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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ВНУТРЕННЕГО КОНТРОЛЬНОГО ОБРАЗЦА НА ОСНОВЕ 
РЕКОМБИНАНТНЫХ РЕТРОВИРУСНЫХ ЧАСТИЦ ДЛЯ ПОВЫШЕНИЯ 

ДОСТОВЕРНОСТИ ПЦР-ИССЛЕДОВАНИЯ

Аннотация. Широкое внедрение методов обратной транскрипции – полимеразной цепной реакции (ОТ-ПЦР) 
в биологию и медицину для исследования вирусных и клеточных молекул РНК предполагает получение стабиль-
ных, хорошо охарактеризованных контролей и стандартов. Разработан новый тип внутреннего контрольного образ-
ца (ВКО) на основе рекомбинантных ретровирусных частиц для оценки эффективности выделения генетического 
материала и количественных параметров реакций ОТ-ПЦР с детекцией продуктов амплификации в режиме реаль-
ного времени. Препарат включает следующие компоненты: генетически модифицированные вирионы, в геном кото-
рых клонирован ген-мишень, набор праймеров и гибридизационную пробу для его детекции.

В составе рекомбинантных ретровирусов как своеобразных имитаторов природного вируса РНК защищена бел-
ковой оболочкой и устойчива к действию рибонуклеаз. Наличие контроля в каждой отдельной пробе биологического 
материала позволяет максимально точно учесть все факторы, влияющие на молекулу РНК в процессе исследования. 
Благодаря использованию такого препарата в качестве ВКО появляется возможность контролировать процессы вы-
деления и сохранности РНК, отдельные стадии реакции обратной транскрипции и ПЦР, оценить влияние ингибито-
ров, содержащихся в биологических жидкостях, на ферменты реакций ОТ-ПЦР, сравнивать образцы между собой, 
что повышает достоверность исследования и позволяет исключить появление ложноотрицательных результатов.

Ключевые слова: диагностика, ОТ-ПЦР с детекцией продуктов реакции в режиме реального времени, внутрен-
ний контрольный образец, РНК-вирусы, РНК-стандарт
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APPLICATION OF INTERNAL CONTROL BASED ON RECOMBINANT RETROVIRAL PARTICLES 
FOR INCREASING THE PCR ASSAY RELIABILITY

Abstract. Molecular diagnostic tests based on PCR preceded by reverse transcription (RT-PCR) are now used commonly 
for the detection of viral pathogens with RNA genomes. The application of internal controls to validate the entire process of 
these assays is necessary to prevent false-negative results caused by inhibition or inefficient extraction. In the present study 
a strategy to produce a new type of internal control for RT-PCR based on recombinant retroviral particles is described. Cell 
clones stably producing retroviral particles were established by transfecting GP+env-AM12 packaging cells with constructed 
MoMuLV-derived retroviral vector pLneo/gfp and subsequent cultivation on selective medium with G418. The egfp gene was 
used as a target for primers and hybridization probe design for real-time RT-PCR assay and as a marker for flow cytometry 
analysis of eGFP expression by transfected cells. The developed internal control is stable and ribonuclease resistant, econom-
ical to produce, noninfectious and safe for routine use. It closely mimics the natural virus and could be successfully used to 
monitor all the stages of RT-PCR, including nucleic acid extraction, RNA reverse transcription and amplification.
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Введение. Широкое использование полимеразной цепной реакции (ПЦР) для обнаружения 
вирусных и клеточных последовательностей РНК создало потребность в разработке стабиль-
ных, хорошо охарактеризованных контролей и стандартов [1, 2].
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При использовании количественных или полуколичественных вариантов реакции важна 
стандартизация образцов в ходе исследования по количеству и качеству выделенного генети-
ческого материала, наличию ингибиторов амплификации и эффективности реакции в каждой 
индивидуальной пробе, а также корректный количественный учет гена-мишени в отношении 
гена-сравнения в отдельной анализируемой пробе и между образцами [3]. Для этой цели ис-
пользуются внутренние контрольные образцы (РНК-контроли) и приготовленные на их осно-
ве стандарты. Как правило, они представляют собой препарат РНК, не схожий с РНК искомого 
микроорганизма, который вносится в пробу на этапе выделения генетического материала, что 
наряду с ПЦР позволяет контролировать процессы выделения генетического материала и реак-
цию обратной транскрипции (ОТ). Сложности при разработке таких препаратов связаны с тем, 
что не защищенные белками (неармированные) молекулы РНК нестабильны и легко подверга-
ются расщеплению рибонуклеазами [4].

