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Основной целью работы была оценка уровня транскрипции генов γМ-кристаллинов в хрусталике глаза
Сyprinus carpio. Для этого методом количественной ПЦР-РВ зафиксирована транскрипция и измерен
ее относительный уровень у 5 генов γM-кристаллинов и кристаллин-подобных белков карпов в воз-
расте 4, 10 и 14 мес. Для всех возрастных групп установлена специфичность транскрипции в хрустали-
ках генов Gcm1, Gcm1l, Gcm2l, Crygm6. Транскрипция гена Gcm2l2 кроме хрусталика обнаружена также
в мышцах, печени и мозге. Анализ значимости аминокислотной последовательности выявленных
γМ-кристаллинов для формирования преломляющих свойств хрусталика выполнен на основе рассчи-
танных для них величин инкремента показателя преломления. Предполагается, что высокие значения
показателя преломления хрусталика определяются не столько относительным содержанием амино-
кислот в γМ-кристаллинах, сколько их последовательностями, обеспечивающими плотность укладки
третичной пространственной структуры этих белков, а также концентрацией этих белков.
Для установления консервативных доменов и эволюционных отношений между γМ-кристаллинами
рыб разных таксонов было выполнено множественное выравнивание аминокислотных последователь-
ностей и построено филогенетическое дерево методом ближайших соседей. Высокий уровень гомоло-
гии, наличие 26 консервативных участков и филогенетическая близость сравниваемых белков у группы
костистых рыб могут свидетельствовать об эволюционном закреплении их структуры и важной роли в
определении специфических свойств хрусталиков у Teleostei.

Ключевые слова: Cyprinus сarpio, хрусталик, γМ-кристаллины, тканеспецифичность, консервативные
белковые домены
DOI: 10.31857/S0044452922040052

Особенности зрения в водной среде находят
свое отражение в строении и свойствах оптическо-
го аппарата глаза гидробионтов, которые наиболее
изучены у рыб [1, 2]. Низкая преломляющая эф-
фективность их роговицы в воде компенсируется
большой преломляющей силой твердого сфериче-
ского хрусталика. Коэффициент рефракции его
центральной области превышает таковой у назем-
ных позвоночных животных [3]. Высокое значение
радиального градиента показателя преломления
хрусталика рыб позволяет уменьшить влияние
сферической аберрации на качество изображения,
формируемого оптическим аппаратом глаза на сет-
чатке [4]. Очевидно, что указанные особенности
хрусталика во многом связаны с химическим со-
ставом и способом упаковки его компонентов. На-
хождение генов специфических белков хрусталика
рыб и оценка уровня их транскрипционной актив-
ности должны повысить эффективность функцио-
нальных исследований этой структуры. В настоя-
щее время считается, что количественно домини-

рующее положение среди белков хрусталика рыб
занимают кристаллины семейства γ, среди которых
преобладают γМ-кристаллины [5]. Так, в хрустали-
ках взрослых особей Danio rerio среди 52 иденти-
фицированных кристаллинов доминирующее по-
ложение по своему числу (35) и количественному
содержанию (47.2%) занимают именно γ-кристал-
лины [6]. Из этого семейства белков наиболее мно-
гочисленны γM-кристаллины, представленные
29 видами молекул. И, хотя из этого числа лишь 16
представляют точно установленные формы
γM-кристаллинов, общее содержание белков этого
семейства в хрусталике D. rerio достаточно велико и
составляет 30.2% от всего протеома [7]. У антаркти-
ческого клыкача Dissostichus mawsoni из 22 кристал-
линов хрусталика 14 относятся к семейству γ, из
них 11 – γМ-кристаллины [8], которые, таким об-
разом, составляют около 47.6% от общего числа ви-
дов кристаллинов этой структуры глаза. В хруста-
лике карпа Cyprinus carpio γ-кристаллины в целом
составляют около 52% всех кристаллинов [9]. Од-
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нако сведения о составе этой группы белков и, в
частности, о присутствии в ней γМ-кристаллинов
пока отсутствуют. Это обстоятельство представля-
ется существенным пробелом, особенно с учетом
той важной роли в формировании оптических
свойств хрусталиков гидробионтов, которая, как
предполагается, принадлежит этим белкам [10].

Сопоставление известных последовательностей
аминокислот кристаллинов указывает на то, что
γM-кристаллины рыб образуют отдельную груп-
пу, которая отличается от γ-кристаллинов млеко-
питающих отсутствием консервативных пар
триптофана в N-концевом домене и повышен-
ным содержанием метионина [11, 12]. Последнее
обстоятельство может способствовать стабильно-
сти структуры белка, а также опосредовать межмо-
лекулярные взаимодействия, повышающие его
растворимость и плотность упаковки в хрусталике
[10]. Присутствие метионина также, вероятно,
обеспечивает высокое значение показателя пре-
ломления γ-кристаллинов [13]. Все же остается не-
ясным, насколько γM-кристаллины специфичны
для хрусталиков рыб или же они подобно другим
кристаллинам могут синтезироваться клетками
разных тканей организма. Мы подошли к рассмот-
рению этого вопроса с позиции оценки транскрип-
ции генов γM-кристаллинов у С. carpio. Основной
целью работы стала идентификация генов γM-кри-
сталлинов, специфически экспрессирующихся в
хрусталике карпа, а также оценка относительного
уровня их транскрипции с целью последующего
использования в качестве маркеров структурного и
функционального онтогенеза.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные

