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Для анализа сплайсинга хлоропластных РНК обычно используют дорогостоящие и трудоемкие методы –
такие, как нозерн
блот гибридизация, защита от РНКаз или удлинение праймеров. Применение более до

ступного метода ОТ
ПЦР может приводить к не полному выявлению несплайсированных пре
РНК. Мы
изучили, какие факторы этого метода могут способствовать наблюдаемому снижению доли интрон
содер

жащих транскриптов относительно зрелых РНК на примере пяти белок
кодирующих генов хлоропластов
кукурузы. Оказалось, что для адекватного выявления доли несплайсированных форм РНК необходимо учи

тывать способы инактивации ДНКазы, температуру синтеза кДНК и качество используемой ДНК
полиме

разы. В случае одного из генов наблюдали уменьшение доли интрон
содержащих транскриптов по мере уве

личения числа циклов ПЦР. Показано, что после ПЦР нити ампликонов, содержащие и не содержащие по

следовательность интрона, могут образовывать гетеродуплексы. Предложена простая и эффективная
методика анализа как сплайсированных мРНК, так и интрон
содержащих пре
мРНК в хлоропластах.

Ключевые слова: хлоропласты, РНК, сплайсинг, ОТ
ПЦР, обратные транскриптазы, ДНК
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ГЕНОМИКА.
ТРАНСКРИПТОМИКА

Многие гены про� и эукариотических организ�
мов содержат некодирующие участки – интроны,
которые можно подразделить на четыре основ�
ные группы: интроны группы I и группы II,
сплайсеосомные интроны эукариот и особый тип
интронов архей и эукариотических тРНК [1].
Предполагают, что интроны группы II являются
предками сплайсеосомных интронов [2]. В эука�
риотических клетках можно найти интроны всех

основных типов. Энергетические органеллы –
митохондрии и пластиды – сохранили остатки ге�
номов своих бактериальных предков и многие
особенности организации генетического матери�
ала. В пластомах современных растений имеется
около двух десятков интронов, один из которых
принадлежит к группе I (trnL), остальные – к
группе II [3]. Эти интроны находятся в генах, ко�
дирующих пластидные белки и тРНК. В пласто�
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мах водорослей вставки интронов найдены и в ге�
нах рРНК [4].

В процессе созревания РНК интроны удаля�
ются посредством механизма сплайсинга. У рас�
тений обнаружено более десятка белков, участву�
ющих в сплайсинге пластидных интронов [3]. Но�
каут�мутанты по многим из этих факторов
сплайсинга нежизнеспособны, так как не могут
длительное время поддерживать эффективное
функционирование фотосинтетического аппарата.
Такие мутанты изучены в основном у кукурузы –
растения с большой зерновкой, способной обеспе�
чить гетеротрофный рост проростка до двух недель.

Для анализа сплайсинга РНК в хлоропластах
обычно используют такие методы, как нозерн�
блот�гибридизация, защита от РНКаз (RNAse
protection) или удлинение праймеров (primer ex�
tension) [5–8]. Не исключено, что сложность этих
методов ограничивает их применение для реше�
ния многих исследовательских задач. Так, до сих
пор крайне мало известно о том, как изменяется
эффективность сплайсинга в хлоропластах в ходе
онтогенеза, при различных стрессах, у разных ор�
ганизмов. Нам известны только две работы, в ко�
торых для анализа сплайсинга пластидных РНК
применяли относительно более простой метод
ОТ�ПЦР [6, 9]. Мы провели анализ сплайсинга
мРНК большого числа генов в хлоропластах на базе
этого метода.

