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РЕЗЮМЕ

Обоснование. Исследования экспрессии генов в клетках животных-хозяев 
зоонозных инфекций необходимы для  понимания механизмов взаимодей-
ствия патогена и хозяина и способов существования патогенов в природе. 
Количественная полимеразная цепная реакция в реальном времени с обрат-
ной транскрипцией (ОТ-рвПЦР) – один из наиболее надёжных и доступных 
современных методов сравнительного изучения экспрессии генов, поэтому 
подбор эндогенных стандартов (референтных генов) для  нормализации 
результатов ПЦР является необходимым этапом исследования.
Цель исследования. Разработка ОТ-рвПЦР для выявления транскриптов 
(матричной РНК (мРНК)) генов субъединицы  А сукцинатдегидрогеназы 
(SDHA) и бета-актина (ACTB) в культурах клеток млекопитающих – хозяев 
зоонозных инфекций.
Методы. Культуры клеток почки восточноазиатской лесной мыши ApnK 
и  почки эмбриона свиньи СПЭВ выращивали в  24-луночных планшетах. 
Монослои клеток открепляли трипсином и выделяли суммарную РНК/ДНК. 
Геномную ДНК удаляли ДНКазой I, свободной от РНКаз. Далее проводили одно-
стадийную ОТ-рвПЦР с использованием разработанных наборов праймеров 
и соответствующих гидролизуемых зондов TaqMan к SDHA и ACTB. Экспери-
мент проводили в четырёх независимых воспроизведениях.
Результаты. При  детекции мРНК гена ACTB в  обеих культурах клеток 
и гена SDHA в культуре СПЭВ линейность, эффективность, повторяемость 
и воспроизводимость теста соответствуют современным требованиям 
к ОТ-рвПЦР. Детекция мРНК SDHA в клетках ApnK отвечает требованиям 
к линейности и эффективности реакции, однако повторяемость (CV = 2,7 %) 
и воспроизводимость (CV = 5,8 %) теста несколько превышают рекомен-
дуемые пределы. Для использования этого гена в качестве референтного 
требуется исследовать особенности экспрессии SDHA в клетках ApnK.
Заключение. Разработана методика ОТ-рвПЦР для оценки экспрессии генов 
«домашнего хозяйства» ACTB и SDHA в клетках восточноазиатской лесной 
мыши (A. peninsulae) и свиньи (S. scrofa). На следующем этапе исследования 
необходимо валидировать эти  гены в  качестве референтных для  коли-
чественной оценки экспрессии генов млекопитающих-хозяев зоонозных 
инфекций в норме и при патологии.

Ключевые слова: Apodemus peninsulae, Sus scrofa, клеточные линии, экспрес-
сия, мРНК, SDHA, ACTB, гены «домашнего хозяйства», количественная ОТ-ПЦР
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ABSTRACT

Background. The  molecular mechanisms behind the  maintenance of  zoonotic 
pathogens in nature can be better understood by examining the gene expression 
in  host cells in  response to  the  infection. Reverse transcription and  quantitative 
polymerase chain reaction (RT-qPCR) is a powerful method to study gene expression, 
especially with the use of endogenous reference genes (RG) to normalize the data. 
Therefore, it is critical to develop the reliable qRT-PCR assay and validate that selected 
RGs are stably expressed in the studied organism or cell culture.
The aim. In this work, we aimed to develop the real-time qRT-PCR method for de-
tecting mRNA of  two candidate RGs, succinate dehydrogenase subunit  A (SDHA) 
and beta-actin (ACTB), in the cell lines of mammalian hosts of zoonotic infections.
Materials and methods. The SPEV (porcine embryonic kidney cell line) and ApnK 
(Korean field mouse kidney cell line) cells were grown in  24-well culture plates. 
Total RNA/DNA was  isolated from trypsin-detached cell monolayers. Genomic 
DNA in the samples was removed with RNase-free DNase I, and one-step RT-qPCR 
was performed using primers for SDHA and ACTB gene fragments and the corre-
sponding TaqMan hydrolysis probes. The experiment was performed in 4 independent 
replicates.
Results. In  the  Korean field mouse cells, the  linearity, efficiency, repeatability, 
and reproducibility of the RT-qPCR for ACTB gene mRNA corresponded to the modern 
requirements. However, RT-qPCR for SDHA exhibited good linearity and efficiency 
of the reaction, but CV values for repeatability and reproducibility slightly exceeded 
the recommended standards. In porcine cells, both assays had acceptable param-
eters. Thus, to use the SDHA as RG for ApnK cells, a detailed study of the stability 
of its expression in this particular model is required.
Conclusions. New qRT-PCR assay was developed to assess the expression of house-
keeping genes ACTB and SDHA in the cells of the Korean field mouse and domestic pig. 
Further research is necessary to validate these genes as references for quantitative 
assessment of gene expression in the cells of mammalian hosts of zoonotic infections.

Key words: Apodemus peninsulae, Sus scrofa, cell lines, expression, mRNA, SDHA, 
ACTB, housekeeping genes, quantitative RT-PCR
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ОБОСНОВАНИЕ

По данным Всемирной организации здравоохране-
ния (ВОЗ) и по результатам научных исследований, свы-
ше 60 % современных патогенов человека имеют зоо-
нозное происхождение, при этом более 70 % из них пе-
решли к человеку от диких животных [1]. Зоонозные ин-
фекции в естественной среде циркулируют среди диких 
и домашних животных. Установлено, что существование 
65 % патогенов в природе зависит не от одного вида жи-
вотного-хозяина, а от целого сообщества резервуарных 
хозяев. Среди млекопитающих наиболее часто с перси-
стенцией патогенов ассоциированы животные из отря-
дов грызунов, парнокопытных и хищных [2]. При этом 
роль конкретных видов млекопитающих – резервуар-
ных, индикаторных и случайных хозяев патогенных ви-
русов и бактерий – определяется как врождённой рези-
стентностью, так и специфическим иммунным ответом 
организма-хозяина [3]. Для изучения механизмов взаи-
модействия патогенных микроорганизмов и различных 
животных-хозяев на клеточном уровне необходим ин-
струмент, позволяющий достоверно определять про-
филь экспрессии различных генов хозяйскими клетками.