В зависимости от решаемых задач на практике наиболее часто используются следующие 
типы РНК-контролей: матричные РНК генов домашнего хозяйства; транскрибированные in vitro 
молекулы РНК и генно-инженерные стандарты (рекомбинантные бактериофаги и вирусы живот-
ных) [5, 6]. Эволюция технологии получения таких стандартов для диагностики РНК-содержа-
щих вирусов связана с тем, что контрольный образец должен полностью имитировать природный 
вирусный агент, но в то же время не являться инфекционным. Корректность результатов при ис-
пользовании любого из предложенных контролей может быть достигнута только в том случае, 
если последовательность, включающая ген сравнения, прошла все этапы пробоподготовки иссле-
дуемого гена-мишени: от выделения генетического материала до учета результатов [7, 8].

Наиболее популярная стратегия нормирования образцов – использование внутренних кон-
тролей, в качестве которых выступает мРНК одного из трех генов домашнего хозяйства клет-
ки, кодирующих β-актин (Actb), глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназу (Gapdh) и рибосомный 
белок L30 (Rpl30). Однако в последнее время все чаще приводятся данные, свидетельствующие 
о том, что уровень экспрессии этих генов не всегда стабилен и варьируется в зависимости от 
экспериментальных (в том числе температурных) условий [9, 10]. В любом случае при использо-
вании указанных генов в качестве внутренних контрольных образцов (ВКО) требуется предва-
рительный анализ их пригодности для выбранных условий эксперимента. Такой тип внутренних 
контролей может быть весьма полезен, когда речь идет о выявлении внутриклеточных парази-
тов, где важна оценка наличия в пробе клеточного биологического материала для исследования.

Как альтернатива использованию внутреннего образца существует подход, основанный на 
применении транскрибированных in vitro молекул РНК, которые вносят в исследуемые пробы 
на этапе выделения генетического материала. Однако практика показывает, что эти контроли 
ненадежны, поскольку ряд факторов (щелочная pH, высокая температура, бивалентные катионы 
магния и марганца и даже минорные концентрации рибонуклеаз) приводит к быстрому разруше-
нию молекул [11].

Интересным является способ получения рибонуклеиновых фаговых частиц в качестве кон-
трольного образца как простого и надежного препарата количественной оценки в экспериментах 
ОТ-ПЦР. Несмотря на то что данный способ был предложен в 1998 г. [12], до настоящего време-
ни он применяется в различных модификациях [13–16]. Используя технологию армированной 
РНК, с 1 л культуры E. coli можно получать до 1015 фаговых частиц. Недостаток этого способа, 
по мнению самих авторов, состоит в том, что эффективность упаковки РНК в фаговую частицу 
значительно снижается, если размер клонированного фрагмента составляет более 500 пар ну-
клеотидов (п. н.). На сегодняшний день этот факт трудно отнести к недостаткам в рутинных 
исследованиях, поскольку ПЦР-мишень редко превышает 500 п. н., особенно ввиду интенсив-
ного использования амплификации с детекцией продуктов реакции в режиме реального време-
ни, где рекомендуемый размер гена-мишени не должен составлять более 200 п. н. Тем не менее, 
при решении специальных задач ограничение размера клонированного фрагмента может стать 
серьезным лимитирующим фактором. Одно из несомненных достоинств контроля такого типа – 
гиперустойчивость к влиянию факторов окружающей среды (способность сохранять свойства 
при инкубировании в плазме крови при 37 °С в течение 30 дней). Эта особенность одновременно 
является, на наш взгляд, и недостатком, когда речь идет об использовании данного контроля 
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в клинической диагностике, связанной с выявлением геномов РНК-содержащих патогенов. Как 
правило, большинство природных РНК-содержащих вирусов животных и человека весьма чув-
ствительны к температурным и биохимическим условиям окружающей среды. Подобный кон-
троль в силу своей устойчивости может дать ложное представление о сохранности генетическо-
го материала в образце и качестве проведения процедуры выделения. Отсутствие накопления 
флуоресцентного сигнала для искомой мишени патогена в исследуемой пробе в этом случае не 
может достоверно свидетельствовать о реальном отсутствии вируса в образце, даже при нали-
чии четко детектируемой специфической флуоресценции для внутреннего контроля, свидетель-
ствующей о корректности пробоподготовки.

