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Во всех живых организмах молекулы РНК раз-
личных типов подвергаются посттранскрипционным 
модификациям. Только к концу прошлого века коли-
чество известных природных модификаций четырех  
основных рибонуклеотидов превысило сотню [1]. Их 
можно разделить на четыре основных типа. Первый 
включает в себя изомеризацию уридина в псевдо-
уридин, второй – модификации азотистых оснований, 
такие как метилирование атомов углерода и азота, 
дезаминирование (к примеру, с образованием инози-
на), восстановление двойных связей (с образованием 
дигидроуридина), встраивание атома серы и алкили-
рование (к примеру, изопентилирование, треонили-
рование). Третий тип представлен метилированием 
2′-гидроксила рибозы (Nm). Четвертый тип, наиболее 
сложный – это множественные модификации (напри-
мер, образование 3-(3-амино-3-карбоксипропил)ури-
дина, acp3U; 1-метил-3-(3-амино-3-карбоксипропил)
псевдоуридина, m1acp3Ψ) или «гипермодификации», 
которые формируются путем специфических обмен-
ных механизмов (к примеру, кьюозин, который встре-
чается у эубактерий и эукариот).

Среди всех классов РНК транспортные РНК 
(тРНК) и рибосомные РНК (рРНК) наиболее подвер-
жены различным модификациям. Так, около 11, 14 и 
17% всех нуклеотидов тРНК являются модифициро-
ванными в Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae 
и в клетках животных [2]. Известно, что эти моди-
фикации обеспечивают химическое и функциональ-
ное разнообразие тРНК, а также улучшают их струк-
турную стабильность [3]. Как и тРНК, рРНК также 
содержит множество модифицированных нуклеоти-
дов, и они сосредоточены преимущественно в функ-
ционально значимых областях рибосомы. Полный 
список всех модификаций рРНК и их особенностей 

был подробно составлен для E. coli [1] и в некоторой 
степени для других организмов [4]. Одной из наи-
более интересных и распространенных модификаций 
рибонуклеотидов является метилирование. Боль-
шинство метилированных нуклеотидов уже иденти-
фицированы, однако остается вероятность того, что 
наличие или отсутствие той или иной модификации 
регулируется в зависимости от внешних для клетки 
условий. Кроме того, некоторые модифицированные 
нуклеотиды, которые всегда присутствуют в клетке, 
могут быть еще не обнаружены.

Существует большое количество различных ва-
риантов метилирования нуклеотидов РНК, которые 
можно разделить на 2 большие группы: метилиро-
вание азотистого основания и 2'-О-метилирование. 
В свою очередь азотистое основание может иметь 
метильную группировку на атомах азота (метилиро-
ванные нуклеотиды: m6A, m2G, m6

2A, m7G, m3U, m3Ψ, 
m1G) или углерода (m5C, m5U, m2A, m8A, m2m8A). Все 
перечисленные типы метилированных нуклеотидов 
РНК представлены на рис. 1. 

Положение метильных групп в рибонуклеоти-
дах можно разделить на препятствующие и не пре-
пятствующие образованию классических Уотсон-
Криковских пар.

На сегодняшний день существует богатое разно-
образие методов для определения метильных групп, 
содержащихся в нуклеотидах РНК.

Фингерпринтный анализ

Один из самых ранних методов установления по-
ложения метилированного нуклеотида – разделение 
двумерным электрофорезом радиоактивно меченных 
[14С]-фрагментов РНК, полученных путем фермен-
тативного гидролиза, которые далее секвенировали 
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[5]. Данный метод имеет ряд недостатков: 1) для  по-
лучения РНК in vivo с радиоактивно меченными ме-
тильными группами выбранным клеткам необходим 
метионин, причем требуются определенные условия 
для роста клеток; 2) затруднено секвенирование фраг-
ментов; 3) зачастую сложно определить местонахож-
дение секвенированного фрагмента в исходной РНК. 
Этими трудностями обусловлен недостаточный объем 
информации о наличии метилированных оснований.

