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Аннотация. Стресс, связанный с низким содержанием кислорода (гипоксия) и обусловленный 
таким природным явлениям, как заболачивание, приводит к запуску каскада адаптивных реакций у 
растений. Изменения путей клеточного метаболизма могут регулироваться микроРНК, которые пред-
ставляют класс малых некодирующих РНК, имеющих длину от 18 до 25 нуклеотидов и встречаю-
щихся в большинстве эукариотических организмов. Важную роль микроРНК могут играть в эпиге-
нетических механизмах регуляции генома, включая метилирование ДНК, модификацию РНК, в том 
числе при посттранскрипционной регуляции экспрессии генов. Для возможности оценки количества 
микроРНК775А был разработан специфический зонд для количественной оценки зрелой микроРНК 
на основе 44 нуклеотидов, представляющий собой вариант «стебель-петля». 70-нуклеотидная кДНК 
второй цепи miR-H1, формируемая при проведении обратной транскрипции позволяет провести коли-
чественную оценку свободной микроРНК775А методом ПЦР в реальном времени. В условиях гипок-
сии изменение количества микроРНК775А может служить подтверждением её участия в механизмах 
контроля альтернативного дыхания у растений. Также выяснено, что микроРНК775А действует по 
пути РНК-интерференции, связываясь с комплексом RISC, и посттранскрипционно взаимодейству-
ет с комплементарной ей мРНК. За внеклеточный транспорт микроРНК в растительном организме 
отвечают везикулы, формируемые на основе плазмолеммы. Применение метода дифференциально-
го ультрацентрифугирования позволило выделить из листьев кукурузы две фракции везикул: Р40 и 
Р100. Анализ размеров везикул при микроскопировании позволил установить, что в фракции Р40 
преобладают более крупные везикулы, размер которых составляет от 0,170 до 0,658 нм, в то время 
как данный показатель для везикул фракции Р100 составлял от 0,087 до 0,147 мкм.  На основании 
данных количественной ПЦР с кДНК, полученной из зеленых листьев кукурузы, и специфических 
праймеров, показано, что микроРНК775A обнаружена только во внеклеточных везикулах фракции 
Р100. Следовательно, именно везикулы фракции Р100 осуществляют внеклеточный транспорт ми-
кроРНК775А в листьях кукурузы. 

Ключевые слова: кукуруза, микроРНК, везикулы, полимеразная цепная реакция, гипоксия

© Федорин Д.Н., Хомутова А.Е., Епринцев А.Т., 2024

Гипоксические условия, в том числе вызван-
ные заболачиванием, являются основной причи-
ной снижения урожайности сельскохозяйствен-
ных культур [1]. Наиболее зависимым от уровня 
кислорода клеточным процессом является мито-
хондриальное дыхание, поэтому изменения при 
гипоксии этого метаболического механизма вы-
зывают особый интерес [2].  

Оказываясь в гипоксических условиях, клетки 
организмов реагируют на недостаток кислорода 
и применяют стратегии выживания, начиная от 
регуляции генов и заканчивая морфологическими 
адаптивными реакциями. В животной клетке за 
восприятие низкого содержания кислорода отве-

чает фактор, индуцируемый гипоксией (HIF-1), а 
у растений эта молекулярная активность контро-
лируется Cys-веткой N-концевого пути [3]. 

Большое количество работ посвящено иссле-
дованию механизмов контроля стресс-зависимых 
генов, как посредством транскрипционных фак-
торов (ТФ), так и микроРНК [4, 5, 6]. МикроРНК 
представляют эндогенные малые некодирующие 
РНК, которые подавляют экспрессию генов-ми-
шеней на посттранскрипционном уровне. Ранее 
было показано участие многих микроРНК в кле-
точном ответе на гипоксию: микроРНК164 вза-
имодействует с ORE1, регулирующей гены SAG 
[7], микроРНК159 в корнях кукурузы регулиру-
ет гены MYB33 и MYB101 [8], микроРНК166 от-
вечает за высвобождение кальция и накопления 
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АФК во время роста и развития корней [6]. Также 
показано, что микроРНК775, которая нацелена 
на GALT9, индуцируется гипоксическими усло-
виями, вызванными наводнением или большой 
высотой у Arabidopsis [9]. Однако механизм регу-
ляции, опосредованный микроРНК775 при гипок-
сии, ещё предстоит понять. 

