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Получено азидопроизводное флуоресцеинового бифлуорофора и использовано для синтеза олиго-
нуклеотидных флуорогенных зондов типа “молекулярный маяк” для ПЦР в реальном времени
(ПЦР-РВ). На основе оптимизированной последовательности синтезированы восемь вариантов
зондов: с одним или двумя остатками тушителя на 3'-конце, с одиночной либо бифлуорофорной
флуоресцеиновой меткой, присоединенной с помощью модифицирующих фосфамидитов (корот-
кий линкер) или “клик-реакции” (длинный линкер). Сравнение зондов в ПЦР-РВ показало, что
зонды с удвоенным тушителем (одиночный флуоресцеин на коротком линкере) и удвоенным кра-
сителем на коротком линкере (одиночный тушитель) несколько превосходят по чувствительности
стандартный зонд (одиночный тушитель, одиночный краситель на коротком линкере) на величину
ΔCt = 1–2.

Ключевые слова: флуорогенные ДНК-зонды, 5-карбоксифлуоресцеин, 3,5-диаминобензойная кислота,
тушение флуоресценции, ПЦР-РВ
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ВВЕДЕНИЕ

Флуоресцентные ДНК-зонды, входящие в со-
став наборов реагентов для качественной и коли-
чественной детекции ДНК и РНК, продолжают
оставаться мощным инструментом исследований
и средством диагностики [1–4]. Одной из наибо-
лее важных областей применения таких зондов
выступает полимеразная цепная реакция в реаль-
ном времени (ПЦР-РВ) [5]. Данный метод служит
для экспресс-детекции и полуколичественного

(по порядку величины) анализа генетического ма-
териала; наиболее актуально применение ПЦР-РВ
в молекулярной диагностике наследственных па-
тологий, генетически модифицированных орга-
низмов, микробных и вирусных патогенов, на-
пример, ВИЧ [6] и SARS-CoV-2 [7]. В ПЦР-РВ
применяют различные типы флуорогенных
ДНК-зондов, способных к усилению флуорес-
ценции при взаимодействии с накапливающимся
ПЦР-продуктом; флуорогенный эффект достига-
ется в результате взаимодействия двух красите-
лей, один из которых может быть нефлуоресцент-
ным (тушителем) [5, 8]. Для флуорогенных зон-
дов изучается взаимосвязь типа красителя и
структуры зонда [9], разрабатываются новые кра-
сители [10–12], исследуются зонды с двумя остат-
ками флуоресцентного красителя и/или тушите-
ля флуоресценции [13–15]. Наиболее популяр-
ным красителем для ДНК-зондов остается
флуоресцеин, присоединяемый в виде карбок-
сильного производного по аминогруппе того или

1 Дополнительные материалы к статье доступны по doi
10.31857/S0132342321030052 для авторизованных пользова-
телей.
Сокращения: ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция в ре-
альном времени; BHQ1 – 4'-(2-нитро-4-толилдиазо)-2'-ме-
токси-5'-метилазобензол-4-диалкиламин (тушитель флуорес-
ценции); DMAP – 4-диметиламинопиридин; EDC – 1-этил-
3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид; 5-FAM – 5-карбок-
сифлуоресцеин амид; HOBt – 1-гидроксибензотриазол.

# Автор для связи: (тел.: +7 (499) 724-67-15; эл. почта:
v.brylev@yandex.ru).
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иного линкера; такой флуоресцеинамид обозна-
чают аббревиатурой FAM. Введение в биоконъ-
югат нескольких остатков флуоресцеина может
привести к значительному самотушению флуо-
ресценции [16]; с другой стороны, прикрепление
флуоресцеинов с помощью жесткого линкера
предотвращает самотушение [17]. Ранее мы полу-
чили FAM-бифлуорофоры на основе 3,5-диами-
нобензойной кислоты [18, 19]. Целью данной ра-
боты стало исследование FAM-бифлуорофора на
различных линкерах в сравнении с одиночной
флуоресцеиновой меткой в составе флуороген-
ных олигонуклеотидных зондов типа “молеку-
лярный маяк” для ПЦР-РВ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
ДНК-зонды типа “молекулярный маяк” (рис. 1)

