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Для фиксации и хранения личинок морских глубоководных рыб опробованы три водных буферных
раствора, позволяющие стабилизировать ДНК, а также сохранить исходную форму тела и морфоло-
гические структуры. По результатам оценки качества ДНК и внешнего вида личинок спустя 6 мес.
после фиксации к использованию рекомендован содержащий диметилсульфоксид буфер. Этот
фиксатор, в отличие от этанола или формалина, не токсичен, не горюч, не требует хранения образ-
цов в холодильнике, а также совместим со стандартными методиками выделения ДНК или прото-
колами коммерческих наборов.
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Техническое развитие и удешевление методов
молекулярной генетики позволили в последние
десятилетия существенно продвинуться в разре-
шении вопросов эволюции, систематики и фило-
гении рыб (Johnson et al., 2009; Betancur et al., 2017).
В таксономических и популяционных исследова-
ниях становится общепринятым комплексный
подход, в рамках которого анализируются разно-
образные морфологические, экологические и ге-
нетические признаки, поэтому правильный вы-
бор способа фиксации материала приобретает
особую важность. Зоологические, в том числе их-
тиологические, коллекции традиционно фикси-
руют в формалине, как правило, с последующим
помещением в 70%-ный этанол для длительного
хранения на протяжении многих десятилетий
(Pisani, 1973). Фиксированные таким способом
образцы оказываются практически непригодны-
ми для молекулярно-генетического анализа из-за
сильной фрагментации ДНК, модификации нук-
леотидов, образования комплексов ДНК–фор-
мальдегид и связей между цепями ДНК (Serth et al.,
2000; Quach et al., 2004; Campos, Gilbert, 2012; Do,
Dobrovic, 2012; Wong et al., 2014). Как показывает
практика, анализ повреждённой формалином
ДНК требует дополнительных усилий и финансо-
вых затрат, что, однако, не гарантирует получение
положительного результата (Shedlock et al., 1997;
Schander, Halanych, 2003; Chakraborty et al., 2006;

Klopfleisch et al., 2011). В лучшем случае с исполь-
зованием стандартных методик секвенирования
по Сэнгеру удастся прочитать недлинные после-
довательности обычно митохондриальной ДНК,
которые иногда приходится складывать из совсем
коротких фрагментов, каждый из которых полу-
чают с помощью индивидуально подобранных
праймеров. C появлением технологий высоко-
производительного секвенирования (или секве-
нирования следующего поколения – NGS), поз-
воляющих одновременно считывать несколько со-
тен миллионов коротких фрагментов (50–150 пар
нуклеотидов, п.н.), появилась возможность полу-
чить намного больше информации из повреждён-
ной формалином ДНК (Hykin et al., 2015), однако
этот анализ пока ещё слишком дорог для боль-
шинства лабораторий. Необходимо иметь в виду,
что на сохранность генетического материала в
фиксированных формалином образцах могут по-
влиять многие факторы. Во-первых, от длитель-
ности нахождения тканей в формалине прямо за-
висит количество и качество содержащейся в них
ДНК (Schander, Halanych, 2003; Bucklin, Allen,
2004). Недавно было показано, что кратковре-
менная экспозиция (до 1 недели) в формалине
при низкой температуре (+4°С) может и не иметь
существенных последствий для целостности мо-
лекул ДНК, во всяком случае позволяет ампли-
фицировать из таких образцов фрагменты значи-
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тельной длины (Vivien et al., 2016). Также отмечалось,
что использование для фиксации формалина с
добавлением NaCl или формальдегида, приготов-
ленного разведением в морской воде, замедляет
фрагментацию ДНК в образцах (Seutin et al., 1991;
Paireder et al., 2013). Следует учитывать и другие
обстоятельства сбора и хранения образцов: на-
пример, в условиях высокой температуры и по-
вышенного солнечного излучения деградация
ДНК происходит интенсивнее. Таким образом,
вероятность успешного извлечения генетической
информации из фиксированных формалином об-
разцов, особенно в старых коллекциях, невоз-
можно предсказать.

