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ВЫСОКОЕ АЛЛЕЛЬНОЕ РАЗНООБРАЗИЕ ГЕНА DRB3 (КЛАСС II ГКГ)
У САЙГАКА (Saiga tatarica L., 1766), ПОЛУЧЕННОЕ С ПОМОЩЬЮ 
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Впервые описаны нуклеотидные последовательности аллелей гена DRB3 главного комплекса гисто-
совместимости (класс II) сайгака. Для исследованной выборки получена высокая степень гетерози-
готности. Результаты анализа согласуются с гипотезой сверхдоминирования гетерозигот. Филоге-
нетические связи аллей гена DRB3 сайгака и других полорогих не соответствуют систематическому
положению сайгака в сем. Bovidae. Предполагается, что полиморфизм аллелей гена DRB3 ГКГ сай-
гака в первую очередь обусловлен разнообразием возбудителей заболеваний (бактерий, простей-
ших, гельминтов и др.), воздействующих на популяцию сайгаков в ходе эволюционной истории.
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Проблема утраты генетического разнообразия
в результате длительной депрессии численности
животных и нарушение механизма сохранения
биологического разнообразия в таких популяциях
являются одной из важнейших в современной эко-
логии и природоохранной биологии. Генетическое
разнообразие в значительной степени отражает
адаптивный потенциал организмов, популяций и
видов [1–5]. В первую очередь это касается разно-
образия функционально значимых генов и генных
комплексов, обусловливающих устойчивость жи-
вотных к неблагоприятным факторам среды –
инфекционным агентам, резким климатическим
изменениям и т.п. В связи с этим исследователи
оказывают пристальное внимание генам главного
комплекса гистосовместимости (ГКГ), отвечаю-
щим за иммунитет. В семействе Bovidae, к кото-
рому относится сайгак, расположение генов ГКГ
было изучено на примере Bos taurus [6]. Установ-
лено, что в этой группе млекопитающих он рас-
положен на 23-й хромосоме [7]. Как и у остальных
млекопитающих, его принято разделять на три
класса генов: первый отвечает за иммунитет к
внутриклеточным паразитам (как вирусного, так
и бактериального происхождения), второй – за
восприимчивость к внеклеточным чужеродным
агентам, третий класс генов несет вспомогатель-
ную функцию по отношению к первым двум [8–
11]. Наиболее информативным у копытных счи-

тают ген DRB3, относящийся ко II классу ГКГ
[12]. Полиморфизм аллелей гена DRB3 критиче-
ски важен для жизнеспособности популяций и
видов, испытывающих длительное катастрофи-
ческое снижение численности [13]. Именно к
этой категории относится популяция сайгака
(Saiga tatarica) Северо-Западного Прикаспия,
включенная в Красную книгу России и в Между-
народный список видов, находящихся под угрозой
исчезновения (IUCN, http://www.iucnredlist.org/
details/19834/0). Численность этой, единственной
в Европе, популяции сайгака, обитающей в во-
сточных районах Республики Калмыкия и юго-
западной части Астраханской области, с конца
XX в. снизилась более чем в 40 раз: с 150000 осо-
бей до 7500 в 2012 г. [14–16], а в 2016 г., согласно
экспертной оценке (В.Г. Калмыков, личное сооб-
щение), составила всего 3500 особей. В природо-
охранной биологии считается, что сохранение
видов позвоночных животных обеспечивается
благодаря поддержанию генетического разнооб-
разия и приспособленности к меняющимся усло-
виям среды при необходимой пороговой величи-
не эффективной численности в 500–5000 особей
[17–20]. Исходя из этого, можно предположить,
что эффективная численность популяции сайга-
ка Северо-Западного Прикаспия в настоящее
время приблизилась к ее минимальной порого-
вой величине. Катастрофические падения чис-
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ленности неоднократно отмечались и в эволюци-
онной истории сайгака [21–23]. Кроме того, сле-
дует отметить, что в естественных условиях
сайгак подвержен разнообразным заболеваниям
(пастереллезу, ящуру, бруцеллезу, сибирской яз-
ве и др.), а также инвазиям разнообразных видов
гельминтов [21, 24–27]. До настоящего момента
исследований, посвященных полиморфизму ал-
лелей генов ГКГ, обеспечивающих иммунный от-
вет у сайгаков, не проводили.

