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Аннотация. Использование методов биоинформатики позволило нам обнаружить в геноме ку-
курузы 7 вероятных генов НАД-малатдегидрогеназы (КФ 1.1.1.37), к которым нами были подобраны 
7 пар специфических праймеров. Размер продукта варьируется от 167 до 229 пар нуклеотидов, а 
Г-Ц состав праймеров – от 50-60%. Оптимальная температура отжига праймеров равна 60° С. 
Ключевые слова: НАД-зависимая малатдегидрогеназа, ген, изофермент, праймер, филогенети-

ческий анализ 

Abstract. Using bioinformatics methods allowed us to detect in the genome of maize 7 probable genes 
NAD-malate dehydrogenase (EC 1.1.1.37) and choose7 pairs of specific primers. Product size varies 
from 167 to 229 base pairs and GC composition of the primers - by 50-60%. Optimal primer annealing 
temperature is 60°C. 
Keywords: NAD-dependent malate dehydrogenase gene, isozyme, primer, phylogenetic analysis 

Цикл трикарбоновых кислот (ЦТК) является 
центральным окислительным путем у аэробных 
прокариот и эукариот [1]. Одним из ключевых 
ферментов ЦТК является малатдегидрогеназа 
(МДГ, КФ 1.1.1.37), которая катализирует обра-
тимое взаимопревращение малата и оксалоацета-
та (OAA) [2]. Эукариотическая ткань содержит 
несколько форм МДГ, расположенных в разных 
субклеточных компартментах. Данный фермент 
встречается в глиоксисомах и пероксисомах, в 
митохондриях, цитоплазме и в хлоропластах. Все 
формы МДГ являются НАД+-зависимыми кроме 
хлоропластного фермента, который требует в ка-
честве кофактора НАДФ [3]. 

Биохимические исследования и генетиче-
ский анализ показали, что изоферменты рас-
тительных малатдегидрогеназ не являются 
продуктом одного гена. Они кодируются не-
сколькими генами, которые могут находиться в 
разных хромосомах [4]. Так, например, в гено-
ме человека гены малатдегидрогеназы (mdh1 и 
mdh2) локализованы на участках p23 хромосо-
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мы 2 и p13-q22 хромосомы 7. А в геноме ара-
бидопсиса кодируются 8 предположительных 
НАД+-МДГ изоформ: две – пероксисомальных 
(pmdh1 и pmdh2) [5], две – митохондриальных 
(mmdh1 и mmdh2) [6] и одна пластидная МДГ 
(локализованная в пластидах НАД+-зависимая 
МДГ, pd nad-mdh) [7]. Остальные три изоформы 
не имеют обнаруживаемой последовательности-
мишени и, следовательно, скорее всего являются 
цитозольными малатдегидрогеназами (cmdh 1, 
cmdh 2 и cmdh 3). В геноме арабидопсиса нахо-
дится также дополнительная НАДФ-зависимая 
изоформа МДГ, локализованная в пластидах [8]. 
Однако нами не было обнаружено информации о 
генах, кодирующих НАД+-МДГ кукурузы, кроме 
статей Yang et al. (1977) и David E. et al. (1981), 
в которых описывается 4 митохондриальных ма-
латдегидрогеназных гена [9], тогда как в между-
народной базе данных GenBank эти сведения не 
находят подтверждения. 

В связи с этим целью нашей работы было 
осуществление поиска вероятных генов НАД-
зависимых малатдегидрогеназ кукурузы и их ана-
лиз. 
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Разработка олигонуклеотидных праймеров
	

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В данном исследовании использовались из-

вестные последовательности генов растения Zea 
mays, взятые из международной базы данных 
GenBank. 

Выявление гомологии генов, кодирующих 
малатдегидрогеназу и сравнительный анализ их 
состава проводили с помощью программ BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) и AliBee −  
Multiple alignment Release 2.0 (http://www.genebee. 
msu.su/services/malign_reduced.html). 

Выравнивание нуклеотидной последователь-
ности осуществляли с помощью Clustal Omega 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ ). 

Филогенетическое дерево было построено с 
помощью программы Seaview [10] матричным 
методом (Distance method (Ka)) и методом наи-
большего правдоподобия (PhyML (GTR)). 