Наиболее приближенным с физиологической и биохимической точки зрения к природным 
РНК-содержащим вирусам является разработанный и предлагаемый нами универсальный кон-
трольный образец на основе ретровирусных частиц. Этот способ получения контрольных об-
разцов был подсказан самой природой. Жизненный цикл ретровирусов включает стадию ОТ 
и последующую интеграцию генома в геном клетки-хозяина. В форме ДНК-провируса их геном 
может стабильно поддерживаться в ряду поколений, продуцируя ретровирусные частицы.

Суть данного подхода заключается в получении рекомбинантных ретровирусных частиц на 
основе генома вируса лейкемии мышей Молони с использованием «пакующей» клеточной линии. 
Клонированная в ретровирусный вектор последовательность гена-мишени экспрессируется в форме 
РНК-копий вместе с клеточными генами и упаковывается в ретровирусные частицы, выделяемые 
клетками в среду культивирования. Подготовленная специальным образом культуральная жид-
кость «пакующей» клеточной линии может быть использована в качестве контрольного образца.

Цель настоящего исследования – разработать внутренний контрольный образец на основе 
рекомбинантных ретровирусных частиц для оценки эффективности выделения генетического 
материала и количественных параметров реакций обратной транскрипции – полимеразной цеп-
ной реакции с детекцией продуктов амплификации в режиме реального времени.

Материалы и методы исследования. Все генно-инженерные манипуляции проводили с ис-
пользованием коллекционного штамма Escherichia coli DH5α (supE44 lаcU169 (ф80 lacZΔM15) 
hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1). Трансформацию бактериальных клеток, выделение плаз-
мидной ДНК, электрофоретический анализ фрагментов осуществляли согласно рекомендациям, 
приведенным в руководстве [17]; рестрикцию, лигирование плазмидной ДНК и фрагментов – 
в соответствии с условиями, рекомендуемыми фирмой-изготовителем Thermo Scientific (США). 
Для выделения вирионной РНК использовали набор реагентов «РИБО-преп» («АмплиСенс», Рос-
сийская Федерация) в соответствии с инструкцией производителя. Реакцию обратной транскрип-
ции проводили со случайными праймерами с использованием набора «Реверта-L» (производ-
ство ФГУН ЦНИИ эпидемиологии, Российская Федерация) согласно прилагаемой инструкции. 
Для постановки ПЦР использовали Taq-полимеразу, 10-кратный реакционный буфер, раствор 
MgCl2, смесь дезоксинуклеотидов (Thermo Scientific, США), а также праймеры и гибридизаци-
онные зонды, синтезированные ОДО «Праймтех» (Республика Беларусь). ПЦР осуществляли 
на термоциклере Corbett Research (Corbett Life Sciences, Австралия), ПЦР с детекцией продук-
тов реакции в режиме реального времени – на амплификаторе iQ5 (Bio-Rad, США). Для подбо-
ра праймеров и гибридизационной пробы использовали программу Vector NTI. Секвенирова-
ние нуклеотидных последовательностей проводили с помощью Big Dye Terminator v 3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems, США) согласно инструкции по применению. Электрофорез 
и анализ продуктов реакции выполняли на автоматическом капиллярном ДНК-анализаторе ABI 
PRISM 3100 (Applied Biosystems, США). Для поиска последовательностей, гомологичных выяв-
ленным фрагментам ДНК, использовали BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

