
БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2019, том 45, № 4, с. 392–402

392

ЭФФЕКТИВНОСТЬ АМПЛИФИКАЦИИ И СУБСТРАТНЫЕ СВОЙСТВА 
ФЛУОРЕСЦЕНТНО-МЕЧЕННЫХ ТРИФОСФАТОВ ДЕЗОКСИУРИДИНА 
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Исследована кинетика амплификации продукта в ПЦР при использовании в качестве субстрата
флуоресцентно-меченных цвиттер-ионных трифосфатов дезоксиуридина с различной структурой
флуорофора и различной длиной линкера, связывающего флуорофор с азотистым основанием; изу-
чена зависимость выхода ПЦР-продукта от концентрации модифицированного субстрата в реакци-
онной смеси; проведен гибридизационный анализ полученных продуктов амплификации. Для ам-
плификации использованы ДНК-полимеразы Taq и Vent (exo-), не обладающие 3'-5'-экзонуклеаз-
ной активностью. Выявлено, что гидрофобность и пространственные размеры флуорофора
являются важными факторами, влияющими на ингибирование ДНК-полимераз в ПЦР, в то время
как длина линкера между флуорофором и азотистым основанием оказывает существенное влияние
на субстратные свойства, т.е. эффективность встраивания меченых нуклеотидов дезоксиуридина в
растущую цепь ДНК. Наиболее эффективными для применения в ПЦР с последующим флуорес-
центным гибридизационным анализом на биочипах оказались электронейтральные производные
трифосфата дезоксиуридина со средней длиной линкера. Исследованные соединения пригодны для
введения метки в ПЦР-продукты с помощью Taq- и Vent (exo-)-ДНК-полимераз для гибридизаци-
онного анализа ДНК.
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ВВЕДЕНИЕ
Флуоресцентное мечение ДНК широко ис-

пользуется в молекулярно-биологических иссле-
дованиях и медицинской диагностике. Возмож-
ность введения метки непосредственно в процес-
се ферментативной реакции амплификации
(ПЦР, реакция удлинения праймера и др.) значи-
тельно упрощает процедуру получения образцов
для проведения анализа. Для этого применяются
флуоресцентно-меченные производные трифос-
фатов дезоксинуклеозидов (fluor-dNTP), в кото-
рых флуорофор введен по азотистому основанию
[1, 2]. Важную роль при ферментативном получе-
нии флуоресцентно-меченных ДНК играет не
только выбор физико-химических характеристик

используемых флуорофоров (хемостойкость и
фотостабильность, молярный коэффициент по-
глощения и квантовые выходы флуоресценции),
но и способность соответствующих f luor-dNTP
выступать в качестве субстратов для ДНК-поли-
мераз [3, 4].

Одним из наиболее распространенных нук-
леотидов для введения модификаций, в том числе
флуоресцентных меток, является 2'-дезоксиури-
дин [5]. В качестве полимераз для ферментатив-
ного синтеза меченых ДНК часто используются
коммерчески доступные термостабильные поли-
меразы Taq (семейство A) и Vent (exo-)
(семейство B) (КФ 2.7.7.7), способные восприни-
мать в качестве субстрата производные 5'-три-
фосфатов 2'-дезоксиуридина [6, 7].

В ряду меток для флуоресцентного маркирова-
ния ДНК выделяются пентаметиновые индоциа-
ниновые (индодикарбоцианиновые) красители
ряда Сy5, которые обладают яркой флуоресцен-

Сокращения: f luor-dUTP – флуоресцентно-меченный 2'-
дезоксиуридин-5'-трифосфат; HEPES – 4-(2-гидрокси-
этил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота.
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цией в ближнем ИК-диапазоне, достаточно хи-
мически стабильны и светостойки [8, 9]. Индоци-
аниновые красители широко используются во
многих молекулярно-биологических приложени-
ях [10, 11]. Широкое применение флуоресцентно-
меченных трифосфатов нуклеозидов в составе
молекулярно-биологических систем диагностики
делает крайне важным изучение их совместимо-
сти с полимеразами и эффективности в гибриди-
зационном анализе.

