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ВВЕДЕНИЕ

Амплификация по типу катящегося кольца 
(RCA) – чувствительный и специфичный метод изо- 
термической амплификации нуклеиновых кислот 
[1–3]. RCA находит широкое применение в анализе  
нуклеиновых кислот: в выявлении однонуклео- 
тидного полиморфизма генов [4], метилировании 
генов [5], селекции аптамеров [6–7], секвениро- 
вании [8], а также в анализе белков, например, 
в иммуноанализе [9]. Ключевая инициирующая 
стадия проведения RCA – образование кольцевого 
олигонуклеотида, который служит матрицей для 
последующей амплификации. Кольцевой фраг- 
мент получают лигированием олигонуклеотидного 
зонда (“padlock probe”), содержащего 3ʹ- и 5ʹ-кон- 
цевые последовательности, комплементарные 
выбранной мишени. Для лигирования чаще 
всего используют T4 ДНК-лигазу, ДНК-лигазу 
Escherichia coli и термостабильные ДНК-лигазы: 
Taq, Ampligase, Pfu [4, 10–12]. В качестве мишени 
могут выступать короткие одноцепочечные син- 

тетические олигонуклеотиды, называемые адапте- 
рами, а также одноцепочечная РНК или ДНК  
[13–17]. Авторы [16, 17] отмечают, что лигирование  
с вирусной РНК длиннее 3000 нт затруднено. 
Возможно, это связано с образованием вторич- 
ных структур. Например, один из способов детекти- 
рования вирусной РНК – использование многоста- 
дийного метода, включающего следующие этапы: 
предварительную амплификацию образцов ме- 
тодом ПЦР с добавлением “хвостовых” обратных 
праймеров, содержащих последовательность для  
амплификации смещением цепи (SDA); проведе- 
ние SDA c образованием короткого одноцепочеч- 
ного продукта, выступающего специфичным прай- 
мером для последующего RCA-анализа; добав- 
ление в систему предварительно лигированного 
кольцевого олигонуклеотида и проведение RCA 
[17]. Авторы [17] предлагают использовать предва- 
рительную амплификацию вирусной РНК для об- 
разования специфичного праймера к предвари- 
тельно лигированному зонду “padlock probe” и 
последующего RCA-анализа.
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Проведение RCA с геномной ДНК осложняется 
тем, что генетическая мишень присутствует в 
форме длинной двухцепочечной молекулы ДНК, 
труднодоступной для лигазы. Например, авторы 
[18] в своей статье затронули проблему проведения 
RCA при анализе двухцепочечной бактериальной 
ДНК Mycobacterium tuberculosis. Существует не- 
сколько подходов получения кольцевого олиго- 
нуклеотида с образцов геномной ДНК. Один из  
способов подготовки образца для RCA –расщеп- 
ление геномной ДНК на более короткие фрагменты. 
Авторы [19] проводят сравнение ультразвукового 
воздействия и эндонуклеаз и отмечают, что ис- 
пользование ультразвука не требует наличия сайтов  
рестрикции и может проводиться на любом образце  
без предварительного скрининга, однако данный  
метод обладает недостаточно высокой воспроиз- 
водимостью и специфичностью из-за неизбира- 
тельного расщепления. Использование эндо- 
нуклеаз – это более специфичный метод, однако он 
требует от ДНК-мишени наличия определенных 
сайтов рестрикции в зависимости от выбранной 
нуклеазы, что приводит к необходимости оптими- 
зации под каждый тип исследуемого образца. 
Другой способ –предварительная амплификация 
геномной ДНК методом ПЦР, приводящая к об- 
разованию более коротких продуктов (ампли- 
конов), с которых проводят лигирование детекти- 
рующего олигонуклеотида “padlock probe” и RCA-
анализ [4, 12, 18]. Недостаток данного способа –  
проведение предварительной амплификации с 
термоциклированием и последующего лигирова- 
ния с многократным плавлением дуплексов, что тре- 
бует наличия специализированного оборудования. 

Еще один способ – использование пептидных 
нуклеиновых кислот для частичного расплетания 
комплементарных участков геномной ДНК при 
лигировании [20]. Данные структуры обладают 
высокой аффинностью к комплементарным цепям, 
однако требуется тщательная оптимизация их 
структуры для каждого типа образцов, и их синтез 
затруднен.