Полученные нами предварительные данные
указывали на то, что в хлоропластах кукурузы не�
сплайсированных пре�мРНК нет или они имеют�
ся в следовых количествах. Анализ литературы
показал, что, если те же самые хлоропластные
мРНК кукурузы изучать при помощи других ме�
тодов, то доля несплайсированных пре�мРНК
значительна. Это показано в случае таких генов
как petB, petD [5] и atpF [7]. Отметим, что у расте�
ний ячменя дикого типа несплайсированные пре�
мРНК rpl2 регистрируются при анализе методом
защиты от РНКаз и не заметны, если использова�
ли метод ОТ�ПЦР [6]. Вероятно, применение ме�
тода ОТ�ПЦР чревато опасностью недооценки
доли несплайсированных РНК, что может приво�
дить к неверным представлениям о соотношении
несплайсированных и сплайсированных РНК и к
неверной оценке эффективности процесса
сплайсинга. Тем не менее, ранее при использова�
нии метода ОТ�ПЦР обнаружили заметные коли�
чества несплайсированных пре�мРНК гена rps16
в хлоропластах риса и сои [9]. Поэтому можно на�
деяться, что присущие этому подходу недостатки
можно устранить. Нами поставлена задача изу�
чить, какие факторы препятствуют выявлению
несплайсированных молекул хлоропластных пре�
мРНК, и предложить методику корректного вы�
явления сплайсированных и интрон�содержащих

форм хлоропластных РНК, на примере пяти ге�
нов пластома кукурузы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Объект исследования – растения кукурузы (Zea
mays L.) сорта Лучистая – выращивали 9 дней при
25°С, интенсивности освещения 200 мкмоль фото�
нов на м2/с с фотопериодом 16 ч свет/8 ч темнота,
при постоянном аэрировании на модифициро�
ванной среде Хогланда следующего состава: 2 мМ
буфер MES, pH 6.5, 3 мM KNO3, 2 мM Ca(NO3)2,
1 мM NH4H2PO4, 1 мМ FeSO4, 0.5 мM MgSO4,
25 мкМ H3BO3, 2 мкМ ZnSO4, 2 мкМ MnSO4,
1 мкМ KCl, 0.1 мкМ CuSO4, 0.1 мкМ
(NH4)6Mo7O24.

Выделение хлоропластов. Все процедуры про�
водили при +4°С и слабом освещении. Листья
(10–15 г) гомогенизировали в 60 мл буфера А
(50 мМ буфер Трис�HCl, pH 8.0, 0.4 М сорбитол,
15 мМ NaCl, 2 мМ EДTA и 5 мМ β�меркаптоэта�
нол). Гомогенат фильтровали через один слой
марли и два слоя мираклоса (“Calbiochem�Be�
hring”, США) и центрифугировали на центрифуге
К�23 в течение 1 мин при 3000 об/мин (1400 g на
дне пробирки). Органельный осадок мягко ресус�
пендировали в 15 мл буфера А и фракционирова�
ли на ступенчатом (40/70%) градиенте Перкола
(“GE Healthcare”, США) на центрифуге К�23 в
течение 10 мин при 5500 об/мин (4000 g на уровне
фракционирующего слоя). Интактные хлоропла�
сты собирали на границе слоев и отмывали от
Перкола, добавляя буфер А до 1.5 мл и центрифу�
гируя 1 мин при 3800 об/мин (здесь и далее цен�
трифуга Heraeus Biofuge fresco, +4°С). Суперна�
тант аккуратно удаляли дозатором.

ДНК выделяли из изолированных хлоропла�
стов по описанному методу [10] с небольшими
модификациями.

РНК выделяли, следуя опубликованному про�
токолу [11], модифицированному согласно реко�
мендациям, изложенным на сайте molbiol.edu.ru,
и на основе собственного опыта авторов. Осадок
хлоропластов (на льду) растворяли в 5–10 объе�
мах буфера Б (20 мМ буфер Трис�HCl, рН 7.0, 4 М
гуанидинтиоцианат, 20 мМ EDTA, 0.7% лауро�
илсаркозин, 100 мМ β�меркаптоэтанол), добав�
ляли равный объем смеси кислого фенола с хоро�
формом (1 : 1), перемешивали 1 мин на вортексе и
центрифугировали 3 мин при 13000 об/мин. Вод�
ную фазу переносили в новую пробирку, добавля�
ли 0.1 объем 3 М ацетат Na, pH 6.0, и 0.8 объема
изопропанола и выдерживали 1 ч при –20°С.
Центрифугировали 5 мин при 13000 об/мин, оса�
док промывали 75%�ным этанолом и центрифу�
гировали 2 мин при 13000 об/мин. На льду тща�
тельно удаляли остатки этанола и растворяли оса�
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док в малом объеме деионизованной воды до
концентрации 2–6 мкг/мкл.

