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Выявление наследственных основ формирования защитных реакций 

моллюсков имеет большое значение для сравнительной и эволюционной имму-
нологии. В формировании общей картины защитных реакций моллюсков при-
нимают участие множество генов, кодирующих все факторы иммунного от-
вета. Для изучения генетических основ резистентности выведены линии мол-
люсков с разным уровнем резистентности / чувствительности к паразитар-
ной инвазии, проводится секвенирование участков генома, кодирующих фак-
торы защитных реакций. Установление гомологии расшифрованных участков 
генома позволяет находить новые факторы защитных реакций у близких ви-
дов. С помощью систем скрещиваний и молекулярных маркеров проводится 
картирование генов, установление мест их преимущественной экспрессии.  
 

E. Prokhorova, G. Ataev  
 

THE GENETIC BASIS OF GASTROPODES’ RESISTANCE 
 
The detection of the resistance genetic mechanisms is one of the urgent prob-

lems of the comparative immunology. Multitude genes encoding different factors of 
snails defense reactions operate the whole immune system. For studying the resis-
tance genetic basis, classical and modern molecular methods are used. The classical 
identification of the resistance inheritance is based on the comparison of the suscep-
tibility level in parasite-host systems and crossings-selection methods, in which dif-
ferent snail lines are used. Most of molecular methods are based on the mapping 
and sequencing of immune-relevant genes and the searching of novel defense factors 
genes sequences. Detection of the sequenced genes homology and their expression 
localization is applied for identifying mechanisms of work and relationships of de-
fense reactions factors. 
 
 
Защитные реакции моллюсков традиционно рассматриваются с точки зре-

ния их клеточных и гуморальных составляющих. В настоящее время признано, 
что ведущая роль в иммунном ответе гастропод принадлежит клеточным реак-
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циям [1, 2]. При этом циркулирующие гемоциты обеспечивают распознавание, 
связывание и элиминацию паразита [3,4]. Гуморальные факторы также участ-
вуют в реализации всех этапов защитных реакций [5, 6]. Однако они не обла-
дают собственной цитотоксической активностью и только регулируют цитоток-
сическую активность гемоцитов [7, 8]. Таким образом, как на клеточном, так и 
на гуморальном уровнях основными эффекторными клетками защитных реак-
ций гастропод являются клеточные элементы гемолимфы [4, 9].  

К сожалению, защитные реакции гастропод попали в круг интересов отече-
ственных исследователей относительно недавно. В то же время, за рубежом этой 
проблеме посвящено большое количество работ на протяжении нескольких де-
сятков лет [4]. В этих исследованиях в качестве модельного объекта часто ис-
пользуются лабораторные линии моллюсков Biomphalaria glabrata. Именно на 
биомфаляриях впервые изучены защитные реакции гастропод в ответ на трема-
тодную инвазию [10–13], бактериальное заражение [13], описан клеточный ответ 
на пересадку трансплантатов органов и тканей [14]. Однако механизмы, пути, 
этапы реализации защитных реакций и взаимодействие между собой компонен-
тов иммунной системы гастропод во многом остаются неясными. Прояснить 
многие аспекты функционирования иммунной системы моллюсков может изуче-
ние генетических основ резистентности к паразитам [9, 15]. В настоящее время 
выявлены различия в интенсивности экспрессии факторов защитных реакций у 
зараженных и незараженных моллюсков, у особей разных лабораторных линий 
B. glabrata, изучена экспрессия некоторых иммунокомпетентных генов [8, 16, 
17]. Именно анализ современных молекулярно-генетических подходов и мето-
дов, используемых для изучения защитных реакций гастропод, и явился целью 
данной работы.  

Генетический контроль резистентности у гастропод. За длительное 
время культивирования в лабораторных условиях путём направленных скрещи-
ваний и отбора были выведены линии B. glabrata, отличающиеся по уровню ре-
зистентности к разным видам трематод [16]. В частности, Bg. CB линия B. 
glabrata обладает 70%-ной восприимчивостью к заражению Echinostoma cap-
roni, СВ линия, напротив, на 99% резистентна к эхиностомной инвазии [18–20]. 
Существование инбредных линий с разным уровнем восприимчивости к пара-
зиту указывает на наличие у гастропод генетического контроля резистентности. 
Однако даже внутри линий имеет место индивидуальная изменчивость уровня 
резистентности и динамики иммунного ответа [16].  

