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Обзорно-теоретическая статья посвящена 
рассмотрению гипотетических возможностей 
разработки молекулярно-кинетических маркеров 
сельскохозяйственных растений, позволяющих 
количественно оценивать эффект взаимодействия 
«генотип-среда» на основе исследований 
стабильности мРНК. В основу предполагаемой 
разработки положены результаты исследований 
тождества распада мРНК in vivo и in vitro (система 
ommp), а также широко исследуемое у растений 
явление РНК-интерференции (РНКи). Система ommp 
позволила установить взаимосвязь 
сортоспецифической ростовой реакции на действие 
низких положительных температур, обезвоживания, 
засоления, освещения и биологически активных 
веществ со стабильностью суммарной и ряда ген-
специфических мРНК зелёных и этиолированных 
проростков озимой мягкой пшеницы (Triticum 
aestivum L.) и озимого ячменя (Hordeum vulgare L.). 
Аналогичные исследования стабильности мРНК 
были проведены на созревающем зерне кукурузы 
(Zea mays L.), где, в частности, установлено 

This overview and theoretical article deals with the 
consideration of hypothetical possibilities for the 
development of molecular-kinetic markers of 
agricultural plants allowing to quantify the effect of 
genotype-environment interaction on the basis of 
stability studies of mRNA. The development in view 
is based on the results of studies of the mRNA decay 
identity in vivo and in vitro (the ommp system), as 
well as the phenomenon of RNA interference 
(RNAi), widely studied in plants. The ommp system 
has allowed to establish the relationship of the 
cultivar-specific growth reaction to the effects of low 
positive temperatures, dehydration, salinity, 
illumination and biologically active substances with 
the stability of the total and a number of gene-
specific mRNAs of green and etiolated seedlings of 
winter soft wheat (Triticum aestivum L.) and winter 
barley (Hordeum vulgare L.). Similar studies of 
mRNA stability have been conducted on ripening 
grains of maize (Zea mays L.), with a particular 
result of the in vivo and in vitro decay identity 
confirmed for major mRNAs of stored proteins, 19 
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тождество распада in vivo и in vitro мажорных мРНК 
запасных белков зеинов 19 и 22 кДа обычной 
кукурузы и мутантной по регуляторному гену 
opaque-2, изменяющему количество и стабильность 
мРНК зеинов в созревающем зерне 
высоколизиновой кукурузы. Регуляторный ответ 
организма через РНКи также является 
множественным и включает в себя нейтрализацию 
вирусной и бактериальной инфекции, реакцию на 
патогенны и биологически активные вещества, 
циркадные ритмы, водный стресс, гипоксию, 
механический стресс, минеральное питание, солевой 
стресс и изменение температуры. Неблагоприятные 
воздействия окружающей среды приводят к 
повышению или снижению экспрессии 
определённых микроРНК (миРНК). Изменение 
стабильности мРНК является важнейшим 
компонентом системы регуляции экспрессии генов в 
клетках эукариот. Главные детерминанты 
стабильности мРНК находятся в 3'-нетранслируемой 
области. Это последовательность (U)nА и степень 
полиаденилирования мРНК, т.е. длина её 
терминальной гомонуклеотидной цепи. Именно к 
этой области молекулы мРНК комплементарны 
миРНК. Важнейшим компонентом, в значительной 
мере определяющий закономерности 
взаимодействия «генотип-среда», является 
полиадениловая последовательность на 3'-конце 
мРНК. Её длина зависит как от генотипа, так и от 
условий окружающей среды. Есть данные, 
свидетельствующие о том, что степень 
полиаденилирования мРНК определяет вторичную 
структуру молекулы. Как известно, 
деаденилирование мРНК снижает время её жизни, а 
при достижении величины поли-А-хвоста в 
несколько десятков нуклеотидов происходит 
взрывной распад молекулы мРНК. Следовательно, 
представляется логичной схема распада мРНК в 
ивой клетке: укорочение поли-А-хвоста мРНК 
открывает сайты взаимодействия миРНК с 3'-
некодирующей областью молекулы мРНК, что 
приводит к её деградации. Таким образом, можно 
предполагать, что в основе разрабатываемых 
молекулярно-кинетических маркёров лежит процесс 
взаимодействия мРНК и миРНК в ommp-системе 
 
