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Осуществлен синтез флуоресцентно-меченых нуклеотидов, содержащих цвиттерионный индоди-
карбоцианиновый краситель, присоединенный через транс-алкеновый спейсер в положении С5
пиримидинового основания, и проверена их субстратная эффективность в условиях рекомби-
назной полимеразной амплификации (RPA). В результате RPA образовались полноразмерные це-
левые продукты фрагмента гена ebpS возбудителя бактериальной пневмонии (Staphylococcus aureus)
с высокой плотностью встраивания флуоресцентной метки.
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ВВЕДЕНИЕ

В последние годы в практике клинических лабо-
раторных исследований инфекционных заболева-
ний все больше внимания уделяется молекулярно-
генетическим методам анализа [1–3]. Важным эта-
пом развития микроанализа нуклеиновых кислот
стала разработка систем, включающих все этапы
проведения анализа в одном устройстве (“лабора-
тория на чипе”): выделение анализируемого ге-
нетического материала из образца и его ампли-
фикация методом ПЦР с одновременным флуо-
ресцентным маркированием, гибридизационный
анализ и цифровая регистрация полученных ре-
зультатов, автоматически, без контакта с окружа-
ющей средой [4–6]. Развитие технологии “лабо-
ратория на чипе” привело к появлению новых ме-
тодов анализа, основанных на изотермической
амплификации нуклеиновых кислот [7, 8]. Ам-
плификация нуклеиновых кислот при одной оп-
тимальной температуре значительно упрощает
реализацию методов амплификации в медицин-

ских диагностических приборах и аналитическом
оборудовании. При оптимально подобранных
условиях изотермическая амплификация обеспе-
чивает сопоставимую или даже более высокую
чувствительность и специфичность по сравне-
нию с традиционной ПЦР [9].

В настоящее время разработан ряд методов
изотермической амплификации: метод катяще-
гося кольца (RCA), петлевая изотермическая ам-
плификация (LAMP), рекомбиназная полиме-
разная амплификация (RPA) и некоторые другие
[10]. Во всех случаях такие системы используют
комплекс ферментов либо определенные моди-
фикации, позволяющие обходиться без стадии
плавления ДНК. Так же, как и в традиционной
ПЦР, для маркирования фрагментов ДНК при-
меняются флуоресцентно-меченые нуклеотиды.

Цель данной работы – синтез субстратов для
ферментов изотермической амплификации в ви-
де флуоресцентно-меченых пиримидиновых нук-
леотидов, содержащих транс-алкеновый спейсер
в положении С5.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Эффективность встраивания модифициро-

ванных нуклеотидов в условиях изотермической
амплификации исследована на примере иденти-
фикации возбудителя бактериальной пневмонии

Сокращения: dATP – 2'-дезоксиаденозинтрифосфат;
dCTP – 2'-дезоксицитидинтрифосфат; dGTP – 2'-дезокси-
гуанозинтрифосфат; dTTP – 2'-дезокситимидинтрифосфат;
dUTP – 2'-дезоксиуридинтрифосфат; f luor-dUTP – флуо-
ресцентно-меченый 2′-дезоксиуридин-5′-трифосфат;
RPA – рекомбиназная полимеразная амплификация.
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(Staphilococcus aureus). В качестве субстратов синте-
зированы флуоресцентно-меченые dCTP и dUTP,
маркированные электронейтральным цвиттери-
онным индодикарбоцианиновым красителем
[11], характеризующимся флуоресценцией в
длинноволновой области спектра, повышенной
растворимостью в воде, высокими значениями
квантового выхода флуоресценции и молярного
коэффициента экстинкции, повышенной фото-
стабильностью и хемостойкостью. С5-положение
пиримидинового цикла наиболее оптимально
подходит для модификации нуклеотидов, по-
скольку не ингибирует взаимодействие основа-
ний А–Т [12]. Структура пиримидинового осно-
вания и строение присоединенного к нему марке-
ра влияют на эффективность встраивания fluor-
dNTP в зависимости от вида ДНК-полимеразы.

