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В обзоре описано использование олигонуклеотидов, полученных с помощью синтезаторов ДНК
нового поколения (микрочиповых синтезаторов ДНК), в биологических исследованиях. В настоя-
щее время олигонуклеотиды, полученные на таких синтезаторах, используются преимущественно
для конструирования больших библиотек вариантов нуклеотидных последовательностей. Эти биб-
лиотеки применяют при изучении сплайсинга, белково-нуклеиновых взаимодействий, транскрип-
ции, трансляции и других процессов в клетках млекопитающих, бактерий и дрожжей. Сочетание
методов конструирования библиотек генов из олигонуклеотидов, полученных с помощью микро-
чиповых синтезаторов ДНК, с развитыми способами комбинирования ДНК-дуплексов позволит
получить сложные генетические конструкции, используемые в синтетической биологии.
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ВВЕДЕНИЕ
Эффективную, но трудоемкую технологию ре-

комбинантных ДНК, развитую в 70-х годах преды-
дущего столетия, используют в биологических и
медицинских исследованиях и в настоящее время.
Эта технология, основанная на комбинировании
in vitro фрагментов ДНК (небольших искусствен-
ных ДНК-дуплексов, ПЦР-фрагментов и природ-
ных генетических элементов, таких как плазмид-
ная и геномная ДНК), позволяет осуществлять пе-
ренос генетического материала (ДНК) из одного
организма в другой. Фактически технология ре-
комбинантных ДНК только в небольшой степени
модифицирует уже существующую ДНК, как пра-
вило, бактериальные плазмиды или вирусные ге-
номы. Технология имеет значительные ограниче-
ния, поскольку позволяет ввести только опреде-
ленное число изменений в исходные генетические
элементы.

Альтернативу технологии рекомбинантных
ДНК при получении генетического материала
in vitro представляет de novo химический синтез
ДНК. При этом весь генетический материал по-
лучают из относительно простых и доступных ре-
активов. Химический синтез олигонуклеотидов с
последующей их сборкой в требуемые ДНК-дуп-

лексы значительно упрощает получение различ-
ных протяженных ДНК по сравнению с модифи-
кацией уже существующих природных фрагмен-
тов ДНК.

В 1970 годах с помощью химического синтеза
можно было получать относительно короткие
фрагменты ДНК–олигонуклеотиды длиной ме-
нее 20 нуклеотидов. В 1970–1990 годы совершен-
ствовались методы синтеза олигонуклеотидов и
их сборки в генетические конструкции, что поз-
волило собирать искусственные гены. Следую-
щим этапом стал синтез протяженных фрагмен-
тов ДНК (до 5000 нуклеотидов). Сейчас синтез
олигонуклеотидов с последующей их сборкой в
гены, а в ряде случаев в вирусные геномы, рядо-
вое событие, поскольку автоматические синтеза-
торы ДНК стали коммерчески доступными.

Хотя разработано множество вариантов авто-
матических синтезаторов ДНК, однако прогресс
в этой области не останавливается, что свидетель-
ствует о важности этого направления. В конеч-
ном итоге именно успехи в олигонуклеотидном
синтезе и привели к появлению новой инженер-
ной науки – синтетической биологии.

Основным отличием синтетической биологии
от генетической инженерии является то, что це-
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левые генетические конструкции, получаемые в
рамках этого метода, состоят исключительно из
синтетических олигонуклеотидов. Синтетическая
биология – новейшее направление науки на стыке
информатики, электроники, химии и биологии,
которое объединяет передовые области исследова-
ний с целью проектирования и синтеза новых жи-
вых систем, в том числе никогда не существовав-
ших в природе. Эта наука представляет собой ин-
женерный инструментарий для проектирования
функциональных и управляемых живых систем с
заданными свойствами [1, 2]. Для реализации
проектов, связанных с синтетической биологией,
необходим очень большой массив синтетических
олигонуклеотидов.

Прогресс в синтетической биологии, по-види-
мому, будет связан с олигонуклеотидными микро-
чиповыми синтезаторами, значительно более про-
изводительными, чем традиционные колоночные
или планшетные.

АВТОМАТИЧЕСКИЕ СИНТЕЗАТОРЫ ДНК
Работа автоматических синтезаторов ДНК ос-

нована на твердофазном олигонуклеотидном син-
тезе. Нерастворимый носитель с присоединенным
первым звеном олигонуклеотидной цепи помеща-
ют в колонку или лунку планшета синтезатора и
последовательно обрабатывают реагентами и рас-
творителями. На первой стадии с помощью кис-
лоты удаляют временную 4,4′-диметокситритиль-
ную защитную группу с первого звена, на следую-
щей – присоединяют второй нуклеотид, затем
блокируют непрореагировавшие гидроксильные
группы и окисляют трехвалентный фосфор в пя-
тивалентный. Цикл наращивания цепи повторя-
ют до тех пор, пока целевой олигонуклеотид не
будет синтезирован. Такая схема синтеза реали-
зована во множестве различных синтезаторов
ДНК (традиционные синтезаторы ДНК). В тра-
диционных синтезаторах ДНК необходимо под-
водить реагенты по выделенным каналам к ко-
лонкам или лункам планшета, в которых на по-
верхности твердого носителя происходит синтез
индивидуальных олигонуклеотидов. В таких син-
тезаторах каждый олигонуклеотид синтезируется и
выделяется индивидуально. Чем больше олигонук-
леотидов синтезируется одновременно, тем слож-
нее схема коммуникаций синтезатора. Поэтому,
как правило, в работе используются 8–16-колоноч-
ные синтезаторы или 96–384-луночные планшет-
ные синтезаторы ДНК. Для задач синтетической
биологии такая производительность мала. Так,
полный геном человека 96-луночный планшетный
ДНК-синтезатор сможет синтезировать, работая
каждый день в три смены, только за ~1100 лет.

В начале 90-х годов прошлого века фирма
“Affymetrix” разработала твердофазный метод
синтеза олигонуклеотидов с использованием фо-

толабильных соединений (рис. 1), что в конечном
итоге привело к созданию индустрии ДНК-мик-
рочипов [3, 4].

На поверхность слайда ковалентно присоеди-
няют спейсер, несущий фотолабильную группу.
Через физическую маску (фотошаблон, изготов-
ленный из пластины с прорезями для засвечива-
ния слайда УФ-излучением) происходит засветка
участков поверхности – спотов, на которых син-
тезируются олигонуклеотиды одной структуры. В
этих местах происходит удаление фотолабильной
защитной группы. Затем всю поверхность слайда
обрабатывают соответствующим амидофосфи-
том, несущим фотолабильную группу. Присоеди-
нение амидофосфита происходит только в местах
деблокирования фотолабильной группы. На сле-
дующих стадиях происходит облучение других
спотов и присоединение в этих местах другого
амидофосфита (рис. 1). Циклы наращивания це-
пи повторяются до тех пор, пока не будет завер-
шен синтез последнего олигонуклеотида. Факти-
чески при синтезе олигонуклеотидов использует-
ся традиционный амидофосфитный метод [5] с
заменой кислотолабильной 4,4′-диметокситри-
тильной группы на фотолабильную защитную.

