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* У позвоночных животных молекула гемоглоби�
на состоит из α� и β�цепей, которые кодируются
разными генами. Эти гены представлены несколь�
кими копиями. В ходе развития организма проис�
ходит переключение экспрессии глобиновых генов.
Суть феномена состоит в том, что в эмбриональных
клетках и клетках взрослого организма экспресси�
руются разные группы глобиновых генов [1]. Меха�
низм переключения изучают в течение многих лет,
преимущественно на модели домена β�глобиновых
генов человека и других позвоночных, в том числе и
кур [2–6]. Получены убедительные свидетельства
того, что включение экспрессии β�глобиновых ге�
нов “взрослого типа” связано с перестройкой хро�
матинового активаторного блока, включающего
область контроля локуса и промоторы этих генов
[7–9]. Механизм переключения экспрессии α�гло�
биновых генов изучен значительно хуже. Известно,
что в их доменах также имеется регуляторный эле�
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мент (MRE), обладающий некоторыми признаками
области контроля локуса [10–13], однако характер
взаимодействия этого регуляторного элемента с
промоторами глобиновых генов в эмбриональных
клетках крови пока не изучен. Следует отметить,
что домены α� и β�глобиновых генов относятся к
принципиально разным классам геномных доме�
нов. Домен β�глобиновых генов всех позвоночных
животных – типичный представитель доменов “за�
крытого типа” [14], которые характеризуются раз�
личной чувствительностью к ДНКазе I в клетках,
экспрессирующих и не экспрессирующих входя�
щие в состав домена гены. Домен же α�глобиновых
генов относится к числу так называемых “функци�
ональных доменов”, или доменов с невыраженны�
ми границами [14–16], которые обладают одинако�
во высоким уровнем чувствительности к ДНКазе I в
клетках, специфично дифференцированных.

Домен α�глобиновых генов кур представляет со�
бой удобную модель для изучения механизма пере�
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ключения экспрессии α�глобиновых генов. Домен
состоит из одного эмбрионального (ген π) и двух
глобиновых генов взрослого типа (αD и αA ) (см. об�
зор [17]). Ген π экспрессируется в эмбриональных
эритроцитах до пятого дня развития эмбриона. В
этих же клетках экспрессируются и α�глобиновые
гены взрослого типа (αD и αA) [18, 19]. После чет�
вертого дня развития эмбриона начинается посте�
пенное замещение эмбриональных эритроцитов
эритробластами взрослого типа, часть из которых
циркулирует в крови, а другая (большая) часть кон�
центрируется в кроветворных органах, выполняю�
щих эту функцию и у взрослого организма [20]. В
этих клетках экспрессия гена π полностью подавля�
ется, уровень же экспрессии генов αD и αA суще�
ственно возрастает [21, 22]. Механизм подавления
экспрессии гена π в эритробластах взрослого типа
не изучен. 

Высказывалось предположение, что эмбрио�
нальный субдомен домена α�глобиновых генов ка�
ким�то образом перемещается (упаковывается) в
неактивный гетерохроматин [23]. Нам это предпо�
ложение не казалось убедительным, поскольку у
кур эмбриональный субдомен домена α�глобино�
вых генов слишком короток (максимум 3 т.п.н., или
15 нуклеосом, см. “Экспериментальную часть”).
Переход такого короткого геномного участка в гето�
рохроматин представляется событием маловероят�
ным. Ситуация усугубляется еще и тем обстоятель�
ством, что в 5'�концевой фланкирующей области
эмбрионального субдомена домена α�глобиновых
генов кур расположен CpG�островок, содержащий
промотор гена домашнего хозяйства [24]. 