Одним из наиболее доступных и эффективных ме-
тодов анализа профиля экспрессии является опреде-
ление относительной концентрации матричной РНК 
(мРНК) целевых генов с помощью обратной транскрип-
ции в сочетании с количественной полимеразной цеп-
ной реакцией в режиме реального времени с обратной 
транскрипцией (ОТ-рвПЦР) [4]. Однако при оценке экс-
прессии генов в разных образцах методом ОТ-рвПЦР 
важно принимать во внимание экспериментальные ва-
риации, такие как количество клеток, качество очистки 
РНК, целостность РНК, эффективность обратной транс-
крипции, эффективность амплификации ПЦР и др. [5]. 
Чтобы учесть эти вариации, необходимо нормализовать 
ОТ-рвПЦР по внутреннему контролю, называемому ре-
ферентным геном (РГ) или геном домашнего хозяйства 
(“housekeeping gene”) [6]. Гены домашнего хозяйства – 
это  гены, которые всегда экспрессируются в  клетках 
для поддержания функционирования клетки [4]. Срав-
нение количества мРНК целевого гена с  РГ в  одном 
и  том  же образце обеспечивает надёжную интерпре-
тацию данных экспрессии генов [7]. Однако во многих 
исследованиях убедительно показано, что уровни экс-
прессии различных генов домашнего хозяйства могут 
существенно варьировать в зависимости от гена, типа 
клетки, тканевой специфичности, вида животного и экс-
периментальных условий [7, 8]. Уже на ранних этапах 
развития технологии количественной ПЦР было уста-
новлено, что необходимая точность измерения уровня 
экспрессии достигается только при сравнении со сред-
ним геометрическим значением нескольких независи-
мых РГ [8]. В настоящее время считается, что валидные 
данные могут быть получены при нормализации дан-
ных по двум-пяти РГ [5]. Вследствие всех этих особен-
ностей для каждого нового исследования необходимо 
подбирать и валидировать специфичный для исполь-
зуемых организмов и тканей набор РГ.

Ранее нами была разработана перевиваемая клеточ-
ная линия почки одного из важнейших хозяев многих 
зоонозных инфекций, восточноазиатской лесной мыши 
Apodemus peninsulae (Thomas, 1907) и проведена оценка 
репродукции вируса клещевого энцефалита (ВКЭ) в клет-
ках резервуарного позвоночного хозяина в сравнении 
с общепринятой лабораторной моделью инфекции ВКЭ – 
клетками почки эмбриона свиньи СПЭВ [9]. В рамках раз-
вития этой модельной системы необходимо разрабо-
тать инструмент для количественной оценки экспрессии 
в норме и в ходе инфекционного процесса в клеточных 
линиях A. peninsulae и Sus scrofa, поскольку даже для од-
ного вида млекопитающих могут требоваться разные РГ 
для разных типов ткани в разных условиях [10]. При этом 
если для S. scrofa опубликованные к настоящему момен-
ту данные по отбору и валидации РГ довольно предста-
вительны, то для A. peninsulae подобных исследований 
нами в открытых источниках не обнаружено.

В настоящее время для сравнительных исследова-
ний экспрессии генов млекопитающих широко исполь-
зуется более 15 основных РГ [10, 11]. В рамках данного 
исследования мы сконцентрировали внимание на двух 
генах, кодирующих бета-актин (ACTB) и субъединицу A 
сукцинатдегидрогеназного комплекса (SDHA). Бета-ак-
тин – это белок, участвующий в подвижности, структу-
ре и целостности клеток-эукариот [12]. Субъединица A 
сукцинатдегидрогеназного комплекса входит в белко-
вый комплекс, который встраивается в мембрану мито-
хондрий и участвует в работе цикла Кребса и дыхатель-
ной цепи [13]. Известно, что ген ACTB является очень ва-
риабельным [11], и, тем не менее, он широко использу-
ется в научных исследованиях по изучению экспрессии 
генов [8, 11], поскольку экспрессируется повсеместно 
[11]. Помимо прочего, ACTB является одним из наибо-
лее валидных РГ для 17 различных тканей свиней, вклю-
чая ткани почек [14]. Основным аргументом в пользу вы-
бора SDHA стало то, что он является одним из наиболее 
стабильно экспрессируемых генов домашнего хозяй-
ства как у близкородственного вида грызунов – желто-
горлой лесной мыши Apodemus flavicollis (Melchior, 1834) 
[15], так и у свиней [14, 16]. Установлена стабильность 
экспрессии генов ACTB и SDHA в самых разных организ-
мах, тканях и органах, включая опухолевые клетки моз-
га человека [17], субпопуляции CD8+ Т-лимфоцитов по-
сле короткого и длительного периодов активации [18], 
клетках тонкого и толстого кишечника овец, заражён-
ных желудочно-кишечными нематодами [19], здоровых 
и раковых клетках человека, мыши и собаки [20]. Следу-
ет отметить, что в нашем исследовании использованы 
низкопассажные перевиваемые клеточные линии, поэ-
тому можно предположить, что выбранные в качестве 
референтов гены будут экспрессироваться не менее ста-
бильно, чем в раковых клетках. Также показана эффек-
тивность ACTB и SDHA в качестве РГ для профилирова-
ния экспрессии при заражении культур клеток и лабо-
раторных животных инфекционными агентами, включая 
вирус лихорадки Денге [21], вирус японского энцефали-
та [22], морбилливирусы [23], возбудитель болезни Лай-
ма Borrelia burgdorferi sensu stricto [24]. 
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В связи с этим целью данного исследования стала 
разработка методики ОТ-рвПЦР для выявления транс-
криптов генов SDHA и ACTB в культурах клеток млеко-
питающих – хозяев зоонозных инфекций.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Разработка праймеров
В  работе использовались разработанные специ-

фичные и универсальные праймеры, а для повышения 
специфичности реакции – соответствующие гибирди-
зационные зонды TaqMan (табл.  1). Публично доступ-
ные в базе данных National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) последовательности мРНК генов SDHA 
(номера доступа GenBank NM_023281, XM_014548703, 
XM_006762445, XM_036308495 и XM_021076931) и ACTB 
(XM_003124280, AB547904 и XM_005878947) для грызу-
нов рода Apodemus sp. и парнокопытных рода кабанов 
Sus sp. выравнивали попарно с использованием алгорит-
ма CLUSTAL W, встроенного в программу BioEdit 7.0.5.3, 
и ручной доработки.

