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Проаналізовано сучасні методи скринінгу та кількісного аналізу генетично модифікованих рос�
лин, серед яких найпоширенішими є методи полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР), кількісної
ПЛР реального часу та множинної ПЛР. Описано новітні аналітичні підходи до ідентифікування, де�
тектування та кількісного визначення трансгенної ДНК в харчових продуктах та рослинній сиро�
вині. Особливу увагу приділено методам, що дають змогу здійснювати визначення багатьох транс�
генних ознак одночасно (технологія біосенсорів і метод мікроматриць).
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СУЧАСНІ МЕТОДИ МОЛЕКУЛЯРНОГО АНАЛІЗУ СУЧАСНІ МЕТОДИ МОЛЕКУЛЯРНОГО АНАЛІЗУ 
ГЕНЕТИЧНО МОДИФІКОВАНИХ РОСЛИНГЕНЕТИЧНО МОДИФІКОВАНИХ РОСЛИН

Ідентифікація генетичних модифікацій
у сортах рослин та отриманих з них харчо�
вих продуктів під час державної реєстрації,
визначення кількісного вмісту ГМ�компо�
нентів у харчових продуктах і кормах для
тварин з метою їх подальшого маркування та
потреба у здійсненні постреєстраційного
моніторингу трансгенних організмів у тих
країнах, де це передбачено відповідним націо�
нальним законодавством, потребують розроб�
лення надійних методів якісного та кількісно�
го аналізу різноманітної ГМ�продукції.
Методи детектування ГМ�організмів (ГМО)
повинні відповідати таким критеріям [1]:

1. Дозволяти здійснювати аналіз різних
видів ГМО та давати можливість отримати
інформацію про кількісний вміст ГМ�ма�
теріалу в досліджуваному об’єкті.

2. Бути придатними для аналізу широко�
го переліку продуктів харчування та сільсь�
когосподарської сировини, що можуть істот�
но відрізнятися за складом компонентів,
наявністю домішок і перебувають у різному
агрегатному стані.

3. Мати високу чутливість, а отримані
результати — бути легко інтерпретованими,
надійними, достовірними і відтворюваними
у будь�якій іншій науковій лабораторії.

Ідентифікацію ГМО можна здійснювати,
застосовуючи різні підходи, а саме: аналіз
нових фенотипових ознак, що характерні
для генно�інженерного організму; визначен�

ня специфічних РНК, що експресуються на
привнесених генах; вивчення синтезованих
у трансгенних організмах нових протеїнів та
метаболітів або безпосереднє визначення
привнесених  фрагментів ДНК, що входили
до генетичної конструкції, використаної для
трансформації. Найпоширенішими сьогодні
методами аналізу ГМО є імунохімічні, які
дозволяють детектувати нові синтезовані
протеїни в досліджуваному зразку (імуносор�
бентний аналіз, ELISA та його різновиди,
аналіз за допомогою індикаторних смужок  —
імунострипів), а також методи, що дають змо�
гу встановити наявність привнесених фраг�
ментів ДНК в геномі організму�реципієнта.
Методи, що спрямовані на аналізування
ДНК, дозволяють заздалегідь здійснити
скринінг з метою отримати попередню ін�
формацію про наявність генетичних модифі�
кацій в досліджуваному об’єкті за принципом
«ТАК» або «НІ», визначити цільовий при�
внесений ген; ідентифікувати використану
для трансформації генетичну конструкцію
та встановити конкретну подію генетичної
трансформації (event�specific methods) [2].

На сьогодні найчастіше застосовуваним
методом аналізу ДНК, виділеної з ГМО, є по�
лімеразна ланцюгова реакція (ПЛР), в осно�
ву якої покладено природну здатність ДНК
до дуплікації. ПЛР використовують для
здійснення попереднього скринінгу невідо�
мих зразків на присутність в них ГМО (ви�
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значаючи наявність промотору 35S та/або
термінатора nos, які є найбільш уживаними
регуляторними послідовностями для біль�
шості сучасних комерціалізованих ГМ�рос�
лин) і для визначення кількісного вмісту
ГМ�компонентів у рослинній та продоволь�
чій сировині [3, 4].

Відповідно до практики, що прийнята
в Європейському Союзі, методи детектуван�
ня, ідентифікації та аналізу кількісного
вмісту ГМО спочатку мають бути апробовані
в циклах міжлабораторних порівнянь, до
яких залучають велику кількість лабора�
торій, а вже потім — валідовані (схвалені до
використання). На сьогодні в країнах ЄС ва�
лідованими є методи для здійснення якісного
скринінгу харчових продуктів на наявність
в них ГМ�сої, ГМ�кукурудзи та їх сумішей;
скринінговий метод на основі ПЛР реального
часу для визначення вмісту ГМ�сої, методи
ПЛР реального часу для визначення кіль�
кісного вмісту ГМ�сої та ГМ�кукурудзи, іму�
ноензимні методи для детектування ГМ�сої
та ГМ�кукурудзи і розрахунку їх кількісно�
го вмісту [5].

Подібну практику апробації нових мето�
дів шляхом проведення міжлабораторних
порівнянь прийнято також і в країнах, що
підписали Північноамериканський договір
про вільну торгівлю (NAFTA), та в країнах
Південної Америки і Південно�Східного
Азійського регіону, що мають надзвичайно
великий досвід аналізу різних видів ГМО [6].

Такий самий підхід (проведення міжла�
бораторних порівнянь та здійснення метро�
логічної характеристики методу) застосовує
і Міжнародна організація зі стандартизації
(ISO), яка затвердила низку міжнародних
стандартів для аналізу ГМО. Чинний Між�
народний стандарт ISO 21569:2005 містить
докладний опис процедур аналізу, що дозво�
ляють аналітичним  лабораторіям надавати
висновки про наявність або відсутність ГМО
найбільш поширених ліній, серед яких соя
лінії GTS 40�3�2, кукурудза ліній Bt�176, Bt�11,
T25, MON810, а також ГМ�томати лінії
Zeneca® 282F [7]. Окрім цього, у стандарті
описано процедуру скринінгу на основі ви�
явлення регуляторних послідовностей, про�
мотору 35S і термінатора nos, а також гена,
що кодує неоміцинфосфотрансферазу, —
nptII. В іншому стандарті ISO 21570:2005
наведено повні описи процедур кількісної
оцінки шести найпоширеніших ГМ�ліній:
сої GTS 40�3�2 та кукурудзи — Bt�176, Bt�11,
GA21, T25, MON810 [8]. Усі описані в цьому
документі методи пройшли метрологічну
атестацію згідно з вимогами ISO 5725�2.