«Пакующая» клеточная линия GP+env-AM12, продуцирующая ретровирусные вирионы с ам-
фотропным спектром хозяев, а также линия клеток NIH 3T3, созданная на основе фибробластов 
мыши и используемая для определения биологического титра вируса, были получены из Россий-
ской коллекции клеточных культур позвоночных (РККК П) (г. Санкт-Петербург, Российская Фе-
дерация). Клеточные линии культивировали в среде DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 
(Sigma, США) с добавлением 10 % эмбриональной телячьей сыворотки (Sigma, США), 2 мМ 
L-глутамина (Sigma, США), 100 ед/мл пенициллина (Sigma, США), 100 мкг/мл стрептомицина 
(Sigma, США) при температуре 37 °С и 5%-ном содержании СО2.
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Ретровирусный вектор вводили в «пакующую» клеточную линию GР+env-AM12 посред-
ством полибреновой методики трансфекции. Для этого 4 ∙ 105 клеток «пакующей» линии поме-
щали во флакон с площадью ростовой поверхности 25 см2 за день до постановки эксперимента. 
На 2-й день среду культивирования заменяли 1 мл свежей среды, содержащей 10 мкг плазмид-
ной ДНК, и инкубировали в течение 6 ч в присутствии 10 мкг/мл полибрена (Sigma, США). За-
тем проводили химический «шок» в присутствии 20 % DMSO (Sigma, США) в течение 5 мин, 
далее клетки отмывали и помещали в свежую среду. На следующий день культуральную среду 
заменяли на селективную, содержащую 400 мкг/мл G418 (Sigma, США) (химический аналог нео-
мицина). Клоны, устойчивые к антибиотику, изолировали на 12–14-й день после трансфекции 
и размножали в монослое для последующего анализа.

Титр вируса определяли согласно модифицированному протоколу, описанному в статье 
D. Markowitz [18]. Культуральную жидкость, собранную от клонов клеток GP+env-AM12, транс-
фицированных ретровирусным вектором, центрифугировали в течение 10 мин при 3000 g для 
удаления клеток и дебриса. Инфицирование проводили немедленно после сбора вируса. Реци-
пиентные клетки NIH 3T3 высевали с плотностью 3 ∙ 105 на 25 см2 во флаконы за 24 ч до инфици-
рования. На второй день среду заменяли на 1 мл свежей среды, содержащей 8 мкг/мл полибрена 
и аликвоты тестируемого вируса. Инкубирование проводили в течение 2 ч, после чего среду за-
меняли на свежую. Количество клеток, экспрессирующих eGFP, анализировали спустя 72 ч после 
инфицирования с помощью проточного цитофлуориметра (BD Biosciences FACSCanto I, США). 
Титр вирусных частиц рассчитывали по следующей формуле: титр вируса = АВ/100С, где А – ко-
личество клеток в культуральном сосуде на момент инфицирования; В – количество флуоресци-
рующих клеток; С – корректирующий коэффициент, учитывающий разведение супернатанта, 
нанесенное на клетки.

Результаты и их обсуждение. Исходным вектором для клонирования выбран «минималь-
ный» ретровирусный вектор серии pL [19]. Данный вектор получен на базе генома вируса лей-
кемии мышей Молони (MoMuLV). Его ретровирусная часть содержит только цис-действующие 
последовательности (регуляторные элементы), необходимые для репликации, и включает длин-
ные концевые повторы (LTR – long terminal repeat); Ψ – область упаковки-димеризации вирусно-
го генома; PBS (primer binding site) – сайт связывания т-РНК затравки; полипуриновый тракт – 
сайт инициации синтеза плюс-цепи ДНК (РРТ, polypurine tract). По концам LTR расположены 
два небольших, частично инвертированных повтора (att-сайты), необходимых для интеграции 
провируса в геном инфицированной клетки. Дополнительно в вектор клонирован полилинкер, 
содержащий сайты узнавания ферментов рестрикции. Бактериальная часть вектора представле-
на плазмидой pBR 322.

В ретровирусный вектор были клонированы две функционально значимые нуклеотидные 
последовательности: одна из них кодирует зеленый флуоресцирующий белок (egfp), другая – 
аминогликозид 3R-фосфотрансферазу (neo) [19].

В настоящее время белок GFP и его мутантные рекомбинантные формы, отличающиеся от 
белка дикого типа стабильностью и интенсивностью свечения, широко используются в качестве 
светящейся метки в клеточной и молекулярной биологии для изучения экспрессии клеточных 
белков [20, 21]. Наличие данной последовательности в векторе позволяет решить две задачи: ис-
пользовать ее в качестве мишени для подбора праймеров и гибридизационной пробы для кон-
троля выделения РНК-матрицы и всех стадий ОТ-ПЦР в режиме реального времени, а также 
определить титр ретровирусных частиц, продуцируемых «пакующей» клеточной линией, с ис-
пользованием проточного цитофлуориметра с целью последующей количественной оценки со-
держания геном-эквивалентов гена-мишени в пробе. Наличие последовательности, кодирующей 
ген neo (обеспечивает устойчивость к неомицину), необходимо для отбора клеточных клонов 
с интегрированным в геном клетки вектором на селективной среде, содержащей генетицин 
(G418) – химический аналог неомицина, токсичный для клеток эукариот.

