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На основе мультипраймерной ПЦР разработан способ одновременной молекулярной детекции
продуцентов микроцистинов ‒ планктонных цианобактерий родов Microcystis, Planktothrix и Doli-
chospermum. Отобраны три пары родоспецифичных праймеров для амплификации генов mcy био-
синтеза микроцистинов; четвертая пара праймеров использована для амплификации межгенного
спейсера (IGS) cpcBA, служащего внутренним положительным контролем присутствия цианобакте-
риальной ДНК в анализируемых образцах. Успешно амплифицированы четыре ПЦР-продукта
ожидаемого размера с использованием смеси матриц ДНК микроцистин-продуцирующих штаммов
Microcystis aeruginosa, Planktothrix agardhii и природных колоний Dolichospermum lemmermannii, а так-
же матрицы “природной” ДНК из озерного планктона. Предлагаемый способ может найти приме-
нение для разработки удобных тест-систем мониторинга водоемов с целью предотвращения и/или
оценки риска накопления опасных цианобактериальных токсинов.
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Токсичные цианобактериальные цветения,
вызванные неконтролируемым антропогенным
загрязнением водоемов фосфором и азотом,
весьма распространены (Toxic Cyanobacteria…,
2021). В пресной воде чаще всего встречаются ге-
патотоксичные микроцистины (МС). Они отно-
сятся к классу циклических пептидов и имеют об-
щую структуру: цикло-(DAla–X–DMeAsp–Z–
AddA–DGlu–Mdha), где DAla – D-аланин, X и Z –
L-аминокислоты (лейцин, аргинин и др.), DMeA-
sp – D-эритро-β-метиласпарагиновая кислота,
AddA – (2S,3S,8S,9S)-3-амино-9-метокси-2,6,8-
триметил-10-фенилдека-4,6-диеновая кислота,
DGlu – D-глутаминовая кислота и Mdha – N-ме-
тилдегидроаланин. МС продуцируются планктон-
ными цианобактериями из родов Microcystis, Doli-
chospermum и Planktothrix; неоднократно были
описаны случаи массового отравления животных
и людей, в том числе со смертельным исходом
(Toxic Cyanobacteria…, 2021).

В отношении биологической активности МС
являются ингибиторами эукариотических проте-
инфосфатаз 1 и 2А; они вызывают окислительный
стресс с разрушением гепатоцитов, а также слу-
жат канцерогенными и мутагенными факторами
(Toxic Cyanobacteria…, 2021). Из-за их чрезвычай-

но высокой токсичности ВОЗ ввела безопасный
норматив содержания MC-LR в питьевой воде –
1 мкг/л, который был недавно утвержден
СанПиНом РФ 1.2.3685-21 в качестве ПДК для
поверхностных водных объектов хозяйственно-
питьевого и культурно-бытового водопользова-
ния.

Генетические основы биосинтеза МС хорошо
изучены. Кластер генов микроцистинсинтетаз
(mcyS) обнаружен и секвенирован, в частности, у
представителей родов Microcystis (Tillett et al.,
2000), Planktothrix (Christiansen et al., 2003) и Doli-
chospermum (Rouhiainen et al., 2004). МС синтези-
руются мультиферментным комплексом, состоя-
щим из пептидсинтетаз (NRPS), поликетидсинтаз
(PKS) и ряда модифицирующих ферментов. Он
осуществляет активацию, модификацию и включе-
ние аминокислот в состав молекул МС. Кластер ге-
нов mcy M. aeruginosa имеет размер 55 тысяч пар
нуклеотидов (т.п.н.) и состоит из 10 генов, объеди-
ненных в опероны mcyAВC и mcyDEFGHIJ, которые
транскрибируются в противоположных направле-
ниях от промоторного участка, расположенного
между генами mcyA и mcyD (Tillett et al., 2000). Уста-
новлено (Molecular Tools…, 2017), что кластеры
mcyS у вышеуказанных родов цианобактерий
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различаются как в расположении и количестве,
так и в нуклеотидных последовательностях генов.
Это заложило основу для разработки способов
обнаружения токсичных цианобактерий в при-
родных образцах с помощью метода полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР).

Таксономическое определение продуцентов
МС играет важную роль во всех существующих
программах контроля и предупреждения вредо-
носных цианобактериальных цветений (англ. cy-
anoHAB – cyanobacterial Harmful Algal Blooms),
притом что токсигенные и нетоксигенные штаммы
цианобактерий морфологически не отличаются
друг от друга (Molecular Tools…, 2017). После
идентификации потенциальных продуцентов МС
рекомендуется мониторинг их природного разви-
тия, особенно в водоемах питьевого назначения,
с использованием доступных и дешевых методов,
таких как световая микроскопия (Toxic Cyanobac-
teria…, 2021).

