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Сплайсинг, являясь ключевым этапом созревания мРНК, играет важную роль в регуляции экспрессии 
генов эукариот. Образование химерных мРНК из двух транскриптов при сплайсинге является запре-
щенным процессом, однако у насекомых для нескольких локусов транс-сплайсинг является основ-
ным способом увеличения белкового разнообразия. Целью работы является исследование эволюци-
онной консервативности последовательностей, ответственных за транс-сплайсинг в локусе mod(mdg4), 
у видов из семейства Drosophilidae отряда двукрылые и шелкопряда (Bombyx mori), который относится 
к отряду чешуикрылых. С помощью модельных трансгенных линий показано, что последовательности 
удаленных видов дрозофилы сохраняют способность поддерживать транс-сплайсинг у D. melanogaster. 
Напротив, аналогичные последовательности шелкопряда не поддерживают транс-сплайсинг. Таким 
образом, РНК-мотивы и связывающие их гипотетические белковые факторы, определяющие транс-
сплайсинг, остаются консервативными среди группы Drosophilidae, но функционально разошлись 
у двукрылых и чешуекрылых.
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11У Drosophila melanogaster было показано, что 
в локусах mod(mdg4) и lola альтернативные 3'-эк-
зоны присоединяются к общей для всех изоформ 
пре-мРНК с  помощью нового механизма, наз
ванного транс-сплайсингом. Этот процесс объе
диняет 5'- и  3'-концы экзонов, синтезируемых 
с разных промоторов [5–7]. Транс-сплайсинг был 
обнаружен у многих высших эукариот, включая 
млекопитающих  [8]. В основном он иницииру-
ется спариванием длинных комплементарных 
последовательностей в  интронах, что приводит 
к  сплайсингу между двумя отдельными транс-
криптами [8, 9]. Однако в локусе mod(mdg4) такие 
комплементарные последовательности не были 
выявлены  [10]. Более того, было показано, что 
у всех мРНК 3'-экзоны присоединяются исклю-
чительно через транс-сплайсинг [11].

Это указывает на  существование специаль-
ного белкового комплекса, который специфиче-
ски связывается с последовательностями в локусе 

1Федеральное государственное бюджетное учреждение 
науки Институт биологии гена Российской академии наук 
(ИБГ РАН), Москва, Россия
*е-mail: me@mtih.me

mod(mdg4) и инициирует процесс транс-сплайсинга. 
Основную роль в этом процессе играют последова-
тельности четвертого интрона, который отделяет по-
следний конститутивный экзон от альтернативных 
экзонов. Каждый из альтернативных экзонов опре-
деляет одну из 31 изоформ белка [10, 11] (рис. 1А). 
В  четвертом интроне были обнаружены необхо-
димые для транс-сплайсинга последовательности, 
удаление которых приводило к нарушению этого 
процесса [10, 11]. В нижележащей области от них 
происходит терминация транскрипции без форми-
рования поли(А)-хвоста. Четкой границы, где за-
канчивается транскрипция, не наблюдается [11].

Ранее было установлено, что структура локуса 
mod(mdg4) у двукрылых насекомых является кон-
сервативной [12, 13]. В то же время у насекомых 
других отрядов структура этого локуса значительно 
изменилась. Тем не менее транс-сплайсинг в гене 
mod(mdg4) был также обнаружен у  шелкопряда 
(Bombyx) из отряда чешуекрылых, который разде-
лился с отрядом двукрылых примерно 290 миллио-
нов лет назад [14–16]. Принцип организации локу-
са у этих насекомых схож с двукрылыми (рис. 1А). 
Небольшой участок ДНК кодирует единственный 
донорный транскрипт, в  то время как область, 
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отвечающая за акцепторные транскрипты, расши-
рена до 500 kb и содержит более 200 альтернативных 
экзонов. Как и у двукрылых, были обнаружены изо-
формы, расположенные на противоположной цепи 
ДНК, однако их количество может быть недооце-
нено из-за ограничений существующих алгоритмов 
аннотации транскриптов.

Целью настоящего исследования стало вы-
яснение, насколько консервативными являются 
последовательности, которые определяют транс-
сплайсинг в локусе mod(mdg4) Drosophila melanogaster.

