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РЕЗЮМЕ

Цель исследования – сравнительный анализ двух доступных наборов, содержащих в одной реакционной 
смеси все реагенты и добавки, включая 100 mM Tris-НCl, 100 mM KCL, 4 mM MgSO4, 0,2% of Tween 20, 
необходимых для амплификации трех наиболее часто встречающихся у больных немелкоклеточным ра-
ком легкого (НМРЛ) полиморфизмов гена рецептора эпидермального фактора роста  EGFR: 181946 G/A 
(rs2293347), -191 C/A (rs712830) и -216G/T (rs712829).

Материалы и методы. Протокол для генотипирования 181946C>T, 191C>A и -216G/T был уточнен в со-
ответствии с ранее представленными данными. Продукты полимеразной цепной реакции (ПЦР) размером 
197 bp детектировали с помощью электрофореза в 2%-м агарозном геле с последующим окрашиванием 
этидиум бромидом.

Результаты. Наборы реактивов Biomaster HS Taq-PCR Color 2× и Biomaster LR HS PCR 2× были эффектив-
ны для амплификации 181946 G/A, локализованной в интроне гена EGFR. Кроме того, полиморфизмы -191 
C/A (rs712829) и -216G/T (rs712829), расположенные в промоторном участке и содержащие чрезвычайно 
высокое количество GC, успешно амплифицировались с помощью набора Biomaster LR HS PCR 2×.

Заключение. В настоящем исследовании показано, что наборы реактивов Biomaster HS Taq-PCR Color 
2× и Biomaster LR HS PCR 2× эффективны для амплификации 181946 G/A, локализованного в интроне 
гена EGFR. Кроме того, EGFR SNP -191 C/A, локализованный в промоторном участке с крайне высоким 
содержанием GC-пар, успешно амплифицировался с помощью набора реактивов Biomaster LR HS PCR 2x.
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ABSTRACT

Aim. To conduct a comparative analysis of two available kits that contain all necessary reagents and additives 
in a single reaction mixture, including 100 mM Tris-НCl, 100 mM KCL, 4 mM MgSO4, 0.2% of Tween 20, for 
the amplification of the three most common EGFR (epidermal growth factor receptor) gene polymorphisms in 
patients with non-small cell lung cancer (NSCLC): 181946 G/A (rs2293347), -191 C/A (rs712830) and -216G/T 
(rs712829).

Materials and methods. The protocol for genotyping 181946C>T, 191C>A and -216G/T was refined according 
to previously reported data. Polymerase chain reaction (PCR) products measuring 197 bp were detected using 
electrophoresis in a 2% agarose gel, followed by staining with ethidium bromide.

Results. The Biomaster HS Taq-PCR Color 2× and Biomaster LR HS PCR 2× reagent kits were effective for ampli-
fication of 181946 G/A polymorphism located in the intron of the EGFR gene. Additionally, polymorphisms -191 
C/A (rs712829) and -216G/T (rs712829), located in the promoter region and containing a high GC content, were 
successfully amplified using the Biomaster LR HS PCR 2× kit.

Conclusion. The present study shows that the Biomaster HS Taq-PCR Color 2× and Biomaster LR HS PCR 2× 
reagent kits are effective for amplification of 181946 G/A polymorphism located in the intron of the EGFR gene. 
Furthermore, the EGFR SNP -191 C/A, located in the promoter region with a high GC content, was successfully 
amplified using the Biomaster LR HS PCR 2× reagent kit. 
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ВВЕДЕНИЕ
Рецептор эпидермального фактора роста (EGFR) 

принадлежит к семейству рецепторных тирозин-
киназ. Он оказывает большое влияние на рост и 
дифференцировку как клеток нормального легко-
го, так и клеток рака легкого, а его онкогенный по-
тенциал давно обнаружен и хорошо доказан [1–3]. 
Несколько описанных ранее однонуклеотидных 
полиморфизмов (SNPs) гена EGFR ассоциированы 
с регуляцией синтеза рецепторного белка [1, 2, 4]. 
Учитывая роль EGFR в канцерогенезе, пролифера-
ции и дифференцировке, исследование полимор-
физмов EGFR у больных немелкоклеточным ра-
ком легкого (НМРЛ) имеет большое значение [3]. 
Однако промоторный участок EGFR, который мы 
исследовали, – один из регионов с крайне высоким 
содержанием гуанин-цитозиновых (GC) пар нукле-
отидов, которые составляют до 75,45% [5], поэтому 
его амплификация должна проводиться в особых  
условиях.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) – использу-
емый во всем мире метод выявления мутаций гена 
EGFR. Однако требуется особая оптимизация каждо-
го протокола ПЦР, в особенности в тех случаях, ког-
да амплифицируют GC-богатые участки, поскольку 
они имеют тенденцию к формированию вторичных 
структур, прерывающих стандартную ПЦР- ампли-
фикацию [6–8]. Ранее мы показали, что для амплифи-
кации SNPs в промоторном участке EGFR требуется 
трудоемкая стратегия оптимизации протокола ПЦР 
[5, 9]. До недавнего времени не существовало набо-
ров, содержащих полную реакционную смесь для 
амплификации таких сложных GC-богатых участ-
ков. В данном исследовании мы впервые протести-
ровали наборы Biomaster LR HS PCR 2× (BiolabMix, 
Россия) и HS Taq-PCR Color 2× (BiolabMix, Россия) 
с готовыми реакционными смесями для амплифика-
ции двух SNP: 181946 G/A и -191 C/A  с помощью 
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метода ПЦР с рестрикцией длины фрагмента, со-
держащего полиморфизм (restriction fragment length 
polymorphism, RFLP).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Наборы QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, 

