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ВВЕДЕНИЕ

Средняя бурозубка (Sorex caecutiens Laxmann, 
1788) имеет обширный ареал, простирающийся 
от Скандинавии на западе до Чукотки на северо-
востоке и о. Хоккайдо на юго-востоке Евразии. 
На материковой части Северо-Восточной Азии 
средняя бурозубка представлена двумя подви-
дами. Бассейны Индигирки, Колымы и Анады-
ря населяет S. caecutiens koreni Gl. Allen, 1914, 
а п-ов Камчатка и Северное Приохотье – S. c. 
macropygmaeus �����������������������������    Miller�����������������������    , 1901 (Юдин, 1989; До-
кучаев, 1990а, б). Занимая на большей части 
территории Северо-Восточной Азии в сообще-
ствах насекомоядных доминирующее положе-
ние, средняя бурозубка, тем не менее, в гене-
тическом отношении остается мало изученным 
видом. 

Исследование генетической изменчивости по-
пуляций, как важной части комплексного анали-
за внутривидового полиморфизма, в настоящее 
время относится к приоритетным научным на-
правлениям. Генетические методы позволяют 
также реконструировать историю и пути рассе-
ления видов. 

Ген цитохрома b (сytb) кодирует трансмем-
бранный фермент цитохром b (Сytb) – ключевое 
звено дыхательной цепи переноса электронов. 
Уровень функциональной активности Сytb играет 
важнейшую роль в жизнеобеспечении и возмож-
ности адаптации организма к различным эколо-
гическим условиям. Вариабельность нуклеотид-
ной последовательности гена сytb, кодирующего 
данный фермент, широко используется в популя-
ционной генетике и молекулярной филогеогра-
фии различных видов млекопитающих (������Abram-
son et al., 2012; Dąbrowski et al., 2013; Boratynski 
et����������������������������������������������� ����������������������������������������������al��������������������������������������������., 2014; Переверзева, Павленко, 2014; Григо-
рьева и др., 2015; Малярчук и др., 2015; Kohli et 
al������������������������������������������������., 2015; Переверзева и др., 2018), включая пред-
ставителей рода Sorex (Ohdachi et al., 1997, 2001, 
2003, 2005, 2012; ������������������������������Demboski����������������������, ��������������������Cook����������������, 2003; ��������Banniko-
va et al., 2010, 2018; Esteva et al., 2010; Hope et al., 
2010, 2011; Koh et al., 2012).

Метод гель-электрофореза нативных белков-
ферментов также широко используется в попу-
ляционной генетике (Фрисман и др., 2002, 2003, 
2009, 2016; Засыпкин и др., 2007; Примак, За-
сыпкин, 2011; Жигилева, 2014). Аллозимы, опре-
деляемые с помощью электрофореза, являются 
вариантами фермента и кодируются различны-
ми аллелями одного локуса. Данный метод вы-
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являет 25–30% аминокислотных замен. Иссле-
дование достаточно большого набора локусов у 
репрезентативной выборки особей позволяет ко-
личественно определить генетическую измен-
чивость популяции. Параметрами изменчивости 
являются число полиморфных локусов, число и 
частота аллелей в них и средняя наблюдаемая ге-
терозиготность. Равновесное состояние популя-
ции оценивается через распределение частот ал-
лелей в полиморфных локусах (Айала, Кайгер, 
1988; Картавцев, 2005). 

Численность средней бурозубки в Северном 
Приохотье (бассейн р. Челомджа) по данным 
многолетних исследований в зависимости от се-
зона и года составляла от 0.1 до 15.5 экз. на 10 
конусов-сут (Докучаев, 1990б). При снижении 
численности популяции происходит уменьше-
ние генетического полиморфизма в результате 
дрейфа генов и эффекта «бутылочного горлыш-
ка». При росте численности популяции частота 
некоторых редких аллелей может возрасти (Айа-
ла, Кайгер, 1988). Исследование параметров ал-
лозимной изменчивости и состояния некоторых 
ядерных локусов может выявить наличие или от-
сутствие влияния колебаний численности на из-
менение генетической структуры популяции у 
вида. Цель проведенного исследования – получе-
ние первичной информации о генетической из-
менчивости и структуре популяции средней бу-
розубки Северного Приохотья.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В мае – сентябре 2017 г. в долине р. Дукча 
(59°37.724' с. ш., 150°56.161' в. д.) было отловле-
но и подвергнуто генетическому исследованию 
68 экз. средней бурозубки подвида S. caecutiens 
macropygmaeus Miller, 1901. Отлов проводили 
ловчими конусами с водой, что обеспечивало бы-
струю гибель зверьков. Образцы мышечной тка-
ни от каждой бурозубки замораживали и сохра-
няли при температуре -20°C. 

