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В статье рассмотрены практические аспекты определения вида картины замен в 

нуклеотидных и аминокислотных последовательностях М-изоферментов 
креатинкиназ хордовых животных. Установлено, что гомогенная картина замен 
наблюдается во всех проведенных сравнениях изучаемых аминокислотных 
последовательностей и в 41,7% сравнений нуклеотидных последовательностей. Для 
вычисления эволюционной дистанции следует учитывать вид картины замен.  
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Цель исследования: установить картину замен в нуклеотидных 
последовательностях мРНК и аминокислотных последовательностях М-изоферментов 
креатинкиназ хордовых и определить эволюционные дистанции между изучаемыми 
нуклеотидными последовательностями.  

Материал и методы  
Проанализированы нуклеотидные последовательности мРНК и аминокислотные 

последовательности M-изоферментов креатинкиназ различных хордовых животных: 
оболочника (Ciona intestinalis, C.i., [5]), ланцетника (Branchiostoma fluoridae, B.f., [5]), 
рыб (Ictalurus punctatus, I.p., [7]), пресмыкающихся (Zaocys dhumnades, Z.d., [18]), птиц 
(Gallus gallus, G.g., [11]), грызунов (Rattus norvegicus, R.n., [3], Mus musculus, M.m., 
[12]), парнокопытных (Bos taurus, B.t., NCBI:AAD30974.1) и приматов (Homo sapiens, 
H.s., [17]).  

Выравнивание последовательностей произведено с помощью программ Clustal W 
DNA и Clustal W Protein [16].  

Для указанных последовательностей вычислены композиционные дистанции и 
индекс несоответствия. Вероятность (Р) отклонения нулевой гипотезы о гомогенной 
картине замен нуклеотидов на 5%-ном уровне определена методом Монте-Карло при 
1000 повторов [9, 10]. Картина замен считалась гомогенной при величине Р больше 
0,05, в обратном случае – гетерогенной.  

В случае гомогенной картины замен эволюционные дистанции (ЭД) рассчитаны 
методами Джукса-Кантора [6], Кимура [8], Тадзима-Ней [13], Тамура [14], Тамура-
Ней [15]; в случае гетерогенной – методами Тадзима-Ней [13], Тамура [14], Тамура-
Ней [15]. Скорость эволюционных замен вычислена по формуле: kнукл. = ЭД/2T, где 
Т – число лет, прошедших после эволюционной дивергенции двух цепей от общей для 
них предковой цепи: множитель 2 в знаменателе соответствует двум ветвям 
подразумеваемого филогенетического древа.  

Результаты и обсуждение  
Композиционные дистанции, полученные для нуклеотидных 

последовательностей мРНК и аминокислотных последовательностей М-изоферментов 
креатинкиназ в расчете на сайт, представлены в табл. 1.  

Таблица 1  
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Композиционные дистанции между нуклеотидными последовательностями мРНК 
и аминокислотными последовательностями М-изоферментов креатинкиназ хордовых  

 
Примечание. Жирным шрифтом выделены композиционные дистанции между 

нуклеотидными последовательностями.  
Из приведенных в табл. 1 данных видно, что во всех случаях проведенных 

сравнений значения композиционной дистанции между нуклеотидными 
последовательностями достоверно выше таковых для аминокислотных 
последовательностей (р < 0,01).  

Следовательно, нуклеотидный состав мРНК, кодирующих М-изоферменты 
креатинкиназ хордовых варьирует значительно больше по сравнению с их 
аминокислотным составом. Это можно объяснить тем, что на уровне аминокислотных 
последовательностей проявляются лишь несинонимичные замены, на которые 
накладываются бульшие структурно-функциональные ограничения, а на уровне 
нуклеотидных последовательностей – несинонимичные и синонимичные замены. 
Значения индекса несоответствия и вероятность отклонения нулевой гипотезы о 
гомогенной картине замен для изучаемых нуклеотидных и аминокислотных 
последовательностей представлены в табл. 2.  

Таблица 2  
Значения индекса несоответствия и вероятности отклонения нулевой гипотезы о 

гомогенной картине замен для нуклеотидных последовательностей мРНК и 
аминокислотных последовательностей М-изоферментов креатинкиназ хордовых  

 
Примечание. Жирным шрифтом выделены значения для нуклеотидных 

последовательностей. В скобках указана вероятность отклонения нулевой гипотезы о 
гомогенной картине замен. Ячейки со значениями Р>0,05 выделены серым цветом.  

