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НОКДАУН ГЕНОВ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ МАЛЫХ 
ИНТЕРФЕРИРУЮЩИХ РНК

SIRNA-MEDIATED GENE SILENCING

РНК-интерференция активно используется для решения различных исследовательских задач в биологии и медицине, 
в частности, для исследования функции генов. Один из распространенных подходов — нокдаун генов с помощью ма-
лых интерферирующих РНК (siРНК). Однако единого протокола для этого метода не существует, и данные, получаемые 
при использовании различных его вариаций, часто обладают низкой воспроизводимостью. В работе обсуждаются 
теоретические основы указанного метода и приводятся практические рекомендации для постановки экспериментов 
по нокдауну генов с siРНК.

RNA-interference enjoys a wide range of applications in medical and biological research. In particular, it is used to study 
functions of genes. One of the most popular approaches to this task is gene knockdown by small interfering RNA (siRNA). 
Currently there is no unified protocol for this method, which results in low reproducibility of experimental data. In the following 
article we outline the theoretical bases for this method and provide practical recommendations for its use in siRNA-mediated 
gene silencing experiments. 
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В геноме человека насчитывается 19 817 белок-кодиру-
ющих генов и 15 787 генов длинных некодирующих РНК 
[1]. При этом примерно функции 40 % белок-кодирующих 
генов неизвестны. Длинные некодирующие РНК являются 
и вовсе неизученными: всего лишь около сотни из них хо-
рошо исследованы экспериментально [2–5]. Одними из са-
мых простых и эффективных подходов к изучению функ-
ции генов являются эксперименты по их оверэкспрессии 
и нокдауну, при которых исследуются вызываемые ими 
эффекты как на молекулярном, так и на клеточном уровне.
Подходы по оверэкспрессии генов возникли с развити-

ем методов генной инженерии и молекулярного клонирова-
ния. Разработано множество различных способов усилить 
экспрессию гена, как простых — через создание экс-

прессионных конструкций на основе плазмид, так и слож-
ных — на основе индуцибельных систем, вирусных век-
торов и др. [6]. Подходы к подавлению экспрессии генов 
появились позже. Первым инструментом стали антисмыс-
ловые олигонуклеотиды [7, 8], которые, однако, сначала не 
были высокоэффективными. Революцией в молекулярной 
биологии стало открытие механизма РНК-интерферен-
ции — специфического посттранскрипционного подавле-
ния экспрессии гена, опосредованного малыми молекула-
ми РНК, так называемыми эндогенными микроРНК (miRNA) 
и экзогенными малыми интерферирующими РНК (siРНК) 
[9]. Использование siРНК оказалось настолько простым 
и эффективным, что за короткое время нокдаун генов с 
их использованием стал применяться повсеместно — как 
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в фундаментальных исследованиях по установлению 
функции генов, так и в прикладных работах по разработке 
геноспецифических препаратов [10–14].
На сегодняшний день существует две стратегии 

нокдауна генов с использованием РНК-интерференции: 
1) использование siРНК и 2) использование вектора, со-
держащего последовательность малых шпилечных РНК 
(shРНК) [15].
Малая интерферирующая РНК — это двуцепочечная 

молекула РНК длиной 20–25 нуклеотидов с двумя неспа-
ренными нуклеотидами на 3’-конце каждой цепи. Попадая 
в клетку, она встраивается в комплекс RISC (RNA-induced 
silencing complex), после чего происходит удаление из ком-
плекса одной из цепей siРНК (цепи-спутницы, passenger 
strand). Оставшаяся цепь (ведущая, guide strand) связыва-
ется по принципу комплементарности со своей РНК-мише-
нью, и, если комплементарность полная, происходит раз-
резание целевой РНК, что приводит к деградации мРНК 
и снижению уровня экспрессии гена [16–18]. Малые шпи-
лечные РНК — это короткие молекулы РНК, образующие 
шпилечную структуру. Стебель такой шпильки имеет дли-
ну 19–22 пар нуклеотидов, а петля — 4–11 нуклеотидов. 
shРНК является предшественником siРНК в клетке. По-
следовательность shРНК доставляется в клетки в составе 
экспрессионного бактериального или вирусного вектора.
По сравнению с siРНК shРНК имеют ряд преимуществ: 

более продолжительное воздействие на экспрессию ге-
на-мишени; возможность интеграции вектора в геном и 
получение клеток, стабильно экспрессирующих shРНК; 
возможность создания индуцибельных систем нокдауна; 
возможность одновременной экспрессии с репортерным 
геном для контроля эффективности трансфекции и отбора 
трансфицированных клеток. С другой стороны, использо-
вание shРНК требует больших трудозатрат. Поэтому если 
по условиям эксперимента достаточно краткосрочного 
(5–7 дней) [19] снижения уровня экспрессии исследуемого 
гена, то следует использовать siРНК.
Однако сам нокдаун с помощью siРНК является мно-

гостадийным процессом, выполнение которого занимает 
около недели. Отсутствие стандартного протокола нокдау-
на и широкая доступность метода привели к тому, что в на-
стоящее время публикуются данные, полученные в резуль-
тате применения значительно различающихся методик. 
Более того, многие исследователи не указывают подроб-
ности проведения экспериментов [20–22], что, конечно, 
приводит к низкой воспроизводимости результатов. Каче-
ство работы на каждом этапе нокдауна может существен-
но влиять на результаты. Например, в статьях достаточно 
редко указывают эффективность трансфекции siРНК, а от
этого зависит эффективность нокдауна и проявление по-
следующих эффектов. В эксперименте большое значе-
ние имеют и количество трансфицируемых клеток, и уро-
вень экспрессии целевого гена, не говоря уже о техниках 
выполнения базовых операций — выделении РНК, про-
ведении реакции обратной транскрипции, проведении 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме «реально-
го времени» и др., выполняемых в разных лабораториях 
по-разному.
В данной работе рассматривается вся схема прове-

дения нокдауна с помощью siРНК (рис. 1). Обсуждаются 
потенциальные сложности каждого этапа и пути их прео-
доления. Приводится пример методики, которая использу-
ется в лаборатории функциональной геномики Медико-ге-
нетического научного центра (Москва). Важно отметить, 
что для каждого этапа приведены контроли, которые не-

обходимы для оценки правильности выполнения методик. 
Мы надеемся, что данная методика станет опорой в поста-
новке нокдауна новых, неизученных генов как для студен-
та, так и для научного сотрудника, и приведет к получению 
качественных результатов для публикации в высоко цити-
руемых журналах.

