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Разработаны праймеры для ПЦР-идентификации гена ключевого фермента глиоксилат-
ного цикла – изоцитратлиазы (ИЦЛ). В куколке махаона Papilio machaon L. и нематоде Tubifex
tubifex L. обнаружена мРНК данного фермента. Также показано, что пятисуточное голода-
ние, по-видимому, также приводит к появлению мРНК ИЦЛ в гепатоцитах лабораторных
крыс Rattus rattus L.. Полученные данные указывают на то, что контроль экспрессии глиок-
силатного цикла в животных тканях осуществляется на уровне транскрипции его ключевых
ферментов. Таким образом, получено свидетельство о способности животных конвертиро-
вать липиды в углеводы, т.е. о глюконеогенезе, осуществляемом  через глиоксилатный цикл.

ВВЕДЕНИЕ

Известно, что у животных и человека возможно
превращение углеводов в липиды. Избыток углево-
дов, поступающих с пищей, конвертируется в липи-
ды – более энергоёмкий субстрат, мобилизуемый
организмом в неблагоприятных условиях [1].

Возможен ли обратный процесс? Могут ли липи-
ды трансформироваться в углеводы в животных клет-
ках? Традиционно считается, что такой способнос-
тью обладают только микроорганизмы, растения и
некоторые нематоды. У перечисленных организмов
на разных этапах онтогенеза активно функциониру-
ет глиоксилатный цикл (ГЦ) – метаболический путь,
результатом работы которого является синтез одной
молекулы сукцината из двух молекул ацетил-CoA,
образующихся в результате β-окисления жирных кис-
лот. Молекула сукцината далее может быть окислена
в цикле трикарбоновых кислот до оксалоацетата -
метаболического предшественника глюкозы [2]. Клю-
чевыми ферментами ГЦ являются изоцитратлиаза
(ИЦЛ; КФ 4.1.3.1) и малатсинтаза (МС; КФ 4.1.3.2).
Таким образом, глиоксилатный путь участвует в  кон-
версии жирных кислот в форму углеводов.

Ранее показано, что голодание вызывает у крыс
мобилизацию наиболее доступного ресурса – глико-
гена, резервы которого расходуются уже к концу вто-
рых суток пищевой депривации [3]. В то же время
концентрация глюкозы в крови существенно не из-
меняется  даже на девятые сутки голодания [4]. Сле-
довательно, запас углеводов должен постоянно попол-
няться, и их наиболее вероятным источником явля-
ются липиды. Активность ИЦЛ и МС обнаружена в
гепатоцитах голодающих крыс [5], эпителии мочево-

го пузыря Bufo marinus [6], морских двустворчатых
моллюсках [7], в хрящевой ткани млекопитающих [8].
Включение витамина D в рацион индуцирует появ-
ление активностей ИЦЛ и МС в печени цыплят и крыс,
предварительно выращиваемых при дефиците этого
витамина. [9,10]. Известно о наличии ГЦ в бурой
жировой ткани медведей в период зимней спячки [11].
Наконец, с помощью Вестерн-блот анализа опреде-
лено присутствие МС в печени человека [12]. Суще-
ствуют также данные, ставящие под сомнение нали-
чие этого метаболического пути в тканях высших
животных. Некоторые из них основаны на невозмож-
ности определения продуктов реакций, катализируе-
мых ИЦЛ и МС в животных тканях [13]. Однако не-
смотря на устоявшееся мнение об отсутствии ГЦ в
животных тканях, имеются сведения о его функцио-
нировании в экстремальных условиях.

Все ранние сведения о функционировании ГЦ в
клетках животных были получены с помощью био-
химических, цитохимических и ультраструктурных
методов. В связи с этим нами был использован со-
вершенно иной подход, предполагающий, что регу-
ляция экспрессии ГЦ осуществляется на уровне
транскрипции генов ИЦЛ и МС. При наличии ин-
дуцирующих факторов (голодание, витамин D) дол-
жен происходить синтез мРНК данных генов.

Целью данной работы являлась идентификация
гена изоцитратлиазы в геноме животных различно-
го уровня организации.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В качестве объектов исследования служили ку-
колка махаона (Papilio machaon L.), лабораторные
крысы (Rattus rattus L.) и нематода Tubifex tubifex L..
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Лабораторные крысы содержали при нормальном пи-
тании, а затем помещали в условия пищевой деприва-
ции на срок до 5 суток при свободном доступе к воде.