Остатки ДНК удаляли, обрабатывая ДНКазой I
при 37°С 30–60 мин. На 10 мкл реакционной сме�
си брали 1 е.а. ДНКазы I (“Fermentas”, Литва),
10 е.а. ингибитора РНКаз RiboLock (“Fermentas”)
и 1 мкг хлоропластной РНК. По окончании реак�
ции ДНКазу I инактивировали одним из трех спо�
собов: 1) прогревали в течении 10 мин при +70°С;
2) прогревали в течение 10 мин при +70°С, пред�
варительно добавив к 10 мкл реакционной смеси
2 мкл 25 мМ ЭДТА; 3) увеличивали объем, добав�
ляя воду, и смешивали с равным объемом смеси
фенол�хлороформ (1 : 1) с последующим переоса�
ждением, как при выделении РНК. При переоса�
ждении теряется около 15% РНК.

Синтез кДНК и ПЦР. Для синтеза первой нити
кДНК использовали обратные транскриптазы
RevertAid, RevertAid Premium (“Fermentas”) и
ThermoScript (“Invitrogen”, США). В качестве
олигонуклеотида для синтеза кДНК использова�
ли ген�специфичный антисмысловой (AS) прай�
мер (см. ниже), и для каждого гена синтез осу�
ществляли отдельно. На 10 мкл реакционной сме�
си брали 0.5 мкл ревертазы, 1 мкл 10 мМ dNTP
(“Fermentas”), 10 е.а. ингибитора РНКаз RiboLock
(“Fermentas”), 1 мкл праймера (35–50 пмоль) и
2 мкл препарата РНК после обработки ДНКазой I
(см. выше). Синтез проводили 40–50 мин при
температуре 42°С (в случае RevertAid ) или 50°С (в
случае RevertAid Premium и ThermoScript). Если
синтез проводили при более высокой температу�
ре (55–65°С), то это отдельно оговаривается в
тексте и в подписях к рисункам. После заверше�
ния реакции добавляли 10 мкл деионизированой

воды и проводили термоинактивацию ферментов
по рекомендациям производителей.

Для ПЦР использовали следующие ДНК�по�
лимеразы: Taq�ДНК�полимераза (“СибЭнзим”,
Россия), DreamTaq (“Fermentas”) и Encyclo (“Ев�
роген”, Россия). На 20 мкл реакционной смеси
брали 0.25 мкл ДНК�полимеразы, 2 мкл 2 мМ
dNTP (“Fermentas”), по 0.5 мкл (17–25 пмоль) прай�
меров (“Литех”, Россия) и 2 мкл препарата кДНК. Во
всех реакциях температура на стадии элонгации
72°С, длительность – 90 с. Последовательности
праймеров (5' → 3'): atpFi�S TCTAACTGTAGTGGT�
TGGTGT, atpFi�AS�CAACTATTCAGAGTTCCTA�
GAG; ndhA�S CGATACAACAACGTATTGGTC,
ndhA�AS ACTGTGCTTCAACTATATCAAC; petD�S
AAGGCGGATTATGGGAGT, petD�AS�CAATAC�
CTAACCAAAGAGCTAC; rps12�S GTTGCCAGAG�
TACGATTAAC, rps12�AS TACCTCGACGTGACAT�
GA; ycf3�S2 TTATGAAGCTACGCGACTAGA, ycf3�
AS�AACCAGTTCTGTGCTTCAATA.

В первичной методике термоинактивацию
ДНКазы I проводили без ЭДТА, использовали ре�
вертазы RevertAid, Taq ДНК�полимеразы “Сиб�
Энзим” в 40 циклах ПЦР. Если не оговорено до�
полнительно, то подразумевается этот вариант
методики.

Электрофоретическое разделение ПЦР�про�
дуктов проводили в буфере ТАЕ (40 мМ Трис�
HCl, рН 7.5, 20 мМ ацетат Na, 1мМ ЭДТА) в 1.5%�
ном агарозном геле. Использовали ДНК�марке�
ры “100 bp” или “1kb” (“СибЭнзим”). Гели окра�
шивали бромистым этидием и регистрировали
при помощи сканера Typhoon Trio+ (“GE Health�
care”).

