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Аннотация. Описываются преимущества и недостатки метода RACE ПЦР для 
выявления полнотекстовых мРНК у организмов с неизвестным геномом. При по-
мощи RACE ПЦР удалось идентифицировать частичную нуклеотидную последо-
вательность, кодирующую один из ABC-транспортёров у представителя пресно-
водных амфипод Gammarus lacustris. 
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Одним из важнейших биологических путей метаболизации ксенобио-
тиков является механизм множественной резистентности к ксенобиотикам 
(MXR – MultiXenobiotic Resistance). В основе этого неспецифического процес-
са лежит активность транспортных мембранных белков-переносчиков (ABC-
транспортёров), функционирующих за счёт энергии АТФ [2]. 

Наиболее изученным из всех белков суперсемейства АВС-транспортёров 
является белок Р-гликопротеин (P-gp) – мембранный белок-переносчик с 
широкой специфичностью, выводящий из клеток обширный спектр ксено-
биотиков [3], а выводящая активность P-gp принимается в качестве ключе-
вого показателя активности всей системы множественной резистентности к 
ксенобиотикам клетки или целого организма [5]. 

Особый интерес в области изучения экологического аспекта функцио-
нирования белков-транспортёров представляют исследования с использо-
ванием организмов, населяющих водоёмы с контрастными условиями сре-
ды, и имеющих поэтому широкие адаптивные способности. Одним из та-
ких организмов является пресноводный палеарктический вид амфипод 
Gammarus lacustris (Sars, 1863), который нетребователен к химическому и 
температурному параметрам среды и приурочен преимущественно к стоячим 
водоёмам, характеризующимся широким спектром абиотических условий [1]. 

Целью данного исследования явилось de novo секвенирование гена, ко-
дирующего P-гликопротеин-подобный (Abcb-подобный) белок у G. lacustris. 