Также в  работе использовали веб-инструмент 
для проектирования олигонуклеотидов OligoCalc1. Спец-
ифичность праймеров и зондов была протестирована 
in silico с помощью инструмента BLAST2.

Культуры клеток млекопитающих
Перевиваемая клеточная линия почки эмбриона сви-

ньи СПЭВ была приобретена в «Коллекции клеточных ли-
ний человека и животных для исследований в области 
вирусологии» (ФГБУ «Научно-исследовательский инсти-
тут гриппа имени А.А. Смородинцева» Минздрава Рос-
сии, Санкт-Петербург). Перевиваемая адгезивная кле-
точная линия почки Apodemus peninsulae (Thomas, 1907) 

1  https://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
2  https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

ApnK была получена в лаборатории трансмиссивных ин-
фекций ФГБНУ «Научный центр проблем здоровья семьи 
и репродукции человека» (Иркутск) [9]. В работе исполь-
зовали сток клеток на 60-м пассаже. Поддержание куль-
тур клеток осуществляли на среде RPMI1640 с добавле-
нием антибиотиков и 10%-й (ApnK) или 5%-й (СПЭВ) эм-
бриональной телячьей сыворотки (ЭТС) HyClone (Thermo 
Fisher Scientific, Великобритания).

Подготовка клеток
Для исследования экспрессии генов клетки откре-

пляли с помощью трипсина с добавлением 0,5 mM EDTA 
(Т/Е), ресуспендировали в ростовой среде, определя-
ли концентрацию с помощью камеры Горяева и сеяли 
в 24-луночные планшеты в количестве 1 × 105 клеток 
на лунку. Планшеты инкубировали в течение 16–18 ч 
при 37 °С в атмосфере 5 % СО2. На следующее утро ро-
стовую среду заменяли средой поддержки (RPMI1640 
с добавлением антибиотиков и 2%-й ЭТС). Через 24 ч 
инкубации среду поддержки удаляли, клетки триж-
ды промывали бессывороточной средой и открепля-
ли 0,25 мл Т/Е. После этого в каждую лунку добавляли 
0,25 мл среды поддержки, клетки ресуспендировали 
и переносили в 1,5 мл пробирки «Эппендорф». Клетки 
осаждали центрифугированием при +4 °С, ресуспен-
дировали в 1 мл стерильного фосфатно-солевого бу-
фера (PBS; pH = 7,4), определяли концентрацию кле-
ток и переносили в криопробирки в аликвотах, содер-
жащих по 5 × 104 клеток для каждого образца. Клетки 
осаждали центрифугированием при +4  °С, суперна-
тант удаляли, осадок клеток хранили при –70 °С и ис-
пользовали целиком однократно для выделения РНК. 
Все этапы работы по сбору образцов клеток проводи-
лись на льду. Эксперимент проводился в 4 независи-
мых воспроизведениях.

Локус Специфичность Обозначение Последовательность Предназначение
Длина 

ампликона, 
н. о.

SDHA

Sus scrofa
СПЭВ

Sdha-17-F-Sus GGCCTAACTTCGCTCCAAC прямой

106Sdha-123-R-Sus AATGAACCAGTGCTCGCAG обратный

Sdha-54-Prb-Sus FAM-ACTGCTCGATACAGGAACTCCGGCTC-BHQ-1 зонд

Muridae
ApnK

Sdha-447-F-Mus ATCCAYTACATGACAGAGCA прямой

209Sdha-656-R-Mus AGAYCTTCCATACAACGTGTG обратный

Sdha-557-Prb-Mus FAM-CCTTTCCCAAACTTGAGGCTCTGT-BHQ-1 зонд

ACTB
Mammalia
СПЭВ
ApnK

Actb-618-F-Sus GTGCCCATCTACGAGGG прямой

120ActB-738-R-Sus TGGTGGTGAAGCTGTAGC обратный

Actb-661-Prb-Sus Cy5-TCAGGTCCCGGCCAGCCAGGTCCAGAC-BHQ-2 зонд

Т А Б Л И Ц А   1
ПРАЙМЕРЫ, ИСПОЛЬЗОВАННЫЕ В ОТ-рвПЦР

T A B L E   1
PRIMERS USED FOR RT-qPCR
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Выделение РНК
Для каждого образца РНК выделяли из 5 × 104 клеток 

с использованием наборов HiPure Total RNA Kit (Magen 
Biotechnology, Гуанчжоу) и RNAse Free DNAseI Set (Magen 
Biotechnology, Гуанчжоу) согласно инструкции произво-
дителя. Объём очищенного препарата РНК составлял 
100  мкл. Контроль качества очистки РНК от  геномной 
ДНК производили с помощью ПЦР без стадии обратной 
транскрипции с праймерами к целевым генам. Препа-
раты РНК считали пригодными для дальнейших иссле-
дований при отсутствии накопления специфичного флу-
оресцентного сигнала в рвПЦР и при отсутствии спец-
ифичных ампликонов в  электрофорезе после рутин-
ной ПЦР. В качестве матрицы для проведения односта-
дийной ОТ-рвПЦР использовали 1 мкл суммарной РНК. 
В каждой постановке использовали отрицательные кон-
троли выделения РНК.