Ключевые слова: МОЛЕКУЛЯРНО-
КИНЕТИЧЕСКИЕ МАРКЁРЫ, КУКУРУЗА, ZEA 
MAYS L., ПШЕНИЦА, TRITICUM AESTIVUM L., 
ЯЧМЕНЬ, HORDEUM VULGARE L., 
СТАБИЛЬНОСТЬ МРНК, OMMP-СИСТЕМА, РНК-
ИНТЕРФЕРЕНЦИЯ (РНКИ), МИКРОРНК 
(МИРНК), ПРОСТРАНСТВЕННАЯ СТРУКТУРА 
РНК 
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and 22 kDa zeins, of normal maize and mutant 
according to the regulatory gene opaque-2, changing 
the amount and stability of zein mRNA in the 
maturing grain of high-lysine maize. Regulatory 
response of the organism through RNAi is also 
multiple and includes neutralization of viral and 
bacterial infections, reaction to pathogens and 
biologically active substances, circadian rhythms, 
water stress, hypoxia, mechanical stress, mineral 
nutrition, salt stress and temperature changes. 
Unfavorable environmental influences result in an 
increase or decrease in the expression of certain 
microRNAs (miRNAs). The change in mRNA 
stability is an important component of the gene 
expression regulation system in eukaryotic cells. The 
main determinants of mRNA stability are in the 3'-
untranslated region. It is the It is the (U)nА sequence 
and the degree of polyadenylation of mRNA, i.e. 
length of its terminal homonucleotide chain. It is to 
this region that mRNA molecules are complementary 
to miRNA. The most important component, which 
largely determines the regularity of the genotype-
environment interaction, is the polyadenyl sequence 
at the 3 'end of the mRNA. Its length depends both 
on the genotype and on the environmental 
conditions. There is evidence that polyadenylation 
degree of mRNA determines the secondary structure 
of the molecule. As is known, deadenylation of 
mRNA reduces its lifetime, and when the poly-A-tail 
reaches several dozens of nucleotides, an explosive 
disintegration of the mRNA molecule occurs. 
Consequently, in a living cell the following mRNA 
decomposition scheme appears to be logical: 
shortening the poly-A-tail of the mRNA opens the 
sites of miRNA interaction with the 3'-non-coding 
region of the mRNA molecule, which causes its 
degradation. Thus, it is safe to assume that the 
interaction of mRNA and miRNA in the ommp 
system is the underlying process for molecular-
kinetic markers under development 
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«Это, если позволено так сказать,  
"интрамолекулярная интеграция". 

Важнейшей особенностью 
 такого типа интеграции является то,  

что здесь приобретение  
биологическим объектом нового качества 

 - трёхмерной пространственной конфигурации 
 - сопровождается появлением  

новых свойств первостепенной важности». 
 

Академик АН СССР В.А.Энгельгардт [35] 
 

Введение 

Сорт растений как основа технологии возделывания любой культуры 

является результатом сложного взаимодействия "генотип-среда", 

поскольку может реализовать продукционный потенциал и 

технологические качества только в конкретных средовых условиях. При 

этом под средой подразумевается широкий круг факторов - от температуры 

и влажности, почвенно-климатических и технологических условий 

возделывания, до влияния космоса и неизвестных пока человеку факторов, 

т.е. от агрофизики до астрологии. Эти наблюдения частично укладываются 

в следующую формулу: "Фенотип есть продукт взаимодействия среды и 

генотипа".  

Фактически создание сорта предполагает не только получение и 

отбор новых генотипов, но и поиск экологической ниши, где этот генотип 

обеспечит высокую продуктивность, экологическую стабильность и 

качество продукции как основные цели селекции. Таким образом, 

селекционер, по сути, не изучает и отбирает генотипы как таковые, а 

оценивает их норму реакции на абиотические, биотические и 

антропические факторы среды. 

Гениальность Н.И. Вавилова заключалась уже в том, что он понял 

взаимосвязь между, казалось бы, такими далёкими друг от друга 

направлениями человеческой деятельности, как генетика, прикладная 
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ботаника и сельскохозяйственная практика. Центральный момент этой 

взаимосвязи - закономерности взаимодействия "генотип-среда". 

В реальной жизни это вылилось в "географические посевы" 

(районирование), в географический принцип Н.И. Вавилова. Что такое 

генотип? Это можно и нужно изучать. Но его взаимодействие со средой 

очевидно и практически значимо уже в настоящий момент. 