Флуоресцентно-меченый dCTP (VI) получали
многостадийным синтезом из 5-иод-2′-дезоксици-
тидина (I), включающим в себя пять принципиаль-
ных стадий (схема 1). По литературным данным [13]
известно, что N4-аминогруппа цитидина ингиби-
рует реакцию Хека. В качестве защиты использова-
ли диметилформамидиновую группу, которую
вводили при помощи диметилацеталя диметил-
формамида. Далее проводили реакцию конденса-
ции цитидина (I) с N-аллил-2,2,2-трифторацет-
амидом (II), предварительно полученного реакци-
ей трифторуксусного ангидрида с аллиламином, в
присутствии трис(дибензилиденацетон)дипалла-
дия(0) и тетрабутиламонийхлорида в DMF. Важ-
ный этап, повышающий выход продукта (III), –
удаление кислорода из реакционной массы. Ди-
метилформамидиновую защитную группу селек-
тивно удаляли в кислых условиях, не затрагивая
трифторацетильную группу.

Схема 1. Синтез 5-аминоаллил-2'-дезоксицитидин-5'-трифосфата (V). Условия: i – DMF-DMA, Bu4NCl,
LiCl, LiOAc(H2O)2, AATFA, Pd2(dba)3, DMF, 55°C, 3 ч; ii – POCl3, ТМР, 4°C, 1 ч 40 мин; 

iii – пирофосфат трибутиламмония, DMF, Bu3N, 20°С, 40 мин; iv – NH3·H2O (30%), 20°С, 1 ч.
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Трифосфат (IV) получали в две стадии. На пер-
вом этапе действием хлорокиси фосфора на нук-
леозид (III) получали промежуточный хлоран-
гидрид при использовании триметилфосфата в
качестве растворителя. Согласно литературным
данным [14], 5′-селективное фосфорилирование
нуклеозидов при действии хлорокиси фосфора в
триалкилфосфате проходит через образование
комплекса нуклеозид–триалкилфосфат (триал-
килфосфат взаимодействует с 5′-гидроксильной
группой и с самым нуклеофильным атомом азота
гетероциклического основания), что повышает
региоселективность реакции. Далее образовав-
шийся хлорангидрид без выделения вводили в ре-
акцию с тетрабутиламмонийпирофосфатом в DMF
в присутствии трибутиламина с последующим сня-
тием трифторацетильной защитной группы раство-
ром аммиака.

Флуоресцентное маркирование AAdCTP (V)
проводили при помощи предварительно полу-

ченного активированного производного индоди-
карбоцианинового красителя [15]. Реакцией ами-
ногруппы нуклеотида с р-нитрофениловым эфи-
ром красителя в смеси в 0.1 M NaHCO3 : Na2CO3
(pH 8.5) : DMF получали флуоресцентно-мече-
ный цитидинтрифосфат (VI) c выходом ~65%
(рис. 1).

Для проверки субстратной эффективности
нуклеотидов (VI) и (VII), отличающихся строени-
ем пиримидинового основания, проводили изо-
термическую амплификацию в режиме реального
времени, а также электрофоретический контроль
продуктов реакции. Для оценки степени встраи-
вания модифицированных нуклеотидов был вы-
бран fluor-dUTP (VIII), показавший хорошие ре-
зультаты для ферментативного маркирования ДНК
в ходе ПЦР по сравнению с коммерчески доступ-
ным продуктом (Cy5-dUTP, PA55022; Amersham,
США).

Рис. 1. Строение флуоресцентно-меченых пиримидиновых нуклеотидов (VI–VIII).
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Рис. 2. Проверка субстратной эффективности флуоресцентно-меченых нуклеотидов (VI–VIII). (а) – RPA в режиме ре- 
ального времени при концентрации fluor-dNTP, равной 8 мкМ; (б, в) – электрофореграммы, полученные в цифровом 
формате RAW с сохранением данных попиксельной интенсивности сигнала для измерения выхода полноразмерного 
продукта, 4%-ный агарозный гель, окрашивание с детекцией на длине волны SYBR Green (б) и Cy5 (в). Обозначения:  
М – маркер длин двухцепочечных ДНК GeneRuler 50 bp (Thermo Scientific, США), 1 – нуклеотид (VII), 2 – нуклеотид 
(VI), 3 – нуклеотид (VIII), К – природные dNTP. 

