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Изучены особенности одновременного встраивания в растущую цепь ДНК модифицированных
Cy5-дезоксиуридинов (Cy5-dU) и дезоксицитидинов (Cy5-dC) в ПЦР с Taq ДНК-полимеразой. Ис-
следования проводили для попарного встраивания нуклеотидов, модифицированных флуорофора-
ми, обладающими суммарным положительным, нейтральным и отрицательным зарядом. Варьиро-
вали долю модифицированых дезоксинуклеозидтрифосфатов (Cy5-dUTP и Cy5-dCTP) к природ-
ным аналогам (dTTP и dCTP) от 0 до 100% каждого в реакции, т.е. до полного замещения.
Проводили сравнение с индивидуальным встраиванием соответствующих модифицированных
производных. Пары (Cy5-dU + Cy5-dC) применяли для амплификации фрагментов бактериальных
геномов длиной 126, 283 и 370 пар оснований. Увеличение длины амплифицируемого фрагмента
ДНК снижало выход продукта при использовании Cy5-модифицированных нуклеотидов в выбран-
ных условиях амплификации. Электроотрицательные Cy5-dNTPs проявляли наименьший ингиби-
рующий эффект на ПЦР, в то время как электронейтральные – обеспечивали большую плотность
встраивания меток в растущую цепь ДНК.
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ВВЕДЕНИЕ

Ферментативное получение модифицирован-
ных ДНК интенсивно используется как для вве-
дения меток в молекулярно-генетическом анали-
зе, так и для расширения физико-химических
свойств молекулярных сенсоров и модифициро-
ванных аптамеров [1].

Наиболее распространенным модифицирован-
ным субстратом ДНК-полимераз является дезок-
сиуридинтрифосфат (dUTP) с различными функ-
циональными группами, введенными по С5-поло-
жению пиримидинового цикла [1–3]. Меньшее
распространение модифицированных производ-
ных трифосфатов дезоксицитидина (dCTP) и пу-
риновых оснований (dATP, dGTP) связано с более
сложным синтезом. В последнее время появляют-
ся сообщения об успешном применении модифи-
цированных dCTP в ферментативных реакциях

амплификации ДНК [4, 5]. Идет активный поиск
новых производных трифосфатов как пиримиди-
новой, так и пуриновой природы [6–8].

Важной задачей является изучение одновре-
менного множественного встраивания модифи-
цированных нуклеотидов в одну цепь ДНК. Пре-
имуществами одновременного использования
разноименных модифицированных нуклеоти-
дов (например, dU и dC) является, с одной сто-
роны, увеличение чувствительности анализа при
ферментативном введении меток, с другой –
расширение спектра мишеней для создания вы-
сокоспецифичных аптамеров с несколькими мо-
дифицированными группами [9, 10].

На сегодняшний момент данных по одновре-
менному использованию нескольких модифици-
рованных трифосфатов недостаточно. Одна из пер-
вых успешных попыток параллельного введения
различных модифицированных нуклеотидов в про-
цессе амплификации ДНК была осуществлена в
2003 году [11]. Описан ПЦР-продукт, при получе-
нии которого природные трифосфаты в ПЦР были
замещены модифицированными dUTP, dCTP и
dATP. В коротком сообщении не обсуждалось
практическое применение полученных результа-

Сокращения: dT – 2'-дезокситимидин; dC – 2'-дезоксици-
тидин; Cy5-dUTP – флуоресцентно-меченный 2'-дезокси-
уридин-5'-трифосфат; Cy5-dCTP – флуоресцентно-мечен-
ный 2'-дезоксицитидин-5'-трифосфат.
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тов. В 2017 году введение двух модифицирован-
ных оснований в одну цепь ДНК было применено
для поиска высокоспецифичных аптамеров к бел-
ковой мишени [10]. Установлено, что нахождение
определенных парных комбинаций модифици-
рованных нуклеотидов может приводить к более
высокому сродству к мишени, увеличивать мета-
болическую стабильность и ингибирующий тера-
певтический эффект по сравнению с аптамерами,
содержащими одну модификацию.