Обратная транскрипция и ПЦР
Одностадийную ОТ-рвПЦР проводили с  помощью 

набора реагентов Luna Universal Probe One-Step RT qPCR 
(New England Biolabs, США) согласно инструкции произ-
водителя. Реакцию проводили в режиме реального вре-
мени в объёме 20 мкл. В реакционную смесь добавля-
ли два специфичных праймера до рабочей концентра-
ции 400 nM каждого праймера, соответствующий зонд 
до концентрации 200 nM и 1 мкл РНК-матрицы. Режим 
ПЦР включал обратную транскрипцию при 55 °C в тече-
ние 10 мин, инактивацию ревертазы при 95 °C в течение 
1 мин и 45 циклов ПЦР: 95 °С – 10 с; температура отжига 
(Ta, °С) – 1 с; 60 °С – 20 с. Температуру отжига праймеров 
и зондов оптимизировали в диапазоне от 55 °С до 66 °С. 
Рутинную рвПЦР проводили с использованием набора 
реагентов Encyclo (Евроген, Москва) согласно инструк-
ции производителя в  режиме: 95  °C в  течение 1  мин 
и 45 циклов ПЦР: 95 °С – 10 с; Ta – 1 с; 60 °С – 20 с. Интен-
сивность флуоресценции измеряли на стадии 60 °С каж-
дого цикла ПЦР по каналам FAM и Cy5. Циклом количе-
ственного определения (Cq, quantification cycle) счита-
ли первый цикл, при котором интенсивность флуорес-
центного сигнала превышала 10 стандартных отклоне-
ний от фона. Фоновая составляющая учитывалась с 1-го 
по 10-й цикл. Расчёты выполняли с помощью программы 
BioRad CFX Manager v. 3.1 (Bio-Rad Laboratories Inc., США). 
Для ОТ-рвПЦР и рвПЦР использовали два разных ампли-
фикатора CFX96 C1000 Touch (Bio-Rad Laboratories Inc., 
США). В каждой постановке использовали отрицатель-
ные (PCR–) и положительные (PCR+) контроли ПЦР, в ка-
честве PCR+ использовали препарат суммарных нуклеи-
новых кислот соответствующей клеточной линии до об-
работки DNAseI. Все четыре этапа: подготовку образцов 
клеток, выделение РНК, приготовление реакционных 
смесей и ПЦР, – проводили в разных помещениях с ис-
пользованием отдельных наборов оборудования, ин-
струментов и посуды.

Электрофоретическое разделение продуктов ПЦР
Для оценки специфичности ПЦР и наличия неспеци-

фичных продуктов реакции амплифицированные ПЦР-

продукты разделяли методом электрофореза в 2%-м ага-
розном геле с использованием следующих параметров: 
100 V, 80 W, 400 mA. В лунки геля вносили по 10 мкл ис-
следуемых продуктов ПЦР. Фрагменты ДНК окрашива-
ли бромистым этидием и визуализировали в проходя-
щем ультрафиолетовом свете при длине волны 312 нм. 
Для  определения размеров ампликонов параллельно 
загружали маркер молекулярного веса ДНК с набором 
фрагментов от 100 до 1500 н. о. (БиоСан, Новосибирск).

Оценка вариабельности ОТ‑рвПЦР
Вариабельность теста ОТ-рвПЦР оценивали на осно-

ве 10 повторов одного и того же образца РНК. Для полу-
ченных значений Cq анализировали максимальное, ми-
нимальное и медианное значения, 25%-й и 75%-й квар-
тили и интерквартильный размах (IQR, interquartile range). 
Данные выражали в виде боксплот-графика с указанием 
всех сравниваемых параметров. Далее исследовали ва-
риабельность определения Cq каждого из генов в пре-
делах одной клеточной линии (например, вариабель-
ность Cq ACTB в сравнении с Cq SDHA в СПЭВ) и вариа-
бельность анализа одного и того же гена в разных куль-
турах клеток (например, вариабельность Cq ACTB в СПЭВ 
в сравнении с Cq ACTB в ApnK). Различия считали стати-
стически значимыми при p ≤ 0,05. 

Оценка линейности и эффективности ОТ‑рвПЦР
Для  каждого из  четырёх независимых повторов 

РНК приготавливали серию из  трёх независимых де-
сятикратных разведений в  свободной от  РНКаз воде 
от  10–1  до  10–3. Для  каждого образца РНК рассчиты-
вали средние значения Cq, полученные в  ОТ-рвПЦР 
в ходе одного теста и стандартные отклонения сред-
них значений. По  средним значениям строили кали-
бровочную кривую, на основании углового коэффици-
ента (slope) которой рассчитывали эффективность ре-
акции (E) в процентах.

Оценка повторяемости и воспроизводимости  
ОТ‑рвПЦР

Повторяемость теста определяли как коэффициент 
вариации (CV, coefficient of variation; %) четырёх неза-
висимых воспроизведений ОТ-рвПЦР в ходе одного те-
ста всех сравниваемых образцов, выполненного в один 
день и на одном и том же приборе. Воспроизводимость 
анализа определяли как CV% средних значений незави-
симых воспроизведений ОТ-рвПЦР в ходе четырёх те-
стов всех сравниваемых образцов, выполненных в раз-
ные дни и на разных приборах.

Статистическая обработка
Линейный регрессионный анализ с  коэффициен-

том детерминации R2 использовали в  исследовании 
для определения линейности стандартной кривой. За-
висимость Cq от концентрации РНК считали линейной 
при R2 > 0,8. Наклон графика использовался для опре-
деления эффективности реакции ПЦР (E), которую 
выражали в  процентах и  рассчитывали по  формуле:  
(10[–1 / k] – 1) × 100, где k – угловой коэффициент (slope) 
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стандартной кривой. Для оценки вариабельности наблю-
дений рассчитывали стандартное отклонение средних 
значений. Статистическую значимость различий меди-
анных значений между группами оценивали с помощью 
двустороннего U-критерия Манна  –  Уитни при  95%-м 
уровне статистической значимости. Выпадающие значе-
ния циклов количественного определения РНК исклю-
чали с  помощью квартильного метода [25]. Для выяв-
ления корреляции между концентрацией РНК и пока-
зателями сходимости ПЦР-анализа использовали дву-
сторонний метод ранговой корреляции Спирмена. Рас-
чёты производили с помощью программ MS Excel 2003 
(Microsoft Corp., США) и MaxStat Lite v. 3.06 (MaxStat, Гер-
мания).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Отработка условий ОТ‑ПЦР
Для обоих генов в обеих клеточных линиях ампли-

фицировались фрагменты ожидаемой длины (табл.  1; 
рис.  1). Однако в  ряде случаев при  высоких темпера-
турах (62–66  °С) количество ПЦР продукта снижалось 
или амплификации не происходило. Кроме того, в ПЦР 
с праймерами к гену SDHA в клеточной линии ApnK на-
блюдалась наработка продуктов ПЦР неспецифичной 
длины при  большинстве температур, за  исключением 
Та = 55 °С и Та = 57,2 °С. Для сохранения возможности 

мультиплексирования реакций и  дальнейшего совер-
шенствования теста в качестве рабочей была выбрана 
Та = 55 °С как минимальная температура, при которой 
во всех комбинациях праймеров и матрицы нарабаты-
вались только специфичные ампликоны в высоких кон-
центрациях.