 

Результаты RPA показали, что модифициро- 
ванные нуклеотиды (VI) и (VII), содержащие цвит- 
терионный краситель, характеризуются быстрой 
кинетикой (Δt = 8) по сравнению с fluor-dUTP 
(VIII) (Δt = 22), но обладают небольшим ингиби- 
рующим эффектом (сравнение с контрольным 
образцом, содержащим только природные dNTP) 
(рис. 2). Анализ электрофореграмм показал обра- 
зование полноразмерных целевых продуктов 
(Stafilococcus aureus, фрагмент гена ebpS) и высо- 
кую плотность встраивания флуоресцентной мет-  
ки (VI) и (VII) по сравнению с fluor-dUTP (VIII). 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

В работе использовали реагенты и растворите-  
ли марок о.с.ч., х.ч. или ч.д.а. фирм Sigma-Aldrich 
(США), Thermo Fisher (США) и Химмед (Россия). 
Все реагенты, в том числе растворители, были све- 
жеперегнанными и свежеприготовленными либо 
только что приобретенным новым товаром. 

1 М триэтиламмоний-гидрокарбонатный бу- 
ферный раствор (ТЕАB) готовили следующим об- 
разом: через смесь деионизированной воды (600 мл) 
и триэтиламина (139 мл, 1 моль) при охлаждении 
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на льду и интенсивном перемешивании пропус-
кали углекислый газ до получения нужного зна-
чения рН 7.5–8.0.

Индивидуальность полученных соединений и
ход реакции контролировали методом ТСХ на
пластинках RP-18 (Merck, Германия). Колоноч-
ную хроматографию проводили на колонках с
сорбентом LiChroprep RP-18 с размером частиц
0.025–0.040 нм (Merck, Германия) и DE52 (What-
man, Великобритания). Подачу элюента на ко-
лонку при хроматографической очистке образцов
осуществляли при помощи программируемого
перистальтического насоса Econo Gradient Pump
(Bio-Rad, США). Сигналы образцов регистриро-
вали с использованием УФ-детектора Econo UV
Monitor (Bio-Rad, США).

Микроколичества веществ взвешивали на ана-
литических весах CP225D (Sartorius, Германия).
Интенсивное перемешивание реакционных масс
при термостатировании в микропробирках про-
водили на термошейкере TS-100С (BioSan, Лат-
вия). Обнаружение веществ на хроматограммах
осуществляли в УФ-свете при длинах волн 254,
302 и 365 нм (модель UVLMS-38, Upland, США).
Упаривание растворов проводили при понижен-
ном давлении при температуре 35°С при помощи
роторного испарителя Laborota 4000-Efficient
(Heidolph, Германия). Для создания глубокого
вакуума использовали вакуумный насос Welch-
ILMVAC 8917 (Applied Vacuum Technology, США).

Масс-спектры регистрировали на масс-спек-
трометре 4800 Plus MALDI TOF/TOF (Applied
Biosystems/MDS Sciex, США), реализующем тех-
нологию MALDI-TOF (времяпролетная масс-
спектрометрия с матрично-активированной ла-
зерной десорбцией/ионизацией).

1H-, 19F- и 31P-ЯМР-спектры регистрировали
на спектрометре AMX-400 (400 МГц; Bruker, Гер-
мания) в растворах D2O и DMSO-d6. Химические
сдвиги δ выражали в ppm (м.д.), константы спин-
спинового взаимодействия (J) – в Гц. Мульти-
плетность сигналов: с – синглет, д – дублет, т –
триплет, кв – квадруплет, м – мультиплет.

В работе использовали природные dNTP (Сиб-
Энзим, Россия), набор TwistAmp (Cambridge
TwistDx, Великобритания). Синтез олигонуклео-
тидов осуществлен компанией ООО “Люмипроб
РУС”, Россия.

