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Резюме. Проведен анализ и обобщение данных литературных источников, характеризующих структурную орга-
низацию, регуляцию экспрессии и функциональную активность нейротрофического фактора мозга человека, кото-
рый является одним из наиболее распространенных регуляторов биологических процессов в нервной системе. Отме-
чены результаты многочисленных исследований, демонстрирующих ассоциацию гена нейротрофического фактора 
головного мозга (BDNF) с патофизиологией аффективных расстройств, подтвержден его вклад в развитие нейро-
пластичности. Представлены результаты разработки дизайна пары праймеров и адаптации реакции амплификации 
региона BDNF длиной 433 пар нуклеотидов, содержащего полиморфный локус rs6265. Провели отбор эндонуклеазы 
рестрикции. Последовательность праймеров, их локализация и соотношение с сайтом рестрикции обеспечили раз-
деление альтернативных аллелей, необходимое для успешной идентификации данного маркера. Использование 
предлагаемой техники позволило однозначно идентифицировать генотип в 38 исследуемых пробах цельной крови 
и выявить редкие аллельные варианты. Также во всех пробах установлена частота полиморфных вариантов rs6265 
гена BDNF. Отмечено увеличение доли генотипов G/A и A/A полиморфизма rs6265 гена BDNF в группе обследован-
ных, систематически подвергавшихся воздействию экстремальных факторов. Выявление людей с редко встречаю-
щимся генотипом А/А полиморфного локуса rs6265 гена BDNF имеет большое значение для системы мониторинга 
процессов долговременной потенциации, ведущих к  развитию нейропсихической патологии. Доказана возмож-
ность реализации данного способа генотипирования в типовой лаборатории, использующей полимеразную цепную 
реакцию. Предложенный вариант полимеразной цепной реакции с  последующим анализом полиморфизма длин 
фрагментов рестрикции можно использовать как быструю, недорогую и надежную систему идентификации одно-
нуклеотидных генетических полиморфизмов.
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фактор головного мозга; точечное генотипирование; однонуклеотидный полиморфизм; нейрогенез; стресс; 
нейропластичность; методика идентификации полиморфизма rs6265.
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ABSTRACT: The analysis and generalization of data from the literature sources characterizing the structural organization, 
regulation of expression, and functional activity of the neurotrophic factor of the human brain, which is one of the most com-
mon regulators of biological processes in the nervous system, is carried out. The results of numerous studies demonstrating 
the association of the brain-derived neurotrophic factor (BDNF) gene with the pathophysiology of the affective disorders are 
noted, and its contribution to the development of neuroplasticity is confirmed. The results of the design of a pair of primers 
and adaptation of the amplification reaction of the BDNF region with a length of 433 nucleotide pairs containing the polymor-
phic locus RS6265 are presented. Restriction endonuclease was selected. The sequence of primers, their localization, and 
correlation with the restriction site provided the separation of alternative alleles necessary for the successful identification of 
this marker. The use of the proposed technique made it possible to uniquely identify the genotype in 38 examined whole blood 
samples and identify the rare allelic variants. Also, the frequency of polymorphic variants of RS6265 of the BDNF gene was 
established in all the samples. There was an increase in the proportion of genotypes G/A and A/A of the RS6265 polymorphism 
of the BDNF gene in the group of examined systematically exposed to extreme factors. Identification of people with a rare A/A 
genotype of the RS6265 polymorphic locus of the BDNF gene is of a great importance for the monitoring system of long-term 
potentiation processes leading to the development of neuropsychic pathology. The possibility of implementing this method of 
genotyping in a typical laboratory using a polymerase chain reaction is proved. The proposed version of the polymerase chain 
reaction with the subsequent analysis of the polymorphism of the lengths of restriction fragments could be used as a fast, 
inexpensive, and reliable system for identifying single-nucleotide genetic polymorphisms.
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ВВЕДЕНИЕ
Нейротрофический фактор головного мозга (BDNF — 

от англ. brain-derived neurotrophic factor) играет важную 
роль в  регуляции процессов нейрогенеза, формирова-
ния клеток определенной медиаторной специфичности, 
модификации нейронных сетей с  образованием новых 
синапсов и перестройки синаптической передачи [1–3]. 
BDNF относится к семейству нейротрофинов, в головном 
мозге BDNF активен в гиппокампе, коре и базальной ча-
сти переднего мозга — отделах, важных для обучения, 
приобретения и  консолидации памяти, а  также про-
цессов, связанных с вознаграждением и когнитивными 
функциями [4–7]. Многочисленные ассоциативные ис-
следования указывают на наличие взаимосвязи одно-
нуклеотидных замен в гене BDNF с патогенезом аффек-
тивных расстройств [8, 9].