Эксперимент осуществляли в несколько эта-
пов: экстракция суммарной РНК из животных
тканей, обратная транскрипция мРНК и ПЦР-ам-
плификация участка гена ИЦЛ.

Для выделения тотальной РНК использовали ме-
тод фенол-хлороформной экстракции РНК [14]. Для
гомогенизации 1 г ткани использовали 10 мл среды,
содержащей 42,6% гуанидин тиоцианат, 0,75 М цит-
рат натрия (pH 7), 10% саркозил, 2 мМ 2-меркаптоэ-
танол. К полученному гомогенату добавляли 1 мл 2 М
ацетата натрия (pH 4), 10 мл водонасыщенного фено-
ла, 2 мл смеси хлороформ-изоамиловый спирт (49:1).
Отделение РНК от ДНК и белка проводили центри-
фугированием смеси при 10000 g в течение 20 минут.
Водную фазу переносили в чистую пробирку и до-
бавляли 10 мл изопропанола. Смесь инкубировали при
–20° C в течение 1 часа. Осадок РНК собирали цент-
рифугированием при 10000 g (20 мин, 4° C). Препа-
рат РНК ресуспендировали в 3 мл среды для гомоге-
низации. Для повышения степени чистоты РНК до-
бавляли один объём изопропанола и повторяли пос-
ледний этап. Полученный осадок ресуспендировали
в 75% этаноле, осаждали центрифугированием. РНК
высушивали при комнатной температуре и растворя-
ли в 30 мкл деионизованной воды.

Визуализацию результатов экстракции РНК про-
водили с помощью формальдегидного электрофореза
в 1%-агарозном геле.

К суммарной РНК (1-0,2 мкг) добавляли 4 мкл
5-кратного буфера, содержащего 250 мМ Tris-HCl
(pH 8,3), 375 мМ KCl, 15 мМ MgCl2, 50 мМ DTT, и
1 мкл 2 мМ раствора dNTP. Смесь доводили деио-
низованной водой до суммарного объёма 15 мкл и
инкубировали 3 мин при 60° C. Затем прибавляли
2 мкл раствора олиго-dT праймера, 1 мкл раство-
ра РНКазина, 2 мкл раствора MuLV-RT обратной
транскриптазы. Проводили инкубацию смеси при
37° C 1ч и при 42° C последующие 30 мин в амп-
лификаторе ДНК фирмы Biometra®.

 Результат обратной транскрипции визуализи-
ровали с помощью агарозного гель-электрофо-
реза ДНК в 1%-агарозном геле.

Для идентификации гена изоцитратлиазы исполь-
зовали  метод полимеразной цепной реакции (ПЦР)
со специально синтезированными дегенерированны-
ми праймерами [15,16].

Состав реакционной смеси: 1 мкл ДНК-пробы,
5 мкл ПЦР буфера (100 мМ Tris-HCl, pH 8,3,
500 мМ KCl), по 1 мкл раствора праймера 1 и прай-
мера 2, 1 мкл 2мМ раствора  dNTP, 1 мкл 50 мМ ра-
створа MgSO4, 0,5 мкл Thermostar ДНК-полимеразы

(20 ед/мкл), 39,5 мкл деионизованной воды. Темпе-
ратура отжига праймеров для кДНК махаона и
T.tubifex 49° C, для кДНК крыс – 47-53° С.

Активность ИЦЛ измеряли по методу Диксо-
на [17] при 324 нм. Среда определения содер-
жала 50 мМ Трис-HCl буфер, pH 7,5, 2 мМ изо-
цитрат, 4 мМ фенилгидразин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Последовательность нуклеотидов праймеров

была подобрана нами на основе анализа консерва-
тивных участков полипептидной цепи ИЦЛ из про-
кариот, растений и нематоды Caenorhabditis elegans
(Рис.1). Аминокислортные последовательности были
отобраны из базы данных NCBI (США)  с помощью
программы Pairwise BLAST. Анализ аминокислот-
ных последовательностей проводился вручную с
учетом необходимости подбора наиболее консерва-
тивных последовательностей, дающих наименьшую
вариабельность (вырожденность) праймеров. Прай-
мер 1: 5“-TGYGGNCAYATGGGNGG-3“ соответству-
ет 230-234 аминокислотным остаткам белка, выделен-
ного из C. elegans и является высококонсервативной
последовательностью во всех изученных организмах.
Праймер 2:  5“- DCTRCARTTRTANGC-3“ соответ-
ствует 354-359 аминокислотным остаткам ИЦЛ C.
elegans и  высококонсервативен для прокариот и ра-
стений. Предполагаемая длина ампликона состав-
ляет 380-390 пар нуклеотидов (п.н.).