секвенирование рнк путем химического или 
ферментативного гидролиза

В 1977 г.  Максам и Гилберт создали метод секве-
нирования ДНК путем специфического химического 
гидролиза [6], который основывается на различиях в 
химических свойствах нуклеотидов. Следом за этим 
открытием  были предложены методы химического 
[7] и ферментативного [8] секвенирования РНК, ко-
торые позволяли также обнаружить некоторые мо-
дифицированные нуклеотиды. В ходе химического 
секвенирования радиоактивно меченную с одного 

конца РНК подвергали модификации, а затем гидро-
лизу в присутствии реагентов, специфичных по от-
ношению к гуанину, аденину или пиримидиновым 
основаниям. А в результате ферментативного расще-
пления РНК  различными нуклеотид-специфичными 
РНКазами также получали набор олигорибонуклео-
тидов. Полученные фрагменты РНК анализировали 
с помощью электрофореза. Наличие 2'-О-метильной 
группы в рибозе препятствовало характерному раз-
рыву фосфодиэфирной связи в обоих методах и та-
ким образом могло быть обнаружено.

Для анализа больших РНК использовали олигоде-
зоксирибонуклеотиды, комплементарные различным 
участкам РНК, и полученные РНК-ДНК-гибриды под-
вергали гидролизу с помощью РНКазы Н. Таким об-
разом была получена карта 18S рРНК кролика с иден-
тификацией  метилированных нуклеотидов (Сm, Am, 
Um, m7G [9]). Однако идентификация метилированных 
нуклеотидов подобным методом в 18S рРНК – лишь 
исключение, так как секвенирование больших РНК 
с его помощью вызывает много затруднений. Кроме 

Рис. 1. Метилированные нуклеозиды и азотистые основания, встречающиеся в РНК: а – 2'-О-метилированный 
нуклеозид в общем виде (Bm); б – азотистые основания, метилированные по атому углерода: 5-метилцитозин (m5C), 
5-метилурацил (m5U), 2-метиладенин (m2A), 8-метиладенин (m8A), 2,8-диметиладенин (m2m8A ); в – азотистые 
основания, метилированные по атому азота: 6-метиладенин (m6A), 2-метилгуанин (m2G), 6,6-диметиладенин (m6

2A), 
7-метилгуанин (m7G), 3-метилурацил (m3U), 3-метилпсевдоурацил (m3Ψ), 1-метилгуанин (m1G)
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того, путем гидролиза РНК далеко не все метилиро-
ванные нуклеотиды можно было идентифицировать. 
Поэтому требовалось найти более универсальный под-
ход к данной проблеме. На смену описанным методам 
пришли новые, которые и по сей день используют для 
обнаружения метилированных нуклеотидов.

реакция обратной транскрипции

Реакцию обратной транскрипции с целью поис-
ка модифицированных нуклеотидов впервые приме-
нила группа Офенганда, обнаружив таким образом 
несколько псевдоуридиловых нуклеотидов в прока-
риотической 23S рРНК [10], а несколько позднее – не-
которые псевдоуридиловые нуклеотиды, а также 2'-О-
метилированные  в  эукариотической 28S рРНК [11]. 
Как известно, реакция обратной транскрипции тер-
минируется при наличии некоторых модифицирован-
ных нуклеотидов, в особенности тех, которые меша-
ют правильному формированию Уотсон-Криковских 
пар. При удлинении олигодезоксирибонуклеотида, 
имеющего радиоактивную или флуоресцентную мет-
ку, можно детектировать характерные остановки об-
ратной транскриптазы на том или ином «неправиль-
ном» нуклеотиде. Помимо этого было показано, что в 
зависимости от контекста в рРНК остановка обратной 
транкрипции перед 2'-О-метилированными нуклеоти-
дами может существенно зависеть от концентрации 
дезоксирибонуклеозид-5'-трифосфатов, добавленных 
к реакции [12]. Таким образом, наличие 2'-О-метили-
рования можно выявлять с помощью обратной транс-
крипции при недостатке дезоксирибонуклеозид-5′-
трифосфатов.

Реакция обратной транскрипции широко исполь-
зуется не только для прямого определения модифи-
цированных нуклеотидов. Некоторые модификации, 

в обычных условиях не приводящие к остановке об-
ратной транскриптазы, можно обнаружить, используя 
различия в химических свойствах метилированного 
и неметилированного нуклеотида. Так, метилирован-
ный по эндоциклическому атому азота в положении 7 
гуанозин (m7G) может быть восстановлен тетрагидро-
боратом натрия с последующим отщеплением азоти-
стого основания в присутствии анилина в кислой сре-
де (рис. 2), в то время как неметилированный гуанозин 
не вступает в указанные реакции [13]. Очевидно, что 
такое отличие будет приводить к существенной раз-
нице в эффективности терминации реакции обратной 
транскрипции в области исследуемого нуклеотида и 
таким образом указывать на наличие или отсутствие 
нуклеотида m7G.

