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Денситометрический анализ электрофоретических спектров цитоплазматической малатдегидроге-
назы (МДГ, КФ 1.1.1.37) севрюги (Acipenser stellatus) и большого амударьинского лопатоноса (Pseu-
doscaphirhynchus kaufmanni) показал, что количественная изменчивость интенсивности окрашива-
ния изоферментов у этих видов носит дискретный характер. Данный феномен позволил предполо-
жить, что вариабельность признака генетически детерминирована. Фактически наблюдаемая
изменчивость наиболее корректно описывается исходя из предположения, что синтез субъединиц
фермента контролируется комплексом из восьми генов, представленных различными аллелями, в
том числе и их нулевыми вариантами. Субъединицы, продукты разных локусов, по-разному ведут
себя в процессе ассоциации в активные димерные молекулы. Одни из них рекомбинируют свободно
и независимо, в то время как другие объединяются избирательно. В итоге на зимограммах проявля-
ется результат суммирования этих двух независимых процессов. Предлагаемая гипотеза образова-
ния нативных молекул МДГ позволяет трактовать с генетических позиций все наблюдаемые приме-
ры вариаций активности изоферментов. В ряде случаев разные генотипы могут проявляться в виде
спектров, идентичных как по количеству, так и по соотношению интенсивности окрашивания
фракций.
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Электрофоретические методы, позволяющие
производить массовый анализ биохимических
маркеров в больших выборках, благодаря своей
относительной простоте и дешевизне давно стали
рутинной методикой в практике ихтиологиче-
ских исследований. За многолетний период изу-
чения большого числа белков и ферментов на-
коплены обширные базы данных о популяцион-
но-генетической структуре различных видов рыб.
Эти данные могут служить ориентиром при про-
ведении работ по поддержанию численности, би-
оразнообразия и генетической чистоты природ-
ных популяций. Полученные результаты имеют
особую ценность, когда речь идет о некогда суще-
ствовавшем уровне и характере биохимического
полиморфизма утраченных популяций редких и
исчезающих видов, к которым относятся практи-
чески все представители сем. Acipenseridae.

В настоящее время в результате резкого сни-
жения промысловых запасов в мире интенсивно

развивается товарное осетроводство. Биохимиче-
ские маркеры широко используются для посто-
янного мониторинга генетической структуры ма-
точных стад и паспортизации производителей
при промышленном разведении осетровых, что
необходимо для обеспечения максимального вы-
хода продукции, предотвращения генетического
загрязнения и вырождения используемых в аква-
культуре видов. Немаловажен тот факт, что для
большинства биохимических маркеров известны
их биологические функции, что позволяет осо-
знанно планировать интродукционные меро-
приятия, проводимые с целью восстановления
популяций, находящихся на грани исчезнове-
ния. Мониторинг, основанный на анализе био-
химических маркеров, наиболее эффективен в
случае, когда достаточно хорошо изучена не
только фенотипическая изменчивость этих мар-
керов, но также выявлена их генетическая детер-
минация. Для ряда белков осетровых рыб уста-
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новлены схемы их наследования. Эта информа-
ция служит основой для контроля характеристик
выпускаемой рыбоводными заводами молоди, а
также маточных и коллекционных стад (Никоно-
ров и др., 1985; Кирпичников, 1987; Рябова, Ку-
тергина, 1990; Кузьмин, Кузьмина, 1998; Демки-
на, 2005; Рябова и др., 2008; Рябова, 2013; Шиша-
нова и др., 2014; Мамонова и др., 2015).

Необходимость тщательного контроля генети-
ческой структуры стад элитных производителей
связана еще и с тем, что в последние годы все ча-
ще стали появляться сведения о неожиданных и
нежелательных изменениях кариотипов осетро-
вых в процессе их доместификации. В частности,
у сибирского осетра Acipenser baerii, относящегося
к группе многохромосомных осетровых, являю-
щихся функциональными тетраплоидами окто-
плоидного происхождения (4n ≈ 240) (Rodzen,
May, 2002; Fontana et al., 2007; Vasil’ev, 2009; Va-
sil’ev et al., 2010), зафиксировано появление жиз-
неспособных, но имеющих пониженную фер-
тильность пентаплоидных (5n), гексаплоидных
(6n) и гептаплоидных (7n) особей, в естественных
условиях ранее не встречавшихся. Увеличение
численности подобных особей неизбежно ведет к
загрязнению генофонда маточных стад рыбовод-
ных заводов. При этом с особой остротой встает
проблема выбраковки производителей с нежела-
тельными характеристиками еще до момента
включения их в репродуктивные или реинтродук-
тивные программы (Ludwig et al., 2009; Havelka et al.,
2013, 2014, 2016; Trifonov et al., 2016). Реально су-
ществующая опасность попадания девиантных
особей в открытые водоемы может привести к не-
гативным последствиям также и для сохранив-
шихся аборигенных популяций.

