
 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2024. Т. 24, № 1. С. 139-146. 
Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2024. Vol. 24, No 1. pp. 139-146. 
 
ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 

 

 

© Федорин Д. Н., Чуйкова В. О., Епринцев А. Т., 2024 
 

139 

 
ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ 

 
Научная статья 
УДК  577.218 
doi: 10.17308/sorpchrom.2024.24/12027 
  
Выделение внеклеточных везикул из листьев кукурузы 
дифференциальным ультрацентрифугированием 
и идентификация в них микроРНК miR165a 
 
Дмитрий Николаевич Федорин, Виктория Олеговна Чуйкова, 
Александр Трофимович Епринцев✉ 

Воронежский государственный университет, Воронеж, Россия, bc366@bio.vsu.ru✉ 
 
Аннотация. МикроРНК представляют собой класс некодирующих молекул РНК, как важнейших ре-
гуляторов различных биологических процессов в растениях. МикроРНК играют важнейшую регуля-
торную роль ранней ответной реакции клетки на стрессовое воздействие, в том числе и обеспечивая 
межклеточную сигнализацию. Внеклеточные везикулы растений играют ключевую роль в транспорте 
молекул в растениях. За последнее десятилетие были разработаны многочисленные методы выделения 
внеклеточных везикул, при этом дифференциальное центрифугирование позволяет выделять неболь-
ших маленькие везикулы. Применение метода дифференциального центрифугирования позволило вы-
делить из листьев кукурузы две фракции внеклеточных везикул (Р40 и Р100), различающихся размером 
и молекулярной массой. Фракция больших везикул имела размер более 150 нм и содержала высокомо-
лекулярные и низкомолекулярные нуклеиновые кислоты. При этом, для везикул фракции Р100 опреде-
лен размер от 30 до 200 нм, которые содержат только низкомолекулярные нуклеиновые кислоты. Раз-
работан специфический зонд для идентификации микроРНК miR165а с помощью полимеразной цеп-
ной реакции. Применение зонда типа «стебель-петля» позволило получить матрицы кДНК размером 
более 70 пар нуклеотидов (п.н.), что является достаточным для оценки методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР). Результаты ОТ-ПЦР-анализа со специфическими праймерами к микроРНК miR165a 
свидетельствуют о наличии продукта амплификации размером около 70-80 пар нуклеотидов, что соот-
ветствует теоретическим значениям. Следовательно, фракции внеклеточных везикул из листьев куку-
рузы содержат микроРНК miR165a, что, вероятно, обуславливает их физиологическую функцию меж-
клеточного транспорта малых некодирующих РНК. 
Ключевые слова: Zea mays, микроРНК, везикулы, ультрацентрифугирование, электрофорез, полиме-
разная цепная реакция. 
Для цитирования: Федорин Д.Н., Чуйкова В.О., Епринцев А.Т. Выделение внеклеточных везикул из 
листьев кукурузы дифференциальным ультрацентрифугированием и идентификация в них микроРНК 
miR165a // Сорбционные и хроматографические процессы. 2024. Т. 24, № 1. С. 139-146. 
https://doi.org/10.17308/sorpchrom.2024.24/12027 
 
Original article 

 
Isolation of extracellular vesicles from corn leaves using differential 
ultracentrifugation and the identification of miR165a microRNA 
 
Dmitriy N. Fedorin, Viktoria O. Chuikova, Alexander T. Eprintsev✉ 
Voronezh State University, Voronezh, Russia, bc366@bio.vsu.ru✉ 
 
