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Аннотация. Проведен поиск условий молекулярно-генетического анализа с целью получения максимально-
го разнообразия генотипов кишечной микрофлоры рыб на примере черного байкальского хариуса. Анализи-
ровали влияние как основных методических, так и некоторых экологических факторов на разнообразие и 
состав полученных генотипов. Варьировали методы выделения тотальной ДНК и условия проведения поли-
меразной цепной реакции. Исследовали возможное влияние условий обитания (естественные водоемы и ак-
вариумная экспозиция) и особенностей структурной и функциональной организации разных отделов ки-
шечника рыб. Определены условия для получения максимального генетического разнообразия организмов 
кишечной микрофлоры черного байкальского хариуса.  
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Введение 
Современные методы молекулярно-генети-

ческого анализа, включающие секвенирование 
рибосомных генов посредством выделения 
ДНК и амплификации, а также групп- и видо-
специфичную гибридизацию, становятся мощ-
ным инструментом для изучения кишечной 
микрофлоры рыб. Первоначально эти методы 
широко использовали для уточнения видовой 
принадлежности культивируемых штаммов и 
для быстрой и эффективной видоспецифичной 
диагностики бактериальных возбудителей ин-
фекционных заболеваний рыб [10; 21 и др.]. В 
настоящее время в научной литературе все ча-
ще стали появляться результаты исследований 
нормальной кишечной микрофлоры рыб, полу-
ченные с использованием молекулярно-генети-
ческого анализа [11; 17; 14 и др.]. Большинство 
авторов отмечают различия в разнообразии 
доминирующей микрофлоры, полученные с 
применением классического микробиологиче-
ского подхода и молекулярно-генетических 
методов [21; 14 и др.]. Известно, что состав 
кишечной микрофлоры у рыб на разных воз-
растных стадиях или имеющих различные ти-
пы питания варьирует и зависит также от ус-
ловий обитания [13; 16; 19]. Кроме того, при 
проведении молекулярно-генетического ана-
лиза необходимо учитывать, что результат за-

висит от правильного методического выбора 
оптимальных условий забора биологического 
материала, метода выделения суммарной ДНК 
и условий получения специфичного  
ПЦР-продукта [1]. 

Микрофлора рыб озера Байкал и его бас-
сейна практически не изучена. Ранее методы 
молекулярно-генетического анализа адаптиро-
ваны нами для изучения сообществ микроорга-
низмов желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) 
байкальских рыб, особое внимание уделено эн-
демичному представителю семейства Thymalli-
dae – черному байкальскому хариусу [1; 2]. Це-
лью настоящего исследования стал поиск фак-
торов, определяющих получение максимально-
го разнообразия генотипов кишечной микро-
флоры черного байкальского хариуса. 

Материалы и методы 

Материалом для работы послужили особи 
черного байкальского хариуса (Thymallus bai-
calensis Dybowsky, 1874) из р. Ангары (1 экз.) и 
Иркутского водохранилища (1 экз.). Кроме это-
го, нами использован один экземпляр, содер-
жавшийся в условиях экспозиционного аква-
риума Байкальского музея ИНЦ СО РАН в те-
чение трех лет. Для выделения тотальной ге-
номной ДНК в стерильных условиях взяты 
фрагменты переднего, среднего и заднего от-
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делов кишечника, материал сразу же обраба-
тывался буферными растворами.  

Выделение тотальной геномной ДНК про-
водили, используя три разных метода, как было 
описано ранее [1]. Для проведения полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР) использованы 
праймеры, комплементарные наиболее консер-
вативным участкам гена 16S рРНК бактерий (в 
скобках дана нумерация нуклеотидов по Es-
cherichia coli) 500L (514–533) и 1350R (1389–
1407) [5]. Амплификацию вели при температу-
рах отжига 50 и 72 °С в амплификаторе Techne 
(Германия). Для лигирования бактериального 
ПЦР-продукта использовали набор GeneJETTM 

PCR Cloning Kit (Fermentas, Литва). Компе-
тентные клетки E. coli (штамм XL-1) для 
трансформации получали по методике транс-
формации CaCl2-зависимых клеток [20]. Для 
скрининга клонов, содержащих вставку нуж-
ной длины, проводили амплификацию с 1 мкл 
лизата «кипяченых» клеток, используя прайме-
ры, рекомендованные производителем плаз-
мидного вектора (Fermentas, Литва). Секвени-
рование осуществляли на автоматическом сек-
венаторе ABI310A (ABI PRISM 310 Genetic 
Analyzer) в Новосибирском приборном центре 
коллективного пользования СО РАН. Сравни-
тельный анализ полученных последовательно-
стей проводили с помощью пакета программ 
FASTA (http://www.ebi.ac.uk/fasta33/). Провер-
ка полученных последовательностей на на-
личие химерных структур проведена про-
граммой CHECK CHIMERA 
(http://rdp8.cme.msu.edu/cgis/ chimera). Полу-
ченные последовательности частично зареги-
стрированы в международной EMBL-базе дан-
ных, им присвоены следующие номера: 
FM897201–FM897210.  

