования с использованием подвижной 
платформы, управляемой контроллером. Программноап
паратный комплекс для выполнения исследований разра
ботан совместно Институтом автоматики и электрометрии 
СО РАН и СибФТИ СФНЦА РАН (Максимов и др., 2023). 
Листья земляники для проведения съемки помещали на 
площадку белого цвета. Источник освещения – две гало
генные лампы. Шаг сканирования, диафрагма и высота 
закрепления камеры были определены экспериментально. 
Дополнительно в конце каждого сканирования создавали 
два калибровочных файла с «черным» и «белым» эта
лонными спектрами. «Черный» спектр получали, закрыв 
объектив камеры непрозрачной крышкой. «Белый» спектр 
регистрировали с использованием стандартной белой 
поверхности для получения максимально возможной 
интенсивности пикселей на каждой длине волны. Затем 
исходное гиперспектральное изображение калибровали 
по формуле:

R= ,IS – ID
IW – ID

где IS – исходное изображение; ID – черное эталонное 
изображение; IW – белое эталонное изображение; R – ре
зультирующее изображение. 

По результатам сканирования были сформированы 
трехмерные массивы данных (гиперкубы), содержащие 
два измерения пространственной информации и до
полнительно одно измерение спектральной информации 
(2048×1088×131).

Извлечение и обработка данных. Полученные файлы 
изображений были разделены на две группы: 96 изобра
жений листьев для формирования обучающей выборки 

(по 24 в каждом из 4 классов) и 24 изображения листьев 
для формирования валидационной выборки (по 6 в каж
дом из 4 классов). Извлечение спектральных данных вы
полняли в программе ENVI 5.2 (NV5 Geospatial Solutions, 
Inc., США). На изображении листьев земляники вручную 
были выделены области интереса (ROI), соответствующие 
здоровой ткани листа и цветовым пятнам белой, бурой и 
угловатой пятнистостей (рис. 1). Из каждой выделенной 
области случайным образом выбирали по 250 пикселей. 
В результате были сформированы обучающая выборка из 
24 000 значений спектра (по 6000 пикселей для  класса) и 
валидационная выборка из 6000 значений (по 1500 пик
селей). 

Далее для сглаживания спектра и коррекции рассеи
вания к спектральным данным были применены фильтр 
Савицкого–Голея (Savitzky, Golay, 1964) и нормализация 
стандартным преобразованием (standard normal variate) 
(Vidal, Amigo, 2012).

Методика определения оптимальных длин волн. 
В на шем исследовании рассмотрены следующие методы 
сокращения размерности:
– метод анализа ROCкривых (Luo et al., 2012); в качестве 

метрики, определяющей значимость признака, исполь
зуется значение AUC (area under curve); из всего спектра 
данных оставляют те длины волн, для которых AUC 
превышает определенное пороговое значение;

– метод анализа производных (Savitzky, Golay, 1964); из 
всего спектра данных оставляют те длины волн, для 
которых абсолютное значение 2й производной имеет 
локальный экстремум;

– метод PLSDA (Mehmood et al., 2012); после построения 
модели для каждого класса выбирают длины волн, для 
которых абсолютная величина коэффициента регрессии 
превышает определенное пороговое значение;

– метод ReliefF (Kononenko, 1994; Urbanowicz et al., 2018); 
для ранжирования признаков используют итеративный 
алгоритм, который присваивает признакам разные веса 
в зависимости от категории и корреляции каждого 
объекта, признаки с весами ниже определенного поро
гового значения удаляются.
Выбор вегетационных индексов. Вегетационные ин

дексы являются алгебраическими комбинациями, рассчи
тываемыми на основе значений спектра отражения для 
двух или более выбранных длин волн.

Для нашего исследования было отобрано 16 вегетацион
ных индексов (табл. 1), характеризующих содержание 
хлорофилла, пигментов, воды, азота и углерода в тканях 
растений (Wu et al., 2023). Эти вегетационных индексы 
связаны с фотохимической активностью (PRI), изменени
ем пигментов (PSSRa, PSSRb, CRI, ARI ), содержанием 
азота (NRI), углерода (PSRI), хлорофилла (MCARI, TVI, 
VOG1, VOG2, VOG3) и общим физиологическим состоя
нием листьев растений (NDVI, RENDVI, RVSI, PhRI).

Методы моделирования и анализа данных. Для диф
ференциации здоровых и пораженных областей листьев 
земляники в нашем исследовании было рассмотрено пять 
методов машинного обучения (SVM, KNN, LDA, PLS
DA, RF), наиболее часто используемых в классификации 
гиперспектральных данных (Singh et al., 2016; Benos et 
al., 2021).
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Метод опорных векторов (support vector machine). Ос
новная идея метода SVM – перевод исходных векторов 
в пространство более высокой размерности и поиск раз
деляющей гиперплоскости с наибольшим зазором в этом 
пространстве. В качестве ядра классификатора была взята 
радиальная базисная функция Гаусса.

Метод Kближайших соседей (Knearest neighbors). При 
классификации объект присваивается к классу, наиболее 
распространенному среди Kближайших соседей этого 
элемента, классы которых уже известны. Близость объек
тов определяет значение функции расстояния. В нашем 
исследовании в качестве функции расстояния использо
вана евклидова метрика. 

Линейный дискриминантный анализ (linear discriminant 
analysis). Проецирует многомерные данные в простран
ство меньшей размерности, чтобы способствовать разде
лимости классов. Оптимальная проекция в классическом 
LDA получается путем максимизации расстояния между 
разными классами и минимизации расстояния внутри 
одного класса.

Дискриминантный анализ частичных наименьших квад
ратов (partial least squares discriminant analysis). Является 
вариантом объединения регрессии PLSR в пространстве 
оптимальных латентных структур и дискриминантного 
анализа (DA). В отличие от классического дискриминант
ного анализа, в котором выполняется поиск гиперплоско
стей максимальной дисперсии независимых предикторов, 
PLSDA строит модель линейной регрессии, проецируя 
прогнозируемые и наблюдаемые переменные в новое ре
дуцированное пространство.

Случайный лес (Random Forest). Нелинейная модель 
машинного обучения, основанная на использовании ан
самбля решающих деревьев. 

В качестве метрики оценки качества моделей исполь
зована общая точность классификации (overall accuracy), 
вычисляемая как процент отношения правильно класси
фицированных объектов к общему числу объектов.

Все расчеты и анализ данных были проведены в про
граммной среде R с помощью пакетов caret, kernlab, 
randomForest, klaR, pls, CORElearn, class, MASS, terra.