I. Дизайн эксперимента

1. Корректная постановка задачи

Перед началом работы по нокдауну интересующего гена 
в клеточной культуре необходимо проанализировать ли-
тературу и доступные в интернете баз данных, чтобы вы-
брать биологическую модель для исследования и опреде-
лить нуклеотидную последовательность изучаемого гена.
Подходящая биологическая модель. Необходимо оце-

нить уровень экспрессии исследуемого гена в предпола-
гаемых клеточных культурах. Информацию об экспрессии 
генов в различных тканях и клеточных линиях можно найти 

Рис. 1. Схема эксперимента по нокдауну

1. Подбор/поиск siRNA

2. Выбор модельной клеточной линии

3. Оптимизация условий трансфекции
siRNA

4. Трансфекция таргетной siRNA 
в оптимальных условиях

5. Выделение РНК

6. Обработка РНК ДНКазой l

7. Проверка эффективности работы ДНКазы l методом ПЦР 
в режиме «реального времени»

9. Проверка эффективности получения кДНК методом ПЦР 
в режиме «реального времени»

8. Получение кДНК реакцией обратной 
транскрипции

10. Оценка эффективности подавления гена методом ПЦР 
в режиме «реального времени»

11. Анализ клеточной культуры после 
нокдауна
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в таких базах данных, как FANTOM5, GTExPortal, BioGPS, 
Human Protein Atlas; данные RNA-seq — в геномном брау-
зере UCSC. По возможности следует выбирать клеточную 
модель с достаточно высокой экспрессией исследуемого 
гена, т. к. нокдаун генов, изначально экспрессирующихся 
на очень низком уровне, может быть неэффективен. Кро-
ме того, необходимо предварительно экспериментально 
оценить уровень экспрессии исследуемого гена в реаль-
но используемой биологической модели при помощи ПЦР 
в режиме «реального времени».
Анализ последовательности гена. siРНК должна вза-

имодействовать с уникальным участком гена. Поэтому 
перед тем, как осуществлять дизайн siРНК, необходимо 
понять, насколько последовательность мРНК анализиру-
емого гена подходит для специфичного нокдауна. В этом 
вопросе могут помочь широко распространенные инстру-
менты анализа нуклеотидных последовательностей, такие 
как BLAST и геномные браузеры (например, UCSC). С их 
помощью следует определить, имеет ли данный ген псев-
догены или высокогомологичные паралоги; содержатся ли 
в последовательности повторы; сколько изоформ сущес-
твует у этого гена.

2. Дизайн siРНК

При существующих на сегодняшний день подходах дизайн 
siРНК сводится к выбору оптимального сайта связывания 
с последовательностью РНК-мишени. Этот сайт связыва-
ния соответствует смысловой цепи siРНК. Антисмысловая 
цепь является комплементарной смысловой, и именно 
она образует стабильную связь с комплексом RISC. Не 
существует единого алгоритма для выбора наиболее эф-
фективной последовательности siРНК [23, 24]. Доступные 
онлайн-программы, основанные на различных принципах 
подбора (эмпирические правила, данные BLAST, нейросе-
ти), могут давать различные результаты при анализе од-
ной и той же последовательности РНК-мишени [16, 23, 25]. 

После анализа последовательности изучаемого гена про-
граммой пользователю выдается список siРНК, из которых 
необходимо выбрать 3–4 лучших. Ниже приведены основ-
ные правила дизайна siРНК.

1. Длина последовательности — 20–25 нуклеотидов 
(обычно — 21–23 нуклеотида).

2. Содержание G/C-нуклеотидов — 35–55 %.
3. 5’-конец антисмыловой цепи siРНК должен содер-

жать больше A/U-нуклеотидов, т. к. известно, что с комп-
лексом RISC эффективнее связывается та цепь siРНК, 
которая имеет менее термодинамически стабильный 
5’-конец.

4. На 3’-конец каждой цепи siРНК должен быть добав-
лен неспаренный дезоксидинуклеотид dTdT. Это делается 
для увеличения стабильности дуплекса и эффективности 
загрузки siРНК в комплекс RISC.

5. siРНК должна быть специфичной. Это означает, что 
при анализе последовательности siРНК с помощью BLAST 
не должны обнаруживаться транскрипты других генов, 
полностью комплементарные выбранной siРНК.

6. Комплементарность siРНК с  другими транскрипта-
ми не должна быть больше 16 нуклеотидов подряд.

7. siРНК должна подавлять экспрессию всех изоформ 
транскриптов выбранного гена, если по условиям экспери-
мента не стоит другая задача.

8. siРНК не должна иметь в своем составе повторов 
нуклеотидных мотивов и большого количества одинаковых 
нуклеотидов, идущих подряд (больше 3).

9. Существует ряд эмпирических правил, соблюде-
ние которых позволяет увеличить эффективность работы 
siРНК. Например, необходимо стремится к тому, чтобы 
последовательность siРНК содержала конкретные нукле-
отиды в определенной позиции в соответствии с табл. 1. 
Более подробно ознакомиться с правилами дизайна siРНК
можно в работе Lagana и соавт. [26]. Список некоторых 
программ по подбору siРНК, доступных на сегодняшний 
день, представлен в табл. 2.

Таблица 1. Правила позиционирования нуклеотидов в составе siРНК. AS — антисмысловая цепь siРНК, S — смысловая цепь siРНК. Серые клетки обозна-
чают позиции нуклеотидов в последовательности siРНК (Lagana и соавт., [26])

Таблица 2. Список наиболее известных программ по подбору siРНК

Программа URL Ссылка

OptiRNAi 2.0 http://rnai.nci.nih.gov [27]

siDirect 2 http://sidirect2.rnai.jp [28]

siРНК Scales http://gesteland.genetics.utah.edu/siРНК_scales [29]

siExplorer http://rna.chem.t.u-tokyo.ac.jp/cgi/siexplorer.htm [30]

RFRCDB-siРНК http://www.bioinf.seu.edu.cn/siРНК/index.htm [31]

OligoWalk http://rna.urmc.rochester.edu/cgi-bin/server_exe/oligowalk/oligowalk_form.cgi [32]

Sfold http://sfold.wadsworth.org [33]

DSIR http://biodev.cea.fr/DSIR/ [34]

siРНК Scan http://bioinfo2.noble.org/RNAiScan.htm [35]

RNAxs http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAxs/RNAxs.cgi [36]

i-Score http://www.med.nagoya-u.ac.jp/neurogenetics/i_Score/i_score.html [37]
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3. Необходимые контроли

Контроль эффективности доставки siРНК в клетку. Про-
водится при помощи неспецифической siРНК, меченной 
флуоресцентной меткой. Мы используем siРНК, мечен-
ную флуоресцентным красителем FAM на 5’-конце каждой 
цепи siFlu.
Отрицательный контроль для оценки специфичности 

нокдауна и вызываемых им побочных изменений в клет-
ке. Таким контролем является неспецифическая siРНК, 
не влияющая на экспрессию генов в клетке. Многие фир-
мы-производители предоставляют готовые к использо-
ванию неспецифичные siРНК (например, Negative control 
siRNA от Qiagen, Германия, или Silencer Negative Control 
от Invitrogen, США). Другим подходом к проведению от-
рицательного контроля является использование scramble 
siРНК. Такая siРНК имеет тот же нуклеотидный состав, что 
и целевая, но другую последовательность. Однако такой 
подход требует создания в каждом эксперименте нового 
контроля, для которого необходимо подтверждать отсут-
ствие нецелевого эффекта, что является затруднительным 
при проведении большого количества экспериментов по 
нокдауну. Поэтому мы в своей работе используем неспеци-
фическую siРНК, последовательность которой была полу-
чена из открытого источника — control siMax siRNAs [38].
Положительный контроль позволяет быть уверенным 

в правильности проведения эксперимента. Положитель-
ным контролем служат молекулы siРНК с подтвержденной 
высокой эффективностью нокдауна (> 70 %) хорошо де-
тектируемых генов. Примером положительного контроля 
могут являться эффективные siРНК к генам p53, GAPDH, 
ламинов. Последовательность таких siРНК можно найти в 
литературе или воспользоваться коммерческими предло-
жениями различных фирм.
Контроли качества проведения методик на всех эта-

пах нокдауна: выделения РНК, обработки РНК ДНКазой I,
получения кДНК, проведения ПЦР в режиме «реального 
времени». Постановка данных контролей будет описана в 
соответствующих разделах статьи.