Вначале в “Affymetrix” использовали фотоли-
тографию с физическими масками для деблоки-
рования временных фотолабильных защитных
групп. В настоящее время физические фотомаски
в приборах заменены на виртуальные, значитель-
но упрощающие процесс синтеза [6, 7]. Фотошаб-
лоны в этом случае создаются с помощью платы
управляемых микрозеркал.

На одном слайде “Affymetrix” можно синтези-
ровать до 1.3 млн спотов, содержащих 25-членные
олигонуклеотиды [8]. Громадное увеличение про-
изводительности синтеза произошло из-за отказа
от индивидуального синтеза олигонуклеотидов и,
как следствие, от множества коммуникаций. Фак-
тически в чипе есть только вход и выход, по кото-
рым подаются и выводятся реактивы. Управление
синтезом олигонуклеотидов происходит с помо-
щью УФ-излучения.

К настоящему времени появились и другие
фирмы, сконструировавшие микрочиповые син-
тезаторы ДНК.

Микрочиповый реактор фирмы “Febit Gmbh”
состоял из восьми независимых фрагментов, на
каждом из которых можно было проводить одно-
временный синтез до 15000 разных олигонуклео-
тидов (всего 120000 олигонуклеотидов). Способ
проведения олигонуклеотидного синтеза был
аналогичен способу фирмы “Affymetrix” за одним
исключением, олигонуклеотидный синтез прово-
дили в капиллярах, а не на поверхности плоского
слайда [9]. В течение суток на одном реакторе
можно было получить до 480000 олигонуклеоти-
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дов. В настоящее время “Febit Gmbh” отсутствует
на рынке.

Указанные фирмы используют в своих синте-
заторах дорогие амидофосфиты, содержащие фо-
толабильную группу.

С целью снижения операционных расходов
созданы микрочиповые синтезаторы, использую-
щие стандартные амидофосфиты с 4,4′-диметок-
ситритильной группой. В этих синтезаторах дебло-
кирование осуществляется с помощью кислоты,
получаемой путем электролиза либо генерируемой
из фотокислот УФ-облучением. В обоих типах та-
ких синтезаторов поверхность слайда пришлось
разбивать на ячейки для синтеза индивидуальных
олигонуклеотидов. Они необходимы для удержа-
ния кислоты от диффузии на участки слайда, где не
должно проходить деблокирование. Из-за необхо-
димости создания ячеек на слайде число одновре-
менно синтезируемых олигонуклеотидов в этих
синтезаторах значительно меньше, чем в синтеза-
торах, использующих фотолабильные амидиты.

Биочиповый реактор microfluidic μParaflo, раз-
работанный сотрудниками фирмы “LC Sciences”
[7], использует стандартные реагенты для олиго-
нуклеотидного синтеза и позволяет одновременно
синтезировать 4000–8000 разных олигонуклеоти-
дов. Синтез осуществляется в индивидуальных
ячейках, отделенных друг от друга. Деблокирова-

ние кислотолабильной 4,4′-диметокситритильной
группы происходит при разложении фотокислоты
под действием УФ-излучения. Фотокислота зака-
чивается одновременно во все ячейки, но освеща-
ется только та их часть, в которой должно прохо-
дить наращивание олигонуклеотидной цепи. Для
проведения синтеза используются фотокислоты,
строение которых неизвестно.

“CombiMatrix Corporation” разработан микро-
чиповый синтезатор, в котором используется по-
ле управляемых электродов [10]. Поверхность чи-
па разбита на ячейки, в которых осуществляется
синтез и находится пара электродов. Для олигонук-
леотидного синтеза используется стандартная схе-
ма и реагенты амидофосфитного олигонуклеотид-
ного синтеза. Кислота, необходимая для деблоки-
рования временной диметокситритильной группы,
генерируется в микроячейке с помощью электроли-
за. Кассеты для синтеза содержат 8, 12 или 90 тысяч
ячеек.

Синтезатор фирмы “Agilent Technologies” спо-
собен синтезировать до 1 млн олигонуклеотидов
на одном слайде [11, 12]. Синтезатор использует
стандартные амидофосфиты и традиционную
схему олигонуклеотидного синтеза с временной
кислотолабильной 4,4′-диметокситритильной за-
щитной группой. Основное отличие этого синте-
затора состоит в использовании для доставки ре-

Рис. 1. Схема олигонуклеотидного синтеза на микрочипе с использованием фотолабильных защитных групп.
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агентов в споты микрочипа устройства, применяе-
мого в струйных принтерах. Длина синтезируемых
олигонуклеотидов достигает 200 нуклеотидных
звеньев.

Олигонуклеотиды, полученные с помощью
микрочиповых синтезаторов, на несколько по-
рядков дешевле, чем олигонуклеотиды, получен-
ные на традиционных синтезаторах (цена за нук-
леотид варьирует в зависимости от длины, масшта-
ба и используемого синтезатора). Микрочиповые
синтезаторы позволяют получать олигонуклеоти-
ды в очень широких пределах: от десятков до мил-
лионов олигонуклеотидов с одного микрочипа.

Чрезвычайно широкий ассортимент олиго-
нуклеотидов, получаемых на микрочиповых син-
тезаторах ДНК, наряду с дешевизной, побудили
применить их в генно-инженерных работах.

Ниже рассмотрены примеры применения та-
ких олигонуклеотидов для создания библиотек
генетических элементов и методы, позволяю-
щие использовать их смеси для конструирова-
ния генов и более протяженных фрагментов ге-
номной ДНК.

КОНСТРУИРОВАНИЕ БИБЛИОТЕК
ИЗ ОЛИГОНУКЛЕОТИДОВ, ПОЛУЧЕННЫХ 

С ПОМОЩЬЮ МИКРОЧИПОВЫХ 
СИНТЕЗАТОРОВ ДНК

В настоящее время одним из основных на-
правлений использования олигонуклеотидов, по-
лученных на микрочиповых синтезаторах, являет-
ся конструирование больших библиотек регуля-
торных элементов для оптимизации экспрессии
генов. Изучению структурных и функциональных
характеристик тысяч цис-регуляторных элементов,
отвечающих за транскрипционные, трансляцион-
ные и другие процессы в клетках млекопитаю-
щих, бактерий и дрожжей, посвящено большое
количество работ.

С помощью пула олигонуклеотидов, синтези-
рованных на микрочиповом синтезаторе, полу-
чена библиотека векторов, экспрессирующих
короткие РНК, образующие шпильки (shРНК),
предшественники малых интерферирующих РНК
(siРНК) [13]. Всего проанализировано 32000 генов
мыши и человека и выбрано 382982 последователь-
ности, гомологичных исследуемым генам.