Первые работы по генетике биомфалярий были осуществлены в 50-х го-
дах прошлого века Ньютоном [21–23]. Для определения характера наследова-
ния резистентности у Biomphalaria glabrata он использовал морфологические 
маркеры (альбинизм и нормальная пигментация), сцепленные с разным уровнем 
восприимчивости к паразиту. Только часть гибридов от скрещиваний рези-
стентной альбиносной бразильской линии с восприимчивой линией из Пуэртo 
Рико оказалась восприимчивой к заражению Shistosoma mansoni, что указывало 
на наследственный характер резистентности / чувствительности. Разная степень 
восприимчивости к трематодной инвазии среди потомства от самооплодотворе-
ния гибридов F1 свидетельствовала о полигенном контроле резистентности.  

Позднее при скрещивании различных линий Biomphalaria glabrata было 
показано различие между ювенильной и «взрослой» резистентностью. Согласно 
исследованиям Ричардса, «взрослая» резистентность — моногенный признак, а 
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ювенильная — скорее полигенный [24–26]. Ричардс выделил четыре гена юве-
нильной резистентности / чувствительности к заражению. Основные различия в 
уровне резистентности связаны с работой генов Mr и R. Доминантный аллель 
гена Mr обусловливает резистентность к трематодной инвазии у взрослых осо-
бей, однако он же определяет восприимчивость у молоди. Удалось установить, 
что экспрессия этого гена зависит от возраста особи. У моллюсков одних линий 
он работает только у взрослых особей, а у других — на протяжении всей жизни.  

 

 
Рис. 1. Метод искусственного отбора моллюсков Biomphalaria glabrata, использованный 
для селекции линий с разным уровнем резиcтентности / чувствительности к Shistosoma 
mansoni. V = линия моллюсков «Vespiano»; PR = пуэрториканская линия моллюсков;  
pr = пуэрториканская линия паразита; K = кенийская линия паразита; R = выведенная  
резистентная линия моллюсков; S — выведенная чувствительная линия моллюсков.  

Отдельные секции — линии моллюсков, использованные для отбора  
 

Моллюски использованных линий заражались шистозомой (линии парази-
та указаны на рис. 1 сплошными стрелками). Отличающиеся по восприимчиво-
сти к заражению моллюски отбирались для создания новых линий (направление 
отбора показано пунктирными стрелками). Наследуемость резистентности / 
чувствительности проверялась экспериментальным заражением одной линией 
паразита на протяжении всех поколений. Специфичность восприимчивости к 
заражению определялась экспериментальным заражением новой линией пара-
зита в F3  [40]. 

Наличие доминантного аллеля гена R обусловливает резистентнось ули-
ток во всех возрастных группах линии. Морфологическое проявление его рабо-
ты — формирование скоплений гемоцитов и гемоцитарных капсул вокруг спо-
роцист трематод. При этом ген Mr регулирует работу гена R, подавляя его в ре-
цессивном состоянии [27]. Взаимодействием этих генов можно объяснить раз-
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личную резистентность к заражению трематодами Shistosoma mansoni среди 
разновозрастных Biomphalaria glabrata. При наличии в генотипе доминант- 
ного аллеля гена R особь любого возраста оказывается резистентной (10-R2,  
13-16-R1, BS-90 линии B. glabrata). Моллюски, имеющие в генотипе рецессив-
ный аллель гена Mr, восприимчивы к заражению в любом возрасте (M-line, 
NMR1, PR-77 линии B. glabrata), при этом аллель гена R не имеет значения. 
Присутствие в генотипе доминантного аллеля Mr обусловливает «ювенильную» 
восприимчивость к заражению, но «взрослую» резистентность (442132, 2423432 
линии B. glabrata). Согласно работам Ричардса, множественные аллели других 
генов резистентности обусловливают индивидуальную вариабельность по рези-
стентности / чувствительности среди моллюсков [26, 16].  

В настоящее время считается, что в формировании фенотипа резистентной 
особи принимает участие большое количество генов, обеспечивающих проте-
кание клеточных и гуморальных реакций [4, 20].  

