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Ген germes – маркер половой плазмы и первичных половых клеток (ППК), описанный у шпорцевой
лягушки Xenopus laevis. Известно, что оверэкспрессия его мутантной формы негативно влияет на
формирование и миграцию ППК. Однако до сих пор не было известно, насколько широко этот ген
представлен у животных разных филогенетических групп. В данной работе был проведен биоин-
форматический анализ геномных и транскриптомных последовательностей животных, имеющих
половую плазму. Оказалось, что гомологи germes имеются только у представителей родов Xenopus и
Hymenochirus семейства Pipidae (отряд Anura). Полученные результаты подтверждены путем ОТ-ПЦР-
анализа экспрессии ортологов germes в яичниках шести представителей разных семейств Anura. Фило-
генетический анализ клонированных последовательностей гомологов germes говорит о появлении этого
гена у предков Pipidae и вторичной его утрате в роде Pseudohymenochirus. Также показано, что аминокис-
лотные последовательности функциональных доменов белка Germes в значительной степени консер-
вативны.
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ВВЕДЕНИЕ

Предшественники половых клеток у большин-
ства животных закладываются на ранних этапах
онтогенеза в результате одного из двух принци-
пиально разных механизмов – индукционного и
детерминативного (Extavour, Akam, 2003). У хво-
статых амфибий, черепах, ящериц, змей и пла-
центарных млекопитающих, а также тихоходок,
сверчков, пчел, клопов и пауков, первичные по-
ловые клетки (ППК), возникают из соматических
клеток эмбриона в результате индукционных воз-
действий, поступающих от окружающих эмбрио-
нальных тканей (Hansen et al., 2021). Для бесхво-
стых амфибий, костистых рыб, крокодилов и
птиц, а также ос, тлей, плодовых мушек, асцидий,
морских стрелок и нематод механизм детермина-
ции ППК связан с наследованием клетками опре-
деленных цитоплазматических детерминант мате-
ринского происхождения, сконцентрированных в
специфической безмембранной структуре, называ-
емой половой плазмой (germ plasm) (Hansen et al.,
2021). Половая плазма формируется во время ооге-
неза в определенной зоне цитоплазмы ооцита, в
которой агрегируются митохондрии, эндоплаз-
матический ретикулум, электронноплотные гра-

нулы, а также специфический набор матричных и
некодирующих РНК и белков (Houston, King, 2000).

Состав и функции молекулярных компонен-
тов половой плазмы детально изучены на модель-
ных организмах, использующих детерминатив-
ный механизм спецификации ППК – амфибии
Xenopus laevis, насекомом Drosophila melanogaster,
нематоде Caenorhabditis elegans и костистой рыбе
Danio rerio (Castrillon et al., 2000; Rengaraj et al.,
2010; Julaton et al., 2011). Набор генов-маркеров
половой плазмы включает гены ddx4 (vasa), dazl,
nanos, pum, smB/smD. Он довольно консервативен
и характерен также для ППК животных с индук-
ционным механизмом их формирования, в том
числе млекопитающих (Castrillon et al., 2000;
Lesch, Rengaraj et al., 2010; Julaton et al., 2011; Page,
2012). Продукты этих генов являются РНК-свя-
зывающими факторами, которые регулируют ло-
кализацию и трансляцию других мРНК, и необ-
ходимы для формирования и спецификации
ППК (Lesch, Page, 2012).

Germes является компонентом половой плаз-
мы и впервые описан у X. laevis (Berekelya et al.,
2003). РНК germes визуализируется в ооцитах в со-
ставе половой плазмы (Berekelya et al., 2003), а бе-
лок Germes детектируется в мигрирующих ППК
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перед заселением в гонаду (Konduktorova et al.,
2022). Последовательность белка Germes содер-
жит два мотива лейциновых застежек-молний
(Leucine zippers, LZ) и кальций-связывающий EF-
hand домен (Berekelya et al., 2007). Оверэкспрес-
сия мРНК мутантной формы Germes, лишенной
LZ доменов, приводит к аномальной морфологии
ППК и негативно влияет на их количество и спо-
собность к миграции (Berekelya et al., 2007). Среди
белковых партнеров Germes – легкие цепи дине-
ина dlc8a и dlc8b (Berekelya et al., 2007), посред-
ством которых, возможно, собираются белковые
комплексы или происходит взаимодействие с ци-
тоскелетным “молекулярным мотором” динеином
(King, 2000; Rapali et al., 2011). Таким образом, Ger-
mes является важным компонентом половой плаз-
мы и обеспечивает правильное формирование и
функционирование ППК у X. laevis. Возникает
вопрос, насколько широко гомологи данного ге-
на распространены среди животных и насколько
консервативна их функциональная роль в фор-
мировании ППК? Для ответа на этот вопрос, с
помощью методов биоинформатики было иссле-
довано наличие гомологов гена germes у живот-
ных, обладающих половой плазмой. Также был
выполнен ОТ-ПЦР-анализ экспрессии ортоло-
гов germes в яичниках шести представителей раз-
ных семейств Anura.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объекты исследования