Синтезированные на микрочипе олигонук-
леотиды отделяли от слайда, деблокировали и ам-
плифицировали. Полученные ампликоны клони-
ровали в целевом векторе. С помощью этого под-
хода получена библиотека, продуцирующая 53478
различных shРНК. Выход целевых векторов, экс-
прессирующих shРНК, составил ~14%, что связа-
но, по-видимому, с отсутствием стадии очистки
олигонуклеотидов от мутированных последова-

тельностей. Во многих работах по генетическому
конструированию эта стадия стала обязательной.

Сконструирована библиотека векторов, экс-
прессирующих shРНК к 14500 генам человека и
12700 генам мыши [14].

Для проектирования искусственных генных
сетей очень важно иметь хорошо охарактеризо-
ванные регуляторные элементы, функционирую-
щие в различных микроорганизмах.

Получена библиотека, содержащая 29249 регу-
ляторных элементов (промотор, сайт связывания
рибосомы, сайт старта транскрипции) длиной в
среднем 165 п.н., относящихся к 184 прокариоти-
ческим геномам. Эту библиотеку использовали
для изучения уровня транскрипции и трансляции
генов в различных бактериях [15].

Подобную работу провели Church и сотрудни-
ки [16], которые получили библиотеку из 114 про-
моторов и 111 сайтов связывания рибосомы Esch-
erichia coli, содержащую 12563 элемента, и ис-
пользовали ее для оценки уровней транскрипции
и экспрессии генов.

С целью изучения структурно-функциональной
организации бактериальных промоторов фагов T3,
T7 и SP6 из олигонуклеотидов длиной 200 п.н. син-
тезировали 12972 варианта этих промоторов [17].

При изучении влияния структуры сайтов свя-
зывания факторов транскрипции на силу синте-
тических промоторов использовали набор из
52429 олигонуклеотидов длиной 100 нуклеотид-
ных звеньев [18].

В лаборатории Kosuri [19] создана библиоте-
ка, содержавшая 10898 промоторов σ70, кото-
рую использовали для изучения влияния струк-
туры –10, –35, UP и спейсерных элементов на
эффективность экспрессии генов.

Для изучения структурно-функциональных
свойств промоторов из набора 150-членных оли-
гонуклеотидов была сконструирована библиотека,
включающая 6500 различных промоторов [20].

Библиотеку из ~27000 элементов, полученную
из пула 142-членных олигонуклеотидов, исполь-
зовали для изучения транскрипционных регуля-
торных элементов в клетках человека [21]. Биб-
лиотека была получена как комбинация вариан-
тов двух энхансеров. В развитие предложенного
метода изучения энхансеров генов человека из
олигонуклеотидов, полученных с помощью мик-
рочипового синтезатора, сконструирована биб-
лиотека, содержащая 54000 элементов потенци-
альных энхансеров [22].

С помощью 150-членных олигонуклеотидов в
работе [23] получено 1040 энхансеров гена родоп-
сина мыши. Для создания библиотеки из 1300 эн-
хансеров использовали 150-членные олигонук-
леотиды [24].
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Библиотека из ~5000 последовательностей, со-
держащих различные сайты связывания 12 тран-
скрипционных факторов, получена с помощью
200-членных олигонуклеотидов [25].

Из олигонуклеотидов, полученных с помощью
микрочипового синтезатора ДНК, синтезирова-
ли библиотеку для транскрипции 127 рибопере-
ключателей [26].

С помощью синтетических библиотек, полу-
ченных из микрочиповых олигонуклеотидов, мож-
но упростить и интенсифицировать проведение ра-
бот в области эпигенетики, сплайсинга, мутагене-
за, оптимизации гетерологичной экспрессии генов
и изучения белково-нуклеиновых взаимодей-
ствий.

Библиотеку из 27733 вариантов 2198 экзонов
использовали для изучения механизма сплайсин-
га [27].

В экспериментах по определению специфич-
ности нуклеиново-белковых взаимодействий в
нуклеосомах использовали 40000 ДНК-дуплек-
сов, полученных из 150-членных олигонуклеоти-
дов [28].

Использование библиотеки, содержащей ~10000
181-членных олигонуклеотидов, полученных путем
микрочипового олигонуклеотидного синтеза, поз-
волило ввести с помощью технологии CRISPR/Cas9
множественные мутации в состав 1034 генов Sac-
charomyces cerevisiae с целью выявления генов,
влияющих на жизнеспособность этого микроор-
ганизма [29].

С помощью олигонуклеотидов, полученных на
микрочиповых синтезаторах, создана библиотека
клонов (более 18000), экспрессирующих гидовые
РНК (gРНК) системы CRISPR/Cas9, для 1117 ге-
нов дрожжей [30].

Библиотеку из 13000 130-членных олигонуклео-
тидов использовали для проведения множествен-
ного мутагенеза в бактериальных геномах [31].

С помощью олигонуклеотидов, полученных на
микрочиповых синтезаторах ДНК, создана биб-
лиотека, содержащая 7800 из 7828 возможных му-
тантных форм гена β2-адренергического рецеп-
тора (ADRB2) [32].

Сконструирована библиотека фрагментов ДНК,
содержащая 14 234 различные комбинации
промоторов, сайты связывания рибосомы и
11 N-концевых кодонов 5′-области гена [33].
Использование редких N-концевых кодонов
позволило значительно повысить уровень его
экспрессии (до 14 раз). Предложенный подход
позволяет оптимизировать экспрессию генов в
штаммах-продуцентах [34].

С помощью олигонуклеотидов, синтезирован-
ных на микрочиповых синтезаторах ДНК, полу-
чена библиотека [35] из 17406 цис-регуляторных

элементов, изучено влияние их структуры на уро-
вень экспрессии генов.

ГЕНЕТИЧЕСКОЕ КОНСТРУИРОВАНИЕ
ИЗ ОЛИГОНУКЛЕОТИДОВ, ПОЛУЧЕННЫХ 

НА ТРАДИЦИОННЫХ КОЛОНОЧНЫХ
ИЛИ ПЛАНШЕТНЫХ СИНТЕЗАТОРАХ
Как отмечено выше, олигонуклеотиды, полу-

ченные на традиционных синтезаторах, выделя-
ют индивидуально. Каждый из них можно очи-
стить с помощью ВЭЖХ или гель-электрофореза.
Количество каждого олигонуклеотида, получае-
мого при синтезе, на несколько порядков превос-
ходит потребности генетического конструирова-
ния. При этом всегда существует возможность за-
мены части олигонуклеотидов, если встретятся
проблемы при их сборке в целевую конструкцию,
путем дополнительного синтеза.

Однако число олигонуклеотидов в наборах для
конструирования генов, полученных с помощью
традиционных синтезаторов, ограничено и ва-
рьирует от 5 до 50, а длина синтезируемых ДНК-
фрагментов колеблется от 200 до 3000 п.н.

