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Геном большинства позвоночных содержит одну копию гена гормона роста, в то время как у лососевых в ре>
зультате одного из этапов дупликации многие гены оказались множественными, в том числе и ген гормона
роста. В геноме лососевых ген гормона роста представлен двумя несвязанными паралогичными генами, gh1
и gh2. С целью выяснения возможной функциональности генов gh1 и gh2 гольца Salvelinus levanidovi и выяв>
ления различий между ними в настоящей работе проведен сравнительный анализ нуклеотидных последова>
тельностей этих генов и прилежащих к ним участков. Оба гена содержат по шесть экзонов (I–VI) и пять ин>
тронов (A, B, C, D, E), но имеют разную длину. Показано, что экзоны у двух паралогичных генов имеют оди>
наковый размер, а различия в общей длине обусловлены разной длиной интронов. Кодирующие
последовательности обоих генов содержат открытую рамку считывания для белка из 210 аминокислотных
остатков. В промоторной области выявлены регуляторные элементы – ТАТА>бокс, A/T>богатые участки,
содержащие сайты связывания с гипофиз>специфичным фактором транскрипции Pit>1, а также участки, от>
ветственные за взаимодействие с другими активаторами и инициаторами транскрипции, в частности, с ре>
цепторами гормонов. Полученные данные свидетельствуют о функциональности обоих генов.

Ключевые слова: гены гормона роста, структура, Salvelinus levanidovi, регуляторные участки, сайты свя>
зывания с факторами транскрипции. 
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introns. The coding sequence of both genes contain an open reading frame for 210 amino acids. Regulatory elements
were identified in the promoter region of both genes – TATA box, A/T>rich regions containing binding sites, pituitary>
specific transcriptional activator Pit>1, regions responsible for interaction with other transcriptional activators and ini>
tiators, in particular – hormone receptors. The obtained data indicate that both genes are functional.
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Дупликации генов играют важную роль в эво�
люции. Как правило, дуплицированные или ам�
плифицированные копии генов находятся под
меньшим давлением отбора, накапливают изме�
нения с более высокой частотой и со временем
могут приобретать новые функции.

Ген гормона роста в геноме млекопитающих и
птиц обычно представлен одной копией, хотя
возможны и исключения [1−3]. Структура генов
гормона роста у рыб типична для позвоночных и
включает шесть экзонов и пять интронов [4−8],
реже встречаются гены с пятью экзонами и че�
тырьмя интронами [9−11]. У многих видов рыб
ген гормона роста представлен двумя несвязан�
ными функциональными паралогичными гена�
ми, gh1 и gh2 [12−14].

Лососевые представляют собой уникальную
группу рыб, которая сформировалась в результате
события автотетраплоидизации и последующей
дивергенции. Таким образом, лососевые являют�
ся естественными и относительно недавними по�
липлоидами [15]. Как следствие, многие гены у
представителей этой таксономической группы
оказались множественными, в том числе и пред�
ставленный двумя копиями ген гормона роста [5,
16−20]. Нами проведен сравнительный анализ
нуклеотидных последовательностей генов gh1 и
gh2 и прилежащих к ним участков у гольца Salveli-
nus levanidovi для выяснения их возможной функ�
циональности и различий между ними. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали одну особь одного из
видов гольцов северо�западной части Тихого
Океана – гольца Леванидова (S. levanidovi), полу�
ченную из коллекции лаборатории генетики
ИБМ ДВО РАН. 

