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Ошибочные записи родословных снижают качество племенной работы с крупным рогатым 
скотом, поэтому проведение генетических экспертиз достоверности происхождения стало 
неотъемлемой частью племенной работы. В течение многих лет на территории Российской 
Федерации экспертизы проводили с использованием иммуногенетических маркеров, однако 
совершенствование технологий и ужесточение требований регулятора привело к тому, что в 
последние годы на смену иммуногенетике приходят микросателлитные маркеры. В настоящее 
время отечественный протокол, четко регламентирующий процедуру проведения генетиче-
ской экспертизы достоверности происхождения крупного рогатого скота с использованием 
микросателлитных локусов, отсутствует, что затрудняет работу испытательных лабораторий. 
В частности, требования к числу и номенклатуре генетических маркеров, которые должны 
быть использованы при проведении экспертиз, имеются только для скота, эмбрионов и спер-
мопродукции, перемещаемых между государствами-членами Евразийского экономического 
союза. Отсутствуют требования к контролю ошибок первого (ложноположительные резуль-
таты) и второго (ложноотрицательные результаты) рода, учет которых необходим при форми-
ровании заключений экспертизы. В настоящей работе мы рассмотрим подходы к решению 
этих вопросов, предложенные Международным обществом генетики животных (ISAG), Меж-
дународным комитетом регистрации животных (ICAR), Коллегией Евразийской экономиче-
ской комиссии, а также отечественными нормативными документами, регламентирующими 
производство судебно-медицинских экспертиз, связанных с установлением родительства. По 
результатам обзора будут предложены номенклатура микросателлитных маркеров и протокол 
экспертизы, в который заложен контроль ошибок первого и второго рода. Особое внимание 
будет уделено описанию источников ошибок второго рода и необходимости их контроля при 
выдаче заключений.

Ключевые слова: Bos taururs, микросателлиты, селекция, ISAG, STR, индексы исключения родителей.
DOI: 10.31857/S0016675824120012 EDN: WAWXIF

К середине XX в. искусственное осеменение 
крупного рогатого скота прочно вошло в практи-
ку животноводства. При этом возросло количество 
ошибочных записей “отец – потомок”, что вносит 
значительное искажение как в оценку индексов 
наследования хозяйственно ценных признаков, 
так и в оценку качества быков по потомству [1, 2]. 
Для преодоления возникших трудностей в прак-
тику работы с племенным скотом вошли генети-
ческие тесты, использование которых позволило 
значительно снизить число ошибочных записей в 

родословных. Вначале подобные тесты проводили 
с использованием иммуногенетических маркеров 
(групп крови). В настоящее время в качестве гене-
тических маркеров используют STR-локусы (short 
tandem repeat, микросателлиты) либо SNP-локусы 
(single nucleotide polymorphism, однонуклеотидные 
полиморфизмы).

На территории РФ работа лабораторий, про-
водящих подтверждение достоверности проис-
хождения скота с использованием генетических 
маркеров, в настоящее время требует получения 
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Свидетельства о регистрации в государственном 
племенном регистре. Ситуация изменилась с всту-
плением в силу Приказа Минсельхоза России № 
336 от 2 июня 2022 г. “Об утверждении требований 
к видам племенных хозяйств”. Согласно пункту 8 
данного Приказа к лабораториям молекулярно-ге-
нетической экспертизы в качестве дополнитель-
ного требования устанавливается “наличие доку-
мента об аккредитации в национальной системе 
аккредитации”.

К настоящему моменту отечественный ГОСТ 
либо методические указания, содержащие обяза-
тельные условия к процедуре подтверждения до-
стоверности происхождения скота с использовани-
ем фрагментного анализа, отсутствуют. Это вносит 
значительную неопределенность при подготовке 
лабораторий к аккредитации, в связи с чем инте-
рес представляет анализ требований, предъявляе-
мых к данному типу анализов за рубежом, а также 
положений отечественных нормативных докумен-
тов, регламентирующих производство судебно-ме-
дицинских экспертиз, связанных с установлением 
родительства. В настоящей работе мы рассмотрим 
вопросы, касающиеся научной составляющей про-
ведения исследований достоверности происхожде-
ния крупного рогатого скота (обсуждение требова-
ний к лабораторным помещениям и организации 
менеджмента качества испытательных лабораторий 
в наши задачи не входит), а именно:

1) генетическая идентификация (выбор генети-
ческих маркеров, их числа и номенклатуры);

2) достоверность происхождения (сопоставле-
ние микросателлитных профилей с учетом контро-
ля ошибок первого и второго рода, т. е. ложнопо-
ложительных и ложноотрицательных результатов 
теста).

Цель настоящей работы – разработка протоко-
ла сопоставления генетических профилей предпо-
лагаемых родителей и потомка, в котором учтены 
интересы основных участников и выгодоприобре-
тателей проводимых экспертиз, а именно племен-
ной службы, сельхозпроизводителей, поставщи-
ков спермопродукции и лабораторий, проводящих 
экспертизы.

Обзор требований, предъявляемых  
к проведению фрагментного анализа, связанного 

с подтверждением родительства

ISAG. Наиболее влиятельной международной 
организацией, определяющей тип, число и но-
менклатуру генетических маркеров, используемых 
в тестах для подтверждения достоверности проис-
хождения сельскохозяйственных животных, явля-
ется Международное общество генетики животных 
(International Society for Animal Genetics, ISAG). В 
частности, ISAG разрабатывает руководства по 

управлению генетическими ресурсами сельско-
хозяйственных животных в интересах FAO (Food 
and Agriculture Organization, Продовольственная и 
сельскохозяйственная организация ООН) [3, 4].

К 2006 г. для проведения тестов на достовер-
ность происхождения крупного рогатого скота 
ISAG было рекомендовано девять микросателлит-
ных локусов: BM1824, INRA23, BM2113, SPS115, 
ETH10, TGLA122, ETH225, TGLA126 и TGLA227 
[5]. В 2008 г. к ним было добавлено еще три ло-
куса, а именно: BM1818, ETH3 и TGLA53 [6]. По 
состоянию на 2021-й год минимальное число  
STR-локусов, рекомендованных ISAG для под-
тверждения достоверности происхождения круп-
ного рогатого скота, не изменилось, оно остается 
равным 12 [7]. Раз в два года ISAG разрабатыва-
ет правила и проводит сравнительные испытания 
(comparison tests), в ходе которых лаборатории по-
лучают пробирки с выделенной ДНК нескольких 
пород скота. Задачей лабораторий, добровольно 
участвующих в данном испытании, является кор-
ректная расшифровка неизвестных генотипов 
по 12 локусам, т. е. генетическая идентификация 
скота.

ICAR. Помимо ISAG, сертификацию лаборато-
рий, проводящих подтверждение достоверности 
происхождения крупного рогатого скота, проводит 
ICAR (International Committee for Animal Record-
ing, Международный комитет регистрации живот-
ных). ICAR рекомендует использовать тот же на-
бор STR-маркеров, что и ISAG. Для аккредитации 
в ICAR лаборатории необходимо соответствовать 
более жестким требованиям, чем в ISAG, в частно-
сти, иметь сертификат аккредитации по ISO 17025. 
Кроме того, лабораториям необходимо проводить 
расчеты индексов исключения родителей (еxclusion 
probability) как для каждого тестируемого локуса, 
так и для всей панели маркеров. Популяция, для 
которой проводят расчет индексов, должна быть 
охарактеризована по породной принадлежности и 
числу проанализированных голов, которых должно 
быть не менее 150 [8].

Решение Коллегии Евразийской экономической 
комиссии. Русскоязычным документом, определя-
ющим номенклатуру локусов, используемых для 
подтверждения достоверности происхождения 
крупного рогатого скота, и требования к прово-
дящим тесты лабораториям, является Решение  
Коллегии Евразийской экономической комиссии  
от 2 июня 2020 г. № 74 “Об утверждении Поло-
жения о проведении молекулярной генетической 
экспертизы племенной продукции государств – 
членов Евразийского экономического союза” [9]. 
Согласно данному документу, проведение моле-
кулярной генетической экспертизы осуществляет-
ся лабораториями, аккредитованными в государ-
ственных (национальных) системах аккредитации 
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государств – членов Евразийского экономическо-
го союза (далее государства – члены) либо ICAR 
(пункт 3).

Обязательной молекулярной генетической экс-
пертизе подлежат племенные производители сель-
скохозяйственных животных (крупный рогатый 
скот, лошади, овцы, козы, свиньи, олени, верблю-
ды), перемещаемые между государствами-члена-
ми, а также племенные производители и доноры 
эмбрионов сельскохозяйственных животных, спер-
мопродукция и эмбрионы которых перемещаются 
между государствами-членами (п. 6). Молекуляр-
ная генетическая экспертиза племенной продук-
ции осуществляется методом ДНК-типирования 
с использованием методик, разработанных с уче-
том рекомендаций ISAG, в соответствии с обла-
стью аккредитации лаборатории (п. 7). Проведе-
ние молекулярной генетической экспертизы с це-
лью подтверждения достоверности происхождения 
племенной продукции осуществляется методом ге-
нотипирования STR-маркеров или SNP-маркеров 
(п. 9). Перечень STR-маркеров должен составлять 
не менее 12 STR-маркеров, включенных в базовую 
STR-панель ISAG.

В Приказе Минсельхоза России № 336 от 2 июня 
2022 г. “Об утверждении требований к видам пле-
менных хозяйств” номенклатура генетических 
маркеров, требуемых для проведения генетических 
тестов на достоверность происхождения скота, от-
сутствует [10]. Однако этот документ определяет 
группы крупного рогатого скота, для которых ге-
нетическая экспертиза достоверности происхож-
дения должна быть проведена. Это скот, содержа-
щийся в племенных заводах, племенных репро-
дукторах и генофондных хозяйствах; молочные 
породы скота (100% ремонтного молодняка для ре-
ализации, 100% матерей быков-производителей), 
мясные породы скота (100% быков-производите-
лей и коров быкопроизводящей группы).

Нормативная база, регламентирующая произ-
водство судебно-медицинских экспертиз, связанных 
с установлением родительства. В настоящее время 
(весна 2024 г.) на территории РФ действует При-
каз Министерства здравоохранения и социально-
го развития Российской Федерации от 12 мая 2010 
г. № 346н "Об утверждении Порядка организации 
и производства судебно-медицинских экспертиз в 
государственных судебно-экспертных учреждени-
ях Российской Федерации" [11]. Особенности по-
рядка производства генетической экспертизы опи-
саны в 84-м разделе данного документа. Согласно 
ему генетическая экспертиза по поводу спорного 
происхождения детей отвечает на вопросы:

1) исключается или не исключается отцовство, 
материнство данного индивидуума в отношении 
данного ребенка (плода);

2) если отцовство, материнство не исключает-
ся, то какова вероятность того, что полученный 
результат не является следствием случайного со-
впадения индивидуализирующих признаков не-
родственных лиц.

Данный документ не регламентирует число 
и номенклатуру используемых локусов, однако 
предъявляет требования к вероятностной оцен-
ке неисключенного родства (пп. 84.12.5 и 84.12.6). 
Принимается, что совпадение условно отцовских 
(нематеринских) аллелей в генотипе ребенка с ал-
лелями, присутствующими в геноме предполага-
емого отца, не означает доказанного отцовства. 
Вероятностная оценка неисключенного родства 
строго обязательна. Искомое условное значение 
вероятности отцовства соответствует байесовской 
постериорной вероятности при 50%-ной априор-
ной вероятности отцовства. Уровень доказательно-
сти экспертного исследования в случае неисклю-
чения отцовства, материнства должен составлять 
для полного трио (мать – ребенок – предполага-
емый отец) при условии, что истинность другого 
родителя считается бесспорной, не ниже 99.90% 
(рассчитываемый как байесовская вероятность 
отцовства/материнства); не ниже 1000 (рассчиты-
ваемый как индекс отцовства PI). Для дуэта (ребе-
нок – предполагаемый отец) в отсутствие другого 
родителя – не ниже 99.75% (рассчитываемый как 
байесовская вероятность отцовства/материнства); 
не ниже 400 (рассчитываемый как индекс отцов-
ства PI). Согласно п. 84.12.7 при количественном 
анализе результата для расчета вероятности отцов-
ства (материнства) следует учитывать этническую 
принадлежность обследуемых лиц. Кроме этого, в 
Приказе предъявляются требования к отрицатель-
ному заключению (п. 84.12.4). Для обоснованного 
вывода о безусловном исключении отцовства, ма-
теринства аллели ребенка, не свойственные ни од-
ному из указанных родителей, должны быть заре-
гистрированы как минимум в двух несцепленных 
локусах.

С 1 сентября 2024 г. на смену Приказу Мини-
стерства здравоохранения и социального раз-
вития Российской Федерации от 12 мая 2010 г.  
№ 346н приходит Приказ № 491н от 25 сентября 
2023 г. “Об утверждении Порядка проведения су-
дебно-медицинской экспертизы” [12]. Приложе-
ние № 11 нового приказа посвящено “Правилам 
организации деятельности отделения генетиче-
ской экспертизы и проведения генетической экс-
пертизы”. Согласно этому документу, для вывода 
об исключении отцовства или материнства аллели 
ребенка, не свойственные ни одному из предпо-
лагаемых родителей, регистрируются сразу в не-
скольких несцепленных локусах. Для вывода о том, 
какое лицо является родителем данного ребенка, 
необходима вероятностная оценка наблюдаемого 
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совпадения/несовпадения индивидуальных профи-
лей полиморфизма ДНК сравниваемых биологиче-
ских объектов в рамках интерпретационной модели 
противоположных версий: по умолчанию – версии 
несовпадения аллелей по причине нарушения ба-
зовых закономерностей их совпадения и версии 
аллельного несовпадения у не состоящих в род-
стве лиц. Расчетная вероятностная оценка рассма-
триваемых версий спорного родительства (исклю-
чение/неисключение отцовства или материнства) 
соответствует условной байесовской апостериор-
ной вероятности при 50%-ной априорной вероят-
ности родительства. При количественном анализе 
результата для расчета вероятности отцовства (ма-
теринства) учитывается этническая принадлеж-
ность обследуемых лиц. Методическое содержание 
и объем исполнения завершенного исследования 
спорного происхождения детей предусматривают в 
типовом случае анализа генотипирование у каждо-
го из обследуемых лиц не менее 16 несцепленных 
полиморфных тандемных локусов-маркеров ауто-
сомной ДНК.

Проанализированные материалы позволяют го-
ворить о том, что к настоящему времени существу-
ет консенсус в номенклатуре микросателлитных 
маркеров, используемых для проведения экспертиз 
на достоверность происхождения крупного рогато-
го скота, а именно использование не менее 12 ло-
кусов базовой панели ISAG. В то же время в отли-
чие от требований, предъявляемых к проведению 
судебно-медицинских экспертиз, контроль ошибок 
первого и второго рода у крупного рогатого скота 
не регламентирован.

Источники ошибок при сравнении генотипов 
предполагаемых родителей и потомка

При проведении экспертизы достоверности 
происхождения крупного рогатого скота необхо-
димо контролировать ошибки первого и второго 
рода. Ошибка первого рода (ложноположительное 
заключение) – ситуация, в которой подтверждает-
ся родительство особи, которая родителем не яв-
ляется. Ошибка второго рода (ложноотрицательное 
заключение) – выдача отрицательного заключения 
на настоящего родителя. При проведении судеб-
но-медицинских экспертиз для контроля ошибки 
первого рода вводятся пороговые значения индек-
сов байесовской вероятности отцовства/материн-
ства либо индекса отцовства (PI). Кроме этого, в 
Приказе № 491н от 25 сентября 2023 г. вводится 
требование к минимальному числу локусов, ис-
пользуемых для анализа. Для контроля ошибки 
второго рода вывод об исключении отцовства или 
материнства может быть сделан в случае наличия 
у ребенка аллелей, не свойственных ни одному 
из предполагаемых родителей, сразу в нескольких 
несцепленных локусах (минимум двух).

В исследованиях крупного рогатого скота для 
контроля ошибки первого рода ICAR требует рас-
считывать индексы исключения родителей, однако 
в просмотренных документах нам не удалось най-
ти порогового значения индексов, превышение ко-
торого необходимо для оформления заключений. 
Контроль ошибки второго рода у крупного рогато-
го скота при использовании панели STR-маркеров, 
по-видимому, не проводится. Однако при исполь-
зовании для анализа SNP-маркеров допускается, 
что подтверждение родительства происходит при 
отсутствии общих аллелей в двух из 186 протести-
рованных локусов, при несовпадении аллелей в 
трех – пяти локусах предполагаемый родитель по-
лучает статус “сомнительный” (doubtful) и только 
при несовпадении более пяти локусов родитель ис-
ключается [8].

Индексы исключения родителей  
(контроль ошибки первого рода или выдача 

ложноположительных заключений)

Наличие общих аллелей по каждому исследо-
ванному локусу у предполагаемого родителя и по-
томка может быть объяснено двумя способами:

1) потомок происходит от предполагаемого 
родителя;

2) аллели у анализируемых индивидов совпали 
случайно.

Высокая вероятность случайного совпадения 
аллелей у предполагаемого родителя и потомка 
приведет к высокой частоте ложноположительных 
экспертных заключений, подтверждающих про-
исхождение крупного рогатого скота (т. е. к ста-
тистической ошибке первого рода). Для контроля 
этой ошибки при проведении судебно-медицин-
ских экспертиз требуется рассчитать индекс байе-
совской вероятности отцовства/материнства либо 
индекс отцовства (PI). Эти индексы рассчитыва-
ются с учетом частоты встречаемости каждого об-
наруженного аллеля в популяции (этносе) [13–15]. 
Таким образом, при использовании единой пане-
ли генетических маркеров в каждой проведенной 
экспертизе эта вероятность требует отдельного 
расчета.

ICAR следует иному подходу и для контроля 
ошибки первого рода предлагает рассчитывать ин-
дексы исключения родителей [8]. Формулы, по-
зволяющие оценить эти индексы, приведены на 
сайте ISAG [16], более подробную информацию 
об этих формулах можно найти в работе Джейме-
сона и Тэйлора [17]. Эти индексы характеризуют 
локус (а не аллель), поэтому могут быть рассчи-
таны для определенной популяции единожды. По 
сути индексы исключения родителей показывают 
вероятность того, что у случайно отобранных в 
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популяции особей в тестируемом локусе не будет 
сходного аллеля [18].

Отметим, что значительную путаницу при ис-
пользовании индексов исключения родителей вно-
сит то, что в публикации Джеймесона и Тэйлора 
все они называются просто “P”, без какого-либо 
дополнительного буквенного или цифрового обо-
значения. В настоящей работе вслед за разработчи-
ками программы GenAlEx 6.5 [19] мы будем назы-
вать эти индексы P1, P2, P3, что соответствует по-
следовательности написания формул в работе [17].

1. Формула, используемая для расчета индекса 
исключения родителей, определяется тем, какие 
особи были выбраны для сравнения генотипов. В 
наиболее простом случае проводят сравнение гено-
типов потомка и одного предполагаемого родителя 
(данные о втором родителе в этом тесте не важны, 
формула 1, индекс P2).
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где pi – частоты аллелей в тестируемом локусе.
2. Во второй ситуации тестируется происхож-

дение потомка от двух предполагаемых родителей 
(индекс P3, формула 2), т. е. вероятность отсут-
ствия у потомка хотя бы одного аллеля, один из 
которых сходен с аллелем предполагаемого отца, а 
другой с аллелем предполагаемой матери:
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где pi – частоты аллелей в тестируемом локусе.
В практической работе лабораторий, специали-

зирующихся на проведении генетических экспер-
тиз на достоверность происхождения крупного ро-
гатого скота, абсолютное большинство тестов опи-
сывается двумя вышеприведенными формулами.

3. Формула 3 (индекс P1) применима в ситуа-
ции установления отцовства, когда проверке под-
лежит не два родителя, а только один (например, в 
происхождении ребенка от матери сомнений нет, а 
вот отец сомнения вызывает). При этом известны 
генотипы всей триады: потомок, известный роди-
тель и предполагаемый родитель. В практической 
работе по проведению генетических экспертиз на 
достоверность происхождения крупного рогатого 
скота с подобной ситуацией мы не сталкивались, 

однако при проведении судебно-медицинских экс-
пертиз этот индекс может быть использован:
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где pi – частоты аллелей в тестируемом локусе.

С ростом значения индекса растет его информа-
тивность для решения задач по проведению гене-
тических экспертиз на достоверность происхожде-
ния крупного рогатого скота. Если в исследовании 
использовано несколько (n) локусов, то для оценки 
индексов исключения родителей с использовани-
ем всей панели маркеров может быть применена 
формула:

� (4)
,

где Pk – значение индекса в каждом тестируемом 
локусе.

В табл. 1 приведены рассчитанные значения ин-
дексов исключения родителей для популяции пле-
менного голштинизированного черно-пестрого 
скота Свердловской области. Для расчетов исполь-
зована база данных, включающая генотипы 24544 
голов скота, расшифровка которых была проведена 
в лаборатории молекулярно-генетической экспер-
тизы Уральского НИИСХ – филиала ФГБНУ Ур-
ФАНИЦ УрО РАН в период с 2017 по 2021 г. Ме-
тодика генотипирования и описание популяции 
приведены нами ранее [20].

Индекс P3 для панели, включающей 12 рекомен-
дованных ISAG локусов, составляет 0.999999705. 
Это значение позволяет сформировать ожидания 
относительно результатов 10 миллионов сравнений 
генотипов, случайно взятых из популяции отцов, 
матерей и потомка. Результаты 9 999 997 подобных 
сравнений покажут, что хотя бы в одном локусе 
триады отец – мать – потомок для потомка нель-
зя будет подобрать аллели, наследуемые от пред-
полагаемого отца и предполагаемой матери. В трех 
оставшихся тестах в каждом локусе потомка будет 
обнаружен аллель, сходный с аллелем предполага-
емого отца и предполагаемой матери (ложнополо-
жительное сходство).

Значение индекса P2 для панели, включающей 
12 рекомендованных ISAG локусов, составляет 
0.9946. Это значение показывает, что при сравне-
нии генотипов, случайно взятых из популяции ма-
тери и потомка, в 9946 тестах из 10000 будет полу-
чен результат, в котором хотя бы в одном локусе не 
будет обнаружен общий аллель, а в 54 оставших-
ся тестах общий аллель будет обнаружен во всех 
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локусах. Это же касается пары предполагаемый 
отец – потомок.

Высокие значения индексов P3, полученные для 
панели, включающей как 12, так и 15 локусов, на 
наш взгляд, позволяют проводить не только под-
тверждение достоверности происхождения, но и 
восстановление пары родителей (подбор родителей 
на основании данных о генотипах скота в стаде). 
Уровни значений индексов P2 позволяют прово-
дить подтверждение достоверности происхождения 
в популяции, но недостаточны для восстановления 
родителя. Отметим, что индексы исключения ро-
дителей у локальных пород скота во многих случа-
ях ниже, чем у голштинской породы либо голшти-
низированного скота [21].

Контроль ошибки второго рода 
(ложноотрицательные заключения)

Причинами отсутствия общих аллелей у родите-
ля и потомка могут быть de novo мутации, главным 
образом изменение в числе мотивов микросател-
лита, мутации в последовательности ДНК, компле-
ментарной последовательности праймера, ошибки 
генотипирования, путаница при отборе проб и со-
ставлении описей.

Мутационный процесс. Частота мутаций в дину-
клеотидных микросателлитных локусах у человека 
составляет 7.88 × 10−5 на поколение или одно со-
бытие на 12690 проведенных локус-тестов. Наибо-
лее часто мутационное событие заключается в из-
менении числа мотивов микросателлита на один, 
при этом четкой линейной связи числа повторов 
с числом мутационных событий для динуклео-
тидных повторов не отмечено [22]. Если принять 
сходный уровень скорости мутационного процесса 
у человека и крупного рогатого скота, то при ис-
пользовании панели, включающей 12 микросател-
литных локусов, мы вправе ожидать около одного 
мутационного события примерно на 1000 (1 × 10-3) 
проведенных тестов (точнее на 1058 тестов, 12690 
событий / 12 локусов в тесте = 1058). Таким об-
разом, при выставлении требований к 100%-ному 
совпадению аллелей во всех 12 локусах крупного 
рогатого скота ложноотрицательные результаты 
будут получены в каждом тысячном сравнении 
родителя и потомка либо в каждом 500-м тесте 
при сравнении двух родителей и потомка. Отме-
тим, что в одном из миллиона проведенных тестов  
(1 × 10-3 × 1 × 10-3 = 1 × 10-6) вследствие мутаци-
онного процесса будет наблюдаться несовпадение 
аллелей в двух локусах.

Мутационный процесс может привести к изме-
нениям в последовательности ДНК, комплемен-
тарной последовательности праймера. Следствием 
мутации может стать либо снижение высоты пика, 
либо его выпадение (так называемые нуль-аллели). 
В этом случае гетерозиготный генотип будет счи-
тан как гомозигота. Маркером нуль-аллелей может 
быть отклонение числа наблюдаемых генотипов от 
их числа, рассчитанного с использованием урав-
нения Харди–Вайнберга, в сторону увеличения 
доли гомозигот либо, если нуль-аллели встретятся 
в гомозиготе, отсутствие пиков в данном локусе. В 
случае наследования нуль-аллеля генотип потомка 
будет выглядеть как гомозигота по аллелю, унасле-
дованному от другого родителя. На рис. 1 рассмо-
трены гипотетические примеры ошибок второго 
рода, связанных с наличием нуль-аллелей. Отме-
тим, что часть этих ошибок может быть связана 
с использованием наборов реагентов различных 
производителей. При этом как ISAG, так и ICAR 
вводят номенклатуру праймеров [4, 8], однако по-
следовательности праймеров в производимых в РФ 

Таблица 1. Индексы исключения родителей в попу-
ляции голштинизированного черно-пестрого ско-
та Свердловской области по данным изменчивости 
24544 голов. Значения индексов приведены для каж-
дого локуса, для панели из 12 локусов, рекомендован-
ных ISAG, а также панели из 15 локусов, входящих в 
набор COrDIS Cattle

Локус
Индексы исключения родителей

P1 P2 P3

BM1824* 0.47 0.30 0.65

BM2113* 0.55 0.37 0.74

ETH3* 0.44 0.27 0.62

ETH10* 0.58 0.40 0.77

ETH225* 0.44 0.27 0.63

INRA23* 0.53 0.35 0.71

SPS115* 0.34 0.18 0.53

TGLA53* 0.71 0.55 0.88

TGLA122* 0.68 0.52 0.86

TGLA126* 0.33 0.19 0.50

TGLA227* 0.66 0.48 0.84

BM1818* 0.35 0.21 0.52

Csrm60 0.42 0.25 0.61

Cssm66 0.52 0.34 0.72

Ilsts006 0.40 0.24 0.57

12 локусов 0.999868 0.9946 0.999999705

15 локусов 0.999978 0.9979 0.999999986

Примечание. * – локус включен в базовую панель ISAG.
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коммерческих наборах реагентов, предназначен-
ных для мультиплексного анализа микросателлит-
ных маркеров крупного рогатого скота, а именно: 
COrDIS Cattle (ООО “Гордиз” [23]) и Gene Profile 
Cattle (НПК Синтол [24]), являются коммерческой 
тайной разработчиков.

Ошибки расшифровки. При анализе больших 
массивов данных ошибки неизбежны. В случае 
анализа изменчивости микросателлитов они могут 
быть связаны с малым числом копий выделенной 
ДНК, присутствием загрязнения в ходе ПЦР, низ-
ким качеством электрофореза, плохой калибров-
кой генетического анализатора и т.  п. Оценить 

Рис. 1. Гипотетический пример ошибок второго рода (ложноотрицательное заключение о происхождении потом-
ка от заявленных родителей), связанных с присутствием мутаций в последовательности ДНК, комплементарной 
последовательности праймера. В первом тесте при определении генотипа быка (♂), коровы (♀) и потомка (F1) был 
использован набор реагентов “a”, в состав которого входит праймер, в месте комплементарного связывания кото-
рого с матрицей ДНК у быка произошла мутация (показана стрелкой). В результате мутации фрагмент размером 66 
пн не амплифицируется (нуль-аллель). Генотип быка, обозначенный числом мотивов во фрагменте, будет прочитан 
как “10 / 10” (гомозигота), хотя фактически его генотип “8 / 10” (гетерозигота). Генотип коровы с использовани-
ем этого набора реагентов читается без ошибок “4 / 12”. Потомок наследует аллель “8” быка и аллель “4” коровы. 
При расшифровке генотипа потомка этим же набором реагентов считывается генотип “4 / 4”, так как аллель “8” 
не амплифицируется из-за мутации в месте комплементарного связывания праймера с матрицей ДНК (вариант 
F1a). Получившиеся данные позволяют сделать заключение об отсутствии в данном локусе общих аллелей у быка и 
потомка. В другой лаборатории использовали генетические паспорта родителей, а генотип потомка анализировали 
с использованием другого набора реагентов “b”. В наборе реагентов “b” для анализа данного локуса разработчики 
включили другие праймеры, комплементарные иным последовательностям матричной ДНК, в результате чего у 
потомка читаются оба аллеля как “4”, так и “8” (F1b). Однако и в этой ситуации будет сделан вывод об отсутствии 
в данном локусе общих аллелей у быка и потомка.
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частоту встречаемости этих ошибок достаточно 
проблематично.

Отдельно следует рассмотреть ошибки, связан-
ные с многоплодной беременностью у коров. Око-
ло 90% дизиготных близнецов крупного рогатого 
скота имеют в эмбриональный период плацентар-
ные сосудистые связи, в результате чего происходит 
взаимный обмен первичными кровеобразующими 
клетками, которые приживляются в кроветворной 
ткани [1]. Для клеток крови таких животных харак-
терен химеризм, т. е. клетки их крови состоят из 
генетически разнородных клеток, происходящих 
от двух зигот. В случае различного пола эмбрио-
нов это приводит к появлению фримартинизма, с 
последующей выбраковкой телок из племенного 
генофонда [25]. В случае многоплодной беремен-
ности двумя телочками животные могут оставаться 
в стаде и проходить генетические тесты. При выде-
лении ДНК близнецов из крови фореграмма вы-
глядит как образец, загрязненный одним другим 
образцом, при этом высота пиков может заметно 
различаться (рис. 2, а). Фактически подобное “за-
грязнение” произошло в утробе матери, поэтому 
все присутствующие у потомков аллели встречают-
ся и у родителей. При выдаче генотипов близнецов 
есть соблазн включить в генетический паспорт ал-
лели, соответствующие наиболее высоким пикам. 
В случае если близнец анализируется как потомок, 
это не кажется плохим решением, так как все алле-
ли потомка соответствуют аллелям родителей. Но 
когда подобные генетические паспорта предостав-
ляются фермером в качестве генотипов родителей, 
довольно часто оказывается, что потомки наследу-
ют аллели, высота пиков которых на фореграмме 
едва выше уровня “шума” (рис. 2). В случае про-
ведения тестов в одной лаборатории такие случаи 
могут быть “расследованы”, однако при работе с 
генетическими паспортами, полученными из иных 
лабораторий, “феномен близнецов” может приво-
дить к выдаче ложноотрицательных заключений.

Согласно нашим прямым оценкам, на террито-
рии Свердловской области в период с 2000 по 2020 
г. появление двух живых телок было отмечено чуть 
более чем в 1% отелов племенного голштинизиро-
ванного черно-пестрого скота [26]. Таким образом, 
стволовые клетки крови более 2% популяции телок 
региона могут быть химерами и представлять слож-
ности для расшифровки генотипов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Активное перемещение спермопродукции, 

эмбрионов и поголовья крупного рогатого скота 
между странами и регионами одной страны де-
лает целесообразной унификацию генетических 
маркеров, используемых для проведения тестов на 
достоверность происхождения животных. Наибо-
лее влиятельной международной организацией, 

определяющей тип, число и номенклатуру данных 
маркеров, является ISAG. На сегодняшний день 
ISAG рекомендует использовать панель, включа-
ющую не менее 12 микросателлитных локусов, а 
именно: BM1824, INRA23, BM2113, SPS115, ETH10, 
TGLA122, ETH225, TGLA126, TGLA227, BM1818, 
ETH3 и TGLA53. Эти же локусы входят в пане-
ли маркеров, рекомендованных к использованию 
ICAR и Коллегией Евразийской экономической 
комиссии. На территории РФ производят два ком-
мерческих набора реагентов, предназначенных для 
мультиплексного анализа микросателлитных мар-
керов крупного рогатого скота, а именно: COrDIS 
Cattle (ООО “Гордиз” [23]) и Gene Profile Cattle 
(НПК Синтол [24]). В эти наборы, помимо локу-
сов, рекомендованных ISAG, включены допол-
нительные маркеры, а именно: Csrm60, Cssm66, 
Ilsts006 (COrDIS Cattle) и Csrm60, Cssm66, Ilsts006, 
HAUT27 (Gene Profile Cattle). Целесообразность 
использования для проведения экспертиз на до-
стоверность происхождения скота всех входящих в 
набор генетических маркеров, либо только 12 ло-
кусов, рекомендованных ISAG, определяет веро-
ятность совершения ошибки первого или второго 
рода при сопоставлении микросателлитных про-
филей и выдаче заключений о подтверждении либо 
исключении предполагаемых родителей.

Для контроля ошибки первого рода ICAR и 
ISAG рекомендуют использовать индексы исклю-
чения родителей, однако нам не удалось найти 
пороговые значения индексов, превышение кото-
рых необходимо для выдачи заключения. Оценка 
индекса P3 в популяции голштинизированного 
черно-пестрого скота Свердловской области при 
использовании панели, включающей 12 локусов, 
рекомендованных ISAG, составляет 0.999999705 
(табл. 1). На наш взгляд, столь высокое значение 
индекса не только не требует использования в тесте 
дополнительных генетических маркеров, но также 
позволяет проводить восстановление родословной 
потомка. Значение индекса P2 для этой же популя-
ции составляет 0.9946. Эта величина не столь вели-
ка, в связи с чем расширение панели генетических 
маркеров, используемых при сравнении генотипов 
одного предполагаемого родителя и потомка, яв-
ляется целесообразным. При расширении панели 
маркеров стоит учитывать, что большинство гене-
тических паспортов быков, выданных за пределами 
РФ, не включают в себя информацию об изменчи-
вости “дополнительных” локусов, входящих в на-
боры COrDIS Cattle и Gene Profile Cattle. В связи с 
этим актуальным становится вопрос о возможно-
сти восстановления генотипов быков по “допол-
нительным” маркерам на основании информации 
о генотипах подтвержденных потомков и их ма-
терей подобно тому, как это происходило в эпоху 
иммуногенетики [1]. Альтернативным вариантом 
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Рис. 2. Результаты фрагментного анализа, проведенного с использованием набора реагентов COrDIS Cattle. а – 
предполагаемая мать (дизиготный близнец c химерными клетками крови); б – тестируемый потомок (одноплодная 
беременность). Для каждого фрагмента потомка можно подобрать фрагмент, присутствующий у предполагаемой 
матери, однако во многих локусах потомок наследовал аллель, высота фрагмента которого у матери была относи-
тельно низкой (такие аллели показаны красными стрелками).
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получения генотипов быков является использова-
ние ДНК, выделенной из спермы.

Рекомендации по контролю ошибки второго 
рода для тестов, выполненных с использовани-
ем STR-маркеров, ISAG и ICAR не дают. Однако 
ICAR имеет такие рекомендации для тестов, про-
водимых с использованием панели SNP-маркеров. 
При этом предлагаются три исхода тестов: родитель 
подтвержден, родитель сомнителен, родитель ис-
ключен. С учетом высокой скорости мутационного 
процесса, трудностей с выявлением нуль-аллелей и 
химеризма стволовых клеток крови у близнецов мы 
считаем, что контроль ошибки второго рода при 
использовании панели STR-маркеров необходим.

При установлении пороговых величин для кон-
троля ошибок первого и второго уровня оправдано 
рассмотреть интересы всех участников и выгодо-
приобретателей экспертиз на достоверность про-
исхождения крупного рогатого скота:

1. Племенная служба. В интересах племенной 
службы производить выдачу племенных свиде-
тельств только на тех потомков, которые “бесспор-
но” произошли от предполагаемых родителей. Это 
требование соответствует высоким значениям ин-
декса исключения родителей при 100%-ном совпа-
дении аллелей во всех тестируемых локусах.

2. Сельхозпроизводитель может иметь две цели. 
Во-первых, подтверждение того, что спермопро-
дукция происходит от быков, заявленных постав-
щиком. Это требование соответствует высоким 
значениям индекса исключения родителей при 
100%-ном совпадении аллелей во всех тестируемых 
локусах. Во-вторых, получение племенного свиде-
тельства на всех заявленных телят, т. е. контроль 
ложноотрицательных заключений (ошибки второ-
го рода).

3. Поставщики спермопродукции также заинте-
ресованы в контроле ошибки второго рода (выдаче 
ложноотрицательных заключений).

4. Испытательные лаборатории, проводящие 
экспертизы, заинтересованы в достоверности 
выдаваемых экспертиз. На наш взгляд, для этого 
должны быть соблюдены следующие условия:

4.1) должен проводиться контроль ошибок как 
первого, так и второго рода, что определяется как 
фундаментальными основами популяционной ге-
нетики, так и несовершенством генетического ме-
тода, используемого при проведении экспертиз;

4.2) необходимо иметь возможность получения 
доступа к первичным файлам генетической иден-
тификации крупного рогатого скота, проведенной 
в других лабораториях, что особенно важно для 
быков. На наш взгляд, в едином реестре данных 
по генотипам крупного рогатого скота к геноти-
пу быка должен быть приложен файл, полученный 
на генетическом анализаторе, и положительный 

контрольный образец (*.fsa). Данное требование 
значительно снизит количество ошибочных иден-
тификаций быков;

4.3) совершенствование протоколов определе-
ния генетической идентификации близнецов.

Мы предлагаем следующий протокол сопостав-
ления генетических профилей (экспертизы на до-
стоверность происхождения).

Этап I. Задача этапа – подтверждение досто-
верности происхождения потомка от каждого из 
родителей.

1. Производится сравнение аллелей в локусах 
предполагаемого отца и потомка:

– если во всех локусах присутствуют общие ал-
лели и индекс исключения родителей P2 > 0.99, то 
родитель подтверждается;

– если общие аллели отсутствуют в двух локусах 
и более, то родитель исключается;

– если общие аллели отсутствуют в одном ло-
кусе, родителю присваивается статус “сомнитель-
ный”, см. пункт 3.

2. Пункт 1 проводится для предполагаемой 
матери.

3. Предполагаемые родители со статусом “сом-
нительный” подвергаются расширенному анализу. 
В случае если генетический паспорт “сомнительно-
го” родителя получен из другой лаборатории и воз-
можность проверить первичный файл отсутствует, 
то статус “сомнительный” меняется на “подтверж-
ден”. Таким образом, мы трактуем возможные опе-
чатки и ошибки расшифровки в пользу сельхозпро-
изводителя. Если генотип сомнительного родителя 
получен в нашей лаборатории, то первичные дан-
ные проверяются, после чего статус “подтвержден” 
может быть присвоен в трех случаях:

– аллели потомка и “сомнительного” родителя 
отличаются на один мотив микросателлита (пред-
полагаем, что имела место мутация);

– аллели потомка и “сомнительного” родителя 
находятся в гомозиготе (возможен нуль-аллель);

– “сомнительный” родитель – дизиготный 
близнец, и при проверке его генотипа отмечены 
низкие фрагменты, соответствующие фрагментам 
тестируемого потомка.

4. Если ничего из перечисленного в пункте 3 
не отмечено, при этом у “сомнительного” роди-
теля и потомка имеется информация об изменчи-
вости “дополнительных” (не входящих в базовую 
панель ISAG) локусов (минимум трех), то эти до-
полнительные локусы добавляются в анализ. Если 
во всех дополнительных локусах у “сомнительно-
го” родителя и потомка имеются общие аллели, 
то статус предполагаемого родителя меняется на 
“подтвержден”. В иных случаях статус меняется на 
“исключен”.
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Этап II. Задача этапа – подтверждение досто-
верности происхождения потомка от пары роди-
телей (у потомка и предполагаемых родителей в 
каком-либо локусе может быть один аллель, со-
впадающий с аллелями обоих родителей, в этом 
случае будет подтвержден каждый родитель по от-
дельности, однако пара родителей может быть не 
подтверждена).

5. Если предполагаемый отец и предполагаемая 
мать имеют статус “подтвержден”, то проводится 
сравнение генотипа потомка с генотипами пары 
родителей:

– если во всех локусах присутствуют общие ал-
лели и индекс исключения родителей P3 > 0.9999, 
то родители подтверждаются;

– если общие аллели отсутствуют в двух локусах 
и более, то родители исключаются;

– если общие аллели отсутствуют в одном локу-
се, статус родителей – “сомнительные”. При на-
личии дополнительных локусов они включаются в 
анализ. При наличии общих аллелей в “дополни-
тельных” локусах родители подтверждаются, при 
несовпадении аллелей хотя бы в одном дополни-
тельном локусе родители исключаются.

6. Допустимо восстановление аллелей в “допол-
нительных” локусах быков при наличии в выборке 
не менее чем 10 его потомков и их матерей, имею-
щих общие аллели в триаде “отец – мать – пото-
мок” во всех 12 локусах базовой панели ISAG.

Слабым местом предложенного протокола яв-
ляется проведение тестов дизиготных близнецов с 
использованием ДНК, выделенной из крови. Акту-
альной задачей является совершенствование про-
токола, позволяющего эффективно анализировать 
подобные образцы для проведения экспертиз на 
достоверность происхождения крупного рогатого 
скота.

Исследования выполнены в рамках Государ-
ственного задания № 0532-2023-0006.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Настоящая статья не содержит каких-ли-
бо исследований с участием в качестве объекта 
животных.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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Markers Nomenclature and Type I and II Errors Control in Cattle Parentage 
Exclusion Expertise with Microsatellite Markers

M. V. Modorov1, *, I. V. Tkachenko1, A. A. Kleshcheva1, M. Yu. Sevost'yanov1

1Ural Federal Agrarian Scientific Research Center, Ural Branch, Russian Academy of Sciences,  
Yekaterinburg, 620142 Russia 

*e-mail: mmodorov@gmail.com

Erroneous pedigree records reduce the quality of breeding work with cattle; therefore, parentage 
exclusion expertise has become an integral part of breeding work. For many years on the territory of the 
Russian Federation, the expertise was carried out using immunogenetic markers, but the improvement 
of technologies and tightening of regulatory requirements has led to the process of replacement of 
immunogenetics by microsatellite markers. At present there is no domestic protocol clearly regulating 
the procedure of cattle parentage exclusion expertise using microsatellite loci, which makes laboratory 
work more difficult. In particular, the requirements for the number and nomenclature of genetic markers 
which are used in the genetic expertise are only available for cattle, embryos and semen products being 
transported across the Eurasian Economic Union. There are no regulations for errors I (false positives) 
and II (false negatives) types control, which must be taken into account when forming expert judgements. 
In this paper we will review the approaches to addressing these issues proposed by the International 
Society for Animal Genetics (ISAG), the International Committee for Animal Recording (ICAR), the 
Collegium of the Eurasian Economic Commission, as well as domestic regulatory documents governing 
the production of forensic medical tests related to parentage exclusion expertise. Based on the results of 
the review, a nomenclature of microsatellite markers and a parentage exclusion protocol will be proposed, 
in which errors I and II type control are carried out. Special attention will be paid to the description of 
the sources of II type error and the necessity of its control.

Keywords: Bos taururs, microsatellites, selection, ISAG, STR, parentage exclusion.
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Разработанная в начале XX в. для защиты от туберкулеза бацилла Кальметта–Герена (БЦЖ, 
Bacillus Calmette–Guerin) – одна из наиболее широко используемых вакцин в мире. Оказалось, 
что эта вакцина, вдобавок к защите от туберкулеза, снижает также риск различных других ин-
фекций. В процессе борьбы с коронавирусной инфекцией COVID-19 выяснилось, что вакци-
нированные БЦЖ медицинские работники имели более низкие показатели выявления вируса 
SARS-CoV-2 по сравнению с не вакцинированными людьми. Это происходит, по-видимому, бла-
годаря формированию тренированного иммунитета (ТРИМ) и неспецифического защитного эф-
фекта (НЗЭ, non-specific effects), которые, скорее всего, объясняются эпигенетическим и метабо-
лическим перепрограммированием клеток врожденного иммунитета, называемым тренирован-
ным иммунитетом. НЗЭ открывает перспективы разработки будущих терапевтических средств, 
которые будут защищать от непредвиденных пандемий. Кроме того, индукторы ТРИМ открыва-
ют новые перспективы в повышении эффективности стандартных вакцин путем их включения 
в составы вакцин для усиления как специфических, так и неспецифических иммунных ответов. 