Указанные последовательности были амплифицированы и последовательно клонированы 
в «минимальный» ретровирусный вектор. Наличие вставки было подтверждено рестрикцией 
рекомбинантных плазмид по сайтам клонирования (рис. 1), а специфичность клонированных 
фрагментов – секвенированием.
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Структура результирующего ретровирус-
ного вектора pLneo/gfp представлена на рис. 2.

Рекомбинантная плазмидная ДНК pLneo/gfp 
посредством полибреновой методики транс-
фекции была введена в клетки «пакующей» ли-
нии GP+env-AM12. Данная линия клеток полу-
чена на базе мышиных фибробластов NIH 3T3, 
в которые введены вирус-кодирующие после-
довательности gag-pol и env, не содержащие 
Ψ-область, ответственную за упаковку вирус-
ного генома в вирион. Такая клеточная линия 
продуцирует «пустые» вирионы. При введении 
ретровирусного вектора в клетки «пакующей» 
линии он интегрирует в геном клетки-хозяина, 
может эффективно транскрибироваться и упа-
ковываться в вирионы.

После трансфекции и последующего 
культивирования клеток на селективной сре-
де получены клоны мышиных фибробла-
стов GP+env-AM12Lneo/gfp, продуцирующие 
в культуральную жидкость рекомбинантные 
вирионы с титром не менее 2 ∙ 106 КОЕ/мл. Титр 
ретровирусных частиц определяли с использо-
ванием индикаторной клеточной линии NIH 
3T3 на проточном цитофлуориметре путем 
подсчета клеток, экспрессирующих eGFP, для 
трех независимых клеточных клонов (рис. 3).

Следует отметить, что в данном случае речь идет об инфекционном титре, но при расчете 
геном-эквивалентов (ГЭ) следует учитывать два обстоятельства: первое – ретровирусный геном 
содержит две идентичные молекулы РНК, второе – часть вирусных частиц может содержать ре-
портерный ген в своем составе, но быть неинфекционной по ряду причин. Реальный физический 
титр, коррелирующий с количеством геном-эквивалентов, был определен в реакции ОТ-ПЦР 
с использованием метода конечных разведений. Для этого готовили 10-кратные разведения 

Рис. 1. Электрофоретический анализ рекомбинантной 
плазмидной ДНК: а – плазмидная ДНК pLneo после об-
работки рестрикционными нуклеазами HindIII и XbaI 
(1 – маркер молекулярных масс 1 kb DNA ladder, Thermo 
Scientific; 2, 3 – рекомбинантная плазмидная ДНК); b – 
плазмидная ДНК pLneo/gfp после обработки рестрикци-
онными нуклеазами XhoI и BamHI (1, 3 – рекомбинант-
ная плазмидная ДНК; 2 – маркер молекулярных масс 

1 kb DNA ladder, Thermo Scientific)
Fig. 1. Analysis of recombinant plasmid DNA by restriction 
digestion and agarose gel electrophoresis: а – plasmid 
DNA pLneo after endonucleases HindIII and XbaI 
digestion (1 – 1 kb DNA ladder, Thermo Scientific; 2, 3 – 
recombinant plasmid DNA); b – plasmid DNA pLneo/gfp 
after endonucleases XhoI and BamHI digestion (1, 3 – 
recombinant plasmid DNA; 2 – 1 kb DNA ladder, Thermo 

Scientific)

Рис. 2. Структура ретровирусного вектора pLneo/gfp: U3, R, U5 – районы вирусного LTR; Ψ – область упаковки-диме-
ризации вирусного генома; PBS (primer binding site) – сайт связывания т-РНК затравки; neo – нуклеотидная последо-
вательность, кодирующая аминогликозид 3R-фосфотрансферазу; промотор ранних генов цитомегаловируса человека 
(CMV); еgfp – ген, кодирующий белок eGFP (enhanced green fluorescent protein); BamHI, HindIII, XbaI, XhoI – сайты 

рестрикции
Fig. 2. pLneo/gfp retroviral vector structure: U3, R, U5 – regions of long terminal repeat; Ψ – extended retroviral packaging 
signal; PBS – primer binding site; neo – neomycin phosphotransferase gene; CMV – human cytomegalovirus (CMV) early 

promoter region; еgfp – enhanced green fluorescent protein gene; BamHI, HindIII, XbaI, XhoI – restriction sites
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супернатанта «пакующей» клеточной линии, определив исходную точку отсчета как титр ин-
фекционных частиц, равный 2 ∙ 106 ГЭ/мл. Из проб выделяли вирионную РНК и использовали 
ее в качестве матрицы для проведения ОТ-ПЦР последовательности egfp с подобранной парой 
праймеров, ограничивающих фрагмент размером 96 п. н., в режиме реального времени.

