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Предложен метод мультиплексной ПЦР с последующей гибридизацией на гидрогелевом олигонуклео�
тидном биочипе для идентификации десяти различных трансгенных элементов растительной ДНК в пи�
щевых продуктах и сырье. Биочип содержит 22 иммобилизованных олигонуклеотидных зонда, предна�
значенных для: 1) выявления ДНК растительного происхождения; 2) установления принадлежности
ДНК к одной из культур (соя, кукуруза, картофель, рис); 3) идентификации генетических детерминант
трансгенности, включая последовательности промоторов 35S CaMV, 35S FMV, гена актина риса, тер�
минаторов nos, 35S CaMV, ocs, гена rbcS1 гороха, маркерных генов bar, gus, nptII. Метод позволяет вы�
являть не менее 0.5% генетически модифицированной ДНК сои и кукурузы в исследуемых образцах.
При идентификации трансгенной ДНК в образцах пищевых продуктов и кормов результаты анализа,
проведенного с использованием разработанного подхода, полностью совпали с полученными методом
ПЦР с детекцией в режиме реального времени. Предлагаемый метод может быть использован для об�
наружения трансгенных образцов при массовом скрининге пищевых продуктов и сырья с целью после�
дующего количественного определения в них генетически модифицированного источника по идентифи�
цированному маркеру трансгенности.

Ключевые слова: генетически модифицированные источники, трансгенные элементы, мультиплексная
ПЦР, биочип, гибридизация.
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merase chain reaction (PCR) followed by the hybridization on a hydrogel oligonucleotide biochip was developed for
simultaneous identification of ten different transgenic elements of plant DNA in feed and food products. The biochip
contained 22 immobilized probes intended for (i) detection of plant DNA; (ii) plant species determination (soybean,
maize, potato, rice); (iii) identification of transgenic elements, including 35S CaMV, 35S FMV, rice actine gene pro�
moters, nos, 35S CaMV, ocs, pea rbcS1 gene terminators, and bar, gus, nptII marker genes. The limit of detection
was 0.5% of genetically modified (GM) soybean and maize in analyzed samples. Identification of transgenic DNA in
food and feed products using either the developed approach or real�time PCR led to virtually identical results. The
assay can be used for selection of GM samples by screening food and feed products for subsequent quantitative de�
termination of the GM component based on the identified transgene.
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Всего через десятилетие после первой удачной
апробации способ введения чужеродных генов в ге%
ном растения [1] был реализован в практическом

растениеводстве. Уже в 1994 году в США было полу%
чено разрешение на выращивание на сельскохозяй%
ственных угодьях первых трансгенных культур (то%
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матов и сои) [2]. С этого времени наблюдается не%
уклонный рост как спектра разрешенных к
использованию трансформированных культур, так
и масштабов их выращивания. В настоящее время
во всем мире к сельскохозяйственному производ%
ству допущено уже более 100 линий генетически
модифицированных (ГМ) растений. По данным
Международной службы мониторинга использова%
ния сельскохозяйственных биотехнологий (ISAAA),
площади, занятые под ГМ%культуры, составили в
2010 году примерно 148 млн. га. Главные производи%
тели ГМ%культур – США (66.8 млн. га), Бразилия
(25.4 млн. га), Аргентина (22.9 млн. га), Индия
(9.4 млн. га) и Канада (8.8 млн. га). Индия, впрочем,
пока выращивает только непищевую ГМ%культу%
ру – хлопок. В качестве продовольственного сырья
доминируют соя, кукуруза и рапс. Так, в 2010 году в
мировом производстве сои и кукурузы на трансген%
ные сорта приходилось соответственно 50 и 31% [3].

Трансгенные культуры позволяют увеличить
объемы производимой сельскохозяйственной про%
дукции и/или снизить ее себестоимость и тем са%
мым привносят в нашу цивилизацию очевидную
пользу. Однако, будучи качественно новым дости%
жением современных биотехнологий, они вызыва%
ют и определенные опасения с точки зрения воз%
можных негативных последствий как у сторонни%
ков традиционного земледелия, так и у ученых [4].

Неоходимость оценки возможных биологиче%
ских и экологических рисков при быстром распро%
странении генно%модифицированных источников
(ГМИ) и полученных на их основе продуктов пита%
ния ставит неотложный вопрос о контроле за пото%
ками ГМИ [5]. В странах Европейского союза (ЕС)
законодательно введены строгие ограничения по
выращиванию трансгенных культур и обязательная
маркировка продуктов питания на присутствие
трансгенных добавок, если их доля в составе про%
дукта превышает 0.9% [6]. В большинстве других
развитых стран также введены требования марки%
ровки продуктов питания при превышении поро%
гового содержания ГМИ [7]. Аналогичная норма%
тивная база, необходимая для организации и про%
ведения эффективного надзора за пищевыми
продуктами, содержащими компоненты, получен%
ные с применением ГМИ, выработана и в России.
За последние годы на территории РФ официально
были разрешены к использованию в качестве пи%
щевых ингредиентов 18 сортов трансгенных куль%
тур, среди них восемь линий кукурузы, три линии
сои, две линии свеклы, одна линия риса и четыре
линии картофеля.