В работе использовали бокс антибактериаль-
ной воздушной среды для работы с ДНК-пробами
для проведения ПЦР-диагностики БАВ-ПЦР-
“Ламинар-С” (ЗАО “Ламинарные системы”,
Россия), полуавтоматические пипетки (Sartorius,
Франция), амплификатор LabNet TC9610 (Labnet
International Inc., США), центрифугу-вортекс
Микроспин FV-2400 (Biosan, Латвия), высоко-
скоростную центрифугу для микропробирок Ep-
pendorf 5420 (Eppendorf, Германия), ДНК-ампли-

фикатор IQ5 (Bio-Rad, США), циркуляционный
жидкостной термостат с насосом MLW U8 (Вен-
грия), камеру для горизонтального электрофоре-
за (Helicon, Россия), источник питания Эльф-8
(ДНК-Технология, Россия), трансиллюминатор
TCP-26.LМX V1 365/312 нм (Vilber Lourmat,
Франция), цифровой фотоаппарат D5100 (Nikon,
Япония) с оптическим фильтром SYBR Photographic
Filter S7569 (Molecular Probes, США). Определение
концентрации олигонуклеотидов проводили с по-
мощью спектрофотометра для микрообъемов Nano
Drop 1000 (Thermo Scientific, США).

Индодикарбоцианиновый краситель и его ак-
тивированное производное, флуоресцентно-ме-
ченый dUTP (VIII), (IX), синтезированы согласно
опубликованным нами методикам [11, 16].

Пирофосфат трибутиламмония. Декагидрат пи-
рофосфат натрия 2.2 г (5 ммоль) растворяли в ми-
нимальном количестве воды и наносили на ко-
лонку, заполненную ионообменной смолой
DOWEX-50 в Н+-форме, элюировали водой, со-
бирали ~30 мл раствора пирофосфорной кислоты.
В раствор кислоты добавляли н-Bu3N (10 ммоль,
1.5 мл) и перемешивали до однородного состоя-
ния. Раствор пирофосфата три-н-бутиламмония
концентрировали упариванием в вакууме досуха.
Добавляли расчетное количество DMF. Получали
раствор с концентрацией 1.146 ммоль/г.

N-Аллил-2,2,2-трифторацетамид (II). К аллил-
амину (60 мл, 800 ммоль), охлажденному до –5°С,
при перемешивании добавляли по каплям три-
фторуксусный ангидрид (56 мл, 397 ммоль).
Смесь дополнительно перемешивали в течение
1.5 ч при –5°С, а затем выдерживали при комнат-
ной температуре 12 ч. Затем к смеси добавляли
этилацетат (500 мл) и 0.1 М раствор бикарбоната
натрия (500 мл). Органический слой промывали
раствором 0.1 М бикарбоната натрия (2 × 500 мл)
и водой (2 × 500 мл). Раствор фильтровали, кон-
центрировали упариванием, а затем перегоняли в
вакууме. Выход N-аллил-2,2,2-трифторацетами-
да составил 34 г (29%). 1H-ЯМР (CDCl3): 6.58 (с,
1H, NH), 5.86 (м, 1H, CH), 5.3 (м, 2H, CH2), 4.0 (т,
2H, CH2N). Найдено: m/z 153.04 [М]+. C5H6F2NO.
Вычислено: М = 153.23. 19F-ЯМР (DMSO-d6): –74.58
(с, F).