Рис.  1.   Выделение ROI: а – здоровые области, б – области белой пятнистости, в – области бурой пятнистости,  
г – области угловатой пятнистости.

б г

а в
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Результаты
Спектральные характеристики образцов
На рис. 2 представлены усредненные значения спектра 
отражения здоровых и пораженных грибными болезнями 
листьев земляники. Спектральные кривые имеют типич
ные для растительной ткани характеристики (Mishra et al., 
2017). Общей чертой всех спектральных кривых является 
более низкий коэффициент отражения в видимом диапа
зоне длин волн по сравнению с ближним инфракрасным 
диапазоном. На длине волн около 670 нм наблюдается сни
жение коэффициента отражения, что связано с сильным 
поглощением света хлорофиллом в листьях. В диапазо не 
длин волн 670–760 нм отражательная способность листьев 
резко возрастает по причине рассеивания света в межкле
точном пространстве. В диапазоне длин волн 760–900 нм 
коэффициент отражения остается высоким.

Наблюдаются определенные различия между спектра
ми. Так, у здоровых зеленых тканей листа отмечается ха
рактерный пик на длине волны 550 нм (зона поглощения 
азота), в то время как пораженные пятнистостями ткани 
имеют спад в этой области. В диапазоне 720–810 нм здоро
вая и пораженная бурой пятнистостью ткани имеют более 
высокий коэффициент отражения, по сравнению с бурой 
и угловатой пятнистостями. А в диапазоне 810–900 нм, 
наоборот, более низкий. Отражательная характеристика 
листьев, пораженных белой пятнистостью, равномерно 
растет на всем диапазоне длин волн.

Выбор оптимальных длин волн
Предварительно проведенный дисперсионный анализ 
(ANOVA) выявил значимость различий средних значений 

коэффициентов отражения в исследуемых областях для 
каждой из длин волн согласно Fкритерию с уровнем зна  
чимости p < 0.001. Кроме того, для каждой из рассматри
ваемых моделей был применен пошаговый метод со кра
щения размерности, в результате которого также было 
обнаружено, что все длины волн значимы для класси
фикации.

Для сокращения размерности исходных данных были 
рассмотрены четыре различные методики, определившие 
разные наборы информативных длин волн (рис. S1–S4 
Приложения)1. 

Методом анализа ROCкривых были определены 23 
дли ны волны (нм): [541.39, 545.04, 548.92, 550.41, 553.99, 
557.94, 561.3, 565.18, 568.58, 745.48, 748.98, 751.75, 756.45, 
759.36, 763.0, 765.97, 769.44, 772.39, 775.92, 778.56, 781.11, 
784.53, 787.2], для которых AUC превысило пороговое 
значение 0.99.

Методом анализа производных при пороговом значе
нии 1.0 выбраны следующие 15 длин волн (нм): [677.11, 
680.47, 682.99, 685.28, 688.76, 691.62, 695.25, 697.97, 
709.54, 712.19, 729.07, 732.25, 736.15, 739.20, 742.67].

Методом PLSDA для порогового значения коэффи
циентов регрессии 0.4 выбраны следующие 16 длин 
волн (нм): [498.68, 502.7, 505.97, 510.11, 513.5, 517.33, 
522.39, 526.49, 529.98, 533.99, 541.39, 680.47, 682.99, 
688.76, 691.62, 722.02].

Методом ReliefF для порогового значения коэффи
циентов значимости 0.5 выбраны следующие 24 длины 
волны (нм): [537.27, 541.39, 545.04, 548.92, 550.41, 557.94, 
1 Рис. S1–S4 Приложения см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx10.pdf

Таблица 1. Вегетационные индексы, использованные в качестве информативных признаков 

 № Индекс Формула 

   1 NDVI (normalized difference vegetation index) (R800 – R670)/(R800 + R670)

   2 RENDVI (red edge normalized difference vegetation index) (R750 – R705)/(R750 + R705)

   3 PhRI (physiological reflectance index) (R550 – R531)/(R550 + R531)

   4 RVSI (red-edge vegetation stress index) [(R712 + R752)/2] – R732

   5 MCARI (modified chlorophyll absorption ratio index) [(R700 – R670) – 0.2∙(R700 – R550)](R700/R670)

   6 TVI (triangular vegetation index) 0.5∙[120∙(R750 – R550) – 200∙(R670 – R550)]

   7 VOG1 (Vogelman index 1) R740/R720

   8 VOG2 (Vogelman index 2) (R734 – R747)/(R715 + R726)

   9 VOG3 (Vogelman index 3) R715/R705

10 PSRI (plant senescence reflectance index) (R680 – R500)/R750

11 NRI (nitrogen reflectance index) (R570 – R670)/(R570 + R670)

12 PSSRa R800/R680 

13 PSSRb (pigments specific simple ratio) R800/R635

14 CRI (carotenoid reflectance index) 1/R510 – 1/R550

15 ARI (anthocyanin reflectance index) 1/R550 – 1/R700

16 PRI (photochemical/physiological reflectance index) (R531 – R570)/(R531 + R570)

Примечание. NDVI – нормализованный разностный вегетационный индекс; RENDVI – нормализованный разностный вегетационный индекс в крайнем 
красном спектре; PhRI – индекс физиологического отражения; RVSI – вегетационный индекс состояния в крайнем красном спектре; MCARI – модифи-
цированный относительный индекс поглощения в хлорофилле; TVI – треугольный вегетационный индекс; VOG1, VOG2, VOG3 – индексы Вогельмана; 
PSRI – индекс отражения огрубевшего углерода в растительных тканях; NRI – индекс отражения азота; PSSRa, PSSRb – индексы удельного соотношения 
пигментов; CRI – индекс отражения каротиноидов; ARI – индекс отражения антоцианов; PRI – фотохимический индекс отражения. 

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx10.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx10.pdf
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Рис. 2. Средний спектр отражения здоровых и инфицированных областей листьев земляники садовой.

Рис. 3. Наборы оптимальных длин волн, определенных различными методами.
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561.3, 565.18, 657.08, 662.06, 664.83, 668.35, 670.93, 674.46, 
677.11, 680.47, 682.99, 685.28, 688.76, 691.62, 751.75, 
756.45, 759.36, 763.00].

Сравнение между собой выбранных различными мето
дами наборов оптимальных длин волн (рис. 3) позволяет 
сделать вывод, что наиболее информативны для классифи
кации диапазоны длин волн [542–565 нм] и [680–691 нм]. 