С 12.12.2007 в РФ, в соответствии с поправками
в Федеральный Закон от 7.02.1992 № 2300%1 “О за%
щите прав потребителей”, предельное, не требую%
щее маркировки, содержание ГМИ в продуктах пи%
тания составляет, как и в странах ЕС, 0.9%. Продук%
ты, в которых содержание ГМИ больше этого

значения, должны быть обязательно промаркиро%
ваны [8]. Вышеуказанная норма введена как для за%
щиты прав потребителей на предмет их информи%
рования о технологии производства пищевых про%
дуктов, так и для соответствия требованиям ЕС по
этикетированию ГМ%содержащих пищевых про%
дуктов.

Из вышеизложенного ясно, насколько важна и
актуальна разработка адекватных методов иденти%
фикации генетических детерминант трансгенности
в растениях, сырье и продуктах питания. Традици%
онные методы выявления ГМИ основаны на ПЦР,
где в качестве мишеней используют, как правило,
два фрагмента ДНК: 35S промотор вируса мозаики
цветной капусты (CaMV) и NOS%терминатор Ti%
плазмиды Agrobacterium tumefaciens [9–11]. Однако
при постоянном пополнении трансгенного расти%
тельного материала новыми генетическими кон%
струкциями и векторами настоятельно требуется
разработка альтернативных молекулярных методов,
позволяющих в одном эксперименте идентифици%
ровать широкий спектр трансгенных мишеней [12].
Этому критерию удовлетворяет, в первую очередь,
технология биологических микрочипов. В послед%
ние годы предложено несколько методик выявле%
ния трансгенных последовательностей с использо%
ванием ДНК%микрочипов [13–16], в том числе и в
коммерческих целях [17]. В Российской Федерации
метод определения трансгенных последовательно%
стей ДНК на основе гидрогелевых биологических
микрочипов (биочипов) [18], разработанный сов%
местно ИФР РАН и ИМБ РАН [19], утвержден в ка%
честве национального стандарта РФ (ГОСТ Р 52174%
2003) для идентификации ГМИ еще в 2003 году. Про%
цедура анализа включала мультиплексную ампли%
фикацию пяти фрагментов векторных конструкций
и маркерных генов, использованных в качестве
трансгенных мишеней, с последующей гибридиза%
цией полученных фрагментов на олигонуклеотид%
ном микрочипе.

В работе описана усовершенствованная методи%
ка выявления ГМИ на основе специализированно%
го гидрогелевого биочипа, позволяющая выявлять
трансгенную ДНК с высокой чувствительностью
(менее 1%) и идентифицировать сразу 10 последо%
вательностей фрагментов трансгенных элементов
(промоторов и терминаторов) и маркерных генов в
геномах сои, кукурузы, картофеля и риса.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и ферменты. В работе использованы на%
боры для выделения ДНК из продуктов питания
или растительного сырья (ЗАО “Синтол”, ООО
“НПО ДНК%технология”, Россия); реактивы гуа%
нидинтиоцианат; ЭДТА; буферы Трис%EDTA и
HEPES; вода, не содержащая нуклеаз (“Sigma”,
США); раствор дезоксинуклеозидтрифосфатов
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(“Силекс”, Россия); термостабильная “HotTaq”
ДНК%полимераза с соответствующим буфером
(“Cилекс”); флуоресцентный субстрат “IMD515%
dUTP” (ИМБ РАН, Россия); наборы для количе%
ственного определения ГМ%сои и ГМ%кукурузы ме%
тодом ПЦР с детекцией в режиме реального време%
ни (ПЦР%РВ; ЗАО “Синтол”).

Олигонуклеотиды для иммобилизации на биочипе
и праймеры для амплификации. При выборе зондов и
праймеров, идентифицирующих ДНК%мишени
трансгенности, использовали созданную в ИФР
РАН базу данных по коммерческим ГМ%культурам
с учетом, в первую очередь, культур, продукты кото%
рых разрешены для использования на территории
РФ. Для идентификации ДНК растительного про%
исхождения выбирали олигонуклеотидные зонды и
праймеры, специфичные к фрагменту гена rbcL, ко%
дирующего большую субъединицу рибулоза*1,5%
бифосфаткарбоксилазы/оксигеназы. Видоспеци%
фичный полиморфизм в этом же гене использован

для идентификации и дифференциации культур
сои, кукурузы, картофеля, риса. Для подтвержде%
ния наличия в образце ДНК сои сконструированы
праймеры и зонды, специфичные к фрагменту гена
лектина LE1; для выявления ДНК кукурузы ис%
пользованы зонды и праймеры, специфичные к ге%
ну зеина IVR1. Последовательности праймеров и
зондов для идентификации ДНК картофеля и риса
были комплементарны последовательностям участ%
ков гена фосфорилазы УДФ%глюкозы картофеля
UDP*GP и фосфатсинтазы риса SPS соответственно.
Описание зондов, использованных для обнаруже%
ния ДНК растительного происхождения, иденти%
фикации культур и трансгенных мишеней, пред%
ставлены в табл. 1.