Секвенирование ПЦР
продуктов. После завер�
шения ПЦР содержимое пробирок подвергали
электрофорезу, полосы вырезали из геля и элюи�
ровали при помощи набора “DNA extraction kit”
(“Fermentas”), следуя рекомендациям производи�
теля. Секвенирование образцов осуществляли в
компании “Синтол” (Москва). Результаты анали�
зировали при помощи программы Sequence Scan�
ner v1.0 (“Applied Biosystems”, США). Все специ�
фичные ПЦР�продукты были секвенированы. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Общая характеристика спектров
ПЦР�продуктов

Конструировали пары праймеров, компле�
ментарные к участкам экзонов по обе стороны от
интрона (рис. 1а) так, что ПЦР�продукты с пла�
стидной ДНК и с несплайсированных пре�мРНК
включали область интрона и имели размер в пре�
делах 830–1450 п.н., а амплифицированные фраг�
менты сплайсированных мРНК – 300–450 п.н.
(таблица). Однако, при разделении продуктов
ОТ�ПЦР в геле, кроме двух ожидаемых полос, на�

Размеры ампликонов (п.н.)

Гены

Амплифицируемый
регион ПЦР�продукты

5'�экзон интрон 3'�экзон малый большой

atpF 46 831 332 378 1209

ndhA 383 1023 43 426 1449

petD 18* 744 428 446 1190

ycf3(*2) 181 731 128 309 1040

rps12*3 ' 193 540 103* 296 836

* – Вместе с 5'� или 3'�нетранслируемой областью. Большие
по размеру ПЦР�продукты образуются с пластидной ДНК и
с кДНК, синтезированной на пре�мРНК, малые – с кДНК,
синтезированной на мРНК. В генах atpF, ndhA и petD ампли�
коны охватывают их единственные интроны между экзона�
ми 1 и 2, в гене ycf3 – второй интрон между экзонами 2 и 3, в
гене rps12*3' – единственный интрон между экзонами 2 и 3
(экзон 1 – rps12*5 '– расположен отдельно, транскрибирует�
ся независимо и присоединяется посредством механизма
транс�сплайсинга [8]).
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блюдали третью полосу с промежуточной по�
движностью. После электрофореза ПЦР�продук�
ты вырезали из геля, элюировали и содержимое
каждой полосы подвергали повторному электро�
форезу. Оказалось, что низкомолекулярная и вы�
сокомолекулярная полосы при повторном элек�

трофорезе мигрируют так же, как и при первич�
ном электрофорезе, хотя верхняя полоса иногда
содержит минорную примесь коротких амплико�
нов. Промежуточная же полоса после элюции и
повторного электрофореза снова распадается на
три исходных полосы (рис. 1б, в). Логично было

а

б в

г

1 2

ДНК

пре�мРНК

мРНК

(OТ)ПЦР +
электрофорез

–

+

rps12*3 ' ycf3*2

П Э1

Э2

Э3

М

Экзон 2 Экзон 1
Интрон

П П Э1

Э1

Э3 Э3Э2 Э2

?