Принципиально новые перспективы для селекции появились с 

разработкой биохимических и молекулярных маркёров. ДНК-овые и 

белковые маркёры являются чрезвычайно эффективным инструментом 

генетических исследований эукариот. Однако их статичность не позволяет 

количественно оценить важнейшие свойства организмов 

(стрессоустойчивость, реакцию на биологически активные вещества, 

циркадные ритмы и т.д.). Как познание электричества и развитие 

электротехники стало возможным только с появлением электродинамики, 

так и статичные молекулярные маркёры должны быть существенно 

дополнены молекулярно-кинетическими (биологическими) маркёрами, 

способными количественно оценить экспрессию основных регуляторных 

генов или дать интегральную характеристику всех экспрессирующихся 

генов определённого генотипа в конкретных условиях роста. 

Возможности разработки молекулярно-кинетических маркёров 

появились в 1996-1998 годах в связи с установлением тождества магний-

зависимого распада мРНК in vivo и in vitro [16-21, 23, 25, 43] и открытием 

явления РНК-интерференции [39]. В настоящей статье рассматривается 

возможная взаимосвязь этих двух явлений и перспективы дополнения 

«географических посевов» лабораторными количественными оценками 

эффекта взаимодействия «генотип-среда» на основе исследований 

стабильности мРНК.  
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Стабильность мРНК как основа 

 молекулярно-кинетических маркёров 

      Изменение стабильности мРНК является важнейшим компонентом 

системы регуляции экспрессии генов в клетках эукариот. Методы генной 

инженерии позволили установить многие цис-факторы и транс-факторы, 

определяющие стабильность мРНК эукариот. 

Факторы, определяющие стабильность рРНК и тРНК, изучены гораздо 

слабее. Однако, несомненно, что, важнейшими составляющими системы 

регуляции стабильности РНК являются рибонуклеазы и катионы магния. 

Оба этих фактора относятся к транс-факторам стабильности, т.е. факторам, 

наличие и количество которых определяются эффектом взаимодействия 

«генотип-среда», в отличие от основной массы цис-факторов, 

определяемых первичной структурой РНК, т.е. только генотипом. 

Однако среди цис-факторов есть важнейший компонент, в 

значительной мере определяющий закономерности взаимодействия 

«генотип-среда». Это полиадениловая последовательность на 3'-конце 

мРНК (поли-А-хвост). Её длина зависит как от генотипа, так и от условий 

окружающей среды.  

Биологическое значение поли-А-хвоста мРНК очень велико. Длина 

его прямо пропорционально определяет, как время жизни мРНК, так и её 

трансляционную активность, т.е. является энхансером трансляции [15, 25, 

33]. 

Ommp-система оценки стабильности мРНК 

В 1996-1998 годах было показано тождество закономерностей Mg-

зависимого распада мРНК в живой клетке (in vivo) и в водных растворах 

(in vitro) [16-21, 43]. Это было сделано в ходе исследований с применением 

двуциклической аффинной хроматографии РНК на поли-(У)-сефарозе, 

которая является основным методом, позволяющим отделить 

полиаденилированную мРНК от общего пула РНК клетки. 
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Суть метода, как известно, состоит в том, что препарат тотальной 

РНК пропускают через колонку с аффинным носителем в растворе, 

содержащим относительно высокую концентрацию соли. В этих условиях 

полимеры носителя (поли-У) гибридизуются с поли-(А)+-мРНК и 

связывают её; рибосомная и транспортная РНК не связываются с 

аффинным сорбентом. Поли-(А)+-мРНК элюируется с колонки 

слабосолевым раствором при повышенной температуре (50-60оС). 

Существенным моментом выделения мРНК является возможность 

доочистки ее от неспецифической примеси рибосомной РНК путем 

повторного цикла аффинной хроматографии, т.е. получения поли-(А)++-

мРНК. 

В ходе выделения суммарной и ряда ген-специфических мРНК из 

проростков пшеницы, ячменя и созревающего зерна кукурузы были 

отмечены систематические изменения процентного выхода поли-(А)++-

мРНК от количества поли-(А)+-мРНК, названного индексом стабильности 

мРНК (ИС мРНК), отражающим особенности генетики и 

физиологического состояния растения. 

 В дальнейшем на примере ряда ген-специфических мРНК было 

показано тождество распада мРНК in vivo (при блокаде транскрипции 

актиномицином Д) и in vitro (при инкубации водного раствора РНК при 

положительных температурах) зелёных проростков озимой мягкой 

пшеницы и созревающего зерна кукурузы. Таким образом появилась 

возможность разработки молекулярно-кинетических маркёров, 

позволяющих количественно оценивать эффект взаимодействия «генотип-

среда», то есть, норму реакции организма, изменение которой является 

основной целью селекции.  