Результаты ОТ-ПЦР в режиме реального времени по-
казывают, что кривые амплификации имеют чётко выра-
женную сигмовидную форму, фоновая флуоресценция 
незначительна (рис. 2). В положительных контрольных 
образцах цикл количественного определения Cq был 
ожидаемо выше тестовых образцов по  обоим генам, 
в  отрицательных контрольных образцах Cq не  опре-
делялся, что  свидетельствует о  приемлемом качестве 
РНК и о пригодности разработанных наборов прайме-
ров и зондов для детекции мРНК генов ACTB и SDHA ис-
следуемых животных.

Вариабельность определения мРНК  
референтных генов в ОТ‑рвПЦР

При сравнительном анализе исходных препаратов 
РНК в обеих культурах клеток медианные значения Cq 
для гена ACTB были существенно меньше, чем для SDHA 
(рис. 3). Так, в СПЭВ медиана Cq ACTB составила 19,5 цик-
ла, а Cq SDHA – 27,4 цикла (D = 7,9 Cq; U = 100; p = 0,0002). 
В клеточной линии ApnK наблюдаемые различия оказа-
лись аналогичными: медиана Cq составила 17,0 для ACTB 
и 27,0 – для SDHA (D = 10 Cq; U = 99; p = 0,0002).

РИС. 1.  
Отработка амплификации фрагментов мРНК-
транскриптов ACTB и SDHA (столбцы) в клеточных лини-
ях ApnK и СПЭВ (строки): L – маркер молекулярного веса ДНК; 
фрагменты длиной 100, 500, 1000 и 1500 н. о. обозначены 
по краям электрофореграмм; вверху дорожек обозначена со-
ответствующая температура отжига (°C)

FIG. 1.  
Amplification of the ACTB and SDHA mRNA transcript fragments 
(columns) in ApnK and SPEV cell lines (rows): L – DNA molecu-
lar weight marker; the fragments of 100, 500, 1000 and 1500 base 
pairs are labeled at the edges of the electropherograms; the cor-
responding annealing temperatures (°C) are indicated at the top 
of the lanes
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РИС. 3.  
Вариабельность 10 повторов OT-рвПЦР детекции (Cq, ось ор-
динат) мРНК генов бета-актина (ACTB) и субъединицы A сук-
цинатдегидрогеназного комплекса (SDHA). Тестовые груп-
пы обозначены на оси абсцисс: ACTB/СПЭВ – детекция мРНК 
ACTB в клеточной линии СПЭВ (n = 10); SDHA/СПЭВ – детекция 
мРНК SDHA в СПЭВ (n = 10); ACTB/ApnK – детекция мРНК ACTB 
в клеточной линии ApnK (n = 10); SDHA/ApnK – детекция мРНК 
SDHA в ApnK (n = 10). Медианные значения выборок обозначе-
ны горизонтальными линиями, боксы соответствуют 25%–
75%-м процентилям, усы отражают разброс крайних значе-
ний; статистически значимые различия медианных значе-
ний отмечены горизонтальными скобками с указанием зна-
чений p (двусторонний U-тест Манна – Уитни)
FIG. 3.  
Variability of 10 repeats of real-time RT-qPCR detection (Cq, Y-ax-
is) of beta-actin (ACTB) and succinate dehydrogenase complex sub-
unit A (SDHA) mRNA. Test groups are indicated on the X-axis: ACTB/
SPEV – detection of ACTB mRNA in the SPEV cell line (n = 10); SDHA/

SPEV – detection of SDHA mRNA in SPEV cell line (n = 10);  
ACTB/ApnK – detection of ACTB mRNA in the ApnK cell line (n = 10); 
SDHA/ApnK – detection of SDHA mRNA in ApnK cell line (n = 10). Me-
dian values of samples are indicated by horizontal lines, boxes cor-
respond to 25%–75% percentiles, whiskers reflect the extreme values 
scatter; statistically significant differences in median values are indi-
cated by horizontal brackets with p values (two-tailed Mann – Whit-
ney U-test)

В целом в клетках СПЭВ результаты ПЦР были бо-
лее однородны, чем в ApnK. Так, в СПЭВ разброс край-
них значений по ACTB составил 3,27 цикла, при этом IQR 
составил 2,44 цикла. По SDHA эти показатели состави-
ли 2,12 и 1,34 Cq соответственно. В ApnK аналогичные 
показатели составили соответственно 8,22 и 1,00 цик-
ла по ACTB и 12,39 и 6,27 цикла по SDHA. Относитель-
но широкий диапазон крайних значений (до  12  ци-
клов) при  более узком IQR позволяет предположить, 
что  крайние значения Cq обусловлены наличием вы-
бросов и,  скорее всего, являются следствием случай-
ных и технических факторов. Для исключения случай-
ных ошибок в последующих экспериментах в каждом 
повторе для  каждого серийного разведения выявля-
ли выпадающие значения Cq, и те повторы, в которых 
было обнаружено хотя бы одно выпадающее значение, 
полностью исключали из анализа.