Результаты и обсуждение 

Пробы суммарной ДНК выделены из ки-
шечника рыб тремя способами. Для лигирова-
ния использовали бактериальные ПЦР-
продукты, полученные в амплификации с тем-
пературами отжига 50 и 72 °С. По результатам 
клонирования и последующего скрининга кло-
нов получены полноразмерные вставки длиной 
около 900 пар оснований (п. о.), которые были 
сгруппированы в несколько групп перед секве-
нированием. Для 78 клонов проведено опреде-
ление нуклеотидных последовательностей, их 
длина варьировала от 720 до 891 п. о. Проверка 
последовательностей программой CHECK 
CHIMERA выявила 6 химерных структур, ко-
торые были исключены из дальнейшего анали-

за. Сравнительный анализ полученных после-
довательностей выявил, что последовательно-
сти, полученные с препаратов ДНК, выделен-
ной набором РИБО-сорб (рис. 1), преимущест-
венно показали максимальную гомологию с 
представителями рода Mycoplasma (16 шт.). 
Среди последовательностей, полученных после 
клонирования ПЦР-продуктов с препаратов 
суммарной ДНК, выделенной методом моди-
фицированной цетавлоновой очистки [4], оп-
ределены последовательности представителей 
рода Mycoplasma (9 шт.), некультивируемой 
спирохеты (7 шт.) и эукариотического микро-
организма Spironucleus barkhanus (2 шт.). Сре-
ди последовательностей, полученных в резуль-
тате выделения ДНК методом ферментативно-
го лизиса, кроме представителей вышеуказан-
ных групп, получены последовательности, 
имеющие высокую гомологию с последова-
тельностями бактерий рода Acinetobacter  
(1 шт.), Enterobacter (1 шт.), Pseudomonas (3 шт.) 
и Pantoea (1 шт.) (рис. 1). Таким образом, ус-
ловно мы выделили два доминирующих гено-
типа Mycoplasma и Spirochaeta, а представите-
лей остальных групп микроорганизмов, вклю-
чая эукариотических Diplomonadida, объеди-
нили в группу, названную «сопутствующая 
микрофлора». При варьировании температуры 
отжига в амплификации показано, что при 
температуре 72 °С преимущественно амплифи-
цируется доминирующий генотип Mycoplasma. 
Увеличение выборки нуклеотидных последова-
тельностей в данном случае привело к относи-
тельно незначительному повышению количе-
ства генотипов сопутствующей микрофлоры. 
При температуре отжига 52 °С даже при не-
большой выборке последовательностей (20 шт.) 
получены последовательности как домини-
рующих генотипов, так и разные представите-
ли сопутствующей им микрофлоры. Сопостав-
ление разнообразия генотипов в разных отде-
лах кишечника черного байкальского хариуса 
(рис. 2) показало, что в переднем и среднем от-
делах кишечника преимущественно выявляют-
ся представители Mycoplasma, а наибольшее 
разнообразие обнаружено в заднем отделе. 
Кроме того, нами отмечено отсутствие пред-
ставителей филогенетической группы Spiro-
chaeta у черного байкальского хариуса из аква-
риумной экспозиции Байкальского музея ИНЦ 
СО РАН (рис. 3). 
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Рис. 1. Генетическое разнообразие кишечной микрофлоры черного байкальского хариуса, выявляемое в 

микробном сообществе при использовании разных методов выделения суммарных нуклеиновых кислот 

 
Рис. 2. Генетическое разнообразие микрофлоры в переднем, среднем и заднем отделах кишечника чер-

ного байкальского хариуса 
 

 
 
Рис. 3. Генетическое разнообразие кишечной микрофлоры черного байкальского хариуса из природных 

водоемов (А) и аквариумной экспозиции Байкальского музея ИНЦ СО РАН (Б) 
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Способ лизиса бактериальных клеток на 

этапе выделения ДНК влияет на разнообразие 
бактериальных последовательностей, получае-
мых после амплификации, лигирования и кло-
нирования бактериального ПЦР-продукта. На-
ши результаты показали, что максимальное 
разнообразие нуклеотидных последовательно-
стей получается с использованием метода фер-
ментативного лизиса и с помощью цетавлона 
[1; 4]. Следовательно, для получения макси-
мального разнообразия бактериальных после-
довательностей необходимо использовать не-
сколько методов выделения ДНК и проводить 
анализ суммарной пробы.  

