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В настоящее время микроРНК привлекают повышенное внимание исследователей как перспектив-
ные маркеры различных заболеваний человека. В данной работе представлен гетерогенный хеми-
люминесцентный метод количественного определения онкомаркера микроРНК-141, основанный
на бесферментной амплификационной реакции, получившей название каталитическая сборка
шпилек (КСШ). Для дополнительного повышения чувствительности метода применена детектиру-
ющая система с двойной амплификацией сигнала, включающая применение конъюгата стрептави-
дина с полипероксидазой хрена и реакции усиленной хемилюминесценции. Благодаря примене-
нию стратегии тройной амплификации метод характеризуется высокой чувствительностью и низ-
ким пределом обнаружения. Найдено, что данный метод определения микроРНК-141 за счет
применения КСШ характеризуется высокой специфичностью. Указанные особенности метода поз-
воляют надеяться на его успешное применение в клинической диагностике.
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МикроРНК – это эндогенные короткие (17–25
нуклеотидов) РНК-олигонуклеотиды, осуществ-
ляющие регуляцию экспрессии генов животных и
растений [1]. Большой интерес вызывают также
вирусные микроРНК [2, 3]. Исследования по-
следних лет показали, что при широком спектре
заболеваний регистрируются изменения концен-
трации микроРНК в тканях, клетках и биологиче-
ских жидкостях (кровь, моча, слюна и т.д.) [4–6].
При исследовании различных онкологических
патологий экспериментально продемонстриро-
вана вариативность уровня ряда микроРНК у
больных [7–9]. Модифицированный профиль
экспрессии микроРНК отмечен также у больных
с сердечно-сосудистыми заболеваниями [10, 11] и
болезнями нервной системы [12]. Хотя такого ро-
да исследования только “набирают свои оборо-
ты”, уже сейчас очевидна значимость определе-
ния микроРНК при ранней диагностике заболе-
ваний человека.

Подводя итог, можно отметить особую акту-
альность исследований по разработке новых ме-
тодов определения микроРНК. Такие методы ос-

новываются на реакции гибридизации нуклеино-
вых кислот и могут быть подразделены на
гомогенные и гетерогенные. Хотя гомогенные
методы занимают меньше времени и проще в ис-
полнении, гетерогенные методы характеризуют-
ся более высокими чувствительностью и специ-
фичностью и в связи с этим применяются чаще.
Различные материалы, такие как наночастицы
металлов, магнитные частицы, углеродные нано-
трубки, стекла с различными покрытиями и мик-
ропланшеты используются в качестве твердых
носителей в гетерогенных методах определения
микроРНК [13–16].

Следует заметить, что концентрация мик-
роРНК в биологических объектах крайне низкая
(в фемто-пикомолярном концентрационном
диапазоне) [17, 18], и их определение в клиниче-
ских образцах является нетривиальной задачей.
Первые попытки конструирования методов опре-
деления микроРНК без применения их амплифи-
кации привели к тому, что такие методы оказа-
лись низкочувствительными [19–21]. Введение в
схему анализа амплифицирующего(их) этапа(ов)
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позволило резко повысить чувствительность
определения микроРНК. В первую очередь здесь
необходимо отметить полимеразную цепную ре-
акцию с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР),
широко используемую для копирования последо-
вательности РНК. Метод ОТ-ПЦР считается “зо-
лотым стандартом” среди методов определения
микроРНК, в связи с чем часто используется для
подтверждения данных, полученных другими ме-
тодами [16]. Однако этот метод неидеален и не
лишен ряда недостатков, связанных, в первую
очередь, с необходимостью варьировать темпера-
туру при проведении анализа, что требует исполь-
зования дорогостоящего оборудования. Допол-
нительным недостатком этого метода является
синтез довольно большого числа неспецифиче-
ских продуктов, осложняющий интерпретацию
результатов определения [22, 23]. Кроме того, при
копировании микроРНК в ОТ-ПЦР из-за не-
большой длины последовательностей микроРНК
требуется проведение дополнительных стадий
для ее увеличения, что усложняет определение
[14, 15]. Указанные недостатки метода ОТ-ПЦР
требуют поиска альтернативных способов ампли-
фицирования микроРНК.