Ключевые слова: вакцины, БЦЖ, тренированный иммунитет, врожденная иммунная система, эпиге-
нетические модификации.
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ГОРЬКИЙ ОПЫТ ПАНДЕМИИ COVID-19.  
ВРЕМЯ МЕЖДУ ПОЯВЛЕНИЕМ  

SARS-COV-2 И ЭФФЕКТИВНОЙ ВАКЦИНОЙ
Несмотря на принятие многими странами ре-

шительных мер, пандемию COVID-19 не удалось 
сдержать, и осенью – зимой 2020 г. многие стра-
ны Северного полушария пережили вторую волну 
инфекции. Клинический спектр COVID-19 неод-
нороден: около 40% инфицированных людей не 
проявляли или почти не проявляли симптомов, 
тогда как у меньшинства инфицированных раз-
вивалась тяжелая пневмония с дыхательной не-
достаточностью, вплоть до летального исхода [1]. 
Полагают [2, 3], что инфекция SARS-CoV-2 станет 
эндемичной, и в дальнейшем вспышки будут про-
исходить, например, в холодное время года. В по-
следнее время, кроме того, сообщалось об эффек-
тивности ряда вакцин против COVID-19 (см., на-
пример, недавний метаанализ [4]). Тем не менее за 

время, прошедшее между появлением вируса и эф-
фективной вакцинацией во всем мире, COVID-19 
причинил страдания и смерть миллионам людей, 
а также привел к катастрофическим экономиче-
ским последствиям. Вакцинация остается самой 
реалистичной надеждой обуздать распространение 
вируса. 

Важнейшим уроком, извлеченным из истории 
с COVID-19, является понимание, что при появ-
лении новой пандемии потребуется несколько ме-
сяцев, прежде чем можно будет найти эффектив-
ный способ вакцинации, произвести достаточное 
количество доз и распространить среди населения 
развитых стран, и гораздо больше времени, чтобы 
вакцинировать все население мира. Время меж-
ду появлением вируса и эффективной всемирной 
вакцинацией будет периодом страданий и смертей 
миллионов людей, а также катастрофических эко-
номических последствий [5]. Поэтому остро стоит 
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вопрос о неспецифической к конкретному патоге-
ну профилактической защите. В процессе панде-
мии COVID-19 были предложены альтернативные 
подходы к профилактике заболевания. И, есте-
ственно, возникла идея использовать известные 
свойства некоторых старых вакцин вызывать за-
щиту от инфекций, отличающихся от заболевания, 
для защиты от которого они были созданы [6]. Вак-
цины, содержащие живые аттенуированные ми-
кроорганизмы, в частности, бацилла Кальметта – 
Герена (БЦЖ, Bacillus Calmette–Guerin), вакцины 
против кори, паротита и краснухи (КПК, Measles, 
mumps and rubella, MMR) и оральная вакцина про-
тив полиовируса (ОПВ, oral polio vaccine, OVP) по 
ряду наблюдений способны снижать смертность 
среди детей, помимо защиты от целевых заболева-
ний [7, 8]. Этот эффект получил название неспец-
ифического защитного эффекта (НЗЭ, non-specific 
effects) [9].

ЗАЩИТА, ИНДУЦИРОВАННАЯ БЦЖ
Эпидемиологические обследования показали, 

что вакцинация БЦЖ значительно снижает мла-
денческую смертность, что не может быть объяс-
нено только снижением заболеваемости туберку-
лезом [9]. БЦЖ-индуцированная защита, по-види-
мому, обусловлена эффектами, в частности, против 
инфекций дыхательных путей [10], что также поз-
же было подтверждено в рандомизированных ис-
следованиях у взрослых [11, 12]. Эти клинические 
испытания были дополнены экспериментальными 
исследованиями, в которых изучались механизмы, 
с помощью которых БЦЖ вызывает эти защитные 
эффекты. Были получены данные, свидетельству-
ющие о том, что в эту защиту вовлечен врожден-
ный иммунитет и соответствующие клетки [13, 14].  
Оказалось, что функциональные изменения моно-
цитов связаны с транскрипционным, эпигенетиче-
ским и метаболическим перепрограммированием 
предшественников миелоидных клеток у лиц, при-
витых БЦЖ [15]. Стало ясным, что долгосрочные 
изменения в фенотипе клеток врожденного имму-
нитета после вакцинации БЦЖ представляют со-
бой то, что получило название “тренированный 
иммунитет” (ТРИМ). Имеются данные о том, что 
ТРИМ является (по крайней мере частично) ме-
ханизмом, с помощью которого вакцинация БЦЖ 
вызывает защиту против вирусных инфекций [16]. 
В результате была выдвинута гипотеза о том, что 
вакцинация БЦЖ может использоваться в каче-
стве профилактической меры против инфекции 
SARS-CoV-2.

Несколько эпидемиологических исследований 
давали основание считать, что в странах с програм-
мой вакцинации БЦЖ наблюдается более низкое 
число случаев заражения COVID-19 и более низ-
кий уровень смертности [17–19]. Однако демогра-
фические, этнические и генетические различия 

между населением в разных странах, а также ряд 
других особенностей [20], различающих разные 
популяции, вызывают систематическую ошибку в 
таких анализах.

Гипотеза о профилактике COVID-19 с помощью 
БЦЖ получила поддержку благодаря исследованию 
[17]. Была исследована заболеваемость, вызванная 
инфекциями SARS-CoV-2 в большой когорте ме-
дицинских работников из системы здравоохране-
ния Лос-Анджелеса. Почти треть добровольцев, 
участвовавших в исследовании, ранее прошли 
вакцинацию БЦЖ, которая сопровождалась за-
метно меньшим количеством (30–40%) диагнозов 
COVID-19, положительных результатов ПЦР-те-
стов с обратной транскрипцией COVID-19 и се-
ропозитивных тестов на анти-SARS-CoV-2. Было 
показано, что вакцинация БЦЖ связана с мень-
шей заболеваемостью COVID-19, несмотря на то, 
что вакцинированная группа была немного стар-
ше и имела больше сопутствующих заболеваний. 
Симптомы, связанные с COVID-19, также были 
заметно менее тяжелыми в группе, вакциниро-
ванной БЦЖ, чем в невакцинированной. Инте-
ресно, что внутренний контроль показал, что та-
кие положительные эффекты не были вызваны 
другими вакцинами, такими как вакцины против 
гриппа, менингококка или пневмококка, поэтому 
эффект, по-видимому, относится к иммунизации 
БЦЖ. Следует, однако, сказать, что число людей, 
которые не были вакцинированы против гриппа, 
было слишком малым, чтобы делать однозначные 
выводы [17]. Недавнее обследование лиц, приви-
тых БЦЖ в течение последних двух лет [21], и одно 
клиническое исследование медицинского персона-
ла, получившего вакцинацию БЦЖ во время пер-
вой фазы пандемии [22], согласуются с представле-
нием о защитном действии БЦЖ против инфекции 
SARS-CoV-2.

Появившиеся в конечном счете вакцины на 
основе РНК от BioNtech-Pfizer и Moderna и рос-
сийская аденовирусная вакцина “Гам-КовидВак” 
обеспечивают более 90% защиты от COVID-19, в 
том числе у пожилых людей [4, 23, 24]. Третья вак-
цина, основанная на аденовирусной платформе от 
Oxford-AstraZeneca, так же, по-видимому, обеспе-
чивает защиту не менее 60% [4, 23]. Однако период 
перед их появлением является предостережением 
и аргументом в пользу необходимости продолже-
ния исследований БЦЖ и других вакцин, вызыва-
ющих неспецифический защитный эффект. БЦЖ 
и, возможно, другие живые аттенуированные вак-
цины могли бы стать промежуточной вакцинацией 
в период между появлением нового патогена и раз-
работкой конкретной вакцины, чтобы уменьшить 
страдания населения как от самой болезни, так и 
от ее экономических последствий.
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РЕГУЛЯТОРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ, УПРАВЛЯЮЩИЕ 
ТРЕНИРОВАННЫМ ИММУНИТЕТОМ

Человека от инфекций защищают две ветви им-
мунной системы: врожденный и адаптивный им-
мунитет (для недавнего обзора см. [25]). Первый 
обеспечивает постоянную защиту от патогенов, в 
то время как второй запоминает характеристики 
индивидуальных патогенов, с которыми человек 
уже сталкивался. Традиционные вакцины наце-
лены на индукцию адаптивной иммунной систе-
мы антигенами определенных патогенов и тре-
буют специальной вакцины для каждого нового 
патогена. Врожденная иммунная система, в свою 

очередь, играет ключевую роль в первичной оборо-
не организма, пока активируется специфический 
(адаптивный) иммунный ответ. Она представляет 
собой набор механизмов, которые реагируют бы-
стро и неспецифически на угрозы. Долгосрочные 
изменения в фенотипе клеток врожденного имму-
нитета могут привести к формированию ТРИМ. 
При первоначальном воздействии патогена или 
вакцины, индуцирующих ТРИМ (рис. 1), клет-
ки врожденного иммунитета подвергаются мета-
болической перестройке и эпигенетическому пе-
репрограммированию, приводя к усиленному и 
ускоренному ответу на вторичную гетерологичную 
стимуляцию.

Рис. 1. Тренированный иммунитет опосредован метаболической и эпигенетической перестройкой в клетках 
врожденного иммунитета, что приводит к увеличению транскрипции генов и защите хозяина от гетерологичных 
патогенов. После первого контакта с живым или живым ослабленным патогеном врожденный иммунный ответ 
приходит в “тренированное“ состояние, готовое к усилению после второй инфекции. Наивная, нестимулирован-
ная клетка (1) демонстрирует сильно конденсированный хроматин. Ее первичная стимуляция приводит к эпигене-
тическим модификациям хроматина (таким как ацетилирование гистонов (Ac) или метилирование (Me)), которые 
способствуют разворачиванию хроматина и облегчают транскрипцию генов (2). Эти эпигенетические изменения 
могут сохраняться или могут быть устранены лишь частично после прекращения действия раздражителя (3) и, 
таким образом, могут генерировать устойчивую и запоминаемую врожденную иммунную память, реализуемую в 
ответ на вторичный воспалительный стимул (4) (по мотивам [5, 26, 27]).
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Эпигенетическое перепрограммирование БЦЖ 
включает модификации гистонов, в частности 
приобретение активирующих меток H3K27ac и 
H3K4me3, снижение уровня метилирования ги-
стонов (а именно репрессивной метки H3K9me3 
на промоторах генов провоспалительных цитоки-
нов, таких как IL6, TNFΑ и IL1B). Ацетилирование 
гистонов приводит к раскрытию хроматина. После 
инициирования в костном мозге клетки сохраняют 
метки ацетилирования на протяжении всей диф-
ференцировки в лимфоидную или миелоидную ли-
нию, способствуя миелопоэзу [28].

После первого контакта с БЦЖ клетки претер-
певают долгосрочные метаболические и эпигене-
тические изменения, приводящие к усилению им-
мунных реакций на последующие не связанные с 
ними стимулы. Изменения в уровнях метаболи-
тов определяют активность ферментов модифи-
кации гистонов. Важные изменения происходят в 
системах гликолиза, окислительного фосфорили-
рования (OXPHOS), цикла TCA и липидного об-
мена. Индукция тренированного иммунитета так-
же определяется на уровне метилирования ДНК в 
клетках врожденного иммунитета. Показано, что у 
вакцинированных БЦЖ лиц, у которых успешно 
развился ТРИМ, наблюдалась значительная потеря 
метилирования ДНК в промоторах генов, связан-
ных с иммунитетом, по сравнению с невосприим-
чивыми [29].

Метаболические и эпигенетические процессы, 
участвующие в возникновении ТРИМ, тесно взаи-
мосвязаны. Метаболическая перестройка поддер-
живает потребности в энергии и промежуточных 
метаболитах для эпигенетических и геномных из-
менений и напрямую модулирует активность эпи-
генетических ферментов. 

ТРИМ, индуцированный БЦЖ, непосредствен-
но влияет и на адаптивный иммунный ответ: тре-
нированные моноциты продуцируют значительно 
больше провоспалительных медиаторов, таких как 
TNF, IL-1β и IL-6, а также проявляют повышен-
ную экспрессию MHC-II, костимулирующих мо-
лекул (CD80/CD86) и повышают уровень аэроб-
ного гликолиза [30, 31]. Вследствие этого ТРИМ 
изменяет пластичность Т-клеток и может смещать 
баланс между Th1 и Th2 в сторону формирования 
цитотоксического Th1-ответа и между Treg и Th17 в 
сторону активации воспалительных реакций через 
Th17. Усиленная продукция IFN-γ Th1-клетками 
и IL-17 Тh17-клетками может взаимно влиять на 
функцию клеток врожденного иммунитета. Было 
показано, что выработка IFN-γ индуцирует ТРИМ 
в тканевых резидентных макрофагах [31]. В иссле-
довании [32] было обнаружено, что применение 
вакцины БЦЖ предотвращает антителозависи-
мое усиление инфекции после вакцинации про-
тив респираторного синцитиального вируса (RSV, 
respiratory syncytial virus) за счет формируемого ею 

ТРИМ и индукции изменений в Т-клетках. Ав-
торы полагают, что БЦЖ, вводимая вскоре после 
рождения с последующей вакцинацией от RSV, 
может индуцировать тренированные макрофаги, 
тканевые резидентные Т-клетки памяти и спец-
ифические цитотоксические Т-лимфоциты. При 
этом использование только вакцины от RSV спо-
собствует развитию толерантности макрофагов, 
подавляя их эффекторные функции при вторичной 
стимуляции патогеном, а комбинация с БЦЖ пре-
дотвращает ее за счет формирования тренирован-
ных макрофагов, способных быстро реактивиро-
ваться в ответ на последующий стимул [32]. В дру-
гой работе [33] in vitro была показана обратимость 
иммунотолерантности, возникающей вследствие 
вакцинации от брюшного тифа (TVF, typhoid fever 
vaccine) с помощью механизмов ТРИМ, вызванных 
БЦЖ. Авторы показали, что БЦЖ не модулирует 
адаптивный иммунитет при TFV, но при этом ча-
стично предотвращает ингибирование врожденных 
иммунных реакций, вызванных TFV [33].

Использование БЦЖ в качестве предваритель-
ного бустера перед вакцинацией бесклеточной 
противококлюшной вакциной на выборке из здо-
ровых добровольцев в рандомизированном кли-
ническом исследовании [34] показало, что ТРИМ, 
индуцированный БЦЖ, усиливает продукцию про-
тивококлюшных специфических антител, противо-
коклюшные-специфические реакции Th1-клеток 
и общую реакцию В-клеток памяти через 2 недели 
после иммунизации. Это наблюдение положитель-
но коррелировало с повышением уровня продук-
ции биомаркеров ТРИМ, таких так IL-1β и IL-6. 
Таким образом, БЦЖ вызывает устойчивые изме-
нения в иммунной системе, связанные с неспец-
ифическим ответом на инфекции, как на уровне 
врожденного тренированного иммунитета, так и 
на уровне гетерологичных реакций адаптивного 
иммунитета [35].

Недавнее фундаментальное исследование, про-
веденное большим коллективом авторов [36], дает 
следующую сводку разнообразных защитных эф-
фектов, наблюдавшихся при вакцинировании 
БЦЖ:

1. При применении в виде однократной дозы 
БЦЖ усиливает антимикобактериальную реакцию 
организма, защищающую от туберкулеза, хотя и с 
различной эффективностью в зависимости от че-
ловека и географического региона.

2. БЦЖ может обеспечить состояние повышен-
ной реактивности врожденной иммунной системы 
и может увеличить общую выживаемость детей в 
развивающихся странах, хотя этот результат не был 
последовательно воспроизведен.

3. БЦЖ может обеспечить частичную защиту 
от респираторных инфекций: SARS-CoV-2, грип-
па, RSV (респираторно-синцитиальный вирус), 
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Staphylococcus aureus, Escherichia coli и Streptococcus 
pneumoniae, малярии и некоторых вирусов [37–39]. 
Это направление представляется особенно важ-
ным, поскольку именно респираторные инфекции 
являются одной из наиболее вероятных причин 
будущих пандемий [40, 41]. Известно, в частности, 
что эпидемические пики совместно циркулиру-
ющих респираторных вирусов в зимне-весенние 
сезоны могут быть синхронными и асинхронны-
ми [42]. Наличие временны́х закономерностей в 
эпидемиях, вызванных некоторыми респиратор-
ными вирусами, позволяет предположить, что они 
могут негативно взаимодействовать друг с другом. 
Это может быть результатом влияния врожденной 
иммунной памяти. Во время пандемии COVID-19 
было снижено распространение большинства ре-
спираторных вирусов, а после отмены противо-
ковидных санитарных мер циркуляция возобно-
вилась в необычные периоды [42]. Повышение 
врожденного иммунитета может иметь важное зна-
чение для разработки новых и эффективных про-
тивопаразитарных вакцин [43]. 

Помимо защитных свойств от инфекционных 
процессов, БЦЖ показывает положительные ре-
зультаты при применении для терапии некоторых 
онкологических заболеваний, таких как рак моче-
вого пузыря [44], рак желудка, простаты, легких 
[45, 46]. В последние четыре десятилетия БЦЖ 
активно используется для лечения немышечного 
инвазивного рака мочевого пузыря. За этот пе-
риод применения данного метода лечения было 
установлено, что он не только эффективен, но и 
имеет преимущества перед внутрипузырной хими-
отерапией. В отличие от нее, данный метод суще-
ственно снижает не только вероятность рецидива, 
но и риск его прогрессирования, что подтверждает 
его значительную эффективность в долгосрочной 
перспективе [47]. В своем применении для лече-
ния рака мочевого пузыря БЦЖ является наиболее 
успешным на сегодняшний день примером микро-
биологического лечения рака [48]. 

Хотя многочисленные обзоры по врожденной 
иммунной памяти подробно описывают механизм 
тренированного иммунитета, их индукторы и роль 
эффекторных иммунных клеток, в обзоре [36] 
впервые рассматриваются новые эксперименталь-
ные модели тренированного иммунитета и послед-
ние достижения, которые позволяют удовлетворить 
повышающийся спрос на широкий спектр защит-
ных средств от респираторных патогенов. В этом 
контексте в обзоре подчеркивается интеграция 
обученных индукторов иммунитета с антигенами 
для придания свойств врожденной и адаптивной 
иммунной памяти для создания вакцин следующе-
го поколения. Этот подход к гибридной вакцина-
ции может быть использован для удовлетворения 
потребности в разработке быстрых и эффектив-
ных стратегий иммунизации и обладает огромным 

потенциалом для изменения парадигмы профилак-
тики против возникающих пандемий [37].

Чтобы исследовать эту проблему детально, упо-
мянутая группа авторов [36] вакцинировала БЦЖ 
323 здоровых добровольца и проанализировала 
влияние на иммунную систему. Основываясь на 
увеличении неспецифической продукции цито-
кинов клетками иммунной системы при их акти-
вации микробными стимулами на 90 день после 
вакцинации БЦЖ, испытуемых разделили на две 
группы: 213 человек были определены как спо-
собные к обучению врожденного иммунитета (re-
sponders, “респондеры”), а 78 – как неспособные 
(nonresponders, “нереспондеры”). Авторы обнару-
жили, что индукция тренированного иммунитета 
была наиболее эффективной у людей с дремлю-
щим (dormant) врожденным иммунитетом на мо-
мент иммунизации, что отражалось в характерном 
состоянии эпигенетических клеток, предсказыва-
ющем реакцию на вакцину. Оказалось, что у “не-
респондеров” уже была более высокая исходная 
иммунная готовность, чем у “респондеров”. 

Клетки нативной иммунной системы у тех лю-
дей, которые реагируют на вакцинацию БЦЖ, пе-
реключаются от пассивного, покоящегося (dor-
mant) состояния к активному состоянию [36, 49]. 
У тех же, которые не реагируют, эти клетки и до 
вакцинации находятся в хотя бы частично акти-
вированном состоянии. Испытуемые с конден-
сированным до вакцинации хроматином в генах, 
участвующих во врожденном иммунитете, демон-
стрировали сильный тренированный иммунитет, 
индуцированный БЦЖ, и приобретали открытый 
хроматин в этих генах, в то время как “нереспон-
деры” несли такой открытый хроматин до вакци-
нации БЦЖ без дальнейшего усиления иммунных 
реакций после вакцинации. Это открытие объяс-
няет, как эпигенетика позволяет иммунным клет-
кам переключаться между различными уровнями 
иммунной готовности для эффективной защиты 
организма от патогенов, минимизируя при этом 
возможность возникновения излишних и патоло-
гических иммунных ответов. 

Конечно, нужно иметь в виду, что индивидуумы 
крайне вариабельны, и нельзя точно предсказать, 
какой эффект может оказать индукция врожденной 
иммунной системы на данного конкретного чело-
века. Этой изменчивости способствовали как ге-
нетические факторы, так и факторы окружающей 
среды, но наиболее интересные различия наблю-
дались в эпигенетических состояниях иммунных 
клеток. Эпигенетические состояния клеток, реа-
лизуемые посредством изменений в доступности 
хроматина, которые облегчают или затрудняют ак-
тивацию генов, отражают регуляторную пластич-
ность клетки и ее способность быстро реагировать 
на изменения в окружающей среде, что делает их 
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вероятными кандидатами на регулирование трени-
рованного иммунитета.

Результаты авторов [36], по их мнению, показы-
вают, что люди могут быть сильными “респондера-
ми” на врожденный иммунный ответ, но слабыми 
на адаптивный ответ на вакцинацию БЦЖ, и нао-
борот. Другими словами, врожденная и адаптивная 
иммунная память представляется в значительной 
степени независимыми биологическими процес-
сами, каждый из которых управляется отдельными 
регуляторными механизмами. Эти фенотипиче-
ские эффекты связаны с эпигенетическим состо-
янием клеток (рис. 1), связанным с доступностью 
хроматина и определяющим активацию генов, 
приводящую в конечном счете к быстрой реакции 
клеток на изменения в окружающей среде. 

Эти результаты дают не только новое представ-
ление о возможном новом поколении универсаль-
ных вакцин, но и могут составить основу будущих 
новых терапевтических средств, которые целена-
правленно пробуждают дремлющую иммунную 
систему [50, 51]. В частности, можно думать о ре-
активации подавленной иммунной системы у па-
циентов, больных раком. Несколько фармацевти-
ческих компаний уже ищут способы вызвать тре-
нированный иммунитет, не полагаясь на вакцину 
БЦЖ [8, 52].

ЗАКЛЮЧИТЕЛЬНЫЕ ЗАМЕЧАНИЯ
Включение модуляторов ТРИМ в современ-

ные вакцинные технологии имеет значительные 
последствия для разработки вакцин. Используя 
врожденную иммунную память в составах вак-
цин следующего поколения, мы потенциально 
можем повысить эффективность вакцин против 
различных инфекционных заболеваний, что при-
ведет к улучшению контроля заболеваний и их 
профилактики. 

Эффективность живых вакцин может быть зна-
чительно усилена с помощью генетических тех-
нологий. Такие попытки активно предпринима-
ются [53–57]. Будущие исследовательские усилия 
должны быть сосредоточены на оптимизации ин-
теграции индукторов ТРИМ в составы вакцин, 
понимании активируемых путей и механизмов их 
действия, а также оценке их долгосрочного воз-
действия на иммунные реакции. Было показано, 
что ТРИМ стимулируется в костном мозге и пери-
ферических тканях. Однако различия в индукции 
ТРИМ на разных уровнях, таких как роль трени-
рованных периферических, тканевых резидентов 
или клеток-предшественников, требуют детально-
го исследования. 

Важно иметь в виду, что помимо полезных эф-
фектов, ТРИМ может приводить к гиперактивации 
иммунных клеток. Для изучения побочных эффек-
тов, связанных с индукторами ТРИМ, необходима 

тщательная доклиническая и клиническая оценка, 
чтобы избежать потенциальной иммунопатологии 
или вмешательства в специфическую иммунную 
память. На данном этапе совместные усилия им-
мунологов, вакцинологов и клиницистов необхо-
димы для разработки и проведения хорошо кон-
тролируемых клинических испытаний для оценки 
эффективности и безопасности вакцин на основе 
ТРИМ. Кроме того, изучение комбинаторных под-
ходов, таких как стратегии, сочетающие индукторы 
ТРИМ со специфическими антигенами, могло бы 
еще больше повысить эффективность вакцины.

Работа выполнена за счет гранта Российско-
го научного фонда № 22-14-00308, https://rscf.ru/
project/22-14-00308/.
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Bacillus Calmette-Guerin (BCG), developed in the early 20th century to protect against tuberculosis, 
is one of the most widely used vaccines in the world. In addition to protecting against tuberculosis, 
this vaccine has also been shown to reduce the risk of various other infections. During the COVID-19 
pandemic, it was found that BCG-vaccinated health care workers had lower detection rates of the 
SARS-CoV-2 virus compared to unvaccinated individuals. This appears to be due to the generation of 
trained immunity (TRIM) and non-specific protective effects (NSE), which are likely attributed to the 
epigenetic and metabolic reprogramming of innate immune cells, known as trained immunity. NSE 
further holds promise for the development of future therapeutics that can protect against unpredictable 
pandemics. Additionally, TRIM inducers provide new perspectives on improving the efficacy of standard 
vaccines by incorporating them into vaccine formulations to enhance both specific and nonspecific 
immune responses.
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mailto:liakondratyeva@yandex.ru
mailto:edsverd@gmail.com


25

ГЕНЕТИКА,  2024, том 60, № 12,  с.  25–35

ГЕНЕТИКА МИКРООРГАНИЗМОВ
УДК 575.223:582.282.23

РЕПАРАТИВНАЯ ДНК-ПОЛИМЕРАЗА eta (Polη)  
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В нормальных условиях и при воздействии малых доз мутагенов ключевым способом борьбы с 
повреждениями ДНК у бактериальных и эукариотических клеток является система толерантно-
сти к повреждениям ДНК (ТПД). Две различные ветви ТПД, ошибочная (translesion synthesis – 
TLS) и безошибочная (рекомбинационная), функционируют во всех эукариотических организ-
мах. TLS вовлекает белковый комплекс полимеразы дзета (Polζ) (кодируемый генами REV1, REV3 
и REV7) и полимеразу эта (Polη) (кодируемую геном RAD30); эти полимеразы эволюционно кон-
сервативны от дрожжей до человека. Мы показали, что при низких уровнях доз УФ-излучения 
решающую роль в мутагенезе играет высокая активность Polη, которая обходит подавляющее 
число оказавшихся на пути репликативной машины повреждений ДНК. Как в случае облучения 
высокими, так и низкими дозами УФ-лучей большую роль в индуцированном мутагенезе играет 
чекпойнт. Однако функции генов, участвующих в регуляции УФ-индуцированного мутагенеза 
при низких и высоких дозах, часто различаются. Инактивация гена RAD30 при низких дозах 
приводит к повышенному уровню индуцированного мутагенеза, а при высоких дозах мутаге-
нез практически не отличается от уровня штамма дикого типа. Делеции генов HIM1, HSM3 и 
HIF1, наоборот, снижают высокий уровень мутагенеза, характерный для высоких доз, до уровня 
штамма дикого типа при низких дозах. Эти различия, по-видимому, характеризуют локальный 
и глобальный чекпойнт.

Ключевые слова: Polη, S. cerevisiae, чекпойнт, низкие дозы, УФ-индуцированный мутагенез.
DOI: 10.31857/S0016675824120035 EDN: WAUMSD

Клетка в ответ на повреждения ДНК использу-
ет сеть сигнальных переносчиков, возникающих 
при прохождении клеточного цикла (чекпойнт) и 
в течение репарационного процесса [1]. Согласно с 
этими сигналами чекпойнт формирует ответ клет-
ки на повреждения ДНК [2]. Хотя хорошо извест-
но, что чекпойнт имеет решающее значение для 
поддержания целостности генома, но как клетка 
балансирует между остановкой клеточного цикла и 
клеточной пролиферацией в условиях постоянных 
эндогенных и экзогенных источников поврежде-
ния ДНК остается загадкой. Например, для устра-
нения небольших количеств повреждений ДНК 
(таких как спонтанные повреждения оснований) 
используются эксцизионная репарация и процесс 
толерантности к повреждениям ДНК. При этом 

существенной задержки клеточного цикла не про-
исходит. Однако при ответе на более высокие уров-
ни повреждений ДНК эти процессы становятся 
тесно интегрированными с задержкой клеточного 
цикла (глобальный чекпойнт) [1]. Для генотокси-
ческих агентов существует порог дозы, ниже кото-
рого активация чекпойнта минимальна, несмотря 
на низкую активность путей репарации ДНК. Этот 
порог может варьировать в зависимости от повре-
ждающего агента, организма и типа клеток.

Доминирующую роль в толерантности к по-
вреждениям ДНК играет безошибочная ветвь по-
стрепликативной репарации (ПРР), которую часто 
называют рекомбинационной, так как оба типа ре-
парации имеют общую стадию образования D-пет-
ли. Наибольший прогресс в изучении связи между 
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мутагенезом, репарацией, динамикой хроматина и 
клеточным циклом достигнут на модельном одно-
клеточном эукариотическом организме – почкую-
щихся дрожжах Saccharomyces cerevisiae. Экспери-
менты с дрожжами показали, что безошибочные 
механизмы являются основными путями ПРР при 
любых репликативных стрессах [2–6]. Тем не ме-
нее в литературе есть примеры, когда ошибочный 
путь синтеза через повреждение (TLS) при малых 
количествах повреждений ДНК может быть также 
эффективным [1].

В дрожжах во время нормальной репликации 
ДНК канонический путь глобального чекпойнта, 
регулируемого киназами Mec1 и Rad53, не функ-
ционирует. Перед вступлением в S-фазу клетки 
не накапливают больших количеств дНТФ, а ско-
рее входят в нее с субоптимальными уровнями 
дНТФ [7]. Невысокий уровень дезоксинуклеоти-
дов при входе в S-фазу быстро истощается. При 
этом ДНК-полимеразы, вероятно, не способны 
эффективно использовать дНТФ в таких низких 
концентрациях и должны останавливаться и акти-
вировать путь, контролируемый Mec1 – Rad53. Ак-
тивация синтеза дНТФ происходит в ответ на на-
копление многочисленных однонитевых брешей за 
остановленными вилками репликации. Временная 
активация Mec1-зависимого пути приводит к де-
градации репрессора Sml1 и активации экспрессии 
генов, кодирующих субъединицы комплекса рибо-
нуклеотидредуктазы (RNR), и, как следствие, син-
тезу необходимых количеств дНТФ.

Изучение молекулярного механизма биологи-
ческого действия сверхмалых количеств поврежде-
ний ДНК является актуальной задачей. Из литера-
туры известно, что только мутанты с нарушением 
путей пострепликативной репарации проявляли 
какую-либо чувствительность к хроническому воз-
действию низких доз УФ-излучения [4, 8]. В насто-
ящей работе мы показали, что при низких уровнях 
доз УФ-излучения решающую роль в мутагенезе 
играет высокая активность Polη, которая обходит 
подавляющее число повреждений ДНК, оказав-
шихся на пути репликативной машины. При этом 
частота УФ-индуцированного мутагенеза у мутан-
та rad30Δ зависит от уровня активации комплекса 
RNR. В отсутствие Polη ее роль в пострепликатив-
ной репарации выполняет склонная к ошибкам 
Polζ, которая создает ошибки в сайте повреждения 
и на неповрежденной нити в процессе репаратив-
ного синтеза ДНК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы

Делеции генов получали путем ПЦР-опосре-
дованного разрушения генов [9] с использовани-
ем специфических маркеров. Генотипы штаммов 
дрожжей, использованных в настоящем исследо-
вании, представлены в табл. 1.

Таблица 1. Штаммы дрожжей, использованные в работе

Штамм Генотип
LMG-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1

4-EAA-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 rad30Δ

TAE-152 MATα ade2∆-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 rad30Δ hsm3Δ

TAE-141 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 rad30Δ rad53+HA-F

TAE-142 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 rad30Δ sml1Δ

TAE-140 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 rad30Δ pms1Δ

5-EAA-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 rad30Δ him1Δ

6-DVF-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 sml1Δ

1-EAA-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 him1Δ

10-DVF-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 rad53+HA-F

9-DVF-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 rad53+HA-F him1Δ

CAY-3 MAT a ade2∆-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 hif1Δ

5-LMG-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 hsm3Δ

TAE-143 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 hif1Δ rad30Δ

2-IVF-312 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 pms1Δ 
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Получение штаммов

ПЦР-генерированный KanMX модуль был ам-
плифицирован из плазмиды pFLA6A-kanMX6, 
полученной от В.Ф. Латыпова, с использованием 
праймеров: RAD30 DelL: 5’-ACTTGGAAGGAGTT
GATTCAGCTTGGTTCCCCCAGTAAAGCATACGA
GTCCTCCTTAGCATGTATCGCCCGCTTCGTACG
CTGCAGGTCG-3’; 

RAD30 DelR: 5’-CTTGTAAAAAATGATAAGATG
TTTTTGGAAGATGTAACTTGTTTCTTCTGAGGT
GTGGCAGTATGTTGTGGCATAGGCCACTAGTG
GATC-3’.

10-DVF-3031, 6-DVF-3031, CAY-3 и 2-IVF-312 
трансформировали фрагментом ДНК, содержащим 
маркер KanMX, с фланкирующими нуклеотидны-
ми последовательностями, гомологичными флан-
гам гена RAD30. Трансформанты с делецией гена 
RAD30 отбирали по их устойчивости к канамицину 
(G418) с использованием полной среды, содержа-
щей G418 в концентрации 200 мкг/мл. Разрушение 
гена RAD30 было подтверждено с помощью ПЦР. 
Таким образом получены двойные мутанты: TAE-
141, TAE-142, TAE-143 и TAE-140 (табл. 1).

Питательные среды

Состав полной среды YPD для выращивания 
культур и учета выживаемости приведен в [9]. В 
качестве селективной среды для учета частоты 
УФ-индуцированных мутаций устойчивости к ка-
наванину использовали минимальную среду, обо-
гащенную полным набором аминокислот (за ис-
ключением аргинина) и азотистых оснований [10]. 
В зависимости от использованных штаммов кон-
центрации канаванина достигали 100 мг/л.

Чувствительность к УФ-излучению

Тесты на выживаемость клеток проводили пу-
тем выращивания в течение ночи культуры соот-
ветствующего штамма в жидкой YPD при 30 °C. 
Клетки промывали и ресуспендировали в воде с 
плотностью 1 × 107 клеток/мл. Суспензию клеток 
облучали УФ-лампой БУВ-30 (диапазон УФ-С) с 
мощностью дозы на верхнем уровне 1.4 Дж / м2 × с. 
Аликвоты отбирали после различных доз облуче-
ния, разбавляли и помещали на чашки с YPD для 
определения количества выживших. 

Мутационный тест

Мутационные тесты проводили путем выра-
щивания в течение ночи клеток соответствующе-
го штамма в жидкой YPD при 30 °C. Клетки про-
мывали и ресуспендировали в воде с плотностью 
1 × 107 клеток/мл. Клетки облучали УФ-лампой 
БУВ-30. Аликвоты отбирали после различных 
доз облучения, разбавляли и помещали на чаш-
ки с YPD для определения количества выживших. 

Для определения частоты мутаций неразведенные 
аликвоты высевали на среду с канаванином.

ПЦР в реальном времени

Для проведения ПЦР в реальном времени 
была использована система детекции RT-PCR 
CFX96 (Bio-Rad, Великобритания). Реакции про-
водили в объеме 25 мкл, состоящем из 10 мкл 
2.5-кратной реакционной смеси для ОТ-ПЦР в 
присутствии красителя SYBR Green I и эталон-
ного красителя Rox (Syntol, Россия), 13.8 мкл 
воды, 1 мкл кДНК и 0.1 (2 мМ) соответствую-
щих праймеров (праймеры для гена RNR3: For 
5´-ACACCTTTCATGGTTTATAAG-3´ и Rev 
5´-CGACGATTTCACAACATAA-3´; для гена 
ACT1: For 5´-GAAGGTCAAGATCATTGC-3 и Rev 
5´- GTTGGAAGGTAGTCAAAG-3´).

Условия амплификации ПЦР были следующи-
ми: 1 цикл по 5 мин при 95°С, затем 39 циклов по 
15 с при 95°С и 20 с при 52°С. Анализ кривой плав-
ления показал 5-секундное увеличение на 1°C с 55 
до 95°C.

Контрольные реакции с праймером и без ма-
трицы реакционных смесей были включены. Два 
биологических и три технических повтора были 
выполнены для каждого образца. Результаты были 
обработаны с использованием программы CFX 
Manager.

Статистический анализ

Экспериментальные данные представлены как 
среднее по крайней мере по трем повторностям со 
стандартной ошибкой среднего (SEM), а статисти-
ческие различия определялись с помощью t-крите-
рия Стьюдента. Значимость определяли на уровне 
р < 0,05 [11].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Как отмечалось выше, путь TLS может эффек-

тивно использоваться при низких уровнях повреж-
дений ДНК. Это подтверждается данными работы 
[12], из которой видно, что мутация rad30Δ десяти-
кратно повышает репаративный спонтанный му-
тагенез. Одним из основных участников TLS-пути 
является Polη, кодируемая геном RAD30. На не-
поврежденной матрице Polη создает мутации со 
скоростью 10−2 − 10−3, в то же время она способна  
обходить УФ-индуцированные cis-syn циклобута-
новые димеры с высокой точностью [13–15]. Уро-
вень УФ-индуцированного мутагенеза у мутанта 
rad30Δ зависит в значительной степени от дозы 
облучения. При высоких уровнях УФ-доз (выше  
40 Дж/м2) выживаемость мутанта rad30Δ практиче-
ски не отличалась от выживаемости штамма дико-
го типа, частота индуцированного мутагенеза так-
же не отличалась или даже была ниже, чем у клеток 
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дикого типа [12]. При снижении дозы уровень му-
тагенеза начинает превышать уровень дикого типа 
[16]. 

УФ-индуцированный мутагенез у мутанта 
rad30Δ при низких дозах облучения

Показано, что УФ-облучение клеток дрожжей, 
находящихся в различных стадиях клеточного цик-
ла, влияет на количество молекул Polη в большей 
степени, когда клетки облучались в начале S-фа-
зы, чем в G1- или в G2-фазе. В S-фазе отмечены 
два противоположных эффекта. С одной стороны, 
с увеличением дозы УФ в начале этой фазы зна-
чительно задерживалось движение по циклу, как 
результат, происходило накопление Polη. С другой 
стороны, степень накопления полимеразы была 
обратно пропорциональна дозе УФ-лучей, так что 
при дозе 10 Дж/м2 концентрация Polη была значи-
тельно больше, чем при 80 Дж/м2 [17]. Возникает 
вопрос, зачем клетки после УФ-облучения нака-
пливают большое количество полимеразы Polη в 
самом начале S-фазы? Для разрешения этого во-
проса мы изучили УФ-индуцированный мутаге-
нез у мутанта rad30Δ при низких дозах облучения в 
сравнении с клетками дикого типа. Мутант rad30Δ 
показал высокую чувствительность к мутагенно-
му действию низких доз УФ-излучения. При дозе 
7 Дж/м2 частота мутагенеза у мутанта rad30Δ была 
примерно в 3 раза выше, чем у клеток штамма ди-
кого типа (рис. 1). Таким образом, можно предпо-
ложить, что высокая концентрация Polη в начале 
S-фазы необходима для эффективного и точного 
обхода относительно небольшого числа поврежде-
ний ДНК, которые остаются после репарационно-
го процесса и попадают в вилки репликации, что 
может обеспечить нормальную скорость реплика-
тивного процесса.

В клетках мутанта rad30Δ TLS происходит при 
участии Polζ [16]. Отсюда следует, что причиной 
rad30Δ-опосредованного УФ-индуцированного 
мутагенеза является замена Polδ на ошибочную 
Polζ при синтезе ДНК в репаративных брешах. Эта 
полимераза обладает высокой процессивностью 
и способна заполнить репаративную брешь. При 
этом она будет создавать мутации в сайте поврежде-
ния и из-за отсутствия у нее редакторской функции 
делать ошибки при репаративном синтезе неповре-
жденной ДНК. Последние являются субстратом 
для репарации ошибочно спаренных оснований 
(мисматч-репарация). Чтобы проверить это пред-
положение, мы удалили ген PMS1, который явля-
ется одним из ключевых участников мисматч-репа-
рации, у мутанта rad30Δ. Одиночный мутант rad30Δ 
при низких уровнях доз УФ-излучения показал 
значимую чувствительность, в то время как оди-
ночный pms1Δ не отличался от штамма дикого типа 
(рис. 1). Двойной мутант pms1Δ rad30Δ не отличал-
ся по этому показателю от штамма дикого типа и 

одиночного pms1Δ. Этот результат показывает, что 
УФ-чувствительность одиночного мутанта rad30Δ 
связана с работой мисматч-репарации. В двой-
ном мутанте pms1Δ rad30Δ уровень индуцирован-
ного мутагенеза при низких дозах УФ был в 2 раза 
выше, чем у одиночного мутанта rad30Δ (рис. 1). На 
основании полученных результатов можно сделать 
вывод, что в отсутствие Polη в клетках дрожжей ее 
роль в пострепликативной репарации выполняет 
ошибочная Polζ, которая создает мутации в сайте 
повреждения и на неповрежденной нити в про-
цессе репаративного синтеза ДНК. Репаративный 
синтез может происходить, когда Polζ обходит по-
вреждение и продолжает синтез до заполнения бре-
ши. При этом процесс обхода повреждения будет 
осуществлен без участия рекомбинационной ветви 
пострепликативной репарации. Второй путь обхода 
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Рис. 1. Чувствительность к УФ-свету и частота 
УФ-индуцированного мутагенеза в локусе CAN1 у 
штамма дикого типа и мутантных штаммов rad30Δ, 
pms1Δ и pms1Δ rad30Δ при обработке дозами 7, 14 и 
21 Дж/м2 ультрафиолетового излучения. На графи-
ках показаны стандартные ошибки среднего значе-
ния (± SEM), полученные в результате пяти незави-
симых экспериментов.
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повреждения по механизму безошибочной ветви 
пострепликативной репарации может осущест-
вляться при участии Polζ для заполнения участка 
бреши, образовавшегося при преждевременной 
терминации D-петли [11].

УФ-индуцированный мутагенез у мутанта 
him1Δ при низких дозах облучения

Ранее мы показывали, что гены, контролирую-
щие репаративную сборку хроматина, задействова-
ны в контроле локального чекпойнта через пода-
вление экспрессии генов комплекса RNR [11, 18]. 
В связи с этим мы провели эпистатический анализ 
взаимодействия мутации rad30Δ с мутациями в ге-
нах, контролирующих репаративную сборку хро-
матина. Предполагается, что белок Him1 в клетках 

дрожжей выполняет функцию гистонового ша-
перона при репаративной сборке хроматина [18]. 
Мутация him1Δ имеет фенотип, подобный мута-
ции hsm3Δ, но супрессирует УФ-индуцированную 
активность рибонуклеотидредуктазного комплекса 
RNR более эффективно, чем hsm3Δ [19]. Одиноч-
ный мутант him1Δ показал слабую чувствитель-
ность к летальному действию УФ по сравнению со 
штаммом дикого типа (рис. 2), как и при высоких 
дозах.

Однако уровень индуцированного мутагенеза 
при всех использованных дозах у мутанта him1Δ 
был ниже, чем у штамма дикого типа, что карди-
нально отличается от этого показателя при высо-
ких дозах УФ-излучения [19]. Этот результат мож-
но объяснить тем, что у одиночного мутанта him1Δ 
после работы Polη остается мало повреждений 
ДНК, что снижает до минимума активацию киназы 
Rad53. При этом будет понижена роль рекомбина-
ционной ветви репарации и, как следствие, пони-
жен him1Δ -специфический мутагенез. У двойного 
мутанта him1Δ rad30Δ при низких дозах УФ мутация 
him1Δ подавляла чувствительность мутанта rad30Δ 
так, что двойной мутант не отличался по выжива-
емости от штамма дикого типа (рис. 2). В отноше-
нии УФ-индуцированного мутагенеза двойной му-
тант характеризовался слабо выраженным пониже-
нием уровня частоты мутагенеза, по сравнению с 
одиночным мутантом him1Δ и полной супрессией 
rad30Δ-специфического мутагенеза (рис. 2). По-
нижение частоты мутагенеза в двойном мутанте 
по сравнению с одиночным мутантом происхо-
дит вследствие увеличения количества выживших 
клеток при одинаковой дозе у двойного мутанта. 
Для подтверждения этого предположения мы про-
вели эксперимент по измерению экспрессии гена 
RNR3 при низкой дозе УФ-лучей в мутанте him1Δ 
и штамме дикого типа. Из рис. 3 видно, что уро-
вень экспрессии в обоих штаммах практически не 
отличался, что подтверждает наше предположение.