Синтез олигонуклеотидов и праймеров прово%
дили на автоматическом синтезаторе ABI%394
DNA/RNA synthesizer (“Applied Biosystems”, США)
с использованием стандартного фосфорамидитно%
го метода и очищали методом обращенно%фазовой

Таблица 1. Обозначение и назначение олигонуклеотидов, иммобилизованных на биочипе

Наименование
олигонуклеотида Детектируемая мишень Назначение олигонуклеотида

plDNA Ген rbcL Зонд для идентификации ДНК растительного происхождения
Gm/St1 Ген rbcL Видоспецифичный зонд для идентификации ДНК сои и/или 

картофеля 
Zm1 Ген rbcL Видоспецифичный зонд для идентификации ДНК кукурузы 
Os1 Ген rbcL Видоспецифичный зонд для идентификации ДНК риса 
Gm2 Ген rbcL Видоспецифичный зонд для идентификации ДНК сои
Zm/Os2 Ген rbcL Видоспецифичный зонд для идентификации ДНК кукурузы 

и/или риса
St2 Ген rbcL Видоспецифичный зонд для идентификации ДНК картофеля 
Le1 (Gm) Ген лектина LE1 Специфичный зонд для идентификации ДНК сои
Zein (Zm) Ген IVR1 Специфичный зонд для идентификации ДНК кукурузы
UDP%GP (St) Ген фосфорилазы UDP%глюкозы Специфичный зонд для идентификации ДНК картофеля
SPS (Os) Ген фосфатсинтазы риса Специфичный зонд для идентификации ДНК риса
nptII Ген npt Специфичный зонд для идентификации маркерного гена nptII 

из транспозона Tn5
35Sp CaMV Промотор 35S Специфичный зонд для идентификации 35S промотора вируса 

мозаики цветной капусты
35Sp FMV Промотор FMV Специфичный зонд для идентификации 35S FMV промотора

 каулимовируса мозаики норичника
Act1_p Ген актина ACT1 Специфичный зонд для идентификации промотора гена актина 

риса 
Gus Ген gus Специфичный зонд для идентификации маркерного гена gus
nos_t Терминатор nos Специфичный зонд для идентификации терминатора nos 

из агробактерии Agrobacterium tumefaciens
35St CaMV Терминатор 35S Специфичный зонд для идентификации 35S%терминатора виру%

са мозаики цветной капусты
rbcS_t Терминатор гена rbcS1 Специфичный зонд для идентификации терминатора гена rbcS1 

гороха 
Ocs_t Терминатор Ocs Специфичный зонд для идентификации терминатора ocs 

из агробактерии Agrobacterium tumefaciens
Bar Ген bar Специфичный зонд для идентификации маркерного гена bar
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ВЭЖХ (комплекс “Gilson”, Франция). Олигонук%
леотиды для иммобилизации в гелевых элементах
биочипа содержали спейсер со свободной амино%
группой, которую вводят в процессе синтеза с по%
мощью препарата 5′%Amino%Modifier C6 (“Glen Re%
search”, США).

Выделение ДНК из сырья и продуктов питания
проводили с использованием наборов “ДНК%Экс%
тран” (ЗАО “Синтол”) и “Проба%ЦТАБ” (ООО
“НПО ДНК%технология”), согласно рекомендаци%
ям производителей. Концентрацию ДНК определя%
ли спектрофотометрически, качество полученного
препарата (чистоту) оценивали по спектральным
характеристикам (А260/280 и А260/230), а диапазон раз%
меров – по данным электрофореза с маркерами
длин ДНК. Для дальнейшего анализа использовали
0.05–1 мкг ДНК, не содержащей примесей, инги%
бирующих ПЦР (фенол, хлороформ, спирты, де%
тергенты, гепарин и др.). В ряде случаев дополни%
тельную очистку препаратов проводили с использо%
ванием микрофлюидных модулей для
автоматизированного выделения и очистки ДНК
(ИМБ РАН) [20]. 

Амплификация исследуемых фрагментов геномов
(табл. 1). В две микропробирки добавляли по 5 мкл
образца выделенной растительной ДНК (0.05–
1 мкг) и по 20 мкл реакционной смеси. С целью по%
вышения эффективности амплификации всех вы%
шеуказанных мишеней мультиплексную ПЦР
проводили в двух пробирках; в одну из них вводили
набор праймеров, специфичных к генам rbcL, SPS,
LE1, nptII, bar, gus, терминатору nos (набор ПР%1), в
другую – смесь праймеров, специфичных к генам
UDP*GP, IVR1, промоторам 35S каулимовируса мо%
заики норичника (FMV) и 35S вируса мозаики цвет%
ной капусты (CaMV), промотору гена ACT1, терми%
наторам 35S вируса мозаики цветной капусты
(CaMV), ocs и гена rbcS1 (набор ПР%2). С целью по%
лучения преимущественно одноцепочечных фраг%
ментов, комплементарных иммобилизованным
олигонуклеотидам, мультиплексную амплифика%
цию проводили по асимметричному типу: в каж%
дой паре праймеров, присутствующих в реакцион%
ной смеси, один находился в пятикратном избытке
по отношению к другому.

Реакционная смесь (20 мкл) включала 2.5 мкл
10%кратного буфера для ПЦР (700 мМ Трис%HCl,
pH 8.3, 166 мМ (NH4)2SO4, 25 мМ MgCl2), 200 мкМ
каждого из дНТФ, 1 мкл 100%мМ флуоресцентного
субстрата “IMD515%dUTP”, 2 мкл “HotTaq” ДНК%
полимеразы и 1 мкл смеси праймеров ПР%1 либо
ПР%2. ПЦР проводили в следующем режиме: 95°С в
течение 12 мин; затем 55 циклов (95°С 30 с, 51°С
30 с, 72°С 30 с); окончательная достройка при 72°С
в течение 10 мин.