В настоящее время активно развиваются изо-
термические методы амплификации [16, 24, 25].
Известно, что в некоторых изотермических мето-
дах амплификации используются ферменты, а в
других не применяются. Получение ложноотри-
цательных и ложноположительных результатов
при определении микроРНК многие авторы свя-
зывают с применением ферментов. Более того,
изотермические методы амплификации, не тре-
бующие ферментов, обычно дешевле и проще в
исполнении.

Наиболее известным бесферментным методом
изотермической амплификации является метод
каталитической сборки шпилек (КСШ) [26]. Вы-
сокая эффективность, простота и экономичность
данного метода – неоспоримые его преимуще-
ства. Описано определение олигонуклеотидных
аналитов, основанное на амплификационном
КСШ, с различными методами детектирования
[27–30].

Выше отмечено, что одним из главных требо-
ваний к методам определения микроРНК являет-
ся низкий предел обнаружения. Именно на этой
задаче фокусируется внимание большинства ис-
следователей. Известно, что различие в уровнях
экспрессии микроРНК в норме и при патологии
часто невелико [31], что еще раз подтверждает
справедливость требования к высокой чувстви-
тельности методов определения микроРНК.

В настоящей работе описан чувствительный и
специфичный метод определения микроРНК-141
(маркер нескольких типов онкологических забо-
леваний [32]), основанный на реакции КСШ, ис-

пользуемой для амплификации микроРНК. Для
повышения чувствительности детектирующая
система метода включала реакцию усиленной хе-
милюминесценции и применение конъюгата
стрептавидина, ковалентно связанного с полипе-
роксидазой хрена.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и реагенты. Люминол х. ч. (чистота
97%), 4-морфолинопиридин х.ч. (чистота 97%),
Твин 20 ос. ч., казеин х. ч. и трис-HCl ос. ч. (чи-
стота >99.9%) (Sigma-Aldrich Chemical Co.,
США); пероксид водорода ос.ч. (Н2О2, 30%)
(Химмед, Россия). Антитела против флуоресцеи-
на (Флу) приобретали в “Биалекса” (Россия).
3-(10'-Фенотиазинил)пропионовую кислоту син-
тезировали как описано в работе [33]. Концентра-
цию H2O2 определяли спектрофотометрическим
методом (ε240 = 43.6 M–1 см–1). Требуемые разве-
дения H2O2 проводили в день использования.
Применяли конъюгат стрептавидина с полипе-
роксидазой хрена (SA-PolyHRP80) (SDT GmbH,
Германия); 96-луночные черные полистирольные
микропланшеты (с высокой сорбционной способ-
ностью) (Corning, США). Все микроРНК и ДНК-
олигонуклеотиды синтезированы в ООО “Синтол”
(Россия).

Иммобилизация антител против флуоресцеина
на поверхности планшета. В лунки планшета вно-
сили по 50 мкл раствора антител против флуорес-
цеина (6 мкг/мл), растворенных в 50 мМ карбо-
натном буферном растворе с pH 9.5, и инкубиро-
вали в течение ночи при 4°C. После трехкратной
промывки планшета с помощью 10 мМ трис-HCl
с 300 мМ NaCl, pH 7.2 (ТБС), поверхность лунок
обрабатывали 100 мкл раствора казеина (1 мг/мл в
ТБС) в течение 1 ч при 37°C. Далее лунки план-
шета промывали трижды ТБС с 0.05% Твин 20
(ТБСТ), высушивали на воздухе и хранили в холо-
дильнике при 4°C.