Ранее нами было показано, что в ПЦР с корот-
кой ДНК-матрицей бактериального генома [12] и
короткой синтетической матрицей [13] – наибо-
лее подходящими субстратами являются Cy5-мо-
дифицированные dU с нейтральным электриче-
ским зарядом флуорофора. При этом изучали
только индивидуальное введение в ДНК каждого
из модифицированных производных.

В настоящей работе изучено одновременное
применение в ПЦР аналогов dU и dC, модифици-
рованных индодикарбоцианиновыми красителями
(ряд Cy5) с различным зарядом флуорофора. В ка-
честве ДНК-матриц применены фрагменты бакте-
риальных геномов различной длины. Амплифика-
цию матриц проводили с помощью Taq ДНК-поли-
меразы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Изучено поведение Cy5-производных трифос-

фатов дезоксиуридина (Cy5-dU) и дезоксицити-
дина (Cy5-dC) в качестве субстратов Taq ДНК-
полимеразы в ПЦР при замещении природных
dTTP и dCTP. Флуорофоры, введенные по пири-
мидиновому основанию дезоксинуклеозидов, раз-
личались суммарным электрическим зарядом –
положительным, нейтральным и отрицательным –
и по этому признаку были распределены на пары
Cy5-dU1 (+) и Cy5-dC1 (+), Cy5-dU2 (0) и Cy5-
dC2 (0), Cy5-dU3 (–) и Cy5-dC3 (–), где в скобках
указано значение суммарного заряда флуорофора.
Структуры соединений приведены на рис. 1.

Пиримидиновое основание производных дез-
оксиуридина связано по 5-положению с флуорес-
центеными красителями через аминоаллильный
линкер Е-транс двойной связью. Пиримидиновое
основание производных дезоксицитидина связано
по 5-положению с флуоресцентными красителя-
ми через аминопропаргильный линкер тройной
связью. Модифицированные производные пири-
мидиновых нуклеотидов с обоими вариантами
линкеров, связанными с 5-положением, ориен-
тируют заместители в широкую бороздку двух-
спиральной ДНК и способны восприниматься
ДНК-полимеразами в качестве субстратов [14, 15].

Проводили замену в реакционной смеси одно-
го из природных dNTP на каждый из модифици-
рованных аналогов индивидуально в отдельных

реакциях. Массовую долю модифицированного
производного по отношению к соответствующе-
му природному трифосфату дезоксинуклеозида
увеличивали от 0 до 100%. Для амплификации ис-
пользовали фрагмент rpoB-гена Mycobacterium tu-
berculosis. Ингибирующий эффект определяли по
оптической плотности ПЦР-продуктов при элек-
трофоретическом разделении реакционной сме-
си.

Изучали субстратное поведение и эффект ин-
гибирования ПЦР при одновременном использо-
вании разноименных модифицированных нуклео-
тидов в одной реакции ПЦР (Cy5-dU + Cy5-dC) по
сравнению с индивидуальным использованием
одного производного (Cy5-dU или Cy5-dC). При
этом массовые доли модифицированных произ-
водных увеличивали соответственно, т.е. 0% Cy5-
dU + 0% Cy5-dC, 5% Cy5-dU + 5% Cy5-dC – и так
далее до полного замещения природных dT и dC
при сохранении постоянной суммарной концен-
трации (Cy5-dU + dT) и (Cy5-dC + dC), которая
составляла 200 мкМ. Выход измеряли по оптиче-
ской плотности соответствующих полос электро-
форезного геля с помощью программы ImageJ
(NIH, США). Данные приведены в табл. 1. Выход
для каждого модифицированного производного
и их комбинаций нормировали на выход с приме-
нением в реакции только природных дезоксинук-
леозидтрифосфатов (соответствует столбцу табл. 1
с массовой долей замены 0%). Одновременное
использование разноименных модифицирован-
ных производных не приводило к статистически
значимому увеличению ингибирующего эффекта
по сравнению с использованием их по-отдельности
в тех же концентрациях. Т.е. не наблюдали накоп-
ления эффекта ингибирования при совместном
применении. Наиболее сильно выраженный инги-
бирующий эффект в ПЦР наблюдали для модифи-
цированных dU и dC с суммарным положитель-
ным зарядом, минимальный – для отрицательно-
заряженных.