Abstract. MicroRNAs are a class of non-coding RNA molecules that act as important regulators of various 
biological processes in plants. MicroRNAs play a significant regulatory role in the early reaction of the cell to 
a stressful impact, including intercellular signalling. Extracellular vesicles of plants are essential for the 
transport of molecules in plants. Numerous methods for isolating extracellular vesicles have been developed 
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over the past decade, and differential centrifugation allows the isolation of small vesicles. Using the differential 
centrifugation method, we managed to isolate two fractions of extracellular vesicles (P40 and P100) from corn 
leaves that were different in size and molecular weight. The fraction of large vesicles had a size of more than 
150 nm and contained high and low molecular nucleic acids. 
We also determined the sizes of vesicles of the P100 fraction which contained only low molecular nucleic 
acids: they were from 30 to 200 nm. A specific probe was designed to identify miR165a microRNA using 
polymerase chain reaction. Using the stem-loop probe allowed obtaining cDNA matrices larger than 70 nucle-
otide pairs (bp), which was sufficient to evaluate the polymerase chain reaction (PCR). The results of RT-PCR 
analysis with specific primers for miR165a microRNA showed the presence of an amplification product ap-
proximately 70-80 nucleotide pairs in size, which corresponded to theoretical values. Therefore, fractions of 
extracellular vesicle from corn leaves contained miR165a microRNA, which may explain their physiological 
function as intercellular transport of small non-coding RNAs. 
Keywords: Zea mays, microRNA, vesicles, ultracentrifugation, electrophoresis, polymerase chain reaction. 
For citation: Fedorin D.N., Chuikova V.O., Eprintsev A.T. Isolation of extracellular vesicles from corn leaves 
using differential ultracentrifugation and the identification of miR165a microRNA. Sorbtsionnye i khromato-
graficheskie protsessy. 2024. 24(1): 139-146. (In Russ.). https://doi.org/10.17308/sorpchrom.2024.24/12027 

 

Введение 
В настоящее время наблюдается зна-

чительный рост исследований, связанных 
с внеклеточными везикулами раститель-
ного происхождения в биологических и 
медицинских областях [1]. Внеклеточные 
везикулы представляют собой мембран-
ные округлые гетерогенные группы ча-
стиц, которые вырабатываются и секре-
тируются прокариотическими и эукарио-
тическими клетками как в нормальных, 
так и в патофизиологических условиях 
[2]. Первоначально предполагалось, что 
внеклеточные везикулы участвуют 
только в выведении ненужных соедине-
ний из клетки. Сегодня установлено, что 
они в основном осуществляют передачу 
сигналов между клетками и организмами. 

Считается, что везикулы растений об-
разуют гетерогенную популяцию везикул 
различного происхождения, включая 
многовезикулярные тельца (MVB), ауто-
фагосомы, вакуоли и экзоцист-позитив-
ные органеллы (EXPO). Размер колеб-
лется в пределах 30-5000 нм и зависит от 
исходного материала и метода выделе-
ния. Внеклеточные везикулы разного раз-
мера выделяли из винограда (V. vinifera; 
400 нм), апельсина (C. aurantium; 105-396 
нм), имбиря (Z. officinale; 125-250 нм), 
брокколи (B. oleracea; 18-400 нм), мор-
кови (D. carota; 100-1000 нм), хлопка (G. 
arboreum; 150 нм) [3]. 

Растительные везикулы представляют 
собой нано- и микроструктуры круглой 
формы, содержащие широкий спектр 
белков, нуклеиновых кислот (мРНК, мик-
роРНК и другие типы коротких РНК) и 
вторичных метаболитов, окруженных ли-
пидным бислоем с мембранными бел-
ками, каналами, лигандами и рецепто-
рами [4]. За последнее десятилетие было 
четко продемонстрировано их участие в 
иммунных реакциях и ответе на биотиче-
ский и абиотический стрессы. Кроме 
того, они также могут быть вовлечены в 
реорганизацию клеточной стенки и в 
межклеточную коммуникацию [4], могут 
переноситься в клетки-реципиенты, из-
менять экспрессию генов и опосредовать 
функциональные эффекты [5].  