Определение микроРНК-141. Перед использо-
ванием растворы зондов Ш1 и Ш2 с концентра-
цией 100 нМ в ТБС нагревали до 88°C в течение
15 мин, после чего охлаждали при комнатной
температуре в течение 1 ч как описано ранее [34].
Затем 50 мкл 30 нМ зонда Ш1 в ТБС вносили в
лунки планшета с иммобилизованными антите-
лами против флуоресцеина. После инкубации в
течение 1 ч при 37°C, лунки планшета промыва-
ли ТБСТ, после чего в лунки вносили по 50 мкл
раствора микроРНК-141 (0–100 пМ) и зонда Ш2
(1–5 нМ) в ТБС, содержащем 0–600 мМ NaCl.
Инкубацию проводили в течение 30–120 мин при
25°C. После отмывки планшета ТБСТ в лунки
вносили по 50 мкл раствора конъюгата стрепта-
видина с полипероксидазой хрена (разведение
1 : 200000) в ТБС с 1 мг/мл казеина. Данную реак-
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цию проводили в течение 1 ч при 37°C. После от-
мывки планшета ТБСТ в лунки вносили по
100 мкл свежеприготовленного субстратного рас-
твора пероксидазы (80 мМ трис-HCl, pH 8.3,
0.17 мМ люминол, 8.75 мM 4-морфолинопириди-
на, 2.1 мM 3-(10'-фенотиазинил)пропионовая
кислота и 1.75 мM H2O2 [35]). Интенсивность хе-
милюминесценции регистрировали при комнат-
ной температуре с помощью микропланшетного
люминометра SpectraMax L (Molecular Devices,
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Дизайн метода определения микроРНК-141.

Для проведения гетерогенного определения мик-
роРНК-141 зонд Ш1 иммобилизовали на поверх-
ности полистирольного планшета. Для этого зонд
Ш1, модифицированный с 3'-конца флуоресцеи-
ном, взаимодействовал с антителами против флу-
оресцеина, предварительно сорбированными в
лунках планшета. К иммобилизованному Ш1 в
лунки планшета добавляли микроРНК-141 и зонд
Ш2, модифицированный с 3'-конца биотином.
Химические структуры используемых шпилек
(Ш1-Флу и Ш2-биотин, рис. 1) смоделированы
согласно теории реакции КСШ [26, 36]. В про-
цессе протекания данной реакции происходила
амплификация аналитического сигнала, напря-
мую зависящего от концентрации микроРНК-141
в реакционной среде. На первом этапе амплифи-
кационного цикла молекула аналита за счет ком-

плементарного взаимодействия реагировала с
зондом Ш1 (рис. 2). При этом происходил пере-
ход Ш1 из закрытой в открытую конформацию с
одновременным освобождением последователь-
ности, ранее формировавшей стебель шпильки.
Освобожденная последовательность способна
гибридизоваться с зондом Ш2-биотин, в резуль-
тате чего происходило вытеснение аналита из
дуплекса. Высвобождение молекулы аналита поз-
воляет ей запустить следующий аналогичный
цикл амплификации. В конечном счете одна моле-
кула микроРНК приводила к появлению на поверх-
ности лунки большего числа дуплексов Ш1–Ш2.
Следует подчеркнуть, что в отсутствие микроРНК-
141 шпильки не должны взаимодействовать друг с
другом.

Так как сформированные дуплексы содержали
в своей структуре биотин, для оценки их концен-
трации использовали систему двух последова-
тельных реакций, а именно: (1) реакцию с конъ-
югатом стрептавидина и полипероксидазы и
(2) реакцию усиленной хемилюминесценции с
использованием фенотиазиновых усилителей.
Следует отметить, что данная стратегия детекти-
рования биотинилированных олигонуклеотидов
была нами разработана ранее и показала себя как
чрезвычайно чувствительная [37, 38], что являет-
ся необходимым условием при разработке методов
определения микроРНК, находящихся в биологи-
ческих образцах в следовых количествах [17, 18].

Рис. 1. Вторичная структура шпилечных олигонуклеотидов Ш1-Флу и Ш2-биотин, используемых в каталитической
сборке шпилек. Точками обозначены контакты комплементарных нуклеотидов. Изображение структур получено на
сервере UNAFold.

Ш1-флу Ш2-биотин

5' Флу Биотин
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Оптимизация условий детектирования мик-
роРНК-141. Ранее показано [39], что для получе-
ния максимального сигнала иммобилизацию
Ш1-Флу на планшете следует проводить при кон-
центрации зонда, равной 30 нМ. При данной
фиксированной концентрации зонда Ш1 варьи-
ровали концентрацию зонда Ш2 в реакционном
растворе. С изменением концентрации зонда Ш2
в интервале 1–5 нМ получили набор градуиро-
вочных кривых для определения микроРНК-141.
При этом найдено, что при увеличении концен-
трации зонда Ш2 зависимость интенсивности ре-
гистрируемой хемилюминесценции имеет выра-
женный оптимум, который наблюдался при про-
ведении КСШ с использованием 3 нМ зонда Ш2
(рис. 3). Также отмечено, что повышение кон-
центрации зонда Ш2 приводит к резкому пони-
жению величины предела обнаружения, рассчи-
танной по методу 3σ. Таким образом, в дальней-
ших исследованиях концентрация зонда Ш2
составила 3 нМ.