Для всех объектов исследования успешно проведе-
на экстракция тотальной РНК с последующей обрат-
ной транскрипцией мРНК (рис. 2, рис. 3). В ходе ПЦР
с пробами комплементарной ДНК (кДНК) махаона
получен продукт длиной около 380 п.н. (рис. 4). Длина
ампликона соответствует величине искомого участка
мРНК фермента ИЦЛ из микроорганизмов и растений.
Кроме того, ампликон из махаона абсолютно совпада-
ет по длине с таковым из кукурузы (Zea mays L.), син-
тезированным с использованием тех же праймеров.
Реамплификация ПЦР-продукта, экстрагированного из
геля, не приводила к уменьшению чёткости полосы,
что свидетельствует о его гомогенности.

Положительный результат ПЦР-анализа свиде-
тельствует о наличии двух уникальных последова-
тельностей нуклеотидов в кДНК махаона, гомоло-
гичных последовательностям праймеров, которые
соответствуют консервативным участкам мРНК
ИЦЛ микроорганизмов и растений.

Выявление ампликона предполагаемой длины
при проведении ПЦР с использованием дегенериро-
ванных праймеров позволяет утверждать о  присут-
ствии гена ИЦЛ в геноме махаона. Кроме того, па-
раллельно контролировалась активность фермента
ИЦЛ в гомогенате куколки махаона, которая  состав-
ляла 8,76 ФЕ/г сырой массы (с.м.).
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Рис. 3.  Визуализация результатов обратной транскрипции
мРНК махаона с помощью агарозного гель-электрофореза

Рис. 1. Сравнительный анализ аминокислотных последовательностей изоцитратлиазы из Caenorhabditis elegans,
Strongiloides stercoralis, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis thaliana. Жирным шрифтом выделены
высококонсервативные участки, праймеры разрабатывались по аминокислотам, выделенным серым фоном

Рис. 2.   Формальдегидный гель-электрофорез суммарной
РНК гепатоцитов крысы
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ПЦР-анализ кДНК гепатоцитов крыс привёл к иден-
тификации продуктов длиной около 400 п.н. (рис. 5),
которая близка к величине 380 п.н.. Однако для того
чтобы сделать  однозначный вывод о наличии гена ИЦЛ
в геноме крыс, необходимы дополнительные исследо-
вания. Повышение температуры отжига праймеров с
47 до 53°C, а также варьирование концентрации ионов
Mg2+ (кофактор ДНК-полимеразы) не приводило к су-
щественному увеличению чёткости полосы ПЦР-про-
дуктов на геле. Тем не менее, в гомогенате печени об-
наружена активность ИЦЛ 0.7ФЕ/г с.м..

Возможным объяснением результатов ПЦР-анали-
за кДНК крыс является  отсутствие достаточной для
амплификации гомологии между праймерами и нук-
леотидной последовательностью кДНК. В ходе эво-
люции последовательность нуклеотидов гена фермен-
та ИЦЛ могла сильно измениться. В результате ис-
следуемый ген у крыс может иметь низкую гомоло-
гию с аналогичным геном растений и микроорганиз-
мов. Фактом, подтверждающим эту гипотезу, являет-
ся наличие бифункционального фермента нематоды
C. elegans, сочетающего каталитические активности
ИЦЛ и МС [18]. Учитывая, что эволюция гена ИЦЛ
от микроорганизмов до нематод привела к подобной
трансформации, то изменения гена у млекопитающих
могли быть ещё более радикальными.

Продукты ПЦР-амплификации участка гена ИЦЛ
из нематоды T. tubifex образуют две полосы на геле,
одна из которых соответствует по длине ПЦР-продук-
ту из кукурузы. Однако чёткость полос уступает та-
ковой для ПЦР-продуктов из махаона и кукурузы. По-
видимому, это связано со слабой индукцией транс-
крипции гена ИЦЛ нематоды, т.к. в нашем экспери-
менте не использовались индуцирующие факторы.

Таким образом, данные, представленные в нашей
работе, впервые свидетельствуют о наличии гена
фермента ИЦЛ в геноме насекомых и позволяют

предположить его присутствие у млекопитающих.
Установленное наличие мРНК ИЦЛ в животных тка-
нях хорошо согласуется с собственными и литера-
турными  данными  [4-12,19,20] о  наличии в них
ферментативной активности ИЦЛ.

Данные исследования частично поддержаны
грантом РФФИ.
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