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МикроРНК играют важную роль во многих биологических регуляторных процессах, принимая участие в ре!
гуляции экспрессии генов на посттранскрипционном уровне. Тем не менее информация относительно мик!
роРНК, ассоциированных с метаболическими путями, связанными с фотопериодизмом, который опреде!
ляет сезонную активность животных, весьма ограничена. Для изучения влияния различных фотопериоди!
ческих условий на экспрессию микроРНК мы разделили овец казахской породы на две группы. В одну груп!
пу вошли животные, помещенные в условия длинного фотопериода (LP – long photoperiod; 16L : 8D, 16 ч на
свету и 8 ч в темноте). Другую группу составили овцы, находящиеся в условиях короткого фотопериода
(SP – short photoperiod; 8L : 16D, 8 ч на свету и 16 ч в темноте), при этом животные также получали допол!
нительный корм. Далее в этих двух группах мы определили микроРНК и их гены!мишени, имеющие отно!
шение к фотопериодизму. Всего нами было идентифицировано 15 дифференциально экспрессируемых
микроРНК, ассоциированных с 310 регуляторными путями, охватывающими фотопериодизм, гормоны
репродуктивной системы и питание. Пара miR!136–GNAQ была выбрана для исследования и валидирова!
на как дифференциально экспрессируемая: методом двойной люциферазной детекции было показано, что
между miR!136 и GNAQ существует отрицательная обратная связь. При исследовании профиля экспрессии
было показано, что экспрессия GNAQ снижена у самок в состоянии эструса как в условиях LP, так и в усло!
виях SP, в то время как повышенная экспрессия GNAQ наблюдалась в условиях LP у самок в период анэст!
руса. Кроме того, при проведении функционального анализа было обнаружено, что в клетках гипоталамуса
экспрессия KISS1 и GnRH повышается, а DIO2 и TSHB – снижается, в то время как экспрессия GNAQ ока!
зывается сниженной. Таким образом, пара miR!136–GNAQ может действовать как переключатель в регуля!
ции сезонного эструса (течки) при различных фотопериодических условиях. Полученные результаты дают
новую информацию о связи между микроРНК и сезонной регуляцией репродуктивной активности. Кроме
того, наша работа позволяет по!новому взглянуть на микроРНК!опосредованные регуляторные механизмы
с целью преодоления фотоингибирования у сезонно размножающихся млекопитающих, таких как овцы ка!
захской породы.
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ВВЕДЕНИЕ

Среди млекопитающих большинство пле!
менных животных сохранили физиологические
характеристики репродуктивной сезонности.
На картину сезонного размножения в норме
влияют различные факторы окружающей сре!
ды, такие как фотопериод и питание. Фотопери!

од рассматривается как главный фактор, опре!
деляющий начало полового сезона у племенных
животных в умеренных широтах с сезонным
циклом размножения [1–3]. В частности, ти!
пичные сезонные вариации характерны для
овец казахской породы, разводимых в Китае. В
соответствии с фотопериодической синхрони!
зацией половой активности казахские овцы
классифицируются как животные короткого
дня: именно короткие дни стимулируют, в то
время как длинные – тормозят половую актив!

* Адресат для корреспонденции.
# Авторы внесли равный вклад в работу.



микроРНК ГИПОТАЛАМУСА

ность у представителей этой породы. Следова!
тельно, сезон половой активности у этих овец
приходится на короткий фотопериод (с июля по
январь), и для него характерна определенная
последовательность эстральных сигналов. И на!
оборот, овцы казахской породы вступают в меж!
эстральный период, когда короткие дни сменя!
ются длинными (с февраля по июнь), что харак!
теризуется прекращением половой жизни [4, 5].
Следовательно, репродуктивная способность
овец в животноводстве ограничена из!за фото!
ингибирования.

Учитывая те ограничения, которые наклады!
вает фотопериод на репродуктивные циклы пле!
менных животных, большой интерес для многих
исследователей представляют способы преодо!
ления фотоингибирования, ограничивающего
период размножения. В начале 1930!х гг.
Marshall и его коллеги впервые описали факт из!
менения сезонной половой активности у овец в
зависимости от фотопериода. Более того, выяс!
нилось, что перевозка овец в южное полушарие
приводит к смене сезонности периодов размно!
жения на противоположные [6]. С того момента
многие исследователи использовали искус!
ственно создаваемую фотопериодичность для
изучения фотопериодического контроля сезон!
ного размножения [7–10]. Тем не менее с разви!
тием и усложнением исследовательских подхо!
дов в ряде работ на основе полученных данных
было высказано предположение, что только
лишь с помощью изменения фотопериода труд!
но достичь полного контроля над сезонными
колебаниями способности к размножению и
растянуть эстральный период на весь год.
Chemineau et al. [11] перевезли сезонно размно!
жающихся овец в условия тропического фотопе!
риода, однако, несмотря на амплитуду фотопе!
риодических изменений, сезонные колебания
их производительности не поменялись по срав!
нению с самками, содержавшимися в условиях
умеренного фотопериода. Перевезенные овцы
продемонстрировали лишь увеличение продол!
жительности сезона размножения на один ме!
сяц и соответствующее сокращение периода
анэструса. Ряд научных групп продолжал поиск
способов оптимизации или замены вышеупомя!
нутых схем контроля над периодичностью раз!
множения. Так, Estrada!Cortés [12] и Zarazaga [13]
с коллегами обнаружили, что сезонный харак!
тер репродуктивной активности овец можно мо!
дулировать типом кормления. Они показали,
что при улучшении питания репродуктивная ак!
тивность овец начинается раньше и заканчива!
ется позже. Другими исследованиями было до!
полнительно подтверждено, что оптимальный
уровень питательных веществ, получаемый жи!

