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Массовое развитие цианобактерий в пресно-
водных водоемах всего мира вызывает ряд нега-
тивных последствий, среди которых наиболее
опасным является отравление человека токсина-
ми. Цианотоксины относятся к четырем группам
веществ: гепатотоксины микроцистины (МС), ге-
пато- и цитотоксин цилиндроспермопсин (CYN),
а также нейротоксины: анатоксин-а (ANA) и сак-
ситоксины (SXT). Идентификация токсигенных
цианобактерий при экологическом мониторинге
цветения водоемов является необходимым этапом
при принятии решений, таких как изменения тех-
нологии обработки питьевой воды на водопровод-
ных станциях или временный запрет рекреацион-
ного использования водоема. Микроскопическая
идентификация токсичных цианобактерий в во-
доемах невозможна из-за присутствия морфоло-
гически идентичных токсигенных и нетоксиген-
ных штаммов одного вида. Метод ПЦР позволяет
решить эту проблему, так как эти штаммы отли-
чаются лишь наличием или отсутствием кластера
генов, кодирующих ферменты, ответственные за
нерибосомальный синтез молекул внутриклеточ-
ных цианотоксинов. Метод позволяет диагности-
ровать токсигенные цианобактерии в водоемах
задолго до того, как содержание цианотоксинов
превысит предельно допустимый уровень. На се-
годняшний момент разработано несколько десят-
ков праймеров, комплементарных к специфиче-
ским участкам генов биосинтеза разных типов
цианотоксинов (Molecular Tools…, 2017). В одном
и том же водоеме часто одновременно развивают-
ся как гепато-, так и нейротоксигенные ци-
анобактерии, поэтому разработка мультиплекс-
ной ПЦР для их детекции является актуальной
задачей. В сообщении впервые предлагается спо-
соб одновременной идентификации гепато- и

нейротоксигенных цианобактерий в пробах из
природных водоемов.

Выделение ДНК из клеток токсигенных штам-
мов цианобактерий и природных проб осуществ-
ляли с помощью набора реагентов Diatom DNA
Prep 200 (“Лаборатория “Изоген”, Россия) со-
гласно инструкции фирмы-производителя. Вы-
бор подходящих для целей данного исследования
праймеров осуществляли исходя из сходства тем-
ператур их плавления и максимальных различий
в размерах образуемых ими ампликонов. В итоге,
для мультиплексной ПЦР были отобраны четыре
пары праймеров, специфичных к генам синтеза
МС, CYN, ANA и SXT (табл. 1). Их специфич-
ность и эффективность надежно доказана как на
чистых культурах токсин-продуцирующих ци-
анобактерий, так и на пробах из природных водо-
емов (Hisbergues et al., 2003; Ballot et al., 2010; Ran-
tala-Ylinen et al., 2011; Baron-Sola et al., 2012). ПЦР
проводили с использованием готовых реакцион-
ных смесей GenPak PCR Core (“Лаборатория
“Изоген”, Россия) или Dream Taq PCR Master
Mix (“Thermo Scientific”, США) с добавлением 1 мкл
каждого из праймеров (10 пкмоль) и 2 мкл ДНК
(исходные концентрации 10–87 нг/мкл) в объеме
50 мкл. Программа амплификации включала сле-
дующие этапы: предварительная денатурация
ДНК при 95°С в течение 3 мин, затем 37 циклов
амплификации – 95°С в течение 30 с, 58°С в тече-
ние 30 с и 72°С в течение 1 мин, последний этап –
элонгация при 72°С в течение 10 мин. Продукты
ПЦР детектировали методом электрофореза в
1.5% агарозном геле в УФ-свете после окрашива-
ния бромистым этидием. Для разработки мульти-
плексной ПЦР использовали как ДНК токсин-
продуцирующих штаммов цианобактерий, так и
ДНК, изолированную из планктона природных во-
доемов, в которых ранее нами было установлено мо-
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лекулярными и химическими методами присут-
ствие продуцентов цианотоксинов (табл. 2). В рабо-
те использовали следующие токсигенные штаммы:
МС-продуцирующий штамм Microcystis aeruginosa
(PCC 7806) (предоставлен Э. Диттманн, Универ-
ситет Потсдама), CYN-продуцирующий штамм
Aphanizomenon sp. (10E9) и SXT-продуцирующий
штамм Aphanizomenon sp. (AB59) (предоставлены
Д. Фастнер, Федеральное Агентство Окружаю-
щей Среды, Берлин).