Из данных, показанных в табл. 2 видно, что значения индекса несоответствия для 
изучаемых нуклеотидных последовательностей достоверно выше таковых для 
аминокислотных последовательностей (р < 0,01). Примечательно, что во всех 
проведенных попарных сравнениях аминокислотных последовательностей М-
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изоферментов креатинкиназ наблюдается гомогенная картина замен, что, вероятно, 
связано с жесткими структурно-функциональными ограничениями на замены 
аминокислот. В то же время для нуклеотидных последовательностей гомогенная 
картина замен обнаруживается лишь в 15 из 36 проведенных сравнений (41,7±8,2%). 
Таким образом, определение картины замен для последующего расчета эволюционной 
дистанции наиболее важно для нуклеотидных последовательностей.  

Наличие двух картин замен в нуклеотидных последовательностях мРНК, 
кодирующих М-изоферменты креатинкиназ хордовых, свидетельствует о 
необходимости дифференцированного подхода при определении эволюционных 
дистанций между нуклеотидными последовательностями. Поэтому для попарных 
сравнений, в которых обнаружена гомогенная картина замен, следует определять 
средние эволюционные дистанции по пяти вышеназванным методам, учитывающим 
этот вид картины замен. Для попарных сравнений, в которых наблюдается 
гетерогенная картина замен, следует вычислять средние эволюционные дистанции 
лишь по тем трем методам, которые содержат модифицированные формулы для учета 
гетерогенности. Вычисленные таким способом средние эволюционные дистанции 
отображены в табл. 3.  

Таблица 3  
Средние эволюционные дистанции и их стандартная ошибка для нуклеотидных 

последовательностей мРНК, кодирующих М-изоферменты креатинкиназ хордовых  

 
Примечание. Жирным шрифтом выделены значения эволюционных дистанций  
Для вычисления средних значений ЭД каждого из организмов необходимо 

учитывать только эволюционные дистанции, полученные при сравнении 
последовательности, выделенных из этого организма, с последовательностями, 
выделенными из филогенетически вышестоящих организмов. При расчете средней ЭД 
оболочника следует учитывать эволюционные дистанции, полученные при сравнении 
нуклеотидной последовательности мРНК, кодирующей его М-изофермент 
креатинкиназы, с последовательностями изучаемого фермента ланцетника, рыб, 
пресмыкающихся, птиц и четырех видов представителей класса Млекопитающие.  

Так, средняя ЭД для Ciona intestinalis равна 0,4498±0,0049, для Branchiostoma 
fluoridae – 0,3415±0,0102, для Ictalurus punctatus – 0,2276±0,0036, для Zaocys 
dhumnades – 0,1863±0,0049, для Gallus gallus – 0,2038±0,0063, для Rattus norvegicus – 
0,1147±0,0025, для Mus musculus – 0,1054±0,0051 и для Bos taurus – 0,0901±0,0004. 
Интересно сопоставить предполагаемые времена дивергенции (500-600 млн. лет для 
оболочника, 550 млн. лет для ланцетника [2], 405 млн. лет для рыбы, 330 млн. лет для 
пресмыкающихся, 310 млн. лет для птиц, 110 млн. лет для грызунов, 90 млн. лет для 
парнокопытных [4]) с полученными эволюционными дистанциями (рис. 1).  
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Рис. 1. Зависимость между значениями эволюционных дистанций и временем 

дивергенции М-изофермента креатинкиназ хордовых животных.  
Все точки достаточно хорошо ложатся на тренд, что подтверждает высокая 

достоверность его аппроксимации (R2=0,91). Наклон тренда равен 0,0065, поэтому 
kнукл = ЭД/2T = 0,0065/2?100 млн. лет ? 0,33 ? 10-9 замен на нуклеотидный сайт в год, 
что свидетельствует о приблизительно постоянной скорости эволюции изучаемых 
нуклеотидных последовательностей. Следует отметить, что вычисленная нами ранее 
скорость эволюции аминокислотных последовательностей М-изофермента 
креатинкиназ хордовых животных (0,18?10-9 замен на аминокислотный сайт в год [1]) 
почти в два раза меньше таковой для аминокислотных последовательностей, что 
связано со значительной долей синонимичных замен.  

Анализируя полученные результаты можно сделать следующие выводы:  
1. Значения композиционной дистанции между нуклеотидными 

последовательностями достоверно выше таковых для аминокислотных 
последовательностей М-изоферментов креатинкиназ хордовых.  

2. Гомогенная картина замен в изученных аминокислотных последовательностях 
М-изоферментов креатинкиназ наблюдалась во всех проведенных попарных 
сравнениях, а в нуклеотидных последовательностях – лишь в 41,7%, что 
обуславливает необходимость определения вида картины замен на начальном этапе 
сравнительного анализа последовательностей макромолекул.  

3. Скорость эволюции изучаемых нуклеотидных последовательностей, 
корректированная с учетом вида картины замен, приблизительно равна 0,33 ? 10-9 
замен на сайт в год, что почти в два раза выше таковой для аминокислотных 
последовательностей.  
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