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Аннотация. Мы применили два подхода получения флуоресцентно меченой ДНК как 

субстратов импорта в митохондрии: (1) введение флуоресцентного красителя в молекулы ДНК 
с помощью амплификации в ПЦР с использованием праймеров, содержащих Cy3; (2) 
включение в ДНК модифицированного мононуклеотида аминоаллил-дУТФ в ходе ПЦР с 
последующим мечением АА-дУТФ активированным N-гиброксисукцимидным эфиром (Cy3-
SE). Мы провели тестирование эффективности импорта в митохондрии, изолированные из A. 
thaliana, субстратов ДНК, меченых таким образом в ПЦР. 
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Флуоресцентное мечение нуклеиновых кислот, дезоксирибонуклеиновой (ДНК) и 

рибонуклеиновой (РНК) является основным методом биодетекции в ДНК/РНК-
диагностике, молекулярно-генетических исследованиях, секвенировании, геномном 
анализе, флуоресцентной микроскопии [Bentley et al., 2008], применяется в протеомике, 
метаболомии, генной инженерии растений (трансгенез) [Ranasinghe et al., 2005]. 
Флуоресцентное мечение молекул ДНК/РНК, проводимое с использованием, в 
основном, цианиновых красителей с полиеновой структрой в транс-форме [Alexander et 
al., 2015], позволяют идентифицировать точечные мутации в генах, детектировать  
локальную модификацию и конформацию в биополимерах сложного строения. В 
молекулярно-генетических исследованиях существует необходимость в разработке 
методов быстрого анализа специфических последовательностей ДНК. 

 
 
Рис. 1. Схема способов введения флуоресцентно меченых нуклеотидов в молекулы 

ДНК. А. Амплификация фрагментов ДНК в ПЦР с использованием флуоресцентно 
меченых праймеров; Б. Амплификация фрагментов ДНК в ПЦР с использованием 
аминоаллила-дУТФ вместо/вместе с дТТФ и последующей инкубацией фрагментов ДНК с 
активизированным N-гидроксисукцинимидным эфиром красителя, Cy3-SE. 
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DEVELOPING OF METHOD OF FLUORESCENT LABELING OF DNA 
FRAGMENTS WITH DIFFERENT LENGTHS AND ANALYSIS OF LABELED 

SUBSTRATES IMPORT IN THE MITOCHONDRIA OF PLANTS 
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Abstract. We applied two approaches to obtain the fluorescent labeled DNA as substrates for 

mitochondria import: (1) introduction of the fluorescent dye in DNA molecules using PCR 
amplification with primers containing Cy3: (2) incorporation in DNA of modified mononucleotide 
aminoallyl-dUTP during PCR, followed by postsynthetic labeling of the AA-dUTP by activated N-
hydroxysuccinimide ester (Cy3-SE). We tested the efficiency of import into mitochondria isolated 
from A. thaliana of DNA substrates labeled thus in PCR. 

Keywords: fluorescent labeling of DNA, polymerase chain reaction, modification of nucleotides, 
DNA import in plant mitochondria 
  