Ранее нами обнаружена зависимость эффек-
тивности встраивания трех производных 5'-три-
фосфатов 2'-дезоксиуридина, флуоресцентно-
меченных индодикарбоцианиновыми красителя-
ми, от суммарного электрического заряда марке-
ра в ходе ПЦР короткого олигонуклеотида. Пока-
зано, что эффективность уменьшается в ряду:
нейтрально заряженный, положительно заря-
женный и отрицательно заряженный красители
[12, 13]. Несколько позже для оценки эффективно-
сти флуоресцентно-меченных трифосфатов мы ис-
пользовали мультиплексную ПЦР с последующим
гибридизационным анализом нуклеиновых кислот
[14]. Возможность применения различных произ-
водных ряда индодикарбоцианиновых красителей
для использования в гибридизационном анализе
генетических мишеней ДНК человека исследована
нами в работе [15], кинетика образования меченых
ПЦР-продуктов для анализа человеческого гено-
ма в ПЦР в реальном времени с TaqMan-зондом
определена в работе [16] для четырех коммерче-
ски доступных Taq-полимераз.

В настоящей работе проведено комплексное
изучение субстратной эффективности цвиттер-
ионных fluor-dUTP в реакциях амплификации
ДНК-полимеразами, не обладающими корректи-
рующей экзонуклеазной активностью, включаю-
щее: а) исследование кинетики амплификации с
определением эффективности ПЦР (Е), б) опре-
деление выхода продуктов реакции для каждого
модифицированного производного, в) тестиро-
вание на биологических микрочипах для опреде-
ления чувствительности и специфичности гибри-
дизационного анализа. По совокупности полу-
ченных нами ранее данных [13, 14] в качестве
флуорофоров выбраны два индодикарбоциани-
новых красителя с нейтральным распределенным
зарядом (цвиттер-ионы), каждый из которых свя-
зывался по С5-положению пиримидинового цикла
с помощью линкеров различной длины. В качестве
бактериальной генетической мишени для изучения
субстратной эффективности fluor-dUTP выбран
фрагмент гена rpoB возбудителя туберкулеза чело-
века Mycobacterium tuberculosis длиной около 200 п.о.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Флуоресцентно-меченные дезоксиуридинтри-

фосфаты (рис. 1), содержащие в своей структуре

цвиттер-ионные индодикарбоцианиновые кра-
сители, различающиеся спектрально-люминес-
центными характеристиками, гидрофильностью
и пространственной структурой флуорофора,
объединены в две группы по количеству сульфо-
групп на флуорофоре. Производные fluor-dUTP,
содержащие краситель с четвертичной N-алки-
ламмониевой группой (обозначены, как соедине-
ния группы (II)) и N-сульфоалкильным замести-
телем (обозначены как соединения группы (III)),
дополнительно упорядочены в два ряда в зависи-
мости от длины линкера, отдаляющего флуоро-
фор от пиримидинового основания. Два образо-
ванных ряда включали в себя шесть f luor-dUTP с
двумя типами флуорофоров (II) и (III), связан-
ных линкерами различной длины (а, б, в).

Для изучения кинетики амплификации в
присутствии модифицированных субстратов
f luor-dUTP (II) или (III) проводили ПЦР в ре-
жиме реального времени с использованием
Taq-ДНК-полимеразы (семейство А) и Vent
(exo-)-ДНК-полимеразы (семейство B). В каче-
стве контрольного образца сравнения использо-
вали f luor-уридинтрифосфат (I), характеристи-
ки которого подробно представлены в работе
[13]. Контрольный образец (I) содержит в своей
структуре электронейтральный флуорофор с
сульфогруппой в положении 5 индоленинового
фрагмента; выбор электронейтрального контроль-
ного образца продиктован удобством сравнения с
электронейтральными исследуемыми образцами.
Для выбора оптимальной концентрации fluor-
dUTP проводили амплификацию (рис. 1), варьи-
руя концентрацию от 0 до 48 мкМ. Рассчитывали
эффективность амплификации (E) по углу накло-
на прямого участка S-образной кривой накопле-
ния сигнала [17, 18].

