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Известно, что патогенные варианты генов, контролирующих спермиогенез, могут приводить к 
проявлению мономорфной тератозооспермии, которая характеризуется преобладанием морфо-
логических аномалий какого-либо одного типа – глобозооспермии, макрозооспермии, ацефа-
лии сперматозоидов, множественных аномалий жгутика сперматозоидов, а также полиморфной 
тератозооспермии, при которой в эякуляте встречаются несколько типов аномалий сперматозо-
идов. Cведения, полученные в результате систематизации и анализа информации о патогенных 
вариантах генов, связанных с нарушением морфологии сперматозоидов, могут быть полезны 
для понимания молекулярно-генетических механизмов развития тератозооспермии. В результате 
анализа литературных источников и сведений, содержащихся в базах данных Malacards, OMIM, 
KEGG, CTD, DisGeNET, собрана и систематизирована информация о 109 генах человека, па-
тогенные варианты которых связаны с развитием тератозооспермии определенного типа: гло-
бозооспермии, синдрома множественных аномалий жгутика, дисплазии фиброзной оболочки 
жгутика сперматозоидов, ацефалии, макрозооспермии, полиморфной тератозооспермии. При 
этом каждый тип тератозооспермии обусловлен нарушением специфических биологических 
процессов, и патогенные варианты генов, контролирующие процессы, связанные c организа-
цией и функционированием цитоскелета и внутриклеточным транспортом, вносят наибольший 
вклад в формирование генетически обусловленной тератозооспермии.

Ключевые слова: спермиогенез, морфология сперматозоидов, бесплодие, тератозооспермия, морфо-
логические дефекты сперматозоидов.
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Бесплодие является достаточно распространен-
ным заболеванием, от которого страдают 8–12% 
пар, при этом примерно в половине случаев бес-
плодие обусловлено либо только мужским факто-
ром, либо дисфункцией репродуктивной системы 
как мужчины, так и женщины [1]. Известно, что 
потенциальная фертильность мужчины во многом 
определяется качеством его эякулята. Наиболее ча-
сто при диагностике мужского бесплодия оценива-
ются количество и концентрация сперматозоидов в 
эякуляте, доля подвижных и морфологически нор-
мальных сперматозоидов [2]. Однако для челове-
ка, в отличие от других видов животных, характе-
рен значительный полиморфизм сперматозоидов. 
Известно, что эякулят даже здорового мужчины, 

помимо сперматозоидов, которые рассматрива-
ются как морфологически нормальные, содержит 
значительное число сперматозоидов с различны-
ми нарушениями морфологии головки, средней 
части и жгутика. К морфологическим дефектам 
сперматозоидов относятся аморфные головки, гру-
шевидные головки, аномалии акросомы, утолще-
ние средней части, закрученный жгутик и другие 
аномалии. В настоящее время имеется несколько 
классификационных систем морфологии сперма-
тозоидов человека, в которых описаны морфоло-
гические признаки нормальных сперматозоидов, а 
также определены различные типы морфологиче-
ских дефектов половых клеток [2, 3]. Исследования 
сперматозоидов, собранных с поверхности zona 
pellucida яйцеклетки, преодолевших цервикальный 
барьер, позволили определить критерии для спер-
матозоидов, рассматриваемых как морфологиче-
ски нормальные, которые описаны в «Руководстве 

______________________________________

1Дополнительные материалы размещены в электронном 
виде по doi статьи.
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ВОЗ по исследованию эякулята…» [2]. Согласно 
этому руководству, доля нормальных сперматозо-
идов ниже 4% рассматривается как тератозооспер-
мия. Различают неспецифическую (полиморфную) 
и специфическую (мономорфную) тератозооспер-
мию. В первом случае в образце эякулята встреча-
ется несколько типов морфологических аномалий 
сперматозоидов в различных соотношениях. Во 
втором случае в эякуляте представлен только ка-
кой-либо один тип морфологических аномалий 
сперматозоидов, либо представлено определенное 
сочетание аномалий разных типов [4, 5]. Считает-
ся, что неспецифическая тератозооспермия, кото-
рая отмечается в подавляющем большинстве слу-
чаев, обусловлена нарушением функционирования 
сперматогенного эпителия и семявыносящих пу-
тей в результате воздействия негативных факторов 
окружающей среды и образа жизни, а также раз-
личных андрологических заболеваний [6]. Одна-
ко полиморфная тератозооспермия может иметь и 
генетическое происхождение. Например, патоген-
ные варианты в генах FBXO43 [7], PNLDC1 [8] со-
провождаются 100%-ным присутствием в эякуля-
те аномальных сперматозоидов нескольких типов, 
включая аморфные, круглые, удлиненные, малень-
кие головки, короткие жгутики сперматозоидов.

Специфическая тератозооспермия встречается 
довольно редко (< 1% всех случаев тератозооспер-
мии), и ее причиной являются патогенные вари-
анты определенных генов, контролирующих спер-
матогенез [9]. К мономорфной тератозооспермии 
относится глобозооспермия (головки спермато-
зоидов округлой формы, без акросомы), макро-
зооспермия (головки сперматозоидов большого 
размера, часто с множественными жгутиками), 
множественные аномалии жгутика сперматозои-
дов (многочисленные сочетанные аномалии жгу-
тика, включающие короткие, закрученные жгу-
тики нерегулярной толщины), дисплазия фиброз-
ной оболочки жгутика сперматозоидов, ацефалия 
сперматозоидов.

Считается, что тератозооспермия является од-
ной из главных причин мужского бесплодия, по-
скольку морфологически аномальные сперма-
тозоиды не способны преодолеть естественный 
цервикальный барьер и достигнуть места опло-
дотворения. Кроме того, в ряде исследований по-
казано, что увеличение встречаемости морфоло-
гически аномальных сперматозоидов ассоцииро-
вано с увеличением фрагментации ДНК половых 
клеток [10, 11], уровня оксидативного стресса [12], 
частоты анеуплоидии. Эти нарушения также могут 
вносить вклад в снижение оплодотворяющей спо-
собности сперматозоидов у пациентов с тератозо-
оспермией, которое может наблюдаться как in vivo, 
так и при применении вспомогательных репродук-
тивных технологий (ВРТ) [13]. Влияние наруше-
ния морфологии сперматозоидов на фертильность 

обусловливает необходимость тщательного иссле-
дования молекулярно-генетических и физиологи-
ческих механизмов развития тератозооспермии, 
ее этиологических факторов. Известно, что мор-
фологические аномалии сперматозоидов возни-
кают главным образом в результате нарушений 
процесса спермиогенеза и в гораздо более редких 
случаях нарушения созревания сперматозоидов в 
эпидидимисах, которые возникают из-за патоген-
ных генетических вариантов или влияния средовых 
факторов. Спермиогенез – сложный многосту-
пенчатый процесс дифференцировки спермати-
ды, изначально имеющей морфологию типичной 
эукариотической клетки, в дифференцированный 
сперматозоид, имеющий видоспецифичную фор-
му. Процесс спермиогенеза включает четыре фазы 
– фазу Гольджи, фазу шапочки, фазу акросомы и 
фазу созревания [14]. В фазе Гольджи везикулы, 
которые отпочковываются от аппарата Гольджи, 
мигрируют к ядру и сливаются, образуя акросо-
мальный пузырек. Он в свою очередь прикрепля-
ется к ядру с помощью пластинки, образованной 
нитями актина, кератина 5 и миозина Va, которая 
называется акроплаксомой. Точное позициониро-
вание и прикрепление проакросомальных везикул 
обеспечивается целым рядом белков, включая бел-
ки Smap2, PICK1, Dpy19l2 и SUN5 [15]. Формиро-
вание аксонемы также начинается в фазе Гольджи 
с причаливания центросомы к ядерной мембране 
на стороне ядра, противоположной от акросомы, 
после чего происходит сборка микротрубочек ак-
сонемы [16]. На стадии шапочки акросомный пу-
зырек уплощается и охватывает переднюю часть 
ядра сперматиды. Ключевую роль в этом процессе 
играют белки ACRBP-V5 и Hrb [15]. Нити керати-
на 5 и ряд дополнительных белков образуют коль-
цо (marginal ring), расположенное на каудальном 
крае акроплаксомы, которое соединяет акросому 
с ядерной мембраной [38]. Процесс распростра-
нения акросомального пузырька по поверхности 
ядра опосредуется акроплаксомой благодаря нитям 
F-актина [17]. На стадии акросомы начинается уд-
линение ядра и формирование видоспецифичной 
формы головки. В начале этой фазы формируется 
манжета – временная структура, которая появляет-
ся, когда ядро начинает удлиняться, и разрушается, 
когда завершаются формирование ядра и конден-
сация хроматина. Манжета состоит из перинукле-
арного кольца, а также интеркалирующих нитей 
актина и микротрубочек, состоящих из альфа- и 
бета-тубулина. Внешне манжета напоминает юбоч-
ку, которая охватывает ядро. Функция манжеты за-
ключается в транспорте разнообразных белков по 
направлению к развивающемуся жгутику по нитям 
тубулина с помощью моторных белков, что имеет 
важнейшее значение для формирования жгути-
ка и конденсации ядра. Кроме того, манжета уча-
ствует в создании видоспецифичной формы ядра, 
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поскольку во время удлинения ядра кольцо акро-
плаксомы (marginal ring) и перинуклеарное кольцо 
манжеты постепенно уменьшают свой диаметр и 
движутся по направлению к жгутику сперматиды 
по поверхности ядра, оказывая на него давление, 
что способствует изменению формы [17, 18].

Наконец, на стадии созревания происходит за-
вершение удлинения сперматиды, и большая часть 
цитоплазмы и органелл сперматиды удаляется, 
формируя резидуальные тельца, которые затем 
фагоцитируются клетками Сертоли [14]. На ста-
дии созревания также происходит конденсация 
хроматина, которая начинается в конце фазы акро-
сомы [16]. В ходе конденсации хроматина проис-
ходит замещение гистонов сначала на транзитор-
ные белки, а затем на протамины (PRM1 и PRM2). 
Конденсация хроматина необходима для защиты 
ДНК сперматозоида при его транспорте через се-
мявыносящие пути и прохождении через половые 
пути самки, кроме того, корректное прохождение 
процесса конденсации хроматина необходимо для 
формирования сперматозоидов с нормальной фор-
мой головки. Следует отметить, что большое зна-
чение для формирования нормальной формы ядра 
будущего сперматозоида имеют клетки Сертоли, 
которые охватывают верхнюю треть ядра сперма-
тиды, оказывая координированное давление на 
нее. Специализированные, характерные только для 
клеток Сертоли, якорные межклеточные контакты, 
называемые apical ectoplasmic specialization (aES) 
[19], — это богатые актиновыми филаментами, а 
также специализированными белками структуры, 
формирующиеся между ЭПР клеток Сертоли и 
плазматической мембраной сперматид. Эти струк-
туры наряду с тубуло-бульбарным комплексом зая-
коривают развивающиеся сперматиды в углублени-
ях, образуемых цитоплазматическими выростами 
клеток Сертоли, обеспечивая корректную ориен-
тацию сперматид в пространстве [14]. Кроме того, 
предполагается, что нити F-актина образуют «об-
ручи» в цитоплазме цитоплазматических выростов 
клеток Сертоли, которые могут оказывать давление 
на ядро сперматиды [17] посредством быстрой по-
лимеризации и деполимеризации актиновых воло-
кон при участии белкового комплекса Arp2/3 и Fer 
киназы [16]. В то же время перинуклеарная тека и 
акроплаксома при участии специализированных 
белков, в частности SubH2B, RAB2A [15], ACTL9 
[20], ACTL7A [21], уравновешивают внешнее дав-
ление цитоплазматических выростов клеток Сер-
толи, способствуя образованию видоспецифичной 
формы ядра [15].

В настоящее время известно более 2000 генов, 
контролирующих сперматогенез [5]. Патогенные 
генетические варианты и аномальная экспрес-
сия некоторых из них могут лежать в основе на-
следственно обусловленной тератозооспермии 
[22]. Информация об этих генах необходима для 

выяснения причин тератозооспермии, оценки ри-
сков при проведении ВРТ, а также для понимания 
механизмов спермиогенеза. В настоящее время 
уделяется значительное внимание исследованию 
генетических вариантов, обусловливающих появ-
ление мономорфной тератозооспермии у человека, 
чему способствуют развитие и широкое использо-
вание методов полноэкзомного секвенирования. 
Кроме того, для многих морфологических син-
дромов созданы «мышиные модели», основанные 
на нокауте целевых генов-кандидатов [23]. К на-
стоящему времени получен значительный объем 
данных о молекулярно-генетических механизмах 
развития глобозооспермии [24], макрозооспермии 
[19], ацефалии сперматозоидов [25], множествен-
ных аномалий жгутика сперматозоидов [26].

Цель настоящей работы – обобщение и анализ 
современных данных о генетических вариантах, 
вызывающих тератозооспермию у человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Поиск информации в научной литературе

Информация о генах, ассоциированных с про-
явлением различных форм тератозооспермии у 
человека, извлекалась из экспериментальных и 
обзорных статей, индексированных в PubMed 
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) по состоянию на 
сентябрь 2023 г. При поиске информации исполь-
зовали поисковые запросы, описывающие тера-
тозооспермию в целом (teratozoospermia, abnormal 
sperm morphology) и различные формы мономор-
фной тератозооспермии, такие как глобозооспер-
мия (globozoospermia), множественные аномалии 
жгутика сперматозоидов (MMAF sperm, multiple 
morphological abnormalities of the sperm flagella), 
ацефалия сперматозоидов (acephalic spermatozoa 
syndrome) макрозооспермия (macrozoospermia), 
дисплазия фиброзной оболочки (dysplasia of the 
fibrous sheath sperm). Кроме того, информация о 
генах, связанных с проявлением тератозооспер-
мии, извлекалась из баз данных Malacards (https://
www.malacards.org/) [27], OMIM (https://www.omim.
org/), KEGG (https://www.kegg.jp/), CTD (http://
ctdbase.org/) [28], DisGeNET (https://www.disgenet.
org/), в которых содержатся сведения об ассоциа-
ции вариантов в определенных генах с различны-
ми заболеваниями человека. Поиск в базах данных 
проводился по ключевым словам teratozoospermia, 
abnormal sperm morphology. Кроме того, информа-
ция о генах, связанных с тератозооспермией, была 
получена с использованием программы ANDVisio 
[29]. Сведения об ассоциации каждого гена с те-
ратозооспермией, полученные из баз данных, ука-
занных выше, проверялись путем поиска публика-
ций в PubMed с использованием следующего по-
искового запроса: («teratozoospermia» OR «abnormal 
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sperm morphology») AND («официальный символ 
гена согласно базе данных https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/gene» OR «символ гена указанный в соот-
ветствующей БД») либо по ссылкам в самой базе 
данных. В настоящую статью включены только те 
гены, для которых найдены публикации, описы-
вающие взаимосвязь соответствующего гена с фе-
нотипическим проявлением тератозооспермии у 
человека.

Анализ данных

Информация о генах, извлеченная из литера-
турных источников, заносилась в специальную 
таблицу в файле MS Excel (табл. 1 Приложения). 
Указанная таблица содержит следующую инфор-
мацию: идентификационный номер, официаль-
ный символ, полное название гена согласно базе 
данных NCBI Gene (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
gene), обозначение одного или нескольких пато-
генных генетических вариантов, вызывающих те-
ратозооспермию, приведенное в соответствующей 
статье, тип тератозооспермии, PMID публикации, 
из которой была получена информация. В табли-
це приведены следующие типы тератозооспермии: 
ацефалия сперматозоидов, глобозооспермия, мно-
жественные аномалии жгутика сперматозоидов, 
дисплазия фиброзной оболочки жгутика сперма-
тозоидов, макрозооспермия, полиморфная тера-
тозооспермия, преобладание удлиненных головок 
сперматозоидов, преобладание грушевидных го-
ловок сперматозоидов, разрушение митохондри-
альной оболочки. Если в статье не приведены све-
дения о преобладающих типах морфологических 
аномалий сперматозоидов, то в поле «Тип терато-
зооспермии» содержится обозначение «Нет дан-
ных». Номенклатура генетических вариантов при-
ведена в соответствии с правилами Sequence Variant 
Nomenclature (https://varnomen.hgvs.org/).

Функциональная аннотация генов

Функциональная аннотация набора генов, 
представленных в табл. 1 Приложения, была прове-
дена с использованием интернет-ресурса Database 
for Annotation, Visualization and Integrated Discovery 
(DAVID версия 2021 https://david.ncifcrf.gov/). Дан-
ный ресурс позволяет получить списки генов, ан-
нотированных для каждого термина генной онто-
логии, и выявить термины, наиболее тесно ассо-
циированные с исследуемым набором генов. FDR 
(false discovery rate) = 0,05 для каждого термина ис-
пользовался в качестве порогового значения, ха-
рактеризующего статистическую значимость пре-
вышения (обогащения) наблюдаемого числа ас-
социаций исследуемых генов с этим термином по 
сравнению с ожидаемым числом ассоциаций.

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ  
АННОТАЦИЯ ГЕНОВ, СВЯЗАННЫХ  

С ТЕРАТОЗООСПЕРМИЕЙ У ЧЕЛОВЕКА
Анализ литературных источников, индексиро-

ванных в PubMed, позволил получить информа-
цию о 109 генах, 263 патогенных варианта которых 
вызывают тератозооспермию у человека. Инфор-
мация об этих патогенных генетических вариантах 
приведена в табл. 1 Приложения. При этом пато-
генные варианты 41 гена вызывают синдром мно-
жественных аномалий жгутика сперматозоидов, 16 
генов – дисплазию фиброзной оболочки жгутика 
сперматозоидов, 14 генов –глобозооспермию, па-
тогенные варианты в девяти генах приводили к 
ацефалии сперматозоидов. Полиморфная терато-
зооспермия оказалась связана с полиморфизмами 
в 25 генах. Списки этих генов приведены в табл. 
1. Кроме того, патогенные генетические варианты 
некоторых генов вызывали макрозооспермиию (2 
гена – AURKC и ZMYND15) и нарушение ультра-
структуры митохондриальной оболочки (M1AP), 
преобладание в образцах эякулята испытуемых уд-
линенных (WDR12 и SLC26A8) и грушевидных го-
ловок сперматозоидов (CC2D1B).

Перечисленные выше гены регулируют множе-
ство биологических процессов, которые так или 
иначе вовлечены в спермиогенез. Чтобы обобщить 
эту информацию, можно провести функциональ-
ную аннотацию полученного набора генов, т.е. по-
лучить список терминов генной онтологии, кото-
рые статистически значимо связаны с исследуемым 
набором генов, что позволяет понять, какие биоло-
гические процессы регулируют изучаемые гены и 
в каких клеточных структурах эти процессы лока-
лизованы. Результаты функциональной аннотации 
приведены в табл. 2.

Как видно из табл. 2, общими для генов, отвеча-
ющих за формирование всех типов тератозооспер-
мии, являются термины, описывающие процесс 
сперматогенеза, такие как male gamete generation 
(GO:0048232), spermatogenesis (GO:0007283). gamete 
generation(GO:0007276). Однако термины, описы-
вающие процессы, отвечающие за сборку (cilium 
assembly, axoneme assembly, axonemal dynein complex 
assembly) ресничек и жгутиков, обеспечение их 
подвижности (flagellated sperm motility, sperm motility, 
cilium-dependent cell motility, cilium movement), орга-
низацию микротрубочек (microtubule cytoskeleton 
organization) и внутриклеточный транспорт 
(microtubule-based protein transport, protein transport 
along microtubule), являются специфичными для на-
бора генов, связанных с проявлением множествен-
ных аномалий жгутика сперматозоидов и диспла-
зии фиброзной оболочки жгутика сперматозоидов. 
Только с данными синдромами связаны процессы, 
локализованные в структурах цитоскелета жгути-
ков (polymeric cytoskeletal fiber, axonemal dynein com-
plex, microtubule cytoskeleton, inner dynein arm, outer 
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dynein arm, dynein complex). Термины, характеризу-
ющие процессы формирования акросомы (acro-
some assembly) и секреторных гранул внутри клет-
ки (secretory granule organization), а также процесс 
оплодотворения (single fertilization, fertilization), яв-
ляются специфичными для набора генов, ассоции-
рованных с полиморфной тератозооспермией. Для 
генетически обусловленной полиморфной терато-
зооспермии характерными являются процессы, 
локализованные во внутриклеточных органеллах 
(intracellular organelle) и структурах актинового ци-
тоскелета (actin cytoskeleton). Таким образом, про-
веденная функциональная аннотация генов, па-
тогенные варианты которых вызывают различные 
формы тератозооспермии, показала, что каждый 
тип тератозооспермии обусловлен нарушением 
специфических биологических процессов в ходе 
сперматогенеза. Однако те или иные термины, 
описывающие процессы, связанные с организаци-
ей и функционированием цитоскелета (microtubule 
cytoskeleton organization, microtubule-based protein 
transport, protein transport along microtubule, secretory 
granule organization), являются общими для поли-
морфной тератозооспермии и синдрома МАЖС. 

Кроме того, интересно отметить, что термин, ха-
рактеризующий формирование акросомы (acro-
some assembly), оказался значимо связан с набором 
генов, патогенные варианты в которых вызывают 
полиморфную тератозооспермию, что свидетель-
ствует о том, что структуры цитоскелета и внутри-
клеточные процессы, обеспечивающие формиро-
вание акросомы, необходимы и для морфогенеза 
остальных структур сперматозоида.

Далее будут подробно рассмотрены молекуляр-
но-генетические механизмы регуляции некоторых 
наиболее распространенных типов специфиче-
ской (мономорфной) тератозооспермии. Следу-
ет отметить, что полиморфная тератозооспермия 
– гетерогенное по своей природе заболевание, 
причиной которого являются как средовые, так и 
генетические факторы. Хотя имеется ряд публика-
ций, в которых описаны патогенные генетические 
варианты, вызывающие полиморфную тератозоо-
спермию, следует отметить, что молекулярно-ге-
нетические механизмы формирования полиморф-
ной тератозооспермии изучены значительно хуже, 
чем мономорфной тератозооспермиии. Подробное 
рассмотрение генетических вариантов, вызыва-

Таблица 1. Список генов, патогенные варианты которых вызывают некоторые формы тератозооспермии

Тип тератозооспермии Описание Список генов

Глобозооспермия 70–100% сперматозоидов имеют 
круглые головки без акросомы

CCNB3,CHPT1, SPACA1, CCDC62, C2CD6, 
GGN, SPACDR, PICK1, AGFG1, DPY19L2, 

TEKT3, PIWIL4, ZPBP, SPATA16

Множественные  
аномалии жгутика 

сперматозоидов

70–100% сперматозоидов имеют 
многочисленные сочетанные  

аномалии жгутика, включающие 
короткие, закрученные жгутики 

нерегулярной толщины

AKAP4, CEP135, QRICH2, ARMC2, 
CFAP65, CFAP91, CFAP251, CFAP43, 

CFAP44, CFAP69, AK7, FSIP2, TTC21A, 
DNAH17, SPEF2, DZIP1, DNAH10, IFT74, 

BRWD1, CFAP61, CFAP70, CFAP47, 
DNAH8, CFAP58, CCDC34, DNALI1, 

CFAP74, CCDC39, DNAH2, DNAH1, SPAG6, 
TTC29, DNHD1, WDR19

Дисплазия  
фиброзной  
оболочки  
жгутика 

сперматозоидов

100% сперматозоидов  
характеризуются короткими  

гутиками нерегулярной толщины

QRICH2, CFAP43, CFAP44, CFAP58, 
DNAH2, DNAH1, AKAP4, SPPL2C, TPTE2, 
MDC1, DNAH6, DRC1, ATP2B4, CEP350, 

CEP290, GAPDHS

Синдром ацефалии 
сперматозоидов

У 90–100% сперматозоидов головка 
отделена от жгутика

SPATC1L, SPATA20, TSGA10, CEP112,  
PMFBP1, HOOK1, BRDT, SUN5

Полиморфная 
тератозооспермия

96–100% сперматозоидов имеют 
морфологические аномалии  

нескольких типов – аморфные  
головки, аномалии акросомы,  

акуализированные головки и т. д.

KIAA1210, IQCN, PNLDC1, GCNA, 
FBXO43, DNAH6, ZPBP, CATIP, FKBP6, 
IFT140, KATNAL2, BSCL2, SEPTIN12, 
SPATA16, CCIN, ACTL9, DRC1, USP26, 

ACTL7A, PRSS55, SOHLH1, CT55, 
DNAJB13, KCNU1, SSX1, TAF7L

Примечание. Символы генов приведены с соответствии с NCBI Gene (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). Жирным шриф-
том выделены гены, патогенные варианты которых вызывают развитие тератозооспермии нескольких типов.
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ющих полиморфную тератозооспермию, и меха-
низмов ее формирования выходит за рамки на-
стоящего обзора и будет предметом дальнейших 
публикаций.

ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ВАРИАНТЫ, 
ОБУСЛОВЛИВАЮЩИЕ ВОЗНИКНОВЕНИЕ 
МОНОМОРФНОЙ ТЕРАТОЗООСПЕРМИИ

Глобозооспермия

Описание фенотипа и распространенность
Глобозооспермия является формой тератозоо-

спермии, при которой в эякуляте обнаруживаются 
сперматозоиды, не имеющие акросомы, с головка-
ми округлой формы, реже аморфными головками. 
Зачастую сперматозоиды пациентов с глобозоо-
спермией имеют и другие морфологические ано-
малии, в частности закрученный вокруг головки 
жгутик и цитоплазматическую каплю большого 
размера вокруг головки и жгутика [30,31], но эти 
дефекты не являются специфичными только для 
глобозооспермии. Выделяют глобозооспермию 
первого типа, при которой 100% сперматозоидов 
обладают описанными выше морфологическими 
особенностями, и глобозооспермию второго типа 
(частичную глобозооспермию), при которой 50–
90% сперматозоидов не имеют акросомы, а их го-
ловки могут быть округлыми или аморфными [32].

Генетические варианты, вызывающие глобозоо-
спермию. К настоящему времени в литературе об-
наружены сведения о 14 генах, патогенные вариан-
ты в которых вызывают глобозооспермию у чело-
века (см. табл. 1, табл. 1 Приложения). Патогенные 
варианты в генах DPY19L2 и SPATA16 наиболее ча-
сто встречаются у пациентов с глобозооспермией 
и описаны в нескольких современных обзорах [24, 
33]. Патогенные варианты в гене DPY19L2 ответ-
ственны за 70% случаев глобозооспермии перво-
го типа у человека [34]. Белок, кодируемый геном 
DPY19L2, является трансмембранным белком, ко-
торый локализован на внутренней ядерной обо-
лочке развивающейся сперматиды. Белок необхо-
дим для формирования белковых мостиков между 
ядром и акроплаксомой и взаимодействует с бел-
ками SUN5 и KASH, входящими в комплекс LINC, 
который обеспечивает взаимодействие цитоскеле-
та в цитозоле и микротрубочек, входящих в состав 
нуклеоплазмы [33]. Взаимодействие между акро-
плаксомой и ядром имеет важнейшее значение 
для удлинения ядра сперматиды и присоединения 
акросомного пузырька к ядру [17], поэтому спер-
матозоиды у мышей, нокаутных по гену Dpy19l2, 
имеют головки округлой формы без акросомы [35].

Белок, кодируемый геном SPATA16, локали-
зован на мембранах аппарата Гольджи и проа-
кросомальных везикул. Известен ряд патогенных 

вариантов в этом гене, вызывающих глобозоо-
спермию у человека, которые включают делеции 
экзона 2 [36] и части экзона 1 [34], а также замену 
848G>A [37]. Интересно, что введение в этот ген 
замены, аналогичной 848G>A, с помощью техно-
логии CRISPR/Cas 9, не приводило к потере фер-
тильности и глобозооспермии у подопытных мы-
шей, а удаление экзона 4 гена Spata16 вызывало у 
них блокаду спермиогенеза и бесплодие, но не гло-
бозооспермию [38]. Вероятно, разные патогенные 
варианты одного и того же гена имеют различное 
влияние на структуру белка и соответственно раз-
личные последствия для сперматогенеза.

Белок, кодируемый геном SPACA1, распола-
гается на внутренней акросомальной мембране 
сперматид и, взаимодействуя с актино-подобным 
белком 7А (ACTL7A), участвует в прикреплении 
акросомального пузырька к акроплаксоме [33]. 
Патогенный вариант (NM_030960.2: c.53G>A; p. 
Trp18*) в этом гене был обнаружен у двух братьев 
из кровнородственной китайской семьи, страдаю-
щих глобозооспермией типа 1 [39]. Мыши, нокаут-
ные по гену Spaca1, характеризуются сперматозои-
дами с головками округлой формы, уменьшенным 
размером акросомы, а также жгутиками, закру-
ченными вокруг головки, нарушением строения 
митохондриального аппарата, эктопической лока-
лизацией жгутика. Отсутствие белка SPACA1 при-
водит к нарушению формирования акроплаксомы 
и соответственно удлинению ядра развивающейся 
сперматиды [38].

Гомозиготная замена с.21657G>A гена PICK1 
была обнаружена у одного из трех пациентов, 
страдающих глобозооспермией типа 1 [40], однако 
в литературе нет сведений о наличии других пато-
генных вариантов этого гена, приводящих к гло-
бозооспермии. Мыши, нокаутные по этому гену, 
характеризовались фрагментацией акросомы и 
нарушением удлинения ядра на ранних стадиях 
спермиогенеза, вероятно, в результате нарушения 
почкования проакросомальных везикул [41].

Установлено наличие ряда патогенных вариан-
тов в гене ZPBP у пациентов с глобозооспермией 
[42, 43]. Белок, кодируемый геном ZPBP, распола-
гается на внутренней акросомальной мембране и, 
вероятно, необходим для корректной сборки бел-
ков матрикса проакросомальных пузырьков и их 
компактизации во время формирования акросомы. 
Сперматозоиды мышей, нокаутных по этому гену, 
имеют головки округлой формы [44].

Патогенный вариант в гене CCDC62 (гомозигот-
ная замена c.442C>T; p.Gln148∗) обнаружен у двух 
неродственных пациентов с глобозооспермией в 
исследовании Oud с соавт. [42]. Мыши, нокаутные 
по гену Ccdc62, имели сперматозоиды с аморфной 
головкой и закрученным жгутиком [45]. Авторы 
показали, что белок CCDC62 взаимодействует с 
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белком GOPC, необходимым для транспорта про-
акросомальных везикул и, как предполагается, мо-
дулирует его функцию, хотя точная функция белка 
CCDC62 остается неизвестной.

П а т о г е н н ы е  в а р и а н т ы  г е н о в  CC N B 3 
( N M _ 0 3 3 0 3 1 . 3 : c . 1 8 6 2 d u pT ) ,  C H P T 1 
( N M _ 0 2 0 2 4 4 . 3 : c . 7 1 4 d u p ) ,  P I W I L 4 
(NM_152431.3:c.1861G>A и с.2503C>A) обнаруже-
ны у пациентов с глобозооспермией в исследова-
нии Li с соавт. [46], которое включало экзомное 
секвенирование пациентов из Китая с глобозоо-
спермией. В литературе более не найдено упоми-
наний о влиянии генетических вариантов в этих 
генах на морфологию сперматозоидов у человека. 
Нарушение экспрессии гена циклина В3 (CCNB3) 
сопровождалось появлением аномалий формы го-
ловки у лабораторных мышей. Этот ген экспресси-
руется в мейозе на стадиях лептотены и зиготены, 
но его точная роль в спермиогенезе не установлена 
[47]. Для генов CHPT1, PIWIL4 к настоящему вре-
мени не проводилось исследований, касающихся 
их роли в морфогенезе сперматозоидов.

Делеция (c.259del) в гене SPACDR (также извест-
ного как C7orf61) была идентифицирована у паци-
ента с глобозооспермией в единственном исследо-
вании [42], и к настоящему времени не описано 
животных моделей глобозооспермии с нарушени-
ем функционирования этого гена. Продукт этого 
гена локализован в акросоме [42], но его функция 
в спермиогенезе остается невыясненной к настоя-
щему времени.

Несколько патогенных вариантов в гене AGFG1 
(также известном как HRB) были идентифициро-
ваны у пациентов с глобозооспермией [48]. Мыши 
с инактивированным геном Hrb являются одной 
из моделей глобозооспермии [43], однако иссле-
дование, упомянутое выше, является единствен-
ным, которое показало влияние вариантов гена 
HRB на морфологию сперматозоидов у человека. 
Белок HRB локализован на поверхности проакро-
сомальных пузырьков и необходим для их слияния 
при образовании акросомы [17].

Замена (c.338A>G) в гене C2CD6 была обнару-
жена у пациента с глобозооспермией типа 2 [42]. 
Белок, кодируемый этим геном, согласно данным 
анализа сети белковых взаимодействий STRING, 
взаимодействует с белками APTA16 и ZPBP важ-
ными для формирования акросомы [33], но его 
точная роль в процессе спермиогенеза остается не 
выясненной.

Делеция в экзоне 1 (c.1271del) [42] и делеция в 
экзоне 3 (c.416_437del) [49] были обнаружены у па-
циентов с глобозооспермией типа 2. Белок GGN 
экспрессируется в семенниках и локализован в 
сперматоцитах на стадии поздней пахитены и кру-
глых сперматидах, но его роль в спермиогенезе 

остается неясной, нет также сведений о животных, 
нокаутных по этому гену.

Более 9 0% сперматозоидов у пациен-
тов с патогенными вариантами в гене TEKT3 
(c.543_547delinsTTGAT:p.Glu182∗, c.548G>A; 
c.752A>C) имели сперматозоиды с гипоплазией 
акросомы [50]. Отсутствие или недостаточное раз-
витие акросомы является характерным морфоло-
гическим признаком глобозооспермии наряду с 
круглыми головками, однако авторы не описыва-
ют форму головок сперматозоидов. Мыши, нокаут-
ные по гену Tekt3, имели нормальную морфологию 
головок сперматозоидов, но сниженную подвиж-
ность и структурные нарушения жгутика сперма-
тозоидов [51]. Имеющиеся в литературе данные 
свидетельствуют о важной роли тектина 3, а также 
других тектинов в формировании структуры жгу-
тика и обеспечении подвижности сперматозоидов 
[50], однако белок TEKT3 необходим для нормаль-
ного формирования акросомы.

Синдром множественных аномалий жгутика 
сперматозоидов и дисплазия фиброзной 

оболочки жгутика сперматозоидов

Описание фенотипа и распространенность. Син-
дром множественных аномалий жгутика сперма-
тозоидов (МАЖС) – форма астенотератозооспер-
мии, при которой большинство сперматозоидов в 
эякуляте неподвижны и имеют различные анома-
лии строения жгутика – изгиб (ось жгутика обра-
зует угол более 90○ по отношению к длинной оси 
головки сперматозоида), закрученные, короткие 
жгутики, жгутики нерегулярной толщины или их 
отсутствие [26, 52]. Какие-либо из этих аномалий 
наблюдаются в 60–100% сперматозоидов у паци-
ентов с МАЖС. Частота возникновения синдрома 
МАЖС в настоящее время неизвестна, поскольку 
подсчет встречаемости различных морфологиче-
ских аномалий сперматозоидов и их ультраструк-
турное исследование необходимы для диагности-
ки данного синдрома, но эти трудоемкие методы 
редко используются в клинической практике [53]. 
Следует также отметить, что тератозооспермия с 
преобладанием в эякуляте сперматозоидов с корот-
кими жгутиками нерегулярной толщины выделя-
ется рядом авторов [54, 55] в отдельный тип тера-
тозооспермии – дисплазию фиброзной оболочки 
жгутика сперматозоидов (ДФОЖС), поскольку ха-
рактерным признаком данного синдрома является 
наличие выраженных ультраструктурных аномалий 
именно фиброзной оболочки жгутика – наличие 
утолщенных многослойных колец вокруг аксоне-
мы, нарушение расположения латеральных колонн 
(lateral columns) и наружных плотных волокон [6]. 
Однако другие авторы считают ДФОЖС частным 
случаем синдрома МАЖС, поскольку оба эти син-
дрома имеют сходные ультраструктурные признаки 
[26, 52].
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Генетические варианты, вызывающие синдром 
множественных аномалий жгутика сперматозоидов 
и дисплазию фиброзной оболочки жгутика сперма-
тозоидов. К настоящему времени выявлены пато-
генные варианты 41 гена, которые ассоциированы 
с возникновением синдрома МАЖС (см. табл. 1, 
табл. 1 Приложения). Это гены, которые кодиру-
ют белки, входящие в состав центральной пары 
микротрубочек (SPEF2, SPAG6, CFAP69), внеш-
них динеиновых ручек (DNAH8, DNAH17, CFAP43, 
CFAP44, CCDC39, CCDC40), радиальных спиц 
(CFAP61, CFAP91, CFAP206, CFAP251), внутрен-
них динеиновых ручек (DNAH1, DNAH2, DNAH6, 
DNAH7, DNAH10, WDR63), белки, участвующие в 
сборке жгутика (TTC21A, TTC29, WDR19, IFT74, 
ARMC2, CCDC34, DNHD1, QRICH2), центросомы 
(CEP135, DZIP1), фиброзной оболочки жгутика 
(FSIP2, AKAP3, AKAP4), наружных плотных воло-
кон (ODF2, CFAP58), а также другие белки (AK7, 
CFAP47, CFAP65, CFAP70, CFAP74 BRWD1, STK33, 
USP26, DRC1), необходимые для транспорта моле-
кул по микротрубочкам жгутика [52]. Поскольку 
структура жгутика сперматозоидов сходна с тако-
вой для ресничек, покрывающих поверхность кле-
ток многих других тканей организма – эпителия 
дыхательных путей, желудочков мозга и т.д., пато-
генные варианты некоторых генов (SPEF2, DRC1, 
DNAH8, CFAP61, DNAH1, DNAH2, DNAH6, DNAH7, 
WDR63, , CCDC39, CCDC40, AK7, CFAP47, BRWD1) 
вызывают не только МАЖС, но и синдром, на-
зываемый первичной цилиарной дискинезией 
(ПЦД), для которого, помимо МАЖС, характерны 
частые заболевания дыхательных путей, отставание 
в физическом развитии, изменение концевых фа-
ланг пальцев, обратное расположение внутренних 
органов [56]. Первичная цилиарная дискинезия в 
ряде случаев ассоциирована с синдромом множе-
ственных аномалий жгутика сперматозоидов [57]. 
Подробная информация о функции, механизмах 
фенотипического проявления генов, связанных с 
синдромом МАЖС, изложена в нескольких совре-
менных обзорах [26, 52], поэтому в настоящей ра-
боте мы не будем останавливаться на этих вопро-
сах. Однако интересно отметить, что некоторых 
генов  могут вызывать не только синдром МАЖС, 
но и аномалии головки, приводя к развитию по-
лиморфной тератозооспермии. В частности, у па-
циентов с патогенными вариантами (c.2454A>T 
и c.7706G>A) в гене DNAH6 отмечались сперма-
тозоиды с круглыми головками и ацефалические 
сперматозоиды [58]. Другие патогенные варианты 
этого же гена (c.5264C>T и c.8726A>G) приводили 
к развитию полиморфной тератозооспермии, при 
которой в эякуляте преобладали закрученные жгу-
тики сперматозоидов, а также аморфные и вытяну-
тые головки [59]. В статье [60] сообщается о разви-
тии классического синдрома МАЖС у пациентов с 
патогенными вариантами гена DNAH6 (c.6582 C> 

A, c.11258 G> A), но нет сведений о представлен-
ности других типов морфологических дефектов 
сперматозоидов. Было показано, что патогенный 
вариант (NM_145038.5:c.1296 G>A) гена DRC1 вы-
зывает только развитие синдрома МАЖС [61], од-
нако другие патогенные варианты (NM_145038.5: 
c.C1660>T и NM_145038.5: c.C238>T) того же гена 
приводят к развитию полиморфной тератозооспер-
мии, при которой отмечаются морфологические 
аномалии как жгутика, так и головки сперматозо-
идов [62]. Таким образом, патогенные варианты в 
генах, кодирующих белки, связанные с функцио-
нированием микротрубочек, могут затрагивать не 
только сборку структур жгутика сперматозоидов, 
но и морфогенез головки.