Олигонуклеотидный микрочип (биочип) представ%
ляет собой пластиковую подложку (рис. 1а), выпол%
ненную в формате предметного стекла, на поверх%

ности которой в определенном порядке расположе%
на 31 ячейка полиакриламидного геля в форме
полусферы диаметром 100 мкм (обозначены окруж%
ностями). В 22 ячейках ковалентно иммобилизова%
ны индивидуальные олигонуклеотиды (табл. 1).
Пять ячеек с индексом “О” не содержали ни одного
из перечисленных зондов, являясь отрицательным
контролем гибридизации. Четыре ячейки с индек%
сом “M” содержали ковалентно связанный флуо%
ресцентный краситель – их использовали для авто%
матизированного расчета интенсивности флуорес%
ценции ячеек биологического микрочипа после
гибридизации. Поверхность биологического мик%
рочипа закрыта специальной составной крышкой с
отверстиями (ООО “БИОЧИП%ИМБ”, Россия),
которая, во%первых, вместе с подложкой образует
реакционную камеру, предназначенную для прове%
дения гибридизации полученных ПЦР%продуктов с
иммобилизованными зондами и, во%вторых, ис%
ключает возможность испарения реакционной сме%
си в процессе гибридизации.

Биочипы изготовлены согласно ранее опубли%
кованному протоколу [21].

Гибридизация на биочипах. По окончании ампли%
фикации в реакционную камеру биочипа добавляли
15 мкл гибридизационного буфера (1.5 М гуанидин%
тиоцианата, 75 мМ HEPES, рН 7.5, 7.5 мМ ЭДТА), по
7.5 мкл реакционной смеси из обеих пробирок, со%
держащих праймеры ПР%1 и ПР%2. Гибридизацию
проводили в течение трех или более часов при 37°С.
По окончании гибридизации биочип дважды
(по ~30 с) промывали 30 мкл воды, нагретой до
37°С, ополаскивали 96%%ным этанолом, затем во%
дой и высушивали при комнатной температуре. 

Регистрация и интерпретация результатов гибри�
дизации. Регистрацию результатов гибридизации
проводили на Универсальном аппаратно%про%
граммном комплексе (УАПК) для анализа биочи%
пов (ООО “БИОЧИП%ИМБ”), оснащенном про%
граммным обеспечением “ImageWare” (ООО
“БИОЧИП%ИМБ”) для вычисления и нормиров%
ки флуоресцентных сигналов ячеек биочипа.

Интерпретацию результатов гибридизации осу%
ществляли следующим образом. На первом этапе в
ячейках определяли достоверные сигналы, при ко%
торых возможно образование совершенных гибри%
дизационных дуплексов. Для этого нормированные
сигналы интенсивности флуоресценции всех ячеек
биочипа сортировали по возрастанию и сравнивали
с усредненным (пороговым) сигналом, Iref, в ячей%
ках, не содержащих олигонуклеотидов (ячейки с
индексом “О” на рис. 1а). Достоверными считали
сигналы, которые превосходили Iref, по меньшей
мере, в 1.5 раза. 

На втором этапе анализировали сигналы в груп%
пе ячеек “plDNA”, содержащих олигонуклеотиды,
специфичные к гену rbcL. При наличии достовер%
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ных сигналов, т.е. превосходящих Iref не менее чем в
1.5 раза, делали заключение о наличии ДНК расти%
тельного происхождения в исследуемом образце.
При отсутствии достоверных сигналов в данной
группе делали заключение об отсутствии расти%
тельной ДНК в образце, и анализ остальных ячеек
биочипа не проводили.

На следующем этапе рассматривали достовер%
ные сигналы в двух группах ячеек, содержащих зон%
ды, последовательности которых были комплемен%
тарны видоспецифичным последовательностям
фрагмента гена rbcL (группы обозначены индекса%
ми '1' и '2' в табл. 1 и на рис. 1а). В каждой группе
ячеек выявляли максимальные сигналы, превосхо%
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Рис. 1. Схема биочипа для идентификации ГМИ (а). Обозначения ячеек даны в соответствии с названиями олигонук%
леотидов в табл. 1. Ячейки с индексом “О” не содержат олигонуклеотидов и выполняют функцию отрицательного
контроля. Ячейки с индексом “М” предназначены для правильного позиционирования (захвата изображения) и со%
держат ковалентно связанный флуоресцентный краситель для автоматизированного расчета интенсивности флуорес%
ценции ячеек биологического микрочипа после гибридизации. Ряды ячеек, содержащих иммобилизованные олиго%
нуклеотиды, и элементов отрицательного контроля обозначены индексами Р1–Р6. Флуоресцентное изображение
биочипа и гистограммы нормированных сигналов рядов ячеек Р1–Р6 при анализе ДНК трансгенной сои (б) и ДНК
картофеля линии 1/2 (в). Ячейки, в которых образовались совершенные гибридизационные дуплексы, на флуорес%
центной картине указаны стрелками. Пороговое значение флуоресценции Iref на каждой гистограмме указано сплош%
ной толстой линией.

4
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дящие другие достоверные сигналы в пределах дан%
ной группы не менее чем в 1.5 раза, и устанавливали
принадлежность анализируемой ДНК к одной (или
нескольким) из культур (соя, кукуруза, картофель
или рис).

С целью подтверждения присутствия ДНК, вы%
деленной из определенной культуры, анализирова%
ли сигналы в ячейках “Le1”, “Zein”, “UDP%GP”,
“SPS”, содержащие олигонуклеотиды, специфич%
ные к последовательностям генов, уникальных для
генома каждой из культур (соя, кукуруза, картофель
или рис). В случае обнаружения достоверного сиг%
нала в данной группе ячеек выдавали окончатель%
ное заключение о наличии ДНК определенной
культуры в исследуемом материале.