II. Доставка siРНК в клетки

Наиболее часто используемыми подходами к доставке 
siРНК в клетки являются химическая трансфекция и 
электропорация. Существует ряд методик химической 
трансфекции, но наиболее распространенной является 
липофекция — трансфекция с использованием катион-
ных липосом [11, 39–41]. Достоинствами данной методики 
являются высокая воспроизводимость и простота испол-
нения при достаточно высокой эффективности. К недос-
таткам можно отнести то, что липофекция эффективна в 
отношении делящихся клеток и малоэффективна в отно-
шении неделящихся, поэтому при работе с некоторыми 
«труднотрансфицируемыми» культурами клеток (медленно 
делящимися или первичными) ее эффективность может 
быть недостаточной. В таком случае оптимальной мето-
дикой может быть электропорация. Однако к ее минусам 
можно отнести высокий уровень клеточной гибели и боль-
шое количество варьируемых параметров, требующих оп-
тимизации. Таким образом, при проведении эксперимента 
на наиболее распространенных, «легкотрансфицируемых» 
клеточных моделях оптимально использовать именно ли-
пофекцию. В настоящее время на рынке доступны раз-
личные реагенты для липофекции, самыми распростра-
ненными из них являются Lipofectamine (Invitrogen) и 

Metafectene (Biontex, Германия). В нашей работе исполь-
зуется последний.
Принцип липофекции следующий. Во время инкуба-

ции siРНК с липидами в растворе образуются липосомы, 
внутрь которых попадает siРНК. При смешивании полу-
чившегося раствора с клетками происходит присоедине-
ние липосом к клеточной мембране и их объединение, в 
результате чего siРНК оказывается внутри клетки, имея 
возможность взаимодействовать с мРНК в цитоплазме.

1. Оптимизация проведения липофекции с siРНК

Эффективность липофекции зависит от многих пара-
метров, которые могут варьироваться в зависимости от 
используемой клеточной культуры. Поэтому перед про-
ведением нокдауна необходимо определить оптимальные 
условия трансфекции для наиболее эффективной достав-
ки siРНК в клетки. Липофекция siРНК может проводить-
ся в различных форматах (в планшетах с 6, 12, 24 или 
96 лунками; в чашках диаметром 6 или 10 см) в зависимо-
сти от целей эксперимента. В нашей лаборатории для про-
ведения нокдауна наиболее часто используемым форма-
том работы является планшет на 96 лунок, поэтому далее 
будет приведен пример оптимизации проведения нокдауна 
именно для этого формата. Параметры проведения опти-
мизации трансфекции для других форматов приведены в 
официальном протоколе производителя Metafectene [42]. 
Вне зависимости от формата эксперимента в первую оче-
редь необходимо оптимизировать следующие параметры.

1. Соотношение количества siРНК/липосомы (мкг/мкл): 
от 1 : 1 до 1 : 8.

2. Абсолютное количество трансфицируемых комплек-
сов (siРНК + липосомы). Для 96-луночного планшета ко-
личество siРНК может варьироваться от 0,04 до 0,3 мкг, а 
количество липосом — от 0,2 до 4 мкл.

3. Количество клеток. Для получения оптимальных 
результатов трансфекцию необходимо проводить на ста-
дии логарифмического роста клеток. Оптимальной кон-
флюэнтностью для проведения трансфекции является 
30–60 % [42]. При этом количество клеток зависит от типа 
и размера клеток. Для 96-луночного планшета количество 
клеток обычно варьируется от 5×103 до 60×103.
Кроме того, на эффективность липофекции влияют и 

другие параметры: 1) состояние клеток на момент транс-
фекции (должны быть здоровыми, активно делящимися); 
2) наличие сыворотки в среде (для большинства культур 
трансфекция проходит эффективно при наличии 10 % 
сыворотки); 3) время инкубации с трансфицирующим 
комплексом (обычно составляет 3–6 ч, но может увеличи-
ваться и до 72 ч); 4) в некоторых случаях увеличить эф-
фективность трансфекции позволяет обработка клеток 
трансфицирующим раствором в течение часа после рас-
саживания.
Оценку эффективности липофекции клеток проводят 

по siРНК, меченной флуоресцентным красителем FAM 
(siFlu). При этом варьируют вышеописанные параметры. 
Кроме того, необходимо проводить котрольные экспери-
менты с липосомами без siРНК, а также оставлять необра-
ботанные клетки. Это необходимо как для определения 
токсического эффекта трансфицирующих агентов, так и 
для оценки эффективности трансфекции. Саму оценку 
проводят через 24 ч после проведения трансфекции, и 
определяют ее как долю клеток, содержащих флуорес-
центную метку, от общего количества клеток. Также оце-
нивается и токсичность трансфицирующих реагентов как 
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изменение общего количества клеток после трансфекции 
относительно необработанного контроля
Ниже приведен расчет (табл. 3) для проведения экс-

перимента по оптимизации условий трансфекции для 
96-луночного формата. Подробный протокол проведения 
трансфекции см. в подразделе 3 «Протокол проведения 
липофекции».
После проведения оптимизации условий трансфекции 

можно оценить, насколько они пригодны для выполнения 
нокдауна. Также эффективность трансфекции может дать 
примерное представление о том, какое изменение экс-
прессии гена-мишени можно будет обнаружить в дальней-
шем с помощью ПЦР в режиме «реального времени» при 
различной эффективности нокдауна (рис. 2). Например, 
если эффективность трансфекции составила 75 % и ис-
следователи предпологают, что эффективность нокдауна 
будет 40 %, то детектируемое значение ∆∆Сt для гена-ми-
шени составит менее 0,5 цикла, что в реальности может 
быть сложно достоверно определить с помощью ПЦР в 
режиме «реального времени». Если же эффективность 
нокдауна будет равна 90 %, то ∆∆Сt может достигать 1,5 
цикла, а это можно детектировать с помощью ПЦР в режи-
ме «реального времени».

2. Постановка трансфекции с siРНК к исследуемому гену

После проведения оптимизации условий трансфекции 
можно приступать к постановке эксперимента с целе-
вой siРНК. Данный эксперимент необходимо ставить в 
нескольких биологических повторностях (от 5 до 7) для 
последующей корректной статистической обработки дан-
ных. И очень важно, чтобы в него входили следующие 
трансфекции:

• с siРНК, меченной флуоресцентной меткой (siFlu), для 
оценки эффективности трансфекции;

• с неспецифической siРНК (sicontrol);
• с siРНК к исследуемому гену;
• без siРНК.
В нашей работе трансфицированные клетки инкубиро-

вали до 120 ч для оценки эффекта нокдауна на различные 
клеточные показатели.

3. Протокол проведения липофекции

Ниже представлен протокол для проведения трансфек-
ции клеточной линии HEK293 с использованием реагента 
Metafectene [42].
Необходимые реактивы:
1. полная ростовая среда для клеточной культуры (в за-

висимости от используемой клеточной культуры),
2. натрий-фосфатный буфер (PBS),
3. реагент Metafectene,
4. растворы siРНК.