Патогенные варианты ряда генов (AKAP3, 
AKAP4 DNAH1, DNAH2, CFAP43, CFAP44, CFAP58, 
CCDC40, QRICH2) описаны как вызывающие син-
дром ДФОЖС [55, 63], однако для этих же генов 
имеются патогенные варианты, вызывающие син-
дром МАЖС. Кроме того, исследование [55], вклю-
чавшее секвенирование экзомов у девяти пациен-
тов из Аргентины и 12 пациентов из Австралии, 
страдавших ДФОЖС, позволило выявить патоген-
ные варианты генов SPPL2C (c.634C>T), ATP2B4 
(c.376G>C) CEP350 (c.229A>G) CEP290 (c.5998A>G 
и c.1092T>G) TPTE2 (c.715C>T) MDC1 (c.472C>T 
и c.2134C>T), которые вызывают ДФОЖС, но ра-
нее не были выявлены у пациентов, страдающих 
МАЖС. Нокаут гена Sppl2c приводит к потере уд-
линенных сперматид и сниженной подвижности 
сперматозоидов у самцов мышей [64]. Белок, ко-
дируемый этим геном, – протеаза, участвует в ре-
гуляции транспорта и слияния везикул, взаимодей-
ствуя с белками SNARE, обеспечивающими слия-
ние внутриклеточных транспортных везикул [65].

Ацефалия сперматозоидов

Описание фенотипа и распространенность.Аце-
фалия сперматозоидов – это форма тератозоо-
спермии, при которой в 90–100% сперматозоидов 
в эякуляте головка отделена от жгутика. Головки 
зачастую фагоцитируются при транспорте сперма-
тозоидов в эпидидимисе, и тогда в эякуляте пред-
ставлены главным образом жгутики, лишенные 
головок, c маленькой цитоплазматической капель-
кой на конце (pin heads, булавовидные головки) и 
лишь иногда головки без жгутика. Шейка сперма-
тозоида (в англоязычной литературе именуемая 
как head–tail coupling apparatus, HTCA), состоит из 
проксимальной и дистальной центриолей, а так-
же капитулума. Все эти структуры окружены сна-
ружи сегментированными колонками. Капитулум 
покрывает проксимальную центриоль со сторо-
ны головки сперматозоида и связан с базальной 
пластинкой, располагающейся в имплантацион-
ной ямке головки сперматозоида, соединяя голов-
ку и шейку. В зависимости от ультраструктурных 
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дефектов шейки сперматозоида ацефалию спер-
матозоидов подразделяют на тип 1 (отсутствие со-
единения между двумя центриолями), тип 2 (отсут-
ствие соединения между проксимальной центрио-
лью и головкой сперматозоида) и тип 3, который 
проявляется как нарушения соединения между 
дистальной центриолью и средней частью сперма-
тозоида [66, 67].

Генетические варианты, вызывающие ацефалию 
сперматозоидов. В настоящее время описаны па-
тогенные варианты в девяти генах, приводящие к 
ацефалии сперматозоидов (табл. 1 Приложения). 
Первым геном, для которого показана связь с аце-
фалией сперматозоидов, был SUN5, целый ряд па-
тогенных вариантов которого выявлен у мужчин 
с ацефалией сперматозоидов [68]. Этот ген, от-
ветственный примерно за 40% случаев ацефалии 
сперматозоидов, кодирует трансмембранный бе-
лок, играющий важную структурную роль в HTCA. 
Этот белок также необходим для формирования 
ядерной оболочки в ходе спермиогенеза [69]. Бе-
лок SUN5 принадлежит к семейству белков SUN, 
главная функция которых заключается в обеспече-
нии взаимосвязи между цитоскелетом ядра клетки 
и цитоскелетом в ее цитозоле. Белки SUN входят в 
состав белкового комплекса LINC совместно с бел-
ками семейства KASH (Nesprin1–Nesprin4). Пока-
зано, что белок SUN5 взаимодействует с Nesprin3 и 
белком наружной фиброзной оболочки спермато-
зоидов ODF1, образуя совместно с ними триплет-
ную структуру, которая необходима для прикре-
пления шейки сперматозоида к его головке [70]. 
Самцы мышей, нокаутных по этому гену, бесплод-
ны и характеризуются наличием ацефалии сперма-
тозоидов и глобозооспермией [71].

Ген PMFBP1, патогенные варианты которого 
встречаются в 30% случаев ацефалии спермато-
зоидов, кодирует протеин, который во взаимо-
действии с белками SUN5 и SPATA6 участвует в 
формировании HTCA [72]. Известно несколько 
патогенных вариантов гена PMFBP1, которые вы-
зывают  ацефалию сперматозоидов у человека [73]. 
Мыши, нокаутные по гену PMFBP1, характери-
зуются ацефалией сперматозоидов, а также изме-
нением содержания 159 различных белков в спер-
матозоидах, которые ассоциированы с терминами 
генной онтологии, описывающими везикулярный 
транспорт в комплексе Гольджи [74].

Продукт гена TSGA10, локализованный преи-
мущественно в жгутике и средней части сперма-
тозоида, играет важную роль в организации и по-
зиционировании центриолей, а также сборке ми-
тохондриальной оболочки сперматозоида. Самцы 
мышей, нокаутных по этому гену, бесплодны из-за 
тотальной астенозооспермии [75]. Найдена деле-
ция (NM_182911:exon7:c.211delG:p.A71Hfs*1) в этом 
гене, приводящая к ацефалии сперматозоидов у че-
ловека [76].

Белок, кодируемый геном BRDT, является 
транскрипционным фактором, регулирующим ак-
тивность генов, вовлеченных в перестройку хрома-
тина и внутриклеточный транспорт. Патогенный 
вариант этого гена (NM_207189:exon19:c.G2783>A) 
у человека вызывал ацефалию сперматозоидов и 
изменение экспрессии более 900 генов, вовлечен-
ных в регуляцию внутриклеточного транспорта и 
организации хроматина [77].

Мужчины с патогенным вариантом гена HOOK1 
(p.Q286R) характеризовались ацефалией сперма-
тозоидов и нарушением ультраструктуры имплан-
тационной ямки и базальной пластинки сперма-
тозоидов [78]. Белок HOOK1 связывается с ми-
кротрубочками цитоскелета и внутриклеточными 
органеллами и участвует во внутриклеточном 
транспорте, включая транспорт белков по микро-
трубочкам манжеты развивающейся сперматиды 
[79]. Развитие ацефалии сперматозоидов у людей 
с данным патогенным вариантом гена HOOK1 сви-
детельствует о важности транспорта белков по ми-
кротрубочкам манжеты для нормального формиро-
вания HTCA и жгутика сперматозоида.

Белок, кодируемый геном CEP112, является 
важным структурным компонентом центросомы, 
и патогенные варианты (c.496C>T, c.2074C>T, 
c.2104C>T) в этом гене обнаружены у двух пациен-
тов с ацефалией сперматозоидов [80].

Продукт гена SPATC1L локализован в центро-
сомах круглых сперматид и шейке зрелых сперма-
тозоидов и увеличивает активность серин-треони-
новой протеинкиназы А, которая является одним 
из основных регуляторов процесса спермиогенеза. 
Кроме того, этот белок необходим и для обеспече-
ния стабильности HTCA; для мышей, нокаутных 
по гену Spatc1l, характерны ацефалические спер-
матозоиды [81]. Патогенные варианты этого гена 
(c.910C>T:p.Arg304Cys и c.994G>T:p.Glu332X) 
были обнаружены у пациента с ацефалией сперма-
тозоидов [82].

Патогенный вариант (c.619C>T) в гене SPATA20 
выявлен у пациента с ацефалией сперматозоидов; 
мыши, нокаутные по этому гену, также характе-
ризовались ацефалией сперматозоидов. При этом 
патогенный вариант в гене SPATA20 вызывал не 
только отсутствие его экспрессии, но и снижение 
уровня белка SPATA6, а также нарушение ультра-
структуры шейки сперматозоидов, что свидетель-
ствует о необходимости взаимодействия этих бел-
ков в обеспечении стабильной структуры HTCA 
[83]. Кроме того, описан другой патогенный ва-
риант (c.1957T>A) этого гена у пациента с частич-
ной глобозооспермией и небольшим числом аце-
фалических сперматозоидов [84]. Белок, кодируе-
мый этим геном, принадлежит к семейству белков 
SPATA, которые экспрессируются преимуществен-
но в семенниках и играют исключительно важную 
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роль в сперматогенезе и оплодотворении, форми-
ровании акросомы, сборке митохондриальной обо-
лочки, удалении цитоплазмы во время спермиоге-
неза, обеспечении подвижности сперматозоидов 
[85]. Полученные данные свидетельствуют также 
о важности одного из белков этого семейства для 
нормального формирования шейки сперматозоида.

Макрозооспермия

Описание фенотипа и распространенность. Ма-
крозооспермия – тип мономорфной тератозоо-
спермии, встречающийся менее чем в 1% случаев 
мужского бесплодия, при которой 95–100% спер-
матозоидов в эякуляте имеют аморфные головки 
аномально большого размера и несколько жгути-
ков [9].

Генетические варианты, вызывающие макрозо-
оспермию сперматозоидов. В подавляющем боль-
шинстве случаев макрозооспермия обусловлена 
патогенными вариантами в гене AURKC. Этот ген 
кодирует белок Aurora Kinase C, который являет-
ся членом семейства киназ Aurora и необходим 
для разрушения синаптонемного комплекса и рас-
хождения хромосом во время мейоза [86], поэтому 
большинство аномальных сперматозоидов у па-
циентов с макрозооспермией имеют диплоидный 
набор хромосом [9]. В настоящее время известно 
шесть патогенных вариантов гена AURKC, вызы-
вающих макрозооспермию: c.144delC, c.744C>A, 
c.686G>A, c.436-2A>G [87], c.572C>T [88], 
c.269G>A [89]. Мыши, нокаутные по гену Aurkc, 
характеризуются снижением фертильности и де-
фектами сперматозоидов, включающими наруше-
ние конденсации хроматина, отсутствие акросомы 
и аномальную форму головок [90].

Кроме того, у пациента, страдающего олигозо-
оспермией и макрозооспермией, был выявлен па-
тогенный вариант (c.1520_1523del) гена ZMYND15 
[91]. Белок, кодируемый этим геном, подавляет 
экспрессию ряда генов, которые в норме экспрес-
сируются только на поздних стадиях сперматогене-
за. Инактивация гена Zmynd15 у мышей приводила 
к ранней активации экспрессии генов Prm1, Tnp1, 
Spem1, Catsper3, потере сперматид и азооспермии 
[92]. Обнаружен ряд патогенных вариантов гена 
ZMYND15, вызывающих азооспермию у человека 
[91]. Результаты этих исследований показывают, 
что разные патогенные варианты одного и того же 
гена могут приводить к различным фенотипиче-
ским проявлениям.

ОБСУЖДЕНИЕ
Спермиогенез – сложный многоступенчатый 

процесс дифференцировки сперматиды, изначаль-
но имеющей морфологию типичной эукариотиче-
ской клетки, в дифференцированный сперматозо-
ид, имеющий видоспецифичную форму. Данный 

процесс требует координированного взаимодей-
ствия множества белков и экспрессии множества 
генов. Патогенные варианты любого из этих генов 
могут приводить к нарушениям процесса сперми-
огенеза и появлению различных морфологических 
дефектов сперматозоидов, а также снижению под-
вижности сперматозоидов из-за структурных ано-
малий жгутика или повышению уровня фрагмен-
тации ДНК сперматозоидов вследствие нарушения 
процесса компактизации хроматина.

В результате проведенного анализа литерату-
ры найдены сведения о 109 генах, патогенные ва-
рианты которых вызывают различные формы те-
ратозооспермии у человека. Учитывая сложность 
процесса спермиогенеза, следует ожидать, что дан-
ный список генов не является исчерпывающим. 
Следовательно, поиск новых генов, вовлеченных 
в контроль морфологии сперматозоидов у чело-
века, а также поиск новых патогенных вариантов 
в уже известных генах являются актуальной зада-
чей. Упростить ее может понимание биологических 
процессов, которые лежат в основе морфогенеза 
сперматозоидов. Результаты анализа литературы, 
а также функциональной аннотации полученного 
набора генов, для которых уже выявлены патоген-
ные варианты, приводящие к формированию тера-
тозооспермии у человека, показывают, что каждая 
форма тератозооспермии обусловлена нарушени-
ем специфических биологических процессов в ходе 
сперматогенеза. Однако процессы, связанные с ор-
ганизацией и функционированием цитоскелета, а 
также внутриклеточного транспорта белков, вносят 
определяющий вклад в развитие всех форм тера-
тозооспермии. Это также подтверждается данны-
ми многочисленных многолетних исследований 
ультраструктурных изменений в сперматидах раз-
ных видов животных при нормальном протекании 
спермиогенеза, а также работ на нокаутных мышах, 
которые являются животными моделями генетиче-
ски обусловленной тератозооспермии. В частно-
сти, найдены вызывающие глобозооспермию па-
тогенные варианты генов, которые кодируют бел-
ки PICK1, Dpy19l2, необходимые для транспорта 
и точного позиционирования проакросомальных 
везикул. Патогенные варианты гена AGFG1, коди-
рующего белок Hrb, который необходим для «рас-
пределения» акросомального пузырька по поверх-
ности ядра ,также приводят к развитию глобозо-
оспермии [48]. Кроме того, процесс образования 
акросомы и связанных с ней структур цитоскелета 
(акроплаксомы и перинуклеарной теки) происхо-
дит в начале спермиогенеза. При этом акроплаксо-
ма и перинуклеарная тека являются структурами, 
передающими на ядро экзогенные силы, генери-
руемые актиновыми филаментами клеток Серто-
ли, окружающими сперматиду, что необходимо для 
формирования видоспецифичной формы голов-
ки [16, 93]. Поэтому патогенные варианты генов, 
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продукты которых необходимы для формирования 
акроплаксомы (ACTL7A) и перинуклеарной теки 
(CCIN, ACTL9) приводят не только к появлению 
аномалий акросомы, но и разнообразных дефек-
тов формы головки.

Следует отметить, что патогенные варианты 
генов (IQCN, CATIP, KATNAL2), которые вовле-
чены в контроль процессов динамической реорга-
низации цитоскелета, включающей как быструю 
полимеризацию актиновых филаментов и сборку 
микротрубочек, так и их разрушение, вызывают 
нарушение формирования нескольких структур 
сперматозоида и развитие полиморфной терато-
зооспермии. Например, нарушение сборки ми-
кротрубочек манжеты у людей с патогенным вари-
антом гена IQCN приводит к тератозооспермии с 
разнообразными аномалиями формы головки [13]. 
Полиморфная тератозооспермия, при которой в 
эякуляте наблюдаются морфологические дефекты 
сперматозоидов нескольких типов, значительно 
чаще встречается в популяциях человека по срав-
нению с мономорфной тератозооспермией и имеет 
как средовые, так и генетические причины. Поиск 
патогенных вариантов генов, ассоциированных с 
полиморфной тератозооспермией, может быть по-
лезным для выявления генетических причин тера-
тозооспермии и разработки персонализированной 
тактики лечения.

Следует отметить, что проанализированная 
информация о влиянии различных генетических 
вариантов на морфологию сперматозоидов полу-
чена главным образом в результате исследований 
жителей Китая и стран Европы. Широкомасштаб-
ные популяционные исследования, проведенные 
в Сибирском регионе, позволили выявить регио-
нальные и этнические различия в качестве эяку-
лята у российских мужчин, включая морфологию 
сперматозоидов [94, 95], которые могут быть об-
условлены как средовыми, так и и генетическими 
факторами. Кроме того, в результате секвенирова-
ния экзомов 145 мужчин, проживающих в Запад-
ной и Восточной Сибири, были установлены SNP, 
ассоциированные, в зависимости от этнической 
принадлежности, со снижением качества эякуля-
та, включая ухудшение морфологии сперматозои-
дов [96]. Однако поиск патогенных генетических 
вариантов, вызывающих различные типы терато-
зооспермии у российских мужчин, не проводил-
ся. Данные, полученные в результате проведенно-
го анализа литературы, могут быть использованы 
для идентификации новых патогенных вариантов 
генов, вызывающих различные формы тератозо-
оспермии у российских мужчин с учетом этниче-
ской принадлежности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Анализ литературы позволил выявить 109 ге-

нов, патогенные варианты которых ассоциированы 
с развитием различных форм тератозооспермии у 
человека. Эти гены кодируют белки, участвующие 
главным образом в формировании и функциони-
ровании цитоскелета и внутриклеточном транс-
порте белков – процессах, имеющих важнейшее 
значение для нормального протекания спермиоге-
неза. Впервые систематизирована информация о 
патогенных вариантах генов, связанных с проявле-
нием полиморфной тератозооспермии. Установле-
но, что патогенные варианты генов, нарушающие 
процессы реорганизации структур цитоскелета, в 
особенности связанных с формированием акросо-
мы, а также процессы внутриклеточного транспор-
та, аутофагию, регуляцию транскрипции, систему 
убиквитинирования–деубиквитинирования бел-
ков затрагивают морфогенез разных структур спер-
матозоида и приводят к появлению множествен-
ных морфологических дефектов. Дальнейшее изу-
чение тонких молекулярных процессов, лежащих в 
основе функционирования цитоскелета и внутри-
клеточного транспорта, а также поиск патогенных 
вариантов в генах, регулирующих эти процессы, 
необходимо для понимания механизмов развития 
тератозооспермии.

Работа выполнена в рамках государственного 
задания FWNR-2022-0021 «Генофонды населения 
Сибири, генетические маркеры заболеваний чело-
века и молекулярные основы формирования пато-
логических процессов».

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта 
людей и животных.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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Genetic Variants Causing Teratozoospermia in Humans

M. A. Kleshchev1, *, A. V. Osadchuk1, L. V. Osadchuk1

1Federal Research Center Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch  
of Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia 

*e-mail: max82cll@bionet.nsc.ru

It is known that pathogenic variants of genes controlling spermiogenesis can lead to the monomorphic 
teratozoospermia, which is characterized by the predominance of morphological abnormalities of any 
one type – globozoospermia, macrozoospermia, sperm acephaly, multiple abnormalities of the sperm 
flagellum, as well as polymorphic teratozoospermia, when several types of sperm abnormalities occur 
in the ejaculate. The information obtained as a result of systematization and analysis of information on 
pathogenic gene variants associated with impaired sperm morphology may be useful for understanding 
the molecular mechanisms of teratozoospermia. The evidences from 134 literature sources and the 
databases Malacards, OMIM, KEGG, CTD, DisGeNET were obtained. The information on 109 human 
genes pathogenic variants of which are associated with the teratozoospermia (globozoospermia, multiple 
flagellum abnormalities syndrome, dysplasia of the fibrous membrane of the flagellum of spermatozoa, 
acephaly, macrozoospermia, polymorphic teratozoospermia) was systematized. It was revealed that 
each type of teratozoospermia is caused by a violation of specific biological processes. However, 
pathogenic gene variants controlling the processes associated with the organization and functioning 
of the cytoskeleton and intracellular transport make the greatest contribution genetically determined 
teratozoospermia.

Keywords: spermiogenesis, sperm morphology, infertility, teratozoospermia, morphological defects of 
spermatozoa.
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Мобильные генетические элементы (МГЭ) обнаруживаются в геномах практически всех эука-
риот. Они имеют характерное строение, обеспечивающее их транспозиционную активность, в 
результате которой МГЭ могут вносить изменения в структуру и функционирование генома. В 
ходе коэволюции с геномом последовательности МГЭ могут быть одомашнены. Под «молекуляр-
ным одомашниванием» подразумевают кооптацию последовательности МГЭ, в результате кото-
рой она начинает выполнять полезную функцию в геноме хозяина. У двустворчатых моллюсков 
были выявлены ДНК-транспозоны подсемейства TLEWI, которые обладают признаками одо-
машнивания, а также сплайсосомными интронами, что делает их похожими на гены эукариот. 
Для проверки гипотезы одомашнивания в данной работе был проведен внутривидовой анализ 
присутствия TLEWI-транспозонов у тихоокеанской устрицы (Crassostrea gigas) и их транскрип-
ционной активности в различных тканях, в ходе онтогенеза и при воздействии внутренних и 
внешних факторов. В результате была выявлена внутривидовая гетерогенность по наличию по-
тенционально функциональных копий и экспрессии генов транспозазы. Так, для двух элементов 
выявлена зависимость транскрипционной активности от стадий онтогенеза, а также от темпера-
туры. В связи с этим предполагается, что функциональные (возможно, одомашненные) аллели 
сохранились в отдельных популяциях тихоокеанской устрицы. Накопление дополнительных дан-
ных позволит обнаружить популяции, которые сохраняют активные гены транспозазы TLEWI, а 
также определить, были ли эти гены одомашнены геномом.
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За последние десятилетия были прочитаны 
последовательности геномной ДНК нескольких 
десятков тысяч видов эукариот. Мобильные ге-
нетические элементы (МГЭ) были обнаружены в 
каждом секвенированном геноме. МГЭ – последо-
вательности ДНК, имеющие характерную структу-
ру, которая может включать прямые или инверти-
рованные повторы, кодирующие и регуляторные 
последовательности. Структурные особенности 
МГЭ позволяют им перемещаться из локуса в локус 
в пределах одного и того же генома (клетки) [1, 2]. 
В зависимости от механизма транспозиции МГЭ 
эукариот делят на классы – ретротранспозоны и 

ДНК-транспозоны, каждый класс подразделяется 
на подклассы, надсемейства, семейства и т.д. [2, 3]. 
Некоторые МГЭ (например, эндогенные ретрови-
русы) имеют в своей структуре последовательно-
сти, позволяющие перемещаться из клетки в клет-
ку [2]. Кроме того, известны случаи горизонталь-
ного переноса МГЭ между организмами [4].

Способность МГЭ к перемещениям определя-
ет ряд их биологических функций. Так, МГЭ яв-
ляются одним из основных факторов эволюции, 
поскольку служат постоянным источником измен-
чивости. Они могут вызывать как небольшие ну-
клеотидные изменения (короткие инсерции), так и 
протяженные хромосомные перестройки [1, 2]. Ин-
серции МГЭ подвергаются естественному отбору: 
мутации, влекущие снижение приспособленности 

______________________________________

1Дополнительные материалы размещены в электронном 
виде по doi статьи.
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хозяина, будут исчезать из популяции, в то время 
как нейтральные могут сохраняться, а полезные 
мутации даже закрепляться [5–7]. Также на МГЭ 
влияют и другие эволюционные процессы, на-
пример, генетический дрейф, в результате которо-
го доля инсерционных мутаций может снижаться 
вплоть до полного исчезновения или возрастать и 
закрепляться в популяции. Параллельно с вовле-
ченностью в эволюционные процессы, связанные 
с хозяином, МГЭ амплифицируются и эволюцио-
нируют также внутри генома хозяина. Существует 
конкуренция между МГЭ – элементы, способные 
производить много копий, имеют больше шансов 
колонизировать геном и популяцию, чем те, ак-
тивность которых снижена. В результате взаимо-
действия МГЭ и генома возникли сложные меха-
низмы регуляции активности элементов [8]. Кроме 
того, известно явление молекулярного одомашни-
вания, в результате которого компоненты МГЭ мо-
гут стать функциональной единицей генома [8, 9].

МГЭ, прошедшие молекулярное одомашнива-
ние, как правило, теряют вспомогательные струк-
туры (прямые и инвертированные повторы). Ко-
оптированные гены присутствуют в геноме в виде 
единственной копии (фрагмента). Ортологи таких 
генов могут быть обнаружены у нескольких видов 
[10]. На данный момент описано достаточно мно-
го генов, которые являются производными МГЭ, 
хотя функции многих из них остаются неясны [11]. 
Например, гены Rag1 и Rag2 (потомки ДНК-транс-
позонов), являются ключевыми компонентами 
специфического иммунитета и катализируют ре-
комбинацию V(D)J [12, 13]. Ген SETMAR приматов 
кодирует химерный белок (каталитический домен 
заимствован у транспозазы МГЭ mariner), участву-
ющий в механизмах репарации ДНК, включая не-
гомологическое соединение концов и восстановле-
ние двухцепочечных разрывов [14]. Также известна 
конвергентная кооптация pogo-подобных транс-
позаз, в результате которой организмы получили 
специфические центромера-связывающие факто-
ры [15].

К-транспозоны подсемейства TLEWI (входя-
щие в группу IS630/Tc1/mariner) были выявлены 
у двустворчатых моллюсков [16]. Эти МГЭ имели 
одиночные полноразмерные копии, утеряли кон-
цевые инвертированные повторы (КИП) и со-
держали сплайсосомные интроны в кодирующей 
транспозазу последовательности. Для некоторых 
TLEWI-транспозонов были выявлены транскри-
бируемые последовательности РНК, в которых 
интронные области были удалены. Это может ука-
зывать на возможную функциональность гена. С 
учетом особенностей представителей TLEWI было 
высказано предположение относительно возмож-
ного их одомашнивания геномами моллюсков [16].

В настоящем исследовании мы предпри-
няли попытку выяснить, являются ли гены 

TLEWI-транспозаз одомашненными. В ходе ра-
боты мы провели сравнение представителей 
TLEWI-транспозонов в пяти сборках геномной 
ДНК разных особей тихоокеанской устрицы Cras-
sostrea (Magallana) gigas (Thunberg, 1793). Также мы 
провели анализ дифференциальной экспрессии ге-
нов TLEWI с целью установить возможную зависи-
мость от стадий развития, типа тканей и внешних 
воздействий.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Поиск и анализ последовательностей 
TLEWI-транспозонов

Поиск ДНК-транспозонов подсемейства 
TLEWI осуществлялся с помощью BLAST [17]. 
В качестве шаблона использовались кодирую-
щие транспозазу последовательности элемен-
тов TLEWI-1_CGi, TLEWI-2_CGi, TLEWI-3_CGi, 
TLEWI-4_CGi, TLEWI-5_CGi, которые были опи-
саны ранее [16]. Сборки нуклеотидных последова-
тельностей геномной ДНК устрицы C. gigas были 
взяты в коллекциях NCBI WGS (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov//). Для удобства они были обозначены 
CGi(I), CGi(II), CGi(III), CGI(IV) и CGI(V) (табл. 
1). Для определения границ полноразмерных (ре-
презентативных) элементов гомологии с наилуч-
шим сходством к шаблону извлекались вместе с 
фланкирующими последовательность участками 
протяженностью 3000 п. н. КИП выявляли с помо-
щью BLASTn [17]. Границы открытой рамки счи-
тывания (ОРС) и экзонов определялись визуаль-
но, исходя из наибольшей гомологии с шаблоном 
и наличием специфичных сайтов сплайсинга GT/
AG Количество копий TLEWI-транспозонов опре-
деляли подсчетом выявленных в геномных сборках 
гомологов репрезентативной копии с использова-
нием BLASTn [17]. При подсчете копий учитыва-
лись последовательности длиной не менее 300 п. н. 
Копии, соразмерные репрезентативным элементам 
и содержащие соответствующее шаблону число эк-
зонов, считали полноразмерными.

Филогенетический анализ

В филогенетический анализ были включены 
аминокислотные последовательности всех опи-
санных элементов TLEWI тихоокеанской устрицы 
(табл. 2), а также представителей семейств Tc1 и 
Mosquito. Множественное выравнивание было вы-
полнено с помощью MAFFT с применением ме-
тода G-INS-I [18]. Филогенетическое дерево было 
создано с использованием метода максимально-
го правдоподобия в программе IQ-TREE [19] со 
сверхбыстрым бутстреп-анализом (UFBoot) – 1000 
повторов [20], а модель VT+F+I+G4 была выбрана 
с помощью ModelFinder [21].
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Анализ транскрипционной активности

Оценка дифференциальной экспрессии генов, 
кодирующих транспозазу, была выполнена с помо-
щью совместного использования программ Kallisto 
(v0.46.1) и Sleuth (v0.30.0) [22]. Реализованный в 
Kallisto метод псевдовыравнивания архивов ко-
ротких нуклеотидных последовательностей (SRA) 
и полноразмерных транскриптов позволяет под-
считывать количество содержания РНК конкрет-
ного гена в образце, которое выражается в вели-
чине TPM (транскриптов на миллион п. н.). Да-
лее с помощью Sleuth на основе предварительных 
количественных оценок, полученных с помощью 
Kallisto, создается нормализованная на уровне ге-
нов матрица TPM. В качестве референсных транс-
криптов использовался набор полноразмерных 
транскрибированных последовательностей устри-
цы GIUV00000000.1 из GenBank. В качестве мате-
риала для исследования были использованы SRA 
транскриптомов, размещенных в свободном досту-
пе в коллекциях NCBI. Полный список проектов, 
в рамках которых проводилось секвенирование 
транскриптомных последовательностей, представ-
лен в дополнительных материалах (Доп. мат. 1).

Из полученных результатов извлекались данные 
дифференциальной экспрессии генов пяти эле-
ментов TLEWI. Кроме того, в качестве контроля 
транскрипционной активности в образцах в ана-
лиз были взяты гены домашнего хозяйства mdh1 
(кодирует цитоплазматическую малатдегидроге-
назу), hprt1 (кодирует фермент гипоксантин-гу-
анинфосфорибозилтрансферазу), tubb (кодирует 
цитоскелетный белок тубулин) и gft2e1 (кодирует 
субъединицу общего фактора транскрипции IIE). 

Данные визуализировались в виде тепловых карт. 
SRA группировали в зависимости от факторов воз-
действия на образцы, стадий онтогенеза устрицы 
и типа тканей. По интенсивности окрашивания 
ячеек проводился сравнительный анализ уров-
ня транскрипционной активности. Были введены 
семь визуально различимых категорий: отсутствие 
(нет), очень слабый (о/сл), слабый (сл), средне- 
слабый (ср/сл), средний (ср), средне-сильный (ср/
сил) и сильный (сил). Для описания динамики 
экспрессии были введены следующие категории: 
с зависимостью от условий (СЗ – экспрессия гена 
присутствует практически во всех точках и наблю-
дается очевидная тенденция изменения уровня ак-
тивности), постоянная без зависимости от условий 
(ПБЗ – экспрессия гена присутствует практически 
во всех точках, но нет очевидного изменения уров-
ня активности) и мозаичная (М – экспрессия гена 
проявляется случайным образом).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Представленность транспозонов TLEWI  
в геноме пяти особей тихоокеанской устрицы

Для выявления ДНК-транспозонов TLEWI в 
сборках геномных последовательностей Crassostrea 
gigas в качестве образца были использованы коди-
рующие последовательности TLEWI-1_CGi, TLE-
WI-2_CGi, TLEWI-3_CGi, TLEWI-4_CGi, TLEWI-5_
CGi. Было изучено пять сборок, которые на момент 
исследования были представлены в базе NCBI 
(см. табл. 1). Характеристики полноразмерных 
или наиболее протяженных копий транспозонов 
TLEWI, полученные в результате исследования, 

Таблица 1. Геномные сборки тихоокеанской устрицы C. gigas, использованные в анализе

№  
п/п Идентификатор Дата

публикации Линия

Уровень 
сборки / 

геномный 
охват

Размер генома 
/ количество 
компонентов

Scaffold  
N50

CGi(I) GCA_902806645 19.02.2020 F23_Roslin Chromosome 
/ 70.0x

647,9 млн п. н. 
/ 236 1,6 млн п. н.

CGi(II) GCA_011032805 27.02.2020 QD Chromosome 
/ 196.0x

586,9 млн п. н. 
/ 10 61,0 млн п. н.

CGi(III) GCA_025765685 20.10.2022
CH1-GI 
(China: 

Qingdao)

Chromosome 
/ 70.0x

606,4 млн п. н. 
/ 88 60,5 млн п. н.

CGi(IV) GCA_005518195 16.12.2019

BHY1A  
(China:  

The Bohai  
Sea)

Contig / 
85.6x

587,5 млн п. н. 
/ 3676 581,9 т. п. н.

CGi(V) GCA_000297895 08.08.2019 05x7-
T-G4-1.051#20

Scaffold / 
196.0x

564,8 млн п. н. 
/ 7655 286,9 т. п. н.
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Таблица 2. Полноразмерные и репрезентативные копии транспозонов TLEWI, описанные у тихоокеанской 
устрицы C. gigas

Транспозон Копия Длина, 
пн

КИП, 
пн

Транспозаза, 
а. о.

Паттерн 
каталитического 

домена

Количество 
копий*

TLEWI-1_CGi

TLEWI-1.1_GGi(I) 3790 – 347 D87G36E
12(2)

TLEWI-1.2_CGi(I) 3178 – 351 D87D36E

TLEWI-1.1_CGi(II) 3097 30 351 D87G36E

7(3)TLEWI-1.2_CGi(II) 2751 30 347 D87D35E

TLEWI-1.3_CGi(II) 2716 30 347 D87D35E

TLEWI-1.1_CGi(III) 2719 30 347 D87D35E
5(2)

TLEWI-1.2_CGi(III) 3086 30 347 D87D36E

TLEWI-1.1_CGi(IV) 3014 – 355 D94D36E
6(2)

TLEWI-1.2_CGi(IV) 7120 – 391 D87D36E

TLEWI-1.1_CGi(V) 2720 – 356 D87D36E
9(2)

TLEWI-1.2_CGi(V) 2312 – 356 D87D36E

TLEWI-2_CGi

TLEWI-2.1_CGi(I) 2534 – 353 D87D36E 1(1)

TLEWI-2.1_CGi(II) 1575 – 353 D87D36E

4(3)TLEWI-2.2_CGi(II) 1580 – 353 D87D36E

TLEWI-2.3_CGi(II) 1580 – 353 D87D36E

TLEWI-2.1_CGi(III) 1580 – 353 D87D36E 2(1)

TLEWI-2.1_CGi(IV) 2540 – 351 D85D35E 2(1)

TLEWI-2.1_CGi(V) 1579 – 352 D87D36E 1(1)

TLEWI-3_CGi

TLEWI-3.1_CGi(I) 4047 – 343 D89N36E 3(1)

TLEWI-3.1_CGi(II) 20759 – 378 D89D36E 2(1)

TLEWI-3.1_CGi(III) 2476 25 343 D89D36E 2(1)

TLEWI-3.1_CGi(IV) 1610 25 232 D? 1(0)

TLEWI-3.1_CGi(V) 6947 – 416 D89D36E 3(1)

TLEWI-4_CGi

TLEWI-4.1_CGi(I) 1825 – 275 ?D36E 1(0)

TLEWI-4.1_CGi(II) 1518 – 272 D87D? 1(0)

TLEWI-4.1_CGi(III) 6148 – 278 S117D36E 4(0)

TLEWI-4.1_CGi(VI) 1730 – 338 D87D36E 3(1)

TLEWI-4.1_CGi(V) 1521 – 274 D87D? 2(0)

TLEWI-5_CGi
TLEWI-5.1_CGi(IV) 1454 – 251 D?? 1(0)

TLEWI-5.1_CGi(V) 2006 – 351 D87D36E 1(1)

Примечание. Полужирным курсивом выделены элементы, имеющие потенциально-функциональный ген транспозазы; 
* – в скобках указано количество полноразмерных копий.
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были объединены в табл. 2. Для обозначения при-
надлежности копии к конкретной сборке после на-
звания элемента в скобках указывали номер сбор-
ки. Для обозначения описываемой копии внутри 
сборки после номера элемента через точку добав-
ляли номер копии. Например, обозначение TLE-
WI-1.2_CGi(IV) означает «вторая копия элемента 
TLEWI-1_CGi в полногеномной сборке CGi(IV)».