Однак у згаданих документах подано
протоколи для аналізу лише незначної час�
тини з великої кількості зареєстрованих на
цей час ГМ�організмів (www.agbios.com), то�
му подальше вдосконалення існуючих мето�
дів та розроблення нових, більш простих
і водночас чутливих, є вкрай актуальним
завданням. Основні зусилля спрямовані на�
самперед на можливість аналізувати одно�
часно декілька різних генно�інженерних
подій, при цьому велику увагу приділено та�
кож підвищенню чутливості методів у термі�
нах «меж чутливості» (LOD) та «кількісного
визначення» (LOQ) [9]. 

Нові підходи до проведення 
скринінгу ГМО

Як правило, скринінг ГМО здійснюють,
вивчаючи наявність у досліджуваних зраз�
ках нуклеотидних послідовностей, що відпо�
відають промотору 35S, та/або термінатора
nos. Отримані в ПЛР амплікони в подальшо�
му аналізують за допомогою гель�електро�
форезу в агарозному гелі. Звичайний гель�
електрофорез не є автоматизованим, має не
дуже високу чутливість і в разі аналізування
декількох різних зразків потребує досить ба�
гато часу. Тому розроблення мультиплекс�
них аналітичних систем та заміна звичайно�
го агарозного гель�електрофорезу на більш
чутливий капілярний електрофорез (КЕ)
є актуальним завданням і на його вирішен�
ня спрямовуються зусилля різних наукових
колективів. Приклад ефективного викорис�
тання множинної ПЛР для вивчення декіль�
кох ГМО у подальшій комбінації з КЕ наве�
дено в публікації Hernandez at al. [10],
в якій описано одночасне детектування чо�
тирьох різних ліній ГМ�кукурудзи (Bt11,
MON810, T25, GA21). Продукти ампліфіка�
ції спочатку аналізували в агарозному гель�
електрофорезі, де було встановлено межу
визначення як 0,05%. Порівняння ефектив�
ності традиційного гель�електрофорезу з ка�
пілярним показує перевагу останнього —
він дозволяє здійснювати аналіз великої
кількості зразків одночасно та з більшою
точністю [11]. Застосування КЕ з лазерінду�
кованою флуоресценцією описано в роботі
[12]. Такий підхід дозволив детектувати од�
ночасно 5 ліній трансгенної кукурудзи
(Bt11, T25, Mon810, GA21, Bt176). Автори
використали флуоресцентний інтеркалю�
ючий барвник YOPRO�1 та гідроксиметил�
целюлозу як фільтраційне середовище. Час
розділення ампліконів у гелі становив 30 хв,
чутливість детектування було встановлено
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на рівні 0,05%. Ще один приклад викорис�
тання КЕ для детектування ГМО наведено
в публікації [13], у якій ідеться про модифі�
кацію цього методу мінімізацією розмірів
відповідного обладнання. Було розроблено
спеціальний пристрій з двох скляних повер�
хонь (розмір кожної становив 25×76 мм),
термічно відпалених одна на одній, у резуль�
таті чого утворилася замкнена структура.
Фотомаски конструювали, застосовуючи
замість хромованих підкладок  полімерний
матеріал, канали для електрофорезу мали
діаметр 30 мм, довжина каналів — 4,5 см.
До роздільного буфера разом з флуоресцент�
ним інтеркалюючим барвником SYBR Green
I було додано гідроксипропілметилцелюло�
зу. Для детектування розділених продуктів
ампліфікації — промотору 35S (195 п.н.) та
термінатора nos (180 п.н.) використовували
лазеріндуковану флуоресцентну систему.
Час розділення та детектування становив
менш ніж 60 с, межа чутливості — 0,1%. 

Ще один приклад застосування КЕ для
одночасного аналізу кукурудзи ліній Bt11,
Ga21, MON810 та NK603 наведено в публіка�
ції [14]. Автори використовували праймери,
що фланкували послідовності між рослин�
ним геномом і трансгеном. Аналіз продуктів
ампліфікації здійснювали за допомогою КЕ,
який дозволяв проводити ідентифікацію
ампліконів за розміром та кольором. Усі мі�
шені були мічені попередньо, під час ПЛР,
такими флуоресцентними барвниками, як
6�карбоксифлуоресцеїн, тетра�6�карбокси�
флуоресцеїн та гексахлоро�6�карбоксифлуо�
ресцеїн. Амплікони приблизно однакових
розмірів позначали різними барвниками.
Після проведення реакції було визначено
ліміт детекції в 0,1% для кожного ГМО.

Для ПЛР�аналізу ГМО використовують
також «пептидні нуклеїнові кислоти» (ПНК,
PNA — peptide nucleic acids) [15]. ПНК — це
синтетичні гомологи нуклеїнової кислоти,
які містять стандартні нуклеотиди ДНК, але
поліамідний ланцюг у цьому разі замінено
на N�(2�аміноетил)�гліцинові одиниці, а па�
ри нуклеотидів з’єднуються між собою ме�
тиленкарбонільними зв’язками. Нейтраль�
ний ланцюг в такому вигляді не має
здатності до відштовхування під час гібри�
дизації. Таким чином пояснюється той
факт, що ПНК може зв’язатися з ДНК чи
РНК з високим ступенем специфічності.
Для детектування ГМО специфічні ПНК�
фрагменти було сконструйовано таким чином,
щоб інгібувати ПЛР шляхом конкурування
з праймерами на стадії їх «відпалювання» до
специфічної послідовності, гібридизувати

суміжні та наступні за конкуруванням прай�
мери чи гібридизувати їх будь�де вздовж
ампліфікованої послідовності. 