Наконец, проводили анализ сигналов в ячейках
“nptII”, “35Sp CaMV”, “35Sp FMV”, “Act1_p”,
“Gus”, “nos_t”, “35St CaMV”, “rbcS_t”, “Ocs_t”,
“Bar”, содержащих зонды, специфичные к элемен%
там векторных конструкций и маркерным генам –
генетическим детерминантам трансгенности. При
наличии достоверного сигнала, хотя бы в одном из
рассматриваемых элементов, делали заключение о
трансгенности исследуемой ДНК с указанием об%
наруженной детерминанты трансгенности. При от%
сутствии достоверных сигналов в указанных ячей%
ках биочипа отмечали, что в анализируемом про%
дукте ГМИ отсутствуют.

ПЦР с детекцией в режиме реального времени
(ПЦР�РВ) для количественной идентификации
ГМИ в исследуемых образцах проводили на обору%
довании “7500 Fast Real%Time PCR System” (”Ap%
plied Biosystems”) и “АНК%32” (ЗАО “Синтол”) с
использованием наборов для количественной де%
текции ГМО (ЗАО “Синтол”) в соответствии с
Методическими рекомендациями № 02.008%06 от
10 мая 2006 года.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Определение генетических детерминант 
трансгенности с использованием 
олигонуклеотидного микрочипа

Идентификация генетических детерминант
трансгенности при использовании биочипов
включает ряд последовательных этапов: 1) выделе%
ние ДНК из образца пищевого продукта или расти%
тельного сырья, 2) стадия мультиплексной ПЦР,
3) гибридизация полученных ПЦР%продуктов (ам%
пликонов) на биочипе, 4) регистрация и интерпре%
тация полученных результатов.

Результаты анализа ДНК сои, содержащей
трансгенные элементы, представлены на рис. 1б в
виде профиля гибридизации и гистограммы норми%
рованных сигналов ячеек биочипа (ряды Р1–Р6). В
соответствии с предложенным алгоритмом интер%
претации результатов значение Iref рассчитано как

средний сигнал в ячейках, не содержащих олиго%
нуклеотидов; в данном случае 0.59. Далее проводи%
ли поиск ячеек с достоверной величиной сигнала.
Сигналы в ячейках “plDNA” (8.43; 8.50) превышали
пороговое значение Iref более чем в 1.5 раза; следова%
тельно, исследуемый образец содержал ДНК расти%
тельного происхождения.

При анализе двух рядов ячеек, содержащих зон%
ды, комплементарные видоспецифичным последо%
вательностям фрагмента гена rbcL, выявлено следу%
ющее. В верхнем ряду достоверный сигнал зареги%
стрирован в ячейках “Gm/St1” (9.91) и “Zm1” (1.87),
причем сигнал в первой ячейке превосходил сигнал
во второй более чем в 1.5 раза. Во втором ряду до%
стоверный сигнал зарегистрирован только в ячейке
“Gm2” (9.37). В обеих группах совершенные гибри%
дизационные дуплексы с исследуемым фрагментом
гена rbcL образованы зондами, специфичными к
ДНК сои. Наличие достоверного сигнала (6.72) в
элементе биочипа, содержащем зонд, специфич%
ный к фрагменту гена лектина LE1, уникального
для генома сои, – дополнительное подтверждение
присутствия ДНК сои в исследуемом образце.

При анализе элементов, содержащих зонды,
специфичные к фрагментам векторных конструк%
ций и маркерных генов, зарегистрированы следую%
щие достоверные сигналы: “35Sp CaMV” (7.88),
“nos_t” (5.50). Следовательно, в этих ячейках обра%
зовались совершенные гибридизационные дуплек%
сы с соответствующими ПЦР%продуктами и, зна%
чит, исследуемая ДНК сои трансгенна.

Анализ ДНК картофеля линии 1/2 (рис. 1в) про%
водили аналогичным образом. В этом случае значе%
ние Iref составило 0.88. Достоверные сигналы в ячей%
ках “plDNA” (9.76; 9.68) свидетельствовали о нали%
чии в образце растительной ДНК. Идентификация
ДНК картофеля проведена на основании сигналов в
ячейках, содержащих видоспецифичные зонды
“Gm/St1” (9.92) и “St2” (8.86), а также в ячейке
“UDP%GP (St)” (4.49) – все они превосходили зна%
чение Iref более чем в 1.5 раза. Достоверные сигналы
в ячейках, содержащих зонды, специфичные к по%
следовательностям векторных конструкций и мар%
керных генов, выявлены в элементах “nptII” (6.24),
“35Sp CaMV” (7.87), “Gus” (9.06), “nos_t” (2.58) и
“35St CaMV” (9.31). Таким образом, можно сделать
заключение о трансгенности проанализированного
образца ДНК картофеля линии 1/2, причем тести%
рование на биочипе позволило идентифицировать
множественные элементы векторной конструкции
в геноме.