Первые искусственные гены были получены
группой Gobind Khorana [36, 37] из коротких фос-
форилированных по 5′-концу олигонуклеотидов
(6–8 нуклеотидов).

Олигонуклеотиды отжигали в реакционной
смеси, формировали дуплекс, в котором проис-
ходила сшивка смысловой и антисмысловой це-
пей (рис. 2а). Процедуру сшивки верхних и ниж-
них цепей повторяли с другими дуплексами до
полного завершения синтеза целевого гена.

С появлением термостабильных ДНК-лигаз и
ДНК-полимераз, развитием олигонуклеотидного
синтеза, позволяющего получать протяженные
олигонуклеотиды (~40 п.н.), формирующие более
стабильные ДНК-дуплексы, стало возможным
собирать гены в один прием [38, 39]. С этой целью
применяют, в частности, полимеразную цикли-
ческую сборку (PCA, Polymerase cycling assembly)
(рис. 2б), которая используется для удлинения
перекрывающихся олигонуклеотидов в двухцепо-
чечный фрагмент при термоциклировании [40].
На финальной стадии в методах, использующих
лигирование и PCA, для получения полноразмер-
ных продуктов из частично собранных конструк-
ций применяют ПЦР. Недавно Gibson с сотруд-
никами разработали как in vivo [41, 42], так и in vitro
[43, 44] одностадийный протокол для сборки и
клонирования ДНК-дуплексов непосредственно
в плазмиду. Все эти протоколы, лежащие в основе
различных вариантов синтеза генов, многократно
улучшались (обзоры [45–48]). Поскольку синтез
и сборка не происходят безошибочно, гены кло-
нируют и подтверждают их структуру секвениро-
ванием.
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У каждого подхода есть свои достоинства и недо-
статки. Методы, основанные на лигировании дуп-
лексов, приводят к пониженному числу ошибок,
поскольку неправильные дуплексы “сшиваются” с
меньшей эффективностью. Но в этом случае боль-
ше времени требуется для синтеза олигонуклеоти-
дов (необходимо синтезировать как смысловую, так
и антисмысловую цепи, фосфорилировать 5′-кон-
цы олигонуклеотидов, в результате чего повысится
стоимость исходных олигонуклеотидов). В под-
ходах, основанных на использовании PCA, ис-
пользуют частичное перекрывание олигонуклео-
тидов (15–25 п.н.), что снижает необходимый
объем синтеза, однако метод страдает от повы-
шенного числа ошибок, связанного с отсутствием
отбора неправильных дуплексов на части целевой
последовательности. В процессе PCA-конструи-
рования формируются одноцепочечные районы,
поэтому такие районы можно использовать для
получения измененных форм целевой последова-
тельности. Поскольку на финальной стадии ис-
пользуется амплификация частично комплемен-
тарных фрагментов, длина генетических структур,
полученных этими методами, обычно не превыша-
ет 5000 п.н.

Следует отметить, что получение генетических
структур запланированной последовательности
сильно зависит от чистоты исходных олигонук-
леотидов. По статистике при конструировании
генов из 50-членных очищенных олигонуклеоти-
дов, полученных с выходом 99.9% на стадию,
только одна из 10 последовательностей длиной
1000 п.н. имеет правильную структуру, остальные
содержат различные “мутации”. Число ошибок
растет экспоненциально с ростом длины конструи-
руемой последовательности, поэтому одновремен-
ная сборка большого количества олигонуклеотидов
непрактична. Гетерогенность продуктов сборки
олигонуклеотидов приводит к необходимости кло-
нирования, выделения и секвенирования ДНК от-
дельных клонов при поиске структуры, не содер-

жащей ошибок [49]. Это значительно удорожает и
удлиняет процедуру генетического конструиро-
вания. A priori дополнительная очистка исходных
олигонуклеотидов должна упростить и удешевить
процесс генетического конструирования. Ниже
приведены примеры конструирования протяжен-
ных ДНК из олигонуклеотидов традиционных
синтезаторов.

Синтез генетических конструкций начался с ра-
бот Gobind Khorana [36, 37] по конструированию
искусственных генов аланиновой тРНК (72 п.н.) и
супрессорной тирозиновой тРНК (126 п.н.). Оли-
гонуклеотиды синтезировали без применения ав-
томатических синтезаторов. Работа по получе-
нию каждого из генов заняла ~ 8 лет.

С появлением автоматических синтезаторов
работы по конструированию генов значительно
интенсифицировались, и исследователи смогли
перейти к синтезу in vitro полных геномов микро-
организмов. Первым получили геном полиовиру-
са в виде его кДНК-копии (7500 п.н.) [50]. Работа
по конструированию заняла 3 года. Ventor и со-
трудники синтезировали геном бактериофага
ϕX174 (5386 п.н.) [51], а Evans и сотрудники – ге-
ном вируса оспы лошадей (212633 п.н.) [52].

К настоящему времени синтезировано не-
сколько бактериальных геномов. Группа Ventor
потратила ~15 лет и 40 млн долларов на создание
первых искусственных геномов бактерий Myco-
plasma genitalium (582970 п.н.) и M. mycoides
(1080000 п.н.) [53, 54].

Консорциум, состоящий из 21 института, осу-
ществил in vitro синтез генома пресноводной бак-
терии Caulobacter ethensis-2.0 (785701 п.н) [55].

Как видно из приведенных выше примеров,
конструирование протяженных геномов занима-
ет много времени. Поэтому получение геномов,
более сложных, чем бактериальные, например ге-
нома человека, требует среди прочего более про-
изводительных ДНК-синтезаторов. Микрочипо-

Рис. 2. Получение фрагментов ДНК методом Khorana (а) и с помощью полимеразной циклической сборки (б).

а б

POH

P OH

T4-ДНК-лигаза

3′
5′

5′
3′

3′
5′

5′
3′

ПЦР

+ праймеры

Полимеразная циклическая
сборка (РСА)



568

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 4  2021

СИНЯКОВ и др.

вые синтезаторы представляются вполне пригод-
ными для этой цели. Однако для их успешного
применения необходима модификация методов
очистки олигонуклеотидов, полученных на этих
синтезаторах, и методов их сборки в целевые по-
следовательности ДНК.

СИНТЕЗ ГЕНЕТИЧЕСКИХ СТРУКТУР
ИЗ ПРЕДВАРИТЕЛЬНО 
СЕКВЕНИРОВАННЫХ 

ОЛИГОНУКЛЕОТИДОВ

Микрочиповые синтезаторы способны очень
быстро синтезировать десятки тысяч и даже мил-
лионы олигонуклеотидов заданной структуры. В
отличие от традиционных синтезаторов все оли-
гонуклеотиды, полученные с помощью микрочи-
повых синтезаторов, находятся в одной реакцион-
ной смеси (олигонуклеотидном пуле). Кроме того,
концентрация олигонуклеотидов пула, как прави-
ло, недостаточна для проведения генно-инженер-
ных работ, а их качество ниже из-за большего про-
цента ошибок в структуре ДНК. Как отмечено вы-
ше, успех генетического конструирования очень
сильно зависит от чистоты олигонуклеотидов. Очи-
стить олигонуклеотиды, полученные на микрочи-
пе, традиционными методами невозможно.

