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Аннотация. МикроРНК – класс малых некодирующих РНК, имеющих длину от 18 до 25 нуклеотидов 
и встречающихся в большинстве эукариотических организмов. Важное значение микроРНК могут иг-
рать эпигенетических механизмах регуляции генома, включая метилирование ДНК, модификацию 
РНК и гистонов. Современные методы обнаружения и количественного определения микроРНК в зна-
чительной степени основаны на клонировании, нозерн-блоттинге или удлинении праймера, но каждый 
из них требует наличия чистого препарата анализируемого типа РНК. Стандартный метод выделения 
РНК, основанный на фенол-хлороформной экстракции со специфическими соосадителями нуклеино-
вых кислот, позволяет получать препараты суммарной клеточной РНК с преобладанием высокомоле-
кулярных типов рибонуклеиновых кислот. Это в значительной степени затрудняет проведение иденти-
фикации и количественной оценки микроРНК в препаратах образцов. Модификация метода фенол-хло-
роформной экстракции РНК, основанном на ее преципитации ДНК со специфическим осадителем, та-
ким как хлорид лития, показала, что применение полиэтиленгликоля 1500 с использованием в качестве 
осадителя 2.5 М LiCl в присутствии 96% этанола обеспечивает высокий выход и качественную экстрак-
цию микроРНК, которую можно использовать для дальнейших аналитических исследований. Проведе-
ние ПЦР для оценки качества выделенной микроРНК со специфическими праймерами к miR165a по-
казало наличие одного продукта амплификации размером около 80 п.н., что соответствует теоретиче-
ским значениям, рассчитанным на основе разработанного зонда для данной микроРНК. Положитель-
ный результат ПЦР свидетельствует о наличии в используемой матрице анализируемой микроРНК. 
Следовательно, применение модифицированной методики выделения РНК с использованием полиэти-
ленгликоля 1500 (ПЭГ 1500) в качестве элемента разделения высокомолекулярных и низкомолекуляр-
ных нуклеиновых кислот позволило получить препараты микроРНК, которые можно применять для 
дальнейших аналитических исследований. 
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Abstract. MicroRNAs are a class of small non-coding RNAs ranging in length from 18 to 25 nucleotides and 
found in most eukaryotic organisms. MicroRNAs can play an important role in epigenetic mechanisms of 
genome regulation, including DNA methylation, RNA and histone modification. Current methods for the de-
tection and quantification of microRNAs are largely based on cloning, northern blotting, or primer extension, 
but each requires a pure preparation of the RNA type being analyzed. The standard RNA isolation method 
based on phenol-chloroform extraction with specific nucleic acid co-precipitants makes it possible to obtain 
preparations of total cellular RNA with a predominance of high-molecular types of ribonucleic acids. This 
greatly complicates the identification and quantification of miRNAs in sample preparations. Modification of 
the method of phenol-chloroform extraction of RNA, based on its precipitation of DNA with a specific precip-
itant, such as lithium chloride, showed that the use of polyethylene glycol 1500 with 2.5 M LiCl as a precipitant 
in the presence of 96% ethanol provides a high yield and high-quality microRNA extraction, which can be used 
for further analytical studies. PCR to assess the quality of the isolated microRNA with specific primers for 
miR165a showed the presence of one amplification product about 80 bp, which corresponds to the theoretical 
values calculated on the basis of the developed probe for this microRNA. A positive PCR result indicates the 
presence of the analyzed miRNA in the matrix used. Therefore, the use of a modified RNA isolation technique 
using polyethylene glycol 1500 (PEG 1500) as an element for the separation of high and low molecular weight 
nucleic acids made it possible to obtain miRNA preparations that can be used for further analytical studies. 
Keywords: Zea mays, miRNA, polyethylene glycol, polymerase chain reaction, amplicon. 
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Введение 
Последнее десятилетие сопровожда-

ется появлением большого количества 
исследований, посвященных роли малых, 
не кодирующих белок молекул РНК 
(микроРНК). Выявлена ключевая роль 
микроРНК в связывании с 3'-нетрансли-
руемым концом мРНК и последующем 
индуцировании деградации мРНК или 
ингибировании трансляции мРНК. Мик-
роРНК, как эпигенетические модуля-
торы, влияют на уровни белка целевых 
мРНК без модификации последователь-
ностей генов. Кроме того, микроРНК 
также могут регулироваться эпигенети-
ческими модификациями, включая мети-
лирование ДНК, модификацию РНК и ги-
стонов [1]. 

