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Метою дослідження було порівняти ефективність двох методів виділення РНК для подальшого 
кількісного аналізу експресії генів у культурі нейронів гіпокампа щурів: модифікованого протоколу 
з використанням реагенту TRIzol™ та колонкового набору GeneJET™ RNA Purification Kit. 
Встановлено, що обидва методи забезпечують подібну концентрацію та чистоту РНК, а також 
порівнянну відтворюваність кПЛР. Значущих відмінностей між методами за співвідношенням 
A260/280, концентрацією РНК та варіабельністю ампліфікації не виявлено (p > 0,05). Отже, 
оптимізований TRIzol™-протокол продемонстрував рівень очищення РНК, близький до колонкового 
методу, і може розглядатися як надійна та економічно доцільна альтернатива для молекулярно-
біологічних досліджень у культурах з обмеженою кількістю біоматеріалу.
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ВСТУП

Кількісна полімеразна ланцюгова реакція 
(кПЛР) є базовим методом аналізу експресії 
генів у сучасних нейробіологічних дослід
женнях, зокрема у in vitro моделях. Точність 
цього методу значною мірою залежить від 
якості РНК, що використовується як матриця 
для зворотної транскрипції. У випадку 
первинних культур нейронів гіпокампа, які 
характеризуються обмеженою кількістю 
клітин, стандартні протоколи ізоляції часто 
не забезпечують достатньої чистоти РНК, що 
ускладнює подальший аналіз. Для перевірки 
ефективності методів виділення РНК у 
нейрональних культурах було використано 
модель, що відтворює умови клітинного 
ушкодження. Киснево-глюкозна депривація 
(КГД) є відомою in vitro моделлю нейрональ
ної ішемії, що супроводжується активацією 
транскрипційних програм апоптозу та запа
лення. Оскільки каспаза-3 є основним ефек
тором апоптозу, її експресію доцільно вико
ристовувати для оцінки придатності отри
маної РНК до аналізу транскрипційних змін 

у моделі КГД [1]. Метою цієї роботи було 
порівняти ефективність двох поширених 
методів виділення РНК, модифікованого 
TRIzol™-протоколу та колонкового набору 
GeneJET™ RNA Purification Kit, при аналізі 
експресії каспази-3 у культурі нейронів 
гіпокампа щурів після КГД.

МЕТОДИКА

Біоетичні норми
Усі експериментальні процедури відповідали 
вимогам Європейської конвенції про захист 
хребетних тварин, що використовуються 
для дослідних та інших наукових цілей 
(Страсбург, 1986), та були схвалені локаль
ним комітетом з біоетики Інституту фізіології 
ім. О.О. Богомольця НАН України.
Культивування клітин гіпокампа
Первинні нейрони гіпокампа виділяли з 
мозку одноденних щурів лінії Вістар за 
стандартною методикою, із незначними 
модифікаціями [2]. Клітини висаджували у 
6-луночних планшети, попередньо оброблені 
полі-L-лізином (Sigma-Aldrich, США). Гус

© Інститут фізіології ім. О.О. Богомольця НАН України, 2025
© Видавець ВД “Академперіодика” НАН України, 2025



ISSN 2522-9028 Фізіол. журн., 2025, Т. 71, № 5, додаток 20

Оцінка ефективності екстракції РНК з культивованих нервових клітин

тина клітин складала 25 000 на лунку. Про
тягом 10-12 діб культури підтримували у 
середовищі Neurobasal™ (Gibco, США) з 
добавкою B27 Supplement (Gibco, США) 
при 37 °C у зволоженій атмосфері з 5 % CO₂. 
Для моделювання ішемічного пошкодження, 
культури утримували у спеціальній камері, 
де кисень повітря замінювали на азот у 
безглюкозному фізіологічному розчині 
протягом 40 хв з подальшою нормоксичною 
реперфузією 4 год.
Виділення РНК
Для ізоляції загальної РНК застосовували 
два методи.

1. Екстракція РНК за допомогою модифі
кованого TRIzol™-протоколу. Клітини лізу
вали у 300 мкл TRIzol™ Reagent (Thermo 
Fisher Scientific, США), після чого додавали 
100 мкл хлороформу, перемішували та 
центрифугували (13 600×g, 15 хв, 4 °C). 
Водну фазу відбирали, змішували з 250 
мкл ізопропанолу та інкубували при −20 °C 
протягом ночі для преципітації РНК. Зразки 
осаджували та тричі промивали 500 мкл 75 % 
етанолу (4 °C) центрифугуванням (12 000×g, 
5 хв, 4 °C), після чого підсушували на повітрі 
та ресуспендували у 30 мкл РНКазо-вільної 
води. 