Молекулярная генетика. Методами молеку-
лярной генетики установлена полная нуклеотид-
ная последовательность гена cytb у 41 экз. сред-
ней бурозубки. Выделение и очистку тотальной 
ДНК проводили по модифицированному методу 
(������������������������������������������    Fleming�����������������������������������    , ���������������������������������   Cook�����������������������������   , 2002). Амплификацию нуклео-
тидной последовательности гена cytb вели с ис-
пользованием составленных в лаборатории прай-
меров LSrxcytb GGA GTC TAA CCA TGA CTT 
ATG ACA TG и RSrxcytb GGT GGG GCT TAC 
GCT TCT TCC TTG ATG TCT. Строение данных 
олигонуклеотидов определено на основе инфор-
мации о полной нуклеотидной последовательно-
сти мтДНК S. caecutiens GenBank № MF374796 
(Jin et al., 2017). Условия полимеразной цепной 
реакции подбирали эмпирически: денатурирую-
щая стадия 95°С – 5 мин; затем 32 цикла: 95°С – 

45 с, 50°С – 30 с, 70°С – 2 мин 30 с; заключитель-
ная стадия – 72°С – 7 мин. Амплифицированный 
участок мтДНК очищали и подготавливали к сек-
венированию по стандартной методике с приме-
нением набора реагентов DiatomTM DNA Clean-
Up������������������������������������������ «Лаборатория Изоген». Нуклеотидные после-
довательности гена cytb мтДНК определяли по 
стандартной методике с применением наборов 
для циклического секвенирования ДНК Big Dye 
Terminator��������������������������������������� ��������������������������������������v�������������������������������������. 3.1 (������������������������������Applied����������������������� ����������������������Biosystems������������, США) и ге-
нетического анализатора ABI 3500×L (Applied 
Biosystems����������������������������������, США). Для проведения филогенети-
ческого анализа, помимо собственных данных, 
использовали информацию GenBank о полных 
нуклеотидных последовательностях гена cytb 
у средней бурозубки № AB119181 – AB119192, 
AB062720 – AB062735 (Ohdachi et al., 2016, не 
опубликовано); KU760858 – KU760884 (Arai et 
al., 2016); GU929333 – GU929336 (Bannikova et 
al., 2010); JX192946 – JX192947 (Ohdachi et al., 
2001). В качестве внешней группы использова-
ли нуклеотидную последовательность гена cytb 
Sorex isodon GenBank № AB062736 (Ohdachi et 
al., 2016, не опубликовано). Дендрограмма фи-
логенетических отношений cytb-гаплотипов S. 
caecutiens построена по методу максимального 
правдоподобия (�����������������������������ML���������������������������) на основании бипараметри-
ческой модели дистанций Кимуры в пакете про-
грамм ����������������������������������������     MEGA������������������������������������     6.0.2.74 (��������������������������    Tamura��������������������     �������������������   et�����������������    ����������������  al��������������  ., 2013). Ста-
тистическую достоверность в узлах ветвления 
филогенетического дерева оценивали бутстреп-
методом (1000 итераций). Анализ генетических 
данных проводили с помощью пакетов программ 
MEGA 6.0.2.74 (Tamura et al., 2013), ARLEQUIN 
ver. 3.5 (Excoffier et al., 2005), Network 4.5.1.0 
(Bandelt et al., 1999). 

Программой MEGA 6.0.2.74 определяли сай-
ты несинонимичных нуклеотидных замен и 
аминокислотные последовательности обнару-
женных вариантов полипептида Cytb. В работе 
используется однобуквенное обозначение ами-
нокислот, рекомендуемое ИЮПАК (IUPAC). Для 
анализа расположения аминокислотных замен в 
пространственной конфигурации фермента Cytb 
использовали схемы вторичных структур Cytb,  
представленные в работах (Howell, 1989; Ko-
cher et al., 1989; Irwin et al., 1991; McClellan et al., 
2005). Для оценки адаптивности изменений в гене 
cytb была использована программа TreeSAAP 
3.2, которая определяет селективные воздей-
ствия в процессе кладогенеза на 31 структурное 
и биохимическое физико-химическое свойство 
аминокислот с использованием z-теста. Это по-
зволило оценить замены аминокислот в восьми 
категориях значимости (mc) и определить тип от-
бора (�������������������������������������������Woolley������������������������������������ �����������������������������������et��������������������������������� ��������������������������������al������������������������������., 2003). Консервативный / ра-
дикальный характер выявленных аминокислот-
ных замен определяли и с применением других 

В. В. Переверзева, Н. Е. Докучаев, А. А. Примак, С. В. Киселев



105

подходов – модифицированного метода Грэнтсе-
ма (основан на сравнении состава, полярности и 
объема радикалов аминокислот) и функциональ-
ной близости аминокислот Бачинского (Бутви-
ловский и др., 2009). 