Взаимные действия микроРНК и эпи-
генетического пути, по-видимому, обра-
зуют петлю микроРНК-эпигенетической 
обратной связи и оказывают обширное 
влияние на изменение экспрессии генов. 
Нарушение регуляции петли микроРНК-
эпигенетической обратной связи мешает 
физиологическим и патологическим про-
цессам и способствует возникновению 

различных нарушений. В дополнение к 
тому, что микроРНК сами регулируются 
эпигенетическим механизмом [2], они 
также могут влиять на экспрессию ком-
понентов данного процесса, нацеливаясь 
на ферменты, участвующие в контроле 
различных эпигенетических процессов. 
Связанные с изменением метильного ста-
туса ферменты, такие как DNMTs, TETs, 
HDAC и EZH могут регулироваться мик-
роРНК через эпигенетические меха-
низмы и называются эпи-микроРНК. Экс-
прессия этих микроРНК имеет важное 
значение для эпигенетической регуляции 
большого количества путей клеточного 
метаболизма и различных процессов [3]. 

С момента открытия miRNAs боль-
шие успехи в характеристике этих се-
мейств генов определили механизм их 
функций в регуляции генов [4]. Совре-
менные методы обнаружения и количе-
ственного определения miRNAs в значи-
тельной степени основаны на клониро-
вании, нозерн-блоттинге [5] или удлине-
нии праймера [6]. Хотя микрочипы мо-
гут повысить производительность про-
филирования микроРНК, метод относи-
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тельно ограничен с точки зрения чув-
ствительности и специфичности [7, 8]. 
ПЦР в реальном времени является «золо-
тым» стандартом для количественной 
оценки экспрессии генов [9-11]. Важным 
при использовании метода ПЦР в реаль-
ном времени для количественной оценки 
микроРНК является ее экстракции из 
клетки. Неэффективное выделение мик-
роРНК может повлиять на последующий 
анализ и даже привести к спорным полу-
ченным результатам. 

В связи с этим, целью работой явля-
лось модифицировать методику выделе-
ния РНК из растений с помощью фенол-
хлороформной экстракции для получе-
ния препаратов микроРНК. 

Экспериментальная часть 
В качестве объекта для исследования 

были использованы листья 14-дневной 
кукурузы (Zea mays L.), которая была вы-
ращена гидропонным способом при днев-
ном 12 часовом свете. Белый свет полу-
чали от ламп дневного света в установке 
«Флора-1». Красный и дальний красный 
свет получали с помощью светодиодов с 
областью испускания 640-680 нм 
(КИПД40М40-К-П6, Россия) и 710-750нм 
(3Л127А-5, Россия). Интенсивность света 

составляла 4 мкмоль квантов м-2·с-1. Дан-
ная интенсивность света достаточна для 
возникновения сигнальных реакций, свя-
занных с участием фитохромной си-
стемы, но не приводит к интенсификации 
протекания фотосинтеза. Опыты по изу-
чению влияния света различной длины 
волны на растения проводили по схеме, 
представленной на рисунке 1. 

Выделение суммарной РНК из расти-
тельных образцов осуществляли методом 
гуанидинтиоцианат-фенол-хлороформ-
ной экстракции. В качестве осадителя ис-
пользовали LiCl [12]. Качественный ана-
лиз РНК проводили путем электрфорети-
ческого исследования в геле 1% агарозы. 
Красителем выступал бромистый этидий. 

Для получения кДНК анализируемой 
микроРНК проводили обратную тран-
скрипцию со специфическим разработан-
ным зондом для miR165a. Параметры 
проведения обратной транскрипцию сле-
дующие: инкубация смеси при 16°C – 30 
мин, 42°C – 30 мин, 85°C – 5 мин [13]. 

Полимеразную цепную реакцию с ген-
специфичными праймерами проводили с 
помощью набора реактивов AmpliSence 
(Хеликон, Россия). Нуклеотидный состав 
праймеров mir: прямой – 5' cactgatcggac-
caggcttca 3'; обратный – 5' gtcgtatccagtg-
cagggtcc 3'. Параметры амплификации 

 
Рис. 1. Схема постановки эксперимента по созданию светового режима. 