представляют собой олигонуклеотид, несущий на
5'- и 3'-концах флуоресцентный краситель (F) и
тушитель (Q), причем 5'- и 3'-концевые области
зонда (5–7 нуклеотидов) комплементарны. В ре-
зультате в водном растворе при комнатной темпе-
ратуре зонд существует преимущественно в виде
шпилечной структуры, состоящей из стебля и
петли, причем флуорофор и тушитель сближены.
Петлевая часть “молекулярного маяка” компле-
ментарна целевой последовательности – мишени
(в ПЦР-РВ – продукт ПЦР), и в результате ги-
бридизации с ней шпилька разрушается, красите-
ли разобщаются, и происходит разгорание флуо-
ресценции (рис. 1). Мониторинг интенсивности
флуоресценции проводят на каждом цикле ПЦР,
регистрируя в результате зависимость эмиссии от
числа циклов ПЦР.

В данной работе был использован оптимизи-
рованный шпилечный зонд, комплементарный
участку амплифицируемого фрагмента гена фак-
тора трансляции 1α гриба Fusarium avenaceum [14].
Нуклеотидная последовательность зонда, струк-
туры его химических модификаций и подходы к
синтезу 5-FAM-бифлуорофорных зондов приве-
дены на рис. 2. Зонды MB3 и MB4 (табл. 1) синте-
зировали с использованием фосфорамидитного

реагента (I) [18]. В данной работе получен азид-
ный реагент (V) на основе 5-FAM-бифлуорофора
для мечения алкин-модифицированных олиго-
нуклеотидов с помощью Cu(I)-катализируемой
реакции циклоприсоединения (“клик-реакция”).
Исходную 3,5-ди(трифторацетиламино)бензой-
ную кислоту (II) [20] конденсировали с 3-азидо-
пропиламином [21] с последующим деблокирова-
нием аминогрупп аммиаком. Полученный диа-
мин (III) ацилировали пентафторфениловым
эфиром дипивалоил-защищенного 5-карбокси-
флуоресцеина (IV) [22]. Удаление пивалоильных
защитных групп привело к образованию азидного
производного 5-FAM-бифлуорофора (V). По-
следний использовали для модификации алкино-
вых олигонуклеотидов в растворе с помощью
“клик-реакции”; таким образом получены зонды
MB7 и MB8 (табл. 1). Зонды с одиночным флуо-
ресцеином получали с помощью 5-FAM-фосфа-
мидита [22] (MB1 и MB2) или “клик”-модифика-
цией алкиновых олигонуклеотидов 5-FAM-азид-
ным реагентом [23] (MB5 и MB6) (табл. 1).
Терминальный алкин вводили в олигонуклеоти-
ды с помощью фосфамидитного реагента [24].
Удвоенный тушитель BHQ1 (Q2) вводили в олиго-
нуклеотиды, как описано ранее [13]. Все компо-
ненты зондов представлены на рис. 2. На 3'-конце
располагается один или два тушителя BHQ1 (Q),
а на 5'-конце могут находиться один или два флу-
орофора (5-FAM), присоединенные с помощью
фосфамидитов или “клик-реакции” с азидными
реагентами.