2. Адсорбція РНК колонковим методом. 
Використовували GeneJET™ RNA Purifica-
tion Kit (Thermo Fisher Scientific, Литва), 
що базується на адсорбції нуклеїнових 
кислот на поверхні силікагелевої мембрани 
в спеціальній колонці. Лізат готували у 600 
мкл буфера з DTT, переносили на колонку, 
промивали за протоколом виробника та 
елюювали РНК у 50 мкл РНКазо-вільної 
води.
Оцінка якості
Концентрацію та чистоту РНК визначали 
спектрофотометрично на NanoDrop 2000 
(Thermo Scientific, США). 
Синтез кДНК та кПЛР
Синтез кДНК проводили з використанням 
High-Capacity cDNA Reverse Transcrip-
tion Kit (Applied Biosystems, США). кПЛР 

виконували із застосуванням Luna® Univer-
sal qPCR Master Mix (New England Biolabs, 
США) згідно з інструкціями виробників. 
Для аналізу використовували праймери до 
генів β-актину (BACT) і каспази-3 (CASP3): 
BACT – F: GGAGATTACTGCCCTGGCTCC-
TA, R: GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG; 
CASP3 – F: CCGACTTCCTGTATGСТТАСТС, 
R: CCAGGGAGAAGGACTCAAATTC.
Статистичний аналіз
Експерименти проводили щонайменше у 
трьох біологічних повторах (n = 3). Статис
тичний аналіз виконували у середовищі  
Python 3.11 із використанням пакетів pandas, 
numpy та scipy.stats. Для порівняння між 
двома незалежними групами застосовували 
двовибірковий t-тест (Student’s t-test). Дані 
подано як середнє ± стандартне відхилення 
(SD).Рівень статистичної значущості прий
мали при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Оцінка концентрації і чистоти ізольованої РНК
Порівняльний аналіз модифікованого про
токолу TRIzol™ і колонкового набору 
GeneJET™ показав відсутність статистично 
значущих відмінностей у кількісних і якісних 
показниках РНК. Середня концентрація 
РНК становила 34,6 ± 10,6 нг/мкл (TRIzol™) 
і 57,7 ± 32,3 нг/мкл (GeneJET™); різниця не 
досягала статистичної значущості, t(4) = 1.67,  
p  = 0.126. Аналогічно, співвідношення 
A260/280, що відображає рівень білкових 
домішок, не відрізнялося між методами 
(1,89 ± 0,09 проти 1,95 ± 0,06; t(4) = 1.28,  
p = 0.23). Однак, статистично значуща різниця 
спостерігалася у показнику A260/230, що 
відображає рівень очищення від органічних 
домішок: TRIzol™ мав нижчі значення (0,68 ± 
0,23) порівняно з GeneJET™ (1,20 ± 0,21; t(4) = 
4.08, p = 0.0022). Це, ймовірно, зумовлено за
лишками фенольних сполук, однак домішки 
у даному діапазоні не вплинули на якість 
ампліфікації. Отже, модифікований TRIzol™ 
забезпечує концентрацію та чистоту РНК, 
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порівнянні з колонковим методом, при дещо 
нижчому рівні очищення від органічних 
сполук.
Відтворюваність кПЛР.
Варіабельність ампліфікації оцінювали за 
стандартним відхиленням порогових цик
лів (Cq_SD). Для гена β-актину значення 
Cq_SD становило 0,12 ± 0,03 (GeneJET™) 
та 0,43 ± 0,37 (TRIzol™), а для каспа-
зи-3 − 0,20 ± 0,17 і 0,87 ± 0,41 відповідно. 
Статистичний аналіз не виявив достовірних 
відмінностей між методами (для BACT: t(4) = 
−1.21, p = 0.35; для CASP3: t(4) = −2.13, 
p = 0.17). Це свідчить, що обидва методи 
забезпечують подібний рівень технічної від
творюваності кПЛР. Незважаючи на дещо 
вищу міжповторну варіабельність у TRIzol™, 
вона залишається в межах прийнятної норми 
для кількісних експериментів. Таким чином, 
оптимізований TRIzol™ є відтворюваною, 
доступною та ефективною альтернативою 
колонковим методам для експресійних 
досліджень у нейрональних культурах із 
лімітованою кількістю біоматеріалу. 

Відомо, що білкові або фенольні домішки 
можуть інгібувати активність зворотної 
транскриптази та ДНК-полімерази, що 
призводить до зміщення порогових циклів 
і зростання міжповторної мінливості [3]. 
Отримані нами результати свідчать, що 
досліджені зразки мають достатньо високу 

чистоти РНК і низьку технічну варіабельність 
для забезпечення достовірності кПЛР-
аналізу. Додаткові промивання у модифі
кованому протоколі TRIzol™ ефективно 
усувають залишкові домішки, зменшуючи 
варіабельність ампліфікації до рівня, порів
нянного з високо ефективним колонковим 
методом GeneJET™. Таким чином, опти
мізований TRIzol™ можна вважати відтво
рюваною, доступною та ефективною альтер
нативою комерційним колонковим наборам 
для дослідженя експресії генів у нейрональ
них модельних системах з лімітованою 
кількістю біоматеріалу.
Дані про фінансову підтримку
Робота виконана за підтримки гранту 
№ 2023.05/0023 від Національного фонду 
досліджень України.
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