Для економії часу і здійснення одночас�
ного аналізу більшої кількості зразків розро�
били метод гібридизації на єдиній підкладці
з наступним проведенням мікротитрування
(microtiter well�based hybridization assays).
Застосування цього високочутливого біолю�
мінометричного гібридизаційного методу
для скринінгу ГМО описали Glunoy et al.
[16]. Як досліджуваний зразок використову�
вали ГМ�сою Roundup Ready. Біотинільо�
вані ПЛР�продукти (промотор 35S, терміна�
тор nos та ген лектину) захоплювали на
поверхні мікролунок, укритих стрептавіди�
ном, та гібридизували з олігонуклеотидним
зондом, що містив специфічну послідовність
і на кінці — полі(дТ). Проявлення гібридів
здійснювали, додаючи репортерний універ�
сальний агент, який складався з Са2+�залеж�
ного фотопротеїну екворину, кон’югованого
з олігонуклеотидом (дА)30. Зв’язування ек�
ворину з гібридом та додавання при цьому
розчину Са2+ спричинило короткочасну емі�
сію енергії. Автори продемонстрували висо�
ку чутливість методу, де межа детектування
для ГМО становила 0,05%.

Застосування біосенсорів 
для аналізу ГМО 

Іншою альтернативою для вирішення
проблеми одночасного детектування різних
ГМО�зразків є використання біосенсорів, що
зробило тестування ГМО простішим, швид�
шим та здешевило проведення аналізу. По�
пит на методи ДНК�аналізу для скринінгу
ГМО постійно підтримується розробленням
нових сенсорних технологій, які забезпечу�
ють більш точне отримання результатів
і потребують залучення меншої кількості
обладнання порівняно з ПЛР. На прикладі
простих сенсорів можна спостерігати за
швидкими змінами параметрів, зокрема та�
ких, як рН, температура, в’язкість, вміст
цукру тощо. Принцип роботи біочипів поля�
гає в специфічній зміні фізичних властивос�
тей (наприклад, електричної провідності чи
рефрактивного індексу). Під час перебігу ре�
акції такі зміни можуть бути перетворені на
електричний сигнал. Біосенсори є специ�
фічними системами, які несуть на собі еле�
менти, що забезпечують перетворення та пе�
редачу сигналу. Біоелементи при цьому
можуть бути як комплексною структурою,
наприклад частиною тканини чи органели,
так і складатися з ізольованих молекул (ан�
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титіла, ензими, нуклеїнова кислота) [17].
Біочипи можуть мати високу специфічність
під час часткового аналізу, що відповідає ве�
личині сигналу, прямо пропорційній до
вмісту досліджуваного зразка. Технології
біосенсорів базуються на використанні оптич�
них, електрохімічних або п’єзоелектричних
трансдукторів, що дозволяють реєструвати
ампліфіковані послідовності. Поєднання
технологій біосенсорів або мікроареїв та
ПЛР є ефективним для детектування ГМО,
створюючи умови для високоефективного та
швидкісного аналізу зразків. Навіть якщо
біочипи згодом не замінять кількісну ПЛР
для детермінування, використання таких
технологій буде доцільним на попередньому
етапі контролю у процесі ідентифікування
ГМО.

Застосування електрохімічних сенсорів
для детектування гена CryI A(b) кукурудзи
лінії MON 810 було описано у [18]. Цільову
послідовність спочатку ампліфікували з ви�
користанням одного тіольованого та одного
біотинільованого праймерів. Після завер�
шення перебігу реакції незадіяні праймери
обробляли нуклеазою S1, амплікони очищу�
вали, додаючи магнетний феросцен�стреп�
тавідин та зв’язували на поверхні золотих
електродів через тіольну частину ампліко�
нів. Агрегація ДНК на поверхню електродів
пришвидшувалась у присутності барвника
Hoechst 33258 (бісбензимід), що, у свою чергу,
спричинило виникнення електрохімічного
сигналу, детектованого за допомогою ліній�
ної вольтамперометрії. Оцінювання кіль�
кості копій мішені в зразку проводили за
розміром сигналу. Такий підхід дозволив де�
тектувати ГМО у межах 0,9%. Іншим прик�
ладом є опис роботи ензимних електрохіміч�
них сенсорів, які було розроблено з метою
використання олігонуклеотидмодифікова�
них відбиткових золотих електродів [19,
20]. Попередньо денатуровані продукти
ПЛР взаємодіяли в розчині з біотинільова�
ними зондами. Після цього такі кон’югати
наносили на золоту поверхню електрода та
гібридизували до ще одного зонда, іммобілі�
зованого через групу –SH. Після відмивання
сенсорів до них додавали стрептавідиналка�
лінову фосфатазу, яка каталізує гідроліз
нафтилфосфатного субстрату до електроак�
тивної форми. Детектування здійснювали за
допомогою диференційної пульс�вольта�
метрії. Як альтернативу стрептавідиналкалі�
новій фосфатазі використали ще й субстрат�
ну суміш BCIP/NBT, додавання якої сприяє
формуванню преципітату, що діє як діелект�
рик між поверхнею із золота  та розчином

[Fe(CN)6]3–/[Fe(CN)6]4—відновлювальної гру�
пи. Для отримання результатів використо�
вували імпедансну спектрометрію. Застосо�
вуючи такі біосенсори для детектування
зразків ГМ�сої та кукурудзи,  реєстрували
результати 1% та 5% ГМО відповідно [21].
Ще одне  використання електрохімічних біо�
сенсорів для скринінгу ГМО описано Kerman
et al. [22]. На склокарбонову поверхню
електроду до іммобілізованих ПНК гібриди�
зували цільові послідовності ДНК, що викли�
кало електростатичні взаємодії між позитив�
но зарядженими [Co(NH3)6]3+ комплексами
іонів та негативно зарядженими фосфатни�
ми ланцюгами ДНК. Накопичення позитив�
но заряджених іонів на поверхні сенсора
спричиняє зростання електричної напруги. 