Была показана сортоспецифичность действия низких положительных 

температур [1], зависимость от температуры, обезвоживания, засоления 

[16, 25], освещения [20, 25] и биологически активных веществ [1, 20, 21, 



Научный журнал КубГАУ, №141(07), 2018 года 

http://ej.kubagro.ru/2018/07/pdf/12.pdf 

7 

25] на стабильность суммарной и ряда ген-специфических мРНК в ходе 

формирования закономерностей роста зелёных и этиолированных 

проростков озимой мягкой пшеницы и ячменя [25]. Установлено 

тождество распада мРНК зеинов 19 и 22 кДа in vivo и in vitro 

созревающего зерна обычной кукурузы и имеющей мутацию по 

регуляторному гену opaque-2, изменяющей количество и стабильность 

мРНК запасных белков (зеинов) в эндосперме [14, 33, 34, 43].  

Практически на всех биологических объектах (злаки: созревающее 

зерно кукурузы и пшеницы; проростки пшеницы и ячменя; животные : 

печень крыс и поросят) наблюдалась положительная взаимосвязь между 

длиной поли-А-хвоста мРНК и её стабильностью [33].  

Исключением являлось лишь созревающее зерно кукурузы, 

мутантной по регуляторному гену opaque-2. Здесь наблюдалась 

стабилизация мРНК при сравнительно низкой степени 

полиаденилирования мРНК [13]. Это теоретически объясняется тем, что в 

условиях существенно повышенной активности РНКаз (в 2-11 раз, в 

зависимости от линии кукурузы), которая имеет место в созревающем 

зерне мутанта opaque-2, уничтожение короткоживущих регуляторных РНК 

(возможно РНК-интерференции) приводит к относительной стабилизации 

оставшихся мРНК. Важно отметить, что скорость деаденилирования мРНК 

варьирует в разных клетках и тканях, т.е. стабильность мРНК зависит не 

только от длины поли-А-хвоста, но и от скорости его укорачивания [15, 

25].   

 Этот простой метод оценки относительной стабильности мРНК 

получил название ommp-системы, от латинского выражения “omnia mea 

mecum porto” – «все свое ношу с собой», так как есть основания 

предполагать наличие у самих молекул мРНК всех необходимых для 

дифференциального распада факторов, устойчивых к действию 

депротеинизирующих агентов, традиционно используемых для очистки 
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РНК (фенол, хлорофором, додецилсульфат натрия, протеиназа К, 

диэтилпирокарбонат и др.). 

Система не зависит полностью от основного клеточного 

метаболизма, хорошо воспроизводима и позволяет проводить 

исследования относительной стабильности как суммарной, так и ген-

специфической мРНК на широком биологическом материале (как 

растений, так и животных) в сравнительно простых экспериментах [25, 31]. 

Работы по изучению закономерностей Mg-зависимого распада in 

vitro позволили понять особенности молекулярной биологии шедевра 

селекции сорта озимой мягкой пшеницы Безостая 1 [28], привели к 

разработке лабораторного метода оценки физиологического состояния 

[16], а также простых лабораторных методов оценки морозоустойчивости 

озимой мягкой пшеницы [25, 27, 28] и озимого ячменя [26, 29]. 

Существенный вклад ommp-система внесла в исследования молекулярного 

механизма действия мутации регуляторного гена opaque-2, в созревающем 

зерне высоколизиновой кукурузы [25, 33, 43]. 

 

РНК-интерференция 

В 1998 году была обнаружена способность молекул двухцепочечных 

РНК (дцРНК), инъецированных в организм нематоды Caenorhabditis 

elegans, эффективно подавлять экспрессию гомологичных по 

нуклеотидной последовательности генов (явление РНК-интерференции) 

[39]. 

Впоследствии те же эффекты дцРНК были отмечены у других 

животных, а также у растений, грибов и простейших. 

В 2006 году Нобелевская премия в области биологии (по физиологии 

и медицине) присуждена американским учёным Эндрю Файру и Крейгу 

Меллоу за открытие явления РНК-интерференции, представляющей собой 

молекулярный механизм, контролирующий в живой клетке поток 
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генетической информации через закономерный распад специфических 

мРНК и предоставляющий принципиально новые возможности регуляции 

экспрессии генов в практических целях [40, 42]. 