С тем, чтобы получить новую информацию о
хроматиновом статусе эмбрионального субдомена
домена α�глобиновых генов кур в клетках, экспрес�
сирующих и не экспрессирующих ген π, мы изучи�
ли профили ацетилирования и метилирования ги�
стонов в домене α�глобиновых генов кур в красных
кровяных клетках трех� и девятидневных куриных
эмбрионов. Полученные результаты не подтвер�
ждают предположения о том, что инактивация гена
π в эритробластах взрослого типа связана с создани�
ем неактивного хроматинового домена. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

ОТ�ПЦР�анализ РНК. Тотальную клеточную
РНК выделяли с использованием реагента Trizol
(“Invitrogen”) и обрабатывали ДНКазой I. Для реак�

ции обратной транскрипции брали 0.5 мкг РНК,
гексануклеотидные праймеры в качестве затравки и
ревертазу M�MuLV (“Fermentas”) (в отрицательном
контроле вместо ревертазы добавляли воду). Для
анализа образовавшейся кДНК проводили ПЦР в
реальном времени с TaqMan�пробами и использо�
ванием Hot�start�ДНК�полимеразы (“СибЭнзим”,
Россия) по следующей схеме: 94°С – 5 мин; 1 цикл;
94°С – 15 с, 60°С – 60 с, 55 циклов. Последователь�
ности праймеров и TaqMan�проб представлены в
табл. 1 (ампликоны соответствуют внутренним
участкам гена и частично включают интронные по�
следовательности). Чтобы построить калибровоч�
ную кривую для определения относительного коли�
чества кДНК, реакцию аплификации проводили в
нескольких последовательных разведениях полно�
геномной ДНК курицы.

Для получения нативного хроматина кровь, по�
лученную из куриных эмбрионов, содержащую
около 500 млн. клеток, центрифугировали, осадок
клеток PBS промывали и ресуспендировали в 5 мл
буфера, содержащего 0.32 М сахарозу, 5 мМ MgCl2,
1% Тритон Х�100, 10 мМ Tрис�HCl, pH 7.5. После
инкубации в течение получаса на льду суспензию
гомогенизировали в гомогенизаторе Даунса (пестик
В или tight) 5 раз. Ядра осаждали при +4°С. Осадок
дважды промывали буфером, содержащим 10 мМ
Tрис�HCl, pH 7.5, 3 мМ MgCl2, и обрабатывали
микрококковой нуклеазой 10 мин при 37°С в 1 мл
буфера, содержащего 10 мМ Tрис�HCl, pH 7.5,
1 мМ CaCl2, 3 мМ MgCl2, и 5 мкл микрококковой
нуклеазы (40 ед./мкл). Реакцию останавливали, до�
бавляя смесь 0.5 M EDTA и 0.5 M EGTA до конеч�
ной концентрации 5 мМ. К полученной суспензии
добавляли равный объем буфера, содержащего 40%
сахарозы, 10 мМ Tрис�HCl, pH 7.5, 300 мМ NaCl,
1.25 мМ EDTA, 1.25 мМ EGTA и осаждали центри�
фугированием. Осадок ресуспендировали в 3 мл бу�
фера, содержащего 1 мМ Трис�HCl, pH 7.5, 0.5 мМ
EDTA, 0.5 мМ EGTA. Фракцию растворимого хрома�
тина, полученную после 10 мин центрифугирования
на максимальной скорости, использовали для после�
дующей иммунопреципитации. Все растворы содер�
жали 10 мМ бутират натрия и ингибиторы протеаз. 

Реакцию иммунопреципитации проводили в тече�
ние двух часов при 4°С в 1 мл буфера, содержащего
20 мМ Tрис�HCl, pH 7.5, 50 мМ NaCl, 5 мМ EDTA,
150 мкл растворимого хроматина и 5 мкг поликло�
нальных антител кролика против одной из модифи�
каций гистонов (“Active motif”). Комплексы антител

Таблица 1. Праймеры и TaqMan�пробы, использованные для анализа ОТ�ПЦР РНК

Тестируемый ген Прямой праймер
 (5'  3')

Обратный праймер 
 (5'  3')

TaqMan�проба  
(5'  3')

π gctcacagcagtttgaagacct Caaaaagcctggaggagaac FAM�acgca(t�BHQ1)gatccgcacttgaaataca