Інший принцип дії покладено в основу
біосенсорів поверхневого плазмонного резо�
нансу (ППР, Surface Plasmon Resonance)
[17]. Такі сенсори є оптичними, принцип дії
їх ґрунтується на розпізнаванні мішені за
зміною рефрактивного індексу між метале�
вою та водневою частинами внаслідок гібри�
дизації іммобілізованого на поверхні оліго�
нуклеотиду та цільової послідовності. Зміна
величини рефрактивного індексу прямопро�
поційна до зміни маси гібридизованих моле�
кул. Перевагою використання таких систем
є високий ступінь чутливості, точність та
низький ліміт детектування. Для іммобілі�
зації синтезованого олігонуклеотиду на по�
верхні біочипа, вкритого золотом, викорис�
товують два підходи. Перший з них полягає
в захопленні біотинільованих проб на стреп�
тавідиновій поверхні із золота, попередньо
обробленій меркаптоундеканолом, епі�
хлоргідрином та карбоксильованим
декстраном. Перед нанесенням стрептавіди�
ну на декстранову поверхню її активізують
N�гідроксисукцинімідом та карбодіїмідом.
Інший підхід полягає в безпосередньому
закріпленні тіольованої проби на поверхні
сенсора. Останній метод є більш популяр�
ним, оскільки є швидшим і дає простіші ре�
зультати для подальшого аналізу. Залучен�
ня таких сенсорів для детектування ГМО
дозволяє отримати результати впродовж
1 хв. У подібних дослідах для скринінгу
трансгенних рослин автори [23] сконструюва�
ли біосенсор у форматі «одноразовий стрип,
укритий сухим реагентом» (dry�reagent dis�
posable dipstick), де золоті наночастинки
з прикріпленими олігонуклеотидами стано�
вили інтегральну частину сенсорів. Протя�
гом 7 хв біотинільовані ПЛР�амплікони гіб�
ридизували в розчині з пробами, які мали
у своєму складі оліго(дА)�хвіст та 3′�кінець.

БІОТЕХНОЛОГІЯ, Т. 4, №1, 2011

24

Таким образом, НДЦ обладает рядом
уникальных свойств. Однако, несмотря на
успехи применения НДЦ в радикальной на�
номедицине [14, 70, 82–85] и нанофармацев�
тике [84], механизм его действия на биоло�
гические объекты до конца не изучен. Так,
в работе [86] получены данные, которые
свидетельствуют, что НДЦ характеризуется
не  только (и не столько) простой антиокси�
дантной эффективностью, но и способен ока�
зывать модулирующее воздействие на жиз�
неспособность нейронов. Авторами показано
его нейротрофическое действие, связанное
(прямо или косвенно) с влиянием на внут�
риклеточные сигнальные пути, участвую�
щие в гибели нейронов и нейропротекции:
ERK1, 2, ERK5 и BDNF. На основе этих дан�
ных наночастицы CeO2 рассматриваются как
возможный перспективный инструмент для
терапии нейродегенеративных заболеваний.

НДЦ эффективен везде, где образуются
активные формы кислорода, присутствует
окислительный стресс, и представляет собой

принципиально новый инструмент для вли�
яния на течение окислительных процессов
в клетке. Его специфические физико�хими�
ческие свойства позволяют оптимизировать
характер течения внутриклеточных реак�
ций, обеспечивая таким образом целый
спектр защитных эффектов. 

Актуальность решения задачи защиты
живого от окислительного стресса не подле�
жит сомнению. И в ряду веществ, обеспечи�
вающих высокую антиоксидантную защиту,
смело можно назвать нанокристаллический
диоксид церия. Перспективы и особенности
его применения определяются двумя основ�
ными факторами: низкой токсичностью
и высокой кислородной нестехиометрией.
Первый фактор обеспечивает сравнитель�
ную безопасность применения наночастиц
диоксида церия in vivo. Второй обусловлива�
ет активность нанокристаллического CeO2
в биохимических окислительно�восстанови�
тельных процессах в живой клетке, особен�
но при инактивации АФК. К специфичес�
ким свойствам НДЦ следует также отнести
способность к регенерации, которая выра�
жается в том, что наночастицы диоксида
церия после участия в окислительно�восста�
новительном процессе за сравнительно не�
большой промежуток времени способны
возвращаться (в отношении кислородной
нестехиометрии) к исходному состоянию.

Авторы выражают благодарность доктору
Андерсу Блому (QuantumWise, Дания) за
любезно предоставленную возможность тес�
тирования программного обеспечения Vir�
tual NanoLab™, а также профессору Судипте
Силу (Университет Центральной Флориды,
США) за помощь в исследовании золей НДЦ.

Рис. 12. Влияние наночастиц диоксида церия 
на продолжительность жизни мужских особей

мушки D. melanogaster [2]

ЛИТЕРАТУРА

1. Freitas R. А. Jr. What is nanomedicine? //
Nanomedicine. — 2005. — V. 1, N 1. — P. 2–9.

2. Иванов В.К., Щербаков А.Б., Усатенко А.В.
Структурно�чувствительные свойства и био�
медицинские применения нанодисперсного
диоксида церия // Успехи химии. — 2009. —
T. 78, №9. — С. 924–941.

3. Baranchikov A. E., Polezhaeva O. S., Ivanov V. K.,
Tretyakov Y. D. Lattice expansion and oxygen
non�stoichiometry of nanocrystalline ceria //
Cryst. Eng. Comm. — 2010. — V. 12. —
P. 3531–3533. 

4. Полежаева О. С., Иванов В. К., Щербаков А. Б.
и др. Синтез и биомедицинские применения
нанокристаллического диоксида церия //

Тезисы конф. с междунар. участ. «Нанотех�
нологии в онкологии», 09–10 октября 2009 г.,
Москва. — С. 55.

5. Winfree A. T. The prehistory of the Belousov�
Zhabotinsky oscillator // J. Chem. Educ. —
1984. — V. 61, N8. — P. 661–663.

6. Печенкин А. А. Мировоззренческое значе�
ние колебательных химических реакций //
Вестник Моск. ун�та. Серия 7. Филосо�
фия. — 2005. — № 6. — С. 20–35.