Работа проводилась на самках бесхвостых ам-
фибий следующих видов: Xenopus laevis (Daudin,
1802), Hymenochirus boettgeri (Tornier, 1896), Rana
temporaria (Linnaeus, 1758), Bufo bufo (Linnaeus,
1758), Bombina bombina (Linnaeus, 1761). X. laevis
является лабораторным видом и содержится на
кафедре эмбриологии МГУ, остальные лягушки
были приобретены в зоомагазине и определены
до вида по ключу (Terent’ev, Chernov, 1965). То-
тальная РНК из правого и левого яичника каждой
амфибии выделялась независимо. R. temporaria и
B. bufo были взяты по две каждой особи, а H. boett-
geri и B. bombina – по пять. Все протоколы экспе-
риментов на животных были одобрены Комис-
сией по биоэтике Института биологии развития
им. Н.К. Кольцова РАН.

Выделение РНК и синтез кДНК

Тотальную РНК яичников выделяли с помо-
щью реагента ExstractRNA (Evrogen, Россия) в со-
ответствии с рекомендациями производителя.
Качество и количество тотальной РНК определя-
ли с помощью спектрофотометра NanoDrop 2000
(Thermo Scientific, США). кДНК синтезировали
из 1–2 мкг тотальной РНК с помощью набора
M-MLV (Evrogen, Россия).

Молекулярное клонирование 
и анализ последовательностей

С использованием полученных кДНК в качестве
матрицы, проведена ПЦР с вырожденными олиго-
нуклеотидами, специфичными для наиболее кон-
сервативного участка последовательностей germes
X. laevis (GenBank ID: AY172320.1) и X. tropicalis (Gen-
Bank ID: XM_031898981.1). Последовательности вы-
рожденных праймеров: 5'-TTGGGATAGTTAT-
GACCTTC-3' и 5'-TCCTCCTCCTTAAGTATGGCT-3'.
Полученный ампликон клонировали в вектор
pGEMT (Promega, США) или pAL-TA (Evrogen,
Россия) для последующего секвенирования.

Поиск нуклеотидных последовательностей
транскриптов и белков проводили в базе данных
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Последова-
тельности сравнивали и выравнивали с помощью
программы NCBI BLAST 2 с использованием ал-
горитма discontiguous megablast (https://blast.nc-
bi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Stephen et al., 1997) и
Clustal Omega 3 (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
clustalo/). Секвенированные последовательности
полученных ампликонов сравнивали с нуклео-
тидными и белковыми последовательностями
X. laevis в NCBI BLAST.

Филогенетическое дерево бесхвостых амфи-
бий было построено вручную на основе филоге-
нии семейств, представленной на онлайн-ресурсе
amphibiaweb.org (https://amphibiaweb.org/taxono-
my/AW_FamilyPhylogeny.html). Для построения
дерева использовались лишь виды, геномы кото-
рых доступны в базе NCBI и были проанализиро-
ваны на наличие germes.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для оценки наличия гомологов гена germes у

животных, обладающих половой плазмой, мы про-
вели широкий поиск в базе данных NCBI с помо-
щью алгоритма BLAST. BLAST-поиск ортологов ге-
на germes в базе данных аннотированных нуклео-
тидных последовательностей Nucleotide, выявил
только одну предсказанную последовательность.
Это последовательность XM_031898982.1 мРНК
Xenopus tropicalis (Gray, 1864), обладающая со зна-
чительной степенью гомологии (79%). В связи с
тем, что последовательности, гомологичные ger-
mes, не были найдены ни у хвостатых амфибий,
ни у представителей других групп животных, мы
сосредоточили дальнейшие усилия на поиске го-
мологов germes у бесхвостых амфибий.

На следующем этапе мы искали последова-
тельности, гомологичные гену germes, в геномных
последовательностях представителей Anura, до-
ступных в базе данных NCBI. У другой амфибии
рода Xenopus, Xenopus borealis (Parker, 1936), была
выявлена последовательность гена (CM044435),
гомологичная последовательности germes X. laevis.
Нам удалось собрать полную кодирующую после-



386

ОНТОГЕНЕЗ  том 54  № 6  2023

КОНДУКТОРОВА и др.

довательность транскрипта X. borealis и соответству-
ющего белка. Анализ выравнивания полученных
последовательностей показал, что идентичность
нуклеотидных последовательностей между X. laevis

и X. borealis выше, чем между X. laevis и X. tropicalis
(88 и 79% соответственно). Это объясняется тем,
что X. laevis и X. borealis филогенетически ближе
друг к другу (рис. 1а).

