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Лазерная захватывающая микродиссекция (laser capture microdissection, LCM) в сочетании с количе�
ственной ОТ�ПРЦ представляется перспективным методом для анализа уровня экспрессии генов в ин�
тересующих типах клеток. Нами разработана методология, позволяющая избегать деградации РНК эн�
догенными и экзогенными РНКазами и целенаправленно выделять только изучаемые клетки. Мы ком�
бинируем инактивацию экзогенных и эндогенных РНКаз реагентами RNaseZap и RNAlater с
иммунофлуоресцентным мечением, и полученные таким образом меченые клетки в срезах используем на
последовательных этапах LCM и ОТ�ПЦР в реальном времени. С помощью LCM меченные антитела�
ми нейроны захватываются на крышки микроцентрифужных пробирок, не содержащих РНКаз, и там
же подвергаются лизису в 3%�ном растворе NP�40 без предварительного выделения РНК. Следующую
стадию – обратную транскрипцию для синтеза кДНК – проводят in situ на поверхности крышки, чтобы
избежать потерь РНК при переносе в пробирку. Используя этот протокол, мы оценили уровни мРНК им�
муноглобулина G (IgG), фактора роста нервов (NGF) и GAPDH в небольшом числе захваченных нейро�
нов. Таким образом, предлагаемый нами новый метод, в котором использована комбинация LCM и ко�
личественной ОТ�ПЦР без предварительного выделения РНК, представляется эффективным инстру�
ментом для анализа транскрипции интересующих генов в небольшом числе клеток, изолированных из
предварительно обработанных реагентом RNAlater образцов тканей. 

Ключевые слова: лазерная захватывающая микродиссекция, иммунофлуоресценция, кДНК, количе�
ственная ОТ�ПЦР без выделения РНК, единичные клетки.
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ВВЕДЕНИЕ

Лазерная захватывающая микродиссекция
(LCM) – это один из основных методов выделе>
ния высокочистых популяций клеток из срезов
гетерогенных тканей с непосредственной визуа>
лизацией целевых клеток под микроскопом [1].
Ассоциированная с LCM ОТ>ПЦР представляет>
ся весьма элегантным методом исследования
мРНК генов>мишеней в клетках, захваченных
LCM [2]. Однако, чтобы избежать попадания за>
грязнений от нецелевых клеток, приходится при>
лагать особые усилия. Для того чтобы облегчить
идентификацию целевых клеток, можно перед
процедурой LCM провести иммуногистохимиче>
ское окрашивание клеток с помощью антител к
специфичным клеточным маркерам [3]. Затем, не
прибегая к процедуре выделения РНК, можно ис>
пользовать гнездовую ОТ>ПРЦ для детектирова>
ния целевой мРНК [3]. Однако при большом чис>
ле циклов гнездовой ОТ>ПЦР возрастает и риск
возникновения ошибок в ходе амплификации [4].
Показано, что при проведении ассоциированной
с LCM количественной ОТ>ПЦР после предвари>
тельной процедуры очистки РНК для достижения
удовлетворительной оценки уровня экспрессии
целевого гена требуется как минимум 100 захва>
ченных клеток [5]. При разработке нового метода,
который позволил бы проводить количественное
определение мРНК с использованием меньшего
числа захваченных клеток, нами использованы
реагенты RNaZAP и RNAlater, которые предот>
вращают деградацию РНКазами внутриклеточ>
ных РНК, благодаря чему смогли избежать стадии
выделения РНК. Как известно, в процессе приго>
товления замороженных срезов, введения имму>
нофлуоресцентной метки и LCM эндогенные и
экзогенные РНКазы вносят большой вклад в де>
градацию РНК – особенно при использовании
небольшого числа клеток из образцов, богатых
эндогенными РНКазами. Хотя RNaZAP эффек>
тивно инактивирует экзогенные нуклеазы при
предобработке лезвий криостата, инструментов,
пленок и стекол, этот ингибитор не оказывает вли>
яния на действие эндогенных РНКаз, которые
присутствуют в образцах тканей. Вот почему для
инактивации в исследуемых образцах эндогенных
РНКаз перед проведением LCM мы использова>
ли еще один реагент – RNAlater. Описанный про>
токол успешно использован для оценки уровня
экспрессии генов иммуноглобулина G (IgG), фак>
тора роста нервов (NGF) и GAPDH в небольшом
числе нейронов, представленном 30 или менее
клетками, выделенными из ткани гиппокампа
крысы. Таким образом, разработан новый подход,
основанный на сочетании ранее признанных тех>
нологий и позволяющий количественно опреде>