Биохимическая генетика. Методом электро-
фореза нативных белков в полиакриламидном 
геле (ПААГ) исследованы образцы скелетной 
мускулатуры. У 68 экз. средней бурозубки про-
тестированы локусы LDH-1, LDH-2, ME, IDH-1, 
IDH-2, PGD, GOT, ACP, EST-M; у 26 экз. – SOD, 
AK�����������������������������������������      , ���������������������������������������     GLO������������������������������������     -�����������������������������������     I����������������������������������      и �������������������������������   GPI����������������������������   . Разделение белков проводи-
ли в 6.5–7.5%-ном ПААГ в трис-ЭДТА-боратной 
(Davis, Ornstein, 1959) и трис-глициновой 
(Peacock et al., 1965) буферных системах с исполь-
зованием оборудования оригинальной конструк-
ции (Засыпкин, 1983, 1986). Ферментативные 
активности выявлялись стандартными методи-
ками, обозначения локусов приведены согласно 
сокращенному названию ферментов (Manchenko, 
2003). Для определения соответствия наблюда- 
емых численностей генотипов ожидаемым по 

распределению Харди – Вайнберга при выяв-
ленных частотах аллелей использовалась ком-
пьютерная программа CHIHW (Zaykin, Pudovkin, 
1993).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Молекулярная генетика. У S. caecutiens ген 
cytb составляет 1140 пар нуклеотидов (пн) и рас-
положен с 14213-й пн по 15352-ю пн полного ге-
нома мтДНК. Нуклеотидная последовательность 
гена cytb мтДНК исследованных нами средних 
бурозубок различалась по 38 локусам, что опре-
деляет наличие 28 гаплотипов гена cytb (рис. 1). 

Полученные Scb1 – Scb28 нуклеотидные 
последовательности депонированы в GenBank 
(№ MH257335 – MH257362). Доля вариабельных 
сайтов составляет 0.0333 от общей длины гена 
cytb. Доля транзиций – 0.8947. Трансверсии обна-
ружены в 1-й и 3-й позициях кодона, их суммар-
ная доля – 0.1053. Отношение частоты транзиций 
в 1 : 2 : 3 позициях кодона и соотношение транс-
версий в 1 : 3 сайтах кодона показаны в таблице. 

Рис. 1. Гаплотипы гена цитохрома b и соответствующие им модификации полипептида цитохрома b  
S. caecutiens долины р. Дукча. Нуклеотидные замены представлены относительно последовательности варианта 
Scb1. Сайты замен показаны от начала гена цитохрома b (показаны гаплотипы, кодирующие модификации 
полипептида FScb2-FScb4. Остальные гаплотипы кодируют модификацию FScb1)

Fig. 1. Cytochrome b gene haplotypes and corresponding modifications of the cytochrome b polypeptide in S. 
caecutiens of the Dukcha River valley. Nucleotide substitutions are presented in relation to the sequence of variant 
Scb1. Substitution sites are shown from the beginning of the cytochrome b gene (the haplotypes encoding modifications 
of the FScb2-FScb4 polypeptide are noted. The remaining haplotypes encode an FScb1 modification)
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На основании полиморфизма нуклеотидной 
последовательности гена cytb в исследованной 
выборке бурозубок рассчитаны индексы молеку-
лярного разнообразия – гаплотипическое разноо-
бразие составляет h = 0.9561 ± 0.0219, нуклеотид-
ное разнообразие π = 0.002819 ± 0.00165, среднее 
число попарных различий между гаплотипами  
Pi = 3.213415 ± 1.693501 и число вариабельных 
сайтов V = 38. Ранее было показано (Avise, 2000), 
что высокие значения индексов молекулярного 
разнообразия означают стабильность популяции, 
которая в течение длительного времени имеет вы-
сокое значение эффективной численности. Про-
веденный тест на нейтральность (Tajima,1989) 
дал достоверно высокое отрицательное значение 
D = -2.22758 (P = 0.0010), что свидетельствует 
об отсутствии эффекта прохождения популяцией 
через «бутылочное горлышко».