7. Pirmohamed T., Dowding J.M., Singh S. et al.
Nanoceria exhibit redox state�dependent catalase
mimetic activity // Chem. Commun. (Camb). —
2010. — V. 46, N 16. — P. 2736–2738.

8. Perez J.M., Asati A., Nath S., Kaittanis A.
Synthesis of biocompatible dextran�coated
nanoceria with pH�dependent antioxidant



БІОТЕХНОЛОГІЯ, Т. 4, №1, 2011

110

У разі гібридизації цільової ДНК з іммобілі�
зованим зондом на сенсорній поверхні відбу�
валася зміна. У досліджуваних зразках сої
було визначено 0,1% ГМ�компонента. Ін�
ший приклад оптичних біосенсорів, які ви�
користовували для скринінгу ГМО, — силі�
катні біочипи, що складаються з поверхні,
вкритої нітридом кремнію (Si3N4) як оптич�
ним елементом [24]. Сенсорну поверхню мо�
дифікували гідрозином для зв’язування
олігонуклеотидних проб з альдегідною гру�
пою на 5′�кінці. Результатом реакції була та�
кож зміна кольору на поверхні біосенсора
від золотистого до блакитного. 

П’єзоелектричні сенсори дозволяють
реєструвати зміну (збільшення) маси сенсо�
ра впродовж гібридизації [25], що пояснює�
ться зміною резонансної частоти. Сенсори
кварцево�кристалічного мікробалансу (ККМ,
Quartz Crystal microbalance) складаються із
кварцової поверхні, до якої прикріплено зо�
лоті електроди (поверхня із золота сприяє
швидкій іммобілізації проб). ККМ�сенсори
дають змогу проводити моніторинг гібриди�
зації у форматі реального часу без потреби
мічення послідовності ДНК чи самих проб.
Для іммобілізації проб на кварцово�крис�
талічній поверхні із золота  спробували зас�
тосувати дві стратегії: пряму іммобілізацію
тіольованої проби чи її захоплення від
стрептавідинової поверхні сенсора. Більш
ефективним для оптимізації процесу вия�
вився перший підхід, хоча динамічний
діапазон в останньому був ширший. Сенсори
такого типу застосовували для детектування
гена Cry1A(b), привнесеного від Baccilus
thuringiensis. Зміна резонансної частоти
лінійно залежала від відсоткового складу
ГМО в діапазоні  0,1 — 5% ГМ�кукурудзи
лінії MON 810 [26]. 

Застосування методу мікроматриць
(мікроареїв) для вивчення трансгенних

організмів 
Для вивчення ГМО використовують та�

кож і метод мікроматриць (мікроареїв).
Впровадження технології мікроматриць
дозволило вирішити багато питань сучасної
біології та медицини. Технології мікроареїв
застосовують для аналізу диференційної
експресії генів [27], детектування SNP (sin�
gle nucleotide polymorphisms) [28], генотипу�
вання [29], філогенетичного аналізу, іденти�
фікації маркерів пухлин та для розроблення
фармацевтичних препаратів. Мікроарей�
аналіз був розроблений у 1995 р. [27]. Описа�
но використання автоматичних систем для

закріплення ДНК�олігонуклеотидів разом з
біочипами на скляній поверхні. Досліджу�
вані мічені кДНК брали з різних зразків
Arabidopsis thaliana. На чипах мРНК гібри�
дизувалася з ДНК. У перших експериментах
брали лише послідовність із 45 олігонуклео�
тидів. Невдовзі ця робота поклала початок
багатьом іншим експериментам з дослі�
дження генома бактерій, грибів, кукурудзи,
а також людини. Технологію мікроареїв для
аналізу ГМО було впроваджено паралельно з
використанням множинної ПЛР. Мікроареї
дозволяють ефективно комбінувати детекту�
вання, ідентифікацію та кількісний аналіз
великої кількості досліджуваних ГМ�зраз�
ків під час однієї реакції. Формат мікро�
арей�технології дозволяє адаптувати метод
і для детектування специфічних протеїнів у
межах короткого періоду. 

Мікроарей — це скляна або полімерна
поверхня, на яку наносять різні фрагменти
ДНК. Завдяки наявності комплементарних
послідовностей ДНК досліджуваного зразка
та ДНК, іммобілізованих на поверхні мікро�
ареїв, відбувається їх гібридизація. Цим
мікроарей�технології дещо подібні до
Northern�гібридизації, вже традиційного ме�
тоду для кількісного визначення рівня ген�
ної експресії [28]. У цьому методі використо�
вують зразки ДНК або РНК, що містяться на
нейлоновому фільтрі. Northern�аналіз дозво�
ляє виявити кількісну різницю в експресії
генів між зразками, але лише у разі окре�
мих, наперед визначених генів. Мікромат�
риці містять окремі проби кДНК або синте�
зованих олігонуклеотів, які нанесено на
поверхню у вигляді мікроскопічних плям (у
біоінформатиці їх називають ознаками) [30].
Таких плям на одній мікроматриці може
міститись до 30 000 і більше. У процесі гібри�
дизації відбувається зміна кольору флуорес�
центної мітки, яка зв’язана з ДНК, нанесе�
ною на мікроарей, що свідчить про наявність
у досліджуваному зразку ДНК�мішені.
Гібридизація, яка відбувається на одній мат�
риці, є альтернативою для великої кількості
Northern�аналізів [31]. Отримані результати
аналізують за допомогою комп’ютерного об�
ладнання для детектування інтенсивності
флуоресценції кожної плями. Оскільки
рівень інтенсивності залежить від компле�
ментарності молекули ДНК та кількості
зразків, одержані кількісні показники ін�
тенсивності використовують для визначен�
ня вмісту зразків у досліджуваному матеріа�
лі. У більшості випадків кожен чип на
мікроарей�поверхні містить ДНК окремого
гена, тому інтенсивність флуоресценції
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Таким образом, НДЦ обладает рядом
уникальных свойств. Однако, несмотря на
успехи применения НДЦ в радикальной на�
номедицине [14, 70, 82–85] и нанофармацев�
тике [84], механизм его действия на биоло�
гические объекты до конца не изучен. Так,
в работе [86] получены данные, которые
свидетельствуют, что НДЦ характеризуется
не  только (и не столько) простой антиокси�
дантной эффективностью, но и способен ока�
зывать модулирующее воздействие на жиз�
неспособность нейронов. Авторами показано
его нейротрофическое действие, связанное
(прямо или косвенно) с влиянием на внут�
риклеточные сигнальные пути, участвую�
щие в гибели нейронов и нейропротекции:
ERK1, 2, ERK5 и BDNF. На основе этих дан�
ных наночастицы CeO2 рассматриваются как
возможный перспективный инструмент для
терапии нейродегенеративных заболеваний.