Амплификацию ДНК проводили в 25 мкл реак�
ционной смеси, включающей 20–50 нг суммар�
ной ДНК, 2.5 мкл 10�кратного буфера для Taq�по�
лимеразы (60 мM Tрис�HCl pH 8.5, 1.5 мM MgCl2,
25 мM KCl, 10 мM 2�меркаптоэтанол, 0.1% Три�
тон Х�100), 2.5 мкл смеси четырех dNTP (2.5 мМ
каждого), по 2.0 мкл каждого праймера (2.5 мкМ),
1.5 ед. Taq�полимеразы (“СибЭнзим”, Россия) и
деионизованную воду. Кодирующую область генов
гормона роста амплифицировали с использовани�
ем пяти пар специфических праймеров, разрабо�
танных в лаборатории (табл. 1). ПЦР с праймерами
GH1�1/GH1R1 и GH1F4/GH1�2 проводили по
схеме: начальная денатурация (94°С, 5 мин),
35 циклов (94°С, 30 с; 51°С, 1 мин; 72°С, 1 мин) и
достройка цепей (72°С, 5 мин). ПЦР с праймерами
GH1F2/GH1R2, GH1F3/GH1R3, GHtf1/GHtr1
проводили в других условиях: 94°С, 5 мин; 35 цик�
лов (94°С, 1 мин; 55°С, 1 мин; 72°С, 1 мин), 72°С,
5 мин. Каждая пара праймеров обеспечивала ам�
плификацию двух фрагментов ДНК, соответству�
ющих генам gh1 и gh2. Фрагменты двух генов, по�
лученные с праймерами GH1�1/GH1R1, имели
сходный размер. Промоторные области генов gh1
и gh2 амплифицировали с использованием пары

 
Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров для амплификации генов gh1 и gh2

№ Область гена Праймеры Нуклеотидная последовательность 5' → 3'

1

Кодирующая область

GH1�1
GH 1R1

TCATCCTTGGCAATTAAGAGTA
CAGCCAGGTTACTTACTGAACT

2
GH 1F2
GH1R2

GACTTCTGTAACTCCGACTC
GTTTCTGACTATGAGGCTGT

3
GH1F3
GH1R3

GTCTGATTGAATCCTGGGAG
GGAAACCCGTTGCACTTAAT

4
GH1F4
GH1�2

CAACCATGTCTCTGTCACTAAC
GTTCTGGTAGTAGTTCCCGTAG

5
GHtf1
GHtr1

AAGCAAATATTGATATGCACAC
CCTAATCTGTATATGGGAAACC

6

Промотор

GHpf2
GHpr

TGATGATAACAAGACCCTGTC
TGGTACACTGACTCCCCACT

7
GH2pf1
GH2pr1

TGTCATCTACAGTACCACAGCG
TGGCACTAAATTACTTGTTCACTC

8

Терминатор

GH1tf2
GH1tr22

GTTCATTGATCAAGACTGTTCC
GTAGAGGTCCTTGTGAATTTTAGG

9
GH2tf
GH2tr

CAAGACTGGTCTCGAGAAAGTC
TCCAAGGGACACAATAGGAATGTT

5*
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праймеров, GHpf2/GHpr и GH2pf1/GH2pr1 соот�
ветственно (табл. 1). ПЦР проводили по следую�
щей схеме: начальная денатурация (94°С, 5 мин),
35 циклов (94°С, 1 мин; 55°С, 1 мин; 72°С, 1 мин)
и достройка цепей (72°С, 5 мин). Область терми�
натора амплифицировали с использованием
праймеров GH1tf2/GH1tr22 и GH2tf/GH2tr для
генов gh1 и gh2, соответственно, при следующих
условиях: 94°С, 5 мин; 35 циклов (94°С, 1 мин;
60°С, 1 мин; 72°С, 1 мин), 72°С, 5 мин. Продукты
амплификации разделяли в 1.2%�ном агарозном
геле, вырезали и использовали для клонирования
и секвенирования. 

Молекулярное клонирование. Схема клониро�
вания и секвенирования генов gh приведена на
рис. 1. Фрагменты ДНК лигировали с помощью
набора для клонирования CloneJET™ PCR Clon�
ing Kit (“Fermentas”) согласно инструкции изго�
товителя. Компетентные клетки Еscherichia coli,
предварительно охлажденные при 4°C (30 мин),
трансформировали рекомбинантной ДНК мето�
дом теплового шока (42°C, 1 мин). Трансформан�
ты инкубировали в течение 1 ч при 37°C в 1 мл
жидкой среды Лурия–Бертани (среда LB) и высе�
вали на твердую LB�среду, содержащую 50 мг/мл
ампициллина.

Искомые рекомбинантные молекулы ДНК от�
бирали по результатам определения размера фраг�
ментов, встроенных в векторную молекулу. Для
этого проводили ПЦР�анализ клеточных колоний
с праймерами, комплементарными нуклеотидной
последовательности вектора. Продукты ПЦР раз�
деляли в 1.2%�ном агарозном геле и осаждали эта�
нолом. Концентрацию очищенной вставки опре�
деляли методом электрофореза в агарозном геле.