вотными, может улучшить репродуктивную
функцию племенных особей, в то время как не!
достаток или избыток пищи может существенно
подавлять их размножение [14, 15]. Ранее нами
было показано, что в период анэструса при по!
вышении качества питания овцы могут снова
вступить в репродуктивный цикл [16]. При этом
стоит отметить, что соотношение эстральных и
анэстральных овец все же было не очень высо!
ким. Тем не менее при неизменных условиях
фотопериода, характеризующегося в норме от!
сутствием размножения, адекватное улучшение
питания привело к характерному выраженному
эстральному поведения у ряда овец. Таким обра!
зом, в этой работе было продемонстрировано не
только изменение сроков начала и окончания
сезона размножения, но также были представ!
лены свидетельства в пользу того, что предло!
женный способ может быть более эффективен в
достижении круглогодичного воспроизводства у
сезонно размножающихся пород. Было бы ин!
тересно исследовать, имеют ли овцы в состоя!
нии естественно эструса (в условиях короткого
фотопериода) и овцы с индуцированным эстру!
сом в условиях длинного фотопериода и при
адекватном питании сходные профили эндо!
кринных гормонов и молекулярный механизм
регуляции, в частности, при участии микроРНК
и их генов!мишеней.

МикроРНК – это некодирующие эндоген!
ные одноцепочечные небольшие молекулы
РНК (sRNA, small RNA) с длиной ~ 22 нуклео!
тидных остатка (н.о.). Впервые они были опи!
саны в 1993 г. и характеризованы как консерва!
тивный класс биологических регуляторов в на!
чале 2000!х гг. [17, 18]. Накопленные данные
позволяют предположить, что большое число
различных микроРНК экспрессируется и на!
капливается в репродуктивной оси, включая
гипоталамус [19]. Гипоталамус регулирует эн!
докринную активность млекопитающих и ин!
тегрирует сигналы, поступающие из мозга и пе!
риферической нервной системы, которые игра!
ют основную регуляторную роль в механизме
периодичности размножения. Таким образом,
для исследования возможного механизма регу!
лирования фотопериодического ингибирова!
ния у племенных животных с сезонным воспро!
изводством с помощью микроРНК мы создали
две библиотеки микроРНК гипоталамуса, полу!
ченные от животных, помещенных в условия
длинного фотопериода (LP – long photoperiod)
и короткого фотопериода (SP – short photoperi!
od) при дополнительном питании. Мы исследо!
вали различия в паттернах экспрессии мик!
роРНК из этих двух библиотек с целью поиска
пар микроРНК–мРНК в гипоталамусе овцы,
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вовлеченных в фотопериодический путь, конт!
ролирующий реинициацию сезонного эстраль!
ного цикла в нейроэндокринной системе. Полу!
чение такой информации могло бы обеспечить
глубокое понимание механизма молекулярной
модуляции инициации и окончания эстрально!
го периода у животных с сезонностью размно!
жения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные и воздействие фотопериода. Овцы
казахской породы в Китае являются типичными
представителями породы овец с сезонностью
размножения, которая в условиях LP находится
в продолжительном анэстральном периоде. В
настоящей работе 36 здоровых овец казахской
породы со сходными показателями массы тела
(отклонения в весе не превышали 5%) были
отобраны из общего места кормления и прону!
мерованы; они получали дополнительное пита!
ние в количестве 0,3 кг/овцу со следующим сос!
тавом: общий белок – 18,0%, сырая клетчат!
ка – 11,0%, зола – 11,0%, общий жир – 2,0%,
кальций – 0,8–1,5%, фосфор – 0,4%, а также
люцерну в количестве 1,5 кг/овцу. Овцы содер!
жались в сарае экспериментального центра
Университета Шихэцзы (Китай) [16]. Все овцы
имели неограниченный доступ к воде. На про!
тяжении всего эксперимента средняя темпера!
тура в помещении поддерживалась на уровне
15–18 °C. Для создания условий двух различных
фотопериодов овцы были случайным образом
разделены на две группы: контрольные овцы
размещались в блоке сарая в условиях LP (16 ч
на свету и 8 ч в темноте) на протяжении 12 не!
дель, в то время как экспериментальные живот!
ные размещались в другом блоке того же сарая в
условиях SP (8 ч на свету и 16 ч в темноте) на
протяжении тех же 12 недель. Для обеспечения
фиксированной продолжительности светового
дня применяли комбинированное искусствен!
ное и естественное освещение. На протяжении
всего эксперимента через случайные временные
интервалы осуществляли мониторинг интен!
сивности света в период дополнительного осве!
щения для обеих групп животных. По оконча!
нии эксперимента все животные были иденти!
фицированы и гуманным образом умерщвлены
путем инъекции пентобарбитала натрия. Сбор
образцов был проведен обученным персоналом
и сертифицированными ветеринарами в соответ!
ствии с протоколами по уходу за животными
Первой больницы медицинского колледжа уни!
верситета Шихэцзы (номер регистрации разре!
шения A2018!114!01).