При нагревании шпилечных зондов в растворе
происходит “плавление” стебля, сопровождаю-
щееся разгоранием флуоресценции. По максиму-
му первой производной функции зависимости
интенсивности флуоресценции от температуры
можно определить температуру плавления зонда
(табл. 1). Видно, что структура модификации
5'-концевой области (линкер и число остатков
5-FAM) практически не влияет на температуру
плавления зонда. Напротив, введение дополни-
тельного остатка тушителя BHQ1 (Q) в 3'-конце-

Рис. 1. Принцип действия флуорогенного ДНК-зонда “молекулярный маяк”. F – флуоресцентный краситель, Q – ту-
шитель.
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Рис. 2. Синтез олигонуклеотидных зондов с 5-FAM-бифлуорофором. Pv – пивалоил, Pfp – пентафторфенил, FAM –
5-FAM-флуорофор. (а) – Схема синтеза зондов MB3 и MB4 амидофосфитным способом; (б) – синтез азидопроизвод-
ного (V) и зондов MB7 и MB8; (в) – основные компоненты зонда, Q – тушитель, L – линкер, B – разветвляющий фраг-
мент на основе 3,5-диаминобензойной кислоты. Подчеркнута последовательность зонда, комплементарная мишени;
жирным выделены фрагменты, образующие стебель шпильки; (г) – детектируемая последовательность фрагмента ге-
на, кодирующего фактор элонгации трансляции 1α длиной 290 п.н. из Fusarium avenaceum. Подчеркнуты участки, ком-
плементарные праймерам Fat65R и Fat65F; жирным выделен участок гена, связывающийся с зондами MB1–MB8.
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вую область увеличивает температуру плавления
шпильки на 4–5°C, что согласуется с ранее опуб-
ликованными данными [14]. Для разгорания флу-
оресценции зондов при плавлении сложно выде-
лить какие-то закономерности, можно лишь от-
метить, что зонды с короткими линкерами дают
большее увеличение интенсивности эмиссии
(табл. 1).

В условиях ПЦР-РВ при накоплении ПЦР-
продукта все большая доля зонда образует с ним
дуплекс, и при нагревании происходит плавление
комплекса зонд–мишень. Поэтому было также
изучено изменение флуоресценции при плавле-
нии дуплекса зонда с мишенью (см. дополнитель-
ные материалы к публикации). При плавлении
как шпильки, так и дуплекса с мишенью наилуч-
шую кооперативность плавления показал зонд
MB2 с двумя тушителями.

Далее зонды сравнивали в условиях ПЦР-РВ,
причем детекцию флуоресценции в каждом цик-
ле проводили при двух температурах (55 и 64°C).
Были получены значения относительной фоно-
вой флуоресценции по сравнению с контроль-
ным зондом MB1, а также относительное усиле-
ние флуоресценции в конечной точке ПЦР по
сравнению с исходной флуоресценцией зонда
(табл. 1). Видно, что дополнительный остаток ту-
шителя во всех случаях приводит к некоторому
уменьшению исходной (фоновой) флуоресцен-
ции (табл. 1), но снижает конечное разгорание
эмиссии в случае зондов MB4 и MB6 (рис. 3б).

Для проверки применимости зондов для коли-
чественной детекции генетического материала
использовали серию 10-кратных разведений ми-
шени. Зонд MB1 позволяет детектировать ми-
шень в диапазоне 50 зептомоль – 0.5 фемтомоль
(рис. 3а). Наилучшую чувствительность проде-

монстрировали зонды MB2 (удвоенный тушитель
и единичный остаток 5-FAM на коротком линке-
ре) и MB3 (единичный тушитель и FAM-бифлуо-
рофор на коротком линкере) – они разгорались
примерно на один цикл раньше, чем стандартный
зонд MB1. Остальные зонды по чувствительности
уступали MB1 (рис. 3б).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Все растворители и реагенты использовали без
дополнительной очистки. 3-Азидопропиламин
[21], а также соединения (II) и (IV) синтезирова-
ли, как описано ранее [20, 22]. 1H- и 13C-спектры
ЯМР были получены на ЯМР-спектрометре
DRX-500 (500 МГц; Bruker, Германия) с отнесе-
нием сигналов по пикам остаточных протонов в
DMSO-d6 (2.50 м.д. для 1H и 39.52 м.д. для 13C).
КССВ приведены в герцах (Гц) для соответствую-
щих мультиплетов. Тонкослойную хроматогра-
фию выполняли на алюминиевых пластинах TLC
Silica gel 60 F254 (Merck, Германия).