Объектом исследования являлись образцы тка-
ней (хрусталики, мозг, печень и мышцы) самцов и
самок Cyprinus carpio Парской породы в возрасте 4,
10 и 14 мес, выращенных в учебно-опытном рыбо-
ловном хозяйстве ФГБОУ ВО “КГТУ” (г. Кали-
нинград). Предоперационная анестезия рыб с по-
следующим выделением хрусталиков, а также
фрагментов мозга, мышц и печени производились
на льду. Выделенные образцы хранили при –80°С.
В каждой возрастной группе образцы тканей брали
от 10 особей. Поскольку точное установление пола
карпа возможно только после наступления поло-
вой зрелости, начиная с 2-х лет, этот фактор не
учитывался.

Все процедуры, проводившиеся с участием
животных, соответствовали этическим нормам,
утвержденным правовыми актами Российской
Федерации, принципам Базельской декларации
и рекомендациям биоэтической комиссии БФУ
им. И. Канта.

Дизайн праймеров
Дизайн специфических праймеров осуществ-

лялся с помощью программного обеспечения (ПО)
NCBI Primer-BLAST на основании данных о гено-
ме Cyprinus carpio в базе NCBI. Полученные прай-
меры анализировались и оценивались с помощью
программного обеспечения (ПО) IDT OligoAnalyzer
Tool и ПО Nucleotide BLAST, с учетом следующих
показателей:

1) температура отжига forward и reverse прайме-
ров: 53–63°C;

2) содержание GC в последовательности прай-
меров – 50%;

3) длина праймера: 17–25 нуклеотидов;
4) размер ампликона: 100–300 пар оснований;
5) комплементарность исследуемой последова-

тельности – только одной последовательности из
кДНК исследуемого вида;

6) способность формировать шпильки (hair-
pins) – ΔG (энергия Гиббса) 3'-конца больше –
2 ккал/моль, ΔG внутреннего участка больше –
3 ккал/моль;

7) способность формировать димеры с таким же
праймером (self-dimer) – ΔG 3'-конца больше –
5 ккал/моль, ΔG внутреннего участка больше –
6 ккал/моль;

8) способность формировать димеры с другим
праймером (hetero-dimer) – ΔG 3'-конца больше –
5 ккал/моль, ΔG внутреннего участка больше –
6 ккал/моль.

Все пары праймеров были подобраны таким об-
разом, чтобы области отжига на кДНК находились
на стыках соседних экзонов [14].

Последовательности подобранных праймеров
представлены в табл. 1.

Оптимизация ПЦР
Для установления параметров проведения

ПЦР-РВ была проведена оптимизация, которая
включала в себя подбор температур отжига прай-
меров, а также подбор концентраций кДНК.
Данная процедура необходима для увеличения
эффективности и специфичности ПЦР. Выбор
необходимых параметров осуществлялся посред-
ством проведения ПЦР-РВ с градиентами темпе-
ратур и концентраций до получения одного
единственного пика.

Оптимизацию производили посредством поста-
новки ПЦР-РВ на градиент температур отжига с
постепенным снижением температуры в пределах
от 63 до 58°С. Выбор температурного диапазона
определяется предсказанной температурой плав-
ления (Tm) праймеров: температура отжига (Ta)
праймера должна быть на 2–4°C ниже, чем Tm.
При этом необходимо иметь в виду, что отжиг
праймеров при наименьших температурах гради-
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ента может обусловливать их неспецифичное свя-
зывание с матрицей.

Среднюю эффективность амплификации генов
оценивали по относительным количественным
ПЦР со стандартной кривой пяти последователь-
ных 10-кратных разведений кДНК (в диапазоне от
1 нг до 1 пг) для измерения значения Cq. Эффек-
тивность амплификации рассчитывалась по фор-
муле: E = 10ˆ(1/наклон). Для всех генов значения
эффективности амплификации варьировали от
73.0 до 89.0%.

После проведения ПЦР со всеми праймерами
продукты амплификации анализировали с помо-
щью гель-электрофореза в агарозном геле. Для чего
использовали 1.5%-ный агарозный гель с добавлени-
ем бромистого этидия в качестве интеркалирующего
красителя для визуализации двухцепочечных моле-
кул ДНК и маркера длин ДНК “100+ DNA Ladder”
(Евроген), а также 1х Трис-ацетатного-ЭДТА бу-
фера (TAE; pH = 7.6) – в качестве буфера для про-
ведения электрофореза. Напряжение источника
питания PowerPac Basic (Bio-Rad) было установле-
но 140 В, сила тока – 400 мА, продолжительность –
30 мин. Визуализация полученных данных прово-
дилась с помощью системы гель-документирова-
ния Gel Doc EZ (Bio-Rad). На основании
полученных электрофореграмм были выбраны опти-
мальные значения температуры для работы каждого
праймера (рис. 1).