Рис. 1. Схема конструирования праймеров для реакции ОТ�ПЦР и общая характеристика спектра продуктов ампли�
фикации (полос) при электрофорезе. а – Схема расположения пары праймеров относительно интрона и ожидаемая
картина после электрофоретического разделения продуктов ПЦР. Пунктирной линией обозначен интрон. б – Схема
трансформации исходных полос в геле (1) при повторном электрофорезе (2). Пояснение в тексте и далее. в – Исход�
ные продукты амплификации кДНК (П) разделяли путем электрофореза, вырезали из геля и каждую элюированную
полосу (Э1, Э2, Э3 – нумерация в порядке уменьшения подвижности в геле) подвергали повторному электрофорезу.
Э1, Э2 и Э3 брали в разных количествах, чтобы выровнять относительную интенсивность полос. Маркер “100 bp” (М).
г – Фрагмент результатов секвенирования полосы с промежуточной подвижностью (Э2) мРНК atpF. Зона пиков слева
соответствует экзону 2. В середине – зона двойных пиков, в которой высокие пики соответствуют экзону 1 (самый вы�
сокий пик в конце этой зоны соответствует нуклеотиду А, добавляемому Taq�ДНК�полимеразой нематрично), а низ�
кие – интрону. В правой зоне продолжается последовательность интрона.
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Рис. 2. Влияние различных способов инактивации
ДНКазы I на относительный выход высокомолеку�
лярных ПЦР�продуктов. а – Влияние способов инак�
тивации ДНКазы I на примере пяти генов. 1 – Дву�
кратный прогрев препарата хлоропластной РНК (для
инактивации ДНКазы I – 10 мин при +70°С и для де�
натурации вторичных структур в РНК – непосред�
ственно перед синтезом кДНК 10 мин при +70°С) без
добавления ЭДТА. 2 – Так же, но предварительно до�
бавляется ЭДТА. 3 – Однократный прогрев РНК (об�
работка ДНКазой I непосредственно перед синтезом
кДНК, нагревание 10 мин при +70°С одновременно
для инактивации ДНКазы I и денатурации вторичных
структур в РНК перед синтезом кДНК). ЭДТА добав�
лена предварительно. 4 – Депротеинизация смесью
фенол�хлороформ с последующим переосаждением,
без прогрева в том числе, – и перед синтезом кДНК.
б – Неблагоприятное влияние условий варианта 4
(депротеинизациия смесью фенол�хлороформ без
прогрева) на примере РНК atpF. Д – ПЦР с пластид�
ной ДНК, 1–4 – ПЦР с кДНК. М – маркер “100 bp”.
Обратные транскриптазы: R – RevertAid, RP – Revert�
Aid Premium, T – ThermoScript. Полосы в геле соот�
ветствуют следующим формам РНК: нс – несплайси�
рованные; нс/с – гетеродуплексы из несплайсирован�
ных и сплайсированных нитей; с – сплайсированные;
* – неспецифичные. Здесь и на последующих рисун�
ках на каждую дорожку брали 5 мкл реакционной
смеси ПЦР с кДНК и 1–2 мкл ПЦР�продуктов с пла�
стидной ДНК.

предположить, что промежуточная полоса пред�
ставляет собой гетеродуплекс, состоящий из ко�
роткой (сплайсированная форма) и длинной (со�
держащей интрон) нитей.

При секвенировании полос промежуточной
подвижности наблюдается следующая картина.
Вначале регистрируется последовательность пи�
ков, соответствующую одному экзону, затем на�
чинается зона двойных пиков, соответствующая
по длине размеру ПЦР�фрагмента с другого экзо�
на, затем вновь идет последовательность, соот�
ветствующая интрону. Обычно в зоне двойных
пиков более высокие из них соответствуют после�
довательности второго экзона, а низкие – равного
по длине участка интрона (с точностью до 1–2 нук�
леотидов). На рис. 1 это показано на примере секве�
нирования полосы с промежуточной подвижно�
стью, полученной при считывании с кДНК atpF
(рис. 1г). Самый короткий ампликон – rps12*3' –
секвенирован до конца; он состоит последова�
тельно из зоны первого экзона, зоны двойных пи�
ков с преимущественным прочтением второго эк�
зона (с последовательностью обратного праймера
в конце), зоны интрона и зоны второго экзона (с
последовательностью обратного праймера в кон�
це) (не приведено). Это подтверждает предполо�
жение, что полосы с промежуточной подвижно�
стью представлены гетеродуплексами двух форм
ПЦР�продуктов.

Полосы с промежуточной подвижностью в
случае двух генов (rps12*3 ' и ycf3*2) появляются
стабильно и четко, а в случае трех других (atpF,
ndhA, petD) – слабо и заметны не всегда. Ампли�
коны генов rps12*3 ' и ycf3*2 имеют меньшую дли�
ну, чем ампликоны трех других генов, что не спо�
собствует стабилизации гетеродуплексов. Ин�
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трон ycf3*2 по длине соответствует интрону petD и
мало отличается от интрона atpF. Ампликоны ге�
нов rps12*3 ' и ycf3*2 отличает то, что они прости�
раются достаточно далеко по обе стороны от сай�
та сплайсинга (обе части ≥100 н.). В то же время, в
остальных ампликонах один из экзонов представ�
лен коротким фрагментом из 46, 43 и 18 п.н. (таб�
лица). По�видимому, в гетеродуплексе компле�
ментарные участки экзонов обеих нитей образу�
ют двунитевые участки, а последовательность
интрона образует петлю. Вероятно, для стабили�
зации такой структуры нужно, чтобы по обе сто�
роны от петли находились достаточно длинные
участки. Поэтому для минимизации возможно�
сти возникновения таких структур следует подби�
рать один из праймеров как можно ближе к гра�
нице экзона, в идеале – вплотную к сайту сплай�
синга, как в случае ампликона petD (таблица,
рис. 2–5).