Ген BDNF человека локализован в  регионе р14 
11-й  хромосомы, содержит 12  экзонов, 9 из которых 
имеют специфические промоторы (I–VIII 5`-экзоны, 
сплайсирующиеся (соединяющиеся) с  общим 3`-экзо-
ном IX; рис. 1).

Альтернативный сплайсинг приводит к 17 вариантам 
транскриптов с различными 5`- и 3`-нетранслируемыми 
областями, но все они имеют общую область (включая 
экзон X), кодирующую предшественника  — proBDNF 
[10–12]. Эпигенетические факторы, включающие про-
моторные области, насыщенные СрG-островками, при-
водящие к метилированию гена и деацилированию ги-
стонов (чаще Н3 и Н4 в промоторах  I и  IV), определяют 
разно образие регуляции транскрипционной активности 
BDNF. Эти особенности могут приводить к  изменению 
функцио нальной активности и метаболизма BDNF, спо-
собствуя развитию нейропсихической патологии [13, 14].

Ген BDNF играет значительную роль в  развитии 
центральной нервной системы. Как было показано в ис-
следовании у  мышей с  нокаутом этого гена, мутации 
вызывают потерю значительной части краниальных 
и  спинномозговых периферических сенсорных и  сим-
патических нейронов, вплоть до постнатальной леталь-
ности [15].

Одно из наиболее частых и  изученных изменений 
нуклеотидной последовательности во 2-м экзоне гена 
BDNF  — однонуклеотидный полиморфизм G196A, вы-
зывающий аминокислотную замену (валин на метио-
нин) в  кодоне 66 (val66met),  — rs6265 [16–18]. Генотип 
Val/Val представляет собой генотип «дикого типа», в то 
время как Val/Met и Met/Met отражают гетерозиготность 

и  гомозиготность соответственно. Полиморфизм BDNF 
Val66Met  — относительно распространенный вариант, 
однако оценки его частоты варьируют в  зависимости 
от этнической принадлежности [19]. В  полногеномном 
поиске ассоциаций на выборке более 1 млн человек об-
щая толерантность к  риску и  рискованному поведению 
была ассоциирована с  однонуклеотидным полимор-
физмом (SNP — от англ. single nucleotide polymorphism) 
rs6265 (р = 3×10–11) [20]. Полиморфизм Val66Met (rs6265) 
также связывают с  множеством эффектов, влияющих 
на обучение и различные типы памяти [21].

K. Kennedy et al. [22] также изучали влияние BDNF 
rs6265 на множественные показатели памяти (элемен-
тарные, ассоциативные, предполагаемые, субъективные 
жалобы). Описана роль BDNF в развитии посттравмати-
ческих стрессовых расстройств [23–25]. При этом не уда-
лось подтвердить ассоциацию данного полиморфизма 
с развитием депрессии [26].

Несмотря на прогресс в развитии геномных техноло-
гий, процедура точечного определения однонуклеотид-
ного полиморфизма последовательностей дезоксирибо-
нуклеиновой кислоты (ДНК) при помощи полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) с  регистрацией накопления про-
дуктов амплификации непосредственно в  ходе реакции 
(ПЦР в реальном режиме времени) остается самой востре-
бованной в лабораторной и исследовательской практике.

Вместе с  тем данная методика генотипирования 
имеет ряд ограничений в применении и далеко не всегда 
позволяет однозначно определить присутствие каждого 
из аллелей исследуемой геномной вариации. Трудо-
емкость дизайна ключевых компонентов, длительность 
процесса оптимизации и  необходимость проведения 
многократного сравнительного контроля эффективности 
в  ряде случаев делают процесс определения генотипа 
недоступным для практических лабораторий.