1 – контрольные растения, выращенные по вышеуказанной методике; 2 – растения, инкубируе-
мые в темноте, далее обозначаются как «темнота»; 3 – растения, облученные красным светом с 

длиной волны 660 нм, далее обозначаются как «КС»; 4 – растения, облученные дальним красным 
светом с длиной волны 730 нм, далее обозначаются как «ДКС»; 5 – растения, облученные последо-
вательно красным и дальним красным светом с длинами волн 660 и 730 нм, далее обозначаются как 

«КС+ДКС». 
Fig. 1. Scheme of setting up an experiment to create a light mode. 
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были следующие: предварительная дена-
турация – 95°С 5 минут, цикл – 95°С – 30 
сек., 58°С – 30 сек., 72°С – 30 сек., фи-
нальная элонгация – 72°С – 10 минут.  

Денситометрические исследования 
проводили на электрофореграммах РНК в 
1% агарозном геле, с применением про-
граммного обеспечения Gel Analyzer 19.1. 

Опыты проводились в 3-х кратной 
биологической и 4-х кратной аналитиче-
ской повторности. В таблицах и на рисун-
ках представлены данные опытов, в кото-
рых каждое значение это среднее ариф-
метическое, посчитанное по результатам 
трех повторностей. Для получения досто-
верных данных использовались методы 
статистической обработки. Результаты 
являются достоверными, если различия 
между ними не больше р≤0.05 [14]. 

Обсуждение результатов 
Применение фенол-хлороформной 

экстракции суммарной РНК из клеток 
растений с последующей дополнитель-
ной стадией специфического отделения 
микроРНК позволило получить ее препа-
рат для использования при проведении 
качественной ПЦР.  

На первом этапе выделения суммар-
ной РНК клетки применяли фенол-хлоро-
формную экстракция со специфическим 
соосадителем 12 М LiCl в присутствии 
96% этанола. Препараты всех видов РНК, 
в том числе микроРНК, полученных на 
этом этапе, анализировали электрофоре-
тическим способов в 1%-ном агарозном 
геле.  

Применение фенол-хлороформной 
экстракции позволило выделить общую 
РНК клетки практически без следов де-
градации (рис. 2А). Об этом свидетель-
ствует наблюдаемое на геле преоблада-
ние количества 28S рРНК над 18S рРНК, 
что является одним из важных критериев 
качества препарата РНК. Кроме того, ре-
зультаты денситограммы указывают на 
присутствие в изучаемых препаратах низ-
комолекулярных нуклеиновых кислот, к 
которым относится и микроРНК (рис. 

2Б). Следовательно, метод фенол-хлоро-
формной экстракции позволяет с высо-
кой эффективностью экстрагировать из 
растительной клетки все виды РНК, как 
высокомолекулярные, так и низкомоле-
кулярные. 

Для преципитации низкомолекуляр-
ных РНК из суммарной фракции, нами 
был применен в качестве специфического 
соосадителя ПЭГ 1500. Эффективность 
выделения микроРНК из суммарной 
фракции повышалась при использовании 
2.5 М LiCl и этилового спирта. Примене-
ние LiCl при осаждении микроРНК поз-
волило дополнительную провести 
очистку, поскольку хлорид лития не оса-
ждает ДНК и белок. Применение электро-
фореза в 1%-ом агарозном геле для 
оценки качества выделенной микроРНК 
позволило установить эффективность ис-
пользуемой схемы, поскольку на электро-
фореграмме не обнаружено высокомоле-
кулярных РНК, прежде всего 18S и 28S 
рРНК (рис. 3А). Также показано с приме-
нение анализа гелевой пластинки денси-
тометрическим методом наличие низко-
молекулярных нуклеиновых кислот, что 
указывает на эффективность применяе-
мого в нашем исследовании подхода 
(рис. 3Б). 

Сочетание в качестве осадителей та-
ких веществ как ПЭГ 1500, 2.5 М LiCl и 
96% этилового спирта позволило прове-
сти отделение высокомолекулярных РНК 
от низкомолекулярных, что является ос-
новным критерием получения мик-
роРНК. Нити ПЭГ при взаимодействии с 
РНК стерически и электростатически 
экранируют ее, что способствует ее ста-
бильности в том числе и при действии 
специфических осадителей [15]. 