Линейность и эффективность ПЦР
Для всех калибровочных кривых значение коэффи-

циента детерминации R2 (линейность) превышало 0,99 
(рис. 4). Это позволяет предположить, что во всех иссле-
дованных вариантах ОТ-рвПЦР зависимость Cq от кон-

РИС. 2.  
ОТ-рвПЦР на матрице РНК клеток почки эмбриона свиньи 
(СПЭВ) и восточноазиатской лесной мыши (ApnK): фиолето-
вые треки – канал флуоресценции Cy5 (детекция ACTB), го-
лубые треки – канал FAM (детекция SDHA); прямые горизон-
тальные линии – отсекающие значения цикла количествен-
ного определения (quantification threshold); зелёные точки – 
положительные контрольные образцы ПЦР (ДНК-матрица); 
чёрные точки – отрицательные контрольные образцы (РНК-
матрица без обратной транскрипции)

FIG. 2.  
The real-time RT-qPCR on the mRNA of pig embryo kidney (SPEV) 
and Korean field mouse kidney (ApnK) cell lines: violet traces – Cy5 
fluorescent signal (ACTB detection); blue traces – FAM signal (SDHA 
detection); straight horizontal lines – cutoff values of the quan-
tification cycle (quantification threshold); green dots designate 
the traces corresponding to the positive control samples (DNA tem-
plate); black dots designate the traces corresponding to the nega-
tive control samples (RNA without reverse transcription stage)
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центрации целевой РНК соответствует линейной мо-
дели и стремится к функциональной. Средние значе-
ния эффективности рвПЦР для клеток ApnK составили 
93 % (ACTB) и 90 % (SDHA) с угловыми коэффициента-
ми калибровочных кривых –3,5 и –3,59 соответствен-
но. Для клеток СПЭВ полученные значения эффектив-
ности ПЦР составили 93 % (ACTB) и 97 % (SDHA), чему 
соответствовали угловые коэффициенты –3,49 и –3,41 
соответственно.

Повторяемость и воспроизводимость ПЦР‑тестов
Коэффициенты вариации при  оценке внутрите-

стовой и межтестовой сходимости определения SDHA 
и ACTB указаны в таблице 2. Суммируя результаты, мож-
но отметить, что детекция мРНК SDHA была более ста-
бильна в клеточной линии СПЭВ (повторяемость 0,8 %, 
воспроизводимость 2  %) нежели в  линии ApnK (2,7  % 
и 5,8 % соответственно). Однако для мРНК ACTB карти-
на была обратной: в СПЭВ оба показателя были выше, 
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РИС. 4.  
Оценка линейности и эффективности ОТ-рвПЦР c прайме-
рами к генам субъединицы А сукцинатдегидрогеназного ком-
плекса (SDHA) и бета-актина (ACTB) в клеточных линиях 
ApnK (а) и СПЭВ (б)

FIG. 4.  
Assessment of the linearity and efficiency of real-time RT-qPCR tar-
geting the succinate dehydrogenase subunit A (SDHA) and beta-ac-
tin (ACTB) gene transcripts in the  ApnK (а) and SPEV (б) cell lines

Т А Б Л И Ц А   2
ПОВТОРЯЕМОСТЬ И ВОСПРОИЗВОДИМОСТЬ  
ОТ-рвПЦР ПРИ ДЕТЕКЦИИ мРНК ГЕНОВ SDHA И ACTB 
В КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЯХ СПЭВ И ApnK

T A B L E   2
REPEATABILITY AND REPRODUCIBILITY OF REAL-TIME 
RT-qPCR ASSAY FOR mRNA OF SDHA AND ACTB GENES 
IN SPEV AND ApnK CELL LINES

Гены Разведение 
РНК

Клеточная линия СПЭВ Клеточная линия ApnK

в. т. Cq SD CV, % м. т. Cq SD CV, % в. т. Cq SD CV, % м. т. Cq SD CV, %

SDHA

1 27,4 0 0,2 27,1 0,8 3 23,8 0,5 1,9 25,5 1,8 7,1

10–1 30,5 0,4 1,3 30,3 0,7 2,2 27,1 0,8 2,9 29,3 1,6 5,5

10–2 34,1 0,3 0,9 33,9 0,5 1,5 30,5 0,8 2,7 32,6 1,8 5,7

10–3 37,7 0,2 0,6 37,2 0,4 1,2 34,6 1,2 3,3 36,4 1,9 5,1

Средняя повторяемость детекции SDHA в СПЭВ – 0,8 %; в ApnK – 2,7 %
Средняя воспроизводимость детекции SDHA в СПЭВ – 2 %, в ApnK – 5,8 %

ACTB

1 17,4 0,1 0,5 18,9 1,3 6,9 17,5 0,1 0,7 17,5 0,4 2,5

10–1 20,9 0,3 1,6 21,8 1 4,4 20,7 0,2 0,9 20,6 0,3 1,5

10–2 24,1 0,2 0,9 25,4 1,3 5,1 24,3 0,3 1,2 24,3 0,3 1,1

10–3 27,7 0,4 1,5 29,1 1,6 5,4 27,5 0,1 0,4 27,8 0,2 0,9

Средняя повторяемость детекции ACTB в СПЭВ – 1,1 %, в ApnK – 0,8 %
Средняя воспроизводимость детекции ACTB в СПЭВ – 5,5 %, в ApnK – 1,5 %

Примечание. в. т. Cq – средние циклы количественного определения четырёх внутритестовых повторов; м. т. Cq – средние циклы количественного определения четырёх межтестовых воспроизведений.
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чем в ApnK (1,1 % и 5,5 % против 0,8 % и 1,5 % соответ-
ственно). В большинстве случаев не было выявлено кор-
реляций между концентрацией РНК и показателями схо-
димости, однако при определении мРНК ACTB в клетках 
ApnK обнаружена сильная статистически значимая поло-
жительная взаимосвязь концентрации РНК с воспроиз-
водимостью (r = 1; p < 0,0001). Также при детекции SDHA 
в клетках ApnK отмечались выраженная статистически 
не  значимая отрицательная взаимосвязь концентра-
ции РНК с показателями повторяемости (r = –0,8; p = 0,2) 
и положительная – с показателями воспроизводимости 
(r = 0,8; p = 0,2) (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка внутренних количественных стандартов 
на основе генов домашнего хозяйства с помощью одно-
стадийной ОТ-рвПЦР – это необходимая мера контроля 
качества и  надёжности при  исследовании экспрессии 
целевых генов. При  нормализации результатов коли-
чественного определения целевых генов по РГ крайне 
важно убедиться, что каждый РГ стабильно экспресси-
руется как в норме, так и в экспериментальных услови-
ях, поскольку множество факторов способствуют экс-
периментальной изменчивости и влияют на количество 
повторов, необходимых для достижения заданной ста-
тистической мощности [5]. Очевидно, что высокое каче-
ство и техническая воспроизводимость используемого 
ПЦР-теста являются необходимым условием для оцен-
ки стабильности экспрессии РГ.