Таблица 3. Схема проведения эксперимента по оптимизации трансфекции в 96-луночном формате

Рис. 2. График анализа значений детектируемых ∆∆Ct для разных эффек-
тивностей трансфекции при различной эффективности нокдауна
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Необходимое оборудование:
1. камера Горяева или проточный цитофлуориметр,
2. ламинар для работы с эукариотами,
3. CO2-инкубатор.
Методика протокола для клеточной линии HEK293 с 

siFlu представлена ниже.
1. Рассчитать количество реагентов, необходимых 

для трансфекции, исходя из планируемого числа реакций 
трансфекций (табл. 4).

2. Подготовить клетки для трансфекции: определить 
количество клеток в небольшой аликвоте, а далее довести 
клетки до необходимой концентрации в расчете на лунку 
планшета (например, для 96-луночного планшета на 25 лу-
нок необходимо подготовить 4 мл суспензии с концентра-
цией клеток 67×103 клеток/мл и внести в каждую лунку по 
150 мкл этой суспензии).

3. Подготовить реагенты: разморозить siРНК, подгото-
вить метафектен и пробирки.

4. Для каждого типа образцов приготовить растворы А 
и Б, используя объемы, указанные в табл. 2. Примечание. 
Раствор А можно пипетировать интесивно, раствор Б — 
пипетировать один раз.

5. К раствору Б добавить раствор А и однократно пи-
петировать во избежание разрушения липосом. Инкубиро-
вать смесь 15 мин при комнатной температуре.

6. В это время посадить клетки в лунки планшета. Не-
обходимо, кроме образцов с siРНК, подготовить лунки 
с образцами, куда будет добавлен только метафектен, и 
контрольные лунки с клетками, куда не будет добавлено 
никаких реагентов (необработанные клетки, контроль вы-
живаемости вне зависимости от трансфекции).

7. По каплям добавить раствор А + Б в нужные лун-
ки планшета. Помешать содержимое в лунках, покачи-
вая планшет. Инкубировать 6 ч при 37 °С и содержании 
СO2 5 %.

8. Через 6 ч посмотреть на клетки под микроскопом. 
Если адгезионные клетки прикрепились к подложке, то ак-
куратно поменять среду из-за токсичности метафектена. 
Инкубировать 18 ч при 37 °С и содержании СO2 5 %.

9. Через 24 ч после трансфекции клетки из всех кон-
трольных лунок промыть PBS, снять трипсином, затем 
инактивировать трипсин полной средой, открутить, ре-
суспендировать и посчитать на проточном цитометре 
для оценки эффективности липофекции и токсичности 
реактивов.

III. Оценка эффективности нокдауна

1. Выделение тотальной РНК из культур клеток

Следующим этапом проведения нокдауна является приго-
товление лизатов трансфицированных клеток и выделение 
из них РНК. Этот этап является очень важным при прове-

дении эксперимента, поскольку именно выделенная РНК 
будет служить основой для анализа ответа изучаемых ге-
нов. Существуют различные методы выделения РНК, осно-
ванные на разных принципах. Одним из первых появился 
метод выделения РНК в градиенте CsCl. Несмотря на то, 
что он позволяет получить очень качественный резуль-
тат, сегодня его используют редко из-за трудоемкости и 
значительных затрат времени. Самый распространенный, 
простой и быстрый метод — это абсорбция на силикатных 
сорбентах. Для этого подхода выпускается множество раз-
личных наборов реагентов, но они довольно дороги и не 
всегда гарантируют хорошее качество выделения. Третий 
метод — выделение РНК фенол-хлороформной экстрак-
цией. Этот метод является наиболее дешевым и качествен-
ным. На рынке доступен реагент TRIzol [43], позволяющий 
выделять РНК этим методом. Мы в своих экспериментах 
пользуемся классическим методом фенол-хлороформной 
экстракции [44, 45].
При выделении РНК существует достаточно большая 

вероятность ее контаминации РНКазами, которых много в 
окружающей среде. Поэтому выделение РНК должно про-
исходить в чистой зоне, а используемые реагенты должны 
быть чистыми от РНКаз.
Для лизиса клеток используется гуанидин-тиоционат-

ный буфер. Гуанидин тиоционат быстро проникает внутрь 
клеток и инактивирует РНКазы. Важно, чтоб перед лизи-
сом трансфицированные клетки держали на холоде, а све-
жеприготовленные лизаты — во льду для предотвращения 
деградации РНК. После очистки образцов от дебриса ли-
заты следует поделить на две части, одну из которых мож-
но хранить при –70 °С до полугода, а из другой части выде-
лять РНК. Если в дальнейшем на каком-то этапе что-то не 
получится, можно взять материал из предыдущего шага, а 
не переделывать все сначала.
При фенол-хлороформной экстракции происходит 

разделение фенольной и водной фаз, при этом в верхней 
водной фазе остаются нуклеиновые кислоты, а белки ча-
стично уходят в фенольную фазу, частично — остаются 
в интерфазе. Чтобы разделить ДНК и РНК, применяют 
кислый фенол с pH 4,4, т. к. только в этом случае РНК ста-
бильна, тогда как ДНК частично уходит в органическую 
фазу и интерфазу вместе с белками.
Необходимые реагенты:
1. кислый фенол, насыщенный цитратным буфером 

(рН 4,4),
2. хлороформ,
3. этиловый спирт 96 % и 70 %,
4. гуанидин тиоционат буфер (ГТБ): 4 M гуанидин тио-

ционат, 25 mМ цитрат Na pH 7,0, 0,5 % N-лауроилсарко-
зин Na, 0,1 М β-меркаптоэтанол (добавлять перед исполь-
зованием),

5. натрий-фосфатный буфер PBS,
6. вода, чистая от РНКаз.
Необходимое оборудование:

Таблица 4. Расчет количества siРНК и реагента Metafectene для разных видов планшетов на одну трансфекцию (протокол производителя Metafectene [42])

Размер планшета 6 лунок 24 лунки 96 лунок

Общий объем, мл 2,2 0,56 0,21

Объем суспензии клеток, мл 2,0 0,50 0,15

Раствор А (siРНК (30µМ) + буфер PBS, мкл) на 1 лунку 5,0 + 100,0 2,5 + 30,0 0,5 + 30,0

Раствор Б (липид + буфер PBS, мкл) на 1 лунку 5,0 + 100,0 2,5 + 30,0 0,4 + 30,0

Объем смеси растворов А и В (мкл) на 1 лунку 200,0 60,0 60

Количество клеток на 1 лунку (•104) 25 10 1
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Рис. 3. Пример электрофореза качественно выделенных из лизата РНК. 
1 — полоса, соответствующая 28S рРНК, 2 — полоса, соответствующая 
18S рРНК
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1. генератор ультразвука,
2. центрифуга с охлаждением,
3. камера для электрофореза.
Ниже представлен полный протокол [44, 45] выделения 

РНК из культур клеток.
1. Достать пробирки, охладить их (на ледяной бане), 

подписать.
2. Адгезионные клетки в лунках отмыть от среды (на-

сосом убрать среду, аккуратно залить холодным PBS, так 
же убрать PBS). Суспензионные клетки ресуспендиро-
вать в каждой лунке, далее центрифугировать на 1,5 krpm 
1 мин, отобрать среду, промыть раствором PBS.

3. Залить клетки 1 мл ГТБ, полученный лизат как мож-
но быстрее перенести в охлажденные пробирки. Интен-
сивно провортексировать клетки.