Суммарно-электронейтральные производные с
распределенным зарядом (цвиттер-ионы), при за-
метном ингибирующем эффекте, показывали хоро-
шую плотность встраивания в растущую цепь ДНК.
В то время как отицательно заряженные, при ми-
нимальном ингибирующем эффекте, демонстри-
ровали минимальную же плотность встраивания.
Субстратную эффективность определяли по со-
вокупности показателей кинетики амплифика-
ции (эффективность амплификации Е) и плотно-
сти встраивания метки в растущую цепь ДНК.
Плотность встраивания и эффективность ампли-
фикации определяли с помощью гибридизацион-
ного анализа и ПЦР в режиме реального времени,
соответственно, как описано в [12, 16]; получен-
ные данные будут обсуждены в отдельной публи-
кации.
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Изучали возможность применения пар (Cy5-
dU + Cy5-dC) для амплификации фрагментов бак-
териальных геномов длиной 126, 283 и 370 п. о.
Наблюдали усиление ингибирующего влияния мо-
дификаций на ПЦР с увеличением длины ПЦР-
продуктов. Результаты амплификации бактери-
альных генетических мишеней различной длины
приведены на рис. 2. Заметно снижение электро-
форетической подвижности для электроней-
тральных Cy5-dNTPs по мере увеличения массо-
вой доли модифицированных производных в ре-
акционной смеси. По-видимому, это связано с
возрастанием суммарного количества встроивших-
ся электронейтральных производных в растущую
цепь ДНК, т.е. с возрастанием плотности метки
на одну молекулу ПЦР-продукта. Из рис. 2 видно,
что при попарном одновременном введении в ре-
акцию разноименных модифицированных нук-
леотидов сохранялась зависимость от заряда флуо-
рофора, обнаруженная ранее при индивидуальном
введении модификаций. При попарном введении
производных dU и dC с электроположительными
флуорофорами наблюдался наибольший ингиби-
рующий эффект, с электроотрицательными –
наименьший.

Наблюдалась тенденция уменьшения выхода
продукта с увеличением длины используемой мат-
рицы для амплификации. Очевидно, при выбран-
ных параметрах ПЦР длина амплифицируемого
фрагмента существенно влияет на выход ПЦР-
продуктов с увеличением массовой доли Cy5-мо-
дифицированных субстратов. Следует ожидать,
что оптимизация условий ПЦР для амплифика-
ции длинных фрагментов, а именно увеличение
временных интервалов стадии элонгации прай-

меров, способно увеличить выход модифициро-
ванного целевого продукта.

Увеличение плотности встраивания метки за
счет одновременного применения разноименных
модифицированных нуклеотидов способно повы-
сить чувствительность молекулярно-генетическо-
го анализа. Применение флуоресцентно-модифи-
цированных dC в дополнение к dU, учитывая от-
сутствие наблюдаемого накопительного эффекта
ингибирования при совместном использовании,
когда суммарная концентрация модификации уве-
личивается в два раза по сравнению с индиви-
дуальным использованием, предпочтительно для
анализа ГЦ-богатых последовательностей.

По результатам исследования можно заклю-
чить, что при одновременном введении в ПЦР
Cy5-модифицированных производных разноимен-
ных нуклеотидов, наименьшим ингибирующим
эффектом на ДНК-полимеразу обладают соеди-
нения с отрицательным зарядом флуорофора. При
этом, по данным гибридизационного анализа,
наибольшая плотность введения меток достига-
ется при попарном использовании электроней-
тральных Cy5-модифицированных производных
dU и dC, но с меньшим выходом целевого про-
дукта.

Выход целевых продуктов амплификации при
одновременном использовании модифицирован-
ных dU и dC в ПЦР уменьшается с увеличением
длины ПЦР-продуктов и с увеличением массовой
доли модифицированных производных в реакци-
онной смеси.