Мониторинг эструса, определение уровня гор@
монов и сбор образцов ткани. У каждой овцы
контролировали эструс дважды в день, вводя ба!
рана в загон. В другое время барана держали в
соседних загонах, чтобы избежать его влияния
на эстральное поведение овцы [15]. За первый
день эстрального цикла принимали дату, когда
овца впервые приняла «дразнящего» барана, на!
ряду с появлением отека вульвы и обильным вы!
делением слизи. Динамические изменения в
фолликулах фиксировали путем определения
содержания гормонов в сыворотке крови. С
этой целью у животных производили забор кро!
ви из яремной вены, измерения проводили каж!
дое утро. Образцы сыворотки крови собирали и
хранили при –20°C до определения содержания
прогестерона (P4) и эстрадиола (E2). Уровни сте!
роидов определяли с помощью наборов для про!
ведения ELISA (enzyme!linked immunosorbent
assay; «Blue Gene Biotech», Китай). Чувствитель!
ность метода составила 0,2 нг/мл для P4 и
1,0 пкг/мл для E2. Затем были отобраны три ов!
цы, находящиеся в состоянии индуцированного
эструса в условиях LP. Для выделения гипотала!
муса они были умерщвлены гуманным образом.
Полученную ткань использовали для конструи!
рования библиотеки микроРНК, обозначенной
как «HEN». Аналогично, три другие овцы в ес!
тественном эстральном состоянии при нахожде!
нии в условиях SP были гуманно умерщвлены
для выделения гипоталамуса, который был да!
лее использован для конструирования библио!
теки микроРНК, обозначенной как «HEB». Еще
три овцы в анэстральном состоянии, находящи!
еся в условиях LP, были гуманно умерщвлены с
целью выделения гипоталамуса и определения
профиля тканевой экспрессии (сокращенное
название библиотеки – «HNN»). Все образцы
сразу замораживали в жидком азоте до проведе!
ния экстракции тотальной РНК.

Экстракция РНК, секвенирование микроРНК
и биоинформатический анализ. Препараты то!
тальной РНК из гипоталамуса шести овец казах!
ской породы в состоянии эструса (по три овцы,
содержащиеся в условиях LP и SP) получали пу!
тем экстракции с использованием хлороформа,
изопропанола и 70%!ного этанола. После опре!
деления целостности РНК (RIN – total RNA
integrity numbers) и подтверждения качества
препаратов, низкомолекулярные РНК разделя!
ли с помощью электрофореза в 15%!ном поли!
акриламидном геле (PAGE – polyacrylamide gel
electrophoresis). Собирали молекулы РНК с дли!
ной от 18 до 30 н.о. Продукты лигировали с ис!
пользованием коммерческих адаптерных моле!
кул к 3′! и 5′!концам при предпочтительной
температуре и амплифицировали с помощью
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ПЦР с обратной транскрипцией (RT!PCR –
reverse transcription polymerase chain reaction).
Для получения достаточных количеств продук!
тов был использован метод ПЦР. Продукты ре!
акции разделяли с помощью электрофореза в
15%!ном полиакриламидном геле и затем раст!
воряли в этидиум бромиде (EB – ethidium bro!
mide). Для характеризации эстрального состоя!
ния овец при различных условиях, LP и SP, бы!
ли сконструированы две библиотеки. Для их
анализа были использованы системы
Agilent 2100 Bioanalyzer и ABI StepOnePlus
RealTime PCR System, затем образцы были сек!
венированы на платформе Illumina HiSeq 2500
(«Beijing Genomics Institute», Китай).

После очистки от адаптерных последова!
тельностей и примесей чистые риды были про!
анализированы. Тэги были картированы на
геном (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/
GCA_002742125.1) с помощью программы
Bowtie, для анализа экспрессии и распределения
было произведено выравнивание с помощью
BLAST (basic local alignment search tool) с ис!
пользованием баз данных GenBank (ftp://ftp.
ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) и Rfam (http://rfam.
janelia.org/) с целью скрининга и удаления пов!
торов и тэгов, ассоциированных с рРНК, scРНК
(малая цитоплазматическая РНК), snoРНК (ма!
лая ядрышковая РНК), snРНК (малая ядерная
РНК) и тРНК. Затем оставшиеся риды были
проанализированы с использованием базы дан!
ных Sanger miRBase (Ver. 21.0) для идентифика!
ции уже известных микроРНК. Предсказание
новых микроРНК основывалось на малых РНК
(sRNA), которые были картированы на участках
антисмысловых экзонов, интронов или межген!
ных участков генома и не были картированы на
какие!либо другие РНК. Затем для предсказа!
ния генов!мишеней были использованы прог!
раммы TargetScan (http://www.targetscan.org/) и
RNAhybrid (http://bibiserv.techfak.uni!bielefeld.de/
RNAhybrid/). Базы данных GO (онтология ге!
нов, http://www.geneontology.org/) и KEGG были
использованы для определения роли этих генов
в биологических процессах и анализа ассоци!
ированных с ними метаболических или сиг!
нальных путей. Гены с коэффициентом ложного
обнаружения (FDR – false discovery rate) ≤ 0,05
рассматривались как вероятные кандидаты в ге!
ны!мишени.