Гипоксически-зависимые микроРНК участву-
ют во многих процессах, включая адаптивные ре-
акции на стресс путем подавления соответствую-
щих генов-мишеней, кодирующих регуляторные и 
функциональные белки [10].  Участие микроРНК в 
реакции растений на гипоксию было дополнитель-
но подтверждено в экспериментах с химическим 
ингибированием митохондриального дыхания и, 
следовательно, имитацией гипоксии [11]. 

В промоторной части микроРНК775А были 
обнаружены три ARE и один ATCTA элемен-
та. ARE и ATCTA присутствуют в промоторе 
Alchohol Dehydrogenase1, гене, реагирующем на 
гипоксию. Присутствие трех мотивов ARE, один 
из которых находится в непосредственной бли-
зости от TSS, позволило предположить сильное 
влияние этого мотива на управление промотором 
микроРНК775. Также в разных линиях Arabidopsis 
(WT, MIR775OXP и целевого мутанта), обнаружи-
лось, что в MIR775OXP и мутанте по алкогольде-
гидрогеназе, по сравнению с WT, накапливается в 
больших количествах перекись водорода. Это по-
зволяет предположить, что сниженный уровень ге-
на-мишени как в мутанте по алкогольдегидрогена-
зе, так и в MIR775OXP способствует накоплению 
перекиси водорода в ответ на гипоксию [12]. 

Кроме этого, анализ промоторов 12 микроРНК, 
реагирующих на гипоксию, в том числе и микро-
РНК775А, выявил наличие в них большого коли-
чества HDZip I мотивов (ATHB1 и ATHB-5). Из-
вестно, что HDZip I связываются с ДНК в форме 
гомо- или гетеродимеров, и могут выступать в 
роли транскрипционных факторов. Многие гены 
HDZip I отвечают за ответные реакции на стресс: 
засуху, изменения светового режима, гипоксия, 
экстремальные температуры и т.д. Анализ генов 
HDZip I, связанных с гипоксией, показал, что 
10 из них негативно регулируют транскрипцию, 
а 2 – положительно [10]. Таким образом, можно 
предположить, что HDZip I выступает в качестве 
транскрипционного фактора микроРНК775, уча-
ствующей в ответных реакциях растений на ги-
поксию.

Передача сигналов посредством РНК контро-
лирует регуляцию генов, индуцированную гипок-

сией, у Arabidopsis при участии ARGONAUTE1 
(AGO1) с AGO4-зависимым путем РНК-
направленного метилирования ДНК [13]. Было 
обнаружено, что малые РНК представляют со-
бой самостоятельную мобильную единицу, и их 
механизмы перемещения между клетками отли-
чаются от механизмов перемещения белков [14]. 
Показано, что внеклеточные везикулы содержали 
10 семейств микроРНК, что характеризует дан-
ные липидные структуры как механизм транс-
порта малых некодирующих РНК [15]. Поскольку 
транспорт везикул тесно связан с общими путями 
передачи сигнала, такими как путь фосфоинози-
тидкиназы, и находится под влиянием основных 
растительных гормонов, таких как абсцизовая 
кислота и ауксин, механизм транспорта везикул 
обладает потенциалом регулировать реакцию рас-
тений на различные стрессовые факторы окружа-
ющей среды [16].

В связи с этим целью данной работы была 
идентификация микроРНК775А и анализ ее вну-
тривезикулярного содержания в листьях кукуру-
зы при гипоксии. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве объекта исследования в работе ис-

пользовали листья 14-дневной кукурузы (Zea mays 
L.) сорта Воронежская 76, выращенные гидропон-
ным методом при 14 часовом световом дне с интен-
сивностью света 90 мкмоль квантов · м-2 · с-1, при 
температуре окружающей среды 25оС.