Так как для амфипод не известны близкородственные референтные 
геномы, на основании которых можно было бы сконструировать рабочие 
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праймеры и амплифицировать полнотекстовую кДНК, нами были сконст-
руированы дегенеративные праймеры на основании последовательностей, 
кодирующих гомологичные белки у других представителей беспозвоноч-
ных. На первом этапе с помощью ПЦР с дегенеративными праймерами бы-
ла получена короткая (88 п.о.) нуклеотидная последовательность, которая 
согласно проведённому BLAST-анализу кодирует один из белков, относя-
щихся к подсемейству ABCB семейства ABC. Подсемейство ABCB (со-
гласно классификации ABC-траспортёров H. sapiens) содержит в себе 
11 ортологов, отличающихся по функции, локализации и строению. Белок 
P-гликопротеин относится к первому подсемейству (ABCB1), поэтому для 
более точной аннотации полученного короткого участка кДНК необходимо 
было его расширить до полнотекстовой мРНК. Одним из способов опреде-
ления полной нуклеотидной последовательности мРНК является проведе-
ние неспецифической ПЦР для «быстрой амплификации концов кДНК» (от 
англ. Rapid Amplification of cDNA Ends – RACE). Для проведения RACE 
ПЦР мы использовали коммерческий набор реагентов SmarterRACE KIT 
(Takara Clontech, Япония) в соответствии с методикой фирмы-производителя с 
авторскими дополнениями [4]. Данный подход основан на проведении не-
специфических ПЦР-реакций с двумя типами матриц полнотекстовых 
кДНК, несущих на своих 3’- и 5’-концах специфические адаптерные по-
следовательности (3’-кДНК и 5’-кДНК). В качестве праймеров для такого 
рода ПЦР используют генспецифичный- и адаптер-специфичный прайме-
ры. Результатом таких реакций является «полу-неспецифическая амплифи-
кация» (за счёт использования лишь одного специфического праймера), 
позволяющая получать недостающие 5’- или 3’-фрагменты искомой кДНК. 
Специфические праймеры для проведения данной реакции были разрабо-
таны на основе ранее полученной короткой нуклеотидной последователь-
ности, кодирующей Abcb-подобный белок у G. lacustris. В качестве неспе-
цифических использовали праймеры (UPM - universal primer mix) из набора 
реагентов SmarterRACE kit. Из-за использования универсальных прайме-
ров, комплементарных адаптерным последовательностям кДНК, специ-
фичность реакции резко снижается, что в конечном итоге выражается в 
образовании множественных неспецифических продуктов ПЦР. Все полу-
ченные продукты неспецифической ПЦР-реакции были клонированы в 
клетках E. coli и секвенированы по методу Сенгера на секвенаторе ABI 
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). Из всех неспеци-
фических продуктов реакции были отобраны два, которые имели нуклео-
тидные последовательности, перекрывающиеся с изначально расширяемой 
последовательностью. На основе полученных нуклеотидных последова-
тельностей при помощи компьютерной программы Sequencher v. 4.8 была 
сгенерирована общая нуклеотидная последовательность (GeneBank acc. no 
KF293375), корректность которой в дальнейшем была подтверждена ре-
зультатами независимой ПЦР с использованием специфических (точных) 
праймеров с последующими клонированием и секвенированием получен-
ного ПЦР-продукта. К сожалению, полученная нуклеотидная последова-
тельность содержала лишь половину кодирующей части гена и дальнейшие 
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попытки расширить последовательность до полнотекстовой мРНК не 
увенчались успехом. В результате не удалось получить недостающую 
часть мРНК, включающую вторую половину кодирующей области,  
3'-некодирующую область с сигналом полиаденилирования и непосредст-
венно полиА-«хвост». Мы полагаем, что данный факт может быть связан с 
альтернативным синтезом кДНК с матрицы мРНК, обусловленным неспе-
цифическим связыванием праймеров, содержащих адаптерную последова-
тельность и тимин-богатый участок, со срединным участком мРНК, обо-
гащённым аденином (по наблюдениям авторов). Подобные эффекты про-
являются и при нормальном синтезе кДНК. Благодаря повышенному со-
держанию аденина в 3’-некодирующей области связывание праймера-
затравки с полиА-«хвостом» при синтезе кДНК может происходить неспе-
цифично, тем самым приводя к образованию множественных вариантов 
кДНК, отличающихся друг от друга длиной 3’-некодирующей области. Ре-
шение данной проблемы сводится к тому, чтобы сдвинуть реакцию синтеза 
кДНК в сторону образования наиболее длинных транскриптов, для чего 
применяют различные методики, позволяющие очистить смесь кДНК от ко-
ротких фрагментов. В случае описанного возможного неспецифического свя-
зывания универсальных праймеров-затравок с серединой мРНК при синтезе 
кДНК авторам не удалось найти эффективный путь решения этой проблемы. 

В результате нами получена частичная (половина мРНК) нуклеотид-
ная последовательность мРНК, кодирующая Abcb-подобный белок у пре-
сноводных амфипод G. lacustris. Дальнейшие исследования будут направ-
лены на идентификацию полной нуклеотидной последовательности мРНК, 
а также на аннотацию данного гена с целью выяснения его точной функ-
циональной роли в организме пресноводных амфипод. 

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке проектов 
РФФИ 14-04-31350 мол_а и 14-04-31681 мол_а, Министерства образова-
ния и науки РФ (соглашение № 8266), совместной программы Министер-
ства образования и науки РФ и Германской службы академических обме-
нов (DAAD) «Михаил Ломоносов II», международной программы DAAD для 
молодых учёных, программ международного консорциума «Эразмус Мун-
дус». Авторы благодарят сотрудников Байкальского аналитического цен-
тра (ЦКП) СО РАН при Президиуме ИНЦ СО РАН за предоставленный 
доступ к оборудованию. 
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Abstract. This study shows advantages and disadvantages of using rapid amplification 
of cDNA ends (RACE) for identification of protein coding sequences from species with 
no sequenced genome available. Using RACE we identified a partial protein coding se-
quence encoding a from the ABCB subfamily from the amphipod Gammarus lacustris. 
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