Анализ уровней транскрипций генов
Выделение РНК исследуемых образцов прово-

дили с помощью реагента ExtractRNA (Evrogen),
следуя инструкции производителя с дополнитель-

ной обработкой ДНКазой. Для проведения обра-
ботки использовали 10х DNAse buffer и DNAse I
(Thermo Fisher) с последующей инкубацией при
30оС в течение 10 мин. После этого проводили ней-
трализацию реакции с помощью 0.5 М ЭДТА и ин-
кубацию при 75оС, полученную очищенную РНК
использовали для обратной транскрипции. Кон-
центрацию выделенной тотальной РНК измеряли
с помощью флуориметра Qubit 2.0 (Invitrogen) и на-
бора реагентов Qubit RNA BR Assay Kit (Invitrogen).
Полученная РНК была использована для поста-
новки реакции обратной транскрипции с целью
получения кДНК. Обратную транскрипцию про-
водили c помощью набора реагентов MMLV RT
(Evrogen) в соответствии с протоколом, рекомен-
дованным производителем, и использованием
термоциклера для амплификации нуклеиновых
кислот C1000 (Bio-Rad). Реакция проводилась с
использованием 50 мM Oligo(dT)15 праймера (Ев-
роген) и 50 мM Random(dN)10 праймера (Евроген).
Концентрация РНК для каждой реакции обратной
транскрипции составляла 20 нг/мкл. Дополнитель-
но проводились 3 отрицательных контроля с заме-
ной РНК, праймеров и MMLV RT на деионизиро-
ванную воду. Полученные образцы кДНК были ис-
пользованы для постановки количественной ПЦР
в реальном времени, с целью определения уровней
транскрипции генов кристаллинов. Также были
выполнены отрицательные контроли, в которых
ДНК заменялась деионизированной водой, для
проверки компонентов реакции.

Для проведения сравнительного анализа уров-
ней транскрипции из генома C. carpio [15] были вы-
браны 5 генов γM-кристаллинов и кристаллин-по-
добных белков, а также в качестве референсного –

Таблица 1. Последовательности праймеров, использованных для анализа уровней транскрипции генов γМ-кристал-
лина Cyprinus carpio

Ген Номер NCBI Primer sequences (5'-3')
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18S ribosomal RNA gene JQ619778.1 F – GGCGGCGTTATTCCCATGAC
R - GTGGTGCCCTTCCGTCAAT

116 61.0 74.4

gamma-crystallin M1 
(LOC109097131)

XM_019110801.2 F – ACAGCTGGTACAGTGAGCTG
R - TCTGTAGGAACCCCTGTATGGA

329 59.7 79.0

gamma-crystallin M1-like 
(LOC109087991)

XM_019102168.2 F – ATACCTGAGCCGCGTTGGTT
R - TGTAGGACCCCCTGTATGGAG

194 61.0 84.2

gamma-crystallin M2-like 
(LOC109112458)

XM_019125381.1 F – CGACTGTGCCGATTTCTCCT
R - GTCACAGTCATCGGTCATTTCG

271 60.0 79.8

gamma-crystallin M2-like 
(LOC109049519)

XM_019067197.1 F – GTCAGCCAACAAGCAGAATCA
R - TGTCCTCATAAAAGGTGACCCTC

94 59.5 88.6

gamma M6 (Crygm6) XM_019110804.1 F – GCCGGATGATCCCTATGTATACTG
R - GAGGGATCCGATTCTTGGGG

269 60.0 73.0
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Рис. 1. Результаты оптимизации температур отжига праймеров генов Gcm1(a), Gcm1l (b), Gcm2l (c), Gcm2l2 (d), Gcm6 (e), а
также референсного гена 18S рРНК (f).
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ген 18S рРНК, как один из наиболее стабильно экс-
прессирующихся в организме рыб [16, 17]. После-
довательности использованных праймеров приве-
дены в табл. 1. Для проведения полимеразной цеп-
ной реакции использовали ДНК-полимеразу Taq и
10x буфер Taq, 50x SYBR Green I, смесь dNTP (все
Evrogen).

Амплификацию проводили на термоциклере
CFX96 Thermal cycler (“Bio-Rad”, США) в 20 мкл
реакционной смеси, содержащей: 1x буфера Taq,
1х SYBR Green I, 0.25 мкМ смеси dNTP, 0.3 нМ
смеси праймеров, 1 ед. Taq ДНК-полимеразы.
Процедуру количественной ПЦР проводили по
следующему протоколу: 1) денатурация кДНК при
95°С в течение 3 мин; 2) 40 циклов денатурации
при 95°С в течение 10 с с последующим отжигом
праймеров при 59–61°С (в зависимости от исполь-
зуемых праймеров) в течение 40 с и элонгацией це-
пи при 72°С в течение 30 с. Исследуемые образцы
амплифицировали в пятикратной повторности,
принимали в расчет значения со стандартным от-
клонением не больше 0.2. Относительные уровни
транскрипции выбранных генов определяли с по-
мощью скорректированного метода 2–ΔΔСt [18].