Расчет вегетационных индексов
Шестнадцать вегетационных индексов были рассчитаны 
по соответствующим формулам (см. табл. 1) для каждого 
объекта в обучающей выборке. Для каждого индекса был 
выполнен дисперсионный анализ (ANOVA) с целью вы
явления значимости различий средних значений индек
сов по видам болезней. Все 16 индексов имели уровень 
значимости р < 0.001. 

Результаты классификации на полном спектре значений
В нашем исследовании пять различных моделей, SVM, 
KNN, LDA, PLSDA, RF, были применены для класси
фикации здоровых и пораженных грибными болезнями 
листьев земляники. Сначала модели были построены для 
полного спектра длин волн (131 длина волны в диапазо

не 470–900 нм). Методом кроссвалидации были подо
браны следующие оптимальные гиперпараметры: SVM 
(sigma = 0.03, C = 6), KNN (K = 9), RF (mtry = 11), PLSDA 
(ncomp = 38). Результаты классификации приведены в 
табл. 2. Анализ данных показывает, что основные ошиб
ки в классификации происходят при дифференциации бу
рой и угловатой пятнистостей, так как эти области имеют 
сходный спектр отражения.

Метод опорных векторов на полном спектре значений 
показал наибольшую точность классификации (90 %), а 
метод Kближайших соседей – наименьшую (85 %).

Результаты классификации на наборах  
оптимальных длин волн и на вегетационных индексах
Каждая из пяти моделей классификации, SVM, KNN, 
LDA, PLSDA, RF, была протестирована на наборах оп
тимальных длин волн, полученных в результате примене
ния четырех различных методов сокращения размерности 
(анализа ROCкривых, анализа производных, PLSDA, 
ReliefF), а также на наборе значений 16 вегетационных 
индексов (табл. 3). 

Как видно из табл. 3, общая точность классификации 
всех методов снизилась, по сравнению с классификацией 

Алгоритм RelifF 

Метод производных

Метод PLS-DA

Метод ROC-анализа

Длина волны, нм
500 600 700 800
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Таблица 2. Матрицы ошибок для классификации гиперспектральных изображений различными методами  
на полном спектре значений

Результат  
классификации

Реальные значения класса, % Общая точность 
классификации, %

Здоровые  
области

Белая  
пятнистость

Бурая  
пятнистость

Угловатая 
пятнистость

SVM 89.90 

Здоровые области 98.07 0.73 0.07 0.00

Белая пятнистость 0.73 95.13 1.07 1.27

Бурая пятнистость 0.33 3.20 92.67 25.00

Угловатая пятнистость 0.87 0.93 6.20 73.73

KNN 85.17 

Здоровые области 98.73 1.13 0.33 0.00

Белая пятнистость 0.27 90.80 1.27 1.73

Бурая пятнистость 0.27 5.33 92.13 39.27

Угловатая пятнистость 0.73 2.73 6.27 59.00

RF 86.93 

Здоровые области 98.20 0.87 0.20 0.00

Белая пятнистость 0.40 93.27 0.67 0.47

Бурая пятнистость 0.27 3.53 90.40 33.67

Угловатая пятнистость 1.13 2.33 8.73 65.87

LDA 89.15 

Здоровые области 99.00 1.00 0.07 0.0

Белая пятнистость 0.07 93.07 0.93 0.4

Бурая пятнистость 0.93 3.53 89.53 24.6

Угловатая пятнистость 0.00 2.40 9.47 75.0

PLS-DA 87.63

Здоровые области 99.93 1.87 1.07 0.00

Белая пятнистость 0.00 94.60 1.87 0.33

Бурая пятнистость 0.00 1.47 81.13 24.80

Угловатая пятнистость 0.07 2.07 15.93 74.87

Примечание. SVM – метод опорных векторов; KNN – метод К-ближайших соседей; LDA – линейный дискриминантный анализ; PLS-DA – дискриминант-
ный анализ частичных наименьших квадратов; RF – случайный лес. 

Таблица 3. Общая точность классификации (%) гиперспектральных изображений различными методами  
на выбранных длинах волн и на вегетационных индексах

Модель Метод сокращения размерности На 16 вегетационных 
индексах

анализа ROC-кривых анализа производных PLS-DA ReliefF

SVM 77.37 83.03 85.13 78.32 89.75

KNN 76.40 81.60 83.27 77.48 82.65

RF 77.55 82.67 83.50 78.57 84.25

LDA 74.32 80.55 85.88 76.93 84.62

PLS-DA 69.00 75.45 85.60 77.15 84.70

Примечание. SVM – метод опорных векторов; KNN – метод К-ближайших соседей; RF – случайный лес; LDA – линейный дискриминантный анализ;  
PLS-DA – дискриминантный анализ частичных наименьших квадратов. 
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Угловатая 
пятнистость

Бурая  
пятнистость

Белая  
пятнистость

Здоровое 
растение

  Здоровые области

  Области белой пятнистости

  Области бурой пятнистости

  Области угловатой пятнистости

Рис. 4. Визуализация классификации видов болезней земляники методом опорных векторов на полном спектре значений.

на полном спектре значений. Наибольшая точность клас
сификации для всех моделей получена для вегетационных 
индексов в качестве информативных признаков и для на
бора длин волн, выбранных методом PLSDA. 

Диагностика грибных болезней земляники  
с использованием оптимизированных моделей
Построенные оптимизированные модели могут быть ис
пользованы для обнаружения и дифференциации грибных 
болезней земляники. На рис. 4 представлен пример при
менения модели SVM для диагностики различных видов 
грибных болезней. 

Обсуждение
Анализ гиперспектральных изображений методами ма
шинного обучения уже успешно применялся в научных 
исследованиях для выявления болезней земляники. Так, 
G. Wu с коллегами (2023) изучали возможности исполь
зования гиперспектральной визуализации в сочетании 
со спектральными характеристиками, вегетационными 
индексами и текстурными характеристиками для обнару
жения серой гнили на листьях земляники в лабораторных 
условиях. Были построены и оптимизированы три модели 
машинного обучения: ELM, KNN, SVM. Общая точность 
классификации моделей достигала 96 %.
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В работе (Jiang et al., 2021) на основе выбранных спект
ральных признаков применено шесть методов машинного 
обучения, SVM, ELM, KNN, PLSDA, RF, NB, для раннего 
обнаружения антракноза и серой гнили земляники в ла
бораторных условиях. Большинство классификацион ных 
моделей показали высокую точность (до 100 %), рас по
знавая классы инфекций до появления видимых симпто
мов заболевания. В нашем исследовании полученная 
точность классификации заболеваний не превысила 90 %. 
Данный результат можно объяснить несколькими причи
нами. Вопервых, рассматривались сразу три вида забо
леваний, а не одно или два, как в других исследованиях. 
Вовторых, для успешной дифференциации заболеваний 
необходимо различие спектральных характеристик по
раженных патогенами листьев растений. Мы выявили, 
что основные ошибки в классификации происходят при 
дифференциации бурой и угловатой пятнистостей, так 
как эти области имеют сходный спектр отражения. Воз
можный путь решения данной проблемы – использование 
сверточных нейронных сетей, учитывающих не только 
спектральные, но и текстурные характеристики пора
женных листьев, такие как форма и расположение пятен.