Секвенирование. Нуклеотидные последова�
тельности фрагментов генов gh1 и gh2 (рис. 1)

определяли с помощью набора реактивов BigDye
Terminator Cycle Sequencing Kit v. 3.1 (“Applied Bio�
systems”, США) по методике производителя. Ис�
пользовали праймеры, входящие в состав Clone�
JETTM PCR Cloning Kit. Реакцию проводили в
следующих условиях: начальная денатурация
(96°С, 1 мин), 26 циклов (96°С, 10 с; 55°С, 10 с;
60°С, 4 мин). Последовательности нуклеотидов
определяли на автоматическом секвенаторе ABI
3130 xl (“Applied Biosystems”) на Кафедре клеточ�
ной биологии и генетики ДВФУ. Сборку нуклео�
тидных последовательностей осуществляли в паке�
те программ SeqScape V.2.6 (“Applied Biosystems”).
Анализ нуклеотидных последовательностей и мно�
жественное выравнивание проводили с помощью
пакета программ MEGA�5.0 [21].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ кодирующей области паралогичных генов 

Определены полные нуклеотидные последова�
тельности двух генов гормона роста – gh1 и gh2 –
гольца S. levanidovi (KF772974.1, KF772978.1),
включающие структурную часть (экзоны и ин�
троны), а также 3'� и 5'�прилежащие области.
Длина транскрибируемых последовательностей ге�
нов gh1 и gh2 составила 3672 и 3299 п.н. соответ�
ственно. Оба гена состоят из шести экзонов (I–VI) и
пяти интронов (A, B, C, D, E). Показано, что раз�
мер каждого экзона в двух паралогичных генах оди�
наков и составляет 74, 140, 117, 156, 147 и 63 п.н. со�
ответственно. Различия в общей длине генов опре�
деляются длиной интронов (табл. 2). Различия в
длине интронов возрастают в направлении от 5'� к
3'�концу генов. 

Кодирующая область генов gh1 и gh2 соответ�
ствует белку�предшественнику из 210 аминокис�

GH1�1 GH1R1 GH1F3 GH1R3

GH1R2GH1F2
GHprGHpf2

GH2pf1 GH2pr1 GH2tf GH2tr

GH1F4 GH1�2

GHtf1 GHtr1

GH1tf2 GH1tr22

Ex5Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 Ex65'

A B C D E

3'

Рис. 1. Стратегия амплификации и секвенирования генов gh1 и gh2 S. levanidovi.

Таблица 2. Длина интронов генов gh1 и gh2 Salvelinus levanidovi

Ген 
Интрон, п.н.

A B C D E

gh1 455 136 721 1043 620

gh2 463 123 623 1168 225
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лотных остатков. Открытая рамка считывания ге�
на gh1 начинается кодоном ATG и заканчивается
стоп�кодоном TAG. Открытая рамка считывания
гена gh2 также начинается кодоном ATG, но за�
канчивается стоп�кодоном TAА. Аминокислот�
ный состав двух гормонов роста S. levanidovi, вы�
веденный по нуклеотидной последовательности,
практически не отличается и включает 27 кислых,
32−33 основных, 77 неполярных, 111 полярных
остатков.

В обоих генах выявлена лидерная транскриби�
руемая, но нетранслируемая последовательность
длиной 64 п.н. У генов gh1 и gh2 S. levanidovi она
отличается тремя нуклеотидными заменами.
Транслируемая последовательность первого экзо�
на (10 п.н.) включает первые три кодона и первый
нуклеотид четвертого кодона сигнального пепти�
да, она идентична в обоих генах. Второй экзон
включает последние два нуклеотида четвертого
кодона и остальные нуклеотиды, кодирующие
18 аминокислотных остатков сигнального пепти�
да, а также аминокислоты 1—28 зрелого белка.
Экзоны III, IV, V, VI кодируют аминокислотные
остатки 29–67, 68–119, 120–168, 169–188 соот�
ветственно. Нуклеотидная последовательность
экзона II отличается шестью нуклеотидными за�
менами, две из которых приводят к изменению
аминокислотной последовательности (одна в
сигнальном пептиде и одна в зрелом белке). В эк�
зонах III–VI двух генов выявлены шесть, пять,
семь и четыре нуклеотидные замены соответ�
ственно. Нуклеотидные замены в экзонах III и IV
приводят к трем аминокислотным заменам. Ами�
нокислотные последовательности, кодируемые
экзоном V генов gh1 и gh2, отличаются одной за�
меной. Нуклеотидные замены в шестом экзоне не
изменяют аминокислотную последовательность. 