Для подбора праймеров использовался онлайн 
сервис Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ 
В международной базе данных GenBank нами 

были обнаружены 6 генов НАД+-зависимой малат-
дегидрогеназы, локализованных в разных хромо-
сомах . В 1 хромосоме – 2 гена: cytMdh 1(Gene ID: 
54259) и glyMdh (Gene ID: 100282134), в 3 хромо-
соме – cyt-likeMdh 1 (Gene ID: 103652506). Также 
найдены гены в 5 (mMdh (Gene ID: 100274264)) 
и 7 (cyt-likeMdh 2 (Gene ID: 103633793)) хромосо-
мах. CytMdh 2 (Gene ID: 100280767) в настоящее 
время секвенирован не полностью, поэтому опре-
делить его локализацию не представляется воз-
можным. Кроме того, имеется еще один неохарак-
теризованный ген, расположенный в 1 хромосоме 
и, предположительно, кодирующий НАД-МДГ – 
данные получены на основании автоматизирован-
ного компьютерного анализа геномной последо-
вательности (NW_007617757.1), аннотированной 
с использованием метода прогнозирования гена: 
Gnomon. Филогенетический анализ их нуклео-
тидных последовательностей позволил устано-
вить степень их гомологии равную 21%. При этом 
гомология цитоплазматических генов составила 
82%, а сходство митохондриального и глиоксисо-
мального - 41%. Полученные результаты позво-
ляют разделить малатдегидрогеназные гены на 
две большие группы: 1) цитозольные и цитоплаз-
матические изоформы и 2) митохондриальные и 
глиоксисомальные малатдегидрогеназы (рис. 1). 

Стоит отметить, что степень идентичности 
первичной структуры белка выше у изоформ, ло-

кализованных в одном компартменте, в организ-
мах разных таксономических групп, чем между 
изоформами, расположенными в разных орга-
неллах одного организма [11]. Эволюция генов 
МДГ, полученная при сравнении аминокислот-
ных последовательностей, хорошо вписывается 
в теорию эндосимбиотического происхождения 
митохондрий и хлоропластов. В семействе МДГ, 
митохондриальный фермент более тесно связан с 
его прокариотическим аналогом, чем к цитоплаз-
матическая МДГ, что предполагает более позд-
нюю дивергенцию от общего предкового гена. 

Рис. 1. Филогенетическое дерево генов НАД-
зависимых малатдегидрогеназ, построенное 
методом наибольшего правдоподобия (PhyML 
(GTR)). 

Степень гомологии первичной структуры ми-
тохондриальной и цитоплазматической МДГ сви-
ньи составляет 19,6%. Для сравнения, сходство 
МДГ E. coli и митохондриальной МДГ свиньи -
58,3%, а МДГ кишечной палочки и митохондри-
альной МДГ дрожжей - 47,9%. Больший процент 
гомологии встречается между функционально 
значимюыми остатками. Для остатков, участву-
ющих во взаимодействии субъединиц, характерна 
идентичность порядка 74%, а участков связыва-
ния кофермента - 68% [3]. 

Подобная  закономерность проявляется и при 
анализе нуклеотидных последовательностей. Так, 
например, гомология гена sMdh1 гораздо выше к 
гену цитозольной малатдегидрогеназы Oryza sati-
va (84%) и Triticum aestivum (79%), чем к митохон-
дриальному гену кукурузы (34%). 

Обе формы МДГ синтезируются в цитоплаз-
ме, где цМДГ остается после ацетилирования 
N-концевого остатка. К синтезированной мМДГ 
достраивается N-концевая последовательность-
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мишень для последующего импорта в мито-
хондрии (Chien и Freeman 1984). Идентичность 
последовательностей между цМДГ и мМДГ яв-
ляется относительно низкой (около 20-25%), что 
объясняет одно из наиболее заметных различий 
между цМДГ и мМДГ - разницу в общей поляр-
ности двух ферментов [12]. 

Ферменты, которые присутствуют в глиокси-
сомах и пероксисомах идентичны, серологически 
неразличимы, имеют одинаковую изоэлектриче-
скую точку и функционируют в качестве димеров 
[12]. 

Начальным этапом при подготовке постанов-
ки полимеразной цепной реакции является под-
бор праймеров к определенному гену, для успеш-
ной реализации которого необходим опыт работы 
с информационными базами данных, нуклеотид-
ными последовательностями и владение осно-
вами методики подбора праймеров [13]. Анализ 
генов, кодирующих НАД+-зависимые малатдеги-
дрогеназы позволил подобрать праймеры, нуклео-
тидные последовательности которых приведенны 
в таблице. 

В результате проведенной работы, нами были 
определены 7 пар специфических праймеров для 
НАД+ - зависимой малатдегидрогеназы. Размер про-
дукта варьируется от 167 до 229 пар нуклеотидов, 
а Г-Ц состав праймеров – от 50-60%. Оптималь-
ная температура отжига праймеров равна 60 °С. 

Таким образом, нами были найдены 7 наи-
более вероятных генов НАД-зависимой малат-

дегидрогеназы кукурузы и проведен их филоге-
нетический анализ. К исследуемым генам были 
подобраны олигонуклеотидные праймеры и най-
дена оптимальная температура их отжига, что от-
крывает перспективу для исследования регуляции 
экспрессии генов, кодирующих отдельные изо-
формы МДГ. 

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ 
(грант № 14-14-00 721). 
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