Выбор метода классификации зависит от культуры и 
изучаемых болезней. Среди рассмотренных нами пяти 
популярных моделей машинного обучения, SVM, KNN, 
LDA, PLSDA, RF, наилучшую точность классификации 
показал метод опорных векторов (SVM), что согласуется 
с результатами других работ (Benos et al., 2021).

Для снижения размерности и выбора оптимальных 
длин волн при построении моделей ученые применяют 
различные методы. Так, в работах (Luo et al., 2012; Jiang et 
al., 2021; Wu et al., 2023) задействованы алгоритмы CARS, 
CARSRF, ReliefF и ROC. Сокращение размерности во 
многих исследованиях не снижает точности моделей, 
однако в нашем случае все исходные длины волн оказа
лись информативными, и точность классификации не
значительно снизилась по сравнению с полным спектром.

Полученные результаты лабораторных исследований 
говорят о перспективности применения методов гипер
спектральной визуализации для диагностики грибных 
болезней земляники садовой в сельскохозяйственном про
изводстве. В литературе уже описаны примеры успешного 
использования гиперспектральных сенсоров, установлен
ных на БПЛА, для диагностики биотических и абиотиче
ских стрессов растений (Yang et al., 2017).

В дальнейшем мы планируем опробовать применение 
методов гиперспектральной визуализации в полевых усло
виях с целью автоматизации диагностики грибных болез
ней земляники. 

Заключение
Анализ гиперспектральных изображений с использовани
ем методов машинного обучения позволяет обнаружить и 
дифференцировать грибные болезни земляники (белую, 
бурую и угловатую пятнистости) при наличии видимых 
симптомов заболеваний. Для эффективного определения 
вида заболевания были построены и оценены пять различ
ных моделей классификации: SVM, KNN, LDA, PLSDA 
и RF. Наибольшую точность классификации, 89.9 %, на 
полном спектре значений (131 длина волны в диапазоне 

470–900 нм) показал метод опорных векторов (SVM). 
С целью упрощения моделей и повышения скорости 
обработки данных было рассмотрено четыре различных 
метода сокращения размерности (анализа ROCкривых, 
анализа производных, PLSDA, ReliefF). Кроме того, мо
дели были протестированы на наборе из 16 вегетационных 
индексов в качестве исходных признаков. Общая точность 
классификации всех методов снизилась незначительно по 
сравнению с классификацией на полном спектре значений. 
Набор из 16 оптимальных длин волн, полученный методом 
PLSDA, и набор из 16 вегетационных индексов имели 
более высокую точность классификации, чем остальные 
наборы длин волн. 
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Аннотация. В настоящее время селекция сельскохозяйственных растений все больше опирается на использо-
вание молекулярно-биологических данных о генетических последовательностях, что позволяет существенно 
ускорить селекционный процесс создания новых сортов растений за счет геномного редактирования. Эти дан-
ные имеют большой объем, разнообразны и требуют для анализа затрат большого количества ресурсов, как тру-
довых, так и вычислительных. Анализ данных с такими объемом и сложностью может быть эффективным лишь 
с применением современных методов биоинформатики, включающих алгоритмы идентификации генов, пред-
сказания их функции, оценку влияния эффекта мутации на фенотип растений. Такой анализ в последнее время 
стал невозможным без использования интегрированных программных комплексов, решающих задачи разного 
уровня за счет выполнения вычислительных конвейеров. В статье описан программный комплекс CropGene, раз-
работанный для комплексного анализа геномных и транскриптомных данных сельскохозяйственных растений. 
Система включает в себя несколько блоков биоинформатического анализа, таких как анализ вариаций генов, 
сборка геномов и транскриптомов, а также аннотация генов и белков. В комплексе реализованы новые методы 
анализа длинных некодирующих РНК, белковых доменов, поиска и анализа полиморфизмов и полногеномного 
исследования ассоциаций. В работе представлены примеры применения CropGene для анализа сельскохозяй-
ственных организмов, таких как Solanum tuberosum, Zea mays. С помощью данного программного пакета найдены: 
генетические маркеры, объясняющие до 50 % изменчивости параметров окраски семян; потенциальные гены, 
которые могут стать перспективным материалом для получения сортов картофеля; более 100 тыс. новых длинных 
некодирующих РНК. Также обнаружены ортогруппы, доменная структура которых проявляет заметное сходство с 
доменной архитектурой характерных секретируемых фосфолипаз А2. Таким образом, CropGene представляет со-
бой важный инструмент для ученых и практиков, работающих в области агробиотехнологий и генетики растений.
Ключевые слова: биоинформатический конвейер; программный пакет; SNP; анализ полиморфизмов; идентифи-
кация генов
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Abstract. Currently, the breeding of agricultural plants is increasingly based on the use of molecular biological data on 
genetic sequences, which makes it possible to significantly accelerate the breeding process, create new plant varieties 
through genomic editing. These data have a large volume, variety and require a large amount of resources, both labor 
and computing, to analyze the costs. Data analysis of such volume and complexity can be effective only when using 
modern bioinformatics methods, which include algorithms for identifying genes, predicting their function, and evaluat-
ing the effect of mutation on plant phenotype. Such an analysis has recently become impossible without the use of 
integrated software systems that solve problems of different levels by executing computational pipelines. The paper de-
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scribes the CropGene software package developed for the comprehensive analysis of genomic and transcriptomic data 
of agricultural plants. CropGene includes several blocks of bioinformatic analysis, such as analysis of gene variations, 
assembly of genomes and transcriptomes, as well as annotation of genes and proteins. CropGene implements new 
methods for analyzing long non-coding RNAs, protein domains, searching and analyzing polymorphisms, and genome-
wide association research. CropGene has a user-friendly interface and supports working with various types of data, 
which greatly simplifies its use for researchers who do not have deep knowledge in the field of bioinformatics. The paper 
provides examples of the use of CropGene for the analysis of agricultural organisms such as Solanum tuberosum and Zea 
mays. With CropGene, genetic markers have been identified that explain up to 50 % of the variability in seed color pa-
rameters; potential genes that may become promising material for producing potato varieties; more than 100 thousand 
new long non-coding RNAs. Orthogroups were also found, the domain structure of which shows a marked similarity 
with the domain architecture of characteristic secreted A2 phospholipases. Thus, CropGene is an important tool for 
scientists and practitioners working in the field of agrobiotechnology and plant genetics.
Key words: bioinformatics pipeline; software package; SNP; analyzing polymorphisms; identification of genes
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Введение
В настоящее время селекция сельскохозяйственных рас
тений все больше опирается на использование молеку
лярнобиологических данных о генетических последо
вательностях, что позволяет существенно ускорить се
лекционный процесс (Хлесткина, 2013) создания новых 
сортов растений за счет геномного редактирования. Эти 
данные имеют большой объем, разнообразны и требуют 
для анализа затрат большого количества ресурсов, как 
трудовых, так и вычислительных. Анализ данных такого 
объема и сложности может быть эффективным лишь с 
применением современных методов биоинформатики, 
которые включают алгоритмы идентификации генов, пред
сказания их функции, оценку влияния эффекта мутации на 
фенотип растений. Такой анализ в последнее время стал 
невозможным без использования компьютерного моде
лирования и алгоритмов глубокого машинного обучения. 
Для автоматизации обработки данных в биоинформатике 
разрабатываются технологии вычислительных конвейеров. 