Суммируя полученные результаты, можно за-
ключить, что мутация him1Δ супрессирует УФ-чув-
ствительность и резко подавляет УФ-индуциро-
ванный мутагенез мутанта rad30Δ. Таким образом, 
частота УФ-индуцированного мутагенеза у мутан-
та rad30Δ зависит от уровня активации комплекса 
RNR.

УФ-индуцированный мутагенез у 
мутантов по генам комплекса NuB4 

при низких дозах УФ-излучения

Мутации hsm3Δ и hif1Δ инактивируют обе субъ-
единицы ацетилазного комплекса NuB4, выпол-
няющего функцию гистонового шаперона при 
репаративной сборке хроматина, и частично су-
прессируют УФ-индуцированную активность 
RNR. Белки, кодируемые этими генами, как и 
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Рис. 2. Чувствительность к УФ-свету и частота 
УФ-индуцированного мутагенеза в локусе CAN1 у 
штамма дикого типа и мутантных штаммов rad30Δ, 
him1Δ и him1Δ rad30Δ при обработке дозами 7, 14 и 
21 Дж/м2 ультрафиолетового излучения. На графи-
ках показаны стандартные ошибки среднего значе-
ния (± SEM), полученные в результате пяти незави-
симых экспериментов. 
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белок Him1, функционируют в контроле рекомби-
национной ветви пострепликативной репарации 
[12, 18]. На рис. 4 приведены кривые зависимости 
выживаемости от дозы УФ-лучей для одиночных 
hsm3Δ, rad30Δ и двойного hsm3Δ rad30Δ мутантов.

На рис. 4 можно видеть, что мутация hsm3Δ, 
возможно, имеет слабый супрессорный эффект на 
выживаемость мутанта rad30Δ. Мутация hsm3Δ при 
низких дозах УФ не влияет на мутагенез и полно-
стью подавляет rad30Δ-специфический мутагенез. 
Как и в случае с мутантом him1Δ, в одиночном му-
танте hsm3Δ после работы Polη будет снижена ак-
тивация киназы Rad53, но в меньшей степени, чем 
у мутанта him1Δ. При этом мутация hsm3Δ супрес-
сирует rad30Δ-специфический мутагенез до уровня 
штамма дикого типа.

Одиночный мутант hif1Δ при низких дозах УФ 
оказался немного чувствительнее штамма дико-
го типа и более устойчивым, чем мутант rad30Δ 
(рис. 4). У двойного мутанта мутация hif1Δ эпи-
статировала к мутации rad30Δ. Одиночный мутант 
hif1Δ показал уровень УФ-индуцированного му-
тагенеза, сравнимый с уровнем дикого типа. Уро-
вень УФ-мутагенеза в штамме hif1Δ rad30Δ значи-
мо не отличается от одиночного мутанта rad30Δ 
и значительно превышает уровень мутагенеза в 
штамме дикого типа. Это свидетельствует о том, 
что мутация hif1Δ в меньшей степени, чем hsm3Δ, 
супрессирует активность киназы Rad53, что под-
тверждается данными измерения экспрессии гена 
RNR3 в одиночном мутанте hif1Δ (рис. 3). В то же 

время при высоких дозах УФ-облучения, когда гло-
бальный чекпойнт полностью активирован, уро-
вень УФ-индуцированного мутагенеза у мутантов 
him1Δ, hsm3Δ и hif1Δ более выраженно превышает 
уровень штамма дикого типа [12]. Эти результаты 
подтверждают высказанное выше заключение, что 
частота УФ-индуцированного мутагенеза в мутан-
те rad30Δ зависит от уровня активации комплекса 
RNR. 

УФ-индуцированный мутагенез у мутантов 
по генам, отвечающим за пул дНТФ в 

клетке, при низких дозах УФ-излучения

Для проверки этого заключения мы разруши-
ли у мутанта rad30Δ ген SML1, который кодирует 
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Рис. 3. Относительная нормализованная экспрес-
сия гена RNR3 в штамме дикого типа и мутантных 
штаммах him1Δ и hif1Δ до и после облучения их уль-
трафиолетовым светом (после УФ-облучения клет-
ки выдерживали в течение четырех часов при 30 °C 
в термостате для индукции), доза УФ-излучения со-
ставляла 14 Дж/м2; * р < 0,05, t-критерий Стьюдента.
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Рис. 4. Чувствительность к УФ-свету и частота 
УФ-индуцированного мутагенеза в локусе CAN1 у 
штамма дикого типа и мутантных штаммов rad30Δ, 
hsm3Δ, hif1Δ, hsm3Δ rad30Δ и hif1Δ rad30Δ при об-
работке дозами 7, 14 и 21 Дж/м2 ультрафиолетово-
го излучения. На графиках показаны стандартные 
ошибки среднего значения (± SEM), полученные в 
результате пяти независимых экспериментов. 
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супрессор каталитической субъединицы Rnr1 ком-
плекса RNR [20, 21]. Мутация sml1Δ увеличивает в 
клетке пул дНТФ в 2–2.5 раза. Одиночный мутант 
sml1Δ не отличался от штамма дикого типа ни по 
УФ-чувствительности, ни по уровню УФ-индуци-
рованного мутагенеза (рис. 5). В двойном мутанте 
мутация sml1Δ супрессировала УФ-чувствитель-
ность и rad30Δ-специфический мутагенез до уров-
ня штамма дикого типа. 

Мутация rad53 + HA-F блокирует увеличение 
экспрессии гена RNR3, кодирующего субъединицу 
комплекса RNR при нормальных условиях роста и 
после облучения высокими дозами УФ-лучей [12]. 
Мы использовали эту мутацию для подтвержде-
ния высказанного выше утверждения о зависи-
мости частоты УФ-индуцированного мутагенеза 

у мутанта rad30Δ от степени активации комплекса 
RNR. Был сконструирован двойной мутант rad30Δ 
rad53 + HA-F и изучена эффективность низких доз 
УФ в индукции мутагенеза у двойного мутанта. На 
рис. 5 представлен полученный результат, из кото-
рого следует, что мутация rad53 + HA-F эпистати-
рует к мутации rad30Δ, снижая уровень мутагенеза 
у двойного мутанта до уровня одиночного мутанта 
rad53 + HA-F. Этот результат согласуется с выска-
занным выше выводом о том, что частота УФ-ин-
дуцированного мутагенеза у мутанта rad30Δ зави-
сит от уровня активации экспрессии генов ком-
плекса RNR, которая, в свою очередь, зависит от 
активности киназы Rad53.

 Ген HAT1 кодирует каталитическую субъедини-
цу комплекса NuB4. Мутация hat1Δ инактивирует 
функцию NuB4, но в отличие от вспомогатель-
ных субъединиц практически не влияет на частоту 
УФ-индуцированного мутагенеза при высоких до-
зах облучения и приводит к гиперактивации генов 
комплекса RNR даже в нормальных условиях роста 
[11]. 

При низких дозах УФ-облучения зависимость 
частоты мутаций от дозы была такая же, как при 
высоких уровнях доз (рис. 6). Этот результат неуди-
вителен, так как гиперактивация генов комплекса 
RNR ограничивает уровень УФ-индуцированного 
мутагенеза. Суммируя полученные данные, можно 
заключить, что при низких и высоких дозах УФ-лу-
чей дозовая зависимость мутагенеза у изученных 
мутантов по генам, контролирующим репаратив-
ную сборку хроматина, контролируется уровнем 
экспрессии генов комплекса RNR.

ОБСУЖДЕНИЕ
Считается, что Polη является первым из фер-

ментов, осуществляющих TLS. Она быстро привле-
кается к остановленным репликативным вилкам 
и отвечает за безошибочный обход 8-оксогуани-
новых повреждений ДНК и УФ-индуцированных 
пиримидиновых димеров [13, 22]. Мотив PIP1 Polη 
связывается с убиквитин-конъюгирующим ком-
плексом Rad6–Rad18, необходимым для TLS, что 
способствует локализации Polη в очагах повреж-
дения ДНК in vivo [23]. Предполагается, что Polη 
уже находится в комплексе, когда происходит ре-
акция переноса убиквитина [24]. Эти наблюдения 
подтверждают модель, в которой Polη может быть 
задействована в остановленной вилке репликации, 
когда комплекс Rad6–Rad18–Polη связывается с 
PCNA [25].

Мутация rad30Δ приводит к тому, что после 
УФ-облучения низкими дозами клеток этого му-
танта, остановленных на повреждениях вилок ре-
пликации остается кратно больше по сравнению 
с клетками дикого типа. Вследствие этого проис-
ходит резкое увеличение количества однонитевой 
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Рис. 5. Чувствительность к УФ-свету и частота 
УФ-индуцированного мутагенеза в локусе CAN1  
у штамма дикого типа и мутантных штам-
мов rad30Δ, sml1Δ, rad53 + HA-F, sml1Δ rad30Δ и  
rad53 + HA-F rad30Δ при обработке дозами 7, 14 и  
21 Дж/м2 ультрафиолетового излучения. На графиках 
показаны стандартные ошибки среднего значения  
(± SEM), полученные в результате пяти независи-
мых экспериментов. 
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ДНК в репарационных брешах. Однонитевая ДНК, 
покрытая белком Rpa, служит сигналом для акти-
вации киназы Rad53. В результате у мутанта rad30Δ 
произойдет избыточная активация киназы и увели-
чение концентрации дНТФ по сравнению с клет-
ками дикого типа при одинаковой дозе УФ-лу-
чей. Это увеличение и создает предпосылки для 
rad30Δ-специфического мутагенеза. Согласно ре-
зультатам наших предыдущих работ [11, 18], усло-
вия для специфического повышенного мутагенеза 
возникают, когда активность киназы Rad53 снижа-
ется с максимальных значений или повышается с 
минимальных до промежуточного уровня.

Мутанты дрожжей по генам, кодирующим бел-
ки, участвующие в репаративной сборке хромати-
на, показали высокие уровни спонтанного репара-
тивного мутагенеза, что может свидетельствовать о 
том, что эти гены могут играть позитивную роль в 
регуляции локального чекпойнта [12, 18]. Это пред-
положение было подтверждено в экспериментах 

по изучению УФ-индуцированного мутагенеза у 
двойных мутантов him1 Δrad2Δ, hif1Δ rad2Δ, hsm3Δ 
rad2Δ и hat1Δ rad2Δ. Мутанты дрожжей с заблоки-
рованной эксцизионной репарацией нуклеотидов 
очень чувствительны к низким дозам УФ-излуче-
ния, которые не индуцируют глобальный чекпой-
нт. Для всех двойных мутантов мы наблюдали си-
нергическое увеличение частоты индуцированных 
мутаций, хотя у последнего мутанта это увеличение 
было в пределах доверительного интервала только 
при минимальной дозе УФ [11, 12, 26]. Из этих экс-
периментов следует, что все использованные мута-
ции ответственны за высокий уровень мутагенеза 
при низких дозах УФ-лучей. 

Ранее мы показали, что индуцированный мута-
генез у мутанта rad30Δ при высоких дозах УФ не 
отличается от штамма дикого типа, а при очень 
высоких дозах даже ниже, чем в диком типе [19]. 
Эти данные противоречили результатам, получен-
ным в работе S. G. Kozmin и соавт. [16], в которой 
мутант rad30Δ показал уровень УФ-индуцирован-
ного мутагенеза выше, чем у клеток дикого типа. 
В настоящей работе мы разрешили это противоре-
чие. Оказалось, что при низких дозах УФ уровень 
мутагенеза у штамма rad30Δ действительно зна-
чительно выше по сравнению со штаммом дикого 
типа (рис. 1). Авторы работы [16] объясняют высо-
кий уровень мутагенеза при низких дозах УФ за-
меной Polη на Polζ, которая делает частые ошибки 
на повреждениях, которые в норме безошибочно 
обходятся Polη. Однако эксперименты с блокиро-
ванием мисматч-репарации у мутанта rad30Δ ста-
вят под сомнение это утверждение. После обхода 
повреждения с ошибочным либо безошибочным 
встраиванием нуклеотидов образуется структура, 
которая является субстратом для нуклеотид-эксци-
зионной, но не мисматч-репарации. В то же время 
мы наблюдаем уровень УФ-индуцированного му-
тагенеза в двойном мутанте rad30Δ pms1Δ в 2 раза 
выше, чем у одиночного мутанта rad30Δ (рис. 1). 
Этот результат можно объяснить, если субстра-
ты для мисматч репарации возникают в резуль-
тате ошибок Polζ в ходе репарационного синтеза 
на неповрежденной матрице. Это предположение 
вполне допустимо, так как Polζ лишена редактор-
ской функции, что снижает точность синтеза ДНК 
на два порядка по сравнению с репликативными 
полимеразами. Polζ может осуществить репаратив-
ный синтез либо сразу после обхода повреждения, 
либо после преждевременной терминации D-пет-
ли в течение рекомбинационного обхода повреж-
дения. Чтобы решить, какой из этих вариантов 
предпочтительней реализуется в клетке, мы осу-
ществили ряд экспериментов. Если предпочтите-
лен первый вариант, то уровень УФ-мутагенеза не 
должен заметно зависеть от уровня дНТФ в клетке, 
в то время как реализация второго варианта требу-
ет строго определенного повышения этого уровня 
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Рис. 6. Чувствительность к УФ-свету и частота 
УФ-индуцированного мутагенеза в локусе CAN1 у 
штамма дикого типа и мутантного штамма hat1Δ при 
обработке дозами 7, 14 и 21 Дж/м2 ультрафиолето-
вого излучения. На графиках показаны стандартные 
ошибки среднего значения (± SEM), полученные в 
результате пяти независимых экспериментов. 
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[12]. Мы разрушили ген SML1 у мутанта rad30Δ, 
что привело к кратному повышению концентра-
ции дНТФ и снижению уровня УФ-мутагенеза до 
уровня штамма дикого типа (рис. 5). Этот результат 
свидетельствует в пользу второго варианта. В сле-
дующих экспериментах мы, наоборот, ограничили 
индукцию дНТФ, введя в клетки мутанта rad30Δ 
мутацию rad53+HA-F [12]. У мутанта rad53+HA-F 
rad30Δ уровень УФ-индуцированного мутагене-
за также снизился до уровня штамма дикого типа 
(рис. 5). На основании полученных данных мы 
заключили, что rad30Δ-специфический мутагенез 
реализуется в течение рекомбинационной ветви 
пострепликативной репарации в результате запол-
нения репарационной бреши Polζ после преждев-
ременной терминации D-петли, которое требует 
гипоактивации экспрессии генов комплекса RNR. 

Комплекс RNR состоит из четырех субъединиц 
Rnr1, Rnr2, Rnr3 и Rnr4, которые кодируются гена-
ми RNR1, RNR2, RNR3 и RNR4 соответственно. Из 
этих генов нас больше всего интересовал RNR3, так 
как его экспрессия увеличивается в ответ на по-
вреждения ДНК, в отличие от других генов данного 
комплекса, чья экспрессия не изменяется в ответ 
на повреждения ДНК. Поэтому мы рассматривали 
экспрессию гена RNR3 у наших мутантных штам-
мов как до, так и после облучения их УФ-светом.

Для подтверждения этого заключения мы раз-
рушили у мутанта rad30Δ гены HSM3 и HIF1. Ранее 
мы показали, что делеции генов HSM3 и HIF1 при-
водят к частичному подавлению УФ-индуцирован-
ной экспрессии гена RNR3, кодирующего одну из 
каталитических субъединиц комплекса RNR, след-
ствием чего было появление hsm3Δ- и hif1Δ-зависи-
мого УФ-индуцированного мутагенеза. У двойного 
мутанта hsm3Δ hif1Δ происходило дальнейшее по-
давление экспрессии RNR3 и исчезновение повы-
шенного УФ-индуцированного мутагенеза, харак-
терного для одиночных мутантов [11]. Как можно 
видеть из рис. 4, УФ-индуцированный мутагенез 
у мутантов hsm3Δ rad30Δ и hif1Δ rad30Δ был ниже 
по сравнению с одиночным мутантом rad30Δ. Этот 
результат означает, что rad30Δ-специфический му-
тагенез действительно зависит от уровня экспрес-
сии генов комплекса RNR. К такому же результату 
приводит разрушение гена HIM1 у мутанта rad30Δ 
(рис. 2). 

При высоких дозах УФ-лучей уровень мутаге-
неза в одиночных мутантах him1Δ, hsm3Δ и hif1Δ 
кратно превышал уровень мутагенеза, характер-
ного для штамма дикого типа. Однако при низких 
дозах УФ мутагенез у одиночных мутантов hsm3Δ и 
hif1Δ не имел значимых отличий от штамма дико-
го типа, а у мутанта him1Δ он был даже ниже этого 
уровня (рис. 2, 4). Это различие можно объяснить 
тем, что при низких дозах УФ-лучей активная ра-
бота нуклеотид-эксцизионной репарации оставля-
ет нерепарированными относительно небольшое 

число повреждений, которые успешно обходятся 
Polη, в результате активация киназы Rad53 низкая, 
что приводит к низкой экспрессии генов комплек-
са RNR, а мутации him1Δ, hsm3Δ и hif1Δ дополни-
тельно снижают уровень этой экспрессии. 

В отличие от клеток дикого типа у мутанта 
rad30Δ остается значительно больше нерепариро-
ванных повреждений, которые будут увеличивать 
активность киназы Rad53. Эти повреждения бу-
дут субстратами пострепликативной репарации в 
G2-фазе клеточного цикла.

Наши результаты показывают, что весь 
rad30Δ-специфический мутагенез происходит на 
рекомбинационной ветви репарации, так как он 
зависит от промежуточной активации киназы 
Rad53. Можно предположить, что Polδ вставля-
ет напротив повреждения случайный нуклеотид и 
далее происходит перенос вновь синтезированной 
нити в сестринскую двунитевую ДНК с образова-
нием D-петли. На конце внедрившейся нити обра-
зуется мисматч, который является субстратом ис-
ключительно Polζ, которая продолжит репаратив-
ный синтез в D-петле и после ее преждевременной 
терминации на материнской молекуле в бреши. 
Мисматч-репарация исправит ошибочно спарен-
ные основания, возникшие из-за ошибок Polζ на 
неповрежденной матрице, но не затронет ошибку 
над повреждением.

Суммируя полученные данные, можно сделать 
вывод, что при низких уровнях доз УФ-излучения 
решающую роль играет высокая активность Polη, 
которая обходит подавляющее число оказавших-
ся на пути репликативной машины повреждений 
ДНК. Как в случае облучения высокими, так и 
низкими дозами УФ-лучей большую роль в инду-
цированном мутагенезе играет чекпойнт. Однако 
роли генов, участвующих в регуляции УФ-инду-
цированного мутагенеза, при низких и высоких 
дозах часто различаются. Например, инактивация 
гена RAD30 при низких дозах приводит к повы-
шенному уровню индуцированного мутагенеза, а 
при высоких дозах практически не отличается от 
уровня штамма дикого типа. Инактивация генов 
HIM1, HSM3 и HIF1, наоборот, снижает высокий 
уровень мутагенеза, характерный для высоких доз, 
до уровня штамма дикого типа при низких дозах. 
Эти различия характеризуют локальный и глобаль-
ный чекпойнт.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта РНФ № 23-24-00119.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта 
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Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.
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Under normal conditions and when exposed to low doses of mutagens, DNA damage tolerance systems 
(DDT) are a key way to combat DNA damage in bacterial and eukaryotic cells. Two different DDT 
pathways, erroneous (translesion synthesis – TLS) and error-free (recombination), operate in all 
eukaryotic organisms. TLS involves the protein complex polymerase zeta (Polζ) (encoded by the genes 
REV1, REV3 and REV7), and polymerase eta (Polη) (encoded by the RAD30 gene); these polymerases 
are conserved from yeast to humans. We have shown that at low levels of UV radiation doses, a decisive 
role in mutagenesis is played by the high activity of Poly, which bypasses the overwhelming number of 
DNA damage that got in the way of the replication machine. Both in the case of irradiation with high 
and low doses of UV rays, checkpoint plays an important role in induced mutagenesis. However, the 
roles of genes involved in the regulation of UV-induced mutagenesis at low and high doses often differ. 
Inactivation of the RAD30 gene at low doses leads to an increased level of induced mutagenesis, and at 
high doses it practically does not differ from the level of the wild-type strain. Deletions of the HIM1, 
HSM3 and HIF1 genes, on the contrary, reduce the high level of mutagenesis characteristic of high 
doses to the level of the wild-type strain at low doses. These differences characterize the local and global 
checkpoint.

Keywords: Polη, S. cerevisiae, checkpoint, low doses, UV-induced mutagenesis.
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Проанализирована динамика транскрипционной активности одного из ключевых генов цир-
кадной сети CCA1 в условиях естественного светового фотопериода длинного дня (16L : 8D) и 
при инвертированном световом режиме (8D : 16L) у растений A. thaliana северной природной 
популяции (Карелия). Показано, что в условиях инвертированного смещения светового режима 
происходит резкий подъем экспрессии этого гена со сдвигом фазы в циркадном ритме на 2 часа. 
Уровень транскрипционной активности CCA1 оказался почти в два раза выше по сравнению с 
естественными световыми условиями. При этом эндогенный ритм гена сохранялся, но с мень-
шей амплитудой. С возрастом у 30-дневных растений, выросших в инвертированных условиях, 
произошла потеря эндогенного циркадного ритма CCA1. Полученные результаты позволяют за-
ключить, что, вероятно, циркадные ритмы A. thaliana северных природных популяций выполня-
ют важную роль в адаптации к изменению световых условий и что один из ключевых генов часов 
CCA1 играет в этом процессе существенную роль.

Ключевые слова: Arabidopsis thaliana, северные популяции, циркадные ритмы, транскрипционная ак-
тивность CCA1, фотопериод.
DOI: 10.31857/S0016675824120046 EDN: WARNCQ

Циркадные ритмы являются одним из важней-
ших механизмов, участвующих в адаптации расте-
ний наряду со временем цветения и сроками про-
растания семян. У большинства живых организмов 
имеются внутренние биологические часы, генери-
рующие суточные (циркадные) ритмы биологи-
ческих процессов с периодом около 24 часов. Эта 
внутренняя система циркадных ритмов полагается 
на интегрированные внешние сигналы окружаю-
щей среды (продолжительность дня и колебание 
температуры) для контроля важных физиологиче-
ских процессов, определяющих развитие, и, таким 
образом, способствует общей приспособленности 
организма. Несмотря на связь с внешними стиму-
лами, циркадные ритмы имеют эндогенное проис-
хождение. Они не следуют пассивно циклическим 
изменениям светового режима, а являются резуль-
татом слаженной работы сложной системы, состо-
ящей из центральных и периферических осцилля-
торов [1, 2].

После синхронизации с внешней средой ос-
цилляторы регулируют ритмическое накопле-
ние значительной доли транскриптов, белков и 

метаболитов. Такая циркадная система способ-
ствует синхронизации различных биологических 
функций с периодически изменяющимися усло-
виями окружающей среды (циклами света и тем-
ноты). Это результат эволюционной адаптации к 
жизни в определенных геофизических условиях 
на вращающейся планете, где длина дня зависит 
от географической широты и времени года [3]. Та-
ким образом, циркадные часы дают преимущества 
в приспособленности, позволяя организмам пред-
видеть изменения окружающей среды и адаптиро-
ваться к ним [4, 5]. 

Однако до сих пор нет четкого понимания прин-
ципов построения молекулярной сети, лежащей в 
основе системы циркадных ритмов. Известно, что 
это своего рода внутренний осциллятор, который 
в большинстве клеток живых организмов представ-
лен комплексом белков часовых генов (clock-genes 
proteins) [2, 6, 7]. У A. thaliana ключевые гены цир-
кадной сети – CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 
(CCA1) и LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY), 
взаимосвязаны через гены нисходящего пути с ге-
нами цветения в условиях длинного дня [8, 9, 10]. 
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Так, GIGANTEA (GI) – компонент циркадных ча-
сов, активирует фотопериодическое цветение, т. е. 
синхронизирует циркадные ритмы со световыми 
сигналами окружающей среды [2, 11]. Он также 
регулирует экспрессию флоральных активаторов – 
CONSTANS (CO) и FLOWERING LOCUS T (FT) [12]. 
К тому же показано, что генная сеть, контролиру-
ющая циркадные ритмы растений, частично пере-
крывается с сетью, регулирующей цветение [2, 13]. 
Это может свидетельствовать о том, что циркадные 
ритмы являются важным механизмом в адаптации 
растений, способным влиять на время начала цве-
тения в зависимости от геофизических световых 
условий.

Не так давно было обнаружено, что значитель-
ные изменения в режиме свет – темнота вызыва-
ют стрессовые реакции, снижая эффективность 
фотосинтеза. Этот ответ, называемый циркадным 
стрессом, приводит к снижению экспрессии CCA1 
и LHY при продолжительном освещении (32 ч) и 
длительном периоде темноты (16 ч) [14]. Однако, 
как было показано, циркадные часы способны ре-
гулировать реакцию организма на абиотический 
стресс. Эта регуляция и подгонка к суточному рит-
му осуществляется с помощью эпигенетических 
механизмов. К ним относят модификации гисто-
нов и ремоделирование хроматина, которые ре-
гулируют доступность ДНК путем открытия или 
уплотнения октамера гистонов [5].

В связи с этим с целью выявления способности 
растений A. thaliana карельских популяций адапти-
роваться к изменению светового режима и опре-
деления, насколько быстро это происходит, мы 
проанализировали в сравнительном аспекте транс-
крипционную активность одного из ключевых ге-
нов циркадных часов – CCA1 – при естественном 
световом режиме длинного дня (16L : 8D) и при 
инвертированном смещении его (8D : 16L). Инвер-
тированное смещение светового режима подразу-
мевает предоставление света в вечернее и ночное 
время суток при сохранении продолжительности 
фотопериода. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали растения A. thaliana, вы-

ращенные из собранных в природе семян северной 
природной популяции, находящейся в Карелии. 
Это популяция Шуйская, названная в соответ-
ствии с близлежащим населенным пунктом (61°94ꞌ 
с. ш.; 34°25ꞌ в. д.). Анализ экспрессии гена CCA1 
проводили на молодых листьях растений. В каче-
стве контроля использована раннецветущая линия 
– Ler (Landsberg erecta).

Выращивание растений в лабораторных условиях

Выращивание растений в лабораторных ус-
ловиях проводили по общепринятым методикам 

культивирования A. thaliana [15]. Семена растений 
из популяции Шуйская высевали в чашки Петри и 
проращивали на простой среде по Гихнеру – Веле-
минскому, которая готовилась на основе 8%-ного 
агар-агара с добавлением растворов макро- и ми-
кроэлементов. Растения выращивали в условиях 
естественного светового фотопериода длинного 
дня (16L : 8D) и при инвертированном смещении 
его. В первом случае свет включался в 6 ч, а вы-
ключался в 22 ч; во втором – свет предоставлялся 
в вечернее и ночное время (с 17 до 9 ч), а темный 
период – в дневное время (с 9 до 17 ч). При этом 
длина дня оставалась прежней (8D : 16L). Условия 
роста на свету: освещение – 10000 лк; температура 
22 °С, в темноте – 22 °С.

Для анализа уровня транскриптов CCA1 исполь-
зовали следующие группы растений, выращенные 
в неодинаковых условиях (рис. 1):

а – 20-дневные растения карельской популяции 
и Ler, выросшие при естественном световом режи-
ме в условиях длинного дня (16L : 8D); 20-дневные 
растения (Ш20) анализировали; 

б – растения карельской популяции из группы 
“A” (Ш20) доращивали десять дней при инверти-
рованном световом режиме (8D : 16L); в результате 
анализировали 30-дневные растения (Ш30); 

в и г – семена растений из карельской популя-
ции, посеянные в чашки Петри, сразу помещали 
в инвертированные световые условия (8D : 16L); 
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Рис. 1. Графическое представление условий выра-
щивания растений при длинном световом дне: (а) 
– семена посеяны при естественном световом фо-
топериоде (16L : 8D); свет включался с 6 до 22 ч; 
20-дневные растения (Ш20) анализировали. (б) – 
растения из группы “а” доращивали 10 дней при 
инвертированном световом режиме (8D : 16L); свет 
включался с 17 до 9 ч; 30-дневные растения (Ш30) 
анализировали. (в, г) – семена посеяны в инверти-
рованных световых условиях (8D : 16L); 20-дневные 
(C20) и 30-дневные (С30) растения анализировали.
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20-дневные растения (C20) и 30-дневные (С30) 
анализировали.

Анализ уровня транскриптов CCA1

Выделение суммарной РНК из листьев рас-
тений осуществлялось с использованием набора 
ExtractRNA (Евроген, Россия) по протоколу про-
изводителя. Качество и количество РНК опреде-
ляли на спектрофотометре Smart Spec (Bio-Rad, 
США). Первую цепь кДНК синтезировали с помо-
щью набора для обратной транскрипции MMLV 
RT kit (Евроген). Содержание мРНК оценивали 
методом ПЦР в режиме реального времени с ин-
теркалирующим красителем SYBR Green на при-
боре Light Cycler 96 (Roche, Германия) с набором 
для ПЦР-РВ (Евроген). Для определения уров-
ня экспрессии РНК каждую ПЦР проводили на 
двух независимых образцах кДНК. Последова-
тельности праймеров для анализа экспрессии 
CCA1 – f: 5’-GTGATGATGTTGAGGCGGATG -3’,  
r: 5’-GAGAGCTTGGAAGGCAATTCG-3’. 

Анализ относительного содержания транс-
криптов проводился с помощью метода 2–ΔΔCt [16], 
основанного на нормализации данных по экс-
прессии относительно двух референсных генов. 
Рассчитывалась разница значений Ct (ΔCt) меж-
ду целевым и референсными генами, затем срав-
нивались значения ΔCt контрольного и опытного 
образцов. В качестве референсных использованы 
гены 18sRNA и ACTIN8, которые характеризуются 
конститутивной экспрессией. Последовательности 
праймеров референсных генов: 18sRNA – f: 5’-TG-
CCCGTTGCTCTGATGA-3’, r: 5’-GGATGTGG-
TAGCCGTTTCT-3’; ACTIN8 – f: 5’- GCAGACCG-
TATGAGCAAAGAG-3’, r: 5’-TGAGGGAAGCAAG-
GATAGAACC-3’. О специфичности фрагментов 
судили по кривым плавления.

Статистическая обработка данных

Экспериментальные данные обрабатывали с ис-
пользованием статистических программ Microsoft 
Excel и Statgraphics 2.1 (ANOVA). Исследования 
выполнены на научном оборудовании Центра кол-
лективного пользования Федерального исследова-
тельского центра “Карельский научный центр Рос-
сийской академии наук”.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ транскрипционной активности гена CCA1

A. thaliana относится к длиннодневным расте-
ниям, т. е. ему требуется продолжительность све-
тового дня не менее 12 ч (14–16 ч) [17]. В связи с 
этим для изучения транскрипционной активности 
CCA1 растения выращивали в условиях длинного 
дня: 16 ч день и 8 ч ночь. В условиях естественного 

светового фотопериода (16L : 8D) анализ проводи-
ли на 20-дневных растениях A. thaliana популяции 
Шуйская и линии Ler. Свет включался в 6 ч. Ре-
зультаты представлены на графике (рис. 2). Дина-
мика экспрессии CCA1 в обеих группах растений 
оказалась сходной: фаза пришлась на одно и то же 
время – 7 ч, т. е. максимальная амплитуда экспрес-
сии гена достигалась уже через час после светово-
го стимула и была примерно одинакова в обеих 
группах. 

Изучение динамики транскрипционной актив-
ности гена CCA1 растений A. thaliana в условиях 
инвертированного светового режима (8D : 16L) 
проводилось на растениях популяции Шуйская. 
Анализировали три группы растений: первая – это 
30-тидневные растения, которые только послед-
ние десять дней росли в инвертированных услови-
ях; вторая и третья группы – это 20-ти и 30-тид-
невные растения, выросшие в инвертированных 
световых условиях из семян. Результаты представ-
лены на двух диаграммах: на одной – экспрессия 
CCA1 анализировалась, когда свет предоставлялся 
в вечернее время с 17 ч (рис. 3), а на другой – свет 
продолжался в утренние часы с 5 до 9 ч, что соот-
ветствует началу светового периода в естественных 
условиях (рис. 4).

Результаты показали, что у растений, 
выращиваемых в условиях естественного светового 
режима 20 дней и перенесенных в условия 
инвертированного светового режима на 10 дней 
(Ш30), происходит резкий скачок экспрессии CCA1 
со сдвигом фазы на 2 часа (рис. 3, а) относительно 
группы растений, выросших в условиях 16L : 
8D (Ш20) (рис. 2). Максимальная амплитуда 
экспрессии CCA1 пришлась на 20 ч, т. е. через 3 ч 
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Рис. 2. Динамика транскрипционной активности 
CCA1 у 20-дневных растений A. thaliana популяции 
Шуйская (Ш20) и Ler при выращивании их в усло-
виях естественного светового фотопериода 16L : 8D 
(свет включался в 6 ч). Примечание. Здесь и на ри-
сунках 3 и 4: по оси X – время суток в часах; по оси 
Y – относительный уровень транскриптов CCA1.
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Рис. 3. Динамика транскрипционной активности CCA1 у растений A. thaliana популяции Шуйская при выращива-
нии их в условиях инвертированного светового режима 8D : 16L (свет включался в 17 ч). а – 30-дневные растения 
только последние 10 дней росли в инвертированных световых условиях (Ш30); б и в – 20-дневные (С20) и 30-днев-
ные (С30) растения, постоянно выращиваемые при инвертированном световом режиме.
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Рис. 4. Динамика транскрипционной активности CCA1 у растений A. thaliana популяции Шуйская при выращива-
нии их в условиях инвертированного светового режима 8D : 16L (свет продолжается с 17 ч до 9 ч утра). а – растения 
росли в условиях естественного светового фотопериода (16L : 8D) (Ш20) (данные приведены из рис. 1 для срав-
нения); б – 30-дневные растения только последние 10 дней росли в инвертированных световых условиях (Ш30); в 
и г – 20-дневные (С20) и 30-дневные (С30) растения, постоянно выращиваемые при инвертированном световом 
режиме.
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после светового стимула, а у растений в условиях 
естественного светового режима – через один час 
(6–7 ч). Таким образом, в данных условиях про-
исходит задержка транскрипционной активности 
гена, однако амплитуда экспрессии CCA1 указан-
ных растений оказалась почти в два раза выше по 
сравнению с растениями, выросшими в условиях 
естественного светового режима. По-видимому, 
это связано с более активным откликом на свет 
после 10-дневного роста в инвертированных свето-
вых условиях. Сдвиг фазы на 2 ч отражает потреб-
ность в дополнительном времени для адаптивной 
перестройки молекулярно-генетических процес-
сов, участвующих в контроле циркадных ритмов. 
Когда продолжительность освещения достигла 
утренних часов суток, после 6 часов происходит 
увеличение транскрипционной активности CCA1 с 
максимальной амплитудой в 7 ч, но примерно в два 
раза меньшей (рис. 4, б), чем у растений, выросших 
в условиях естественного светового периода (рис. 
4, а). Это служит доказательством сохранения 
эндогенного циркадного ритма CCA1.

Для определения реакции растений, сразу по-
сле прорастания оказавшихся в инвертированных 
световых условиях, был предпринят следующий 
эксперимент: посеянные семена сразу поместили 
в условия 8D : 16L на 20 и 30 дней (рис. 3). Стояла 
задача выяснить, как изменяется циркадный фе-
нотип (который визуализируется с помощью ко-
личественных показателей – фазы и амплитуды) и 
как на это повлияет возраст растений, т. е. длитель-
ность пребывания в инвертированных условиях.

Результаты анализа транскрипционной актив-
ности CCA1 в вечернее время показали, что у рас-
тений C20 (рис. 3, б) фаза (максимальная экспрес-
сия) достигалась через два часа после светового 
стимула в 17 ч (т. е. в 19 ч), что немного быстрее, 
по сравнению с 30-дневными растениями (Ш30) в 
таких же условиях (рис. 3, а), но амплитуда почти 
точно соответствовала амплитуде 20-дневных рас-
тений Ш20 (рис. 4, а), выросших в условиях есте-
ственного светового режима. Таким образом, за 20 
дней роста в условиях инвертированного светово-
го режима растения смогли к ним адаптировать-
ся. Растения, выращиваемые в таких же услови-
ях 30 дней (С30), продемонстрировали активный 
отклик на свет: фаза экспрессии CCA1 пришлась 
на первый час после светового стимула (на 18 ч) 
и амплитуда примерно в 1.5 раза выше (рис. 3, в) 
по сравнению с растениями С20 (рис. 3, б). Далее, 
в утренние часы у растений С20 в инвертирован-
ных световых условиях фаза транскрипционной 
активности CCA1 была достигнута через 2 ч (в 8 ч) 
(рис. 4, в). По сравнению с растениями, выросши-
ми в естественных световых условиях (Ш20; рис. 
4, а), происходит задержка фазы на 1 ч, но с мень-
шей (в два раза) амплитудой. Такая же амплитуда 
у растений Ш30 наблюдается в подобных условиях 

в утренние часы (рис. 4, б), что свидетельствует о 
сохранении эндогенного ритма экспрессии CCA1 
у растений С20 в инвертированных световых ус-
ловиях. 30-дневные растения (С30) в аналогичных 
условиях показали в утренние часы очень низкую 
экспрессию CCA1 (рис. 4, г). Такая низкая экпрес-
сия указывает на потерю эндогенного ритма гена. 
Возможно, это связано с возрастом растений и/или 
является результатом адаптации к необычным све-
товым условиям.

Таким образом, настоящее исследование по-
казало, что искусственно измененные световые 
условия влияют на циркадные ритмы растений  
A. thaliana северной природной популяции. Были 
зафиксированы следующие реакции на инвертиро-
ванный световой режим: 

– резкий подъем транскрипционной актив-
ности одного из ключевых генов циркадной сети 
CCA1 на световой стимул;

– сдвиг фазы экспрессии этого гена (при раз-
личных условиях выращивания растений), указы-
вающий на необходимость определенного периода 
времени для молекулярно-генетичеких процессов 
адаптации;

– сохранение эндогенного ритма экспрессии 
CCA1 у растений в течение 10-ти дней (Ш30) и 20-
ти дней (С20) роста в инвертированных световых 
условиях и потеря его у 30-тидневных растений 
(С30) в этих же условиях. 

Последний из указанных результатов в какой-то 
мере согласуется с мнением A. Venkat и S. Muneer 
[2], которые считают, что при снятии внешних сиг-
налов дня и ночи эндогенный ритм экспрессии ге-
нов часов становится свободно текущим и через 
некоторое время перестает совпадать с суточными 
изменениями.

Исследований, подобных нашему, когда свет-
лый и темный период меняются местами в суточ-
ном ритме, в литературе не встречается. В отличие 
от работ других авторов, в которых использовано 
существенное изменение длительности светлого и 
темного периодов [9, 14], в настоящем исследова-
нии естественный фотопериод длинного дня со-
хранен. Так, H. Sugiyama с соавт. [9] изучали вли-
яние ультракоротких фотопериодов (3L : 3D; 2L : 
2D; 1L : 1D) на растения A. thaliana, а S. Nitschke 
с соавт. [14] подвергали этот вид продолжительно-
му световому воздействию (32 ч) с последующим 
длительным периодом темноты (16 ч). Оказалось, 
что такое изменение фотопериода в обоих случа-
ях приводит к циркадному стрессу и влияет на фи-
зиологические показатели растений и экспрессию 
генов. В работе [9] показано, что значительное со-
кращение фотопериода приводит к снижению экс-
прессии флоригена FT и задержке цветения расте-
ний. В исследовании S. Nitschke с соавт. [14] цир-
кадный стресс вызвал подавление интенсивности 
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фотосинтеза, гибель клеток листьев и снижение 
транскрипционной активности CCA1 и LHY. Также 
выращивание длиннодневного растения A. thaliana 
на коротком дне приводит к задержке цветения 
[18], а на постоянном свету применяется как стрес-
совый фактор [19]. В нашем исследовании при-
родный фотопериод длинного дня, свойственный 
растениям A. thaliana, сохранялся, и это привело к 
усилению транскрипционной активности CCA1 в 
ответ на световой стимул в необычное время.

Таким образом, результаты настоящего исследо-
вания показали, что радикальное изменение свето-
вого режима при сохранении длины дня не приво-
дит к стрессовым реакциям, таким как снижение 
экспрессии CCA1. Наоборот, наблюдается процесс 
адаптации к новым световым условиям. Получен-
ные результаты позволяют заключить, что вероят-
но, циркадные ритмы A. thaliana северных природ-
ных популяций выполняют важную роль в адапта-
ции к изменению светового режима, и что один из 
ключевых генов часов CCA1 играет в этом процессе 
существенную роль.

Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из средств федерального бюджета на 
выполнение государственного задания КарНЦ 
РАН (№ темы FMEN-2022-0009).

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

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов. 
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Transcriptional Activity of CCA1 in Northern Population 
Arabidopsis thaliana Plants under Altered Light Conditions

M. V. Zaretskaya1, *, O. M. Fedorenko 1, **

1Institute of Biology of Karelian Research Centre Russian Academy of Sciences, 
Petrozavodsk, 185910 Russia 

*e-mail: genmg@mail.ru 
**e-mail: fedorenko_om@mail.ru

The dynamics of the transcriptional activity of one of the key genes of the circadian network, CCA1, 
was analyzed under conditions of a natural light photoperiod of a long day (16L : 8D) and under an 
inverted light regime (8D : 16L) in A. thaliana plants of the northern natural population (Karelia). It 
has been shown that under conditions of an inverted shift in the light regime, there is a sharp increase 
in the expression of this gene with a phase shift in the circadian rhythm by 2 hours. The level of CCA1 
transcriptional activity was almost two times higher compared to the natural light conditions. At the 
same time, the endogenous rhythm of the gene was preserved, but with a smaller amplitude. With age, 
30-day-old plants grown under inverted conditions experienced a loss of endogenous CCA1 circadian 
rhythm. The results obtained allow us to conclude that the circadian rhythms of A. thaliana, northern 
natural populations, probably play an important role in adaptation to changing light conditions, and 
that one of the key clock genes, CCA1, plays a significant role in this process.

Keywords: Arabidopsis thaliana, northern natural populations, circadian rhythms, dynamics of CCA1 tran-
scriptional activity, photoperiod.
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Половое размножение является доминирую-
щим, но не единственным способом размножения 
у покрытосеменных растений. Бесполое размно-
жение семенами (апомиксис) существует у мно-
гих видов растений, включая злаки [1], и является 
запасным вариантом размножения для растений в 
отсутствие опылителя или при расхождении сро-
ков созревания яйцеклетки, центральной клетки и 
спермиев в неблагоприятных погодных условиях. 
При апомиксисе эмбрион и эндосперм начинают 
развиваться спонтанно, без опыления.

Апомиксис у растений возникает в результате 
переключения с полового размножения на бес-
полое при запуске каскада генов (программы) в 
условиях отсутствия опыления [2–5]. 3а послед-
ние годы получен ряд данных, касающихся срав-
нительной экспрессии генов метилирования ДНК 
у современных сортов кукурузы с исключительно 
половым размножением и апомиктичных гибридов 
кукурузы и трипсакума [6–8].

Апомиксис, как правило, не наблюдается у 
культурных форм растений, поскольку традицион-
ная селекция культурных растений на протяжении 
тысячелетий проводилась человеком путем гибри-
дизации и отбора (т. е. путем полового размноже-
ния). Например, дикий предок кукурузы трипса-
кум (Tripsacum dactyloides L.) и гибриды кукурузы 
и трипсакума способны к апомиктичному способу 

размножения [1, 2, 9]. А кукуруза (Zea mays L.) в 
ходе селекции человеком в течение нескольких 
тысяч лет приобрела ряд важных агрономических 
свойств, но утеряла некоторые признаки дикого 
предка, в частности способность к бесполому раз-
множению [10].

Предполагается, что апомиктичные формы рас-
тений могут репродуцироваться непосредственно 
производителями сельскохозяйственной продук-
ции без помощи семеноводческих хозяйств, по-
скольку не требуется получения гибридов, что зна-
чительно снижает затраты на получение, хранение, 
поддержание, транспортировку семенного матери-
ала, сокращает зависимость от зарубежных произ-
водителей семян.