3-Азидопропил-3,5-бис(3',6'-дигидрокси-3-ок-
со-3H-спиро(изобензо-фуран-1,9'-ксантен)-5-ил-
карбоксиамидо)бензоат (V). К раствору кислоты (II)
(2.00 г, 5.8 ммоль) в ДМФА (15 мл) добавляли
3-азидопропиламин (700 мг, 6.9 ммоль), EDC·HCl
(1.67 г, 8.7 ммоль), HOBt (1.18 г, 8.7 ммоль), Et3N
(2.42 мл, 17.4 ммоль) и перемешивали 12 ч при
комнатной температуре в атмосфере аргона. Раз-
бавляли AcOEt (50 мл), промывали водой (2 ×
× 30 мл), 10%-ным раствором лимонной кислоты
(3 × 30 мл), 5%-ным раствором NaHCO3 (3 × 30 мл),
насыщенным раствором NaCl (30 мл), сушили
над Na2SO4, упаривали, остаток перекристалли-
зовывали из метиленхлорида. Получили 3-азидо-

Рис. 3. Профили разгорания флуоресценции в количественной ПЦР-РВ; детекция флуоресценции при 55°C. (а) – Де-
текция различного количества молекул мишени с помощью зонда MB1; (б) – сравнение зондов MB1–MB8 в ПЦР-РВ
с 2.7 × 107 (слева) и 2.7 × 108 молекул мишени (справа).
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пропиламид 3,5-ди(трифторацетиламино)бензой-
ной кислоты (2.00 г, 81%) в виде белого порошка.
Rf 0.6 (метанол–дихлорметан 5 : 95 (v/v)). Спектр
для промежуточного соединения (II) 1H-ЯМР
(DMSO-d6), δ, м.д.: 11.54 (с, 2H), 8.62 (т, J 5.6, 1H),
8.24 (т, J 2.0, 1H), 7.94 (д, J 2.0, 2H), 3.41 (т, J 6.8, 2H),
1.78 (квинтет, J 6.8, 2H).

К раствору бистрифторацетамида (II) (500 мг,
1.2 ммоль) в метаноле (15 мл) добавляли K2CO3
(842 мг, 6.1 ммоль), воду (4 мл) и перемешивали
1.5 ч при кипячении в атмосфере аргона. Упаривали
досуха, упаривали с ацетонитрилом (4 × 20 мл), рас-
творяли в AcOEt (30 мл), сушили над Na2SO4, упа-
ривали. Получили соединение (III) в виде желто-
ватого масла, которое далее использовали без до-
полнительной очистки и характеризации. Rf 0.32
(метанол–дихлорметан 1 : 9 (v/v)).