5-(3)-Трифторацетилаллиламин-2'-дезоксици-
тидин (III) [17]. 5-Иод-2'-дезоксицитидин (I)
(400 мг, 1.13 ммоль), диметилфорамиддиметил-
ацеталь (225 мкл, 1.7 ммоль), тетрабутиламоний-
хлорид (315 мг, 1.13 ммоль), литий хлорид (48 мг,
1.13 ммоль), литий ацетат (217 мг, 2.83 ммоль) и
N-аллил-2,2,2-трифторацетамид (II) (520 мг,
3.4 ммоль) растворяли в DMF (16 мл), дегазиро-
вали в вакууме, нагревали 1 ч при 55°С в атмосфере
азота и добавляли растворенный в DMF (200 мкл)
трис(дибензилиденацетон)дипалладий(0) (52 мг,
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0.057 ммоль). Реакционную массу дополнительно
перемешивали 1 ч при 55°С, затем приливали 1 М
раствор соляной кислоты (6 мл) и далее нагревали
еще 1 ч. По окончании нагревания к охлажденной
до комнатной температуры реакционной смеси
при перемешивании добавляли гидрокарбонат
натрия (0.5 г, 6 ммоль) в воде (7 мл) и перемеши-
вали 10 мин при комнатной температуре. Полу-
ченную суспензию фильтровали на фильтре Бюх-
нера со стекловолоконной мембраной (Whatman,
GF/B, Великобритания). Осветленный раствор
дополнительно фильтровали через активирован-
ный целит. Продукт реакции выделяли обращен-
но-фазовой хроматографией на колонке RP-18,
используя для детекции вещества UV-детектор
(280 нм), подключенный к самописцу. Элюиро-
вали в 0.05 М ТЕАВ с линейным градиентом кон-
центрации CH3CN от 0 до 50%. Растворитель уда-
ляли в вакууме, остаток высушивали в вакуум-эк-
сикаторе над P2O5. Получили 270 мг (62%)
продукта (III). 1H-ЯМР (DMSO-d6): 9.53 (с, 1Н,
NH), 8.09 (с, 1Н, C(6)H), 7.16 (уш.с., 2Н, NH2),
6.41 (д, 1Н, C(3')OH), 6.15 (т, 1Н, C(1')H), 5.90 (м,
1Н, C(2)H), 5.18 (д, 1Н, C(1)H), 5.04 (т, 1Н,
C(5')OH), 4.22 (м, 1Н, C(3')H), 3.91 (д, 2Н,
C(3)H2), 3.81 (м, 1Н, C(4')H), 3.60 (м, 2Н, C(5')H2),
2.04 (м, 2Н, C(2')H2). 19F-ЯМР (DMSO-d6): –74.22
(с, P). Найдено: m/z 378.31 [М]+. C14H17F3N4O5.
Вычислено: М = 377.23.

5-Аллиламин-2'-дезоксицитидин-5'-трифосфат
(V). К охлажденному до 0°С раствору 5-(3)-три-
фторацетилаллиламин-2'-дезоксицитидина (III)
(41 мг, 0.1 ммоль) в триметилфосфате (1.1 мл) при
перемешивании добавляли предварительно охла-
жденный до 5°С раствор POCl3 (100 мкл, 1 ммоль) в
триметилфосфате (170 мкл). Реакционную массу
перемешивали 1 ч 40 мин при 4°С, затем охлажда-
ли до –10°С, добавляли раствор пирофосфата
трибутиламмония в DMF (1.2 мл, 0.7 ммоль,
0.65 М), Bu3N (200 мкл) и дополнительно переме-
шивали при комнатной температуре 40 мин. Про-
дукт реакции осаждали 2%-ным раствором LiClO4 в
ацетоне. Полученный осадок промывали ацето-
ном и высушивали в вакуум-эксикаторе над P2O5.
Полученный осадок разбавляли в 50 мл воды и
очищали методом колоночной адсорбционной
обращенно-фазовой хроматографии на колонке с
сорбентом RP-18 в 0.05 М ТЕАВ с линейным гра-
диентом концентрации CH3CN от 0 до 30%, с
УФ-контролем на длине волны 254 нм. После
очистки растворитель удаляли в вакууме.