Путем скрещиваний и селекции во второй по-
ловине XX и начале XXI в. в Саратове (Россия) 
были получены уникальные линии, у которых за-
фиксированы элементы апомиксиса: независи-
мое от опыления начало развития эмбриона и эн-
досперма (автономный матроклинный партеноге-
нез). В частности, саратовскими селекционерами 
около 40 лет назад была получена линия кукуру-
зы АТ-1 [11] и ее производные АТ-3 [12], АТT [13], 
АТТМ [14], у которых автономные (без опыления) 
эмбрио- и эндоспермогенез наблюдались с повы-
шенной (6–50% и более) частотой.

mailto:chumakov_m@ibppm.ru
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Линия AТ-1 выделена в самоопыленном потом-
стве гибрида, полученного после скрещивания ли-
ний Stock 6 и Коричневый тестер [11]. Для линии 
АТ-1 характерен наследуемый тип партеногенеза 
с независимым от опыления эндоспермогенезом, 
полиэмбрионией, образованием гаплоидов в по-
томстве. Этот признак контролируется генами, 
расположенными в ядре растительной клетки. Но 
линия АТ-1 плохо вызревала в условиях Юго-Вос-
тока России. У более скороспелой линии АТ-3 пар-
теногенетические зародыши развивались из нео-
пыленных яйцеклеток через 7–10 дней после по-
явления пестичных рыльцев [12]. У тетраплоидной 
линии АТТ (исходной для диплоидной линии АТ-4) 
было обнаружено 0.6% зародышевых мешков с раз-
вивающимися зародышами (от двухклеточных до 
глобулярных (93 клетки)) [13]. На данный момент 
известен ряд генов, которые связывают с незави-
симым от опыления началом развития эмбриона и 
эндосперма.

Кандидатами для изучения генов, связанных с 
независимым от опыления развитием зародыша и 
эндосперма у кукурузы, являются гены с различ-
ным уровнем экспрессии при половом и апомик-
тичном развитии [8, 15–18].

Установлено, что подавление экспрессии ге-
нов, кодирующих хроматин-модифицирующие 
белки (ХМБ) (Chr106, Hdt104, Hon101), и генов, 
кодирующих ДНК-метилтрансферазы (Dmt102, 
Dmt103, Dmt105), коррелирует с признаками апо-
миксиса у гибридов кукурузы и трипсакума [8, 19]. 
Уровни экспрессии ХМБ у партеногенетических 
линий (АТ-3 и АТ-4) и обычных линий кукурузы 
(ГПЛ-1) существенно не различались, за исключе-
нием генов Hon101 и Hdt104 [20]. Уровни экспрес-
сии Hon101 и Hdt104 были в 3 и 1.4 раза ниже со-
ответственно в зародышевых мешках линии AT-3 
по сравнению с таковыми у линии ГПЛ-1. Кроме 
того, уровень экспрессии гена Hon101 был в 2 раза 
ниже в эндосперме линии AT-3, чем в эндоспер-
ме линии ГПЛ-1 [20]. Гены метилирования ДНК 
(Dmt103, Dmt105) и гены, кодирующие фермен-
ты, модифицирующие хроматин (Chr106, Hdt104, 
Hon101), имели значительно более высокий уро-
вень экспрессии в партеногенетических зародышах 
линии АТ-4 по сравнению с неопыленными заро-
дышевыми мешками [21]. Изменение экспрессии 
генов Hdt104, Hon101 может быть связано с перехо-
дом к партеногенетическому развитию у линий АТ.

Гены, контролирующие у кукурузы развитие эн-
досперма (fertilization independent endosperm, Fie), 
входят в Рolycomb Repressive Complex 2 (PRC2) [22]. 
PRC2 представляет собой четырехсубъединичный 
гистон-метилтрансферазный комплекс, который 
катализирует триметилирование лизина 27 на ги-
стоне H3 (H3K27me3), что способствует измене-
нию структуры хроматина и длительной репрессии 
генов [22]. У Arabidopsis thaliana (резуховидки Таля) 

идентифицированы три гена, которые контроли-
руют независимое от оплодотворения развитие се-
мян: FIS1/MEDEA, FIS2 и FIS3/FIE [23–25]. В от-
личие от резуховидки Таля, имеющей единствен-
ный ген Fie, у кукурузы [15] и риса [26] обнаружены 
два гена Fie. Для мутантов Osfie2 риса показано ав-
тономное образование зародышеподобной струк-
туры в отсутствие оплодотворения, а для двойных 
мутантов Osfie1/Osfie2 ‒ автономное образование 
эмбриона и эндосперма с высокой частотой [27]. 
Аналогичные структуры наблюдались и у партено-
генетических линий кукурузы АТ [11, 28].

У кукурузы и риса Zm_Fie2 является, вероятно, 
репрессором развития эндосперма до опыления 
[15, 16, 18]. Экспрессия Zm_Fie1 зарегистрирована 
исключительно в центральной клетке кукурузы по-
сле опыления [15, 16, 18]. У партеногенетической 
линии кукурузы АТ-4 в 2021 г. нами был впервые 
зафиксирован необычный характер экспрессии 
генов ZmFie1 и ZmFie2 по отношению к непарте-
ногенетическим линиям, наряду с экспрессией не-
которых генов, контролирующих хроматин-моди-
фицирующие белки, что может явиться причиной 
спонтанного (без опыления) развития зародыша и 
эндосперма [21]. В дальнейшем предстоит выяс-
нить, какие гены связаны с наследуемым партено-
генезом у линий кукурузы саратовской селекции и 
какие изменения нуклеотидной последовательно-
сти генов и функционирования кодируемых белков 
привели к этому.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растения

Партеногенетическая линия кукурузы АТ-1 
была выделена в самоопыленном потомстве ги-
брида линии-гаплоиндуктора Stock 6 (США) [29] и 
линии Коричневый тестер (США) [11]. Линия АТ-3 
была получена путем скрещивания линии АТ-1 со 
скороспелой линией саратовской селекции ГПЛ-
1 (дигаплоидизированный гаплоид, Саратов) [28]. 
Партеногенетическая линия кукурузы АТТ была 
получена путем скрещивания линии АТ-1 с тетра-
плоидной линией Кр-П-1 (Краснодар) и последу-
ющим отбором диплоидной формы гибрида из те-
траплоидной партеногенетической линии АТТ [13, 
30]. В потомстве линии АТТ среди 850 тетраплоид-
ных растений было обнаружено одно диплоидное 
растение, отличавшееся от тетраплоидов меньшей 
высотой и более ранним цветением. В течение не-
скольких лет проводился отбор растений с наи-
большим количеством двоен и гаплоидов, а также 
с высокой частотой автономных зародышей, в ре-
зультате чего была получена линия АТ-4. Для всех 
линий АТ характерны такие элементы апомиксиса, 
как независимое от опыления развитие зародыша 
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Таблица 1. Праймеры для секвенирования генов партеногенеза кукурузы

Название гена Праймер Последовательность нуклеотидов 5´→ 3´

Chr106 seq1-1-F TCTCGGCCTGTTCCCTTCTAT

seq1-1-2-R GAAGCTGGTCTTCGTCCTTG

seq1-2-F GACGAAGACCAGCTTCTGGA

seq1-2-R CGACTTCAACTTCCCACCAGT

seq2-F AAAAGGCCAAGACAGCAGTG

seq2-R TCCCAGTCAAAAGGAGCTTG

seq3-F ATTGAGGGAGATGAAGCGCA

seq3-R TGCGTGCAAGTAGGGAAGTT

seq4-F TGGAACAACAAGCCTTTATCC

seq4-R GCGTTAGGCTTTGCTCTTTC

seq6-F GTGGTGATAGGCAAGGGACA

seq6-R AACCGATAAAGCATGGCAGT
Hdt104 seq1-F CAATGGAGTTCTGGGGTGAA

seq1-R TCTTCTTGCCAACTACTACCTCA
rt-F1 ACCCTAAACCCAGCACCAG

seq2-F TGGTGATGATGATGATTTCACTG
seq2-R TTTGGGGGACTTCTTGTCAG

seq3-F CAACTTCTCATCCTGCAAAGC

seq3-R GGCCTTACGGGTCACAATAA
Fie1 seq1-F CCGCCACCATATAGAACCAC

seq1-R AAATTGAACCCGATGGCATA
seq2-F TATGCCATCGGGTTCAATTT
seq2-R CAGCCCCTGCAAAGACTAAG
seq3-F CTGCCAGCAAGGATGAATCT

seq3-R GGACTGCACTTCCCAGACAT

seq4-F CAGATGGCAATAGGCAACAA

seq4-R TCCACGGTGCAAATTAACAA
Fie2 seq1-F1 GCGGAACCGGAAATCTTG

seq1-R1 AGATTCATCCTTGCTTGCAGA
seq1-F2 GCCATGGCGACTCAATAAAT

seq1-R2 TGGACTGTACTTCCCACACG

seq1-F3 GCGATAGGCAACCGTGAA

seq1-R3 TTTCCACCAACGGATTCAAC
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до стадии глобулы, начало эндоспермогенеза, по-
лиэмбриония, а также псевдогамия [31, 32].

Определение нуклеотидной 
последовательности транскриптов генов

РНК выделяли из завязей початков, материал 
замораживали и хранили при –70℃. кДНК полу-
чали согласно инструкции производителя реверта-
зы (Евроген, Россия). Участки кДНК исследуемых 
генов амплифицировали с помощью набора реак-
тивов Tersus Plus PCR kit (Кат. № PK121, Евроген) 
и специфических праймеров (Евроген) для получе-
ния перекрывающихся фрагментов последователь-
ностей. Праймеры подбирали с помощью ресурса 
Primer-Blast (табл. 1).

ПЦР-продукты очищали при помощи набора 
Cleanup Mini (Кат. № BC023S, Евроген) и секве-
нировали в компаниях Евроген (Россия) и Синтол 
(Россия). Транскрипты генов Chr106, Hdt104, Fie1 
использованных в статье линий кукурузы были 
секвенированы и представлены в базе данных Gen-
Bank (см. Результаты и обсуждение).

Методы биоинформатики

Нуклеотидные последовательности кодирую-
щих ХМБ и Fie генов партеногенетических ли-
ний кукурузы сравнивали между собой, с лини-
ями, не обладающими данными признаками, и 
референсной линией B73 методом множествен-
ного выравнивания с использованием программ 
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) и 
Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/
msa/clustalo). Филогенетический анализ генов был 
проведен в программе MEGA 11 [33]. Эволюцион-
ные расстояния были вычислены с использовани-
ем метода максимального составного правдоподо-
бия [34].

Микроскопический анализ 
зародышевых мешков кукурузы

Семяпочки кукурузы фиксировали и окрашива-
ли, как описано в работе [20]. Анализ препаратов 
проводили под микроскопом AxioScope A1 (Karl 
Zeiss, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для экспериментальной задержки опыления 

изоляцию рылец линии кукурузы АТ-4 осущест-
вляли пергаментными пакетами на 7–14 дней.  
У партеногенетической линии кукурузы АТ-4 без 
опыления наблюдаются элементы апомиксиса, та-
кие как независимое от опыления развитие заро-
дыша до стадии глобулы, начало эндоспермогенеза 
(рис. 1).

Как видно из рис. 1, неопыленный (10 дней по-
сле изоляции рылец) зародышевый мешок (ЗМ) 

кукурузы линии АТ-4 содержит развивающийся 
партеногенетический (36-клеточный) зародыш и 
4-ядерный партеногенетический эндосперм. Эм-
бриологический анализ зародышевых мешков семи 
растений линии АТ-4 (2021–2022 гг.) в отсутствие 
опыления (через 7–10 суток после появления ры-
лец) показал, что автономные зародыши у них фор-
мируются с частотой 28–52% и содержат от двух до 
120 клеток. У трех растений выявлено автоном-
ное развитие эндосперма, содержащего от двух до  
16 ядер (1–8% зародышевых мешков). В несколь-
ких мегагаметофитах наблюдалось одновременное 
развитие автономного зародыша и эндосперма 
(рис. 1). У растений исходной тетраплоидной ли-
нии АТТ частота автономного эмбриогенеза была 
значительно ниже, чем у диплоидной линии АТ-4, 
и составляла 0.5–5.9% [13].

Как правило, у линий АТ развивающиеся пар-
теногенетические зародыши и эндосперм начина-
ют деградировать на 12–14 день после изоляции 
рылец. Полностью развившихся без опыления 
зародыша и эндосперма не удавалось наблюдать 
в многолетних исследованиях на большом стати-
стическом материале (250–300 тыс. зародышевых 
мешков) [35]. Одной из возможных причин можно 
назвать несоответствие плоидности эндосперма у 
спонтанно делящейся центральной клетки и отсут-
ствие соответствующих сигнальных молекул для 
развивающегося зародыша. Но тем не менее у ча-
сти ЗМ (0.5–5.9%) линии АТТ происходит деление 
яйцеклетки и центральной клетки [13]. Примерно 

Рис. 1. Зародышевый мешок (ЗМ) кукурузы дипло-
идной линии АТ-4, содержащий партеногенетиче-
ские зародыш и эндосперм. Неопыленный ЗМ выде-
лен через 10 дней после изоляции пестичных нитей. 
Полевой сезон 2022 г. Тонкой стрелкой показан пар-
теногенетический (36-клеточный) зародыш; толстой 
стрелкой показан 4-ядерный партеногенетический 
эндосперм. Ув. × 400, микроскоп – Axio Scope A1 
(Karl Zeiss, Германия).

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Рис. 2. Выравнивание нуклеотидных последовательностей транскриптов гена Zm_Chr106 линий КМ, АТ-3 и АТ-4 
и референсной линии B73. Точками показано нуклеотидное сходство с последовательностью референсной линии 
В73; ОНЗ у линий КМ, ЗМС-8 и ЗМС-П обозначены буквами; дефис обозначает отсутствие нуклеотида, рамка 
обозначает вставку нуклеотида; на рисунке представлены фрагменты гена, в которых обнаружены мутации.
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такой же процент (до 6) спонтанных проэмбрио на-
блюдается у партеногенетической линии АТ-3 [30]. 
У линии АТ-1, исходной для линий АТ-3 и АТ-4, 
частота появления спонтанных зародышей состав-
ляла 82%, а ядер эндосперма – 52% [36]. Что яв-
ляется триггером начала спонтанного деления яй-
цеклетки и центральной клетки, пока неизвестно.

Zm_Hdt104

Сиквенсы гена Zm_Hdt104, кодирующего ги-
стоновую деацетилазу линий кукурузы АТ-3 и 
АТ-4, представлены нами в базе данных GenBank 
(MW222955.1 (АТ-3) и OK557951.1 (АТ-4)). Нукле-
отидные последовательности транскрипта гена 
Zm_Hdt104 линий АТ-4 и АТ-3 сравнивали с по-
следовательностью мРНК Zm_Hdt104 референсной 
линии В73 (NM_001148367.1). У линии АТ-4 одно-
нуклеотидных замен (ОНЗ) обнаружено не было, 
у линии АТ-3 выявлено шесть ОНЗ. Как влияют 

обнаруженные ОНЗ на функцию белка HDT104 у 
линии АТ-3, пока неизвестно.

Zm_Chr106

Ген кукурузы Zm_Chr106 кодирует белок, ко-
торый участвует в ремоделировании хроматина. 
Транскрипты гена Chr106 кукурузы секвенирова-
ны и представлены нами в базе данных GenBank 
(MW441336.1 ‒ для линии КМ и OL649771.1 ‒ для 
линии АТ-4). Полученные нуклеотидные последо-
вательности транскрипта гена Zm_Chr106 линий 
КМ, АТ-3 и АТ-4 сравнивали с нуклеотидной по-
следовательностью мРНК Zm_Chr106 референсной 
линии В73. Количество ОНЗ на 1000 нуклеотидов 
у гена Zm_Chr106 у разных линий колеблется от 2.7 
до 6.8. В белок-кодирующей части гена Zm_Chr106 
у линии КМ обнаружены семь ОНЗ, у линии АТ-3 
– десять ОНЗ и две делеции, у линии АТ-4 ‒ 15 ОНЗ 
(рис. 2). Как влияют обнаруженные ОНЗ на функ-
цию белка CHR106 у линий АТ, пока неизвестно.

Рис. 3. Множественное выравнивание нуклеотидных последовательностей гена Zm_Fie1 линий кукурузы саратов-
ской селекции и референсной линии B73. Точками показано нуклеотидное сходство с последовательностью рефе-
ренсной линии В73; ОНЗ у линий АТ-1, АТ-3, АТ-4 обозначены буквами; дефис обозначает отсутствие нуклеотида; 
на рисунке представлены фрагменты гена, в которых обнаружены мутации.



	 ГЕНЫ ПАРТЕНОГЕНЕЗА КУКУРУЗЫ: СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ МУТАЦИЙ� 49

ГЕНЕТИКА том 60 № 12 2024

Zm_Fie1

Ген Zm_Fie1 кукурузы экспрессируется в начале 
развития эндосперма и играет важную роль в его 
развитии [16]. Транскрипт гена Zm_Fie1 кукурузы 
линии АТ-3 секвенирован и представлен нами в 
базе данных GenBank (MW222954.1), а для линий 
АТ-1 и АТ-4 транскрипты представлены на рис. 3. 

Ген Zm_Fie1 у линии АТ-1 имеет десять ОНЗ в 
белок-кодирующей области; у линии АТ-3 ‒ три 
ОНЗ в положениях, отличающихся от АТ-1 и АТ-
4, и делецию из шести нуклеотидов в положении 
1362‒1367 (рис. 3). Линия АТ-4 имеет 11 ОНЗ в бе-
лок-кодирующей области гена Zm_Fie1. Количе-
ство ОНЗ на 1000 нуклеотидов у гена Zm_Fie1 ис-
следованных линий колеблется от 1.9 до 7.5. Линии 
АТ-1 и АТ-4 имеют десять ОНЗ в одинаковых поло-
жениях, a линия АТ-4 имеет дополнительную ОНЗ 
в положении 512 (рис. 3). Возможно, линия АТ-4 
унаследовала этот ген от линии АТ-1 и приобрела 
дополнительную ОНЗ.

Zm_Fie2

Белок FIE2 контролирует экспрессию генов, 
связанных с началом развития эндосперма [15]. 
Транскрипты гена Zm_Fie2 кукурузы линий АТ-1, 
АТ-3 и АТ-4 секвенированы и представлены нами 
на рис. 4. У гена Zm_Fie2 линий АТ-1 и АТ-4 в бе-
лок-кодирующей части обнаружено по одной ОНЗ, 
а у линии АТ-3 наблюдаются две ОНЗ в белок-ко-
дирующей части (рис. 4).

У белка FIE2 аминокислотные последователь-
ности для всех трех линий полностью идентичны 
аминокислотной последовательности белка рефе-
ренсной линии B73 (данные не показаны). Коли-
чество ОНЗ на 1000 нуклеотидов у гена Zm_Fie2 
исследованных линий колеблется от 0.6 до 1.2. По-
скольку белок FIE2 контролирует экспрессию ге-
нов, связанных с началом развития эндосперма, в 
том числе, предположительно, гена Zm_Fie1, впол-
не объяснима его консервативность и схожесть у 
непартеногенетических и партеногенетических 
линий кукурузы. Правда, консервативность бел-
ка FIE2 не объясняет экспрессии гена Zm_Fie1, 

Рис. 4. Множественное выравнивание фрагмента нуклеотидных последовательностей гена Zm_Fie2 партеногене-
тических линий кукурузы АТ саратовской селекции и референсной линии B73. Выделенные буквы обозначают 
нуклеотидные замены.
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которую мы наблюдали у партеногенетической ли-
нии АТ-4 без опыления, что не характерно для не-
партеногенетических линий кукурузы [21].

Таким образом, можно заключить, что ген Zm_
Fie2 является высококонсервативным, и кодируе-
мые им белки не различаются у партеногенетиче-
ских и непартеногенетических линий, а спонтан-
ное (без опыления) начало развития эндосперма 
контролируется другими генами.

Для выявления филогенетического родства  
изучаемых линий кукурузы были построены фи-
лограммы с использованием последовательностей 
транскриптов генов Zm_Chr106 (рис. 5) и Zm_Fie1 
(рис. 6).

На филограмме, построенной на основе сход-
ства последовательностей гена Zm_Chr106, линии 
кукурузы разделились на две группы с р-расстоя-
нием (эволюционное расхождение) 0.0020. Пар-
теногенетические линии АТ-3 и АТ-4 находятся в 

разных группах. Линия АТ-3 и референсная линия 
B73 имеют р-расстояние 0.0065.

Линии АТ-1 и АТ-4 имеют много совпадений по 
ОНЗ у гена Zm_Fie1 (рис. 3) и входят в одну группу 
(рис. 6). Линия АТ-3 от них сильно отличается и 
находится в отдельной группе, хотя обе линии (АТ-
3 и АТ-4) являются прямыми потомками линии 
АТ-1. То есть между АТ-3 и АТ-4 наблюдается раз-
ница как по гену Zm_Chr106 (рис. 5), так и по гену 
Zm_Fie1 (рис. 6). Линия АТ-3 и референсная линия 
B73 имеют р-расстояние 0.1849. Возможно, делеция 
в шесть нуклеотидов в положении 1362‒1367 (рис. 
3) послужила причиной таких различий (рис. 6).

Таким образом, из четырех исследованных ге-
нов (Hdt104, Chr106, Fie1 и Fie2) у партеногенети-
ческих линий кукурузы АТ-1, АТ-3, АТ-4 наиболее 
консервативными являются гены Hdt104 и Fie2, 
нуклеотидные замены в которых маловероятно 
приводят к изменению функции соответствующих 
белков.
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Рис. 5. Филограмма линий кукурузы, построенная по гену Zm_Chr106 с помощью программы MEGA 11. Квадрата-
ми отмечены исследованные в данной статье линии.
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Получены данные о строении и изменчивости нуклеотидной последовательности гена цитохро-
ма b мтДНК обыкновенной щуки Esox lucius L. из рек Колымского, Волжского, Донского бас-
сейнов и р. Анадырь. Обнаружены уникальные гаплотипы, указывающие на ограниченный по-
ток генов между исследованными популяциями. Щука из рек Волга и Анадырь имеет высокий 
уровень генетического разнообразия. Низкие значения этого показателя отмечены в некоторых 
популяциях Колымского и Донского бассейнов. Филогенетический анализ нуклеотидных после-
довательностей гена цитохрома b показал наличие трех генетических линий А, Б, В, имеющих 
общий корень происхождения. Высокий уровень дифференциации выделенных линий, по-ви-
димому, обусловлен длительной репродуктивной изоляцией обыкновенной щуки в нескольких 
рефугиумах, которые были источником для циркумполярного распространения этого вида. 
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В истории раннекайнозойской пресноводной 
ихтиофауны Северного полушария, по мнению  
Е. К. Сычевской (1975) [1], Esocidae занимают осо-
бое место, будучи единственным семейством клас-
са костных рыб, известным с эоцена на всех трех 
голарктических материках. Открытие и изучение 
новых форм щуковидных в палеоген – неогене Ев-
разии и Северной Америки [1–4] привели к рекон-
струкции достаточно сложной картины расселения 
этой группы. Одна из гипотез предлагала считать 
центром происхождения Esocidae Северную Азию, 
откуда они проникли в Европу в середине олигоце-
на. Предположительно на рубеже олигоцена – ми-
оцена могла произойти первая миграция щуковых 
в Америку [1, 5, 6]. В дальнейшем активные текто-
нические движения, оледенения, происходившие 
в Евразии, изменили характер водоемов. Озер-
но-болотные сменились озерно-речными водое-
мами [7, 8], а климатические изменения и оледе-
нения, по-видимому, привели к обеднению фауны 
Esocidae. Возникшая к тому времени в Европе и 
расселившаяся в Азии в конце позднего плиоце-
на Е. lucius L. вытеснила олигоцен-миоценовую 
фауну азиатских щук. Вероятно, в дальнейшем Е. 
lucius L. проникла в водоемы Северной Америки 

через Берингию [1, 4, 9]. Другая гипотеза о севе-
роамериканском происхождении Esocidae [10] по-
лучила наиболее широкое распространение по-
сле сенсационной находки в Западной Канаде E. 
Tiemani, датированной плиоценом [4], что значи-
тельно отодвинуло момент первого появления щук 
в данном регионе. Несмотря на это, M. V. Wilson 
[4] не исключал распространение щук из Евразии 
через Берингийскую сушу, а также допускал их 
автохтонное возникновение в Северной Америке 
или возможность проникновения в раннем пале-
огене из Европы. Обыкновенная щука Е. lucius L. 
впервые достоверно отмечена в Европе в конце 
позднего плиоцена, а в Северной Америке – лишь 
с плейстоцена [1, 5], имеет циркумполярное рас-
пространение. Несомненно, ее расселение связано 
с похолоданием в бореальной области Северного 
полушария, что дало большие экологические пре-
имущества этому холодолюбивому виду. Надо от-
метить, что обыкновенная щука обладает способ-
ностью адаптироваться к весьма разнообразным 
условиям обитания, и это способствовало ее экс-
пансии и широкому географическому распростра-
нению. Ее экологическая пластичность – важный 
биологический фактор, позволивший виду освоить 
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целый ряд водоемов, расположенных в суровых 
климатических условиях северо-востока России, 
включая Чукотский автономный округ. При этом 
необходимо обратить внимание, что щука насе-
ляет водоемы региона мозаично и имеет прерван-
ный ареал. Она отсутствует в водоемах южного 
побережья Чукотки, а в бассейнах рек Колыма и 
Анадырь широко распространена [11–14]. Эколо-
гия вида, обитающего в этих водоемах, хорошо из-
учена [11, 12, 15–21]. Молекулярно-генетические 
исследования обыкновенной щуки из рек данно-
го региона до недавнего времени не проводились. 
Но уже на первых этапах изучения мтДНК этого 
вида была отмечена дифференциация популяций 
из Колымского и Анадырского бассейнов и вместе 
с тем показана общность их происхождения [22]. 
Молекулярно-генетический анализ популяций из 
рек Колымского и Анадырского бассейнов выявил 
высокий уровень межгрупповой изменчивости и 
позволил сделать вывод о длительном периоде их 
изоляции при отсутствии возможности обмена ге-
нофондом [23]. С привлечением данных GenBank 
была проведена оценка эволюционного возраста 
митохондриального генофонда щуки из изученных 

водоемов [23]. Приведенные выше сведения по-
казали информативность исследований гена cytb 
обыкновенной щуки и обоснованность продол-
жения исследования с учетом слабой изученности 
полиморфизма генов мтДНК вида, населяющего 
не только северо-восточную, но и европейскую 
часть России. Таким образом, была расширена ге-
ография исследований щуки, а целью работы стали 
определение генетической изменчивости гена cytb 
обыкновенной щуки из рек Волжского, Донского, 
Колымского и Анадырского бассейнов и анализ 
родственных внутривидовых взаимоотношений. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
С использованием молекулярно-генетических 

методов исследованы восемь выборок обыкно-
венной щуки из некоторых рек России (рис. 1). 
Биологический материал щук из рек Волжского, 
Донского и Колымского бассейнов взят из кол-
лекции ИБПС ДВО РАН, находящейся в лабора-
тории ихтиологии. ДНК выделяли из фрагментов 
плавников рыб, хранившихся в 96%-ном этило-
вом спирте. Для работы также использованы уже 

Рис. 1. Карта-схема района сбора материала. 1 – Колымское водохранилище, 2 – р. Эльген, 3 – р. Буюнда,  
4 – р. Омолон, 5 – р. Анадырь, 6 – р. Волга, 7 – р. Ветлуга, 8 – р. Дон, 9 – р. Северский Донец. 
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опубликованные данные по генетическому разно-
образию щуки из рек Колымского бассейна и р. 
Анадырь [22, 23]. Выделение тотальной ДНК, ам-
плификацию нуклеотидной последовательности 
гена cytb, очистку продукта полимеразной цепной 
реакции и секвенирование полной нуклеотидной 
последовательности проводили с применением ме-
тодик, представленных ранее [22]. Ген cytb карти-
ровали относительно полной нуклеотидной после-
довательности мтДНК обыкновенной щуки Esox 
lucius L., GenBank, NC004593 [24]. Обнаруженные 
нуклеотидные последовательности депонированы 
в GenBank. Их выравнивание и анализ проводили с 
использованием пакета программ MEGA 10.0.2.74 
[25] и ARLEQUIN ver. 3.5 [26]. Соответствие харак-
тера нуклеотидных замен гипотезе нейтральности 
(для исследованного маркера) в выборках щуки 
определяли с помощью тестов D F. Tajima и Fs Y.-X. 
Fu [27–29]. Детекция филогенетических связей га-
плотипов гена cytb проводилась с использованием 
пакета программ MEGA 10.0.2.74 [25]. Для постро-
ения дендрограммы филогенетических отношений 
были привлечены нуклеотидные последователь-
ности гена cytb обыкновенной щуки из GenBank 
[30, 31] и использована бипараметрическая модель 
дистанций Кимуры, учитывающая разную вероят-
ность транзиций и трансверсий [25]. Дендрограм-
ма гаплотипов гена cytb построена на основе ме-
тода максимального правдоподобия (ML). Оценка 
узлов ветвления определялась бутстреп-методом 
(1000 итераций). Для построения медианных сетей 
применяли алгоритм MJ (Median-Joining) програм-
мы Network 4.5.1.0 [32]. В качестве внешней груп-
пы использована последовательность нуклеотидов 
гена cytb амурской щуки Esox reichertii, GenBank, 
AY497444 [24].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ ранее полученных [22, 23] и новых ну-

клеотидных последовательностей гена cytb обык-
новенной щуки (рис. 2) показал наличие неболь-
шого числа вариабельных позиций от общей его 
длины. Для популяций из рек Эльген, Буюнда, 
Омолон, Анадырь и Колыма оно составило 0.44%, 
равно как и для популяций из рек Волга, Ветлуга, 
Дон и Северский Донец. С учетом представленных 
в GenBank образцов нуклеотидных последователь-
ностей гена cytb вида из водоемов России, Европы 
и Северной Америки число вариабельных позиций 
возросло и стало более значимым (4.04%). Среднее 
число попарных различий между нуклеотидными 
последовательностями [25] изученного гена щуки 
составило 0.4%, хотя интервал различий более ши-
рок (0–1.1%). Анализ мутаций, обнаруженных в 
нуклеотидных последовательностях гена cytb щуки 
из исследованных популяций, позволил отметить 
три транзиции в первой, две – во второй и шесть 
– в третьей позиции кодона. Таким образом, число 

замен в третьем положении кодона изученного гена 
в 2 раза превысило таковое в первом положении. 
Известно, что третий нуклеотид большинства ко-
донов в транслируемых участках гена наиболее ва-
риабелен из-за вырожденности кода [33]. Анализ, 
проведенный с учетом представленных в GenBank 
образцов нуклеотидных последовательностей гена 
cytb вида из водоемов России, не внес изменений в 
соотношение транзиций по третьей и первой пози-
циям кодона изученного гена. В то же время было 
отмечено, что число транзиций в исследованных 
нуклеотидных последовательностях значительно 
больше, чем трансверсий (23 : 1), что вполне объ-
яснимо [34, 35]. 

Продолжение исследований обыкновенной 
щуки из водоемов Колымского бассейна показа-
ло, что увеличение количества изученных особей 
не привело к обнаружению новых гаплотипов, а 
лишь незначительно изменило частоту распреде-
ления обнаруженных ранее (табл. 1). Идентичная 
картина наблюдалась в процессе изучения щуки из 
р. Анадырь. Таким образом, в выборках из водое-
мов Колымского бассейна и р. Анадырь обнаруже-
но шесть гаплотипов. Молекулярно-генетический 
анализ образцов щуки из рек Волга, Ветлуга, Дон, 
Северский Донец позволил отметить полиморфизм 
и выделить также шесть вариантов нуклеотидной 
последовательности гена cytb, представленных на 
рис. 2. При этом следует подчеркнуть, что гаплотип 
Есb1 в большинстве случаев имел высокую частоту 
распространения (табл. 1). В то же время обраща-
ет на себя внимание тот факт, что все гаплотипы, 
отмеченные у щуки из рек Волжского бассейна, не 
встречались в исследованных ранее популяциях. 
Они являются уникальными, наряду с вариантом 
Ecb6, который обнаружен только у омолонской 
щуки (табл. 1). Наличие уникальных гаплотипов, 
по-видимому, указывает на ограниченный поток 
генов между популяциями. Важно отметить, что 
щука из р. Ветлуги (приток р. Волги) характери-
зуется лишь двумя гаплотипами, тогда как у рыб в 
р. Волге их обнаружено пять и лишь один для них 
общий (табл. 1). По исследованному маркеру щука 
из рек Дон и Северский Донец представлена од-
ним гаплотипом Есb1. Все варианты нуклеотидной 
последовательности гена cytb обыкновенной щуки 
из рек Волга, Ветлуга, Дон и Северский Донец де-
понированы в GenBank (OQ547794 – OQ547797). 
Ряд исследованных нами популяций находятся на 
большом географическом удалении друг от друга. 
Они обладают разным набором гаплотипов, при 
этом для всех характерен невысокий уровень га-
плотипического разнообразия (табл. 2). Остается 
неизвестным, связана ли низкая гаплотипическая 
изменчивость с малым эффективным размером ис-
следованных популяций или она отражает истори-
ческие и демографические особенности их форми-
рования. В то же время, бесспорно, что гаплотип 
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Есb1 гена cytb, преобладающий в большинстве из 
них, распространен как в европейских, так и в се-
вероамериканских популяциях щуки. Носители его 
обнаружены по Голарктическому региону, что сви-
детельствует о трансконтинентальном расселении 
вида [23, 30, 31].

Рассчитаны индексы молекулярного разноо-
бразия, необходимые для анализа внутривидовой 
дифференциации и истории становления изучен-
ных популяций щуки (табл. 2). Среди популяций, 
входящих в чукотскую группу, выделяется ана-
дырская щука, которая имеет более высокие ин-
дексы молекулярного разнообразия (табл. 2) по 

сравнению с популяциями вида из рек Колымско-
го бассейна. Щука из р. Анадырь, по-видимому, 
благополучно пережила сложные изменения ре-
льефа и гидросети Чукотки. Наиболее драматич-
ной была история развития р. Колымы [13, 36–41]. 
Возможно, именно это привело к снижению гене-
тического разнообразия щуки Колымского бассей-
на. Восполнение разнообразия за счет мигрантов 
из обширного водоема, существовавшего в плио-
цен-раннечетвертичную эпоху в пределах Средне-
сибирского плоскогорья, было нарушено из-за но-
вого водораздела в виде Новосибирских островов  
[42, 43]. За счет мигрантов из р. Анадырь оно также 

Рис. 2. Нуклеотидные последовательности гена цитохрома b обыкновенной щуки из рек северо-востока России и 
варианты, представленные в GenBank. Сайты замен показаны от начала гена цитохрома b мтДНК.
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не могло быть восстановлено, так как связь меж-
ду этими водоемами была нарушена и более не 
возобновлялась. 

Всю гидрографическую сеть европейской части 
бывшего СССР, по-видимому, следует рассматри-
вать (с точки зрения возможности расселения рыб) 
как единую водную систему, так как только такой 
подход объясняет сходство видового состава в ре-
ках [44]. Формирование долин крупных рек евро-
пейской части России, к которым относятся Волга 
и Дон, происходило в разные геологические перио-
ды. Река Дон имеет сложную картину развития, на-
чиная с границ олигоцена [45]. Не менее сложную 
историю имеет р. Волга, которую принято считать 
более молодой по происхождению. Развитие и 
формирование этих водоемов тесно связано с эпо-
хами неоднократных материковых оледенений и с 
динамикой (в период трансгрессий и регрессий) 
существовавших на юге Русской равнины морей 
и крупных пресных водоемов [45–48]. В процес-
се сложных геологических перестроек неизбежно 
снижение внутривидового и внутрипопуляцион-
ного генетического разнообразия. Анализ молеку-
лярно-генетических данных по щуке из рек Волга и 
Ветлуга показал более высокие значения генетиче-
ского разнообразия (табл. 2), чем отмеченные для 
других исследованных популяций вида. Возмож-
но, они избежали разрушительного геологическо-
го воздействия на их генетическое разнообразие,  
и/или для его восстановления было достаточно вре-
мени и источников для сохранения и реколониза-
ции. Длительное обитание в динамичных условиях 
рефугиумов приводит к повышению генетическо-
го и фенотипического разнообразия их обитателей 
[31, 49, 50]. Одним из наиболее крупных рефуги-
умов являлся Понто-Каспий, в который впадали 
несколько рек, среди которых Волга и Урал. Сле-
дует отметить, что наряду с волжской популяцией 
уральская щука также имеет высокие показатели 
нуклеотидного разнообразия гена cytb [31, 51, 52]. 
Возможно, высокий уровень генетического разно-
образия щуки из этих водоемов был предопреде-
лен тесной связью с указанным рефугиумом. Для 
анализа полученных данных на селективную ней-
тральность [27–29] использовали не только D-па-
раметр Таджимы, но и Fs-параметр Фу-теста, так 
как статистическая сила первого может ограничи-
ваться за счет влияния демографических событий 
и отбора [28, 53]. Для волжской, ветлужской и ана-
дырской популяций были отмечены отрицатель-
ные значения, которые статистически незначимы  
(табл. 2). По-видимому, наблюдаемый состав ге-
нофонда этих популяций щуки сформировался в 
результате синергии ряда процессов, таких как эф-
фект основателя и отбор.

На протяжении четвертичного периода реки 
Русской равнины меняли направление течения, 
соединяясь то с одними, то с другими водоемами. 

В дорисское время бассейн верхней Волги входил в 
состав рек Воронеж – Дон. В дальнейшем они по-
теряли естественную связь [44, 45, 48]. Учитывая 
это, можно было бы ожидать схожесть генетиче-
ского разнообразия щуки из рассматриваемых рек. 
Однако полученные данные не подтверждают этот 
тезис. Популяции вида из Волжского и Донского 
бассейнов существенно отличаются показателями 
генетического разнообразия, а также индексами 
на селективную нейтральность (табл. 2). Отмечен-
ный низкий уровень генетического разнообра-
зия в популяциях Донского бассейна, вероятно, 
в значительной мере связан с его геологическими 
перестройками, включая последний ледниковый 
максимум (20–23 тыс. л. н.) и голоценовый пери-
од [54, 55]. Последствия оледенения в сочетании с 
эффектом основателя и стохастическими процес-
сами (дрейф генов), по-видимому, привели к суще-
ственному снижению генетического разнообразия 
этих популяций. Для его восстановления в услови-
ях ограниченного потока генов необходимо дли-
тельное время. Отмеченный факт, по-видимому, 
усугубляется еще и демографическими особенно-
стями щуки, которая имеет низкий эффективный 
размер популяции [56]. 

Результаты филогенетического анализа показа-
ли наличие трех отчетливо выраженных линий – 
A, Б и В (рис. 3) в медианной сети (MJ-алгоритм). 
Следует подчеркнуть, что в линии Б обнаруже-
ны транзиции С165Т, С279Т, G471A, а для линии 
В характерны транзиции G123A, C327T, T771C  
(рис. 2). На основании отмеченных особенностей 
весьма осторожно можно предположить, что эти 
мутации могут быть генетическими маркерами 
линий Б и В. Однако только дальнейшее накопле-
ние материалов позволит утвердить или отвергнуть 
данное предположение. Существование филогене-
тических линий подтверждено анализом p-дистан-
ций между нуклеотидными последовательностями 
гена cytb, который показал высокий уровень стати-
стической значимости различий между линиями А 
и Б, В (P < 0.001), между линиями Б и В (P < 0.05). 
На основании p-дистанций построена дендрограм-
ма сходства (рис. 4) и выделены кластеры, имею-
щие высокие значения бутстреп-индексов (74, 84, 
87% соответственно), свидетельствующие, по-ви-
димому, о длительной репродуктивной изоляции 
щуки из этих линий. Рассматриваемые генетиче-
ские линии имеют общий корень происхождения, 
при этом А, Б появились вследствие бифуркации 
линии В (рис. 3). Последняя характеризуется от-
носительно небольшим разнообразием гаплоти-
пов, имеющих ограниченную географию распро-
странения (р. Дунай). Проводимые ранее иссле-
дования показали, что регион Дуная был важным 
рефугиумом во время плейстоценовых оледене-
ний [10]. Учитывая, что линии А и Б произошли 
от общего предка из генетической линии В, можно 
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предположить, что расселение вида могло происхо-
дить из этого крупного водного бассейна. Расшире-
нию ареала вида способствовали также ледниковые 
озера, существовавшие в этом регионе в разные ге-
ологические периоды [57–60]. Филогенетическая 
линия Б обыкновенной щуки представлена гапло-
типами, которые отмечены у щуки из водоемов Се-
верной Америки, Центральной, Западной Европы 
и Азорских островов. Они произошли от вариан-
та GenBank, AY497447, обнаруженного у щуки из  
р. Невы [31]. Несмотря на сложные условия, неод-
нократно повторявшиеся в истории региона, носи-
тели этого гаплотипа смогли выжить и значитель-
но расширить свой ареал. Возможно, их выжива-
нию и распространению способствовали крупные 
прогляциальные озера. Существование последних 
подтверждают результаты многочисленных геоло-
гических исследований [57–64]. Одни озера под-
пруживались краем Скандинавского щита, дру-
гие – частично Скандинавским и Баренцево-Кар-
ским покровом [62]. Среди таких бассейнов было 

Балтийское ледниковое озеро, которое играло роль 
убежища для многих видов рыб. В период отсту-
пления ледника оно значительно расширялось в 
юго-восточном направлении и объединялось с 
другими многочисленными водоемами [64–66]. 
Сток из Балтийского ледникового озера в разные 
исторические периоды осуществлялся через раз-
ные проливы. Один из них проходил по террито-
рии современной Среднешведской низменности, 
что способствовало расселению ихтиофауны не 
только в северную, но и, возможно, в централь-
ную часть Европы, в реках которой обнаружены 
носители гаплотипов из линии Б. Существование 
системы прогляциальных озер, занимавших зна-
чительные территории [62], видимо, способство-
вало распространению щуки не только в запад-
ном, но и в восточном направлении. Возможно 
дальнейшее исследование щуки из рек Сибири и 
Якутии (в настоящий момент мало изученной в 
молекулярно-генетическом направлении) позво-
лит обнаружить носителей гаплотипов этой линии, 
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Рис. 3. Медианная сеть гаплотипов гена цитохрома b обыкновенной щуки из некоторых рек России и варианты, 
представленные в GenBank. На ветвях сети цифрами обозначено число мутаций; mv – медианный вектор. Размеры 
кружков соответствуют количеству гаплотипов. А, Б, В – филогенетические линии. 
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прародители которых, по-видимому, смогли в даль-
нейшем расселиться в них, а затем проникнуть в 
Северную Америку через Сибирско-Аляскинский 
речной комплекс [36]. Генетическая линия А (рис. 
3) представлена значительным числом близкород-
ственных гаплотипов с циркумполярным распро-
странением их носителей. Эта линия включает 
все обнаруженные нами варианты нуклеотидных 
последовательностей гена cytb и целый ряд гапло-
типов, характеризующих обыкновенную щуку из 
рек Европы и Северной Америки. Они являются 
производными (путем одной или двух мутаций) от 

Есb1 (GenBank, KТ203375, KM281455, KM281456, 
AY497447, AY497449, AY497450). Возможно, носи-
тели этого гаплотипа были наиболее многочис-
ленными и экологически более пластичными, что 
обеспечило им широкое географическое распро-
странение, в том числе и в реки Северной Амери-
ки. Генетическая линия А (как и линия Б) имеет 
выраженную “звездчатую” картину радиации, ко-
торая свидетельствует в пользу предположения о 
быстром и относительно недавнем расселении из 
ледниковых рефугиумов, которое происходило, 
по-видимому, волнообразно. Возможно, первая 

Рис. 4. ML-филогенетическое дерево нуклеотидных последовательностей гена цитохрома b обыкновенной щуки 
из некоторых рек России и варианты, представленные в GenBank. В узлах ветвления указаны бутстреп-индексы 
(> 50%).



	 ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ И ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ВЗАИМООТНОШЕНИЯ� 63

ГЕНЕТИКА том 60 № 12 2024

волна переселения в североамериканские водое-
мы принадлежала представителям обыкновенной 
щуки из более архаичной (рис. 3) филогенетиче-
ской линии Б. Следующая включала носителей га-
плотипов из более “молодой” филогенетической 
линии А. Такое предположение объясняет наличие 
в североамериканских популяциях обыкновенной 
щуки гаплотипов, относящихся к обеим филогене-
тическим линиям, и не противоречит ранее выска-
занному мнению по поводу ее расселения [1, 4, 9, 
10, 31]. Предложенные авторами сценарии расши-
рения ареала обыкновенной щуки носят предпо-
ложительный характер и могут изменяться по мере 
проведения дальнейших исследований и накопле-
ния данных.