Цель данной работы – описать аллельное раз-
нообразие гена DRB3 у сайгака (Saiga tatarica) ме-
тодом полногеномного секвенирования NGS и
сравнить его с полиморфизмом этого гена у дру-
гих представителей семейства Bovidae.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для работы мы использовали образцы пупови-

ны от 12 новорожденных сайгаков, собранные на
территории заповедника “Черные Земли” в Кал-
мыкии в 2011 г. Выделение ДНК из образцов про-
изводили набором реагентов Diatom prep 100
(Изоген, Россия). Полимеразная цепная реакция
(ПЦР) проводилась с помощью набора реагентов
Tersus Plus PCR Kit (Евроген, Россия) с прайме-
рами La31 (5'-GATGGATCCTCTCTCTGCAGCA-
CATTTCCT-3') и La32 (5'-CTTGAATTCGCGCT-
CACCTCGCCGCTG-3'), для которых показано,
что они эффективно амплифицируют ген DRB3 у
разных видов копытных млекопитающих [28–31]
в режиме, описанном ранее [29]. Фрагменты ПЦР
нужной длины очищали методом вырезания из
геля с помощью колонок Cleanup Standard (Евро-
ген, Россия). Концентрацию ДНК измеряли на
капельном спектрофотометре NanoDrop 8000
(Thermo Scientific, США). Общая концентрация
ПЦР-продукта составляла 500 нг. Для приготов-
ления ДНК-библиотеки использовали лигирова-
ние очищенного ПЦР-продукта с адапторами Gs
Rapid Library (Roche, Германия), с помощью ко-
торых определялась принадлежность ПЦР-про-
дукта к определенному образцу. Далее проводили
эмульсионную ПЦР с использованием набора с
эмульсионным маслом и реагентов для эмПЦР
лигированных библиотек. ПЦР-продукт секве-
нировали с использованием реакции параллель-
ного пирофосфатного секвенирования (техноло-
гия 454) на частицах-носителях на аппарате GS
Junior (Roche, США) на базе ЦКП “Геном” ИМБ
РАН. За один запуск определяли последователь-
ности ПЦР-продукта для 12 разных образцов. В
результате секвенирования было получено боль-
шое количество прямых и обратных прочтений
разной длины. С помощью программы СLС Ge-
nomic Workbench 8.5 (QIAGEN Aarhus A/S) отби-
рали последовательности с уровнем качества
(PHRED) больше 30, а длина соответствовала
расчетной (длина фрагмента гена, включающего

праймерные и адапторные последовательности).
Для каждого образца было получено от 341 до
4207 прочтений подходящего качества и длины.
Последовательности, прошедшие фильтрацию,
были разделены на прямые и обратные и сохране-
ны в формате FASTA. Их выравнивание и удале-
ние праймерных областей проводили с помощью
программы Lasergene MegAlign. 7.1.0 (DNASTAR.
Madison, WI). Для выявления уникальных после-
довательностей в каждом образце использовали
сетевой ресурс FaBox [32]. Число последователь-
ностей, описанных в программе FaBox для каждо-
го образца, составило от 78 до 510. В каждом образ-
це с частотой от 19.71 до 30.41% присутствовали два
варианта. Помимо этого, с частотой меньше 0.7%
встречались минорные последовательности. По-
скольку ген DRB3 является однокопийным, то
наиболее частые варианты рассматривались как
истинные аллели, а минорные последовательно-
сти – как результат ошибок полимераз в процес-
се ПЦР.

Вычисление показателей гетерозиготности
выполняли в программе Arlequin 3.5.2 [33]. Стати-
стические расчеты проведены в пакете программ
STATISTICA 8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).
Проверку используемых выборок значений на
нормальность распределений осуществляли с по-
мощью теста Шапиро–Уилкса. По результатам
данного теста сравнение значений наблюдаемой
(HO) и ожидаемой гетерозиготности (HE) прово-
дили с помощью Т-теста для зависимых перемен-
ных, а наблюдаемые генетические дистанции меж-
ду описанными сочетаниями аллелей и остальны-
ми, теоретически возможными вариантами
выполняли методом Манна–Уитни. Построение
филогенетических деревьев сделано в программе
MEGA 6.06 [34] методом Neighbor-Joining (NJ) с
использованием модели Тамура–Нея, медиан-
ной сети аллелей гена DRB3 – в программе Net-
work 5000 [35]. Для удаления избыточного коли-
чества промежуточных узлов использовалась
функция упрощения сети (MP calculation). Для
построения сети гаплотипов и NJ-дендрограмм
были использованы нуклеотидные последова-
тельности аллелей гена DRB3 и гена цитохрома b
мтДНК представителей сем. Bovidae, включен-
ные в базу NCBI (номера указаны на соответству-
ющих рисунках).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Описание нуклеотидных последовательностей