Германия) и DNA Kits (Invitrogen/Life Technologies, 
Карлсбад, США) были использованы для выделения 
ДНК из крови здоровых доноров и парафиновых бло-
ков фиксированных в формалине опухолевых тканей 
больных НМРЛ соответственно. Как минимум три 
анализа были выполнены в каждой из исследован-
ных групп. Идентичный образец из каждой груп-
пы – это образец, использованный для определения 
одного и того же полиморфизма. Материал делили 
таким образом, чтобы тестируемые реагенты всегда 
проверялись на одном и том же образце, чтобы избе-
жать ошибок и неправильных результатов.

Концентрацию ДНК в полученных образцах 
в обоих случаях определяли с помощью Qubit® 
Fluorometer (Invitrogen/Life Technologies, США). 
Исследование и использование образцов тканей в 
научных целях одобрено местным этическим коми-
тетом. 

Протокол для генотипирования 181946C>T 
был уточнен в соответствии с ранее представлен-
ными данными [4] с небольшими модификация-
ми, а именно: температурный профиль ПЦР при 
использовании KAPA Taq Hot Start PCR Kits со-
стоял из исходной денатурации (95 °C, 5 мин); 
45 циклов денатурации (94 °C, 30 с), отжига при  
(55 °C, 30 с) и удлинения (72 °C, 60 с), а также фи-
нального удлинения (72 °C, 7 мин). Суммарный 
объем реакционной смеси для ПЦР составлял 25 
μl, включая 0,5 μl геномной ДНК, 0,4 μМ каждо-
го праймера, 0,2 mМ каждого из dNTPs, магния в 
концентрации, соответствующей 1,7 mМ MgCl2, 
и 1 U KAPA Taq DNA polymerase в 1× PCR буфе-
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ра A. Продукты ПЦР размером 244 bp детектиро-
вали с помощью электрофореза в 2%-м агароз-
ном геле с последующим окрашиванием этидиум  
бромидом.

Для генотипирования 191C>A и -216G/T поли-
морфизма EGFR использовали ранее описанный 
протокол [1] с несколькими модификациями [5, 9]. 
Все ПЦР проводили с помощью KAPA Taq Hot Start 
PCR Kits (Kapa Biosystems, США). Температурный 
профиль состоял из исходной денатурации (95 °C, 
5 мин); 45 циклов денатурации (94°C, 30 с), отжи-
га  (63 °C, 30 с) и удлинения (72 °C, 60 с), а также 
финального удлинения (72 °C, 7 мин). Суммар-
ный объем реакционной смеси для ПЦР составлял  
25 μl, включая 0,4 μl геномной ДНК, 0,4 μМ каждого 
праймера, 0,2 mМ каждого из dNTPs, 1,5 M бетаина 
и 1 U KAPA Taq DNA polymerase в 1× PCR буфера 
A (с 1,5 mM MgCl2). Продукты ПЦР размером 197 
bp детектировали с помощью электрофореза в 2%-м 
агарозном геле с последующим окрашиванием эти-
диум бромидом.

Biomaster HS Taq-PCR Color 2× (BiolabMix, Рос-
сия) и Biomaster LR HS PCR 2× (BiolabMix, Россия), 
содержащие 100 mM Tris-НCl, 100 mM KCL, 4 mM 
MgSO4, по 0,2% Tween 20 и DMSO, были проте-
стированы в соответствии с инструкциями произ-
водителя и приведены в соответствие с теми же 
протоколами PCR-RFLP для обоих SNP. Реакцию 
ПЦР проводили в суммарном объеме 25 μl с 0,4 или  
0,5 μl геномной ДНК и 0,4 μМ каждого из праймеров. 
Температурные профили реакций соответствовали 
описанным ранее.