Методы высокопроизводительного секвени-
рования (NGS) позволяют отбирать из олигонук-
леотидного пула последовательности, не содер-
жащие ошибок в своей структуре. В процессе
NGS-секвенирования происходит увеличение ко-
личества целевых олигонуклеотидов вследствие их
амплификации. Таким образом, применение
процедуры NGS-секвенирования позволяет по-
лучить олигонуклеотиды правильной структуры,
пригодные для конструирования протяженных
ДНК, в количествах, необходимых для проведе-
ния генно-инженерных работ.

Секвенатор GS FLX Roche 454 использовали
для NGS-секвенирования олигонуклеотидов, по-
лученных на микрочиповых или традиционных
синтезаторах [56–58]. Микрошарики, содержа-
щие на свой поверхности олигонуклеотиды целе-
вой структуры, доставали из платы секвенатора с
помощью роботизированного микроманипуля-
тора. Олигонуклеотиды отщепляли от поверхно-
сти микрошариков, амплифицировали, с помо-
щью эндонуклеаз рестрикции LguI/SapI удаляли
адапторы для секвенирования и использовали
для генетического конструирования. Предпола-
гается, что такой подход позволяет снизить уро-
вень ошибок в целевых конструкциях в 500 раз.

Метод, в котором применяли специально скон-
струированную систему с использованием пульси-
рующего лазера для отбора микрошариков с олиго-
нуклеотидами правильной структуры с секвенатора
NGS GS Junior, получил название “снайперское

клонирование”. Этот метод позволяет получить за
неделю 5188 олигонуклеотидов целевой структуры
из одного олигонуклеотидного пула. [59, 60]

В рассмотренных методах применяют механи-
ческие способы отбора клонов целевых олиго-
нуклеотидов. В качестве альтернативы создан ме-
тод отбора совершенных олигонуклеотидов с по-
мощью баркодированных праймеров.

Для фракционирования олигонуклеотидного
пула используют клонирование в дрожжевом век-
торе с последующим баркодированием и NGS-
секвенированием на секвенаторе Illumina [61].

Разработан метод “дробовика”, использующе-
го баркодированные олигонуклеотиды [62, 63]
(рис. 3).

В работе использовали 228 олигонуклеотидов
длиной 150 нуклеотидов, которые содержали две
фланкирующие последовательности (2 × 25 нук-
леотидов), включающие EarI- или BtsI-сайты и
конструкционную часть (100 нуклеотидов). Оли-
гонуклеотиды были синтезированы на микрочи-
пе, отщеплены от поверхности и амплифициро-
ваны (рис. 3а). Реакционную смесь обрабатывали
рестриктазами EarI и BtsI, частично отщепляя
праймеры для амплификации. На следующей
стадии осуществляли попарную сборку фрагмен-
тов, получая конструкции с 200 п.н., и амплифика-
цию продуктов с помощью оставшихся праймеров
(см. рис. 3б). Затем к ДНК-дуплексам присоединя-
ли баркодированные праймеры, используемые для
секвенирования и амплификации (рис. 3в). Не со-
держащие ошибок фрагменты после амплифика-
ции с баркодированными праймерами и выделе-
ния конструкционной части успешно использова-
ли для получения 11 т.п.н. последовательности
кластера генов биосинтетического пенициллина.
Уровень ошибок при получении фрагментов кла-
стера составлял 1/4600 п.н.

Подобный метод, за исключением промежу-
точной сборки 200-членных нуклеотидных дуп-
лексов, использовали для конструирования 15 ге-
нов E. coli K12 [64].

СИНТЕЗ ГЕНЕТИЧЕСКИХ СТРУКТУР
ИЗ ПУЛОВ ОЛИГОНУКЛЕОТИДОВ, 

ПОЛУЧЕННЫХ НА МИКРОЧИПОВЫХ 
СИНТЕЗАТОРАХ ДНК

При применении олигонуклеотидного пула
для генетического конструирования необходимо
преодолеть ряд затруднений, связанных с тем что:

1. уровень ошибок в олигонуклеотидах, полу-
ченных на микрочипе, выше, чем у олигонуклео-
тидов, синтезируемых традиционным методом;

2. сборка фрагментов генов становится затруд-
нительной в смесях, содержащих значительное
количество “посторонних” олигонуклеотидов;
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3. возможность кросс-гибридизации наклады-
вает строгие ограничения на структуру синтези-
руемых на микрочипе олигонуклеотидов;

4. мольные количества олигонуклеотидов, на-
ходящихся в пуле, недостаточны для проведения
ферментативных реакций.

Синтез на микрочипе идет на очень малой по-
верхности (1–1.5 см2), поэтому обычно весь пул
олигонуклеотидов, полученный с одного микро-
чипа, содержит 1–20 пмоль смеси олигонуклео-
тидов. Это означает, что содержание каждого от-
дельного олигонуклеотида колеблется в пределах

Рис. 3. Общая схема синтеза ДНК с помощью метода “дробовика”. Синтез олигонуклеотидов на микрочипе (а), частичное
расщепление рестриктазой типа IIS (б), присоединение баркодов и селективная ПЦР (с), сборка кластеров генов (д).

а б

в г
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от нескольких амоль до нескольких фмоль, что
недостаточно для проведения ферментативных
реакций в стандартных условиях (1 пмоль).

“Combimatrix Corporation”, по-видимому, пер-
вой попыталась использовать олигонуклеотиды,
полученные с помощью микрочиповых синтезато-
ров для сборки генов [65].

Первыми трудности, связанные с использова-
нием олигонуклеотидных пулов при генетиче-
ском конструировании протяженных последова-
тельностей ДНК, были успешно преодолены Tian
и сотрудниками [66–68]. Для повышения кон-
центрации целевых олигонуклеотидов они пред-
ложили амплифицировать синтезированные оли-
гонуклеотиды с 105 (или 109 в случае микрочипов
низкой плотности) молекул до 109 (или 1012 в слу-
чае микрочипов низкой плотности), что позволя-
ет провести стадии отбора олигонуклеотидов пра-
вильной структуры и их сборки в целевую после-
довательность.

Общая схема генетического конструирования
приведена на рис. 4. Олигонуклеотиды синтези-
ровали с использованием микрочипового синте-
затора Atactic/Xeotron 4K, содержащего 3968 реак-
ционных ячеек. Выход целевого олигонуклеотида с
каждой ячейки не превышал 5 фмоль. Каждый оли-
гонуклеотид содержал последовательности сайтов
для амплификации и сайты эндонуклеаз рестрик-
ции типа IIS для удаления амплификационных
праймеров. Схожая стратегия конструирования
структур олигонуклеотидов, содержащих сайты
MluI-рестриктазы, использована в [69, 70]. В ре-
зультате амплификации количество каждого оли-
гонуклеотида увеличивалось в миллион раз.