Ранее нами была выявлена область в  интро-
не 4, делеция которой нарушала транс-сплайсинг. 
Мы  провели сравнительный анализ последо-
вательности D.  melanogaster, важной для транс-
сплайсинга, и  интронов далекого вида D.  virilis 

и более близкого вида D. yakuba. В анализ также 
был включен интрон тутового шелкопряда. По-
следовательности Drosophilidae оказались схо-
жими  (рис. 1Б). В  центре этих последователь-
ностей расположен консервативный мотив дли-
ной 13 п.о., с  которым может связываться U1 
snRNP [10] (рис. 1Б, отмечен красным). Хотя де-
леция этого участка не  приводит к  нарушению 
транс-сплайсинга [11], вероятно, он является од-
ним из  сайтов, на  которые происходит посадка 
РНК-связывающих белков. Консервативные мотивы 
также были найдены в окружающих последователь-
ностях. Напротив, интроны D. melanogaster и B. mori 
значительно отличаются. Можно отметить только две 
сходные последовательности, одна из которых пере-
секается с консервативным мотивом 13 п.о. (рис. 1В).
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Рис. 1 (A) Структура локуса mod(mdg4) у Drosophila melanogaster и Bombyx mori. Аннотированные промоторы обозна-
чены стрелками. Общие экзоны, присутствующие во всех изоформах, показаны зеленым цветом. Четвертый интрон 
Drosophila melanogaster, содержащий мотивы, необходимые для транс-сплайсинга, и его гомолог у Bombyx mori вы-
делены красным. Альтернативные экзоны, уникальные для конкретной изоформы, отображены оранжевым цветом 
(на одной и той же цепи ДНК) и синим цветом (на противоположной цепи). (Б) Выравнивание последовательности, 
необходимой для транс-сплайсинга у Drosophila melanogaster, с гомологичными участками интронов Drosophila yakuba 
и Drosophila virilis. Консервативный мотив 13 п.о., с которым, вероятно, связывается U1-snRNP, выделен красным 
прямоугольником. В верхней строке приведены координаты относительно начала интрона-4 D. melanogaster, каж-
дая десятая позиция отмечена числом или звездочкой (*). (В) Сравнение схожих последовательностей в интронах 
Drosophila melanogaster и Bombyx mori. Схематично показана перестановка порядка следования этих последователь-
ностей в интронах.



130	 БЕГИНЯЗОВА  и др.

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ том 520 2025

Ранее в  нашей лаборатории для эксперимен-
тального тестирования ДНК последовательностей, 
участвующих в  транс-сплайсинге, была разрабо-
тана модельная система (рис. 2А) [11]. Одна кон-
струкция (названная “Донор”) содержит регуля-
торную область локуса mod(mdg4) и все общие эк-
зоны и интроны. Последний общий экзон 4 был 
модифицирован вставкой последовательности сайта 
внутренней инициации трансляции (IRES) из гена 
reaper [17], который используется для инициации 
трансляции из внутренних частей мРНК по кэп-
независимому механизму. Вторая конструкция, 

названная “Акцептор”, содержит ген, кодирующий 
3’-часть изоформы V. Этот ген был разделен после-
довательностью гена люциферазы светлячка (Fluc). 
Перед 3’-сайтом сплайсинга расположен ATG ко-
дон, инициация трансляции с которого приводила 
к  формированию коротких белковых продуктов, 
препятствуя трансляции люциферазы с несплай-
сированных акцепторных транскриптов. Только 
в результате транс-сплайсинга люцифераза могла 
транслироваться – IRES из донорного транскрип-
та оказывался перед кодирующей областью Fluc 
акцептора.
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Рис. 2. A) Схема модельной системы, предназначенной для исследования функциональной роли последователь-
ностей четвертого интрона гена mod(mdg4) из различных видов насекомых в поддержании транс-сплайсинга. Кон-
струкция “Донор” (слева) включает промотор mod(mdg4) (обозначен стрелкой), кодирующую область, состоящую 
из четырех общих экзонов (зеленые прямоугольники), IRES и интрон 4 (темно-серый цвет; красным выделена 
транскрибируемая часть, штриховой линией обозначена зона терминации транскрипции). Конструкция “Акцептор” 
(справа) содержит промотор (стрелка, СТ – старт транскрипции) и альтернативный экзон V (синий), разделенный 
репортерным геном Fluc (желтый прямоугольник). В результате транс-сплайсинга формируется мРНК, состоящая из 
5’-части донорного транскрипта и 3’-части акцепторного. Места отжига праймеров (п1 и п2) для анализа эффектив-
ности транс-сплайсинга обозначены синими линиями. Б) Оценка эффективности транс-сплайсинга у гетерозигот 
донор/акцептор была проведена с использованием двух методов: анализа активности люциферазы (слева) и ОТ-
кПЦР (справа). На графике (слева) показаны абсолютные уровни люминесценции, измеренные в лизатах с равным 
содержанием тотального белка. Прерывистая синяя линия обозначает уровень фоновой автолюминесценции. При 
использовании ОТ-кПЦР эффективность транс-сплайсинга оценивалась по соотношению количеств ампликонов 
из области соединения четвертого экзона и люциферазы (п2) к количеству ампликонов из области пересечения чет-
вертого экзона и IRES (п1). В обоих методах каждая комбинация трансгетерозигот была проанализирована не менее 
чем в трех повторностях. Планки погрешности отображают стандартные отклонения (n = 3). Звездочки обозначают 
уровни значимости: **P < 0.01, ***P < 0.001.