Одно время единственным способом диагно-
стики потенциальных продуцентов МС было вы-
деление штаммов из природных образцов и под-
тверждение этого свойства в культуре. Однако
для рутинного экологического мониторинга дан-
ный подход слишком трудоемок.

Диагностика планктонных продуцентов МС
на уровне рода без выделения и культивирования
штаммов стала возможной благодаря использова-
нию родоспецифичных праймеров для амплифи-
кации генов биосинтеза МС с использованием
матрицы природной ДНК (англ. environmental
DNA). Для молекулярной детекции МС-проду-
цирующих цианобактерий в обход их таксономи-
ческой идентификации разработано и апробиро-
вано много надежных протоколов монопраймер-
ной ПЦР (Molecular Tools…, 2017).

В настоящей работе исследована возможность
одновременной идентификации в природных об-
разцах продуцентов МС из родов Microcystis,
Planktothrix и Dolichospermum с использованием
мультипраймерной амплификации генов mcy.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Анализируемые объекты. МС-продуцирующие

коллекционные штаммы M. aeruginosa (PCC 7806)
и P. agardhii (NIVA–CYA 126/8) были любезно
предоставлены профессором Элькой Диттманн
(Университет Потсдама, Германия) и выращива-
лись в питательной среде BG11 (Rippka et al., 1979)
при температуре 25°C и 12-часовом световом пе-
риоде (плотность потока ФАР 30 мкмоль квантов
м–2 с−1). Природные колонии D. lemmermannii бы-
ли изолированы из планктона оз. Рюмниково
(Ярославская обл.) согласно методике, описан-
ной в работе (Kurmayer, 2017), и использовались
для выделения из них ДНК.

“Природная” ДНК была выделена из планкто-
на водоемов, в которых ранее (Сиделев, 2014;
Chernova et al., 2020): а) были обнаружены МС-
продуцирующие представители родов Microcystis,
Planktothrix и Dolichospermum с помощью молеку-
лярных методов; б) были детектированы эти ток-
сины в биомассе фитопланктона и в воде с помо-
щью хромато-масс-спектрометрии.

Выделение ДНК. Препараты ДНК были выде-
лены сорбционным методом с помощью набора
Diatom DNA Prep 200 (“Лаборатория Изоген”,
Россия) согласно инструкции производителя.

Подбор праймеров. Ключевым критерием под-
бора праймеров из имеющихся в свободном досту-
пе была их специфичность в отношении генов mcy
Microcystis, Planktothrix и Dolichospermum. Причем
были отобраны те пары праймеров, специфич-
ность которых ранее была доказана как для куль-
тивируемых штаммов МС-продуцирующих ци-
анобактерий, так и образцов планктона (Vaitomaa
et al., 2003; Ouahid et al., 2005; Ostermaier, Kurmayer,
2009). Кроме того, при подборе праймеров были
учтены различия в температуре плавления и раз-
мерах ПЦР-продуктов. Все праймеры были про-
анализированы с помощью программы OligoAna-
lyzer 1.0.2 (“Teemu Kuulasmaa”, Финляндия) на
возможность образования вторичных структур
(гомо- и гетеродимеров, шпилек) при проведении
мультиплексной ПЦР. В итоге для мультипрай-
мерной амплификации генов mcy были отобраны
три пары родоспецифичных праймеров. В каче-
стве внутреннего положительного контроля при-
сутствия в образцах цианобактериальной ДНК
была использована четвертая пара праймеров –
PCβF/PCαR, специфичных для спейсера срсBA-
IGS между генами срсА и срсВ (Neilan et al., 1995),
участвующими в синтезе фикоцианина (табл. 1).

Условия проведения ПЦР. Реакция амплифи-
кации была проведена с использованием набора
GenPak PCR Core (“Лаборатория Изоген”, Россия).
Реакционная смесь объемом 40 мкл содержала по
2 мкл ДНК (исходная концентрация 10–100 нг/мкл)
и 2 мкл каждого из праймеров (10 пкмоль/мкл).
Программа амплификации: предварительная де-
натурация – 95°С/3 мин; 37 циклов амплифика-
ции – 95°С/30 с, 58°С/30 с, 72°С/1 мин; элонга-
ция – 72°С/10 мин. Продукты ПЦР (ампликоны)
были разделены методом электрофореза в геле
2%-ной агарозы и визуализированы в УФ-свете
после окрашивания бромистым этидием.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты проведения мультипраймерной
амплификации генов mcy приведены на рис. 1. На
дорожке 1 находятся полосы, соответствующие
четырем ампликонам ожидаемых размеров, полу-
ченным из смеси ДНК M. aeruginosa PCC 7806,
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P. agardhii NIVA–CYA 126/8 и D. lemmermannii. Та-
кой же результат был получен для “природной”
ДНК (дорожка 6). Для сравнения приведены ре-
зультаты независимо проведенных (в четырех
ПЦР-системах) амплификаций ДНК разных МС-
продуцирующих цианобактерий (дорожки 2–5).