Как уже сказано, в структуре синтезируемых
олигонуклеотидов в процессе их получения неиз-
бежно возникают ошибки, поэтому очень важно
провести предварительное выделение олигонук-
леотидов правильной структуры. Это значитель-
но упростит поиск целевых генетических струк-
тур после сборки олигонуклеотидов. Для очистки
олигонуклеотидов использовали гибридизацию с
короткими олигонуклеотидами [66–68]. Олиго-
нуклеотиды после амплификации обрабатывали
рестриктазами IIS-типа, отщепляющими прай-
мерные участки, полученные смеси последова-
тельно гибридизовали с двумя олигонуклеотид-
ными зондами. Целевой олигонуклеотид, необ-

ходимый для генетического конструирования,
очищали на двух олигонуклеотидах, комплемен-
тарных каждой его половине.

Олигонуклеотиды, предназначенные для ги-
бридизации, также синтезировали на микрочипе,
амплифицировали и иммобилизовывали на маг-
нитные частицы. При сборке генов использовали
одностадийную полимеразную сборку. Оценива-
ли эффективность проведенной очистки олиго-
нуклеотидов.

Как видно из табл. 1, очистка олигонуклеоти-
дов путем гибридизации перед “сшивкой” сни-
жает уровень ошибок в целевой конструкции в
8.7 раза по сравнению с неочищенными олиго-
нуклеотидами. Всего из олигонуклеотидного пу-
ла [66–68] получен 21 ген, кодирующий варианты
малой рибосомной субъединицы E. coli. В работе
проведен компьютерный расчет структуры целе-
вых генов с целью элиминирования неправильного
спаривания олигонуклеотидов.

Аналогичный подход к синтезу генов из олиго-
нуклеотидных пулов использован в работах [71,
72]. Как правило, одномоментно собирали фраг-
менты ДНК протяженностью 300–700 п.н. (в ред-
ких случаях 1–2 т.п.н.). Для упрощения синтеза
протяженных генов предложено разбивать такие

Рис. 4. Схема конструирования гена, предложенная
Tian J. с сотрудниками.

Выбор мишеней

Гибридизационная селекция

Сборка гена

Структурно-функциональный анализ

Олигонуклеотидный синтез на микрочипе

ПЦР отщепленных олигонуклеотидов
и ферментативное расщепление

Дизайн олигонуклеотидов

Таблица 1. Уровень ошибок при конструировании генов из олигонуклеотидных пулов

Метод очистки Всего, п.н. Замены Трансверсии Делеции Вставки П.н./одна ошибка

Гибридизация 23641 7 3 5 2 1394
ПААГ 24546 28 12 11 3 455
Без очистки (РАМ) 9243 25 13 19 1 159
Без очистки (лигирование) 6093 6 6 22 4 160
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последовательности на фрагменты длиной не бо-
лее 500 п.н. [73]. Таким способом были успешно син-
тезированы гены ДНК-полимераз Dpo4 (1056 п.н.) и
Pfu (2325 п.н.).

Очистка олигонуклеотидов пула с помощью
гибридизации существенным образом сказалась
на снижении уровня ошибок в структуре целевого
гена. При этом гибридизационная селекция оли-
гонуклеотидов, не содержащих ошибок в после-
довательности, требовала проведения отдельной
стадии.

Боровков и соавт. [74] интегрировали процесс
отбора олигонуклеотидов правильной структуры
в саму стадию сборки целевой последовательно-
сти. Они применяли лигазную сборку с использо-
ванием термостабильной Taq-ДНК-лигазы (LCR,
ligase chain reaction, лигазная цепная реакция).
Это позволило упростить и удешевить процесс
конструирования генетического материала, по-
скольку в этом случае использовали неочищен-
ные пулы олигонуклеотидов. Лигирование при
повышенной температуре позволяет “отсеять”
олигонуклеотиды с ошибками в структуре, кото-
рые не образуют стабильных дуплексов при этой
температуре, и тем самым значительно снизить
число ошибок в целевой конструкции.

Метод включал следующие стадии.
1. Все гены набора объединяли в виртуальную

последовательность, которую разбивали на нор-
мализованные по температуре олигонуклеотиды
(55 ± 1°C). Олигонуклеотиды выбирали с помо-
щью специальной компьютерной программы,
упрощающей процесс сборки путем разрушения
A-T- и G-C-богатых районов последовательно-
сти, прямых и обратных повторов, микросателли-
тов и других нежелательных ДНК-фрагментов.

2. Синтезировали олигонуклеотиды с фосфат-
ной группой на 5′-конце и выделяли в виде олиго-
нуклеотидного пула.

3. Олигонуклеотидный пул превращали в
смесь частично перекрывающихся блоков унифи-
цированного размера. Каждый блок состоял из
фрагмента гена и фланкирующих участков (UPR),
содержащих сайт для расщепления рестриктазой
MlyI. Блоки собирали лигированием в тщательно
контролируемых условиях, предотвращающих
внедрение в их состав олигонуклеотидов с ошибка-
ми. Присутствие в лигазной смеси PEG6000 значи-
тельно ускоряло процесс сборки в условиях очень
низкой концентрации олигонуклеотидов. Собран-
ные блоки амплифицировали (10 циклов PCA),
чтобы получить достаточное количество материа-
ла для ПЦР всех запланированных индивидуаль-
ных генов.

4. После удаления фланкированных районов
частично перекрывающиеся блоки собирали в
целевые гены с помощью ПЦР, каждый ген со
своей парой специфических праймеров.

Экспериментально установлено, что эффек-
тивную сборку генов можно проводить при об-
щем количестве олигонуклеотидов в пуле не бо-
лее 4000 и размере блока 270 п.н. Уровень ошибок
составлял 2.7 на 1 т.п.н.

Использование LCR снижало уровень оши-
бок в целевых конструкциях в 4 раза (с 6.3/1 до
1.6/1 т.п.н.) [71]. Таким образом, по уровню оши-
бок неочищенные олигонуклеотиды, полученные
с помощью микрочиповых синтезаторов, в LCR
сравнимы с олигонуклеотидами, синтезирован-
ными на традиционных синтезаторах, в PCA.

С помощью метода, предложенного Боровко-
вым и соавт. [74], в котором используется термо-
стабильная лигаза, получены 85 вариантов гена
GFP, длиной 800 п.н. каждый [75], и библиотека
для транскрипции 127 рибопереключателей (сум-
марная длина синтезированной последователь-
ности – 40 т.п.н.) [26].