Инактивация ДНКазы I

Известно, что при повышенной температуре
ионы Mg2+ способствуют гидролизу РНК и что
хелатирование этих ионов при помощи ЭДТА
способствует сохранению молекул РНК при по�
вышенной температуре [12]. В первых опытах об�
разцы РНК прогревали дважды: 1) для инактива�
ции ДНКазы, после ферментативного удаления
остатков ДНК из препарата хлоропластной РНК,
и 2) для денатурации вторичных структур в РНК
перед синтезом кДНК. Мы проверили несколько
вариантов инактивации ДНКазы: прогрев без до�
бавления ЭДТА, прогрев в присутствии ЭДТА,
прогрев в присутствии ЭДТА непосредственно
перед началом синтеза кДНК (для инактивации
ДНКазы и денатурации вторичных структур в
РНК одновременно) и депротеинизация смесью
фенол�хлороформ, с последующим переосажде�
нием и без прогрева РНК перед синтезом кДНК
(рис. 2а). Все эти способы не отличаются по вы�
ходу ПЦР�продуктов со сплайсированных форм
РНК, тогда как выход ПЦР�продуктов с несплай�
сированных форм РНК зависит от способа инак�
тивации ДНКазы. Если препарат прогревали без
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Рис. 3. Влияние температуры синтеза кДНК и ис�
пользования ферментов различных производителей
на относительный выход высокомолекулярных ПЦР�
продуктов. а – Влияние условий синтеза кДНК на
примере пяти генов. б – Влияние условий синтеза
кДНК при удлинении анализируемого ампликона на
примере оперона atpIHFA. Д – ПЦР с пластидной
ДНК. Обратные транскриптазы: R – RevertAid, RP –
RevertAid Premium, T – ThermoScript. 42–65° – тем�
пература синтеза кДНК (°С). М – маркер “100 bp” (а)
или “1 kb” (б). Обозначение полос как на рис. 2. Для
амплификации участка пластидной ДНК использо�
вали как стандартную (90 с), так и удлиненную (150 с)
стадию синтеза (72°С).

9
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добавления ЭДТА, то выход высокомолекуляр�
ных ампликонов всегда заметно меньше. Прогре�
вание в присутствии ЭДТА увеличивает долю вы�
сокомолекулярных ампликонов. Отказ от прогре�
вания (удаление ДНКазы смесью фенол�
хлороформ) не улучшает ситуацию, напротив,
этот способ также приводит к снижению выхода
ампликонов некоторых мРНК, соответствующих
несплайсированным формам РНК. Кроме того,

вариант с обработкой смесью фенол�хлороформ
без прогревания РНК в некоторых случаях приво�
дит к появлению неспефичных полос после ОТ�
ПЦР (рис. 2б). Разница между одним и двумя про�
гревами невелика, однако, по совокупности на�
блюдений был сделан вывод, что однократное
прогревание более предпочтительно.