Известно, что конформация олигонуклеоти-
дов и эффективность их взаимодействия сильно
зависят от солевого состава среды. В связи с этим
изучили влияние концентрации NaCl на величи-
ны аналитических параметров разрабатываемого
метода анализа. Так, при проведении реакции ам-
плификации в 10 мМ трис-HCl c pH 7.2 значение
сигнала во всем использованном диапазоне кон-
центрации аналита практически не превышает
значение фона, т.е. в отсутствие NaCl реакция
КСШ с использованием зондов Ш1 и Ш2 не про-
текает. По мере увеличения концентрации NaCl

наблюдали повышение величины регистрируе-
мого сигнала, который достигал максимального
значения при концентрации NaCl 300 мМ
(рис. 4). В то же время кривая зависимости преде-
ла обнаружения микроРНК-141 от концентрации
NaCl имеет экстремум, при этом его значение ми-
нимально при использовании 10 мМ буферного
раствора трис-HCl c pH 7.2, содержащего 300 мМ
NaCl (рис. 4).

Таким образом, оптимизация условий опреде-
ления микроРНК-141 показала, что гетерогенную
амплификационную реакцию КСШ следует про-
водить в 10 мМ трис-HCl c pH 7.2, содержащем
300 мМ NaCl, при этом концентрация зонда Ш2 в
реакционном растворе должна составлять 3 нМ.

Аналитические параметры метода. Градуиро-
вочная зависимость интенсивности хемилюми-
несценции от концентрации микроРНК-141 в оп-
тимизированных условиях представляет собой
кривую (рис. 5), которая описывается уравнени-
ем f = y0 + a(1 – e–bx), где y0 = 2.4 × 105, a = 2.4 ×
× 107 и b = 4.3 × 10–3 (R2 = 0.9943). Следует отме-
тить, что градуировочные кривые подобного ха-
рактера описаны ранее для ряда аналитических
методов, основанных на применении КСШ [40,
41]. Предел обнаружения и диапазон определяе-
мых содержаний для разработанного метода со-
ставили 300 фМ и 1 пМ–100 пМ соответственно.
Данные значения близки к значениям аналогичных
параметров метода определения микроРНК-141 с
применением каталитической сборки шпилек с не-
комплементарным противостоянием нуклеоти-

Рис. 2. Схема хемилюминесцентного метода определения микроРНК-141, основанного на амплификационном мето-
де каталитической сборки шпилек. Ат – антитела к флуоресцеину, Флу – флуоресцеин, полиПХ – полипероксидаза
хрена.
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дов (Mismatched Catalytic Hairpin Assembly) в ка-
честве амплифицирующей реакции [34].

Анализ полученной кривой показал, что при
изменении концентрации микроРНК-141 в пре-
делах рабочего диапазона величина интенсивно-

сти хемилюминесценции возрастает в 5–6 раз.
В то же время для многих подобных амплифика-
ционных методов определения микроРНК [31,
41–44] аналогичный или даже менее выражен-
ный рост аналитического сигнала наблюдается

Рис. 3. Эффект концентрации зонда Ш2 в реакционном растворе на величину хемилюминесцентного сигнала (I – I0)
(черные столбцы) и предел обнаружения (штрихованные столбцы) амплифицированного метода определения мик-
роРНК-141. Реакцию каталитической сборки шпилек проводили в 10 мМ трис-HCl c pH 7.2, содержащем 300 мМ NaCl
при 25°C в течение 1 ч. Величину хемилюминесцентного сигнала (I – I0) рассчитывали как разницу между зарегистри-
рованными сигналами в присутствии (10 пМ микроРНК-141) и в отсутствие аналита.
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Рис. 4. Эффект концентрации NaCl в реакционном растворе на величину хемилюминесцентного сигнала (I – I0) (чер-
ные столбцы) и предел обнаружения (штрихованные столбцы) амплифицированного метода определения мик-
роРНК-141. Реакцию каталитической сборки шпилек проводили в 10 мМ трис-HCl с pH 7.2, содержащем 300 мМ NaCl
при 25°C в течение 1 ч; [Ш2] = 3 нМ. Величину хемилюминесцентного сигнала (I – I0) рассчитывали как разница меж-
ду зарегистрированными сигналами в присутствии (10 пМ микроРНК-141) и отсутствие аналита.
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при варьировании концентрации аналита на 6–
7 порядков. Это указывает на высокую чувстви-
тельность разработанного нами метода.