4. Провести гомогенизацию клеток. Примечание. Гомо-
генизацию можно проводить пропусканием лизата через 
стерильную иглу шприца, однако этот метод не является 
достаточно эффективным. Более качественным методом 
является ультразвуковая гомогенизация на холоде. Мы ис-
пользуем ультразвук мощностью 130 Вт в течение 30 с для 
гомогенизации [46].

5. После гомогенизации еще раз провортексировать 
образцы.

6. Центрифугировать лизаты на 10 000 g при 4 °С 
5–20 мин для осаждения дебриса, который может мешать 
выделению РНК.

7. Супернатант перенести в чистые пробирки (перено-
сить следует аккуратно, т. к. осадок не закреплен на дне 
пробирки).

8. Для каждого образца объем лизата разделить на две 
равные части: одна — для непосредственно выделения, 
вторая — запасная (убирается на хранение при –70 °С).

9. К 500 мкл лизата добавить 1/10 объема (50 мкл), 2 М 
ацетата натрия pH 4,2. Мягко перемешать.

10. Далее к лизатам добавить равный объем (500 мкл) 
кислого фенола, мягко смешать, инкубировать 5 мин при 
комнатной температуре (для полного растворения нуклео-
белковых комплексов).

11. Добавить 1/5 объема хлороформа (100 мкл), интен-
сивно провортексировать.

12. Центрифугировать 20 мин при 10 000 g.
13. Аккуратно отобрать верхнюю фазу в чистую про-

бирку, стараясь не задеть и не забрать интерфазное 
кольцо. 

14. Дополнительно, при наличии большого белкового 
интерфазного кольца, повторить фенол-хлороформную 
экстракцию несколько раз, пока интерфазное кольцо 
совсем не исчезнет. Примечание. Объем верхней фазы 
уменьшается с каждым центрифугированием, поэтому к 
нему следует добавлять недостающее до 500 мкл количе-
ство ГТБ.

15. К верхней фазе добавить равный объем смеси кис-
лого раствора фенол : хлороформ (1 : 1, заранее смешать, 
т. к. при смешивании выделяется вода и объем меняется, 
500 мкл). Интенсивно вортексировать, центрифугировать 
10 мин при 10 000 g.

16. Аккуратно отобрать верхнюю фазу в чистую про-
бирку.

17. К верхней фазе добавить один объем хлороформа 
(500 мкл), интенсивно вортексировать, центрифугировать 
10 мин при 10 000 g. Аккуратно отобрать верхнюю фазу в 
чистую пробирку.

18. К верхней фазе добавить 2,5 объема 96 % этило-
вого спирта (1 250 мкл). Также для лучшей визуализации 

осадка после центрифугирования можно добавить сооса-
дители (например, гликоген).

19. Инкубировать при –20 °С не менее 1 ч, затем мож-
но оставить на ночь при –20 °С (осаждение нуклеиновых 
кислот).

20. Центрифугировать 20 мин при 10 000 g при +4 °С. 
21. Супернатант слить, осадок промыть холодным 70 % 

этиловым спиртом. Постараться, чтобы спирт протек по 
стенке пробирки со всех сторон для очистки от солей, 
которые могут ингибировать ферментативные реакции. 
Центрифугировать 10 мин при 10 000 g при +4 °С.

22. Осадок подсушить на воздухе под ламинаром (оста-
вить открытые пробирки на несколько минут, пока не ис-
чезнут последние капли и осадок, если он виден, не станет 
прозрачным), растворить в воде, не содержащей нуклеаз.

23. Проверить качество выделения РНК с помощью 
электрофореза. Если осадок был достаточно хорошо ви-
ден, то лучше наносить на электрофорез один образец 
дважды в разных количествах, например 1 и 5 мкл.

24. После электрофореза в 1 % агарозном геле цель-
ная РНК должна выглядеть на геле как две мажорные по-
лосы, соответствующие 18S и 28S рРНК, причем 28S бенд 
должен быть интенсивнее 18S примерно в 2 раза (рис. 3). 
На протяжении всей дорожки, от самого верха до самого 
низа, должен быть виден слабый шмер — это и есть высо-
комолекулярная мРНК. Важно, чтобы внизу геля не было 
бенда, который свидетельствует о деградации РНК. Если 
внизу присутствует бенд сильной интенсивности, то луч-
ше выделить РНК заново, еще раз уделив внимание всем 
выше перечисленным шагам. Другой важной особенно-
стью хорошего выделения является отсутствие геномной 
ДНК, которая «бежит»  чуть выше полосы ДНК-маркера, 
соответствующей длине 10 тыс. п. н. При ее наличии также 
лучше выделить РНК заново, обращая внимание на буфе-
ризацию фенола и аккуратный отбор водной фазы. 
Качество и количество полученной РНК можно оценить 

инструментально на спектрофотометре. Количество РНК 
определяется значением поглощения при 260 нм. Дополни-
тельные измерения при 240 и 280 нм дадут исследователю 
представление о чистоте образца от белков. Она определя-
ется подсчетом отношения значений полглощений 260/280, 
которое может колебаться от 0,5 до 2,0. Чем чище РНК от 
белков, тем ближе показатель к 2,0. Отношение значений 
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260/230 показывает чистоту РНК от органических при-
месей, в частности, от фенола, его солей и других солей, 
используемых при выделении РНК. В идеальном случае 
это значение также должно быть около 2,0. Если все же 
при выделении образец РНК оказался недостаточно чи-
стым, его можно попробовать очистить дополнительным 
осаждением РНК спиртом.
Выделенную РНК необходимо хранить при –70 °С и 

перед использованием размораживать на ледяной бане.

2. Обработка образцов РНК ДНКазой I

Контаминация ДНК в образцах РНК часто приводит к 
различным проблемам на этапе проведения ПЦР в режи-
ме «реального времени»: образованию неспецифичных 
продуктов. Также необходимо подбирать разноэкзонные 
праймеры для амплификации таргетных генов, дабы избе-
жать вклада геномной ДНК в результат реакции при ам-
плификации кДНК. Поэтому оптимально использование 
РНК без примесей геномной ДНК. Практика показывает, 
что даже коммерческие наборы реагентов для выделения 
РНК не гарантируют получения РНК, свободной от ДНК. 
Для очистки РНК от нее образцы обрабатываются ДНК-
азой I.
Важно отметить, что на данном этапе мы советуем не 

обрабатывать ДНКазой I весь образец РНК, а работать с 
его частью. Таким образом, в случае ошибок или непред-
виденных обстоятельств всегда можно вернуться на шаг 
назад.
Проведение реакции с ДНКазой I — несложная опера-

ция [47]: к аликвоте РНК необходимо добавить реакцион-
ный буфер и непосредственно фермент того же произво-
дителя. ДНКазу I нельзя вортексировать, иначе она теряет 
свою активность. Инкубация с ферментом длится мини-
мум 1 ч. Этого времени в большинстве случаев достаточ-
но, чтобы хорошо очистить РНК от ДНК. Инактивация 
ДНКазы I происходит посредством добавления в смесь 
ЭДТА для хелатирования ионов Mg2+ и нагревания смеси 
до 60 °С.
Необходимые реагенты:
1. буфер для работы ДНКазы I c Mg2+,
2. ЭДТА 50 мМ,
3. вода, чистая от РНКаз.
Необходимое оборудование: термостат.
Нами используется следующий протокол.
1. РНК разморозить на ледяной бане.
2. Отбрать аликвоту РНК (2–3 мкг) и довести ее объем 

до 8 мкл водой, чистой от РНКаз.
3. Добавить 1 мкл 10x реакционного буфера для ДН-

Казы I, провортексировать.
4. Добавить 1 мкл фермента, сбросить капли вниз (не 

вортексировать).
5. Инкубировать 1 ч при 37 °С.
6. Добавить 1 мкл 50 mM ЭДТА и инкубировать 10 мин 

при 60 °С.