В пяти исследованных сборках устрицы было 
выявлено от 5 до 12 копий транспозона TLE-
WI-1_CGi, среди которых было 11 полноразмерных 
(см. табл. 2). В сборках CGi(I), CGi(III), CGi(IV), 
CGi(V) обнаружено по две полноразмерных ко-
пии, тогда как в CGi(II) найдено три. Выявленные 
элементы имели длину от 2716 до 3790 п. н., кро-
ме элемента TLEWI-1.2_CGi(IV), длина которого 
составила 7120 п. н. Длина TLEWI-1_CGi, описан-
ного ранее [16], была 3749 п. н. Размер транспоза-
зы у большинства копий варьировал от 347 до 355  
а. о. Исключение составил TLEWI-1.2_CGi(IV), 
у которого длина транспозазы была несколько 
больше (391 а. о.). Увеличение протяженности 
TLEWI-1.2_CGi(IV) явилось результатом вставки 
и в один из интронов, и в кодирующую последо-
вательность. У большинства копий TLEWI-1_CGi 
были выявлены сдвиги в открытой рамке считы-
вания (ОРС). В ОРС копий TLEWI-1.2_CGi(II), 
TLEWI-1.3_CGi(II), TLEWI-1.1_CGi(III) в четвер-
том экзоне наблюдается нарушение последова-
тельности, в результате которого в области второго 
маркерного остатка (аспартат, D) каталитическо-
го домена был потерян серин (DNDSKH). Копии 
TLEWI-1.1_CGi(I) и TLEWI-1.2_CGi(III) имеют ви-
зуально неповрежденную ОРС и могут быть функ-
циональными. У копий TLEWI-1.1_CGi(II), TLE-
WI-1.2_CGi(II), TLEWI-1.3_CGi(II), TLEWI-1.1_
CGi(III), TLEWI-1.2_CGi(III) был обнаружен один 
концевой инвертированный повтор, что было по-
казано и для TLEWI-1_CGi, описанного ранее [16].

В результате поиска транспозона TLEWI-2_CGi 
было выявлено семь полноразмерных копий. В 
сборках CGi(I), CGi(III), CGi(IV), CGi(V) было 
обнаружено по одной такой копии, в CGi(II) – три 
копии. Длина последовательностей варьировала от 
1575 до 2540 п. н. при референсном значении – 2160 
п. н. [16]. Ни у одной из копий КИП обнаружены 
не были. Длина транспозазы была от 351 до 353  
а. о. У трех копий (TLEWI-2.1_CGi(I), TLEWI-2.1_
CGi(IV), TLEWI-2.1_CGi(V)) кодирующая после-
довательность имела повреждения (стоп-кодоны, 
сдвиги и разрывы). У остальных копий транспозаза 
визуально интактная и, возможно, функциональ-
ная. (см. табл. 2). Копия TLEWI-2.1_CGi(IV) имела 
сдвиг рамки считывания, в результате которого ко-
личество аминокислотных остатков между вторым 
маркерным остатком (аспартат, D) и третьим (глу-
тамат, E) составило 35. Общее количество копий 

транспозона TLEWI-2_CGi в пяти сборках варьи-
ровало от 1 до 4.

В четырех сборках было выявлено по одной 
полноразмерной копии транспозона TLEWI-3_
CGi. Не имела полноразмерного варианта только 
сборка CGi(IV). Полноразмерные копии имели 
существенные различия по протяженности. TLE-
WI-3.1_CGi(III) (2476 п. н.) была значительно ко-
роче референсной последовательности TLEWI-3_
CGi, описанной ранее (5498 п. н.) [16]. Копия 
TLEWI-3.1_CGi(I) имела длину 4047 п. н. У TLE-
WI-3.1_CGi(II) и TLEWI-3.1_CGi(V) длина транс-
позона была увеличена вследствие вставок в не-
кодирующие части (интроны) и составила 6947 и 
20759 п. н. соответственно. Размеры транспозаз 
составили 232–416 а. о. Только две копии (TLE-
WI-3.1_CGi(II), TLEWI-3.1_CGi(III)) имели визу-
ально неповрежденную транспозазу, что предпола-
гает сохранение функциональности. У TLEWI-3.1_
CGi(III) и TLEWI-3.1_CGi(IV) было выявлено по 
одному концевому инвертированному повтору. 
Классический каталитический домен был сохранен 
у трех копий – TLEWI-3.1_CGi(II), TLEWI-3.1_
CGi(III), TLEWI-3.1_CGi(V). У двух других – TLE-
WI-3.1_CGi(I) и TLEWI-3.1_CGi(IV), имелись види-
мые отличия, а именно – у TLEWI-3.1_CGi(I) вто-
рой аспартат (D) был замещен на аспарагин (N), 
а у TLEWI-3.1_CGi(IV) сохранился только первый 
аспартат (D), при этом области второго и третьего 
маркерных оснований были утрачены. Общее ко-
личество копий транспозона TLEWI-3_CGi варьи-
ровало от 1 до 3 (см. табл. 2).

При поиске копий транспозона TLEWI-4_CGi 
единственная полноразмерная копия была об-
наружена в сборке CGi(IV) (см. табл. 2). Длина 
TLEWI-4_CGi по данным предыдущего исследова-
ния [16] составляла 2849 пн. Однако, у копии TLE-
WI-4.1_CGi(IV) протяженность была всего 1730  
п. н. вследствие укороченных интронов. Длина 
транспозазы составляла 338 а. о. Копии в других 
сборках имели существенные делеции. Ни одна 
из копий не имела КИП. Несмотря на то, что ко-
пия TLEWI-4.1_CGi(IV) полноразмерная, она име-
ет разрывы кодирующей последовательности и 
внутренние стоп-кодоны и, по всей видимости, 
не функциональна. В целом в сборках элемент 
TLEWI-4_CGi был представлен в количестве от 1 
до 4 копий (см. табл. 2).

В пяти исследованных сборках устрицы было 
выявлено только две копии транспозона TLEWI-5_
CGi (в сборках CGi(IV) и CGi(V)), среди которых 
лишь один полноразмерный вариант (TLEWI-5_
CGi(V)) (см. табл. 2). В сборках CGi(I), CGi(II), 
CGi(III) копий TLEWI-5_CGi не выявлено. Про-
тяженность TLEWI-5_CGi(V) составляла 2006 п. 
н. Ни у одной копии КИП не были обнаружены. 
Транспозаза TLEWI-5.1_CGi(V) (длина 351 а. о.) не 
имела явных повреждений и, по-видимому, может 
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быть функциональной. В каталитическом домене 
TLEWI-5.1_CGi(IV) был утерян фрагмент, содержа-
щий второй (D) и третий (E) маркерный остаток.

Таким образом, мы наблюдаем очевидную вари-
абельность по количеству и качеству копий транс-
позонов TLEWI у пяти особей устрицы. Несмотря 
на то, что многие копии имеют делеции и наруше-
ния кодирующей последовательности, сохраняют-
ся и визуально неповрежденные варианты. Четыре 
элемента, как минимум в одной из сборок, сохра-
нили потенциально-функциональный ген транс-
позазы. Исключением является TLEWI-4_CGi, для 
которого не было выявлено ни одной потенциаль-
но-функциональной копии. На выявленные раз-
личия в представленности транспозонов TLEWI у 
разных особей устрицы, несомненно, влияет каче-
ство секвенирования и сборки геномной ДНК. В 
результате неполного секвенирования и недоста-
точно качественной сборки можно получить лож-
ноотрицательные результаты. Однако каждая из 
пяти сборок имеет удовлетворительные характе-
ристики. Также и полученные в ходе исследования 
результаты (наличие элементов, количество копий) 
не дают оснований предполагать, что какая-то из 
сборок имеет более низкое качество.

Эволюционное разнообразие транспозонов 
TLEWI тихоокеанской устрицы

В филогенетический анализ были включены 
аминокислотные последовательности, кодируемые 
ОРС всех копий, приведенных в табл. 2. В качестве 
внешней группы были взяты транспозазы элемен-
тов семейства Tc1 и Mosquito (рис. 1). Все копии 
элементов TLEWI сформировали единую кладу с 
бутстреп-поддержкой 100%. Транспозоны внутри 
клады с высокой достоверностью (от 75 до 100%) 
расположились в том же порядке, как и в преды-
дущем исследовании [16]. Согласно полученной 
эволюционной модели, TLEWI-5_CGi является 
более рано дивергировавшим вариантом. Затем от-
ветвляется TLEWI-3_CGi, после него – TLEWI-1_
CGi, и наибольшее сходство продемонстрировали 
TLEWI-2_CGi и TLEWI-4_CGi (см. рис. 1). Копии 
транспозона TLEWI-1_CGi сформировали два кла-
стера, в каждом из которых присутствуют копии из 
всех пяти исследованных особей, что может сви-
детельствовать о формировании двух независимых 
линий транспозонов, эволюция которых началась 
до обособления вида C. gigas.

Транскрипционная активность гена 
транспозазы элементов TLEWI

Оценка дифференциальной экспрессии гена 
транспозазы элементов TLEWI была проведена с 
использованием SRA – транскриптомов, получен-
ных из различных тканей устрицы, из особей на 
разных стадиях развития и из особей, подвергнутых 

воздействию различных факторов, извлеченных 
из коллекций NCBI (табл. 3, Доп. мат. 1). В анализ 
транскрипционной активности был взят ген транс-
позазы всех пяти транспозонов TLEWI. В преды-
дущем исследовании были найдены потенциаль-
но-функциональные копии гена транспозазы и его 
полноразмерные транскрипты только для элемен-
тов TLEWI-1_CGi, TLEWI-2_CGi и TLEWI-3_CGi 
[16]. В настоящем исследовании в одной из сборок 
мы обнаружили копию TLEWI-5_CGi без очевид-
ных нарушений, поэтому взяли ген этого элемента 
в анализ.

Несмотря на то, что не было обнаружено непо-
врежденных последовательностей TLEWI-4_CGi, 
ген транспозазы TLEWI-4_CGi также был вклю-
чен в анализ, поскольку мы допустили, что у осо-
бей, материал которых был использован в анализе 
транскриптомов, может присутствовать потенци-
ально-функциональный вариант. В качестве кон-
троля качества образцов были взяты гены gtf2e1 
(кодирует субъединицу общего фактора транскрип-
ции IIE), mdh1 (кодирует фермент энергетического 
обмена цитоплазматическую малатдегидрогеназу), 
hprt1 (кодирует фермент пуринового обмена гипок-
сантин-гуанинфосфорибозилтраснферазу) и tubb 
(кодирует цитоскелетный белок тубулин). В резуль-
тате анализа данных не было выявлено транскрип-
ции контрольных генов в группах PRJNA154615.1 и 
PRJNA154615.2 (см. табл. 3), хотя в некоторых тка-
нях наблюдалась активность генов транспозонов. 
В гонадах выявлена транскрипция гена транспоза-
зы TLEWI-1_CGi, TLEWI-3_CGi и TLEWI-4_CGi. 
В пищеварительной железе отмечается активность 
TLEWI-2_CGi, TLEWI-3_CGi и TLEWI-4_CGi, в 
мантии – TLEWI-2_CGi и TLEWI-4_CGi, а в мыш-
це – TLEWI-1_CGi (см. табл. 3).

В ходе исследования была выявлена зависи-
мость уровня транскрипционной активности гена 
транспозазы TLEWI-1_CGi от стадий онтогенеза 
устрицы (см. табл. 3, рис. 2). Выявлена динамика 
экспрессии от средне-слабого уровня на стадии 
яйца с повышением до среднего уровня (со стадии 
двухклеточного эмбриона до поздней умбо-1) и по-
следующим ослаблением до полного выключения 
на стадии педивелигер 2. Единичный случай отсут-
ствия транскрипции на стадии ранней морулы мы 
рассматриваем как артефакт. Также наблюдается 
зависимость экспрессии в жабрах от температуры: 
при 5°С слабый уровень, к 15°С нарастает до сред-
него, затем снижается, и при 25 °С транскрипция 
уже не выявляется (см. табл. 3, рис. 3). Кроме того, 
выявлена транскрипционная активность различ-
ной интенсивности (без очевидной зависимости) 
при изменении условий содержания (изменение 
солености воды и сочетанное воздействие голода 
и обезвоживания), а также при механическом воз-
действии (повреждение раковины). В остальных 
случаях экспрессия мозаичная.
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Ген транспозазы элемента TLEWI-2_CGi также 
продемонстрировал зависимость уровня транс-
крипции от температуры (см. табл. 3, рис. 3). На-
блюдается повышение от средне-слабого (5°С) к 
среднему уровню (10 и 15°С) и последующее сни-
жение к средне-слабому и слабому при 20 и 25°С 

соответственно. Кроме того, выявлена динамика 
экспрессии при изменении солености воды (см. 
табл. 3, рис. 4). При 5‰ уровень транскрипции 
слабый. После повышения содержания соли до 
10‰ происходит повышения уровня транскрип-
ции до среднего. При дальнейшем повышении 
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Рис. 1. Филогенетическое разнообразие транспозонов TLEWI тихоокеанской устрицы. Бутстреп-значения менее 
50% на дендрограмме не указаны. В анализе использовались 38 аминокислотных последовательностей, протяжен-
ность выравнивания 493 а. о.
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Таблица 3. Транскрипционная активность генов транспозазы элементов TLEWI в различных тканях в ходе 
онтогенеза и при воздействии стрессирующих факторов

Условия
Элементы

TLEWI-1_CGi TLEWI-2_CGi TLEWI-3_CGi TLEWI-4_CGi TLEWI-5_CGi

Воздух и голод,
жабры

PRJNA146329.7

М  
(сл–ср)

М  
(оч/сл–ср)

М  
(сл–ср)

Нет  
(одно  

исключение– 
сл) М (оч/сл–ср)

Воздух и голод,
мышцы

PRJNA146329.7

ПБЗ  
(оч/сл–ср/

сил)

ЗУ 
(ср–ср/сл–оч/

сл)

М  
(оч/сл–сл)

Соленость,
жабры

PRJNA146329.8

М  
(сл–ср/сил)

ЗУ  
(оч/сл–ср–выкл)

М  
(ср/сл–ср)

М  
(оч/сл–ср/сл) М (оч/сл–сил)

Соленость,
жабры

PRJNA167099

ПБЗ
(ср–ср/сил) М (сл) Нет Нет М (сл)

Температура,
жабры

PRJNA146329.9

ЗУ 
(сл–ср–выкл)

ЗУ  
(сл–ср–сл)

М  
(ср/сл–ср/сил)

ПБЗ  
(оч/сл–ср/сл)

Нет  
(1 исключение 

–сл)
Температура,

мантия
PRJNA316154

ПБЗ 
(сл–ср/сил)

М  
(ср/сл–ср)

М  
(оч/сл–ср/сл)

М  
(оч/сл–ср/сл) Нет

Температура,
жабры

PRJNA407831

М  
(оч/сл– ср/сл)

ПБЗ  
(оч/сл–ср/сл) 

для BYQJ  
и LTX

М  
(оч/сл–ср/сл) 

для BYQX  
и LTJ

ПБЗ  
(слср/сил)

М  
(оч/слср/сл)

М  
(оч/слср/сил)

Температура + 
инфекция,

целый организм
PRJNA593309.1,
PRJNA593309.2 М  

(оч/сл–ср)
М  

(оч/сл–ср/сл)
М  

(оч/сл–ср/сл)

Нет  
(одно  

исключение –  
оч/сл)

Нет  
(одно  

исключение –  
оч/сл)

Температура +  
инфекция,

целый организм
PRJNA593309.3

М  
(оч/сл–ср)

рН + 
температура,

целый организм
PRJNA298285.1

М  
(сл–ср/сл)

М  
(оч/сл–ср/сл)

ПБЗ  
(сл–ср)

Нет

М  
(оч/сл–ср/сл)рН + 

температура,
целый организм

PRJNA298285.2 – 
PRJNA298285.4

М  
(оч/сл–сл)

pH,
целый организм

PRJNA735889.1 – 
PRJNA735889.5

М  
(оч/сл–ср/

сил)

М  
(оч/сл–ср)

М  
(оч/сл–ср/сил)

М  
оч/сл–ср/сл)

М  
(оч/сл–ср/сил)
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концентрации соли уровень снижается до сред-
не-слабого и затем практически исчезает. В усло-
виях высокой температуры в двух из четырех лини-
ях устрицы в жабрах показана транскрипционная 
активность различной интенсивности (от очень 
слабой до средне-слабой), но без очевидной за-
висимости (см. табл. 3). В других экспериментах 
ген элемента TLEWI-2_CGi транскрибировался 
мозаично.

Наблюдается зависимость экспрессии гена эле-
мента TLEWI-3_CGi при сочетанном воздействии 
голода и обезвоживания. До начала воздействия 
(контроль) и в первые сутки уровень транскрип-
ции средний, затем начинает снижаться до сред-
не-слабого и на 9–11-й день экспрессия практиче-
ски прекращается (см. табл. 3, рис. 5). Экспрессия 
без очевидной зависимости от условий наблюдает-
ся при анализе ответа гена транспозазы на измене-
ние температуры и комбинированное воздействие 
температуры и pH (см. табл. 3).

Ген транспозазы элемента TLEWI-4_CGi так же, 
как и TLEWI-1_CGi, показал динамику транскрип-
ционной активности в ходе онтогенеза. От очень 
слабого уровня (яйцо) с постепенным повышени-
ем до средне-слабого (умбо 2 – поздняя умбо 1) и 
последующим понижением до полного отсутствия 
экспрессии (спат, ювенильная) (см. табл. 3, рис. 2). 
Также наблюдается постоянная экспрессия разли-
чий интенсивности в жабрах, но без очевидной за-
висимости (см. табл. 3, рис. 3). В остальных экспе-
риментах транскрипционная активность мозаич-
ная или отсутствует. У гена транспозазы элемента 
TLEWI-5_CGi в большинстве случаев экспрессия 
мозаичная или отсутствует (см. табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
Термин «молекулярное одомашнивание» под-

разумевает кооптацию последовательности МГЭ, 
которая становится необходимой для функциони-
рования генома хозяина. Некоторые исследователи 

Условия
Элементы

TLEWI-1_CGi TLEWI-2_CGi TLEWI-3_CGi TLEWI-4_CGi TLEWI-5_CGi

Стадии,
целый организм
PRJNA146329.10

ЗУ  
(ср/

сл–ср–выкл)

М  
(оч/сл–ср/сл)

М 
 (оч/сл–ср)

ЗУ  
(оч/сл–ср/
сл–выкл)

М  
(оч/сл–сл)

Стадии*
PRJNA154615.1

М  
(ср–сил)

М  
(оч/сл–ср)

М  
(ср/сл) Нет Нет

Гемолимфа*
PRJNA154615.2 Нет Нет Нет Нет Нет

Жабры*
PRJNA154615.2 Нет Нет Нет Нет Нет

Губные щупы*
PRJNA154615.2 Нет Нет Нет Нет Нет

Мантия*
PRJNA154615.2 Нет ср/сл Нет сл Нет

Приводящая 
мышца*

PRJNA154615.2
ср/сил Нет Нет сл Нет

Пищеварительная 
железа*

PRJNA154615.2
Нет ср ср/сил Нет Нет

Гонады 
(женские)*

PRJNA154615.2
ср Нет сил сил Нет

Остатки*
PRJNA154615.2 Нет Нет Нет Нет Нет

Примечание. * – отсутствовала экспрессия контрольных генов. М – мозаичная; ПБЗ – постоянная без зависимости; ЗУ – 
зависимая от условий, в скобках указаны диапазоны уровня транскрипционной активности. Уровни транскрипции: очень 
слабый (оч/сл), слабый (сл), средне-слабый (ср/сл), средний (ср), средне-сильный (ср/сил) и сильная (сил).

Таблица 3. Окончание
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предполагают, что молекулярное одомашнивание 
является итогом коэволюции МГЭ и генома [8, 9]. 
В результате МГЭ становится эволюционно «бес-
смертным», в отличие от его деградации и элими-
нации, которыми, как правило, обычно заверша-
ется их жизненный цикл [23, 24]. Известны слу-
чаи одомашнивания и среди транспозонов группы 
IS630/Tc1/mariner (к которым относятся TLEWI). 
Так, ген приматов SETMAR кодирует химерный 
белок, который обладает N-концевым доменом 
гистон-лизин-N-метилтрансферазы и C-конце-
вым доменом морской транспозазы. Белок, коди-
руемый этим геном, участвует в восстановлении 
двухцепочечных разрывов [14]. pogo-подобные 
транспозазы у многоклеточных организмов по 

меньшей мере трижды были независимо одомаш-
нены в белки, участвующие в создании прицентро-
мерного комплекса [15]. В связи с тем, что TLEWI 
обладают признаками одомашнивания, а также 
структурой, сходной с генами эукариот (наличие 
сплайсосомных интронов), высказывалась гипо-
теза, что TLEWI двустворчатых моллюсков были 
одомашнены [25]. Однако потенциально-  функ-
циональные гены были обнаружены только у двух 
видов, поэтому также рассматривался сценарий, в 
котором ген TLEWI был кооптирован, но затем его 
функция потеряла актуальность и стала необяза-
тельной (нейтральной) для хозяина. В ходе после-
дующей эволюции функциональные аллели сохра-
нились лишь у некоторых представителей группы 
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Рис. 2. Транскрипционная активность гена транспозазы элементов TLEWI тихоокеанской устрицы в процессе раз-
вития организма от яйца до ювенильной устрицы.
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позазы элементов TLEWI в жабрах тихоокеанской 
устрицы после пребывания моллюсков в течение 
семи дней при различных температурных режимах.

mdh1

tubb

gtf2e1

hprt1

TLEWI� _CGi

TLEWI� _CGi

TLEWI� _CGi

TLEWI� _CGi

TLEWI� _CGi

1

3

5

2

4

Сильный

Средне� сильный

Средний

Средне� слабый

Слабый

Очень слабый

Нет

4
0

3
0

2
5

2
0

1
5

1
0

5

‰‰‰‰‰‰

‰

Рис. 4. Транскрипционная активность гена транс-
позазы элементов TLEWI в жабрах тихоокеанской 
устрицы после 12-часовой экспозиции моллюсков 
при различной солености.
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Pteriomorphia, тогда как нефункциональные орто-
логи остаются в виде псевдогенов у каждого второ-
го представителя таксона [25].

Исследование пяти особей (сборок) тихоокеан-
ской устрицы показало достаточно широкую ва-
риабельность в представленности транспозонов 
TLEWI (см. табл. 2). Различия в количестве копий 
могут быть результатом как внутривидовой вари-
абельности, так и секвенирования. Тот факт, что 
потенциально-функциональные гены ни одного 
из транспозонов TLEWI не обнаруживаются у ка-
ждой особи, свидетельствует не в пользу гипотезы 
молекулярного одомашнивания. Тем не менее три 
транспозона имеют потенциально-функциональ-
ные гены в двух из пяти сборок. Наибольшее ко-
личество таких генов выявлено в сборке CGi(III) 
(см. табл. 2). Транспозон TLEWI-5_CGi был обна-
ружен только в двух сборках, что согласуется с фи-
логенетическим анализом, согласно которому этот 
элемент является более древним (см. рис 1). Таким 
образом, представители тихоокеанской устрицы 
демонстрируют внутривидовую гетерогенность по 
количеству и качеству транспозонов TLEWI (см. 
табл. 2), что может свидетельствовать об активных 
эволюционных процессах.

Анализ транскрипционной активности так-
же не дал однозначного результата. TLEWI-5_CGi 
оказался единственным элементом, который во 
всех экспериментах показал случайную экспрес-
сию (см. табл. 3). Наиболее «активным» оказался 
транспозон TLEWI-1_CGi. Четыре из пяти транс-
позонов TLEWI в отдельных случаях демонстриро-
вали экспрессию, зависимую от условий, а также 
устойчивую экспрессию без очевидной динамики. 
При этом в ходе анализа экспрессии в процессе 
онтогенеза было изучено около 40 контрольных 
точек, и два гена TLEWI продемонстрировали  
стадий-зависимую динамику уровня транскрипции 

(см. рис 3). Мы считаем, что эти данные достаточ-
но достоверно отображают поведение TLEWI-1_
CGi и TLEWI-4_CGi в ходе развития устриц от яйца 
до взрослого организма. Также активность гена 
транспозазы TLEWI может меняться при измене-
нии температуры и солености и в ходе регенера-
тивных процессов. В то же время для одного и того 
же элемента (например, TLEWI-1_CGi) наблюда-
ется при сравнительно идентичных условиях/тка-
нях как стабильная экспрессия, так и ее отсутствие 
(мозаичная).

Мы считаем, что в результатах анализа диф-
ференциальной экспрессии столкнулись с тем же 
явлением, которое наблюдали при исследовании 
представленности элементов в пяти сборках. Оче-
видно, что внутривидовая гетерогенность тихоо-
кеанских устриц является причиной противоре-
чивых результатов и в оценке транскрипционной 
активности.

Известно, что индукцию транспозиционной ак-
тивности МГЭ могут вызывать достаточно широ-
кий спектр воздействий, как внутриклеточных, так 
и внешних. Среди них: высокие и низкие темпе-
ратуры, уровень pH, ультрафиолетовое излучение, 
магнитные поля, гамма-радиация, различные хи-
мические соединения, аутбридинг, инбридинг, ин-
фекции, голодание и др. [26–28]. Предполагается, 
что активация транскрипции и транспозиции МГЭ 
может быть основной реакцией геномов на гене-
тические и экологические стрессы, представляя 
собой, таким образом, мощный адаптивный от-
вет [28]. Некоторые МГЭ могут экспрессировать-
ся на высоком уровне в эмбриональных стволовых 
клетках, но подавляются в ходе дифференцировки 
клеток [29]. Также экспрессия МГЭ неоднократно 
была выявлена в связи с различными патология-
ми, включая нейродегенеративные и возрастные 
заболевания, а также рак [30, 31]. В связи с этим 
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наличие транскрипционной активности само по 
себе не может быть признаком молекулярного одо-
машнивания. Однако характер экспрессии может 
позволить сделать такие предположения. Если бы 
во всех случаях наблюдалась мозаичная (случай-
ная) экспрессия генов транспозаз TLEWI, мы бы 
могли утверждать, что транспозоны подсемейства 
TLEWI не были одомашнены. Однако продолжи-
тельная транскрипционная активность в ходе онто-
генеза (дифференцировки клеток), на наш взгляд, 
может свидетельствовать об обратном. Посколь-
ку тихоокеанская устрица является экономически 
значимым объектом, несомненно, что количество 
данных будет неуклонно расти. Анализ более ши-
рокого числа особей и прямые эксперименты по-
зволят разрешить выявленные противоречия.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда №23-26-00154, https://
rscf.ru/project/23-26-00154/. Название проекта: 
«ДНК-транспозоны IS630/Tc1/mariner тихооке-
анских устриц Crassostrea gigas: вклад в генетиче-
скую нестабильность и влияние на генетическое 
разнообразие».

Исследование одобрено Этическим комитетом 
Федерального исследовательского центра «Инсти-
тут биологии южных морей им. А.О. Ковалевско-
го», (05.02.2024 г., протокол № 1).

Все применимые международные и/или инсти-
туциональные принципы ухода и использования 
животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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Molecular Domestication of TLEWI DNA Transposons: Evidence and Contradictions

M. V. Puzakov1, *, L. V Puzakova1, Y. N. Ulupova1

1Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas, Russian Akademy of Sciences, Sevastopol, 299011 Russia  
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Transposable elements (TE) are found in the genomes of almost all eukaryotes. They have a characteristic 
structure that ensures their transposition activity, as a result of which TE can make changes in the 
structure and functioning of the genome. Through coevolution with the genome, TE sequences can 
be domesticated. “Molecular domestication” refers to the co-optation of TE sequence, resulting in it 
becoming a functional part of the host genome. In bivalves, DNA transposons of the TLEWI subfamily 
have been identified, which have signs of domestication, as well as spliceosomal introns, which makes 
them similar to eukaryotic genes. To test the domestication hypothesis, this work carried out an 
intraspecific analysis of the presence of TLEWI transposons in the Pacific oyster (Crassostrea gigas) 
and their transcriptional activity in various tissues, during ontogeny and under the influence of internal 
and external factors. As a result, intraspecific heterogeneity was revealed in the presence of potentially 
functional copies and expression of transposase genes. For example, for two elements, a dependence 
of transcriptional activity on the stages of ontogenesis, as well as on temperature, was revealed. This 
suggests that functional (possibly domesticated) alleles have been conserved in distinct populations of the 
Pacific oyster. The accumulation of additional data will allow us to discover populations that retain active 
TLEWI transposase genes and to determine whether these genes have been domesticated by genome.

Keywords: transposable elements, DNA transposons, TLEWI, Pacific oyster, Crassostrea gigas, molecular 
domestication, genetic diversity.
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В статье представлены результаты сравнительного исследования генетической структуры, пара-
метров внутривидового генетического разнообразия и пространственной дифференциации 35 
популяций елей видового комплекса P. abies–P. obovata–P. koraiensis, расположенных в пределах 
областей распространения «чистых» видов и в зонах контакта их ареалов. В анализ включены по-
пуляции P. abies из Восточной Европы (Беларусь, Польша), популяции ели из европейской части 
России, Урала и Западно-Сибирской равнины, расположенные в зоне интрогрессивной гибри-
дизации P. abies и P. obovata, популяции P. obovata из различных частей обширного ареала этого 
вида в Сибири и в Монголии, а также популяции P. koraiensis с российского Дальнего Востока 
и северо-востока Китая. Изучение генетической изменчивости и дифференциации популяций 
проведено на основе анализа изменчивости трех микросателлитных локусов: Pt63718, Pt71936 и 
Pt26081, разработанных на основе хлоропластного генома Pinus thunbergii Parl. Использование 
указанных ДНК-маркеров позволило получить данные, свидетельствующие о достаточно высо-
кой степени генетической дивергенции P. koraiensis от двух других входящих в комплекс видов 
елей P. abies и P. obovata. Произрастающая на Дальнем Востоке ель корейская существенно отли-
чается от популяций этих видов по числу и составу гаплотипов, уровню генетического разноо-
бразия и структуре популяций, что дает нам основание рассматривать ее в качестве отдельного 
вида.

Ключевые слова: Picea abies, P. obovata, P. koraiensis, cpSSR, гаплотипическое разнообразие, структура 
популяций, генетическая дифференциация.
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Род Picea A. Dietr. – ель, один из важнейших 
родов в семействе Pinaceae по хозяйственному 
значению и по обилию видов. В настоящее время 
представители этого рода распространены циркум-
полярно по всем материкам Северного полушария 
– от заполярных районов почти до субтропической 
зоны. Видовое разнообразие рода Picea представ-
лено примерно 40–45 видами, ареалы большинства 
которых находятся в Евразии и Северной Америке 
[1–4].

На территории России произрастают шесть ви-
дов рода Picea: Picea abies (L.) H. Karst., P. obovata 
Ledeb., P. jezoensis (Siebold & Zucc.) Carrière, P. 
glehnii (F. Schmidt) Mast., P. koraiensis Nakai и P. 
orientalis (L.) Peterm. Самый большой и почти не-
прерывный ареал среди них занимают ели европей-
ская P. abies и сибирская P. obovata [2], а обширная 
зона интрогрессивной гибридизации этих видов 
охватывает практически всю Русскую равнину до 
Урала и Западной Сибири [1, 2, 5]. P. abies распро-
странена от Скандинавии до Урала, а также в горах 
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Западной Европы (Альпы, Карпаты, Балканы). В 
Предуралье P. abies постепенно замещается близ-
ким видом P. obovata. Ель сибирская произраста-
ет в северо-восточной части Европейской России, 
практически на всей территории Сибири и на юге 
Дальнего Востока до побережья Охотского моря и 
нижнего Амура [6, 7]. В южной части Приамурья и 
в Приморье растет ель корейская P. koraiensis. Мор-
фологическая и экологическая близость, а также 
наличие переходных форм вследствие возможной 
гибридизации [2] не позволяют установить четкой 
границы между P. obovata и P. koraiensis [8–11].

До настоящего времени вопрос о видовом стату-
се ели корейской на юге Дальнего Востока России 
остается открытым. Одни исследователи признают 
ее видовую самостоятельность [2, 6–9, 12–15], дру-
гие – рассматривают произрастающую здесь ель в 
качестве разновидности ели сибирской [4, 11, 16, 
17]. Изучение полиморфизма морфологических 
признаков в популяциях ели дальневосточного ре-
гиона [18], на основании которых она определялась 
как ель корейская, выявило значительное сходство 
этих популяций с популяциями ели сибирской из 
центральных районов ареала вида. Кроме того, 
было установлено, что популяции P. koraiensis на 
исследованной территории не обнаруживают ха-
рактерной для самостоятельных видов определен-
ной географической приуроченности. На основа-
нии полученных результатов авторами было выска-
зано предположение об отсутствии P. koraiensis на 
российском Дальнем Востоке.

Кариологический анализ P. koraiensis и P. obova-
ta выявил сходство этих видов по основным мор-
фологическим типам хромосом. Существенные 
различия между кариотипами наблюдались лишь 
по длине хромосом, числу, частоте встречаемости 
и особенностям локализации нуклеолярных рай-
онов [19]. По мнению авторов, встречающиеся у  
P. koraiensis спутничные хромосомы могут быть до-
полнительным критерием для разграничения спор-
ных в таксономическом плане видов P. koraiensis и 
P. obovata.

По данным В.В. Потенко [20], произрастающие 
в исследованном регионе Дальнего Востока P. obo-
vata и P. koraiensis обнаруживают достоверно зна-
чимые различия в генетической структуре. На ден-
дрограмме, построенной с помощью парно-груп-
пового метода кластерного анализа (UPGMA) на 
основе генетических дистанций, рассчитанных по 
20 изоферментным локусам, популяции P. obovata 
и P. koraiensis разделяются на две группы с высо-
ким уровнем бутстреп-поддержки. Степень гене-
тической дифференциации популяций этих видов 
сопоставима с уровнем, выявляемым изофермент-
ным методом у P. abies и P. obovata, а также у других 
близкородственных видов хвойных.

В естественных условиях ель корейская также 
растет в Северной Корее и в северо-восточных 
районах Китая, где ее видовой статус не вызыва-
ет сомнений у научного сообщества [21, 22]. С по-
мощью маркеров мтДНК и хпДНК проведены ис-
следования пяти близкородственных видов елей 
комплекса P. asperata Mast.–P. crassifolia Kom.– 
P. meyeri Rehder et E.H.Wilson–P. koraiensis–P. obo-
vata [23]. Эти виды морфологически сходны, но 
имеют отдельные ареалы. Известно, что у хвойных 
вследствие разных способов передачи генетиче-
ской информации (по материнской или по отцов-
ской линии) митохондриальная и хлоропластная 
ДНК характеризуются разными скоростями генно-
го потока. Хлоропластная ДНК, передаваемая че-
рез пыльцу, имеет более высокие скорости генно-
го потока по сравнению с митохондриальной ДНК, 
передаваемой через семена. В ходе сравнительного 
исследования было обнаружено, что использован-
ные авторами маркеры мтДНК выявляют главным 
образом географическую изменчивость, а маркеры 
хпДНК разделяют популяции в зависимости от их 
видовой принадлежности. Идентифицировано че-
тыре группы популяций разных видов, дифферен-
цированных друг от друга. Наиболее значительные 
различия по маркерам хпДНК наблюдались меж-
ду P. obovata и другими видами комплекса елей, 
включая группу из двух видов, в которую входит  
P. koraiensis. Полученные данные свидетельству-
ют о том, что для разграничения видов елей лучше 
всего подходят маркеры хпДНК с высокой скоро-
стью потока генов.

Исследование генетического разнообразия и 
популяционной структуры P. koraiensis на основе 
анализа однонуклеотидного полиморфизма (SNP), 
проведенное в различных по географическому по-
ложению и климатическим условиям популяциях 
Китая [24], выявило достаточно высокий уровень 
внутривидовой дифференциации популяций этого 
вида. Основными причинами существенных раз-
личий между изученными в регионе популяциями  
P. koraiensis, по мнению авторов этого исследова-
ния, являются их географическая изоляция, кли-
матическая гетерогенность и интрогрессия генов. 
Установлено также, что среди факторов, способ-
ствующих дифференциации популяций P. koraiensis 
из различных мест обитания, важнейшими явля-
ются температура и осадки.

Гораздо больше публикаций посвящено резуль-
татам исследования ключевых в Евразии видов  
P. abies и P. obovata. Достаточно подробно освещена 
в литературе изменчивость морфологических при-
знаков этих видов в разных частях их ареалов [1, 5, 
25, 26 и др.]. Большое внимание при этом уделяет-
ся обсуждению их таксономического статуса.