Полученные результаты исследования пред-
ставлены на рис. 1. Отдельно проводились муль-
типлексные ПЦР с ДНК, выделенной из чистых
культур цианобактерий (дорожки 1, 2) и планкто-
на природных водоемов (дорожки 7, 8). Была про-
верена возможность одновременной амплифика-
ции в одной пробирке генов биосинтеза циано-
токсинов с тремя (дорожки 2, 7) и четырьмя
(дорожки 1, 8) парами праймеров. Во всех вариан-

тах был получен положительный результат: на
электрофореграмме видны четкие полосы, соот-
ветствующие специфическим участкам генов sxtA,
aoaB, anaC и mcyA (рис. 1, дорожки 1, 2, 7, 8). Для
сравнения приведены результаты амплификации
этих же генов в отдельных ПЦР-пробирках (рис. 1,
дорожки 3–6). Таким образом, разработан про-
стой и удобный в использовании вариант одновре-
менной детекции в природных пробах всех основ-
ных групп гепато- и нейротоксигенных цианобак-
терий на основе мультиплексной ПЦР.
Полученные результаты могут использоваться для
отечественных молекулярных тест-систем по
идентификации токсигенных цианобактерий в
пробах из природных водоемов, в том числе источ-
ников хозяйственно-питьевого водоснабжения.

Исследование финансировалось грантом Пре-
зидента № МК-1284.2013.5, подготовка сообще-
ния осуществлена при поддержке РФФИ (проект

Таблица 1. Характеристика праймеров

Праймер Ген-
мишень

Последовательность
нуклеотидов праймера

(5' → 3')

Размер
ПЦР-продукта

(п.н.)

Температура
отжига, °С Ссылка

sxtaf
stxA

GCG-TAC-ATC-CAA-GCT-GGA-CTC-G
~650 55 Ballot et al.,

2010sxtar GTA-GTC-CAG-CTA-AGG-CAC-TTG-C

CpbF2
аоаB

CAC-CAT-TGG-CTA-TGT-AGA-AGC-T
550 54 Baron-Sola et al., 

2012CpbR2 TAT-TGG-CTG-TGA-AAG-AGA-GGT-C

anaC-genF
anaC

TCT-GGT-ATT-CAG-TCC-CCT-CTA-T
366 58 Rantala-Ylinen 

et al., 2011anaC-genR CCC-AAT-AGC-CTG-TCA-TCA-A

mcyA-Cd 1F
mcyA

AAA-ATT-AAA-AGC-CGT-ATC-AAA
~300 59 Hisbergues et al., 

2003mcyA-Cd 1R AAA-AGT-GTT-TTA-TTA-GCG-GCT-CAT

Таблица 2. Список водоемов, из планктона которых была выделена ДНК для проведения мультиплексной ПЦР

Примечание. ELISA – присутствие цианотоксина в пробе подтверждено методом иммуноферментного анализа, LC/MS-MS –
присутствие цианотоксина в пробе подтверждено методом жидкостной хроматографии/тандемной масс-спектрометрии.

Водоем Наличие
гена в ДНК

Присутствие
цианотоксина

в пробе

Метод
химического

анализа
Ссылка

Рыбинское водохранилище sxtA Сакситоксины ELISA Sidelev et al., 2016

Оз. Неро aoaB Цилиндроспермопсин LC/MS-MS Babanazarova et al., 2015

Цимлянское водохранилище anaC Анатоксин-а LC/MS-MS Sidelev et al., 2015

Куршский залив mcyA Микроцистины ELISA Semenova et al., 2017
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Рис. 1. Результаты мультипраймерной амплификации специфических участков генов биосинтеза сакситоксинов
(sxtA), цилиндроспермопсина (aoaB), анатоксина-а (anaC) и микроцистинов (mcyA). М – маркер молекулярной массы;
дорожки 1‒2 – одновременная амплификация четырех и трех генов соответственно в одной ПЦР-пробирке с внесе-
нием смеси ДНК чистых культур цианобактерий-продуцентов токсинов; дорожка 3 – амплификация гена mcyA в от-
дельной ПЦР-пробирке; дорожка 4 – амплификация гена anaC в отдельной ПЦР-пробирке; дорожка 5 – амплифика-
ция гена aoaB в отдельной ПЦР-пробирке; дорожка 6 – амплификация гена sxtA в отдельной ПЦР-пробирке;
дорожки 7‒8 – одновременная амплификация трех и четырех генов соответственно в одной ПЦР-пробирке с внесе-
нием ДНК планктона природных водоемов.

M 1 2 3 4 5 6 7 8
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anaC
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