Действие низких концентраций кислорода в 
среде осуществлялось путем помещения растений с 
предварительно удаленной корневой системой на 24 
часа в вакуум-эксикатор, в который подавался азот. 
В качестве контрольной группы использовались 
растения с предварительно удаленной корневой си-
стемой, помещенные в вакуум-эксикатор в услови-
ях нормальной аэрации. Для исключения влияния 
фотосинтетической системы обе группы растений 
предварительно экспонировались в темноте в тече-
ние 24 часов до проведения эксперимента. На протя-
жении всего времени эксперимента растения также 
находились в условиях отсутствия источников света 
[17]. Выделение суммарной РНК из растительных 
образцов осуществляли методом гуанидинтиоциа-
нат-фенол-хлороформной экстракции. В качестве 
осадителя использовали LiCl [18].

Обратную транскрипцию мРНК проводи-
ли с использованием обратной транскриптазы 
M-MuLV (СибЭнзим, Россия) согласно инструк-
ции производителя. 

Федорин Д.Н., Хомутова А.Е., Епринцев А.Т.
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Для получения кДНК анализируемой ми-
кроРНК проводили обратную транскрипцию со 
специфическим разработанным зондом для ми-
кроРНК775А. Параметры проведения обратной 
транскрипции следующие: инкубация смеси при 
16°C - 30 мин, 42°C - 30 мин, 85°C - 5 мин [19].

Полимеразную цепную реакцию с генспе-
цифичными праймерами проводили с помо-
щью набора реактивов AmpliSence (Хеликон, 
Россия). Референсным геном выступал ген 
фактора элонгации EF-1ά [20]. Нуклеотидный 
состав праймеров микроРНК 775A: прямой - 
5'-CACTGATTCGATGTCTAG-3'; обратный – 
5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'. Параметры ам-
плификации были следующие: предварительная 
денатурация - 950С 5 минут, цикл - 950С - 30 сек., 
580С -  30 сек., 720С - 30 сек. (детекция), финаль-
ная элонгация - 720С - 10 минут. 

Применяли программное обеспечение Opticon 
MonitorTM Software (Bio-Rad, США) для установ-
ления относительного уровня транскриптов генов 
на основе 2-ΔΔCt – метода [21].

Выделение растительных внеклеточных ве-
зикул осуществляли с помощью метода диффе-
ренциального ультрацентрифугирования. Из рас-
тительного материала массой 0,5 г осуществляли 
сбор чистой апопластической жидкости путем 
вакуумной инфильтрации и центрифугирования 
при 900 g. Выделение из апопластической жид-
кости двух фракций везикул производили после-
довательными этапами низкоскоростного центри-
фугирования при 2000 g и 10000 g с дальнейшим 
высокоскоростным ультрацентрифугированием 
при 40000 g и 100000 g на приборе Beckman LB50 
(Beckman, США) [22].

Визуализацию внеклеточных везикул после 
разделения на фракции Р40 и Р100 осуществляли 
с помощью метода микроскопирования на прибо-
ре Olynpus CX41 (Olympus, Япония) с увеличени-
ем 1000×.

Количественную оценку содержания ну-
клеиновых кислот в образцах, выделенных из 
фракций везикул Р40 и Р100, и их чистоту осу-
ществляли спектрофотометрически на приборе 
NanoPhotometer C40 (Implen, Германия).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
ПЦР в реальном времени является золотым 

стандартом для количественной оценки экспрес-
сии генов [20]. Праймеры олигонуклеотидов 
«стебель-петля» потенциально могут использо-
ваться для мультиплексных реакций обратной 

транскрипции и клонирования малых РНК для 
большей эффективности и специфичности. Кон-
струкция олигонуклеотидов «стебель-петля» спо-
собна специфически обратно транскрибировать 
только выбранную зрелую микроРНК, которая 
впоследствии амплифицируется с помощью ПЦР 
в реальном времени [23]. Типичный праймер для 
обратной транскрипции (ОТ) «стебель-петля» 
включает 5–8-нуклеотидную последовательность 
3'-элемента, комплементарную 3'-концу зрелой 
микроРНК, последовательность стебля и петли, 
которая также содержит универсальный 3'-сайт 
праймирования для последующего ПЦР-РВ. 