Методом мультиплексной ПЦР с последующей
гибридизацией на микрочипе проанализированы
образцы ДНК, выделенные из нетрансгенных
культур сои, кукурузы, картофеля и риса. Во всех
образцах идентификация культур была проведена
однозначно на основе достоверных сигналов яче%
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ек, содержащих видоспецифичные зонды, а при
анализе на трансгенность ложноположительные
результаты зарегистрированы не были. Во всех
экспериментах величина сигнала от ячеек, кото%
рые содержали олигонуклеотиды, специфичные к
маркерам трансгенности (фрагментам векторных
конструкций и маркерных генов), превышала зна%
чение Iref не более чем на 20%.

Аналитическая чувствительность и оценка 
эффективности метода при анализе смесей

Аналитическую чувствительность разработан%
ной методики оценивали путем последовательных
десятикратных разведений ДНК картофеля транс%
генной линии 1/2 с исходной концентрацией 107 ге%
ном%эквивалентов/мкл и проведением анализа со%
гласно вышеописанной методике. Предложенная
методика позволяет воспроизводимо выявлять мар%
керные гены при концентрации растительной ДНК
от 104 геном%эквивалентов в 1 мкл образца.

Эффективность выявления ГМИ в препаратах,
содержащих смесь трансгенной и нетрансгенной
ДНК, оценивали, используя калибровочные образ%
цы, содержащие 0.5, 1, 2, 5% ДНК ГМ%сои GTS 40%3%2
и 0.5, 1, 2, 5% ДНК ГМ%кукурузы MON 810 из рефе%
ренс%наборов для количественного определения
ГМ%сои и ГМ%кукурузы (ЗАО “Синтол”). Экспери%
мент повторяли не менее 5 раз для каждой из ДНК%
матриц. При различном процентном содержании
ДНК ГМ%культур сои или кукурузы в исследуемом
образце идентификацию проводили по сигналам в
ячейках “35Sp CaMV” и “nos_t”, содержащих зон%
ды, специфичные к целевым мишеням в геноме
ГМ%культур. Результаты представлены на рис. 2.
Как свидетельствуют полученные результаты, пре%
дел чувствительности разработанного метода со%
ставляет 0.5% ГМИ в препарате. При содержании
ГМИ менее 0.1% тестирование на биочипах давало,
в основном, отрицательный результат. Это позволи%
ло исключить из дальнейшего рассмотрения пище%
вые объекты с низким и сверхнизким содержанием
ГМИ, которые, согласно действующему законода%
тельству, не подлежат маркировке. 

Тестирование образцов ДНК, выделенных 
из пищевых продуктов и кормов, с использованием 

разработанной процедуры и метода ПЦР)РВ

Препараты ДНК, выделенные из 14 пищевых
продуктов и кормов, проанализированы с исполь%
зованием разработанной методики. Результаты
анализа на биочипах проверяли методом ПЦР%РВ,
оценивая количество трансгенной ДНК в образце с
помощью референс%наборов “Cоя / GTS 40%3%2 ко%
личество”, “Соя / 35S количество” и “Kукуруза/35S
количество” (ЗАО “Синтол”).

Из данных, приведенных в табл. 2, следует, что
результаты анализа на биочипах по наличию/отсут%
ствию трансгенной ДНК в образце полностью
(100%) совпадают с результатами метода ПЦР%РВ.
Заметим, что, согласно данным ПЦР%РВ, количе%
ство трансгенной ДНК сои или кукурузы в образах
варьировало в широком диапазоне: от 0.22 до 100%.

При анализе образца пищевого продукта “Наг%
гетсы куриные” (Бразилия), № 5 в табл. 2, и корма
для собак (“Pronature”, Канада), № 8 там же, выяв%
лены достоверные сигналы в ячейках “Gm/St1” и
“Zm1”, “Gm2” и “Zm/OS2”, различающиеся между
собой менее чем в 1.5 раза. Достоверные сигналы
также зарегистрированы в элементах биочипа
“Le1(Gm)” и “Zein(Zm)”, содержащих олигонук%
леотиды, специфичные к генам LE1 и IVR1, уни%
кальным для геномов соответственно сои и кукуру%
зы. Полученный результат гибридизации на биочи%
пе интерпретирован нами как свидетельствующий
о наличии ДНК сои и кукурузы в исследуемых об%
разцах. Методом ПЦР%РВ (при использовании со%
ответствующих тест%систем) в образце № 5 показа%
но наличие гена LE1 сои, а также вставки для линии
сои GTS 40%3%2, содержащей промотор 35S CaMV и
терминатор nos. Кроме того, подтверждено наличие
ДНК кукурузы при отсутствии в ней трансгенных
элементов. Результат анализа образца № 8 методом
ПЦР%РВ выявил аналогичную ситуацию с той раз%
ницей, что идентифицированная ДНК кукурузы

а

Промотор 35S (“35Sp CAMV”)
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Iref (1.4)
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Рис. 2. Гистограммы нормированных флуоресцент%
ных сигналов ячеек “35Sp CaMV” и “nos_t” при ана%
лизе калибровочных стандартов (ЗАО “Синтол”), со%
держащих различное количество (0–5%) ДНК ГМ%
кукурузы линии MON 810 (а) и сои Roundup Ready™
линии GTS 40%3%2 (б). Пороговое значение флуорес%
ценции Iref на каждой гистограмме указано сплошной
толстой линией.