Синтез кДНК: температура и тип ревертазы

Известно, что интроны группы 2 образуют
множественные вторичные структуры [3]. Если
синтез кДНК происходит при низких температу�
рах (37–42°С), то ренатурация таких структур мо�
жет препятствовать функционированию реверта�
зы и синтезу кДНК с интрон�содержащих участков
РНК. Увеличение температуры синтеза кДНК
должно способствовать матричному копированию
интрон�содержащих учатков РНК ревертазами. Мы
изучили зависимость выхода ампликонов от темпе�
ратуры синтеза кДНК. Оказалось, что при 42°С ко�
личество интрон�содержащих ампликонов дей�
ствительно меньше, чем при 50°С. Однако не ис�
ключено, что это может быть следствием не только
увеличения температуры, но и использования раз�
ных ферментов (рис. 3а). Высокотемпературные
ревертазы RevertAid Premium и ThermoScript
обеспечивают наилучший выход высокомолеку�
лярных фрагментов при температуре 50°С, при
дальнейшем увеличении температуры количество
таких фрагментов уменьшается. При 50°С досто�
верных различий в активности ревертаз RevertAid
Premium и ThermoScript не было заметно. С уве�
личением температуры активность RevertAid Pre�
mium резко снижается, что заметно по уменьше�
нию количества высокомолекулярных амплико�
нов при 55°С и низкомолекулярных при 60°С
(рис. 3а). Активность ThermoScript снижается в
меньшей степени: даже если синтез идет при
65°С, заметны несплайсированные формы РНК
rps12*3 ' и petD (рис. 3а).

Чтобы выяснить, является ли активность ис�
пользуемых нами ферментов лимитирующей для
анализа длинных нитей РНК, мы расширили ам�
плифицируемую зону, используя праймеры для
разных генов оперона atpIHFA (рис. 3б). Эти
праймеры не были оптимизированы для совмест�
ного использования, поэтому в этом случае на�
блюдается большое число дополнительных по�
лос. Увеличение длины анализируемых фрагмен�
тов приводит к тому, что ПЦР�продуктов с
интрон�содержащих молекул не наблюдается.
Однако в случае длинных сплайсированных
мРНК проявляется та же тенденция. Активность
ревертаз RevertAid Premium и ThermoScript при
50°С не отличается, увеличение температуры
синтеза снижает активность ферментов, особен�
но RevertAid Premium (atpH*F). Оба этих фермен�
та при 50°С обеспечивают синтез фрагментов дли�
ной 2500–3000 п.н. (atpI*F), тогда как ревертаза Re�
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Рис. 4. Зависимость относительного выхода высоко�
молекулярных ПЦР�продуктов от препарата ДНК�
полимеразы. Инактивация ДНКазы I – однократный
прогрев в присутствии ЭДТА (см. подписи к рис. 2 и
текст), синтез кДНК обратной транскриптазой Revert�
Aid Premium при 50°С. Д – ПЦР с пластидной ДНК.
ДНК�полимеразы: 1 – Encyclo; 2 –Taq�ДНК�полиме�
раза (“Сибэнзим”); 3 – DreamTaq. М – маркер “1 kb”
(atpF, ndhA, petD) или “100 bp” (ycf3*2, rps12*3'). Обо�
значение полос как на рис. 2.
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vertAid (42°С) – только фрагмента 1200 п.н.
Отсутствие ампликонов с пластидной ДНК (atpI*F,
воспроизводимый результат), возможно, вызвано
неспособностью используемого препарата ДНК�
полимеразы (“СибЭнзим”) обеспечивать синтез
фрагментов длиной более 3000 п.н. даже за 2.5 мин.

ПЦР: препарат ДНК�полимеразы

Поэтому на следующем этапе проверяли, мо�
жет ли соотношение высоко� и низкомолекуляр�
ных ампликонов в реакционной смеси зависеть
от препарата Taq�ДНК�полимеразы (рис. 4). Ис�
пользуемая нами Taq�ДНК�полимераза компа�
нии “СибЭнзим” при амплификации кДНК всех
генов дает более низкий выход высокомолекуляр�
ных ампликонов, чем два другие фермента. По
сравнению с ней, полимераза DreamTaq синтези�
рует такое же количество низкомолекулярных
ампликонов и заметно большее количество высо�
комолекулярных. Полимераза Encyclo обеспечи�
вает более интенсивный синтез как низко�, так и
высокомолекулярных ПЦР�продуктов. В некото�
рых случаях использование Encyclo позволяет из�
бавиться от неспецифичных продуктов (рис. 4
atpF и rps12*3 '). Однако по соотношению не�
сплайсированных и сплайсированных амплико�
нов для четырех генов более предпочтителен фер�
мент DreamTaq, и только в случае ПЦР�продук�
тов ycf3*2 фермент Encyclo дает при считывании
более высокую долю высокомолекулярных ам�
пликонов.