При проведении популяционных исследова-
ний анализ гетерогенности и полиморфизма
электрофоретических спектров в ряде случаев
позволяет сделать предварительные заключения
о генетической детерминации наблюдаемых фе-
нотипов. Однако при интерпретации спектров
биохимических маркеров осетровых возникают
трудности, связанные с целым комплексом при-
чин. Одна из основных проблем заключается в
том, что привлечение для этих целей популяцион-
ных данных не всегда корректно из-за ограниче-
ний применимости формулы Харди–Вайнберга,
которая обычно используется для проверки вы-
двигаемых гипотез. К таким ограничениям отно-
сятся обязательное наличие панмиктичности, от-
сутствие отбора, ассортативности спаривания
особей и сочетания гамет и т.д. (Ли, 1978; Лоба-
шев и др., 1979; Животовский, 1991). В этой связи
следует отметить, что у проходных видов осетро-
вых, которые отличаются сложным жизненным
циклом, панмиксия отсутствует, так как у них су-
ществует внутривидовая дифференциации раз-
личных биологических групп и рас, использую-

щих различные нерестилища в различное время
(Гербильский, 1972; Лукьяненко и др., 1988).
Фактор отбора также может оказывать влияние
на структуру природных популяций осетровых.
Примеры избирательной подверженности рыб с
различными фенотипами альбуминов сыворотки
крови такой патологии, как “расслоение мышеч-
ной ткани”, описаны в литературе (Бараев, 1990).
Проходные виды осетровых рыб отличаются
большой продолжительностью жизни, в течение
которой они неоднократно совершают нересто-
вые миграции. По этой причине состав нересто-
вых стад (из которых обычно отбираются пробы
для анализа) ежегодно меняется, так как на не-
рест одновременно идут особи разных генераций
(Батычков, 1979; Лукьяненко, Кулик, 1994).

Вполне вероятно, что наличие такого количе-
ства ограничивающих применимость формулы
факторов, часть из которых со всей очевидностью
имеет место у многих видов осетровых, может по-
влечь за собой достоверные отклонения фактиче-
ских частот генотипов от теоретически ожидаемых
даже в том случае, если проверяемая гипотеза верна.

Трудности расшифровки генетически обу-
словленного полиморфизма биохимических мар-
керов осетровых связаны также с чрезвычайно
сложным характером устройства их кариотипов.
Имеются данные, говорящие о том, что за дли-
тельную историю своего существования предста-
вители сем. Acipenseridae неоднократно проходи-
ли стадии полиплоидизации и обратной диплои-
дизации. При этом последняя осуществлялась
несинхронно для разных белковых систем (Алту-
хов, 1983; Васильев, 1985; Кузьмин, 2002; Fontana
et al., 2007; Vasil’ev, 2009; Havelka et al., 2013). По-
казано также, что модели наследования различ-
ных микросателлитных систем белого осетра мо-
гут быть локусоспецифичными: дисомическими,
тетрасомическими и даже октосомическими
(Rodzen, May, 2002). У стерляди цитогенетиче-
скими методами была выявлена частичная палео-
тетраплоидность генома, который у нее представ-
ляет собой комплексную мозаичную структуру,
состоящую из диплоидных и тетраплоидных хро-
мосомных сегментов (Romanenko et al., 2015).
Аналогичное явление описано для Hox генов
представителя отряда Acipenseriformes – веслоноса
(Symonova et al., 2017).

Однако в литературе имеются также и данные
об отсутствии достоверных отличий фактических
частот генотипов от теоретически ожидаемых в
соответствии с предлагаемой гипотезой, осно-
ванной на визуальном анализе электрофоретиче-
ских спектров. Примером может служить аспарта-
таминотрансфераза севрюги (Рябова, Кутергина,
1990). У стерляди, которая не совершает отдален-
ных миграций и образует, как правило, отдель-
ные локальные популяции, неспецифические эс-



ЖУРНАЛ ОБЩЕЙ БИОЛОГИИ  том 82  № 2  2021

ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ И МЕХАНИЗМЫ ФОРМИРОВАНИЯ 131

теразы (Кузьмин, Лукьяненко, 1986), альбумины
сыворотки крови волжской, окской и сибирской
стерляди, в подавляющем большинстве выборок
также показали недостоверность различий между
фактическими и теоретически ожидаемыми ча-
стотами генотипов (Кузьмин, 1991а, б, 1996;
Кузьмин, Кузьмина, 2005). Приведенные приме-
ры, возможно, говорят о том, что условия, огра-
ничивающие применение формулы Харди–
Вайнберга, в данных случаях отсутствуют либо не
оказывают существенного влияния на структуру
популяций.

Денситометрический анализ индивидуальных
спектров неспецифических эстераз в различных
органах и тканях русского осетра позволил выде-
лить две группы локусов. Представители одной из
них, в которую входят простые белковые систе-
мы, представленные небольшим числом фракций,
показывали практически идеальное совпадение с
распределением Харди–Вайнберга. Другие же, по-
лиаллельные, демонстрировали достоверное от-
клонение от теоретически ожидаемых частот
(Кузьмин, 2002). В дальнейшем на основании
данных денситометрии удалось предложить не-
противоречивые гипотезы о генетической детер-
минации креатинкиназы русского и сибирского
осетров (Кузьмин, 2008; Кузьмин, Кузьмина,
2012), а также одного из локусов миогенов рус-
ского, сибирского и амурского осетров (Кузьмин,
Кузьмина, 2014), однако во всех этих случаях по-
лучены статистически значимые отклонения от
распределения Харди–Вайнберга.

Возможно, различие в проявлении белковых
систем у одного и того же вида связано с эффек-
том неодновременного прохождения процесса
обратной диплоидизации разных локусов при на-
личии возмущающих факторов, ограничиваю-
щих применимость формулы Харди–Вайнберга.