В этой работе мы проанализировали пригодность 
разработанных ОТ-рвПЦР тестов для детекции мРНК ге-
нов ACTB и SDHA в клеточных линиях двух животных, от-
носящихся к разным отрядам – грызуны (Rodentia) и пар-
нокопытные (Artiodactila). При этом экспрессия генов до-
машнего хозяйства в клетках важнейшего резевуарного 
хозяина зоонозных инфекций – восточноазиатской лес-
ной мыши A. peninsulae – исследована впервые.

Для гена ACTB нам удалось подобрать универсаль-
ные праймеры и TaqMan-зонд, которые при моделиро-
вании in silico выявляли мРНК как свиньи, так и восточ-
ноазиатской лесной мыши. Ген SDHA оказался более ва-
риабельным, и для каждого из животных пришлось под-
бирать родоспецифичные праймеры и  зонд. В  экспе-
рименте все три комплекта праймеров синтезировали 
ампликоны ожидаемой длины для обеих культур клеток, 
а в формате ОТ-рвПЦР в обеих культурах клеток кривые 
накопления флуоресцентого сигнала по каждому гену 
имели сопоставимую форму и показатели количествен-
ного определения (Cq). При оптимизации ОТ-рвПЦР ока-
залось, что все три теста могут проводиться в одинако-
вых условиях. В сочетании с дифференциально мечены-
ми зондами (детекция SDHA идёт по каналу FAM, а детек-
ция ACTB – по Cy5) это открывает возможность для муль-
типлексирования реакции определения мРНК РГ.

Вариабельность результатов ПЦР-теста является 
важной технической характеристикой, поскольку раз-
личия между повторами в  3  цикла соответствуют де-

сятикратной разнице в концентрации матрицы. С этой 
точки зрения, в клетках СПЭВ оба ПЦР теста показыва-
ют удовлетворительные результаты – IQR после 10 по-
второв составил 1,5–2,5 цикла. Это означает, что боль-
шинство результатов отличаются от медианного значе-
ния не более чем на 1–1,5 цикла в большую или меньшую 
сторону. В клетках ApnK результаты не столь однознач-
ны. По  мРНК гена ACTB получены удовлетворитель-
ные результаты с  IQR всего в 1 цикл. Однако по мРНК 
SDHA отклонение составило примерно 3 цикла в боль-
шую или  меньшую сторону от  медианного значения 
(IQR = 6,27), что соответствует десятикратной погрешно-
сти при измерении концентрации мРНК. Также для всех 
тестов, кроме детекции SDHA в клетках СПЭВ, отмечают-
ся завышенные показатели крайних значений (разброс 
до 12 циклов). Это может указывать на наличие техни-
ческих погрешностей при проведении тестов и на появ-
ление связанных с этим единичных аномальных резуль-
татов ПЦР. Для устранения влияния случайных выбро-
сов на дальнейшую работу нами была, с одной стороны, 
проведена стандартизация процедуры подготовки ПЦР, 
а с другой – применено исключение из анализа как не-
валидных тех повторов, в которых с помощью статисти-
ческих методов были выявлены выпадающие значения.

Эффективность амплификации ПЦР была установ-
лена с  помощью построения калибровочных кривых, 
что обеспечивает простое, быстрое и воспроизводимое 
показание средней эффективности ПЦР, аналитической 
чувствительности и надёжности анализа [5]. В ходе рабо-
ты показано, что оба РГ как в клетках ApnK, так и в СПЭВ 
попадали в диапазон оптимальных значений эффектив-
ности ПЦР (E), определяемый как 90 % < E < 110 % [7, 26, 
27], и допустимых значений углового коэффициента – 
в пределах от –3,1 до –3,6 [27]. В то же время значение 
Е = 90 %, полученное для SDHA в клетках ApnK, близко 
к  нижней границе оптимального диапазона чувстви-
тельности ОТ-рвПЦР. Таким образом, по этим параме-
трам разработанные нами ПЦР-тесты пригодны для де-
текции генов бета-актина и субъединицы А сукцинатде-
гидрогеназного комплекса в мышиных и свиных клетках, 
но для повышения надёжности анализа не исключается 
возможность дальнейшей оптимизации условий ПЦР 
и проведения повторных измерений свежеприготовлен-
ных десятикратных разведений образца РНК. Идеальным 
результатом является R2 = 1, E = 100 % и k = –3,32 [26, 27].

На  современном уровне исследований считается, 
что  при  оценке повторяемости и  воспроизводимости 
результатов количественной ПЦР «удовлетворитель-
ный» диапазон значений CV может варьировать от 20 % 
до 25 %, однако если расчеты основаны на необрабо-
танных значениях циклов количественного определе-
ния, рекомендуется использовать более жёсткие кри-
терии: приемлемыми будут значения ≤ 2 % для оценки 
внутритестовой и ≤ 5 % для оценки межтестовой сходи-
мости результатов [27]. В нашем случае все разработан-
ные тесты соответствуют «мягким» критериям пригод-
ности, однако превышение внутритестовой повторяемо-
сти до 2,7 % и межтестовой воспроизводимости до 5,8 % 
по гену SDHA в клетках ApnK, а также межтестовой вос-
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производимости до 5,5 % по гену ACTB в клетках СПЭВ 
указывает на менее надёжную количественную оценку 
этих транскриптов. В свою очередь, результаты, полу-
ченные по гену ACTB в клетках ApnK и по SDHA в клетках 
СПЭВ соответствуют «жёстким» критериям, что говорит 
о надёжности данных и пригодности выбранных усло-
вий реакции для детекции в клеточных линиях млеко-
питающих с использованием ОТ-рвПЦР.