Поскольку большинство клинических анализов 
проводится на выделенной геномной ДНК, то 
разработка эффективного способа лигирования 
для проведения RCA остается актуальной зада- 
чей. Цель данного исследования – разработка 
комбинированного метода изотермической ампли- 
фикации HDA-RCA, позволяющего увеличить 
биодоступность протяженной двухцепочечной 
ДНК для лигазы, а также повысить специфичность 
и чувствительность анализа геномной ДНК по  
сравнению со стандартными методиками ампли- 
фикации. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На первом этапе исследования для получения 

кольцевого олигонуклеотида в качестве мишени 
была использована геномная ДНК Staphylococcus 
aureus без предварительной денатурации и с  
предварительной денатурацией при 95°C. Конт- 
рольным образцом выступал короткий синтети- 
ческий одноцепочечный олигонуклеотид (адаптер)  
длиной 26 нт. Проверку эффективности лигиро- 
вания в каждом случае осуществляли методом 
амплификации по типу катящегося кольца (RCA) 
с последующей визуализацией продуктов реак- 
ции на горизонтальном электрофорезе (рис. 1а).  

Рис. 1. (а) – Электрофореграмма продуктов RCA при лигировании зонда, замыкающегося в кольцо, с геномной 
ДНК: L – маркер длин двухцепочечной ДНК GeneRuler 50 bp (Thermo, Латвия), 1 – лигирование с геномной ДНК с 
предварительной денатурацией, 2 – лигирование с геномной ДНК без предварительной денатурации, 3 – лигирование 
с синтетического адаптера; (б) – электрофореграмма продуктов RCA после лигирования таргетного олигонуклеотида 
(зонда, замыкающегося в кольцо) с ампликонами, предварительно полученными методами ПЦР и HDA: L – маркер 
длин двухцепочечной ДНК GeneRuler 50 bp (Thermo, Латвия), 1 – лигирование с двухцепочечного ампликона 500 нт 
(получен методом ПЦР), 2 – лигирование с одноцепочечного ампликона 500 нт (получен методом ПЦР), 3 – лигирование 
с двухцепочечного ампликона 98 нт (получен методом HDA), 4 – лигирование с одноцепочечного ампликона 98 нт 
(получен методом HDA), 5 – лигирование с синтетического адаптера. 

(а) (б)
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По результатам электрофоретического анализа на- 
блюдали, что проведения предварительной дена- 
турации недостаточно для лигирования олиго- 
нуклеотидного зонда, образующего кольцо (“pad- 
lock probe”), с геномной ДНК, и в первых двух лун- 
ках присутствовало незначительное количество 
высокомолекулярного продукта, что свидетельство- 
вало о низкой эффективности лигирования. Это  
могло быть связано с образованием вторичных 
структур и большой длины ДНК-образцов, создаю- 
щих стерические затруднения и препятствующие 
лигированию “padlock probe” с мишени.

Для решения проблемы лигирования с длин- 
ных двухцепочечных матриц предложено исполь- 
зование предварительной амплификации, которая 
позволяет получать более короткие продукты с ге- 
номной ДНК, стерически доступные для лигазы и 
гибридизации с “padlock probe”. Предварительную 
амплификацию проводили методами ПЦР и хе- 
ликазозависимой амплификации (HDA) в сим- 
метричном и асимметричном вариантах (при раз- 
личном молярном соотношении праймеров). Про- 
верку образования продуктов амплификации ме- 
тодами ПЦР, HDA и последующего лигирования 
с проведением RCA осуществляли методом го- 
ризонтального электрофореза (рис. 1б). В качестве 
контрольного образца также использовали синте- 
тический адаптер длиной 26 нт.

Результаты электрофоретического анализа по- 
казали, что лигирование и последующий RCA-
анализ прошли высокоэффективно в лунках, где 
в качестве мишени выступал одноцепочечный 
продукт. Успешное проведение лигирования с 
одноцепочечного ампликона могло быть связано 
с его меньшей длиной по сравнению с геномной 
ДНК и отсутствием стерических затруднений в 
виде ДНК-дуплексов.

Показано, что использование предварительной 
амплификации повышает чувствительность RCA 
при анализе геномной ДНК. Протоколы ПЦР 
хорошо воспроизводимы, однако проведение 
предварительной амплификации методом ПЦР  
требует проведения термоциклирования и, следова- 
тельно, наличия специального оборудования. Ме- 
тод HDA позволяет нарабатывать продукты дли- 
ной 70–120 нт [21]. Таким образом, с помощью HDA  
возможно получать лишь короткие одноцепочеч- 
ные продукты, но в изотермическом режиме. Со- 
четание HDA, лигирования и RCA (HDA-RCA) 
открывает новые возможности для объединения 
всех стадий в одну, т.е. созданию “one-pot”-сис- 
темы анализа геномной ДНК методом RCA.