Соединение (III) растворяли в DMF (20 мл), до-
бавляли DMAP (428 мг, 3.5 ммоль), Et3N (488 мкл,
3.5 ммоль), пентафторфениловый эфир пивалат-
защищенного карбоксифлуоресцеина (IV) (2.08 г,
2.9 ммоль) и перемешивали 7 сут при 50°C в атмо-
сфере аргона. Затем реакционную смесь упарива-
ли досуха, разбавляли AcOEt (50 мл), промывали
водой (2 × 30 мл), 10%-ной лимонной кислотой
(2 × 30 мл), 5%-ным раствором NaHCO3 (3 × 30 мл),
насыщенным раствором NaCl (30 мл). Органиче-
скую фазу сушили над Na2SO4, упаривали, оста-
ток хроматографировали на силикагеле в системе
дихлорметан/ацетон (100 : 0 → 75 : 25 (v/v)). Целе-
вые фракции объединяли, упаривали, остаток
растворяли в ацетоне (15 мл), добавляли 25%-ный
водный раствор аммиака (2 мл), перемешивали
1 ч при комнатной температуре. Избыток аммиа-
ка и ацетон упаривали, раствор разбавляли до
10 мл водой и добавляли 10%-ный раствор HCl до
pH 2; осадок фильтровали, промывали водой. Пе-
рекристаллизовывали из смеси метанол–ацето-
нитрил (1 : 9 (v/v)). Получили соединение (V) в
виде желтоватого порошка (645 мг, 58%). Rf 0.7
(метанол–этилацетат 1 : 3 (v/v)). Спектр 1H-ЯМР
(DMSO-d6), δ, м.д.: 10.82 (с, 2H), 8.69–8.65
(м, 2H), 8.62–8.57 (м, 2H), 8.40 (дд, J 8.1, 1.7, 2H),
8.02 (д, J 1.9, 2H), 7.47 (д, J 8.1, 2H), 6.75 (д, J 2.3,
2H), 6.64 (д, J 8.7, 4H), 6.62–6.58 (м, 4H), 3.44 (т, J
6.8, 2H), 3.36 (кварт, J 6.4, 2H), 1.82 (квинтет, J 6.8,
2H). Спектр 13C-ЯМР (DMSO-d6), δC, м.д.: 168.15,
166.62, 164.12, 159.91, 154.93, 151.97, 139.14, 136.42,
135.96, 135.23, 129.22, 126.61, 124.55, 124.11, 115.56,
115.46, 112.90, 109.14, 102.40, 48.62, 36.83, 28.47.

Количественную ПЦР-РВ проводили на детек-
тирующем амплификаторе ДТпрайм (ДНК-тех-
нология, Россия) с использованием пары прай-
меров Fat65R–Fat65F и плазмиды pTZ-Fat, со-
держащей фрагмент гена, кодирующего фактор
элонгации трансляции 1α длиной 290 п.н. из Fu-
sarium avenaceum (рис. 2г).

Реакционная смесь (35 мкл) содержала 83.75 мМ
Трис-HCl, 20.75 мМ сульфат аммония, 3.125 мМ хло-
рид магния, 0.003% Тween-20, 0.003% NP-40,
6.25% глицерина, 0.17 мМ каждого dNTP,
0.36 мкМ праймеров, 0.2 мкМ каждого зонда из
набора MB1–MB8, 2.5 МЕ Taq-полимеразы и
ДНК-матрицу (плазмида pTZ-Fat, 2.7 × 104–2.7 ×
× 108 копий), pH 8.8. Эксперименты повторяли
трижды и анализировали геометрическим мето-
дом (Cq) с использованием программного обеспе-
чения Real-time PCR 7.9 (ДНК-технология, Рос-
сия). Учитывали фоновую флуоресценцию каждой
лунки с образцом. Для количественной детекции
разных концентраций матрицы зондом MB1 со-
блюдалась прямая зависимость количества цик-
лов от содержания матрицы в образце, а величина
R2 ≥ 0.99. Для количественной ПЦР использовали
раствор матрицы с заранее определенной кон-
центрацией (спектрофотометрически при длине
волны 260 нм). Из этого раствора отбирали
аликвоты и последующим разведением получали
образцы с известным количеством молекул ми-
шени. Программа ПЦР-РВ: 80°C – 60 с; 94°С – 90 с
(1 цикл); затем 94°C – 30 с, 64°C – 15 с (5 циклов)
и 94°C – 10 с, 64°C – 15 с (45 циклов) (флуорес-
ценцию регистрировали при 55 или 64°C с помо-
щью детектора в FAM-канале).