К настоящему времени на основании анали-
за изменчивости генетических маркеров были 
получены данные о разнообразии, структуре и 
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дифференциации популяций P. abies [27–43 и др.] 
и P. obovata [28, 35–40, 43–52 и др.] в различных 
частях ареалов этих видов. Особое внимание уде-
лялось изучению генетической изменчивости и 
структуры популяций в зоне интрогрессивной ги-
бридизации [28, 35, 38, 40, 43], в том числе на севе-
ро-западе России [53–56].

Так, при исследовании аллозимной изменчиво-
сти 26 локусов в популяциях комплекса P. abies– 
P. obovata [28] выявлено значительное генетиче-
ское сходство популяций этих видов. Не было об-
наружено никаких фиксированных различий в ал-
лельных частотах между ними, а также видоспец-
ифичных диагностических локусов. На основании 
этого авторы предложили рассматривать P. abies и  
P. obovata в качестве двух подвидов или географи-
ческих рас одного вида.

В дальнейших работах при использовании дру-
гих молекулярных маркеров [36–38 и др.] были по-
лучены данные, указывающие на то, что P. abies и 
P. obovata – два разных вида, значительно диффе-
ренцированных друг от друга.

Наиболее четкое разделение видов наблюдалось 
при использовании маркеров мтДНК, в частности 
nad1 (интрон 2), наследуемого по материнской 
линии. По составу гаплотипов этого фрагмента в 
комплексе P. abies–P. obovata выделяются три груп-
пы популяций: южноевропейская, североевропей-
ская и сибирская [32, 37–39]. Установлено, что 
митохондриальные гаплотипы P. abies в северных 
популяциях группируются вместе с гаплотипами  
P. obovata и отличаются от гаплотипов P. abies в 
южных популяциях. Уровень генетической диф-
ференциации между европейскими и сибирски-
ми популяциями по локусу nad1, по данным, при-
веденным в публикациях, был очень высоким:  
FST = 0.650 [39] и FST = 0.685 [35]. Исследование 
пространственного распределения гаплотипов 
мтДНК и хпДНК показало, что граница, разделя-
ющая виды, располагается вдоль р. Оби от устья на 
севере до водораздела Оби и Иртыша на юге [39].

Распределение хлоропластных гаплотипов на 
ареале видов подтверждает интрогрессивную ги-
бридизацию между ними. Установлен факт интро-
грессии P. obovata в северные популяции P. abies 
[32, 33, 35, 40], а общее распределение митохон-
дриальной и ядерной изменчивости указывает на 
интрогрессию ядерной ДНК P. abies в южные по-
пуляции P. obovata [38].

В результате процессов интрогрессивной гибри-
дизации P. abies и P. obovata на территории Восточ-
но-Европейской равнины сформировалась боль-
шая группа популяций гибридного происхождения 
[5, 26, 53, 54, 56, 57]. При анализе изменчивости 
ядерных и хлоропластных SNP в 55 популяциях  
P. abies и P. obovata от Западной Европы до р. Ени-
сей установлено, что гибридная зона простирается 

от Карпат и Фенноскандии на западе до р. Оби 
на востоке [43]. Подтверждены полученные ранее 
другими исследователями данные об интрогрессии 
P. obovata в северные популяции P. abies, а P. abies 
в южные популяции P. obovata. Проведен совмест-
ный демографический анализ, подтверждающий 
множественные контакты видов в течение ледни-
ковых циклов.

Недавние филогенетические исследования раз-
личных видов рода Picea, основанные на сравни-
тельном транскриптомном анализе [58], также по-
казали тесную связь между P. abies и P. obovata. Два 
этих вида входят в общую кладу с другими видами 
елей Северной Азии (P. koraiensis, P. meyeri, P. as-
perata, P. crassifolia, P. retroflexa Mast.) и Японского 
архипелага (P. glehnii, P. koyamae Shiras.), но диф-
ференцируются от них с образованием отдельного 
кластера.

Следует однако отметить, что, несмотря на 
большое число работ, посвященных изучению  
P. abies, P. obovata, P. koraiensis, по морфологиче-
ским признакам и при использовании различных 
маркеров ядерного и цитоплазматических геномов, 
многие вопросы, касающиеся пространственно-
го распределения генетической изменчивости на 
ареалах этих видов, структуры и дифференциации 
популяций в предполагаемых зонах интрогрессии 
видов, филогенетических взаимоотношений между 
видами, требуют дополнительных, более детальных 
исследований. Остается открытым вследствие сла-
бой изученности и вопрос о видовом статусе ели 
корейской на российском Дальнем Востоке. Для 
определения структуры произрастающей в этом 
регионе ели и оценки степени ее генетического 
сходства со структурой популяций ели сибирской 
необходимо привлечь для исследования двух этих 
видов ДНК-маркеры, которые широко и успешно 
используются для изучения генетического разно- 
образия, структуры, дифференциации и филоге-
нии видов хвойных, в том числе видов рода Picea.

В задачи настоящей работы входило проведение 
сравнительного генетического исследования ви-
дового комплекса P. abies–P. obovata–P. koraiensis 
с помощью маркеров хпДНК. Передаваемая че-
рез пыльцу хпДНК имеет более высокие скорости 
генного потока, чем мтДНК, распространяемая 
семенами, и лучше всего подходит для выявления 
генетических различий между видами. В работе 
нами использованы универсальные для видов сем. 
Pinaceae хлоропластные микросателлитные локусы 
(cpSSR) [59], успешно применявшиеся ранее для 
исследования генетической структуры елей [29, 
41, 49, 60] и других хвойных [61–63]. Сравнитель-
но высокая изменчивость микросателлитов хпД-
НК, а также характерное для цитоплазматических 
геномов отсутствие рекомбинации и унипарен-
тальное наследование, обусловливающее двукрат-
ное снижение эффективного размера популяции, 
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обеспечивают большую чувствительность cpSSR в 
отношении сокращений численности популяций и 
изоляции [63]. В настоящее время хлоропластные 
микросателлиты являются одними из наиболее ин-
формативных маркеров для изучения популяцион-
ной и филогеографической структуры видов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование были включены четыре груп-

пы популяций видового комплекса P. abies– 
P. obovata–P. koraiensis: популяции P. abies из Вос-
точной Европы (Беларусь, Польша), популяции 
ели из европейской части России, Урала и Запад-
но-Сибирской равнины, расположенные в зоне 
предполагаемой интрогрессивной гибридизации  
P. abies и P. obovata, популяции P. obovata из различ-
ных частей обширного ареала этого вида в Сиби-
ри и в Монголии, а также популяции P. koraiensis, 
естественно произрастающей в Приморском крае и 
Амурской области России, а также на северо-вос-
токе Китая. Изучение генетической структуры, 
внутри- и межвидовой дифференциации популя-
ций проводили на основе анализа изменчивости 
трех микросателлитных локусов хпДНК: Pt63718, 
Pt26081 и Pt71936, разработанных на основе хло-
ропластного генома Pinus thunbergii Parl. [59]. В ка-
честве материала для исследований использовали 
образцы хвои и зародыши семян. Всего было про-
анализировано 35 популяций елей. Их местополо-
жение, географические координаты и параметры 
изменчивости приведены на рис. 1 и в табл. 1.

Выделение геномной ДНК проводили методом 
СТАВ [66] из высушенной в силикагеле хвои и из 
зародышей семян. ДНК каждого фрагмента ампли-
фицировали в 10 мкл смеси, содержащей 1 × ПЦР 
буфер (75 мM Трис-HCl pH 8.8, 20 мM (NH4)2SO4, 
0.1% Твин 20), 2.5 мM MgCl2, по 200 мкM каждо-
го dNTP, по 0.2 мкM прямого и обратного прай-
мера, 0.5 ед. полимеразы Taq (производство MBI 
Fermentas или Сибэнзим) и 10 нг геномной ДНК. 
Температурный профиль соответствовал приве-
денному в работе [59]. Продукты амплификации 
анализировали с помощью электрофореза в дена-
турирующем полиакриламидном геле с последу-
ющим окрашиванием нитратом серебра. Вариант 
размера (число микросателлитных повторов) рас-
сматривали как аллель данного локуса, а комбина-
цию аллелей трех cpSSR-локусов у индивидуума – 
как гаплотип.

Популяционно-генетический анализ проводи-
ли на основании общепринятых в популяционной 
генетике статистических параметров, описываю-
щих уровень изменчивости и дифференциации. В 
каждой популяции, используя GenAlEx 6.502 [67], 
были определены показатели генетической из-
менчивости: число выявленных гаплотипов (Nh), 
гаплотипическое разнообразие (h), несмещенное 

гаплотипическое разнообразие (uh), проведен  
анализ иерархической структуры изменчивости 
AMOVA (внутри популяций, между популяция-
ми внутри видов, между видами) [68], вычислены 
индексы фиксации ФPT между популяциями. Ин-
декс фиксации ФPT, так же как и наиболее часто 
используемый в популяционных исследованиях 
индекс фиксации FST, отражает степень генетиче-
ской дифференциации между популяциями, одна-
ко в отличие от последнего не зависит от уровня 
внутрипопуляционной изменчивости [69]. Стати-
стическую значимость индексов фиксации оцени-
вали с помощью 999 пермутаций. Для выявления 
пространственного распределения генетической 
изменчивости был проведен Principal Coordinates 
Analysis (PCoA) матрицы парных межпопуляцион-
ных значений ФPT, рассчитанных по частотам алле-
лей cpSSR-локусов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Всего при анализе 920 индивидуумов из 35 по-

пуляций елей в трех хлоропластных локусах иден-
тифицировано 20 аллелей. На рис. 2 представлена 
диаграмма встречаемости аллелей каждого из изу-
ченных локусов в четырех группах популяций ис-
следованного видового комплекса.

Из семи аллелей локуса Pt63718 лишь три (5, 6 
и 7) являются общими. Наиболее высокую часто-
ту встречаемости во всех изученных группах име-
ет аллель 6. Аллели 1, 3 и 4 относятся к категории 
редких. В локусе Pt26081 из восьми выявленных 
аллелей общим и наиболее распространенным яв-
ляется аллель 6. Аллели 1, 4 обнаружены только в 
популяциях P. obovata, а также в нескольких попу-
ляциях из зоны контакта ареалов этого вида с P. 
abies. Три редких аллеля (3, 8 и 9) встретились у от-
дельных индивидуумов в 1-2 популяциях P. obovata 
и P. abies × P. obovata. В локусе Pt71936 общим для 
трех исследованных видов елей является лишь ал-
лель 2. Аллель 3 достаточно широко представлен в 
популяциях P. obovata и P. abies, но отсутствует у 
P. koraiensis. В изученных популяциях этого вида 
преобладает аллель 1, частота которого варьирует 
от 0.900 до 1. У P. obovata аллель 1 также выявляется 
в некоторых популяциях, но с очень низкой часто-
той (менее 10%).

Общее число аллелей, обнаруженных в трех 
cpSSR-локусах, существенно варьирует в изучен-
ных популяциях ели. Самый низкий уровень ал-
лельного разнообразия наблюдается в популяциях 
P. koraiensis (4–9 аллелей). В остальных проанали-
зированных популяциях общее число выявленных 
аллелей колеблется в пределах от 8 до 15.

Комбинацию аллелей трех cpSSR-локусов, про-
анализированных у индивидуума, рассматрива-
ли как гаплотип. Всего при генотипировании 920 
экз. ели в 35 популяциях было идентифицировано 
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Рис. 1. Географическое расположение изученных популяций видового комплекса P. abies–P. obovata–P. koraiensis. 
Черной линией обозначен ареал ели европейской [9] и ели сибирской [6], серой – ареал ели корейской [64]. Циф-
рами обозначены номера популяционных выборок из табл. 1.
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57 гаплотипов. В отдельных популяциях число 
выявленных гаплотипов варьировало от 2 до 17 
(см. табл. 1). Распределение гаплотипов нерав-
номерное: два гаплотипа 6/6/3 (номера аллелей 
в локусах Pt63718/Pt26081/Pt71936) и 6/6/2 встре-
чались в изученных популяциях ели чаще других. 
Гаплотип 6/6/3 отсутствовал лишь в популяциях  
P. koraiensis, а гаплотип 6/6/2 – в популяции  
P. abies (Домжерицы) и в популяциях Хибины, Ека-
теринбург, Юрюзань, Иремель, Ханты-Мансийск 
из зоны контакта P. abies и P. obovata. Самая высо-
кая частота встречаемости гаплотипа 6/6/3 наблю-
далась в популяции P. obovata из Магаданского за-
поведника (66.7%), в остальных изученных популя-
циях P. abies и P. obovata его частота варьировала от 
4.5% до 56%, составляя в среднем 24.7%. Гаплотип 
6/6/2, максимально представленный в популяции 
ели сибирской Хамар-Дабан (43.3%), обнаружива-
ется в других изученных популяциях ели этого вида 
с более низкой частотой, составляющей в среднем 
26.4%. У P. abies, P. koraiensis и в зоне контакта аре-
алов P. abies и P. obovata гаплотип 6/6/2 также вы-
является в ряде популяций, но его частота в этих 
популяциях не превышает 10%. Остальные гапло-
типы, из обнаруженных у P. obovata, встречаются в 
популяциях значительно реже (2/6/2, 5/1/3, 5/6/2, 
6/4/2, 6/7/2) или относятся к категориям редких и 
уникальных. В популяциях P. abies, кроме гаплоти-
па 6/6/3, выявляются и другие гаплотипы, частоты 
встречаемости которых варьируют в пределах от 2.6 
до 27%. В зоне контакта ареалов видов обнаружены 

как редкие, так и наиболее распространенные 
(5/5/2, 6/5/3, 6/5/4, 6/6/2, 6/6/3, 6/6/4) у P. obovata 
и P. abies гаплотипы.

Популяции P. koraiensis существенно отличают-
ся по составу гаплотипов от популяций двух других 
видов ели. В популяциях этого вида с достаточно 
высокой частотой (0.700–0.938) преобладает га-
плотип 6/6/1. Кроме того, в некоторых популяциях 
обнаружены редкие гаплотипы 3/6/2, 5/6/1, 6/5/1, 
6/6/2, 6/7/1, 7/6/1. Следует отметить, что бурей-
скую популяцию ели, включенную нами в группу  
P. koraiensis, ранее мы рассматривали как популя-
цию P. obovata [52]. Однако в результате предва-
рительного анализа изменчивости cpSSR-локусов 
было установлено, что она значительно отлича-
ется по набору гаплотипов от популяций этого 
вида. Поэтому сочли целесообразным включить ее 
в группу популяций P. koraiensis, с которыми она 
имеет большее сходство по генетической структу-
ре. Еще А.Я. Орлов [70] отмечал, что ель сибир-
ская, произрастающая в бассейне Буреи, по сво-
им морфологическим и экологическим признакам 
отличается от типичной ели сибирской и по ряду 
параметров сходна с елью корейской.

Из представленных в табл. 1 данных видно, что 
число (Nh) и несмещенное разнообразие (uh) га-
плотипов, обнаруженных в исследованных попу-
ляциях трех видов елей, варьируют в достаточно 
широких пределах: от 2 до 17 и от 0.125 до 0.936, 
соответственно. Самые низкие параметры измен-
чивости наблюдаются в популяциях P. koraiensis. 

Рис. 2. Частоты аллелей трех cpSSR-локусов в четырех группах популяций видового комплекса P. abies–P. obova-
ta–P. koraiensis.
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Среднее значение uh составило всего 0.293. У  
P. abies и P. obovate, и в зоне контакта их ареалов 
средний уровень гаплотипического разнообразия 
почти в 3 раза выше, чем у P. koraiensis: 0.862, 0.831 
и 0.860 соответственно. Среди изученных популя-
ций из зоны контакта ареалов P. abies и P. obovata 
самое низкое несмещенное гаплотипическое раз-
нообразие наблюдалось в высокогорной популя-
ции Иремель (0.690), самое высокое – в популяции 
Юрюзань (0.921). У P. obovata минимальное значе-
ние показателя uh установлено в популяции Мага-
дан (0.550), которая представляет собой крайнее 
северо-восточное небольшое по площади изолиро-
ванное местонахождение ели сибирской, оторван-
ное на значительное расстояние от основного аре-
ала вида [71]. Низкие параметры cpSSR-изменчи-
вости в этой популяции, вероятнее всего, являются 
результатом сокращения численности и длитель-
ной изоляции популяции в прошлом («bottleneck»), 
что подтверждает высокая частота (66.7%) одного 
из шести обнаруженных в популяции гаплотипов. 
Максимальное значение показателя uh отмечено в 
северной популяции Ванавара из Эвенкии (0.936). 
В среднем для 35 изученных популяций елей зна-
чения показателей Nh и uh равны соответственно 
9.5 и 0.762.

AMOVA показал, что 17.1% общего генетиче-
ского разнообразия (ФRT = 0.171, p = 0.001), вы-
явленного при исследовании четырех групп по-
пуляций видового комплекса P. abies–P. obovata– 
P. koraiensis, распределяются между группами по-
пуляций, 1.5% (ФPR = 0.017, p = 0.001) – между по-
пуляциями внутри групп, а остальные 81.5% из-
менчивости реализуются внутри популяций (ФPT 
= 0.185, p = 0.001) (табл. 2).

Достаточно высокая доля межгрупповой из-
менчивости, во много раз превышающая долю из-
менчивости среди популяций внутри групп, сви-
детельствует о значительной генетической диффе-
ренциации елей, входящих в исследуемый видовой 
комплекс. Для визуализации генетических разли-
чий между изученными видами на основе матрицы 

парных значений индексов ФPT, вычисленных по 
частотам аллелей трех проанализированных локу-
сов, был выполнен PCoA (рис. 3).

На рис. 3, а представлены результаты ордина-
ции 35 популяций елей на плоскости двух главных 
координат. Исследованные популяции образуют 
несколько пространственно разобщенных групп. 
Одна из групп, самая многочисленная, представ-
лена популяциями P. obovata. Лишь популяция  
P. obovata из Магаданской области располагается 
на некотором удалении от группы популяций этого 
вида, что свидетельствует о существенном отличии 
гаплотипического состава магаданской популяции 
от остальных включенных в анализ популяций ели 
сибирской. Особенность данной популяции за-
ключается в том, что в ней преобладает с достаточ-
но высокой частотой встречаемости (66.7%) гапло-
тип 6/6/3, который в других популяциях этого вида 
обнаруживается с более низкой частотой, состав-
ляющей в среднем 21.7%. Ранее при исследовании 
генетического разнообразия и дифференциации 
популяций ели сибирской по ядерным микроса-
теллитным локусам также было показано, что ма-
гаданская популяция максимально дифференциру-
ется от остальных изученных популяциях ели си-
бирской и характеризуется самым низким уровнем 
генетического разнообразия [48].

Вторая группа, находящаяся на некотором уда-
лении от группы популяций P. obovata, включает в 
себя популяции P. abies и популяции ели из зоны 
контакта ареалов P. abies и P. obovata (см. рис. 3, 
а). Эта группа разделена на две слабо дифферен-
цированные друг от друга подгруппы (см. рис. 3, б), 
одна из которых представлена нижнеобскими по-
пуляциями ели (Казым Мыс, Питляр, Ханты-Ман-
сийск) и высокогорной популяцией P. abies из Кар-
пат, а другая объединяет две уральские популяции 
(Юрюзань, Екатеринбург), популяцию Хибины из 
Мурманской области и популяцию P. abies Дом-
жерицы. Популяция Иремель из высокогорных 
мест обитания на Урале отделена пространствен-
но от остальных изученных популяций ели из зоны 

Таблица 2. Анализ молекулярной изменчивости (AMOVA) по гаплотипам хпДНК в 35 популяциях видового 
комплекса P. abies–P. obovata–P. koraiensis

Уровень
изменчивости d. f.

Сумма 
квадратов

отклонений

Компоненты
изменчивости

Доля
изменчивости, % p

Между группами 3 40.414 0.083 17.1 0.001

Между популяциями  
внутри групп 31 17.984 0.007 1.5 0.001

Внутри популяций 885 349.551 0.395 81.5 0.001

Всего 919 407.945 0.485 100
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Рис. 3. Ординация изученных популяций елей на плоскости главных координат по данным матрицы 
парных значений ФPT, вычисленных по частотам аллелей трех cpSSR-локусов: а – ординация 35 попу-
ляций видового комплекса P. abies–P. obovata–P. koraiensis; б – ординация популяций P. obovata, P. abies 
и популяций из зоны контакта ареалов этих видов. Нумерация популяций соответствует табл. 1. Синим 
обозначены популяции P. obovata, красным – P. abies, зеленым – популяции из зоны контакта ареалов  
P. obovata и P. abies, оранжевым – P. koraiensis.
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контакта ареалов видов и имеет более низкий по 
сравнению с ними уровень гаплотипического раз-
нообразия. В недавней работе, посвященной из-
учению популяционной структуры и совместной 
демографической истории P. abies и P. obovata на 
основе анализа изменчивости ядерных и хлоро-
пластных SNP [43], также были включены особи 
ели с горы Иремель. Показано, что эта высокогор-
ная популяция характеризуется низким нуклео-
тидным разнообразием, а ее особи группируются 
отдельно от близлежащих низкогорных популяций, 
образуя отдельный кластер.

Отдельную группу на плоскости двух главных 
координат образуют популяции P. koraiensis, про-
странственное расположение которых указывает 
на достаточно высокую степень их дивергенции от 
групп популяций европейской и сибирской елей 
(см. рис. 3, а).

Полученные на основании анализа изменчи-
вости трех микросателлитных локусов хпДНК  
результаты свидетельствуют о существенных разли-
чиях между исследованными группами популяций 
видового комплекса P. abies–P. obovata–P. koraiensis 
по составу и числу выявленных гаплотипов, уров-
ню генетического разнообразия и структуре по- 
пуляций. Наиболее значительная дифференциация 
по этим показателям наблюдается между популя-
циями из зоны контакта ареалов P. abies и P. obovata, 
популяциями P. abies и P. obovata с одной сторо-
ны и популяциями P. koraiensis с другой стороны  
(ФRT = 0.369, ФRT = 0.403 и ФRT = 0.336 соответствен-
но). Степень дифференциации между популяциями 
двух близких видов P. abies и P. obovata оказалась на 
порядок ниже (ФRT = 0.043). Недавние филогенети-
ческие исследования различных видов рода Picea, 
основанные на сравнительном транскриптомном 
анализе [58], также показали, что P. abies и P. obo-
vata генетически гораздо ближе друг к другу, чем к  
P. koraiensis.

В ходе проведенного нами исследования уста-
новлено, что самый высокий уровень генетическо-
го разнообразия среди четырех включенных в ана-
лиз групп популяций наблюдается в популяциях 
ели европейской и популяциях, расположенных в 
зоне контакта ареалов P. abies и P. obovata (см. табл. 
1). Выявление в этой зоне гаплотипов, характер-
ных для ели сибирской, и гаплотипов, встречаю-
щихся только у ели европейской, в очередной раз 
подтверждает существование широкой зоны ин-
трогрессивной гибридизации между этими видами. 
При сравнении входящих в комплекс видов обна-
ружено также заметное снижение уровня генети-
ческого разнообразия в восточном направлении. У  
P. abies среднепопуляционное значение показа-
теля uh равняется 0.862, у P. obovata – 0.831, а у P. 
koraiensis – 0.293. Более низкий уровень генети-
ческого разнообразия у ели сибирской по срав-
нению с елью европейской обнаружен также 

при сравнительном анализе популяций P. abies и  
P. obovata с помощью матерински наследуемого 
митохондриального фрагмента nad1 (интрон 2) и 
наследуемого по отцовской линии хлоропластного 
региона trnT–trnL [35–37, 39].

Полученные в ходе исследования данные о зна-
чительной генетической дивергенции ели, произ-
растающей на российском Дальнем Востоке, от 
двух других видов комплекса P. abies–P. obova-
ta–P. koraiensis, в том числе от ели сибирской, под-
тверждают ее статус в качестве отдельного вида  
P. koraiensis. Следует, однако, отметить, что ель из 
Амурской области, изученная нами ранее по ми-
тохондриальному локусу mh44 [52], обнаруживает 
сходство с другими популяциями ели сибирской, 
тогда как по гаплотипическому составу исследо-
ванных нами хлоропластных микросателлитов эта 
популяция более близка к изученным популяциям 
ели корейской. В ней преобладает тот же гаплотип, 
что и в остальных популяциях этого вида. Расхож-
дение между данными, полученными на основе 
анализа маркеров цитоплазматического генома, 
различающихся типом наследования, подтвержда-
ет наличие зоны интрогрессивной гибридизации 
между елью сибирской и елью корейской, суще-
ствование которой впервые предположил Е.Г. Бо-
бров [2]. В связи с этим необходимы дополнитель-
ные исследования с привлечением большего числа 
популяционных выборок как ели корейской, так 
и ели сибирской, особенно с малоизученного ра-
нее обширного региона к востоку от оз. Байкал. 
Более детальные исследования популяций этих 
видов на Дальнем Востоке России позволят полу-
чить данные о границах ареалов «чистых» видов  
P. obovata и P. koraiensis, а также зоны их межвидо-
вой гибридизации.

Таким образом, полученные при сравнитель-
ном исследовании видового комплекса P. abies– 
P. obovata–P. koraiensis результаты свидетельствуют 
об эффективности использования микросателлит-
ных локусов хпДНК с высокой скоростью потока 
генов не только для определения уровня генетиче-
ского разнообразия видов, выявления степени их 
дифференциации, но и для установления видового 
статуса спорных таксонов.
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Genetic Diversity, Structure and Differentiation  
of Picea abies–Picea obovata–Picea koraiensis Species Complex According  

to Data of Chloroplast DNA Microsatellite Analysis

A. Ya. Larionova1, *, S. A. Semerikova2, A. K. Ekart1,  
A. N. Kravchenko1, **, V. L. Semerikov2, M. A. Polezhaeva2

1Sukachev Institute of Forest, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Federal Research Center «Krasnoyarsk 
Science Center Siberian Branch, Russian Academy of Sciences», Krasnoyarsk, 660036, Russia 

2Institute of Plant and Animal Ecology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, 620144, Russia 
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The results of a comparative study of the genetic structure, parameters of intraspecific genetic diversity 
and spatial differentiation of 35 populations of Picea abies–P. obovata–P. koraiensis species complex, 
located within the areas of distribution «pure» species and in the contact zones of their ranges were 
presented. P. abies populations from Eastern Europe (Belarus, Poland), spruce populations from the 
European part of Russia, the Urals and the West Siberian Plain, located in the zone of P. abies and P. 
obovata introgressive hybridization, P. obovata populations from various parts extensive range of this 
species in Siberia and Mongolia, as well as P. koraiensis populations from the Russian Far East and 
Northeast China were analysed. The study of genetic variability and differentiation of populations was 
carried out on the basis of an analysis of the variability of three microsatellite loci: Pt63718, Pt71936 
and Pt26081, developed on the basis of Pinus thunbergii Parl chloroplast genome. The use of these DNA 
markers made it possible to obtain data indicating a fairly high degree of P. koraiensis genetic divergence 
from two other spruce species included in the complex, P. abies and P. obovata. Korean spruce growing 
in the Far East differs significantly from the populations of these species in the number and composition 
of haplotypes, the level of genetic diversity and population structure, which gives us reason to consider 
it as a separate species.

Keywords: Picea abies, P. obovata, P. koraiensis, cpSSR, haplotype variability, population structure, ge-
netic differentiation.
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В ходе эволюционных процессов и селекционной работы сформировались разнообразные мас-
сивы местных популяций скота, приспособленных к конкретным природно-климатическим ус-
ловиям. Повышение селекционного давления и концентрация на нескольких высокопродуктив-
ных породах привели к эрозии генетических ресурсов по всему миру. Одним из эффективных 
подходов к оценке генетического разнообразия является исследование полиморфизма митохон-
дриальной ДНК (мтДНК), которая демонстрирует высокий уровень изменчивости и характери-
зуется отсутствием рекомбинации, что позволяет исследовать генетические связи между порода-
ми и отслеживать как древние, так и относительно недавние эволюционные события. Изучение 
эволюции и демографической истории пород сельскохозяйственных животных становится воз-
можным благодаря вовлечению в исследования исторических и археологических образцов. Цель 
нашей работы состояла в выявлении наиболее эффективного способа исследования мтДНК, 
извлеченной из археологических образцов, позволяющего проводить анализ популяционно-ге-
нетических параметров. В исследование включены образцы, датированные концом XIII–XIV вв., 
обнаруженные при раскопках центральной части средневекового кремля в границах современ-
ного Ярославля. Для исследования материнской изменчивости крупного рогатого скота, разво-
дившегося в лесной зоне Русской равнины, использованы методы полногеномного секвениро-
вания и секвенирования фрагментов мтДНК по Сэнгеру. Дендрограмма на основе генетических 
дистанций полной митохондриальной последовательности по методу Neighbor–Joining выявила 
кластеризацию археологических образцов в группах современного ярославского и холмогорского 
скота, что может указывать на общих предков всех трех популяций. При подробном рассмотре-
нии некоторых областей митогенома обнаружено, что для археологических образцов успешно 
генотипированными оказались последовательности, незначительно перекрывающиеся между 
собой, в связи с чем была разработана система генотипирования гипервариабельного участка 
D-петли с помощью секвенирования целевого фрагмента по Сэнгеру. Проведенный анализ ну-
клеотидного и гаплотипического разнообразия выявил в группе археологических образцов ми-
нимальные значения этих показателей. Построенная медианная сеть гаплотипов позволила от-
нести археологические образцы к гаплогруппе Т3, наиболее распространенной в европейских 
породах скота. Анализ полученных данных позволяет предполагать происхождение изучаемых 
археологических образцов от особей местной группы скота, разводимой в окрестностях средне-
векового г. Ярославля в XIII–XIV вв.

Ключевые слова: митохондриальная ДНК, гаплогруппы, крупный рогатый скот, археологические об-
разцы, древняя ДНК.
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Одомашнивание животных было важным ша-
гом в демографическом и культурном развитии 
человечества. Вместе с окультуриванием растений 

оно заложило основу сельского хозяйства, каким 
мы его знаем сегодня [1]. В ходе естественных эво-
люционных процессов и направленной селекции 
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сформировалось огромное разнообразие местных 
популяций. В течение последних десятилетий раз-
работка и усиленное внимание к более эффектив-
ным программам селекции ускорили генетическое 
улучшение ряда пород.

В результате такой сельскохозяйственной прак-
тики высокопродуктивные породы вытеснили 
местные во всем мире [2, 3]. Такое развитие собы-
тий привело к растущей обеспокоенности по пово-
ду эрозии генетических ресурсов [4, 5].

Эффективное управление генетическими ре-
сурсами сельскохозяйственных животных (FAnGR) 
требует всесторонних знаний о характеристиках 
пород, включая данные о размере и структуре по-
пуляции, географическом распределении, про-
изводственной среде, а также внутрипородном и 
межпородном генетическом разнообразии [6]. 

Получение новых знаний о геноме животных, 
совершенствование методических подходов, раз-
витие высокопроизводительных технологий ге-
номного анализа и создание современного ана-
литического оборудования сделали возможным 
использование различных генетических маркеров 
для идентификации и изучения аллелофондов [7].

На сегодняшний день одним из эффективных 
подходов к оценке генетического разнообразия 
является исследование полиморфизма митохон-
дриальной ДНК (мтДНК), которая демонстрирует 
высокий уровень изменчивости и характеризуется 
отсутствием рекомбинации, что позволяет иссле-
довать генетические связи между породами и от-
слеживать как древние, так и относительно недав-
ние эволюционные события [8–11]. 

Митохондриальный геном представляет собой 
одну кольцевую молекулу ДНК. Исключением яв-
ляются некоторые кишечнополостные, водоросли, 
грибы и одноклеточные эукариоты, для которых 
характерна линейная структура мтДНК [12]. Для 
млекопитающих типичный размер митохондри-
ального генома составляет 16–18 тпн. [13]. На про-
тяжении тысячелетий проходило формирование 
митохондриального генома, который приобретал 
свои особенности, и согласно им образовались 
определенные гаплогруппы. Гаплогруппы – это 
одна из главных популяционно-генетических ха-
рактеристик митогенома, используемых для опре-
деления происхождения скота. В мировой практи-
ке для крупного рогатого скота определены следу-
ющие шесть гаплогрупп – макрогруппа Т, которая 
включает в себя: Т, Т1, Т2, Т3, Т4, Т5 [14–16], I 
(Bos indicus) [17–19], P (наиболее часто встречалась 
у ископаемых туров) [16, 20–22], Q (близка к га-
плогруппе Т, возникла уже в процессе одомашни-
вания скота), R (далека от всех предшествующих 
гаплогрупп, в настоящее время встречается у ита-
льянских пород скота) и Е (отсутствует у совре-
менных животных) [21]. А для овец, основываясь 

на анализе контрольной̆ области мтДНК, исследо-
ватели идентифицировали семь гаплогрупп, две из 
которых (F и G) к настоящему времени исчезли, 
а пять (A, B, C, D, E) продолжают существовать в 
современных породах [23, 24].

Благодаря вовлечению в исследования исто-
рических, археологических и ископаемых образ-
цов становится возможным изучение эволюции 
и демографической истории пород сельскохозяй-
ственных животных. Полученные данные могут 
быть использованы в качестве эталона при опре-
делении генофондного статуса современных по-
пуляций скота, а также для идентификации среди 
них особей — носителей уникальных аллелей или 
аллельных сочетаний, свойственных историческим 
образцам и отсутствующих у большинства живот-
ных современных популяций. Информация о ге-
нотипах исторических образцов может быть ис-
пользована при проведении полногеномных ассо-
циативных исследований (genome wide association 
study, GWAS), а также при определении мишеней 
для геномного редактирования [25]. 

В качестве материала для такого рода исследова-
ний традиционно изучаются исторические черепа 
и их части, сохраняемые в музейных коллекциях 
[26, 27], а также полученные в ходе археологиче-
ских исследований [28]. Вместе с тем использо-
вание черепов из краниологических коллекций в 
качестве источника ДНК осложняется тем, что их 
подготовка к депонированию включает ряд агрес-
сивных химических воздействий, что приводит к 
существенной деградации нуклеиновых кислот. 
Особенно критично получение достаточного коли-
чества ядерной ДНК, представленной всего двумя 
копиями на клетку, в отличие от митохондриаль-
ной, количество копий которой в одной клетке со-
ставляет от 100 до 10000 [29]. Поэтому мы обратили 
внимание прежде всего на мтДНК и включили в 
исследование не только целые черепа, но и дру-
гие скелетные элементы (отдельные кости черепа, 
рога, зубы и метаподии).

Цель настоящей работы состояла в том, чтобы 
выявить наиболее эффективный способ исследо-
вания митохондриальной ДНК, извлеченной из ар-
хеологических образцов, позволяющий проводить 
анализ популяционно-генетических параметров.

В проведенной работе впервые в России для из-
учения археологических образцов средневекового 
крупного рогатого скота были использованы ме-
тоды полногеномного секвенирования и секвени-
рования по Сэнгеру, которые показали свою эф-
фективность при исследовании материнской из-
менчивости. Удалось дать оценку генетическому 
разнообразию и определить гаплотипическую при-
надлежность коров, содержавшихся на территории 
средневекового Ярославля в XIII–XIV вв.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование включены археологические об-

разцы, полученные при раскопках на Волжской на-
бережной в самом центре Ярославского кремля и 
датированные XIII–XIV вв. Выбранные в качестве 
образцов кости (фрагменты черепов, рога и пясти) 
происходят от взрослых особей, которые по раз-
мерным характеристикам несомненно относятся к 
разводимой в то время на территории центральной 
части Русской равнины местной популяции круп-
ного рогатого скота [30–32]. Что касается половой 
принадлежности, то по морфологическим параме-
трам эти скелетные элементы были оценены как 
принадлежавшие коровам, что не противоречит 
данным секвенирования полного генома.

Исследование археологических образцов прово-
дили в специализированной лаборатории ФГБНУ 
ФИЦ ВИЖ им. Л.К. Эрнста, оборудованной для 
работы с древней ДНК [1]. 

В качестве материала для выделения ДНК был 
использован порошок, получаемый с помощью 
вибрационной шаровой мельницы MIXERMILL-
MM 400 (RetschGmbH, Германия) из фрагментов 
костей, предварительно очищенных от механи-
ческих примесей, обработанных детергентом и 
ультрафиолетовым облучением для предотвра-
щения контаминации образца экзогенной ДНК. 
Выделение ДНК проводили с помощью набора 
COrDISExtractDecalcine (ООО «Гордис», Россия) 
в соответствии с инструкциями производителя с 
модификацией условий лизиса (56°C, на ночь) и 
объема растворов (2,5 объема лизирующего и про-
мывающего буферов). Для оценки количественных 
характеристик ДНК проводили измерение концен-
трации двухцепочечной ДНК с использованием 
флуориметра Qubit™ (Invitrogen, Life Technologies, 
Waltham, MA, США). 

Исследование современных образцов прово-
дили на базе ЦКП «Биоресурсы и биоинженерия 
сельскохозяйственных животных» ФГБНУ ФИЦ 
ВИЖ им. Л.К. Эрнста. Поскольку предваритель-
ные исследования показали сложность амплифи-
кации нуклеотидных последовательностей длиной 
более 400–500 пар нуклеотидов (п. н.) из археоло-
гических образцов, для получения последователь-
ности полного митохондриального генома, насчи-
тывающего более 16 тпн, было принято решение 
провести полногеномное секвенирование (Whole 
genome sequencing, WGS) археологических образ-
цов и далее с помощью биоинформационных ме-
тодов получить последовательность мтДНК.