Полимерная структура биохимических марке-
ров, к которым относится и димерная цитоплаз-
матическая малатдегидрогеназа (МДГ), тоже яв-
ляется фактором, усложняющим выявление их
генетической детерминации. Молекулы таких
белков, состоящие из субъединиц разного типа,
могут иметь одинаковую электрофоретическую
подвижность. На проявление генетической со-
ставляющей могут накладывать свой отпечаток
также и особенности объединения субъединиц в
активные молекулы. Совокупность же этих пара-
метров как раз и определяет фенотипическое
проявление фракций на электрофореграммах
(Кирпичников, 1987; Кузьмин, Кузьмина, 1987;
Цветненко и др., 1987; Рябова, Кутергина, 1990;
Кузьмин, 1991a, б).

Кроме всего прочего, у осетровых обнаружены
признаки наличия нулевых аллелей, на что ука-
зывает отсутствие определенных полос в феноти-
пах МДГ русского осетра (Кузьмин, Кузьмина,

1987), а также полное отсутствие у нескольких
особей севрюги ферментативной активности ди-
мерной креатинкиназы, которая интенсивно
проявлялась у всех остальных особей исследован-
ной выборки (Кузьмин, 2008). У белого осетра
также было выявлено наличие нулевых аллелей
(Rodzen, May, 2002). Нулевые субъединицы при-
сутствуют в общем пуле, но судить об их суще-
ствовании можно только в случае объединения в
димерную молекулу двух таких неполноценных
субъединиц.

На первоначальных этапах исследования гете-
рогенности и полиморфизма биохимических
маркеров осетровых основное внимание исследо-
вателей было сосредоточено на описании каче-
ственной изменчивости спектров и анализе ча-
стот встречаемости фенотипов. Вариации интен-
сивности окрашивания полос обычно не
оценивались, хотя в ряде работ можно найти
обобщенные данные денситометрического ана-
лиза спектров исследованных выборок. При этом
авторы, как правило, отмечали значительную ин-
дивидуальную изменчивость интенсивности
окрашивания фракций (Слынько, 1976; Кузьмин,
Кузьмина, 1987, 1998; Цветненко и др., 1987; Ря-
бова, Кутергина, 1990; Кузьмин, 1991a, в).

Цитоплазматическая МДГ, которая обсужда-
ется в настоящей работе, относится к группе
“проблемных” биохимических маркеров. Гетеро-
генность, полиморфизм и фенотипическое раз-
нообразие этого фермента осетровых рыб по-
дробно изучены и описаны. Однако до сих пор не
существует целостной гипотезы о его наследова-
нии. В литературе имеются единичные примеры
попыток проведения скрещиваний с целью выяв-
ления схем наследования МДГ у русского (Цвет-
ненко и др., 1987) и сибирского (Рябова и др.,
2012) осетров, однако эти опыты не дали одно-
значных результатов, позволяющих предложить
гипотезу генетической трактовки всего разнооб-
разия выявляемых спектров. В настоящий мо-
мент с достаточной долей уверенности мы можем
судить лишь о том, какие аллельные варианты
субъединиц участвуют в образовании спектров
МДГ и какие варианты молекул могут находиться
в составе образующих эти спектры фракций
(Кузьмин, Кузьмина, 1987). При этом генотипы
конкретных особей остаются неизвестными, так
как отсутствуют данные о дозах генов, детерми-
нирующих образование различных типов субъ-
единиц и принципах их объединения в димерные
молекулы.

Цель работы заключалась в том, чтобы на ос-
новании данных денситометрического анализа
интенсивности окрашивания изоферментов ин-
дивидуальных электрофоретических спектров
предложить гипотезу о генетической составляю-
щей цитоплазматической МДГ двух малохромо-
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сомных видов осетровых: севрюги и лопатоноса.
Спектры этих видов у подавляющего большин-
ства особей имеют по три изофермента, но при
этом характеризуются высокой степенью инди-
видуальной изменчивости интенсивности окра-
шивания фракций.

При решении поставленной задачи мы осно-
вывались на данных, известных из литературных
источников, о том, что цитоплазматическая МДГ
осетровых рыб представляет собой димер, синтез
белковых субъединиц которого кодируется двумя
полиаллельными локусами, которые в ряде слу-
чаев могут быть дуплицированными. При форми-
ровании четвертичной структуры изоферментов в
нативную молекулу могут объединяться как оди-
наковые, так и разные варианты субъединиц. На
зимограммах гетеродимерные молекулы распола-
гаются посередине между двумя соответствую-
щими гомодимерными фракциями. Некоторые
фракции электрофоретических спектров могут
состоять из разных вариантов димерных молекул,
имеющих одинаковую электрофоретическую по-
движность. В генофонде осетровых рыб возмож-
но наличие генов, которые в результате мутаций
детерминируют образование дефектных (нуле-
вых) вариантов субъединиц. Такие субъединицы,
объединяясь попарно при формировании четвер-
тичной структуры молекул МДГ, как в гомоди-
мерном, так и в гетеродимерном состоянии друг с
другом, образуют молекулы, не имеющие фер-
ментативной активности (Слынько, 1976; Cross,
Ward, 1980; Fisher et al., 1984; Кирпичников, 1987;
Кузьмин, Кузьмина, 1987; Цветненко и др., 1987;
Рябова и др., 2008).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В настоящем исследовании были использова-
ны имеющиеся в нашем распоряжении архивы
высушенных по разработанной нами методике
блоков полиакриламидных гелей (Кузьмин,
1983), полученных в результате многолетнего изу-
чения белкового полиморфизма природных по-
пуляций осетровых.