СИНТЕЗ ГЕНЕТИЧЕСКИХ СТРУКТУР
ИЗ ПОДПУЛОВ ОЛИГОНУКЛЕОТИДОВ, 
ПОЛУЧЕННЫХ НА МИКРОЧИПОВЫХ 

СИНТЕЗАТОРАХ ДНК
В упомянутых выше методах протяженные

фрагменты ДНК конструировали с использова-
нием от нескольких десятков до нескольких тысяч
олигонуклеотидов. Получение отдельных генов с
использованием пулов, содержащих большое
количество олигонуклеотидов (больше 1000),
становится трудной задачей в основном из-за
кросс-гибридизации [76].

Решить эту проблему можно с помощью двух
подходов, основанных на выделении подпулов,
необходимых для получения только одной гене-
тической конструкции.

В первом подходе использовали баркоды, поз-
воляющие проводить ПЦР олигонуклеотидов, от-
носящихся только к одной сборке, с последующим
отщеплением этих баркодов и сборкой целевой
конструкции стандартными методами [77–79]. Эту
схему тестировали с использованием двух олиго-
нуклеотидных пулов, содержащих около 13000
130- или 200-членных олигонуклеотидов, соот-
ветственно. На рис. 5. приведена схема использо-
вания этих пулов для олигонуклеотидного синтеза.

Для облегчения разделения исходного олиго-
нуклеотидного пула на подпулы выбрали наборы
20-членных праймеров с малой способностью к
кросс-гибридизации (“ортогональные прайме-
ры”). Эти праймеры были созданы на основе на-
бора из 244000 25-членных ортогональных после-
довательностей, разработанных для баркодирова-
ния [80]. Из-за разных требований к дальнейшему
использованию исходных олигонуклеотидных пу-
лов были сконструированы два отдельных набора
ортогональных праймеров к ним.
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Олигонуклеотиды пулов 1 и 2 были спроекти-
рованы для тестирования эффекта длины пере-
крывания при синтезе. Гены, получаемые с помо-
щью олигонуклеотидов пула 1, образовывали со-
вершенные дуплексы. Олигонуклеотиды пула 2
формировали ДНК-фрагменты с частичным пе-
рекрыванием (около 20 п.н.) и превращались в
полные дуплексы после проведения ПЦР.

Сконструирован набор генов флуоресцентных
белков (GFP), предназначенных для проверки
эффективности метода синтеза генов с помощью
обоих олигонуклеотидных пулов. Гены выделяли
и клонировали в экспрессионном векторе. При
этом уровень ошибок в 130-членных олигонук-
леотидах был достаточно низким, поскольку бо-
лее 50% клонов содержали правильную структуру
клонированного фрагмента. В этом случае уровень
ошибок в генах, полученных из олигонуклеотидов,
синтезированных на микрочиповых синтезаторах,
был таким же, как в генах, получаемых с помощью
олигонуклеотидов, синтезированных на тради-
ционных синтезаторах.

При конструировании генов из пула, содержа-
щего 200-членные олигонуклеотиды, получено
только 6% правильных структур, уровень ошибок
составил 1/250 п.н., что значительно выше, чем в
случае 130-членных олигонуклеотидов (1/1000).
Это не удивительно, поскольку уровень апурини-
зации синтезируемого олигонуклеотида зависит
от числа деблокирований, т.е. от его длины.

Для снижения уровня ошибок в генах, синте-
зируемых с использованием обоих олигонуклео-
тидных пулов, применяли набор ErrASE – ком-
мерческую смесь ферментов, обнаруживающих и
гидролизующих дуплексы, содержащие неспа-
ренные пары оснований. При этом уровень оши-
бок в генах, полученных из 200-членных олиго-

нуклеотидов, удалось понизить в 4–8 раз – до
1/(1000–2000) п.н. В генах, полученных из
130-членных олигонуклеотидов, уровень ошибок
составил 1/(5000–7000) п.н.

С целью проверки разработанной технологии
с использованием 200-членных олигонуклеоти-
дов осуществлен синтез 42 генов, кодирующих
вариабельные районы фрагментов одноцепочеч-
ных антител (scFv). Средний уровень ошибок в
секвенированных генах составил 1/315 п.н., что
также значительно выше, чем при сборке GFP из
130-членных олигонуклеотидов, но оставался
приемлемым для конструирования генов этого
размера (правильную структуру должны иметь в
среднем 10% клонов).

Исходя из схемы, предложенной в [77], разра-
ботан высокопроизводительный метод синтеза
ДНК, включающий одновременную амплифи-
кацию всех подпулов, исправление ошибок и
сборку фрагментов [81]. Расчет структуры ис-
пользованных олигонуклеотидов проводили с
помощью программы DNAworks. 36 Подпулов
(479 олигонуклеотидов) амплифицировали в од-
ной реакции с ортогональными праймерами.
Использовали очень эффективный высокопро-
изводительный метод коррекции ошибок после
полной амплификациии олигонуклеотидного
пула. На этой стадии несовершенные дуплексы
удаляли путем аффинной хроматографии на ко-
лонках, содержащих белки системы репарации
E. coli. Все олигонуклеотиды пула были успешно
амплифицированы и очищены. Олигонуклео-
тидный пул, обогащенный структурами, не со-
держащими ошибок, выделяли и одновременно
амплифицировали в 36 целевых фрагментов
ДНК, используя LCR. При этом из 36 целевых
последовательностей получены 24 структуры.

Рис. 5. Схема синтеза генов с использованием олигонуклеотидного пула. Предварительно рассчитанные олигонуклео-
тиды синтезированы на микрочипе, затем отщеплены от поверхности с образованием олигонуклеотидного пула. В
структуру заложены последовательности праймеров, позволяющие амплифицировать подпулы. Последовательности
праймеров затем отщепляли и проводили сборку целевых генов.

Подпулы

Синтез
олигонуклеотидов

на микрочипе

ПЦР
подпулов

Удаление
праймеров Сборка генов



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 4  2021

ПРИМЕНЕНИЕ ОЛИГОНУКЛЕОТИДОВ 573

Оставшиеся 12 фрагментов ДНК собирали в другом
мультиплексном эксперименте.

Метод обладает достаточно высокой точно-
стью вследствие эффективного удаления несо-
вершенных дуплексов. Точность сборки целевых
фрагментов ДНК увеличилась в 6.48 раза (с 14.25
до 2.20 ошибок на 1000 п.н.), в 12.85 раза увеличи-
лась и доля конструкций, не содержащих ошибок
(с 3.23 до 41.51%), по сравнению с нефракциони-
рованными олигонуклеотидами.

Применимость упрощенного метода сборки ге-
нетических конструкций из олигонуклеотидных
пулов оценили путем успешного de novo синтеза ге-
нов метаболического пути каротиноида ликопена.
Синтезированы 10 генов с оптимизированными
кодонами (891–2412 п.н. всего 11.8 т.п.н.).