 

 
 
Рис. 2. Наследуемость резистентности и чувствительности в паразито-хозяинной  
системе Biomphalaria glabrata—Shistosoma mansoni. Показан процент заражения  

среди выведенных резистентных, чувствительных и контрольной линий моллюсков  
после экспозиции пяти мрацидиям [41] 

 
Расшифровка геномов гастропод. Для изучения характера наследования 

резистентности / чувствительности большое значение имеет выявление молеку-
лярной структуры всего множества факторов защитных реакций и соответст-
вующих им нуклеотидных последовательностей в геноме. Расшифровка нук-
леотидных последовательностей генов резистентности гастропод также имеет 
большое значение для раскрытия механизмов защитных реакций.  

В настоящее время осуществляются проекты по расшифровке геномов не-
скольких брюхоногих моллюсков, в том числе и B. glabrata (см.: www.nlm.ncbi. 
gov). В геноме биомфалярии — 18 хромосом (в гаплоидном наборе) и 46% ГЦ- 
пар. Анализ ДНК гемоцитов различных линий B. glabrata показал, что размер 
генома составляет приблизительно 931 Mb. Одновременно осуществляется и 
расшифровка генома паразита гастропод — Shistosoma mansoni (его размер — 
270 Mb). Для расшифровки нуклеотидных последовательностей организмов 
создаются многочисленные генные библиотеки (кДНК, геномные, космидные, 
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бактериальные). Созданы генные библиотеки М-линии, BS90-линии, BB02-
линии B. glabrata [28, 29]. Бактериальная геномная библиотека BB02-линии  
B. glabrata содержит 61824 клонов (в среднем по 136,3 kb) [28]. Полностью рас-
шифрована нуклеотидная последовательность митохондриальной ДНК B. glab-
rata (13670 пн) (genome. wustl.edu). Интересно, что состав и последовательно-
сти генов в митохондриальном геноме биомфалярии, за исключением двух ге-
нов рРНК, оказались почти идентичными таковым у большинства гастропод.  

В базе данных GeneBank (www.nlm.ncbi.gov) имеется примерно 45000 
нуклеотидныx последовательностей для моллюсков рода Biomphalaria (из них 
42913 — для B. glabrata) и около 3600 последовательностей для Oncomelania 
sp., Lymnaea sp. и Bulinus sp. Однако полная нуклеотидная последовательность 
и экзон-интронная структура к настоящему времени установлены только для 
нескольких генов гастропод. Из них самая большая последовательность (16 kb) 
— последовательность гена фибриноген-подобного белка Biomphalaria glabrata 
(FREP 7.1), принимающего участие в защитных реакциях (см. ниже). Последо-
вательности генов других факторов защитных реакций также имеются в базе 
данных GeneBank. Все секвенированные последовательности, представленные в 
базе данных, могут быль использованы для изучения экспрессии факторов за-
щитных реакций у гастропод (подбор праймеров, зондов и др. ).  

Картирование генов резистентности. Для определения расположения 
генов резистентности в геноме B. glabrata используются как классические, так и 
современные молекулярные подходы. В основе построения генетических карт 
лежит анализ сцепления генов, отвечающих за проявление иммунного ответа, с 
морфологическими или молекулярными маркерами. Анализ расстояния между 
генами осуществляется по частоте встречаемости рекомбинантных форм среди 
гибридов (Jones et al., 1999). Недостатком такого картирования является невоз-
можность учёта влияния на проявление генов резистентности других генов, 
расположенных с ними на одном участке. Кроме того, резистентность как спо-
собность к проявлению защитных реакций — полигенный признак, а значит, 
она определяется многими хромосомными локусами. Однако несомненным 
преимуществом картирования по частоте рекомбинантов является то, что для 
определения групп сцепления не нужно знать химические механизмы рези-
стентности и нуклеотидные последовательности конкретных генов. Построен-
ные на основе анализа сцепления карты хромосом с небольшим числом генов 
являются основой для создания более точных физических карт хромосом.  