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку данных проводили с

помощью программного обеспечения GraphPad
Prism 8. Оценку достоверности различий между
нормализованными уровнями транскрипции ге-
нов кристаллинов проводили с использованием
однофакторного дисперсионного анализа ANOVA
с последующим post hoc анализом с помощью кри-
терия Тьюки, различия между сравниваемыми вы-
борками считали статистически значимыми при
p < 0.05.

Множественное выравнивание
и филогенетический анализ

Для проведения филогенетического анализа и
выполнения множественного выравнивания наря-
ду с анализируемыми последовательностями
C. carpio были выбраны последовательности кри-
сталлинов (табл. 2), подтвержденные для хрустали-
ков взрослых особей Danio rerio (Hamilton, 1822) [7]
и Dissostichus mawsoni (Norman, 1937) [8], а также
кристаллины Chiloscyllium indicum (J.F. Gmelin,
1789) и Latimeria chalumnae (Smith, 1939). Выбор
объектов для филогенетического анализа был обу-
словлен наличием сведений о белковом составе
хрусталиков D. rerio и D. mawsoni. Акула C. indicum и
латимерия L. chalumnae были выбраны для опреде-
ления степени филогенетической близости/уда-
ленности представителей этих наиболее древних
таксономических единиц от современных кости-
стых рыб. Поиск гомологов белков γM-кристалли-
нов был выполнен с использованием базы данных

NCBI Protein Blast [19]. Отобранные таким образом
последовательности использовались для проведе-
ния множественного выравнивания с применени-
ем алгоритма Clustal Omega в программном обеспе-
чении UGENE [20], после чего выровненные по-
следовательности визуализировали с помощью
программного обеспечения Jalview [21]. По резуль-
татам множественного выравнивания строили фи-
логенетическое дерево методом присоединения
ближайших соседей с применением параметров по
умолчанию с помощью программного обеспечения
UGENE.

Расчет инкремента показателя преломления

Величину инкремента показателя преломления
(dn/dc) кристаллинов рассчитывали как средне-
взвешенное значение dn/dc, определенное на ос-
нове аминокислотного состава белка. Для этого
была использована модель, согласно которой по-
казатель преломления раствора белка полностью
объясняется аминокислотным составом последне-
го [22]. Процентное содержание каждой аминокис-
лоты рассчитывали с помощью программного
обеспечения ProtParam на сервере ExPASy [23], а
затем умножали на индивидуальный показатель
dn/dc для каждой аминокислоты [22] и полученные
значения суммировали.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Оценка уровня транскрипции генов γ-кристаллинов

Для анализа уровней транскрипции генов γ-кри-
сталлинов у C. carpio в хрусталике, мозге, печени и
мышцах были отобраны 5 генов: γ-кристаллин M1
(LOC109097131, Gcm1), γ-кристаллин подобный
M1 (LOC109087991, Gcm1l), 2 изоформы γ-кристал-
лина подобного M2: LOC109112458 (Gcm2l),
LOC109049519 (Gcm2l2) и γ-кристаллин M6
(Crygm6). В результате проведенного анализа было
установлено, что во всех четырех типах образцов
тканей транскрибируется только 2-я изоформа ге-
на γ-кристаллина подобного M2 (Gcm2l2) (рис. 2),
тогда как остальные гены являются хрусталик-спе-
цифичными.

При этом у 4-месячных C. carpio (рис. 2a) уровни
транскрипции гена Gcm2l2 в мышцах и печени бо-
лее высокие, чем в мозге и хрусталике. У 10-месяч-
ных карпов (рис. 2b) транскрипция гена Gcm2l2
в мозге повышается, а в мышцах понижается. У
14-месячных карпов (рис. 2c) наблюдается значи-
мое повышение уровней транскрипции во всех
тканях, а самый высокий рост происходит в мыш-
цах (p < 0.01). Во всех возрастных категориях наи-
меньший уровень транскрипции был установлен в
образцах хрусталика.

Возрастные изменения уровней транскрипции
всех анализируемых генов γ-кристаллинов в хру-
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сталиках представлены на рис. 3. Статистически
значимым оказалось снижение транскрипции гена
Grygm6 (p < 0.05) у 10-месячных карпов по сравне-
нию с 4-месячными особями в процессе онтогене-
за. Уровни транскрипции всех остальных генов не
имеют между собой статистически значимых воз-
растных различий (рис. 3).

Филогенетический анализ генов кристаллинов 
Cyprinus carpio

Анализ аминокислотных последовательностей
выбранных кристаллинов (табл. 2) показал высо-
кий уровень сходства между ними (рис. 4).