Объектами исследования служили два пред-
ставителя сем. Acipenseridae: севрюга (Acipenser
stellatus Pallas) и большой амударьинский лопато-
нос (Pseudoscaphirhynchus kaufmanni Bogdanov).
Эти виды среди осетровых являются наиболее
близкими по митохондриальным геномам (Sher-
aliev, Peng, 2020).

Севрюгу отлавливали в период с 1984 по 1999
год в бассейнах Каспийского и Азовского морей.
Пробы отбирали как у рыб, идущих на нерест в
реки Волгу, Урал и Кубань, так и у выловленных
в нагульный период в водах самих морей. Амуда-
рьинский лопатонос был отловлен в мае 1986 г. в
среднем течении р. Аму-Дарьи в районе пос. Кер-

ки (в настоящее время г. Атамурат). Отлавливали
половозрелых особей, степень зрелости половых
продуктов у которых оценивали визуально по об-
щепринятой схеме (Киселевич, 1922). В общей
сложности подвергли денситометрическому ана-
лизу зимограммы 427 особей севрюги и 29 боль-
шого амударьинского лопатоноса. Для анализа
брали аддуктор грудного плавника (белая муску-
латура). До момента проведения электрофореза
пробы мышц хранили не более двух недель в за-
мороженном состоянии при –18°С.

Анализировали цитоплазматическую НАД+-
зависимую МДГ (КФ 1.1.1.37). Этот димерный
фермент локализован в цитоплазме, участвует в
процессе гликолиза и обеспечивает транспорт
метаболитов через клеточную мембрану (Ленин-
джер, 1974; Мусил и др., 1984; Кирпичников,
1987). Для отделения цитоплазматической МДГ
от митохондриальной использовали метод диф-
ференциального центрифугирования. Для этого
навески мышц гомогенизировали при температу-
ре около 0°С в десятикратном объеме электрод-
ного трис-глицинового буфера рН 8.3 (основной
раствор разбавляли в 20 раз). После суточной экс-
тракции при 4°С пробы центрифугировали в те-
чение часа при 0°С и 10000 g. Митохондрии с ло-
кализованной в них митохондриальной МДГ вы-
падали в осадок вместе с ядрами и другими
клеточными органеллами. Цитоплазматическая
МДГ оставалась в надосадочной жидкости, кото-
рую отбирали для последующего анализа. Фрак-
ционирование белков производили методом
диск-электрофореза в блоках 7%-ного полиакри-
ламидного геля. Учитывая, что молекула МДГ
представляет собой димер, электрофорез прово-
дили в максимально щадящих условиях, при низ-
кой температуре, исключая применение детер-
гентов и наличия ультрафиолетового облучения.
Подробности приготовления проб, особенности
фракционирования и выявления мышечной МДГ
были описаны ранее (Кузьмин, Мензиков, 1988;
Кузьмин, 1994). Денситометрирование проводи-
лось путем сканирования высушенных гелей на
микроденситометре MD-100 (“Carl Zeiss”, Jena).
Оцифровку полученных денситограмм и опреде-
ление соотношения площадей пиков проводили
при помощи специально разработанной ориги-
нальной компьютерной программы.

Электрофоретические методы не позволяют
установить место локализации генов в хромосо-
мах, они лишь констатируют наличие продуктов
их активности. Гены могут располагаться в хро-
мосомных локусах в разных комбинациях, но в
результате активности этих генов образуется пул
субъединиц. При четко определенных правилах
объединения их в биологически активные димеры
после фракционирования и выявления фермен-
тативной активности изоферментов мы наблюда-
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ем спектры с соответствующим соотношением
интенсивности окрашивания фракций.

Денситометрия позволяет оценить дозы раз-
личных субъединиц (в том числе и нулевых) и
предложить возможные способы их объединения
при образовании конкретных анализируемых
спектров. Запись генотипов в этом случае осу-
ществляется в обобщенном виде, с указанием до-
зы и способов объединения субъединиц. Следует
отметить, что практически в любой фракции мо-
гут присутствовать димеры, образованные как пол-
ноценными субъединицами, так и молекулами, у
которых нулевой является одна, или даже обе
субъединицы, так как все эти варианты молекул
имеют одинаковую электрофоретическую по-
движность. На это указывает тот факт, что у рыб с
трехкомпонентными спектрами фракции значи-
тельно различаются по характеру выраженности
изоферментов без изменения расположения по-
лос относительно друг друга.

Фракции МДГ обозначали заглавными буквами
латинского алфавита (A, B, C, C', D, E), как это
было принято ранее при первоначальном описа-
нии спектров севрюги и лопатоноса (Кузьмин,
Кузьмина, 1998).

Во избежание путаницы и недопонимания, в
тексте аллельные варианты субъединиц, образу-
ющие нативные димерные молекулы МДГ, отме-
чали курсивом. Субъединицы, свободно и неза-
висимо рекомбинирующие между собой, обозна-
чали заглавными буквами латинского алфавита
со звездочкой (*A, *B, *C), а аллельные варианты
субъединиц, избирательно объединяющиеся в
димеры, обозначали прописными буквами, также
со звездочкой (*a, *b). Знаком “//” разделяли
группы аллелей, различающиеся по способу объ-
единения в димеры, знаком “/” – как отдельные
аллели, так и пары аллелей с предпочтительной
ассоциацией. Знак “↔” показывает, какие имен-
но аллели избирательно объединяются друг с дру-
гом. Ноль в нижнем регистре (“0”) справа от обо-
значения аллеля указывает на то, что этот его ва-
риант является нулевым. Коэффициент перед
буквенным обозначением аллелей показывает
дозу субъединиц этого типа у особей, имеющих
данный генотип. В своей работе мы старались
придерживаться номенклатуры, рекомендован-
ной для использования при проведении генети-
ческих исследований рыб (Shaklee et al., 1990).