Всего при сравнении кодирующих последова�
тельностей генов gh1 и gh2 S. levanidovi выявлено
30 замен нуклеотидов (9 трансверсий, 21 транзи�
ция), из которых три находятся в лидерной обла�
сти (две трансверсии, одна транзиция). 

Сигнальные пептиды отличаются одним ами�
нокислотным остатком, а зрелые белки – вось�
мью. Лишь три мутации приводят к аминокис�
лотным заменам в зрелом пептиде с изменением
общего заряда: гистидин в положении 61 меняет�
ся на глутамин, треонин в положении 119 –на ли�
зин, и глутамин в положении 135 – на гистидин
(табл. 3).

При анализе кодирующих последовательно�
стей генов gh1 и gh2 выявлены различия в частоте
кодонов. Ряд триплетов, используемых в одном
гене, не используется в другом. Так триплеты
CTA, ACG, GCG, CGT и GGA, кодирующие лей�
цин, треонин, аланин, аргинин и глицин, соот�
ветственно, присутствуют в гене gh1, но не в gh2.
Триплеты TCG, GCA, GGT, кодирующие серин,
аланин и глицин, наоборот, присутствуют в гене
gh2, но не в gh1. 

Анализ регуляторных областей генов gh1 и gh2 
Нами определены нуклеотидные последова�

тельности 5'� и 3'�концевых участков паралогич�
ных генов gh1 и gh2 S. levanidovi и проведено их
сравнение. Длина 5'�концевого участка генов
gh1и gh2 составила 1197 и 1172 п.н., соответствен�
но, но в настоящей работе мы сравниваем только
фрагмент из 300 п.н., непосредственно прилежащих
к гену. Длина проанализированной 3'�концевой по�
следовательности у обоих генов равна 590 п.н. 

В результате анализа полученных нами данных
и их сравнения с опубликованными структурами
промоторов генов гормона роста других видов ло�
сосевых рыб найдены предположительно функ�

Таблица 3. Аминокислотные замены в продуктах генов gh1 и gh2 S. levanidovi (положение замен в зрелом белке
указано без учета сигнального пептида)

Гормон роста Экзон
Положение замены, 

aминокислотные 
остатки

gh1 gh2

триплет аминокислота триплет аминокислота

Сигнальный 
пептид

2 8 TTG Leu ATG Met

Зрелый белок

2 20 ATG Met CTG Leu

3 30 GTT Val GGC Gly

3 34 CCT Pro TCT Ser

3 61 CAC His CAG Gln

4 90 ACC Thr GCC Ala

4 96 ATA Ile ATG Met

4 119 ACG Thr AAG Lys

5 135 CAG Gln CAT His
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ционально значимые области. В обоих генах�па�
ралогах выявлен TATA�бокс, характерный для
большинства эукариотических генов, и располо�
женный в положении –22 п.н. от точки инициа�
ции транскрипции. Эта последовательность кон�
сервативна в обоих генах. В обоих генах на всем
рассмотренном прилежащем участке не обнару�
жен другой часто встречающийся в эукариотиче�
ских генах элемент − СААТ�бокс. 

В промоторной области найдены и другие
регуляторные элементы, выявленные ранее
при изучении промотора гена гормона роста
радужной форели Oncorhynchus mykiss [22, 23].
К ним относятся A/T�богатые участки, содержа�
щие сайты связывания гипофиз�специфичного
фактора транскрипции Pit�1 [24], а также участ�
ки, ответственные за взаимодействие с другими
активаторами и инициаторами транскрипции, в
частности с гормонами. За взаимодействие про�
мотора с фактором транскрипции Pit�1 отвечают
четыре сайта связывания: F1−F4. Известно, что
для экспрессии гена гормона роста достаточно
только сайта F1 в промоторной области, но для
большей эффективности транскрипции необходи�
мы и другие F�сайты, расположенные дальше
от точки инициации транскрипции [22, 23].