В настоящее время методы генотипирования, осно-
ванные на ПЦР с детекцией продуктов реакции в режи-
ме реального времени служат одними из наиболее часто 
используемых в  сегменте низко- и  среднепропускного 
скрининга SNP. Однако, несмотря на ряд преимуществ, 
технология ПЦР в  режиме реального времени далеко 
не всегда способна обеспечить однозначную идентифи-
кацию присутствия каждого из аллелей и требует про-
ведения тщательного контроля реальной разрешающей 
способности. При этом некоторые производители гото-
вых наборов для выявления полиморфизмов в генах че-
ловека компенсируют недостатки дизайна олигонуклео-
тидов и  субоптимальных условий проведения реакции 

Рис. 1. Схематичное изображение структурной организации гена BDNF
Fig. 1. Schematic representation of the structural organization of the BDNF gene

SNP G/A (Val66Met)

https://en.wikipedia.org/wiki/Basal_forebrain
https://en.wikipedia.org/wiki/Basal_forebrain
https://en.wikipedia.org/wiki/Learning
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применением альтернативных критериев анализа дан-
ных, тем самым искусственно занижая специфичность 
и  увеличивая долю ошибочно интерпретированных 
результатов. Дополнительным фактором, ограничиваю-
щим массовое использование ПЦР в реальном времени 
для генетических исследований, могут быть высокая 
стоимость и  длительность разработки тест-набора, га-
рантирующего успешную работу в  рамках реализации 
поставленной исследователем задачи.

Данные факты определили необходимость разработ-
ки надежной, быстрой, простой в использовании и до-
ступной для любой молекулярно-биологической лабора-
тории методики детекции полиморфизма BDNF rs6265 
(Val66Met).

Цель исследования — разработка и апробация ме-
тодики выявления полиморфизма rs6265 в  гене BDNF, 
отличающейся простотой использования и эффективно-
стью идентификации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проанализированы данные 38 обследуемых (36 муж-

чин и 2  женщин) в  возрасте от 29 до 54  лет (средний 
возраст 38,9 года), которые были разделены на 2 груп-
пы. В основную группу вошли 26 человек в возрасте от 34 
до 49 лет (средний возраст 30,4 года), профессиональная 
деятельность которых была связана с систематическим 
воздействием экстремальных факторов (таких как пере-
пады барометрического давления, снижение атмосфер-
ного давления и  парциального давления кислорода, 
шумы, вибрация и  т. д.). В состав контрольной группы, 
сопоставимой по возрасту с основной, вошли 12 человек, 
у которых работа исключала столкновение с экстремаль-
ными факторами. 

Статистический анализ и  описание результатов ис-
следования проводили с помощью программы MS Excel.

Для проведения анализа использовали свежую 
цельную кровь, взятую у  испытуемых в  вакуумную си-
стему с 6% этилендиаминтетрауксусной кислотой.

Образцы были подвергнуты процедуре селектив-
ного лизиса эритроцитов с  помощью раствора гемоли-
тика. Гемолитик является селективно гипотоническим 
только по отношению к  эритроцитам, и  осмотическое 
давление приводит к разрыву их клеточной мембраны, 
при этом интактные лейкоциты формируют осадок на дне  
пробирки.

Экстракцию ДНК из лейкоцитов периферической 
крови выполняли путем лизирования клеток и  спир-
тового осаждения согласно общепринятой методике. 
Концентрация выделенной ДНК в  пробах варьировала 
от 37 до 176 нг/мкл. Оптимальное количество ДНК, не-
обходимое для постановки ПЦР, составляло 10–30 нг.

Исследование вариабельного участка гена BDNF 
rs6265 (Val66Met) проведено с помощью ПЦР c анализом 
полиморфизма длин рестрикционных фрагментов.