лять уровень экспрессии генов в небольшом чис>
ле клеток. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Обработка тканей и иммунофлуоресценция.
Нож криостата, инструменты, поверхности и
пленки предварительно обрабатывали реагентом
RNaseZAP (“Ambion”, США); для приготовления
всех растворов использована вода, обработанная
диэтилпирокарбонатом (DEPC). Трех крыс двух>
месячного возраста линии Sprague Dawley, приоб>
ретенных в Лабораторном центре животных про>
винции Гуандонг (Laboratory Animal Center of
Guangdong province), декапитировали, и мозг сра>
зу же замораживали в жидком азоте. Все крысы
использованы с одобрения Комитета по уходу и
использованию животных Медицинского колле>
джа университета Шантоу (Animal Care and Use
Committee of Shantou University Medical College).
Пятимикрометровые тонкие срезы тканей, сде>
ланные во фронтальной плоскости мозга, поме>
щали на предметные стекла, покрытые полимер>
ной PEN>мембраной (“Leica”, Германия). Срезы
тканей инкубировали с реагентом RNAlater
(“Ambion”, США) в течение 5 мин, промывали
водой (для удаления RNAlater) и затем фиксиро>
вали 96%>ным этанолом в течение 5 мин. Этанол
удаляли ополаскиванием стекол в фосфатно>со>
левом буфере (PBS), также обработанном DEPC,
а затем в PBS с 2 M NaCl (PBS+) [6]. Срезы тканей
инкубировали в течение 5 мин при комнатной
температуре с мышиными анти>NeuN монокло>
нальными антителами (“Millipore”, США) в раз>
ведении 1 : 50 в PBS+, а затем трижды промывали
PBS+. Далее срезы окрашивали конъюгирован>
ными с флуорохромом NL557 ослиными антите>
лами против IgG мыши (“R&D”, США) в разве>
дении 1 : 100 в PBS+ в течение 5 мин при комнат>
ной температуре, затем споласкивали тем же
буфером три раза по 30 с, после чего быстро опо>
ласкивали PBS. Для полной дегидратации срезы
ополаскивали трижды 100%>ным этанолом, а за>
тем трижды ксилолом – каждый раз по 30 с [6]. 

Лазерная захватывающая микродиссекция. LCM
проводили с использованием системы лазерной
микродиссекции “Leica” (США). Флуоресцентно
окрашенные клетки визуализировали с помощью
микроскопа при 63>кратном увеличении. При>
близительно 30 клеток помещали на свободную
от РНКаз крышку 0.5>мл центрифужной пробир>
ки, в которой находилось 10 мкл реакционного
буфера для ДНКазы I (“Invitrogen”, США) с до>
бавлением 3% NP>40 (“Invitrogen”).

Удаление ДНК�примесей из образцов РНК.
Клетки лизировали непосредственно на крышке
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пробирки в 10 мкл буфера для ДНКазы I, содер>
жащего 3% NP>40, при 42°C в течение 20 мин, по>
сле чего проводили реакцию расщепления ДНК>
азой I [3]. Для этого на крышку наносили 2 мкл 10×
буфера для ДНКазы I, 1 мкл ДНКазы I (1 ед./мкл)
и 7 мкл воды и оставляли при комнатной темпе>
ратуре на 5 мин [7]. ДНКазу I инактивировали пу>
тем добавления к реакционной смеси 1 мкл 25 мМ
раствора ЭДТА с последующим прогревом крыш>
ки при 65°C в течение 10 мин. 