α
D gtcaatttcaaggcaagcaa tggcctctggctcctgat FAM�taaccccaaga(t�BHQ1)cccctgacctgag

α
A agggcatcttcaccaaaatc gtggagcacagtgagtcagc FAM�aggtaggtg(t�BHQ1)ccttctctgtcctccg
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с фрагментами хроматина отделяли посредством
сорбции на магнитных шариках с иммобилизован�
ным белком G Staphyllococcus aureus (“Invitrogen”) по
стандартной методике. Осадок промывали последо�
вательно в буферах, содержащих: 50 мМ Tрис�HCl,
pH 7.5, 10 мМ EDTA, 50 мМ NaCl; затем 50 мМ бу�
фером Tрис�HCl, pH 7.5, 10 мМ EDTA, 100 мМ
NaCl; и затем 50 мМ буфером Tрис�HCl, pH 7.5,
10 мМ EDTA, 150 мМ NaCl. Реакцию иммунопре�
ципитации и последующие отмывки проводили в
присутствии 10 мМ бутирата натрия и ингибиторов
протеаз. Комплексы хроматина с антителами сни�
мали с магнитных шариков в 150 мкл буфера, содер�
жащего 1% SDS и 0.1 M NaHCO3, и выделяли ДНК
по стандартной методике, включающей депротеи�
низацию протеиназой К, экстракцию фенолом и
хлороформом, переосаждение этанолом. Получен�

ную ДНК растворяли в 50 мкл воды и использовали
для проведения количественного ПЦР в реальном
времени с использованием TaqMan�проб в услови�
ях, описанных выше. Последовательности прайме�
ров и TaqMan�проб представлены в табл. 2.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В качестве экспериментальной модели для ана�
лиза механизмов инактивации эмбрионального α�
глобинового гена π мы использовали клетки крови
трех� и девяти�дневных эмбрионов кур. На этих
стадиях развития в крови эмбрионов, наряду со зре�
лыми эритроцитами, циркулируют и клетки крови,
продуцирующие глобины. Из литературы известно,
что ген π экспрессируется в ранних эмбриональных
клетках, которые после 4–5�го дня эмбрионального
развития полностью замещаются клетками, экс�
прессирующими α�глобиновые гены “взрослого
типа”, в которых экспрессия гена π подавлена [20–
22]. Что касается глобиновых генов “взрослого ти�
па” (αD и αA), то, по некоторым данным, они экс�
прессируются как в клетках взрослого организма,
так и на всех стадиях эмбрионального развития [18,
19]. Так как эти данные независимо не были под�
тверждены, вопрос об экспрессии αD и αA на ран�
них стадиях эмбрионального развития оставался не
вполне ясным. В связи с этим мы проанализирова�
ли уровень экспрессии всех трех глобиновых генов
на нашей модели. Для этого из крови выделяли пре�
параты суммарной РНК, после чего, с использова�
нием метода количественной ПЦР, оценивали со�
держание в этих препаратах тест�фрагментов, пред�
ставляющих собой не сплайсированные глобиновые
РНК. Результаты анализа, представленные на рис. 1,
свидетельствуют о преимущественной экспрессии
эмбрионального гена π в клетках крови трехдневных
эмбрионов (рис. 1а), в то время как в клетках крови
девятидневных эмбрионов экспрессируются пре�
имущественно гены “взрослого типа” – αD и αA

(рис. 1б). 
Модификации N�концевых доменов полипеп�

тидных цепей гистонов (в особенности гистонов H3
и Н4) имеют сигнальный характер и способствуют
(либо препятствуют) привлечению негистоновых

Таблица 2. Праймеры и TaqMan�пробы, использованные для анализа результатов иммунопреципитации хроматина

Номера 
праймеров

Прямой праймер 
 (5'  3')

Обратный праймер 
 (5'  3')

TaqMan�проба
 (5'  3')