Для расщепления RFLP −191C>A использова-
ли рестриктазу Cfr42I, (Fermentas/Thermo Fisher 
Scientific, Вильнюс, Литва), а для расщепления RFLP 
181946C>T – рестриктазу Fast Digest TfiI, (PfeI) 
(Fermentas/Thermo Fisher Scientific, Вильнюс, Лит-
ва). Продукты реакции детектировали с помощью 
электрофореза в 3%-м агарозном геле.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Это исследование показало эффективность изу-

ченных наборов для амплификации трех наиболее 
важных полиморфизмов гена EGFR, содержащих 
GC-богатые участки, в образцах тканей больных 
НМРЛ. Для 181946 G/A анализ методом ПЦР с по-
мощью обоих наборов Biomaster приводил к образо-
ванию фрагмента размером 244 bp (рис. 1). Ни один 
из наборов не влиял на результаты последующего 
анализа методом RFLP, а именно: продукты RFLP 
представляли собой для 181946G фрагменты разме-
ром 244 bp и для 181946 A – фрагменты размером 
171 bp (рис. 2). 

24
4 

bp

Рис. 1. ПЦР  продуктов амплификации полиморфизма 
181946G/A (D994D) (rs2293347) с использованием  Bio- 
master HS Taq-PCR Color (2×) и Biomaster LR HS PCR 
(2×) в отдельных реакционных смесях: 1 – стандарты, 
2 – контрольная ДНК,  3 – ДНК НМРЛ, 4 – контрольная 
ДНК с Biomaster HS Taq-PCR Color (2×), 5 – ДНК НМРЛ с 
Biomaster HS Taq-PCR Color (2×), 6 – контрольная ДНК с 
Biomaster LR HS PCR (2×), 7 – ДНК НМРЛ с Biomaster LR 

HS PCR (2×)

Рис. 2. Продукты PCR-RFLP для полиморфизма 181946G/A 
(D994D) (rs2293347) с Biomaster HS Taq-PCR Color (2x) и 
Biomaster LR HS PCR (2x) в отдельных реакционных сме-
сях: lane 1 – стандарты, lane 2 – контрольная ДНК, lane 
3 – ДНК НМРЛ, lane 4 – контрольная ДНК с Biomaster HS 
Taq-PCR Color (2x), lane 5 – ДНК НМРЛ with Biomaster HS 
Taq-PCR Color (2x), lane 6 – контрольная ДНК с Biomaster 
LR HS PCR (2x),  lane 7 – ДНК НМРЛ with Biomaster LR 

HS PCR (2x)

244 bp

171 bp

Biomaster LR HS PCR 2× протестировали для -191 
C/A, была выявлена соответствующая ПЦР ампли-
фикация (рис. 3). Biomaster HS Taq-PCR Color 2× не 
позволял получить желаемые продукты ПЦР разме-
ром 197 bp (рис. 3). Вместо этого в агарозном геле 
было видно множество смазанных и дополнитель-
ных полос размером больше ожидаемого. Поскольку 
при использовании Biomaster HS Taq-PCR Color 2× 
амплификации не было, мы проводили RFLP-ана-
лиз только для продуктов, полученных с помощью 
Biomaster LR HS PCR 2× kit, и визуализировали 
фрагмент 191 bp, который соответствует образцам 
ДНК с гомозиготой дикого типа (-191GG) (рис. 4). 
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Продукты, получающиеся в результате PCR-
RFLP для полиморфизма  -16G/T (rs712829) с ис-
пользованием реакционной смеси Biomaster LR HS, 
показаны на рис. 5.

ОБСУЖДЕНИЕ
Общепринятый протокол ПЦР является основой 

широкого спектра биологических экспериментов, 
включая исследование EGFR, однако в каждом кон-
кретном случае необходимо учитывать и соблюдать 
специфические условия реакции. Несмотря на то, 
что этот процесс может потребовать значительного 
времени и финансовых затрат, начиная с дизайна 
праймеров, подбора материалов, реагентов, реакци-
онных смесей, протокола и температурного профиля 
амплификации и т.д., включая стратегию выявления 
и устранения неполадок, оптимизация методики ПЦР 
неизбежна, особенно, когда нужно амплифицировать 
GC-богатые участки [3, 5, 10]. Эти участки с высоким 
содержанием GC-пар образуют вторичные структуры 
и проявляют резистентность к денатурации, что при-
водит к неправильному прикреплению праймеров. 

Было предпринято несколько попыток решить 
эти проблемы, включая модификацию праймеров 
или температурных условий [11], использование раз-
личных добавок [7, 9]. Обычно используются усили-
вающие реагенты для увеличения выхода и специ-
фичности реакции на таких сложных ДНК матрицах 
[6, 8, 11−13]. Ранее мы подобрали подходящую кон-
центрацию матрицы ДНК, температурные условия и 
оптимальную концентрацию MgCl2 для амплифика-
ции EGFR SNPs в промоторных участках, содержа-
щих до 75,45% GC [3, 5], и протестировали эффекты 
различных добавок, увеличивающих специфичность 
ПЦР [7, 9].