Таблица 1. Сравнительные нормированные выходы продуктов при ПЦР-амплификации фрагмента гена rpoB
Mycobacterium tuberculosis, определенные по оптической плотности полосы целевого продукта в электрофорезном
геле. Массовая доля модифицированного дезоксинуклеозида указана в процентах по отношению к общему ко-
личеству одноименного модифицированного и немодифицированного трифосфата дезоксинуклеозида. Норми-
ровка произведена на выход реакции с использованием только природных дезоксинуклеозидтрифостфатов

Модифицированный 
субстрат

Массовая доля, %

0 10 25 50 75 100

dUTP1 (+) 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

dUTP2 (0) 1.00 0.31 0.17 0.00 0.00 0.00

dUTP3 (–) 1.00 0.9 0.69 0.13 0.02 0.00

dCTP1 (+) 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

dCTP2 (0) 1.00 0.48 0.19 0.00 0.00 0.00

dCTP3 (–) 1.00 1.00 0.81 0.15 0.03 0.00

dUTP1 (+) + dCTP1 (+) 1.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00

dUTP2 (0) + dCTP2 (0) 1.00 0.45 0.12 0.00 0.00 0.00

dUTP3 (–) + dCTP3 (–) 1.00 1.14 0.95 0.11 0.01 0.00
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Модифицированные

трифосфаты дезоксинуклеозидов

Cy5-модифицированные производные трифос-
фата дезоксиуридина и дезоксицитидина синте-
зировали по методу, описанному в [12, 17].

ДНК-матрицы для исследования субстратной 
эффективности Cy5-модифицированных 

трифосфатов дезоксинуклеозидов

В работе использованы образцы геномной
ДНК Mycobacterium tuberculosis из коллекции Ла-
боратории биологических микрочипов ФГБУН
ИМБ РАН (Россия). Образцы геномной ДНК
Staphylococcus aureus и Legionella pneumophila предо-
ставлены ФБУН ГНЦ ПМБ (Россия). В качестве
ДНК-матриц для амплификации использовали

три бактериальных генетических мишени различ-
ной длины, принадлежащих возбудителям легоч-
ных инфекций человека.

А. Фрагмент гена rpoB из деконтаминирован-
ной геномной ДНК Mycobacterium tuberculosis,
штамм H37rv; праймеры: прямой f1272 (5'-CGC-
CGCGATCAAGGAGTTCT-3') и обратный r1398
(5'-TCACGTGACAGACCGCCGGG-3') [18]. Дли-
на ПЦР-продукта – 126 п. о.

Для двух других бактериальных мишеней кон-
струировали видоспецифичные праймеры и оп-
тимизировали условия ПЦР.

Б. Фрагмент гена ebpS из деконтаминирован-
ной геномной ДНК Staphylococcus aureus, штамм
ATCC 25923; праймеры: прямой ebpS-f1 (5'-ACTC-
GACTGAGGATAAAGCGTCT-3') и обратный ebpS-
r1 (5'-CCTCCAAATATCGCTAATGCACC-3'). Дли-
на ПЦР-продукта – 283 п. о.

Рис. 2. Агарозный электрофорез продуктов ПЦР с бактериальных геномных мишеней различной длины с использо-
ванием пар Cy5-модифицированных производных дезоксиуридина и дезоксицитидина (замещение от 0 до 100% к
природным аналогам для каждого dNTP в паре). L – маркер длин двухцепочечной ДНК GeneRuler 50bp (ThermoSci-
entific, США), NC – отрицательный контроль. Цифровые обозначения над лунками геля обозначают процент заме-
щения в ПЦР каждого из пары природных dTTP и dCTP на соотвествующие Cy5-модифицированные аналоги при со-
хранении постоянной суммарной концентрации (Cy5-dNTP + природный dNTP) 200 мкМ. Окрашивание бромистым
этидием.

dU1(+) + dC1(+)
L 0 5 10 25 50 75 100 NC

dU2(0) + dC2(0)
L 0 5 10 25 50 75 100 NC

dU3(–) + dC3(–)
L 0 5 10 25 50 75 100

dU1(+) + dC1(+)
L 0 5 10 25 50 75 100 NC

dU2(0) + dC2(0)
L 0 5 10 25 50 75100 NC

dU3(–) + dC3(–)
L 0 5 10 25 50 75 100

dU1(+) + dC1(+)
L 0 5 10 25 50 75100NC

dU2(0) + dC2(0)
L 0 5 10 25 50 75100 NC

dU3(–) + dC3(–)
L 0 5 10 25 50 75 100

NC

NC

NC

Mycobacterium tuberculosis, фрагмент гена rpoB, 126 п. о.