Для картирования отдельных локусов, вовлечённых в формирование ко-
личественного признака (QTL) используются методы молекулярного мечения 
[31, 32]. В качестве генетических маркеров используют микросателлиты, РАПД 
(Random Amplified Polymorphic DNA), случайные маркеры (random-markers), 
меченные зонды. Отдельные локусы QTL локализуют, устанавливая статисти-
ческую взаимосвязь между характером наследования признака и распределени-
ем молекулярных маркеров в поколениях гибридов от скрещиваний. Основные 
методы определения сцепления между генетическим маркером и QTL — мно-
жественный регрессионный анализ (для бинарных исчислений), общее линей-
ное моделирование, интервальный анализ и др. [31]. Эти методы позволяют 
оценить все генетические параметры, ассоциированные с определённым рези-
стентным фенотипом: положение QTL на хромосомах, вклад QTL в формиро-
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вание признака, взаимодействие различных QTL [31]. Для локализованного на 
генетической карте QTL определяется возможный вклад в наблюдаемые фено-
типические эффекты [32].  

Сравнительный анализ экспрессии генов. Сравнительный анализ экс-
прессии генов у моллюсков разных линий, а также заражённых и незараженных 
особей позволяет определять гены, работа которых обеспечивает формирование 
иммунного ответа. Большинство методик связано с определением генной экс-
прессии на уровне мРНК и с использованием полимеразной цепной реакции.  

Один из подходов к анализу экспрессии генов — определение и поиск ге-
нов и консервативных последовательностей, гомологичных, уже известных для 
других филогенетически близких видов. Таким образом, был обнаружен  
ß-интегрин у B. glabrata [33]. В случае, когда нуклеотидная последовательность 
экспрессируемого гена не известна, используются методы поиска  генов, предпо- 

 

 
 

Рис. 3. Филогенетическое дерево, отражающее родство последовательностей, кодирующих 
фибриноген-подобные белки. 

Для анализа использованы 42 последовательности геномной ДНК из одного моллю-
ска Biomphalaria glabratа. В качестве контроля использовалась последовательность фибри-
ноген-подобного лектина Limax flavus (SABL2) [36].  
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ложительно вовлеченных в защитные реакции. Одним из таких методов являет-
ся субстратная гибридизация. Для анализа выделяются мРНК из заражённых и 
незаражённых особей или особей различных линий моллюсков. Затем проводят 
гибридизацию сравниваемых образцов комплементарной ДНК (кДНК). Для 
дальнейшего анализа используют только негибридизовавшиеся, а значит, раз-
личающиеся по нуклеотидным последовательностям участки кДНК. Последо-
вательности, имеющиеся только у одной из сравниваемых групп, секвенируют-
ся и выравниваются с уже имеющимися в базе данных GeneBank нуклеотидны-
ми последовательностями (www.nlm.ncbi.gov). Полученные таким образом нук-
леотидные последовательности могут быть использованы для определения мес-
та и уровня экспрессии генов, ответственных за формирование резистентности.  

Другой путь определения участков генома, отвечающих за проявление ре-
зистентности, — установление нуклеотидных последовательностей, соответст-
вующих факторам защитных реакций. Так, при анализе 65 кДа — полипептида, 
обнаруженного у особей резистентной линии B. glabrata, было установлено, что 
соответствующая ему нуклеотидная последовательность гомологична фибрино-
ген-подобным белкам других беспозвоночных [8]. Дальнейшие исследования 
показали, что FREP гастропод кроме участвующего в распознавании антигена 
фибриногенового домена (65кДа-домен) содержат один-два иммуноглобулино-
вых домена (IgSF). FREP являются лектинами и участвуют в связывании и ней-
трализации паразитов [4]. В настоящее время описано около десятка FREP гас-
тропод. В базе данных GeneBank имеется несколько сотен последовательностей 
различных доменов FREP. Гены FREP служат моделью для изучения работы 
генов, вовлеченных в защитные реакции беспозвоночных [34]. С использовани-
ем молекулярных методов было показано повышение уровня экспрессии FREP 
двумя и четырьмя гемоцитами моллюсков линий B. glabrata в ответ на зараже-
ние мирацидиями трематод [35–37]. Кроме того, изучение FREP имеет большое 
значение для сравнительно-иммунологических исследований [9]. 