Суммируя все полученные данные (табл. 3) можно 
отметить, что  ОТ-рвПЦР тест для  детекции гена ACTB 
в обеих клеточных линиях по большинству параметров 
соответствует критериям, предъявляемым к РГ, для изу-
чения экспрессии в клетках млекопитающих. Доработ-
ки требуют только повышенный разброс крайних зна-
чений и несколько завышенная (на 0,5 %) вариабель-
ность при  межтестовом сравнении в  клетках СПЭВ. 
ОТ-рвПЦР тест для детекции SDHA полностью соответ-
ствовал «жёсткому» варианту требований при  анали-
зе клеточной линии СПЭВ, однако в клеточной линии 
ApnK только показатели линейности и эффективности 
реакции находились в  допустимом диапазоне значе-
ний. С  одной стороны, наблюдаемые отклонения мо-
гут объясняться как  техническими причинами, таки-
ми как неудачная конструкция праймеров и зонда, не-
оптимальные условия амплификации, наличие инги-
биторов в  матрице, технические ошибки при  приго-
товлении серийных разведений и  т.  п. [28]. С  другой 
стороны, причиной высокой вариабельности детекции 
мРНК SDHA в ApnK могут быть фундаментальные биоло-

гические особенности экспрессии этого гена в данной 
клеточной линии и/или в почечной ткани A. peninsulae. 
Так, ранее было показано, что в тканях спинного мозга 
свиньи SDHA является одним из самых стабильно экс-
прессируемых генов домашнего хозяйства, тогда  как 
в спинальных ганглиях – напротив, одним из самых ла-
бильных генов [29]. Более того, при изучении стабиль-
ности экспрессии восьми кандидатных РГ в печени жел-
тогорлых мышей A. flavicollis наряду с высокой стабиль-
ностью SDHA было установлено, что ген ACTB экспрес-
сируется наименее стабильно из всех [15]. Результаты, 
полученные в нашем исследовании близкородственно-
го вида A. peninsulae, можно интерпретировать как про-
тивоположные – детекция транскриптов SDHA характе-
ризовалась в целом меньшей стабильностью, чем де-
текция мРНК ACTB. Эти  данные позволяют предполо-
жить, что экспрессия SDHA, по всей видимости, имеет 
как широкий диапазон в пределах одного организма, 
так и существенную видовую специфичность. Вероят-
но, экспрессия генов домашнего хозяйства, в частности 
SDHA, в клетках почек A. peninsulae также имеет свои ха-
рактерные биологические особенности и заслуживает 
углублённого изучения.

Таким образом, разработанный ПЦР-тест доста-
точно надёжен для  значимой биологической интер-
претации с использованием ACTB в качестве РГ, одна-
ко для  SDHA необходима дополнительная оптимиза-
ция анализа. Прежде всего, необходимо снизить тех-
ническую погрешность. Наиболее перспективным спо-

Т А Б Л И Ц А   3
СВОДНЫЕ ДАННЫЕ ПО ПОКАЗАТЕЛЯМ, 
СООТНОСЯЩИМСЯ С ИЗМЕНЧИВОСТЬЮ РЕАКЦИИ 
ОТ-рвПЦР ПРИ ДЕТЕКЦИИ мРНК ГЕНОВ SDHA И ACTB 
В КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЯХ СПЭВ И ApnK

T A B L E   3
SUMMARY DATA ON PARAMETERS RELATED TO REAL-
TIME RT-qPCR REACTION VARIABILITY IN DETECTION 
OF mRNA OF SDHA AND ACTB GENES IN SPEV AND ApnK 
CELL LINES

Показатели Гены
Клеточная линия

ApnK СПЭВ

Разброс значений, Cq

SDHA

12,39* 2,12

Интерквартильный размах, Cq 6,27* 1,34

Угловой коэффициент (slope), k –3,6 –3,4

Эффективность ПЦР, % 90 97

Средняя повторяемость детекции, CV% 2,7* 0,8

Средняя воспроизводимость детекции, CV% 5,8* 2

Разброс значений, Cq

ACTB

8,22* 3,27*

Интерквартильный размах, Cq 1,00 2,44

Угловой коэффициент (slope), k –3,5 –3,5

Эффективность ПЦР, % 93 93

Средняя повторяемость детекции, CV% 0,8 1,1

Средняя воспроизводимость детекции, CV% 1,5 5,5*
Примечание. * – требуется оптимизация анализа.
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собом нам  представляется автоматизация процедур 
выделения РНК, приготовления серийных разведе-
ний матрицы для построения калибровочной кривой 
и  приготовления реакционных смесей. Это  позволит 
как уменьшить вероятность технической ошибки опе-
раторов, так и снизить вероятность внесения ингибито-
ров, спорадической кросс-контаминации образцов. Так-
же необходимо разработать альтернативный комплект 
SDHA-специфичных праймеров с включением интрона 
для снижения вероятности неспецифичной гибридиза-
ции зонда. В случае, если эти меры не приведут к сни-
жению вариабельности анализа, потребуется замена  
и/или введение третьего РГ.

Проанализированная в  ходе работы информация 
указывает на  принципиальную возможность оптими-
зации и  использования подобранных эксперимен-
тальных условий ОТ-рвПЦР и обосновывает направле-
ние дальнейших исследований. Прежде всего, необхо-
дима оценка стабильности экспрессии РГ SDHA и ACTB 
при воздействии различных факторов на клетки в усло-
виях in vitro, что позволит валидировать методику ко-
личественного определения целевых генов. Также ди-
зайн использованных праймеров и зондов гипотетиче-
ски допускает мультиплексирование реакции, что зна-
чительно расширит аналитические возможности, а так-
же сократит время проведения и снизит себестоимость 
ПЦР-анализа [30].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В  результате исследования разработана методи-
ка оценки экспрессии генов «домашнего хозяйства» 
ACTB и SDHA в клетках восточноазиатской лесной мыши 
(A. peninsulae) и свиньи (S. scrofa) на основе ОТ-рвПЦР. 
Разработанные ПЦР-тесты позволяют обнаруживать 
мРНК широкого спектра животных, имеют высокие по-
казатели вариабельности, линейности, эффективности, 
повторяемости и воспроизводимости анализа и облада-
ет потенциалом к мультиплексированию количествен-
ной оценки экспрессии. Это обуславливает необходи-
мость и  целесообразность дальнейшей оптимизации 
и валидации разработанной методики в качестве базо-
вого инструмента для количественной оценки экспрес-
сии генов млекопитающих-хозяев зоонозных инфекций 
в норме и при патологии.
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