Количественная ПЦР в реальном времени
(qPCR – Real@time quantitative PCR). МикроРНК
и мРНК были обратно транскрибированы в со!
ответствующие кДНК с помощью наборов
miRcute microRNA First!Strand cDNA Synthesis
Kit («TianGen», Китай) и PrimeScript RT reagent
Kit with gDNA Eraser («Takara», Япония) соответ!

ственно. В качестве внутреннего эндогенного
контроля была выбрана РНК U6. Все праймеры
были сконструированы с помощью программы
Primer!BLAST software (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/tools/primer!blast/). Полученные праймеры
для микроРНК и U6 представлены в табл. S1 в
Приложении. Относительные уровни экспрес!
сии рассчитаны в виде 2−ΔCt (ΔCt = Cttarget –
– Ctcontrol). ПЦР в реальном времени проводили
трижды для каждой реакции на приборе
Mx 3000p real!time qPCR system («Applied
Biosystems», США) с использованием набора
SYBR Green Realtime PCR Mix («TianGen»).

Валидация на основе двойной люциферазной
репортерной системы. Для амплификации 3′!не!
транслируемых участков (3′!UTR, содержащие
сайты связывания микроРНК) кандидатов в ге!
ны!мишени в гипоталамусе использовали пары
праймеров с различными сайтами рестрикции
(табл. S2, Приложение). Затем проводили ре!
комбинацию с вектором psiCHECK!2 Dual!
Luciferase microRNA Target Expression Vector
(«TianGen») в соответствии с инструкциями про!
изводителя. После проведения проверки с по!
мощью расщепления ферментами и секвениро!
вания репортерные плазмиды psiCHECKTM!2 с
люциферазой светлячка и последовательностя!
ми 3′!UTR кандидата в гены!мишени (GNAQ)
дикого (WT) или мутантного (MU) типа были
временно котрансфицированы в клетки HeLa
вместе с пустым вектором [20], миметиком
miR!136 или миметиком отрицательного конт!
роля и репортерным геном люциферазы Renilla
для нормализации («RiboBio», Китай). Экспе!
риментальные образцы были поделены на шесть
групп: чистый контроль (BC, без обработки),
нормальный контроль (NVC, трансфицирован!
ные пустым вектором), WT (котрансфициро!
ванные миметиком miR!136 и GNAQ), WT+NC
(котрансфицированные миметиком отрица!
тельного контроля miR!136 и GNAQ), MU (ко!
трансфицированные миметиком miR!136 и му!
тированным GNAQ) и MU+NC (котрансфици!
рованные миметиком отрицательной miR!136 и
мутированным GNAQ). После 48 ч культивиро!
вания клеток в образцах измеряли люцифераз!
ную активность с помощью набора Dual!
Luciferase Reporter Assay System («Promega»,
США) на люминометре Smart Line TL Tube
Luminometer («Titertek Berthold», Германия) в
соответствии с инструкциями производителя.
Каждый эксперимент по котрансфекции вы!
полняли три раза.

Проверка взаимодействий в клетках@мишенях
между генами@мишенями микроРНК и генами, ас@
социированными с эстральным циклом. Для опре!
деления биологической функции GNAQ в клет!
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ках гипоталамуса мы провели эксперименты по
трансфекции микроРНК с использованием
miR!136, в том числе с группой миметиков
miR!136 и группой BC в качестве отрицательно!
го контроля. Эксперименты были выполнены
на культуре нейронов гипоталамуса, получен!
ных от эмбрионов овец [21]. После 48 ч культи!
вирования получали экстракты тотальной РНК
клеток гипоталамуса как описано выше. Изме!
нения в генах, ассоциированных с фотоперио!
дом и сезонным эстральным циклом, определя!
ли с помощью количественной ПЦР в реальном
времени. Все эксперименты проводили по три
раза с тремя повторами для каждого образца.
Последовательности праймеров для целевых и
контрольных (β!актин) генов представлены в
Табл. S3 Приложения.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Анализ степени эстральности и гормонального
профиля в условиях LP и SP. На основании мор!
фологических, поведенческих и эндокринных
данных мы определили, что все овцы в группе
SP демонстрировали нормальное эстральное
поведение. При этом доля овец в состоянии эст!
руса была выше в условиях LP (10/18) по сравне!
нию с SP. Кроме того, профили гормонов были
сходными в условиях LP и SP, не было обнару!
жено значительных различий в уровнях гормо!
нов между группами с различными фотоперио!
дами (p > 0,05). На основании данных по P4 и E2

(рис. 1) продолжительность эстрального цикла
овец казахской породы характеризовалась дли!
ной 18–20 дней. Овцы вступили в состояние
эструса на 17!й день нашего тестового эстраль!
ного цикла. Уровни E2 достигали пиковых зна!
чений (E2 > 800 пкг/мл) на следующий день, в то
время как концентрации P4 находились на более
низком уровне (P4 < 1,0 нг/мл). Для определения
первого дня эстрального цикла овцы все экспе!
рименты были выполнены по три раза. Образ!
цы, полученные в начале эстрального состоя!
ния, были использованы для секвенирования
микроРНК.