Анализ сходства между аминокислотными по-
следовательностями γМ-кристаллинов нескольких

таксономических групп показал наличие консер-
вативных участков в структуре этих белков. Дан-
ные участки представлены:

1) 24 абсолютно консервативными позициями:
13Phe, 15Glu, 18Asn, 19Phe, 21Gly, 29Asp, 60Gly,
62Gln, 68Gly, 70Tyr, 88Ser, 111Gly, 115Glu, 120Cys,
134Ser, 137Val, 142Trp, 148Pro, 159Pro, 150Gly,
161Tyr, 178Ser, 180Arg, 181Arg, 182Ile;

2) 2 абсолютно функционально консервативны-
ми позициями: 103Ile, 140Gly;

3) 34 консервативными на более чем 70% пози-
циями: 10Lys, 11Ile, 14Tyr, 17Arg, 25Glu, 32Asp,
33Leu, 40Cys, 44Arg, 45Val, 46Glu, 47Ser, 50Phe,
54Glu, 58Tyr, 67Arg, 69Glu, 90Arg, 99Tyr, 100Arg,
101Met, 102Arg, 105Glu, 109Phe, 118Glu, 122Asn,

Таблица 2. Перечень γМ-кристаллинов, использованных для множественного выравнивания

Вид NCBI номер белка Название белка

Danio rerio AAU85786 Crystallin gamma M5
Danio rerio AAU85783 Crystallin gamma M6
Danio rerio AAU85782 Crystallin gamma M4
Danio rerio AAU85781 Crystallin gamma M1
Danio rerio AAU85774 Crystallin gamma M2b
Danio rerio AAU85784 Crystallin gamma M7
Danio rerio AAY25399 Crystallin gamma M2a
Danio rerio AAU85788 Crystallin gamma M3
Danio rerio AAH95103.1 Crystallin gamma Mx
Danio rerio AAU85775.1 Crystallin gamma M2c
Cyprinus carpio XP_018980926.1 Crystallin gamma M2 like
Cyprinus carpio XP_018966346 Crystallin gamma M1
Cyprinus carpio XP_018957713 Crystallin gamma M1 like
Cyprinus carpio XP_018922742.1 M2-like isoform X2
Cyprinus carpio XP_018966349.1 Crystallin gamma M6
Chiloscyllium indicum CAA55809 Crystallin gamma
Latimeria chalumnae XP_006013557 Crystallin gamma M2 like
Latimeria chalumnae XP_006013359.1 Crystallin gamma M2 like isoform 2
Latimeria chalumnae XP_006013358.1 Crystallin gamma M2 like isoform 1
Dissostichus mawsoni ABA61356 Crystallin gamma M7
Dissostichus mawsoni ABA61355 Crystallin gamma M5
Dissostichus mawsoni ABA61350 Crystallin gamma M1
Dissostichus mawsoni ABA61352 Crystallin gamma M3
Dissostichus mawsoni ABA61353 Crystallin gamma M4
Dissostichus mawsoni ABB59450.1 Crystallin gamma M8a
Dissostichus mawsoni ABA61357.1 Crystallin gamma M8b
Dissostichus mawsoni ABA61358.1 Crystallin gamma M8c
Dissostichus mawsoni ABA61359.1 Crystallin gamma M8d
Dissostichus mawsoni ABA61351.1 Crystallin gamma M8e
Dissostichus mawsoni ABA61354.1 Crystallin gamma M9
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125Asp, 143Leu, 145Tyr, 146Glu, 150Tyr, 156Tyr,
167Asp.

Большая часть консервативных участков пред-
ставлена четырьмя аминокислотами: аргинином,
тирозином, глицином и глутаминовой кислотой.

Рассчитанные показатели сходства между
γМ1-кристаллином Cyprinus carpio и всеми осталь-
ными анализируемыми белками были определены
с помощью ПО Protein BLAST и представлены в
табл. 3.

С целью демонстрации филогенетических отно-
шений между отобранными нами кристаллинами
было построено филогенетическое дерево с ис-
пользованием метода ближайших соседей (рис. 5).

Инкремент показателя преломления
Анализ рассчитанных значений инкремента по-

казателя преломления (табл. 4) показал, что среди
γ-кристаллинов C. carpio наибольшим значением
dn/dc обладают белки группы M. В то же время зна-
чения dn/dc γM-кристаллинов хрусталиков D. rerio
превышают значение такового у α и β-кристалли-
нов лишь в тысячных долях.

Значение инкремента показателя преломления
dn/dc (мл/г) представлено как среднее ± стандарт-
ное отклонение. Для получения каждого значения
использовались аминокислотные последователь-
ности 7 белков.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Основной результат данной работы заключается
в установлении генов γМ-кристаллинов, тран-
скрипция которых характерна для хрусталика кар-
па, по крайней мере, на возрастном периоде от 4 до
14 мес. Из выбранных для анализа генов четыре яв-
ляются специфическими для хрусталика на данном
этапе онтогенеза. Это заметно меньше, чем у D. re-
rio, у которой в сопоставимом возрасте (около 6 мес)
в хрусталике синтезируются 12 точно установлен-
ных и 6 предполагаемых форм γМ-кристаллинов
[7], а также, по-видимому, чем у взрослых D. maw-
soni – 11 [8].