В исследуемой выборке бурозубок наиболее 
распространен гаплотип Scb1, реже встречались 
Scb����������������������������������������������2, �������������������������������������������Scb����������������������������������������3, �������������������������������������Scb����������������������������������5 и ������������������������������Scb���������������������������6, а остальные варианты об-
наруживались лишь в единичных экземплярах. 

Доли гаплотипов в выборке составили: Scb1 – 
0.1951; Scb2, Scb3 – 0.0732; Scb5, Scb6 – 0.0488; 
Scb4, Scb7–Scb28 – 0.0244.

Для определения филогенетических отноше-
ний cytb-гаплотипов в популяции средней бу-
розубки построена медианная сеть по принци-
пу минимального числа нуклеотидных замен  
(рис. 2). Полученная конструкция имеет звезд-
чатую структуру с гаплотипом-основателем Scb1. 
Различия в нуклеотидной последовательности 
между Scb1 и дочерними гаплотипами составляет 
1–4 нуклеотидные замены. Медианная сеть вклю-
чает единственный субкластер (Scb10, Scb14, 
Scb��������������������������������������������17, ����������������������������������������Scb�������������������������������������18 и ��������������������������������Scb�����������������������������26), образовавшийся от гапло-
типа Scb8 в результате 1–3 нуклеотидных замен. 
Полученные данные могут свидетельствовать об 
эволюционном потенциале гаплотипа Scb8. 

Филогенетические отношения cytb-гаплоти-
пов S. caecutiens, представленных в GenBank 
и ������������������������������������������      Scb���������������������������������������      1 – �����������������������������������    Scb��������������������������������    28, отражены в схеме дендрограм-
мы (рис. 3). На полученной ML-дендрограмме 
присутствуют три генетические клады cytb-
гаплотипов средней бурозубки. 

В кладу А входят гаплотипы с евразийской ча-
сти ареала S. caecutiens от Финляндии до о. Саха-
лин, в том числе и найденные нами у экземпля-
ров магаданского региона ����������������������Scb�������������������1 – ���������������Scb������������28. Получен-
ные данные свидетельствуют о принадлежности 
всех средних бурозубок, cytb-гаплотипы которых 
составляют кладу А, к единой генетической ли-
нии вида и имеющих, по-видимому, единое про-
исхождение. 

Гаплотипы бурозубок с собственно п-ова Ко-
рея оказались среди cytb-гаплотипов клады А 
(см. рис. 3).

Эффект основателей и микроэволюционные 
процессы в обособленной группе приводят к об-
разованию уникальных генофондов. Кладу Б на 
дендрограмме образуют cytb-гаплотипы S. ������caecu-
tiens с о. Чеджу (Jeju), расположенного к югу от 
п-ова Корея. Гаплотипы S. caecutiens о. Хоккайдо 
обособлены в кладу В. Генофонд данных остров-
ных популяций сформировался в результате дли-
тельной изоляции. Вполне закономерно, что у S. 
caecutiens, как и у других видов мелких млеко-
питающих, населяющих о. Хоккайдо, генофонд 
cytb-гаплотипов уникален (Iwasa et al., 2002; 
Abramson et al., 2012). 

Найденные у средней бурозубки долины  
р. Дукча мутации нуклеотидной последователь-
ности гена cytb в основном синонимичны, од-
нако часть обнаруженных нуклеотидных замен 
приводит к аминокислотным замещениям. Доли 
несинонимичных замен представлены в табли-
це. С помощью пакета программ �����������MEGA�������6 опре-
делены 7 модификаций аминокислотных по-
следовательностей полипептида Cytb (FScb1 –  
FScb7), кодируемых cytb-гаплотипами Scb1 –  
Scb28. На рис. 1 показаны cytb-гаплотипы 
средней бурозубки, кодирующие модификации 
Cytb���������������������������������������� ���������������������������������������FScb�����������������������������������2 – �������������������������������FScb���������������������������7. Остальные гаплотипы, ну-
клеотидные замены в которых также представ-
лены на рис. 1, кодируют наиболее распростра-
ненную аминокислотную последовательность 
FScb���������������������������������������1. Исследование выявило наличие в попу-
ляции средней бурозубки долины р. Дукча до-
статочно высокий полиморфизм аминокислот-
ной последовательности полипептида Cytb.  