Профили экспрессии микроРНК в гипоталаму@
се овцы. Образцы РНК со значением целостнос!
ти РНК в диапазоне от 7,0 до 9,3 были отобраны
для конструирования вышеупомянутых библио!
тек (см. рис. S1 в Приложении). Распределение
результатов секвенирования в библиотеке HEN
в сравнении с HEB показано в табл. S4 в Прило!
жении. При секвенировании библиотек и анали!
зе полученных данных нами были идентифици!
рованы 493 микроРНК, включая 145 известных и
348 предсказанных новых микроРНК. В соответ!

ствии с принятой системой установления се!
мейства микроРНК (the miRbase family organiza!
tion) эти микроРНК были классифицированы в
51 семейство. В двух библиотеках было проана!
лизировано распределение длин различных ти!
пов РНК (рис. S2, Приложение) и точность оп!
ределения нуклеотидов (рис. S3, Приложение).
Для сравнения частот конкретной микроРНК в
каждой группе (рис. 2, a и b) были получены со!
ответствующие точечные диаграммы (scatter
plots). В сравнении с профилями экспрессии
микроРНК в библиотеке HEB, в библиотеке
HEN было обнаружено значительное изменение
уровня экспрессии 15 известных микроРНК
(рис. 3), в частности, было отмечено значитель!
ное повышение уровня экспрессии одной мик!
роРНК и снижение уровня экспрессии для 14
других микроРНК. Экспрессии трех микроРНК
в библиотеке HEN (miR!148a, miR!29b и
miR!136) значительно отличались от таковых в
библиотеке HEB. Значительное повышение
экспрессии было отмечено для miR!148a, сни!
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Рис. 1. Концентрации эстрогена (E2) и прогестерона (P4) в
течение эстрального цикла овцы в условиях длинного фо!
топериода (LP) и короткого фотопериода (SP). Каждая
точка представляет среднее значение концентрации гор!
мона. Образцы крови отбирали каждое утро в течение эст!
рального цикла овцы. Данные представлены в виде сред!
него значения ± стандартная ошибка среднего (SEM)
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жение экспрессии – для двух других микроРНК.
Следует отметить, что результаты количествен!
ной ПЦР в реальном времени соответствовали
результатам высокопроизводительного секвени!
рования (рис. 4), что указывает на достоверность
результатов последнего.

Предсказание и анализ фотопериодических
сигнальных путей. Были предсказаны гены!ми!
шени для 15 дифференциально экспрессируе!
мых в библиотеках HEN и HEB микроРНК
(4519 генов). Эти гены участвуют в 310 регуля!
торных путях, включая такие процессы, как фо!
топериодическая регуляция, мелатонин!опо!
средованные пути (такие как регуляция циркад!
ного ритма, метаболизм тирозина и щелевые
контакты), эстроген!зависимые сигнальные пу!
ти (сокращение гладких мышц сосудов, ретро!
градные эндоканнабиноидные сигнальные пути
и ГАМКергический синапс), а также пищевая и
эндокринная регуляция (контролируемая эн!
докринной системой и другими факторами ре!
абсорбция кальция, прогестерон!опосредован!
ное созревание ооцитов, метаболизм тирозина,
глицина, серина и треонина). Все вышеупомя!
нутые пути, в том числе пути, ассоциированные
с фотопериодическим регулированием, питани!
ем и эстральным циклом, показаны на рис. 5.
Примечательно, что описано 5 путей, ассоци!

ированных с фотопериод!зависимой передачей
сигнала. Это регулируемая эндокринной систе!
мой и другими факторами реабсорбция кальция
(99 генов), щелевые контакты (gap junction)
(45 генов), холинергический синапс (67 генов),
сокращение гладких мышц сосудов (209 генов) и
ретроградные эндоканнабиноидные сигналь!
ные пути (62 гена) (рис. 6, a и b). В настоящей
работе на пересечении групп этих генов!мише!
ней было обнаружено 12 генов (рис. 6, a). На ос!
новании результатов анализа с использованием
GO и KEGG (KEGG enrichment) мы предполо!
жили, что ген GNAQ является ключевым узлом
(hub), ассоциированным с фотопериодом и се!
зонным эстральным циклом через допаминер!
гический синапс, циркадные ритмы, синтез ти!
реоидных гормонов, эстроген!зависимый сиг!
нальный путь и GnRH!зависимый (гонадотро!
пин!рилизинг!гормон) сигнальный путь. Соот!
ветственно данным о предсказании генов!ми!
шеней, GNAQ является геном!мишенью для
miR!136. Следует отметить, что также было по!
казано, что некоторые зависимые от питатель!
ных веществ сигнальные пути задействованы в
регуляции фотопериодических сигнальных пу!
тей, таких как метаболизм тирозина (рис. 6, b).
Эти данные свидетельствуют в пользу того, что
пара miR!136–GNAQ играет ключевую роль в
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Рис. 2. Различные уровни экспрессии микроРНК между группами HEN и HEB. a – Известные микроРНК; b – новые
микроРНК. Ось Х – уровни экспрессии микроРНК в группе HEN; ось Y – уровни экспрессии микроРНК в HEB. Одна
точка представляет одну микроРНК; точки красного цвета означают кратное изменение >2,2; синие точки >1/2; зеленые
точки обозначают <1/2
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модуляции ингибирующего эффекта LP при
улучшении питании.