К высушенному 5-аминоаллилтрифтораце-
тил-2'-дезоксицитидин-5'-трифосфату (IV) до-
бавляли NH3 . H2O (30%, 1 мл) и перемешивали
1 ч при комнатной температуре, затем раствори-
тель удаляли в вакууме. Полученный осадок рас-
творяли в воде и очищали ионообменной хрома-

тографией на колонке с DEAE-целлюлозой в
30%-ном CH3CN с линейным градиентом кон-
центрации ТЕАВ от 0 до 0.5 М с УФ-контролем
при длине волны 254 нм. Фракцию целевого со-
единения концентрировали в вакууме до твердого
состояния, твердый остаток высушивали в вакуу-
ме до постоянного веса, затем растворяли в мини-
мальном количестве деионизированной воды и
осаждали 2%-ным раствором перхлората лития в
ацетоне. Выход 5-аминоаллил-2'-дезоксицити-
дин-5'-трифосфата (V) составил 11 мг (20%).
λabs (H2O) = 290 нм. 1H-ЯМР (D2O): 8.26 (с, 1H,
С(6)Н), 6.60 (д, J 16.0, 1H, С(1)Н), 6.47 (м, 1H,
С(2)Н), 6.30 (т, J 6.4, 1H, C(1')H), 4.61 (м, 1H,
C(4')H), 4.2 (м, 3H, C(3')H, C(5')H2), 3.73 (д, J 6.4,
2H, С(3)Н2), 2.39 (м, 2H, C(2')H2). 31P-ЯМР (D2O):
–21.97 (βP, т), –10.57 (αP, д), –8.63 (γP, д). Найде-
но: m/z 490.04 [М]+ C12H21N4O11P3. Вычислено:
М = 488.99.

Трилитиевая соль 5-[4-аза-5-оксо-10-(1'-(3-
триметиламмонио)пропил)-3,3,3',3'-тетраметил-5,5'-
дисульфоиндодикарбоцианин-1-ил)-дек-1-ен-1-ил]-
2'-дезоксицитидин-5'-трифосфата (VI). К заморо-
женному раствору AAdCTP (V) (8 мг,
0.014 ммоль), DMAP (1.8 мг, 0.014 ммоль) и DIPEA
(2.5 мкл, 0.014 ммоль) в 0.1 M NaHCO3/Na2CO3
(800 мкл) добавляли охлажденный до –18°С рас-
твор п-нитрофенилового эфира N-(5-карбоксипен-
тил)-3,3,3',3'-тетраметил-N'-(3-триметиламмонио-
пропил)-5,5'-дисульфоиндодикарбоцианиново-
го красителя (42 мг, 0.06 ммоль) в DMSO (1.2 мл)
и перемешивали 8 ч при 10°С. По окончании пе-
ремешивания в реакционную массу добавляли
2%-ный раствор LiClO4 в ацетоне (3 мл). Смесь
центрифугировали, осадок промывали ацетоном,
растворяли в 0.1 М TEAB (3 мл) и очищали в три
этапа.

На первом этапе проводили очистку методом
колоночной адсорбционной обращенно-фазовой
хроматографии на колонке с сорбентом RP-18 в
0.02 М ТЕАВ с линейным градиентом концентра-
ции CH3CN от 5 до 30%, затем ионообменной
хроматографией на колонке с DEAE-целлюлозой
в 30%-ном CH3CN с линейным градиентом кон-
центрации ТЕАВ от 0.05 до 0.5 М. На третьем эта-
пе на колонке с сорбентом RP-18 последователь-
но элюировали 0.1 М EDTA, затем 0.1 М LiClO4,
Н2О и CH3CN–Н2О (1 : 9).

Фракцию целевого вещества концентрировали в
вакууме до твердого состояния, твердый остаток вы-
сушивали в вакууме до постоянного веса, затем рас-
творяли в минимальном количестве деионизиро-
ванной воды и осаждали 2%-ным раствором перхло-
рата лития в ацетоне. Выход 9.4 мг (51%). 1H-ЯМР
(D2O): 7.65 (м, 2H, краситель β,β'-CH), 7.42, 7.03, 6.86
(м, д, д, 7H, С(6)Н, краситель ArН), 6.24 (т, 1H, кра-
ситель γ-CH, J 12.0), 6.05 (д, J 16.0, 1H, краситель
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С(1)Н), 5.80 (м, 3H, краситель С(2)Н, C(1')H, кра-
ситель α-CH), 5.63 (м, 1H, краситель α'-CH), 4.25 (м,
1H, C(4')H), 3.80 (уш.м., 7H, C(3')H, C(5')H2,
CH2CH2CH2N(CH3)3, краситель С(6)H2), 3.42 (м,
2H, краситель С(3)Н2), 3.11 (м, 2H,
CH2CH2CH2N(CH3)3), 2.73 (с, 9H,
CH2CH2CH2N(CH3)3), 1.88 (м, 8H, C(2')H2,
CH2CH2CH2N(CH3)3), краситель С(7)H2, С(10)H2),
1.65 (с, 12H, краситель CH3(3,3), CH3(3,3')), 1.47,
0.98 (2м, 4H, краситель С(8)H2, С(9)H2). 31P-ЯМР
(D2O): –21.08 (т, βP), –11.70 (д, αP), –5.53 (д, γP).
Найдено: m/z 1231.5 [М]–. C49H64N7O20P3S2