Этанол (в абсолютной или 94–96%-ной кон-
центрации) – наиболее широко применяемый
фиксатор для молекулярно-генетического анализа.
Для долговременного сохранения ДНК образцы
различных тканей или мелкие организмы цели-
ком рекомендуется фиксировать в объёмном со-
отношении не менее 1 : 3 и хранить при –20°С
(Steinke, Hanner, 2011). Из-за сильной дегидрата-
ции и денатурации белков (Seutin et al., 1991) фик-
сированные в этаноле ткани могут существенно
деформироваться, что затрудняет анализ внешней
морфологии и таксономическую идентификацию,
особенно у животных с мягким обводнённым те-
лом (Castro, Thomason, 1973). Этот способ фикса-
ции, в частности, совершенно не подходит для
личинок слабо изученных глубоководных рыб,
для которых таксономическое описание и опре-
делители разработаны в основном на основе
внешней морфологии взрослых особей. Посколь-
ку во избежание посмертной деградации ДНК ли-
чинки должны быть зафиксированы как можно
быстрее после вылова, проведение полноценного
морфологического исследования уже не пред-
ставляется возможным.

Альтернативой классическим фиксаторам –
формалину и этанолу – могут служить многоком-
понентные водные растворы, содержащие раз-
личные вещества (растворители, детергенты, соли),
которые позволяют сохранять исходную форму и
морфологические структуры, а также инактиви-
ровать нуклеазы и стабилизировать высокомоле-
кулярную ДНК (Post et al., 1993; Quicke et al., 1999;
Srinivasan et al., 2002; Nagy, 2010). В сравнении с
этанолом и формалином к их преимуществам
можно отнести нетоксичность, негорючесть и
вследствие этого лёгкость транспортировки, а по
сравнению с коммерческими буферами, предна-
значенными для стабилизации нуклеиновых кислот
(например, RNAlater (“Ambion”, США) или его оте-
чественный аналог IntactRNA (ЗАО “Евроген”)), –
невысокую стоимость и доступность компонен-
тов. Один из буферных растворов, который можно
приготовить самостоятельно, содержащий диметил-
сульфоксид (ДМСО), уже хорошо зарекомендовал
себя в морфологических и генетических исследо-

ваниях различных морских беспозвоночных – не-
матод (Dawson et al., 1998; Yoder et al., 2006), мо-
ногеней (Strona et al., 2009) и моллюсков (Wil-
liams, 2007), а также применялся для фиксации
различных тканей позвоночных животных (Seutin
et al., 1991; Kilpatrick, 2002), причём анализируе-
мые пробы хранились до 5 лет при температуре
20–65°С. Апротонный растворитель ДМСО сам
по себе не консервирует ДНК, но облегчает про-
никновение в клетки стабилизирующих ДНК ве-
ществ (Kilpatrick, 2002), а также благодаря своей
высокой проникающей способности может быстро
восстанавливать и поддерживать их первоначаль-
ную форму (Yoder et al., 2006). Помимо упомянутых
фиксаторов при сборе образцов для молекуляр-
но-генетического анализа в полевых условиях
предлагалось использовать разнообразные лизи-
рующие растворы (Seutin et al., 1991; Longmire et al.,
1997; Nagy, 2010), которые позволяют обойтись
без заморозки или охлаждения образцов, а также
подготавливают ткани непосредственно к выде-
лению ДНК. Однако качество выделяемой из таких
образцов ДНК может оказаться несколько худ-
шим, чем из фиксированных с помощью содер-
жащих ДМСО растворов (Kilpatrick, 2002).

Цель работы – протестировать три буферных
раствора для фиксации и хранения личинок мор-
ских рыб. Качество ДНК в фиксированных образ-
цах оценивали с помощью амплификации и секве-
нирования фрагмента митохондриального гена 1
субъединицы цитохром-оксидазы (cox 1 мтДНК),
который используется для ДНК-баркодинга.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Личинок отлавливали в ходе 39-го рейса НИС

“Профессор Логачёв” (ИО РАН) в тропической
части Северной Атлантики разноглубинным тралом
Айзекса–Кидда в модификации Самышева–Асее-
ва. По возможности сразу же после разбора тра-
ловых уловов личинок помещали в один из трёх
фиксирующих растворов – содержащий диме-
тилсульфоксид буфер (DESS), лизирующий бу-
фер TENT и буфер Лонгмира (таблица).