3. Контроль очистки образцов РНК от примесей ДНК

Для проверки успешности работы ДНКазы необходимо 
оценить оставшееся количество ДНК в образце. Для этого 
проводится реакция ПЦР в  режиме «реального времени» 
с парой праймеров, отжигающихся на геномной ДНК. В 
качестве контрольного образца в реакцию также нужно 
взять образец РНК до обработки ДНКазой I и геномную 
ДНК. Получаемое значение Сt с образца, обработанного 

ферментом, должно быть больше значений Ct, получен-
ных с образцов РНК до обработки ДНКазой I и геномной 
ДНК. Если значение Ct больше 37 циклов, то можно счи-
тать обработку успешной. При таком значении геномная 
ДНК не будет вносить значимого вклада в экспрессион-
ный анализ.
Необходимые реагенты:
1. вода, чистая от РНКаз,
2. ПЦР-смесь (5х): рабочий буфер для полимеразы (5х), 

MgCl2 (12,5 mM), смесь 4 дезоксинуклеотидов (1 mM каж-
дого).

3. Taq-полимераза,
4. краситель ЕvaGreen,
5. для ПЦР-участка гена HPRT1 использовали следую-

щие праймеры: 
HPRT f3 — ACCACCGTGTGTTAGAAAAGTA,
HPRT r3 — AGGGAACTGCTGACAAAGATT.
Необходимое оборудование:
1. амплификатор для проведения ПЦР в режиме «ре-

ального времени»,
2. камера для электрофореза.
Для постановки контрольной ПЦР мы используем 

праймеры к гену HPRT1, амплифицирующие фрагмент ге-
номной ДНК, по следующему протоколу&

1. На каждый образец готовится ПЦР-смесь:
• ПЦР-буфер (5х) — 4 мкл,
• праймеры (2,5 µМ) — 2 мкл каждого,
• EvaGreen (20х) — 1 мкл,
• Taq-полимераза (5 ед./мкл) — 0,25 мкл,
• вода — 9,75 мкл,
• матрица — 1 мкл,
2. Амплификация проходит по следующему темпера-

турному профилю: 95 °С — 1 мин; 40 циклов: 95 °C — 
10 с, 60 °C — 10 с, 72 °C — 10 с; флуоресценция снимает-
ся одновременно с элонгацией; кривая плавления — с 60 
до 95 °С с шагом в 0,3 °С.

3. Анализ полученных кривых амплификаций, получе-
ние значений Ct.
Также важно отметить, что после обработки образцов 

РНК ДНКазой необходимо проконтролировать качество 
РНК с помощью электрофореза, как было описано выше.

4. Получение кДНК с помощью реакции обратной 
транскрипции

Данный этап также является несложным по исполне-
нию, однако он очень важен для последующего анализа, 
поскольку при неэффективном прохождении обратной 
транскрипции при экспрессионном анализе могут быть 
получены данные, не соответствующие реальному ответу 
клеток на воздействие.
На сегодняшний день существует два основных спосо-

ба получения кДНК — с помощью случайных гексанукле-
отидов и с помощью так называемого oligo-dT-праймера. 
Случайные гексануклеотиды могут отжигаться в любых 
местах на молекулах РНК, поэтому в результате получает-
ся библиотека фрагментов кДНК, соответствующих всем 
последовательностям РНК. Oligo-dT-праймер отжигается 
на поли-А-хвост мРНК, поэтому в результате получается 
библиотека полиаденилированных РНК. Выбор праймеров 
для обратной транскрипции (ОТ) зависит от природы изу-
чаемого гена и имеющихся праймеров для его амплифика-
ции. Использование случайных гексануклеотидов позво-
ляет получить кДНК, в которой представлены все участки 
РНК, что позволит использовать праймеры, подобранные
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на любую часть транскрипта. Хотя 5’-концы у таких биб-
лиотек представлены большим числом фрагментов син-
тезированных кДНК. И напротив, oligo-dT-праймер позво-
ляет более эффективно получать фрагменты кДНК, соот-
ветствующие 3'-концам РНК [48]. Кроме того, библиотека 
будет обогащена полиаденилированными мРНК. Поэтому 
в зависимости от длины мРНК гена и того места, куда по-
добраны праймеры для дальнейшей амплификации, экспе-
риментатор сам выбирает подходящий для него вариант.
Протокол обратной транскрипции включает 3 этапа: 

двух- или трехстадийный отжиг праймеров на РНК, саму 
реакцию обратной транскрипции и ее инактивацию.
Необходимые реагенты:
1. обратная транскриптаза,
2. буфер для работы обратной транскриптазы,
3. дезоксинуклеотидтрифосфаты (dNTPs),
4. MgCl2 25 mM,
5. вода, чистая от нуклеаз.
Необходимое оборудование: термостат и ледяная баня.
Протокол реакции обратной транскрипции по [49] пред-

ставлен ниже.
1. Перед началом работы подготовить термостат на 

70 °С, ледяную баню.
2. Рассчитать компоненты реакционной смеси, исходя 

из концентрации РНК (табл. 5). Конечный объем реакции 
должен быть равен 10–30 мкл. Если получилось так, что 
РНК — низкой концентрации и объем смеси больше, то 
лучше в разумных пределах снизить количество РНК на 
реакцию, но не увеличивать объем реакции.

3. К объему, содержащему 1 мкг РНК, добавить 10 пмоль
праймера oligodT (5'–(T)25VN–3') или 100 пмоль рандо-

мных гексануклеотидов.
4. Инкубировать 3 мин при 70 °С.
5. Быстро перенести в ледяную баню на 3 мин.
6. Приготовить и добавить к РНК реакционную смесь.
7. Инкубировать 2 мин при 42 °С (не обязательный шаг).
8. Добавить 1 мкл ImProm-II Reverse Transcriptase

(200 ед.).
9. Инкубировать 15 мин при 20 °С (шаг только для слу-

чайных гексануклеотидов).
10. Инкубировать 1,5 ч при 42 °С (работа обратной 

транскриптазы).
11. Инактивировать ревертазу: 70 °C, 20 мин.
12. Разбавить кДНК в 10–20 раз водой для ПЦР.