D. rerio пока является единственным видом рыб,
у которых прослежена онтогенетическая динамика
синтеза кристаллинов в хрусталиках. Так, по ре-
зультатам анализа методом гель-проникающей

Рис. 2. Уровни транскрипции гена γ-кристаллина подобного M2 (Gcm2l2) в хрусталике (Lens), мозге (Brain), мышцах
(Muscle) и печени (Liver) 4- (а), 10- (b) и 14- (c) месячных Cyprinas carpio, нормализованные на референсный ген
и представленные в логарифмической шкале. Все результаты представлены как среднее ± стандартное отклонение.
** – p < 0.01; **** – p < 0.0001.
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хроматографии в сочетании с ультра масс-спектро-
метрией обнаружено возрастание в хрусталике
числа разновидностей γМ-кристаллинов на воз-
растном этапе от 4.5 дней до 6 мес [7]. Однако у
взрослых особей дикого типа количественно опре-
деляемыми γ-кристаллинами остаются только
γМ7, Мх, а также γS 2-4 и γN1-2, при том, что общее
их количество составляет 32% от общей массы бел-
ков хрусталика [6].

Сопоставляя состав и относительную численность
обнаруженных нами транскриптов генов γ-кристал-
линов в хрусталике C. carpio с идентифицирован-
ными белками этого семейства у D. rerio, следует
учитывать различную продолжительность жизни
рыб. У D. rerio она составляет от 36 до 66 мес [24], в
то время как отдельные особи карпа могут дожи-
вать до 47 лет [25], что сопоставимо с продолжи-
тельностью жизни D. mawsoni [26]. Не исключено,

Рис. 3. Возрастная гетерогенность в уровнях транскрипции генов γ-кристаллинов в хрусталике Cyprinus carpio, нор-
мализованных на референсный ген и представленные в логарифмической шкале. Все результаты представлены как
среднее ± стандартное отклонение. * – p < 0.05.
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что сильное различие в продолжительности онто-
генеза может находить свое отражение в динамике
транскрипции генов кристаллинов хрусталика. Ес-
ли учитывать только уверенно определенные груп-
пы γМ-кристаллинов, то у D. rerio в возрасте
4.5 дней экспрессируется 4 гена γM-кристаллинов,
а в 3-недельном – 12. Полученные же нами резуль-
таты показывают, что на возрастном этапе разви-
тия карпа от 4 до 14 мес набор генов кристаллинов,
экспрессирующихся в хрусталике карпа, остался

тем же, но изменился относительный уровень их
транскрипции. Однако очевидно, что для создания
полной картины онтогенетических изменений
транскрипции генов кристаллинов хрусталика
карпа необходимо не только увеличить временной
диапазон наблюдений, но и исследовать полный
список генов, которые могут включаться и выклю-
чаться на различных стадиях онтогенеза. Не ис-
ключено, что при большой продолжительности
жизни карпов с возрастом у них будет меняться со-

Рис. 4. Множественное выравнивание аминокислотных последовательностей белков γМ-кристаллинов Cyprinus carpio,
Danio rerio, Dissistichus mawsoni, Chiloscyllium indicum и Latimeria chalumnae. ▼ – скрытые неконсервативные и пустые участки.
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став ансамбля генов из числа γM-кристаллинов.
Поэтому выявленное нами различие уровней тран-
скрипции генов γ-кристаллинов карпов возрастом
до 14 мес вряд ли корректно сопоставлять с дина-
микой синтеза соответствующих белков в хруста-
лике D. rerio. Главное сходство заключается лишь в
отсутствие однозначной направленности измене-
ний транскрипции генов различных γM-кристал-
линов у этих рыб [7, 27].

Изменение набора транскрибируемых генов
γ-кристаллинов и уровня их транскрипции в онто-
генезе могут обеспечивать формирование радиаль-
ного градиента показателя преломления хрустали-

ка рыб [28]. По-видимому, так происходит у амфи-
бий, у которых в радиальном направлении к центру
хрусталика относительная доля γ-кристаллинов
возрастает, обеспечивая увеличение коэффициен-
та рефракции [29].

Предполагается, что обилие в хрусталике рыб
небольших молекул γ-кристаллинов способствует
более плотной упаковке белковых молекул и фор-
мированию материала с высокими значениями ко-
эффициента преломления, что необходимо для
обеспечения зрения в водной среде. При этом фор-
мированию на сетчатке глаза рыб качественного
изображения, не искаженного сферической абер-
рацией, способствует высокое значение радиаль-
ного градиента коэффициента рефракции хруста-
лика. Например, у золотой рыбки Carassius auratus
auratus индекс преломления вещества хрусталика
имеет значения 1.55–1.57 в центральной и 1.35–
1.38 в краевой части для λ = 633 нм при среднем
диаметре 2.2 мм [4]. Близкие значения получены
для хрусталиков и других исследованных рыб [30].
Возможно, что такие значения радиального гради-
ента коэффициента рефракции достигаются изме-
нением плотности упаковки белков, что обуслов-
лено изменением набора и уровня транскрипции
достаточно многочисленных генов γ-кристаллинов
в морфогенезе хрусталика. Для сравнения хруста-
лик крыс имеет перепад градиента преломления от
1.38 до 1.5 на расстоянии 2 мм [31] , и в нем на раз-
ных стадиях онтогенеза экспрессируются все 6 ге-
нов γ-кристаллинов млекопитающих γA-F [32].
Схожая картина наблюдается и в отношении хру-
сталика мышей [33]. При этом в хрусталике челове-
ка с меньшим значением градиента показателя
преломления: от 1.36 до 1.41 на расстоянии 1.8 мм
[34] экспрессируется только три γ-кристаллина, из
которых два в эмбриогенезе [35].