Первые предположения о том, что 
микроРНК может транслоцироваться в 
соседние клетки, были получены в ре-
зультате исследований miR165/166 у ку-
курузы и Arabidopsis thaliana. miR165a 
участвует в формировании меристемы, 
установлении адаксиальной/абаксиаль-
ной полярности листьев, формировании 
радиального рисунка корней и специфи-
кации сосудов посредством понижающей 
регуляции факторов транскрипции го-
меодоменлейциновой молнии III класса 
(HD-ZIP III) [6]. 

Выделение внеклеточных раститель-
ных везикул очень важно для последую-
щего анализа микроРНК, однако имеются 
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различные ограничения, которые не поз-
воляют применять один универсальный 
подход [1]. 

Метод ультрафильтрации, основан-
ный на разделении по размеру, доста-
точно прост, эффективен, обладает высо-
кой скоростью извлечения, а также не 
влияет на биологическую активность рас-
тительных везикул [7]. Ультрацентрифу-
гирование включает последовательную 
смену низкоскоростного и высокоско-
ростного этапа, что использовался для 
выделения микровезикул из листьев ара-
бидопсиса, семян и проростков подсол-
нечника, впитывающих влагу, и ли-
стьев Nicotiana benthamiana [8]. Такой 
способ выделения обладает достаточно 
высоким процентом выхода чистых рас-
тительных везикул, содержащих вторич-
ные метаболиты и нуклеиновые кислоты, 
которые могут быть использованы в каче-
стве экспериментального материала в по-
следующих исследованиях [7].  

В связи с этим, целью данной работы 
являлось выделение внеклеточных расти-
тельных везикул с помощью дифферен-
циального ультрацентрифугирования и 
исследование содержания микроРНК 
miR165а в разных фракциях.  

Экспериментальная часть 
В качестве объекта исследования были 

использованы листья 14-дневной куку-
рузы (Zea mays L.), которая была выра-
щена гидропонным способом при 25оС, 
10-часовом световом дне с интенсивно-
стью 90 мкмоль квантов·м-2·с-1.  

Выделение растительных внеклеточ-
ных везикул осуществляли с помощью 
метода дифференциального ультрацен-
трифугирования. Из растительного мате-
риала массой 0,5 г осуществляли сбор чи-
стой апопластической жидкости путем 
вакуумной инфильтрации и центрифуги-
рования при 900 g. Выделение из апопла-
стической жидкости двух фракций вези-
кул производили последовательными 
этапами низкоскоростного центрифуги-

рования при 2000 g и 10000 g с дальней-
шим высокоскоростным ультрацентри-
фугированием при 40000 g и 100000 g [8]. 

Визуализацию внеклеточных везикул 
после разделения на фракции Р40 и Р100 
осуществляли с помощью метода микро-
скопирования на приборе Olynpus CX41 
(Olympus, Япония) с увеличением 1000×. 
Выделение нуклеиновых кислот из раз-
ных фракций везикул осуществляли ме-
тодом фенол-хлороформной экстракции 
[9].  

Количественную оценку содержания 
нуклеиновых кислот в образцах, выде-
ленных из фракций везикул Р40 и Р100, и 
их чистоту осуществляли спектрофото-
метрически на приборе NanoPhotometer 
C40 (Implen, Германия).  

Для получения кДНК проводили об-
ратную транскрипцию с набором MMLV 
(СибЭнзим, Россия) со специфическим 
разработанным зондом для miR165a, для 
чего брали 100 нг нуклеиновых кислот из 
каждой фракции. Параметры проведения 
обратной транскрипции следующие: ин-
кубация смеси при 16°C – 30 мин, 42°C – 
30 мин, 85°C – 5 мин [10]. 

Полимеразную цепную реакцию про-
водили на амплификаторе Терцик со спе-
цифичными праймерами с набором 
AmpliSence (Хеликон, Россия). Нуклео-
тидный состав праймеров mir165а: пря-
мой – 5' cactgatcggaccaggcttca 3'; обрат-
ный – 5' gtcgtatccagtgcagggtcc 3'. Пара-
метры амплификации были следующие: 
предварительная денатурация – 95°С 5 
минут, цикл – 95°С – 30 сек., 58°С – 30 
сек., 72°С – 30 сек., финальная элонгация 
– 72°С – 10 минут. 