Степень ингибирования fluor-dUTP определя-
ли на основании результатов ПЦР в режиме ре-
ального времени с использованием различных
концентраций модифицированных нуклеозид-
трифосфатов (II) и (III). Кривые накопления сиг-
налов на примере соединения (IIIв) приведены
на рис. 2. При концентрациях fluor-dUTP менее
4 мкМ ингибирующий эффект проявлялся как
незначительный для всех исследованных образ-
цов. При этом значения сигналов флуоресценции
в последующем гибридизационном анализе полу-
ченных ПЦР-продуктов были выше фоновых сиг-
налов в 2–4 раза, что недостаточно для проведения
рутинного клинического анализа. При концентра-
циях fluor-dUTP, превышающих 16 мкМ, в случае
Taq-полимеразы значительно возрастал ингиби-
рующий эффект; при концентрации 48 мкМ на-
блюдалось полное ингибирование полимеразы.
Vent (exo-)-ДНК-полимераза показала способ-
ность к эффективной амплификации в присут-
ствии больших концентраций модифицирован-
ного субстрата (оптимум достигал 32 мкМ). Для
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корректного сравнения кинетики ПЦР для со-
единений двух исследуемых рядов fluor-dUTP в
качестве рабочей концентрации выбрали 8 мкМ.
Концентрация лимитировалась эффективностью
амплификации с Taq-полимеразой. Проводили
ПЦР в режиме реального времени при частичном
замещении dTTP на каждый из f luor-dUTP (при
их концентрации 8 мкМ) в трех повторах для каж-
дого производного dUTP (II) и (III) (рис. 2).
В каждом случае общая концентрация (dTTP +
+ mod-dUTP) составляла 200 мкМ. В качестве
контрольного субстрата использовали немоди-
фицированный (природный) dTTP в концентра-
ции 200 мкМ.

Расчет эффективности амплификации E про-
водили по углу наклона прямого участка S-образ-
ной кривой накопления сигнала [17, 18]. Авторы
работы [17] для определения эффективности
ПЦР в режиме реального времени использовали
два альтернативных метода: по последователь-
ным разбавлениям образца с определением зна-
чения порогового цикла и по углу наклона прямо-
го участка графика накопления, изображенного в
логарифмическом масштабе. Данные, получен-
ные методом последовательных разбавлений, ко-
торый отличается большими требованиями к
подготовке образцов и требует отдельных расче-
тов для каждого используемого разведения образ-
ца, хорошо коррелировали с данными метода рас-
чета по углу наклона прямого участка S-образной

кривой. Мы выбрали второй из протестирован-
ных методов, поскольку основным его преиму-
ществом является непосредственное вычисление
эффективности амплификации из отрезка пря-
мой линии регрессии.

Выявлено влияние химической природы флу-
орофора в структуре f luor-dUTP на степень инги-
бирования ДНК-полимераз в ПЦР. В выбранных
условиях оценки эффективности амплификации
зависимость от длины линкера оказалась несуще-
ственной, в отличие от гибридизационного ана-
лиза (см. ниже), где этот фактор играл решающую
роль для исследованных fluor-dUTP с электро-
нейтральными индодикарбоцианиновыми кра-
сителями. Гораздо больший эффект в ПЦР опре-
деляла гидрофобность флуорофора. Так, ряд
(IIa–в) показал воспроизводимо более высокую
эффективность амплификации и более высокий
выход целевого продукта по сравнению с рядом
(IIIa–в) (табл. 1).

Для определения выхода продукта проводили
три серии ПЦР для каждой из полимераз и для
каждого fluor-dUTP без применения интеркали-
рующего красителя в процессе реакции. Количе-
ство циклов амплификации сокращали до 32 по
сравнению с ПЦР в режиме реального времени,
где применяли 40 циклов амплификации. Выход
продукта оценивали по оптической плотности
соответствующих полос в агарозном геле при
окрашивании бромистым этидием (рис. 3) с по-

Рис. 1. Строение флуоресцентно-меченных дезоксиуридинтрифосфатов.
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мощью программного обеспечения ImageJ (NIH,
США); данные приведены в табл. 1.

Показано, что эффективность ПЦР и выход
целевого продукта воспроизводимо больше для
всех f luor-dUTP (II) и (III) по сравнению с кон-
трольным образцом (I). При сравнении с природ-
ным dTTP эффективность амплификации была
ниже для каждого из f luor-dUTP, что говорит об
ингибировании полимераз, причем и в этом слу-
чае для контрольного образца (I) ингибирующий
эффект был максимальным (табл. 1). Выход про-
дукта хорошо коррелировал с рассчитанными
значениями эффективности ПЦР. Для всех ис-
следованных fluor-dUTP в группах (II) и (III) эф-
фективность амплификации и выход целевого

полноразмерного продукта были несколько выше
в случае Vent (exo-)-полимеразы по сравнению с
Taq-полимеразой.