Обрабатывая полученные данные, проводили
теоретические расчеты, проверяя все возможные
варианты объединения субъединиц в димерные
молекулы в соответствии с тестируемой гипоте-
зой, с последующим сравнением результатов с ха-
рактеристиками реально наблюдаемых спектров.
Полученные фактические данные о соотношении
интенсивности окрашивания полос распределя-
лись по соответствующим теоретически возмож-

ным группировкам. Особи, не имеющие точного
теоретического эквивалента, присоединялись к
наиболее близкому из статистических рядов. За-
тем полученные данные обрабатывали статисти-
ческими методами. Для выборок, включающих
более пяти особей, вычисляли средние значения
(x ̄) и доверительные интервалы (±tsx̄) для 5%-ного
уровня значимости (Лакин, 1980). Для редко
встречающихся спектров приводили только сред-
ние значения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследованные представители сем. Acipenseri-
dae относятся к группе малохромосомных осетро-
вых (2n ≈ 120), которые согласно “современной
шкале” относятся к диплоидным видам (Васи-
льев, 1985; Васильев и др., 2009; Vasil’ev et al.,
2010; Kovalev et al., 2014). Существует предполо-
жение, что в эволюции осетрообразных произо-
шло два последовательных удвоения хромосом-
ного набора с последующей обратной диплоиди-
зацией. Мы взяли за основу для своих построений
гипотезу, согласно которой севрюга и лопатонос
являются функциональными диплоидами, у ко-
торых не исключена вероятность дуплицирова-
ния отдельных генов (Васильев, 1985; Ludwig
et al., 2001; Васильев и др., 2009).

На рис. 1 показаны характерные примеры ва-
риаций интенсивности окрашивания изофер-
ментов МДГ севрюги и лопатоноса. Спектры
МДГ у подавляющего большинства особей се-
врюги и у всех особей лопатоноса представлены
тремя фракциями, сформированными двумя ти-
пами субъединиц (Никоноров и др., 1985; Рябова,
Кутергина, 1990; Кузьмин, Кузьмина, 1998). Де-
терминированные тремя аллельными вариантами
многокомпонентные спектры у севрюги встреча-
ются достаточно редко, а у амударьинского лопа-
тоноса не обнаружено ни одной такой особи.
Трехкомпонентные спектры МДГ детерминиро-
ваны двумя типами аллелей, а многокомпонент-
ные – тремя. Фракции A, C и E состоят из гомо-
димерных молекул, а фракции B, C' и D – гетеро-
димерных, образованных в результате попарного
сочетания различающихся аллельных вариантов
субъединиц.

Встречаемость вариантов спектров МДГ се-
врюги не зависела ни от места вылова, ни от пола,
ни от стадии зрелости гонад. Совершенно одина-
ковые варианты спектров наблюдались у рыб с
разной степенью зрелости гонад, как в реках, так
и в морях. У большого амударьинского лопатоно-
са, среди рыб с одинаковыми спектрами МДГ,
также можно было встретить и самцов и самок с
различной стадией зрелости гонад. Вероятно, эти
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данные указывают на то, что цитоплазматическая
МДГ не зависит от физиологического состояния
исследованных рыб.

Попытки объяснить индивидуальную вариа-
бельность окрашивания изоферментов севрюги и
лопатоноса свободной и независимой рекомби-
нацией субъединиц в случае их детерминации
различным числом генов (что вполне возможно у
осетровых) не смогли удовлетворительно объяс-
нить наблюдаемую на практике изменчивость. Из
всех проверенных вариантов наибольшее сход-
ство с фактически наблюдаемой картиной спек-
тров получено при проверке гипотезы о восьми-
генном кодировании синтеза субъединиц, хотя и
эта гипотеза не позволяла трактовать значитель-
ную часть реально встречаемых зимограмм.

Предположение о том, что различия в интен-
сивности окрашивания индивидуальных фрак-
ций изоферментов МДГ вызваны тем, что гетеро-
димерные молекулы, в состав которых входит од-
на нулевая субъединица, обладают пониженной
ферментативой активностью, не подтвердилось,
в том числе и для гипотезы о восьмигенном коди-
ровании синтеза субъединиц. Проверка показала,
что такие молекулы обладают довольно высокой
ферментативной активностью, но каких-либо за-
кономерностей в их проявлении выявить не уда-
лось. Если же теоретически рассчитать послед-
ствия существенного снижения активности гете-
родимеров (50%; 75%), в которых одна из
субъединиц является нулевой, то в реально на-
блюдаемых спектрах не обнаруживаются соответ-
ствующие аналоги. Вероятно, существуют какие-то
компенсаторные механизмы, которые позволяют
димерным молекулам МДГ достаточно успешно
осуществлять свои функции даже в случае присут-
ствия в их составе одной нулевой субъединицы.