Суть явления, механизм которого изучен ещё слабо, состоит в том, что 

короткие (20-30 нуклеотидов) двуспиральные РНК определённой 

структуры вызывают распад мРНК мишени - гена, экспрессию которого 

необходимо подавить. Это широко распространённое в природе явление 

(по-видимому, от бактерий до млекопитающих) может эффективно 

использоваться для идентификации новых генов, выяснения их 

функциональной роли и управления их экспрессией in vitro и in vivo.  

Как и мРНК, РНКi подвергаются процессингу и полиаденилированию. 

Известные к настоящему времени особенности биогенеза РНКи 

многократно описаны [2, 3, 4, 7, 11, 12, 41, 44]. 

Результаты исследований этого явления позволяют в настоящее время 

решать проблемы медицины (новый класс лекарств, новые методы 

диагностики заболеваний) и многие задачи, стоящие перед 

сельскохозяйственной наукой, в первую очередь перед растениеводством. 

МикроРНК (миРНК) – ключевой компонент растительной клетки, 

который участвует в развитии растения, регулирует взаимодействие 

растения с компонентами окружающей среды и способен к саморегуляции. 

Знание молекулярных механизмов действия miРНК может стать 

эффективным инструментом в руках селекционеров, позволяющим 

активно вмешиваться в формирование количества и качества 

сельскохозяйственной продукции. 

В практическом плане РНК-интерференция также является мощным 

инструментом в создании растений-продуцентов новых ценных 

метаболитов и промышленного сырья. Такие трансгенные растения имеют 

перспективы стать безопасными и экономически выгодными объектами 

для получения разнообразных биологически активных веществ, 
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фармацевтического, сельскохозяйственного и промышленного применения 

[32]. 

Регуляция экспрессии генов посредством миРНК – один из 

центральных механизмов ответа растения на биотические и абиотические 

стрессы. Список воздействий, запускающих регуляторный ответ организма 

через miРНК, включает в себя нейтрализацию вирусной и бактериальной 

инфекции, реакцию на патогенны и биологически активные вещества, 

циркадные ритмы, водный стресс, гипоксию, механический стресс, 

минеральное питание, солевой стресс и изменение температуры. 

Неблагоприятные воздействия окружающей среды приводят к повышению 

или снижению экспрессии определённых миРНК. Адаптивный ответ 

растений на стрессы – сложная, многокомпонентная система. Функции 

миРНК направлены на достижение физиологического баланса в растении 

[3, 7, 11, 12]. 

Кроме того, эти исследования важны как для решения теоретических 

проблем, связанных с пониманием закономерностей развития и созревания 

зерна, молекулярных механизмов синтеза запасных белков и крахмала, так 

и для практического создания сортов и линий, улучшенных по 

питательной и технологической ценности [36]. 

Впервые растительные РНКи были обнаружены в 2002 году у 

Arabidopsis thaliana. На сегодняшний день известно более 10 000 миРНК 

из 121 вида растений [3]].  

 

О возможной взаимосвязи степени полиаденилирования мРНК, её 

пространственной структуры и взаимодействия с РНКi 

Матричные РНК цитоплазмы помимо кодирующей области имеют 

на 5'-конце структуру, состоящую из метилированного гуанина - "кэп", 

который присоединяется к нативной молекуле посттранскрипционно. 

Между кэпом и инициирующим AUG-триплетом расположена 5'-концевая 
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нетранслируемая, (некодирующая) или лидерная, последовательность 

нуклеотидов. Значительная часть мРНК эукариот имеет на 3'-конце 

полиаденилированную последовательность (поли-А-хвост) длиной до 200 

адениловых остатков, присоединяемую также посттранскрипционно. 

Между терминирующим кодоном (UGA, UAG, UAA) и поли-А-хвостом 

находится 3'-концевая нетранслируемая некодирующая область, 

обогащённая последовательностями (U)nА. 

Распад любой молекулы мРНК in vivo обусловлен двумя группами 

факторов: 1) особенностями структуры самой молекулы, определяемой 

взаимодействием 5'-нетранслируемой, кодирующей и 3'- нетранслируемой 

частями молекулы (цис-фактор) и 2) локализацией мРНК, делающей её 

особенно чувствительной к РНКазам, активностью РНКаз, а также 

наличием в клетке прочих стабилизирующих и дестабилизирующих 

факторов, среди которых доминирующими, возможно, являются РНКi 

(транс-фактор).  

Кодирующая и 5'-нетранслируемая области имеют нуклеотидные 

последовательности, детерминирующие время жизни мРНК. Однако 

главные детерминанты стабильности мРНК находятся в 3'-

нетранслируемой области. Это последовательность (U)nА и степень 

полиаденилирования мРНК, т.е. длина её терминальной гомонуклеотидной 

цепи поли-(А)-хвоста. 