В проведенных экспериментах коэффициент пересчета физических/инфекционных частиц 
составил 1000, следовательно, в 1 мл культуральной жидкости содержится не менее 2 ∙ 109 ГЭ 
гена-мишени. Как правило, в клинических исследованиях важны не абсолютные, а относитель-
ные цифры, полученные в серии сравнительных экспериментов (например, в парных сыворотках 
до и после терапии пациента). Тем не менее, точное количество геном-эквивалентов, внесенное 
в реакцию, дает представление об эффективности процессов исследования генетического мате-
риала и может быть использовано для приготовления стандартных образцов и учета четких ко-
личественных показателей реакции ОТ-ПЦР.

Одним из условий универсальности контрольного образца считается возможность его ам-
плификации в широком диапазоне различных параметров ПЦР: температура, концентрация 
ионов магния, буферная система и др. Праймеры и гибридизационная проба, подобранные для 
определения репортерного гена, были исследованы на соответствие этому условию.

Для оценки влияния температурных параметров на амплификацию гена-мишени использо-
вали градиент температур для отжига праймеров в диапазоне от 45 до 65 °С. Результаты иссле-
дования представлены на рис. 4.

Как видно из рис. 4, подобранная пара праймеров «работает» в широком температурном диапа-
зоне. Накопление продукта амплификации фрагмента гена зеленого флуоресцирующего белка (egfp) 
регистрировалось при всех использованных значениях температуры отжига праймеров. Кривые 
флуоресцентного сигнала пересекали пороговую линию практически в одной точке, но отличались 
высотой подъема. При этом кинетическая кривая ПЦР сохраняла классическую сигмовидную фор-
му, что свидетельствует о высокой эффективности реакции в температурном диапазоне 45–65 °С.

Сходные данные были получены при амплификации гена-мишени в диапазоне 1,5–3 мМ (1,5; 
2,0; 2,5; 3,0 мМ) конечной концентрации MgCl2. Анализ кривой накопления флyоресцентного 
сигнала показал, что образование продукта амплификации специфического фрагмента гена egfp 
наблюдалось при всех использованных в эксперименте значениях концентрации соли, при этом 
оптимальной являлась концентрация Mg2+ 3,0 мМ в конечном (50 мкл) объеме реакционной сме-
си (данные не представлены).

Рис. 3. Определение количества клеток, экспрессирующих еGFP, на проточном цитофлуориметре: а – контрольные 
клетки; b, c, d – клоны клеток NIH 3T3, инфицированные культуральной жидкостью, собранной с «пакующей» кле-

точной линии, трансфицированной ретровирусным вектором pLneo/gfp
Fig. 3. The number of cells expressing eGFP determined by flow cytometry: a – control cells; b, c, d – clones of NIH 3T3 cells 

infected by culture medium from packaging cells transfected with retroviral vector pLneo/gfp



426 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2019, vol. 64, no. 4, pp. 420–430 �

При проведении экспериментов РНК-контроль вносили в реакцию в минимальном коли-
честве – 10 мкл. Это является важным обстоятельством, так как, с одной стороны, позволяет 
увеличить объем пробы биологического материала, взятой для исследования, с другой – этого 
количества достаточно, чтобы детектировать сигнал амплификации мишени в каждом исследу-
емом образце.