Присутствие в генотипах севрюги нулевых ал-
лелей субъединиц, характерной особенностью

которых является отсутствие ферментативной ак-
тивности у гомодимерных молекул, так же как и
при объединении с другим вариантом нулевой
субъединицы, особенно ярко проявляется у рыб с
многокомпонентным спектром IX (рис. 1). Отсут-
ствие фракции C указывает на то, что у таких рыб
все аллели *В и *b, которые в виде димеров обес-
печивают проявление активности этой фракции,
в данном случае представлены только нулевыми
вариантами субъединиц *B0 и *b0. Наличие ин-
тенсивно окрашенной фракции E, а также при-
сутствие четко выраженной промежуточной
фракции D, образованной димерами, один из ко-
торых обязательно должен быть нулевым, свиде-
тельствует о том, что гетеродимерные молекулы,
в которых один из двух аллелей является нуле-
вым, обладают ферментативной активностью.
Наличие интенсивной фракции B подтверждает
это предположение, поскольку в этой фракции
расположены гетеродимеры, в состав которых
входят молекулы, одной из субъединиц которых
непременно является вариант *B0 или *b0. Появ-
ление в многокомпонентных спектрах фракций
С' и D позволяет сделать еще одно важное заклю-
чение. Редкий аллель *С, димеры которого обра-
зуют фракцию Е, относится к группе, детермини-
рующей субъединицы, свободно и независимо
объединяющиеся между собой в активные моле-
кулы МДГ.

Аналогичные выводы можно сделать и ана-
лизируя спектры группы X (рис. 1), также со-
стоящие из пяти фракций, но с несколько отли-
чающимся соотношением интенсивности их
окрашивания.

На присутствие у севрюги нулевых вариантов
субъединиц в трехкомпонентных спектрах указы-
вает анализ довольно часто встречающихся рыб
группы VIII (рис. 1), в которой явно доминируют

Рис. 1. Примеры количественной изменчивости электрофоретических спектров МДГ севрюги (а) и большого амуда-
рьинского лопатоноса (б). Общие характеристики спектров, выделенных в отдельные группы: I. A ≈ B ≈ C; II. A < B > C;
III. A ≈ B > C; IV. A > B ≈ C; V. A > B < C; VI. A < B ≈ C; VII. A > B > C; VIII. A > B  C; IX. A ≈ B ≈ C' > D > E; X. A > B ≈
≈ C' > D > E; XI. A ≈ B > C' > C > D > E.
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нулевые варианты субъединиц *B0 и *b0, образую-
щие едва выраженную фракцию С.

Наличие в спектрах слабо или совсем не выра-
женных фракций, образованных димерами, со-
стоящими из двух нулевых субъединиц, и одно-
временное присутствие в тех же спектрах интен-
сивно окрашенных фракций, в составе которых
находятся в том числе и молекулы, где лишь одна
из субъединиц является нулевой, невольно вызы-
вает вопрос об интенсивности ферментативной
активности таких молекул МДГ. Однако ответ на
этот вопрос требует отдельного подробного ис-
следования.

Обобщая полученные результаты, мы пришли
к заключению, что существует еще какой-то фак-
тор (или факторы), не учтенные нами, но влияю-
щие на образование активных молекул МДГ.
Наиболее вероятным из таких факторов мы сочли
наличие ассортативности при объединении субъ-
единиц в димеры. Тем более что ранее эффект из-
бирательного объединения субъединиц МДГ, де-

терминированных двумя локусами, один из кото-
рых возник в результате дупликации, был
обнаружен при изучении неравномерности
окраски фракций у двух видов трипаносоматид
(Крылов, Белова, 1984).

Исходя из этого предположения, была прове-
рена гипотеза, основанная на том, что после ду-
пликации двух исходных локусов аллельные
субъединицы (*Ai, , *Bi, ) – продукты анце-
стральных генов, – сохранили способность объ-
единяться в димеры свободно и независимо, в то

время как аллели (*ai,  и *bi, ), детерминиро-
ванные генами-дупликантами, потеряли возмож-
ность свободного и независимого объединения и
стали образовывать димеры исключительно с
субъединицами-дериватами своего аналога из го-
мологичной хромосомы. В таком случае на зимо-
граммах МДГ будет наблюдаться результат сум-
мирования активности молекул, образующихся
при свободной и независимой рекомбинации
субъединиц анцестральных генов и активности

'* iA '* iB

'* ia '* ib

Рис. 2. Схема механизмов, обеспечивающих возникновение количественной изменчивости интенсивности окраши-

вания изоферментов МДГ севрюги и большого амударьинского лопатоноса. *Ai, , *Bi,  – анцестральные гены,
детерминирующие синтез аллельных вариантов субъединиц, случайно и независимо объединяющихся между собой в

димерные молекулы МДГ. *ai, , *bi,  – гены-дупликанты, детерминирующие синтез аллельных вариантов субъ-
единиц, избирательно ассоциирующихся в димерные молекулы МДГ. n, n' – гомологичные хромосомы.

Гомологичные хромосомы
№ n

*bi

*Bi

*ai

*Ai

№ n'

*bi'

*Bi'

*ai'

*Ai'

Паралогичные
хромосомные

области

sMDH-B*

sMDH-A*

'* iA '* iB

'* ia '* ib
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димеров, образующихся в результате избиратель-
ного объединения субъединиц-дериватов генов-
дупликантов.

В общем виде схема предлагаемой нами гипо-
тезы механизма возникновения наблюдаемой из-
менчивости проявления изоферментов МДГ на
электрофореграммах представлена на рис. 2.