1 cccaaggcacgctcaca accaaacgacgaggctgc FAM�acagggc(t�BHQ1)gcacgagtgaggaga
2 gagaaggctgccgtgacc ggaatcactggagaggtaagtca FAM�caaagg(t�BHQ1)ggctacccagattgagtcc
3 ttccaaacttcaagcttccaaa ccactgctgaactttgttgtctt FAM�tgta(t�BHQ1)ttcaagtgcggatcatgcgt
4 cccctcctttgtttgttgatg aggcagagtgattccagcttt FAM�gcaggccaa(t�BHQ1)aagtgtggtatcatcca
5 caggctcctccatcacacatt cgcttcccaccaggagg FAM�tgccgaggacaagaagc(t�BHQ1)catcca
6 tcgcagtgcatccaggtg catgctgccttcgacaagtt FAM�gctggc(t�BHQ1)gtacacatgggcaaagact
7 caggatgttcaccacctaccc ggcaagaaggtagtggctg FAM�cact(t�BHQ1)cgatctgtcacacggctcc

Het gccccaccagccgtg catcaccgttgcccaaa FAM�tgtgttcac(t�BHQ1)tggcaccactgtcagc
HS2 gaatgtgtacatctgccctcat gggaagccatccctgca FAM�tgctgagca(t�BHQ1)gtggctgcctcc
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Рис. 1. ОТ�ПЦР�анализ α�глобиновых генов в клет�
ках крови куриных эмбрионов: а – трехдневные и б –
девятидневные. По вертикали – относительное коли�
чество мРНК (кДНК) в исследуемом образце; за 100%
принято количество наиболее хорошо представлен�
ной мРНК. Дано стандартное отклонение от среднего
двух независимых опытов. 
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белков, участвующих в упаковке ДНК с образова�
нием 30�нм фибриллы и более компактных хрома�
тиновых структур, которые в совокупности называ�
ют “гетерохроматином”. Упаковка ДНК в гетеро�
хроматин приводит к инактивации большинства
генов. Для транскрипционно�активного хроматина
характерно ацетилирование гистонов Н3 и Н4 по
ряду позиций, триметилирование гистона H3 в по�
зиции лизин�4 (К4) в промоторных областях генов,
а также ди� и триметилирование того же гистона по
лизину�36 (К36) (в середине и конце генов). Моди�
фикациями, типичными для неактивного хромати�
на, являются ди� и триметилирование гистона Н3
по лизину�9 (К9) и лизину�27 (К27) [25–27]. Эти
модификации привлекают репрессоры транскрип�
ции HP1 (H3K9met) и Polycomb (H3K27met). 

При изучении контроля транскрипционного
статуса генов на уровне упаковки ДНК в хроматин
необходимо принимать во внимание особую роль,
которую играет характер модификации лизина�9 в
молекуле гистона Н3. Этот остаток лизина может
быть ацетилирован, что способствует разворачива�
нию хроматиновой фибриллы, либо метилирован,
что способствует привлечению транскрипционного
репрессора HP1, который участвует также в ком�
пактизации хроматиновой фибриллы [28]. При ана�
лизе домена β�глобиновых генов в культивируемых
эритробластах кур был обнаружен компактный (ге�
терохроматиновый) участок, расположенный непо�
средственно перед областью контроля локуса [29,
30], для которого был характерен высокий уровень
метилирования Н3К9 и низкий уровень ацетилиро�
вания Н3 и Н4 [31]. Для энхансерных элементов,
расположенных в области контроля локуса, харак�
терен высокий уровень ацетилирования Н3К9 и
высокий уровень панацетилирования (тотального
ацетилирования) гистонов Н3 и Н4 [31, 32]. 