При анализе геномных и транскриптомных данных 
сельскохозяйственных растений можно выделить несколь
ко важных задач. Одна из них – изучение генетического 
разнообразия, которое является важнейшей основой для 
поиска генов устойчивости растений к биотическим и 
абиотическим стрессам и создания новых высокоадаптив
ных и урожайных сортов сельскохозяйственных культур. 
Изучение генетического разнообразия осуществляется с 
применением различных методов генетического анализа. 
В частности, используются генетические маркеры (Хлест
кина, 2013). Среди них важное место занимают марке
ры, основанные на однонуклеотидных полиморфизмах 
(singlenucleotide polymorphism, SNP), это замены еди нич
ных нуклеотидов в геноме, которые в популяции рас тений 
встречаются с различными частотами (Сухарева,  Кулуев, 
2018). Анализ SNP широко применяют для изучения ал  
лельного полиморфизма, анализа гаплотипа и родослов
ных, а также для генотипирования и построения генети
ческих карт. 

Помимо анализа SNP, для исследования генетического 
разнообразия используется изучение вариаций числа ко
пий (copy number variation, CNV). Это тип генетического 
полиморфизма, при котором определенные участки гено
ма у разных особей демонстрируют различие в количестве 

копий. Изменения включают делеции или дупликации 
генов или групп сцепленных генов. Такие вариации мо
гут иметь протяженность до нескольких миллионов пар 
нуклеотидов.

Благодаря технологиям высокопроизводительного сек
венирования нового поколения можно получить инфор
мацию об однонуклеотидных заменах в масштабе генома 
для популяции из сотен образцов. Идентификация SNP 
возможна с помощью стратегий полногеномного секвени
рования (WGS) и генотипирования путем секвенирования 
(GBS) (Scheben et al., 2017). Метод GBS – более быстрый 
и экономически эффективный по сравнению с WGS. Про
токол GBS позволяет секвенировать фрагменты геномной 
ДНК лишь вблизи сайтов рестрикции. За счет этого про
цесс секвенирования существенно удешевляется. При 
этом покрытие генома фрагментарно, а количество SNP 
оказывается меньше, чем при полногеномном секвени

Ключевые понятия

Интронные днРНК – перекрываются с интроном гена
Антисмысловые днРНК – ориентированы против на-

правления транскрипции гена, кодирующего белок
Межгенные днРНК – расположены между двумя локу-

сами генов
Полногеномные ассоциации (Genome-Wide Association 

Studies, GWAS) – метод исследования геномов, 
 целью которого является обнаружение статисти-
ческих связей между генетическими вариациями и 
определенными фенотипическими признаками

Транскриптом – совокупность всех транскриптов, 
присутствующих в клетке на определенной стадии 
развития или в определенных физиологических 
 условиях

Генная сеть – группа координированно функциони-
рую щих генов, взаимодействующих друг с другом 
как через свои первичные продукты (РНК и белки), 
так и через разнообразные метаболиты и другие 
вторичные продукты функционирования генных 
сетей
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ровании. Тем не менее данных, полученных при помощи 
протокола GBS, оказывается вполне достаточно, чтобы 
с приемлемой точностью характеризовать генетическое 
разнообразие популяций сельскохозяйственных растений. 
Данные, полученные методом GBS, применяются также 
для полногеномных исследований ассоциаций (GWAS). 
Этот инструмент разработан для выявления генов, влия
ющих на сложные количественные признаки (Burghardt 
et al., 2017). 

Помимо фундаментальных результатов о генетических 
механизмах формирования интересующих признаков, 
полногеномное исследование ассоциаций также позволя
ет найти генетические маркеры, которые в дальнейшем 
можно использовать непосредственно в селекционных 
программах (Tsai et al., 2010; Zatybekov et al., 2017; Larkin 
et al., 2019; Muqaddasi et al., 2020). 

Еще один блок биоинформатических задач для сель
скохозяйственных растений – это сборка последователь
ностей геномов, транскриптомов. Реконструкция генома 
представляет собой первый и основной этап при геномном 
анализе. Сборки геномов позволяют получить информа
цию о белоккодирующих генах, мобильных генетических 
элементах. Транскриптом, в свою очередь, выполняет 
роль связующего звена между геномом организма и его 
фенотипическими признаками (Velculescu et al., 1997). На 
сегодняшний день самым популярным методом транс
криптомных исследований является технология RNA
seq – массовое высокопроизводительное секвенирование 
транскриптома с помощью платформ для секвенирования 
нового поколения (Shendure, 2008).