Для дизайна праймеров, фланкирующих 
(ограничиваю щих) регион rs6265, использовали после-
довательность гена BDNF длинной 433 пар нуклеотидов  
(п. н.). Выбор прямого и обратного праймеров производи-
ли, используя комбинацию данных из литературных ис-
точников [27, 28] и специализированных веб-приложений. 
В  результате для амплификации интересующего нас 
фрагмента гена BDNF был выбран прямой праймер F  
(5’- GTTCCACCAGGTGAGAAGAGTG-3’) и  обратный прай-
мер R (5’- ACTACTGAGCATCACCCTGGA-3’), рис. 2. Расчетная 
температура плавления олигонуклеотидов составляла 
65,5 и 65,7 оC соответственно. Праймеры не обра зуют ста-
бильных вторичных структур. Присутствует 3› GC  clamp. 
Длина амплифицируемого фрагмента 316 п. н.

Для ферментативного гидролиза полиморфного 
участка G > A  rs6265 (см. рис. 2) можно использовать 
эндонуклеазу рестрикции Eco72I фирмы ThermoFisher 
Scientific (Соединенные Штаты Америки — США) или ее 
изошизомеры (PmII, Acvl, PspCI и др.).

Исходя из принципов экономической целесообраз-
ности, нами была выбрана эндонуклеаза рестрикции 
PspCI фирмы «СибЭнзим» (Россия). Данный фермент 
специфически взаимодействует с последовательностью 
нуклеотидов CAC^GTG (см. рис. 2) и  катализирует реа-
кцию гидролиза ДНК, расщепляя нуклеотидную цепь 
внутри участка узнавания. После рестрикции по данному 
сайту фрагмент ДНК общей длиной 316 п. н. разделится 
на два по 217 и 99 п. н. (рис. 3).

При дизайне праймеров старались добиться мак-
симально возможной на данном участке ДНК разницы 
в  длине фрагментов после гидролиза для упрощения 
визуальной дискриминации аллелей при разделении 
продуктов реакции в агарозном геле.

В том случае, если произойдет однонуклеотидная 
замена G/A, сайт узнавания будет модифицирован, ги-
дролиза ДНК не будет, фрагмент длиной 316 п. н. оста-
нется целым. Для амплификации целевого фрагмента 
использовали готовую смесь на основе Taq-полимеразы 
с «горячим стартом» qPCRmix-HS фирмы «Евроген» 
(Россия) и следующие условия проведения ПЦР. Пред-
варительная денатурация при 95  °C (5 мин). 30 циклов 
амплификации: денатурация при 95  °C (30  с), отжиг 
с градиентом от 62 до 52 °C (30 с), элонгация при 72 °C 
(30 с). Заключительный синтез при 72 °C (7 мин).

С целью экспериментального определения опти-
мальной температуры отжига праймеров, зачастую зна-
чительно отличающейся от расчетной, провели предва-
рительную ПЦР с температурой отжига 62; 61,2; 60; 58,1; 
55,8; 53,9; 52,7 и 52  °C. Амплификацию осуществляли 
в термоциклере «Т-100» фирмы «Bio-Rad» (США) с функ-
цией температурного градиента.

Смесь для реакции объемом 25 мкл включала: 5 мкл 
готовой 5 × ПЦР-смеси, 2  мкл ДНК, по 1  мкл прямо-
го и  обратного праймеров рабочей концентрации 0,4 
и 16 мкл безнуклеазной воды высокой степени очистки.
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Для проведения 8 независимых реакций амплифи-
кации использовали одинаковые компоненты смеси 
и  условия термоциклирования, за исключением тем-
пературы отжига олигонуклентидов. После проведе-
ния ПЦР с  указанными условиями продукты реакции 
анализировали с помощью электрофореза в 1,5% ага-
розном геле с  окраской бромистым этидием и  визуа-
лизацией в проходящем ультрафиолетовом излучении 
на системе гель-документирования Gel Doc XR+ фирмы 
«Bio-Rad» (США). В результате эксперимента оптималь-
ной температурой гибридизации олигонуклеотидов 
можно признать 58,1  °C. Таким образом, окончатель-
ные условия амплификации целевого фрагмента были 
скорректированы.