Минимальное количество ДНК при создании 
библиотек для секвенирования составляет 3 мкг, 
поэтому пороговое значение концентрации пре-
паратов получаемой ДНК было установлено на 
уровне 30 нг/мкл при объеме не менее 100 мкл. 
При получении ДНК более низкой концентрации 

проводили повторное выделение ДНК с увеличе-
нием количества исходного материала, используе-
мого для анализа, и/или концентрирование ДНК 
с использованием вакуумного центифужного кон-
центратора. В случаях отсутствия дополнительных 
навесок костного порошка, принимая во внимание 
уникальность исследуемых образцов, для создания 
библиотек использовались также образцы с коли-
чеством ДНК менее 1 мкг. Для таких образцов до-
полнительное концентрирование препаратов ДНК 
не проводилось.

Полногеномное секвенирование выполнялось 
на секвенаторе NovaSeq 6000 (2x 150 bp), библио-
теки были подготовлены с использованием набо-
ров TruSeqDNANanoLibraryPrepkit (Illumina) и Ac-
cel-NGS® 2SPlusDNALibraryKit (IDT).

Биоинформационная обработка данных про-
водилась в среде R с использованием дополни-
тельных пакетов. Выравнивание сиквенсов вы-
полняли с помощью инструментов bwa-mem2 [33] 
и SAMtools [34] на референсный геном крупного 
рогатого скота по сборке ARS_UMD 3.1.1 (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000003055.6/). 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Проведено полногеномное секвенирование 10 

археологических образцов, после чего из полноге-
номных данных получены полные последователь-
ности митохондриальной ДНК и проведена оценка 
качества выравнивания для этого участка последо-
вательности (табл. 1). 

Как видно из табл. 1, археологические образцы 
крупного рогатого скота характеризовались доста-
точно низким покрытием генома, что не противо-
речит аналогичным показателям в исследованиях 
для других видов животных и человека. В дальней-
ший анализ были включены только шесть образ-
цов, для которых покрытие митохондриального ге-
нома составляло более 30%.

На основании полных последовательностей 
была определена гаплогрупповая принадлежность 
для трех археологических образцов с наибольшим 
покрытием генома (выделены жирным шрифтом). 
В трех других образцах успешно секвенированные 
последовательности не попадали в области митоге-
нома, позволяющие сделать однозначный вывод о 
гаплогрупповой принадлежности.

В качестве групп сравнения были использова-
ны полные митохондриальные геномы современ-
ных представителей холмогорского, ярославского 
и голштинского скота, а также последовательно-
сти митогенома крупного рогатого скота, принад-
лежащие к разным гаплогруппам, загруженные из 
общедоступных источников (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/). Дополнительно были загружены митоге-
номы яков (Bos grunniens), овец (Ovis aries) и туров 
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(Bos primigenius) для исключения неверной видовой 
идентификации костных останков. 

С использованием программы MitoToolPy [35] 
была определена гаплогрупповая принадлежность 
исследуемых животных на основании набора дан-
ных из 153 полных последовательностей. Выяв-
лено, что исследуемые археологические образцы 
принадлежат к гаплогруппе T3, наиболее распро-
страненной в Центральной Европе и на Балканах. 

С использованием программы UGENE [36] по-
строена дендрограмма на основании генетических 
дистанций по методу Neighbor-Joining (рис. 1) для 
археологических образцов и современных предста-
вителей холмогорской и ярославской пород. 

Как видно из рис. 1, современные образцы хол-
могорской и ярославской пород в основном обра-
зуют группы в соответствии с породной принад-
лежностью. Археологические образцы AR8, AR9, 
AR38 расположились в кластерах современного 
ярославского скота. Образцы AR29, AR32, AR34 
образовали единую группу с современными жи-
вотными холмогорской породы. 

Распределение средневековых образцов по кла-
стерам холмогорской и ярославской пород может 
свидетельствовать о предковых компонентах, веро-
ятнее всего, общих для группы северного европей-
ского скота. Кроме того, при объяснении такого 
распределения необходимо учитывать предположе-
ние о существовании на территории древнерусско-
го государства двух групп скота, что по археозоо-
логическим данным маловероятно [30–32], а также 
направление современной селекционной работы 
для двух пород черно-пестрого корня, допускаю-
щее их взаимное скрещивание.

Поскольку у археологических образцов нуклео-
тидная последовательность была определена фраг-
ментарно, дополнительно была исследована об-
ласть D-петли как наиболее полиморфная часть 
митохондриального генома. Построена дендро-
грамма генетических дистанций для археологиче-
ских образцов (AR) по отношению к современным 
представителям ярославской (YR) и холмогорской 
(KH) пород (рис. 2). 

При анализе последовательностей D-петли 
образец AR29 показал значительное отличие от 
других образцов, сформировав длинную ветвь, в 
то время как другие образцы кластеризовались 
вблизи современных ярославских и холмогорских 
образцов. 

Однако, поскольку для разных образцов в ис-
следуемых областях генома успешно генотипиро-
ванными оказались последовательности, незна-
чительно перекрывающиеся между собой, пред-
ставленные данные следует интерпретировать с 
осторожностью. Надежные результаты могут быть 
получены при выполнении следующих условий: 
включение в выборку возможно большего количе-
ства образцов и успешное генотипирование одина-
ковых областей генома у этих образцов.

Поскольку генотипирование фрагментов ДНК 
длиной более 400–500 пн для археологических об-
разцов сопряжено с трудностями ввиду сильной 
деградации ДНК, нами была разработана систе-
ма генотипирования гипервариабельного участка 
D-петли длиной 375 пн с помощью ПЦР с после-
дующим секвенированием целевого фрагмента по 
Сэнгеру.

Апробация разработанной тест-системы прове-
дена на новых препаратах ДНК тех же образцов, 

Таблица 1. Характеристика исследуемых археологических образцов

Номер 
образца

Среднее количество ДНК в 
одной аликвоте, мкг

Средняя концентрация 
одной аликвоты, нг/мкл

% покрытия 
генома

Среднее 
покрытие 

генома
AR6 1.670 16.7 8.96 0.18
AR8 0.487 21.2 39.31 0.76
AR9 0.417 18.2 30.25 0.69
AR12 0.843 24.1 15.42 0.52
AR27 2.500 25.0 23.72 0.60
AR29* 0.096 3.1 54.45 8.55
AR32* 0.104 1.8 51.42 2.00
AR34 2.220 22.2 36.52 1.10

AR35* 0.597 10.3 17.12 0.64
AR38 1.650 16.5 41.64 0.97

Примечание. * – не проводилось концентрирование раствора ДНК из нескольких аликвот. Курсивом выделены образцы, 
включенные в дальнейший анализ.
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для которых ранее было проведено полногеномное 
секвенирование (AR9, AR12, AR29, AR32, AR35). 

Нами был сформирован объединенный набор 
последовательностей короткого гипервариабельно-
го участка мтДНК, полученных с помощью секве-
нирования по Сэнгеру пяти образцов (AR9, AR12, 
AR29, AR32, AR35) и одного образца AR8, извле-
ченных из полногеномных последовательностей.

На объединенном наборе данных построе-
на медианная сеть для археологических образцов 
в сравнении с современными холмогорскими и 
ярославскими образцами, а также с загружен-
ными из общедоступных баз данных последова-
тельностей с известными гаплогруппами (рис. 3). 

Археологические образцы, как было показано на 
результатах полногеномных последовательностей, 
кластеризовались совместно с образцами, при-
надлежащими к гаплогруппе T3, к которой также 
относились большинство образцов современной 
ярославской, холмогорской и голштинской пород. 

С использованием программы DnaSP 6.12.01 
[37] был проведен анализ нуклеотидного и гапло-
типического разнообразия (табл. 2), который вы-
явил минимальные значения показателей в груп-
пе археологических образцов (0,00119 ±0,00031 и 
0,333 ±0,088 соответственно). Стоит учитывать, 
что количество образцов в современной холмогор-
ской породе почти в 3, а в ярославской – в 4 раза 
больше, чем в группе археологических образцов, 
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Рис. 1. Дендрограмма Neighbor–Joining на основании генетических дистанций полной митохондриальной после-
довательности крупного рогатого скота. AR – археологические образцы; современные образцы: YR – ярославская 
порода, KH – холмогорская порода.
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что может влиять на расчет показателей разноо-
бразия. Так, среднее число нуклеотидных разли-
чий и нуклеотидное разнообразие в современной 
холмогорской породе почти в 6, а в современной 

ярославской – почти в 8 раз выше, чем у археоло-
гических образцов, в то время как показатель га-
плотипического разнообразия возрос только в 2,7 
раза для обеих современных пород. Таким обра-
зом, низкие показатели генетического разнообра-
зия могут свидетельствовать об однородности ис-
следуемой группы крупного рогатого скота с тер-
ритории кремля Ярославля XIII–IV вв.

Результаты анализа дивергенции последователь-
ностей мтДНК между парами исследуемых групп 
на основании количества сайтов, полиморфных 
только для одной группы из сравниваемой пары, 
приведены в табл. 3.

При попарном сравнении популяций в совре-
менной ярославской породе выявлено наибольшее 
количество полиморфных сайтов. Среди археоло-
гических образцов выявлен один сайт, который 
был полиморфным как по отношению к ярослав-
ской, так и по отношению к холмогорской породе. 
В современной ярославской популяции выявлено 
наибольшее количество полиморфных сайтов как 
по отношению к археологическим (n = 14), так 
и по отношению к современным холмогорским  
(n = 11) образцам. Таким образом, митогеном архе-
ологических образцов выглядит более консолиди-
рованным, чем у современных пород.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время значительная часть миро-

вых генетических исследований древних образцов 
крупного рогатого скота с использованием ми-
тохондриальной ДНК направлена на уточнение 
истории происхождения и перемещения различ-
ных групп скота в процессе доместикации, а также 
предковых линий в местных породах и отродьях. 

По-видимому, наиболее полно исследованы 
широко распространенные популяции крупного 
рогатого скота тауринного типа макрогаплогруп-
пы Т. Изучение митохондриальной ДНК образцов 
крупного рогатого скота, датированных различны-
ми эпохами, выявило преобладание гаплогруппы 
Т3 в европейских и ближневосточных популяциях 
[38]. Однако изучение археологических памятни-
ков, расположенных на территории северного Ки-
тая и Республики Бурятия, возрастом от позднего 
неолита до династий Цинь и Хань (примерно 2500 
г. до н.э. – 350 г. н.э.), показало преобладание сре-
ди археологических образцов крупного рогатого 
скота с гаплогруппами Т3, Т2 и Т4. Предполагает-
ся, что гаплогруппы Т2, Т3 и Т4 распространялись 
в ходе торговых и военных взаимодействий между 
регионами Китая и народами Великой степи [39]. 
Исследование современных образцов турано-мон-
гольского скота выявило преобладание опять же 
гаплогрупп Т3, Т4 и Т2, однако у казахского и мон-
гольского скота встречались гаплогруппа Т1 и даже 
I, характерная для B. indicus [40].
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Рис. 2. Взаимосвязь археологических и современных 
образцов ярославской и холмогорской пород на ос-
новании анализа полиморфизма D-петли последо-
вательности мтДНК. AR – археологические образ-
цы: современные образцы: YR – ярославская поро-
да, KH – холмогорская порода.
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го скота на основании последовательности гиперва-
риабельного участка D-петли.
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Зафиксированные археозоологическими мето-
дами факты появления крупного рогатого скота на 
территории центральных лесных регионов Русской 
равнины относятся к эпохе бронзы (III тыс. до н.э.) 
и связаны с влиянием экономики западноевропей-
ских племен культурного круга Шнуровой кера-
мики и, вероятно, Триполья, а также миграциями 
носителей Ямной культурно-исторической общно-
сти из восточноевропейских степей [41–43]. Более 
поздние существенные перемещения домашних 
животных, в том числе коров, затронувшие южные 
рубежи лесной зоны, происходили уже с III по VII 
в. н.э. (Гуннское нашествие и период Великого пе-
реселения народов) и отличались более значитель-
ной протяженностью и географической разнона-
правленностью. С достаточно большой вероятно-
стью влияние на состав древнерусского стада могло 
происходить в X–XII вв. через экономические свя-
зи с государством Волжская Булгария, хозяйствен-
ная система которого имела явные юго-восточные 
традиции в скотоводческом секторе. По морфоло-
гическим характеристикам скелетных остатков из-
учаемого вида из археологических памятников го-
родского и сельского типа древнерусский скот как 
местная породная группа лесной зоны сформиро-
вался еще в домонгольский период [30, 32, 44].

Таким образом, популяция крупного рогатого 
скота северо-восточной Руси могла иметь разные 
древние генетические корни –  западные и восточ-
ные. Однако анализ митохондриального генома ар-
хеологических образцов XIII–XIV вв. показал, что 
животные, содержавшиеся на территории средне-
векового Ярославля, относились к группе таурин-
ного скота, в частности к гаплогруппе Т3. Более 
того, благодаря применению новых методических 

подходов обнаружено значительное однообразие 
ярославских коров. Явных признаков присутствия 
генного материала популяций скота из восточной 
части Евразии в изучаемых образцах не обнаруже-
но. Такие результаты хорошо соотносятся с архео-
зоологическими представлениями о местных кор-
нях этой популяции. 

Однако для продолжения изучения митохондри-
ального генома древнерусского скота и уточнения 
его вероятных генетических связей с современ-
ной ярославской породой нужны большие серии и 
включение в анализ других популяционно-генети-
ческих параметров.

Проведенные исследования показали, что пол-
ногеномное секвенирование с последующей био-
информационной обработкой данных дает воз-
можность определить видовую и гаплогрупповую 
принадлежность археологических образцов, что 
позволит делать выводы о перемещении животных 
в результате торговли, военных действий или иных 
причин. Однако при анализе большого количества 
образцов или в случае, когда получение данных о 
ядерном геноме не входит в задачи исследования, 
полногеномное секвенирование целесообразнее 
заменить секвенированием по Сенгеру коротких 
целевых фрагментов. 

Применение новых методических подходов к 
изучению археологических образцов из средневе-
кового Ярославля позволило достаточно точно от-
нести их к группе тауринного скота, в частности 
к гаплогруппе Т3, распространенной в Централь-
ной Европе и на Ближнем Востоке. Отчасти была 
подтверждена также археозоологическая гипотеза 
о происхождении изучаемых образцов от особей 

Таблица 2. Показатели генетического разнообразия археологических и современных образцов крупного ро-
гатого скота на основании анализа нуклеотидной последовательности гипервариабельного региона D-петли

Группа n S K H h  ±SE π ±SE

AR 6 1 0.333 2 0.333 ± 0.088 0,00119 ±0.00031

KH 15 10 2.190 8 0.905 ± 0.013 0,00709 ±0.,00029

YR 25 17 2.727 12 0.917 ± 0.007 0.00882 ±0.00024

Примечание. n – количество образцов; S – количество полиморфных сайтов; K – среднее число нуклеотидных различий; 
H – количество гаплотипов; h – гаплотипическое разнообразие; π – нуклеотидное разнообразие; SE – ошибка среднего.

Таблица 3. Оценка дивергенции последовательностей мтДНК при попарном сравнении пород

Группа 2
Группа 1

AR KH YR
AR 7 14
KH 1 11
YR 1 4

Примечание. Над диагональю указано количество сайтов, полиморфных в первой группе, но мономорфных во второй. 
Под диагональю указано количество сайтов, полиморфных во второй группе, но мономорфных в первой.
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из популяции местного скота. Современные об-
разцы ярославского скота показали генетическую 
близость к археологическим по некоторым коди-
рующим последовательностям и D-петле, что под-
тверждает общность происхождения и уникаль-
ность породы. 

Исследования проведены в рамках выполнения 
работ по гранту РНФ № 21-66-00007.

Исследование одобрено этическим комитетом 
ФГБНУ ФИЦ ВИЖ им. Л.К. Эрнста,  протокол № 
5 от 17.07.2023.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода и 
использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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Study of the Cattle Mitochondrial Genomes from Archaeological Finds  
on the Territory of Yaroslavl (XIII–XIV Centuries)

A. S. Abdelmanova1, *, M. S. Fornara1, N. F. Bakoev1, E. E. Antipina1, 2,  
L. V. Yavorskaya1, 2, A. V. Dotsev1, N. A. Zinovieva1

1Ernst Federal Research Center for Animal Husbandry, Moscow oblast, Podolsk, 142132, Russia 
2Institute of Archaeology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 117292 Russia 

*e-mail: abdelmanova@vij.ru

Evolutionary processes and selective breeding have developed diverse arrays of local livestock populations 
adapted to specific natural and climatic conditions. Increased selection pressure and concentration on a 
few high-yielding breeds have led to the erosion of genetic resources worldwide. One effective approach 
to assessing genetic diversity is the study of mitochondrial DNA (mtDNA) polymorphism, which 
exhibits a high level of variability and is characterised by a lack of recombination, allowing the study of 
genetic relationships between breeds and the tracing of both ancient and relatively recent evolutionary 
events. The study of the evolution and demographic history of farm animal breeds is made possible by 
the involvement of historical and archaeological specimens in research. The aim of our work was to 
identify the most efficient way to investigate mitochondrial DNA extracted from archaeological samples, 
allowing the analysis of population genetic parameters. The study included samples dating from the late 
XIII–XIV centuries, discovered during excavations of the central part of the medieval Kremlin within 
the boundaries of modern Yaroslavl. The methods of full-genome sequencing and Sanger sequencing 
of mtDNA fragments were used to study the maternal variability of cattle bred in the forest zone of 
the Russian Plain. A dendrogram based on genetic distances of the complete mitochondrial sequence 
using the Neighbor-Joining method revealed clustering of archaeological samples in groups of modern 
Yaroslavl and Kholmogorsk cattle, which may indicate common ancestors of all three populations. A 
detailed examination of some regions of the mitogenome revealed that the archaeological samples were 
successfully genotyped with sequences that slightly overlapped with each other. Therefore, a system 
for genotyping the hypervariable region of the D-loop using Sanger sequencing of the target fragment 
was developed. The analysis of nucleotide and haplotypic diversity revealed minimal values of these 
parameters in the group of archaeological samples. The constructed median haplotype network allowed 
to attribute the archaeological samples to haplogroup T3, the most widespread in European cattle breeds. 
The analysis of the obtained data allows us to assume the origin of the studied archaeological specimens 
from individuals of the local group of cattle bred in the vicinity of medieval Yaroslavl in the XIII–XIV 
centuries.

Keywords: mitochondrial DNA, haplogroups, cattle, archaeological samples, ancient DNA.
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Представлены результаты анализа динамики национальной принадлежности супругов Белгород-
ской области с 1890–1910 гг. по 2016–2018 гг. Установлен достаточно однородный национальный 
состав с преобладанием русской национальности (более 90% как среди мужчин, так и среди жен-
щин) во все временные периоды. За 130 лет несколько снизилась доля русской национальности 
(в 1.1 раза как среди мужчин, так и среди женщин) и увеличились доли украинцев (с 0.99 до 5.05% 
у мужчин и с 0.57 до 5.38% у женщин) и других национальностей (с 0 до 4.03% у мужчин и с 0.20 
до 2.74% у женщин). Индекс этнической брачной ассортативности демонстрирует постоянство 
по русской национальности, стабильное снижение по украинской национальности (и в городе, 
и в селе), а по другим национальностям уменьшение для городского населения и увеличение – 
для сельского.

Ключевые слова: национальный состав, этническая брачная ассортативность.
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Важной составляющей популяционно-генети-
ческих исследований современного населения яв-
ляется изучение структуры национального состава 
и ее динамики. Активные миграционные процессы 
среди населения приводят к изменению брачно-де-
мографических особенностей и национального со-
става популяций, увеличивая генетическое разно-
образие. Неравномерность расселения этнических 
групп по территории приводит к подразделенности 
(стратификации) генофонда популяции. Как отме-
чает О. Л. Курбатова и соавт., «в терминах попу-
ляционной генетики, территориальная подразде-
ленность популяции по генетически-значимому 
признаку, каковым является принадлежность к эт-
нической группе, приводит к эффектам, аналогич-
ным инбридингу» [1]. 

Многочисленные исследования, посвящен-
ные анализу национального состава современ-
ного населения, указывают на географическую и 
временную вариабельность данного показателя. 
Особенности национального состава установлены 
в Курской, Кемеровской областях, среди населе-
ния Якутии, Северного Кавказа, республик Ка-
захстан,  Карачаево-Черкесия, Северная Осетия, 
ряде городов России  и др. [1–19]. Значимым фак-
тором популяционной структуры является наличие 

этнической брачной ассортативности среди насе-
ления, степень выраженности и динамика которой 
имеют особенности в различных этно-территори-
альных группах населения [2, 14, 16, 19].

Особую значимость данные исследования име-
ют для Центрального Черноземья, являющегося 
южной окраиной исконного ареала проживания 
русских. На формирование этнического состава 
региона, которое началось еще в ХVI–XVII вв., 
значимое влияние оказывали как русский, так и 
украинский этносы. Регион заселялся за счет ми-
грационного притока различных территориальных 
групп русских центральных губерний России и пе-
реселенцев Правобережной Украины [20]. Изме-
нение этнического состава региона, долгое время 
являющегося биэтническим, происходило под вли-
янием множества факторов в различные периоды. 
Наиболее значимые изменения произошли на ру-
беже столетий.

Цель данной работы в связи с вышесказанным 
— изучение динамики национального состава на-
селения Белгородского региона. Настоящее сооб-
щение завершает серию работ [21–24] по изучению 
динамики популяционно-демографических пока-
зателей среди населения юга Центральной России. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом выступало население районных по-

пуляций Белгородской области: Белгородского, 
Грайворонского, Корочанского, Новооскольско-
го, Старооскольского районов (уездов), которые 
входили в состав Курской губернии, затем Курской 
области, а после 1954 г. отошли к Белгородской об-
ласти. Бирючанский (позже Красногвардейский и 
частично Алексеевский районы) и Валуйский рай-
оны (уезды) до 1954 г. входили в состав Воронеж-
ской губернии, затем Воронежской области, после 
1954 г. являются районами Белгородской области. 
Критерии отбора и характеристики изучаемых рай-
онов изложены в ранее представленных работах 
[21, 22]. Анализ проводился за пять временных пе-
риодов: 1890–1910 гг. и 1951–1953 гг. – до момен-
та образования Белгородской области в 1954 г. из 
части уездов Курской и Воронежской губерний и 
1978–1980 гг., 1991–1993 гг. и 2016–2018 гг. после 
образования Белгородской области. В качестве 
источника информации о национальности супру-
гов использовались записи церковно-приходских 
книг Архива ЗАГС Белгородской области конца 
ХIХ в. (1890–1910 гг.) – 4923 брачных записи, актов 
гражданского состояния областного архива ЗАГС 
за 1951–1953 гг. (5128 записей), 1978–1980 гг. (10991 
запись), 1991–1993 гг. (4508 записей) и 2016–2018 
гг. (5467 записей). Общий объем – 31017 записей. 
При изучении национального состава населения 
были выделены следующие группы: русские, укра-
инцы и прочие национальности. Анализ проводил-
ся на районном уровне организации популяцион-
ной структуры [25]. Для оценки степени брачной 
ассортативности по национальности использова-
ли коэффициент брачной ассортативности Н [26]. 
При значении Н = 0 – популяция панмиксна, Н > 
1 – положительная брачная ассортативность, Н < 1 
– отрицательная брачная ассортативность. Для ка-
чественной оценки степени неслучайности образо-
вания брачного союза использовали модифициро-
ванный О.Л. Курбатовой индекс брачной ассорта-
тивности А̓  [3, 27, 28]. Значения индекса А̓  может 
изменяться от 0 при панмиксии до 100% в случае 
полной положительной брачной ассортативности. 
Обработка информации проводилась с использо-
ванием программ Excel (10), Statistica (v.10).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Национальный состав населения 
юга Центральной России

1. 1890–1910 гг. Изучение национального со-
става населения уездов Курской и Воронежской 
губерний в 1890–1910 гг. показало достаточную 
однородность (табл. 1). Основной националь-
ностью супругов являлась русская (мужчины – 
99.02%, женщины – 99.42%) с незначительной 

вариабельностью по районам. Доля лиц украин-
ской национальности была незначительна (0.99% 
среди мужчин и 0.57% среди женщин) при вариа-
бельности по уездам более 10 раз (11.78 раз у муж-
чин и 10.17 раз у женщин). Другие национальности 
встречались лишь среди женщин Курской губер-
нии с частотой 0.2%. В среднем по уездам Воро-
нежской губернии доля мужчин и женщин украин-
ской национальности выше, чем в Курской губер-
нии в 1.7 и 3.3 раза соответственно (см. табл. 1).

Значимых отличий в распределении мужчин и 
женщин русской национальности между городом и 
селом не установлено, тогда как доля мужчин укра-
инской национальности была в среднем в 4 раза 
выше, чем аналогичный показатель среди женщин 
в городах, и в 1.4 раза в селах. 

В конце ХIХ в. наблюдалась панмиксия среди 
жителей русской национальности без отличий сре-
ди городского и сельского населения (H = 0.999) 
(см. табл. 1). 

2. 1951–1953 гг. К середине ХХ в. в районах Кур-
ской и Воронежской областей сохранялась доста-
точная этническая однородность. При этом доля 
русской национальности (с незначительной ва-
риабельностью по районам) несколько снизилась 
(среди мужчин на 4.8%, женщин на 4%). Доля су-
пругов украинской национальности увеличилась (в 
5.4 раза среди мужчин и 7.6 раз среди женщин) при 
вариабельности по районам более 5 раз (5.32 раза 
у мужчин и 6.70 раз у женщин). В среднем по рай-
онам Воронежской обл. доля и мужчин и женщин 
украинской национальности в 1.5 раза выше, чем в 
Курской обл. (табл. 2). 

Значимых отличий в распределении супругов 
русской национальности между городом и селом 
не установлено, тогда как доля мужчин украинской 
национальности была в среднем в 1.4 раза выше, 
чем аналогичный показатель у женщин в городах и 
в 1.2 раза в селах. Другие национальности встреча-
лись в среднем с частотой менее 0.5%, чаще среди 
мужчин (в 1.4 раза), чем среди женщин, и преиму-
щественно у городского населения (см. табл. 2). 

Положительная брачная ассортативность по на-
циональному признаку к середине ХХ в. была бо-
лее выражена по сравнению с концом ХIХ в. без 
значимых различий между городом и селом (см. 
табл. 2).

3. 1978–1980 гг. Основной национальностью су-
пругов в 1978–1980 гг. являлась русская (мужчины 
– 93.49%, женщины – 92.71%) с незначительной 
вариабельностью по районам (табл. 3). Доля укра-
инской национальности достигала 5–6% (4.95% у 
мужчин и 6.08% у женщин) при вариабельности по 
районам более 5 раз (5.87 раза у мужчин и 5.39 раза 
у женщин). Другие национальности встречались в 
среднем с частотой более 1%, чаще у мужчин, чем 
у женщин (см. табл. 3). 
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Значимых отличий в распределении мужчин и 
женщин русской и украинской национальностей 
между городом и селом не установлено. Другие на-
циональности встречались в среднем чаще у муж-
чин (в 2.2 раза), чем у женщин, и преимуществен-
но в городской части популяции (см. табл. 3). 

Этническая брачная ассортативность несколько 
снизилась к 1978–1980 гг. и была более выражен-
ной у сельского населения (см. табл. 3).

4. 1991–1993 гг. К концу ХХ в. население Бел-
городского региона сохранило достаточную одно-
родность национального состава. Несмотря на не-
значительное снижение доли русской националь-
ности (на 3.25% у мужчин и на 3.41% у женщин), 
она осталась преобладающей среди супругов с не-
значительной вариабельностью по районам (табл. 
4). Доля лиц украинской национальности увеличи-
лась незначительно (менее 1%), составив 5.81% у 
мужчин и 6.70% у женщин при выраженной вари-
абельности по районам (11.6 раза для мужчин и 2.5 
раза для женщин). Доля других национальностей 
возросла в 2.5 раза среди женихов и в 3.3 раза среди 
невест, встречаясь в среднем с частотой 4% как у 
мужчин, так и у женщин с большей вариабельно-
стью среди женщин (в 1.5 раза), особенно в сель-
ской местности (см. табл. 4). 

В городской и сельской частях популяции не 
было установлено значимых отличий в распреде-
лении мужчин и женщин русской национальности. 
Доля женихов украинской национальности в горо-
дах и селах не отличалась, а невест –  была в 1.7 
раза выше в селах. Другие национальности чаще 
встречались в городах, чем в селах, как у мужчин 
(2.4 раза), так и у женщин (1.9 раза) (см. табл. 4). 

К концу ХХ в. сохранилась положительная брач-
ная ассортативность по национальному признаку 
во всех исследуемых популяциях, более выражен-
ная по украинской национальности у городских 

жителей, а по другим национальностям –у сель-
ских (см. табл. 4).

5. 2016–2018 гг. В 2016–2018 гг. в восьми рай-
онах Белгородской области основной националь-
ностью супругов являлась русская (мужчины – 
90.93%, женщины – 91.88%) с незначительной 
вариабельностью по районам (табл. 5). Доля лиц 
украинской национальности составляла порядка 
5% (5.05% у мужчин и 5.38% у женщин) при значи-
тельной вариабельности по районам (мужчины – 
4.5 раза, женщины – 4.7 раза). Другие националь-
ности встречались в среднем с частотой менее 5%, 
чаще у мужчин. 

Значимых отличий в распределении русской и 
украинской национальностей супругов между го-
родом и селом не установлено. Другие националь-
ности у женихов чаще встречались в городе (2.2 
раза), чем в селе, у невест различий не наблюда-
лось (см. табл. 5).

К началу ХХI в. сохранилась положительная 
брачная ассортативность по национальному при-
знаку во всех исследуемых популяциях, более вы-
раженная по украинской национальности в горо-
дах (см. табл. 5).

Тенденции динамики национального состава 
населения юга Центральной России

В ходе анализа динамики национального 
состава супругов с 1890–1910 гг. по 2016–2018 гг. в 
разрезе пяти временных периодов выявлены следу-
ющие тенденции.

Во-первых, основной национальностью супру-
гов юга Центральной России в течение 130 лет яв-
лялась русская национальность, на долю которой 
приходилось около 90% как у мужчин, так и у жен-
щин (рис. 1).

Во-вторых, за ХХ в. снизилась доля русского на-
селения (мужчины с 99.02 до 90.93%, женщины с 

1890–1910 гг. 1951–1953 гг. 1978–1980 гг. 1991–1993 гг. 2016–2018 гг.
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Рис. 1. Динамика удельного веса супругов русской национальности Белгородской области.
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99.42 до 91.88%) (см. рис. 1) и увеличился удельный 
вес украинцев (мужчины в 5 раз, женщины в 9.4 
раза) (рис. 2) и лиц других национальностей, осо-
бенно среди женщин (мужчины в 4 раза, женщины 
в 13.7 раза) (рис. 3).

В-третьих, значимых отличий в динамике муж-
чин и женщин русской национальности между го-
родом и селом не установлено (рис. 4). Тогда как 

доля женщин украинской национальности с 1890 г. 
по 2018 г. увеличилась в среднем в 7.5 раза в городе 
и в 6 раз в селе, а у мужчин украинской националь-
ности бόльший рост наблюдался в селе (в среднем 
в 4 раза), чем в городе (в среднем в 2 раза) (рис. 5).

В-четвертых, за анализируемый период наблю-
дался рост доли других национальностей (кроме 
русской и украинской): у женщин как в городе (в 5 
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Рис. 2. Динамика удельного веса супругов украинской национальности Белгородской области.
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Рис. 3. Динамика удельного веса супругов других национальностей Белгородской области.
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раз), так и в селе (в 6 раз); у мужчин более интен-
сивный рост в городе (в 5 раз), чем в селе (в 2 раза) 
(рис. 6).

В-пятых, наблюдалась положительная брачная 
ассортативность по русской национальности без 
отличий между городом (рис. 7) и селом (рис. 8) 
во все исследуемые периоды. Брачная избиратель-
ность по украинской национальности снизилась в 
целом за 130 лет (и в городе, и в селе), а по другим 

национальностям уменьшилась в целом в городах, 
но увеличилась в селах (рис. 7, 8).

ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные нами в ходе популяционно-де-

мографического исследования сведения о наци-
ональном составе супругов Белгородского регио-
на в разрезе пяти временных периодов отражают 
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Рис. 5. Динамика удельфного веса украинской национальности городского и сельского населения Белгородской 
области.
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Рис. 6. Динамика удельного веса других национальностей городского и сельского населения Белгородской области.
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Рис. 7. Динамика показателя этнической брачной ассортативности городской части белгородской популяции.
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исторические процессы предыдущих десятилетий. 
Формирование этнического состава Белгородской 
области – сложный исторический процесс, кото-
рый своими корнями уходит на глубину ХVI–ХVII 
вв. Это был период освоения южных границ Рос-
сии и заселения данных территорий жителями из 
Центральной России и Правобережной Украины, 
известный как колонизация малозаселенных зе-
мель «Поля» великорусами и малорусами. В ре-
зультате совместного переселения в конце ХVII в. 
образовались обширные территорий украинских 
и русских поселений с сохранением языковых и 
культурных традиций в Курской и Воронежской 
губерниях [29]. С начала заселения и до 1930-х гг. 
данная территория была преимущественно засе-
лена русскими и украинцами. Остальные этни-
ческие группы на рубеже ХIХ–ХХ вв. составляли 
мене 0.5% [20, 30], что соответствует полученным 
нами результатам. Однако ассимиляции русского и 
украинского населения практически не происходи-
ло, за исключением городов-крепостей, вплоть до 
периода индустриализации и урбанизации 1960–
1970 гг. Как отмечали А.И. Дудка и И.Г. Онопри-
енко [31]: «Стремясь сохранить свои традиции и 
передать культурный опыт следующим поколени-
ям соотечественников, они [русские и украинцы 
– прим. авт.] стремились заключать браки внутри 
своих этнических групп». На 1926 г. (по данным пе-
реписи) русские занимали г. Белгород и в основ-
ном северную часть современной Белгородской об-
ласти – это территории современных Ивнянского, 
частично Прохоровского, Старооскольского, Ко-
рочанского, частично Новооскольского районов. 
Максимальная доля украинцев отмечалась в при-
граничье с Украиной – это территория современ-
ных Ровеньского, Алексеевского, Вейделевского, 
Краснояружского, Грайворонского районов и пгт. 
Борисовка [32, 33]. До 1930-х гг. ассимиляция двух 
этнических групп происходила достаточно медлен-
но в двух направлениях: в населенных пунктах с 

преобладанием русских ассимилировались украин-
цы (в основном женщины); в населенных пунктах с 
преобладанием украинского населения – русские. 
Значительные изменения в национальном составе 
белгородского региона произошли в 1920–30-е гг. в 
результате экономических (голодомор) и социаль-
но-политических преобразований. Резко сокра-
тилась численность украинского населения, и об-
ласть фактически стала однонациональной. Так, за 
1939–1959 гг. численность украинцев сократилась 
в 2,5 раза [32]. Как отмечает В.В. Бубликов [32], в 
послевоенный период «автохтонное украинское 
население Белгородчины» переселялось в круп-
ные города, активно ассимилируясь (к 1960–1970 
гг.), и наблюдался рост новых этно-территориаль-
ных групп населения. В 1940–1950 гг. увеличилась 
доля белорусов, армян, грузин, молдаван, чувашей 
и др., обусловленная перераспределением трудо-
вых и кадровых ресурсов на территории бывшего 
СССР. По мнению В.В. Бубликова, В.В. Марковой 
[30], «отсутствие вплоть до 1970-х гг. на террито-
рии Белгородской области сколь-нибудь значимых 
«Всесоюзных строек» привело к относительно мед-
ленным темпам роста этнической дифференциа-
ции региона».

Административно-территориальные преобра-
зования ХХ в., рост численности населения обла-
сти, изменение эффективного размера популяции 
и активные миграционные процессы, о причинах 
и особенностях которых в разные временные пе-
риоды упоминалось в предыдущих работах [21–
24], способствовали незначительному уменьше-
нию доли русского населения (у мужчин с 99.02 
до 90.93%, у женщин с 99.42 до 91.88%), увеличе-
нию доли украинцев (у мужчин с 0.99 до 5.05%, у 
женщин с 0.57 до 5.38%) и лиц других националь-
ностей (у мужчин с 0 до 4.03, у женщин с 0.20 до 
2.74%). При этом в регионе на протяжении всего 
130-летнего периода значимых отличий в динамике 
мужчин и женщин русской национальности между 
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Рис. 8. Динамика показателя этнической брачной ассортативности сельской части белгородской популяции.
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городом и селом не установлено. Тогда как доля 
женщин украинской национальности с 1890–1910 
гг. по 2016–2018 гг. увеличилась в среднем в 7.5 раза 
в городе и в 6 раз в селе, а доля мужчин украинской 
национальности значительно увеличилась в селе (в 
среднем в 4 раза), чем в городе (в среднем в 2 раза). 
За анализируемый период наблюдался рост доли 
других национальностей (кроме русской и украин-
ской) среди женщин как в городе (в 5 раз), так и в 
селе (в 6 раз), а среди мужчин более интенсивный 
рост наблюдался в городе (в 5 раз), чем в селе (в 2 
раза).