Стабильность мРНК зависит от содержания аденина и урацила в 3'-

нетранслируемом сегменте: чем оно выше, тем быстрее деградирует 

мРНК. Предполагалось, что какие-нибудь рибонуклеазы (или другие 

белки, которые, связываясь с мРНК, способствуют работе рибонуклеаз) 

узнают участок молекулы, богатый аденином и урацилом [25]. Однако 

теперь известно, что именно к этой области молекулы мРНК 

комплементарны РНКи (рис.1) [25, 12, 41,33]. 



Научный журнал КубГАУ, №141(07), 2018 года 

http://ej.kubagro.ru/2018/07/pdf/12.pdf 

12

Формально молекулы мРНК представляют собой цепь мономеров. 

Это линейное образование, объект, обладающий одним измерением. 

Фактически же в естественных условиях линейный характер этого 

образования исчезает, и оно приобретает пространственную, трехмерную 

конфигурацию, строго фиксированного характера. 

Стабильные и нестабильные молекулы мРНК различаются степенью 

сложности вторичной и третичной структур. Известно, что in vitro 

пространственная структура РНК лабильна и легко меняется под влиянием 

температуры и ионного окружения. Вероятно, это свойство РНК играет 

существенную роль и в её функционировании in vivo. 

 

 

 

 

 

Рис. 1. Схема молекулярной организации мРНК эукариот    

1 – m7G5'ppp5'Xmp – кэп 
2 - 5' -концевая не транслируемая область;  
3 - кодирующая область; 
4 - 3'-концевая гетерополимерная область (здесь преимущественно 
осуществляется контакт с РНКи); 
5 – поли-А-хвост 
 

Есть данные, свидетельствующие о том, что степень 

полиаденилирования мРНК, т.е. длина её поли-А-хвоста, участвует в 

определении вторичной структуры молекулы [38]. Инкубация РНК в 

системе ommp приводит к деаденилированию мРНК. Известно, что этот 

процесс является первым этапом разрушения мРНК [15, 25]. 

Поэтому на первых этапах инкубации РНК в системе ommp 

укорачивание поли-А-хвоста приводит к распаду короткоживущих мРНК, 

но только к раскрытию структуры долгоживущих мРНК, что 

m
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обусловливает появление новых сайтов гибридизации с 

радиоактивномечеными олигонуклеотидами при молекулярной 

гибридизации (рис. 2) или с праймерами при ОТ-ПЦР (табл. 1). 

Поэтому распад мРНК в экспериментах in vivo и инкубация in vitro в 

ommp системе часто приводят к тому, что для стабильных мРНК 

абсолютные значения результатов гибридизации оказываются выше 

контрольных, т.е. выше 100 % (рис. 2). 

 

 

Рис. 2. Стабильность мРНК PHYA (фитохрома А) этиолированных проростков 
озимой мягкой пшеницы Краснодарская 39 (1) и озимого ячменя Бастион (2) in vivo (а) 
и in vitro (20). 

а - распад мРНК PHYA в условиях блокады транскрипции генов актиномицином 
Д; б - распад мРНК PHYA в ходе инкубирования водных препаратов суммарной Mg++-
содержащей РНК в течение 10 мин при 65оС. Сэндвич-гибридизация мРНК с 
ридиоактивно меченым олигонуклеотидным зондом на поли-У-сефарозе. За 100% 
принята суммарная радиоактивность контрольного препарата [20]. 

 
Для изучения судьбы специфических мРНК при распаде in vivo и в 

системе ommp (in vitro) использовали четыре метода: 1) дот-блот 

гибридизацию в случае зеинов созревающего зерна кукурузы [14]; 2) 

молекулярную гибридизацию радиоактивно меченного 

олигодезоксинуклеотидного зонда с мРНК непосредственно на колонке 
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поли-У-сефарозы [17-20]; 3) аналогичную гибридизацию в растворе [1]; 4) 

метод ОТ-ПЦР (обратная транскрипция-полимеразная цепная реакция) 

[34]. 

У каждого из этих методов есть свои достоинства и свои недостатки. 