Для изученной выборки сайгаков описано
семь аллелей гена DRB3. Нуклеотидные последо-
вательности аллелей (250 пн) помещены в между-
народную генетическую базу NCBI под номерами
MF960850–MF960856. Распределение аллелей в
исследованных образцах показано в табл. 1. Вы-
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явлено 29 вариабельных сайтов (замен), из кото-
рых 23 – парсимониально-информативные. Все
животные были гетерозиготны по аллелям гена
DRB3. Наблюдаемая гетерозиготность (HO = 1)
достоверно отличалась от ожидаемой (HE = 0.83;
χ2 = 18.58, р < 0.01). Дополнительно рассчитывали
показатели гетерозиготности на основании от-
дельных изменчивых нуклеотидных позиций (за-
мен), рассматривая их как отдельные локусы.
Различия между значениями HO и HE были стати-
стически достоверны (T = 7.77; p < 0.01; n = 29)
(рис. 1). Таким образом, в обоих случаях наблю-
даемая гетерозиготность по гену DRB3 была до-
стоверно выше ожидаемой. Эти результаты со-
гласуются с гипотезой преимущественного отбо-
ра гетерозигот, основанной на экспериментально
полученном наблюдении кодоминантного типа
наследования аллелей ГКГ [36]. Согласно данной
гипотезе существуют два варианта действия отбо-
ра: симметричный балансирующий отбор, даю-
щий одинаковое преимущество любым гетерози-
готам [37], и дивергентное аллельное преимуще-
ство. В последнем случае наиболее успешными, с
точки зрения отбора, являются гетерозиготы с
наиболее сильно отличающимися аллелями [38].
Для проверки существования признаков дивер-
гентного аллельного преимущества в нашей вы-
борке аллелей мы рассмотрели аминокислотные
последовательности аллелей гена DRB3.

Описание аминокислотных последовательностей

Полученные нуклеотидные последовательно-
сти аллелей гена DRB3 сайгака транслировали в
аминокислотные последовательности (табл. 2).
Исследуемая последовательность гена DRB3 ко-
дирует 83 аминокислоты. В описанных аллелях
гена DRB3 выявлено 20 вариабельных позиций
(замен) аминокислот, из них 16 – парсимониаль-
но-информативные. Были обнаружены две пары
разных нуклеотидных последовательностей, коди-
рующие идентичные последовательности амино-
кислот: MF960851 и MF960854, а также MF960853

и MF960856. Поэтому далее последовательность
аминокислот, соответствующая каждой паре, бы-
ла записана под номером одного из кодирующих
ее вариантов (MF960851 и MF960853 соответ-
ственно). Оказалось, что и на уровне белковых
продуктов гена DRB3 сохраняется высокий уро-
вень гетерозиготности. Мы вычислили генетиче-
скую дистанцию (p-distance) между аминокислот-
ными последовательностями аллелей каждого
исследуемого образца. Для сравнения использо-
вали выборку генетических расстояний, рассчи-
танных тем же способом между всеми возможны-
ми сочетаниями аллелей, за исключением уже
описанных нами. Сравнение этих выборок не по-
казало достоверных отличий наблюдаемых ди-
станций между описанными сочетаниями аллелей
от остальных, теоретически возможных (U = 59.5,
Z = 0.033, p = 0.97). Таким образом, на уровне
аминокислотных последовательностей наши
данные не позволяют подтвердить предположе-
ние о дивергентном аллельном преимуществе в

Таблица 1. Распределение аллелей гена DRB3 среди исследованных сайгаков

№ аллелей
в NCBI

Образцы

S1 S2 S3 S4 S6 S21 S23 S24 S25 S26 S27 S28

MF960850 + + + + + + +
MF960851 + + + + + +
MF960852 + + +
MF960853 +
MF960854 +
MF960855 + +
MF960856 + + + +

Рис. 1. Средние значения наблюдаемой (HO) и ожида-
емой гетерозиготности (HE), рассчитанной для каж-
дого изменчивого нуклеотидного локуса.
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популяции сайгаков. Необходимо отметить, что
наши выводы не являются окончательными, по-
скольку основаны на анализе небольшой выбор-
ки животных. Дальнейшее развитие работы поз-
волит внести уточнения в сделанные нами заклю-
чения.

Сравнение аллелей гена DRB3
сайгака с другими полорогими

Для выявления возможных филогенетических
связей аллелей гена DRB3 сайгака была построена
медианная сеть аллелей с использованием гомо-

логичных нуклеотидных последовательностей
ряда видов семейства Bovidae (рис. 2). Общих га-
плотипов с другими видами этого семейства об-
наружено не было. Медианная сеть аллелей гена
DRB3 не образовала ясной филогенетической
структуры. При этом аллели гена DRB3 сайгаков
объединились в три группы. Одна из этих групп,
близкая к быку (Bos taurus), возможно, сформиро-
валась под влиянием одних и тех же внешних эко-
логических факторов.