Обратная транскрипция. Реакцию обратной
транскрипции проводили с использованием на>
бора для синтеза первой цепи SuperScript III
(“Invitrogen”, США) согласно инструкции: 1 мкл
смеси случайных гексамеров, 1 мкл смеси 10>мМ
dNTPs и 8 мкл воды вносили в находящийся на
крышке обработанный ДНКазой I образец,
крышку инкубировали при 65°C в течение 5 мин
и затем помещали на лед как минимум на 1 мин.
Смесь синтезированных кДНК далее обрабаты>
вали, прямо на крышке, следующими компонен>
тами в указанном порядке: 4 мкл 10× буфера для
обратной транскрипции, 4 мкл 25 мМ MgCl2,
2 мкл 0.1 М DTT, 1 мкл 40 ед./мкл RNaseOUT, 1 мкл
200 ед./мкл SuperScipt III RT. Крышку инкубиро>
вали при комнатной температуре в течение
10 мин, затем 50 мин при 50°C, после чего оста>
навливали реакцию при 85°C в течение 5 мин.
Продукты реакции собрали центрифугированием
при 1000 × g в течение 5 мин и затем инкубирова>
ли с РНазой H (2 ед./мкл) в течение 20 мин при
37°C. 

ПЦР в реальном времени (количественная
ПРЦ). Количественную ПРЦ полученных кДНК
проводили с помощью набора Sybr Premix Ex Taq
(“Takara”, Япония), следуя рекомендациям [8].
Использованы следующие праймеры для обла>
сти, кодирующей константный участок тяжелой
цепи IgG: 

5'>AGGCTTCTATCCCCCAGACATTTAT>3' 
(прямой) и 

5'>AGACTCTTCTCAGTATGGTGGTTGT>3' 
(обратный); 

для NGF [8]: 
5'>TGTGGACCCCAAACTGTTTAAGA>3' 

(прямой) и

5'>GTCTAAATCCAGAGTGTCCGAAGAG>3' 
(обратный); 

для GAPDH: 5'>AACGACCCCTTCATTGAC>3' 
(прямой) и

5'>TCCACGACATACTCAGCAC>3' (обратный). 

Размер продуктов ПЦР составил 212 п.н. для
IgG, 194 п.н. для GAPDH и 100 п.н. для NGF. Ко>

нечный объем реакционной смеси соответство>
вал 50 мкл и состоял из 25 мкл Sybr Premix Ex Taq,
1 мкл стандартизованного (референс) образца
красителя ROX, 0.125 мкл 40 пмоль/мкл прямого
праймера, 0.125 мкл 40 пмоль/мкл обратного
праймера, 2 мкл матрицы кДНК и 21.75 мкл воды.
Условия проведения ПЦР: денатурация при 95°C
в течение 5 с, отжиг при 60°C в течение 31 с, а за>
тем 45 циклов в амплификаторе для ПЦР в реаль>
ном времени ABI 7300 (“Applied Biosystems”,
США).

Получение РНК IgG in vitro для построения ка�
либровочной кривой. Чтобы амплифицировать
кДНК IgG из образцов тканей, мы модифициро>
вали праймеры, добавив последовательность T7>
промотора на 5'>конец прямого праймера и по>
следовательность поли(T) к обратному праймеру
[9]. После модификаций получены следующие
праймеры: 5'>GATCACTAATACGACTCACTAT>
AGGGAGAAAAGCATCTCCAAACCCGAAGG>3'
(прямой) и 5'>TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAG>
AGGTAGGTGTTGGCATCCTTTAG>3' (обратный).
Последовательность GATCAC добавили на 5'>ко>
нец прямого праймера с целью повысить эффек>
тивность транскрипции. Поли(T)>последова>
тельность присоединена к 5'>концу обратного
праймера для увеличения стабильности мРНК в
ходе транскрипции in vitro. Размер ПЦР>продукта
составляет 398 п.н. Экстрагированная мРНК из
нейронов, захваченных из срезов тканей гиппо>
кампа крысы, транскрибирована в кДНК, и ПЦР>
продукт очищен электрофорезом в 2%>ном агароз>
ном геле, а затем экстрагирован при помощи набо>
ра для экстракции ДНК из агарозного геля
(“Promega”, США). 