Следует отметить, что в случае, если современ-
ные малохромосомные севрюга и лопатонос со-
хранили отдельные черты палеотетраплоидности,
как это было показано на стерляди (Romanenko
et al., 2015), то паралогичные гены МДГ могут рас-
полагаться в разных хромосомах. Такое распреде-
ление не противоречит заявленной гипотезе.

Предлагаемая нами схема позволяет дать объ-
яснение наблюдаемых характеристик всех без ис-
ключения выявленных спектров МДГ, в том числе
и многокомпонентных. Как было сказано выше,
аллельная субъединица *С относится к группе
субъединиц, свободно и независимо объединяю-
щихся в димерные молекулы. Только в этом слу-
чае наблюдается достаточно близкое совпадение
теоретических и фактических соотношений ин-
тенсивности окрашивания изоферментов даже
для немногочисленных многокомпонентных
особей.

При описании количественной изменчивости
спектров, подобно тому как это делалось при изу-
чении индивидуальных различий поведения рыб
(Будаев и др., 2015) по их характеристикам, всех
исследованных особей, как это показано на рис. 1,
мы разделили на группы. Внутри выделенных
групп наблюдается дополнительная подразделен-
ность, основанная на таком показателе, как ин-
дивидуальное соотношение интенсивности окра-
шивания изоферментов.

Исходя из принципов, принятых нами за ос-
нову для выдвигаемой гипотезы, мы рассчитали
все теоретически возможные варианты генотипов
(в общей сложности их оказалось 1705) и соответ-
ствующие им характеристики интенсивности
проявления изоферментов. Фактические соотно-
шения интенсивности окрашивания фракций
каждой особи проверяли на соответствие тем или
иным теоретически ожидаемым параметрам, по-
сле чего рыбы распределялись по подгруппам.
В случае, если фактические соотношения не сов-
падали в точности с теоретически ожидаемыми,
спектры распределяли в подгруппу с наиболее
близкими характеристиками. Суммарно в иссле-
дованной выборке севрюги было выделено 29
подгрупп трехкомпонентных спектров, а в вы-
борке лопатоноса – 4. Все подгруппы лопатоноса
имели аналоги среди трехкомпонентных спек-
тров севрюги. Результаты статистического анали-

за характеристик сгруппированных в подгруппы
рыб представлены в табл. 1.

Данные таблицы показывают хорошее совпа-
дение теоретически ожидаемых и фактически на-
блюдаемых соотношений как у севрюги, так и у
лопатоноса. Теоретические значения располага-
ются либо в границах доверительных интервалов,
либо в непосредственной близости от этих гра-
ниц. При этом все фактически наблюдаемые ва-
рианты спектров получили обоснованное, хотя в
ряде случаев многозначное, толкование их гене-
тической детерминации. Из приведенных в таб-
лице данных следует, что спектры с одинаковым
соотношением интенсивности проявления фрак-
ций МДГ могут определяться различными гено-
типами. Число генотипов, определяющее одно и
то же соотношение интенсивности окрашивания
полос, не связано с частотой встречаемости в вы-
борке рыб с данными характеристиками. Количе-
ство генотипов, детерминирующих спектры с
определенным соотношением окраски изофер-
ментов, у севрюги варьировало от одного до две-
надцати, а у лопатоноса от одного до девяти. Из
данных таблицы также следует, что однозначно
определить индивидуальный генотип можно
лишь у рыб с соотношением активности изофер-
ментов, детерминированным единственно воз-
можным вариантом генотипа. В исследованной
нами выборке севрюги к ним относятся подгруп-
пы № 7, 11, 16, 17, 19, 23, 29, 32. У лопатоноса лишь
одна из выделенных подгрупп (№ 11) имеет един-
ственный вариант генетической трактовки.

Теоретически, помимо встреченных в выборке
соотношений интенсивности окрашивания
фракций, возможно существование значительно-
го числа других вариантов спектров. В том числе
двух- и однокомпонентных, которых в реальных
выборках мы никогда не наблюдали. Возможно,
это связано с фиксацией в генофонде отдельных
генов, наличие которых жизненно необходимо
для существования рыб. Логично предположить,
что такими генами могут оказаться анцестраль-
ные гены, детерминирующие синтез аллелей *А и
*В. Не исключено, однако, что это связано с низ-
кой частотой встречаемости редких спектров при
недостаточным объеме выборки и столь большом
количестве теоретически возможных вариантов
генотипов.

Теоретически также возможно и полное отсут-
ствие проявления активности МДГ в случае, если
в генотипе особи присутствуют только нулевые
аллели. Любопытно, что ранее мы встречались с
подобным явлением при изучении креатинкина-
зы севрюги. У трех рыб в мышечной ткани актив-
ность этого фермента абсолютно отсутствовала,
хотя у всех остальных особей имела обычно высо-
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кую активность (Кузьмин, 2008). Таким образом,
вопрос об отсутствии в исследованных нами вы-
борках значительной части теоретически воз-
можных вариантов остается открытым и требует
дальнейшего изучения.