Последовательность сайта F1 в промоторе генов
gh1 и gh2 S. levanidovi, расположенного в положении
–39/–61, достаточно консервативна и отличается
лишь тремя нуклеотидными заменами (рис. 2). Из�
менения локализованы во фланкирующих обла�
стях сайта и не затрагивают его коровую часть.
Сайты связывания F2, расположенные в поло�
жениях –118/–140 и –117/–139 п.н. в генах gh1 и
gh2, соответственно, отличаются двумя нуклеотид�
ными заменами (рис. 2). Третий сайт (F3) находится
в положении –155/–183 в гене gh1 и –153/–181 п.н.
в gh2, а четвертый (F4) – в –264/–295 п.н. гена gh1.
В свою очередь, в гене gh2 границы F4 сайта смеще�
ны на 2 п.н. − –266/–297 п.н. Сайты F3 и F4 в генах
gh1 и gh2 содержат больше нуклеотидных замен, чем
F1 и F2 (рис. 2). 

Помимо ТАТА�бокса и Pit�1�сайтов в промо�
торах генов гормона роста лососевых найдены так
называемые элементы ответа – участки, вовле�
ченные в регуляцию транскрипции в присутствии
тех или иных факторов. В промоторе гена гормо�
на роста радужной форели O. mykiss обнаружены
элементы ответа на сАМР (CRE) и глюкокорти�
коиды (GRE) [22, 23]. CRE содержит либо асим�
метричный TGACG�мотив, либо симметричный
(палиндромный) TGACGTCA�мотив [25]. Кон�
сенсусная последовательность GRE представляет
собой несовершенный инвертированный повтор
GGTACAnnnTGTTCT. При этом правая часть по�
втора – гексануклеотид TGTTCT – гораздо более
консервативна, чем левая [26]. Рецептор глюко�
кортикоидов связывается с GRE в виде гомоди�
мера. При этом с каждым из гексануклеотидов
инвертированного повтора взаимодействует одна
молекула рецептора [27]. Эти элементы ответа
также представлены в промоторе генов гормона
роста у S. levanidovi (рис. 2). Последовательность
асимметричного CRE�элемента (TGACG) в генах
gh1 и gh2 идентична и располагается между сайтами
F2 и F3 на расстоянии –148/–152 и –147/–151 п.н.
от точки инициации транскрипции соответ�
ственно. Элемент GRE находится в участке –
130/–144 в гене gh1 и –129/–143 в gh2. 

У чавычи (Oncorhynchus tshawytscha) и атлан�
тического лосося (Salmo salar) выявлен сайт свя�
зывания с рецептором ретиноевой кислоты
(RAR/RXR) [28]. Рецептор ретиноевой кислоты, го�
модимер (RXR/RXR) или гетеродимер (RAR/RXR),
связывается с элементами ответа на ретиноиды
(RARE и RXRE), которые состоят обычно из двух
прямых повторов (AGGTCA), разделенных пятью
или двумя нуклеотидами [29]. Этот сайт представ�
лен также в промоторе обоих генов гормона роста
гольца – в положениях –105/–124 и –106/–125 п.н.
у gh1 и gh2 соответственно. Сайт связывания
RAR/RXR и GRE�элемент частично перекрыва�
ются с обеих сторон с F2�сайтом (рис. 2). 
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Рис. 2. Схема расположения сайтов связывания (F1−F4) с гипофиз�специфичным фактором транскрипции Pit�1; эле�
ментов ответа на сАМР (CRE) и глюкокортикоиды (GRE); рецептора ретиноевой кислоты (RAR/RXR); и эстроген�
чувствительного элемента (ERE) в промоторе генов гормона роста Salvelinus levanidovi.
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Интересно, что некоторые элементы ответа об�
наруживаются не только в регуляторной области,
но и внутри гена, в частности в интронах. Так, в
четвертом интроне генов gh1 и gh2 S. levanidovi – в
положении +2471/+2478 и +2471/+2478 п.н., соот�
ветственно, выявлен элемент CRE, представлен�
ный также в интроне D генов гормона роста ат�
лантического лосося и чавычи [28]. В отличие от
CRE в промоторе, “интронный” CRE является
палиндромом (ACTGCAGT) (рис. 3).