Транскрицию in vitro с использованием очи>
щенной кДНК IgG в качестве матрицы осуществ>
ляли согласно инструкции к набору для тран>
скрипции in vitro (“Takara”). Для этого смешивали
2 мкл 10× буфера для транскриции, 2 мкл раство>
ра АТP, 2 мкл раствора GTP, 2 мкл раствора CTP,
2 мкл раствора UTP, 0.5 мкл ингибитора РНКаз,
2 мкл T7 РНК>полимеразы, 2.5 мкл не содержа>
щей РНКаз dH2O и 5 мкл ДНК. Транскрипцию
in vitro проводили при 42°C в течение 2 ч с после>
дующим удалением ДНК>матрицы ДНКазой 1
при следующих условиях: 2 мкл не содержащей
РНКаз ДНКазы I (5 ед./мкл) добавляли к реакци>
онной смеси и выдерживали при 37°C в течение
30 мин; полученную РНК очищали, используя на>
бор RNA Clean Kit (“BioTeke Corporation”, Китай).

Построение калибровочных кривых для IgG и
GAPDH. Прежде всего, определяли эффектив>
ность ПЦР относительно целевого гена и гена срав>
нения. Для количественной оценки содержания
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генного транскрипта использован метод 2–ΔΔCT как
относительный количественный метод для ПЦР в
реальном времени. Для построения калибровоч>
ных кривых использовали кДНК GAPDH, синте>
зированную в ходе обратной транскрипции. Дела>
ли десятикратные серийные разведения кДНК
GAPDH, от 1 до 10–5, и амплифицировали с помо>
щью ПЦР в реальном времени, определяя значе>
ния порогового цикла Ct – для всех образцов оно
не превышало 35 (значение Ct меньше 35 считает>
ся результативным). Вследствие этого серийные
разведения кДНК GAPDH использовали как
опорные точки для построения калибровочной
кривой. Однако содержание транскрипта IgG ока>
залось слишком низким, так что максимальные
значения Ct в количественной ПЦР были выше 35
при использовании десятикратных серийных раз>
ведений кДНК IgG. Вот почему для построения
калибровочного графика для IgG использовали
следующую схему: методом обратной транскрип>
ции in vitro получали транскрипт IgG и использо>
вали его в качестве матрицы для синтеза кДНК,
делали десятикратные серийные разведения
кДНК, от 1 до 10–5, и использовали их для постро>
ения соответствующей калибровочной кривой.
После этого проводили количественную ОТ>
ПЦР для всех кДНК в различных концентрациях
и получали значения Ct для каждого случая. Зна>
чения Ct по оси Y соотносили с логарифмом раз>
ведения, отложенным по оси X, и получали ли>
нейную зависимость для целевого гена и гена
сравнения. Для всех генов рассчитывали разницу
между абсолютными значениями наклона кривой
линейной регрессии.

Анализ данных. Существуют два основных под>
хода для оценки изменений в количестве тран>
скрипта целевого гена: это метод оценки 2–ΔΔCT

[10] и метод построения калибровочных кривых
[11]. Первый метод (2–ΔΔCT) может быть использо>
ван, если разница между абсолютными значения>
ми наклона кривой линейной регрессии целевого
гена и гена сравнения составляет менее 0.1 [12],
тогда как метод калибровочных кривых может
быть использован и в случае, если разница со>
ставляет более 0.1. В этой работе разница во всех
случаях была менее 0.1, поэтому для обработки
результатов использован метод 2–ΔΔCT.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Иммунофлуоресценция нейронов 
из гиппокампа крыс

Нейроны гиппокампа окрашивали введением
иммунофлуоресцентной метки (рис. 1a). Поло>
жительный и отрицательный контроли иммуно>
флуоресценции не использовали, поскольку за>
хваченные клетки в дальнейшем анализировали с
помощью количественной ОТ>ПЦР на наличие
маркера нейронов и NGF. Методом количествен>
ной ОТ>ПЦР показано, что при использовании
системы LCM (рис. 1б) из ткани гиппокампа бы>
ло захвачено 30 нейронов (рис. 2б). 