Работа выполнена в рамках Государственного 
задания ФГБУН Институт биологических проблем 
Севера ДВО РАН (№ 1021060707934-2). 
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Genetic Variation and Phylogenetic Relationships of Northern Pike (Esox lucius L.) 
Populations from Some Rivers of Russia

L. T. Bachevskaya1, V. V. Pereverzeva1, *, A. A. Primak1, G. A. Agapova1 
1Institute of Biological Problems of the North, Far East Branch of the Russian Academy of Sciences,  

Magadan, 685000 Russia 
*e-mail: vvpereverzeva@mail.ru

Data on the structure and variability of the nucleotide sequence of the mtDNA cytochrome b gene 
of the northern pike Esox lucius L. from the rivers of the Kolyma, Volga, Don basins and the Anadyr 
River were obtained. Unique haplotypes were found, indicating limited gene flow between the studied 
populations. Northern pikes from the Volga and the Anadyr have a high level of genetic diversity. Low 
genetic diversity was noted in some populations of the Kolyma and Don basins. Phylogenetic analysis 
of the nucleotide sequences of the cytochrome b gene showed the presence of three genetic lines – A, B, 
V, having a common root of origin. The high level of differentiation of the identified lines is apparently 
caused by the long-term reproductive isolation of the northern pike in several refugia, which were the 
source for the circumpolar distribution of this species.

Keywords: northern pike Esox lucius L., mitochondrial DNA (mtDNA), cytochrome b (cytb) gene, genetic 
variability, phylogenetic analysis.
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Представлены результаты генотипирования генов фактора некроза опухоли (TNF) и толл-по-
добного рецептора 2 (TLR2) у 644 голов крупного рогатого скота шести пород, относящихся 
по происхождению к четырем разным генетическим корням. Исследованы холмогорская и 
голштинская породы черно-пестрого корня, айрширская порода красного корня, костром-
ская и бурая швицкая породы бурого корня и палевая симментальская порода. Для выявления 
аллелей и генотипов использовали метод ПЦР-ПДРФ. Установлены достоверные различия  
частоты встречаемости аллелей генов TNF и TLR2 между породами разных генетических корней  
(р < 0.001) и между породами молочного и молочно-мясного направления продуктивности  
(р < 0.001). У пяти пород скота из шести изученных по гену TLR2 выявлено преобладание ал-
леля T, наиболее высокая его частота (0.99) установлена у айрширской породы. Стадо айршир-
ских коров близко к мономорфному типу по гену TLR2, 98% животных имеют гомозиготный 
генотип TТ. Более равномерное распределение аллелей и генотипов по гену TLR2 установлено у 
животных черно-пестрого корня: у голштинского скота средняя частота аллеля T составила 0.78, 
у холмогорского – 0.83. Генотип TТ выявлен у большинства голштинских (61%) и холмогорских 
(69%) коров. Частота аллеля T у симментальской породы составила 0.62, у костромской породы 
– 0.67. У симментальских и костромских коров чаще встречается гетерозиготный генотип TG 
(54 и 47% соответственно). Иная картина распределения частоты аллелей и генотипов выявлена 
у животных бурой швицкой породы. Частота аллеля T  составляет в среднем 0.26. Более поло-
вины коров бурой швицкой породы (55%) имеют гомозиготный генотип GG. У всех пород по 
гену TNF преобладал аллель В с частотой встречаемости от 0.61 у голштинского скота до 0.98 у 
бурой швицкой породы. Высокая частота аллеля В  установлена у костромской (0.94), айршир-
ской (0.885) и симментальской (0.80) пород; у холмогорской породы выявлена средняя частота 
данного аллеля – 0.72. Наиболее высокая частота генотипа ВВ  установлена в стадах бурой швиц-
кой породы (96%). Выявлено преобладание гомозиготного генотипа ВВ  у холмогорского (53%), 
симментальского (62%), айрширского (77%) и костромского скота (87.5%). У голштинских коров 
большинство животных (53%) представлены гетерозиготным генотипом АВ. У трех пород – айр-
ширской, костромской и бурой швицкой – не выявлен генотип АА.

Ключевые слова: крупный рогатый скот, гены иммунной системы, TNF, TLR2.
DOI: 10.31857/S0016675824120079 EDN: WAAWUE

Изменчивость генов иммунной системы играет 
важную роль в формировании иммунного ответа 
при развитии заболеваний крупного рогатого ско-
та [1, 2]. Идентификация генетических вариантов 
и исследование их ассоциаций с устойчивостью к 
заболеваниям необходимы для селекционно-пле-
менной работы, направленной на улучшение по-
казателей здоровья животных и продуктивного 

долголетия. Использование маркерных последова-
тельностей, связанных с иммунитетом, будет спо-
собствовать улучшению показателей иммунного 
статуса животных.

Эффективность животноводства, объем и ка-
чество продукции можно значительно повысить 
за счет снижения потерь от болезней. Несмотря на 
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современные технологические достижения, одной 
из основных проблем в молочном скотоводстве 
является распространенность инфекций вымени, 
особенно в высокопродуктивных стадах, что ве-
дет к увеличению затрат, связанных с лечением и 
профилактикой заболеваний, а также увеличивает 
риск ранней выбраковки коров [3, 4].

Толл-подобные рецепторы (TLR) участвуют в 
распознавании патоген-ассоциированных молеку-
лярных паттернов и управляют самыми ранними 
стадиями иммунного ответа [5]. В геноме крупно-
го рогатого скота были идентифицированы десять 
генов TLR. TLR2 крупного рогатого скота распо-
ложен на хромосоме 17 (NCBI ID 28154) [6]. По 
данным L.P. Zhang с соавт. [7], этот ген охватыва-
ет около 13.2 тпн геномной ДНК и состоит из двух 
экзонов и одного интрона. Первый экзон имеет 
длину 179 пн, а второй – 3333 пн. TLR2 располо-
жен на поверхности клеток и распознает широкий 
спектр паттернов, ассоциированных с патогенами 
(РАМРs) [8–10].

TLR2 принимает активное участие в формиро-
вании устойчивости к маститу [2, 7, 11, 12]. Обна-
ружена выраженная экспрессия TLR2 при масти-
те, вызванном S. aureus [13]. Выявлены однонукле-
отидные мутации гена TLR2, ассоциированные с 
паратуберкулезной инфекцией крупного рогатого 
скота [14, 15]. Установлены различия в иммунном 
ответе у разных пород крупного рогатого скота, ко-
торые могут способствовать повышенной или сни-
женной восприимчивости животных к инфекции 
[16]. Было показано, что локус SNP rs55617172 гена 
TLR2 достоверно (p < 0.01) связан с устойчивостью 
к туберкулезу крупного рогатого скота [17]. 

При взаимодействии с возбудителем TLR2 по-
средством каскада реакций индуцирует экспрес-
сию провоспалительных цитокинов (TNF и др.) 
[18]. Фактор некроза опухоли (TNF) был впервые 
идентифицирован как цитокин с противоопухоле-
вым действием [19, 20]. Ген, кодирующий TNF, со-
держит четыре экзона, три интрона и расположен 
на хромосоме BTA23q22 (NCBI ID 280943) [21, 22].

TNF является одним из основных провоспали-
тельных цитокинов. Он индуцирует высвобожде-
ние многих других цитокинов [23, 24] и является 
одним из ключевых медиаторов местного воспа-
лительного иммунного ответа. Исследованиями 
ряда авторов определены однонуклеотидные заме-
ны (SNP) в гене TNF, ассоциированные с масти-
том коров [12, 25–27]. Установлена связь между 
полиморфизмом гена TNF и лейкозом крупного 
рогатого скота [28, 29]. Показана взаимосвязь по-
лиморфизмов гена TNF с риском развития тубер-
кулеза крупного рогатого скота [30]. У голштин-
ских коров было показано влияние SNP гена TNF 
на иммунную и репродуктивную функции [31, 
32]. Кроме того, S. Kahl с соавт. установили связь 

полиморфизма гена TNF с гиперчувствительно-
стью к эндотоксину у телят [33]. 

Таким образом, гены паттерн-распознающих 
рецепторов и провоспалительных цитокинов бла-
годаря своим биологическим функциям могут 
быть использованы в качестве потенциальных 
ДНК-маркеров иммунитета крупного рогатого 
скота.

Целью нашего исследования было изучение по-
лиморфизма генов TNF и TLR2 у крупного рогато-
го скота разных пород.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для изучения полиморфизма генов TNF и TLR2 

в лаборатории ДНК-технологий ФГБНУ ВНИИ 
племенного дела методом ПЦР-ПДРФ были иссле-
дованы пробы ДНК крупного рогатого скота шести 
пород из девяти племенных хозяйств РФ, принад-
лежащих четырем разным генетическим корням. 
Всего было исследовано 644 головы. Объектом ис-
следований послужили животные молочного на-
правления продуктивности: коровы холмогорской 
породы из Архангельской области (120 голов), гол-
штинской породы (146 голов) зарубежной и отече-
ственной селекции из трех регионов РФ – из Крас-
ноярского края (27 голов), из Курской области (40 
голов), из двух хозяйств Московской области (39 
и 40 голов), а также айрширской породы из Воло-
годской области (100 голов). Были изучены коро-
вы молочно-мясного направления продуктивно-
сти: костромской породы (32 головы) из Костром-
ской области, бурой швицкой породы (141 голова) 
из двух регионов РФ – Смоленской (51 головa) и 
Тульской областей (90 голов) и симментальской 
породы, разводимой в условиях Красноярского 
края (105 голов). Породная принадлежность опре-
делялась согласно первичным данным зоотехниче-
ского учета. 

При генотипировании гена TLR2 (NC_037344.1 
rs55617172) два аллеля экзона 2, отличающиеся за-
меной тимина (T) на гуанин (G) в нуклеотидной 
цепи (T385G) с последующим изменением ас-
парагина (N) на глутамин (Q) в аминокислотной 
последовательности, выявляли по наличию сайта 
рестрикции EcoRV [7]. Однонуклеотидный поли-
морфизм гена TNF (NC_037350.1) в экзоне 4 был 
изучен с использованием рестриктазы RsaI [27].

Для амплификации участков генов TNF и TLR2 
методом ПЦР были синтезированы следующие 
пары праймеров: 

TLR2 – F: 5’-AGGTCAAATCACTGGACAATG-3’ 
и R: 5’-GAGATGTTTCCCCAAGTGTTT-3’;
TNF – F: 5´-AGAGTAGAACTGACAGGGTCG-3’ 
и R: 5’-CTCGGCATAGTCCAGGTAG-3’ [7, 27]. 
Продукт амплификации для TLR2 соста-

вил 448 пн, для гена TNF – 445 пн. С помощью 
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электрофореза в 3%-ном агарозном геле против 
маркера pUC19 DNA/MspI и компьютерной систе-
мы гель-документирования была определена длина 
фрагментов рестрикции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
По результатам ПЦР-ПДРФ анализа для гена 

TLR2 выявлено два аллеля G и T и три генотипа 
(рис. 1). Генотип GG имеет длину фрагмента 448 
пн, генотип TG  – три фрагмента длиной 448, 241 и 
207 пн, генотип TT – два фрагмента длиной 241 и 
201 пн.  В табл. 1 представлены частоты аллелей и 
генотипов гена TLR2. 

Анализ полученных данных показал, что из ше-
сти исследованных пород крупного рогатого скота 
у пяти пород – холмогорской, голштинской, айр-
ширской, костромской и симментальской – пре-
обладает аллель T гена TLR2. Породы молочного 
направления продуктивности отличаются от по-
род молочно-мясного направления более высокой 
частотой встречаемости аллеля T (р < 0.001). У ай-
рширской породы молочного направления про-
дуктивности отмечена наиболее высокая частота 
аллеля T (0.990). Среди коров айрширской породы 
98% имеют генотип TT и лишь 2% – генотип TG. У 
коров черно-пестрого корня молочного направле-
ния продуктивности частота встречаемости алле-
ля T варьирует от 0.780 у голштинской породы до 
0.830 у холмогорских коров и достоверно отлича-
ется от частоты этого аллеля у айрширской породы 
(р < 0.001). В стадах голштинской и холмогорской 
пород преобладает гомозиготный генотип TT (61 
и 69% соответственно). Между популяциями гол-
штинского скота частота этого генотипа варьирует 

от 50% у животных датской селекции из племенно-
го хозяйства Курской области до 67% у отечествен-
ных голштинских коров из Московской области. 
Доля гетерозиготных животных с генотипом TG 
среди холмогорских коров (27%) из Архангельской 
области в целом ниже, чем в стадах голштинских 
коров (34%). Гомозиготный генотип GG в стадах 
холмогорской и голштинской пород имеют в сред-
нем 4–5% коров.

У коров молочно-мясного направления про-
дуктивности частота аллеля T гена TLR2 варьирует 
между породами в достоверно значимых пределах 
(р < 0.001). Наименьшая частота этого аллеля от-
мечена в стадах животных бурой швицкой породы 
(0.260), где преобладает генотип GG с частотой от 
52 до 57%, в среднем 55%. От 35% до 42% живот-
ных бурой швицкой породы имеют гетерозиготный 
генотип, в среднем 38%. Частота аллеля T у коров 
костромской породы достигает 0.670, что достовер-
но выше (р < 0.001), чем у коров бурой швицкой 
породы. Большинство коров костромской породы 
имеет гетерозиготный генотип (47%), частота гено-
типа TT составляет 44%. У коров симментальской 
породы палевого корня также преобладает аллель T 
(0.620) и гетерозиготный генотип (54%), на втором 
месте – генотип TT с частотой 35%.

Полученные нами данные по частоте аллелей 
и генотипов TLR2 у голштинской породы в целом 
соответствуют результатам исследований полимор-
физма гена TLR2 у коров голштинской породы в 
Китае. L. P. Zhang с соавт. выявили низкую частоту 
генотипа GG (< 5%) для TLR2 T385G в популяции 
голштинского скота в Китае [7], частота аллеля G 
составила 0.24. У симментальской породы частота 
аллеля G в Китае выше и достигает 0.55 [7]. Поли-
морфизм T385G был достоверно связан с количе-
ством соматических клеток (SCS), p < 0.05. Коровы 
с генотипами ТТ и ТG имели больший показатель 
SCS, чем коровы с генотипом GG [7]. В то же время 
у помесного скота в Индии выявлена высокая ча-
стота встречаемости генотипа ТТ SNP (rs55617172) 
гена TLR2 в группе животных, у которых было под-
тверждено отсутствие мастита [34].

Исследование локуса TLR2-EcoRV у местных 
пород крупного рогатого скота в Турции показало 
преобладание аллеля С(G) у большинства исследо-
ванных пород (от 51.39 до 68.97%), за исключени-
ем местной черной породы Native Black, где часто-
та аллеля А(T) составила 54.29% [35]. Исследование  
P. Raufian с соавт. [12] показало, что в группе вос-
приимчивых к маститу животных голштинской по-
роды частота аллеля К(T) гена TLR2 в 2.5 раза пре-
вышала частоту аллеля А(G). 

В результате генотипирования гена TNF было 
выявлено наличие двух аллелей и трех генотипов 
(рис. 2). Генотип АА соответствует на электро-
форезе одному фрагменту ДНК длиной 445 пн, 

Рис. 1. Результаты электрофореза рестрикционных 
фрагментов гена TLR2. Маркер pUC19 / MspI. 
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Таблица 1. Полиморфизм гена TLR2 

Хозяйство, область n
Частота генотипа Частота аллеля

Не  χ²GG TG TT
G ± mG T ± mTn % n % n %

Холмогорская порода
ООО “Пежма”,

Архангельская обл. 88 4 5 25 28 59 67 0.19 ± 0.03 0.81 ± 0.03 0.30 0.40

ООО “Агрофирма 
“Холмогорская”,

Архангельская обл. 
32 1 3 7 22 24 75 0.14 ± 0.04 0.86 ± 0.04 0.24 0.29

В целом  
по холмогорской породе 120 5 4 32 27 83 69

0.17 ± 
0.02a***

b** c*** d***

0.83 ± 
0.02 a*** b*** 

c** d***
0.29 0.70

Голштинская порода
ИП ГК(Ф)К

Зубарева Н.В.,
Красноярский край 

27 – – 10 37 17 63 0.19 ± 0.05 0.81 ± 0.05 0.31 1.35

ООО “Луч”
Курская обл. 40 3 8 17 42 20 50 0.29 ± 0.05 0.71 ± 0.05 0.41 0.06

ООО “Лесные поляны”,
Московская обл. 39 1 2 12 31 26 67 0.18 ± 0.04 0.82 ± 0.04 0.30 0.78

АО “Зеленоградское”,
Московская обл. 40 3 8 11 27 26 65 0.21 ± 0.05 0.79 ± 0.05 0.34 1.27

В целом  
по голштинской породе 146 7 5 50 34 89 61 0.22 ± 0.02 

e***  f*** g***
0.78 ± 0.02 

e*** f*** g*** h*** 0.34 0.00004

Айрширская порода

СХПК “Племзавод 
Майский”,

Вологодская обл.
100 0 0 2 2 98 98

0.01 ± 
0.007 a*** e*** 

h*** i*** j***

0.99 ± 
0.007

d*** f***i*** j***
k***

0.02 0.01

Костромская порода
СПК колхоз “Родина”,

Костромская обл. 32 3 9 15 47 14 44 0.33 ± 0.06 
b** j*** k***

0.67 ± 0.06 
c** k*** l*** 0.44 0.13

Бурая швицкая порода
АО “Смоленское”,

Смоленская обл. 48 25 52 20 42 3 6 0.73 ± 0.05 0.27 ± 0.05 0.39 0.15

ООО “Агрофармтрест”,
Тульская обл. 90 51 57 32 35 7 8 0.74 ± 0.03 0.26 ± 0.03 0.38 0.39

В целом по бурой  
швицкой породе 138 76 55 52 38 10 7

0.74 ± 0.03 
c*** f***

i*** k*** l***

0.26 ± 0.03 
b***g*** j***

l*** m***
0.39 0.07

Симментальская порода

ЗАО “Сибирь-1”,
Красноярский край 105 11 11 57 54 37 35

0.38 ± 0.03 
d***  

g*** h*** l***

0.62 ± 0.03 
a*** e*** h***

i*** m***
0.47 2.58

Примечание. mG(mT) – ошибка частот аллелей, Не – ожидаемая гетерозиготность, χ² – критерий соответствия. Пары разли-
чающихся генотипов при уровне достоверности **p < 0.01, ***p < 0.001 обозначены буквенными индексами a, b, c, d, e, f, 
g, h, i, j, k, l, m.
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генотип АВ имеет три фрагмента длиной 445, 350 и 
95 пн, а генотип ВВ – два фрагмента длиной 350 и 
95 пн. Распределение частот аллелей и генотипов 
гена TNF у крупного рогатого скота представлено 
в табл. 2.

Согласно полученным данным, у всех шести 
изученных пород преобладал аллель В гена TNF. 
Наиболее высокие частоты встречаемости геноти-
па BB и аллеля B отмечены у пород бурого корня 
молочно-мясного направления продуктивности. 
Частота генотипа BB в стадах бурой швицкой по-
роды достигает в среднем 96%, частота аллеля B 
– 0.98. Среди коров отечественной костромской 
породы, также относящейся к бурому корню, 88% 
животных имеет генотип BB, частота аллеля B – 
0.94. В стадах обеих пород бурого корня не обнару-
жены животные с генотипом AA. У коров симмен-
тальской породы, относящейся к палевому корню 
молочно-мясного направления продуктивности, 
частота аллеля B достоверно ниже, чем у пород бу-
рого корня (р < 0.001), и составляет 0.80, распре-
деление генотипов гена TNF: AA – 3%, AB – 35%, 
BB – 62%. 

Выявлены достоверные различия частот алле-
лей гена TNF у коров молочного направления про-
дуктивности, относящихся к разным генетическим 
корням. У коров айрширской породы молочного 
направления продуктивности, представляющей 
красный корень, преобладает генотип BB с часто-
той 77% и аллель B с частотой 0.885, генотип AA 
не обнаружен. У коров черно-пестрого корня ча-
стота аллеля B достоверно ниже (р < 0.001) и ва-
рьирует от 0.610 у голштинской породы до 0.720 у 
холмогорской породы. Частота аллеля B в стадах 
голштинской породы составляет от 0.540 у коров 
отечественной селекции до 0.650 у импортных 
животных. Частота гетерозиготного генотипа AB 
у голштинской породы варьирует в пределах от 

40% у импортных животных до 62% у коров оте-
чественной селекции, разводимых в хозяйствах 
Московской области, и в среднем составляет 53%. 
Наибольшее количество гомозигот BB обнаружено 
среди импортных голштинских животных, разво-
димых в Красноярском крае (41%) и Московской 
области (42%). Среди холмогорских коров также 
чаще встречается генотип BB (53%). От 5 до 18% 
голштинских коров имеют генотип AA, в среднем 
12%; у коров холмогорской породы частота AA = 
8%.

В исследовании P. Raufian с соавт. [12] выявле-
но преобладание генотипа АА гена TNF в группе 
устойчивых к маститу животных голштинской по-
роды, в группе чувствительных к заболеванию жи-
вотных чаще встречался генотип ВВ. Установлена 
достоверная корреляция между полиморфизмом 
гена TNF и SCS (p < 0.01) и разность в экспрессии 
гена – самый высокий уровень экспрессии отме-
чен у животных с генотипом ВВ. Ученые полагают, 
что генотип АА может быть ассоциирован с отно-
сительной фенотипической устойчивостью к ма-
ститу в популяции голштинского скота [25]. A.J. 
Xu с соавт. выявили наибольшую частоту распро-
странения гетерозиготного генотипа АВ гена TNF у 
китайского голштинского скота. При этом у здоро-
вого скота преобладал аллель А (0.5237), а у живот-
ных, больных маститом, чаще встречался аллель В 
(0.65). Кроме того, была обнаружена статистически 
значимая связь (p < 0.05) генотипа ВВ с высоким 
количеством соматических клеток SCS [27].

Таким образом, анализ результатов генотипиро-
вания SNP в ключевых генах иммунной системы 
TNF и TLR2 у шести пород крупного рогатого скота 
разного происхождения выявил достоверные раз-
личия между породами разных направлений про-
дуктивности (р < 0.001) и между породами, относя-
щимися к разным генетическим корням (р < 0.001). 
По SNP T385G гена TLR2 низкий уровень поли-
морфизма установлен у коров айрширской поро-
ды красного корня молочного направления про-
дуктивности. Стадо айрширских коров близко к 
мономорфному типу по гену TLR2, поскольку 98% 
животных представлены одним гомозиготным ге-
нотипом TT.

Низкий уровень полиморфности выявлен по 
сайту RsaI гена TNF в стадах животных бурого 
корня молочно-мясного направления продуктив-
ности, где 96% животных представлены одним го-
мозиготным генотипом BB. Более равномерное 
распределение аллелей и генотипов гена TNF уста-
новлено в стадах голштинской и холмогорской по-
род черно-пестрого корня молочного направления 
продуктивности, где присутствует от 8 до 12% ко-
ров с генотипом AA, предположительно связанным 
с устойчивостью к маститу.

Рис. 2. Результаты электрофореза рестрикционных 
фрагментов гена TNF. Маркер pUC19 / MspI.
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Таблица 2. Полиморфизм гена TNF 

Хозяйство, область n
Частота генотипа Частота аллеля

Не  χ²АА АВ ВВ
А ± mA В ± mBn % n % n %

Холмогорская порода
ООО “Пежма”,

Архангельская обл. 88 9 10 35 40 44 50 0.30 ± 0.04 0.70 ± 0.04 0.42 0.27

ООО “Агрофирма 
“Холмогорская”,

Архангельская обл.
32 1 3 12 38 19 59 0.22 ± 0.05 0.78 ± 0.05 0.34 0.30

В целом  
по холмогорской 

породе
120 10 8 47 39 63 53

0.28 ± 0.03 
a** b***      c***   

d***

0.72 ± 0.03 
a**b***   c*** d***    0.40 0.09

Голштинская порода
ИП ГК(Ф)К

Зубарева Н.В.,
Красноярский край

27 3 11 13 48 11 41 0.35 ± 0.07 0.65 ± 0.07 0.48 0.57

ООО “Луч”,
Курская обл. 40 2 5 24 60 14 35 0.35 ± 0.05 0.65 ± 0.05 0.46 4.06

ООО “Лесные 
поляны”,

Московская обл.
39 6 15 24 62 9 23 0.46 ± 0.06 0.54  ± 0.06 0.50 2.21

АО “Зеленоградское”,
Московская обл. 40 7 18 16 40 17 42 0.38 ± 0.05 0.62 ± 0.05 0.47 0.86

В целом  
по голштинской породе 146 18 12 77 53 51 35

0.39 ± 0.03 
a** e*** f***

g*** h***

0.61 ± 0.03 a**
e*** f*** g*** h*** 0.47 1.82

Айрширская порода
СХПК “Племзавод 

Майский”,
Вологодская обл.

100 0 0 23 23 77 77 0.115 ± 0.022 
b*** e*** i*** j*

0.885 ± 0.022 
b*** e***  i***  j* 0.20 1.69

Костромская порода
СПК колхоз 

“Родина”,
Костромская обл.

32 0 0 4 12.5 28 87.5 0.06 ± 0.03 
c*** f***  k**  

0.94 ± 0.03 c***
f*** k** 0.12 0.14

Бурая швицкая порода
АО “Смоленское”,

Смоленская обл. 51 0 0 3 6 48 94 0.03 ± 0.01 0.97 ± 0.01 0.06 0.05

ООО
“Агрофармтрест”,

Тульская обл.
90 0 0 2 2 88 98 0.01 ± 0.01 0.99± 0.01 0.02 0.04

В целом по бурой 
швицкой породе 141 0 0 5 4 136 96 0.02 ± 0

g*** i*** l***
0.98 ± 0.01 d***

g*** i*** l*** 0.04 0.11

Симментальская порода
ЗАО “Сибирь-1”,

Красноярский край 105 3 3 37 35 65 62 0.20 ± 0.03 
h***j* k** l***

0.80 ± 0.03 h***j* 
k** l*** 0.33 0.71

Примечание. mА(mВ) – ошибка частот аллелей, Не – ожидаемая гетерозиготность, χ² – критерий соответствия. Пары разли-
чающихся генотипов при уровне достоверности *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 обозначены буквенными индексами a, 
b, c, d, e, f, g, h, i, j, k, l.
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В целом наличие выраженного полиморфизма 
по изученным генам иммунной системы у холмо-
горского и голштинского скота открывает возмож-
ность для дальнейших исследований и поиска ас-
социаций с показателями здоровья животных, в 
частности с устойчивостью к маститу. 

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда (проект № 23-26-00235). 

Исследование одобрено Этическим комитетом 
ФГБНУ “Всероссийский научно-исследователь-
ский институт племенного дела”, протокол № 1 от 
02.02.2023 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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Evaulation of Polymorphism of the Immune System Genes TNF and TLR2 in Cattle
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1All-Russian Research Institute of Animal Breeding, Moscow oblast, Pushkino, 141212 Russia 
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In this article the results of genotyping of tumor necrosis factor (TNF) and toll-like receptor 2 (TLR2) 
genes among 644 heads of cattle of six breeds belonging to four different genetic roots are presented. The 
Kholmogory and Holstein breeds of black-and-white root, the Ayrshire breed of red root, the Kostroma 
and Brown Swiss breed of brown root and the fawn Simmental breed were studied. The PCR-RFLP 
method was used to identify alleles and genotypes. Significant differences in allele frequency of the 
TNF and TLR2 genes were observed between breeds of different genetic roots (p < 0.001) and between 
breeds of dairy and dairy-meat productivity (p < 0.001). In five of the six cattle breeds studied, the 
predominance of the TLR2T allele was revealed. The highest frequency of the TLR2T allele (0.99) was 
found in the Ayrshire breed. The herd of Ayrshire cows is close to being monomorphic for the TLR2 
gene, 98% of the animals have the homozygous TLR2TT genotype. A more uniform distribution of alleles 
and genotypes for the TLR2 gene was found in black-and-white animals: in Holstein cattle the average 
frequency of the TLR2T allele was 0.78, in Kholmogory cattle it was 0.83. The TLR2TT genotype was 
detected in the majority of Holstein (61%) and Kholmogory (69%) cows. The frequency of the TLR2T 
allele in the Simmental breed was 0.62, in the Kostroma breed – 0.67. In Simmental and Kostroma cows, 
the heterozygous TLR2TG genotype is more common (54 and 47% respectively). A different picture of the 
distribution of allele and genotype frequencies was revealed in Brown Swiss animals. The TLR2T allele 
frequency averages 0.26. More than half of Brown Swiss cows (55%) are homozygous for TLR2GG. In 
all breeds, the TNFB allele predominated with a frequency of occurrence ranging from 0.61 in Holstein 
cattle to 0.98 in the Brown Swiss breed. A high frequency of the TNFB allele was found in the Kostroma 
(0.94), Ayrshire (0.885) and Simmental (0.80) breeds. In the Kholmogory breed, the average frequency 
of the TNFB allele was 0.72. The highest frequency of the TNFBB genotype was found in Brown Swiss 
herds (96%). The predominance of the homozygous TNFBB genotype was revealed in Kholmogory 
(53%), Simmental (62%), Ayrshire (77%) and Kostroma cattle (87.5%). In Holstein cows, the majority 
of animals (53%) carry the heterozygous TNFАВ genotype. In three breeds – Ayrshire, Kostroma and 
Brown Swiss, the TNFAA genotype was not detected.

Keywords: cattle, immune system genes, TNF, TLR2.
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лизированы выборки стад серого украинского скота ИЖСР им. М. Ф. Иванова “Аскания-Но-
ва” (Херсонская обл.) (n = 101) и экспериментального хозяйства с. Черга (Республика Алтай)  
(n = 41). При рассмотрении F-cтатистик Райта по исследованным локусам величина FIS = –0.0285 
и указывает на избыток гетерозиготных генотипов в популяции серого украинского скота.  
При этом мала вероятность встречи аллелей общего предка FIT = 0.1161, а уровень FST = 0.1394 
свидетельствует о средней дивергенции субпопуляций, наибольший вклад в которую вносит  
локус Eth3. При этом количество выявляемых полиморфных локусов – 95.64%, уровень аллель-
ного – AR = 7.66, генетического разнообразия – HE = 0.76 были больше в алтайской субпопуля-
ции, чем в херсонской: 58.13, 4.41, 0.61% соответственно. В то же время херсонское стадо харак-
теризовалось лучшей выравненностью, однородностью и консолидированностью, что позволяет 
рассматривать его в качестве источника ценного племенного материала при разведении серой 
украинской породы.
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Cерая украинская порода, прежние названия: 
серый степной, южно-русский, малороссийский, 
черкасский, черноморский и кубано-черномор-
ский скот, является одной из древнейших пород, 
которая ведет свое происхождение от серого степ-
ного скота, включающего подольскую и роман-
скую породы, в прошлом широко распространен-
ных в южной части Европы, преимущественно в 
степной зоне Средиземноморья и Причерноморья. 
В настоящее время это одна из немногих реликто-
вых аборигенных пород, сохранившихся до наших 
дней. До начала двадцатого века серый украинский 
скот являлся основной рабочей и тягловой породой 
в Малороссии, а также ценился за мясные каче-
ства. Молочная продуктивность коров серой укра-
инской породы небольшая и в среднем составляет 
2950 кг, содержание жира в молоке – около 4.5% и 
белка – 3.45%. С конца XIX в. в связи с освоением 

степных целинных земель Северного Причерномо-
рья и Приазовья отмечалось постепенное сниже-
ние численности серого украинского скота, кото-
рое усилилось в начале XX в. на фоне коллективи-
зации и механизации сельского хозяйства [1].

Однако уже в 1960-х гг. в Советском Союзе была 
принята государственная программа по сохране-
нию серой украинской породы, в частности были 
сформированы два генофондных стада: первое в 
ОПХ “Поливановка” Украинского НИИ разведе-
ния и искусственного осеменения КРС (Днепро-
петровская обл.) (680 голов) и второе в опытном 
хозяйстве Украинского НИИ животноводства 
степных районов им. М. Ф. Иванова “Аскания-Но-
ва” (Херсонская обл.) (около 2000 голов). В 1982 г. 
небольшая группа животных (34 особи) была пе-
ревезена из Аскании-Нова в с. Черга (Республика 

https://en.wikipedia.org/wiki/Dnipropetrovsk_Oblast
https://en.wikipedia.org/wiki/Dnipropetrovsk_Oblast
https://en.wikipedia.org/wiki/Askania-Nova
https://en.wikipedia.org/wiki/Kherson_Oblast
https://en.wikipedia.org/wiki/Cherga
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Алтай) в экспериментальное хозяйство Института 
цитологии и генетики СО АН СССР [1, 2]. 

Тем не менее, несмотря на проводимые охран-
ные мероприятия, общая численность серого укра-
инского скота к 1980 г. снизилась до 1000 живот-
ных, а в 2007 г. – до 962 особей. В этом же году 
статус породы был оценен ФАО как критический 
[3] и к 2022 г. насчитывалось уже 738 особей [4].

Что касается непосредственно Российской Фе-
дерации, то серый украинский скот представлен 
здесь двумя субпопуляциями: около 260 животных 
содержится в Аскания-Нова и около 100 – в Ал-
тайском экспериментальном племенном центре 
в с. Черга (Республика Алтай). Учитывая неболь-
шую общую численность серого украинского ско-
та, а также то, что генетическая структура этой по-
роды в сравнительном аспекте мало изучена, цель 
настоящей работы заключается в том, чтобы с ис-
пользованием STR-маркеров дать характеристику 
состояния генофондов двух локальных географи-
чески удаленных субпопуляций серого украинско-
го скота, разводимых на территории Российской 
Федерации. При этом важно отметить, что STR-
маркирование до настоящего времени остается 
наиболее доступным, достаточно информативным 
и востребованным методом при проведении попу-
ляционно-генетических исследований [5, 6].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследований являлись об-

разцы биоматериала (ушные выщипы) отдельных 
особей серого украинского скота ИЖСР им. М. Ф. 
Иванова (Херсонская обл.) (Askan, n = 101), вклю-
чая 97 коров и 4 быка (рис. 1, 2), полученные с ис-
пользованием технологии FlexoPlusGeno (Сaisley, 
Германия) [7]. Также исследовались пробы ДНК 
серого украинского скота экспериментального 
хозяйства c. Черга (Республика Алтай, Шебалин-
ский р-н) (Altai, n = 41) из коллекции лаборатории 
сравнительной генетики животных ИОГен РАН 
им. Н.И. Вавилова (Москва). ДНК из образцов 

хрящевой ткани наружного уха выделяли с помо-
щью набора реагентов “ДНК-Экстран-2” (ООО 
“Синтол”, Россия). Животные обеих рассматри-
ваемых субпопуляций были прогенотипированы 
по 14 STR-маркерам (BM1824, BM2113, CSRM60, 
CSSM66, ETH3, ETH10, ETH225, ILSTS006, 
INRA023, SPS115, TGLA53, TGLA122, TGLA126, 
TGLA227).

Мультиплексный ПЦР-анализ микросателлит-
ных локусов, содержащих короткие тандемные 
повторы, проводили с использованием набора 
COrDIS Cattle (ООО “Гордиз”, Россия) соглас-
но инструкции производителя. После начальной 
денатурации (94°C, 3 мин) амплификацию фраг-
ментов осуществляли в следующем температур-
но-временном режиме: 4 цикла при 98°C 30 с,  
59°C 120 с, 72°C 90 с, 6 – при 94°C 30 с, 59°C 
120 с, 72°C 90 с, 18 – при 90°C 30 с, 59°C 120 
с, 72°C 75 с и окончательным удлинением при  
68°C 15 мин. Полимеразную цепную реакцию вы-
полняли на термоциклере Veriti (Thermo Fisher 
Scientific, США). Капиллярный электрофорез про-
дуктов ПЦР-реакции осуществляли на генетиче-
ском анализаторе ABI 3130XL (Applied Biosystems, 
США) с последующим определением длин алле-
лей микросателлитов в программном обеспечении 
GeneMapper v. 4.0. (Applied Biosystems, CША).

Основные популяционно-генетические харак-
теристики для каждой выборки были рассчитаны 
в R-пакете degenet [8]. Частоты аллелей, аллельное 
богатство и количество частных аллелей оценива-
ли с помощью R-пакета PopGenReport. Для каждой 
пары “локус–популяция” индекс фиксации, а так-
же наблюдаемую и ожидаемую гетерозиготности 
оценивали с помощью функции divBasic из R-па-
кета divRsity [9]. F-cтатистики (FIT, FST и FIS) для 
каждого локуса рассчитывали с помощью функции 
FST из R-пакета pegas. Дендрограмма, основанная 
на генетических расстояниях Нея, была построена 
с помощью алгоритма объединения соседей (NJ), 
реализованного в R-пакете poppr, анализ глав-
ных компонент по исследованным локусам (PCA 

Рис. 1. Серый украинский скот (коровы). Рис. 2. Серый украинский скот (бык).
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– Principal Component Analysis) проводили с помо-
щью программного обеспечения PopGenReport [10, 
11]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
В ходе сравнительного анализа двух географи-

чески удаленных популяций серого украинско-
го скота было установлено, что количество поли-
морфных локусов – 95.64%, и уровень аллельно-
го разнообразия – 7.66, были больше в алтайской 
субпопуляции, по сравнению с асканийской: 58.13 
и 4.41% соответственно (табл. 1). 

В то же время значения наблюдаемой (HO) и 
ожидаемой (HE) гетерозиготностей оказались оди-
наковыми в алтайской субпопуляции (HO = 0.76, 
HE =  0.76) и достаточно близкими между собой 
в асканийской (HO = 0.64, HE = 0.61). При этом в 
последней при избытке гетерозигот уровень гене-
тической изменчивости был несколько меньше – 
HE = 0.61, по сравнению с алтайской – HE = 0.76. 
На этом фоне рассчитанный коэффициент ин-
бридинга FIS алтайской популяции был равен 0, в 
то время как у асканийского скота отмечали не-
значительный избыток гетерозигот – FIS = –0.05  
(табл. 1). 

В ходе дальнейшего анализа на уникальность 
выявляемых аллелей было обнаружено 50 при-
ват-аллелей в алтайской субпопуляции и 6 – в 
асканийской (табл. 2). В то же время в алтайской 
субпопуляции серого скота – только 10 уникаль-
ных аллелей (20% от их общего числа) превышали 
вероятность обнаружения (равную 0.05); в аска-
нийской субпопуляции число таких аллелей соста-
вило 3 или 50%. Причем, если в алтайской субпо-
пуляции приватные аллели выявлялись преиму-
щественно с низкой частотой и в узких пределах 
обнаружения – 0.06–0.14, то у асканийского скота, 
несмотря на их немногочисленность, приват алле-
ли встречались чаще и с более широким диапазо-
ном варьирования – 0.16–0.39 (табл. 2).

При рассмотрении F-cтатистик по исследо-
ванным локусам обеих субпопуляций значение 
FIS = –0.0285 указывает на избыток гетерозигот-
ных генотипов с малой вероятностью встречи ал-
лелей общего предка в рассматриваемых популя-
циях FIT = 0.1161, а уровень FST = 0.1394 свидетель-
ствует об их средней дивергенции, наибольший 
вклад в которую вносит локус Eth3 (табл. 3). Со-
гласно дендрограмме Neighbor-Joining взаимо-
отношений можно видеть два больших кластера, 

Таблица 1. Параметры аллельного и генетического разнообразия субпопуляций серого украинского скота

Локус

Субпопуляция

асканийская (Askan) алтайская (Altai)

Р, % AR HO HE FIS Р, % AR HO HE FIS

ETH3 66.67 3.7 0.3 0.31 0.03 83.33 5 0.83 0.74 –0.12
CSSM66 60 4.5 0.69 0.58 –0.19 90 8.59 0.88 0.82 –0.07
INRA23 60 5.86 0.83 0.76 –0.09 90 8.24 0.8 0.83 0.04
ILSTS6 75 5.63 0.66 0.64 –0.03 100 6.96 0.76 0.79 0.04

TGLA227 60 5.71 0.77 0.77 0 100 9.75 0.73 0.82 0.11
TGLA126 83.33 4.53 0.73 0.64 –0.14 100 5.69 0.73 0.61 –0.20
TGLA122 33.33 4.42 0.53 0.58 0.09 86.67 11.9 0.83 0.83 0
SPS115 50 3.02 0.54 0.5 –0.08 100 6.6 0.54 0.61 0.11
ETH225 55.56 4.57 0.73 0.66 –0.11 88.89 7.22 0.71 0.78 0.09
TGLA53 46.15 4.88 0.64 0.64 0 100 11.76 0.76 0.84 0.10
CSRM60 66.67 3.95 0.59 0.61 0.03 100 5.96 0.83 0.79 –0.05
BM2113 57.14 3.94 0.6 0.59 –0.02 100 6.99 0.83 0.83 0
BM1824 57.14 4.00 0.69 0.62 –0.11 100 6.22 0.68 0.71 0.04
ETH10 42.86 3.00 0.64 0.63 –0.02 100 6.43 0.68 0.66 –0.03
Средняя 58.13 4.41 0.64 0.61 –0.05 95.64 7.66 0.76 0.76 0

Примечание. Р – доля полиморфных локусов; AR – аллельное разнообразие; HO – наблюдаемая 
гетерозиготность; HE – ожидаемая гетерозиготность; FIS – коэффициент инбридинга.
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сформированных алтайской и асканийской субпо-
пуляциями (рис. 3). При этом серый украинский 
скот из Черги делится еще на два достаточно уда-
ленных подкластера (или две линии разведения), 
в один из которых попадают пять особей асканий-
ской субпопуляции, что подтверждает их отдален-
ные родственные связи [12]. Что же касается аска-
нийской субпопуляции, то она образует куст из не-
скольких сближенных подкластеров (всего восемь 
родственных групп), отражающих ее множествен-
ную линейную структуру. 

При последующем рассмотрении тех же самых 
субпопуляций с использованием метода главных 
компонент (PCA) (рис. 4) наблюдается их четкое 
разграничение с выраженной неоднородностью 
особей в алтайской и консолидацией животных в 
асканийской субпопуляции.

ОБСУЖДЕНИЕ
Можно видеть, что при общем рассмотрении по-

пуляций серого украинского скота с использовани-
ем F-статистик Райта отмечается незначительный 

Таблица 2. Приват-аллели в локусах и субпопуляциях серого украинского скота

Локус Субпопуляция Aллель Частота, 
% Локус Субпопуляция Aллель Частота, 

%
ETH3 Askan 115 26 TGLA122 Altai 175 4
ETH3 Altai 121 9 TGLA122 Askan 179 3
ETH3 Altai 127 13 TGLA122 Altai 183 1

CSSM66 Altai 181 1 TGLA122 Altai 185 4
CSSM66 Altai 187 3 SPS115 Altai 246 1
CSSM66 Altai 195 5 SPS115 Altai 252 4
CSSM66 Altai 197 6 SPS115 Altai 258 1
CSSM66 Askan 199 1 SPS115 Altai 262 1
INRA23 Altai 196 5 ETH225 Altai 142 5
INRA23 Altai 200 13 ETH225 Askan 146 16
INRA23 Askan 202 39 ETH225 Altai 152 3
INRA23 Altai 210 4 ETH225 Altai 154 1
INRA23 Altai 216 1 ETH225 Altai 156 1
ILSTS6 Altai 282 1 TGLA53 Altai 154 4
ILSTS6 Altai 300 1 TGLA53 Altai 162 2

TGLA227 Altai 079 3 TGLA53 Altai 164 4
TGLA227 Altai 091 5 TGLA53 Altai 176 3
TGLA227 Altai 097 14 TGLA53 Altai 178 4
TGLA227 Altai 101 3 TGLA53 Altai 182 2
TGLA126 Altai 123 2 TGLA53 Altai 186 1
TGLA122 Altai 139 1 CSRM60 Altai 096 7
TGLA122 Altai 141 10 CSRM60 Altai 104 3
TGLA122 Altai 145 2 BM2113 Altai 125 4
TGLA122 Altai 153 2 BM2113 Altai 131 14
TGLA122 Altai 161 5 BM2113 Altai 135 12
TGLA122 Altai 163 4 BM1824 Altai 176 1
TGLA122 Askan 169 3 BM1824 Altai 184 1
TGLA122 Altai 173 3 BM1824 Altai 186 7
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избыток гетерозигот c отсутствием инбридинга  
FIT = 0.116 < FST (табл. 1), причем в большей сте-
пени это относится к херсонской популяции. Все 
это указывает на то, что в обоих стадах серого 
украинского скота ведется работа по сохранению 
генетического разнообразия с той лишь разницей, 
что более низкий уровень аллельного разнообра-
зия (АR) при большей генетической изменчивости 
(HE), обнаруживаемый в асканийской субпопуля-
ции, свидетельствует о более интенсивном в ней 
фенотипическом отборе. Об этом же свидетель-
ствует и бόльшая консолидированность асканий-
ской субпопуляции по данным PCA-анализа.

В связи с вышесказанным интересно отметить, 
что в ранее проведенных исследованиях при оцен-
ке аллельного полиморфизма по гену BoLA-DRB3 с 
применением индекса Шеннона – Винера (Н`) са-
мые высокие его значения (3.77 и 3.4) были выяв-
лены у красно-пестрой и голштинских пород КРС 
и самое низкое – у якутской породы (1.74). Для 
серого украинского скота асканийской субпопуля-
ции аллельный полиморфизм BoLA-DRB3 соста-
вил 3.26, что сближает его по этому показателю со 
специализированными молочными породами [13]. 