С учетом этих данных мы проанализировали
профили распределения в домене α�глобиновых ге�
нов кур гистона Н3, ацетилированного по К9, ги�
стона Н3, ди� и триметилированного по К9, и пана�
цетилированного гистона Н4. В наших опытах мы
использовали методику иммунопреципитации хро�
матина (ChIP) без предварительной фиксации
ДНК�белковых комплексов формальдегидом (так
называемый N�ChIP). Перед выделением хромати�
на ядра обрабатывали микрококковой нуклеазой с
таким расчетом, чтобы средний размер фрагментов
составлял 200–500 п.н. (т.е. 1–2 нуклеосомы). Для
иммунопреципитации использовали антитела фир�
мы “Active Motif”, сертифицированные для ChIP. В
пределах изучаемой нами геномной области было
выбрано семь тест�фрагментов, протяженностью
75–105 п.н., относительную долю которых в преци�
питированных образцах оценивали при помощи
метода количественной ПЦР с TaqMan�пробами
(см. “Экспериментальную часть”). 

Схема расположения тест�фрагментов в преде�
лах изучаемой геномной области представлена в
верхней части рис. 2а. Можно видеть, что первый из

этих тест�фрагментов расположен в области промо�
тора гена “домашнего хозяйства” С16orf35, тогда
как остальные шесть расположены в границах кла�
стера α�глобиновых генов, причем тест�фрагменты
2 и 3 расположены в начале и в конце эмбриональ�
ного гена π. Дополнительно к тест�фрагментам из
домена α�глобиновых генов во всех опытах парал�
лельно проводили анализ двух контрольных тест�
фрагментов, представляющих гетерохроматиновый
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Рис. 2. Распределение модифицированных форм ги�
стонов в границах домена α�глобиновых генов кур.
Результаты количественного ПЦР�анализа. а – Схе�
ма расположения тест�фрагментов в пределах изучае�
мой геномной области; б, в, и г – профили распределе�
ния ацетилированного Н3К9, панацетилированного Н4
и триметилированного гистонов Н3К9 соответственно.
В правой части каждой схемы показаны уровни ацети�
лирования/метилирования в контрольных тест�фраг�
ментах, представляющих гетерохроматиновый участок,
который расположен перед доменом β�глобиновых ге�
нов кур (Het), и один из энхансерных элементов, локали�
зованных в области контроля локуса β�глобиновых генов
кур (HS2). Дано стандартное отклонение от среднего двух
независимых опытов. � – Эритроциты трехдневных эм�
брионов, � – эритроциты девятидневных эмбрионов.
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участок, расположенный перед доменом β�глобино�
вых генов кур, и один из энхансерных элементов,
локализованных в области контроля локуса β�гло�
биновых генов. Разработано несколько способов
количественного анализа результатов опытов по им�
мунопреципитации хроматина. При анализе про�
филей распределения модифицированных форм ги�
стонов наиболее корректным представляется нор�
мирование количества тест�фрагмента в 1 мкг ДНК
из иммунопреципитата к количеству того же тест�
фрагмента в 1 мкг тотальной ДНК [31]. Все результа�
ты представляли в виде процентов от максимально�
го значения, зарегистрированного в данной серии
опытов (рис. 2б–г). 

Прежде всего были проанализированы профили
ацетилирования гистона Н3 в позиции К9. Можно
видеть, что в клетках крови трехдневных куриных
эмбрионов уровень ацетилирования Н3К9 в обла�
сти эмбрионального гена π и спейсера между π� и
αD�генами существенно превышает уровень, заре�
гистрированный в клетках девятидневных эмбрио�
нов. Уровни ацетилирования Н3К9 в границах
“взрослого субдомена” домена α�глобиновых генов
(гены αD и αA) оказались примерно одинаковыми
в клетках крови трех� и девятидневных эмбрионов и
несколько более низкими, чем уровень ацетилиро�
вания H3K9 в области промотора гена домашнего
хозяйства С16orf35. Наконец, в контрольных обла�
стях получены ожидаемые результаты (высокий
уровень ацетилирования Н3К9 в области энхансера
и низкий – в гетерохроматиновом фрагменте). 