ПЦР: количество циклов

Если в ходе ПЦР короткие ампликоны синте�
зируются лучше, чем длинные, то относительная
доля низкомолекулярных продуктов должна воз�
растать от цикла к циклу. Мы проверили, как из�
меняется соотношение низко� и высокомолеку�
лярных продуктов в диапазоне от 15 до 40 циклов.
При амплификации фрагментов четырех РНК за�
метных отличий не наблюдается. В случае гена
rps12*3 ' заметно, что после небольшого числа
циклов (15 и 20) высокомолекулярные полосы
более интенсивны, чем низкомолекулярные, а
после 35–40 циклов интенсивность низко� и вы�
сокомолекулярных полос примерно одинакова
(рис. 5). Вероятно, число циклов важно не для
всех ампликонов, но в реакции ОТ�ПЦР все же
лучше проводить небольшое число циклов (в дан�
ном случае около 20).

Заключительные рекомендации

Приведенный анализ позволил выявить фак�
торы, влияющие на относительный выход высо�
комолекулярных ампликонов, соответствующих
несплайсированным формам РНК. Учет этих

факторов позволил модифицировать методику,
уточнить условия и существенно увеличить долю
длинных ампликонов по сравнению с короткими
(сравнить рис. 2а дорожки 1 и рис. 5 дорожки 25).
Сформулированы следующие рекомендации.

1. Конструировать праймеры к экзонам по обе
стороны от сайта сплайсинга интрона, что позво�
ляет одновременно анализировать сплайсирован�
ные и несплайсированные РНК. Предпочтительно
один из праймеров подбирать к участку, располо�
женному возможно более близко к интрон�экзон�
ной границе – для уменьшения вероятности фор�
мирования стабильных гетеродуплексов, соответ�
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Рис. 5. Изменение спектра ПЦР�продуктов с увели�
чением числа циклов ПЦР. Инактивация ДНКазы I и
синтез кДНК как на рис. 4. ДНК�полимераза
DreamTaq. Д – ПЦР с пластидной ДНК. 15–40 – чис�
ло циклов ПЦР при амплификации кДНК. М – мар�
кер “1 kb” (atpF, ndhA, petD) или “100 bp” (ycf3*2,
rps12*3'). Обозначение полос как на рис. 2.

9*
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ствующих сплайсированной и интрон�содержащей
нитям.

2. Инактивировать ДНКазу путем термиче�
ской обработки в присутствии EDTA. Предпо�
чтителен вариант, при котором ферментативное
удаление остатков ДНК и синтез кДНК происхо�
дят неразрывно, и однократное прогревание пре�
парата РНК преследует две цели: инактивацию
ДНКазы и денатурацию вторичных структур РНК
перед синтезом кДНК.

3. Проводить синтез кДНК при температуре
50°С, оптимальной для эффективности ревертаз
RevertAid Premium и ThermoScript. Первая из них
гораздо дешевле.

4. Проверять, какие из коммерческих препара�
тов Taq�ДНК�полимеразы дают лучший выход
высокомолекулярных ПЦР�продуктов относи�
тельно низкомолекулярных. В данном случае для
синтеза большинства мРНК оптимальна ДНК�
полимераза DreamTaq, а для гена ycf3*2 – Encyclo.

5. От некоторых неспецифичных ампликонов
можно избавиться подбором ферментов – как ре�
вертазы (рис. 2б), так и ДНК�полимеразы (рис. 4).

6. Реакцию ПЦР целесообразно ограничивать
небольшим числом циклов, в нашем случае – это
около 20.

Оптимизированная с учетом этих рекоменда�
ций методика позволяет успешно анализировать
как сплайсированные, так и несплайсированные
РНК белок�кодирующих генов в хлоропластах
кукурузы. В таком виде эта методика может быть
применена для анализа соотношения интрон�со�
держащих и сплайсированных РНК при изучении
эффективности сплайсинга РНК под действием
различных внешних и внутренних факторов.

Авторы благодарят Е.С. Пожидаеву за цен�
ный совет.

Работа получила финансовую поддержку Рос�
сийского фонда фундаментальных исследований
(10�04�90052�Бел и 10�04�00594).
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