НДЦ эффективен везде, где образуются
активные формы кислорода, присутствует
окислительный стресс, и представляет собой

принципиально новый инструмент для вли�
яния на течение окислительных процессов
в клетке. Его специфические физико�хими�
ческие свойства позволяют оптимизировать
характер течения внутриклеточных реак�
ций, обеспечивая таким образом целый
спектр защитных эффектов. 

Актуальность решения задачи защиты
живого от окислительного стресса не подле�
жит сомнению. И в ряду веществ, обеспечи�
вающих высокую антиоксидантную защиту,
смело можно назвать нанокристаллический
диоксид церия. Перспективы и особенности
его применения определяются двумя основ�
ными факторами: низкой токсичностью
и высокой кислородной нестехиометрией.
Первый фактор обеспечивает сравнитель�
ную безопасность применения наночастиц
диоксида церия in vivo. Второй обусловлива�
ет активность нанокристаллического CeO2
в биохимических окислительно�восстанови�
тельных процессах в живой клетке, особен�
но при инактивации АФК. К специфичес�
ким свойствам НДЦ следует также отнести
способность к регенерации, которая выра�
жается в том, что наночастицы диоксида
церия после участия в окислительно�восста�
новительном процессе за сравнительно не�
большой промежуток времени способны
возвращаться (в отношении кислородной
нестехиометрии) к исходному состоянию.

Авторы выражают благодарность доктору
Андерсу Блому (QuantumWise, Дания) за
любезно предоставленную возможность тес�
тирования программного обеспечения Vir�
tual NanoLab™, а также профессору Судипте
Силу (Университет Центральной Флориды,
США) за помощь в исследовании золей НДЦ.

Рис. 12. Влияние наночастиц диоксида церия 
на продолжительность жизни мужских особей

мушки D. melanogaster [2]
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Методи 

можна інтерпретувати як рівень генної
експресії [28].

Технологія мікроареїв може поєднува�
тись із множинною ПЛР, наприклад для
оцінювання відсоткового вмісту ГМ�частки
в рослині, у зразках їжі та харчових доміш�
ках, при цьому використовують ПЛР�амплі�
кони як комплементарні послідовності для
гібридизації з пробами на ДНК�матриці.
Матриці зі зменшеною кількістю іммобілі�
зованих проб на своїй поверхні — «low den�
sity array» дозволили проводити паралельне
детектування восьми ГМ�подій, включаючи
35 S�промотор, nos�термінатор та ген nptII,
використовуючи при цьому біотинільовані
амплікони [32]. У процесі конструювання
такої структури застосовують мікропористий
утвір — гідрофобний поліестр як твердий
носій з іммобілізованими пробами, компле�
ментарними до послідовностей специфічних
генів для детектування сої Roundup Ready
[33]. Така система не лише визначає факт
наявності привнесеної конструкції, але й дає
змогу розрізнити, до якого сорту ГМ�рослин
належить досліджуваний зразок. 

Компанія Eppendorf випускає вже схва�
лені в ЄС DualChip�мікроареї (EAT, Namur,
Belgium) для детектування ГМО, що умож�
ливлює скринінг усіх комерціалізованих на
сьогодні ГМ�рослин. За допомогою наборів
DualChip (китів) можна одночасно проводи�
ти детектування ГМО�специфічних мар�
керів, сортів та здійснювати скринінг ГМО
на різних рівнях споживчого ланцюга. Тех�
нологія базується на залученні специфічних
ПЛР�ампліконів та гібридизації їх на по�
верхні матриці з відповідними олігонуклео�
тидами. У разі використання DualChipGMO�
китів можна швидко та легко отримати
результати стосовно наявності привнесених
ГМ�послідовностей. У системі біочипів ком�
панії Eppendorf для аналізу генної експресії,
виявлення ГМО у їжі та аналізу мРНК
також застосовують ДНК�мікроареї
(http://www.biochipsystems@eppendorf.de).

Для скринінгу ГМО використовують і мік�
роматриці із залученням ПНК як іммобілізо�
ваних проб, оскільки якість гібридизації за
їхньою участю є дещо вищою. ПНК�чипи бу�
ло розроблено для паралельного аналізу
чотирьох ГМ�ліній кукурудзи, одного транс�
генного сорту сої, двох ендогенних контро�
лів та продуктів харчування [34]. Закріп�
лення ПНК�проб на носії було схожим за
принципом дії до олігонуклеотидних. Отри�
мання специфічних ампліконів здійснювали
за допомогою мультиплексної ПЛР, де вико�
ристовували один із праймерів, мічений

флуоресцентним барвником Су5. Після про�
ведення циклів ампліфікації було визначено
ліміт детектування для кожного аналізова�
ного зразка, який становив 0,25%. Для
мікроарей�аналізу з використанням ПНК
визначили мінімальну концентрацію амплі�
конів, які можна було б детектувати, — 1 нМ.
Таке удосконалення технології мікроареїв
показало високу чутливість методу, що доз�
воляє проводити детектування та іден�
тифікацію ГМО впродовж усього споживчо�
го ланцюга.

