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Высокая частота носительства в российской популяции 
мутаций гена CFTR, ассоциированных с муковисцидозом,
и мутаций гена PAH, ассоциированных с фенилкетонурией

Целью исследования было установление частоты распространенных в российской популяции мутаций в генах CFTR и PAH 
у доноров первичной кроводачи. При генотипировании 1000 доноров первичной кроводачи, идентифицирующих себя как 
русских и постоянно проживающих на территории Российской Федерации, обнаружены 29 носителей мутаций в гене CFTR, 
ассоциированных с развитием муковисцидоза (частота в выборке составила 2,9 %, или 1:34), и 32 носителя мутаций в гене 
PAH, ассоциированных с развитием фенилкетонурии (частота в выборке — 3,2 %, или 1:31). Всего обнаружен 61 носитель 
мутаций в генах CFTR и PAH (частота в выборке — 6,1 %, или 1:16). Полученные данные могут быть использованы для раз-
работки оптимальных схем диагностики указанных наследственных заболеваний.
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High carrier frequency of CFTR gene mutations 
associated with cystic fibrosis, and PAH gene mutations 
associated with phenylketonuria in Russian population

The study aimed to establish the frequency of common CFTR and PAH mutations in the Russian population in first time blood donors. 
Genotyping of 1000 first time blood donors who identify themselves as Russians and live permanently in the Russian Federation, detected 
29 carriers of CFTR mutations associated with cystic fibrosis development (carrier frequency in the sample of subjects was 2.9 %, 
or 1:34) and 32 carriers of PAH mutations associated with phenylketonuria development (carrier frequency in the sample of subjects 
was 3.2 %, or 1:31). Altogether 61 carrier of CFTR and PAH mutations was found (carrier frequency in the sample of subjects was 6.1%, 
or 1:16). The obtained data can be used for developing effective diagnostic guidelines for the above mentioned hereditary diseases. 
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Муковисцидоз (МВ), или кистозный фиброз — наследственное 
заболевание (OMIM: 219700), связанное с нарушением ион-
ного транспорта в эпителии и вызываемое мутациями в гене 
трансмембранного регулятора ионной проводимости (CFTR). 
Кодируемый этим геном белок функционирует как цАМФ-за-
висимый хлорный канал, встроенный в мембрану клетки. Тип 
наследования муковисцидоза — аутосомно-рецессивный. Ча-
стота носительства мутаций, ассоциированных с развитием 
муковисцидоза, различается в зависимости от популяции и мо-
жет варьировать от 1:90 для азиатских популяций до 1:29 для 
европейских популяций. В среднем с этим заболеванием сре-
ди европейцев рождается 1 человек на 2500–4500 населения.
Муковисцидоз — тяжелое системное заболевание, сопро-

вождающееся существенным снижением качества и продол-
жительности жизни. У больных МВ поражены многие органы, 
особенно выделяющие слизистый секрет: верхние и нижние 
дыхательные пути, поджелудочная железа, желчевыводящая 
система, кишечник, мужские половые органы, потовые желе-
зы. У некоторых больных при рождении возникает мекониаль-
ный илеус. У мужчин с МВ практически всегда отмечают азоо-
спермию (отсутствие сперматозоидов в эякуляте) и бесплодие 
из-за двухсторонней аплазии семявыносящего протока (OMIM: 
277180, Congenital bilateral absence of vas deferens — врожден-
ное двухстороннее отсутствие семявыносящих протоков). 
Считается, что более 50 % мужчин, страдающих бесплодием 
и имеющих азооспермию или олигозооспермию тяжелой сте-



вЕСТНИК РГМУ | 4, 2015 | VESTNIKRGMU.RU 33

article | molecular genetics

пени, являются носителями мутаций в гене CFTR [1, 2]. 
Фенилкетонурия (ФКУ)  — наследственное заболевание 

обмена веществ, связанное с нарушением метаболизма ами-
нокислот, главным образом фенилаланина. Без корректной 
терапии ФКУ сопровождается накоплением фенилаланина и 
его токсических продуктов в организме, что приводит к тяже-
лому поражению центральной нервной системы и нарушению 
умственного развития. Частота и распространенность забо-
левания варьирует от популяции к популяции. Самая высокая 
частота рождения ребенка с ФКУ отмечена среди отдельных 
цыганских популяций Словакии — 1 больной на 40 рождений, 
самая низкая — в Японии, менее 1 случая на 100 000 рожде-
ний. В России частота рождения ребенка с ФКУ составляет 
примерно 1 случай на 10  000 новорожденных, с частотой 
носительства по литературным данным примерно 1:50  [3, 4]. 
Заболевание связано с мутацией в гене PAH, кодирующем 
фенилаланингидроксилазу. Ген локализован на длинном 
плече хромосомы  12. На сегодняшний день в гене фенила-
ланингидроксилазы описано свыше 400 мутаций, частота и 
встречаемость которых характеризуется существенными 
межпопуляционными различиями, однако лишь несколько из 
них встречаются с частотой более 1 %. Среди жителей Европы 
и России наиболее распространена миссенс-мутация в 12-м 
экзоне гена PAH — R408W. Тип наследования фенилкетону-
рии — аутосомно-рецессивный [5].
В Российской Федерации с 2006  г. в рамках реализации 