Разработанный метод определения мик-
роРНК-141 характеризуется также высокой вос-

производимостью результатов. Как видно из
рис. 6, в пределах диапазона определяемых содер-
жаний значение относительного стандартного
отклонения аналитического сигнала  не пре-
вышает 5% и снижается с повышением концен-
трации аналита. Используя значения  и коэф-
фициент чувствительности метода S (тангенс угла
наклона касательной к градуировочной кривой),
рассчитали значения относительного стандарт-
ного отклонения результатов определения кон-
центрации аналита  [43]. Значения  так же

как и значения  c увеличением концентрации
микроРНК-141 понижаются (рис. 6).

Отметим, что высокая воспроизводимость ре-
зультатов определения аналита предложенным
методом напрямую связана с его высокой чув-
ствительностью. Так, значения  рассчитанные
по ранее опубликованным данным определения
микроРНК методом с низкой чувствительностью
(с рабочим диапазоном, охватывающим 6–7 по-
рядков величины концентрации аналита) [44, 45],
достигали 400% при концентрации аналита
10 пМ. При той же концентрации микроРНК-141
значение  для предложенного нами метода ока-
залось в восемь раз ниже.

Специфичность метода. Известно, что последо-
вательности различных микроРНК обладают вы-
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Рис. 5. Градуировочная кривая определения мик-
роРНК-141 планшетным хемилюминесцентным ме-
тодом, основанным на амплификационной реакции
каталитической сборки шпилек (n = 6). Реакцию
КСШ проводили в 10 мМ трис-HCl с pH 7.2, содержа-
щем 300 мМ NaCl при 25°C в течение 1 ч;
[Ш2] = 3 нМ.
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Рис. 6. Зависимости значений относительного стандартного отклонения сигнала (  черные столбцы) и относитель-
ного стандартного отклонения результатов определения концентрации микроРНК-141 (  заштрихованные столб-
цы), характеризующие основанный на применении каталитической сборки шпилек и конъюгата стрептавидина и по-
липероксидазы хемилюминесцентный метод, от концентрации аналита.
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сокой степенью гомологии [46], поэтому разраба-
тываемые методы анализа данных аналитов
должны быть высокоспецифичными. Для оценки
специфичности разработанного нами метода ис-
пользовали четыре микроРНК семейства мик-
роРНК-200, обладающих наиболее высокой го-
мологией с последовательностью микроРНК-141,
а именно микроРНК-200a, микроРНК-200b,
микроРНК-200c и микроРНК-429 [47]. Как вид-
но из рис. 7, кросс-реактивность разработанного
метода для микроРНК-200а и микроРНК-200b
составила лишь 7 и 5% соответственно. Для мик-
роРНК-200c и микроРНК-429 кросс-реактив-
ность еще ниже (менее 3%). Полученные резуль-
таты позволяют охарактеризовать предлагаемый
метод как высокоспецифичный. По-видимому,
высокая специфичность метода заложена в при-
менении КСШ, т. к. и другие методы с КСШ ха-
рактеризуются высокой специфичностью [24].

* * *
Таким образом, представлен высокочувстви-

тельный гетерогенный метод определения мик-
роРНК-141. Высокая чувствительность метода
обусловлена использованием стратегии тройной
амплификации сигнала, основанной на примене-
нии конъюгата стрептавидина с полипероксида-
зой и реакции усиленной хемилюминесценции в
сочетании с амплификационным методом КСШ.
Высокая чувствительность предложенного мето-
да в совокупности с высокой специфичностью
позволяют предположить, что он будет востребо-

ван для определения микроРНК в клинической
диагностике. Использование в данном методе
коммерчески доступных стандартизированных
микропланшетов делает его высокопроизводи-
тельным, а применение биоанализаторов для им-
муноферментного анализа позволяет его легко
автоматизировать.
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