Предполагалось, что высокое значение показа-
теля преломления вещества хрусталика обусловле-
но свойствами γ-кристаллинов, в составе которых
относительно велика доля метионина [3]. Исходя
из того факта, что γМ-кристаллины являются ха-
рактерной чертой рыб, можно было бы предпола-
гать, что именно они ответственны за высокое зна-
чение показателя преломления вещества их хруста-
ликов. При этом сам метионин имеет не самое
большое значение ни величины мольной рефрак-
ции, ни значения концентрационного инкремента
показателя преломления, dn/dc [10, 13]. Более того,
рассчитанные нами значения dn/dc γM-кристал-
линов хрусталиков D. rerio превышают значение та-
кого у α и β-кристаллинов лишь в тысячных долях.
Вероятно, для получения высоких значений пока-
зателя преломления более значимую роль играет
упаковка белков по сравнению с их аминокислот-
ным составом. По-видимому, эволюционное за-
крепление γM-кристаллинов в качестве доминиру-
ющих белков хрусталиков рыб является наиболее
оптимальным сочетанием последовательности

Таблица 3. Степень сходства белков γМ-кристаллинов
Cyprinus carpio, Danio rerio, Dissistichus mawsoni, Chiloscyl-
lium indicum и Latimeria chalumnae относительно γМ1-
кристаллина Cyprinus carpio

γM-кристаллины γМ1-кристаллин 
Cyprinus carpio

γМ1-кристаллин Cyprinus carpio 100%
GCM6 Cyprinus carpio 60.00%
GCM1L Cyprinus carpio 92.70%
GCM5 Danio rerio 56.18%
GCM6 Danio rerio 59.43%
GCM1 Danio rerio 87.08%
GCM2b Danio rerio 72.00%
GCM7 Danio rerio 62.71%
GCM3 Danio rerio 75.28%
GCM5 Danio rerio 56.18%
GCM2a Danio rerio 69.54%
GCM4 Danio rerio 62.92%
GCM1 Dissostichus mawsoni 75.84%
GCM3 Dissostichus mawsoni 69.49%
GCM9 Dissostichus mawsoni 66.29%
GCM4 Dissostichus mawsoni 62.01%
GCM7 Dissostichus mawsoni 61.58%
GCM2L Latimeria chalumnae 61.80%
GCM5 Dissostichus mawsoni 55.43%
GC Chiloscyllium indicum 54.55%
GCM6 Danio rerio 46.02%
GCM2c Danio rerio 72.00%
GCM2L2 Latimeria chalumnae 59.89%
GCM2L1 Latimeria chalumnae 61.02%
GCM8a Dissostichus mawsoni 71.35%
GCM8b Dissostichus mawsoni 72.32%
GCM8c Dissostichus mawsoni 68.36%
GCM8d Dissostichus mawsoni 67.80%
GCM8e Dissostichus mawsoni 70.79%
GCM9 Dissostichus mawsoni 66.29%
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аминокислот, определяющих специфику их вто-
ричной и третичной структуры. Последнее обеспе-
чивает плотную упаковку белков в центральной зо-
не хрусталика, что в конечном итоге приводит к
большому значению радиального градиента. Воз-
можно, что особые оптические свойства хрустали-
ков рыб объясняются не столько рефрактивными
свойствами γМ-кристаллинов, но скорее количе-
ством этих белков и плотностью упаковки их моле-
кул, что, возможно, объясняется особенностями их
третичной структуры [4, 36].

К настоящему времени уже сложилось мнение о
том, что оценка показателя преломления водного
раствора белка по его первичной структуре являет-
ся не совсем адекватным и требует расчетов на ос-
нове вторичной и третичной структуры молекул
[37]. В представляемой работе расчет носит лишь
характер предварительной оценки и его результаты
не являются основанием для окончательных выво-
дов. Однако на текущий момент в литературе пока
отсутствуют результаты анализа связи фолдинга

Рис. 5. Филограмма γМ-кристаллинов Cyprinus carpio, Danio rerio, Dissistichus mawsoni, Chiloscyllium indicum и Latimeria
chalumnae.
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Таблица 4. Рассчитанные значения инкремента показателя преломления (dn/dc, мл/г) для групп кристаллинов хру-
сталика глаз рыб

Кристаллины Danio rerio Cyprinus carpio Dissostichus mawsoni

ɑ 0.190 ± 0.002 – 0.189 ± 0.001
β 0.192 ± 0.001 – 0.190 ± 0.002

βγX – – –
γ γM 0.197 ± 0.003 0.194 ± 0.001 0.194 ± 0.002

γN 0.195 ± 0.001 0.192 ± 0.001 –
γS 0.194 ± 0.001 0.193 ± 0.001 0.194 ± 0.001
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кристаллинов с оптическими свойствами их рас-
творов.