5. Контроль качества полученной кДНК

Несмотря на то, что реакция обратной транскрипции до-
статочно простая, порой кДНК может не получаться, при 
том, что все характеристики использованной в реакции 
РНК могут быть хорошими. Это может происходить из-за 
следующих распространенных ошибок: недостаточной от-

чистки РНК при фенольной экстракции; плохой промывки 
осадка РНК после высаживания от солей; недосушивания 
осадка РНК после высаживания и растворения ее со сле-
дами спирта. Именно по этим причинам очень важно по-
сле ОТ проверять качество полученной кДНК с помощью 
ПЦР в режиме «реального времении».
Для этого на полученной кДНК ставится пробная ПЦР 

в режиме «реального времени» на праймерах к гену «до-
машнего хозяйства», например B2M или HPRT1. Но при 
этом необходимо ставить реакции с отрицательным и по-
ложительным контролями — с водой и контрольной кДНК 
соответственно. В результате такой пробной амплифика-
ции по полученным значениям Сt можно оценить успеш-
ность прохождения обратной транскрипции на иссле-
дуемых образцах РНК. В идеальном случае значения Сt 
для всех образцов должны находиться в пределах одного 
цикла. Если значение Сt опытного образа отличается от 
остальных более чем на 4 цикла, то такая кДНК непри-
годна для дальнейшего анализа. В  каких-то случаях не-
обходимо провести дополнительную очистку РНК путем 
повторного осаждения ее спиртом.
Необходимые реагенты:
1. вода, чистая от РНКаз,
2. ПЦР-смесь (5х): рабочий буфер для полимеразы (5х), 

MgCl2 (12,5 mM), смесь 4 дезоксинуклеотидов (1 mM каж-
дого).

3. Taq-полимераза,
4. краситель ЕvaGreen (или SybrGreen),
5. для ПЦР участка гена HPRT1 использовали следую-

щие праймеры:
HPRT f4 — TCAGGCAGTATAATCCAAAGATGGT,
HPRT r4 — AGTCTGGCTTATATCCAACACTTCG.
Необходимое оборудование: амплификатор для про-

ведения ПЦР в режиме «реального времени».
Для постановки пробной ПЦР мы используем прай-

меры к генам «домашнего хозяйства», например B2M и 
HPRT1.
Протокол оценки качества полученной кДНК с исполь-

зование гена HPRT1 — ниже.
1. На каждый образец кДНК готовится следующая 

ПЦР-смесь:
• ПЦР-смесь (5х) — 4 мкл,
• праймеры (2,5 µМ) — 2 мкл каждого,
• EvaGreen (20х) — 1 мкл,
• Taq-полимераза (5 ед./мкл) — 0,25 мкл,
• вода — 0,75 мкл,
• матрица — 10 мкл.
2. Амплификация проходит по следующему темпера-

турному профилю: 95 °С — 1 минута; 40 циклов: 95 °C — 
10 с, 60 °C — 10 с; 72 °C — 10 с (снятие флуоресценции 
происходило на шаге элонгации); кривая плавления с 60 
до 95 °С с шагом в 0,3 °С.

Таблица 5. Расчет смеси для постановки реакции обратной транскрипции

Компонент Концентрация стокового раствора Объем на 1 реакцию (20 мкл)

РНК – 0,5–1,0 мкг

Праймер
10µМ (oligodT)

100 µМ (случайные гексанулеотиды)
1 мкл
1 мкл

ImProm-II™ Reaction Buffer 5х 4 мкл

Смесь dNTPs 2mM (каждого) 2 мкл

MgCl2 25mM 2 мкл

ImProm-II Reverse Transcriptase 200 ед/мкл 1 мкл

Вода, не содержащая нуклеаз (MQ) – До 20 мкл
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3. Анализ полученных кривых амплификаций, получе-
ние значений Ct.

4. Для гена HPRT1 значения Ct должны соответство-
вать контрольной кДНК (как правило, около 25 циклов). 
Если полученные значения Ct для исследуемых кДНК при-
мерно совпадают с контрольными, значит, эту кДНК мож-
но использовать в дальнейших экспериментах.

6. Оценка эффективности нокдауна с помощью ПЦР 
в режиме «реального времени»

Известно, что эффективность полимеразной цепной ре-
акции зависит от различных факторов, в том числе и 
концентрации матрицы. Поэтому перед тем как измерять 
изменение экспрессии генов, необходимо выровнять кон-
центрацию кДНК-образцов. Выравнивание производится 
разбавлением кДНК водой согласно полученным значени-
ям Ct с помощью ПЦР в режиме «реального времени». Не-
обходимо, чтобы максимальная разница между образцами 
кДНК была не больше одного цикла. Тогда получаемый 
разброс данных при конечном подсчете будет минималь-
ным.
После выравнивания количества кДНК можно присту-

пать к непосредственному анализу экспрессии генов с 
помощью ПЦР в режиме «реального времени». Экспрес-
сия генов-мишеней оценивается относительно генов до-
машнего хозяйства. Согласно рекомендациям The MIQE 
Guidelines [50], для нормализации экспрессионных дан-
ных необходимо использовать несколько референсных 
генов — три или более. Чем больше их будет взято в экс-
перимент, тем качественнее и объективнее будет прове-
дена оценка изменения экспрессии целевых генов. Важно 
отметить, что референсные гены имеют различные уровни 
экспрессии, поэтому брать в эксперимент слабо- и силь-
ноэкспрессирующиеся референсные гены было бы ошиб-
кой. В наших исследованиях для нормализации экспрес-
сионных данных мы используем следующие гены: HPRT1, 
TFRC, B2M, TBP.
ПЦР в режиме «реального времени» необходимо про-

водить в 3 или более технических повторностях для каж-
дого образца кДНК. Сами реакции могут проходить как с 
участием интеркалирующего красителя, так и TaqMan-зон-
дов. Безусловно, последние более удобны для работы, т. к. 
характеризуются высокой специфичностью ПЦР. Однако 
стоимость зондов несравнимо выше, и, если не предпо-
лагается ставить большого количества экспериментов, 
интеркалирующие красители являются хорошей альтерна-
тивой [51].
При использовании любой системы ПЦР в режиме «ре-

ального времени» (как с интеркалирующими красителями, 
так и с TaqMan-зондами) необходимо предварительно по-
добрать оптимальные условия их работы для контрольных 
образцов кДНК, поскольку на этапе ПЦР в режиме «реаль-
ного времени» возможны ошибки, сопряженные с неадек-
ватной работой праймеров.
Необходимые реагенты:
1. вода, чистая от РНКаз,
2. ПЦР-смесь (5х): рабочий буфер для полимеразы (5х), 

MgCl2 (12,5 mM), смесь 4 дезоксинуклеотидов (1 mM каж-
дого).

5. Taq-полимераза,
6. краситель ЕvaGreen.
Необходимое оборудование: амплификатор для прове-

дения ПЦР в режиме «реального времени».