Схема разработки зонда для количественной 
оценки микроРНК775А включает следующие эта-
пы [19]: 

Последовательность интересующей мкРНК: 
5'-uucgaugucuagcagugcca-3'
Для увеличения размера ПЦР-продута, необ-

ходимого для его количественной оценки методом 
ПЦР в реальном времени, использовали последо-
вательность из 44 нуклеотидов, представляющую 
собой вариант «стебель-петля», 5'-gtcgtatccagtgcagg
gtccgaggtattcgcactggatacgac-3' (Kramer, 2011) с ком-
плементом из шести 3'-нуклеотидов (рис. 1). Эта 
шестинуклеотидная последовательность (выделено 
серым) представляет собой последовательность зре-
лой микроРНК, что является праймером обратной 
транскрипции «стебель-петля» микроРНК775А:

5'-gtcgtatccagtgcagggtccgaggtattcgcactggatacgac
tggcac-3'

Прямой праймер для ПЦР в реальном вре-
мени должен максимально перекрывать зрелую 
последовательность микроРНК, для этого за ос-
нову берется первые 12 нуклеотидов 5'-конца 
зрелой микроРНК и 6 дополнительных 5'-нукле-
отидов (выделено серым), выбранных для полу-

Рис. 1. Схема разработки зонда типа «стебель-
петля» для оценки количества свободной микроРН-
К775А методом полимеразной цепной реакции. 
HSV1 - последовательность из 44 нуклеотидов ви-
руса простого герпеса, представляющую собой ва-
риант «стебель-петля». miR775A - микроРНК775А 
кукурузы.

Идентификация и количественная оценка микроРНК775А
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чения температуры отжига праймеров близкой к 
60°C. Полученная последовательность является 
прямым праймеров для проведения ПЦР в реаль-
ном времени:

5'-cactgattcgatgtctag-3'
При разработке обратного праймера для про-

ведения ПЦР в реальном времени в качестве 
основы использовали одну и ту же последова-
тельность «стебель-петля» из 44 нуклеотидов. 
Последовательность обратного праймера пред-
ставляет собой: 

5'-gtgcagggtccgaggt-3'
Длина зонда, применяемого при проведении 

ПЦР в реальном времени строго ограничена, так 
как более половины длины микроРНК покрыта 
прямым праймером. Температура плавления зон-
да должна быть близка к 70°C, а его длина может 
составлять от 12 до 17 нуклеотидов. Связующее 
вещество малой бороздки (MGB), которое конъю-
гировано с зондом, важно для увеличения Tm бо-
лее короткой последовательности. При разработ-
ке этого зонда полезно предусмотреть конечные 
прямые и обратные нити продукта ПЦР.

После добавления к базовому зонду из 44 ну-
клеотидов последовательности обратного прай-
мера для кПЦР, к 3'-концу последовательности 
стебельной петли добавили 20-нуклеотидный 
комплемент микроРНК, что увеличило размер це-
левого продукта амплификации до 64 нуклеоти-
дов. 