Следует отметить, что наблюдалась положитель-
ная брачная ассортативность по национальному 
признаку без отличий между городом и селом во 
все исследуемые периоды по русской националь-
ности. Брачная избирательность по украинской 
национальности снизилась в целом за 130 лет (и 
в городе, и в селе), а по другим национальностям 
уменьшалась в целом в городах, но увеличилась в 
селах.

Ранее Л.А. Атраментовой и О.В. Филипцовой 
при изучении национального состава в белгород-
ской популяции за 1960, 1985 и 1995 гг. было уста-
новлено, что русские являлись коренной этниче-
ской группой, превышающей чуть более 90% на-
селения [19], что согласуется с результатами наших 
исследований. Во все анализируемые годы русских 
женщин было больше, чем русских мужчин, всту-
пивших в брак. Следующей по численности эт-
нической группой были украинцы, доля которых 
уменьшилась с 7,3 до 4,8% в период с 1960 по 1995 
г. Процент лиц из других этнических групп увели-
чился почти в 2 раза (с 0,73 до 1,21%). Авторами 
отмечалось, что положительные индексы ассорта-
тивности брака были самыми высокими для групп 
этнических меньшинств и самый низкий у украин-
цев [19].

Моноэтничность национального состава была 
установлена ранее и для соседней Курской обла-
сти: в 1987–1990 гг. основной национальностью 
супругов являлась русская национальность (95.86% 
среди женихов и 94.20 % среди невест) [9]. На долю 
украинской национальности приходилось в сред-
нем среди мужчин 2.14% и 4.14% среди женщин. На 
долю других национальностей приходилось 1.99% 
среди мужчин и 1.61% среди женщин. В брачной 
структуре преобладали русские однонациональные 
браки (в среднем 90.04%). В отличие от Белгород-
ского региона население Курского региона отлича-
лось низкой брачной избирательностью по наци-
ональности (0.244). За 30-летний период (с 1960–
1963 гг. до 1987–1990 гг.) наблюдалось уменьшение 
доли однонациональных браков в большинстве 
районных популяций Курской области, увеличе-
ние брачной ассортативности по национальности 
во всех анализируемых районах [9].

Снижение значения индекса этнической брач-
ной ассортативности (с 96.92 до 80.98% соответ-
ственно) за два поколения (с 1940–1945 гг. к 2000–
2005 гг.) отмечалось в Кемеровской области [14]. 
Положительная брачная ассортативность по наци-
ональности установлена среди сельского населения 
(особенно у коренных народов) республик Саха 
(Якутия), Чувашия, Карачаево-Черкесия, Марий 
Эл, Башкирия, Северная Осетия и др. [11–13, 17, 
34–42]. В данных популяциях имел место «эф-
фект национального меньшинства» [11, 13, 35–38]. 
Отмечалось, что при проживании на одной тер-
ритории различных народов этническая ассорта-
тивность наиболее высока у представителей ма-
лочисленных этносов для данной популяции. Так, 
североосетинские кумыки компактно проживают 
на территории республики, занимая определенные 
районы, и этническая брачная ассортативность у 
них равна 3.3 [44]. В районах с полиэтническим на-
селением республик Северная Осетия – Алания и 
Карачаево-Черкесия высокая степень межэтниче-
ских браков регистрируется у пришлого населения 
(у армян, азербайджанцев, украинцев), причем как 
у мужчин, так и у женщин (более половины) [12].

Проведенный корреляционный анализ между 
ранее изучаемыми популяционно-демографиче-
скими показателями (структура брачных мигра-
ций, параметры изоляции расстоянием Малеко, 
возраст вступления в брак) [21–24] в Белгородской 
области в разрезе пяти временных периодов пока-
зал, что увеличение среднеквадратических рассто-
яний между местами рождения супругов с учетом 
дальних миграций приводило к увеличению доли 
мужчин других (кроме русской и украинской) на-
циональностей (r = 0.90, p = 0.037) и доли женщин 
украинской национальности (r = 0.90, p = 0.037), 
а увеличение среднеквадратических расстояний 
между местами рождения супругов без учета даль-
них миграций приводило к снижению доли мужчин 
(r = –0.90, p = 0.037) и женщин русской националь-
ности (r = –0.90, p = 0.037) и росту доли женщин 
других национальностей (r = 0.90, p = 0.037). Также 
увеличение расстояний между местами рождения 
супругов как с учетом дальних миграций, так и без 
них приводило к росту доли гетеролокальных бра-
ков и снижению удельного веса изолокальных бра-
ков. Следует отметить, что активные миграцион-
ные процессы последних десятилетий, рост числа 
смешанных браков могут приводить к увеличению 
генетического разнообразия популяций.

Исследование национального состава, помимо 
раскрытия истории миграционных потоков населе-
ния, может иметь практическое значение для про-
гнозирования возможных генетически обусловлен-
ных заболеваний. Многочисленными исследовани-
ями показано, что частота и распространенность 
наследственно-детерминированных заболеваний 
человека различны в определенных этнических 
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группах [10, 12,1 7, 37, 40, 45]. Брачная ассорта-
тивность в отношении этнической принадлеж-
ности, мест рождения супругов может оказывать 
существенное влияние на формирование генети-
ческой структуры [13, 15, 16, 42, 43]. Изучение на-
ционального состава населения наряду с другими 
брачно-миграционными показателями необходимо 
проводить при планировании популяционно-ге-
нетических и медико-генетических исследований 
[45–58].

Работа выполнена без финансирования, на лич-
ные средства.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта 
людей и животных.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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Population Structure Dynamics of Belgorod Oblast: Ethnic Composition

K. N. Sergeeva1, S. N. Sokorev1, Y. I. Goncharova1, I. V. Batlutskaya1, I. N. Sorokina1,  *

1Belgorod National Research University Belgorod, 308015 Russia 
*e-mail: Sorokina_5@mail.ru

The results of an analysis of the dynamics of the nationality of spouses in the Belgorod region from 
1890–1910 are presented. for 2016–2018 A fairly homogeneous national composition has been established 
with a predominance of Russian nationality (more than 90% among both men and women) in all time 
periods. Over the 130–year period, the share of Russian nationality decreased slightly (1.1 times among 
both men and women) and the shares of Ukrainians increased (from 0.99% to 5.05% for men and from 
0.57% to 5.38% for women) and other nationalities (from 0% to 4.03% in men and from 0.20% to 2.74% 
in women). The ethnic marital assortative index shows constancy for Russian nationality, a stable decline 
for Ukrainian nationality (both in the city and in the countryside), and for other nationalities a decrease 
for the urban population and an increase for the rural population.

Keywords: national structure, ethnic marriage assortativity.
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Ген, кодирующий лептин (LEP), иначе называют геном фактора ожирения. Показано, что поли-
морфные локусы и мутации в гене LEP могут вызывать нарушения обмена веществ и приводить 
к ожирению, а также развитию различных патологий, связанных с ожирением. Цель данного 
исследования – провести поиск полиморфных вариантов гена LEP в группах подростков с из-
быточной массой тела и/или ожирением в этнических выборках русских и бурят. В исследова-
нии приняли участие 48 подростков от 11 до 17 лет (средний возраст 14,27 ±2,09 лет) с разным 
статусом веса: нормальной массой тела и избыточной массой тела и/или ожирением. Из них 
русских – 21, бурят – 27. Методы исследования включали: оценку клинического статуса и ан-
тропометрических показателей; полимеразную цепную реакцию (ПЦР) и секвенирование по 
методу Сэнгера фрагмента гена LEP; биоинформационный анализ; статистическую обработку 
полученных результатов. В исследовании были подобраны условия амплификации для фрагмен-
та гена LEP общей протяженностью 3878 п. н. (128251456–128255334) и проведено его секвениро-
вание. После биоинформатической обработки полученных результатов в исследованной группе 
подростков с разным статусом веса обнаружено десять SNP. Из них семь зарегистрированных в 
базе NCBI и три замены, ранее не зарегистрированных в NCBI. Из семи полиморфизмов, заре-
гистрированных в NCBI, два SNP идентифицированы во всех группах исследования, два SNP 
выявлены в основной группе, из них один в группе русских, один в группе бурят, а также три SNP 
обнаружены только в контрольной группе у подростков бурят. Три SNP, не зарегистрированные 
в NCBI, были идентифицированы только в группе подростков с избыточной массой тела и/или 
ожирением, в том числе два в группе русских – chr7:128255051 (G>C), chr7:128255092 (G>C), и 
один в группе бурят – chr7:128254681 (C>G). В исследовании охарактеризована частота SNP, 
идентифицированных в результате секвенирования фрагмента гена LEP в группах подростков с 
разным статусом веса.

Ключевые слова: ген лептина, секвенирование, избыточная масса тела, ожирение, подростки.
DOI: 10.31857/S0016675824110063 EDN: WBGYWX

Урбанизация и изменение образа жизни внес-
ли вклад в стремительный рост числа случаев 
детского ожирения и избыточной массы тела [1]. 
Это может быть связано с несколькими фактора-
ми, включая неоптимальные методы вскармлива-
ния детей первого года жизни, растущую доступ-
ность ультраобработанных пищевых продуктов в 
мировых продовольственных запасах и измене-
ния в рационе детей [2, 3]. Ожирение – сложное 
многофакторное заболевание, связанное с гене-
тическими факторами и факторами окружающей 
среды. Кроме этого, реакция организма на диету 
и физическую активность при лечении ожирения 
также генетически детерминированы [4]. Развитие 

методов полногеномного поиска ассоциаций 
(GWAS) и секвенирования следующего поколения 
(NGS) способствовало открытию генетических 
полиморфизмов, ассоциированных с ожирением. 
Формирование моногенного ожирения связывают 
по меньшей мере с пятью генами: лептина (LEP), 
рецептора лептина (LEPR), рецептора меланокор-
тина 4 (MC4R), прогормонконвертазы 1 (PCSK1) и 
проопиомеланокортина (POMC) [5].

Наиболее изученным из этих генов является ген 
LEP, его часто называют геном фактора ожирения, 
так как лептин играет важную роль в регуляции 
энергетического гомеостаза, в росте плода, про-
воспалительных иммунных реакциях, ангиогенезе 
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и липолизе, также регулирует потребление пищи, 
массу тела и репродуктивную функцию [6]. Лептин 
секретируется белыми адипоцитами в кровоток, 
связывается с рецептором лептина в головном моз-
ге, который активирует нижестоящие сигнальные 
пути, подавляя чувство голода и способствуя рас-
ходованию энергии. Ген LEP локализован на длин-
ном плече хромосомы 7 (7q32.1), состоит из трех 
экзонов и двух интронов, кодируемый геном LEP 
белок имеет массу 16кДа и состоит из 167 амино-
кислот [7].

Для гена LEP в базе Национального центра био-
технологической информации США NCBI зареги-
стрировано 700 SNP [8]. В ClinVar – базе данных о 
клинической значимости генетических маркеров, 
ассоциация полиморфизмов гена LEP с клиниче-
скими фенотипами (заболеваниями) показана для 
139 полиморфизмов, из которых 29 определены как 
патогенные, еще 2 – как вероятно патогенные [9]. 
По данным ClinVar, ассоциация с ожирением из-за 
врожденного дефицита лептина показана для пяти 
полиморфизмов, с дисфункцией лептина для одно-
го полиморфизма.

Исследования по поиску ассоциаций полимор-
фных вариантов генов энергетического обмена 
с ожирением и метаболическим синдромом, как 
правило, проводятся у взрослых [10–12]. В иссле-
дованиях у подростков было показано, что по-
лиморфизм гена рецептора лептина LEPR и гена 
рецептора меланокортина 4 MC4R связаны с ри-
ском развития метаболических нарушений у под-
ростков-европеоидов с избыточной массой тела и 
ожирением, в то время как у подростков азиатско-
го происхождения с этой патологией ассоциирован 
полиморфизм гена FTO [13]. В другой работе было 
установлено, что локус rs2167270 гена LEP ассоци-
ирован с пищевым поведением у подростков, ста-
тистически значимые различия были установле-
ны при анализе показателей пищевого поведения 
по шкале «Когнитивная сдержанность» опросни-
ка TFEQ [14]. Эти результаты согласуются с более 
ранним исследованием, в котором также была по-
казана ассоциация полиморфных вариантов гена 
LEP с пищевым поведением у чилийских детей по 
шкалам «Эмоциональное питание» и «Неконтро-
лируемое питание» опросника TFEQ [15].

Таким образом, в исследованиях у подростков 
была показана ассоциация гена LEP с пищевым 
поведением, в то время как вклад этого гена в раз-
витие детского и подросткового ожирения не уста-
новлен. Цель настоящего исследования – провести 
поиск полиморфных вариантов гена LEP в группах 
подростков с избыточной массой тела и/или ожи-
рением в этнических выборках русских и бурят.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проведено на базе Федерального 

государственного бюджетного научного учрежде-
ния «Научный центр проблем здоровья семьи и ре-
продукции человека», на территории Республики 
Бурятия и Иркутской области. Набор пациентов  
в группы исследования проводился в Клинике 
ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ (г. Иркутск) и Детской респу-
бликанской клинической больнице (г. Улан-Удэ). 
Из группы 354 подростков, набранной в ходе дис-
пансерного осмотра, описанной нами ранее [16], 
для данного исследования случайным образом 
были отобраны 48 подростков от 11 до 17 лет (сред-
ний возраст 14,27 ± 2,09 лет) с разным статусом 
веса, из них 21 русский и 27 бурят. Основная груп-
па данного исследования включала 29 подрост-
ков с избыточной массой тела и/или ожирением  
(SDS ИМТ > 1), из них 14 русских и 15 бурят; 
контрольная группа включала 19 подростков с 
нормальной массой тела (SDS ИМТ < 1), из них  
7 русских и 12 бурят. Сравниваемые группы сопо-
ставимы по полу (χ2  = 1.3067, d.f. = 1, p = 0.253) и 
возрасту (W = 335, p = 0.2078) и имеют статистиче-
ски значимые отличия по антропометрическим по-
казателям: весу (W = 45.5, р ˂ 0.001), индексу массы 
тела (ИМТ) (W = 0, р ˂ 0.001), SDS ИМТ (W = 0,  
р ˂ 0.001).

Принадлежность к этнической группе устанав-
ливали на основе опроса обследуемых об этниче-
ской принадлежности родственников I–III сте-
пени родства. Исследование было одобрено ло-
кальным этическим комитетом ФГБНУ «Научный 
центр проблем здоровья семьи и репродукции че-
ловека» (протокол заседания № 6 от 02.12.2015 г.) и 
соответствует этическим принципам Хельсинкской 
декларации Всемирной медицинской ассоциации 
(Бразилия, 2013 г). В работе с подростками руко-
водствовались ст. 24 «Права несовершеннолетних» 
«Основ законодательства Российской Федерации 
об охране здоровья граждан» от 22.07.1993 № 5487-
1 (с изменениями от 20.12.1999).

Антропометрическое обследование подростков 
включало измерение роста и веса. Рост и вес оце-
нивались по перцентильным таблицам для данного 
пола и возраста с последующим расчетом индек-
са массы тела (ИМТ) как отношения массы тела в 
килограммах к квадрату роста человека, выражен-
ному в метрах, и коэффициента стандартного от-
клонения (SDS ИМТ) с помощью компьютерной 
программы Auxology 1.0 b17 (Pfizer, США). Масса 
тела классифицировалась как избыточная в случа-
ях значения SDS ИМТ от 1 до 2, ожирение диагно-
стировали при SDS ИМТ > 2.

Молекулярно-генетическое исследование по-
лиморфных локусов гена LEP проводили с помо-
щью метода полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
с последующей электрофоретической детекцией и 
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секвенирования по методу Сэнгера. Экстракцию 
геномной ДНК проводили из цельной венозной 
крови, забранной в вакуумную пробирку объе-
мом 4.0 мл с К3 ЭДТА с использованием коммер-
ческих наборов «ДНК Сорб-Б» (ФГУН ЦНИИЭ 
Роспотребнадзора, Россия) согласно инструкции 
производителя.

С использованием программы Primer-BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) были по-
добраны 36 олигонуклеотидов (18 пар), которые 
полностью перекрывают последовательность гена 
LEP. В настоящем исследовании представлены ре-
зультаты работы с четырьмя парами праймеров. 
Олигонуклеотиды были синтезированы в ЗАО «Ев-
роген», их характеристика приведена в табл. 1.

Для каждой пары праймеров проводили подбор 
оптимальных условий амплификации: температуру 
отжига праймеров, количественное соотношение 
компонентов реакционной смеси для амплифи-
кации, программу амплификации (варьирование 
температурных полок, времени инкубации и ко-
личества циклов). Для подбора температуры отжи-
га праймеров использовали следующую формулу: 
T = 2(AT) + 4(GC) (инструкция к набору реагентов 
ScreenMix), где Т – температура отжига праймеров; 
АТ – количество нуклеотидов аденин и тимин; GC 
– количество нуклеотидов гуанин и цитозин, вхо-
дящих в праймер. Также для подбора температуры 

отжига праймеров использовали онлайн-кальку-
лятор на сайте компании Thermo Fisher (https://
www.thermofisher.com.). Для каждой пары прайме-
ров ставили не менее трех экспериментальных по-
становок ПЦР, варьируя температуру отжига. Ам-
плификацию фрагментов гена LEP проводили на 
амплификаторе нуклеиновых кислот «ДТ-Прайм» 
(ООО «НПО ДНК-Технология», Россия) с исполь-
зованием готовой смеси для ПЦР Screen Mix (ЗАО 
«Евроген»). Компоненты ПЦР смешивали в после-
довательности и объемах, приведенных в табл. 2 , 
амплификацию проводили по программе, приве-
денной в табл. 3, согласно протоколу производите-
ля набора реагентов.

Детекцию продуктов амплификации осущест-
вляли в 1.5%-ном агарозном геле, окрашенном 
бромистым этидием. Продукты ПЦР вырезали из 
геля и очищали с помощью спин-колонок. Далее 
проводили секвенирование продуктов ПЦР на ав-
томатическом секвенаторе «НАНОФОР 05» (ООО 
«Синтол», Россия) с использованием наборов реа-
гентов BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 
(Thermo Fisher Scientific, США), работа с которыми 
проводилась в соответствии с инструкцией произ-
водителя. Результаты секвенирования проходили 
биоинформационную обработку, которая включа-
ла оценку качества хроматограмм и выравнивание 
полученных нуклеотидных последовательностей на 

Таблица 1. Характеристика олигонуклеотидов

Название Структура Длина (абсолютное  
кол-во нуклеотидов)

Молекулярный вес 
(Mw) г/моль

s14_L867 CCAGACACTGGCAGTCTACC 20 6028

s14_R867 AAACTGCACTCCAGGGAGAC 20 6101

s15_L880 GGAAAAGCTGACTGGGAGGG 20 6277

s15_R880 TGGATAAGGGGTGTCCATGC 20 6194

s17_L857 CGATTAGCTGAGCCACATGC 20 6083

s17_R857 GGGCTCCCGTGATATTGTGT 20 6136

s18_L910 TGGGTGAGTAGCATAATCGCT 21 6481

s18_R910 GGAATCTCAGCAGGCAGAGG 20 6197

Таблица 2. Последовательность внесения и объемы компонентов ПЦР-смеси

Компонент Кол-во, мкл на один образец ДНК

Стерильная вода 5.2

Screen Mix 2.0

ПЦР-праймер 1 (L-левый) 0.4

ПЦР-праймер 2 (R-правый) 0.4

ДНК-матрица 2.0

Общий объем ПЦР-смеси 10.0

	 ТАРГЕТНОЕ СЕКВЕНИРОВАНИЕ ГЕНА  LEP
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референсную гена LEP NG_007450.1 RefSeqGene в 
программе Unipro UGENE.

Статистическую обработку данных проводили с 
использованием программы RStudio, которая нахо-
дится в свободном доступе. Для описания количе-
ственных признаков использовали следующие по-
казатели описательной статистики: для показателя 
«возраст» применяли среднее арифметическое (M) 
и стандартное отклонение (sd); для антропометри-
ческих показателей – медиану с размахом в виде 
первого и третьего квартилей [Me (Q1; Q3)]. При 
анализе различий между группами по антропоме-
трическим признакам использовали непараметри-
ческий критерий Манна–Уитни (W). Нулевую ги-
потезу об отсутствии статистически значимых от-
личий отклоняли при уровне значимости 5%.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Проведение исследования было разделено на 

два этапа. На первом проводился подбор условий 
амплификации фрагмента гена LEP. На втором 
этапе с образцами ДНК основной и контрольной 
групп последовательно проводили ПЦР, секвени-
рование по Сэнгеру и идентификацию SNP. Под-
бор оптимальных условий амплификации прово-
дили последовательно для каждой пары прайме-
ров с использованием пяти случайно выбранных 
образцов ДНК.

Подбор условий ПЦР для 14-й пары прайме-
ров (олигонуклеотиды: s14_L867 s14_R867) был 
начат с температуры отжига. Согласно формуле 
для подбора температуры отжига праймеров (ин-
струкция к набору реагентов ScreenMix) темпе-
ратура для левого праймера (s14_L867) составила 
64˚С, для правого (s14_R867) – 62˚С. Температура 
отжига для этой пары праймеров, вычисленная с 
помощью онлайн-калькулятора на сайте компа-
нии Thermo Fisher, составила 64.9˚С. Для первого 
этапа эксперимента по подбору оптимальных усло-
вий амплификации провели три постановки ПЦР 
с температурой отжига праймеров: 58, 60 и 62˚С. 
Ожидаемый результат эксперимента – получить 
ампликоны размером 867 пн с минимальным ко-
личеством побочных и неспецифичных продуктов 

амплификации. После серии экспериментов по 
варьированию температуры отжига праймеров и 
снижению концентрации праймеров в амплифи-
кационной смеси оптимальные условия были по-
добраны: температура отжига 60˚С, уменьшение 
количества праймеров в ПЦР смеси на 20% от ис-
ходного (0,32 мкл).

Подбор условий ПЦР для 15-й пары праймеров 
(олигонуклеотиды: s15_L880, s15_R880), как и для 
14-й пары праймеров, был начат с температуры от-
жига. Согласно формуле для подбора температуры 
отжига праймеров температура для левого прай-
мера (s15_L880) составила 64˚С, для правого (s15_
R880) – 62˚С. Температура отжига для этой пары 
праймеров, вычисленная с помощью онлайн-каль-
кулятора на сайте компании Thermo Fisher соста-
вила 64.9˚С. Для первого этапа эксперимента по 
подбору оптимальных условий амплификации осу-
ществили три постановки ПЦР-реакции с темпе-
ратурой отжига праймеров: 58, 60 и 62˚С. Ожидае-
мый результат эксперимента – получить амплико-
ны размером 880 пн с минимальным количеством 
димеров праймеров и продуктов неспецифичной 
амплификации. После серии экспериментов по ва-
рьированию температуры отжига праймеров, сни-
жению концентрации праймеров и ДНК-матрицы 
в амплификационной смеси, изменения времени 
элонгации в программе амплификации оптималь-
ные условия были подобраны: температура отжига 
63˚С, уменьшение количества праймеров в ПЦР 
смеси на 20% (0,32 мкл), увеличение количества 
ДНК в ПЦР смеси на 50% (3 мкл), увеличение вре-
мени элонгации в ПЦР программе в 3 раза (90 с).

Подбор условий ПЦР для 17-й пары праймеров 
(олигонуклеотиды: s17_L857, s17_R857) традици-
онно был начат с температуры отжига. Согласно 
формуле для подбора температуры отжига прай-
меров температура для левого праймера (s17_L857) 
составила 62˚С, для правого (s17_R857) также 62˚С. 
Температура отжига для этой пары праймеров, вы-
численная с помощью онлайн-калькулятора на 
сайте компании Thermo Fisher, составила 64.3˚С. 
Для первого этапа эксперимента по подбору оп-
тимальных условий амплификации поставили три 
ПЦР с температурой отжига праймеров: 56, 58 и 

Таблица 3. Программа амплификации

Стадия Температура, ˚C Время инкубации Количество 
циклов

1 Предварительная денатурация 95 5 мин 1

2 Денатурация: 95 30 с

40– отжиг праймеров 52–70 30 с

– элонгация 72 30 с

3 Хранение 4
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60˚С. Ожидаемый результат эксперимента – полу-
чить ампликоны размером 857 пн с минимальным 
количеством димеров праймеров и продуктов не-
специфичной амплификации. После серии экспе-
риментов по варьированию температуры отжига 
праймеров, снижению концентрации праймеров 
в амплификационной смеси, изменению времени 
элонгации в программе амплификации оптималь-
ные условия были подобраны: температура отжига 
64˚С, уменьшение количества праймеров в ПЦР 
смеси на 10% от исходного (0,36 мкл), время элон-
гации 1 с, стандартное количество циклов 45, вре-
мя первичной денатурации ДНК 3 мин.

Подбор условий ПЦР для 18-й пары прайме-
ров (олигонуклеотиды: s18_L910, s18_R910), как и 
для других праймеров, был начат с температуры 
отжига. Согласно формуле для подбора темпера-
туры отжига праймеров температура для левого 
праймера (s18_L910) составила 62˚С, для правого 
(s18_R910) – 64˚С. Онлайн-калькулятор на сайте 
Thermo Fisher вычислил температуру отжига для 
этой пары праймеров – 64.2˚С. Для первого эта-
па эксперимента по подбору оптимальных условий 
амплификации поставили три ПЦР с температу-
рой отжига праймеров: 57, 59 и 61˚С. Ожидаемый 
результат эксперимента – получить ампликоны 
размером 910 п. н. с минимальным количеством 
димеров праймеров и продуктов неспецифичной 
амплификации. После серии экспериментов по 
варьированию температуры отжига праймеров, 
снижению концентрации праймеров в амплифика-
ционной смеси, изменению времени элонгации и 
количества циклов в программе амплификации оп-
тимальные условия были подобраны: температура 
отжига 64˚С, уменьшение количества праймеров в 
ПЦР смеси на 10% от исходного (0,36 мкл), время 

элонгации 1 с, количество циклов ПЦР – 40, время 
первичной денатурации ДНК 3 мин.

Краткое описание подобранных условий ПЦР 
для пяти праймеров гена LEP представлено в табл. 
4 .

На втором этапе исследования, после того как 
оптимальные условия для амплификации были 
подобраны, проведено секвенирование фрагмен-
та гена LEP. После выравнивания полученных ре-
зультатов на референсную последовательность и 
биоинформационной обработки полученных дан-
ных нами идентифицировано 10 однонуклеотид-
ных замен, из них семь зарегистрированы в базе 
NCBI и три замены не зарегистрированы в NCBI. 
Характеристика выявленных SNP приведена в 
табл. 5 и 6. 

Из семи полиморфизмов, зарегистрированных 
в NCBI, два SNP rs7788818, получится (rs3828942; 
rs7788818) идентифицированы во всех группах 
исследования, два 3 SNP выявлено только в ос-
новной группе, из них один – в группе русских 
(rs28954118), один – в группе бурят (rs759854910), а 
также три SNP обнаружены только в контрольной 
группе у подростков бурят (rs144755411, rs199893150, 
rs917105894). Так, альтернативный A-аллель поли-
морфизма rs3828942 был выявлен во всех группах 
исследования, его частота оказалась выше частоты 
референсного аллеля. В основной группе частота 
A-аллеля rs3828942 составила 50 и 77% у русских 
и бурят соответственно, в группе контроля – 70 и 
89% у русских и бурят соответственно. G-аллель 
rs7788818 также был идентифицирован во всех 
группах исследования, его частота оказалась выше 
частоты референсного аллеля. T-аллель rs28954118 
идентифицирован только у русских подростков 

Таблица 4. Оптимальные условия ПЦР пяти фрагментов гена LEP

Варьируемые 
условия

Название и длина фрагмента

S14, 867 пн S15, 880 пн S16, 891 пн* S17, 857 пн S18, 910 пн

Количество 
праймеров 

–20%
0.32 мкл

Стандартно
0.4 мкл

–10%
0.36 мкл

Стандартно
0.4 мкл

–10%
0.36 мкл

Количество 
ДНК-матрицы

Стандартно
2 мкл

Увеличено
3 мкл

Стандартно
2 мкл

Стандартно
2 мкл

Стандартно
2 мкл

Температура  
отжига  

праймеров, ˚С
60 63 60 64 64

Время элонгации 
в программе  

амплификации, с

Стандартно
30

Увеличено
90

Стандартно
30

Снижено
1

Снижено
1

Количство циклов 
ПЦР-программы

Стандартно
40

Стандартно
40

Стандартно
40

Увеличено
45

Стандартно
40

Примечание. * – подбор условий для фрагмента S16  размером 891 п. н. описан нами ранее [17].

	 ТАРГЕТНОЕ СЕКВЕНИРОВАНИЕ ГЕНА  LEP



82	 БЕЛЯЕВА и др.

ГЕНЕТИКА том 60 № 11 2024

Таблица 5. Характеристика идентифицированных SNP, зарегистрированных в NCBI, и частота альтернатив-
ного аллеля в группах исследования

№ Идентификатор db 
SNP

Изменения 
нуклеотидов

Частота альтернативного аллеля

символ
аллеля

основная группа контрольная группа

русские  
n = 14

буряты
n = 15

русские
n = 7

буряты
n = 12

1 rs3828942* g.17975G>A A 0.5 0.77 0.7 0.89

2 rs28954118* g.18852A>T T 0.107 – – –

3 rs759854910* g.18478G>C C – 0.033 – –

4 rs7788818 g.17554A>G G 0.961 0.964 1 1

5 rs144755411 g.17737C>T T – – – 0.182

6 rs199893150 g.18683C>T T – – – 0.05

7 rs917105894 g.17282G>T T – – – 0.056

Примечание. * – зарегистрировано в Clin.Var.

Таблица 6. Характеристика SNP, идентифицированных в группах исследования и не зарегистрированных в 
базе NCBI

№ Идентификатор Позиция в гене Изменения нуклеотидов

1 #18774 chr7:128255051 G > C

2 #18815 chr7:128255092 G > C

3 #18404 chr7:128254681 C > G

основной группы, его частота составила 10%, в то 
время как C-аллель rs759854910 с частотой 3% об-
наружен у подростков бурят основной группы. В 
контрольной группе идентифицировано три SNP, 
которые выявлены у подростков бурят. Частота 
T-аллеля rs144755411 составила 18%, частоты аль-
тернативных аллелей rs199893150 и rs917105894 со-
впадают и соответствуют 5%.

Три SNP, идентифицированные нами в гене 
LEP и не зарегистрированные в базе NCBI, обна-
ружены только в группе подростков с избыточной 
массой тела и ожирением. Каждая из замен была 
выявлена по одному разу, в том числе две замены в 
группе русских и одна в группе бурят.

ОБСУЖДЕНИЕ
В современном динамично развивающемся 

мире усиливается влияние процессов глобализа-
ции, миграции и урбанизации населения, которые 
влияют на изменение традиционного рациона [18]. 
Эти изменения сопровождаются метаболическими 
нарушениями, которые в свою очередь могут при-
водить к ожирению. Полиморфизм генов, вовле-
ченных в механизм контроля массы тела и аппе-
тита, может повышать риск нарушений регуляции 

пищевого поведения, в том числе у детей, и приво-
дить к развитию экзогенно-конституционального 
ожирения [19]. В связи с этим поиск полиморфных 
локусов генов, ассоциированных с данным пато-
логическим состоянием, является перспективным 
направлением научных исследований, так как мо-
жет быть использован для оптимизации подходов к 
ранней профилактике заболеваний и при форми-
ровании групп риска.

В рамках решения цели настоящего исследо-
вания были подобраны условия для проведения 
амплификации фрагмента гена LEP протяженно-
стью 3878 п. н. и проведено секвенирование это-
го участка гена. В изученном фрагменте гена LEP 
нами было выявлено 10 SNP, из них три не зареги-
стрированы и семь зарегистрированы в базе NCBI, 
из которых для трех полиморфизмов в базе данных 
ClinVar показана связь с клиническими фенотипа-
ми. Наиболее изученным из этих трех полимор-
физмов является rs3828942, для которого в поис-
ковой системе PubMed на апрель 2024 г. имеется 15 
публикаций [20], в пяти из которых показана связь 
этого полиморфизма с заболеваниями [21]. В ис-
следованиях показана ассоциация полиморфизма 
rs3828942 с более высоким ИМТ у подростков с 
ожирением [22], формированием метаболического 
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синдрома у пациентов с шизофренией, принима-
ющих нейролептики [23, 24], возникновением тре-
вожных расстройств у женщин [25] и плохим каче-
ством сна у больных СПИД/ВИЧ [26].

Частота альтернативного A-аллеля rs3828942 
в среднем в мировой популяции (n = 40646), по 
данным NSBI, составляет 0.41, в европейской по-
пуляции (n = 33072) – 0.44, в азиатской (n = 128) 
– 0.76. Данные о более высокой частоте A-аллеля 
rs3828942 у жителей Азии (по сравнению с евро-
пейцами) согласуется с результатами нашего иссле-
дования. Так, в группах русских подростков основ-
ной и контрольной групп его частота составила 50 
и 70% соответственно, в то время как у подростков 
бурят основной и контрольной групп – 77 и 89% 
соответственно.

Два других полиморфизма (rs28954118 и 
rs759854910) изучены меньше, по ним отсутствуют 
публикации в PubMed, клиническая значимость в 
ClinVar оценена как неопределенная. По данным 
NCBI, частота альтернативного T-аллеля rs28954118 
в среднем в мировой популяции (n = 21484) состав-
ляет 0.023, в европейской популяции (n = 16894) – 
0.028, у азиат (n = 114) T-аллель не обнаружен. Эти 
данные также согласуются с результатами нашего 
исследования, T-аллель rs28954118 с частотой 10% 
обнаружен в группе русских подростков основной 
группы, среди подростков бурят T-аллель не иден-
тифицирован. Частота альтернативного С-аллеля 
rs759854910 в среднем в мировой популяции (n = 
18532) очень низкая и составляет 0.00005, в евро-
пейской популяции (n = 13348) – 0.00007, в азиат-
ской популяции (n = 112) С-аллель не обнаружен. 
В нашем исследовании С-аллель rs759854910 был 
обнаружен только у подростков бурят основной 
группы с частотой 3% и не был идентифицирован 
у русских подростков.

Таким образом, секвенирование фрагмента гена 
LEP в выборке подростков с избыточной массой 
тела и ожирением позволило идентифицировать 10 
SNP, семь из которых зарегистрированы в NSBI, 
а три не зарегистрированы. В настоящем исследо-
вании впервые в мире идентифицированы поли-
морфные варианты гена лептина у подростков с 
избыточной массой тела и ожирением: у русских – 
chr7:128255051 (G>C), chr7:128255092 (G>C), у бурят 
– chr7:128254681 (C>G). Из семи SNP, идентифи-
цированных в группах исследования и зарегистри-
рованных в NSBI, только для одного (rs3828942) в 
PubMed имеются публикации, демонстрирующие 
связь этого полиморфизма с клиническими фено-
типами. Данные о клинической значимости других 
SNP, идентифицированных нами, недостаточны. 
Поэтому поиск ассоциации выявленных нами SNP 
с ожирением у подростков двух этнических групп 
является актуальным и станет темой наших даль-
нейших исследований.

Данная работа выполнена с использованием 
оборудования ЦКП «Центр разработки прогрес-
сивных персонализированных технологий здоро-
вья» ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ, г. Иркутск.

Работа выполнена в рамках госбюджетной темы 
«Ключевые закономерности и механизмы форми-
рования нарушений здоровья детей и подростков 
как основа персонализированного подхода к диа-
гностике, лечению и профилактике в современной 
педиатрии» (шифр темы 0416-2021-001, (регистра-
ционный номер в ЕГИСУ №121022500178-3).

Исследование одобрено Этическим комитетом 
ФГБНУ «Научный центр проблем здоровья семьи 
и репродукции человека» 02.12.2015 г., протокол за-
седания № 6.

Все процедуры, выполненные в исследовании 
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национального 
комитета по исследовательской этике и Хельсинк-
ской декларации 1964 г. и ее последующим измене-
ниям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование 
участников было получено информированное до-
бровольное согласие: в случае, если возраст об-
следуемого меньше 14 лет, информированное до-
бровольное согласие получено от родителей, если 
возраст обследуемого 14 лет и больше – от самого 
обследуемого.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов. 
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Targeted Sequencing of the LEP Gene  
in Various Ethnic Groups of Obese Adolescents

E. V. Belyaeva1, *, T. A. Bairova1, O. A. Ershova1, A. Yu. Sambyalova1,  
V. V. Sinkov1, V. V. Balzhieva1, L. V. Rychkova1, L. I. Kolesnikova1

1Scientific Сentre for Family Health and Human Reproduction Problems, Irkutsk, 664003 Russia 
*e-mail: belyeva_irk@mail.ru

The gene encoding leptin (LEP) is otherwise called the obesity factor gene. It has been shown that 
polymorphic loci and mutations in the LEP gene can cause metabolic disorders and lead to obesity, as 
well as the development of various pathologies associated with obesity. The purpose of this study was to 
search for polymorphic variants of the LEP gene in groups of overweight and/or obese adolescents in 
ethnic samples of Russians and Buryats. The study involved 48 adolescents aged 11 to 17 years (average 
age 14.27 ± 2.09 years) with different weight status: normal body weight and overweight and/or obesity. 
Of these, 21 were Russians and 27 were Buryats. The research methods included: assessment of the 
clinical status and anthropometric indicators; polymerase chain reaction (PCR) and sequencing using 
the Sanger method of a fragment of the LEP gene; bioinformatic analysis; statistical processing of the 
results obtained. In the study, amplification conditions were selected for a fragment of the LEP gene with 
a total length of 3878 bp. (128251456–128255334) and its sequencing was carried out. After bioinformatic 
processing of the obtained results, ten SNPs were found in the studied group of adolescents with different 
weight status, seven of them registered in the NCBI database and three replacements not previously 
registered in the NCBI. Of the seven polymorphisms registered in the NCBI, one SNP was identified 
in all study groups, three SNPs were identified in the main group, one of them in the Russian group, 
one in the Buryat group and one in both ethnic groups, and three SNPs were found only in the control 
group in Buryat adolescents. Three SNPs not registered with the NCBI were identified only in the 
overweight and/or obese adolescents group, including two in the Russian group chr7:128255051 (G > C), 
chr7:128255092 (G > C) and one in the Buryat group chr7:128254681 (C > G). The study characterized 
the frequency of SNPs identified as a result of sequencing of a fragment of the LEP gene in groups of 
adolescents with different weight status.