В свою очередь, расчет значения FST (табл. 3), 
отражающего степень подразделенности субпо-
пуляций, показал, что 86.1% выявленной у серого 
украинского скота изменчивости реализуется вну-
три популяции, включающей асканийскую и ал-
тайскую субпопуляции, и 13.4% (FST = 0.134) прихо-
дится на долю межпопуляционной составляющей. 

В связи с этим интерес представляет оценка вели-
чины М [14], характеризующей интенсивность по-
тока генов между субпопуляциями. В нашем случае 
М = 1.61 и 2М > 1, что свидетельствует об отсут-
ствии тенденции к дивергенции рассматриваемых 
субпопуляций по аллельным частотам [15]. 

Что же касается величины ожидаемой генетиче-
ской гетерозиготности (НE), то характерная гетеро-
генность генетического разнообразия, обнаружи-
ваемая у серого украинского скота, свойственна и 
для других пород КРС, в том числе региональных 
и трансграничных. Например, по черно-пестрой 
породе в разных субпопуляциях величина ожида-
емой гетерозиготности HE варьировала от мини-
мальной 0.417 до максимальной 0.751 (коэффици-
ент вариации Cv = 19.7%) при среднем значении 
0.608 ± 0.042 и 95% доверительном интервале (ДИ) 
= 0.526÷0.690. По голштинской породе значения 
HE изменялись от 0.430 до 0.891 (коэффициент ва-
риации 19.4%) при среднем – 0.639 ± 0.026 (95% 
ДИ, 0.588÷0.690) [16]. 

Причем одни авторы подобный внутрипород-
ный разброс значений НЕ связывают с использова-
нием в вычислениях малочисленных нерепрезен-
тативных выборок, в то время как другие склонны 
объяснять его характером динамики происходящих 
во времени внутрипопуляционных процессов [12, 
17]. Принимая во внимание данные точки зрения 
и с учетом объема выборочных данных, использо-
ванных в настоящем исследовании, можно было 
бы говорить об асканийской субпопуляции как 

Таблица 3. F-cтатистики по исследованным локусам субпопуляций серого украинского скота

Локус FIT FST FIS

ETH3 0.20948280 0.23848947 –0.038090963
CSSM66 0.08202644 0.19849845 –0.145317266
INRA23 0.07071799 0.11239222 –0.046951181
ILSTS6 0.17892123 0.18257128 –0.004465281

TGLA227 0.11005591 0.07895635 0.033765563
TGLA126 0.08620622 0.21275222 –0.160744810
TGLA122 0.23889019 0.19515622 0.054338459
SPS115 0.01416733 0.02679428 –0.012974590
ETH225 0.07487413 0.10363076 –0.032081235
TGLA53 0.18498442 0.15169638 0.039240709
CSRM60 0.13075568 0.12568836 0.005795789
BM2113 0.12618519 0.13532227 –0.010567033
BM1824 0.08929996 0.14285507 –0.062480814
ETH10 0.02944797 0.04738194 –0.018825989

Cредняя 0.116143961 0.139441805 –0.028525617
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наиболее объективно отражающей фактическую 
генетическую изменчивость серого украинского 
скота. Наблюдаемые различия НЕ в двух рассма-
триваемых субпопуляциях также можно объяснить 
уменьшением поголовья в асканийском стаде и его 
увеличением в алтайском. Причем сходная кар-
тина наблюдалась ранее на Украине в отдельных 
субпопуляциях серого украинского скота (ООО 

“Голосеево” и КСП “Вороньков”), где с ростом 
численности животных увеличивался показатель 
генотипической изменчивости (HE) до 0.80 и 0.81 
соответственно [18].

Таким образом, по результатам сравнительного 
анализа асканийского и алтайского серого укра-
инского скота в настоящей работе установлено, 
что рассматриваемые популяции по изучаемым 
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микросателлитным локусам характеризуются от-
сутствием инбридинга, отдаленными родственны-
ми связями и различались между собой показате-
лями аллельного и генетического разнообразия: 
бóльшим для алтайской микропопуляции и мень-
шим для херсонской. Эти данные свидетельствуют 
о том, что алтайская популяция по своим генети-
ческим характеристикам была менее подвержена 
селекционному давлению. В то же время асканий-
ское стадо серого украинского скота при большем 
линейном разнообразии и избыточной гетерози-
готности отличается выравненностью, однородно-
стью и консолидированностью, что позволяет рас-
сматривать его в качестве источника ценного пле-
менного материала при разведении этой породы. 

Исследования выполнены при финансовой под-
держке РНФ – проект № 23-16-00059 и Государ-
ственного задания Министерства науки и высшего 
образования РФ “Оценка генетического потенци-
ала национальных пород крупного рогатого скота” 
№ 122020800034-4.

Исследование одобрено Этическим комитетом 
Института общей генетики им. Н. И. Вавилова 
РАН 17 июня 2024 г., протокол № 3. 

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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Characteristics by STR Markers of Gray Ukrainian Cattle Breed  
in the Russian Federation

A. S. Mokeeva, *, N. N. Fursaa, S. V. Beketovb, **, G. R. Svishchevab,  
A. A. Onokhovb, Yu. A. Stolpovskyb

aIvanov Institute of Livestock Husbandry of Steppe Regions “Askania-Nova” – National Scientific Selection and Genetic 
Center for Sheep Breeding of the National Academy of Agrarian Sciences, Askania-Nova, 275230 Russia 

bVavilov Institute of General Genetics of Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia 
*e-mail: mokeev.as@mail.ru 

**e-mail: svbeketov@gmail.com

Using 14 microsatellite markers (BM1824, BM2113, CSRM60, CSSM66, ETH3, ETH10, ETH225, 
ILSTS006, INRA023, SPS115, TGLA53, TGLA122, TGLA126, TGLA227), samples of Ukrainian Grey 
cattle herds of the M.F. Ivanov Institute “Askania-Nova” (Kherson region) (n = 101) and experimental 
farm of Cherga (Altai Republic) (n = 41). When considering Wright's F-statistics for the studied loci, 
the value FIS = –0.0285 indicates an excess of heterozygous genotypes in the population of Ukrainian 
Grey cattle, with a low probability of encountering alleles of the common ancestor FIT = 0.1161, and 
the level FST = 0.1394 indicates an average divergence of subpopulations, the largest contribution to 
which is contributed by the Eth3 locus. At the same time, the number of detected polymorphic loci – 
95.64%, the level of allelic diversity – AR = 7.66 and genetic diversity – HE = 0.76 were higher in the 
Altai subpopulation than in the Kherson subpopulation – 58.13%, 4.41, 0.61, respectively. At the same 
time, the Kherson herd was characterized by better evenness, homogeneity and consolidation, which 
allows us to consider it as a source of valuable breeding material for breeding the Ukrainian Grey breed.

Keywords: Ukrainian Grey cattle, subpopulations, microsatellites, genotyping, population genetic 
characteristics.
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ПОПУЛЯЦИОННО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ СТРУКТУРА НАСЕЛЕНИЯ 
СИБИРИ ПО ДАННЫМ О ЧАСТОТАХ ПОЛИМОРФНЫХ ВАРИАНТОВ 

ГЕНОВ ТРАНСПОРТА И РЕЦЕПЦИИ ВИТАМИНА D
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Генофонды народов Сибири – потенциальный источник данных о составах гаплотипов по-
лиморфных вариантов генов, сформировавшихся в ходе эволюции популяций под влиянием  
специфического комплекса природно-климатических факторов, в условиях относительной гео-
графической, культурной изоляции и традиционных практик жизнеобеспечения. С целью изу-
чения генетической адаптации к недостаточной обеспеченности витамином D (низкий уровень 
инсоляции и доступности нутриентов, содержащих холекальциферол и эргокальциферол) в вы-
борках коренного тюркоязычного (телеуты, томские татары, шорцы) и пришлого восточносла-
вянского (русские) населения Сибири проведено исследование частот полиморфных вариантов 
(14 SNP) генов, отвечающих за транспорт витамина D – ген GC (Group-Specific Component), 
структуру его основного рецептора – ген VDR (vitamin D receptor) и рецепторов-партнеров RXR 
(retinoid X receptor) – гены RXRA и RXRG. Суммарный объем выборки составил 411 человек. 
Анализ частот полиморфных вариантов продемонстрировал специфические черты генофондов 
коренных популяций Сибири по сравнению с русским населением, общемировыми частотами и 
частотами, характерными для популяций Европы и Восточной Азии. При попарном сравнении с 
выборкой русских статистически значимые отличия выявлены в отношении частот rs7041 (шор-
цы), rs3847987 (томские татары, телеуты, шорцы), rs9409929 (томские татары, телеуты), rs877954 
(томские татары), rs283696 (телеуты). По данным усредненных генетических расстояний (d) ми-
нимальные дистанции отмечены между телеутами и томскими татарами. Выборка русских в це-
лом оказалась наиболее удаленной в генетическом пространстве исследованных народов Си-
бири. Исследование частот гаплотипов полиморфных вариантов генов транспорта и рецепции 
витамина D продемонстрировало накопление в генофонде коренных популяций SNP, ассоции-
рованных, по данным литературы, с более высоким уровнем сывороточного витамина D. По ге-
нам GC и VDR гаплотипический профиль изученных полиморфных вариантов характеризовался 
выраженной спецификой и отличался по составу от такового у русского населения. Проведенное 
исследование позволяет сделать заключение о том, что структура генофондов коренных народов 
Сибири сохраняет своеобразие, отражающее историю их сложения и демонстрирующее черты 
генетической адаптации коренных популяций к условиям среды обитания.

Ключевые слова: витамин D, гены, коренные народы, полиморфизм, популяция, рецепторы, русские, 
Сибирь.
DOI: 10.31857/S0016675824120092 EDN: VZZYTO

Витамин D в основной активной форме (каль-
циферол, эргокальциферол [1]) и в виде мета-
болитов (около 50 вариантов с различиями по 
функциональной активности и тканям-мише-
ням) – регулятор широкого спектра процессов 
(ремоделирование хроматина, клеточный рост и 

дифференцировка, фосфорно-кальциевый об-
мен, иммунный ответ и др.), действующий на ге-
номном и негеномном уровнях [2–5]. Эффектив-
ность трансдукции витамина D детерминируется 
балансом взаимодействий эндогенных и экзоген-
ных факторов, обусловливающих его метаболизм, 
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транспорт и рецепцию [5, 6]. Природно-клима-
тические условия, а также особенности питания, 
определяемые доступностью нутриентов, этно-
культурными и религиозными традициями, фор-
мируют пул экзогенных факторов [7]. К эндо-
генным относятся особенности составов микро-
биомных сообществ желудочно-кишечного тракта 
[8–10]. Однако ведущую роль в этом ключе, несо-
мненно, играют генные комплексы, сложившиеся 
в процессе приспособления индивидуальных гено-
мов к среде обитания и закрепившиеся в генофон-
дах популяций [11, 12]. 

Подавляющее большинство регионов России и 
Сибирь в их числе относятся к территориям, для 
населения которых характерен недостаток или 
даже дефицит витамина D [13, 14]. Это обусловле-
но коротким периодом инсоляции на достаточном 
уровне и низкой обеспеченностью нутриентами, 
содержащими холекальциферол (D3) и эргокаль-
циферол (D2). В этом контексте значительный 
интерес представляют генофонды коренных си-
бирских народов. Их сложение до недавнего вре-
мени проходило под влиянием специфического 
комплекса природно-климатических факторов, в 
условиях относительной географической, культур-
ной изоляции и особенностей питания. Ряд работ 
[15–19] демонстрирует специфику структуры гено-
фондов коренных популяций, свидетельствующую 
о приспособлении к условиям окружающей при-
родной среды. Прицельное изучение особенностей 
генофондов народов Сибири может послужить 
источником данных о вариантах аллелей, встре-
чающихся в популяции с высокой частотой. Даль-
нейшие исследования in silico на клеточных моде-
лях или иными способами – путь к прецизионной 
медицине и персонализированному нутрициологи-
ческому подходу [20, 21] для профилактики и кор-
рекции алиментарных заболеваний. 

В рамках сформулированной задачи в выбор-
ках коренного тюркоязычного (телеуты, томские 
татары, шорцы) и пришлого восточнославянского 
(русские) населения Сибири проведено исследо-
вание частот полиморфных вариантов генов, про-
дукты которых отвечают за транспорт витамина D 
– ген GC (Group-Specific Component), а также за 

структуру его основного рецептора VDR (vitamin D 
receptor) – ген VDR и рецепторов-партнеров RXR 
(retinoid X receptor) – гены RXRA и RXRG.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования послужили об-

разцы ДНК населения Сибири – русских (n = 100) 
и коренных народов – телеутов (n = 98), томских 
татар (n = 100), шорцев (n = 113). Обследование 
коренных групп населения осуществлено в ходе 
экспедиций в места их компактного расселения в 
административных границах Кемеровской (Белов-
ский, Междуреченский, Таштагольский районы) и 
Томской (Томский район) областей в период с 2010 
по 2023 гг. Русские представлены жителями г. Ке-
мерово и Кемеровской области. Суммарный объем 
выборки составил 411 человек. 

Исследование проведено под контролем ко-
митета по этике и доказательности медицинских  
научных исследований ФГБОУ ВО КемГМУ  
Минздрава России (протокол № 285 от 13.04.2022 г.).  
Биологические материалы получены в сопрово-
ждении генеалогических анкет, демографических 
данных и информированных согласий на участие 
в исследовании. Выборки сформированы с уче-
том пола и этнической принадлежности (по само- 
определению) согласно правилам, обоснованным 
в работе Е. В. Балановской и соавт. [22]. Потомков 
межнациональных браков из анализа исключали.  

ДНК получали методом фенол-хлороформной 
экстракции. Генотипирование проводили с помо-
щью ПЦР в режиме реального времени по панели 
14 полиморфных вариантов генов, обеспечиваю-
щих транспорт (GC), связывание (VDR) и сигна-
линг (RXRA, RXRG) витамина D (табл. 1).

Выбор полиморфных вариантов генов, по-
тенциально ассоциированных с уровнем сыво-
роточного витамина D (25(OH)D) и витамина D 
в активной форме (1-25(OH)2D), осуществлен с 
учетом популяционной частоты минорного алле-
ля (MAF) (Ensembl, http://www.ensembl.org) и ли-
тературных данных о связи полиморфного вари-
анта со статусом витамина D. Локализацию SNP 
в структуре гена указывали по данным NCBI,  

Таблица 1. Характеристика исследованных генов системы витамина D

Ген Наименование продукта гена Хромосомная
локализация Экзоны, n SNP,

тыс.*
GC GC vitamin D binding protein 4q13.3 15 25.1

VDR vitamin D receptor 12q13.11 12 25.5
RXRA retinoid X receptor alpha 9q34.2 12 51.3
RXRG retinoid X receptor gamma 1q23.3 12 17.0

Примечание. * – по данным NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene).
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov (в качестве референс-
ной последовательности использованы данные 
MANE Project v1.3), аннотацию – с помощью En-
sembl VEP, http://www.ensembl.org/info/docs/tools/
vep/index.html. 

Расчет аллельных, гаплотипических частот, 
показателей гетерозиготности и равновесия Хар-
ди – Вайнберга осуществляли при помощи про-
граммы Genepop 4.7 (https://genepop.curtin.edu.au/) 
и веб-инструмента SNPstat (https://www.snpstats.
net/start.htm). Различия частот считали статистиче-
ски значимыми при уровне p < 0.05. Для сравнения 
привлекали общемировые частоты исследованной 
панели SNP, а также частоты в популяциях Европы 
и Восточной Азии. Источником информации по-
служили ALFA dataset (https://ncbiinsights.ncbi.nlm.
nih.gov/2020/03/26/alfa/) и 1000Genomes (https://
www.internationalgenome.org/).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ соответствия частот полиморфных ва-

риантов генов распределению Харди–Вайнберга 
выявил в исследованных выборках ряд отклоне-
ний от состояния равновесия. У русских Сибири 
в одном случае – в отношении rs3847987 в гене 
VDR. Что касается коренных сибирских народов, 
то спектр таких SNP оказался несколько шире: от 
двух – у шорцев до четырёх – у телеутов. Отметим, 
что исследование всех SNP проведено на единых 
выборках, с использованием единых методов, ре-
активов и аппаратуры. Проверка воспроизводи-
мости генотипирования (10% образцов, а в случае 
rs7041 – тотально в выборках телеутов и томских 
татар) подтвердила результаты в 100% случаев.  
Анализ направленности отклонения показателей 
гетерозиготности выявил общую для всех попу-
ляций тенденцию к некоторому снижению уров-
ня гетерозиготности, которое оказалось более  
выражено у телеутов (табл. 2). Известно, что об-
щая численность этого народа на протяжении 
XIX–XXI вв. не превышала 2–2.5 тыс. человек    
[23, 24], а индекс эндогамии в местах компактного 
расселения в период с 1940-х по 2010-е гг. возрос с 
58 до 89% [24]. Небольшая численность и высокая 

частота однонациональных браков – основа ро-
ста инбридинга и снижения гетерозиготности в 
популяции телеутов. Кроме того, ранее проведен-
ные нами исследования [24, 25] позволяют пред-
положить, что зафиксированная в настоящем ис-
следовании динамика популяционной структуры 
телеутов – это результат дрейфа генов вследствие 
генетико-демографических процессов, связанных 
с переходом на суженный тип воспроизводства, со 
снижением фертильности и рождаемости, а также с 
усилением брачной ассортативности по этническо-
му признаку. Их совокупный эффект в исследован-
ной выборке, по всей видимости, превысил влия-
ние межэтнического смешения, так как, несмотря 
на принципы формирования выборок, исключаю-
щие из исследования потомков от смешанных бра-
ков, нельзя не принимать в расчет возможности 
наличия таковых за пределами трех поколений. 

Исследование частот полиморфных вариантов 
сформированной панели генов GC, VDR, RXRA и 
RXRG продемонстрировало своеобразие генофонда 
коренных популяций Сибири по сравнению с рус-
ским населением, а также с общемировыми часто-
тами (TOT – Total) и частотами, характерными для 
популяций Европы (EUR – Europa) и Восточной 
Азии (EAS – East Asian) (табл. 3–5).

Сравнение частоты полиморфных вариантов 
гена GC в выборках коренных народов с русским 
населением Сибири выявило статистически зна-
чимые отличия (p <  0.05) в отношении частоты 
аллелей SNP rs7041 (шорцы). В целом в выборках 
шорцев и телеутов отмечена общая тенденция – 
меньшая распространенность аллелей, ассоции-
рованных с пониженным по данным литературы 
(табл. 3) содержанием витамина D в сыворотке 
крови, в том числе из-за сниженного аффините-
та продукта гена и следовательно способности к 
связыванию и транспорту данного витамина. В 
выборках томских татар и русских частоты алле-
лей гена GC, ассоциированные с потенциально 
худшим адаптационным потенциалом к услови-
ям недостаточной обеспеченности витамином D, 
более распространены и несколько превышают 

Таблица 2. Усредненные показатели гетерозиготности в исследованных выборках по данным полиморфных 
вариантов генов GC, VDR, RXRA и RXRG

Национальность Hо Hе D

Русские 0.407 0.413 –0.017
Телеуты 0.363 0.409 –0.101

Томские татары 0.363 0.396 –0.090
Шорцы 0.382 0.404 –0.049

Примечание. Hо – наблюдаемая гетерозиготность, Hе – ожидаемая гетерозиготность, D – показатель отклонения 
гетерозиготности.
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среднемировые значения и показатели, характер-
ные для популяций Европы и Восточной Азии 
(табл. 3). 

В отношении генетических частот VDR значи-
мые различия (p < 0.05) выявлены для rs3847987 
при сравнении выборки русских с выборками ко-
ренных народов Сибири. По данному полиморф-
ному варианту, как и по всем другим, проанализи-
рованным в исследовании SNP VDR, выборка рус-
ских характеризовалась более низкими частотами 
альтернативных аллелей, в том числе по сравнению 
со среднемировыми и среднеевропейскими пока-
зателями (табл. 4). Для коренного населения Сиби-
ри в целом выявлены частоты, близкие (rs7975232, 
rs2228570, rs7968585) и превышающие (rs3847987) 
общемировые, европейские и восточноазиатские. 

Исследованная панель полиморфных ва-
риантов по генам ретиноидных рецепторов 
RXRA и RXRG оказалась более информативной  
(табл. 5). Статистически значимые различия полу-
чены при сравнении выборок коренных сибирских 
народов с русскими по rs9409929 и rs877954 гена 
RXRA, а также rs283696 гена RXRG. У телеутов чаще  
(p < 0.05) фиксировался аллель С rs283696. Данный 
аллельный вариант оказался более распростра-
ненным во всех исследованных выборках сибир-
ских народов. У телеутов и томских татар проде-
монстрирована сниженная (p < 0.05) частота аллеля 
А rs9409929, для которого показан более высокий 

уровень содержания активной формы витамина D 
(1.25(OH)2D) в крови. У томских татар также реже 
выявлялся аллель G rs877954, в отношении которо-
го также есть данные литературы[5] об ассоциации 
с уровнем витамина D в сыворотке крови. 

По данным о частотах аллелей методом Nei была 
построена матрица генетических расстояний, про-
иллюстрированная дендрограммой (рис. 1). Ожи-
даемо наиболее дистанцированной в общем гене-
тическом пространстве оказалась выборка русских 
– усредненное значение d, характеризующее уда-
ленность русских от всех исследованных популя-
ций, составило 0.028. Минимальные генетические 
расстояния получены между телеутами – томски-
ми татарами (0.008), а также шорцами – телеутами 
(0.009). Полученные результаты отражают этно-
генез, географическую локализацию этнических 
популяций и межэтнические контакты сибирских 
народов. Так, по данным истории и этнографии, 
в сложении томских татар приняли участие выез-
жие телеуты, откочевавшие с князем Иркой Уде-
лековым на новые территории. А интенсивные 
межэтнические связи шорцев и телеутов опреде-
лены близостью расположения мест компактного 
расселения.

Для получения данных о потенциале популяций 
в контексте генетической адаптации к недостаточ-
ной обеспеченности витамином D был проведен 
анализ частот гаплотипов полиморфных вариантов 

Таблица 3. Характеристика исследованных полиморфных вариантов гена GC 

SNР Аннотация SNР* Выборки χ2
х-в Частота аллеля χ2 

rs7041
A> C

экзон 12 
Сниженное содержание 

25(OH)D в крови [26]

Русские 0.40 (C) 0.572
Телеуты 12.65 0.463 2.27
Татары 20.35 0.635 0.80
Шорцы 2.39 0.389 6.40 

TOT/EUR/EAS 0.537/0.566/0.264

rs4588
G> T

экзон 12 
Сниженное содержание 

25(OH)D в крови [27]

Русские 0.11 (Т) 0.317
Телеуты 0.01 0.252 0.99
Татары 0.09 0.328 0.03
Шорцы 0.12 0.265 0.62

TOT/EUR/EAS 0.270/0.281/0.288

rs3755967
C> T

интрон 13 
Сниженное содержание 

25(OH)D в крови [28]

Русские 0.02 (Т) 0.317
Телеуты 3.99 0.251 0.25
Татары 0.56 0.278 0.35
Шорцы 0.08 0.244 1.24

TOT/EUR/EAS 0.170/0.218/0.260

Примечание. Для табл. 3–5: * – данные литературы, χ2
х-в – критерий оценки соответствия частот распределению  

Харди–Вайнберга, χ2 – критерий для попарного сравнения частот. Полужирным шрифтом отмечены статистически зна-
чимые величины при сравнении коренных групп с выборкой русских; TOT – общемировые частоты, EUR – частоты 
популяций Европы, EAS – частоты популяций Восточной Азии.
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генов. Частоты наиболее распространенных вари-
антов “Топ-3” показаны на столбчатых гистограм-
мах (рис. 2).

Значительный интерес в этом ключе представля-
ет продукт гена GC – DBP (vitamin D binding protein, 
витамин D-связывающий белок), который несет 
уникальный сайт связывания для всех метаболитов 
витамина D. Комплекс DBP–25(OH)D образует 

циркулирующий резервуар витамина, предотвра-
щающий гиповитаминоз D, когда поступление 
нового витамина D недостаточно. Таким образом, 
DBP регулирует биодоступность всех метаболитов 
витамина D для тканей и клеток организма.

Ген GC содержит несколько функциональных 
полиморфных вариантов С доказанным по дан-
ным литературы [26,27] влиянием D в сыворотке  

Таблица 4. Характеристика исследованных полиморфных вариантов гена VDR 

SNР Аннотация SNР* Выборки χ2
х-в Частота аллеля χ2 

rs1544410 
(BsmI)
C> T

интрон 9 

Сниженное  
содержание 25(OH)D  

в крови [29]

Русские 0.25 (Т) 0.315
Телеуты 4.36 0.274 0.37
Татары 1.29 0.208 2.84
Шорцы 0.19 0.295 0.08

TOT/EUR/EAS 0.388/0.398/0.064

rs731236 
(TaqI)
A> G

экзон 10 

Сниженное  
одержание 25(OH)D  

в крови [30]

Русские 0.26 (G) 0.307
Телеуты 2.58 0.236 1.12
Татары 4.49 0.234 1.26
Шорцы 0.06 0.293 0.04

TOT/EUR/EAS 0.384/0.398/0.067

rs7975232 
(ApaI)
C> A

интрон 9 

Сниженное  
содержание 25(OH)D  

в крови [31]

Русские 0.89 (A) 0.390
Телеуты 2.17 0.511 2.67
Татары 1.96 0.437 0.43
Шорцы 2.92 0.469 1.09

TOT/EUR/EAS 0.554/0.537/0.290

rs2228570 
(FokI)
A> G

экзон 3 

Повышенное  
содержание 25(OH)D  

в крови [32]

Русские 0.40 (G) 0.572
Телеуты 3.39 0.623 0.49
Татары 0.01 0.619 0.43
Шорцы 0.21 0.543 0.15

TOT/EUR/EAS 0.611/0.612/0.568

rs3847987
C> A

экзон 10 

Ассоциации с уровнем 
триглицеридов [33]

Русские 6.80 (A) 0.116
Телеуты 1.27 0.268 7.24

Татары 2.99 0.258 6.39

Шорцы 4.21 0.217 3.52

TOT/EUR/EAS 0.124/0.125/0.216

rs7968585
C> T

экзон 3 

Сниженное  
содержание 25(OH)D  

в крови [34]

Русские 1.86 (T) 0.440
Телеуты 4.83 0.511 2.68
Татары 2.14 0.573 0.43
Шорцы 0.01 0.522 1.09

TOT/EUR/EAS 0.520/0.519/0.275
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крови. Наиболее важными и изученными яв-
ляются два – rs7041 и rs4588. Первый – rs7041  
(c. 1296A >  C) кодирует глутаминовую кислоту вме-
сто аспарагиновой в положении 432 (p.Asp432Glu), 
второй – rs4588 (c.1307G> T) – лизин вместо тре-
онина в положении 436 (p.Thr436Lys). Сочетание 
этих полиморфных вариантов приводит к трем 
основным и наиболее распространенным изофор-
мам гена GC: GC1s (rs7041C–rs4588G, кодирующим 
432Glu/436Thr); GC1f (rs7041A–rs4588G, кодирую-
щим 432Asp/436Thr); GC2 (rs7041A–rs4588T, коди-
рующим 432Asp/436Lys). Эти три изоформы гене-
рируют шесть различных фенотипов (GC1f-GC1f, 
GC1f-GC1s, GC1s-Gc1s, GC1f-GC2, GC1s-GC2 и 
GC2-GC2) и модулируют концентрацию цирку-
лирующего DBP и следовательно биодоступность 
витамина D. Еще одним SNP стал интронный 

Таблица 5. Характеристика исследованных полиморфных вариантов генов RXR 

SNР Аннотация SNР* Выборки χ2
х-в Частота аллеля χ2 

RXRA
rs9409929

G> A
интрон 1 

Повышенный уровень 
1,25(OH)2D в крови [35]

русские 0.04 (A) 0.430
телеуты 0.38 0.250 6.86

татары 0.74 0.276 4.93

шорцы 0.67 0.398 0.14
TOT/EUR/EAS 0.340/0.353/0.217

rs3132299
C> G

интрон 2 
Ассоциации с уровнем 
витамина D в крови [5]

русские 0.08 (G) 0.842
телеуты 0.40 0.794 0.74
татары 1.94 0.822 0.14
шорцы 2.28 0.801 0.54

TOT/EUR/EAS 0.843/0.825/0.806

rs877954
A> G

интрон 9 
Ассоциации с уровнем 
витамина D в крови [5]

русские 0.36 (G) 0.697
телеуты 1.77 0.578 2.93
татары 0.29 0.526 5.88

шорцы 0.03 0.734 0.32

TOT/EUR/EAS 0.633/0.658/0.662

RXRG
rs2651860

A> C
интрон 4 

Ассоциация  
с дислипидемией [36]

русские 1.73 (C) 0.182
телеуты 0.43 0.247 1.17
татары 2.07 0.197 0.07
шорцы 0.26 0.226 0.56

TOT/EUR/EAS 0.149/0.205/0.101

rs283696
T> C

интрон 9 
Ассоциация  

с дислипидемией [36]

русские 0.010 (C) 0.752
телеуты 0.23 0.873 4.58

татары 0.36 0.821 1.37
шорцы 3.07 0.857 3.34

TOT/EUR/EAS 0.872/0.796/0.927

0 0.005 0.010 0.020 0.030 0.0400.025 0.0350.015

Томские
татары

Телеуты

ШорцыШорцы

Русские

Рис. 1. Положение генофондов исследованных наро-
дов в общем генетическом пространстве по данным 
панели 14 SNР генов системы витамина D (метод 
Уорда).
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Рис. 2. Частоты распространенных гаплотипов полиморфных вариантов исследованного комплекса генов в выбор-
ках коренных народов и русских Сибири.
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вариант rs3755967, для которого также установле-
на ассоциация со сниженным уровнем витамина D 
[28].

Анализ составов гаплотипов исследованных 
полиморфных вариантов гена GC свидетельству-
ет о генетической адаптации популяций корен-
ных сибирских народов к условиям недостаточной 
обеспеченности витамином D. В их генофондах 
отмечено накопление вариантов гена, кодирую-
щего белок с лучшей способностью к связыванию 
и удержанию данного витамина. Отметим, что во 
всех проанализированных выборках самым рас-
пространенным оказался GC1s в составе гаплотипа 
СGC, однако в выборке русских вторым по часто-
те был гаплотип АТТ (GC2 и минорный вариант – 
аллель Т по rs3755967). Для белка фенотипа GC2-2 
установлена сниженная аффинность к 25(OH)D. В 
группах коренных народов Сибири частота такого 
варианта ниже (в 2–10 раз), а гаплотип AGC, вклю-
чающий три исходных “предковых” варианта гена, 
напротив, занимает в “Топ-3” вторую или третью 
позицию.

В отношении гена VDR у русских и коренных 
народов Сибири выявлен совершенно разный га-
плотипический профиль. Продукт гена VDR – ре-
цептор витамина D – экспрессируется в различных 
клетках и тканях с максимальным уровнем в тон-
кой, двенадцатиперстной и толстой кишке, почках 
и коже. В клетке он концентрируется в ядре, ци-
тозоле и на цитоплазматической мембране, реали-
зуя регуляцию на геномном и негеномном уров-
нях. Белок VDR специфически связывает актив-
ную форму витамина D (1.25(OH)2D) и опосредует 
ее действие – активирует экспрессию широкого 
спектра генов-мишеней с элементом VDRE в про-
моторе, в том числе генов иммунного ответа и ге-
нов, поддерживающих клеточные процессы роста 
и дифференцировки.

Распространенные в выборке русских гапло-
типы гена VDR – ССGGCC, CCGACC и TTAG-
CA – в исследованных нами выборках коренных 
народов не зарегистрированы или крайне ред-
ки. В составе первых двух гаплотипов содержит-
ся аллель G rs7968585, ассоциированный по дан-
ным литературы со сниженным уровнем витамина  
D (25(OH)D), и/или G rs2228570 (повышенное со-
держание 25(OH)D в сыворотке крови). Для треть-
его гаплотипа можно предположить негативный 
эффект – три полиморфных варианта потенциаль-
но ассоциированы со сниженным содержанием сы-
вороточного витамина D (25(OH)D). В генофондах 
сибирских татар, телеутов и шорцев самым частым 
оказался гаплотип CCAGCC, включающий вари-
анты “нормы” по исследованному комплексу SNP 
и один минорный вариант – rs2228570, кодирую-
щий укороченную форму рецептора FokI VDRА. 
Отметим, что существуют три изоформы рецепто-
ра витамина D, различающиеся по длине: VDRA 

(427 а.о.), VDRB1 (477 а.о.) и FokI VDRА (424 а.о.). 
Для последней – укороченной – формы, детерми-
нируемой на генетическом уровне SNP rs2228570, 
характерен высокий уровень трансляции, что пред-
полагает повышенную чувствительность тканей и 
клеток-мишеней к лиганду – витамину D – в ус-
ловиях его недостаточного поступления. 

Что касается сочетаний исследованных поли-
морфных вариантов генов RXRA и RXRG, то их рас-
пределение в исследованных выборках населения 
Сибири оказалось более однородным, несмотря 
на выявленные статистически значимые различия 
при попарном сравнении частот отдельных SNP. 
Вероятно, это связано с полифункциональностью 
ретиноидных рецепторов, которые способны об-
разовывать гетеродимеры с широким спектром 
рецепторов-партнеров (VDR, PPAR, FXR, LXR, 
TR), модифицируя их сигналинг, обеспечивающий 
экспрессию генов и метаболизм веществ в клетке. 
Самым частым вариантом во всех выборках без ис-
ключения стал GGGAC. В составе этого комплек-
са присутствуют два потенциально “негативных” 
SNP, ассоциированных со сниженным уровнем 
витамина D – rs3132299, rs877954, и два вариан-
та “нормы” по риску дислипидемий – rs2651860, 
rs283696. В выборке шорцев вторым по распро-
страненности стал гаплотип AGGAC, содержащий 
полиморфный вариант rs9409929 (аллель А, по не-
которым данным, ассоциирован с повышенным 
уровнем сывороточного витамина D). 

Исследование структуры генофондов коренного 
и пришлого населения Сибири по данным 14 по-
лиморфных вариантов генов системы витамина D 
позволяет сделать заключение о том, что структура 
генофондов коренных народов Сибири сохраня-
ет своеобразие, отражающее историю сложения и 
демонстрирующее черты генетической адаптации 
коренных популяций к условиям среды обитания. 

Данное исследование выполнено за счет средств 
гранта Российского научного фонда № 22-25-
20209, https://rscf.ru/project/22-25-20209 и Мини-
стерства науки и высшего образования Кузбасса.

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 исследова-
ние участников было получено информирован-
ное добровольное согласие. Все обследованные 
– совершеннолетние.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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The gene pools of Siberian peoples are a potential source of data on the compositions of haplotypes 
of polymorphic gene variants formed during the evolution of populations under the influence of a 
specific set of natural and climatic factors, in conditions of relative geographical and cultural isolation, 
as well as traditional subsistence practices. In order to study genetic adaptation to insufficient supply 
of vitamin D (low level of insolation and availability of nutrients containing cholecalciferol and 
ergocalciferol) in samples of indigenous Turkic-speaking (Teleuts, Tomsk Tatars, Shors) and foreign 
East Slavic (Russians) population of Siberia, a study of the frequencies of polymorphic variants 
(14 SNPs) of genes responsible for transport of vitamin D – GC (Group-Specific Component), the 
structure of its main receptor – gene VDR (vitamin D receptor) and the RXR receptor (retinoid X 
receptor) in form of genes RXRA and RXRG was conducted. The total sample size was 411 people. 
The analysis of polymorphic variant frequencies demonstrated specific features of the gene pools 
of Siberian indigenous populations compared to the Russian population, global frequencies and 
frequencies characteristic of populations of Europe and East Asia. In pairwise comparison with 
the sample of Russians, statistically significant differences were found in terms of frequencies 
rs7041 (Shors), rs3847987 (Tomsk Tatars, Teleuts, Shors), rs9409929 (Tomsk Tatars, Teleuts), 
rs877954 (Tomsk Tatars), rs283696 (Teleuts). According to data of average genetic distances (d), 
the minimum distances were noted between Teleuts and Tomsk Tatars. The sample of Russians 
in general turned out to be the most distant in the genetic space of the studied peoples of Siberia. 
The study of haplotype frequencies of polymorphic variants of vitamin D transport and receptor 
genes demonstrated the accumulation of SNP in the indigenous gene pool associated, according 
to the literature, with a higher levels of serum vitamin D. According to the GC and VDR genes, the 
haplotypic profile of polymorphic variants was characterized by pronounced specificity and differed 
in composition from that of the Russian population. The study allows us to conclude that structure 
of gene pools of indigenous peoples of Siberia retains a distinctiveness that reflects the history of 
their composition and demonstrates the features of the genetic adaptation of indigenous populations 
to environmental conditions.

Keywords: vitamin D, genes, indigenous peoples, polymorphism, population, receptors, Russians, Siberia.

mailto:tba2008@mail.ru


94

ГЕНЕТИКА,  2024, том 60, № 12,  с.  94–109

УДК 303.725.23:575.177

О СТАБИЛИЗАЦИИ ТЕМПА ДИВЕРГЕНЦИИ ИЗОНИМИИ
© 2024 г. В. П. Пасеков1, *

1Федеральный исследовательский центр “Информатика и управление” Российской академии наук,  
Москва, 119991 Россия 
*e-mail: pass40@mail.ru

Поступила в редакцию 19.06.2024 г.
После доработки 22.07.2024 г.

Принята к публикации 24.07.2024 г.

Проведен теоретический анализ фамильного состояния популяции (вектора концентраций од-
нофамильцев в мужском компоненте популяции) и его динамики в результате случайного фа-
мильного дрейфа. Используется аппроксимация такого процесса моделью Райта – Фишера по-
пуляции с неперекрывающимися поколениями, неподверженной давлению отбора, т. е. последо-
вательностью вложенных случайных выборок с возвращением из совокупности фамилий отцов. 
Размер выборки равен N/2 согласно численности мужского компонента в популяции размера N. 
В одной и той же популяции одновременно протекают процессы случайного дрейфа как фами-
лий, так и генов. Их кардинальное различие в том, что размер выборки фамилий вчетверо мень-
ше, чем выборки аллелей аутосомного локуса. Анализ случайного дрейфа упрощается при пере-
ходе от координат-концентраций к квадратным корням из них. При смене поколений состояние 
получает выборочное отклонение, измеряемое угловым расстоянием, а его средний квадрат дает 
темп дивергенции, стабилизирующийся в новых координатах. Дана адаптация (применительно 
к анализу фамильного дрейфа) известного в популяционной генетике результата о характере 
дивергенции на этапе относительно малого по сравнению с размером популяции количества по-
колений. Дивергенция фамилий протекает в 4 раза быстрее дивергенции концентраций аллелей. 

Ключевые слова: случайный фамильный дрейф, дивергенция концентраций фамилий и аллелей, изо-
нимия, угловые расстояния, стабилизация темпа дивергенции.
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Изучение фамильной структуры популяций че-
ловека интересно не только само по себе, но и как 
отражение действующих на уровне популяции про-
цессов, как отражение происхождения популяций 
и как косвенное свидетельство характера генети-
ческой структуры (см. [1], где имеется обширная 
библиография). Дело не только в том, что фами-
лии могут наследоваться патрилинейно и переда-
ваться сходно с генами негомологичного участка 
Y-хромосомы, но и в том, что характер типичных 
популяционных процессов (миграция, изоляция, 
популяционные волны численности и др.) близ-
ким образом влияет на распределение генов и 
на распределение фамилий. Сходство в передаче 
потомкам фамилии и генов позволяет использо-
вать фамильные данные при изучении структуры 
ДНК Y-хромосомы (см. обзор [2, 3]) и в ряде слу-
чаев сузить круг фамилий подозреваемых в кри-
миналистике. К настоящему времени проведены 
широкие исследования фамильной структуры во 
многих странах и их внутренних регионах, в том 
числе в России (см., например, [4 с картографиче-
ским анализом, 5]). Количество соответствующих 

работ перевалило за половину тысячи, и обзор со-
временного состояния данной области заслужи-
вает отдельной публикации, а здесь мы ограничи-
лись ссылками преимущественно на монографии, 
но упомянем посвященную библиографии работу 
[6], в которой источники сгруппированы по изуча-
емым странам. 

Отметим, что с термином изонимия связаны 
оставшиеся за рамками настоящей статьи попу-
лярные подходы, основанные на использовании 
данных по частоте браков между однофамильцами 
для оценивания коэффициента инбридинга в по-
пуляции [7–9] (см. критические замечания в [10]). 
Мы не рассматриваем используемые в публика-
циях такие характеристики фамильной структу-
ры популяции, как индекс случайной изонимии и 
показатели разнообразия фамилий. При анализе 
распределения фамилий наш фокус лежит на дру-
гих подходах и методах, применяемых в популя-
ционной генетике. Конечно, при этом требуются 
определенные коррекции в методах исследования 
и в интерпретации результатов. Цель настоящей 
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работы состоит в адаптации методов популяцион-
но-генетического анализа применительно к изуче-
нию фамильной структуры и ее связи с генетической 
структурой, а также обоснования теоретического 
фундамента таких методов. 

Для достижения указанной цели используем 
упрощенную модель случайного фамильного дрей-
фа в популяции с неперекрывающимися поколе-
ниями [11–13]. Согласно закономерностям репро-
дукции при оплодотворении зигота получает слу-
чайным образом один из двух аллелей аутосомного 
локуса отца и один от матери, т. е. генотип потомка 
представляет собой случайную выборку аллеля от 
отца и аллеля от матери. На популяционном уров-
не при случайном комбинировании генотипов ро-
дителей при неперекрывающихся поколениях ге-
нетический состав популяции потомков является 
результатом случайного выбора аллелей из роди-
тельской популяции. Аналогично фамильный со-
став потомков формируется как случайная выборка 
фамилий из мужской составляющей родительской 
популяции. Данная модель в популяционной гене-
тике известна как модель Райта – Фишера. В ряду 
неперекрывающихся поколений мы получаем по-
следовательность вложенных выборок. Динамику 
фамильного состава (изонимии), изменяющегося 
в результате выборочных ошибок при “копирова-
нии” родительского состава, назовем по аналогии 
с генным дрейфом процессом фамильного дрейфа. 

Использование предположения о неперекрыва-
ющихся поколениях, когда речь идет о популяциях 
человека, проблематично, так как входит в проти-
воречие с реальным положением вещей. Однако 
допустить такое использование можно на основе 
многочисленных результатов изучения с его по-
мощью разнообразных реальных популяций. До-
статочно вспомнить проверку закона Харди–Вай-
нберга, полученного в своей классической форме 
для популяций с неперекрывающимися поколени-
ями. Отметим также, что многие выводы при изу-
чении разнообразных природных популяций полу-
чены с помощью приложения результатов непре-
рывной аппроксимации для дискретных моделей 
популяций с неперекрывающимися поколениями.

Другая проблема использования модели случай-
ного дрейфа связана с тем, что реальные популя-
ции подвержены одновременному давлению не-
скольких факторов микроэволюции. Тем не менее 
такое использование оправдано, так как при срав-
нимом по результатам давлении систематических 
факторов и случайного дрейфа последний доми-
нирует на относительно небольших промежутках 
времени [14, 15]. В данном контексте фамильное 
состояние очередной популяции потомков модели-
руется как результат случайной выборки фамилий 
из их совокупности в мужском компоненте роди-
тельской популяции. 

Дальнейшее изложение придерживается следу-
ющего плана. Сначала формулируются основные 
понятия, используемые при изучении фамильной 
структуры. Затем обсуждается переход от традици-
онных фамильных состояний популяции в терми-
нах концентраций однофамильцев к состояниям с 
координатами в виде квадратных корней из кон-
центраций. Далее обосновывается аппроксимация 
распределения фамильных состояний популяции, 
описываемых угловым отклонением θ от начально-
го состояния, нормальным распределением. Преи-
мущество новых координат состоит в достижении 
независимости от состояния популяции эффектов 
случайного дрейфа.

Кратко коснемся обозначений. Названия век-
торов и матриц набраны полужирным шрифтом 
(заглавными буквами для матриц, матрица с эле-
ментами a

ij 
обозначается как [a

ij
]). К обозначениям 

фамильных аналогов популяционно-генетических 
характеристик добавлено окончание s (для диспер-
сий Vs и углов θs соответственно). Символ E отно-
сится к операции получения среднего значения 
(математического ожидания). Когда у E имеется 
нижний индекс, то подразумевается, что усредне-
ние производится по переменной, обозначаемой 
этим индексом. Расстояние между точками x и y в 
Евклидовом пространстве обозначаем как |x – y|. 
Знак тождества “≡” используется в смысле равен-
ства по определению. Символ ◄ отмечает конец 
доказательства.