Для филогенетических деревьев (NJ), постро-
енных по фрагментам генов DRB3 и цитохрома b
мтДНК для сайгака и других видов семейства поло-

Таблица 2. Встречаемость аминокислотных последовательностей аллелей гена DRB3 в образцах сайгаков

Аминокислотные 
последовательности

Образцы

S1 S2 S3 S4 S6 S21 S23 S24 S25 S26 S27 S28

MF960850 + + + + + + +
MF960851 + + + + + + +
MF960852 + + +
MF960853 + + + + +
MF960855 + +

Рис. 2. Медианная сеть аллелей гена DRB3 сайгака и других представителей сем. Bovidae. Длина ветвей пропорцио-
нальна числу мутаций, разделяющих аллели, черным цветом выделены аллели сайгаков. Серыми точками показаны
узловые гипотетические аллели.
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рогих, соответствия между топологиями не обнару-
жено (рис. 3,а, б). Характерно, что на NJ-дендро-
грамме аллели гена DRB3 (рис. 3,б) формируют
три группы, одна из которых существенно удалена
от других, в то время как на дендрограмме, постро-
енной по последовательностям гена цитохрома b

мтДНК, сайгаки образуют единую гаплогруппу
(рис. 3,а). Аналогичные результаты были получе-
ны при сравнении дендрограммы по гену DRB3 с
опубликованными ранее построениями, осно-
ванными на ядерных и/или митохондриальных
генах [39, 40]. Таким образом, филогенетические
связи аллей гена DRB3 сайгака и других полорогих
не соответствуют систематическому положению
сайгака в семействе Bovidae. Вероятно, разнообра-
зие аллелей гена DRB3 ГКГ сайгака в первую оче-
редь обусловлено разнообразием инфекционных и

инвазийных агентов, воздействующих на популя-
цию сайгаков в ходе эволюционной истории.

Наше предварительное исследование позво-
лило впервые описать нуклеотидные последова-
тельности аллелей гена DRB3 (ГКГ класс II) сай-
гака. У животных обнаружена высокая степень
гетерозиготности, а также признаки соответствия
сформулированной в литературе гипотезе сверх-
доминирования гетерозигот. Предполагается, что
полиморфизм аллелей гена DRB3 ГКГ сайгака в
первую очередь обусловлен множеством возбуди-
телей заболеваний, воздействующих на популя-
цию сайгаков в ходе эволюционной истории,
включая Pasteurella multocida (возбудитель пасте-
реллеза), а также более 55 видов эндопаразитов, в
том числе около 10 видов простейших, кокцидий
рода Eimeria, различных видов нематод и цестод

Рис. 3. Филогенетическое дерево гаплотипов цитохрома b мтДНК, построенное методом Neighbor-Joining с эволюци-
онной моделью Тамура–Нея (а). Филогенетическое дерево аллелей гена DRB3, построенное методом Neighbor-Joining
с эволюционной моделью Тамура–Нея (б). Цифры в узлах обозначают уровень бутстреп поддержки (1000 реплик),
значения менее 50% не показаны. Шкала – генетическая дистанция между гаплотипами. Перед латинским названием
вида указан номер последовательности в базе NCBI (для обоих позиций рисунка).
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[41]. Для уточнения выдвинутых нами предполо-
жений требуется дальнейшее исследование на
большей выборке животных.

Авторы благодарят за содействие в организа-
ции сбора образцов А.В. Давыдова, за помощь в
проведении секвенирования – специалиста по про-
дукции ООО “Рош Диагностика Рус” Н.В. Коробан

и руководителя ЦКП “Геном” ИМБ РАН А.В.
Кудрявцеву, а также зав. сектором молекулярной
эволюции ИППИ РАН Г.А. Базыкина за консуль-
тации по обработке данных.
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Рис. 3. Окончание.
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High Allelic Diversity of the DRB3 Gene (Class II of the MHC) in Saiga
(Saiga tatarica L., 1766), Obtained by New Generation Sequencing Method

K. K. Tarasiyna, P. A. Sorokina, *, N. V. Kashininaa, and M. V. Kholodovaa, b

aSevertsov Institute of Ecology and Evolution Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
bDepartment of zoology, Tomsk State University, Tomsk, 634050 Russia

*e-mail: sorokin-p@yandex.ru

The nucleotide sequences of the alleles of the DRB3 gene of the Main Histocompatibility Complex (class II)
of Saiga antelope were described. High degree of heterozygosity was found. The results of the analysis are
consistent with the hypothesis of over-dominance of heterozygotes. Phylogenetic relations of the DRB3 gene
alleles of the Saiga antelope and other Bovidae species do not correspond to the systematic position of Saiga
tatarica. It is assumed that the polymorphism of the DRB3 gene alleles of Saiga is primarily due to the variety
of extracellular pathogens (bacteria, protozoa, helminths and others) affecting its population during the evo-
lutionary history of the species.

Keywords: saiga, major histocompatibility complex, DRB3 gene, allelic diversity.
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