4*
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Таблица 2. Результаты анализа образцов ДНК, выделенных из продуктов питания и кормов, на биочипах и методом ПЦР
с детекцией в режиме реального времени

№ Название образца (источник) 

Результат анализа на биочипах Количественная идентификация трансгенной 
ДНК по результатам ПЦР%РВ

принад%
лежность

 к культуре

трансгенность 
(+/–) мишени

трансгенная культура, 
мишени

наличие (+/–) 
и количество 
трансгена (%)

1 Кусочки грудинки цыпленка 
с сыром в панировке (Бразилия)

Соя +
35Sp CAMV, nos_t

Соя,  
35Sp CAMV

+
0.93

2 Крабовые палочки, имитация 
(ООО “Вичунай%Русь”) 

» +
npt, nos_t

Соя, 
спец. вставка для линии сои 
GTS%40%3%2 

+
1.17

3 Сосиски “Компуша 
и Дюймовочка” для детей 
(ООО “МПЗ КампоМос”, Россия)

» +
35Sp CAMV, 
35St CAMV, nos_t

» +
2.9

4 Котлеты “Капустные” постные 
(ООО “МЛМ%РА”, Россия)

» +
35Sp CAMV, nos_t

» +
36

5 Наггетсы куриные, хрустящие 
(Бразилия)

» +
35Sp CAMV, nos_t

» +
18

Кукуруза Кукуруза 0

6 Пельмени “Дарья” 
(ООО “Дарья”, Россия)

Соя +
35Sp CAMV, nos_t

Соя,  35Sp CAMV +
1.2

7 Сухой корм для кошек “Васька” 
(“Клинвет”, Россия)

Соя +
35Sp CAMV, nos_t, 
35St CAMV

Соя,  35Sp CAMV +
~100

8 Сухой корм для собак 
(“Pronature”, Канада)

Кукуруза +
35Sp CAMV, nos_t, 
35St CAMV

Кукуруза
35Sp CAMV

+
~100

Соя Соя 0

9 Сухой корм для кошек 
(“Dr. Clauder’s”, Голландия)

» +
nos_t, 35St CAMV

Кукуруза
35Sp CAMV

+
0.22

10 Детское питание Hipp “Bio”, 
пюре цветная капуста 
(ООО “ХиПП Русь”, Россия)

» +
35Sp CAMV, 
35St CAMV

Соя
35Sp CAMV

+
>10

11 Детское пюре Nestle Абрикос 
(“Nestle Nutrition”, Россия)

» +
35Sp CAMV, 
35St CAMV

» +
>10

12 Пюре “Nutricia Baby” брокколи 
(ООО “Нутриция”, Россия)

» +
35Sp CAMV, 
35St CAMV

» +
>10

13 Картофель, сорт “Дезире” 
(Россия)

Картофель – – –

14 Кукуруза, сорт “КР%415” (Россия) Кукуруза – Кукуруза –
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содержала, по меньшей мере, один трансгенный
элемент (в данном случае – промотор 35S CaMV), в
то время как ДНК сои, также присутствующая в об%
разце, оказалась нетрансгенной. Таким образом,
для образцов № 5 и № 8 результаты двух методов
анализа: ПЦР%РВ и гибридизации на биочипе – по
идентификации растительных компонентов и их
трансгенности – следует считать совпадающими.

При тестировании ДНК, выделенной из образца
№ 9 (корм для кошек “Dr. Clauder’s”, Голландия),
результаты по идентификации культуры методом
гибридизации на биочипе и ПЦР%РВ не совпали: в
первом случае выявлена ДНК сои, а во втором –
ДНК кукурузы при отсутствии ДНК сои. Наличие
трансгенных элементов в исследуемом образце под%
тверждено обоими методами; при этом, согласно
данным ПЦР%РВ, количество трансгенной ДНК
составило 0.22%. Данное обстоятельство, т.е. при%
сутствие ГМИ в количестве ниже предела чувстви%
тельности разработанного метода (0.5%), вполне
объясняет результат, полученный при идентифика%
ции культуры.

Проведенное тестирование показало, что разра%
ботанный метод мультиплексной ПЦР с последую%
щей гибридизацией на биочипе может быть ис%
пользован при массовом скрининге пищевых про%
дуктов и кормов для первичного отбора образцов,
содержащих ГМИ, и последующего количествен%
ного анализа на содержание детерминант трансген%
ности методом ПЦР%РВ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящий момент генно%модифицирован%
ные продукты становятся постоянной темой для об%
суждения как в научном сообществе, так и в сред%
ствах массовой информации. Официально разре%
шенное использование ГМИ в пищевых продуктах
и кормах вызывает немало вопросов в обществе в
силу отсутствия убедительных доказательств без%
опасности такой продукции в долгосрочной пер%
спективе. В то же время разработка эффективных и
надежных методов идентификации ГМИ позволит
осуществлять маркировку генетически модифици%
рованных продуктов и, тем самым, даст потребите%
лю возможность выбора между товарами с различ%
ными характеристиками.