С использованием струйного синтезатора полу-
чены наборы олигонуклеотидов в отдельных лун-
ках, составляющие генетическую конструкцию
длиной 0.5–1 т.п.н. [82–84]. На чипе такие наборы
физически отделены друг от друга, что исключает
необходимость их разделения с помощью ампли-
фикации. Синтез олигонуклеотидов ведется на
силикагельных спотах размером в 150 мкм. На
стандартном слайде размером 25 × 25 мм разме-
щали 30 лунок, содержащих 361 спот, что позво-
ляло синтезировать 10830 различных олигонук-
леотидов на всем слайде.

Синтезируемые 85-членные олигонуклеотиды
включают 60-звенную конструкционную часть и
25-членный адаптор, содержащий сайт расщеп-
ления никирующей эндонуклеазы. После окон-
чания синтеза и удаления защитных групп олиго-
нуклеотиды остаются иммобилизованными в своих
лунках. Затем эти ячейки заполняют реакционной
смесью для амплификации и сборки гена. Большой
фрагмент Bst-ДНК-полимеразы (указан шести-
угольником на рис. 6), используют для постройки
комплементарной цепи с вытеснением ранее
синтезированной последовательности. Никиру-

ющая эндонуклеаза (указана овалом на рис. 6) от-
щепляет конструкционную часть олигонуклеоти-
да универсального праймера (отмечен штрихов-
кой на рис. 6). После завершения амплификации
проводят сборку гена в ячейке с помощью PCA.
Для гидролиза несовершенных дуплексов ис-
пользуют Surveyor-нуклеазу. Обработка нукле-
азой снижает уровень ошибок в гене на порядок –
с 1.9 до 0.19 на 1000 п.н.

С помощью этого метода с целью повышения
уровня экспрессии гена lacZα синтезирован на-
бор вариантов этого гена, различающихся ис-
пользованием синонимичных кодонов. Синтези-
рованы также 74 версии генов антигенов дрозо-
филы, содержащие различные варианты кодонов.
Продукция белков, кодируемых этими генами,
изменялась в пределах 0–60% от массы общих
клеточных белков.

С целью выделения олигонуклеотидов, требу-
емых для сборки конкретного гена, предложено
фракционировать олигонуклеотидный пул с ис-
пользованием водно-масляных эмульсий и пара-
магнитных шариков [85, 86]. Пул олигонуклеоти-
дов превращали в ДНК-дуплексы и формировали
одноцепочечные выступающие 5′-концы, одина-
ковые для олигонуклеотидов одного гена. Каж-
дый шарик содержит одноцепочечный баркод
для выделения олигонуклеотидов, подлежащих
сборке в целевой ген. Олигонуклеотиды ампли-
фицировали в эмульсии на поверхности шари-
ков, из них ферментативно выделяли фрагменты
для сборки целевых генов и с помощью PСA со-
бирали гены. Этим методом синтезирована биб-
лиотека из 5775 гомологов гена дигидрофолатре-
дуктазы и 1152 гомологов гена фосфопантетеин-
аденилилтрансферазы. Себестоимость каждого
из генов (450–675 п.н.), полученных данным ме-
тодом, составляет 1–2 $.

Рис. 6. Схема синтеза генов на микрочипе с физически разделенными лунками. Шестиугольником выделен большой
фрагмент Bst-ДНК-полимеразы, овалом указана никирующая эндонуклеаза.

Сборка генов
Синтез

олигонуклеотидов
In situ

амплификация
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Одно из основных направлений использования

олигонуклеотидов, полученных на микрочиповых
синтезаторах – создание больших библиотек вари-
антов нуклеотидных последовательностей. Такие
библиотеки используют при изучении структур-
ных и функциональных характеристик тысяч цис-
регуляторных элементов, отвечающих за тран-
скрипционные, трансляционные и другие процес-
сы в клетках млекопитающих, бактерий и дрож-
жей. Синтетические библиотеки, полученные из
олигонуклеотидов, могут быть полезными при
изучении сплайсинга, эпигенетических механиз-
мов и в направленном мутагенезе [13–35].

Чрезвычайно эффективно использование этих
олигонуклеотидов для получения библиотек ге-
нов для нужд белковой инженерии. Стоимость
синтеза одного гена из такой библиотеки пример-
но на два порядка меньше, чем при получении ге-
на с использованием олигонуклеотидов, полу-
ченных на традиционных синтезаторах. Целена-
правленное варьирование кодонов позволяет
получать штаммы с высокой экспрессией нужно-
го гена [82–84].

Разработка методов конструирования библио-
тек генов из олигонуклеотидов, полученных с по-
мощью микрочиповых синтезаторов [65–68, 74,
77–79, 81–86], в сочетании с развитыми способа-
ми комбинирования ДНК-дуплексов [42–45] да-
ет основу для получения сложных генетических
конструкций в интересах синтетической биологии.

На сегодняшний день микрочиповые синте-
заторы, по-видимому, являются единственными
эффективными инструментами конструирова-
ния элементов реестра стандарных блоков (Reg-
istry of Standard Biological Parts) [87] для нужд син-
тетической биологии.

Примеры конструирования полных геномов
на основе олигонуклеотидных пулов еще не опуб-
ликованы, но, несомненно, это дело недалекого
будущего.

Развитие высокопроизводительных методов
получения генетического материала в России
сдерживалось отсутствием отечественных микро-
чиповых синтезаторов, поскольку экспорт зару-
бежных синтезаторов в нашу страну запрещен.
Учитывая важность развития нового направле-
ния (синтетической биологии) для нужд совре-
менной фундаментальной и прикладной науки в
Сибирском отделении РАН создан консорциум
из нескольких институтов (ИХБФМ СО РАН,
ИФП СО РАН, НИОХ СО РАН, ИАиЭ СО РАН)
для создания макета микрочипового синтезатора
олигонуклеотидов. В настоящее время эта работа
успешно завершена [88]. Сконструированный ма-
кет открывает возможность развития синтетиче-
ской биологии в нашей стране. Он позволяет син-
тезировать до 12000 олигонуклеотидов в одном

эксперименте, может использовать как фотола-
бильные амидиты, так и фотокислоты.

Написание обзора не потребовало специаль-
ного финансирования.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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APPLICATION ARRAY-BASED OLIGONUCLEOTIDES
FOR SYNTHESIS OF GENETIC DESIGNS
A. N. Sinyakov1, *, V. A. Ryabinin1, and E. V. Kostina1

1 Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,
Novosibirsk, 630090 Russia

*e-mail: sinyakov@niboch.nsc.ru

In the review application array-based oligonucleotides in biological studies is described. The main applica-
tion for an array-based oligonucleotides is a design a large libraries of variants of nucleotide sequences. Such
libraries are used at studies of splicing, protein-nucleic acid interactions, transcriptional, translational and
other regulatory processes in mammalian, yeast and bacterial systems. Development of the methods of genes
library design made with array-based nucleotides coupled with advanced methods of a combination of DNA-
duplexes gives a basis for engineering of complex genetic designs for of synthetic biology.

Keywords: oligonucleotides, pool, microarrays, gene synthesis, cloning, high-throughput sequencing
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