Анализ генотипов, определяющих количе-
ственную изменчивость интенсивности окраши-
вания изоферментов трехкомпонентой МДГ, по-
казал (табл. 1), что все гены, детерминирующие
синтез свободно и независимо рекомбинирую-
щих субъединиц (*Ai, , *Bi, ), так же как и ге-
ны, определяющие синтез субъединиц, объеди-
няющихся в димеры, избирательно (*ai,  и *bi,

) способны детерминировать любой из аллель-
ных (в том числе и нулевых) вариантов субъеди-
ниц: *А, *В и *С в первом случае, и *a и *b – во
втором. Четкая дифференциация локусов sMDH-A*
и sMDH-B* по этому показателю отсутствует. На
это указывает существование генотипов, в кото-
рых доля одного из аллелей среди анцестральных
генов, так же как и среди генов-дупликантов
(учитывая нулевые варианты), превышает 50%. В
качестве примера можно привести такие геноти-
пы, как 3A/1B//1a ↔ 1b/1b ↔ 1b (1.7 : 1.3 : 1); 3A/1B0
//1b ↔ 1b0 /1b ↔1b0 (1.5 : 1 : 1); 3A/1B//1a0 ↔
1b0 /1b0 ↔ 1b0 (9 : 6 : 1); 2A/2B//1a ↔ 1a0 /1a0 ↔ 1a0
(1.8 : 2 : 1); 1A/1B/2B0//1a ↔ 1a/1a ↔ 1b (1 : 1.3 : 1). В
скобках приведены теоретические соотношения
между фракциями А, В и С (соответственно) в
спектрах, определяемых данными генотипами.
Этот перечень можно дополнить еще целым ря-
дом аналогичных примеров.

Ранее в литературе уже высказывалось предпо-
ложение о возможном наличии одних и тех же ал-
лелей в любом из дуплицированных генов мед-
ленного локуса МДГ русского осетра (Цветненко
и др., 1987) и о дупликации двух локусов МДГ се-
врюги (Рябова и др., 2008). Полученные данные
подтверждают факт дупликации, а также говорят
о том, что у представителей сем. Acipenseridae
одинаковые субъединицы МДГ могут быть детер-
минированы не только дуплицированными гена-
ми одного, но также и разных локусов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование полиморфизма

МДГ севрюги и амударьинского лопатоноса с ис-
пользованием метода электрофореза с последую-
щим денситометрированием спектров показало,
что с учетом вариаций интенсивности окрашива-
ния изоферментов степень разнообразия у этих
видов значительно выше, чем считалось ранее.

В результате анализа собственных и литера-
турных данных была предложена гипотеза гене-

'* iA '* iB
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тической детерминации и механизма формирова-
ния количественной изменчивости проявления
фракций МДГ, которая удовлетворительно объ-
ясняет все наблюдаемые варианты этого фермен-
та у изученных видов. Большинство фенотипов,
выделенных с учетом наличия количественной
изменчивости, могут быть детерминированы не-
сколькими генотипами. В то же время имеется
целый ряд спектров, которые определяются
единственно возможным вариантом генотипа.

Механизм образования активных молекул
МДГ из пула субъединиц, подобный тому, кото-
рый был выявлен у севрюги и лопатоноса, ранее
был описан у одноклеточных трипаносомид
(Крылов, Белова, 1984). У этих простейших орга-
низмов один из локусов возник в результате ду-
пликации, и субъединицы, продукты разных ло-
кусов, не взаимодействуют между собой при об-
разовании димерных молекул. Сходство между
столь эволюционно далекими организмами сви-
детельствует о том, что в основе процесса образо-
вания активных молекул МДГ лежат общебиоло-
гические закономерности: при удвоении генов в
процессе эволюции свойства контролируемых
ими субъединиц могут расходиться настолько,
что они теряют возможность объединяться друг с
другом.

Полученные результаты позволяют рекомен-
довать при проведении работ по скрещиванию с
целью уточнения генетической детерминации
МДГ учитывать количественную изменчивость и
отбирать родительские пары, индивидуальные
генотипы которых определяются единственно
возможным вариантом.

Автор искренне благодарит О.Ю. Кузьмину за
помощь при проведении трудоeмких расчетов.
Работа была выполнена в рамках Госзадания
№ АААА-А19-119102890013-3.
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Genetic bases and mechanisms of the variations formation in the activity of cytoplasmatic 
malate dehydrogenase isozymes in the stellate sturgeon (Acipenser stellatus) and the large 

Amu-Dar shovelnose sturgeon (Pseudoscaphirhynchus kaufmanni)
E. V. Kuzmin*

Papanin Institute for Biology of Inland Waters, RAS
pos. Borok, Yaroslavl Region, 152742 Russia

*e-mail: kuzmev@ibiw.ru

Densitometric analysis of electrophoretic spectra of cytoplasmic malate dehydrogenase (EC sMDH 1.1.1.37)
in the stellate sturgeon (Acipenser stellatus) and large Amu-Dar shovelnose sturgeons (Pseudoscaphirhynchus
kaufmanni) has demonstrated that the quantitative variation in the intensity of staining of isozymes in these
species is discrete. This phenomenon makes it possible to suggest that the trait variability is genetically deter-
mined. In fact, the observed variability is most correctly described based on the assumption that the synthesis
of enzyme subunits is controlled by a complex of eight genes represented by different alleles, including their
zero variants. Subunits, which are the products of different gene loci, behave differently in the process of as-
sociation into active dimeric molecules. Some of them recombine freely and independently, while others are
combined selectively. In this way, the result of summing up of these two independent processes appears on
the zymogramms. The proposed hypothesis of the formation of native MDH molecules makes it possible to
interpret genetically all the observed examples of quantitative isozyme variability. In some cases, different
genotypes may appear in the form of spectra that are identical in both the number and ratio of the intensity
of staining fractions.
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