Наиболее распространенное применение RNAseq – 
идентификация дифференциальной экспрессии генов в 
экспериментах типа «опытконтроль» (Drewe et al., 2013). 
Однако, помимо этого, технология имеет и другие важ
ные применения: реконструкция транскриптома de novo 
(CardosoSilva et al., 2014), обнаружение полиморфиз
мов (Piskol et al., 2013) и поиск неизвестных вариантов 
сплайсинга. Секвенирование и реконструкция геномов 
немодельных организмов чаще всего сопровождается 
также секвенированием транскриптома, что облегчает 
аннотацию генома, предсказание и функциональную ан
нотацию белоккодирующих генов. Однако за счет вы со
кого геномного и морфологического разнообразия у ви  
дов, вызванного структурными вариациями, один рефе
ренсный геном не способен охватить все изоформы гена 
одного вида. Для решения данной проблемы используется 
концепция пангенома и пантранскриптома.

Реконструкция геномов и транскриптомов для попу
ляции позволяет получить и исследовать пангеномы или 
пантранскриптомы растений (Пронозин и др., 2021). Кон
цепция пангенома подразумевает охват последовательно
стей, подверженных структурным вариациям и, возможно, 
отсутствующих в референсной последовательности каж
дого представителя вида (Vernikos et al., 2015). Во многих 
работах отмечается, что анализ пангеномов и пантранс
криптомов повышает эффективность исследования и 
об щее количество предсказанных генов по сравнению с 
использованием генома одного представителя вида (Jin 
et al., 2016). Это позволило повысить точность и полноту 
исследуемого набора генов. 

Еще одно направление биоинформатического анализа – 
аннотация генома и трансриптома. Для генов, кодирую
щих белки, при аннотации их важную часть составляет 
идентификация белковых доменов, структурный фрагмент 
белка, выступающий в качестве независимой функцио
нальной единицы. Он может образовывать уникальную 
структуру или быть частью мультидоменных белков, 
функционируя как самостоятельно, так и в сочетании с 
другими доменами. Для функциональной идентификации 
белков также важно производить поиск ортологов в уже 
известных геномах, белков, которые в разных организмах 
выполняют одинаковые функции. 

Отметим также, что более 90 % всех транскриптов не 
транслируются в белки (Carninci et al., 2005) и являются 
некодирующими последовательностями. Некодирующие 
РНК (нкРНК) выполняют в геномах растений ряд важ
нейших функций, связанных с регуляцией экспрессии ге
нов, гомеостазом физиологических параметров растений. 
Один из важных классов нкРНК – длинные некодирующие 
РНК (днРНК) (Назипова, 2021). ДнРНК представляют со
бой класс линейных или кольцевых молекул РНК длиной 
от 200 нуклеотидов, не кодирующих белок (Kim, Sung, 
2012). Участие днРНК обнаружено в регуляции экспрес
сии генов, формировании структуры макромолекулярных 
комплексов, во взаимодействии с белками, в патогенезе. 
К настоящему времени идентифицировано более полу
миллиона последовательностей днРНК для различных 
организмов.

Данные об уровнях экспрессии генов, полученные из 
транскриптомных экспериментов, широко используются 
для реконструкции генных сетей (Johnson, Krishnan, 2022). 
Генные сети, в свою очередь, позволяют моделировать 
динамику конкретных процессов в организме и прогно
зировать его поведение в различных условиях.

В настоящей работе представлена система CropGene 
для комплексного анализа геномных, транскриптомных 
данных, особенностей молекулярной эволюции генов 
сельскохозяйственных растений. В систему входят сле
дующие блоки биоинформатического анализа данных: 
анализ вариаций генов, сборка геномов и транскриптомов, 
аннотация генов и белков.

Материалы и методы
Программный комплекс CropGene включает программные 
пакеты, представленные на рис. 1.

В структуру программного комплекса входят блоки для 
решения задач: 

Программный модуль анализа полногеномных ас-
социаций реализует следующие этапы анализа: 
 • анализ данных фенотипирования. Обработка данных 

фенотипирования производится с использованием па
кетов R, pastecs, psych (Grosjean et al., 2018),

 • обработка данных генотипирования. Этот этап направ
лен на процессинг данных генотипирования, получен
ных методом генотипирования на микрочипах и мето 
дом GBS. Обработка включает в себя проверку каче
ства сырых прочтений, картирование на референсный 
геном с помощью BWAMEM (Li, 2013) и поиск поли
морфизмов с использованием vcftools (Danecek et al., 
2011). Варианты, определенные вышеуказанными мето
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дами генотипирования, фильтруют по качеству, частоте 
минорного аллеля, гетерозиготности и  количеству про
пущенных данных. Этот этап осуществляется инстру
ментом bcftools (Danecek et al., 2021). Для восстанов
ления пропущенных данных генотипирования исполь
зуют BEAGLE 5.2 (Browning et al., 2018),

 • полногеномный анализ ассоциаций. На данном этапе 
осуществляется непосредственно полногеномный ана
лиз ассоциаций, реализуемый на языке программиро
вания R при помощи функций пакета “GAPIT3” (Wang, 
Zhang, 2021),

 • приоритизация генов в обнаруженных локусах. Модуль 
полногеномного анализа ассоциаций направлен на вы
явление геновкандидатов, связанных с интересующими 
признаками. Прежде всего с использованием функций 
пакета R “genetics” определяются границы локусов, 
которые включают в себя значимо ассоциированные с 
фенотипом варианты. Далее, основываясь на опубли
кованных данных по экспрессии генов у исследуемого 
организма и на ресурсах платформы Knetminer (Hassani‐
Pak et al., 2021), проводят приоритизацию генов среди 
обнаруженных локусов.
Программный модуль анализа CNV направлен на 

решение задач по оценке и анализу вариаций количества 
копий в геноме. Он реализует несколько этапов анализа: 
 • наборы сырых прочтений фильтруются по качеству и 

длине с помощью программы fastp (Chen et al., 2018). 
Далее фильтрованные и обработанные наборы прочте
ний картируются на референсный геном картофеля с по
мощью программы BWA (Li, Durbin, 2009). Дупликаты 
в картированных прочтениях маркируются, удаляются, 
после чего происходят сортировка и индексирование 
прочтений с помощью программы SAMtools (Li et al., 
2009),

 • полученные файлы формата BAM используются как 
входные данные в программе CNVpytor (Suvakov et al., 
2021). Вариации количества копий выявлялись на всех 

хромосомах референсного генома. Найденные CNV 
фильтруются следующим образом: длина более 1 т. п. н., 
pvalue < 0.01, q0 < 50 % и pN < 50 %. Для сопоставления 
обнаруженных CNV с генами референсного генома ис
пользуется R пакет intansv (Jia et al., 2020),