Контроль качества продуктов ампли-
фикации осуществлялся с помощью гель-
электрофореза в 2% агарозном геле с ин-
теркалирующим красителем бромистым 
этидием. 

Денситометрические исследования 
электрофореграмм продуктов амплифи-
кации, с применением программного 
обеспечения Gel Analyzer 19.1. 
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Опыты проводились в 3-х кратной 
биологической и 4-х кратной аналитиче-
ской повторности. В таблице представ-
лены данные опытов, в которых каждое 
значение – это среднее арифметическое, 
посчитанное по результатам трех повтор-
ностей. Для получения достоверных дан-
ных использовались методы статистиче-
ской обработки. Результаты являются до-
стоверными, если различия между ними 
не больше р≤0.05 [11]. Изображения 
представляют собой данные типичного 
эксперимента, повторенного три-четыре 
раза. 

Обсуждение результатов 
Метод дифференциального центрифу-

гирования является наиболее часто ис-
пользуемым способом выделения внекле-
точных растительных везикул из клеточ-
ных культур и биологических жидкостей. 
Он состоит из нескольких этапов, вклю-
чая выделение чистой апопластической 
жидкости с помощью вакуумной инфиль-
трации и центрифугирования; осуществ-
ления низкоскоростного центрифугиро-
вания при 2000 g и 10000 g для удаления 
мертвых клеток, клеточного мусора и 
крупных везикул с последующим высо-
коскоростным центрифугированием при 

40000 g и 100000 g для получения круп-
ных (Р40) и мелких (Р100) гранул везикул 
из листьев кукурузы [8].  

Во фракции P40 основная доля наблю-
даемых везикул имела диаметр более 150 
нм, в то время как во фракции Р100 раз-
мер полученных везикул находился в 
диапазоне 30-200 нм [8]. Следовательно, 
центрифугирование при 40000 g приво-
дит к выделению более крупных расти-
тельных везикул, что обусловлено их 
большей массой (рис. 1). При этом, цен-
трифугирование при 100000 g позволило 
получить везикулы небольшого размера с 
большой эффективностью. Применение 
метода дифференциального ультрацен-
трифугирования позволило провести ка-
чественное выделение внеклеточных ве-
зикул из листьев кукурузы в виде двух 
фракций, что обусловлено разницей их 
молекулярных масс. Масса везикул зави-
сит от содержания в них веществ, кото-
рые включаются в ее состав при форми-
ровании самой везикулы, включая боль-
шое количество белковых компонентов, 
что характерно для фракции Р40 [12]. Со-
гласно литературным данным, в состав 
крупных и мелких везикул входят малые 
некодирующие РНК, в том числе и мик-
роРНК [13]. 

 
Рис. 1. Фотографии фракций внеклеточных везикул фракций Р40 и Р100, сделанных с 

помощью микроскопа Olynpus CX41 с увеличением 1000×. Р40 – фракция везикул, полу-
ченная после дифференциального центрифугирования со скоростью 40000 g, имеющая раз-
мер от 100 нм и более. Р100 – фракция везикул, выделенная после центрифугирования со 

скоростью 100000 g и имеющая размер до 200 нм. 
Fig. 1. Photographs of extracellular vesicle fractions P40 and P100 taken using an Olympus 

CX41 microscope with a magnification of 1000×. P40 is a fraction of vesicles obtained after dif-
ferential centrifugation at a rate of 40,000 g with a size of 100 nm or more. P100 is a fraction of 

vesicles isolated after centrifugation at a rate of 100,000 g with a size of up to 200 nm. 
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Для исследования наличия нуклеино-
вых кислот (НК), входящих в состав вне-
клеточных везикул, нами проведена их 
экстракция фенол-хлороформным мето-
дом. Аналитический электрофорез выде-
ленной суммарной нуклеиновой кислоты 
из везикул фракций Р40 и Р100 прово-
дили в 2% агарозном геле и установили 
различие в наборе высоко- и низкомоле-
кулярных нуклеиновых кислот между ис-
следуемыми фракциями. Показано, что 
везикулы фракции Р40 содержат и высо-
комолекулярные соединения с молеку-
лярной массой более 400 п.н., и низкомо-
лекулярные – менее 100 п.н. (рис. 2). Од-
нако, везикулы фракции Р100 содержали 
только низкомолекулярные соединения.  