4–. Вы-
числено: М = 1228.12.

Определение эффективности амплификации с
помощью RPA в режиме реального времени. Для
определения кинетики амплификации по накоп-
лению флуоресцентного сигнала EvaGreen для
каждого флуоресцентно-меченого нуклеозидтри-
фосфата проводили RPA в режиме реального вре-
мени на приборе iQ5 (Bio-Rad, США). В качестве
матрицы использовали очищенную геномную
ДНК штамма Staphylococcus aureus MW2 (ATCC
BAA-1707, MRSA). Праймеры к фрагменту гена
ebpS S. aureus: прямой ebpS-f1-35 5'-CCAAATATC-
GCTAATGCACCGATAATTAGTACAGC-3' и об-
ратный ebpS-r1-35 5'-ACTCGACTGAGGATA-
AAGCGTCTCAAGATAAGTCT-3'. Для проведе-
ния RPA использовали набор TwistAmp (Cambridge
TwistDx, Великобритания) согласно рекоменда-
циям производителя. Реакционная смесь содер-
жала 200 мкM каждого из природных dNTP, а так-
же один из флуоресцентно-меченых нуклеозид-
трифосфатов (VI–VIII) в концентрации 8 мкМ
для определения кинетики и выхода продукта ам-
плификации. Суммарную концентрацию каждо-
го нуклеозидтрифосфата (VI–VIII) и природного
dNTP доводили до 200 мкM с помощью 2 мМ рас-
твора соответствующего природного dNTP. RPA
проводили в течение 40 мин при 40°C.

Полученные ПЦР-продукты разделяли в 4%-
ном агарозном геле, выход реакции оценивали по
оптической плотности полос в дорожках геля, со-
ответствующих полноразмерному продукту. Ви-
зуализацию проводили с помощью системы гель-
документации ChemiScope 6200 Touch (Clinx Sci-
ence Instruments Co., КНР).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Синтезированы флуоресцентно-меченые нук-

леотиды, содержащие цвиттерионный индоди-
карбоцианиновый краситель, присоединенный
через транс-алкеновый линкер в положении С5
пиримидинового основания. Изучена их суб-
стратная эффективность в условиях рекомби-
назной полимеразной амплификации, в резуль-
тате проведения которой образовались полнораз-
мерные целевые продукты фрагмента гена ebpS

возбудителя бактериальной пневмонии (Staphylo-
coccus aureus) с высокой плотностью встраивания
флуоресцентной метки. Использование флуорес-
центно-меченого цитидинтрифосфата может поз-
волить эффективно проводить ферментативное
ДНК-маркирование последовательностей, содер-
жащих GC-богатые участки.
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The synthesis of f luorescently labeled nucleotides containing a zwitterionic indodicarbocyanine dye attached
via a trans-alkene spacer at the C5 position of the pyrimidine base was carried out, and their substrate effi-
ciency was tested under conditions of recombinase polymerase amplification (RPA). As a result of RPA, the
formation of full-sized target products of the ebpS gene fragment of the causative agent of bacterial pneumo-
nia (Staphylococcus aureus) and a high density of f luorescent label embedding occurred.

Keywords: fluorescently labeled nucleotides, indodicarbocyanine dyes, isothermal amplification, recombinase
polymerase reaction


