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Разработанный почти тридцать лет назад метод
ПЦР�амплификации фрагментов ДНК [1] нашел
широкое применение в молекулярной биологии,
медицинской диагностике, криминалистике и ря�
де других областей [2]. Многочисленные модифи�
кации основного протокола широко используются
для количественной детекции и синтеза фрагмен�
тов ДНК, кДНК копий мРНК и микроРНК, а так�
же для анализа белков методом иммуно�ПЦР. В
наиболее часто используемом формате ПЦР в ре�
акционную смесь добавляют два праймера, ком�
плементарных 3'�концевым последовательностям
амплифицируемого фрагмента ДНК. Такой фор�
мат хорошо работает в большинстве областей при�
менения, однако для амплификации единичных
молекул ДНК требуется 60–80 циклов ПЦР, про�
водимых в два раунда [3]. Ранее показано, что эф�
фективность ПЦР единичных молекул значитель�
но повышается при наличии идентичных последо�
вательностей на 3'�концах аплифицируемого
фрагмента [4–6]. При этом для ПЦР используется
только один олигонуклеотид (гомопраймер). В

данной работе синтезирован ДНК�репортер новой
конструкции, содержащий одну и ту же последова�
тельность на обоих концах. Показано, что эффек�
тивность амплификации такого репортера значи�
тельно выше по сравнению со стандартным фор�
матом. Использование новой конструкции ДНК�
репортера позволит повысить чувствительность
детекции низкокопийных белков методом имму�
но�ПЦР, а также увеличить эффективность ампли�
фикации единичных молекул ДНК в процессах се�
квенирования и генотипирования.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Химико�ферментативный синтез ДНК�репортера.
Олигонуклеотидные последовательности верхней
и нижней цепей фрагмента аденовируса, прайме�
ры TopR, BottomR и гомопраймер R получены на
синтезаторе 3400 (“Applied Biosystems”, США) и
очищены с помощью обращенно�фазовой ВЭЖХ.
Смесь фрагментов 2–6 верхней цепи, а также
смесь фрагмента 1 с шестью олигонуклеотидами
нижней цепи (по 2 мкмоля каждого в объеме
25 мкл) фосфорилировали с использованием ки�
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назы фага Т4 по стандартному протоколу [7]. По�
сле инактивации киназы (55°С, в течение 15 мин)
объединяли по 5 мкл каждой из двух смесей, про�
гревали олигонуклеотиды при 95°С в течение
1 мин и отжигали их друг на друга в результате мед�
ленного остывания термоблока до комнатной тем�
пературы. 

Лигирование отожженных олигонуклеотидов
проводили в течение ночи в объеме 50 мкл в стан�
дартных условиях [7], а затем добавляли 450 мкл
ТЕ�буфера 10 мМ Трис�HCl (pH 8.0), 1 мМ ЭДТА с
тРНК (5 мкг/мл). Один микролитр лигата перено�
сили в 50 мкл ПЦР�смеси, содержащей: 67 мM
Трис�HCI, pH 8.8, при 25°C, 4 мM MgCl2, 16 мM
(NH4)2SO4, 10 мM β�меркаптоэтанол, 100 мкг/мл
бычьего сывороточного альбумина, 300 мкМ каж�
дого дезоксинуклеозидтрифосфата, 1 мкМ прай�
меры TopR и BottomR (таблица) и 2 ед. Taq ДНК�
полимеразы (“Fermentas”, Литва). После денату�
рации цепей (95°С, 2 мин) проводили 20 циклов
амплификации (95°С, 30 с, 72°С, 2 мин) и оконча�
тельную застройку (72°С, 3 мин). ПЦР�продукт
гидролизовали рестрикционной эндонуклеазой
BamHI и лигировали с линеаризованной эндо�
нуклеазой BamHI плазмидой pUC19, которую
предварительно дефосфорилировали бактериаль�
ной щелочной фосфатазой. Последовательности
вставок, содержащихся в пяти независимых кло�
нах, полученных в результате трансформации кле�
ток E. сoli, определяли секвенированием. 