Предложенный метод идентификации ГМИ с
использованием гидрогелевого биочипа позволяет
выявлять до 10 различных трансгенных элементов в
ДНК сои, кукурузы, картофеля и риса при содержа%
нии трансгенной ДНК менее 1% в исследуемом об%
разце. Это дает возможность определить тип ГМИ и
те детерминанты трансгенности, по которым воз%
можен последующий количественный анализ в слу%
чае его необходимости. Дизайн праймеров и олиго%
нуклеотидов обеспечивает абсолютную специфич%
ность их взаимодействия с искомыми трансгенными

последовательностями ДНК. При этом большое
число детектируемых последовательностей не дела%
ет процедуру более сложной в исполнении, так как
стадия ПЦР%амплификации фрагментов ДНК и
стадия гибридизации на микрочипе выполняются в
один прием независимо от числа испытуемых по%
следовательностей. Важно и то, что у трансгенных
растений имеются, как правило, несколько разных
регуляторных элементов и маркерных генов, встро%
енных в геном; поэтому при наличии в образце
ГМИ флуоресцентный сигнал будет наблюдаться,
скорее всего, сразу в нескольких ячейках с зондами.
Каждый такой сигнал послужит независимым под%
тверждением положительного результата тестиро%
вания, а значит, снизит вероятность появления
ложноположительных результатов. Длины ампли%
фицируемых фрагментов ДНК не превышают
250 п.н. (в среднем около 150 п.н.), что дает возмож%
ность выявлять трансгенные последовательности
даже в образцах ДНК с высокой степенью деграда%
ции. Соединив в себе преимущества двух наиболее
чувствительных и специфичных методов иденти%
фикации последовательностей ДНК: ПЦР и гибри%
дизации на биочипе с иммобилизованными зонда%
ми, разработанный нами метод характеризуется вы%
сокой специфичностью и чувствительностью. С
помощью ПЦР концентрацию искомых последова%
тельностей ДНК удается увеличить в миллионы раз,
и этого вполне достаточно для регистрации флуо%
ресцентного сигнала.

Предел чувствительности разработанного мето%
да при идентификации трансгенной ДНК составля%
ет 0.5%, что совпадает с данными других методик,
основанных на применении мультиплексной ПЦР
в комбинации со специализированными ДНК%
микрочипами [15, 16, 22, 23]. Такая чувствитель%
ность вполне удовлетворяет требованиям к пре%
дельному (для маркировки) содержанию ГМИ в
продуктах питания и сырье в России и ЕС – 0.9%.

Разработанный метод высокотехнологичен и не
требует значительных трудовых затрат. Компонен%
ты для ПЦР могут быть приготовлены заранее, а са%
ма процедура ПЦР занимает не более 2.5 часов. Ги%
бридизация на биочипе проходит без участия пер%
сонала, так что ее можно проводить в нерабочее
время, например, в течение ночи. Анализ результа%
тов гибридизации производится в автоматическом
режиме с использованием специализированного
программного обеспечения с алгоритмом интер%
претации гибридизационных картин, описанным
выше. Срок хранения биочипов с предварительно
гибридизованным флуоресцентно%меченым мате%
риалом составляет несколько лет, при этом повтор%
ная регистрация флуоресценции может быть прове%
дена в любой момент. Преимущества разработанно%
го метода не ограничиваются приведенными
примерами, так как есть возможность постоянно
дополнять набор ячеек биочипа – по мере освоения
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генной инженерией новых регуляторных участков
ДНК и генов для создания трансгенных растений. 

Тем не менее, следует заметить, что время прове%
дения анализа составляет не менее 6 часов, из кото%
рых не менее 3 ч занимает процедура гибридизации
на биочипе. Это обусловлено замедленной диффу%
зией фрагментов ДНК в гелевых элементах биочипа
по сравнению с кинетикой гибридизации на мик%
рочипах, где зонды иммобилизованы на двумерной
поверхности. При этом флуоресцентные сигналы
элементов гидрогелевого микрочипа превышают
аналогичные на поверхностном микрочипе в 5–
20 раз, а по дискриминации между совершенными
и несовершенными гибридизационными дуплекса%
ми – в 2–4 раза [24]. Благодаря таким характеристи%
кам, для регистрации сигналов на биочипе можно
использовать простые и дешевые флуоресцентные
анализаторы. Несмотря на простоту процедуры от%
мывки биочипа, следует строго соблюдать темпера%
турно%временные параметры этого этапа, в против%
ном случае наблюдается повышение фонового зна%
чения флуоресценции, что может привести к
появлению как ложноположительных, так и ложно%
отрицательных результатов гибридизации. Также
следует обратить внимание на опасность контами%
нации ПЦР%продуктами в ходе процедуры гибриди%
зации, особенно на этапе отмывки биочипа (ее про%
водят в отдельном помещении, изолированном от
места подготовки реакционной смеси и проведения
ПЦР). Вышеперечисленные недостатки разрабо%
танного метода не стоит рассматривать как ограни%
чения, так как они носят чисто методический харак%
тер и их можно избежать при точном соблюдении
протокола анализа.

Метод характеризуется высокой воспроизводи%
мостью, простотой выполнения анализа и может
быть использован для быстрого массового скри%
нинга на наличие ГМИ в продуктах питания и кор%
мах, реализуемых в торговых сетях (табл. 2). Назна%
чение этого метода – идентификация заведомо
трансгенных образцов в большой выборке с целью
их последующего количественного анализа на со%
держание трансгена [25]. Можно с уверенностью
сказать, что разработанные методики на основе
биочипов имеют хорошие перспективы и уже на%
шли успешное применение не только в скрининго%
вых работах, но и в фундаментальных научных ис%
следованиях, в частности для подтверждения встраи%
вания того или иного комплекса целевых и
маркерных генов в геном растений [26, 27].

Работа выполнена при поддержке программы
фундаментальных исследований Президиума РАН
“Биологическое разнообразие”, подпрограммы
“Генофонды и генетическое разнообразие” и госу%
дарственного контракта c Министерством науки и
образования № 02.522.11.2019.
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