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В существующих на данный момент методах детекции ДНК с помощью 

гибридизационных зондов (ГЗ) используется в качестве аналита только одноцепочечная 

ДНК, получаемая либо с помощью асимметричной полимеразной цепной реакции (ПЦР), 

либо обработкой экзонуклеазами, либо денатурацией двухцепочечной (дц) ДНК [1,2]. Все 

эти подходы не позволяют проводить анализ в приближенных к физиологическим условиях. 

В данной работе был разработан ДНК-биосенсор, основанный на синтетических 

дезоксирибозимах [3], как новый метод детекции дцДНК при температуре 30°С.  В качестве 

дц аналита в нашей работе использовалась дцДНК вируса папилломы человека (ВПЧ). ДНК-

биосенсор, состоящий из нескольких цепей ДНК, может раскручивать дц аналит, образуя с 

ним стабильный комплекс [4], и специфически распознавать его, генерируя флуоресцентный 

сигнал при расщеплении субстрата, меченного флуорофором и гасителем.  

Был сконструирован ДНК-биосенсор, способный комплементарно связывать 

амплифицированный синтетический фрагмент дцДНК (180 пар оснований (п.о.)) и 

полногеномную плазмиду (ПП) (9000 п.о.) ВПЧ 16 типа без предшествующей денатурации. 

Состоятельность амплифицированного синтетического фрагмента дцДНК ВПЧ 16 типа и ПП 

проверяли путем агарозного гель-электрофореза. Далее проводилась инкубация на водяной 

бане при 30°С ДНК-биосенсора и флуоресцеинового субстрата с дцДНК или ПП. Детекцию 

флуоресцентного сигнала проводили через 7 часов (ч), 24 ч и 48 ч инкубации с 

использованием спектрофлуориметра Agilent Cary Eclipse. ДцДНК типа HPV 16 была 

получена путем амплификации с использованием ПЦР, ПП была приобретена в 

коммерческой компании. 

ДНК-биосенсор был способен детектировать дцДНК и ПП HPV 16 типа с сигналом в 

6 раз (для дцДНК) и 2,5 раза (для ПП) превышающим сигнал фона. Минимально 

детектируемая концентрация для дцДНК и ПП составила 6 нМоль/л и 26 пМоль/л 

соответственно. Флуоресцентный сигнал увеличивался пропорционально времени 

инкубации.  

Предложенный ДНК-биосенсор позволяет детектировать дцДНК в приближенных к 

физиологическим условиях без предшествующей модификации. Кроме того, ДНК-биосенсор 

распознает таргетный участок ДНК в ПП, что доказывает его высокую селективность и 

чувствительность. Данный метод можно использовать для анализа ампликонов ДНК, 

полученных методами изотермической амплификации (RPA, LAMP, SDA) без 

необходимости стадии денатурации или асимметричной амплификации. 
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