 • для последующей обработки список CNV представ
лен в виде матрицы, в которой строки соответствуют 
конкретному генотипу, а столбцы – гену референсного 
генома. Каждый элемент матрицы представлен в трех 
вариантах: +1 (потенциальная дупликация), –1 (по
тенциальная делеция) и 0 (отсутствие значимого CNV). 
Далее проводится анализ главных компонент (PCA) 
с помощью пакета Scikitlearn v1.1.2, что позволяет 
оценить генетическое разнообразие (Pedregosa et al.,  
2011).
Биоинформатический конвейер GBS-DP направлен 

на анализ данных, полученных методом GBS, состоит из 
трех основных этапов (Pronozin et al., 2023): 
 • предобработка данных включает проверку качества сы

рых прочтений FastQC, удаление адаптеров fastp (Chen 
et al., 2018) и построение индекса референсного генома, 

 • поиск полиморфизмов состоит из картирования пред
обработанных прочтений на референсный геном Bwa
Mem2 (Li, Durbin, 2009), сортировки картированных 
прочтений Samtools (Li et al., 2009) и поиска однону
клеотидных полиморфизмов Bcftools (Li, 2011), 

 • анализ генетического разнообразия разделяется на два 
варианта обработки данных: если полученные данные 
превышают занимаемый объем памяти в 1 Тб и если 
полученные данные не превышают занимаемый объем 
памяти в 1 Тб. Выбор соответствующей опции осу
ществляется автоматически и связан с увеличенной на
грузкой на оперативную память компьютера при рабо
те с большими данными. Для анализа главных компо  
нент и построения филогенетического дерева на основе 
фильтрованных SNP применяется пакет R  – SNPrelate 
(Zheng, 2013).

Рис. 1. Схема программного комплекса CropGene с указанием основных блоков анализа (скругленные прямоугольники 
в центре) и конкретных решаемых задач (овалы справа).
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Программный модуль по реконструкции транс-
криптома реализует следующие этапы анализа:
 • непосредственно сборка последовательностей контигов 

из прочтений библиотек RNAseq. На этой стадии ис
пользуются программы: Trinity (Grabherr et al., 2011), 
TransABySS (Robertson et al., 2010), rnaSpades (Bush
manova et al., 2019),

 • объединение полученных наборов контигов и удаление 
избыточности программой tr2aacds.pl из конвейера 
EvidentialGene,

 • оценка качества полученных последовательностей; 
программа BUSCO (Simão et al., 2015) используется 
для определения полноты транскриптома; программа 
kallisto (Bray et al., 2016) показывает, насколько полно 
исходные библиотеки прочтений были задействованы 
для реконструкции транскриптома; rnaQUAST (Bush
manova et al., 2016) оценивает различные метрики каче
ства полученного транскриптома, в том числе наличие 
гомологии с последовательностью генома организма, 
или генома близкородственного организма в случае 
работы с немодельным видом.
Программный модуль реконструкции и анализа 

пангенома реализует следующие шаги анализа:
 • реконструкция каждого генома на основе парных ко

ротких прочтений с помощью геномного сборщика 
MaSuRCA (Zimin et al., 2013),

 • маскирование мобильных генетических элементов с 
использованием RepeatMasker и дальнейшая de novo 
 аннотация реконструированных маскированных ге
номов с трансляцией открытых рамок считывания с 
по мощью программы AUGUSTUS (Stanke et al., 2004),

 • выявление ортологических групп в наборе аминокис
лотных последовательностей, полученных на основе 
открытых рамок считывания, с помощью OrthoFinder 
(Emms, Kelly, 2019).
Программный модуль оценки экспрессии генов. 

В этом модуле оценка экспрессии генов может прово
диться на основе как референсного генома, так и транс
криптома, реконструированного de novo:
 • для подсчета экспрессии генов референсного генома вы

полняется выравнивание прочтений библиотек RNAseq 
на последовательность генома с помощью программы 
Dart (Lin, Hsu, 2018). Далее применяется разметка ге
нома с позициями известных генов для подсчета ко
личества прочтений, картированных на каждый ген, с 
помощью программы featureCounts (Liao et al., 2014),

 • для оценки экспрессии транскриптов из реконструиро
ванного ранее транскриптома используется программа 
kallisto, которая проводит так называемые псевдовы
равнивания прочтений для определения, к какому 
транскрипту они принадлежат, на основании чего далее 
подсчитываются уровни экспрессии.
Биоинформатический конвейер ICAnnoLncRNA на

правлен на выявление и аннотацию днРНК, реализует три 
этапа обработки транскриптомных последовательностей 
(Pronozin, Afonnikov, 2023): 
1) контроль качества. Данный этап включает две опера

ции: построение индексного файла для геномной после
довательности программой gmap (Wu, Watanabe, 2005) 

и обучение модели распознавания днРНК программой 
LncFinder v1.1.4 (Han et al., 2019), 

2) идентификация днРНК. Этот блок состоит из трех эта
пов: предсказание кандидатов в днРНК из входного на
бора транскриптов с помощью метода LncFinder; филь
трация полученных последовательностейкандидатов 
на основе идентификации трансмембранных сегментов 
в ОРС; выравнивание фильтрованных последователь
ностейкандидатов днРНК на референсный геном,

3) анализ пантранскриптомов. Аннотация включает опре
деление типов последовательностей днРНК по вырав
ниванию на гены, кодирующие белок, выявление кон
сервативных днРНК, анализ структурных особенностей 
днРНК и их экспрессии.
Программный модуль анализа эволюции белков 

OrthoDOM реализует четыре ключевых этапа анализа 
белковых последовательностей:
1) проводятся валидация входных данных и проверка 

наличия функциональных доменов, заданных пользо
вателем у референсных белков, 

2) проверяется наличие ключевых доменов в референсных 
последовательностях,

3) выполняется работа программы Orthofinder для иссле
дуемых протеомов, 

4) производится проверка выявленных ортологов по на
личию в их последовательности наборов заданных 
доменов.

Результаты и обсуждение
Модули программного комплекса CropGene были приме
нены при решении различных задач биоинформатического 
анализа геномов и транскриптомов сельскохозяйственных 
растений. 

Программный конвейер, выявляющий CNV на основе 
полногеномных данных, был использован ранее в работе 
по анализу структуры геномов картофеля отечественных 
сортов (Karetnikov et al., 2023). Он позволил найти все 
вариации количества копий в геномах картофеля и про
вести сравнительный анализ количества копий генов с 
южноамериканским картофелем. Анализ дал возможность 
обнаружить, что частота встречаемости CNV в 4 из 48 
известных генов, связанных с формированием клубней 
и реакцией на фотопериод, различается между геномами 
российских сортов, адаптированных к длинному светово
му дню в северных широтах, и местных андских сортов, 
приспособленных к короткому световому дню.