Оценка уровней мРНК IgG, NGF и GAPDH 
в нейронах гиппокампа крыс методом 

количественной ОТ%ПЦР

Для проверки предложенного эксперимен>
тального метода мы выбрали следующие гены:
IgG [13], NGF [14] и GAPDH. Полученные резуль>
таты свидетельствуют о том, что все три гена
успешно амплифицировались, что позволило
определить их количество (рис. 2). На кривых
диссоциации были только специфические пики
генов IgG, NGF и GAPDH, что свидетельствует о

а 50 мкм б 50 мкм

Рис. 1. Иммунофлуоресцентно окрашенные нейроны в гиппокампе крысы. a – До проведения LCM; б – после LCM.
Шкала 50 мкм.



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 47  № 4  2013

РАЗРАБОТКА НОВОГО МЕТОДА ДЕТЕКТИРОВАНИЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ 587

специфичности ПЦР>амплификации. Размер каж>
дого из продуктов ПЦР подтвержден с помощью
электрофореза в агарозном геле.

Калибровочные кривые для IgG и GAPDH 
в нейронах гиппокампа

Для IgG и GAPDH наклон уравнения линейной
регрессии соответствовал –3.38 и –3.46 (рис. 3a и
3б). Так как разница между этими значениями со>
ставила менее 0.1, для анализа результатов коли>

чественной ОТ>ПЦР образцов IgG и GAPDH ис>
пользован метод 2–ΔΔCT. 

В процессе построения калибровочных графи>
ков для IgG и GAPDH и анализа разницы между аб>
солютными значениями наклона уравнения ли>
нейной регрессии нами показано, что количество
транскрипта IgG можно определить в разных тка>
нях с использованием метода 2–ΔΔCT. В данной ра>
боте в захваченных нейронах крыс определяли
количество транскрипта целевого гена IgG, нор>
мализованное на количество транскрипта GAP�
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Рис. 2. Определение уровня транскрипции целевого гена методом ПЦР реальном времени. В отрицательном контроле
в качестве матрицы для ПЦР использована вода (степень чистоты “ultra”). Слева: кривая амплификации; по оси X от>
ложено количество циклов, по оси Y – интенсивность флуоресценции. Справа: кривая диссоциации; по оси Х – тем>
пература, по оси Y – производная интенсивности флуоресценции по температуре. Кривые накопления и диссоциации
продуктов ПЦР для IgG (a), NGF (б) и GAPDH (в).
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DH, используя для этого полученные методом ко>
личественной ОТ>ПЦР значения Ct. Таким же об>
разом оценено количество транскрипта NGF
относительно GAPDH (рис. 4) и показано, что
GAPDH в 5.1 раз больше, чем NGF, и в 12.7 раз
больше, чем IgG. На основании полученных ре>
зультатов мы полагаем, что разработанная нами
методология может применяться для сравнения
количества транскрипта IgG в нейронах гиппо>
кампа крыс, подвергнувшихся острому стрессу, с
его же количеством у контрольных крыс. К тому
же, метод может быть применен для количествен>
ной оценки транскрипта IgG в ходе развития и диф>
ференцировки нормальных и опухолевых тканей. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Комбинация ОТ>ПЦР с LCM – это мощный
инструмент для анализа уровня генной экспрес>