Доля типов и позиций нуклеотидных замен в гене цитохрома b у S. caecutiens долины р. Дукча
Share of types and positions of nucleotide substitutions in the cytochrome b gene in S. caecutiens of the 
Dukcha River valley

Варианты замен

Тип нуклеотидной замены
Транзиция Трансверсия

Позиция замены в кодоне
Первая Вторая Третья Первая Третья

Суммарная доля нуклеотид-
ных замен 0.1316 0.0263 0.7368 0.0263 0.0789

Доля несинонимичных нукле-
отидных замен 0.1053 0.0263 0.0000 0.0263 0.0000
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Рис. 2. Медианная сеть гаплотипов мтДНК S. caecutiens Северного Приохотья. Размер кругов про-
порционален частоте варианта мтДНК. * – транзиция по 1-му нуклеотиду кодона, ** –  транзиция по 2-му 
нуклеотиду кодона; ł – трансверсия в 1-й позиции кодона, łłł – трансверсия в 3-й позиции кодона. Цифрами 
обозначены сайты мутаций от начала гена цитохрома b; mv – медианный вектор

Fig. 2. Median haplotype network of mtDNA of S. caecutiens in Northern Priokhotye. Circle sizes are proportional 
to the mtDNA variant frequencies. * – transition by the 1st codon nucleotide , ** – transition by the 2nd codon nucleo-
tide; ł – transversion in the 1st codon position , łłł – transversion in the 3rd codon position . Numbers indicate mutation 
sites from the beginning of the cytochrome b gene; mv is the median vector

Рис. 3. ML-филогенети-
ческое дерево, построенное 
по данным об изменчиво-
сти нуклеотидной последо-
вательности гена цитохрома 
b мтДНК S. caecutiens. На 
ветвях указаны бутстреп-
индексы (> 50%)

Fig. 3. ML phylogenetic 
tree constructed from the data 
on the variability of the nu-
cleotide sequence of S. caecu-
tiens mtDNA cytochrome b 
gene. Branches indicate boot-
strap indices (> 50%)
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Наиболее распространена модификация FScb1, 
достаточно часто встречаются FScb2 – FScb4. 
Полипептидные последовательности FScb5 – 
FScb7 редки (см. рис. 1). Транзиция в первой 
позиции кодона ��������������������������   G�������������������������   172����������������������   A���������������������    приводит к возникно-
вению cytb-гаплотипа Scb8, который является 
основанием единственного субкластера (см. 
рис. 2). При сопоставлении рис. 1, 2 и 4 об-
ращает на себя внимание факт наличия в суб-
кластере гаплотипов, кодирующих модифи-
кации полипептида Cytb FScb3 (Scb8, Scb10, 
Scb14 и Scb17), FScb5 (Scb18) и FScb7 (Scb26), 
которые содержат аминокислотную замену  
D58N.

Были сопоставлены ������������������� ML����������������� -дендрограмма фи-
логенетических отношений cytb-гаплотипов S. 
caecutiens (см. рис. 3), сайты замен аминокис-
лот и доли найденных модификаций полипепти-
да (рис. 4). С помощью пакета программ MEGA6 
проведено сравнение аминокислотных последо-
вательностей полипептида �������������������  Cytb���������������   образцов сред-
ней бурозубки долины р. Дукча и представлен-

ных в �������������������������������������     GenBank������������������������������      образцов. Найдено, что у осо-
бей, cytb-гаплотипы которых входят в кладу А, 
наиболее представлены модификации FScb1 
(AB028547, AB028548, AB028552, AB028555, 
AB062720, AB062732, AB062734, AB119181, 
AB119185, AB119189, AB119192, GU929333–
GU929335) и FScb2 (AB028551, AB028554, 
AB028557, AB062725, AB062726, AB062728, 
AB062729, AB062731, AB119184, AB119190, 
AB119191, GU929336, MF374796). У экземпля-
ров AB028549 и AB119186 определена модифи-
кация FScb6. Остальные cytb-гаплотипы, входя-
щие в субкладу А, отличаются от FScb1 одной-
тремя заменами и кодируют аминокислотные 
последовательности полипептида ������������  Cytb��������  , не вы-
явленные у особей средней бурозубки бассей-
на р. Дукча (см. рис. 4). Аминокислотные за-
мены модификаций FScb3 – FScb5 и FScb7 
уникальны для популяции Северного Приохо-
тья. Замена L365I (FScb2) имеет место у ряда 
особей, несущих гаплотипы клады А, и у всех 
особей с гаплотипами клад Б и В (см. рис. 4).  