При дот-гибридизации часть детектируемых молекул экранируется 

большой массой других РНК, что снижает чувствительность метода и 

ограничивает его применение. Метод гибридизации на колонке поли-У-

сефарозы является разновидностью метода «сэндвич-гибридизации», 

гармонично сочетающая в себе достоинства гибридизации в растворе 

(высокая чувствительность) и гибридизации на фильтрах (отсутствие 

проблем с удалением не связавшегося  

 
Таблица 1. Влияние закаливающей температуры (4оС) на стабильность 

мРНК субъединицы α фактора элонгации трансляции (eEF-1α) зелёных 4-х 
суточных проростков озимой мягкой пшеницы,  

определённую различными методами [25, 33]. 
 

Сорт 
Темпе-
ратура, 

оС 

Гибридизация ОТ-ПЦР ИС, % 

поли(А)+ 

мРНК на 
поли(У)-
сефарозе 
ИС, % 

мРНК в 
растворе 
ИС, % 

Синтез кДНК 

с oligo-
d(T)12 

с 
праймерами 
LR RR 

Праймеры 
LL/ 
RL 

RL/ 
RR 

LL/ 
LR 

LL/ 
RR 

Зимородок (высокая 
морозоустойчивость) 

20 90 99 62 83 89 109 

4 284 134 70 202 97 95 
Безостая 1 
(средняя 
морозостойчивость) 

20 230 124 85 126 240 - 

4 85 85 63 71 124 - 
 
 

радиоактивно меченого зонда). Метод ОТ-ПЦР обладает высокой 

чувствительностью и позволяет обходиться без радиоактивной метки. 

Первые два метода и метод ОТ-ПЦР давали сходные результаты при 

изучении стабильности мРНК зеинов [25].  
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При использовании методов 2, 3 и 4 результаты исследований в 

значительной мере определяются конформационным состоянием 

молекулы мРНК и зависят от степени её полиаденилирования. Все три 

метода показали, что стабилизация мРНК под влиянием различных 

экзогенных и эндогенных факторов приводит к снижению, а 

дестабилизация – к увеличению эффективности гибридизации 

контрольных образцов. Деаденилирование приводит к плавлению 

трехмерной структуры мРНК и появлению дополнительных сайтов 

гибридизации. Для стабильной мРНК эффект плавления структуры 

превышает эффект распада мРНК, в то время как у нестабильных мРНК 

эффект плавления практически не заметен на фоне распада мРНК [21, 25]. 

При этом стабильность мРНК субъединицы α фактора элонгации 

трансляции 1 (eEF-1α), как и суммарной мРНК проростков пшеницы и 

ячменя, соответствовала степени полиаденилирования: под влиянием 

закаливающей низкой положительной температуры длина поли-А-хвоста у 

зелёных проростков пшеницы сортоспецифически увеличивалась, а у 

ячменя – сортоспецифически снижалась (рис.3) [1, 25]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3. Дифференциальное изменение индекса стабильности мРНК субъединицы 
α фактора элонгации трансляции 1(eEF-1α) под влиянием закаливающей температуры 
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(4°C) сортов озимого ячменя (А) и озимой пшеницы (Б), различающихся по 
морозоустойчивости [1, 25]. 

Четырехсуточные проростки сортов озимого ячменя Бастион (1), Радикал (2), 
Скороход (3), Редут (4), Вавилон (5) и озимой пшеницы, различающихся по 
морозоустойчивости -  Зимородок (1), Купава (2), Крошка (3), Безостая-1 (4) 
подвергали воздействию холода (4°С) в течение 8 часов, из контрольных и опытных 
проростков выделяли препарат суммарной РНК, инкубировали его 5 минут в ommp 
системе, наносили на на колонку поли(U)-суфарозы, гибридизовали поли(А)+мРНК с 
радиоактивно меченным зондом к мРНК eEF-1α и расчитывали индекс стабильности 
(ИС). Сорта расположены по мере снижения морозоустойчивости согласно результатам 
прямого промораживания. 

 

Эти теоретические положения были подтверждены в экспериментах 

с целитом (SiO2). Обработка суммарного водного препарата РНК взвесью 

целита приводит к стабилизации мРНК. Сорбционное действие целита 

направлено на остановку деаденилирования в ходе инкубации мРНК и 

связано с утратой молекулой РНК либо катионов Mg++, либо 

ассоциированных с РНК белков-рибонуклеаз, либо и того и другого. 

Вместе с тем действие целита на стабильные и нестабильные мРНК 

неодинаково, что можно объяснить разной степенью сложности 

пространственной структуры молекул мРНК, определяющей доступность 

Mg++ или белков для целита. При инкубации препарата РНК происходит 

укорочение поли-А-хвоста мРНК и возрастает эффективность 

стабилизирующего действия целита (табл.2) [17].  