Рис. 1. (а) Распределение ортологов гена germes на филогенетическом дереве Anura. Виды, для которых был найден ген
germes и его гомологи, отмечены зеленым цветом. Узлы, в которых предположительно появляется и исчезает этот ген,
отмечены закрашенным и пустым кругом, соответственно. Филогенетическое дерево бесхвостых амфибий было по-
строено на основе филогении семейств, представленной на онлайн-ресурсе amphibiaweb.org (https://amphibi-
aweb.org/taxonomy/AW_FamilyPhylogeny.html). (б, в) Анализ гомологии последовательностей ортологов гена germes.
Филогенетическое дерево мРНК (б) и аминокислотных последовательностей (в).
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Помимо представителей рода Xenopus, гомолог
germes был найден только в геноме малой когтистой
лягушки Hymenochirus boettgeri, которая принадле-
жит к семейству Pipidae, как и представители рода
Xenopus. Идентичность нуклеотидной последова-
тельности germes H. boettgeri по сравнению с X. lae-
vis составляет 74%. При этом гомологи germes не
были обнаружены в геномах представителей других
родов Pipidae, Pipa и Pseudohymenochirus, а также
других семейств бесхвостых амфибий (рис. 1а).

Для верификации полученных результатов,
был проведен ПЦР-анализ экспрессии ортологов
germes в тканях яичников представителей не-
скольких семейств Anura. Используя праймеры,
разработанные для короткого консервативного
участка мРНК germes X. laevis (150 п.н.), который
полностью комплементарен последовательности
germes X. tropicalis, была выполнена ОТ-ПЦР с об-
разцами яичников шести представителей Anura.
Таким образом, были амплифицированы, клони-
рованы и секвенированы частичные последова-
тельности гомологов germes не только X. laevis и
X. tropicalis, но и H. boettgeri. Анализ полученного
фрагмента подтвердил высокую гомологию нук-
леотидных последовательностей germes X. laevis и
H. boettgeri (78%) (рис. 1б). ПЦР-анализ экспрес-
сии гомологов germes в яичнике Rana temporaria,
Bufo bufo и Bombina bombina не выявил гомологич-
ных последовательностей, что согласуется с ре-
зультатами биоинформатического анализа.

Согласно нашим результатам, germes встреча-
ется только в семействе Pipidae. К семейству Pip-
idae относятся южноамериканский род Pipa и три
африканских рода – Xenopus, Hymenochirus и
Pseudhymenochirus (Frost, 2023). Гомолог гена и
транскрипт germes были обнаружены только у ви-
дов, принадлежащих к родам Xenopus и Hymenochirus
(рис. 1а). Множественный анализ частичной или
полной последовательности белка Germes у четы-
рех видов амфибий (рис. 1в) показал, что самая
высокая гомология наблюдается между X. laevis и
X. borealis. Более низкий уровень гомологии дан-
ной последовательности наблюдается у X. tropicalis,
а гомолог germes H. boettgeri имеет наименьший уро-
вень гомологии среди четырех видов. Полученные
данные об уровне гомологии последовательности
germes полностью соответствуют представлениям о
филогении этой группы. По всей вероятности, этот
ген возник в пределах семейства Pipidae (рис. 1а), а
позднее был утрачен в одной из линий, к которой
относится род Pseudhymenochirus.

Таким образом, ген половой плазмы germes
имеется только у представителей родов Xenopus и
Hymenochirus в пределах одного семейства Pipidae
бесхвостых амфибий. При этом, как показано в
экспериментах на шпорцевой лягушке, он не
только является маркером половой плазмы, но и
необходим для поддержания правильного фор-

мирования и миграции ППК (Berekelya et al.,
2003; Konduktorova et al., 2022). Анализ аминокис-
лотных последовательностей, кодируемых выяв-
ленными гомологами germes показал, что LZ доме-
ны, ответственные за взаимодействие с другими
белками, являются консервативными структура-
ми. Это говорит в пользу того, что у представите-
лей Anura, имеющих germes, он выполняет сход-
ные функции в половой плазме и ППК.
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The germes gene is a marker of germ plasm and primordial germ cells (PGC) described in the African clawed
frog Xenopus laevis. It is known that overexpression of its mutant form negatively affects the formation and
migration of PGC. However, until now it was not known how widely this gene is represented in animals of
different phylogenetic groups. In this work, we performed bioinformatic analysis of genomic and transcrip-
tome sequences of animals with germ plasm. It turned out that germes homologs are present only in repre-
sentatives of the genera Xenopus and Hymenochirus of the family Pipidae (order Anura). The obtained results
were confirmed by RT-PCR analysis of the expression of germes orthologs in the ovaries of six representatives
of different Anura families. Phylogenetic analysis of cloned sequences of germes homologs suggests the ap-
pearance of this gene in the ancestors of Pipidae and its secondary loss in the genus Pseudohymenochirus. It
is also identified that the amino acid sequences of the functional domains of the Germes protein are rather
conservative.

Keywords: germes, germ plasm, PGC, BLAST, anurans