На рис. 2 представлена предлагаемая схема про- 
ведения RCA-анализа образцов геномной ДНК с  
предварительной хеликазозависимой амплифика- 
цией (HDA-RCA).

Рис. 2.  Схема HDA-RCA для проведения анализа геномной ДНК. Показана предварительная амплификация геномной 
ДНК с образованием преимущественно одноцепочечного короткого продукта методом HDA, его гибридизация с 
“padlock probe”, лигирование “padlock probe” и проведение RCA-анализа.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы. Геномная ДНК Staphylococcus aureus 
(ATCC 25923) была выделена и деконтаминиро- 
вана на базе ГНЦ прикладной микробиологии и 
биотехнологии (Оболенск, Россия) аналогично 
методике, представленной в работе [22].

Используемые олигонуклеотиды и прай- 
меры. Конструирование праймеров осуществ- 
ляли с помощью сетевого ресурса Integrated DNA  
Technologies (www.idtdna.com), анализ специфич- 
ности проводили с помощью алгоритма BLAST  
(National Institutes of Health, США). 

Для проведения ПЦР конструировали прай- 
меры: прямой 5ʹ-TTAGAAGCGTCTTTAG-
ATGTGTC-3ʹ и обратный 5ʹ-GGAACAGCGG- 
GTGTTGCAGGTGC-3ʹ. Для проведения HDA были  
сконструированы два праймера: прямой 5ʹ-TTC- 
TTTATCTCTGTCATGATTGTCATGTTC-3ʹ и обрат- 
ный 5ʹ-CAGCAAGTAAAAGTGCTTCTGCC- 
GCTTC-3ʹ. Для создания таргетного олигонуклео- 
тидного зонда (кольцевой RCA-матрицы) был  
проведен анализ последовательности и синтез  
90-мерного зонда, замыкающегося в кольцо, фосфо- 
рилированого по 5ʹ-концу, с последовательностью 
5ʹ-Ph-TTAGAGGCATGTGGTTATGCTAGCA- 
ACAGATAGACAAGATGGAATGCAGATG- 
A C G ATA G A C G ATA C C T G C C AT C G T T- 
TTGGCTTGCATTA-3ʹ, где Ph – фосфат. Для ли- 
гирования контрольного образца был сконструи- 
рован короткий синтетический олигонуклео- 
тид (адаптер) 5′-CACATGCCTCTAATAATGCAAG- 
CCAA-3′, комплементарный 90-мерному зонду, 
замыкающемуся в кольцо. Для RCA использовали 
праймер 5ʹ-GCATTCCATCTTGTCTATCTGTTG- 
CTAGC-3ʹ, специфичный к несмысловому участку 
зонда, образующего кольцо.

Твердофазный синтез олигонуклеотидов осу- 
ществляли с помощью автоматического синтеза- 
тора ABI 394 DNA/RNA (Applied Biosystems, США)  
по стандартному регламенту, очистку произво- 
дили на колонке BDS Hypersil C18 (Thermo, США).

Проведение ПЦР для получения двухцепо- 
чечных и одноцепочечных ампликонов. Реак- 
ционная смесь (50 мкл) содержала 5 ед. Hot Start  
Taq-полимеразы (Сибэнзим, Россия) в буфере  
той же фирмы, природные дезоксинуклеозид- 
трифосфаты (dNTP), каждый в концентрации 
200 мкМ, праймеры (прямой и обратный) в кон- 
центрации 0.2 мкМ каждого (для получения двух- 
цепочечного продукта) или в концентрации  
0.2 мкМ прямого и 0.02 мкМ обратного (для по- 
лучения преимущественно одноцепочечного 
продукта), полногеномная бактериальная ДНК 
в качестве матрицы в интервале 101–104 копий. 

Реакцию проводили на ДНК-амплификаторе 
Bioer GeneExplorer GE-48DG (Bioer, Китай). Тем- 
пературно-временной профиль ПЦР состоял из 
предварительной денатурации (95°С – 5 мин), за 
которой следовали 30 циклов: 95°С (денатурация 
ДНК) – 20 с; 60°С (отжиг праймеров) – 30 с; 
72°С (достройка праймеров) – 30 с; завершаю- 
щая инкубация при 72°С – 5 мин. В результате по- 
лучали продукт длиной 500 нт. Контроль ПЦР  
проводили методом горизонтального электро- 
фореза.