Результаты денситометрии свидетель-
ствуют о преобладании высокомолеку-
лярных НК в везикулах Р40 по сравнению 
с фракцией Р100 (рис. 3). Наличие высо-
комолекулярных НК в везикулах фрак-
ции Р40, вероятно, обусловлено их разме-
рами, позволяющими включать в себя 
ряд мРНК, размер которых составляет до 
500 п.н., что соответствует ранее полу-
ченным данным для модельного расти-
тельного объекта A. thaliana [14]. При 
этом, характер НК, наблюдаемый для об-

разца Р40, полностью отличался от ри-
сунка, наблюдаемого для тотальной кле-
точной РНК, что указывает на то, что вы-
деление внеклеточных везикул методом 
дифференциального ультрацентрифуги-
рования не вызывает существенного раз-
рушения клеток. В то же время, резуль-
таты денситометрии указывают на нали-
чие в маленьких везикулах фракции Р100 
только низкомолекулярных НК, размер 
которых не превышает 100 п.н., что соот-
ветствует большинству малых некодиру-
ющих РНК, в том числе и микроРНК.  

Следовательно, фракции везикул Р40 и 
Р100 отличаются по размеру и качествен-
ному составу нуклеиновых кислот с пре-
обладанием высокомолекулярных в со-
ставе везикул фракции Р40. Высокомоле-
кулярные молекулы нуклеиновых кислот 
в везикулах представлены мРНК [4], в то 
время как для везикул фракции Р100 ха-
рактерно наличие низкомолекулярных 
нуклеиновых кислот, в основном мик-
роРНК и других малых некодирующих 
РНК. 

Спектрофотометрически определено 
содержание нуклеиновых кислот во 
фракциях Р40 и Р100, что характеризова-
лось величинами 49.14 и 46.18 нг/мкл, со 

 
Рис. 2. Электрофореграмма нуклеиновых кислот, выделенных из фракций внеклеточ-

ных везикул Р40 и Р100 листьев кукурузы, в 2% агарозном геле. М – маркеры длин нук-
леиновых кислот. Р40 – фракция везикул, полученная после дифференциального центри-
фугирования со скоростью 40000 g. Р100 – фракция везикул, выделенная после центри-

фугирования со скоростью 100000 g. 
Fig. 2. Electropherogram of nucleic acids isolated from extracellular vesicle fractions P40 

and P100 of corn leaves in 2% agarose gel. M – markers of nucleic acid lengths. P40 – vesicle 
fraction obtained after differential centrifugation at a rate of 40,000 g. P100 – vesicle fraction 

isolated after centrifugation at a rate of 100,000 g. 
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ответственно (табл. 1). Для аналитиче-
ских исследований нуклеиновых кислот, 
выделенных из фракций везикул P40 и 
Р100, использовали 100 нг для идентифи-
кации в них микроРНК miR165a, распо-
ложение которой может быть, как на по-
верхности, так и внутри везикулы. Для 
этого применили схему обратной тран-

скрипции-ПЦР с использованием специ-
фически созданного зонда по типу «сте-
бель-петля», обеспечивающего формиро-
вание кДНК-матрицы для дальнейшего 
получения ПЦР-продукта на основе спе-
цифических праймеров [10]. 