Для выявления однонуклеотидной замены rs6265 
ПЦР-продукт, полученный для каждого обследуемого, 
подвергали ферментативному гидролизу с 10  ед. эндо-
нуклеазы рестрикции PspCI на протяжении 3 ч. В процессе 
первоначальной инкубации с этим ферментом был выяв-
лен любопытный факт. Оказалось, что в отличие от Eco72I 
фирмы ThermoFisher Scientific (США), гидролизующего 
двухцепочечную ДНК непосредственно в смеси после ам-
плификации, эндонуклеаза PspCI компании «СибЭнзим» 
полностью ингибируется продуктами ПЦР. Уточнение дан-
ного факта потребовало введения в  протокол дополни-
тельной очистки реакционной смеси после ПЦР. Очистку 
выполняли с использованием набора Cleanup Mini фирмы 
«Евроген» (Россия). После отработки условий рестрикции 
удалось добиться четкого разделения аллелей полимор-
физма rs6265 BDNF G > A (рис. 4).

Полученные в результате амплификации с последу-
ющей очисткой двухцепочечной ДНК из реакционной 
смеси и  ферментативным гидролизом фрагменты ана-
лизировали с  помощью микрочипового электрофореза 
с  использованием системы MultiNA фирмы Shimadzu 

Рис. 3. Схема детекции полиморфного варианта rs6265, ос-
нованная на анализе различий длины рестрикционных фраг-
ментов
Fig. 3. The detection scheme of the polymorphic variant RS6265, 
based on the analysis of the differences in the length of restriction 
fragments

Рис. 4. Результат определения генотипа G/G путем разделе-
ния фрагментов рестрикции в 1,5% агарозном геле
Fig. 4. Result of G/G genotype determination by separation of 
restriction fragments in 1.5% agarose gel
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Рис. 2. Локализация полиморфного участка G > A и сайта рестрикции в целевом фрагменте гена BDNF
Fig. 2. Localization of the polymorphic site G > A and the restriction site in the target fragment of the BDNF gene
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(Япония). Валидацию описанной технологии идентифи-
кации SNP проводили с помощью секвенирования ДНК 
с  использованием автоматического генетического ана-
лизатора Applied Biosystems  3500 фирмы Thermo Fisher 
Scientific (США). Расхождений в определении генотипов 
всех исследованных образцов не выявлено.

Результаты и их обсуждение. Данные полученной си-
стемы генотипирования были протестированы на 38 об-
разцах ДНК включенных в обследование. При исследо-
вании генетического полиморфизма rs6265 гена BDNF 
у 38  участников частоты аллелей распределились сле-
дующим образом (рис. 5).

Наличие генотипов G/A и A/A ассоциировано с влия-
нием на общие когнитивные способности, предрасполо-
женностью к нарушению памяти, расстройствам пищево-
го поведения (например, нервная анорексия и  нервная 
булимия), биполярным аффективным расстройством, 
тревожным расстройством, болезнью Альцгеймера, 
Паркинсона и  защитным эффектом при обсессивно-
компульсивном расстройстве [8, 9]. Отмечено увеличение 
доли генотипов G/A и  A/A полиморфизма rs6265 гена 
BDNF в группе обследованных, систематически подвер-
гавшихся воздействию экстремальных факторов.

В результате проведенного исследования нами были 
отработаны условия модификации «классической» ПЦР-
методики, позволяющие проводить однозначную дис-
криминацию аллелей полиморфного варианта G196A 
гена BDNF. Использование предлагаемой техники по-
зволило однозначно идентифицировать генотип во всех 
38 исследуемых пробах и выявить редкие аллельные ва-
рианты. Выявление людей с редко встречающимся гено-
типом А/А полиморфного локуса rs6265 гена BDNF имеет 
большое значение для системы мониторинга процессов 
долговременной потенциации, ведущих к развитию ней-
ропсихической патологии. Данный способ генотипирова-
ния может быть практически реализован в типовой ПЦР-
лаборатории с минимальными материаль ными затратами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предложенный вариант полимеразной цепной реа-

кции с  последующим анализом полиморфизма длин 
фрагментов рестрикции можно использовать как бы-
струю, недорогую и надежную систему идентификации 
однонуклеотидных генетических полиморфизмов.

Рис. 5. Частота выявления полиморфных вариантов rs6265 
гена BDNF у исследуемых групп
Fig. 5. Frequency of detection of polymorphic variants of rs6265 
of the BDNF gene in the studied groups
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