Рис. 4. Сайты аминокислотных замен  
в����������������������������������������� ����������������������������������������полипептиде����������������������������� ����������������������������цитохрома������������������� b ����������������и��������������� ��������������доля���������� ���������его������ �����моди-
фикаций у S. caecutiens долины р. Дукча

Fig. 4. Amino acid substitution sites in the 
cytochrome b polypeptide and the proportion of 
its modifications in S. caecutiens of the Dukcha 
River valley

В. В. Переверзева, Н. Е. Докучаев, А. А. Примак, С. В. Киселев
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Замена �����������������������������������    V����������������������������������    304�������������������������������    M������������������������������     (����������������������������   FScb������������������������   6) присутствует у экзем-
пляров с гаплотипами AB062723 (клада Б) и 
AB028564 (клада В). 

В кладе Б гаплотип JX192946 кодирует оди-
наковую аминокислотную последовательность 
с вариантом AB062722, остальные четыре мо-
дификации �������������������������������    Cytb���������������������������     уникальные. У всех модифи-
каций Cytb клады Б присутствуют уникальные 
аминокислотные замены S16N, M60V и I300V 
(см. рис. 4). 

В кладе В гаплотипы AB028564 и KU760868 
кодируют уникальные модификации ���������� Cytb������ . Най-
дено, что ряд cytb-гаплотипов клады В кодиру-
ет одинаковые аминокислотные последователь-
ности:

1. AB028558 и AB028559, KU760862, 
KU760863, KU760866, KU760867, KU760869 – 
KU760874, KU760876 – KU760882;

2. KU760864 и AB028560; 
3. KU760865 и AB028561 – AB028563, 

KU760858 – KU760861;
4. KU760875 и KU760883, KU760884.
У всех модификаций полипептида �����������Cytb������� гапло-

типов клады В присутствует уникальная замена 
V303L.

Следует отметить, что фермент �������������Cytb��������� относит-
ся к ключевым звеньям метаболизма. Сytb име-
ет два окислительно-восстановительных центра: 
Qo связан с внешней поверхностью мембраны 
митохондрии, Qi – с внутренней. На рис. 5 по-

казано расположение аминокислотных замен в 
полипептиде Cytb у средних бурозубок долины  
р. Дукча. Из шести найденных аминокислотных 
замен по одной приходится на консервативный 
и гипервариабельный, а четыре – на сайты, про-
межуточные по частоте аминокислотных замен. 
Найденные аминокислотные замены в модифи-
кациях полипептида FScb2, FScb4, FScb5 (L49F), 
FScb6 расположены в трансмембранной части 
фермента. Замена Т240М модификации FScb4 
локализуется в гипервариабельном, остальные –  
в промежуточных по вариабельности сайтах. Од-
нако две аминокислотные замены найдены в 
каталитической Qo части фермента. Транзи-
ция в первой позиции кодона G172A приводит 
к аминокислотной замене ���������������  D��������������  58������������  N�����������   в промежу-
точном по вариабельности сайте у модифика-
ций FScb3, FScb5 и FScb7. Транзиция в первой 
позиции кодона ��������������������������  G�������������������������  214����������������������  A���������������������   обусловливает амино-
кислотную замену D72N в консервативном по 
вариабельности участке Qo варианта энзима 
FScb7 (см. рис. 5).

Несомненно, изменения аминокислотной по-
следовательности этого полипептида сразу же 
попадают под действие отбора. В генофонде 
вида могут закрепиться только нейтральные или 
адаптивные изменения. Для определения функ-
циональной значимости аминокислотных замен 
проведен комплексный мониторинг всех иссле-
дуемых модификаций фермента Cytb.

Рис. 5. Локализация аминокислотных замен в структуре фермента цитохрома b S. caecutiens долины р. Дукча
Fig. 5. Localization of amino acid substitutions in the structure of the cytochrome b enzyme in S. caecutiens of the 

Dukcha River valley
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TreeSAAP-анализ для всех тестируемых cytb-
гаплотипов S. caecutiens позволил выявить одну 
аминокислотную замену ��������������������D�������������������58�����������������N���������������� с �������������mc����������� = 6 на вы-
соком уровне значимости лишь для гаплотипов 
Scb�����������������������������������������������4, ��������������������������������������������Scb�����������������������������������������14 и ������������������������������������Scb���������������������������������21 (�����������������������������z���������������������������� > 3.09, �������������������P������������������ < 0.001), что по-
казывает ее радикальный характер. Однако дан-
ная замена не имеет кладообразующего харак-
тера, что свидетельствует об отсутствии отбо-
ра, направленного на ее закрепление. Значения 
модифицированных дистанций Грэнтсема для 
выявленных аминокислотных замен позволяют 
оценить их все как консервативные. 

