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УДК 578.834.1 

РАЗРАБОТКА СИСТЕМЫ ПРАЙМЕРОВ ДЛЯ СЕКВЕНИРОВАНИЯ  
ПОЛНОРАЗМЕРНОГО ГЕНОМА КОРОНАВИРУСА КОШЕК 

Баранчугова К.А.1,2, Кокорев А.С.3, 
 Милованкин П.Г.3, Иунихина О.В.2,3, Щелканов М.Ю.2,3,4 

1 Ветеринарная клиника «ДАР», Владивосток, Россия;  
2 Дальневосточный федеральный университет, Школа наук о жизни и биомедицины, 
Владивосток, Россия; 
3 НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Г.П. Сомова Роспотребнадзора, Владивосток, Россия; 
4 ФНЦ биоразнообразия наземной биоты Восточной Азии ДВО РАН, Владивосток, Россия. 

Аннотация. В статье описана система, включающая 41 пару праймеров для проведения 
полногеномного секвенирования коронавируса кошек (современное название – альфакоронавирус 1-го 
типа), включая физико-химические характеристики олигонуклеотидов. Анализ продуктов 
амплификации с помощью гель-электрофореза показал, что подобранные праймеры высоко 
специфичны и могут быть использованы для секвенирования полноразмерного вирусного генома. 
Ключевые слова: секвенирование, праймеры, геном, коронавирус кошек, альфакоронавирус 1-го 
типа. 

DEVELOPMENT OF A PRIMER SYSTEM FOR SEQUENCING  
THE FULL-LENGTH GENOME OF CAT CORONAVIRUS 

Baranchugova K.A.1,2, Kokorev A.S.3 

Milovankin P.G.3, Iunikhina O.V.2,3, Shchelkanov M.Yu.2,3,4 
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Abstract. The article describes a system that includes 41 pairs of primers for whole genome sequencing of 
feline coronavirus (modern name alphacoronavirus type 1), including the physicochemical characteristics of 
oligonucleotides. Analysis of the amplification products by gel electrophoresis showed that the selected 
primers are highly specific and can be used for sequencing the full-length viral genome. 
Key words: sequencing, primers, genome, feline coronavirus, type 1 alphacoronavirus. 

Введение. Во второй половине прошлого века коронавирус кошек (FCoV – Feline 

coronavirus) был известен под двумя различными названиями, каждое из которых 

относилось к одному из патотипов FCoV: менее летальный коронавирус энтерита 

кошек (FECV – Feline enteritis coronavirus) и вирус инфекционного перитонита кошек 

(FIPV – Feline infectious peritonitis virus), способный вызывать системное заболевание 

с высоким уровнем летальностью. В настоящее время, FCoV (включающий FECV и 

FIPV) вместе с коронавирусом собак 1-го и 2-го типов (CCoV-1, 2 – Canine 

coronavirus 1, 2), респираторным коронавирусом свиней (PRCV – Porcine respiratory 

coronavirus) и вирусом трансмиссивного гастроэнтерита свиней (TGEV – Transmissible 

gastroenteritis virus), которые ранее считались самостоятельными, входит в состав 

альфакоронавируса 1-го типа (AlphaCoV-1 – Alphacoronavirus 1) (Nidovirales: 

Coronaviridae, Alphacoronavirus, подрод Tegacovirus) [3, 4]. 

Генетическая вариабельность AlphaCoV-1 делает необходимым разработку 

систем праймеров для секвенирования полноразмерного генома и их верификацию 

применительно к конкретному хозяину. В частности, в данной работе представлена 

система праймеров для секвенирования генома различных вариантов FCoV. 

Материалы и методы. Для поиска последовательностей генов, к которым 

необходимо подобрать праймеры, была использована биоинформационная база 

данных NCBI (National Center for Biotechnological Information – Национальный Центр 

биотехнологической информации), в которой представлены сведения о структуре 

генома живых организмов, в том числе – FCoV. Выравнивание полного генома 

коронавируса кошек производилось с помощью программы MEGA 11 в режиме 

Muscles. Подбор видоспецифичных олигонуклеотидов проводили вручную после 

множественного выравнивания нуклеотидных последовательностей FCoV с помощью 

программы MEGA 7 (PSU, США). После выбора пар праймеров на расстоянии порядка 

600 н.п., каждый олигонуклеотид характеризовали в отношении его физико-

химических свойств (табл. 1). С помощью программ, расположенных на сервере 

https://eu.idtdna.com/calc/analyzer, была осуществлена верификация полученных пар 

праймеров на образование возможных вторичных шпилечных структур, димеров, 

расчёт доли GC-оснований, оценка температуры плавления каждого олигонуклеотида 

и его молекулярный вес.  