ОСОБЕННОСТИ ВЫБОРОЧНОГО 
ДРЕЙФА ФАМИЛИЙ В ОДНОЙ 

ИЗОЛИРОВАННОЙ ПОПУЛЯЦИИ
Фамильное состояние популяции определяет-

ся как набор (вектор) концентраций групп муж-
чин-однофамильцев, короче концентраций фами-
лий в популяции. В модели процесса случайного 
дрейфа фамилий последовательность фамильных 
состояний по неперекрывающимся поколениям 
представляет собой цепь результатов вложенных 
случайных выборок с возвращением из фамилий муж-
ских компонентов соответствующих родительских 
популяций. Вероятность появления определенной 
фамилии при извлечении выборочной единицы 
(у нас сына) равна концентрации этой фамилии 
среди родителей (среди глав семей). Формально 
каждая выборка рассматривается как мужская со-
ставляющая популяции в очередном поколении, 
а последовательность выборок в этой схеме опре-
деляет динамику изонимии в ряду неперекрыва-
ющихся поколений. Распределение состава вы-
борки (распределение возможного фамильного 
состава популяции в следующем поколении, т. е. 
концентраций фамилий) является полиномиальным 
(мультиномиальным). 
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Любое состояние популяции как совокупно-
сти, состоящей из групп однотипных объектов (у 
нас групп однофамильцев), можно геометрически 
представить в Евклидовом пространстве как точку 
(вектор из начала координат) x на части гиперпло-
скости над полуосями неотрицательных координат 
(см. рис. 1), координаты точки x равны концентра-
циям групп {xi}. Эта гиперплоскость отсекает еди-
ничные отрезки на осях координат и состоит из 
множества точек x таких, что в случае k групп 

x x e e= … = =( ) ( )
=
∑x x x x xk

T
i i

i

k

1 2
1

0 1, , , , , , ,≥ ≡≡( ), , . .1 1 1… T

Здесь T – символ транспонирования, (x, e) – ска-
лярное произведение вектора-состояния x и век-
тора нормали e к рассматриваемой плоскости  
(x – p, e) = 0, к плоскости отклонений x от (началь-
ного) состояния p. На границе множества состоя-
ний (фазового пространства) концентрация одной 
из групп равна нулю. Выборочное отклонение x от 
p можно охарактеризовать квадратом Евклидова 
расстояния |x – p| между x и p. 

x p x p x p− ≡ − −( ) = −( )
=
∑2 2

1

, .x pi i
i

k

Задача настоящей работы состоит в упрощении 
анализа динамики фамильного и генетического со-
стояний популяции с неперекрывающимися поко-
лениями, изменяющихся в результате случайного 
дрейфа. Анализ как бы обращает нас к модели слу-
чайного генного дрейфа с дискретным временем, 
для которой большинство результатов выведены с 
использованием аппроксимации непрерывными 
аналогами. Получаемые выводы могут использо-
ваться при оценивании инбридинга. 

Повторим, что процесс случайного фамильного 
дрейфа популяции с неперекрывающимися поко-
лениями является последовательностью выбороч-
ных изменений фамильного состояния при сме-
не поколений (последовательностью вложенных 
случайных выборок с возвращением). Состояние 
популяции с k вариантами фамилий в следующем 
(первом) поколении представляет собой резуль-
тат случайной выборки с возвращением фамилий 
из множества фамилий мужчин родительской по-
пуляции. Размер выборки фамилий равен N(1)/2, 
где N(1) – численность диплоидной популяции в 
первом поколении, а N(1)/2 – численность ее муж-
ского компонента, передающего свои фамилии по 
поколениям. 

Выборка является случайной при независимых 
выборах фамилии для каждого потомка. Повторим, 
что ее размер равен N(1)/2. Хотя мы далее интер-
претируем N как размер популяции, ключевым явля-
ется размер выборки мужчин, носителей наследуе-
мых фамилий (с учетом дополнительных поправок 

его можно назвать эффективным дисперсионным 
размером мужского компонента, в нашем случае 
он взят для простоты равным N/2). Интерпрета-
ция N как общего размера популяции условна, и 
N фактически играет роль параметра. Чем мень-
ше размер N/2 мужского компонента популяции, 
тем более интенсивны выборочные отклонения 
нового фамильного состояния от прежнего, а ве-
личина разброса выборочных колебаний опреде-
ляет “темп” дивергенции фамильных состояний 
от начального. 

В первом поколении вероятность попадания 
в выборку i-й фамилии равна p

i 
при каждом из 

N(1)/2 испытаний (при каждом выборе фамилии 
для потомка). Вероятности {pi} равны концентра-
циям фамилий в начальном фамильном состоянии 
популяции p. При описанной схеме распределение 
результатов выборки является полиномиальным, 
как говорилось выше. 

Пусть вектор x = x(1) с концентрациями фами-
лий {xi} обозначает состояние популяции в первом 
поколении. Если рассматривать только какую-ли-
бо одну из координат вектора-состояния x (кон-
центрацию отдельной, скажем, i‑й фамилии), то 
вероятность попадания этой фамилии в выборку 
(“успеха”) в результате одного из N(1)/2 испыта-
ний при формировании первого поколения равна 
pi. Концентрация i‑й фамилии xi в выборке (в сле-
дующем поколении) является результатом деления 
количества успехов на размер выборки N(1)/2 (т. е. 
деления суммы N(1)/2 независимых биномиальных 
переменных с вероятностью успеха pi, равной кон-
центрации фамилии среди родоначальников). Со-
ответствующее распределение количества успехов 
в выборке является биномиальным. 

Ожидаемым (средним) значением концентра-
ции xi для i‑й фамилии в новом поколении будет 
прежнее значение pi, а дисперсия выборочных от-
клонений xi от pi равна pi(1 – pi)/ N ( )1

2
 в соответ-

ствии со свойствами биномиальных испытаний. 
Таким образом, у случайного дрейфа нет преимуще-
ственного направления (ожидаемое значение кон-
центраций фамилий в следующем поколении со-
впадает с предыдущим значением). 

При отсутствии направления у динамики фа-
мильного состояния в результате случайного 
дрейфа ее можно характеризовать разбросом воз-
можных отклонений состояний от начального 
значения, увеличивающимся в силу накопления 
выборочных ошибок в ряду поколений, т. е. ха-
рактеризовать степенью и темпом дивергенции от 
исходного положения. Величина фамильной ди-
вергенции за поколение, “темп” ненаправленной 
эволюции, измеряемая, скажем, средним абсолют-
ным отклонением или средним квадратическим 
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отклонением, или средним квадратом отклонения 
(дисперсией), равным V(xi) = pi(1 – pi)/ N ( )1

2
 (а не 

просто средним отклонением, которое при нена-
правленной эволюции равно нулю), зависит, как 
видим, от значения рассматриваемой концентра-
ции pi в родительской популяции. При одинако-
вых прочих условиях выборочная дисперсия xi как 
характеристика скорости ненаправленной дивер-
генции определяется значением pi (дисперсия про-
порциональна pi(1 – pi)). Тем самым темп дивер-
генции для концентрации i‑го аллеля (фамилии) 
зависит от текущего значения pi и со временем ме-
няется вместе с ним, как подчеркивалось многими 
исследователями. 

В один и тот же момент времени в одной и той 
же популяции темп дивергенции для другой фами-
лии с другой концентрацией будет в общем случае 
иным. Выборочные дисперсии характеризуют слу-
чайную ненаправленную динамику и могут слу-
жить показателем скорости дивергенции. Однако 
затруднительно определить, из-за чего различия в 
величине выборочного отклонения разных фами-
лий достигают наблюдаемого значения — объяс-
няется ли это только темпом дивергенции, зави-
симым от их концентраций среди родителей, или 
причиной является, например, давление некоторо-
го фактора. Кроме того, одинаковые значения от-
клонений характеризуются по-разному при разных 
значениях p. 

При одновременном изучении концентраций 
множества фамилий разброс выборочных откло-
нений характеризуется матрицей ковариаций, за-
висящей от значений концентраций фамилий в 
родительской популяции. В случае разных концен-
траций фамилий темп дивергенции от начального 
состояния отличается как по различным направ-
лениям (по разным осям координат, на которых 
откладываются концентрации соответствующих 
фамилий), так и по отдельной оси в зависимости 
от значения концентрации. Здесь возникает задача 
оптимального объединения без потери информа-
ции данных по отдельным фамилиям для получе-
ния единой характеристики дивергенции фамиль-
ного состояния от начального значения и между 
разными популяциями с общим происхождением. 

На этом пути желательно использовать такое 
преобразование координат, когда темп диверген-
ции стабилен и не зависит ни от направления, ни 
от текущего состояния. Тогда упрощается построе-
ние обобщенной характеристики динамики откло-
нений состояния популяции от начальной точки 
для получения единого показателя, облегчающего 
сравнение популяций. Такими полезными стати-
стическими особенностями дивергенции обладает, 
например, случай, когда выборочные отклонения 
имели бы стандартное многомерное нормальное 

распределение с единичными дисперсиями по ка-
ждой из независимо и случайно изменяющихся пе-
ременных состояния. 

Для получения подобного показателя рассмо-
трим в следующем разделе обобщение преобразо-
вания θ = arccos p (облегчающего изучение дина-
мики отдельной фамилии подобно используемому 
в [16]) на случай анализа одновременных измене-
ний множества фамилий (см., например, [15]). При 
рассматриваемом обобщении достигается изотроп-
ность темпа отклонения (дивергенции) популяции 
от начального состояния в результате случайного 
дрейфа. 

ПРОСТРАНСТВО СОСТОЯНИЙ 
ПОПУЛЯЦИИ С МНОЖЕСТВОМ ФАМИЛИЙ 

КАК ОБЛАСТЬ ГИПЕРСФЕРЫ
В связи с зависимостью скорости дивергенции 

от состояния популяции x возникает задача до-
биться, чтобы характер случайных выборочных ко-
лебаний был бы одним и тем же для любого векто-
ра концентраций x различных фамилий (аллелей), 
т. е. не зависел от состояния. Начать можно с тако-
го преобразования отдельных концентраций, при 
котором на дисперсию преобразованной биноми-
альной переменной не влияет вероятность успе-
ха. Для этой цели Р. Фишером были предложены  
арксинус-преобразование и преобразование  
cos θ = 1 – 2p [16, 17]. Последнее было использо-
вано им для анализа генного дрейфа по концен-
трации одного аллеля, его применение стабили-
зировало выборочную дисперсию, принимающую 
постоянное значение. У нас подобный подход оз-
начает изучение свойств случайной динамики кон-
центраций фамилий по отдельности. Результаты 
такого изучения остаются корректными в качестве 
части общей динамики при исследовании всего 
множества фамилий, так как процесс случайного 
дрейфа допускает произвольную группировку фа-
милий, предельным случаем которой будет группа 
из одной фамилии. 

Для стабилизации темпа дивергенции по кон-
центрации одной из фамилий можно использовать 
угловую переменную θ, получаемую преобразо-
ванием θ = arccos p , при котором выборочная 
дисперсия θ не зависит от концентрации p. Гео-
метрически углу θ соответствует согласно школь-
ному курсу тригонометрии точка на единичной 
окружности с центром в начале координат (точ-
нее, у нас точка на части этой окружности в первой 
четверти) или радиус-вектор данной точки. При 
этом на оси абсцисс откладывается p , косинус 
угла между радиус-вектором указанной точки p и 
осью абсцисс, а по оси ординат 1 – p  (косинус 
угла с осью ординат) — см. рис. 1. Угол θ измеряем 
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в радианах. На тригонометрической окружности 
он совпадает с длиной дуги между осью абсцисс и 
у ≡  p . При малых отклонениях у1 от у = у0 дли-
на дуги между этими точками приближенно равна 
хорде между у0 и у1 

или расстоянию между у0 и со-
ответствующей у1 точкой на касательной прямой в 
точке у0 к окружности, что используется в дальней-
шем. Каждая точка у ≡ ( p,  1 – p ) на окруж-
ности служит геометрическим образом фамильно-
го состояния популяции при наличии только двух 
фамилий, а пространством состояний является 
часть тригонометрической окружности в первой 
четверти. 

При обобщении этой картины на случай k фа-
милий (групп) в популяции [14] получим, что в 
пространстве состояний (фазовом пространстве) 
будет k осей координат, на которых откладывают-
ся k значений { x

i
}, направляющих косинусов yi = 

x
i
 радиуса-вектора состояния в k‑мерном про-

странстве (косинусов углов θi между радиус-векто-
ром и i‑й осью координат). На этом пути перейдем 
к более строгому изучению стабилизации темпа 
дивергенции в последовательности выборочных 
отклонений при случайном дрейфе популяции с 
несколькими группами однофамильцев. При этом 
через p обозначаем начальное состояние популяции, 
а x относим к состоянию с учетом выборочного 
отклонения. 

Итак, перейдем к изучению свойств преобра-
зования координат {y

 
= x i}, при котором по i‑й 

оси откладывается корень квадратный из концен-
трации i‑й фамилии. Все множество {y} состояний 
популяции в новых координатах состоит из точек 
части поверхности гиперсферы (с радиусом R = 1 
и с центром в начале координат), которая нахо-
дится над полуосями неотрицательных координат 
с границей из состояний, у которых имеется нуле-
вая координата. Например, для трех переменных 
(концентраций) множество состояний популяции 
состоит из точек {y} вида 

y = = = + + = + + =( ) ( )y y y x x R y y y x x xx
T T

1 2 3 1 2 3
2

1 2 3 1, , , , , , 

y = = = + + = + + =( ) ( )y y y x x R y y y x x xx
T T

1 2 3 1 2 3
2

1 2 3 1, , , , , ,  y1
2 +  y2

2  +  y3
2 = x1 + x2 + x3 = 1,

что иллюстрируется рис. 1. Оказывается, что ди-
вергенция состояний, кроме примыкающих к гра-
нице фазового пространства, обладает желатель-
ными свойствами стабилизации (правда, за такое 
преимущество приходится платить ограничением 
на величину промежутка времени, когда преиму-
щество существует). 

Пусть θ(y, y
0
) обозначает угол между двумя век-

торными состояниями y и y
0
 (соответствующими x 

и p, см. рис. 1). Отклонения x от начального состо-
яния p (y от y

0
) можно измерять различными спосо-

бами, из которых в координатах y длина дуги боль-
шого круга на гиперсфере привлекательна своими 
статистическими и геометрическими свойствами. 
Она аналогична прямой в Евклидовом простран-
стве в том смысле, что также дает кратчайшее 

y

y

� = arccos x�

p

x

x2

x1 y1

y2

y0

y

x3 y3

�

а б в

Рис. 1. Пространство состояний популяции в различных системах координат. 
а – затененный угол θ между радиус-вектором y

0
 и осью абсцисс; 

б – затененная часть плоскости как пространство состояний популяции в терминах концентраций групп; 
в – затененная часть сферы как пространство состояний популяции в терминах квадратных корней из 
концентраций. 
Объяснения см. в тексте. 
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расстояние между двумя точками (теперь на ги-
персфере). Кроме того, длина дуги на единичной 
гиперсфере совпадает с угловым расстоянием θ(x, 
p) = θ(y

1
, y

0
), которое, как говорилось, измеряем в 

радианах

θ ≡θ ≡x p y y, , .( ) ( )










=
∑1 0

1

arccos x pi i
i

k

	 (1)

Рассматриваемое преобразование было пред-
ложено в [18] с точки зрения, главным образом, 
изучения выборочных свойств статистики cos θ, ее 
связи с критерием хи-квадрат и др. В [14, 19] до-
казана изотропность пространства выборочных 
отклонений на гиперсфере. Если сдвинуть оди-
наковым образом как точку x, так и p, то обычное 
(Евклидово) расстояние между ними в Евклидо-
вом пространстве останется прежним. Аналогично 
угловое расстояние θ(x, p) на гиперсфере не изме-
нится при соответствующем сдвиге x и p. Описан-
ная картина верна для любой популяции как сово-
купности, состоящей из непересекающихся групп 
однотипных объектов. 

АНАЛИЗ РАЗБРОСА  
УГЛОВОГО ОТКЛОНЕНИЯ

При случайном фамильном дрейфе по одной 
фамилии с начальной концентрацией p в попу-
ляции результат добавления в выборку потомка 
(у нас в выборку размера N/2 потомков мужского 
пола) является случайной величиной со значени-
ями 1 (если у потомка окажется рассматриваемая 
фамилия, вероятность этого “успеха” равна p) и 0  
(в противном случае). Распределение суммы слу-
чайных величин (количества успехов во всей вы-
борке), получаемой при этом, является биномиаль-
ным. Повторим, что согласно известным свойствам 
биномиального распределения с вероятностью 
успеха p (см., например, [20]) у полученной кон-
центрации x в случайной выборке размера N/2 ма-
тематическое ожидание (среднее значение) E{x} и 
дисперсия Vs{x} равны соответственно 

E x p Vs x p p
N{ } = { } = −( ), .1
2

Согласно центральной предельной теореме сум-
ма достаточно большого количества сравнительно 
малых случайных величин ведет себя как нормаль-
ная случайная величина, т. е. при большом N/2, где  
N – размер популяции с учетом обоих полов, рас-
пределение x (суммы “успехов”, деленной на N/2) 
является приближенно нормальным с приведен-
ными значениями E{x} и Vs{x}, обозначаемым как 
N(p, p(1 – p)/ N

2
). 

П р и  и с п о л ь з о в а н и и  п р е о б р а з о в а н и я 
θ(p) = arccos p  у угла θ(x) также будет прибли-
женно нормальное распределение. Покажем, 

что у него математическое ожидание прибли-
женно равно θ(p), а дисперсия не зависит от p.  
У нас p обозначает исходную концентрацию рас-
сматриваемой фамилии, а в контексте популяци-
онной генетики p имеет смысл концентрации рас-
сматриваемого аллеля аутосомного локуса в родо-
начальной популяции. Напомним, что когда речь 
идет об аллелях, для углового отклонения исполь-
зуем обозначение “θ”, а когда имеются в виду фа-
милии, к “θ” добавляем “s”, т. е. значение θs(p) ха-
рактеризует фамильное состояние популяции.

Найдем приближенно дисперсию значений 
θs(x) в новом поколении с помощью известного 
δ‑метода (см., например, [20]) следующим обра-
зом. Новая концентрация в поколении потомков 
получается прибавлением к p случайного выбо-
рочного отклонения δp с нулевым математическим 
ожиданием и дисперсией p(1 – p)/ N

2
. Для получе-

ния примерного значения θs(x) ≡ θs(p + δp) в следу-
ющем поколении используем член первого поряд-
ка по δp в разложении Тейлора θs(p): θs(x) ≈ θs(p) 
+ (dθs(p)/dp)δp. Здесь θs(p) – константа, dθs(p)/
dp – постоянный множитель при случайной пе-
ременной δp  ≡    x–  p с нулевой средней величи-
ной и с дисперсией p(1 – p)/ N

2
, соответствующей 

дисперсии концентрации фамилии в следующем 
поколении. 

Как известно, дисперсия произведения кон-
станты на случайную величину δp равна произве-
дению дисперсии δp на квадрат константы. Отсюда 
вычисление приближенной (межпопуляционной) 
дисперсии V(θs) теоретически мыслимых вариан-
тов фамильных состояний θs популяции в следую-
щем поколении дает известное значение 

V d p dp p p
N

N
θ θs s( ) ≈ ( )( ) −( ) =2

1
2

2
.

Таким образом, при замене p на θs = θs(p) вы-
борочное отклонение новой переменной θs от фа-
мильного состояния родительской популяции θs(p) 
при достаточной величине N приближенно имеет 
нормальное распределение с нулевой средней и 

дисперсией  
2
N , независимой от значения p. 

Ремарка 1. Отметим, что при выводе дисперсии 
V(θs) мы в разложении Тейлора ограничились чле-
ном с первой производной dθs(p)/dp и пренебрегли 
следующими. Однако уже вторая производная не-
ограниченно растет, когда p стремится к нулю. По-
этому можно пользоваться полученной аппрокси-
мацией дисперсии, когда p превышает надлежащий 
порог, выбираемый из условия малости эффекта 
следующего члена в разложении Тейлора для θs.

Обоснуем более строго свойства углового рас-
стояния при случайном дрейфе генов и фамилий. 
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Результат 2. Пусть концентрация x аллеля (фами-
лии) в популяции с неперекрывающимися поколениями 
определяется при каждой смене поколений случайной 
выборкой с возвращением из совокупности аллелей 
рассматриваемого локуса (из совокупности фамилий) 
родительского поколения. Положим, что размер та-
кой выборки на шаге τ равен 2Ne(τ)( ), где Ne(τ) 
обозначает эффективную численность популяции в 
поколении τ (см., например, [11, 12]). 

Пусть t поколений тому назад концентрация дан-
ного аллеля (фамилии) в популяции была равна p, и 
расстояние (отклонение) между текущим x и на-
чальным p состояниями в угловых координатах θ(x) ≡  
≡ arccos( x ) находится как |θ( x ) – θ( p)| (соот-
ветственно как |θs( x ) – θs( p)|).

Тогда при Ne(t)
t

 → ∞ и при p, превышающем над-

лежащим образом выбранный порог, асимптотиче-

ские распределения для θ( x t( )) и |θ( x t( )) – θ( p)|2, 
а также для θs (переменной фамильного состояния, 
аналогичной θ) и их параметры имеют вид:

E x t p E x t p
t

Ne t

x t N p
t

θ θ θ θ

θ

( )( ){ } = ( ) ( )( ) − ( )







= ( )

( )( ) =

, ,

,

2

8�

88

8 2
2

Ne t

Ne t

t
x t p

E x t p

�

�

( )










( ) ( )( ) − ( ) =

( )( ){ } = ( )

, ,θ θ χ

θ θ

s

s s ,, ,

,

E x t p
t

Ne t

x t N p
t

Ne t

θ θ

θ

s s

s

( )( ) − ( )







= ( )

( )( ) = ( )







2

2

2

�

� 


( ) ( )( ) − ( ) =, .
2 2

2Ne t

t
x t p

�
θ θ χs s

  

�
(2)

Здесь N(m, V) – символ нормального распределения  
с математическим ожиданием m и дисперсией V, 
N�e(t) ≡ t / , N�e(t) и χ₂обозначают сред-
нюю гармоническую численность популяции для ряда 
{Ne(τ), τ = 1, 2, …, t} и распределение хи-квадрат  
(с одной степенью свободы) соответственно.

Доказательство проведем для конкретности в 
случае анализа фамильных состояний. Рассмо-
трим последовательность нескольких поколений, 
в τ‑м из которых фамильное состояние популяции 
представляет собой выборку Ne(τ)/2 фамилий из 
предыдущего поколения. Пусть на первом шаге ре-
ализовалось состояние θs(1) ≡ θs(x(1)). Случайное 
отклонение δθs(1) нового значения θs от начально-
го состояния θs(p), как говорилось ранее, прибли-
женно имеет нормальное распределение с нулевой 

средней и независимой от p дисперсией 1
2 1Ne( )

. 

На втором шаге следующее выборочное отклоне-
ние δθs(2) не коррелирует с предыдущим и будет 

нормальным с нулевой средней и независимой 

от x(1) дисперсией 
1

2 2Ne( ) , где Ne(2) – очередной 
эффективный размер популяции. Распределение 
суммы двух нормально распределенных некор-
релирующих случайных отклонений с нулевыми 

средними и дисперсиями 1
2 1Ne( )

 и 1
2 2Ne( )

 является 

нормальным распределением с нулевой средней и 

дисперсией 
1

2 1Ne( )
 + 

1
2 2Ne( )

. Продолжая эти рас-
суждения, мы получим, что в поколении t итоговое 
суммарное отклонение значения θs от начальной 
величины приближенно распределено нормально с 

нулевой средней и дисперсией  
1

2Ne t( )
 = t

N2e(τ)
,  

складывающейся из дисперсий отклонений на 

отдельных шагах (поколениях). Здесь N�e(t) ≡ 

≡ t/ 1
Ne τ( ), Ne(τ) обозначает эффективный раз-

мер популяции в поколении τ, N�e(t) – средняя 
гармоническая численность популяции для ряда 
{Ne(τ)}, равная обратной величине к среднему 

арифметическому (  
1

Ne τ( )
)/t для { 1

Ne τ( )
}. От-

сюда вытекает, что у нормированного квадрата 

углового расстояния 2N�e(t)
t

 θs2 будет распределе-

ние хи-квадрат с одной степенью свободы. ◄
Распределение отклонения θs(t) от начального 

значения в простом частном случае постоянно-
го размера N у популяции приближенно является 
нормальным N(0, 

t
N2 ) с нулевым математическим 

ожиданием и дисперсией t
N2

, а нормированный 

квадрат углового расстояния 2N
t

θs2 имеет распре-
деление хи-квадрат с одной степенью свободы. 
Еще раз напомним, что приведенные результаты 
корректны, когда значение t мало по сравнению  
N�e(t).

Хотя далее у нас речь идет о совокупности фа-
милий, результаты имеют общий характер и при-
ложимы к случайным выборкам из любой сово-
купности дискретных объектов, сгруппированных 
согласно их типам с соответствующими вероятно-
стями попадания типов в выборку. Таким образом, 
если слово “фамилия” заменить на название объ-
екта, то выводы останутся верными для такого слу-
чая, например для концентраций аллелей. Доказы-
ваемые факты относительно выборочных свойств 
угла θ являются вариантом результата, получен-
ного [18] в области статистики, адаптированным 
применительно к дрейфу фамилий в духе анализа 
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генного дрейфа в [14]. Сформулируем эти факты 
более строго для многомерного случая. 

Результат 3. Пусть дана случайная выборка с воз-
вращением размера N/2 из популяции с k варианта-
ми фамилий. Положим, вероятность извлечения i‑й 
фамилии равна ее концентрации x

i
 > 0

 
, i = 1, 2, … k,  

= 1. Вектор с координатами {xi} обозначим как 

x, а случайный вектор концентраций фамилий в вы-
борке как x1 ≡ x(1) и определим преобразование y(x) 
как 

� (3)

y x

y y x y

( ) = ( ) ≡ ( )
= ( ) ≡ ( )( ) =

=
∑

y y y x x x

y

k
T

k

T

i
i

k

1 2 1 2

2

1
01 1 1

, , , , ,

, ,

… …

yy x0( ).

Тогда асимптотически при N → ∞

y y W y W y I y y1
1

20 0 0 0 0( ) = ( )



 ( ) ≡ −N

N
T, , .� (4)

Здесь N(m, V) – символ многомерного нормального 
распределения с вектором математического ожи-
дания m и матрицей ковариаций V, I – единичная 
матрица.

Доказательство. Распределение фамильного со-
става выборки, получаемой при сделанных предпо-
ложениях, является полиномиальным (мультиноми-
альным). Согласно известным свойствам полино-
миального распределения с вероятностями {xi} = 
x (см., например, [20]) у полученных в случайной 

выборке размера  
N
2  концентраций x

1
 (и их откло-

нений от x) матрица ковариаций V(x) имеет вид

V x D x xx

D y D y y y D y

( ) = −( )



 = ( ) −( ) =

= ( ) − ( )( ) ( )(

2 2

2 2

N
x x

N

N

i ij j
T

T

δ

))( ) ,

где δ
ij
 обозначает символ Кронекера (δ

ij
 = 1 при 

i = j и нулю в противном случае), D(x)(D(y)) – ди-
агональная матрица с координатами вектора x (со-
ответственно y) на главной диагонали. Дальнейшее 
доказательство разобьем на пункты. 

1. При преобразовании (3) можно приближенно 
найти математическое ожидание E{y(x)} и матрицу 
ковариаций V(y) для координат {yi} вектора y = y(x) 
с помощью δ-метода, использующего члены пер-
вого порядка в разложении Тейлора y(x). Приме-
ним его как к дисперсиям (см., скажем, [20]), так и 
ковариациям. Повторим, что когда y(x) получается 

преобразованием случайной переменной x с мате-
матическим ожиданием x0, то 

y x y x x x y x x y x dy x dx x

y y x

( ) ( )( ) ( ) ( )( )
(

= + +( ) ≈ +0 0 0 0 0– ,≡ δ δ

δ ≡ )) ( ) ( )( )≈– ,y x dy x dx x0 0 δ

где dy(x
0
)/dx – константа, а δx – случайное откло-

нение x от x
0 

с нулевым математическим ожидани-
ем (E{δx} = 0). Отсюда 

2. Когда y(x) получен преобразованием случай-
ного вектора x с математическим ожиданием x0, то 
для i-й координаты y

i
(x) вектора y(x) имеем 

– yi (x0 + δx) ≈

y y y x y y x xi i i i i j j
j

x x x x x x x( ) ( )( ) ( ) ( ) ( )= + + ≈ + ( )0 0 0 0 0 Ц ≡ δ ∂ ∂ δ∑∑ ,

где ∂yi(x
0
)/∂xj – константы, а δxj – случайные от-

клонения координат x от координат x
0
 с нулевым 

математическим ожиданием (E{δxj} = 0).
В векторно-матричном виде это соотношение 

можно переписать как 
y(х) = y(х0 + δx) ≈ y(х0) + [∂

ij
y(x

0
)] δx,y x y x x y x y x x

y y x y x

( ) ( ) ( )
( ) ( )

= +( ) ≈ +  

≈

0 0 0

0

δ ∂ δ

δ ≡

 ij ,

∂ δ ∂ ∂ ∂ij ij i jy xy x x y x x0 0 0( ) ( ) ( )    ≡ 



, .–

Так как константы ∂ijy(x
0
) можно выносить за знак 

математического ожидания E и согласно получен-
ному выше E{δx} = 0, то 

E E Eijy x y x y x x y x( ){ } ( ){ } ( )  { } ( )≈ + =0 0 0∂ δ .

3. Теперь обратимся к вычислению матрицы ко-
вариаций V(y) случайного вектора-столбца y. По 
определению V(y) ≡ E{δy × δyT}, V(x) ≡ E{δx × δxT}, 
подстановка в V(y) приведенного выше значения δy 
дает 

(5)

Напомним, что при анализе фамильной структу-
ры размер случайной выборки равен N/2, y(x) =  
= { x i

} и 

V x D x xx D y D y y y D y( ) ,= ( ) −( ) = ( ) − ( )( ) ( )( )( )2 2 2

N N
T T

∂ ∂ ∂
δ

ij i j
ij

i

y x
x

y x D y( )  ≡   =












= ( )−/ .
1
2

1
2

1
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Подстановка этих выражений в формулу (5) для 
V(y) дает 

V y D y D y D y y y D y D y

I

( ) ≈ ( ) ( ) − ( )( ) ( )( )( )



 ( ) =

=

− −1
2

2 1
2

1
2

1 2 1

N

N

T

−−( ) ≡ ( )yy W yT

N
1

2
,

где I – единичная матрица, W(y) ≡ [δij – yi yj] =  
= I  –  yyT. Значит, в результате замены (3) при-
ближенно матрица ковариаций V(y) для новых 
переменных y (и для их отклонений δy от ма-
тематического ожидания y0) пропорциональна 

W(y) ≡ [δij – yi yj] с множителем  при анализе 

фамильного дрейфа (и 8  при дрейфе генов). 
4. Чем больше размер выборки, тем теснее рас-

полагаются выборочные отклонения вблизи нуле-
вого значения и тем лучше аппроксимируется их 
распределение многомерным нормальным, причем 
асимптотически 

x x D x xx y y W y

y y y

1 0 0

0

2 1
2

0
1

= ( ) −( )





= ( )





= − =

N
N

N
N

N

T, , , ,

,δ
22 0N

W y( )





.

◄
Теперь покажем, что распределение квадратов 

Евклидова |δy| и углового θs расстояний между y
1 

и y0 является широко употребляемым в биометрии 
распределением хи-квадрат. 

Результат 4. В рамках предыдущего результата 
Евклидово |δy| и угловое θs расстояния между y1 

и y0 
удовлетворяют

 (6)

где  обозначает распределение хи-квадрат с k–1 
степенями свободы.

Доказательство. При сделанных ранее предпо-
ложениях угловое расстояние θs аппроксимирует 
Евклидово расстояние на касательной плоскости 
к гиперсфере. Соответственно распределения ква-
дратов этих расстояний приближенно одинако-

вы. Матрица ковариаций для δy равна W(y0), 
W(y) ≡ I – yyT; yTy = 1 и для 2N ; δy она равна W(y0). 
Здесь I – единичная матрица размера k.

Заметим, что матрица W(y) является идем-
потентной (т. е., как можно легко проверить, 

W2(y) = W(y)). Кроме того, приближенно E{δy} = 0. 
Известно, что для такого случая 

2 2 2 2
1

2N N N kδ δ δ δ χ χy y y y, , , ,( ) = ( ) = = −tr W

где tr W обозначает след матрицы W (сумму ее диа-
гональных элементов, равную у нас k – 1). Следо-
вательно, произведение 2N на квадрат расстояния 
(отклонения |δy|) между фамильными состояния-
ми y1 ≡ y(1) и y0 приближенно имеет распределе-
ние хи-квадрат с k – 1 степенями свободы. При 
больших N отклонения δy с близкой к единице ве-
роятностью малы, значения углового расстояния 
θs2(y1, y0) аппроксимируются величинами |δy|2 и 
асимптотически 2 2

1 0 1
2N kθ χs y y, .( ) = −  ◄

Обратимся к более наглядной геометрической 
картине приведенного результата [14]. Напомним, 
что переход (3) от координат пространства фа-
мильных состояний x,

x x e e= ( ) = ( ) = ≡ ( )
=
∑x x x xk

T
i

i

k
T

1 2
1

1 1 1 1, , , , , , , , ,… …

 
как части гиперплоскости над полуосями неотри-
цательных координат, к координатам {yi ≡ xi } ге-
ометрически означает преобразование простран-
ства фамильных состояний (симплекс) в часть 
гиперсферы с единичным радиусом (см. рис. 1 в 
трехмерном случае). При этом матрица ковариа-
ций для выборочных отклонений δy новых пере-
менных приближенно равна V(y) со следующими 
легко проверяемыми свойствами: 

– –

Таким образом, вектор y является собственным 
вектором матриц V(y) и W(y) с собственным чис-
лом λ = 0, остальные собственные векторы W(y) 
ортогональны y с равными единице собственными 
числами. Очевидно, y является вектором единич-
ной нормали к гиперсфере (3). 

Перейдем к новой системе координат, в которой 
на одной из осей лежит вектор нормали, а осталь-
ные оси располагаются в касательной плоскости 
в точке y, образуя ортонормированную систему. 
Данное преобразование с ортонормированной ма-
трицей перехода не изменяет распределение выбо-
рочных отклонений и собственных чисел матрицы 
ковариаций. В новой системе координат она явля-
ется диагональной, ее главная диагональ состоит из 
дисперсий по новым координатам (из собственных 
чисел λ). Дисперсия (собственное число) по нор-
мали равна нулю, т. е. выборочные отклонения по 
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направлению вектора нормали невозможны. Это 
означает, что вся выборочная изменчивость скон-
центрирована на гиперсфере. Будем аппроксими-
ровать ее в касательной плоскости. Повторим, что 
равенство Wv = v означает, что любой вектор v, ор-
тогональный y (лежащий в касательной плоскости 
к гиперсфере в точке y), будет собственным для ма-
трицы W с λ = 1 [14]. Поэтому на касательной пло-
скости дисперсии выборочных отклонений оди-
наковы по любому направлению (изотропность). 
Займемся изучением свойств θs в ряду поколений. 

АППРОКСИМАЦИЯ УГЛОВОГО 
ОТКЛОНЕНИЯ ПО МНОЖЕСТВУ 

ФАМИЛИЙ ПРИ ОТНОСИТЕЛЬНО 
МАЛОМ КОЛИЧЕСТВЕ ПОКОЛЕНИЙ

Большинство из описанных свойств углового 
расстояния по множеству фамилий соответствуют 
свойствам выборки, которая с точки зрения слу-
чайного дрейфа рассматривается как характери-
стика только одного шага в цепи изменений попу-
ляции в поколениях. Иная точка зрения фокуси-
руется по рекомендации Р. Фишера на свойствах 
динамики углового расстояния в ряду поколений 
в результате случайных выборочных колебаний со-
стояния популяции. Она была широко популяри-
зирована Л. Кавалли-Сфорца с соавт. [21, 12] в от-
ношении генного дрейфа на относительно малом 
промежутке времени, не приводившими, однако, 
теоретических обоснований. В дальнейшем анализ 
данной ситуации был представлен в [14], изложен-
ный также в [22]. 

Геометрические свойства процесса случайного 
дрейфа, аппроксимируемого диффузионным про-
цессом на гиперсфере в римановом пространстве, 
и его асимптотика на небольших промежутках вре-
мени рассматривались в [23, 24]. Общий случай 
асимптотики диффузионных процессов в римано-
вом пространстве на небольших временах рассмо-
трен в предположении невырожденной матрицы 
диффузии внутри и на границе фазового простран-
ства в [25]. В монографии [26] проанализированы 
разносторонние информационно-геометрические 
свойства модели Райта – Фишера, одним из при-
меров которой является рассматриваемый случай 
фамильного дрейфа. 

Приведенные выше результаты о свойствах 
углового расстояния для множества фамилий в 
контексте динамики фамильного состояния соот-
ветствуют однократной смене поколений, сопро-
вождаемой случайным выборочным отклонением 
фамильного состава популяции от y0 до y(1). Ко-
нечно, наибольший интерес представляет дина-
мика в течение не одного, а ряда поколений. Эта 
динамика описывается результатами последова-
тельности вложенных выборок, соответствующими 
последовательности смены поколений популяции. 

Ремарка 5. Проанализируем второе поколение 
под другим углом зрения. Рассмотрим его как ги-
потетический ансамбль популяций, состоящий из 
возможных вариантов популяций-потомков попу-
ляций первого поколения. Этот ансамбль можно 
интерпретировать как иерархически подразделен-
ную метапопуляцию. Она разбивается на группы, 
происходящие от разных популяций первого поко-
ления. В силу ненаправленного характера случай-
ного дрейфа ожидаемые концентрации фамилий 
в каждой отдельной группе популяций совпадают 
с концентрациями у породившей группу популя-
ции первого поколения. Поэтому межгрупповая 
дисперсия распределения концентрации отдель-
ной фамилии по группам второго поколения такая 
же, как дисперсия распределения ее концентраций 
по популяциям первого поколения. Аналогично ме-
жгрупповая матрица ковариаций Vs

betw
(y(2)|y(0)) со-

впадает с матрицей ковариаций распределения 
концентраций по популяциям первого поколения, 
равной согласно (4) значению 1

2 1Ne( )
W(y0): 

Vs y y Vs y y W ybetw Ne
2 0 1 0

1
2 1 0( ) ( )( ) ( ) ( )( ) ( )= ( )| | .=

В каждой отдельной группе популяций, про-
исходящих от некоторой популяции первого по-
коления с концентрациями фамилий y(1), матри-

ца ковариаций согласно (4) равна 
1

2 2Ne( )
W(y1)) и 

рассматривается как внутригрупповая матрица 
ковариаций. 

Итак, все популяции второго поколения обра-
зуют метапопуляцию, подразделенную на группы 
(см. рис. 2). Дивергенция групп между собой по 
концентрации отдельной фамилии характеризуется 
межгрупповой дисперсией распределения ее концен-
траций по группам. Дивергенция популяций вну-
три групп метапопуляции характеризуется средней 
внутригрупповой дисперсией распределения концен-
траций фамилии по популяциям внутри групп. 

Дивергенция популяций всего ансамбля харак-
теризуется общей (полной) дисперсией распределе-
ния концентраций фамилий по всем популяци-
ям второго уровня. По правилу сложения диспер-
сий (см., например, его применение к фамильной 
структуре в [27]) полная дисперсия равна сумме 
межгрупповой и средней внутригрупповой дис-
персий. Это правило остается верным в случае не 
одной, а множества фамилий, если слово “диспер-
сия” заменить на “матрица ковариаций”. 

Рассмотрим динамику матрицы ковариаций 
Vs(y(t)). Начнем изучение со случая двух поколений 
случайного дрейфа. 

Результат 6. Пусть рассматривается последова-
тельность двух независимых вложенных случайных 
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выборок с возвращением из популяции с k варианта-
ми фамилий, где их концентрации превышают над-
лежащий порог. Положим, что размер такой вы-
борки (эффективный размер популяции) в поколении  
τ = 1, 2 равен , а вероятность попадания в вы-

борку фамилии i‑го типа равна xi(τ) > 0, 
i

k

=
∑

1

xi(τ) = 1, 

где xi – ее концентрация в родительской популяции.

Тогда во втором поколении матрица ковариаций 
Vs(y(2)) случайного вектора y(2) ≡ {y

i
(2) ≡  xi ( )2 } 

приближенно выражается как

– T

Vs y I y y2 0 0
1

2 1
1

2 2
1

2 1
1

2
( )( ) 



 ( ) ( )≈ + ( ) ≡ +

Ne Ne Ne Ne
T

( ) ( ) ( )
Ц

(( )
.

2 0




 ( )W y

Доказательство. Учтем, что при смене по-
колений к фамильному состоянию популяции 

добавляется случайное выборочное отклонение δ, 
причем E{δ} = 0 независимо от номера поколения. 
Для первого поколения имеем 

δ

δ

δ

δ

δ

δ

δ

δ

δ

Отсюда очевидно, что матрица ковариаций  
во втором поколении при условии y(1) равна 

1
2 2Ne( )

W(y1). 

Рассмотрим ансамбль популяций второго поко-
ления, интерпретируемый как иерархически под-
разделенная метапопуляция, состоящая из групп. 
Каждая группа порождается соответствующей по-
пуляцией первого поколения и содержит возмож-
ные варианты популяций-потомков с разными фа-
мильными состояниями. В нашем случае межгруп-
повая матрица ковариаций согласно предыдущей 
ремарке имеет вид 

Vsbetw(y(2)|y(0)) = Vs(y(1)|y(0)) =  1
2 1Ne( )

W(y0). 

Дисперсия распределения концентрации от-
дельной фамилии по популяциям внутри какой-ли-
бо группы, порождаемой популяцией первого по-
коления с фамильным состоянием y(1) (при усло-
вии y(1)), является внутригрупповой дисперсией 
(Vsin) для этой группы, а при рассмотрении мно-
жества фамилий вместо дисперсии имеем матрицу 
ковариаций Vsin(y(2))|y(1)) концентраций фамилий, 
являющуюся внутригрупповой матрицей ковариа-
ций. Согласно правилу сложения дисперсий (ковари-
аций) полные (для всей метапопуляции-ансамбля) 
значения данных характеристик изменчивости 
равны сумме межгруппового и среднего внутри-
группового значений этих показателей, т. е. пол-
ная матрица ковариации Vstot(y(2)) концентраций 
фамилий популяций второго поколения имеет вид 

Vs y y Vs y y Vs y yytot betw inE2 0 2 0 2 11( ) ( )( ) ( ) ( )( ) ( ) ( )( )= + ( )| | { |  }}

| |

( )

=

( ) ( )( ) ( ) ( )( ) =

( )

= + { }
= +

( )Vs y y Vs y y

W y

y

y

1 0 2 1

1
2 1

1

0 1
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Рассмотрим второе слагаемое. Вспомним, что 
для любой случайной величины x

y(0):

y(1):

y(2):

y(2):

......... .....

....

.........

V y y( (2)| (1))

V y y( (2)| (0))

V y y( (1)| (0))

Рис. 2. Межгрупповая, внутригрупповые и пол-
ная матрицы ковариаций концентраций состояния 
популяций: 
□ – обозначение популяции; y(0) – состояние родо-
начальной популяции; y(1) – случайные состояния 
ее потомков, популяций первого поколения, разброс 
возможных состояний y(1) характеризуется матри-
цей ковариаций V(y(1)|y(0)), служащей межгруппо-
вой матрицей ковариаций для популяций следующе-
го поколения, где y(0) фиксировано; y(2) – случай-
ные состояния популяций, потомков родоначальной 
популяции во втором поколении. Они образуют 
метапопуляцию, состоящую из групп с происхож-
дением от отдельных популяций первого поколе-
ния и с внутригрупповыми матрицами ковариаций 
V(y(2)|y(1)). Здесь y(1) случайно варьирует между 
группами; следующая строка относится ко второму 
поколению без разбиения на группы его популяций, 
разброс которых характеризуется полной матрицей 
ковариаций Vs(y(2)). Стрелки, направленные сверху 
вниз, соединяют родительскую популяцию с попу-
ляцией потомков. 
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V x E x E x E x E x E x E x( ) ( ){ } { } ( ) { } ( )= = +≡ Ц Ц ,{ } { } { }
2 2 2 2 2

V x( ).