ПЦР амплификация единичных молекул ДНК�
репортера. Разведения плазмиды в буфере TE с
тРНК (5 мкг/мл) использовали для ПЦР (40 цик�
лов) в присутствии 1 мМ гомопраймера, как описа�
но выше (таблица). Наличие ПЦР�продукта опре�
деляли электрофорезом в 2%�ном агарозном геле. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе проведен синтез ДНК�репор�
тера, на концах которого находится последова�
тельность гомопраймера. В качестве центральной
последовательности, фланкированной гомопрай�
мером, был выбран BglII фрагмент ДНК аденови�
руса 2 человека длиной 352 п.н., результаты ампли�
фикации которого в сложных смесях с использова�
нием гомопраймера описаны ранее [4]. Верхнюю
цепь последовательности репортера подразделили
на семь фрагментов длиной 48–55 н., а в местах ше�
сти стыков этих фрагментов на нижней цепи вы�
брали комплементарные олигонуклеотиды длиной
30–35 н., перекрывающие точку стыка на 15–17 н.
в каждую сторону (рис. 1). Химически синтезиро�
ванные олигонуклеотиды фосфорилировали, от�
жигали и лигировали по схеме, приведенной на
рис. 1. Верхнюю цепь репортера амплифициро�
вали в присутствии концевых праймеров TopR и
BottomR (таблица). Короткие концевые фрагмен�
ты ПЦР�продукта отщепляли рестрикционной эн�
донуклеазой BamHI, а центральный фрагмент
ДНК с липкими концами лигировали в состав
плазмидного вектора. Лигат использовали для
трансформации клеток кишечной палочки, из по�
лученных индивидуальных колоний выделяли
плазмиды, затем последовательности вставок
определяли секвенированием. Таким образом по�
лучили плазмиду, содержащую ДНК�репортер но�
вой конструкции. Последующие эксперименты
показали значительное увеличение эффективно�
сти ПЦР�амплификации плазмидной вставки по
сравнению со стандартным форматом [8]: после
40 циклов ПЦР надежно детектировались четыре
молекулы в образце при полном отсутствии лож�
ноположительных результатов, тогда как при ис�
пользовании стандартного формата в пробе, со�

ПЦР�праймеры, использованные в работе

Праймеры* Последовательности

TopR 5'�caagGGATCCagcactctccagcctctcaccgacTAGAATTGGATGGAATTAACACC 

BottomR 5'�tattGGATCCagcactctccagcctctcaccgacACCACACATGGTTTTAATAAGAG

R 5'�AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGAC

*Последовательности праймеров TopR/BottomR включали: четыре основания, необходимых для последующей рестрикции
ПЦР�продукта (строчные буквы); последовательность узнавания эндонуклеазой рестрикции BamHI, что необходимо для
клонирования репортера в состав плазмиды (заглавные буквы); 24 основания гомопраймера R (строчные буквы) и 23 основа�
ния, комплементарных последовательности аденовируса (заглавные буквы). Праймеры TopA и BottomA, содержащие конце�
вые последовательности фрагмента аденовируса, использовались для ПЦР ДНК�репортера в стандартном формате.
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держащей 36 молекул репортера, специфичного
продукта ожидаемой длины обнаружить не удается
(рис. 2). 

Увеличение эффективности амплификации
единичных молекул ДНК при использовании го�
мопраймера может быть связано с образованием
шпилек комплементарными концами амплифи�
цируемых цепей ДНК. Это резко ограничивает ве�
роятность конкурирующей с основным процессом
неспецифической амплификации вследствие про�

странственных ограничений, возникающих при
“неправильном” отжиге праймера к внутренним
(“неконцевым”) последовательностям ДНК.
Вследствие этого амплификация репортера при
использовании гомопраймера оказывается воз�
можной лишь в случае разрушения шпильки в ре�
зультате “правильного” отжига присутствующего
в избытке гомопраймера к 3'�концам цепей ДНК�
репортера. Разработанная конструкция репортера
позволяет значительно повысить эффективность

Отжиг смеси олигонуклеотидов

р

T4 ДНК�лигаза
12°С, ночь

95°С, 1 мин

5' 3'
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Рис. 1. Схема химико�ферментативного синтеза ДНК�репортера.
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амплификации ДНК при заметном уменьшении
количества ложноположительных результатов.
Это открывает возможность повышения чувстви�
тельности анализа содержания низкокопийных
белков в норме и патологии с использованием ме�
тода иммуно�ПЦР, а также синтеза и клонирова�
ния протяженных участков ДНК in vitro с исполь�
зованием ПЦР единичных молекул.

Работа выполнена при поддержке Министер�
ства образования и науки Российской Федерации
(ГК № 14.740.11.0757).
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Рис. 2. ПЦР единичных молекул фрагмента ДНК аденовируса с использованием гомопраймера (1–4) и в стандартном
формате (5–8). Число молекул ДНК�репортера на пробирку: 0 (1 и 5), 4 (2 и 6), 12 (3 и 7), 36 (4 и 8). 9 – маркер моле�
кулярного веса ДНК (1 kb DNA ladder компании “Invitrogene”).
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