Гибридизационный анализ проводили на био-
логических микрочипах коммерческой тест-си-
стемы “ТБ-Биочип”, рассчитанной на одновре-
менную мультиплексную гибридизацию ПЦР-
продуктов фрагментов пяти генов. Поскольку в
данном случае мы гибридизовали лишь один про-
дукт асимметричной ПЦР (фрагмент гена rpo B),
то сигналы вычисляли лишь с участка чипа, соот-
ветствующего этому гену. Принципиальная схема
данного участка чипа, а также пример гибридиза-
ционной картины приведены на рис. 5. Концен-
трацию гибридизуемых продуктов выравнивали с

Рис. 2. ПЦР с Taq-полимеразой (а) и Vent (exo-)-полимеразой (б) в режиме реального времени и расчетные значения
эффективности амплификации (Е) при концентрации fluor-dUTP, равной 8 мкМ.
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учетом полученных данных выхода продукта для
каждого модифицированного производного ря-
дов (II) и (III). Гибридизацию целевых продуктов
в равных концентрацях проводили с целью избе-
жать эффектов влияния концентрации продукта
на эффективность гибридизации (интенсивность
сигнала, отношение совершенных и несовершен-
ных дуплексов). Величину гибридизационных
сигналов совершенных дуплексов использовали в
качестве непрямого фактора оценки степени
встраивания метки в ПЦР-продукт в ходе ампли-
фикации при равных концентрациях гибридизуе-
мого ПЦР-продукта (рис. 6). Отношение сигна-
лов совершенных и несовершенных дуплексов
применяли в качестве критерия специфичности

встраивания модифицированных нуклеотидов в
растущую цепь ДНК и возможных неспецифиче-
ских взаимодействий групп-флуорофоров с ком-
понентами чипа, ухудшающих специфичность
гибридизационного анализа. Гибридизацию про-
водили в трех повторах для каждого флуоресцент-
но-меченного производного (II) и (III). Величину
отношения совершенных и несовершенных дуп-
лексов (дискриминационное отношение) также
вычисляли по каждой вариабельной позиции и за-
тем находили среднее значение по чипу (табл. 1).

При гибридизационном анализе на биочипах в
ряду f luor-dUTP (III) полученная усредненная
интенсивность флуоресцентных сигналов высо-
кая и варьирует в незначительных пределах. На-

Рис. 3. Ингибирующий эффект при разных концентрациях fluor-dUTP в ПЦР-смеси с Taq-полимеразой (а) и Vent
(exo-)-полимеразой (б) на примере соединения (IIIв).
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личие четвертичной аммониевой группы в струк-
туре f luor-dUTP (IIа) ухудшило эффективность
встраивания по сравнению с контрольным образ-
цом (I). Однако увеличение длины линкера приве-
ло к постепенному росту эффективности встраива-
ния в ряду трифосфатов (IIа–в). Такая тенденция
роста эффективности встраивания в зависимости
от длины линкера прослеживается только в случае
трифосфатов (IIа–в), содержащих в своей структу-
ре нейтрально заряженный краситель с четвертич-
ной аммониевой группой. В случае ряда (IIIа–в)
увеличение длины линкера выше среднего значе-
ния практически не повлияло на интенсивность
гибридизационных сигналов, что хорошо соот-
ветствует полученным ранее данным для мульти-
плексной гибридизации [14].

Следует отметить, что средний уровень гибри-
дизационных сигналов для фрагмента чипа, соот-
ветствующего гену rpo B, несколько ниже средних
сигналов, получаемых в случае мультиплексной
гибридизации [14]. Это может быть обусловлено
высоким процентным содержанием G⋅C-пар в
исследуемом фрагменте, а также обнаруженной
внутренней структуре типа “шпилька”, что не-
сколько уменьшает общую интенсивность гибри-
дизационного сигнала в условиях эксперимента.

При анализе отношения сигналов ячеек с со-
вершенными и несовершенными дуплексами
(дискриминационная способность тест-системы)
корреляция данных для различных fluor-dUTP
обусловлена скорее интенсивностью целевых
сигналов и приводит при их низких значениях к
низкому разрешению (низкой дискриминации).

Рис. 4. Электрофореграммы, полученные в цифровом формате RAW с сохранением данных попиксельной интенсив-
ности сигнала для измерения выхода полноразмерного продукта ПЦР с Taq-полимеразой (а) и Vent (exo-)-полимера-
зой (б): 4% агарозный гель, окрашивание бромистым этидием, 1 – маркер длин двухцепочечных ДНК GeneRuler 50bp
(Thermo Scientific, США); 2 – dTTP; 3 – (I); 4 – (IIа); 5 – (IIб); 6 – (IIв); 7 – (IIIа); 8 – (IIIб); 9 – (IIIв); 10 – отрица-
тельный контрольный образец.
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Во всех случаях, кроме соединения (IIа) для Vent
(exo-)-полимеразы, дискриминация достаточна
для надежной интерпретации гибридизационной
картины при диагностическом применении чипа.
В упомянутом же случае низкий уровень дискри-
минации обусловлен низким целевым сигналом

и, соответственно, высоким отношением фоно-
вого сигнала к целевому.