Проверка регуляции с отрицательной обратной
связью в паре микроРНК–мРНК. Нами были

изучены профили экспрессии miR!136 и GNAQ
в гипоталамусе. Результаты ПЦР в реальном
времени свидетельствуют о том, что экспрессия
miR!136 в группе HEB в сравнении с HEN зна!
чительно снижена (p < 0,01). Напротив,
экспрессия GNAQ была повышена на 283%
(p < 0,01) в библиотеке HEN (рис. 7, a), что поз!
волило предположить, что между miR!136 и
GNAQ может существовать механизм регулиро!
вания с отрицательной обратной связью. Для
анализа регуляторных связей между miR!136 и
GNAQ рекомбинированные репортерные векто!
ры с 3′!UTR гена GNAQ были котрансфицирова!
ны в клетки HeLa с миметиком miR!136. Актив!
ность люциферазы Renilla была значительно
снижена в группе миметика miR!136 (p < 0,01) в
сравнении с другими группами, подтверждая,
что miR!136 и GNAQ представляют отрицатель!
но регулируемую пару (рис. 7, b и c).

Функциональная верификация взаимодей@
ствий между генами@мишенями микроРНК и гена@
ми, ассоциированными с фотопериодическим эст@
ральным циклом в целевых клетках. Мы стреми!
лись проанализировать показатели экспрессии
GNAQ при различных схемах существования
животных, включая эстральное и анэстральное
состояние в условиях LP, а также эстральное
состояние в условиях SP. Профили тканевой
экспрессии показаны на рис. 8, a. Уровни
экспрессии GNAQ были выше в ткани гипота!
ламуса при анэстральном состоянии (HNN),
сниженные уровни экспрессии были зафикси!
рованы в эстральном состоянии в условиях
LP (HEN) и SP (HEB). Следовательно, уровни
экспрессии GNAQ могут влиять на эструс при
разных схемах воздействия на животных. Для
дальнейшего подтверждения ингибирующего
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Рис. 3. Известные микроРНК с различной степенью
экспрессии в образцах библиотек HEN и HEB

Рис. 4. Валидация результатов секвенирования по технологии Solexa образцов микроРНК из ткани гипоталамуса с ис!
пользованием ПЦР в реальном времени. Предсказанные новые микроРНК были названы случайным образом с префик!
сом «novel». Изменения уровня экспрессии представляют изменения в библиотеке HEB в сравнении с HEN
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эффекта miR!136 в отношении GNAQ и изуче!
ния потенциальных регуляторных взаимодей!
ствий между фотопериодом и сезонным эст!
ральным циклом были отобраны некоторые
ключевые гены из классического сезонного ре!
продуктивного пути и проанализирована их
экспрессия в культуре клеток гипоталамуса.
Экспрессия GNAQ была понижена в группе,
трансфицированной миметиком miR!136 по
сравнению с экспрессией этого гена в группе от!
рицательного контроля (miR!136!NC). Кроме
того, было отмечено изменение уровня экспрес!
сии генов, ассоциированных с эстральным цик!
лом. Так, была повышена экспрессия генов
KISS1 и GnRH (p < 0,05), а экспрессия генов
DIO2 и TSHB была заметно понижена (p < 0,05)
(рис. 8, b). Эти результаты свидетельствуют о
том, что пара miR!136–GNAQ может играть
важную роль в изменении эффекта фотоперио!

дического ингибирования у племенных живот!
ных с сезонным циклом воспроизводства.

ОБСУЖДЕНИЕ

В природных условиях фотопериод является
важным фактором, который модулирует репро!
дуктивную способность, в частности у мелких
жвачных животных, и оказывает влияние на
эстральный цикл и эффективность размноже!
ния. Тем не менее фотопериод также стал одним
из основных лимитирующих факторов, предот!
вращающим круглогодичное размножение
большинства млекопитающих. Овцы казахской
породы хорошо известны в северном Китае как
типичная порода с сезонным циклом воспроиз!
водства. В предыдущей работе мы обнаружили,
что улучшение питания может влиять на инги!
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Рис. 5. Кластеризованная тепловая карта базы данных KEGG pathway (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Пока!
заны пути, обнаруживаемые в различных фотопериодических условиях при дополнительном питании. Интенсивность ок!
рашивания характеризует оценку представленности для каждого пути KEGG
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бирующий эффект LP на эстральное поведение
овец, приводя к удлинению продолжительности
сезона размножения и соответствующему уко!
рочения периода анэструса. Таким образом,
улучшение питания подталкивает овец к иници!
ации нового эстрального цикла вне сезона разм!
ножения [16, 22]. Примечательно, что мы не об!
наружили никаких различий в поведении при
естественном и индуцированном эструсе при
различных фотопериодических условиях; в то
же время наличие различий в молекулярном ме!
ханизме регуляции инициации эструса остава!
лось под вопросом. Следовательно, для анализа
механизма, лежащего в основе инициации эст!
руса у этих овец, были необходимы дополни!
тельные исследования. Настоящая работа спо!
собствует пониманию деталей молекулярного
механизма инициации и окончания эструса у
племенных животных.