При этом, ПЭГ взаимодействует с вы-
сокомолекулярной РНК [16], что приво-
дит к ее экранированию от LiCl и ком-
плексообразование происходить только с 
низкомолекулярной РНК. Подобный эф-
фект способствует разделению в присут-
ствии 2.5 М LiCl и 96% этилового спирта 
РНК по их молекулярной массе, малые 
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РНК денатурируются в присутствии эта-
нола. В итоге, ПЭГ с низкой молекуляр-
ной массой способствует дестабилизации 
структуры РНК, что в совокупности со 
специфическим осадителем хлоридом 
лития, приводит к более эффективному 
комплексообразованию и выделению 
низкомолекулярных РНК. 

Проведенная обратная транскрипция 
РНК образцов с последующим ПЦР-ана-
лизом со специфическими праймерами к 
микроРНК miR165a свидетельствуют о 
качестве выделенной микроРНК из кле-
ток листьев кукурузы при их облучении 

светом разной длины волны. На электро-
фореграмме, при использовании 1%-го 
агарозного геля, позволяющего разделять 
нуклеиновые кислоты на основе их моле-
кулярных масс [17, 18], обнаружено 
наличие одной полосы в каждой из проб 
микроРНК с длиной около 80 п.н., что со-
ответствует теоретическому значению 
размера ампликона (рис. 4). 

Применение модифицированной мето-
дики выделения РНК с использованием 
ПЭГ 1500 в качестве элемента разделения 
высокомолекулярных и низкомолекуляр 

 
Рис. 2. Экстракция суммарной клеточной РНК из листьев кукурузы при облучении 

светом разной длинны волны. А – качественное определение РНК электрофорезов в 1% 
агарозном геле. Б – денситограмма образцов суммарной РНК. 

Fig. 2. Extraction of total cellular RNA from corn leaves under irradiation with light of dif-
ferent wavelengths. A – qualitative determination of RNA electrophoresis in 1% agarose gel. 

 B – densitogram of total RNA samples. 
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ных нуклеиновых кислот позволило по-
лучить препараты микроРНК, которые 
можно применять для дальнейших анали-
тических исследований. 

Заключение 
Результаты проведенного исследова-

ния показали, что модификация фенол-

хлороформного метода экстракции сум-
марной клеточной РНК позволяет осуще-
ствить выделение высококачественной 
микроРНК, которая может использо-
ваться при исследовании ее содержания в 
клетках исследуемых организмов мето-
дом ПЦР в реальном времени. экспрессии 

 
Рис. 3. Выделение микроРНК из суммарной РНК клеток листьев кукурузы при облуче-

нии светом разной длинны волны. А – качественное определение РНК электрофорезов 
в 1% агарозном геле. Б – денситограмма образцов суммарной РНК. 

Fig. 3. Isolation of microRNA from the total RNA of corn leaf cells when irradiated with 
light of different wavelengths. A – qualitative determination of RNA electrophoresis in 1% aga-

rose gel. B – densitogram of total RNA samples 

 
Рис. 4. Электрофореграмма ПЦР-продуктов со специфическим праймерами к miR165a. 

Fig. 4. Electrophoregram of PCR products with specific primers to miR165a. 
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генов в медицинских исследованиях. За-
мечательную роль выделении микроРНК 
из суммарной клеточной РНК сыграло 
применение в качестве ее специфиче-
ского соосадителя ПЭГ 1500. При этом, 
использование дополнительных компо-
нентов, таких как 2.5 М LiCl и 96% эти-
лового спирта, способствовало не только 
специфической преципитации мик-
роРНК, но и дополнительной ее очистке 
от ДНК. Это особенно важно при после-
дующем анализе микроРНК методом 
ПЦР, поскольку присутствие ДНК в об-
разце может приводить к формированию 
нецелевых ампликонов и, как следствие, 
снижению эффективности всего анализа.  

Модификация метода выделения РНК 
с применением ПЭГ 1500 позволила вы-
делить высококачественной микроРНК 
из растительных клеток, которая может 
быть использована в аналитических ис-
следования с применением качественной 
и количественной ПЦР.  
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