Принято считать, что величина амплифицируемого гена-мишени инфекционного аген-
та должна быть меньше мишени ВКО в 2–3 раза для обеспечения конкурентных преимуществ 
в ходе ПЦР. Если же речь идет о реакции с детекцией продуктов в режиме реального времени, 
где размер амплифицируемых фрагментов находится в пределах 100 п. н., то данное утверждение 
является спорным. Размер продукта амплификации ВКО составляет 96 п. н. Тем не менее, для 

Рис. 4. Амплификация фрагмента гена egfp в ходе ПЦР с детекцией продуктов реакции в режиме реального времени 
при градиенте температуры отжига праймеров: а – 45–55 °С; b – 55–65 °С

Fig. 4. Amplification chart of the real time PCR assay for egfp gene using gradient protocol for the annealing temperature: 
а – 45–55 °С; b – 55–65 °С
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образцов, содержащих малые количества РНК искомого возбудителя инфекции, нами предлага-
ется другой подход, который заключается в двукратном уменьшении концентрации праймеров 
и пробы от оптимальной для амплификации ВКО. В этом случае при наличии сигнала детекции 
ВКО он не будет конкурировать даже с минимальным количеством РНК инфекционного агента.

Заключение. Рекомбинантные ретровирусные частицы как имитаторы природного вируса 
позволяют максимально точно учесть факторы, влияющие на молекулу РНК в процессе иссле-
дования пробы биологического материала. Благодаря использованию в качестве внутреннего 
контроля препарата, разработанного на их основе, появляется возможность контролировать 
процессы выделения и сохранность РНК, отдельные стадии реакции ОТ-ПЦР, оценить влияние 
ингибиторов, содержащихся в биологических жидкостях, на ферменты реакций ОТ-ПЦР, что по-
вышает достоверность исследования и дает возможность исключить появление ложноотрица-
тельных результатов.

Преимущества РНК-стандарта заключаются в следующем:
РНК упакована в ретровирусную частицу, что делает ее недоступной для действия РНКаз 

и, следовательно, стабильной;
наличие вирусной оболочки позволяет контролировать этап выделения РНК из вируса, ана-

логично выделению из биологической жидкости (кровь, сыворотка, плазма, суспензии органов 
грызунов и др.);

внесение РНК-контроля в пробу до этапа выделения генетического материала позволяет оце-
нить количество и качество выделенной РНК;

«пакующая» клеточная линия стабильно продуцирует ретровирусные частицы с определен-
ным титром (количеством инфекционных единиц на 1 мл), что дает возможность стандартизо-
вать процесс и количественно сравнивать пробы между собой;

клеточная линия может быть депонирована и использована на протяжении многих лет, не 
требуя дополнительных генно-инженерных манипуляций;

рекомбинантные ретровирусные частицы не инфекционны и безопасны в использовании;
подобранные для амплификации ВКО пара праймеров и гибридизационная проба могут ра-

ботать в широком диапазоне температур, концентраций ионов магния и состава ПЦР-буферов, 
содержащих как KCl, так и (NH4)2SO4;

предложенная технология получения рекомбинантных ретровирусных частиц позволяет ис-
пользовать данный подход для получения положительных контрольных образцов РНК-содержа-
щих вирусов.

Разработанный препарат может найти свою нишу в различных областях биологии и меди-
цины при диагностике инфекционных, генетических, онкологических заболеваний, а также 
в быстро развивающейся в последнее время так называемой персонифицированной медицине. 
Например, он может быть использован при определении индивидуальных различий пациентов 
в восприимчивости и метаболизме лекарств и их производных, когда при изучении экспрессии 
различных генов необходимо количественно сравнить пробы между собой.

Наличие такого стандарта особенно полезно, когда речь идет о так называемых трудозатрат-
ных образцах, требующих длительного пробоподготовительного этапа: выделение РНК из орга-
нов, приготовление суспензии клещей и др. Даже при соблюдении холодовой цепи сохранность 
генетического материала в первой выделяемой пробе может отличаться от последней. Внутрен-
ний контрольный образец позволяет контролировать этот процесс.

На основе рекомбинантных ретровирусных частиц разработан набор реагентов «Универсаль-
ный РНК-стандарт». В состав набора входит внутренний контрольный образец (культуральная 
жидкость «пакующей» клеточной линии), праймер для постановки реакции ОТ и олигонуклео-
тиды (смесь праймеров и гибридизационной пробы) для ПЦР. Препарат может быть использо-
ван в качестве самостоятельного компонента при разработке и комплектации диагностических 
тест-систем, предназначенных для выявления геномных РНК широкого спектра РНК-содержа-
щих вирусов методом ОТ-ПЦР; для оценки работы ферментов в ОТ-ПЦР; исследования эффек-
тивности наборов реагентов для выделения РНК при их производстве, а также в качестве стан-
дарта при изучении экспрессии генов для нормализации образцов.
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