Оценка степени встраивания флуоресцентно-
меченных dUTP с помощью гибридизационного
анализа показала отсутствие прямой зависимости
включения метки от эффективности f luor-dUTP в

Рис. 5. Принципиальная схема участка чипа, содержащего зонды, комплементарные анализируемому фрагменту гена
rpo B M. tuberculosis (сверху) и гибридизационная картина (негатив) ПЦР-продукта, полученного с помощью соедине-
ния (IIб) в качестве субстрата и референс-штамма дикого типа M. tuberculosis H37rv, не содержащего мутаций в данном
регионе, в качестве матрицы для амплификации. На схеме черным цветом обозначены ячейки, соответствующие ди-
кому типу M. tuberculosis (отсутствует устойчивость к рифампицину), серым цветом – мутантные варианты. Схема по-
делена на зоны в соответствии с аминокислотными заменами по отдельным позициям кодируемого белка. Анализ
осуществляется путем сравнения интенсивности сигнала в ячейке, соответствующей дикому типу, с сигналами ячеек,
соответствующих мутантным вариантам, для каждой индивидуальной зоны. Д.Т. – дикий тип, Мут. – мутация. Схема
анализа гибридизационных сигналов подробно описана в публикациях [19, 20].

1 2 3 4 5 6 7 8

А

Б

В

Г

Д

А

Б

В

Г

Д

Д.Т. Мут.

Del
507 wt

Del
507

VAL
516 516 516 516

MET
515

ILE
515

SER
522

SER

SER

531

HIS
526

HIS
526

ASP
516 513

513

513
ASP

ASN

526 526 526 526

526 526 526
TYR

TYR GLY

GLY

513
LYS

GLU

526
LEU
522

LEU

LEU LEU

531
TRP
531

CYS

CYS

531
GLN

GLN

GLN

531
LEU
533

LEU
511

PRO
533

PRO

PRO

511
ARG
511

ARG

ARG

512
THR
512 512



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 45  № 4  2019

ЭФФЕКТИВНОСТЬ АМПЛИФИКАЦИИ И СУБСТРАТНЫЕ СВОЙСТВА 399

ПЦР и от выхода целевого продукта. Флуорес-
центно-меченные уридинтрифосфаты (II) и (III)
показали различную эффективность в ПЦР и раз-
личный выход целевого продукта в зависимости
от химического строения флуорофора, но не от

длины линкера, т.е. по группам (II) и (III), но не в
рядах а-б-в. При этом длина линкера оказывает
гораздо большее влияние на субстратную эффек-
тивность, определяя степень встраивания меток.
Наиболее ярко этот эффект наблюдался при уве-

Рис. 6. Диаграммы интенсивности флуоресцентных сигналов совершенных дуплексов чипа (чувствительность гибри-
дизационного анализа). Сигнал дуплекса, образованного ПЦР-продуктом, содержащим нуклеотид (I) для Taq-поли-
меразы, нормирован на единицу.
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Таблица 1. Эффективность амплификации, выход продукта и гибридизационные сигналы ПЦР-продуктов, по-
лученные при помощи флуоресцентно-меченных дезоксиуридинтрифосфатов

* Эффективность амплификации (Е) определяли при концентрации флуоресцентно-меченного нуклеозидтрифосфата,
равной 8 мкМ, и рассчитывали по формуле Е = 10tgα [17] (см. экспер. часть и рис. 2).

** Выход продукта рассчитывали по оптической плотности соответствующих полос на дорожках электрофореграммы
(см. экспер. часть), концентрация флуоресцентно-меченного нуклеозидтрифосфата – 8 мкМ; сигнал контрольного образца (I) для
Taq-полимеразы нормирован на единицу.
*** Усредненный сигнал от всех совершенных дуплексов на биочипе. Эксперимент проводили в трех повторах. Сигнал кон-
трольного образца (I) дляTaq-полимеразы нормирован на единицу.