Метод функциональной близости аминокис-
лот разрешает считать замены T240M и V304M 
радикальными. Однако частота носителей со-
ответствующих вариантов белков в выборке – 
0.0976 и 0.0244, число кодирующих их гаплоти-
пов – два и один соответственно. Столь низкие 
значения могут свидетельствовать о действии 
стабилизирующего отбора на носителей этих по-
липептидных вариантов и возможной элимина-
ции их из популяции. 

В целом проведенный комплексный анализ 
функциональной значимости модификаций фер-
мента Cytb свидетельствует о каталитической 
близости всех форм энзима. Несомненно, что 
стабилизирующий отбор отсекал все формы по-
липептида, значительно понижающие функцио-
нальную эффективность фермента. Поэтому все 
проанализированные варианты белка Cytb, по-
видимому, близки по каталитическим свойствам 
к наиболее распространенной у S. caecutiens Ев-
разийского континента и функционально опти-
мальной модификации FScb1.

Биохимическая генетика. У исследованных 
средних бурозубок выявлено 11 ферментных си-

стем, которые кодируются 13 интерпретацион-
ными локусами. При использовании в качестве 
субстрата α-нафтилацетата для выявления эсте-
раз на гелевом блоке проявляются две зоны ак-
тивности. У гетерозиготных особей активность 
менее подвижной формы фермента состоит из 
четырех зон (что соответствует тримерной чет-
вертичной структуре фермента), а более подвиж-
ной – из двух зон (фермент – мономер) (рис. 6). 
Имеет место полная корреляция генотипов по 
этим маркерам. При выявлении ����������� EST�������� -������� D������  (суб-
страт – 4-метилумбилиферил ацетат) четко про-
является только активность тримерной эстеразы.

Найдено, что локусы LDH-1, LDH-2, IDH-1, 
IDH���������������������������������������-2, �����������������������������������SOD��������������������������������, ������������������������������GOT���������������������������, �������������������������AK�����������������������, ���������������������GLO������������������-�����������������I���������������� и �������������GPI���������� мономорф-
ны. Частоты основных аллелей в полиморфных 
маркерах генов – ME, PGD, EST-M, ACP – 0.890–
0.984, наблюдаемая гетерозиготность – 0.191–
0.032. В локусах ���������������������������ME�������������������������, �����������������������EST��������������������-�������������������M������������������ и ���������������ACP������������ присутству-
ет по одному альтернативному аллелю, в маркере 
PGD – два. Наблюдаемые численности генотипов 
в полиморфных системах соответствуют ожида-
емым по распределению Харди – Вайнберга, что 
свидетельствует о равновесном состоянии по-
пуляции. Параметры аллозимной изменчивости 
выборки средней бурозубки низкие – средняя 
наблюдаемая гетерозиготность – 0.039, среднее 
число аллелей на локус – 1.385. 

Ряд авторов методами биохимической генети-
ки исследовали различные виды бурозубок (����Geb-
czynski, Jacek, 1980; George, 1986; Heikkila, 1989). 
В обзоре (Heikkila, 1989) приведены данные по 
аллозимной изменчивости 14 видов рода Sorex, 
включая S. caecutiens. Параметры изменчиво-
сти для этого вида, полученные разными иссле-
дователями, основаны на изучении выборок от 5 

Рис. 6. Активность и схема интерпретации локусов PGD и EST S. caecutiens
Fig. 6. Activity and interpretation scheme of the PGD and EST loci in S. caecutiens
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до 37 экз. по 23–35 локусам. При этом гетерози-
готность выборок составляла от 0.02 до 0.054. 
Эти значения сопоставимы с нашим результа-
том – 0.039. Выборки других видов рода Sorex 
также имеют близкие значения этого параметра. 
Так, гетерозиготность для выборок S. araneus в 
100, 113 и 246 экз., рассчитанная на основании 
данных по 35, 27 и 23 локусам, составила 0.028, 
0.041 и 0.04 соответственно. Как у S. caecutiens 
Северного Приохотья, так и в других популяциях 
средней бурозубки присутствует полиморфизм 
эстераз, локусы которых содержат 2–3 аллеля 
(Heikkila, 1989). Предыдущими исследованиями 
в локусах ��������������������������������LDH�����������������������������-1, �������������������������LDH����������������������-2 и �����������������PGD�������������� некоторых вы-
борок средней бурозубки было найдено по два 
аллеля (�������������������������������������    Heikkila�����������������������������    , 1989). Изученная нами попу-
ляция вида также обладает полиморфным локу-
сом PGD, содержащим два аллельных варианта, 
но мономорфными маркерами LDH-1 и LDH-2. 
Таким образом, спектр полиморфных маркеров 
генов средней бурозубки Северного Приохотья 
имеет как сходство, так и отличия от других изу-
ченных популяций вида.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые проведен комплексный генетический 
анализ выборки S. caecutiens macropygmaeus Се-
верного Приохотья. Получены молекулярно-
генетические характеристики популяции, выяв-
лен значительный полиморфизм нуклеотидной 
последовательности гена cytb и определен генети-
ческий профиль изученной выборки. Результаты 
соответствуют литературным данным (Nei, 1987; 
Hassanin et��������������������������������������� ��������������������������������������al������������������������������������., 1998; ���������������������������Nei������������������������, ����������������������Kumar�����������������, 2000) о соотно-
шении транзиций и трансверсий и обычном рас-
пределении нуклеотидных замен в триплетах. 