Известно, что существуют принципиальные 
различия в структурной и функциональной ор-
ганизации разных отделов кишечника рыб [9]. 
Изменение разнообразия микрофлоры в целом 
и доминирование отдельных групп в разных 
отделах ЖКТ рыб является предметом особого 
интереса исследователей [11]. Нами показано, 
что в переднем, среднем и заднем отделах ки-
шечника черного байкальского хариуса доми-
нируют разные микроорганизмы. В переднем и 
среднем отделах кишечника – это микроорга-
низмы, близкие по генотипу к Mycoplasma 
moatsii, а в заднем отделе – некультивируемые 
бактерии из филогенетической группы Спиро-
хеты (рис. 2). Разные представители сопутст-
вующей микрофлоры определены преимущест-
венно в среднем и заднем отделах – это орга-
низмы, имеющие гомологию с бактериями раз-
ных семейств гамма-подгруппы Протеобакте-
рий. Кроме бактериальных получены последо-
вательности, имеющие гомологию (99,8 %) с 
представителями паразитических эукариотиче-
ских простейших S. barkhanus [3]. В целом сле-
дует отметить невысокое разнообразие кишеч-
ной микрофлоры исследуемого вида, среди 
представителей которой в качестве домини-
рующих получены последовательности, имею-
щие гомологию с генотипом Mycoplasma из рыб 
других естественных водоемов [11; 17; 14]. 

Следует отметить наличие спирохет у ха-
риуса из Ангары и Иркутского водохранилища, 
что, вероятно, объясняется особенностями пи-
тания и экологии рыб. По характеру питания 
черного байкальского хариуса можно считать 
эврифагом, так как спектр потребляемых им 
организмов очень широк и включает в себя как 
животных бентоса (личинок ручейников, ам-
фипод, гастропод и др.), так и объекты, по-
требляемые с поверхности воды (преимущест-
венно имаго насекомых) [7; 8 и др.]. Известно, 

что спирохеты были найдены у моллюсков [12; 
15; 18 и др.], в том числе и у байкальских видов 
Gastropoda и Bivalvia (д-р биол. наук Т. Я. Сит-
никова, устное сообщение). В пищевом спектре 
черного байкальского хариуса из озера Байкал 
отмечены 14 видов моллюсков [6]. Однако для 
уточнения видового разнообразия спирохет и 
выявления их функциональной роли у рыб не-
обходимо проведение дальнейших исследова-
ний. Мы предполагаем, что отсутствие спиро-
хет у рыб из аквариумной экспозиции Байкаль-
ского музея ИНЦ СО РАН вероятнее всего 
объясняется особенностями кормления (фарш 
из филе мороженой рыбы и сухие комбикор-
ма). Учитывая, что исследованный нами экзем-
пляр находился в аквариумной экспозиции в 
течение трех лет, эти условия могли привести к 
подобным изменениям в составе доминирую-
щих генотипов его кишечной микрофлоры.  

Выводы 
1. Использование комплекса разных ме-

тодов выделения суммарной ДНК для изучения 
генетического разнообразия микрофлоры ки-
шечника рыб позволяет получить широкий на-
бор последовательностей, имеющих макси-
мальное сходство с различными организмами.  

2. При исследовании разнообразия ки-
шечной микрофлоры рыб необходимо учиты-
вать не только такие факторы, как приурочен-
ность отдельных генотипов микроорганизмов к 
определенным отделам ЖКТ рыб, но и особен-
ности экологии рыб (возраст, особенности пи-
тания и условий обитания). 

3. Полученные результаты показывают 
перспективность использования современных 
молекулярно-генетических методов для микро-
биологического мониторинга природных водо-
емов и могут быть востребованы в различных 
областях аквакультуры. 
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Search for factors determining the diversity of intestial microflora  
genetic pools in black Baikalian grayling  
E. V. Sukhanova1, E. V. Dzyuba2, N. N. Denikina1, O. T. Rusinek2, N. L. Bel'kova1,3 
1Limnological Institute SB RAS, Irkutsk 
2Baikal Museum ISC SB RAS, Listvyanka  
3Irkutsk State University, Irkutsk 

Abstract. Search for conditions of molecular genetics analysis aimed to obtaining of maximal diversity of intestinal 
microflora genetic pools in fish (black Baikalian grayling) was performed. We analyzed the influence of both main 
methodological and of some ecological factors onto the diversity and the composition of the genetic pools obtained. 
Methods of extraction of total DNA and conditions of polymerase chain reaction was varied. Probable impact of 
habitat conditions (natural water bodies and aquariums) and peculiarities of structural and functional organization of 
different intestine segments in fishes were investigated. Conditions for obtaining of maximal genetic diversity of in-
testinal microflora organisms of black Baikalian grayling are determined.  

Key words: microorganisms, fish intestinal microflora, methods for molecular genetics analysis, ribosomal genes, 
Lake Baikal. 
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