Высокий уровень ацетилирования Н3К9 в клет�
ках крови трехдневных эмбрионов не был неожи�
данным, поскольку “взрослые” глобиновые гены
экспрессируются – параллельно с экспрессией гена
π – как в клетках крови взрослых кур, так и в эмбри�
ональных клетках крови, в том числе, и на ранних
стадиях развития эмбриона [18, 19]. Существенное
падение уровня ацетилирования Н3К9 в границах
эмбрионального субдомена в клетках крови девяти�
дневных эмбрионов хорошо коррелирует с прекра�
щением экспрессии гена π на этой стадии развития
эмбриона. 

Результаты анализа профиля панацетилирова�
ния гистона Н4 в границах изучаемой геномной об�
ласти представлены на рис. 2в. Эти результаты, в це�
лом, согласуются с результатами анализа профиля
распределения гистона Н3, ацетилированного в по�
зиции К9. Действительно, можно видеть, что уро�
вень панацетилирования эмбрионального субдоме�
на домена α�глобиновых генов выше в клетках кро�
ви трехдневных эмбрионов, чем в клетках крови
девятидневных, и это также коррелирует с прекра�
щением экспрессии гена π после четвертого дня эм�
брионального развития. Что касается “взрослого”
субдомена, то уровень панацетилирования гистона
Н4 в этой области оказался существенно выше в
клетках крови девятидневных эмбрионов, чем в
клетках крови трехдневных. По�видимому, это кор�
релирует с тем, что уровень экспрессии генов αD и

αA в клетках крови девятидневных эмбрионов су�
щественно превышает уровень экспрессии тех же
генов в клетках крови трехдневных, где наиболее
интенсивно экспрессируется ген π. Таким образом,
ацетилирование гистона Н3 в позиции К9 связано с
потенциальной возможностью транскрипции, то�
гда как панацетилирование гистона Н4 связано с
уровнем транскрипции напрямую. 

Наиболее любопытный результат получен при
анализе профилей метилирования Н3К9 в границах
домена α�глобиновых генов в клетках крови трех� и
девятидневных эмбрионов (рис. 2г). Во всех случаях
уровни метилирования оставались одинаково низ�
кими по всему домену. Это не ошибка опыта (на�
пример, вследствие использования некачественных
антител), так как при анализе контрольного тест�
ампликона, локализованного в гетерохроматино�
вом фрагменте из 5'�фланкирующей области доме�
на β�глобиновых генов кур, уровни метилирования
H3K9 в клетках крови как трех�, так и девятиднев�
ных эмбрионов были высокими. 

Этот результат однозначно свидетельствует о
том, что инактивация эмбрионального α�глобино�
вого гена π на поздних стадиях эмбрионального раз�
вития не связана с упаковкой данной области в ком�
пактные хроматиновые структуры (гетерохрома�
тин). Видимо, в основе этой инактивации лежит
адресная супрессия промотора гена π. 

Из данных литературы известно о том, что в
клетках крови кур, которые начинают накапливать�
ся после четвертого дня эмбрионального развития,
CpG�динуклеотиды в промоторной области гена π
метилированы [23, 33, 34]. Известно, что с метили�
рованными СpG связывается транскрипционный
репрессор MeCP2, который, видимо, и ответствен
за подавление активности промотора. Более того,
известно, что MeCP2 может привлекать гистондез�
ацетилазы [35, 36], и этим можно объяснить выяв�
ленное в наших опытах узко локальное снижение
уровня ацетилирования гистонов в границах эм�
брионального субдомена домена α�глобиновых ге�
нов в клетках крови девятидневных эмбрионов.
Распространению этого процесса в 5'� и 3'�направ�
лениях препятствует образование активаторного
хроматинового блока, который включает главный
регуляторный элемент домена α�глобиновых генов
(MRE), промотор гена домашнего хозяйства
C16orf35 и промотор гена αD, но не включает про�
мотора гена π [37].

Работа получила финансовую поддержку Рос�
сийского фонда фундаментальных исследований
(09�04�000580�а) и программы “Молекулярная и
клеточная биология” Президиума РАН.
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