Результаты исследования. Фрагмент множественного выравнивания 

последовательностей генома FCoV в программе MEGA 11 представлен на рисунке 1. С 

учетом соблюдения условий подбора праймеров для FCoV была выбрана 41 пара 

праймеров (табл. 1). Праймер – короткий фрагмент нуклеиновой кислоты 

(олигонуклеотид), комплементарный ДНК- или РНК-мишени, который служит 

затравкой для синтеза комплементарной цепи с помощью ДНК-полимеразы. Затравка 
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необходима ДНК-полимеразам для инициации синтеза новой цепи, с 3'-конца 

праймера. ДНК-полимераза последовательно добавляет к 3'-концу праймера 

нуклеотиды, комплементарные матричной цепи [2]. 

 
Таблица 1- Характеристики олигонуклеотидов, составляющих систему пар праймеров для секвенирования 

полноразмерного генома FCoV. 
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1F TGTAGCGTGGCTATAACTCT 1 18 6123,0 51,0 2R TTCATCGCGCACAGTTA 726 17 5145,4 51,6 726 

3F TAACTGTGCGCGATGAAA 760 17 5547,7 51,6 4R TGAAAGCAGTAGTGCAAAG 1542 19 5909,9 50,5 783 

5F CTTTGCACTACTGCTTTCA 1524 19 5704,8 50,5 6R TGGTTGAAGGTATCGAGAAA 2304 20 6245,1 51,0 781 

7F TTTCTCGATACCTTCAACCA 2395 20 5986,9 51,0 8R CACCGCATGTGTCATAAATA 3210 20 6085,0 50,5 816 

9F TATTTATGACACATGCGGTG 3191 20 5067,5 6147 10R AAACTCATTCCTAAGAGGTG 3946 20 6125,0 49,3 756 

11F CACCTCTTAGGAATGAGTTT 3926 20 6107,0 49,3 12R ACAGTTTTAAGTAGACACTGC 4716 20 6429,2 50,3 791 

13F GCAGTGTCTACTTAAAACTGT 4696 20 6420,2 50,3 14R CAGTTGCGTCAATAACATCT 5376 20 6076,0 50,6 681 

15F AGATGTTATTGACGCAACTG 5357 20 6156,1 50,6 16R ACTACATGCCAATTTATGCA 6120 20 6060,0 50,0 764 

17F TGCATAAATTGGCATGTAGT 6100 20 6171,1 50,0 18R CTTAAGCACCTCCTGACT 6855 18 5394,6 51,1 756 

19F AGTCAGGAGGTGCTTAAG 6864 18 5603,7 51,1 20R CCATGTAATCATAACCCTCA 7660 20 6005,0 49,2 797 

21F TGAGGGTTATGATTACATGG 7640 20 6227,1 49,2 22R CATAACTACTAGGAGAGTGC 8448 20 6150,1 49,1 809 

23F GCACTCTCCTAGTAGTTATG 8428 20 6083,0 49,1 24R CACAAGATTCACACCCTTA 9238 19 5700,8 49,4 811 

25F TAAGGGTGTGAATCTTGTG 9219 19 5913,9 49,4 26R TGCTGGATTAATCCAGGTAA 9996 20 6156,1 50,9 778 

27F TTACCTGGATTAATCCAGCA 9976 20 6076,0 50,9 28R GCCGAGCAAAACAACAT 10807 17 5181,4 51,2 832 

29F ATGTTGTTTTGCTCGGC 10790 17 5198,4 51,2 30R TCATTGTTTTGCAACTTTGT 11588 20 6079,0 49,0 799 

31F ACAAAGTTGCAAAACAATGA 11568 20 6151,1 49,0 32R CCAATGCATGCAACATCT 12369 18 5427,6 51,1 802 

33F AGATGTTGCATGCATTGG 12351 18 5569,7 51,1 34R CTGCTTATAATCTGAGCCAT 13109 20 6067,0 49,5 759 

35F ATGGCTCAGATTATAAGCAG 13089 20 6165,1 49,5 36R GCCTTGCCTTACCAAAT 13869 17 5105,4 50,1 781 