Ранее были предприняты успешные попытки
мультипраймерной амплификации генов mcy с
детекцией результатов методом гель-электрофо-
реза (Ouahid et al., 2005; Valério et al., 2010). Одна-
ко эти исследования проводились с целью повы-

шения надежности обнаружения продуцентов
МС за счет амплификации в одной реакционной
пробирке нескольких генов из кластера mcy. В на-
стоящей работе продемонстрирована возможность
идентификации родов МС-продуцирующих ци-
анобактерий в ходе одной мультипраймерной
ПЦР. Подобный подход по сравнению с моно-
праймерной ПЦР удобен тем, что значительно
экономит реактивы и сокращает время получе-
ния результата при проведении экологического
мониторинга токсичных цианобактерий.

Таблица 1. Общие сведения о мультипраймерной амплификации трех генов mcy и межгенного спейсера срсВА-IGS

Амплифицируемый ген Пара 
праймеров

Нуклеотидная последовательность 
праймера (5'→3')

Те
м

пе
ра

ту
ра

от
ж

иг
а,

 °С

Ра
зм

ер
ам

пл
ик

он
а,

п.
н.

mcyD (у микроцистин-продуцирующих 
видов р. Microcystis)

PKDF2
PKDR2

AGTTATTCTCCTCAAGCC
CATTCGTTCCACTAAATCC 
(Ouahid et al., 2005)

52 859

mcyB (у микроцистин-продуцирующих 
видов р. Planktothrix)

mcyBA1F
mcyBA1R

ATTGCCGTTATCTCAAGCGAG
TGCTGAAAAAACTGCTGCATTAA
(Ostermaier, Kurmayer, 2009)

60 76

mcyE (у микроцистин-продуцирующих 
видов р. Dolichospermum)

mcyEF2
AnamcyE-12R

GAAATTTGTGTAGAAGGTGC
CAATCTCGGTATAGCGGC
(Vaitomaa et al., 2003)

58 250

срсВА-IGS (у фикоцианин-содержащих 
цианобактерий)

PCβF
PCαR

GGCTGCTTGTTTACGCGACA
CCAGTACCACCAGCAACTAA
(Neilan et al., 1995)

55 685

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов мультипраймерной амплификации трех генов mcy и межгенного спейсера
срсВА-IGS. Дорожки: 1 – ампликоны срсВА-IGS и трех генов биосинтеза МС P. agardhii, M. aeruginosa и D. lemmerman-
nii; 2 – ампликон гена mcyB P. agardhii; 3 – ампликон гена mcyE D. lemmermannii; 4 – ампликон cpcBA-IGS; 5 – ампликон
гена mcyD M. aeruginosa; 6 – ампликоны срсВА-IGS и трех генов биосинтеза МС “природной” ДНК. М – маркер моле-
кулярной массы (п.н.).
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Таким образом, на основе мультиплексной
ПЦР разработан эффективный способ одновре-
менной молекулярной детекции продуцентов МС –
цианобактерий родов Microcystis, Planktothrix и
Dolichospermum. Данный способ может найти
применение для разработки удобных тест-систем
мониторинга водоемов с целью предотвращения
и/или оценки риска накопления опасных ци-
анобактериальных токсинов.
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Abstract—A multiprimer PCR-based technique for the joint molecular detection of microcystin-producing
planktonic cyanobacteria of the genera Microcystis, Planktothrix and Dolichospermum was developed. To am-
plify the mcy genes of microcystin biosynthesis, three pairs of genus-specific primers were selected, while the
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fourth pair was used to amplify the inter-gene spacer (IGS) cpcBA acting as an inner positive control for the
presence of cyanobacterial DNA in the analyzed samples. Four PCR products of predicted size were success-
fully amplified using a mixture of DNA templates isolated from microсystin-producing strains of M. aerugi-
nosa, P. agardhii, and field colonies of D. lemmermannii colonies retrieved from the environment, as well as
аn environmental DNA template from lake plankton. The proposed multiprimer PCR-based approach may
be used to design convenient test systems for monitoring aquatic ecosystems to prevent and/or assess the risk
of accumulation of harmful cyanobacterial toxins.
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