Раствор DESS, содержащий 20% ДМСО, 0.25 M
этилендиаминтетраацетата натрия (ЭДТA) и на-
сыщенный NaCl (pH 8.0), приготовляли упро-
щённым способом, предложенным Йодер с соав-
торами (Yoder et al., 2006) для фиксации нематод.
Вначале приготовляли 0.5 М раствор ЭДТA, для
чего 372.24 г динатриевой соли ЭДТА растворяли
в 500 мл воды. Затем pH раствора доводили до от-
метки 8 с помощью 5 M раствора NaOH (200 г
кристаллического гидросксида натрия на 1 л во-
ды), которого понадобится ~500 мл. Значение pH
проверили с помощью индикаторной бумаги; по
достижении нужной величины добавляли воду до
конечного объёма 2 л. Для приготовления 2 л бу-
фера DESS компоненты смешивали в следующем
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порядке: 1 л 0.5 М ЭДТА, 400 мл ДМСО, 600 мл
воды и ~300–400 г NaCl до полного насыщения
раствора, о чём свидетельствует появление осадка.

Для приготовления лизирующего буфера
TENT (10 мM Трис-(гидроксиметил)аминометана
(Трис-основание), 10 мM ЭДТА, 100 мM NaCl и
2% детергента Tween 20 (“Sigma”, США)) смеши-
вали 10 мл 1 M буфера Трис-HCl (pH 8.0), 20 мл 0.5 M
ЭДТA (pH 8.0), 20 мл 5 M NaCl и 20 мл Tween 20;
доводили водой до 1 л.

Для приготовления лизирующего буфера Лонг-
мира (0.1 М Трис-основания, 0.1 М ЭДТА, 0.01 М
NaCl и 0.5%-ного додецилсульфата натрия (SDS))
смешивали 100 мл 1 M буфера Трис-HCl (pH 8.0),
200 мл 0.5 M ЭДТA (pH 8.0), 2 мл 5 M NaCl и 25 мл
20%-ного SDS; объём раствора доводили до 1 л
(Longmire et al., 1997).

Рекомендуется использовать воду высокой
степени очистки (бидистиллированную или де-
ионизованную), однако подойдет и дистиллиро-
ванная вода. Все буферы можно приготовить за-
ранее и хранить при комнатной температуре.

Личинок заливали фиксатором в соотноше-
нии 1 : 3 (DESS) или 1 : 10 (TENT и Лонгмира) в
индивидуальной 2-миллилитровой пробирке с
завинчивающейся крышкой и матовой площад-
кой для маркировки. До выделения ДНК зафик-
сированные образцы хранили ~6 мес. при ком-
натной температуре (20–30°С).

ДНК экстрагировали из фрагмента хвостовой
части личинки (достаточно 5–10 мг), который пе-
ред тем дважды промывали в бидистиллирован-
ной/деионизованной воде, поскольку ДМСО и
ЭДТА из фиксирующего раствора потенциально
могут ингибировать амплификацию ДНК (ПЦР).
Затем использовали стандартную методику экс-
тракции фенолом и хлороформом (Маниатис и др.,
1984) или коммерческий набор DiatomTM DNA
Prep100 (ООО “Лаборатория ИЗОГЕН”) согласно
протоколу; в обоих случаях лизис проводили 12–24 ч
при 56°С.