После этого добавили шесть 5'-концевых 
нуклеотидов прямого праймера для ПЦР-РВ к 
5'-концу полученного ранее зонда.  Результатом 
формирования специфического зонда для ко-
личественной оценки зрелой микроРНК775А 
с помощью ПЦР в реальном времени является 
70-нуклеотидная кДНК второй цепи miR-HSV1, 
формируемая при проведении обратной транс-
крипции. Разработанный зонд охватывает со-
единение последовательности зрелой микроРНК-
стебель-петля, не перекрывает прямой праймер и 
максимально удлиняется для увеличения своей 
температуры плавления:

5'-gtcgtatccagtgcagggtccgaggtattcgcactggatacgac
tggcac -3'

Проведенный ПЦР-анализ с кДНК, полу-
ченной на основании разработанного зонда для 
микроРНК775А позволил установить наличие 
в клетках листьев кукурузы свободной микро-
РНК775А. Результаты амплификации свидетель-
ствуют о присутствии одного ампликона, что 
указывает на специфичность как зонда «стебель-

петля», разработанного для микроРНК775А, так и 
праймеров ее идентификации.  Размер ампликона, 
определенный на основе качественного электро-
форетического исследования в 1% агарозном геле 
в присутствии маркеров для ДНК, соотносится 
с теоретическими данными, рассчитанными при 
подборе праймеров (рис. 2). 

Применение дифференциального ультрацен-
трифугирования позволило получить внекле-
точные везикулы фракций Р40 (40 000 g) и Р100 
(100 000 g). Анализ размеров везикул при микро-
скопировании позволил установить, что в фрак-
ции Р40 преобладают более крупные везикулы, 
размер которых составляет от 0,170 до 0,658 нм, 
в то время как данный показатель для везикул 
фракции Р100 составлял от 0,087 до 0,147 мкм 
(рис. 3). Следовательно, дифференциальное уль-
трацентрифугирование позволило выделить две 
фракции внеклеточных везикул, отличительной 
особенностью которых является их величина. 
При 40 000 g выделяются более крупные частицы, 
размер которых более 170 нм.

Во внеклеточных везикулах, выделенных из 
листьев кукурузы, было проанализировано содер-
жание микроРНК775A методом ПЦР в реальном 
времени. Установлено, что в разных фракциях 
везикул обнаружено различие в содержании ис-
следуемой микроРНК. МикроРНК775A в везику-
лах фракции Р40 не было обнаружено. При этом 

Рис. 2. Электрофореграмма ПЦР-продуктов 
кДНК листьев кукурузы со специфическими 
праймерами к микроРНК miR775А, разработан-
ным на основании специфического зонда типа 
«стебель-петля».
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в везикулах фракции Р100 было показано наличие 
микроРНК775A (рис. 4). Следовательно, на осно-
вании данных количественной ПЦР с кДНК, по-
лученной из зеленых листьев кукурузы, можно 
сделать заключение, что микроРНК775A обнару-
жена во внеклеточных везикулах фракции Р100.

Рис. 3. Фотографии фракций внеклеточных 
везикул фракций Р40 и Р100, сделанных с помо-
щью микроскопа Olynpus CX41 с увеличением 
1000×. Р40 – фракция везикул, полученная по-
сле дифференциального центрифугирования со 
скоростью 40 000 g, имеющая размер от 170 нм 
и более. Р100 – фракция везикул, выделенная по-
сле центрифугирования со скоростью 100 000 g и 
имеющая размер до 147 нм.

Рис. 4. Содержание микроРНК775А в фракци-
ях Р40 и Р100 везикул, выделенных их листьев ку-
курузы. Н/О – не обнаружено. Данные представ-
ляют собой средние значения трех биологических 
повторов ± SD.

В литературе имеются работы, свидетельствую-
щие об изменении содержания микроРНК775А при 
гипоксии в некоторых растениях [10, 24]. Ингибиро-
вание митохондриального дыхания в данных усло-
виях и увеличении свободной микроРНК775А мо-
жет свидетельствовать о том, что данная микроРНК 
участвует в регуляции экспрессии генов ферментов, 
задействованных в процессе дыхания [10]. С помо-
щью BLAST удалось выяснить, что микроРНК775А 
может быть связана с транскрипционным факто-
ром MYB, участвующим в различных биологиче-
ских функциях, в том числе, в стрессовом ответе 