Эксперименты по плавлению зондов MB1–MB8
проводили в трех повторах на том же приборе (ка-
нал обнаружения FAM) с каждым зондом из ряда
MB1–MB8 по отдельности в буфере для ПЦР без
dNTP, праймеров, Taq-полимеразы и плазмид-
ной матрицы. Концентрация каждого зонда со-
ставляла 0.2 мкМ. Температуру повышали с 20 до
95°C с шагом 0.5°C в 15 с. Для каждого шага изме-
ряли уровень флуоресценции. Дуплексы MBi/ми-
шень предварительно отжигали с двукратным из-
бытком короткой 26-мерной комплементарной
последовательности и плавили в тех же условиях.
Затем строили график зависимости интенсивно-
сти флуоресценции от температуры в диапазоне
20–95°C. Температуры плавления рассчитывали
как максимумы первой производной с использо-
ванием программы OriginPro 8. Отношение сиг-
нал/фон (SBR) для зондов MB1–MB8 рассчиты-
вали по формуле:

где I0 – флуоресцентный шумовой сигнал образца
для ПЦР, содержащего все компоненты, но без
зонда; MBi – испытуемый зонд из набора MB1–
MB8; I0MBi – флуоресценция MBi в отсутствие
матрицы; IfMBi – флуоресцентный сигнал предва-
рительно гибридизированного MBi с короткой
комплементарной 26-мерной последовательностью
5'-CGGGGTAATGAATGCGTTTCGAATGA-3′. Из-
мерения I0, I0MBi, IfMBi проводили при 20°C в де-
тектирующем амплификаторе ДТпрайм (ДНК-

( ) ( )fMBi 0 0MBi 0SBR I – I I – I ,=
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технология, Россия) с 0.2 мкМ MBi и двукратным
избытком комплементарного олигонуклеотида.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе была исследована эффектив-

ность FAM-бифлуорофора на основе 3,5-диами-
нобензойной кислоты на различных линкерах в
сравнении с одиночной флуоресцеиновой мет-
кой в составе флуорогенных олигонуклеотидных
зондов типа “молекулярный маяк” для ПЦР-РВ.
Показано, для таких шпилечных ПЦР-РВ-зондов
предпочтительно присоединение флуоресцеина
(как одиночной метки, так и бифлуорофора) че-
рез короткий линкер с помощью амидофосфит-
ных реагентов. Наибольшая чувствительность
зонда в ПЦР-РВ достигается при введении не-
стандартных модификаций – удвоенного туши-
теля либо удвоенного красителя, но не обеих мо-
дификаций одновременно.
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Molecular Beacon DNA Probes with Fluorescein Bifluorophore
V. A. Brylev*, #, I. L. Lysenko**, E. A. Kokin*, Y. V. Martynenko-Makaev**, D. Y. Ryazantsev*,

V. V. Shmanai**, and V. A. Korshun*, ***, ****
#Phone: +7(499)724-67-15; e-mail: v.brylev@yandex.ru

*Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia
**Institute of Physical Organic Chemistry of NAS Belarus, ul. Surganova 13, Minsk, 220072 Belarus

***Department of Biology and Biotechnology, National Research University Higher School of Economics,
ul. Vavilova 7, Moscow, 117312 Russia

****Gause Institute of New Antibiotics, ul. Bolshaya Pirogovskaya 11, Moscow, 119021 Russia

There was obtained azido-derivative of a f luorescein bif luorophore. It was used for the synthesis of “mole-
cular beacon”-type oligonucleotide f luorogenic probes for RT-PCR. There were obtained 8 probe variants
based on the optimized sequence: with one or two quencher residues at the 3'-end, with a single or bif luoro-
phore f luorescein label attached to 5'-end using modifying phosphoramidites (short linker) or “click reac-
tion” (long linker). Comparison of probes in RT-PCR showed that probes with a doubled quencher (single
fluorescein on a short linker) and doubled dye on a short linker (single dye) are somewhat superior in sensi-
tivity to a standard probe (single quencher, single dye on a short linker) by the value of ΔCt = 1–2.

Keywords: fluorogenic DNA probes, 5-carboxyfluorescein, 3,5-diaminobenzoic acid, fluorescence quenching,
real-time qPCR
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