Fluor-dUTP
Эффективность 
амплификации*

Выход продукта 
(нормированный)**

Гибридизационный 
сигнал***

Дискриминационное
отношение

Taq Vent (exo-) Taq Vent (exo-) Taq Vent (exo-) Taq Vent (exo-)

(I) 1.56 1.68 1.00 1.12 1.00 1.19 3.8 2.5
(IIа) 1.72 1.82 2.59 3.64 0.65 0.93 1.6 1.3
(IIб) 1.69 1.78 2.33 3.28 2.12 2.69 4.1 2.7
(IIв) 1.73 1.80 2.78 3.64 2.87 3.10 3.5 2.5
(IIIа) 1.57 1.75 1.84 2.08 2.28 2.81 3.9 4.0
(IIIб) 1.61 1.85 1.87 2.04 2.45 2.96 5.2 4.9
(IIIв) 1.49 1.77 1.65 1.92 2.39 2.95 4.7 3.4
dTTP 1.76 1.85 3.23 3.57 – – – –
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личении длины линкера с так называемого “ко-
роткого” до “среднего” для флуорофора с четвер-
тичной аммониевой группой (табл. 1).

Краситель, связанный по 5-положению пири-
мидинового основания, ориентирован в широ-
кую бороздку двунитевых ДНК и не должен вли-
ять на образование двойной спирали комплемен-
тарных цепей ДНК. Однако краситель с двумя
сульфогруппами и четвертичной аммониевой
группой имеет значительные геометрические раз-
меры, которые, как мы предполагаем, стерически
затрудняют работу ДНК-полимеразы. Увеличе-
ние длины линкера, соединяющего пиримидино-
вое основание с красителем, уменьшает стериче-
ские препятствия. Молекула моносульфирован-
ного красителя более компактна, и увеличение
длины линкера, по-видимому, не приводит к
уменьшению стерических препятствий и увели-
чению встраивания модифицированного нуклео-
тида в растущую de novo цепь ДНК.

При этом увеличение длины линкера увеличи-
вает гидрофобность (липофильность) красителя
и модифицированного нуклеотида в целом, уве-
личивает неспецифическое взаимодействие с
ДНК и ДНК-полимеразой и уменьшает эффек-
тивность встраивания модифицированных нук-
леотидов в растущую цепь ДНК. Поэтому, с ро-
стом длины линкера наблюдается первоначальный
рост эффективности встраивания модифицирован-
ных нуклеотидов, а затем эффективность начинает
снижаться.

В условиях проведения эксперимента Vent
(exo-)-полимераза показала несколько большие
эффективность амплификации и выход продукта
по сравнению с Taq-полимеразой для всех иссле-
дованных образцов флуоресцентно-меченных
производных dUTP в широком диапазоне кон-
центраций (0–48 мкМ). По эффективности ам-
плификации при высоких концентрациях fluor-
dUTP полимераза Vent (exo-) существенно пре-
восходила Taq-полимеразу. По совокупности по-
казателей чувствительности и специфичности
при проведении гибридизации на биочипах (уро-
вень сигнала и дискриминирующая способность)
наиболее эффективными оказались электроней-
тральные производные со средней длиной линке-
ра (IIб) и (IIIб).Таким образом, исследованные
fluor-dUTP пригодны для введения метки в ПЦР-
продукты с помощью Taq- и Vent (exo-)-ДНК-по-
лимераз для последующего гибридизационного
анализа.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе применяли следующие реагенты: не-
модифицированные трифосфаты дезоксинуклео-
зидов (dNTPs) (Thermo Scientific, США); полиме-
разы Taq (Thermo Scientific, США) и Vent (exo-)

(New England Biolabs, США); флуоресцентный
краситель для ПЦР EvaGreen (Biotium, США);
бромид этидия (Хеликон, Россия) – для окрашива-
ния агарозных электрофорезных гелей. В качестве
маркера длин продуктов применяли GeneRuler
50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, США). Воду
для приготовления растворов получали на уста-
новке Milli-Q (EMD Millipore, США). Для хрома-
тографической очистки олигонуклеотидов при-
меняли колонку BDS Hypersil C18 (Thermo Scien-
tific, США). Остальные реактивы и растворители
приобретены в компаниях “Sigma-Aldrich”
(США), “Acros Organics” (Бельгия) и “Fluka”
(США) и имели качество “reagent grade” или “bio-
chemical grade”. В работе использованы полуавто-
матические пипетки (Gilson, Франция), ампли-
фикатор PTC-220 (Bio-Rad, США), амплифика-
тор для ПЦР в режиме реального времени IQ5
(BioRad, США), центрифуга-вортекс “Микро-
спин” FV-2400 (Biosan, Латвия), высокоскорост-
ная центрифуга для микропробирок Frontier 5515
(Ohaus, США), система для горизонтального
электрофореза (ООО “Хеликон”, Россия), транс-
иллюминатор TCP-20.МС 254/312 нм (Vilber Lour-
mat, Франция), цифровой фотоаппарат EOS 500D
(Canon, Япония) с оптическим фильтром SYBR
photographic filter S7569 (Molecular Probes, США).
Олигонуклеотиды синтезировали с помощью ав-
томатического синтезатора ABI 394 DNA/RNA
(Applied Biosystems, США). Измерение концен-
трации олигонуклеотидов и ДНК проводили с по-
мощью спектрофотометра для микрообъемов
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, США).