Rudi et al. [35] запропонували викорис�
товувати мікроарей�технологію для іденти�
фікації ГМО в продуктах харчування. Із
цією метою було розроблено універсальну
матрицю для детектування трансгенів, яка
містила закріплені синтезовані олігонуклео�
тиди [36, 37] з подібними термодинамічни�
ми характеристиками, але дещо відмінними
за своєю послідовністю. Таку технологію бу�
ло запропоновано Gerry et al. у комбінації з
багатоканальною універсальною матрицею
[38]. При цьому кожен олігонуклеотид
мітять флуоресцентною міткою на 5′�кінці,
тоді як з 3′�кінця знаходяться послідовнос�
ті, які мають назву ZipCode і є комплемен�
тарними до послідовностей, теж ZipCode,
закріплених на матриці. Гібридизація оліго�
нуклеотидів відбувається безперервно за
участю термостабільної ДНК�лігази, яка
з’єднує кінці обох фрагментів.

Особливу увагу приділяють детектуван�
ню невідомих ГМО, оскільки зі зростанням
попиту на модифіковані рослини збільшує�
ться й можливість потрапляння на ринок не�
зареєстрованих трансгенів, що становить
значний ризик для довкілля. Було розробле�
но методику для проведення скринінгу
невідомих ГМО [39], де як модель досліду об�
рано Arabidopsis thaliana та Oryza sativa.
Принцип методики полягав у безпосередній
гібридизації тотальної геномної ДНК з рефе�
рентними послідовностями, зв’язаними на
поверхні високонасиченого мікроарею. Такі
проби містили послідовності завдовжки 25 п.н.,
виділених від 235 векторів. Результатом
стало детектування трансгенних послідов�
ностей у трансформованих A.thaliana та
O.sativa без попередніх даних про трансфор�
муючі вектори Т�ДНК конструкцій, вико�
ристаних у досліджуваних рослинах. Цей
підхід дасть змогу детектувати наявність
трансгенної послідовності та надати дослід�
никові достатню інформацію про невідому
генетичну конструкцію. Ще одним прикла�
дом детектування невідомих сортів ГМО за
допомогою мікроарей�аналізу може слугувати
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Таким образом, НДЦ обладает рядом
уникальных свойств. Однако, несмотря на
успехи применения НДЦ в радикальной на�
номедицине [14, 70, 82–85] и нанофармацев�
тике [84], механизм его действия на биоло�
гические объекты до конца не изучен. Так,
в работе [86] получены данные, которые
свидетельствуют, что НДЦ характеризуется
не  только (и не столько) простой антиокси�
дантной эффективностью, но и способен ока�
зывать модулирующее воздействие на жиз�
неспособность нейронов. Авторами показано
его нейротрофическое действие, связанное
(прямо или косвенно) с влиянием на внут�
риклеточные сигнальные пути, участвую�
щие в гибели нейронов и нейропротекции:
ERK1, 2, ERK5 и BDNF. На основе этих дан�
ных наночастицы CeO2 рассматриваются как
возможный перспективный инструмент для
терапии нейродегенеративных заболеваний.

НДЦ эффективен везде, где образуются
активные формы кислорода, присутствует
окислительный стресс, и представляет собой

принципиально новый инструмент для вли�
яния на течение окислительных процессов
в клетке. Его специфические физико�хими�
ческие свойства позволяют оптимизировать
характер течения внутриклеточных реак�
ций, обеспечивая таким образом целый
спектр защитных эффектов. 

Актуальность решения задачи защиты
живого от окислительного стресса не подле�
жит сомнению. И в ряду веществ, обеспечи�
вающих высокую антиоксидантную защиту,
смело можно назвать нанокристаллический
диоксид церия. Перспективы и особенности
его применения определяются двумя основ�
ными факторами: низкой токсичностью
и высокой кислородной нестехиометрией.
Первый фактор обеспечивает сравнитель�
ную безопасность применения наночастиц
диоксида церия in vivo. Второй обусловлива�
ет активность нанокристаллического CeO2
в биохимических окислительно�восстанови�
тельных процессах в живой клетке, особен�
но при инактивации АФК. К специфичес�
ким свойствам НДЦ следует также отнести
способность к регенерации, которая выра�
жается в том, что наночастицы диоксида
церия после участия в окислительно�восста�
новительном процессе за сравнительно не�
большой промежуток времени способны
возвращаться (в отношении кислородной
нестехиометрии) к исходному состоянию.
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любезно предоставленную возможность тес�
тирования программного обеспечения Vir�
tual NanoLab™, а также профессору Судипте
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Рис. 12. Влияние наночастиц диоксида церия 
на продолжительность жизни мужских особей

мушки D. melanogaster [2]

ЛИТЕРАТУРА

1. Freitas R. А. Jr. What is nanomedicine? //
Nanomedicine. — 2005. — V. 1, N 1. — P. 2–9.

2. Иванов В.К., Щербаков А.Б., Усатенко А.В.
Структурно�чувствительные свойства и био�
медицинские применения нанодисперсного
диоксида церия // Успехи химии. — 2009. —
T. 78, №9. — С. 924–941.

3. Baranchikov A. E., Polezhaeva O. S., Ivanov V. K.,
Tretyakov Y. D. Lattice expansion and oxygen
non�stoichiometry of nanocrystalline ceria //
Cryst. Eng. Comm. — 2010. — V. 12. —
P. 3531–3533. 

4. Полежаева О. С., Иванов В. К., Щербаков А. Б.
и др. Синтез и биомедицинские применения
нанокристаллического диоксида церия //

Тезисы конф. с междунар. участ. «Нанотех�
нологии в онкологии», 09–10 октября 2009 г.,
Москва. — С. 55.

5. Winfree A. T. The prehistory of the Belousov�
Zhabotinsky oscillator // J. Chem. Educ. —
1984. — V. 61, N8. — P. 661–663.

6. Печенкин А. А. Мировоззренческое значе�
ние колебательных химических реакций //
Вестник Моск. ун�та. Серия 7. Филосо�
фия. — 2005. — № 6. — С. 20–35.

7. Pirmohamed T., Dowding J.M., Singh S. et al.
Nanoceria exhibit redox state�dependent catalase
mimetic activity // Chem. Commun. (Camb). —
2010. — V. 46, N 16. — P. 2736–2738.