Аналогично нуклеотиду m7G, нуклеотид m3С 
также вступает в реакцию β-элиминирования после 
активации гидразином, так как метильная группа в 
положении 3 усиливает электрофильность цитозина 
(рис. 3).

Стоит отметить также реакционную способность 
других модифицированных нуклеотидов, которую 
также можно использовать в их детекции, например, 
диметилхлорсилан взаимодействует специфически с 
нуклеотидом m2G [14].

Отдельно можно выделить нуклеофильные и вос-
станавливающие агенты, которые специфически вза-
имодействуют с нуклеотидами. Бисульфит, гидразин, 
метоксамин и гидроксиламин способны атаковать 
шестой атом углерода в пиримидиновых основаниях 
[15–20]. При обработке РНК бисульфитом при стро-
гом контроле условий прохождения реакции нуклео-
тид m5C не будет взаимодействовать с ним в связи с 
пониженной электрофильностью, в то время как не-
модифицированный цитозин будет дезаминирован 

Рис. 2. Реакция апуринизации метилированного гуанозин монофосфата m7G
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и превратится в урацил (рис. 4). Данный метод стал 
классическим при определении цитозина, метилиро-
ванного по атому С5.

Кроме реакции с бисульфитом, также интересны 
реагенты, специфически окисляющие m5C, – оксид 
осмия (VIII) и перманганат-ион. Они окисляют двой-
ную C5–C6-связь 5-метилцитозина, приводя впослед-
ствии к гидролизу РНК (рис. 5).

2'-О-метилированные нуклеотиды более устойчи-
вы к щелочному гидролизу, чем неметилированные. 
Это связано с тем, что свободная 2'-ОН-группа рибо-
зы подвергается депротонированию и затем атакует 
соседний 3'-гидроксил с образованием циклофосфа-
та с одновременным гидролизом цепи РНК. Метиль-
ная группировка препятствует щелочному гидролизу 
и может быть обнаружена путем реакции обратной 
транскрипции (рис. 6) [12, 21].

Большинство последующих методов определения 
метилированных нуклеотидов так или иначе являются 
производными от ранее предложенных. Для приготов-
ления исследуемых образцов РНК чаще всего исполь-
зуют характерные химические свойства метилиро-

ванных нуклеотидов или нуклеотид-специфический 
гидролиз с помощью РНКаз.

Масс-спектрометрия

При попытке анализировать нуклеиновые кис-
лоты методами масс-спектрометрии исследователи 
сталкивались с проблемой, связанной с термической 
нестабильностью этих молекул. Для получения целых 
неповрежденных фрагментов РНК необходимо было 
подобрать условия ионизации «мягкие», но достаточ-
ные для формирования ионов. Кроме того, большин-
ство масс-спектрометров имеют ограничения по мак-
симальной анализируемой массе фрагментов. Данную 
проблему позволяет решить масс-спектрометрия с 
электроспрей-ионизацией (ESI-MS), которая впервые 
была применена для определения модифицированных 
нуклеотидов РНК группой Макклоски [22]. При про-
ведении данного метода олигонуклеотиды формиру-
ют многозарядные ионы в газовой фазе, и это позво-
ляет анализировать фрагменты, более тяжелые, чем 
было возможно ранее [23]. Пример сравнительного 
анализа методом масс-спектромерии MALDI оли-

Рис. 3. Реакция β-элиминирования метилированного цитозина m3С

Рис. 4. Бисульфитная реакция с участием азотистых оснований С и m5C
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Рис. 6. Гидролиз РНК через образование 2’,3’-циклофосфата

Рис. 5. Окисление метилированного цитозина m5C перманганат-ионом

Рис. 7.  MALDI MS-анализ фрагментов тРНК1
Val из штамма: а – ΔyfiC (нуклеотид А37 не метилирован), б – ΔyfiC, несущего 

плазмиду с геном метилтрансферазы YfiC (нуклеотид А37 метилирован в шестом положении) [24]
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горибонуклеотидов, содержащих и не содержащих 
метилированный аденин, представлен на рис. 7 [24]. 
На рис. 7 представлена область тяжелых ионов. Фраг-
менты тРНК получены путем расщепления РНКазой 
Т1. Соответствующие пику олигонуклеотидные по-
следовательности и их массы отмечены на спектре.