19
7 

bp

Рис. 3. Продукты ПЦР для полиморфизмов -191C/A 
(rs712830) and for -216G/T (rs712829)  с Biomaster HS Taq-
PCR Color (2x) и Biomaster LR HS PCR (2x) в отдельных 
реакционных смесях: lane 1 – стандарты, lane 2 – кон-
трольная ДНК с Biomaster HS Taq-PCR Color (2x), lane 3 – 
ДНК НМРЛ с Biomaster HS Taq-PCR Color (2x), lane 4 – 
контрольная ДНК с Biomaster LR HS PCR (2x), lane 5 – 
ДНК НМРЛ с Biomaster LR HS PCR (2x), lane 6 – контроль-

ная ДНК, lane 7 – ДНК НМРЛ

Рис. 4.  Продукты PCR-RFLP для полиморфизма -191C/A 
(rs712830) с реакционной смесью Biomaster LR HS PCR 
(2x): lane 1 – контрольная ДНК с Biomaster LR HS PCR 
(2x), lane 2 – ДНК НМРЛ с Biomaster LR HS PCR (2x), lane 
3 – контрольная ДНК,  lane 4 – ДНК НМРЛ,  lane 5 –  стан-

дарты 

19
7 

bp

Рис. 5.  Продукты PCR-RFLP для полиморфизма -216G/T 
(rs712829) с реакционной смесью Biomaster LR HS PCR 
(2x): lane 1 – контрольная ДНК с Biomaster LR HS PCR 
(2x), lane 2 – ДНК НМРЛ с Biomaster LR HS PCR (2x), lane 
3 – контрольная ДНК,  lane 4 –ДНК НМРЛ,  lane 5 – стан-

дарты
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Оригинальные  статьи

В настоящем исследовании мы описываем пре-
имущества использования наборов Biomaster, по-
скольку они минимизируют риск контаминации, так 
как включают все реагенты и добавки, необходимые 
для проведения ПЦР, в одной реакционной смеси. 
Кроме того, уменьшается время приготовления базо-
вой реакционной смеси. Наши результаты показыва-
ют, что наборы Biomaster обеспечивают более успеш-
ную реакцию ПЦР по сравнению с ПЦР в отсутствии 
этих наборов. В состав набора Biomaster LR HS PCR 
2× входит комбинация HS-Taq и Pfu ДНК-полиме-
раз со стабилизаторами ДНК-полимераз и соответ-
ствующими добавками, помогающими проведению 
реакции ПЦР. Он даже содержит 0,2% of Tween 20, 
который, как было показано [14], уменьшает количе-
ство неспецифических полос. Производителем было 
предложено при необходимости добавлять несколь-
ко больше DMSO, для которого также ранее под-
тверждена важная роль в данной реакции. Буферы 
для ПЦР, используемые для приготовления реакци-
онной смеси, обычно содержат MgCl2, тогда как бу-
фер Biomaster LR HS PCR 2× – MgSO4, что вероятно 
увеличивает полимеразную активность [8].

Этот набор подходит для протяженных, сложных 
участков и для GC-богатых фрагментов. И здесь мы 
показываем, что ожидаемые продукты PCR-RFLP 
для -191C>A из образцов рака легкого визуализиру-
ются при гель-электрофорезе (см. рис. 3, 4). Это даже 
не длинный фрагмент ПЦР (размером 244 bp). Для 
181946 G/A адекватно работал как этот набор, так и 
Biomaster HS Taq-PCR Color 2× (см. рис. 1, 2).

Biomaster HS Taq-PCR Color 2× используют для 
общепринятой ПЦР и для матриц длиной до 5 kbp. 
Он уже содержит красители, поэтому нет необходи-
мости в загрузке соответствующего буфера при элек-
трофорезе.  Благодаря высокой плотности, реакцион-
ная смесь легче проникает в лунку агарозного геля. 
Этот набор не подходит для -191C>A, поскольку не 
выявлено ожидаемых продуктов ПЦР (см. рис. 3).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в настоящем исследовании мы 

показали, что Biomaster HS Taq-PCR Color 2× и 
Biomaster LR HS PCR 2× эффективны для амплифи-
кации 181946 G/A, локализованного в интроне гена 
EGFR. Кроме того, EGFR SNP -191C/A, локализо-
ванный в промоторном участке с крайне высоким 
содержанием GC-пар, успешно амплифицировался с 
помощью Biomaster LR HS PCR 2×.
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