приоритетного национального проекта «Здоровье» (приказ 
Минздравсоцразвития РФ от 22.03.2006 № 185 «О массовом 
обследовании новорожденных детей на наследственные за-
болевания») проводят неонатальный скрининг на пять подоб-
ных заболеваний, включая муковисцидоз и фенилкетонурию. 
Кровь берут из пятки новорожденных и исследуют с приме-
нением биохимических и молекулярно-генетических методов 
диагностики. В ряде стран, учитывая высокую частоту носи-
тельства при сравнительно небольшом количестве мажорных 
мутаций в генах CFTR и PAH, скрининг на наиболее частые 
мутации предлагают проводить всем парам, планирующим де-
торождение. 
Целью данного исследования было установление частоты 

распространенных в российской популяции мутаций в генах 
CFTR и PAH у доноров первичной кроводачи, идентифициру-
ющих себя как русских и постоянно проживающих на терри-
тории Российской Федерации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве материала для настоящего исследования исполь-
зовали коллекцию периферической крови 1000 здоровых 
индивидов (доноров первичной кроводачи, идентифицирую-
щих себя как русских). Выделение ДНК проводили из 0,1 мл 
периферической крови при помощи набора реагентов «ПРО-
БА-ГС-ГЕНЕТИКА» компании «ДНК-Технология» (Москва). 
Методика выделения основана на лизисе биоматериала с по-
следующими сорбцией ДНК на носителе, отмывке примесей, 
элюцией ДНК с сорбента. Полученные образцы ДНК сразу 
использовали для генотипирования либо хранили при –20 °С. 
Концентрация ДНК, определенная на специализированном 
флуориметре Qubit (Invitrogen, США), составляла в среднем 
50–100 мкг/мл. 
Определение замен одиночных нуклеотидов проводили 

с использованием комплектов реагентов «Генетика наслед-
ственных заболеваний. Муковисцидоз Скрин», «Генетика 
наследственных заболеваний. Муковисцидоз — редкие му-
тации» и «Генетика наследственных заболеваний. Фенилке-
тонурия» компании «ДНК-Технология» (Москва). Принцип их 
действия основан на применении метода примыкающих проб 
(adjacent probes, kissing probes)  [6, 7]. Указанные комплекты 

реагентов позволяют выявлять 24 мутации в гене CFTR, ассо-
циированные с развитием муковисцидоза, и 16 мутаций в гене 
PAH, ассоциированные с развитием фенилкетонурии.
В каждый из комплектов реагентов входят амплифика-

ционные смеси для определения конкретной мутации. Ка-
ждая из смесей содержит праймеры, общие для дикого и 
мутантного вариантов нуклеотидной последовательности, 
один общий олигонуклеотид с гасителем флуоресценции и 
два сиквенс-специфичных олигонуклеотида (пробы), несущих 
различные флуорофоры. Олигонуклеотидные пробы, соответ-
ствующие тому или иному варианту последовательности, ме-
чены различными флуорофорами, что позволяет определять 
оба варианта в одной пробирке.
При идентификации замен одиночных нуклеотидов прово-

дили ПЦР, затем понижали температуру реакционной смеси 
для гибридизации полученной матрицы с олигонуклеотидны-
ми пробами. Определение генотипа выполняли после ПЦР и 
гибридизации путем измерения уровня флуоресценции в ходе 
температурной денатурации дуплексов олигонуклеотидов и 
полученных матриц. Данное измерение проходило в режи-
ме реального времени, в результате были получены кривые 
плавления (рисунок). Если анализируемый образец содержал 
только один вариант нуклеотидной последовательности гена, 
т. е. был гомозиготен по данному полиморфизму, температу-
ра плавления для пробы, образующей совершенный дуплекс, 
была существенно выше, нежели для пробы, образующей 
несовершенный дуплекс. Если же анализировали гетерози-
готный образец, содержащий оба варианта нуклеотидной по-
следовательности, оба варианта проб могли образовать со-
вершенный дуплекс, поэтому температуры их плавления были 
практически одинаковы. Применяемый подход выгодно отли-
чается от большинства молекулярно-генетических методов 
определения полиморфизмов одиночных нуклеотидов, в т. ч. 
использующих технологию TaqMan. Определение генотипа 
происходит дважды, независимо по двум каналам флуорес-
ценции, что существенно повышает надежность генотипиро-
вания и практически нереализуемо другими способами.
Полимеразную цепную реакцию и определение температу-