Выше мы уже описывали расчеты реакционной смеси 
для ПЦР в режиме «реального времени». Для большин-
ства амплифицируемых локусов мы используем следую-
щий температурный профиль: 95 °С — 1 мин; 40 циклов: 
95 °C — 10 с, 60 °C — 10 с, 72 °C — 10 с (снятие флуорес-
ценции происходило на шаге элонгации); кривая плавле-
ния с 60 до 95 °С с шагом в 0,3 °С.
После окончания реакции ПЦР в режиме «реального 

времени» необходимо проанализировать полученные дан-
ные, первым делом — кривые плавления, чтобы убедиться, 
что амплификация прошла специфично и без образования 
праймеров-димеров. Далее необходимо сравнить техниче-
ские повторности для каждого образца. Если повторности 
отличаются между собой более, чем на 0,3 цикла, то не-
обходимо повторить реакцию ПЦР, тщательно соблюдая 
протокол. Для анализа данных берут средние Сt из техни-
ческих повторностей.
После этого можно приступить к подсчету относитель-

ных уровней экспрессии исследуемых генов. Значения для 
референсных генов необходимо усреднить, вычислив для 
них среднее геометрическое [52]. Дальнейшие расчеты ве-
дутся по методу ∆∆Ct:

1. вычислить среднее геометрическое для генов «до-
машнего хозяйства» Ct(ref),

2. вычислить ∆Ct = Ct(целевого гена) – Ct(ref),
3. вычислить среднее значение ∆Ct(med) и стандартное 

отклонение SD,
4. вычислить ∆∆Ct по формуле: ∆∆Ct ∆Ct(med)таргет-

ная – ∆Ct(med)кон трольная,
5. для получения относительного уровня экспрессии 

необходимо полученное значение подставить в формулу: 
2-∆∆Ct,

6. для sicontrol значение из п. 5 должно быть равно 1.
Полученное значение является отражением того, на-

сколько изменился уровень экспрессии целевого гена в 
образцах, обработанных целевой siРНК, относительно 
контрольных образцов, обработанных неспецифической 
siРНК. Далее необходимо вычислить границы погрешно-
сти и оценить статистическую достоверность полученных 
изменений. Значения доверительного интервала вычисля-
ются по формуле 2-(∆∆Сt ± Sd), где ∆∆Ct — это значение, полу-
ченное в п. 4 для изучаемого гена в образцах с таргетной 
siРНК по отношению к контрольным образцам, SD — стан-
дартное отклонение значения ∆Ct между биологическими 
повторностями для таргетной siРНК. Соответственно, зна-
чения ошибок будут вычисляться как разница между мак-
симальным или минимальным значением доверительного

Рис. 4. Пример гистограммы, составляемой по итогам анализа результатов 
ПЦР в режиме «реального времени»
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Рис. 5. Пример результатов МТТ-теста при нокдауне гена HOXA7 (Tang 
и соавт. [55]) 
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интервала и полученным ∆∆Ct. По итогам вычислений 
строят гистограммы, на которых откладывают полученные 
значения ошибок (рис. 4).
Для оценки статистической значимости полученных 

данных чаще всего используются непараметрические кри-
терии Колмогорова–Смирнова и Манна–Уитни.

IV. Анализ эффекта нокдауна на клеточной культуре

В зависимости от цели эксперимента после проведения 
нокдауна целевого гена можно проводить измерения раз-
личных показателей как на молекулярно-биологическом 
(влияние на экспрессию других генов), так и на клеточном 
уровне. Влияние нокдауна конкретного гена на жизнедея-
тельность клеток может быть проанализировано при по-
мощи различных клеточных тестов, оценивающих уровень 
пролиферации, апоптоза, миграции клеток, построения 
кривых роста, анализа клеточного цикла.
Одним из самых распространенных параметров жиз-

недеятельности клетки, измеряемый во многих подобных 
исследованиях, является анализ жизнеспособности (cell 
viability assay). Он позволяет оценить количество живых 
клеток   исследуемом образце и тем самым определить 
скорость пролиферации или выживаемость клеток после 
какого-либо воздействия на них. Существует несколько 
разных подходов для исследования жизнеспособности 
клеток: использование различных тетразолиевых кра-
сителей (MTT, MTS, XTT, WST-1), резазурина, протеазных 
маркеров жизнеспособности (GF-AFC), измерение уровня 
АТФ и др. Все эти методы имеют свои преимущества и не-
достатки. Но все же на сегодняшний день самым распро-
страненным методом исследования клеточной жизнеспо-
собности является метод, основанный на восстановлении 
тетразолиевого красителя MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide). Данный метод является 
наиболее дешевым и простым, хотя по чувствительности 
уступает некоторым другим методикам, поэтому его часто 
используют для первичного скрининга [53].
Принцип метода основан на том, что живые клетки 

способны восстанавливать MTT до формазана (окрашен-
ного нерастворимого в воде вещества с максимальным 
значением поглощения при 570 нм), количество которого 
в конечном счете и регистрируется в эксперименте. MTT 
является коммерчески доступным реагентом, в нашей ра-
боте используется MTT, поставляемый фирмой «ПанЭко» 
(Россия) в виде сухого вещества.
Если целью эксперимента является определение влия-

ния нокдауна гена на жизнеспособность клеток, то обыч-
но ее измеряют в образцах, обработанных контрольной 
siРНК и целевой siРНК. Каждый образец в отдельном 
эксперименте измеряется минимум в 5 биологических 
повторностях. Кроме того, измерение жизнеспособности 
необходимо в течение некоторого времени, через различ-
ные временные промежутки, например один раз в сутки в 
течение 5 дней (временные точки могут варьировать в за-
висимости от цели эксперимента). Таким образом, каждый 
эксперимент, начиная с трансфекции, должен быть про-
дублирован такое количество раз, которое соответствует 
количеству временных точек, т. к. в процессе MTT-теста 
исследуемые клетки погибают.
Ниже описано проведение MTT-теста (по [53, 54] с из-

менениями).
Необходимые реактивы:
1. рабочий раствор MTT в натрий-фосфатном буфере 

(PBS) pH 7,4 с концентрацией 5 мг/мл. Раствор необхо-

димо простерилизовать через фильтр с порами 0,2 мкм. 
Хранить раствор МТТ необходимо в защищенном от све-
та месте в замороженном состоянии — до 6 мес., при 
+4 °С — не более 2 нед.,

2. растворитель DMSO (диметилсульфоксид), 100 %.
Необходимое оборудование:
1. планшетный ридер, способный измерять оптиче-

скую плотность при длинах волн 570 и 670 нм,
2. качалка для плашек (опиционально).
Протокол проведения теста:
1. Для проведения MTT-теста трансфекцию проводят в 

плоскодонном 96-луночном планшете.
2. После смены среды объем свежезаливаемой пол-

ной среды должен составлять 150 мкл/лунка. Примечание. 
Кроме того, необходимо подготовить контрольные лунки 
без клеток, но со средой (далее — пустые лунки), в количе-
стве, равном количеству биологических повторов в экспе-
рименте, и проводить с ними все дальнейшие манипуляции 
в точности, как с образцами.

3. В каждую лунку с исследуемой культурой добавить 
20 мкл рабочего раствора MTT (5 мг/мл). Мягко пипети-
ровать.

4. Инкубировать 3–4 ч при 37 °C и 5 % CO2.
5. Удалить среду и слегка подсушить ячейки.
6. Растворить образованный формазан в 200 мкл 

DMSO. Желательно использовать качалку для плашек в 
течение 10 мин при комнатной температуре для быстрого 
и равномерного растворения продукта.

7. С помощью плашечного ридера измерить оптиче-
скую плотность растворов в каждой исследуемой лунке 
при 570 нм и фоновые значения — при 670 нм.
Анализ полученных результатов
1. Для каждой лунки необходимо определить исправ-

ленную оптическую плотность (Dиспр), вычисляемую как D 
(570 нм) – D (670 нм), где D — оптическая плотность.

2. Далее для каждой лунки с клетками:из Dиспр необхо-
димо вычесть среднее Dиспр пустых лунок.

3. Полученные значения оптической плотности необхо-
димо усреднить по каждому образцу и определить стан-
дартное отклонение для каждого значения.

4. Построить график зависимости полученных значе-
ний от времени после трансфекции для различных образ-
цов (рис. 5).
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