Свойства и синтез использованных в настоя-
щей работе флуоресцентно-меченных трифосфа-
тов дезоксиуридина описаны ранее [14].

ДНК-матрицы для исследований кинетики ам-
плификации и субстратной эффективности флуо-
ресцентно-меченных трифосфатов дезоксиуридина.
Для определения эффективности амплификации
использовали матрицу, полученную в результате
проведения ПЦР фрагмента гена rpo B из декон-
таминированной геномной ДНК Mycobacterium tu-
berculosis, штамм H37rv, и праймеры: прямой 105f
(5'-CGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGTTG-3')
и обратный 293r (5'-AGTGAGACGGGTGCAC-
GTCGCGGACCT-3'), впервые описанные в работе
[19]. Полученный ПЦР-продукт очищали на
спин-колонках (Bio-Rad, США), растворяли в де-
ионизованной воде качества MQ и доводили кон-
центрацию до 104 копий/мкл. Ту же матрицу при-
меняли в симметричной гнездовой ПЦР для
определения выхода продуктов амплификации и
в асимметричной гнездовой ПЦР для получения
преимущественно одноцепочечных продуктов
для гибридизационного анализа.

Эффективность амплификации с помощью ПЦР
в режиме реального времени. Для определения ки-
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нетики амплификации по накоплению флуорес-
центного сигнала EvaGreen для каждого флуорес-
центно-меченного трифосфата дезоксиуридина
проводили ПЦР в режиме реального времени на
приборе BioRad IQ5. Использовали праймеры:
прямой 1272f (5'-CGCCGCGATCAAGGAGTTCT-3')
и обратный 1398r (5'-TCACGTGACAGACCGCCG-
GG-3') [19]. Использовали Taq- и Vent (exo-)-ДНК-
полимеразы, количество которых в реакционную
смесь брали согласно рекомендациям произво-
дителя. Реакционная смесь содержала природ-
ные дезоксинуклеозидтрифосфаты dATP, dCTP,
dGTP в концентрации 200 мкM каждый, а также
флуоресцентно-меченный дезоксиуридинтри-
фосфат (I)–(III), в концентрации от 0 до 48 мкМ
для изучения ингибирующего эффекта и 8 мкМ
для определения кинетики и выхода продукта
ПЦР. Суммарную концентрацию каждого нук-
леозидтрифосфата (I)–(III) и природного dTTP
доводили до 200 мкM с помощью 2 мМ раствора
природного dTTP.

Температурно-временной профиль ПЦР со-
стоял из предварительной денатурации при 95°С
в течение 3 мин, за которой следовали 40 циклов:
95°С (денатурация ДНК) в течение 30 с, 64°С (от-
жиг праймеров) в течение 30 с, 72°С (достройка
праймеров) в течение 30 с и далее завершающая
инкубация при 72°С в течение 5 мин.

Эффективность реакции определяли по углу
наклона прямого участка S-образной кривой на-
копления ДНК, представленной в логарифмиче-
ском масштабе. Использовали следующую фор-
мулу для расчета эффективности: Е = 10tgα, где
E – эффективность амплификации (динамический
показатель накопления флуоресцентного сигнала),
tgα – тангенс угла наклона линейного участка кри-
вой накопления флуоресцентного сигнала.

Выход продуктов амплификации. Для определе-
ния количества наработанного ПЦР-продукта
проводили ПЦР по симметричному типу для по-
лучения двухцепочечной ДНК. Температурно-
временной режим аналогичен примененному для
ПЦР в реальном времени, за исключением коли-
чества циклов амплификации, которое составля-
ло 32 цикла. Полученные ПЦР-продукты разде-
ляли в 4% агарозном геле, количество продукта
оценивали по оптической плотности соответ-
ствующих полос в дорожках геля с использовани-
ем программы ImageJ (NIH, США).