ры плавления олигонуклеотидных проб проводили с помощью 
детектирующего амплификатора DTprime («ДНК-Технология», 
Россия). Использовали следующий температурный режим ам-
плификации: 94 °С — 10 с, 64 °С — 30 с в течение 50 циклов. 
По завершении реакции амплификации реакционную смесь 
остужали до 25 °С со скоростью 2 °С/с. Кривые плавления по-
лучали следующим образом: температуру реакционной сме-
си повышали с 25 до 75 °С с шагом в 1 °С, измеряя уровень 
флуоресценции на каждом шаге. В ходе выполнения работы 
применяли комплекс отечественного оборудования для авто-
матизирования основных этапов проведения исследований, 
что позволило проводить генотипирование до 100 образцов 
по 40 мутациям в день. В качестве подтверждающего метода 
проводили выборочное автоматическое секвенирование ДНК 
по Сэнгеру с применением автоматического секвенатора  ABI 
PRISM® 310 Genetic Analyzer  (Applied Biosystems, США), исполь-
зовали реактивы и рекомендации производителя. Во всех слу-
чаях были получены идентичные результаты генотипирования.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Полученные результаты по частотам встречаемости 29 мута-
ций в гене CFTR и 18 мутаций в гене PAH у 1000 здоровых 
индивидов (доноров первичной кроводачи, идентифицирую-
щих себя как русских и постоянно проживающих на терри-
тории Российской Федерации) представлены в таблицах 1 и 
2.  При генотипировании 1000 доноров первичной кроводачи 
были обнаружены 29 носителей мутаций в гене CFTR, ассо-
циированных с развитием муковисцидоза (частота в выборке 
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Таблица 1. Выявленные гетерозиготы по мутациям в гене CFTR у 1000 доноров 
первичной кроводачи, идентифицирующих себя как русских

Мутация в гене CFTR Выявлено гетерозигот

F508del 15

R117H 4

N1303K 3

3849+10kbC>T 3

dele2,3(21kb) 1

E92K 1

L138ins 1

K598ins 1

W1282X 0

G542X 0

2143delT 0

2184insA 0

604insA 0

621+1G>T 0

S1196X 0

3821delT 0

3667insTCAA 0

R334W 0

394delTT 0

R553X 0

1677delTA 0

2183AA>G 0

2789+5G>A 0

3944delGT 0

Мутация в гене PAH Выявлено гетерозигот

R408W 24

R158Q 2

R261Q 2

L48S 1

Y414C 1

IVS4+5G>T 1

IVS10nt546 1

G188D 0

R252W 0

R261X 0

E280K 0

P281L 0

F331S 0

c.836C>T 0

IVS2+5G>C 0

IVS12+1G>A 0

Кривые плавления для различных вариантов генотипа, полученные при определении мутации R408W в гене PAH

Таблица 2. Выявленные гетерозиготы по мутациям в гене PAH у 1000 доноров 
первичной кроводачи, идентифицирующих себя как русских

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Из 29 доноров первичной кроводачи, для которых были выяв-
лены гетерозиготы по мутациям в гене CFTR, 19 были носите-

составила 2,9 %, или 1:34), и 32 носителя мутаций в гене PAH, 
ассоциированных с развитием фенилкетонурии (частота в вы-
борке — 3,2 %, или 1:31).

Флуорофор FAM Флуорофор HEX

Гомозиготы 
дикого типа

Гетерозиготы
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ВЫВОДЫ

В результате исследования были установлены частоты рас-
пространенных в российской популяции мутаций в генах CFTR 
и PAH у здоровых индивидов. Всего обнаружен 61 носитель 
мутаций в генах CFTR и PAH (частота в выборке составила 
6,1 %, или 1:16). Подобная высокая частота распростране-
ния носительства наследственных заболеваний позволяет 
сделать предположение о необходимости проведения не 
только неонатального скрининга, но и молекулярно-гене-
тической диагностики в составе комплекса мероприятий 
при планировании беременности, в том числе при решении 
вопроса о применении вспомогательных репродуктивных 
технологий для преодоления бесплодия. Наиболее подходя-
щей платформой для таких исследований является ПЦР в 
реальном времени. Данный подход открывает принципиаль-
но новые возможности для массового высокопропускного 
генотипирования, позволяет роботизировать работу лабо-
ратории при высокой надежности получаемых результатов.
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лями фенотипически «тяжелых» мутаций, ассоциированных со 
значительной степенью поражения поджелудочной железы при 
заболевании муковисцидозом. Наличие подобных мутаций I–II 
классов приводит к нарушению синтеза или созревания (фол-
динга) белка. У 10 доноров обнаруженные мутации в гене CFTR 
относились к IV и V классам с фенотипическиболее «мягкими» 
проявлениями, приводящими к нарушениям проводимости 
хлорных каналов и транспорта белка соответственно [8]. Сле-
дует отметить, что в нашем исследовании не было ни одного 
случая выявления сочетанного носительства мутаций, ассоци-
ированных как с муковисцидозом, так и с фенилкетонурией. 
По данным литературных источников для российской по-

пуляции частота носительства мутаций, ассоциированных с 
муковисцидозом, варьирует от 1:26 до 1:44, что в целом со-
поставимо с подобной характеристикой для стран Европы [9–
11]. В свою очередь, частота носительства мутаций, ассоции-
рованных с фенилкетонурией, составляет в среднем 1:50, что 
также соответствует другим европейским популяциям  [3–5]. 
Результаты настоящего исследования в целом согласуются 
с опубликованными данными для российской популяции, при 
этом нами была получена несколько более высокая частота 
носительства мутаций, ассоциированных с фенилкетонурией.

 