В настоящей работе, основанной на модели!
ровании условий сезонного фотопериода, нами
были созданы две библиотеки микроРНК из ги!
поталамуса животных, помещенных в условия
LP и SP при повышенном уровне питания (биб!
лиотеки HEN и HEB соответственно). С по!
мощью анализа паттернов экспрессии мик!

роРНК мы идентифицировали 15 дифференци!
ально экспрессируемых в библиотеках HEN и
HEB известных микроРНК. Из них следует от!
метить три наиболее важные высоко экспресси!
руемые микроРНК, а именно miR!148a,
miR!29b и miR!136. Ранее в ряде работ было по!
казано, что miR!136 может ингибировать
экспрессию рецептора лютеинизирующего гор!
мона (LHR – luteinizing hormone receptor) в яич!
никах [23, 24]. LHR способен модулировать
экспрессию генов биологических часов, ассоци!
ированных с сезонным эстральным цик!
лом [25–27], что позволяет предположить, что
miR!136 играет важную роль в регуляции гипо!
таламо!гипофизарно!овариальной оси (HPO
axis). Анализ с использованием баз данных GO и
KEGG показал существование важного хаба, ге!
на GNAQ, опосредующего взаимосвязь между
фотопериодом и ассоциированными с эструсом
сигнальными путями, задействованными во
многих биологических системах, таких как цир!
кадные ритмы, допаминергический синапс,
синтез тироидных гормонов, GnRH!опосредо!
ванный сигнальный путь, эстроген!опосредо!
ванный сигнальный путь, а также регулируемый
эндокринной системой и другими факторами
процесс реабсорбции кальция и сокращение
гладких мышц сосудов (рис. 5). В настоящей ра!
боте с использованием программ TargetScan и
RNAhybrid мы показали, что miR!136, предпо!
ложительно, имеет возможность целенаправ!
ленно воздействовать на GNAQ. Кроме того, ос!
новываясь на полученных результатах, мы выб!
рали пару miR!136–GNAQ для проведения це!
левой проверки их связи путем трансфицирова!
ния клеток HeLa миметиком miR!136 и отрица!
тельным контролем. Полученные результаты
подтвердили существование отрицательной об!
ратной связи между miR!136 и GNAQ, что соот!
ветствовало профилям их тканевой экспрессии
в тех же образцах. Поэтому мы пришли к выво!
ду, что таргетирование GNAQ с помощью
miR!136 может быть связано с фотопериодичес!
ким ингибированием, играя роль триггера для
прекращения сезонного эстрального цикла в ус!
ловиях LP.

В настоящее время описано два основных
сигнальных пути, которые, предположительно,
связаны с фотопериодизмом и эструс!ассоци!
ированными сигнальными путями, а именно
KISS1/GPR54 и TSH!DIO2/DIO3 [22, 28–32].
Для дальнейшего исследования биологической
функции miR!136 в таргетировании GNAQ в ре!
гуляторных путях, ассоциированных с фотопе!
риодом и сезонным эстральным циклом, нами
были отобраны ключевые гены (KISS1, GPR54,
DIO2, DIO3, TSHB и GnRH) для проведения ана!
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Рис. 6. Пять сигнальных путей, тесным образом ассоци!
ированные с фотопериодом, питанием и эстральным цик!
лом при дополнительном питании. Были посчитаны пе!
рекрывающиеся гены!мишени, относящиеся к этим сиг!
нальным путям (a), и показано количество генов!мишеней
в каждом пути (b)
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лиза их функций в клетках гипоталамуса овцы.
Полученные нами результаты свидетельствуют о
том, что экспрессия KISS1 и GnRH значительно
повышается в клетках гипоталамуса овец при
miR!136!инициированном снижению экспрес!
сии GNAQ. Напротив, экспрессия TSHB и DIO2
была существенно понижена, что позволяет
предположить, что путь KISS1/GPR54 активи!
руется тогда, когда имеет место снижение
экспрессии GNAQ, в то время как инициация
пути TSH!DIO2/DIO3 происходит при повыше!
нии экспрессии GNAQ в гипоталамусе. Более

того, в ряде работ показано, что путь
KISS1/GPR54 может участвовать в активации
оси HPO в условиях SP или сезона размножения
[33, 34]. Сходные результаты также получены
при определении профиля экспрессии GNAQ в
ткани гипоталамуса. Такой результат может объ!
ясняться большим содержанием ERα в нейро!
нах KISS1, но не в нейронах GnRH [35–38], что
приводит к появлению отрицательной обратной
связи с эстрогеном. Описанные выше эффекты
играют важную роль в опосредовании выброса
GnRH и инициации нормального цикла раз!
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Рис. 7. a – Относительные уровни экспрессии oar!miR!136 и её мишени GNAQ в гипоталамусе (сравнение HEN и HEB).
Данные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего (SEM). * p < 0,05, статистически досто!
верные различия. b – Схематическое изображение целевой последовательности oar!miR!136 в 5′!UTR гена GNAQ. Пять
нуклеотидов (комплементарных нуклеотидам 1, 3, 5, 6 и 7 oar!miR!136) были модифицированы в 3′!UTR гена GNAQ.
c – Активность гена люциферазы, связанного с 3′!UTR гена GNAQ. Плазмиды psiCHECKTM!2 с репортерной люцифера!
зой светлячка и с 3′!UTR дикого типа (WT) или мутированными 3′!UTR (MU) гена GNAQ были трансфицированы в клет!
ки Hela вместе с пустым вектором, миметиком oar!miR!136 или миметиком отрицательного контроля и геном!репорте!
ром люциферазы Renilla (для нормализации данных). Активность люциферазы измеряли через 48 ч. За 100% брали сред!
ние значения результатов по клеткам, трансфицированным контрольным вектором psiCHECKTM!2. Полученные данные
представлены в виде среднего значения ± стандартное отклонение (SD) (n = 3). ** p < 0,01, статистически достоверные
различия