37F ATTTGGTAAGGCAAGGC 13852 17 6165,1 50,1 38R AAAGTCGTCATCAACACTG 14531 19 5780,8 50,2 680 

39F CAGTGTTGATGACGACTTT 14512 19 6165,1 50,2 40R GACATGATCGTAGGAGCA 15236 18 5572,7 51,2 725 

41F TGCTCCTACGATCATGTC 15218 18 5425,6 51,2 42R TGATAGTAAGGCACCAATGT 15946 20 6165,1 52,1 729 

43F ACATTGGTGCCTTACTATCA 15926 20 6067,0 51,1 44R TGTGCTAAAAATGCCTTGAC 16642 20 6116,0 51,4 717 

45F GTCAAGGCATTTTTAGCACA 16622 20 6116,0 51,4 46R GCTTTTACAACCTCTATGCT 17314 20 6018,0 50,2 693 

47F AGCATAGAGGTTGTAAAAGC 17294 20 6214,1 50,2 48R TCATTTGTCCATGTACCATG 18045 20 6058,0 50,2 752 

49F CATGGTACATGGACAAATGA 18025 20 6174,1 50,2 50R ACTTCACCATCAAGATCAGT 18820 20 6045,0 51,0 796 

51F ACTGATCTTGATGGTGAAGT 18800 20 6187,1 51,0 52R TTGTAAAGTGTAGGCATGC 19549 19 5882,9 50,3 750 

53F GCATGCCTACACTTTACAA 19530 19 5731,8 50,3 54R TGAATTGTGTGACAGTGC 20207 18 5569,7 50,5 678 

55F GCACTGTCACACAATTCA 20189 18 5427,6 50,5 56R CACCGTCACCTAAACTG 20918 17 5099,4 50,0 730 

57F CAGTTTAGGTGACGGTG 20901 17 5281,5 50,0 58R CCAAGAACTGTCTACTCAC 21686 19 5716,8 49,7 786 

59F GTGAGTAGACAGTTCTTGG 21667 19 5898,9 49,7 60R TTCGGCATGGTCGTAA 22455 16 4912,2 50,7 789 

61F TTACGACCATGCCGAA 22439 16 4850,2 50,7 62R GAATCTGAATGTATTCGGCT 22898 20 6147,0 50,0 460 

63F AGCCGAATACATTCAGATTC 22878 20 6085,0 50,0 64R TCAGTTTGTAATGCAACGT 23596 20 5817,8 49,9 719 

65F TACGTTGCATTACAAACTGA 23596 20 6100,0 49,7 66R AAAGTCACTTCACAACTCG 24315 19 5740,8 50,1 720 

67F CGAGTTGTGAAGTGACTTT 24296 19 5873,9 50,1 68R CTTCAATATCCAGCTGAAGT 24994 20 6076,0 49,6 699 

69F ACTTCAGCTGGATATTGAAG 24974 20 6156,1 49,6 70R CTTCTCATAAACGGTGCAG 25613 19 5787,8 50,9 640 

71F CTGCACCGTTTATGAGAAG 25606 19 5827,0 50,9 72R GCCATAGTAGCCACATGA 26422 19 5492,6 51,6 817 

73F TCATGTGGCTACTATGGC 26403 19 5505,6 51,6 74R AATGCGATAACGCTCCT 27182 20 5154,4 51,2 780 

75F AGGAGCGTTATCGCATT 27162 20 5225,4 51,2 76R CGCTTGTAAGCGTCAAT 27871 17 5185,4 50,3 710 

77F ATTGACGCTTACAAGCG 27854 17 5194,4 50,3 78R GCAATTGAAACCTTCAACAC 28600 20 6054,0 50,5 747 

79F GTGTTGAAGGTTTCAATTGC 28580 20 6178,1 50,5 80R AACAATCACTAGATCCAGAC 29253 20 6063,0 49,0 674 
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Рисунок 1- Пример выравнивания нуклеотидных последовательностей в программе MEGA 11. 

 

Геном FCoV включает 29 300 п.н. [4]. Длина амплифицируемых фрагментов (с 

учётом праймеров) составляет от 600 до 800 нуклеотидов, что соответствует 

возможностям однозаходного прочтения на современных секвенаторах. При этом, 

длина праймеров составляет от 16 до 22 нуклеотидов. Температура отжига праймеров 

лежит около 50 ºС, допустимые колебания ±1 ºС [1, 2]. 
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