Для бурозубок характерны высокие темпы 
размножения. Данная особенность позволяет от-
бору быстро накапливать витальные мутации. 
Степень полиморфизма гена cytb обусловила до-
статочно большие значения индексов молекуляр-
ного разнообразия (�����������������������������H����������������������������, π, �����������������������Pi���������������������, �������������������V������������������) изученной выбор-
ки S. caecutiens. Известно, что высокий уровень 
гаплотипического и нуклеотидного разнообра-
зия может означать стабильность популяции, ко-
торая в течение длительного времени имеет вы-
сокое значение эффективной численности (Avise, 
2000). Достоверно отрицательное значение коэф-
фициента Таджимы D указывает на отсутствие 
эффекта прохождения популяции через «буты-
лочное горлышко». Можно сделать вывод, что 
даже при максимальном падении численности 
остается достаточное количество животных для 
поддержания высокого генетического разнообра-
зия в изученной популяции средней бурозубки. 

Звездчатая структура медианной сети гап-
лотипов свидетельствует о монофилетическом 
происхождении популяции. Наиболее распро-

страненный ���������������������������������Scb������������������������������1, по-видимому, является пред-
ковым для большинства cytb-гаплотипов. Со-
вокупное действие двух эволюционных факто- 
ров – высокой мутабильности и стабилизиру-
ющего отбора – может обусловливать наблюда-
емое у средней бурозубки сопряжение полимор-
физма гена сytb с конвергенцией полипептидных 
последовательностей фермента к наиболее рас-
пространенной и функционально оптимальной у 
средней бурозубки модификации энзима. 

Низкие значения параметров аллозимной из-
менчивости изученной популяции S. caecutiens 
Северного Приохотья можно объяснить отно-
сительно небольшим спектром исследованных 
маркеров генов и действием отбора, поддержи-
вающего относительно высокие частоты опти-
мальных аллелей в большинстве генных ло-
кусов. Равновесное состояние исследованных 
полиморфных систем свидетельствует о доста-
точном уровне панмиксии при высокой числен-
ности популяции. В целом полученные результа-
ты свидетельствуют о благополучном состоянии 
популяции средней бурозубки в экологических 
условиях Северного Приохотья и генетической 
стабильности ее генофонда.

Работа выполнена при частичной финансовой под-
держке гранта РФФИ 18-04-00579.
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GENETIC VARIABILITY OF THE LAXMANN’S SHREW (Sorex сaecutiens  
Laxmann, 1788) IN THE NORTHERN PRIOKHOTYE

V. V. Pereverzeva, N. E. Dokuchaev, A. A. Primak, S. V. Kiselev

Institute of the Biological Problems of the North, Far-Eastern Branch of the Russian Academy of Sciences, 
Magadan

 Genetic variability of the mtDNA cytochrome b polypeptide of mtDNA of the Laxmann’s Shrew 
(Sorex caecutiens) in the Northern Priokhotye has been researched for the first time. The studied 
population is of monophilic origin and belongs to the mitochondrial lineage widespread in Eurasia. 
A high level of variability of the nucleotide sequence of the gene and the amino acid composition 
of the cytochrome b polypeptide has been established. The analysis results testify to the effect 
of stabilizing selection on the structure of this enzyme, while the equilibrium state of the studied 
polymorphic allozyme systems indicates a high level of panmixia in the population researched. It 
has been shown that even in the years of low density, the number of the S. caecutiens is sufficient to 
maintain the genetic diversity of the population.

Keywords: Laxmann’s Shrew, Sorex caecutiens, cytochrome b (cytb) gene, modification of 
cytochrome b enzyme (Cytb), allozyme variability, genetic diversity, phylogenetic analysis, 
Northern Priochotye.
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