*

*
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множения, чей эффект, вероятно, передается в
мозг через нейроны KISS1, а не через нейроны
GnRH в гипоталамусе [39–41]. Напротив, в ряде
других работ показано, что путь TSH!
DIO2/DIO3 скорее блокирует активность оси
HPO, что обычно происходит в условиях LP или
вне сезона размножения [42, 43]. Эти результаты
соответствуют профилю тканевой экспрессии,
определенному в настоящей работе. Такая кар!
тина может быть обусловлена повышенной
экспрессией DIO2, который в гипоталамусе мо!
жет превращать T4 в T3 для прекращения ре!
продуктивной активности [4, 44, 45]. Следова!
тельно, наши результаты свидетельствуют о том,

что в условиях обычного или недостаточного
питания и длинного светового дня происходит
усиление действия miR!136 на GNAQ. С учетом
того, что GNAQ преимущественно действует на
путь TSH!DIO2/DIO3, можно предположить,
что в таком случае путь TSH!DIO2/DIO3 не мо!
жет инициировать нормальный эстральный
цикл и в конечном итоге особь остается в анэст!
ральном состоянии в условиях LP. Напротив,
при улучшенном питании в условиях LP
экспрессия GNAQ понижается, что приводит к
его сопряжению с путем KISS1/GPR54 и акти!
вации эстрального цикла в условиях фотоперио!
дического ингибирования.
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Рис. 8. a – Уровни экспрессии GNAQ у отдельных особей при различных схемах. b – Относительная экспрессия GNAQ и
родственного ему гена в нервных клетках гипоталамуса овец от трансфицированных различным образом групп. Все экс!
перименты проводились независимо и как минимум три раза. Данные представлены в виде среднего значения ± SEM.
** p < 0,01, статистически достоверные различия
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В целом, с использованием биоинформати!
ческих методов анализа нами были идентифи!
цировано 15 дифференциально экспрессируе!
мых известных микроРНК в библиотеках HEN
и HEB. Кроме того, мы установили, что пара
miR!136–GNAQ может потенциально являться
ключевым игроком в молекулярном механизме,
с помощью которого модулируются начало эст!
руса и её окончание у племенных животных с се!
зонным циклом. Эти результаты важны для луч!
шего понимания взаимосвязей между сезонно
размножающими сельскохозяйственными жи!
вотными и их окружением. Они могут быть ис!
пользованы в качестве комплексной техничес!
кой поддержки для достижения круглогодично!
го воспроизводства у светочувствительных се!
зонно размножающихся млекопитающих.
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COMPARATIVE ANALYSIS AND IDENTIFICATION OF DIFFERENTIALLY
EXPRESSED microRNAs IN THE HYPOTHALAMUS OF KAZAKH SHEEP

EXPOSED TO DIFFERENT PHOTOPERIOD CONDITIONS
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MicroRNAs (miRNA) plays an important role in several mammalian biological regulatory processes by post!tran!
scriptionally regulating gene expression. However, there is little information on the miRNAs involved in the pho!
toperiodism pathway that controls seasonal activity. To enhance our knowledge on the effect of different photoperiod
conditions on miRNA, we divided Kazakh sheep into two groups: one exposed to a long photoperiod (LP, 16L:8D)
and another – to a short photoperiod (SP, 8L:16D) under supplemental feeding conditions. Further we compared the
related miRNAs and target genes between the two groups. Fifteen differentially expressed miRNAs were identified,
which were associated with 310 regulatory pathways covering photoperiodism, reproductive hormones, and nutrition.
The miR!136!GNAQ pair was selected and validated as a differentially expressed, and a dual!luciferase reporter assay
showed that the negative feedback loop existed between them. Examination of the expression profile revealed that the
GNAQ expression was low in the estrous females both under LP and SP conditions, but high expression of GNAQ
was observed in the anestrous females under LP conditions. Moreover, functional analysis revealed that KISS1 and
GnRH expression was upregulated when GNAQ expression was downregulated in the hypothalamic cells, whereas
DIO2 and TSHB expression was downregulated. Thus, miR!136!GNAQ might act as a switch in the regulation of
seasonal estrus under different photoperiod conditions. These findings further enrich our understanding of the rela!
tionship between miRNAs and seasonal regulation of reproductive activity. Furthermore, our study provides novel
insights into the miRNA!mediated regulatory mechanisms for overcoming photoinhibition in the seasonally breeding
mammals, such as Kazakh sheep.

Keywords: miRNA, hypothalamus, target gene, nerve!endocrine regulation, feedback loop