8. Perez J.M., Asati A., Nath S., Kaittanis A.
Synthesis of biocompatible dextran�coated
nanoceria with pH�dependent antioxidant



БІОТЕХНОЛОГІЯ, Т. 4, №1, 2011

112

опис досліду з A. thaliana екотипу Colаmbia
(Со�0) (NCBI GeneBank a.n. NC003070.3,
NC003071.2, NC003074.3, NC003075.1,
NC003076.1) [37]. У цьому разі синтезували
найбільш вірогідну олігонуклеотидну послі�
довність, яка б підходила для привнесеної
генетичної конструкції A. thaliana. 

Окрім скринінгу трансгенів велику увагу
приділяють й ідентифікації так званих «не�
передбачених ефектів» (синтез нехарактер�
них для модифікованого організму сполук)
у ГМ�продуктах. Найефективніший спосіб
ідентифікації полягає в аналізі фланкуючих
регіонів на межі ГМ�конструкція — геном
рослини. У випадку подібних досліджень
інформація стосовно складу геному не ГМ�
організмів та регуляції генної експресії
й досі лишається обмеженою, тому актуаль�
ним є секвенування та аналіз місця вбудову�
вання ГМ�конструкції — важливий момент
у визначенні майбутніх можливих феноти�
пових змін у трансгенній рослині. Ймовірні
зміни у фенотипі рослин можуть бути іден�
тифіковані шляхом порівняння аналізу рос�
ту, врожайності, стійкості до хвороб, хіміч�
ного складу тощо інтактних та ГМ�рослин.
Аналіз хімічного складу є важливою части�
ною проведення досліджень з безпечності
харчових ГМ�продуктів. Kuiper et al. [40]
вдалося сконструювати мікроматриці, за до�
помогою яких проводили аналіз та порів�

няння зміни генної експресії в ГМ�росли�
нах. Автори розробили «інформаційну»
мікроматрицю (моделями слугували геноми
томатів та картоплі), в основу якої було по�
кладено зразки декількох комерціалізова�
них мікроареїв, що застосовуються для
скринінгу ГМО. Було продемонстровано ви�
соку чутливість та специфічність такої кон�
струкції, що дозволяє застосовувати її
в аналізі ГМ�організмів.

Таким чином, основними критеріями для
використання того чи іншого методу аналізу
ГМО є насамперед його чутливість, три�
валість реакції, доступність та простота  ви�
конання, вартість реагентів і обладнання, а
також можливість здійснювати одночасне
детектування якомога більшої кількості
зразків. На сьогодні найширше застосовува�
ними методами  аналізу ГМО є різні варіанти
полімеразної ланцюгової реакції. Водночас,
поряд із ПЛР вже зараз почали інтенсивно
використовувати ДНК�біосенсори, що дозво�
ляє здійснювати більш якісний скринінг
трансгенів. Такий підхід до аналізу ГМО вже
отримав схвалення в ЄС. Наступний крок у
впровадженні нових аналітичних методів —
використання мікроарей�технологій, основ�
ною перевагою яких є можливість детекту�
вання необмеженої кількості різних
досліджуваних зразків трансгенів. 
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Таким образом, НДЦ обладает рядом
уникальных свойств. Однако, несмотря на
успехи применения НДЦ в радикальной на�
номедицине [14, 70, 82–85] и нанофармацев�
тике [84], механизм его действия на биоло�
гические объекты до конца не изучен. Так,
в работе [86] получены данные, которые
свидетельствуют, что НДЦ характеризуется
не  только (и не столько) простой антиокси�
дантной эффективностью, но и способен ока�
зывать модулирующее воздействие на жиз�
неспособность нейронов. Авторами показано
его нейротрофическое действие, связанное
(прямо или косвенно) с влиянием на внут�
риклеточные сигнальные пути, участвую�
щие в гибели нейронов и нейропротекции:
ERK1, 2, ERK5 и BDNF. На основе этих дан�
ных наночастицы CeO2 рассматриваются как
возможный перспективный инструмент для
терапии нейродегенеративных заболеваний.

НДЦ эффективен везде, где образуются
активные формы кислорода, присутствует
окислительный стресс, и представляет собой

принципиально новый инструмент для вли�
яния на течение окислительных процессов
в клетке. Его специфические физико�хими�
ческие свойства позволяют оптимизировать
характер течения внутриклеточных реак�
ций, обеспечивая таким образом целый
спектр защитных эффектов. 

Актуальность решения задачи защиты
живого от окислительного стресса не подле�
жит сомнению. И в ряду веществ, обеспечи�
вающих высокую антиоксидантную защиту,
смело можно назвать нанокристаллический
диоксид церия. Перспективы и особенности
его применения определяются двумя основ�
ными факторами: низкой токсичностью
и высокой кислородной нестехиометрией.
Первый фактор обеспечивает сравнитель�
ную безопасность применения наночастиц
диоксида церия in vivo. Второй обусловлива�
ет активность нанокристаллического CeO2
в биохимических окислительно�восстанови�
тельных процессах в живой клетке, особен�
но при инактивации АФК. К специфичес�
ким свойствам НДЦ следует также отнести
способность к регенерации, которая выра�
жается в том, что наночастицы диоксида
церия после участия в окислительно�восста�
новительном процессе за сравнительно не�
большой промежуток времени способны
возвращаться (в отношении кислородной
нестехиометрии) к исходному состоянию.
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Рис. 12. Влияние наночастиц диоксида церия 
на продолжительность жизни мужских особей

мушки D. melanogaster [2]
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Проанализированы современные методы
скрининга и количественного анализа генети�
чески модифицированных растений, среди ко�
торых наиболее популярными являются ме�
тоды полимеразной цепной реакции (ПЦР),
количественной ПЦР реального времени и
множественной ПЦР. Описаны новые анали�
тические подходы к идентифицированию, де�
тектированию и количественному определе�
нию трансгенной ДНК в продуктах питания и
растительном сырье. Особое внимание уделено
методам, позволяющим осуществлять опреде�
ление многих трансгенных признаков  одно�
временно (технология биосенсоров и метод
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Current methods of qualitative and quantita�
tive analysis of genetically modified plants have
been analyzed. PCR, quantification real time
PCR and multiple PCR are the most popular
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tion is devoted to the biosensors and microarray
methods that allow detecting simultaneously 
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