Аналогично для любого случайного вектора y 
имеем 

– – –

(7)

где V(y) – матрица ковариаций вектора y. 
Таким образом, у нас средняя внутригрупповая 

матрица ковариации имеет вид 

–

–

Подставим сюда Ey(1) {y(1)yT(1)} согласно (7) и про-
должим равенства 

–

–

–

Здесь мы пренебрегли членом малой величины, со-
держащим произведение . 

В итоге получаем

◄
Напомним, что при относительно небольшой 

по сравнению с размером популяции длине t для 
последовательности поколений процесс динамики 
под влиянием многих недоминирующих по давле-
нию факторов хорошо аппроксимируется процес-
сом дрейфа, поскольку дивергенция из-за фактора 
случайного дрейфа будет порядка , а из-за воз-
можного давления систематических факторов по-
рядка t и  >> t при малых t согласно [14, 15]. По-
этому дальше мы ограничимся именно такой ап-
проксимацией. Так как речь идет о произвольной 

совокупности дискретных объектов (в частности 
фамилий), то нижеследующий результат сформу-
лируем для произвольной совокупности (в случае 
фамилий в нем под V подразумевается Vs). Дадим 
модификацию обоснования в [14] динамики ма-
трицы ковариаций в этом случае. 

Результат 7. Пусть рассматриваются после-
довательности независимых вложенных случай-
ных выборок с возвращением из совокупности с k 
типами объектов (в нашем случае фамилий из по-
пуляции) и с такой группировкой объектов, когда 
минимальная концентрация среди групп превыша-
ет надлежащий порог. Положим, что размер вы-
борки (эффективный размер популяции) на шаге τ 
(в поколении τ) равен , а вероятность попа-

дания в выборку объекта i‑го типа равна xi(τ) > 0,  

i

k

=
∑

1

xi(τ) = 1, где xi 
– доля (концентрация) группы 

объектов i‑го типа в “родительской” совокупности. 
Тогда на шаге t (в поколении t) матрица кова-
риации V(y(t)) случайного вектора y(t) ≡ {y

i
(t) ≡  

≡ x ti ( )} при относительно малом t (при 2N�e(t)
t

 >> 1, 
где N�e(t) – среднее гармоническое значение для рас-
сматриваемого ряда эффективных размеров популя-
ции {Ne(τ), τ =1, 2, …, t}) приближенно выражается 
как

 

(8)

Доказательство проведем по индукции. Мы 
подметили закономерность динамики V(y(t)) в двух 
первых поколениях, согласно которой существует t 
(t = 2), когда (8) выполняется для любой последо-
вательности длиной не больше t. Покажем, что то 
же самое верно и при t + 1. Для этого рассмотрим 
ансамбль популяций в поколении t + 1 как мета-
популяцию, подразделенную на группы. Каждая 
группа порождается соответствующей популяцией 
первого поколения, т. е. состоит из возможных ва-
риантов ее популяций-потомков в поколении t + 1 
с разными фамильными состояниями. 

Как и при анализе двух поколений, ожидаемые 
концентрации фамилий в группах совпадают с фа-
мильным состоянием порождающей популяции, 
принимающим значения {y(1)}, а дисперсия Vs(y(1)) 
распределения концентраций отдельной фамилии по 
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популяциям первого поколения является межгруппо-
вой дисперсией Vsbetw для ансамбля на любом другом 
из последующих поколений. Аналогично матри-
ца ковариаций для распределения по популяциям 
первого поколения концентраций множества фа-
милий является межгрупповой матрицей ковари-
аций, которая в нашем случае имеет согласно (4) 
вид Vsbetw = Vs(y(1)|y(0)) = 1

2 1Ne( )
 W(y0).

Для отдельной группы в поколении t + 1, проис-
ходящей от популяции с фамильным состоянием 
y(1), матрица ковариации Vs(y(t + 1)|y(1)) являет-
ся полной. По предположению индукции доказы-
ваемая формула верна в случае до t поколений, 
отделяющих ансамбль от порождающей популя-
ции. Она верна как для Vstot(y(t)|y(0)), так и для 
Vstot(y(t + 1)|y(1)), поскольку для них число поколе-
ний, отделяющих y(t) от y(0) и y(t + 1) от y(1), одно 
и то же (равно t), т. е. матрица Vstot(y(t + 1)|y(1)) 
находится согласно предположению индукции 
по формуле (8). В метапопуляции она представ-
ляет собой одну из внутригрупповых матриц. По 
правилу сложения ковариаций и с учетом пред-
положения индукции применительно к матрице 
Vstot(y(t + 1)|y(1)), рассматриваемой как внутригруп-
повая, получаем 
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Подставим сюда Ey(1){y(1)yT(1)} согласно (7) и про-
должим равенства 

–

– –

Продлим преобразование Vstot(y(t + 1)|y(0)) под-
становкой найденного значения

1

–

.

                                                                                  ≈

≈ �

Здесь мы пренебрегли слагаемыми, содержащи-

ми произведение c(τ)c(1) = 
1

2Ne( )τ  
1

2 1Ne( ) , и учли, 

что по определению N�e(t) ≡ t/  как обрат-

ная величина к среднему арифметическому для  

{ }. 

Таким образом, выполняется переход индукции: 
если V(y((t)) зависит от t по предлагаемой формуле, 
то она верна при t + 1 и, значит, при любом (отно-
сительно малом) t. ◄

Следствие 8. В условиях предыдущего результа-

та при   → ∞, где t – количество поколений, и 
при такой группировке фамилий, когда минимальная 
концентрация среди групп превышает надлежащий 
порог, асимптотическое распределение фамильного 
состояния y(t) является многомерным нормальным с 
математическим ожиданием y(0) и матрицей кова-
риации, пропорциональной идемпотентной матрице 

W(y
0
) ≡ I – y(0)yT(0):

 
  

= 
Распределение квадрата Евклидова расстояния 
∆(y(t)) между y(t) и y(0), т. е. величины ∆2(y(t)) ≡  

≡ |y(t) – y(0)|2 ≡ 
i

k

=
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1
 (y

i
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i
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Для углового расстояния θs(y(t)) между текущим фа-
мильным состоянием x(t) и начальным p (между y(t) 
и y

0 
на гиперсфере), определяемого согласно (1) как:

,

асимптотически выполняется

2 2
1

2Ne t

t
t k

� ( ) ( )( ) = −θ χs x p,

Здесь N�e(t) и 
2 2

1
2Ne t

t
t k

� ( ) ( )( ) = −θ χs x p,  обозначают среднюю гармониче-
скую численность популяции для ряда {Ne(τ)} длиной 
t поколений и распределение хи-квадрат с k – 1 сте-
пенями свободы соответственно.

Доказательство вытекает из центральной пре-
дельной теоремы, приближенного равенства Ев-
клидова и углового расстояний в предположениях 
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следствия и ненаправленного характера случайно-
го дрейфа. ◄

ОБСУЖДЕНИЕ
Интерес автора к рассматриваемым пробле-

мам мотивирован наблюдениями малых деревень 
России, где резко преобладала одна или несколь-
ко фамилий. Такая ситуация описывалась не раз 
в художественной литературе упоминаниями типа 
“у нас в деревне все Смирновы”. Картина, когда 
большинство жителей деревни оказываются одно-
фамильцами, поражает. Например, при изучении 
автором популяций европейского севера России 
[28] встретилась деревня с 91% однофамильцев 
при общем количестве жителей 126 человек. Для 
городского жителя такая ситуация парадоксальна, 
и возникает желание дать теоретическое объясне-
ние наблюдаемым различиям между фамильным и 
генетическим разнообразием. Поэтому настоящая 
статья фокусируется на теоретических аспектах 
анализа фамильной структуры. 

Результаты анализа фамильной структуры по-
пуляции важны также своими параллелями с ана-
лизом генетической структуры в силу сходства па-
трилинейной передачи фамилии и генетической 
информации потомкам. В популяциях конечного 
размера такая передача сопровождается случай-
ными флуктуациями как концентраций фами-
лий, так и аллелей. Напомним используемые нами 
подходы к изучению этой ситуации. При анализе 
флуктуаций мы используем предположение о не-
перекрывании поколений, т. е. пренебрегаем суще-
ствованием возрастной структуры у человека. Это 
предположение можно рассматривать как аппрок-
симацию реальной ситуации, часто применяемую в 
популяционной генетике, например при использо-
вании закона Харди – Вайнберга. 

При моделировании флуктуаций частот аллелей 
аутосомного локуса нередко используется модель 
Райта – Фишера, которую можно сформулировать 
в виде процесса вложенных выборок, формирую-
щих состав нового поколения как случайную вы-
борку аллелей поколения родителей. Та же самая 
картина получается при рассмотрении мужского 
компонента популяции, фамилии которого на-
следуются по поколениям при их патрилинейной 
передаче от отца к сыну. Данный процесс называ-
ем процессом случайного дрейфа (генов и фами-
лий одновременно в одной и той же популяции). 
Понятно, что качественные свойства случайного 
генного дрейфа и дрейфа фамилий одинаковы, 
но количественно различаются. Суть в том, что 
при генном дрейфе новое поколение с численно-
стью N формируется как случайная выборка с воз-
вращением 2N гамет из пула родительских гамет, 
а состав мужского компонента нового поколения 
как выборка N/2 фамилий отцов. Размер выборки 

определяет интенсивность флуктуаций, которые 
больше в 4 раза для фамилий. 

Понятно, что сходство процессов генного дрей-
фа и дрейфа фамилий означает возможность ис-
пользования для анализа фамильного дрейфа ме-
тодов, наработанных в популяционной генетике 
в течение длительного времени. В данной статье 
внимание концентрируется на стабилизации тем-
па дивергенции фамильного состояния популя-
ции (вектора концентраций фамилий) от началь-
ного положения. Решение этой задачи опирается 
на известное нелинейное преобразование y

i
 =  xi  

концентраций фамилий xi (координат фамильного 
состояния) и анализ углового расстояния θs между 
состояниями. Приведены модификации соответ-
ствующих популяционно-генетических подходов, 
расширены и углублены обоснования аппрокси-
мации свойств случайного дрейфа на относитель-
но небольших промежутках времени в поколениях. 

В одной и той же популяции случайный дрейф 
приводит к фамильной дивергенции, вчетверо пре-
восходящей дивергенцию генетическую на отно-
сительно небольшом промежутке времени в поко-
лениях. Этот вывод характеризует с другой точки 
зрения результат о четырехкратном различии меж-
ду стандартным коэффициентом инбридинга и его 
фамильным аналогом, полученный автором в [15] 
при анализе фамильного дрейфа в терминах кон-
центраций фамилий {xi}. Преимуществом изложен-
ного подхода к анализу в пространстве {y

i
 = xi } 

является независимость дивергенции от начально-
го состояния и постоянный темп ее увеличения за 
поколение в случае неизменяющегося эффектив-
ного размера популяции. Кроме того, дивергенция, 
отражаемая средним квадратом углового расстоя-
ния от начального положения, обратно пропорцио-
нальна среднему гармоническому эффективному раз-
меру популяции и прямо пропорциональна количеству 
поколений дивергенции. Данный результат важен для 
сравнения популяций и их систем и для решения 
микротаксономических задач. 

В заключение напомним основные условия кор-
ректности этих результатов на рассматриваемом 
промежутке времени:

отклонениями от патрилинейной передачи фа-
милии можно пренебречь; 

размеры популяции должны быть достаточно 
велики, чтобы выборочные изменения фамильно-
го состояния аппроксимировались нормальным 
распределением;

на рассматриваемом промежутке времени кон-
центрации фамилий не должны быть слишком ма-
лыми во избежание нарушения свойств преобра-
зования y

i
 = xi ;

сам рассматриваемый промежуток времени в 
поколениях должен быть небольшим по сравнению 
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со средним гармоническим эффективным разме-
ром популяции на нем. 

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

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.
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On Stabilizing the Rate of Isonymy Divergence
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A theoretical analysis of the surname state of the population (the vector of namesake concentrations 
in the male component of the population) and its dynamics as a result of random surname drift is 
presented. An approximation of such a process by the Wright-Fisher model of a population with non-
overlapping generations without selection pressure is used, i.e., an approximation by a sequence of nested 
random samples with the replacement from fathers’ surnames in the population. The sample size is 
N/2 according to the size of the male component in the population of size N. In the same population, 
processes of random drift of both surnames and genes simultaneously occur. Their cardinal difference is 
that the sample size of surnames is four times smaller than the sample size of autosomal locus alleles. The 
analysis of random drift is simplified when moving from concentration coordinates to the square roots 
of them. As generations change, the state receives a sample deviation, measured by angular distance, 
and its mean square gives the rate of divergence, stabilizing in the new coordinates. An adaptation (in 
relation to the analysis of surname drift) of a known in population genetics result about the nature of 
divergence at a stage of a relatively small number of generations compared to the size of the population is 
given. The divergence of surnames occurs four times faster than the divergence of allele concentrations.

Keywords: random surname drift, divergence of surname and allele concentrations, isonymy, angular dis-
tances, stabilization of the divergence rate.
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Анализировали соотношение полов в потомстве журавля красавки (Anthropoides virgo Linneaus, 
1758) в двух удаленных друг от друга гнездовых группировках европейской (Республика Калмы-
кия) и азиатской (Республика Бурятия) частей ареала в 2023 г. С применением молекулярно-ге-
нетического маркера пола EE0.6 определен пол у 46 птенцов (24 самца и 22 самки) из 30 вывод-
ков. В суммарной выборке различия в пропорции самок и самцов не были значимы (0.521, Р = 
0.092). Соотношение полов в каждой из изученных гнездовых группировок также статистически 
не отличалось от паритетного, хотя отмечено преобладание в полных выводках и в целом в по-
томстве красавки в Калмыкии самцов (0.650, Р = 0.523), а в Бурятии – самок (0.423, Р = 0.781). 
Полученные данные свидетельствуют в пользу стратегии воспроизводства у красавки равного 
количества потомков обоего пола и могут косвенно указывать на то, что у этого вида энергетиче-
ские затраты на выращивание самцов и самок равны, а воздействие условий среды не настолько 
жесткое, чтобы существующий баланс изменялся в пользу какого-либо из полов.

Ключевые слова: журавль, соотношение полов, молекулярно-генетическое определение пола, птенец, 
EE0.6.
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Соотношение полов в популяциях животных 
является важной характеристикой репродуктивной 
биологии вида. В норме долгоживущие моногам-
ные виды, у которых заботу о потомстве осущест-
вляют оба родителя, воспроизводят равное коли-
чество самцов и самок [1]. Ранее мы показали, что 
у журавля красавки Anthropoides virgo Linneaus, 1758 
(Aves: Gruiformes: Gruidae), гнездовая часть ареа-
ла которого охватывает степные и полупустынные 
зоны Евразии, соотношение полов в выводках не-
которых европейских (азово-черноморской, при-
каспийской, волго-уральской) и азиатских (зау-
ральской, алтайской, хакасской и забайкальской) 
гнездовых группировок на территории Российской 
Федерации в отдельные годы исследований (2017–
2019 гг.) достоверно не отличалось от равного, 

хотя в большинстве случаев демонстрировало тен-
денцию к преобладанию самок [2, 3]. Вместе с тем 
изменения условий обитания, отражающиеся на 
доступности пищевых ресурсов, могут провоциро-
вать в разных популяциях одного вида и в одних и 
тех же популяциях в разные репродуктивные сезо-
ны отклонения в соотношении полов в потомстве. 
У многих видов животных в неблагоприятные годы 
такие сдвиги происходят в пользу воспроизводства 
менее ресурсопотребляющего и уязвимого пола [4], 
которым у журавлей являются самки. 

Красавка в России относится к видам с со-
кращающейся численностью вследствие ухуд-
шения условий гнездования, гибели от отравле-
ний сельскохозяйственными ядохимикатами и 
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браконьерства на путях миграции [5, 6]. Изучение 
вопросов репродуктивной биологии и воспроиз-
водства в разных гнездовых группировках красав-
ки актуально для мониторинга ее состояния, осо-
бенно на границе ареала. У птенцов журавлей нет 
полового диморфизма, поэтому определение пола 
для них осуществляют молекулярно-генетически-
ми методами. В данном сообщении мы приводим 
новые сведения по соотношению полов в вывод-
ках красавки в двух удаленных друг от друга гнез-
довых группировках из европейской (Северный 
Прикаспий, Республика Калмыкия) и азиатской 
(Юго-Западное Забайкалье и Тункинская котло-
вина, Республика Бурятия) частей ареала в 2023 г.

В работе использовали биологический матери-
ал (растущие перья из оперения груди или шеи), 
полученный в результате собственных экспеди-
ций в Калмыкии (Яшкульский, Черноземельский, 
Юстинский, Кетченеровский районы) [7] и Бу-
рятии (Иволгинский, Селенгинский, Мухорши-
бирский, Джидинский, Тункинский районы) [8] в 
июне – июле 2023 г. Размер выборок составил 20 
и 26 птенцов соответственно (табл. 1). У красавки 
– выводковый тип онтогенетического развития, 
при котором птенцы покидают гнездо практиче-
ски сразу после вылупления. В норме кладка со-
стоит из двух яиц. Отлов птенцов, еще не способ-
ных к полету, проводили в соответствии с разре-
шениями Федеральной службы по надзору в сфере 
природопользования (Росприроднадзор) № 21 от 
15.02.2023 г. и № 63 от 02.05.2023 г. ручным спо-
собом. После забора биоматериала, занимающего 
5–10 мин, птенцов отпускали к родителям. Расту-
щие перья помещали в пробирки 1.5 мл типа Эп-
пендорф с раствором Лонгмайра, транспортиро-
вали в лабораторию при комнатной температуре, 

а затем хранили в морозильной камере при –20 °С. 
Выделение ДНК из растущих перьев осущест-
вляли набором “K-сорб” (НПК Синтол, Россия) 
по протоколу производителя. В качестве моле-
кулярно-генетического маркера пола использо-
вали последовательность W-хромосомы EE0.6. 
Для ПЦР-амплификации применяли комбина-
цию праймеров AWS05/NRD4 [9] и фрагментный 
анализ ампликонов по описанной ранее [10, 11] и 
хорошо зарекомендовавшей себя при диагностике 
пола у красавки [2, 3] методике. Соотношение по-
лов определяли общепринятым способом как долю 
самцов по отношению к общему количеству птен-
цов [12]. Для сравнения выборок самцов и самок 
использовали точный тест Фишера для выборок 
малого размера, рассчитанный в базовом пакете 
stats среды R версии 3.6.3 [13]. 

Всего было обнаружено 12 и 18 пар красавок с 
птенцами в Калмыкии и Бурятии соответственно. 
Из 12 выводков в Калмыкии на момент встречи де-
вять были полными (представлены двумя птенца-
ми) и три – неполными (одним птенцом). В одном 
полном выводке не удалось взять пробу от одно-
го из сибсов, поэтому его анализировали только 
в общем соотношении полов в группировке и ис-
ключили из анализа соотношения полов в полных 
выводках. Среди 18 выводков в Бурятии неполны-
ми были 10, полными – 8. Таким образом, в ка-
ждой гнездовой группировке мы анализировали 
одинаковое количество полных выводков (по 16 
птенцов). В Калмыкии из восьми полных вывод-
ков было два разнополых, четыре представлены 
только самцами, два – только самками. В Бурятии 
из восьми полных выводков было четыре разнопо-
лых, в одном – только самцы, в трех – только сам-
ки (рис. 1). 

Таблица 1. Соотношение полов птенцов в полных и неполных выводках в Калмыкии и Бурятии в 2023 г.

Количество и пол изученных птенцов Калмыкия Бурятия
Всего птенцов 20 26

самцы 13 11
самки 7 15

соотношение полов 0.650, Р = 0.523 0.423, Р = 0.781
Выводки с одним птенцом 3 10 

самцы 2 5
самки 1 5

соотношение полов 0.666, Р = 1 0.5, Р = 1
Выводки с двумя птенцами 8 8 

самцы 10 6
самки 6 10

соотношение полов 0.625, Р = 0.722 0.375, Р = 0.722
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В общей выборке из 46 птенцов двух гнездовых 
группировок идентифицировано 24 самца и 22 сам-
ки; показатель соотношения полов в ней составил 
0.521, Р = 0.092. В Калмыкии определено 13 самцов 
и 7 самок, в Бурятии – 11 самцов и 15 самок. Во 
всех выводках различия в соотношении полов не 
были значимы, несмотря на тенденцию к преоб-
ладанию в полных выводках и в целом в потомстве 
красавки в Калмыкии самцов, а в Бурятии – самок 
(табл. 1, рис. 1). Соотношение полов среди всех 
птенцов красавки в Калмыкии и Бурятии досто-
верно не отличалось от равного (0.5) и составило 
0.650, Р = 0.523 и 0.423, Р = 0.781 соответственно.

Представленные данные дополняют немного-
численные сведения о размножении красавки и 
журавлей в целом. В природе соотношение полов 
в потомстве журавлей практически не изучено, а 
исследования воспроизводства некоторых видов 
при вольерном разведении показывают, что этот 
показатель не всегда находится в равновесии. Так, 
искусственно созданные условия могут провоци-
ровать у журавлей стрессовые реакции, сопрово-
ждающиеся воспроизводством преимущественно 
самок (например у японского журавля Grus japon-
ensis) [14, 15], но могут и не оказывать такого дей-
ствия (например у стерха Leucogeranus leucogeranus) 
[15, 16]. Информация по полу птенцов в потомстве 
красавки в Юго-Западном Забайкалье получена 
нами впервые. В прикаспийской гнездовой груп-
пировке в 2017 г. при анализе более представитель-
ной выборки (61 птенец из Калмыкии, Дагестана, 
Астраханской и Волгоградской областей) мы вы-
явили равное соотношение полов с тенденцией к 
преимуществу самок в полных выводках и в целом 
в группировке [2], при этом непосредственно в 
Калмыкии из 32 птенцов 16 были определены как 
самцы и 16 как самки. Таким образом, перечис-
ленные факты свидетельствуют в пользу эволю-
ционно предпочтительной для красавки стратегии 

паритетного воспроизводства потомков обоего 
пола [3] и, возможно, косвенно указывают на то, 
что у этого вида энергетические затраты родителей 
на выращивание самцов и самок равны, а воздей-
ствие условий среды не настолько жесткое, чтобы 
существующий баланс изменялся в пользу како-
го-либо из полов. 
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Parity Ratio of Males and Females in Broods of the Demoiselle Crane  
Anthropoides virgo in Kalmykia and Buryatia

Е. А. Mudrika, b*, Е. I. Ilyashenkoa, c, K. D. Kondrakovaa, c, A. A. Abushind,  
L. D. Bazarove, Ts. Z. Dorzhievf, g, D. V. Politova, b

aVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia 
bAll-Russian Research Institute for Environmental Protection, Moscow, 117628 Russia 

cSevertsov Institute of Ecology and Evolution, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119011 Russia 
dState Nature Biosphere Reserve “Chernye Zemli”, Republic of Kalmykia, Komsomolsky, 359240 Russia 

eTunkinsky National Park, Republic of Buryatia, Kyren, 671010 Russia 
fBuryat State University named after D. Banzarov, Ulan-Ude, 670000 Russia 

gInstitute of General and Experimental Biology, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,  
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The offspring sex ratio of the Demoiselle crane (Anthropoides virgo Linneaus, 1758) was analyzed in two 
remote breeding groups of the European (Republic of Kalmykia) and Asian (Republic of Buryatia) parts 
of the range in 2023. Using the molecular genetic marker EE0.6, the sex was determined in 46 chicks 
(24 males and 22 females) from 30 broods. In the total sample, the deviations from equal proportion of 
females and males were not significant (0.521, P = 0.092). The sex ratio in each of the studied breeding 
groups also did not statistically differ from the parity, although males (0.650, P = 0.523) prevailed in 
two-chick broods and in general in the offspring of the Demoiselle crane in Kalmykia (0.423, P = 0.781), 
while females prevailed in two-chick broods and in general in the offspring of the Demoiselle crane in 
Buryatia (0.423, P = 0.781). The obtained data support the strategy of reproduction of parity number 
of both sexes in the Demoiselle crane and may indirectly indicate that in this species the energy cost 
on raising males and females is equal, and the pressure of environmental conditions is not so strong to 
cause bias of the existing balance towards any sex.

Keywords: crane, sex ratio, molecular genetic sex determination, chick, EE0.6.
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Проблема злоупотребления алкоголем актуальна для общественного здравоохранения и связана 
с сокращением продолжительности жизни, многочисленными заболеваниями, социальными и 
экономическими проблемами. Методы выявления индивидов, злоупотребляющих алкоголем, 
необходимы в клинической практике для определения стратегий профилактики и лечения и вос-
требованы в судебно-медицинской экспертизе. Получение сведений путем опроса часто ведет к 
занижению доз потребляемого алкоголя, поэтому необходимы объективные лабораторные ме-
тоды диагностики хронического злоупотребления алкоголем и острых алкогольных эксцессов. 
Одним из наиболее специфичных биомаркеров злоупотребления алкоголем является углевод-де-
фицитный трансферрин (CDT), представляющий собой изоформы трансферрина с пониженным 
количеством сиаловых остатков. CDT образуется за счет нарушения гликозилирования продук-
тами метаболизма этанола. Основной путь окисления экзогенного этанола – преобразование его 
в ацетальдегид под действием фермента алкогольдегидрогеназы ADH1B. В данном исследовании 
впервые показано, что у носителей аллеля ADH1B*48His (rs1229984) гена алкогольдегидрогеназы, 
ведущего к образованию ацетальдегида в более высоких концентрациях, повышен уровень CDT 
по сравнению с индивидами, не имеющими этого аллеля, при одинаковом уровне потребления 
алкоголя. Этот эффект необходимо учитывать в клинической и судебно-медицинской практике, 
а также в исследованиях эффектов потребления алкоголя с применением менделевской рандо-
мизации по полиморфному локусу rs1229984.

Ключевые слова: биомаркеры злоупотребления алкоголем, углевод-дефицитный трансферрин, CDT, 
алкогольдегидрогеназа, ген ADH1B.
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Злоупотребление алкоголем порождает мно-
гочисленные социальные и экономические про-
блемы и представляет серьезную проблему обще-
ственного здравоохранения. В России это одна из 
основных причин снижения продолжительности 
жизни, особенно заметного у мужчин трудоспо-
собного возраста [1, 2]. 

Определение индивидуального уровня потре-
бления алкоголя необходимо при лечении алко-
гольной зависимости, при решении о возврате 
прав, изъятых за вождение в нетрезвом виде, пе-
ред некоторыми хирургическими операциями и в 
ряде других медицинских вмешательств, а также 
востребовано судебной медициной и кримина-
листической экспертизой. Уровень потребления, 
определенный путем опроса респондентов, не яв-
ляется достоверным. Показано, что при опросе ре-
спонденты занижают количество потребляемого 

алкоголя более чем в два раза [3, 4]. Объективные 
данные об уровне потребления могут быть полу-
чены при использовании биомаркеров, отражаю-
щих количество алкоголя, потребленного за тот 
или иной период. К прямым биомаркерам отно-
сится содержание этанола в крови, выдыхаемом 
воздухе и моче, а также продукты метаболизма 
алкоголя, такие как ацетальдегид (составляет 95–
98% среди метаболитов этанола), этилглюкуронид 
(< 0.2%), этилсульфат (< 0.1%), фосфатидилэта-
нол и другие. Однако время, в течение которо-
го можно обнаружить их следы в биологических 
жидкостях, составляет немногим более суток по-
сле потребления умеренных доз алкоголя, и толь-
ко фосфатидилэтанол может быть обнаружен на 
протяжении более длительного времени [5]. Наи-
более часто используемые непрямые биомаркеры 
злоупотребления алкоголем – ферменты печени 

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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аланин-аминотрансфераза (ALT), аспарагин-ами-
нотрансфераза (AST), гамма-глутамил трансфе-
раза (GGT, более специфичен, чем первые два), 
средний объем эритроцитов (MCV) и углевод-де-
фицитный трансферрин (CDT) [5]. Указанные 
биомаркеры имеют повышенный уровень при зло-
употреблении алкоголем, который сохраняется на 
протяжении недель. Но их повышение может быть 
вызвано и иными причинами, такими как панкре-
атит, холецистит, цирроз печени, вирусные гепати-
ты, анемия и ряд других заболеваний, а также при-
ем некоторых лекарственных препаратов.

Из перечисленных биомаркеров наибольшей 
чувствительностью и специфичностью обладает 
биомаркер CDT, определяемый стандартно в сы-
воротке крови [6]. Трансферрин переносит железо 
и является гликопротеидом, имеющим два сайта 
N-гликозилирования, олигосахариды в которых 
несут в преобладающей изоформе трансферрина 
4 сиаловых остатка. Злоупотребление алкоголем 
приводит к нарушению гликозилирования и сни-
жению количества сиаловых остатков на транс-
феррине с образованием углевод-дефицитных 
изоформ (CDT). CDT был случайно открыт в 1976 
г. нейрологом Х. Стиблер при обследовании паци-
ентов, часть из которых злоупотребляла алкого-
лем и имела измененную структуру трансферри-
на – меньшее количество сиаловых остатков [7]. 
В норме в сыворотке крови преобладает тетрасиа-
лотрансферрин (~80%) в сочетании с другими изо-
формами – пентасиало- (~14%), трисиало- (~4%), 
дисиало- (~1%) и гексасиалотрансферрин (~1%) 
[8].

Как было показано, при потреблении алкоголя 
на уровне 40–60 г в день в течение 1–2 недель про-
исходит нарушение гликозилирования, и транс-
феррин теряет сиализацию, образуя углевод-дефи-
цитные изоформы с двумя сиаловыми остатками, 
реже с другим количеством вплоть до полного от-
сутствия (асиалотрансферрин) [5, 9, 10]. Наруше-
ние сиализации трансферрина связано с ингиби-
рованием ферментов, участвующих в гликозилиро-
вании этанолом и продуктами его метаболизма, в 
первую очередь ацетальдегидом [11, 12]. Повыше-
ние уровня CDT, согласно ряду работ, выше 1.3% 
указывает на злоупотребление алкоголем [6, 13]. 
Однако рабочая группа по стандартизации изме-
рения CDT при Международной федерации кли-
нической химии и лабораторной медицины (IFCC 
WG-CDT) указывает, что верхней границей нормы 
следует считать 1.7% CDT [10].

Экзогенный этанол метаболизируется в ос-
новном алкогольдегидрогеназой ADH1B. Заме-
на нуклеотида в полиморфном локусе rs1229984 
гена ADH1B соответствует двум аллелям, опреде-
ляющим различия в активности фермента и ско-
рости образования ацетальдегида. Аллель ADH-
1B*48Arg (rs1229984-G) преобладает у индивидов 

европейского происхождения, тогда как аллель 
ADH1B*48His (rs1229984-A), определяющий более 
высокую активность фермента и образование аце-
тальдегида в более высоких концентрациях, рас-
пространен в Восточной и Юго-Восточной Азии 
[14]. Частота аллеля ADH1B*48His у русских со-
ставляет 5–7%, а частота носителей этого аллеля, 
соответственно, 10–12% [14]. Мы предположили, 
что более высокие концентрации ацетальдегида у 
носителей аллеля ADH1B*48His могут влиять на 
уровень образования CDT, модулируя влияние по-
требляемого этанола. 

В настоящей статье мы проверили эту гипотезу 
и подтвердили ее, сравнив уровень CDT у русских 
мужчин – носителей разных аллелей, с известным 
уровнем потребления алкоголя. Носители аллеля 
ADH1B*48His имеют повышенный уровень CDT по 
сравнению с теми, кто этого аллеля не имеет, при 
одинаковом уровне потребления алкоголя. Такой 
эффект показан впервые.

Материалом для анализа послужили данные 
Ижевского исследования семей [1, 2] об уровне 
CDT у 642 русских мужчин [15] в возрасте от 22 до 
59 лет с известными генотипами по полиморфиз-
му rs1229984 гена ADH1B [16, 17]. Статистические 
вычисления и визуализация данных проводились 
с использованием пакета программ SPSS v.19. Для 
сравнений различий количественных признаков 
в подгруппах использовалась непараметрическая 
статистика Манна – Уитни. Разброс данных на ри-
сунках охарактеризован удвоенной ошибкой сред-
него (± SE). 

Средний уровень CDT равномерно возраста-
ет в подгруппах с увеличивающимся уровнем по-
требления алкоголя. Корреляция по Пирсону для 
выборки в целом составила 0.298 при р < 0.0001. 
Для носителей аллеля ADH1B*48His эта корреля-
ция была существенно выше: 0.601 при р < 0.0001. 
В исследованной выборке (642 русских мужчин) 68 
человек (10.6%) являются гетерозиготными носи-
телями аллеля ADH1B*48His. Мужчины-носители 
аллеля ADH1B*48His потребляют алкоголь в сред-
нем на 17–20% меньше, чем обладатели генотипа 
ADH1B*Arg/Arg (из-за неприятных симптомов, свя-
занных с повышенным уровнем ацетальдегида по-
сле приема алкоголя) [16]. Для оценки уровня CDT 
в подгруппах с разным уровнем потребления вы-
борка была разделена на три подгруппы – трезвен-
ники (не потребляли алкоголь в течение года перед 
исследованием), потреблявшие менее 8000 г в год 
в пересчете на этанол (эквивалентно потреблению 
одной бутылки водки в неделю) и потреблявшие 
более 8000 г этанола в год (табл. 1).

На рис. 1 представлен уровень потребления ал-
коголя обладателями разных генотипов по гену 
ADH1B в изученной выборке, на рис. 2 – уро-
вень CDT в тех же подгруппах. Носители аллеля 
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ADH1B*48His в подгруппе трезвенников имеют 
незначимо более высокий уровень CDT, чем об-
ладатели генотипа Arg/Arg – 0.70 и 0.61 соответ-
ственно. В подгруппе потребляющих менее 8000 
г в год носители аллеля ADH1B*48His потребляют 
в среднем на 20% алкоголя меньше (2741 г в год), 
чем не имеющие этого аллеля мужчины (3398 г в 
год). Эти различия в нашей выборке статистически 
незначимы. Согласно опубликованным данным по 
56 исследованиям носители аллеля ADH1B*48His 
потребляют в среднем на 17.2% алкоголя меньше 
(95%ДИ 15.6–18.9%), чем не имеющие этого алле-
ля [17]. Поэтому можно полагать, что различия не 
случайны, а отражают общую тенденцию, не до-
стигая статистической значимости из-за недоста-
точного размера выборки. В нашей выборке эти 
различия не были значимыми из-за недостаточной 
мощности теста (для мощности 80% необходим об-
щий объем выборки 2880 человек). Однако сред-
ний уровень CDT (1.60 и 1.59%) одинаков у носи-
телей обоих генотипов.  

В подгруппе с высоким уровнем потребления 
алкоголя носители аллеля ADH1B*48His потребля-
ют в среднем на 12% меньше алкоголя (15452 г в 
год), чем те, у кого этого аллеля нет (17557 г в год). 
Однако уровень CDT у носителей аллеля ADH-
1B*48His и в этой подгруппе почти в два раза выше 
– 4.88%, по сравнению с 2.51% у не имеющих дан-
ного аллеля (p = 0.003 по критерию Манна – Уит-
ни). Полученные данные указывают, что у носите-
лей данного аллеля завышен уровень CDT, причем 
тем больше, чем выше уровень потребления алко-
голя. Аллель ADH1B*48His не является редким – 
доля его носителей составляет среди русских 10–
12%, в населении Кавказа – 20–25%, а в Южной 
Сибири (алтайцы, тувинцы, буряты) – до 40–50% 
[14]. Поэтому повышенный уровень CDT у носи-
телей аллеля ADH1B*48His необходимо учитывать 
в экспертной и клинической практике.

Таким образом, в проведенном нами исследо-
вании впервые показано, что уровень используе-
мого в клинической и судебно-медицинской прак-
тике биомаркера злоупотребления алкоголем CDT 
у мужчин-носителей аллеля ADH1B*48His гена 
алкогольдегидрогеназы повышен по сравнению с 
теми, кто не имеет этого аллеля. Повышение тем 
больше, чем выше доза потребляемого алкоголя. 

Табл. 1. Распределение мужчин в подгруппах по уровню потребления алкоголя

Уровень потребления алкоголя,  
г в год

Генотип по ADH1B (%) Всего
Arg/Arg Arg/His

0  76 (91.6)  7 (8.4)  83
Менее 8000 329 (88.4) 43 (11.6) 372
Более 8000 169 (90.4) 18 (9.6) 187

Всего: 574 (89.4) 68 (10.6) 642
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Рис. 1. Уровень потребления алкоголя в зависимости 
от генотипа. Серые столбики – носители генотипа 
ADH1B*Arg/Arg, белые – ADH1B*Arg/His.
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Рис. 2. Уровень CDT в зависимости от генотипа по 
ADH1B в подгруппах с разным уровнем потребле-
ния алкоголя. Серые столбики – носители генотипа 
ADH1B*Arg/Arg, белые – ADH1B*Arg/His.
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Можно предполагать, что эффект опосредован 
нарушением гликозилирования из-за более высо-
кой концентрации ацетальдегида, образующегося 
у носителей аллеля ADH1B*48His после приема ал-
коголя. В результате при определении уровня CDT 
у носителей данного аллеля, не злоупотребляющих 
алкоголем, могут быть получены ложнопозитивные 
результаты и ошибочно диагностировано злоупо-
требление. Этот эффект необходимо учитывать не 
только в клинической практике и судебно-меди-
цинской экспертизе, но и в исследованиях, в кото-
рых влияние потребления алкоголя на здоровье и 
поведение изучается с применением менделевской 
рандомизации по полиморфному локусу rs1229984 
ADH1B*48His.

Метод менделевской рандомизации использу-
ют в обсервационных эпидемиологических иссле-
дованиях для формирования рандомизированных 
выборок, отличающихся только по изучаемому па-
раметру [18, 19]. В качестве инструмента рандоми-
зации используется выделение подгрупп по генети-
ческим вариантам, тесно связанным с изучаемым 
фактором. Проблемой таких исследований являет-
ся множество конфаундеров, связанных с образом 
жизни и иными параметрами, которые приводят к 
тому, что рандомизированные подгруппы, напри-
мер, с разным потреблением алкоголя отличаются 
не только уровнем потребления, но и социально- 
экономическим статусом и многими другими ха-
рактеристиками, что затрудняет выявление при-
чинно-следственных связей. 

Для исследования влияния алкоголя на здоровье 
и поведение в качестве инструмента рандомизации 
используют варианты гена алкогольдегидрогеназы, 
так как надежно показано сниженное потребление 
алкоголя у носителей аллеля ADH1B*48His [17, 20]. 
Эффект влияния генотипа по ADH1B на уровень 
CDT при высоком уровне потребления алколголя 
обнаружен нами впервые и требует подтвежржде-
ния на независимо сформированнеых выборках 
большего объема с разным уровнем потребления 
алкоголя. Если бы аллель ADH1B*48His воздей-
ствовал на уровень CDT только путем снижения 
количества потребляемого алкоголя, то у носите-
лей этого аллеля уровень CDT был бы ниже, чем 
у не имеющих его индивидов. Но нарушение гли-
козилирования под действием усиленного обра-
зования ацетальдегида после приема этанола дает 
более сильный эффект, чем снижение уровня по-
требления алкоголя, в результате итоговый эф-
фект оказывается противоположным; и уровень 
CDT у носителей аллеля ADH1B*48His повышен. 
Нарушение гликозилирования под действием аце-
тальдегида касается не только трансферрина, но и 
иных гликопротеинов, например, аполипопротеи-
на Е [11], и может затрагивать различные процес-
сы. Обнаруженный нами эффект повышения уров-
ня CDT у носителей аллеля ADH1B*48His имеет 

фундаментальное значение для исследований вли-
яния алкоголя на здоровье и другие фенотипиче-
ские признаки, а также важен для применения в 
клинической и судебно-медицинской практике 
при выявлении лиц, злоупотребляющих алкоголем.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Министерства науки и высшего образо-
вания Российской Федерации (соглашение № 
122022600161-3).

Исследование одобрено Этическим комитетом 
Института общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН 
15.07.2024, протокол № 23.

Все процедуры, выполненные в исследовании с 
участием людей, соответствуют этическим стандар-
там институционального и национального коми-
тета по исследовательской этике и Хельсинкской 
декларации 1964 г. и ее последующим изменениям 
или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследова-
ние участников было получено информирован-
ное добровольное согласие. Все обследованные 
– совершеннолетние.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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Effect of Genotype at ADH1B Alcoholdehydrogenase Gene  
on Level of CDT Alcohol Abuse Marker

A. A. Kim1, A. S. Gureev1, A. V. Rubanovich1, *, S. A. Borinskaya1, **

1Vavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia 
*e-mail: rubanovich@vigg.ru 
**e-mail:borinskaya@vigg.ru

Alcohol abuse poses an important challenge to public health and is associated with a shorter lifespan, 
numerous disorders, and social and economic problems. Methods to identify heavy drinkers are 
necessary for choosing the prevention and treatment strategies in medicine and are in demand in 
forensics. Alcohol consumption is often underestimated in self-reported data, and objective laboratory 
tests are therefore essential to employ in diagnosing chronic alcohol abuse and acute alcoholic excess. 
Carbohydrate-deficient transferrin (CDT) is one of the most specific biomarkers of alcohol abuse. 
CDT is a set of transferrin isoforms with a lower content of sialic acid residues and is found when 
glycosylation is impaired by ethanol metabolites. Oxidation of exogenous ethanol to acetaldehyde by 
alcohol dehydrogenase 1B (ADH1B) is a major pathway of ethanol metabolism. This study showed 
for the first time that carriers of the allele ADH1B*48His (rs1229984), which determines acetaldehyde 
production to higher concentrations, have greater CDT levels as compared with noncarriers, alcohol 
consumption being the same. The difference should be taken into account in medicine, forensics, and 
studies where Mendelian randomization with respect to the polymorphic locus rs1229984 is performed 
to address the effects of drinking alcohol.

Keywords: alcohol abuse biomarkers, carbohydrate-deficient transferrin, CDT, alcohol dehydrogenase, 
ADH1B gene.
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ПЕРСОНАЛИИ

ПОЗДРАВЛЕНИЕ С 90-ЛЕТНИМ ЮБИЛЕЕМ АКАДЕМИКА РАН 
ШЕСТАКОВА СЕРГЕЯ ВАСИЛЬЕВИЧА

Глубокоуважаемый Сергей Васильевич!

Уже более полувека Ваша научная деятельность 
в нашей стране и в мире посвящена развитию ге-
нетики – молекулярной и радиационной, генетики 
и генетической инженерии микроорганизмов, био-
технологии. Ваши научные интересы охватывают 
широкий диапазон фундаментальных и приклад-
ных аспектов академической науки – введение в 
генетические исследования новых цианобактери-
альных объектов, создание для них методов гене-
тического анализа и генной инженерии, изучение 
закономерностей мутационного процесса, реком-
бинации и репарации.

Научная общественность знает Вас не только 
как талантливого ученого, но и как успешного ру-
ководителя и организатора науки: Вашей рукой на-
писан первый Устав Межрегиональной обществен-
ной организации «Вавиловское общество генети-
ков и селекционеров»; многие годы Вы заведовали 

кафедрой генетики Биологического факультета 
МГУ им. М.В. Ломоносова, возглавляли Институт 
общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН и науч-
ный журнал «Генетика». Вы являетесь автором бо-
лее 300 научных работ, авторских свидетельств и 
патентов на изобретения в области промышленной 
микробиологии и биотехнологии. Под Вашим на-
учным руководством защищены десятки кандидат-
ских и докторских диссертаций.

Результаты Вашего многолетнего труда полу-
чили признание Правительства и научной обще-
ственности: Вы – лауреат Государственной пре-
мии СССР, заслуженный деятель науки Россий-
ской Федерации, заслуженный работник высшей 
школы Российской Федерации, заслуженный про-
фессор МГУ им. М.В. Ломоносова, лауреат премии 
им. М.В. Ломоносова, награждены Золотой меда-
лью им. Н.И. Вавилова РАН, медалью «За заслу-
ги» Московского общества испытателей природы и 
именным серебряным нагрудным знаком МГУ им. 
М.В. Ломоносова «Naturalistae Eminenti».

Вы внесли колоссальный вклад в развитие ге-
нетической науки и образования как выдающийся 
ученый, руководитель, педагог, и как человек, глу-
боко преданный науке и нашей Родине.

Дорогой Сергей Васильевич!

Поздравляем Вас с 90-летним юбилеем и в этот 
замечательный день от всей души желаем здоровья, 
благополучия, дальнейших творческих свершений 
и радости от них!

С уважением 
от коллектива Биологического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова, 

коллектива Института общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН, 
коллектива Института цитологии и генетики СО РАН,  

членов Вавиловского общества генетиков и селекционеров.
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К статье «ТЕСТИРОВАНИЕ МИКРОСАТЕЛЛИТНЫХ ЛОКУСОВ  КРЫЖОВНИКА НА ЧЁРНОЙ 
И КРАСНОЙ СМОРОДИНЕ»
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