 

 
 

Рис. 4. Структура двух известных типов фибриноген-подобных белков (FREPs),  
содержащих один (вверху) и два (внизу) домена иммуноглобулинового суперсемейства 

(IgSF). А — Геномная структура и B — трансткрипт мРНК. Отмечены участки,  
кодирующие домен иммуноглобулинового суперсемейства (пунктиром), промежуточный 

домен (двумя линиями), фибриногеновый домен (одной линией).  
Заштрихованные участки — различные экзоны (по: Zhang, Loker, 2004) 
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Основными эффекторными клетками иммунной системы гастропод явля-
ются гемоциты — циркулирующие клетки гемолимфы [4]. Большинство моле-
кулярно-генетических исследований посвящено изучению экспрессии генов ре-
зистентности в гемоцитах в ответ на трематодную инвазию. При заражении 
моллюсков B. glabrata трематодами Echinostoma caproni было установлено зна-
чительное повышение уровня экспрессии гемоцитами веществ, гомологичных 
цистатину, интегринподобным белкам, дерматопоринов, сериновых протеаз, 
оксидаз и др. При этом обнаружено различие в динамике уровня экспрессии 
различных веществ гемоцитами моллюсков резистентных и чувствительных 
линий. Так, уровень экспрессии F-спондинподобного белка, ß-интегрина, дер-
матопорина значительно повышается только у моллюсков резистентных линий.  

Некоторые из белков, например, альдолаза, синтезируются только гемо-
цитами чувствительных линий (EAF-S-линия). Например, дерматопорин участ-
вует в процессах агрегации гемоцитов и в формировании капсул [18], а альдо-
лаза влияет на процессы адгезии гемоцитов, их подвижность и способность 
прикрепляться к субстрату. Эти данные подтверждают предположение, что раз-
личие в интенсивности и стратегиях иммунного ответа у моллюсков чувстви-
тельных и резистентных линий связано, прежде всего, с разной способностью 
гемоцитов к адгезии и распознаванию своего—чужого [2, 19]. Определено, что 
гемоциты чувствительных линий B. glabrata не участвуют в инкапсуляции ма-
теринских спороцист трематод Echinostoma caproni [38].  

В разные сроки после заражения биомфалярий мирацидиями трематод 
между моллюсками наблюдается различие в интенсивности экспрессии гемоци-
тами различных факторов. Так, уровень экспрессии глутатион-S-трансферазы 
(GST) увеличивается через 48 часов после заражения, а лектинсвязывающего 
антимикробного пептида (LBP/BPI) и ахатиноподобного белка — значительно 
уменьшается уже через день после заражения [20]. Различная динамика экс-
прессии свидетельствует о разной роли этих веществ в иммунном ответе гас-
тропод.  

Известно, что GST у беспозвоночных участвует в детоксикации ксенобио-
тиков. Через два дня после заражения моллюска мирацидиями происходит ин-
капсуляция спороцист. Элиминация паразита в капсуле связана с выделением 
гемоцитами большого количества цитотоксинов и оксидаз. Возможно, что GST 
защищает окружающие капсулу ткани моллюска от последствий «кислородного 
взрыва» и работы пероксидаз. LBP/BPI и ахатиноподобный белок у беспозво-
ночных участвуют в антимикробном ответе. В ответ на трематодную инвазию 
их концентрация не повышается (а даже несколько снижается), что может ука-
зывать на существование у гастропод разных стратегий защитных реакций в 
ответ на разные антигены [20].  

Локализация мест экспрессии иммунокомпетентных генов. Для опре-
деления очагов синтеза веществ, участвующих в защитных реакциях, исполь-
зуют методы иммуногистохимии и гибридизацию in situ. Гибридизация, осуще-
ствляющаяся на уровне мРНК, позволяет наиболее точно локализовать участки 
синтеза факторов защитных реакций. Так, с помощью гибридизации было пока-
зано, что синтез антибактериального белка митилина у Mytilus galloprovincialis 
(Bivalvia) осуществляется особой субпопуляцией гемоцитов, участвующих в 
ответе на заражение бактериями [39]. Благодаря гибридизации установлено, что 
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гуморальные факторы защитных реакций у биомфалярии синтезируются в пе-
риферических клетках белковой железы (цистатин-подобный лектин, LBP/BPI 
— бактерицидный гликопротеин), в секреторных клетках гепетопанкреаса (Ca-
связывающий белок), на участках тегумента (треонинкиниза-подобный белок) и 
гемоцитах (FREP) [20].  

Таким образом, для изучения наследственных предпосылок формирования 
иммунного ответа необходимо комплексное использование нескольких подхо-
дов, направленных на раскрытие различных аспектов функционирования им-
мунной системы гастропод.  
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