Для амплификации фрагмента сox 1 размером
около 650 п.н. использовали пару универсальных
праймеров FishF1 и FishR1 и условия, описанные

в работе Уорда с соавторами (Ward et al., 2005).
Количество и качество ПЦР-продуктов визуально
оценивали с помощью электрофореза в 1%-ном
агарозном геле. Затем их очищали от компонентов
реакции с помощью процедуры переосаждения
этанолом в присутствии ацетата аммония и се-
квенировали с использованием набора BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (“Applied Bio-
systems”, США) на автоматическом секвенаторе
ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer. Для редактиро-
вания полученных последовательностей, оценки
их качества и поиска максимального соответ-
ствия среди имеющихся в базе данных NCBI с по-
мощью компьютерных программ BLAST (NCBI.
2018) использовали программу Geneious (Kearse et al.,
2012).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Спустя несколько месяцев после фиксации в

буфере Лонгмира личинки подверглись полному
лизису, в буфере TENT лизис затронул только
верхние покровы, а у хранящихся в DESS личи-
нок внешний вид и форма не изменились. Выде-
ление ДНК, амплификация и секвенирование
фрагмента cox 1 мтДНК из личинок, зафиксиро-
ванных в буферах DESS и TENT, оказались в це-
лом успешными. О качестве ампликонов можно
судить по результату их электрофоретического
разделения в агарозном геле (рисунок). Получен-
ные последовательности cox 1 позволили легко
идентифицировать видовую принадлежность ли-
чинок путём поиска с помощью программ BLAST
максимального соответствия последовательно-
стям морских рыб, хранящимся в NCBI/Genbank.
В результате установлено, что личинки принадле-
жат видам: Nemichthys scolopaceus (Nemichthyidae),
Lampanyctus alatus, Hygophum taaningi, Ceratoscope-
lus warmingii (Myctophidae), Bothus ocellatus (Bothi-
dae), Eurypharynx pelecanoides (Eurypharyngidae),
Valenciennellus tripuntulatus (Sternoptychidae) и Di-
retmichthys parini (Diretmidae). Большинство по-
следовательностей были высокого качества (87–92%)
и длиной 631–658 п.н., а три из них – более короткие
(порядка 400 п.н.) и невысокого качества (5–10%),
этого, однако, оказалось вполне достаточно для

Положение станций 39-го рейса НИС “Профессор Логачев”, на которых разными способами были зафиксиро-
ваны личинки морских рыб

Примечание. DESS – содержащий диметилсульфоксид буфер, TENT – лизирующий буфер, состав буферов см. в тексте.

Станция Дата лова
Координаты

Горизонт лова, м Фиксирующий раствор
(число личинок, экз.)с.ш. з.д.

39L182rt 27.02.2018 14°22′46′′ 44°33′46′′ 1500–0 DESS (4), TENT (2), Лонгмира (3)
39L183rt 27.02.2018 14°26′27′′ 44°33′12′′ 700–0 DESS (1), TENT (1), Лонгмира (1)
39L189rt 01.03.2018 13°31′42′′ 45°0′22′′ 700–0 DESS (1), Лонгмира (1)
39L192rt 02.03.2018 13°28′6′′ 44°34′51′′ 2500–0 DESS (1), Лонгмира (1)
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их видовой идентификации. Скорее всего, неудо-
влетворительный результат объясняется относи-
тельно более поздним помещением образцов в
фиксирующий раствор, когда процессы посмерт-
ной деградации ДНК в клетках уже развились. На
это указывает то обстоятельство, что короткие по-
следовательности получились у личинок L. alatus
(TENT и DESS) и V. tripunctulatus, собранных на
одной станции 39L 182rt. Полноразмерные после-
довательности cox1 мтДНК личинок шести видов
были помещены в NCBI/Genbank под номерами
MK050650–MK050655.

Таким образом, буфер DESS можно рекомен-
довать как эффективный, недорогой и нетоксич-
ный фиксатор личинок рыб, которых в дальнейшем
планируется использовать как для молекулярно-ге-
нетического, так и для морфологического анализа.
Фиксировать личинок в DESS следует как можно
быстрее после вылова для сохранения наилучше-
го качества ДНК в объёмном соотношении 1 : 3 и
хранить при комнатной температуре.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Работа выполнена при частичной финансовой под-
держке Российского научного фонда, грант № 19-14-00026
(экспедиционные работы), Российского фонда фунда-
ментальных исследований, грант № 18-04-00019 и в
рамках темы госзадания № 0112-2018-0002 (лаборатор-
ный анализ).
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