Staphylococcus aureus, фрагмент гена ebpS, 283 п. о.

Legionella pneumophila, фрагмент гена sidA, 370 п. о.
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В. Фрагмент гена sidA из деконтаминирован-
ной геномной ДНК Legionella pneumophila, штамм
ATCC 33152; праймеры: прямой sidA-f1 (5'-TTC-
CACTGGTGGGTGGGGTTTTG-3') и обратный
sidA-r1 (5'-TCATGTTGGAGTTCTATGGCACG-3').
Длина ПЦР-продукта – 370 п. о.

Полимеразная цепная реакция

Для всех Cy5-модифицированных трифосфа-
тов дезоксиуридина и дезоксицитидина прово-
дили ПЦР как при индивидуальной замене соот-
ветствующего природного нуклеотида, так и при
попарной замене от 0 до 100% каждого в реакци-
онной смеси. Использовали Taq ДНК-полимера-
зу (Thermo Scientific, США), количество которой в
реакционную смесь брали согласно рекомендациям
производителя. Реакционная смесь содержала 200
мкM каждого из природных дезоксинуклеозид-
трифосфатов dATP и dGTP. Количество природ-
ных dTTP и dCTP варьировали в зависимости от
массовой доли при их замене на модифицирован-
ные аналоги при соблюдении суммарной концен-
трации (Cy5-dUTP + dTTP), равной 200 мкМ, и
суммарной концентрации (Cy5-dCTP + dCTP),
также равной 200 мкМ. Замену природного нук-
леотида на флуоресцентный аналог проводили с
увеличением массовой доли последнего от 0 до
100%, т.е. до полного замещения природного ана-
лога. Матрицы для амплификации добавляли в
реакционную смесь в количестве 105 копий на ре-
акционную пробирку.

Температурно-временной профиль ПЦР со-
стоял из предварительной денатурации при 95°С
в течение 3 мин, за которой следовали 40 циклов:
95°С в течение 30 с, 66°С в течение 30 с, 72°С в те-
чение 40 с и далее завершающая инкубация при
72°С в течение 5 мин.

Определение выхода продуктов амплификации

Полученные ПЦР-продукты разделяли в 4%
агарозном геле. Окрашивание проводили броми-
дом этидия. Количество продукта оценивали по
оптической плотности соответствующих полос в
дорожках геля с использованием программы Im-
ageJ (NIH, США).
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of Deoxyuridine and Deoxycytidine in PCR
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The features of simultaneous incorporation of modified Cy5-deoxyuridines (C5-dU) and deoxycytidines
(Cy5-dC) into the growing DNA chain in PCR with Taq DNA polymerase were studied. Studies were carried
out for pairwise incorporation of nucleotides modified with f luorophores having a total positive, neutral and
negative charge. The proportion of modified deoxynucleoside triphosphates (Cy5-dUTP and Cy5-dCTP) to
natural analogues (dTTP and dCTP) was varied from 0 to 100% of each in the reaction, i.e. to complete sub-
stitution. The comparison with the individual incorporation of the corresponding modified derivatives was
carried out. Pairs (Cy5-dU + Cy5-dC) were used to amplify fragments of bacterial genomes of 126, 283 and
370 base pairs. Increasing the length of the amplified DNA fragment reduced the yield of the product when
using Cy5-modified nucleotides under selected amplification conditions. Electronegative Cy5-dNTPs
showed the least inhibitory effect on PCR, while electroneutral – provided a greater density of labels incor-
poration in the growing DNA chain.

Keywords: modified deoxynucleoside triphosphates, indodicarbocyanine dyes, PCR