	 Исследование консервативности последовательностей...� 131

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ том 520 2025

Обе конструкции интегрировались по attP сайту 
в район 22А с помощью φC31 интегразы [18]. При 
скрещивании двух линий получали потомство, 
одновременно несущее две конструкции в одном 
локусе. В качестве положительного контроля ис-
пользовали полный четвертый интрон Drosophila 
melanogaster. По такой же схеме, как и контроль-
ный, в донорные конструкции были интегрирова-
ны гомологичные интроны других видов: Drosophila 
yakuba, Drosophila virilis и Bombyx mori.

Лизат для определения активности люцифе-
разы и тотальную РНК выделяли из 2–3 дневных 
самцов, которые содержали один из  вариантов 
донорной конструкции и акцепторную конструк-
цию. Лизат использовали для измерения актив-
ности люциферазы: к  ним добавляли субстрат, 
разведенный в буфере для измерения (Biotium), 
и  оценивали активность фермента с  помощью 
люминометра (Promega). Тотальную РНК ис-
пользовали для синтеза кДНК. Количественная 
ПЦР позволяла оценивать два участка. Первый, 
расположенный на стыке экзона 4 и IRES, опре-
деляет общее количество донорного транскрип-
та  (рис. 2А). Второй участок амплифицируется 
только с  продуктов транс-сплайсинга: прямой 
праймер находится на  донорном транскрипте, 
а обратный – на люциферазе акцептора. Соотно-
шение амплифицированных продуктов второго 
и первого участков показывает долю донорного 
транскрипта, который претерпел транс-сплайсинг 
с акцептором.

Результаты анализа, представленные на рис. 2Б, 
показывают, что интроны из  более отдаленного 
вида D. virilis и из более близкого вида D. yakuba 
способны поддерживать транс-сплайсинг 
у  D.  melanogaster. Однако эффективность это-
го процесса у  интронов обоих видов снижена. 
По данным ОТ-кПЦР, для интрона D. virilis сни-
жение эффективности составило в 2.5 раза, а для 
интрона из D. yakuba — в 1,9 раза. Интрон шелко-
пряда полностью исключает возможность транс-
сплайсинга. Результаты обоих методов согласуются 
между собой.

Ранее нами было показано [11], что успешное 
прохождение транс-сплайсинга требует наличия 
пока неопределенных мотивов (кроме уже извест-
ного 13 п.о.  [10]) в  небольшом участке (73  п.о.) 
четвертого интрона. Эти мотивы, вероятно, рас-
познаются еще неидентифицированными РНК-
связывающими белками, которые участвуют в транс-
сплайсинге. В  нативном интроне такие сайты 
представлены в избыточном количестве. У пред-
ставителей семейства Drosophilidae, участвовавших 
в исследовании, регуляторные области консерва-
тивны и демонстрируют высокий уровень сход-
ства. Белковые факторы Drosophila melanogaster, 
участвующие в  транс-сплайсинге, вероятно, 
могут взаимодействовать с  гомологичными 

последовательностями других видов Drosophilidae. 
Однако интрон шелкопряда, несмотря на нали-
чие наиболее консервативного мотива, не спосо-
бен поддерживать транс-сплайсинг у Drosophila 
melanogaster. Это, вероятно, связано с  высокой 
степенью расхождения РНК-связывающих бел-
ков, которые участвуют в транс-сплайсинге, и их 
мотивов у дрозофилы и шелкопряда.

Можно заключить, что РНК-мотивы и распоз-
нающие их белковые факторы остаются консерва-
тивными в пределах таксона Drosophilidae. Однако, 
несмотря на наличие схожих последовательностей 
в регуляторной области интрона 4 у D. melanogaster 
и B. mori, эволюционная дивергенция между эти-
ми видами привела к тому, что белковые факторы 
плодовой мухи не способны в достаточной степе-
ни взаимодействовать с интроном шелкопряда.
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AN INVESTIGATION OF THE CONSERVATISM  
OF SEQUENCES DEFINING TRANS-SPLICING IN THE MOD(MDG4)  

LOCUS ACROSS DROSOPHILA AND SILKWORM SPECIES
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Splicing, a key step in mRNA maturation, plays a crucial role in the regulation of eukaryotic gene expression. 
The formation of chimeric mRNAs from two transcripts during splicing is typically a prohibited process; 
however, in insects, trans-splicing is a primary mechanism for increasing protein diversity for several loci. 
The aim of this study is to investigate the evolutionary conservativeness of sequences responsible for trans-
splicing in the mod(mdg4) locus among species from the Drosophilidae family (order Diptera) and the silkworm 
(Bombyx mori), which belongs to the order Lepidoptera. Using model transgenic lines, it was shown that 
sequences from distant Drosophila species retain the ability to support trans-splicing in D. melanogaster. 
In contrast, analogous sequences in the silkworm do not support trans-splicing. Thus, the RNA motifs and 
their binding hypothetical protein factors, defining trans-splicing, remain conserved among the Drosophilidae 
group, but have functionally diverged between Diptera and Lepidoptera.
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