Результаты ОТ-ПЦР-анализа со специ-
фическими праймерами к miR165a пока-
зали наличие продукта амплификации 

 
Рис. 3. Денситограмма образцов нуклеиновых кислот, выделенных из внеклеточных ве-

зикул листьев кукурузы. Р40 – фракция везикул, полученная после дифференциального 
центрифугирования со скоростью 40000 g. Р100 – фракция везикул, выделенная после 

центрифугирования со скоростью 100000 g. 
Fig. 3. Densitogram of nucleic acid samples isolated from extracellular vesicles of corn 

leaves. P40 – vesicle fraction obtained after differential centrifugation at a rate of 40,000 g. P100 
– vesicle fraction isolated after centrifugation at a rate of 100,000 g. 

 
Таблица 1. Количественные характеристики препаратов нуклеиновых кислот, выделенных 
из везикул фракций Р40 и Р100 листьев кукурузы 
Table 1. Quantitative characteristics of nucleic acid preparations isolated from the P40 and P100 
vesicle fractions of corn leaves 

Фракция везикул Концентрация НК, нг/мкл Чистота препарата 
Р40 49.14 ± 2.45 1.828 ± 0.091 
Р100 46.18 ± 1.85 1.739 ± 0.069 

 

 
Рис. 4. Электрофореграмма ПЦР-продуктов со специфическими праймерами 

к микроРНК miR165a. 
Fig. 4. Electropherogram of PCR products with specific primers for miR165a microRNA 
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размером около 70-80 п.н. при электро-
форетическом исследовании в 2% агароз-
ном геле (рис. 4). Результаты ПЦР соот-
носятся с теоретическими данными, обу-
словленными применением зонда «сте-
бель-петля», позволяющего сформиро-
вать кДНК длиной 70 п.н. Наличие ПЦР-
продукта при амплификации НК, выде-
ленных из везикул фракций Р40 и Р100, 
является доказательством присутствия в 
их составе микроРНК miR165а. 

Заключение 
Известно, что растительные везикулы 

различаются по своим размерам, химиче-
скому и молекулярному составу, что от-
ражается на их функциональном значе-
нии [15]. Применение метода дифферен-
циального ультрацентрифугирования с 
предварительной вакуумной инфильтра-
цией позволило получить две фракции 
растительных внеклеточных везикул, от-
личающихся по молекулярной массе. По-
следовательная смена низкоскоростного 
центрифугирования при 2000 g и 10000 g 
и высокоскоростного ультрацентрифуги-
рования при 40000 g и 100000 g позво-
лило выделить из апопластического про-
странства тяжелые гранулы с большой 
молекулярной массой (Р40), а также ча-
стицы (Р100), молекулярная масса кото-
рых значительно меньше. Обе фракции 
везикул, выделенных из листьев куку-
рузы, отличаются размерами и молеку-
лярной массой, что обусловлено особен-
ностями их формирования и включением 
в их состав различных биомолекул, в том 

числе и разных видов нуклеиновых кис-
лот [12, 13]. 

Результаты электрофоретических ис-
следований выделенной суммарной 
фракции нуклеиновых кислот из разных 
фракций везикул свидетельствуют об их 
разнородном составе с преобладанием 
высокомолекулярных соединений во 
фракции Р40. Применение специфиче-
ских праймеров к микроРНК miR165a 
позволило получить ПЦР-продукт, что 
подтверждает наличие во фракция Р40 и 
Р100 внеклеточных везикул микроРНК 
miR 165a.  

Таким образом, применение диффе-
ренциального ультрацентрифугирования 
позволило получить внеклеточные вези-
кулы из листьев кукурузы и выделить две 
фракции на основе их молекулярных 
масс. Крупные везикулы (фракция Р40) 
осаждались при 40000 g и имели размер 
от 150 до 2000 нм, маленькие везикулы 
(фракция Р100), размером менее 200 нм, 
осаждались при 100000 g. Обе фракции 
внеклеточных везикул из листьев куку-
рузы содержат микроРНК miR165a, что, 
вероятно, обуславливает их физиологи-
ческую функцию межклеточного транс-
порта малых некодирующих РНК [16]. 
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