при гипоксии [25]. Была доказана роль AtMYB2 в 
индукции гена алкогольдегидрогеназы Arabidopsis 
(ADH1) при низком уровне кислорода [26]. Можно 
предположить, что микроРНК 775А участвует в ре-
гуляции ферментативных систем при переходе на 
альтернативное дыхание растительной клетки при 
гипоксическом стрессе посредством транскрипци-
онных факторов семейства MYB. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При гипоксии в растениях запускаются механиз-

мы адаптивных реакций, изменяется транскрипция 
генов, ответственных за клеточный ответ на стресс 
[10]. Естественным инструментом регуляции мета-
болизма клетки являются микроРНК, обеспечива-
ющие контроль на посттранскрипционном уровне. 
В качестве стресс-зависимой микроРНК, ответ-
ственной за стрессовый ответ при гипоксии, явля-
ется микроРНК775А. Для оценки количественной 
микроРНК775A в листьях кукурузы методов ПЦР 
реальном времени был разработан специфический 
зонд на основе 44 нуклеотидов, представляющий 
собой вариант «стебель-петля». Применение мето-
да дифференциального ультрацентрифугирования 
позволило выделить из листьев кукурузы внекле-
точные везикулы двух фракций. Фракция Р40 пред-
ставлена крупными везикулами размером 0,170 до 
0,658 нм, а фракция Р100 – везикулами от 0,087 до 
0,147. Показано, что микроРНК775А обнаружи-
вается во внеклеточных везикулах фракции Р100, 
в то время как в везикулах фракции Р40 данная 
микроРНК не обнаружена. Следовательно, вне-
клеточный транспорт микро-РНК775А в листьях 
кукурузы осуществляется при участии малых ве-
зикул фракции Р100.
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IDENTIFICATION AND QUANTIFICATION OF 
MICRORNA775A IN EXTRACELLULAR VESICLES FROM 

CORN LEAVES
D.N. Fedorin, A.E. Khomutova, A.T. Eprintsev

Voronezh State University, Voronezh

Abstract. Stress associated with low oxygen content (hypoxia) and caused by natural phenomena such 
as waterlogging leads to the launch of a cascade of adaptive reactions in plants. Changes in cellular met-
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abolic pathways can be regulated by microRNAs, which are a class of small non-coding RNAs ranging 
from 18 to 25 nucleotides in length and found in most eukaryotic organisms. MicroRNAs can play an 
important role in epigenetic mechanisms of genome regulation, including DNA methylation, RNA mod-
ification, including post-transcriptional regulation of gene expression. To be able to estimate the amount 
of miRNA775A, a specific probe was developed to quantify the mature miRNA based on 44 nucleotides, 
which is a stem-loop variant. The 70-nucleotide cDNA of the second strand of miR-H1, formed during re-
verse transcription, allows for quantitative assessment of free miR-775A by real-time PCR. Under hypoxic 
conditions, a change in the amount of microRNA775A may serve as confirmation of its participation in 
the mechanisms of control of alternative respiration in plants. It was also found that microRNA775A acts 
through the RNA interference pathway, binding to the RISC complex, and post-transcriptionally interacts 
with its complementary mRNA. Vesicles formed on the basis of the plasmalemma are responsible for the 
extracellular transport of microRNAs in the plant organism. The use of differential ultracentrifugation made 
it possible to isolate two fractions of vesicles from maize leaves: P40 and P100. An analysis of the size 
of vesicles under microscopy revealed that the P40 fraction was dominated by larger vesicles, the size of 
which ranged from 0.170 to 0.658 nm, while this figure for vesicles of the P100 fraction ranged from 0.087 
to 0.147 μm. Based on quantitative PCR data with cDNA obtained from green maize leaves and specific 
primers, it was shown that microRNA775A was detected only in extracellular vesicles of the P100 fraction. 
Consequently, it is the vesicles of the P100 fraction that carry out the extracellular transport of microR-
NA775A in maize leaves.

Keywords: corn, microRNA, vesicles, polymerase chain reaction, hypoxia
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