Консенсусные сайты связывания Pit�1
(A/T3NCAT), выявленные в составе двух АТ�бога�
тых областей интрона С гена gh2 O. mykiss [23],
найдены также в гене gh2 S. levanidovi в положе�
нии +954/+976 и +1436/+1495 п.н. (рис. 3). Пер�
вая из этих двух областей присутствует и в гене
gh1 S. levanidovi (+1040/+1062 п.н.) и отличается
от аналогичной области гена gh2 одной нуклео�
тидной заменой. Второй АТ�богатый участок гена
gh1 значительно отличается от соответствующего
участка в gh2 и обнаруживает консервативность
только в центральной своей части (рис. 3).

В интроне С генов гормона роста лососевых
рыб обнаружен еще один сайт − элемент ERE [30].
ERE – это инвертированный палиндромный по�
втор GGTCAnnnTGACC, связываясь с которым
рецепторы эстрогенов активируют транскрип�
цию [31]. В генах gh1 и gh2 S. levanidovi ERE разли�
чаются одной нуклеотидной заменой (рис. 3).

В генах gh1 и gh2 S. levanidovi 3'�область содер�
жит поли(А)�последовательность (ААТААА) в по�
ложениях +4137 и +3794 соответственно. Других
потенциальных цис-регуляторных последова�
тельностей в нем не обнаружено. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Сравнение последовательностей генов�пара�
логов гормона роста гольца свидетельствует об их
функциональности. Этот вывод основан на сле�
дующих фактах. Экзонные последовательности
содержат открытую рамку считывания длиной
630 п.н. Предсказанная аминокислотная после�
довательность, кодируемая этими генами, отли�
чается высокой консервативностью, включая по�

ложения остатков Cys. Последовательности обо�
их генов сходны с последовательностями генов
гормона роста S. salar и O. tshawytscha, у которых
оба гена функциональны. Возможно, что выяв�
ленные аминокислотные замены могут влиять на
функцию двух форм гормона, но это предположе�
ние нуждается в поверке.

В пользу функциональности обоих генов сви�
детельствуют также результаты сравнения промо�
торного участка. Оба гена содержат идентичный
ТАТА�бокс и мотивы, потенциально способные
модулировать экспрессию: сайт связывания Pit�1
(включающий четыре участка, F1−F4), элементы
CRE, GRE и RARE/RXRE. Все эти сайты в обоих
генах находятся практически в одних и тех же по�
ложениях и отличаются в паралогах небольшим
числом нуклеотидных замен. Число различий в
Pit�1�сайте генов gh1 и gh2 увеличивается от F1 к
F4. Это может указывать на различия в силе про�
моторов и возможную тканевую специфичность
экспрессии генов. Сайты GRE и RAR/RXR ча�
стично перекрываются с участком F2 Pit�1�сайта.
Можно предположить, что связывание лигандов
с этими сайтами может по�разному влиять на уро�
вень экспрессии генов.

В интроне С обоих генов содержится элемент
ERE, нуклеотидная последовательность которого
различается в паралогичных генах лишь одним
нуклеотидом. В интроне D также выявлен мотив
CRE. Не известно, могут ли CRE в промоторном
участке и внутри гена функционировать коопера�
тивно. В генах gh1 и gh2 они располагаются на
расстоянии 2616 и 2617 п.н. друг от друга, что при�
мерно кратно 10 нуклеосомным повторам ДНК.
Возможно, что в структуре хроматина эти сайты
могут быть сближены. 

В интроне C обнаружены участки, обладаю�
щие гомологией с Pit�1�сайтом, при этом в gh2, но
не в gh1 участки гомологии относительно протя�
женные.

Возможно, это свидетельствует не о функцио�
нальной значимости этих участков, а, скорее, об
эволюционном происхождении интрона из части
промоторной области. 
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Рис. 3. Схема расположения АТ�богатых участков, содержащих сайты связывания с гипофиз�специфичным фактором
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