Не исключено также, что γ-кристаллины могут
выполнять и другие функции, такие, как, напри-
мер, устойчивость вещества хрусталика рыб к низ-
ким температурам [38]. В целом пока вопрос о
вкладе свойств γМ-кристаллинов в формирова-
ние градиента показателя преломления хруста-
лика остается открытым. Несомненно, что его
решение требует комплексного анализа¸ вклю-
чающего онтогенетический мониторинг прелом-
ляющих свойств хрусталика, а также динамики
синтеза его специфических белков.

Множественное выравнивание отобранных
кристаллинов нескольких видов рыб показало, что
среди консервативных аминокислот наибольшую
долю занимают аргинин, тирозин, глицин и глута-
миновая кислота. Две из них, а именно аргинин и
тирозин, входят в группу семи аминокислот с наи-
большим значением инкремента коэффициента
преломления. Этим можно было бы объяснить эво-
люционное закрепление этих аминокислот в фило-
генезе, однако этому препятствуют низкие значе-
ния соответствующего показателя глицина и глута-
миновой кислоты. Поэтому, вероятно, ответ на
вопрос о причинах консервативности именно этих
аминокислот лежит в другой плоскости и, вероят-
но, может быть прояснен после анализа фолдинга
белков.

Анализ полученного филогенетического дерева
показывает, что некоторые белки семейства γМ-
кристаллинов (например, γМ1, γМ2, γМ8) уклады-
ваются в общие близкородственные клады у луче-
перых рыб (Cyprinus carpio, Danio rerio, Dissistichus
mawsoni), в отличие от древних представителей ло-
пастеперых рыб, например, Latimeria chalumnae,
γМ2-кристаллины которой располагаются на зна-
чительном удалении не только от остальных γМ2-
кристаллинов, но всех других кристаллинов. Также
на значительном удалении располагаются кристал-
лины костистых и хрящевых (Chiloscyllium indicum)
рыб, что свидетельствует об эволюционном изме-
нении молекулярной структуры этих белков.

Проведенное исследование показало наличие
специфической транскрипции отдельных γМ-кри-
сталлинов в хрусталике C. сarpio, что в общем соот-
ветствует картине, сложившейся по результатам
изучения белков этой группы у D. rerio и D. mawsoni.
Высокая степень сходства аминокислотной после-
довательности и филогенетическая близость этих
белков у Teleostei, вероятно, указывают на их важ-
ность в определении специфических оптических
свойств, присущих хрусталикам этой группы рыб.
Однако точный механизм роли транскрипции γМ-
кристаллинов и ее динамики в формировании пре-
ломляющих свойств хрусталиков рыб пока остает-
ся неясным и нуждается в дальнейших более ком-
плексных исследованиях.
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γM-Crystallin Genes in the Eye Lens of a Common Carp Cyprinus carpio: 
Transcription Levels and Phylogenetic Aspect

A. I. Kapitunovaa, I. N. Dominovaa, and V. V. Zhukova,#

a Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russia
#e-mail: valerzhukov@mail.ru

The study was focused on determining transcription levels of γM-crystallin genes in the eye lens of a common
carp Cyprinus carpio. The transcription was detected by quantitative RT-PCR, and its relative level was quantified
in 5 genes of γM-crystallins and crystallin-like proteins in C. carpio aged 4, 10 and 14 months. In all age groups,
the specificity of GCM1, GCM1L, GCM2L, GCM2L3 gene expression in the lenses was found. GCM2 gene ex-
pression, apart from the lenses, was also detected in the muscles, liver, and brain. Analysis of the role of the ami-
no acid sequence of the identified γM-crystallins in the formation of the refractive properties of the lens was per-
formed based on the assessment of calculated refractive index increments. It is assumed that high values of the
refractive index of the lens in C. carpio are due not so much to a relative content of amino acids in γM-crystallins
as to their sequences, which ensure the tertiary packing density of these proteins, as well as by γM-crystallin con-
centrations. To identify conserved domains and evolutionary relationships between γM-crystallins in fish of dif-
ferent taxa, a multiple alignment of amino acid sequences was performed, and a phylogenetic tree was construct-
ed using the nearest neighbor algorithm. The high level of homology, the presence of 26 conserved regions, and
the phylogenetic similarity of the compared proteins in the given teleost group may indicate an evolutionary fix-
ation of the spatial structure of γM-crystallins and an important role in determining the specific properties of
lenses in Teleostei.

Keywords: Cyprinus сarpio, lens, γM-crystallins, tissue specifity, conserved protein domains
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