Keywords: leptin gene, sequencing, overweight, obesity, adolescents.
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В статье представлен анализ структуры митохондриального генофонда жителей с. Русское Устье. 
Спектр митохондриальных линий русскоустьинцев представлен восьмью гаплогруппами и ха-
рактеризуется доминированием восточно-евразийских гаплогрупп C, D, G, F и M13, которые 
составили 66,7%. Минорными оказались западно-евразийские гаплогруппы HV, H и U (33,3%), 
среди которых преобладала редкая суб-гаплогруппа H2a, отсутствующая в соседних популяциях 
Восточной Сибири. Выявлено, что среди русских старожилов р. Индигирки H2 встречается с 
одной из самых высоких частот в мире (16,7%), образуя специфический кластер, дистанциро-
ванный от остальных H2a-линий, вероятно, сформировавшийся в результате эффекта основате-
ля. Сохранность специфических материнских линий европейского происхождения в генофонде 
русскоустьинцев может являться одним из убедительных свидетельств в пользу существования 
более ранней волны заселения арктического побережья Якутии морским путем во второй поло-
вине XVI в. выходцами из Поморья, еще до прихода казаков в XVII в.
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В с. Русское Устье Аллаиховского района Яку-
тии, расположенном на побережье Северного Ле-
довитого океана, проживает особая группа русских 
старожилов – русскоустьинцы, которые издревле 
заселили крайний северо-восток Сибири. Несмо-
тря на тесные контакты с соседними сибирскими 
народами, русские старожилы р. Индигирки су-
мели сохранить этническую самоидентификацию, 
язык, культурные и религиозные традиции [1, 2]. 
В особенности исследователи отмечают сохран-
ность их уникального говора, близкого к говорам 
архангельских поморов и содержащего немало за-
имствований из языков народов Сибири [3]. Про-
исхождение русскоустьинцев связывают с несколь-
кими волнами заселения арктического побережья 
Якутии [1]. Согласно преданиям самих жителей 
села, они являются потомками семей новгород-
ских поморов, прибывших на небольших парус-
ных судах («кочи») в устье р. Индигирки во второй 
половине XVI в., задолго до основания казачьего 
острога в 1638 г. пешим отрядом Ивана Реброва [4]. 
Однако эта версия является гипотетической, и не 

подтверждена официальными документами. Вто-
рая и третья волны могли быть связаны с казаками 
и мигрантами из г. Зашиверска, упраздненного в 
1820 г. из-за эпидемии оспы [1, 5]. Кроме того, ис-
следователи не исключают вклад миграций с нача-
ла XVII в., связанных с освоением северо-востока 
Сибири промысловыми людьми [6].

Проведенный нами ранее анализ родовой 
структуры русскоустьинцев показал, что вплоть до 
настоящего времени жители с. Русское Устье под-
разделяются на «досельных» (коренные жители) 
и «пришлых» (некоренные жители). Около поло-
вины жителей села причисляют свои роды по от-
цовской линии к «досельным», из которых 43,5% 
относят себя к потомкам поморов, а 6,5% – к по-
томкам казаков [7]. К «пришлым» причисляют 
свои роды остальные 50% жителей села, из которых 
37,1% являются потомками жителей упраздненно-
го г. Зашиверска и 12,9% связывают свои роды с 
более поздними миграциями [7]. Последующее 
исследование происхождения русскоустьинцев по 
данным линий Y-хромосомы продемонстрировало 
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преобладание суб-гаплогруппы N3a4-Z1936 у «до-
сельных» жителей села, причисляющих себя к по-
томкам поморов (85,7%) [8, 9]. Линия Y-хромосомы 
N3a4-Z1936 в славянских популяциях Русской рав-
нины встречается с минорными частотами (2,5%), 
а на территории Русского Севера (Новгородская и 
Архангельская области) ее частота становится не-
сколько выше (от 9,4 до 22,6% соответственно), 
приближаясь к более высоким частотам, харак-
терным для соседних финно-угорских популяций 
Карелии (20,1%) и Финляндии (41%) [10, 11]. На 
основании полученных данных нами было выска-
зано предположение о поморском происхождении 
линии N3a4-Z1936 Y-хромосомы у жителей с. Рус-
ское Устье [9].

Первые исследования митохондриального ге-
нофонда русских старожилов полярного севера 
Восточной Сибири с. Русское Устье, с. Походск и 
с. Марково, проведенные под руководством  
Р.И. Сукерника, показали почти полное замещение 
материнских линий сибирскими (от 90,7 до 100%) 
[12]. Исключение составили только жители с. Рус-
ское Устье, у которых были обнаружены западно-ев-
разийские линии H2a и U4a1 с суммарной часто-
той 9,3% (3 из 32) [12]. У одного коренного жителя  
с. Русское Устье с суб-гаплогруппой H2a был про-
веден анализ митогенома, который позволил уста-
новить редкий набор мутаций в позициях 73, 4350, 
5460 и 8709, не встречающийся в других популяци-
ях Европы, а возраст коалесценции данной линии 
был оценен в 15,32 ± 3,39 тыс. лет [12]. Полученные 
результаты были интерпретированы в пользу уни-
кальности суб-гаплогруппы H2a, появление кото-
рой на арктическом побережье Якутии могло быть 
связано с выходцами из Поморья [12].

В связи с вышеизложенным в настоящей работе 
проведен углубленный анализ митохондриального 
генофонда жителей с. Русское Устье.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для проведения исследования в ходе экспеди-

ций в 2018–2019 гг. были получены сведения о ро-
дословных и образцы ДНК неродственных жите-
лей с. Русское Устье (n = 17) и выходцев из этого 
села, проживающих в настоящее время в соседнем 
п. Чокурдах (n = 13), административном центре 
Аллаиховского района Якутии. Средний возраст 
участников исследования составил 46 ±19,26 лет 
(от 7 до 81 года). По данным Всероссийской пере-
писи населения 2020 г., в с. Русское Устье насчиты-
вается всего 99 человек [13].

Все образцы ДНК были гаплотипированы ме-
тодом ПЦР-ПДРФ с использованием оригиналь-
ных последовательностей праймеров, подобран-
ных с использованием программного обеспече-
ния Primer-BLAST [14]: 10394BstDEI+, 10397AluI+ 
(для гаплогрупп C, D и G) [15], 13263G, 14318C (для 

гаплогруппы С), 5178A (для гаплогруппы D), 4833G 
(для гаплогруппы G), 12406A (для гаплогруппы F), 
14766C (для гаплогруппы HV), 1438A (для гапло-
группы H2), 4769A (для гаплогруппы H2a), 12308G 
(для гаплогруппы U). Идентификация линий мтД-
НК была проведена с помощью секвенирования 
фрагментов, включающих гипервариабельные 
сегменты I и II (ГВСI и ГВСII) по методу Сэнге-
ра. Использованная номенклатура гаплогрупп со-
ответствовала PhyloTree.org – mtDNA tree Build 17 
(18 Feb 2016) [16].

Филогенетическое дерево линии гаплогруппы 
H2a было построено с использованием метода не-
взвешенных парных групп со средним арифмети-
ческим (UPGMA) [17] в программе MEGA11 [18]. 
Эволюционные расстояния были рассчитаны с 
использованием метода максимального полного 
правдоподобия [19]. Филогенетический анализ был 
проведен на выборке, которая включала 51 обра-
зец мтДНК (16028-181), размером 723 пар нуклео-
тидов (п. н.). Все включенные в анализ последова-
тельности принадлежали к гаплогруппе H2a. В вы-
борку были включены: один реконструированный 
эталонный митогеном (RSRS) [20], пять образцов 
из с. Русское Устье, 30 современных образцов из 
базы данных GenBank [21] и 15 древних образцов 
из базы данных AmtDB [22].

Оценка времени дивергенции суб-гаплогруп-
пы H2a русскоустьинцев по данным полиморфиз-
ма гипервариабельных сегментов I и II мтДНК 
(16024–16365, 73–340) была проведена по [23–30].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Разнообразие гаплогрупп мтДНК

В ходе проведенного исследования у 30 нерод-
ственных жителей с. Русское Устье было обнару-
жено 14 митохондриальных линий, которые отно-
сятся к 8 гаплогруппам: C, D, G, F, M13, HV, H и 
U (табл. 1). Спектр митохондриальных гаплогрупп 
русскоустьинцев характеризуется доминировани-
ем восточно-евразийских линий C, C4a1a1, C4a2a1, 
C5a2, D, D4i, F1b, G1b1 и M13a1b, составляющих 
две трети общей выборки 66,7% (20/30), в то время 
как частота западно-евразийских линий HV, H2a, 
U2e, U4a1, U4a2b составила 33,3% (10/30).

В митохондриальном генофонде русскоустьин-
цев наиболее частыми являются гаплогруппы C 
и D, которые вместе составили почти половину 
всех идентифицированных линий мтДНК (43,3%; 
13/30). Третьей по частоте была гаплогруппа H 
(16,7%; 5/30), которая в исследованной выборке 
представлена всего одной суб-гаплогруппой H2a 
(5/5), на которую приходится 50% всех идентифи-
цированных у русскоустьинцев западно-евразий-
ских линий (см. табл. 1 ).
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Таблица 1. Разнообразие гаплогрупп мтДНК 30 неродственных жителей с. Русское Устье

№ Гаплогруппа Число (%) Отличия от rCRS в мтДНК
(16000-16519 и 73-489)

Маркерные позиции  
в кодирующем районе

Восточно-евразийские 
гаплогруппы 20 (66,7%)

C 7 (23,3%)

1 C 4 (13,4) 16223 16298 16327 16519
73 199 249d 263 489

10400T 14318C
2 C4a1a1 1 (3,3) 16093 16129 16223 16327 16519

73 195 249d 263 489

3 C4a2a1 1 (3,3) 16171 16223 16298 16327 16344 16357 16519 73 
199 249d 263 489

4 C5a2 1 (3,3) 16093 16189 16223 16261 16288 16298 16519 
73 249d 263 489

D 6 (20%)

5 D
2 (6,7) 16189 16223 16362 73 150 263 489

5178A 10400T
1 (3,3) 16093 16214 16223 16362 73 263 489

6 D4i 3 (~ 10) 16223 16294 16362 73 146 195 200 263 489 4833G 5178A 10400T

F 2 (6,7%)

7 F1b 2 (6,7) 16183 16189 16232A 16249 16304 16311 16519 
73 249d 263 489 12406A

G 4 (13,3%)

8 G1b1
3 (~ 10) 16017 16129 16223 16519 73 207 263 489 4833G 10400T
1 (3,3) 16017 16093 16129 16223 1651973 207 263 489

M13 1 (3,3%)

9 M13a1b 1 (3,3) 16145 16148 16162 16188 16189  
16223 16381 73 152 263 489 10400T

Западно-евразийские 
гаплогруппы 10 (33,3%)

HV 2 (6,7%)

10 HV 2 (6,7) 16519 263 14766C

H 5 (16,7%)

11 Н2a
3 (~ 10) 73 263

1438A 4769A 14766C
2 (6,7) 16202 16467 73 263

U 3 (~10%)

12 U2e 1 (3,3) 16129 16168 16189 16362 73 146 152 263

12308G13 U4a1 1 (3,3) 16134 16311 16356 73 152 195 263 372

14 U4a2b 1 (3,3) 16192 16223 16356 

Всего 30 (100)

Примечание. Жирным выделены диагностические позиции.
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Генеалогический анализ жителей с. Русское Устье 
с западно-евразийскими гаплогруппами мтДНК

Генеалогический анализ жителей с. Русское 
Устье с западно-евразийскими гаплогруппами 
был проведен на глубину трех поколений (табл. 2). 
Большинство русскоустьинцев (9/10) с гаплогруп-
пами HV, H2a, U2e и U4a1 причисляли свои роды 
по материнской линии к «досельным», и только 
один носитель гаплогруппы U4a2b – к «пришлым» 
(период СССР). Несмотря на то, что носители га-
плогрупп HV и U4a1 причисляли себя к «досель-
ным», мы не смогли однозначно дифференциро-
вать происхождение их родов по материнской ли-
нии, поэтому к «досельным» жителям села были 
отнесены только носители гаплогрупп H2a и U2e 
(см. табл. 2 ).

Филогенетический анализ суб-гаплогруппы 
H2a по данным полиморфизма фрагмента 

мтДНК (16028-181), включающего 
гипервариабельные сегменты I и II

Филогенетический анализ показал, что H2a-
линии жителей с. Русское Устья дифференциро-
вались друг от друга, образовав отдельный кла-
стер, ближе к корню дерева, рядом с древними 
образцами из археологических стоянок Венгрии 
и Литвы, и дистанцировались от современных ев-
ропейских линий (рис. 1). Вероятно, H2a-линии 
русскоустьинцев достаточно давно дивергировали 
от предковой линии, и реконструированное фило-
генетическое дерево демонстрирует независимую 
эволюцию митохондриальных линий H2a у русских 
старожилов арктического побережья Якутии.

Оценка времени дивергенции суб-гаплогруппы H2a 
русскоустьинцев по данным анализа полиморфизма 
ГВСI и II мтДНК

По известным оценкам скорости мутирования 
ГВСI мтДНК [23–29] было рассчитано время ди-
вергенции линий суб-гаплогруппы H2a русскоу-
стьинцев, которое варьировало от 660 до 9058 лет 
(табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ митохондриального генофонда жите-

лей с. Русское Устье продемонстрировал специ-
фическое соотношение восточно- и западно-ев-
разийских митохондриальных гаплогрупп – 66,7% 
и 33,3% соответственно. Доминирующие восточ-
но-евразийские линии жителей с. Русское Устье 
представлены характерными для популяций Вос-
точной Сибири гаплогруппами C, D, G, F и M13 
[37–44]. Широкое разнообразие спектра сибир-
ских гаплогрупп отражает вклад местного населе-
ния в формирование митохондриального генофон-
да русскоустьинцев, главным образом юкагиров, и, 
по-видимому, в меньшей степени эвенов, чукчей и 
якутов [12].

Установленная в настоящей работе частота за-
падно-евразийских линий митохондриального 
генофонда у жителей с. Русское Устье (33,3%) в 
2 раза превышает значение частоты, ранее выяв-
ленной в работе Р.И. Сукерник и соавт. (9,3%) [12]. 
При этом спектр выявленных западно-евразийских 
гаплогрупп (HV, H и U) характеризуется преобла-
данием одной редкой суб-гаплогруппы – H2a, на 
которую пришлось 50% всех западно-евразийских 
линий мтДНК (см. табл. 1).

Анализ распространенности гаплогруппы H2 в 
Евразии показал ее присутствие с частотами, пре-
вышающими 10% не только в европейской части 
континента (Финляндия – 10,4% [37], Румыния – 
12,5% [45], Великобритания – 14,9% [46], Босния 
и Герцеговина – 17,6 и 24,4% [47]), но и на аркти-
ческом побережье Якутии, среди популяции рус-
ских старожилов – 16,7% (рис. 2). Высокая частота 
относительно редкой гаплогруппы H2 у жителей  
с. Русское Устье, вероятно, обусловлена эффектом 
основателя, поскольку в отличие от гаплогруппы 
U, которая представлена тремя различными суб-га-
плогруппами (U2e, U4a1, U4a2b), гаплогруппа H 
представлена филогенетически близкими линия-
ми, относящимися к одной субгаплогруппе – H2a, 
которая была выявлена у пяти не связанных близ-
ким родством «досельных» жителей села, причис-
ляющих себя к потомкам выходцев из Поморья 
(см. табл. 2).

Таблица 2. Сравнение западно-евразийских гаплогрупп жителей с. Русское Устье по происхождению родов

Гаплогруппы «Досельные» «Пришлые» Недифференцированные

HV – – 2 (100%)

H2a 5 (100%) – –

U2e 1 (100%) – –

U4a1 – – 1 (100%)

U4a2b – 1 (100%) –
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Рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное методом UPGMA по данным полиморфизма фрагмента 16028-181 
мтДНК, включающего ГВСI и II мтДНК (51 образец). Один сайт дивергенции между образцами был рассчитан 
с применением теста относительной скорости эволюции на основе критерия χ2 [30]. Между образцами русскоу-
стьинцев было выявлено наличие одного сайта дивергенции (χ2 = 4,5; p < 0,05). Древние образцы: Alh_2, Alh_3 
– образцы из стоянки Альтхайм (Andreasweg) на территории современной Баварии на юге Германии, в основном 
датируемые примерно 500 г. до н.э. [31]. DA171 — древний образец из стоянки на территории современной Лит-
вы, датируемый 1800–1500 гг. до н.э. (железный век); DA191, DA194 и DA197 – образцы из стоянок на территории 
современной Венгрии, датируемые 2409, 2322 и 2378 гг. до н.э. соответственно (железный век); DA51 – образцы 
из археологических раскопок на территории Тянь-Шаня, датируемые 2220 г. до н.э. [32]. I0122 – древний образец 
из археологического могильника Хвалынск II (Самарская область, Россия), датированный 5200–4000 гг. до н.э. 
(бронзовый век) [33]. I2604 – древний образец из захоронения близ Бартон Стейси (Гэмпшир, Англия), датирован-
ный 2210–2030 гг. до н.э. (бронзовый век); I2653, I2656 – древние образцы из захоронения в Восточном Лотиане 
(Шотландия), датированные 1500–1300 и 1279–980 гг. до н.э. (бронзовый век) соответственно [34]. I6561 – древний 
образец из захоронения близ Александрии (Украина), датированный 4045–3974 гг. до н.э. (Неолит) [35]. POST_1 
(Haunstetten – Postillionstraße), UNTA58-62_147, UNTA85-1336 (Haunstetten – Unterer Talweg) – древние образцы 
из захоронения в долине р. Лех, к югу от г. Аугсбург (Бавария, Германия), датированные 2024–1882, 2031–1900 и 
2465–2300 гг. до н.э. соответственно (бронзовый век) [36]. Современные образцы: DNK – из Дании, ESP – из Ис-
пании, FIN – из Финляндии, FRA – из Франции, GBR – из Великобритании, ITA – из Италии, POL – из Польши, 
RUS – из России, SRB – из Сербии, TUR – из Турции.
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В связи с этим нами проведен филогенетиче-
ский анализ линий суб-гаплогруппы H2a по дан-
ным анализа полиморфизма фрагмента 16028-181 
мтДНК, включающего ГВСI и II мтДНК в выборке 
из 51 современного и древного образцов. Установ-
лено, что все пять русскоустьинцев кластеризова-
лись в корне филогенетического дерева, вместе с 
архаичными образцами, что может свидетельство-
вать о достаточно ранней дивергенции H2a-ветви 
русскоустьинцев от современного общеевропей-
ского H2a-пула (см. рис. 1). Оценка времени ди-
вергенции H2a-линий русскоустьинцев варьирова-
ла от 660 до 9058 лет (табл. 3), что свидетельствует 
о достаточно длительном времени независимой 
эволюции данной H2a-ветви у русскоустьинцев. 
Полученные датировки не соответствуют времени 

появления казаков в Восточной Сибири в XVII в. и 
больше согласуются с ранее выдвинутой версией о 
вероятном поморском происхождении H2a у жите-
лей с. Русское Устье [12].

Связь происхождения митохондриальных га-
плогрупп русскоустьинцев с основными волнами 
заселения с. Русское Устье, по данным генеалогий 
материнских родов, представлена на рис. 3.

В целом полученные данные свидетельствуют 
о наличии специфических митохондриальных ли-
ний западно-евразийского происхождения в гено-
фонде русскоустьинцев, что согласуется с ранее 
полученными данными по маркерам Y-хромосомы 
(N3a4-Z1936 – 85,7%) и широкогеномного анализа 
740000 SNP (равное соотношение европейского и 

Таблица 3. Скорость мутирования в ГВСI и II мтДНК по данным разных авторов

№ Скорость мутирования ГВСI и II 
мтДНК за одно поколение

Время замены одного нуклеотида  
в ГВСI и II мтДНК (16024–16365  

и 57–372), лет
Ссылка

1 0,0303 660 [23]

2 0,0277 720 [24]

3 0,0042 4700 [25]

4 0,0052 3810 [26]

5 0,0054 3700 [27]

6 0,0032 6135 [28]

7 0,0022 9058 [29]

Примечание. Одно поколение составляет 20 лет.

Рис. 2. Географическое распределение гаплогруппы H2 в Евразии [47–69].
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сибирского компонентов) [9]. Фактически сохран-
ность западно-евразийских линий мтДНК в гено-
фонде русскоустьинцев является наиболее убеди-
тельным свидетельством в пользу существования 
более ранней волны заселения арктического по-
бережья Якутии, выходцами из Поморья в конце 
XVI в. [1, 3, 4, 7, 9]. Поскольку, в отличие от ли-
нии N3a4-Z1936 Y-хромосомы русских старожи-
лов Якутии [9], появление которой на территории 
Восточной Сибири в том числе могло быть связа-
но с казачьими отрядами и промысловыми людь-
ми, в XVII в. представленными исключительно 
мужчинами [70], обнаруженный специфический 
кластер линии H2a ДНК, как это ни удивительно, 
полностью согласуется с преданиями о том, что 
предки русскоустиьнцев, спасаясь от опричнины 
Ивана Грозного, на легких парусных судах вместе 
с женщинами, детьми, скарбом и даже домашни-
ми животными сумели преодолеть тяжелый путь 

странствий вдоль Северного Ледовитого океана – 
от Белого до Восточно-Сибирского моря [1].

Работа выполнена в рамках Государственного 
задания Министерства науки и высшего образо-
вания РФ (FSRG-2023-0003) и НИР ЯНЦ КМП 
«Изучение генетической структуры и груза на-
следственной патологии в популяциях Республики 
Саха (Якутия)».

Исследование было одобрено локальным коми-
тетом по биомедицинской этике Якутского науч-
ного центра комплексных медицинских проблем, 
Якутск, Россия (протокол № 4 от 01.03.2018 г.).

Все процедуры, выполненные в исследовании 
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национального 
комитета по исследовательской этике и Хельсинк-
ской декларации 1964 года и ее последующим из-
менениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование 
участников было получено информированное до-
бровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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Рис. 3. Связь происхождения митохондриальных 
гаплогрупп русскоустьинцев с основными волнами 
заселения с. Русское Устье по данным генеалогии 
материнских родов. Поморы: с выходцами из Помо-
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но-евразийских линий, однозначно только суб-га-
плогруппа U4a2b была связана с поздними миграци-
ями (период СССР), не исключено, что с поздними 
миграциями также могут быть связаны линии HV и 
U4a1. Зашиверск: суб-гаплогруппы HV, U2e и U4a1 
могли быть привнесены на арктическое побережье 
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быть связана не только с русскоязычным населени-
ем, но и с местным автохтонным компонентом, по-
скольку ранее была обнаружена в популяциях Вос-
точной Сибири [43, 44, 69].
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Analysis of the Structure of the Mitochondrial Gene Pool of Russian Old-Settlers  
of the Arctic Coast of Yakutia from Village Russkoye Usty’e

T. V. Borisova1, A. V. Solovyev1, G. P. Romanov1, F. M. Teryutin2,  
V. G. Pshennikova2, N. A. Barashkov2, S. A. Fedorova1, *

1Ammosov North-Eastern Federal University, Yakutsk, 677013 Russia 
2Yakut Scientific Center of Complex Medical Problems, Yakutsk, 677000 Russia 

*e-mail: sardaanafedorova@mail.ru

In this study analysis of the mitochondrial gene pool of residents of the village Russkoye Usty’e was 
carried out. It was revealed that the spectrum of mitochondrial lines of the Russian old-settlers is 
represented by 8 haplogroups and is characterized by the dominance of East-Eurasian lineages C, D, G, 
F and M13, which amounted to 66.7%. The West-Eurasian lineages HV, H and U (33.3%) were minor, 
which predominated the rare sub-haplogroup H2a. It was revealed that among Russian old-settlers, the 
H2 lineages occurs with one of the highest frequencies in the world (16.7%), forming a specific cluster, 
distant from the other European H2a-lineages, probably formed as a result of a founder effect. The 
preservation of specific maternal lineages in the gene pool of the Russian old-settlers may be one of the 
convincing evidence in favor of the existence of an earlier by sea wave of settlement of the Arctic coast 
of Yakutia by Pomorians in XVI c., before the arrival of the Cossacks in XVII c.

Keywords: Russian old-settlers, Russkoye Usty’e, mtDNA, Yakutia, Eastern Siberia.
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ЭКСПРЕССИЯ микроРНК miR-29A, miR-30C И miR-150  
В ОТДАЛЕННЫЕ СРОКИ ПОСЛЕ ХРОНИЧЕСКОГО  
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С каждым годом все больше данных демонстрируют, что уровни экспрессии микроРНК могут 
быть значительно изменены после острого радиационного воздействия, а сами микроРНК игра-
ют важную роль в клеточном ответе на ионизирующее излучение. Однако регуляция экспрессии 
микроРНК после хронического радиационного воздействия в диапазоне малых и средних доз 
мало изучена. В настоящей работе методом ПЦР в реальном времени проведен анализ экспрес-
сии зрелых микроРНК miR-29a, miR-30c, miR-150 в цельной крови у 81 человека в отдаленные 
сроки после хронического низкоинтенсивного радиационного воздействия. Средний возраст 
обследуемых людей составил 72 года, накопленные дозы облучения красного костного мозга 
(ККМ), а также тимуса и периферических лимфоидных органов находились в диапазоне от 2,13 
до 1867,55 мГр и от 0,18 до 488,79 мГр соответственно. Спустя более 70 лет после начала радиа-
ционного воздействия у облученных людей обнаружено статистически значимое, зависимое от 
накопленной дозы облучения ККМ, а также тимуса и периферических лимфоидных органов, 
снижение экспрессии микроРНК miR-30c.

Ключевые слова: микроРНК, экспрессия, ПЦР-РВ, р. Теча, низкоинтенсивное хроническое облучение, 
радиационное воздействие.
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В течение трех последних десятилетий актив-
но исследуются некодирующие РНК, в частности 
микроРНК, способные контролировать широ-
кий спектр биологических процессов посредством  
посттранскрипционной регуляции экспрессии 
генов [1]. Оказывая влияние на дестабилизацию 
мРНК и/или репрессию трансляции, микроРНК 
играют определенную роль в патогенезе различ-
ных заболеваний, контролируя экспрессию более 
половины всех мРНК человека [2]. В дополнение 
к исследованиям по поиску связи микроРНК с 
различными патологическими состояниями было 
установлено изменение уровней экспрессии ми-
кроРНК при воздействии ионизирующего изуче-
ния (ИИ).

В контексте ответа микроРНК на радиацион-
ное воздействие уже сегодня существует множество 
данных, полученных преимущественно в результа-
те исследований in vitro, описывающих радиосен-
сибилизирующие или радиозащитные функции 
отдельных микроРНК, которые реагируют на 

воздействие ИИ в острых, клинически значимых 
дозах [3]. Так, радиационно-индуцированные из-
менения уровня экспрессии некоторых микроРНК 
были продемонстрированы в различных типах кле-
ток человека и модельных животных [4–8]. Позже 
было установлено, что микроРНК играют значи-
тельную роль в радиационном ответе клеток, регу-
лируя соответствующие гены-мишени, участвую-
щие в различных клеточных процессах, таких как 
репарация повреждений ДНК, контроль свероч-
ных точек клеточного цикла, апоптоз, аутофагия и 
окислительный стресс [9]. При этом обращает на 
себя внимание, что в мировой литературе нет дан-
ных по экспрессии микроРНК при хроническом 
низкоинтенсивном воздействии у человека.

Ранее нами было показано, что у хронически 
облученных жителей прибрежных сел р. Течи спу-
стя 70 и более лет после начала радиационного 
воздействия, в период реализации канцероген-
ных эффектов, регистрировались изменения ин-
тенсивности апоптотической гибели лимфоцитов 
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периферической крови [10], а также изменения 
транскрипционной активности апоптотических 
генов, которые сопровождались снижением отно-
сительного содержания мРНК гена BCL-2 и уве-
личением относительного содержания мРНК гена 
BAX [11].

Учитывая роль микроРНК в регуляции экспрес-
сии генов, а также способность эпигенетических 
модификаций сохраняться достаточно длительное 
время после радиационного воздействия [12], це-
лью настоящей работы было исследование профи-
лей экспрессии зрелых микроРНК miR-29a, miR-
30c, miR-150, генные мишени которых принимают 
непосредственное участие в реализации радиаци-
онно-индуцированных эффектов, в частности в 
регуляции клеточного цикла и апоптоза.

Настоящая работа является продолжением ис-
следований экспрессии микроРНК у облученных 
на Южном Урале людей. В предыдущем исследо-
вании [13] было установлено статистически зна-
чимое изменение экспрессии микроРНК miR-16, 
miR-181a и miR-125b в группе лиц с накопленной 
дозой облучения красного костного мозга (ККМ), 
превышающей 70 мГр.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Характеристика исследуемых групп

Исследование экспрессии зрелых микроРНК 
miR-29a, miR-30c, miR-150 в цельной крови про-
водилось у людей, проживавших в период с 1950 
по 1960 г. в одном из 41 сел, расположенных на по-
бережье р. Течи, и подвергавшихся хроническому 
низкоинтенсивному радиационному воздействию 
вследствие плановых или аварийных сбросов ра-
диоактивных отходов радиохимическим заводом 
ПО «Маяк» в реку [14]. Дозы облучения ККМ 

были рассчитаны индивидуально с использовани-
ем дозиметрической системы Techa River Dosimetry 
System (TRDS 2016) [15].

Общее число обследованных для оценки экс-
прессии микроРНК составило 81 человек, кото-
рые позже были поделены на две группы (основная 
группа и группа сравнения). В основную группу 
вошли 56 человек. Группу сравнения составили 25 
человек, проживающих в сходных социально-эко-
номических условиях, значения накопленной дозы 
облучения ККМ которых не превышали 70 мГр 
(что соответствует фоновому уровню) [16]. Под-
робная характеристика обследуемых групп пред-
ставлена в табл. 1. 

Исследуемые группы сопоставимы по возрасту 
и этническому составу. Обе группы представлены 
преимущественно пожилыми людьми. В основной 
группе преобладали женщины, тогда как в группе 
сравнения мужчины и женщины были представ-
лены примерно в равных долях. Поскольку совре-
менные данные демонстрируют возраст-зависимое 
изменение экспрессии некоторых микроРНК [17], 
связанное прежде всего с возникновением воз-
раст-ассоциированных заболеваний [18], в насто-
ящем исследовании группы обследованных лиц 
были выровнены по возрасту (p = 0,08).

Выделение РНК

Цельную кровь для оценки профилей экс-
прессии микроРНК забирали из локтевой вены 
в стерильные вакуумные пробирки Tempus Blood 
RNA Collection Tubes (Thermo Scientific™, США). 
Экстракция суммарной РНК, среди которой на-
ходились зрелые микроРНК, осуществлялась с 
использованием коммерческого набора GeneJET 
Stabilized and Fresh Whole Blood RNA Kit (Thermo 
Scientific™). Количественные и качественные ха-
рактеристики выделенных образцов оценивали 

Таблица 1. Характеристика исследуемых групп по оценке относительного содержания микроРНК

Характеристика групп Основная группа
N = 56

Группа сравнения
N = 25

Возраст на момент обследования, лет: 
M ± SE (min–max)

72.68 ± 0.75  
(63–85)

70.12 ± 1.33
(62–87)

Пол, N (%) мужчины
женщины

22 (39.00%) 
34 (61.00%)

13 (52.00%)
12 (48.00%)

Национальность, N (%) русские
татары/башкиры

26 (46.40%)
30 (53.60%)

16 (64.00%)
9 (36.00%)

Накопленные дозы облучения ККМ, мГр: M ± SE 
(min–max)

652.74 ± 59.36
(86.72 – 1867.55)

29.10 ± 4.07
(2.13–67.98)

Накопленные дозы облучения тимуса и периферических 
лимфоидных органов, мГр: M ±SE (min–max)

95.57 ± 11.85
(3.46–488.79)

11.02 ± 2.20
(0.18–33.33)



	 ЭКСПРЕССИЯ микроРНК miR-29a, miR-30c И miR-150 В ОТДАЛЕННЫЕ СРОКИ� 99

ГЕНЕТИКА том 60 № 11 2024

спектрофотометрическим методом с исполь-
зованием анализатора NanoDrop 2000 (Thermo 
Scientific™).

Обратная транскрипция

Синтез кДНК на матрице РНК проводился от-
дельным этапом с использованием коммерческого 
набора реактивов MMLV RT Kit («Евроген», Рос-
сия) и специфических шпилькообразных прай-
меров (ООО «ДНК-СИНТЕЗ», Россия). Темпера-
турный режим синтеза кДНК исследуемых образ-
цов микроРНК, проводимый на амплификаторе 
Veriti (AppliedBiosystems, США), был следующим: 
16°С/20 мин, 42°С/20 мин, 85°С/5 мин, лед/5 мин.

ПЦР-РВ

Относительную экспрессию зрелых микроРНК 
оценивали с помощью ПЦР в реальном времени 

с использованием смеси 5X qPCRmix-HS (Ев-
роген). Праймеры и зонды синтезированы ООО 
«ДНК-СИНТЕЗ». Для нормализации данных экс-
прессии микроРНК использовали среднее значе-
ние Ct малой ядрышковой РНК (мяРНК) RNU48 
(U48). Данные полученной экспрессии анализиро-
вались с помощью метода 2-ΔΔСt [19].

Последовательности шпилькообразных прай-
меров, используемых для проведения обратной 
транскрипции (ОТ), представлены в табл. 2. 

Температурный режим и последовательности 
праймеров микроРНК для ПЦР-РВ представлены 
в табл. 3. 

Статистический анализ

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием программных комплексов 

Таблица 2. Последовательности шпилькообразных праймеров исследуемых микроРНК

МикроРНК Последовательности праймеров
(5'→3')

Идентификатор  
в miRBase

miR-150-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACT
GGATACGACCACTGG MIMAT0000451

miR-29a-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACT
GGATACGACTAACCG MIMAT0000086

miR-30c-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACT
GGATACGACGCTGAG MIMAT0000244

Таблица 3. Последовательности праймеров и температурно-временной режим ПЦР в реальном времени для 
микроРНК

МикроРНК Последовательности праймеров
(5'→3')

Условия
ПЦР-РВ

miR-150-5p
F: TATCCAGTGCAGGGTCCGA

R: TCTCCCAACCCTTGTAC  
P: FAM-CGCACTGGATACGACCACTGG-BHQ1

1. 95°С – 3 мин
2. 95°С – 15 с

3. 60°С – 1 мин*

miR-29a-3p
F: TATCCAGTGCAGGGTCCGA

R: TAGCACCATCTGAAATC
P: FAM-TTCGCACTGGATACGACTAACCG-BHQ1

1. 95°С – 3 мин
2. 95°С – 15 с

3. 60°С – 1 мин*

miR-30c-5p
F: TATCCAGTGCAGGGTCCGA

R: TGTAAACATCCTACACT
P: FAM-TCGCACTGGATACGACGCTG-BHQ1

1. 95°С – 3 мин
2. 95°С – 15 сек
3. 60°С – 1 мин*

Примечание. F– прямой праймер; R – обратный праймер; P – зонд; * – детекция сигнала флуоресценции.

}50 x

}50 x

}50 x
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Statistica 12.0 (StatSoft, Inc., США) и SigmaPlot 
(SYSTAT Software; США).

Проверку нормальности распределения количе-
ственных показателей проводили с помощью кри-
терия Колмогорова–Смирнова. Сравнение экс-
прессии микроРНК в исследуемых группах прово-
дили с использованием U-критерия Манна–Уитни. 
Корреляционный анализ с целью поиска связи 
фактора радиационной (доза облучения ККМ, а 
также тимуса и периферических лимфоидных ор-
ганов) и нерадиационной (пол, национальность и 
возраст на момент исследования) природы с уров-
нем экспрессии зрелых микроРНК проводили пу-
тем расчета коэффициентов ранговой корреляции 
по Спирмену (Rs). Статистически значимыми счи-
тались вероятности ошибки менее 0,05 (p < 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Связь экспрессии микроРНК с некоторыми 
факторами нерадиационной природы

Корреляционный анализ с целью оценки связи 
пола, возраста или национальности с показателя-
ми экспрессии микроРНК проводили путем расче-
та коэффициентов ранговой корреляции по Спир-
мену (Rs) (табл. 4).  