С помощью GBSDP в настоящей работе было проана
лизировано 219 сортов ячменя. Обнаружено 61 620 SNP. 
На основе найденных полиморфизмов построены класте
ризация – методом главных компонент (рис. 2) и дендро
грамма – методом иерархической кластеризации (рис. 3).

Модуль полногеномного анализа ассоциаций был ис
пользован в работе по поиску геновкандидатов мягкой 
озимой пшеницы, связанных с предуборочным прорас
танием и красной окраской зерна (Afonnikova et al., 2024). 
Помимо обнаружения генетических маркеров, которые 
объясняют до 50 % изменчивости красноты зерна, в 
работе удалось выявить два генакандидата, которые 
связаны с формированием окраски зерна. Первый ген, 
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Рис. 2. Визуализация генетического разнообразия 219 библиотек ячменя методом PCA на основе выявлен-
ных однонуклеотидных полиморфизмов. 
По осям X и Y направлены первая и вторая главные компоненты соответственно.

Рис. 3. Дендрограмма, характеризующая генетическое разнообразие 219 библиотек ячменя, построенная 
методом иерархической кластеризации по данным GBS. 
Дендрограмма построена на основе найденных однонуклеотидных полиморфизмов.
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Рис. 4. Отношение количества экзонов, приходящихся на одну днРНК (а), и распределение размера 
 интронов относительно днРНК (б).
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TraesCS1D02G319700, расположен на хромосоме 1D, 
участвует в синтезе флавонолов и биосинтезе флавонои
дов. Другой ген, TraesCS7B02G482000, локализируется 
на хромосоме 7B и кодирует фитоен синтазу, вовлечен
ную в один из начальных этапов синтеза каротиноидов. 
Для устойчивости мягкой пшеницы к предуборочному 
прорастанию главным геномкандидатом является ген 
TraesCS6B02G147900, кодирующий белок морфогенеза 
алейронового слоя. Также были обнаружены генетиче
ские маркеры, которые объясняют до 50 % изменчивости 
параметров окраски «светлота», «краснота» и «синева» 
и до 25.3 % изменчивости оценки предуборочного про
растания – индекса прорастания на молочной/восковой 
стадии развития зерна.

На основе модуля транскриптомного анализа ранее 
была проведена сборка транскриптома четырех сортов 
картофеля Solanum tuberosum group phureja (Бинтье, Си
верский, Сударыня, Евразия) и дикорастущего S. stolo ni
ferum L. Обнаружены гены, кодирующие белки семейства 
Nucleotidebinding site – Leucine rich repeats (NBSLRR), 
участвующие в формировании иммунного ответа расте
ний (Kochetov et al., 2021). Установлено, что репертуары 
этих генов у исследованных сортов картофеля и у дико
растущего пасленового существенно различаются, что 
согласуется с имеющими данными о быстрой эволюции 

этих генов. Некоторые из генов семейства NBSLRR, 
наблюдаемых в этой работе, ранее не были обнаружены 
у Solanaceae и у картофеля в частности. Эти гены могут 
стать перспективным материалом для получения сортов 
картофеля, более устойчивого к воздействию различных 
патогенов и паразитов.

С помощью конвейера ICAnnoLncRNA проанализиро
вано 54 транскриптома ячменя. Выявлено 143 279 новых 
днРНК, из них 29 987 принадлежат к классу интронных 
днРНК, 48 369 – межгенных, 64 923 – антисмысловых 
днРНК. Анализ структуры днРНК показал, что большин
ство из них (60 %) содержат лишь один экзон. При этом 
средняя длина экзона составляет 371 нуклеотид, неболь
шая доля экзонов имеет длину до 10 п. н., основная часть 
имеет длины от 10 до 1000 п. н., и их распределение имеет 
два характерных пика, один, широкий, с максимумом в 
области 100 п. н., а другой, узкий, в области 250–300 п. н. 
(рис. 4). Анализ тканеспецифичности показал, что боль
шинство днРНК экспрессируется в тканях ростков (seed
ling) ячменя (рис. 5, а). Это наблюдается как для консер
вативных, так и для неконсервативных днРНК, а также 
характерно для мРНК (см. рис. 5, а). 

Применение конвейера OrthoDOM для выявления бел
ков семейства фосфолипаз А2 в ячмене и пшенице позво
лило подтвердить наличие их в геномах этих растений. 
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Рис. 5. Специфичность экспрессии днРНК по отношению к различным тканям ячменя, представленная в виде тепловой диаграммы. 
По оси X приведены данные для двух классов днРНК (консервативные и неконсервативные) и мРНК. Соответствие цвета ячейки и величины специфич-
ности показано шкалой справа от диаграммы. По оси X направлены классы днРНК (консервативные и неконсервативные) и мРНК, по оси Y –  ткани, 
специфичные данному классу транскриптов (чем выше значение в ячейке, тем большему количеству транскриптов специфична данная ткань) (а),  
и распределение классов днРНК ячменя (б).

В ходе исследования было обнаружено две ортогруппы. 
Доменная структура (рис. 6) этих групп демонстрирует 
заметное сходство с доменной архитектурой характерных 
секретируемых фосфолипаз А2 (Larkin et al., 2019). Дли
ну последовательностей фосфолипаз А2 в ортогруппах 
можно оценить приблизительно в 150 аминокислот, при 
этом преобладающая часть последовательностей – домен 
ФА2, что соответствует известной структуре секретируе
мых форм ФА2. 

Заключение
Разработанный программный комплекс CropGene вклю
чает основные блоки программ, необходимых для ана
ли за геномных и транскриптомных данных сельскохо
зяйственных растений. Эти блоки связаны со сборкой и 
анализом генома и транскриптома, включают формирова
ние пангенома и пантранскриптома, анализ данных GBS, 
анализ экспрессии генов, распознавание длинных неко
дирующих РНК в транскриптомах растений, а также они 
позволяют производить анализ геномных, транскриптом
ных данных, особенностей молекулярной эволюции генов 
сель скохозяйственных растений. Использование указан
ных модулей позволило решить ряд важных задач по ана 
 лизу геномных и транскриптомных данных для таких 
культур, как картофель, пшеница и ячмень. 
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