Таблица 2. Влияние целита (SiO2) на выход поли-(А)++-мРНК waxy из зелёных и 
этиолированных проростков яровой пшеницы при аффинной хроматографии на поли-
(У)-сефарозе в зависимости от соотношения мРНК с длинными и короткими поли-(А)-
последовательностями на 3'-конце молекул ((А)n65o/(A)n35o) , % от контроля [17]. 

 
Вид обработки суммарного 
препарата высокополимерной 

РНК 

(А)n65o/(A)n35o 
зелёные этиолированные 

2,08 1,70 0,56 2,00 1,84 1,67 0,52 
Контроль 100 100 100 100 100 100 100 
65о, 5 мин 95                                                           93 58   96         93 75 38 
Целит 106             124 120 105                    129 110 104 
Целит, 65о, 5 мин 100                                                       147 104 91 160 180 95 
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Заключение 

Как известно, деаденилирование мРНК снижает время её жизни, а 

при достижении величины поли-А-хвоста в несколько десятков 

нуклеотидов происходит взрывной распад молекулы мРНК [15, 25]. 

Следовательно, представляется логичной схема распада мРНК в живой 

клетке: укорочение поли-А-хвоста мРНК открывает сайты 

взаимодействия РНКи с 3'-некодирующей областью молекулы мРНК, что 

приводит к её деградации.  

Принцип подобного молекулярно-биологического феномена был 

описан академиком В.А. Энгельгардтом так: «Естественно, что объёмная 

трёхмерная пространственная структура является организацией более 

высокого уровня, нежели исходная последовательность звеньев. Имеет 

место своеобразная внутримолекулярная пространственная интеграция. 

Информация, управляющая процессом интегрирования, строго 

зафиксирована в свойствах интегрируемого объекта нижнего уровня, в 

первичной структуре молекулы, т.е. в расположении отдельных звеньев 

одномерной цепи (нуклеотидов). Движущей силой самого процесса 

интеграции, ведущего к приобретению третичной структуры, служат силы 

слабого взаимодействия, проявляющегося между частями одной молекулы. 

Это так называемая "интрамолекулярная интеграция". 

Важнейшей особенностью такого типа интеграции является то, что 

здесь приобретение биологическим объектом нового качества - трёхмерной 

пространственной конфигурации - сопровождается появлением новых 

свойств первостепенной важности. Известно, что конфигурацией и 

свойствами молекул биополимеров в значительной мере управляют слабые 

межмолекулярные взаимодействия, которые могут сообщить 

макромолекулам конформационные изменения (т.е. различные изгибы в 

пространстве и в отношении друг к другу). В результате могут открываться 

или закрываться их реакционные группы, делая их доступными или 
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недоступными для химических реакций с образованием ковалентных 

связей с другими веществами» [37]. 

Таким образом, можно предполагать, что в основе молекулярно-

кинетических маркёров на основе ommp-системы лежит процесс 

взаимодействия полиаденилированной мРНК и полиаденилированных 

РНКi, так как феномен генетической и физиологической детерминации Mg-

зависимого распада мРНК был обнаружен при аффинной хроматографии 

мРНК.   

Жёсткая детерминированность стабильности РНК, выражающаяся в 

сходстве распада РНК in vivo и in vitro, открывает перспективы 

использования дифференциального распада РНК как принципиально 

нового класса молекулярных маркеров – молекулярно-кинетических 

маркеров, призванных существенно дополнить статические маркеры. 

Анализ судьбы мРНК, основанный на методологии и последних 

достижениях генной инженерии и интегральной молекулярной биологии, 

превосходит анализ белка по точности и предпочтительнее анализа ДНК, 

когда параметры экспрессии генов важнее параметров их структуры. 

В области клинической медицины исследования внеклеточных РНКi 

уже рассматриваются как новая эра точной, высокоспецифичной и 

неинвазивной диагностики, применимой не только к широкому спектру 

заболеваний, но и ко многим физиологическим состояниям (например, 

беременности и физическим нагрузкам) [5, 6, 35]. 

Всё это позволяет предполагать перспективность исследований в 

направлении дополнения (а в будущем, возможно, и замены) 

«географических посевов» (районирование) лабораторными 

количественными оценками эффекта взаимодействия «генотип-среда» на 

основе исследований стабильности мРНК. Практическая направленность 

подобных массовых исследований, несомненно, будет сопряжена с 
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получением принципиально новых знаний о молекулярных механизмах 

регуляции экспрессии генов.  
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