Результаты проведенного анализа показали от-
сутствие связи между факторами нерадиационной 
природы (пол, национальность, возраст на мо-
мент исследования) и показателями экспрессии 

микроРНК у облученных людей, p-значение во 
всех тестах превысило 5%.

Анализ данных экспрессии микроРНК 
в обследуемых группах

Результаты анализа экспрессии микроРНК 
miR-150, miR-29a, miR-30c в исследуемых группах 
представлены в табл. 5. 

При исследовании показателей относительной 
экспрессии микроРНК в основной группе было 
выявлено более низкое (p = 0,003) относитель-
ное содержание микроРНК miR-30с, чем в группе 
сравнения. Полученные результаты также графиче-
ски проиллюстрированы на рис. 1. 

Таким образом, мы установили, что у лиц из 
основной группы относительно группы сравнения 
экспрессия микроРНК miR-30c статистически 
значимо снижена (p = 0,003), при этом медианное 
значение экспрессии микроРНК в основной груп-
пе снижено более чем в 9 раз относительно группы 
сравнения.

Корреляционный анализ не выявил связи между 
накопленной дозой облучения тимуса и перифери-
ческих лимфоидных органов и уровнем экспрессии 
исследуемых микроРНК. Однако была обнаружена 
слабая отрицательная связь между экспрессией ми-
кроРНК miR-30c и накопленной дозой облучения 
ККМ (Rs = –0,26, p = 0,02). Для других исследуе-
мых микроРНК связь с накопленной дозой облу-
чения ККМ не выявлена.

Таблица 4. Коэффициенты ранговой корреляции Спирмена экспрессии микроРНК с факторами нерадиаци-
онной природы

Параметр Пол Возраст на момент 
обследования Национальность

miR-29а 0.15 (0.21) 0.13 (0.27) 0.19 (0.10)

miR-30с –0.09 (0.44) –0.14 (0.23) –0.06 (0,61)

miR-150 0.16 (0.16) –0.07 (0.53) –0.002 (0.99)

Примечание. В скобках указано p-значение, рассчитанное для коэффициентов ранговой корреляции Спирмена (Rs).

Таблица 5. Относительное содержание (отн. ед.) микроРНК в группах обследованных лиц, Me (Q1–Q3)

МикроРНК Основная группа
N = 56

Группа сравнения
N = 25 

miR-29а 0.95 (0.35–4.15) р = 0.87 1.70 (0.39–2.12)

miR-30с 0.18 (0.02–0.56) р = 0.003 1.75 (0.05–15.79)

miR-150 1.61 (0.20–3.43) р = 0.48 1.66 (0.40–3.99)

Примечание. p – p-значение для U-критерия в тесте Манна–Уитни.
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Зависимость экспрессии микроРНК от нако-
пленной дозы облучения ККМ, а также тимуса и 
периферических лимфоидных органов была оце-
нена методом регрессионного анализа (рис. 2, 3). \

Полученные результаты свидетельствуют о на-
личии зависимости экспрессии микроРНК miR-
30c от дозы облучения ККМ (R = –0,31, R2 = 0,10, p 
= 0,005), а также облучения тимуса и перифериче-
ских лимфоидных органов (R = –0,24, R2 = 0,06, p 
= 0,03). Значения R2 в регрессионном анализе, не 
превышающие 10%, свидетельствуют об отсутствии 
линейной зависимости между исследуемыми пока-
зателями. Для остальных микроРНК зависимости 
экспрессии от накопленной дозы облучения ККМ, 

а также тимуса и периферических лимфоидных ор-
ганов не обнаружено.

Поскольку нами была найдена связь между экс-
прессией микроРНК miR-30c и дозой облучения 
ККМ, а также зависимость ее экспрессии от дозы 
облучения ККМ, мы проанализировали экспрес-
сию микроРНК miR-30c, объединив обследуемых 
людей, включая лиц из группы сравнения, в под-
группы, соответствующие различным диапазонам 
доз: 1) < 100 мГр; 2) 100–1000 мГр; 3) > 1000 мГр 
(рис. 4). 

Обращает на себя внимание резкое снижение 
экспрессии данной микроРНК в группе облучен-
ных лиц с поглощенной дозой в ККМ более 100 

p = 0.003
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Рис. 1. Индивидуальные значения показателей относительного содержания микроРНК в исследуемых группах.
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мГр. Данная тенденция сохраняется также в дозо-
вой подгруппе > 1000 мГр. Отсутствие статистиче-
ски значимого различия между дозовыми подгруп-
пами < 100 мГр и > 1000 мГр, вероятнее всего, обу-
словлено небольшим количеством лиц, входящих в 
дозовую подгруппу > 1000 мГр (9 человек).

ОБСУЖДЕНИЕ
Предполагается, что эффекты, индуцированные 

малыми дозами радиации, могут регулироваться 

модуляцией некодирующих РНК, в частности ми-
кроРНК [20]. МикроРНК представляют собой 
важный механизм, с помощью которого клетки мо-
гут быстро изменять экспрессию генов, чтобы ре-
агировать на генотоксический стресс, в том числе 
после радиационного воздействия. Нацеливаясь с 
частичной комплементарностью на 3'-нетрансли-
руемую область (3'-UTR), 5'-UTR-область или на 
кодирующие областим РНКв цитоплазме [21, 22], 
микроРНК способны подавлять трансляцию белка 
или при полной комплементарности приводить к 
деградации мРНК [23]. Таким образом, через ре-
гуляцию посттранскрипционной активности генов 
микроРНК способны влиять на сигнальные пути, 
которые могут изменять множество клеточных 
процессов, включая реакцию на ИИ.

Согласно данным литературы, экспрессия ми-
кроРНК miR-150, miR-29а характеризуется зна-
чительным снижением с увеличением дозы облу-
чения [24], в то время как экспрессия микроРНК 
miR-30c, наоборот, характеризуется радиацион-
но-индуцированным повышением ее экспрессии 
[25]. Важно подчеркнуть, что немногочисленные 
исследования, в которых наблюдалось повыше-
ние экспрессии miR-30с, проводились in vitro на 
культурах клеток в условиях острого облучения в 
высоких дозах [26–28]. Метаанализ [29], обобща-
ющий результаты девяти исследований экспрессии 
микроРНК miR-30c в клетках мышей, приматов и 
человека в условиях острого однократного и фрак-
ционированного облучения в высоких дозах по-
казал, что уровни экспрессии микроРНК miR-30c 
положительно коррелировали с дозой облучения 
(FC = 1,19; 95% ДИ 1.09–1.30; bt [total dose] = 0,01; 
p = 0,0134).
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В настоящем исследовании в отдаленном пе-
риоде у лиц, подвергшихся хроническому облуче-
нию, мы не наблюдали изменений в экспрессии 
микроРНК miR-150, miR-29а, при этом экспрес-
сия микроРНК miR-30с снижалась в клетках пе-
риферической крови. Вероятно, наблюдаемое сни-
жение экспрессии данной микроРНК обусловлено 
особенностями радиационного воздействия, кото-
рому подверглись жители Уральского региона. Жи-
тели населенных пунктов, расположенных вдоль  
р. Течи, подвергались in vivo многолетнему низ-
коинтенсивному облучению из-за повышенного 
гамма-радиационного фона вблизи реки, а также 
от смеси радионуклидов, поступающих в организм 
с водой и пищевыми продуктами. Также стоит об-
ратить внимание на то, что данное исследование 
экспрессии микроРНК проводилось не сразу после 
облучения, а спустя многие годы после прекраще-
ния радиационного воздействия.

Выбранные для настоящего исследования ми-
кроРНК могут являться регуляторами клеточного 
ответа при радиационном воздействии. В частно-
сти, сообщалось, что микроРНК семейства miR-
30 вовлечены в клеточный ответ на радиационное 
воздействие [28], в большей степени из-за их роли 
в контроле развития клеточного цикла, а miR-30c 
играет ключевую роль в радиационно-индуциро-
ванном апоптозе [30, 31].

Алгоритм TargetScanHuman (https://www.tar-
getscan.org/vert_80/) прогнозирует более 1500 ге-
нов, имеющих потенциальные сайты связывания 
в 3'-UTR-области с микроРНК miR-30c, среди 
которых обнаруживаются гены, регулирующие 
клеточный цикл и апоптоз, такие как MAPK8 и 
BCL-2. Уже сегодня результаты некоторых экспе-
риментальных исследований подтверждают связь 
микроРНК miR-30c с геномBCL-2 [32, 33], являю-
щимся центральной фигурой множества регулятор-
ных систем клетки, таких как апоптоз, пролифера-
ция и поддержание генетической стабильности.

Помимо факторов радиационной природы, со-
гласно литературным данным, на уровень экспрес-
сии микроРНК также могут оказывать влияние 
различные факторы нерадиационной природы; в 
частности, известно о возраст-зависимом сниже-
нии экспрессии некоторых микроРНК [17], при 
этом измененная экспрессия микроРНК потен-
циально может быть диагностическим индикато-
ром возрастных заболеваний [18]. Помимо этого, 
в некоторых исследованиях сообщалось о диффе-
ренциальной экспрессии микроРНК у мужчин и 
женщин [33]. Однако проведенный нами анализ 
по поиску связи экспрессии микроРНК с некото-
рыми факторами нерадиационной природы, таки-
ми как пол, национальность и возраст, на момент 
исследования не выявил связи с данными показа-
телями в обследуемой группе людей. Стоит подчер-
кнуть, что отсутствие корреляции между возрастом 

обследуемых людей и экспрессией микроРНК мог-
ло быть обусловлено тем, что в исследование были 
включены преимущественно пожилые люди, воз-
растной диапазон которых составил от 62 до 87 лет.

В результате проведенного исследования у лю-
дей, подвергшихся низкоинтенсивному хрониче-
скому радиационному воздействию с накоплен-
ными дозами облучения ККМ в диапазоне от 86,72 
до 1867,55 мГр наблюдалось снижение в перифери-
ческой крови экспрессии зрелой микроРНК miR-
30c, при этом была установлена слабая отрицатель-
ная корреляционная связь между экспрессией ми-
кроРНК miR-30c и накопленной дозой облучения 
ККМ, а также нелинейная зависимость ее экспрес-
сии от накопленной дозы облучения ККМ, а также 
облучения тимуса и периферических лимфоидных 
органов. Статистически значимые различия в от-
носительном содержании данной микроРНК так-
же наблюдались между дозовыми подгруппами. 
В то же время экспрессия данной микроРНК не 
продемонстрировала связи с факторами неради-
ационной природы, такими как пол, возраст или 
национальность.

Таким образом, данные, полученные в насто-
ящей работе, свидетельствуют об изменении экс-
прессии микроРНК в периферической крови у лю-
дей, проживавших на радиоактивно загрязненных 
территориях, на основании чего можно предполо-
жить возможное участие микроРНК в модуляции 
процессов, направленных на поддержание генети-
ческого гомеостаза в период реализации отдален-
ных канцерогенных и нераковых эффектов у жи-
телей Уральского региона, однако для уточнения и 
подтверждения результатов, полученных в настоя-
щей работе, необходимо увеличение объема выбор-
ки исследуемых лиц.

Финансирование работы осуществлялось в рам-
ках Федеральной целевой программы «Обеспече-
ние ядерной и радиационной безопасности на 
2016–2020 годы и на период до 2030 года».

Исследование одобрено Этическим комитетом 
ФГБУН УНПЦ РМ ФМБА России 08.04.2024, №7.

Все процедуры, выполненные в исследовании 
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национального 
комитета по исследовательской этике и Хельсинк-
ской декларации 1964 г. и ее последующим измене-
ниям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование 
участников было получено информированное до-
бровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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Expression of miR-29a, miR-30c AND miR-150 microRNAs in the Long-Term 
Period after Chronic Radiation Exposure

M. A. Yanishevskaya1, *, E. A. Blinova1, 2, A. V. Akleyev1, 2

1Ural Research Center for Radiation Medicine, FMBA of Russia, Chelyabinsk, 454141 Russia 
2Chelyabinsk State University, Chelyabinsk, 454001 Russia 

*e-mail: yanishevskaya@urcrm.ru

Every year, more and more data demonstrate that microRNA expression levels were significantly 
altered after acute radiation exposure, and microRNAs themselves play an important role in the cellular 
response to ionizing radiation. However, regulation of microRNA expression after chronic radiation 
exposure within the low and middle dose range is poorly understood. In the present study, the expression 
of mature miR-29a, miR-30c, and miR-150 microRNAs in whole blood from 81 individuals in the long-
term period after chronic low dose-rate radiation exposure was analyzed by real-time PCR method. The 
mean age of the studies people was 72 years, and the accumulated radiation doses to red bone marrow 
(RBM), thymus and peripheral lymphoid organs ranged from 2.13 to 1867.55 mGy and 0.18 to 488.79 
mGy, respectively. More than 70 years after the onset of radiation exposure, a statistically significant 
dose-dependent decrease in miR-30c microRNA expression was found in exposed individuals in RBM, 
thymus and peripheral lymphoid organs.

Keywords: microRNA, expression, PCR-RT, Techa River, chronic low dose-rate exposure, radiation 
exposure.
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В настоящей работе изучена экспрессия генов LYST и SLFN12L в лейкоцитах периферической 
крови (ЛПК) у больных саркоидозом легких с хроническим течением заболевания и у здоровых 
людей (контроль). В исследовании приняли участие 45 человек – 20 больных (без терапии, с хро-
ническим течением саркоидоза легких (II стадия заболевания), средний возраст больных 41,00 
± 12,56 года) и 25 здоровых людей (средний возраст 45,86 ± 2,13 года). Уровень экспрессии ге-
нов определяли методом ПЦР в режиме реального времени. Установлено достоверное снижение 
количества транскриптов гена SLFN12L (р = 0.002) и уменьшение содержания мРНК гена LYST 
(р = 0.09) в ЛПК больных саркоидозом легких по сравнению с контролем. Дифференциальная 
экспрессия LYST и SLFN12L может свидетельствовать о вовлечении указанных генов в патогенез 
данного заболевания, а также о возможном участии в модулировании иммунных реакций при 
развитии воспалительных процессов при саркоидозе легких.

Ключевые слова: Homo sapiens, саркоидоз легких, лейкоциты периферической крови, ПЦР в режиме 
реального времени, LYST, SLFN12L, экспрессия генов.
DOI: 10.31857/S0016675824110096 EDN: WBCMAC

Саркоидоз легких (болезнь Бенье–Бека–Ша-
уманна) относится к системным воспалительным 
заболеваниям неизвестной этиологии. В боль-
шинстве случаев (до 90%) эпителиоидно-клеточ-
ные гранулемы (характерный признак заболева-
ния) образуются в легких. В дальнейшем они мо-
гут рассасываться или претерпевать фиброзные 
изменения, что может способствовать развитию 
дыхательной недостаточности [1, 2]. Разнообра-
зие клинических проявлений и вариантов течения 
заболевания, а также отсутствие конкретного ди-
агностического критерия сопряжено с определен-
ными трудностями диагностики саркоидоза лег-
ких [3]. В связи с этим актуальным является поиск 
молекулярно-генетических маркеров для ранней 
диагностики и разных вариантов течения заболе-
вания. В развитии данного заболевания важную 
роль играют средовые, иммунологические, гене-
тические факторы [4]. Генетическая составляющая 
в патогенезе саркоидоза легких имеет немаловаж-
ное значение, о чем свидетельствует более частое 
возникновение заболевания в определенных расо-
вых и этнических группах, а также более высокая 

распространенность саркоидоза среди родственни-
ков первой степени родства [5, 6].

В последние годы проведены комплексные ис-
следования по анализу данных секвенирования ме-
тилома, транскриптома, микроРНК у больных сар-
коидозом. В результате было выявлено множество 
новых генетических локусов и генов предрасполо-
женности к саркоидозу, что указывает на сложные 
генетические и патофизиологические механизмы 
развития этого заболевания [7]. I. Konigsberg с со-
авт. [8], анализируя метилом и транскриптом (в 
частности микроРНК в клетках бронхоальвеоляр-
ного лаважа (БАЛ) больных саркоидозом), устано-
вили молекулярные изменения, связанные с разви-
тием и прогрессированием заболевания. Выявлены 
дифференциально зкспрессирующиеся гены, такие 
как LYST, SLFN12L и др. [8]. Согласно данным ли-
тературы, ген LYST (также известный как CHS1) 
кодирует белок-регулятор лизосомального гомео-
стаза, участвующий в транспорте везикул, слиянии 
их с лизосомами и высвобождении лизосомаль-
ных ферментов, а также в сохранении количества 
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лизосом после аутофагии [9, 10]. В результате му-
таций в гене LYST нарушается формирование вну-
триклеточных гранул в различных клетках. Так, 
при синдроме Чедиака–Хигаши (редкое иммуно-
дефицитное аутосомно-рецессивное заболевание), 
дефектный лизосомальный транспорт в нейтрофи-
лах приводит к образованию в клетках гигантских 
гранул. При этом происходит снижение хемотакси-
ческих реакций и способность этих клеток к вну-
триклеточному уничтожению бактерий [11]. Наря-
ду с LC3B2 и ATG ген LYST может рассматриваться 
как маркер аутофагии. Важную роль в процессах 
апоптоза, а также в дифференцировке иммунных 
клеток и иммунной регуляции играют белки, ко-
дируемые генами семейства Schlafen (SLFN) [12]. 
Так, повышение содержания SLFN12 блокирует 
процессы трансляции и активирует апоптоз. Вы-
сокая экспрессия этого гена отмечена в моноци-
тах, а SLFN5 – в T-лимфоцитах первичных куль-
тур клеток человека [13]. В клетках БАЛ у больных 
саркоидозом регистрируется дифференциальная 
экспрессия гена SLFN12L [8]. Сведения о том, как 
изменяется уровень экспрессии указанных генов в 
лейкоцитах периферической крови (ЛПК) больных 
при развитии саркоидоза легких II стадии (кото-
рая наиболее часто рентгенологически диагности-
руется у большей части больных [14]), могут иметь 
важное значение для изучения патогенетических 
механизмов развития и прогрессирования сарко-
идоза легких.

В настоящем исследовании проведена оценка 
уровня экспрессии генов LYST, SLFN12L в ЛПК у 

больных саркоидозом легких с хроническим тече-
нием заболевания (II стадия заболевания), без те-
рапии, а также у здоровых людей (контроль). Было 
обследовано 45 человек – 20 больных (без терапии, 
с хроническим течением саркоидоза легких (II ста-
дия заболевания), средний возраст больных 41,00 
± 12,56 года) и 25 здоровых людей (средний воз-
раст 45,86 ± 2,13 года). Диагноз «саркоидоз легких» 
установлен в соответствии с критериями на основе 
клинико-рентгенологических и лабораторных из-
менений. Саркоидоз у всех пациентов (100%) был 
верифицирован гистологически на основании ис-
следования биоптата. Больные саркоидозом легких 
со стабильным течением при отсутствии активно-
сти данного заболевания находились без терапии и 
не получали других видов лечения на момент про-
ведения исследования.

Длительность наблюдения больных саркоидо-
зом легких – от 1 года до 12 лет. До проведения 
исследований было получено информированное 
письменное согласие от всех пациентов. Крите-
рии исключения из исследования: наличие сахар-
ного диабета, выраженные нарушения функции 
внутренних органов, а также перенесенные в по-
следний месяц инфекционные заболевания, куре-
ние табака, беременность и лактация, алкогольная 
зависимость, индекс массы тела ≥ 30 кг/м. Работа 
была выполнена с соблюдением этических норм 
согласно критериям Всемирной ассоциации ме-
дицинских редакторов (The World Association of 
Medical Editors – WAME) и одобрено локальным 
этическим комитетом ГБУ3 «Pеспубликанская 

Таблица 1. Последовательность праймеров для ПЦР-РВ

Ген 
(№ в NCBI) Праймер Последовательность праймера 

5’–3’ Источник

18sRNA
(NR_145819.1)

Прямой agaaacggctaccacatcca
[15]

Обратный caccagacttgccctcca

RPL19
(NM_000981.4)

Прямой aatcgccaatgccaactc Собственный 
дизайнОбратный ccttccgcttacctatgc

LYST
(NM_000081.4)

Прямой caaagggagtgctgggatttc Собственный 
дизайнОбратный caatagtgctgtggcttcgc

SLFN12L
(NM_001363830.2)

Прямой tctccagtatcaccaggcca Собственный 
дизайнОбратный tgttcctgcgttcatcctcc

LC3B2
(NM_001085481.3)

Прямой cggtgataatagaacgatacaagg Собственный 
дизайнОбратный ctgagattggtgtggagacg

p53
(NM_000546.6)

Прямой cgtcagaagcacccaggact
 [16]

Обратный catcctcctccccacaacaa

ATG5
(NM_004849.4)

Прямой ttcctggagtcctgctacc Собственный 
дизайнОбратный atctttgtcatctgtcattcttcc
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больница им. В.А. Баранова» г. Петрозаводска, 
протокол № 165 от 02.11.2023 г. Образцы венозной 
крови использовали в качестве материала для ис-
следования. Пробы периферической крови в ис-
следуемых группах людей были взяты в утренние 
часы (8.00), натощак.

Из лейкоцитов периферической крови выделя-
ли тотальную РНК, используя реагент для выде-
ления РНК PureZol (Bio-Rad). Синтез кДНК осу-
ществляли с помощью набора MMLV RT kit («Ев-
роген», Россия). Уровень экспрессии генов LYST, 

SLFN12L, а также LC3B2, p53 и ATG5 в ЛПК оце-
нивали методом полимеразной цепной реакции в 
режиме реального времени (ПЦР-РВ) с использо-
ванием наборов qPCRmix-HS SYBR («Евроген», 
Россия). В качестве референсных генов были вы-
браны 18sRNA и RPL19. ПЦР-РВ для каждого об-
разца проводили не менее трех раз. Конструирова-
ние праймеров осуществляли в программе Beacon 
Designer 5.0. Нуклеотидная последовательность 
праймеров представлена в табл. 1.
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Рис. 1. Уровень экспрессии генов SLFN12L (a), LYST (б), LC3B2 (в), p53 (г) и ATG5 (д) в ЛПК условно здоровых 
доноров (1) и пациентов с саркоидозом легких (2). Горизонтальные линии внутри прямоугольников – медиана, 
• – среднее значение.
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Статистическая обработка данных проведена 
в программе StatGraphics Centurion XVI (версия 
16.1.11). Достоверность различий уровня транс-
криптов гена между группами оценивали с помо-
щью непараметрического критерия U Вилкоксона–
Манна–Уитни. Различия считали достоверными 
при p < 0,05. Исследования выполнены на научном 
оборудовании ЦКП ФИЦ КАРНЦ РАН.

Результаты исследований представлены на рис. 
1. На фоне хронического течения саркоидоза лег-
ких в ЛПК пациентов, не находящихся на про-
тивовоспалительной терапии, отмечается стати-
стически значимое снижение уровня экспрессии 
SLFN12L, сопровождающееся уменьшением уров-
ня мРНК гена p53. Экспрессия генов LYST и LC3B2 
(маркера уровня аутофагии) также была снижена 
и сопровождалась статистически значимым умень-
шением уровня мРНК гена ATG5. Кроме того, по-
ложительная тесная связь выявлена между экс-
прессией LYST и ATG5, коэффициент ранговой 
корреляции Спирмена составил 0,56 (p = 0,0001). 

Повышенный уровень экспрессии исследуемых 
генов в ЛПК больных саркоидозом легких, вероят-
но, свидетельствует об их вовлечении в патогенез 
данного заболевания. Возможно, кодируемые гена-
ми LYST и SLFN12L белковые продукты вовлечены 
в модулирование иммунных процессов, которые, в 
свою очередь, могут вносить определенный вклад 
в развитие воспаления [17] и фибропролифера-
тивные нарушения при саркоидозе легких посред-
ством снижения активности аутофагии. Наблюда-
емые изменения уровня экспрессии исследуемых 
генов в ЛПК больных саркоидозом легких с хро-
ническим развитием заболевания II стадии мож-
но использовать для изучения патогенетических 
механизмов.

Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из средств федерального бюджета на 
выполнение государственного задания Карель-
ского научного центра Российской академии наук 
(тема FMEN-2022-0017 12203100099-1).

Исследование одобрено Этическим комитетом 
ГБУ3 «Pеспубликанская больница им. В.А. Бара- 
нова» г. Петрозаводска, протокол № 165 от 
02.11.2023 г.

Все процедуры, выполненные в ходе исследо-
вания с участием людей, соответствуют этическим 
стандартам институционального и/или националь-
ного комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим из-
менениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование 
участников или их законных представителей 
было получено информированное добровольное 
согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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Expression of the LYST and SLFN12L Genes in Peripheral Blood Leukocytes  
in Patients with Chronic Pulmonary Sarcoidosis

I. E. Malysheva1, *, O. V. Balan1, E. L. Tikhonovich1, 2

1Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, 185910 Russia 
2Baranov Republican Hospital, Petrozavodsk, 185019 Russia  

*e-mail: i.e.malysheva@yandex.ru

The expression of the LYST and SLFN12L genes in peripheral blood leukocytes (PBL) in patients with 
pulmonary sarcoidosis with a chronic course of the disease and in healthy people was studied in this 
work. Patients with chronic pulmonary sarcoidosis, on the second stage of the disease (20 people without 
therapy, average age of whom was 41.00 ± 12.56 years) and 25 healthy people (average age was 45.86 ± 
2.13 years) were enrolled in this study. The level of gene expression was determined by real-time PCR. A 
significant decrease in the transcripts of the SLFN12L gene (p = 0.002) and a low content of mRNA of 
the LYST gene (p = 0.09) in the PBL of patients with pulmonary sarcoidosis compared to healthy people 
was established. Differential expression of LYST and SLFN12L may indicate the involvement of these 
genes in the pathogenesis of this disease, and it is possible they participate in the modulation of immune 
reactions during the development of inflammatory processes in pulmonary sarcoidosis.

Keywords: Homo sapiens, pulmonary sarcoidosis, peripheral blood leukocytes, real-time PCR, LYST, 
SLFN12L, gene expression.
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В доместицированной популяции соболя, спустя почти 100 лет отбора, были зафиксированы 
первые особи с цветной окраской меха. Так, в потомстве пары соболей черной окраски меха ро-
дился щенок окраски пастель. По результатам исследования была выявлена однонуклеотидная 
инсерция в гене TYRP1, определяющая этот окрас меха соболя, тип наследования рецессивный. 
В 2022 г. в этой популяции у представителей двух линий соболей родились одновременно щенки 
с белой окраской меха. У большинства видов млекопитающих альбинизм обусловлен мутациями 
в гене TYR, кодирует фермент тирозиназу. В настоящем исследовании ген соболя TYR был иссле-
дован как функциональный ген-кандидат на альбинизм. Анализ нуклеотидных последователь-
ностей кодирующей области гена TYR и сайтов сплайсинга не выявил у соболей белой окраски 
отличий от соболей стандартной окраски, что позволяет предположить, что исследуемый фено-
тип обусловлен генетическими вариантами в других генах.

Ключевые слова: Martes zibellina, соболь, тирозиназа, ген-кандидат, ген TYR, сайт сплайсинга.
DOI: 10.31857/S0016675824110107 EDN: WAXTHA

Создание ферм по разведению соболя в начале 
XX в. связано с промысловым уничтожением ряда 
природных популяций, снижением численности 
вида в целом и последующей фрагментацией аре-
ала [1, 2]. Генофонд первой в России фермерской 
популяции соболя формировался с 1929 г. в Под-
московье, ферма «Пушкинский». Для этих целей 
из природных популяций Сибири и Дальнего Вос-
тока было изъято более 1000 соболей [3]. Необхо-
димо отметить, что вид представлен несколькими 
географическими типами, различающимися по 
ряду количественных признаков и окраске меха. 
Так, популяции на краях ареала светлых тонов от 
песочно-желтой до коричневой, в центре более 
темной, иногда черной окраски. Эти различия при-
обретены в процессе освоения новых территорий. 
Основанная на данных фенотипических различиях 

особей из популяций географических регионов 
таксономическая структура вида представлена в 
ряде публикаций [4–7]. Всего при формировании 
первой фермерской популяции соболя было при-
влечено более десяти природных популяций, сле-
довательно, можно предположить, что большая 
часть генетического разнообразия вида была за-
действована на первом этапе доместикации. Диф-
ференциация географических популяций соболя, 
проведенная по данным количественных призна-
ков, подтверждается исследованиями с применени-
ем генетических маркеров [8, 9].

Анализ племенных документов начального 
периода доместикации показал, что значитель-
ная часть соболей природных популяций смог-
ла адаптироваться к фермерскому содержанию и 
впоследствии к направленному отбору по коли-
чественным признакам [10, 11]. Среди соболей 
природных популяций, поступивших на ферму 
для разведения, не выявлено животных с окрасом 

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

______________________________________

1Дополнительные материалы размещены в электронном 
виде по doi статьи.
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меха, отличающимся от стандартов географических 
популяций.

Преимущества доместикации и селекция явля-
ются основными движущими силами, ответствен-
ными за высокий уровень фенотипической измен-
чивости фермерских популяций пушных зверей. В 
связи с изменением вектора отбора по сравнению 

с природными популяциями (в частности, направ-
ленный отбор на разведение особей – носителей 
мутаций, влияющих на окраску меха), в домести-
цированных популяциях пушных зверей появились 
группы зверей различных окрасов меха. В основ-
ном это носители рецессивных мутаций в генах, 
влияющих на проявление окраски меха [12–14].

В исследуемой популяции соболя звероводче-
ского хозяйства «Пушкинский» спустя почти 100 
лет отбора в стаде стали фиксировать особей с но-
выми окрасками меха. Так, в 2005 г. в потомстве 
пары соболей черной окраски меха родился щенок 
окраски «пастель». Проведенными исследовани-
ями выявлена однонуклеотидная инсерция в гене 
TYRP1 (c.1503dupT), которая привела к фенотипу 
пастель окраски меха соболя, тип наследования ре-
цессивный. Ген TYRP1 кодирует связанный с мем-
браной тирозиназоподобный фермент, который 
экспрессируется как в меланоцитах, так и в эпите-
лии сетчатки [15]. Далее, в 2022 г. в фермерской по-
пуляции зафиксировано рождение щенков соболей 
с белой окраской меха, анализ наследования этой 
окраски меха приведен в настоящей работе (рис. 
1). 

Альбинизм – наследуемая аномалия, проявля-
ется как частичное или полное отсутствие мелани-
нового пигмента, хорошо известное в природе яв-
ление, встречающееся как у млекопитающих, так и 
в других таксономических классах животных. Ши-
роко распространены альбиносы среди домашних 
и лабораторных животных, например, крыса [16] и 

Рис. 1. Щенок соболя окраски альбинос (номер в 
коллекции 9706), родился в зверохозяйстве «Пуш-
кинский» от пары соболей окраски «пастель».
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Рис. 2. Родословная соболей окраски альбинос, результат скрещивания двух линий, родоначальник – самец 15331 
(заводской номер). Знаком «К» отмечены особи, завезенные с п-ва Камчатка. Стрелками обозначены индивиды, 
вошедшие в исследование.
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хорек [17]. Описаны альбино-формы и для эконо-
мически ценных пушных зверей, например, лисы 
[18] и американской норки [19], данный тип окра-
ски пользуется широкой популярностью на рынке 
пушнины фермерского происхождения.

С молекулярно-генетической точки зрения гла-
зокожный альбинизм (oculocutaneous albinism) обу-
словливается мутациями в генах TYR, TYRP1, DCT, 
OCA2, LRMDA и SLC24A5 [20]. Следует отметить, 
что другие синдромы, например, синдром Герман-
ски–Пудлака, обусловленный мутациями, обнару-
женными по меньшей мере в 11 генах [21], также 
характеризуются глазокожным альбинизмом [22], 
такие фенотипы описаны как у человека [20], так 
и у мыши [23]. 

Среди млекопитающих у большинства видов 
альбинизм обусловлен мутациями в гене TYR [24], 
который кодирует тирозиназа-зависимый белок, 
входящий в структуру тирозиназы и являющийся 
ключевым в процессе биосинтеза меланина [25]. В 
связи с этим изучение молекулярно-генетических 
основ альбинизма у соболя нами было решено на-
чать именно с анализа данного гена. Интересно, 
что типы и положения мутаций в гене TYR силь-
но различаются внутри вида и между видами. Эти 
различия повышают интерес к локусу TYR также с 
точки зрения сравнения. В настоящей работе ген 
соболя TYR был исследован как функциональный 
ген-кандидат на альбинизм.

Для анализа использовали две семейные группы 
соболей (рис. 2), в которых в 2022 г. одновременно 
появились щенки-альбиносы.

Родоначальником обеих родословных является 
самец 15331, завезенный в 1991 г. с п-ва Камчатка. 

В линии скрещивания с потомками другого самца, 
завезенного из этого региона (16261), преобладают 
черные соболи и звери стандартной окраски. Вто-
рая родословная характеризуется высоким уровнем 
инбридинга и насыщенностью особями с окраской 
меха пастель. Представители этих семей (четыре 
родительские особи стандартной окраски и две 
особи с окраской альбинос) были генотипированы, 
дополнительно в анализ был включен один образец 
ДНК соболя из природной популяции со стандарт-
ной (темно-коричневой) окраской мехового по-
крова. Анализ нуклеотидных последовательностей 
кодирующей области гена TYR, общей длинной 
1596 нуклеотидов, что составляет 100% от кодиру-
ющей части гена TYR, проводили путем прямого 
секвенирования по Сэнгеру. ПЦР проводили с ис-
пользованием набора реагентов GenPack PCR Core 
(Изоген) и праймеров, позволяющих амплифици-
ровать полные последовательности пяти экзонов, 
а также сайты сплайсинга, гена TYR (табл. 1).  По-
лученные в результате ПЦР фрагменты очищали 
непосредственно из реакционной смеси или выре-
зали из геля. Очистку проводили с использовани-
ем набора Cleanup Standard (Евроген). Сиквенсную 
реакцию проводили с помощью набора реагентов 
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems) в объеме 10 мкл. Полученные продукты 
реакции очищали на колонках DyeEx 2.0 Spin Kit 
(Qiagen) и секвенировали на приборе 3730xl DNA 
Analyzer (Applied Biosystems).

В результате анализа полученных в ходе секве-
нирования нуклеотидных последовательностей, 
как кодирующей области гена TYR, так и его 
сайтов сплайсинга, для соболей-альбиносов не 

Таблица 1. Праймеры, использованные для амплификации полных последовательностей пяти экзонов,  
а также сайтов сплайсинга гена TYR соболя

Название Последовательность Ожидаемый размер
продукта, пн T отжига, °C

TYR_ex1F GTCTCAGCCAAAACATGTGA
999 58

TYR_ex1R GATGGGGAGGGAGGTGTAT

TYR_ex2F TGGGCAATTTAACTCGTTTT
628 58

TYR_ex2R TCGTGTGTGTCAGATTACGG

TYR_ex3F TAAATAAGCAGTGGGCATCC
421 60

TYR_ex3R GTTTCAGGGCTGTTTCTGG

TYR_ex4F TGAGGCTTTAACCCACTGAG
526 60

TYR_ex4R AAGGCTTTGGGGATAACATT

TYR_ex5F ACTCCGCAAGGATAATGATG
877 58

TYR_ex5R TCAGAACTATGGCAGGAAGG
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было выявлено различий от соболей стандартной 
окраски как из фермерской, так и из природной 
популяции.

Таким образом, полученные нами результаты 
демонстрируют отсутствие значимых генетических 
изменений в кодирующей области гена TYR у со-
болей-альбиносов (Приложение). Это позволяет 
предположить, что у соболя данный фенотип об-
условлен генетическими вариантами в других ге-
нах. Целесообразным представляется проведение 
полногеномного секвенирования у альбиносов и 
анализа полученных данных. 

Соболь – не единственный вид, у которого про-
явление признаков альбинизма не связано с геном 
TYR. Так, в исследованиях по генотипированию 
различных пород собак у носителей признака «аль-
бинос» (у нескольких мелких длинношерстных по-
род собак) выявлена миссенс-мутация в SLC45A2, 
связанная с альбинизмом [26, 27].

Исследование одобрено Этическим комитетом 
ИОГен РАН 08.05.2024 г., протокол № 6.

Исследования проводились с привлечени-
ем средств Фонда РНФ, грант № 23-26-00233 от 
13.01.2023 г.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода и 
использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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Genomic Analysis of Fur Color of Sable (Martes zibellina L.), Search for Mutations 
that Determine the Absence of Pigmentation – Albino
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In the domesticated sable population, after almost 100 years of selection, individuals with colored fur 
began to be recorded, so, in the offspring of a pair of sables with black fur, a pastel-colored puppy was 
born. A single-nucleotide insertion was identified in the TYRP1 gene, which determines this sable fur 
color; the type of inheritance is recessive. In 2022, in this population, representatives of two sable lines 
gave birth to puppies with white fur at the same time. In most mammalian species, albinism is caused by 
mutations in the TYR gene, which encodes the enzyme tyrosinase. In the present study, the sable TYR 
gene was investigated as a functional candidate gene for albinism. Analysis of the nucleotide sequences 
coding for the TYR gene region and splicing sites did not reveal differences in white sables from standard-
colored sables, suggesting that the phenotype under study is due to genetic variants in other genes.

Keywords: Martes zibellina, sable, tyrosinase, candidate gene, TYR gene, the splicing site.
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