Проведение хеликазозависимой амплифи- 
кации (HDA) для наработки двухцепочечных 
и одноцепочечных ампликонов. Реакционная 
смесь (30 мкл) содержала 2.1 мкл ферментативной 
смеси IsoAmp Enzyme Mix (New England Biolabs, 
США) и буфера той же фирмы, праймеры (прямой 
и обратный) в концентрации 0.2 мкМ каждого 
(для получения двухцепочечного продукта) или 
в концентрации 0.2 мкМ прямого и 0.02 мкМ 
обратного (для получения преимущественно 
одноцепочечного продукта). HDA проводили 
при 65°C в течение 1 ч на ДНК-амплификаторе  
Bioer GeneExplorer GE-48DG (Bioer, Китай). 
В результате получали продукт длиной 98 нт.  
Контроль HDA проводили методом горизонталь- 
ного электрофореза.

Лигирование таргетного олигонуклеотид- 
ного зонда с различными мишенями. Реак- 
ционная смесь (30 мкл) содержала 0.3 мкМ зонда,  
образующего кольцо, длиной 90 нт, 40 ед. Taq 
ДНК-лигазы (diaGene, Россия) и буфер той же 
фирмы, 1 мкл соответствующей мишени. В ка- 
честве мишени использовали полногеномную 
бактериальную матрицу в интервале 101–104 ко- 
пий без предварительной денатурации и с предва- 
рительной денатурацией при 95°C в течение  
5 мин, двухцепочечный и одноцепочечный про- 
дукты длиной 500 нт, наработанные методом 
ПЦР, а также двухцепочечный и одноцепочечные 
продукты длиной 98 нт, полученные методом HDA. 
Лигирование проводили при 65°C в течение 1 ч. 
Контроль лигирования осуществляли проведением 
RCA и разделением полученных продуктов ме- 
тодом горизонтального электрофореза.

Проведение RCA. Реакционная смесь (20 мкл)  
содержала природные dNTP в концентрации  
200 мкМ, 1.6 ед. BST 3.0 ДНК-полимеразы (New 
England Biolabs, США) и соответствующий ей 
реакционный буфер в количестве, рекомендуемом 
производителем, 1 мкл предварительно залигиро- 
ванного с различных мишеней таргетного олиго- 
нуклеотида, специфичный праймер в концентра- 
ции 0.5 мкМ. Реакцию проводили на ДНК-ампли- 
фикаторе Gentier 96E (Tianlong, Китай) по следую- 
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щей программе: 60 мин – 65°C, далее режим 
хранения при 10°C.

Горизонтальный электрофорез. Полученные 
в ходе экспериментов продукты разделяли в  
4%-ном агарозном геле Agarose LE (Helicon, Рос- 
сия) в течение 40 мин при 10 В/см. Окрашивание 
проводили бромистым этидием. Для визуализации 
продуктов использовали гель-документирующую 
систему ChemiScope 6200 Touch (Clinx Science  
Instruments, Китай) в режиме УФ-трансиллюми- 
натора.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработан комбинированный подход HDA 

в сочетании с RCA (HDA-RCA) для увеличения 
чувствительности RCA-анализа в исследовании 
образцов полногеномной двухцепочечной ДНК. 
Показано, что предварительная амплификация 
с помощью методов HDA или ПЦР повышает 
чувствительность RCA-анализа. Использование 
HDA позволяет проводить предварительную 
амплификацию в изотермическом режиме (HDA-
RCA), что дает возможность объединить стадии 
амплификации, лигирования и RCA-анализа в 
одну, открывая перспективу разработки тест-
систем для проведения диагностики на местах 
(в режиме “point of care”) и в одной пробирке без 
переноса материала (“one-pot”). 
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Combined Isothermal DNA Amplification Method  
(HDA-RCA) for Improving Analytical Sensitivity
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A method for isothermal amplification of full-size genomic DNA without prior fragmentation is proposed. 
This method combines helicase-dependent amplification (HDA) and rolling circle amplification (RCA). 
The preliminary HDA amplification in the “asymmetric” mode generates short single-stranded products that 
are sterically accessible for the ligase used in the subsequent RCA. This combined approach significantly 
increases the analytical sensitivity in an isothermal mode, thereby enabling genomic DNA sample analysis 
in a single tube (“one-pot”), which allows analysis to be carried out outside specialized laboratories at the 
point of care.
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