ПЦР с флуоресцентно-меченными трифосфата-
ми дезоксиуридина (I)–(III) для последующего про-
ведения гибридизации на биочипах. Для подготов-
ки образцов для гибридизации проводили асим-
метричную гнездовую ПЦР (с внутренними
праймерами 1272f и 1398r) [19, 20] в соотношении
10/1. Использованное соотношение праймеров
позволяет получать преимущественно одноцепо-
чечный продукт для последующей гибридизации

с иммобилизованными зондами биочипа. В каче-
стве матрицы использовали более длинный фраг-
мент, полученный с помощью праймеров 105f и
293r. Получение матрицы для асимметричной
ПЦР представлено выше. Соотношение компо-
нентов реакции (кроме соотношения праймеров)
и концентрация нуклеозидтрифосфата (I)–(III)
(8 мкМ) – как в случае определения кинетики ПЦР,
но без интеркалирующего красителя EvaGreen. Тем-
пературно-временной режим аналогичен приме-
ненному для ПЦР в реальном времени, за исключе-
нием количества циклов амплификации, которое
составляло 32 цикла. Полученный ПЦР-продукт
при необходимости разбавляли деионизованной во-
дой качества MQ для выравнивания концентра-
ций ПЦР-продуктов с учетом данных определе-
ния выхода продуктов по электрофорезу – для
последующего проведения гибридизационного
анализа.

Гибридизация на биологических микрочипах.
Гибридизацию продуктов ПЦР осуществляли на
чипах, входящих в состав коммерческой тест-си-
стемы “ТБ-Биочип”. Гибридизационная смесь
состояла из гибридизационного буфера (20 мкл,
1.5 М гуанидинтиоцианат, 75 мМ буфер HEPES
рН 7.5, 7.5 мМ EDТА) и реакционной смеси
(10 мкл) после проведения асимметричной ПЦР
и определения выхода целевого продукта. Полу-
ченную смесь перемешивали на встряхивателе
типа “вортекс” и центрифугировали в течение
10 с при 1000 g. Полученную гибридизационную
смесь (30 мкл) вносили в одно из отверстий реак-
ционной камеры биочипа. Гибридизацию прово-
дили при 37°C в течение 10–12 ч. По окончании
гибридизации биочип трижды промывали ди-
стиллированной водой при 37°C, снимали гибри-
дизационную камеру и высушивали биочип в по-
токе воздуха.

Регистрация результатов гибридизации. Реги-
страцию флуоресцентного изображения микро-
чипа выполняли на универсальном аппаратно-
программном комплексе (УАПК) (ООО “БИО-
ЧИП-ИМБ”, Россия) для анализа биологических
микрочипов с использованием специализиро-
ванного программного обеспечения ImageWare®
(ООО “БИОЧИП-ИМБ”, Россия).
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The Efficiency of Amplification and Substrate Properties of Fluorescently Labeled 
Deoxyuridine Triphosphates in PCR with DNA Polymerases 

with Lacked 3'-5' Exonuclease Activity
S. A. Lapa*, #, O. S. Volkova*, M. A. Spitsyn*, V. E. Shershov*, V. E. Kuznetsova*, T. O. Guseinov *, 
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*Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Vavilov str. 32, Moscow, 119991 Russia

The kinetics of PCR amplification was studied using f luorescently labeled zwitterionic deoxyuridine triphos-
phates with different f luorophore structures and different length of the linker binding the f luorophore to the
nitrogen base; the dependence of the concentration of modified substrate in the reaction mixture on the yield
of the PCR product was studied; the hybridization analysis of the obtained amplification products was carried
out. Taq and Vent (exo-) DNA polymerases with laked 3'-5' exonuclease activity were used for amplification.
It was found that the dimensions of the f luorophore and its hydrophobicity are more important factors affect-
ing inhibitionof polymerasesin PCR, while the length of the linker between the f luorophore and the nitrogen
base determine the substrate properties, i.e. the efficiency of the incorporation in PCR-product. The electro-
neutral derivatives with an average length of the linker were most effective for use in PCR followed by f luo-
rescent hybridization on biochips. The studied f luor-dUTP are suitable for the incorporation of labels in PCR
products using Taq- and Vent (exo-)-DNA polymerases for subsequent hybridization analysis.

Keywords: PCR kinetics, indodicarbocyanine dyes, fluorescent-labeled nucleoside triphosphates, hybridization,
biochip
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