сии в клетках интересующего типа. Однако по>
добный анализ затруднен в случае небольшого
числа исследуемых клеток, так как из них может
быть выделено весьма ограниченное количество
мРНК. В целях решения этой проблемы некоторые
исследовательские группы проводили ОТ>ПЦР без
предварительной очистки РНК. Этот подход, в от>
личие от ОТ>ПЦР с предварительным выделением
РНК, дает некоторое преимущество, позволяя из>
бежать потерь мРНК в процессе переноса образ>
цов из пробирки в пробирку. Также методика поз>
воляет в некоторой степени уменьшить стоимость
экспериментов. Однако в этом случае детектирова>
ние уровня транскрипции целевых генов в неболь>
шом числе клеток при проведении количествен>
ной ОТ>ПЦР затруднено из>за быстрой деграда>
ции мРНК [15]. Известно, что использование
реагента RNAlater в некоторой степени предотвра>
щает деградацию мРНК эндогенными РНКазами
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Рис. 3. Построение калибровочных кривых для IgG (a) и GAPDH (б) с помощью ОТ>ПЦР в реальном времени. 
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Рис. 4. Анализ методом 2–ΔΔCT результатов, полученных с помощью количественной ПЦР, по содержанию транскрип>
тов целевых генов. Для каждого образца ПЦР проведена дважды. Шкала ошибок отмечает стандартное отклонение.
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[16]. В своем стремлении разработать методоло>
гию, пригодную для анализа уровня экспрессии
генов в небольшом числе клеток, мы решили ис>
пользовать RNAlater для обработки образцов пе>
ред проведением LCM. Однако при этом мы
столкнулись с новой проблемой: образцы, про>
мытые впоследствии PBS (обработанным DEPC),
по>видимому, все еще содержали небольшие ко>
личества RNAlater, что, похоже, мешало работе
Taq>полимеразы в ходе ОТ>ПЦР. Мы обошли это
влияние RNAlater на Taq>полимеразу, увеличив
конечный объем реакционной смеси для ПЦР.
Полученные результаты показывают, что в отсут>
ствии стадии очистки РНК применение предоб>
работки образцов тканей с помощью RNAlater
позволяет анализировать количество мРНК с по>
мощью ОТ>ПЦР в очень небольшом числе клеток
(менее 30). Мы пробовали захватить один инди>
видуальный нейрон гиппокампа крысы с помо>
щью LCM, чтобы оценить в нем уровень тран>
скрипции генов IgG и GAPDH методом ОТ>ПЦР,
однако эта попытка не удалась. Хотя технология
локальной фиксации потенциала (patch clamp) и
может быть использован для получения цито>
плазмы отдельной клетки в составе культуры кле>
ток, он не пригоден для получения цитоплазмы
отдельной клетки из образцов тканей [17]. Также
мы ввели в клетки иммунофлуоресцентную метку
со специфическим клеточным маркером, чтобы
во время LCM захватить только интересующие
нас клетки. Последующая количественная ОТ>
ПЦР с праймерами к NGF подтвердила, что захва>
ченные клетки – действительно нейроны. 

В предлагаемом нами протоколе есть несколь>
ко моментов, которые можно считать ключевыми
для успешного детектирования транскриптов ге>
нов в малом количестве клеток. Прежде всего, са>
мое важное условие относится к образцам ткани,
которые должны быть свежими (“as fresh as possi>
ble”). Во>вторых, использование RNAlater совер>
шенно необходимо для инактивации эндогенных
РНКаз, особенно при работе с такими тканями,
как селезенка или поджелудочная железа – в них
особенно много эндогенных РНКаз. В>третьих,
важно использовать этанол для обезвоживания
срезов тканей, чтобы РНКазы так и оставались
инактивированными, а затем удалять избыток эта>
нола при помощи ксилола. В>четвертых, во время
проведения LCM целевые клетки должны быть за>
хвачены и собраны в течение короткого периода
времени.

Нами показано, что разработанный подход поз>
воляет детектировать низкокопийный транскрипт
IgG в нейронах крысы с помощью количественной
ОТ>ПЦР. Полагаем, что его можно использовать
для анализа уровня транскрипции любых генов,

включая факторы роста, цитокины, гормоны, фак>
торы транскрипции в различных типах тканей. Это
подходящий метод для изучения молекулярных и
клеточных механизмов физиологических и патоло>
гических процессов. 

Работа поддержана грантом Национального
Фонда Естественных Наук Китая (The National
Natural Science Foundation of China, 81102280
для WS). 

Экспериментальная часть работы, ее концеп>
ция, оформление и написание выполнены GWH.
Приобретение реагентов, материалов, оборудова>
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