Новые методы анализа фрагментов РНК продол-
жают совершенствоваться, но их основные подходы, 
описанные в данной статье, сохраняются [25]. Наи-
более часто для получения масс-спектров молекулы 
РНК предварительно гидролизуют специфическими 
РНКазами с образованием коротких фрагментов и 
затем сравнивают их теоретические и эксперимен-
тально определяемые массы. Отдельное достоинство 
метода заключается в том, что с его помощью можно 
детектировать разницу в массах фрагментов, состав-
ляющую менее 1 Да, поэтому обнаружение и иден-
тификация любых модификаций нуклеотидов не со-
ставляет труда.

Существенным недостатком метода является 
сложность в анализе высокомолекулярных олигори-
бонуклеотидов. Зачастую это накладывает ограниче-
ния на возможность точного определения локализа-
ции метилированного нуклеотида в больших молеку-
лах РНК, таких, как рРНК. Данная проблема может 
быть решена в некоторых случаях путем гидролиза 
макромолекулы с образованием более мелких фраг-
ментов. Другой недостаток анализа метилированных 
моно- и олигонуклеотидов заключается в том, что 
метод не дает информации о положении метильной 
группы в нуклеотиде. Поэтому результаты масс-
спектрометрического анализа необходимо дополнять 
другими методами.

анализ метилированных нуклеотидов методом 
вЭЖх

Метод высокоэффективной жидкостной хро-
матографии (ВЭЖХ) позволяет сравнивать даже 
небольшие изменения в подвижности различных 
модифицированных нуклеотидов. Использование 
стандартов − синтетических метилированных ну-
клеотидов – дает однозначный ответ на вопрос о 
том, каков характер модификации. Для предвари-
тельного установления предполагаемого характера 
модификации нуклеотида метод ВЭЖХ комбиниру-
ют с методом ESI-MS [22, 26–29] и получают точ-

ную информацию о молекулярной массе и подвиж-
ности исследуемого нуклеотида. Путем такого под-
хода был идентифицирован единственный известный 
в природе 8-метиладенозин 2503 в 23S рРНК E. coli 
[27].

Несмотря на достоинства описанных методов, 
даже совмещение ВЭЖХ − ESI-MS не дает ответ на 
вопрос, где именно локализована модификация. Как 
правило, исследуемую область устанавливают пред-
варительно путем реакции обратной транскрипции 
различных областей РНК или анализируют неболь-
шие фрагменты РНК методом масс-спектрометрии 
MALDI. Метод ВЭЖХ применяют для исследова-
ния индивидуальных нуклеозидов, полученных ис-
черпывающим гидролизом небольшого фрагмента 
РНК РНКазой Р1, фосфодиэстеразой I и щелочной 
фосфатазой, согласно работе Крейна [30]. Метод 
ВЭЖХ − ESI-MS применим по отношению к фраг-
ментам РНК, имеющим только одну исследуемую 
модификацию, и это является существенным огра-
ничением метода.

новые методы определения                                                   
2'-о-метилированных нуклеотидов

Сравнительно недавно был предложен новый 
метод, который представляет собой совмещение 
масс-спектрометрического анализа, метода пере-
носа электронов (ЕТ) и метода диссоциации, акти-
вированной соударениями (CAD), инфракрасной 
мультифотонной диссоциации (IRMPD) или ультра-
фиолетовой фотодиссоциации (UVPD) [31]. С по-
мощью данного метода получают различные типы 
ионов, образованных разрушением различных свя-
зей в нуклеиновых кислотах: N-гликозидных; свя-
зей между атомами фосфора и кислорода, между 
атомами кислорода и углерода в межнуклеотидных 
связях. При этом наблюдаются предпочтительные 
разрывы связей в области определенных нуклеоти-
дов, причем продукты разрыва в результате приме-
нения IRMPD и UVPD различаются и дополняют 
друг друга. Наличие 2'-О-метильной группы пре-
дотвращает образование характерных типов ионов, 
и в результате сравнительного анализа методом 
масс-спектрометрии полученного фрагмента РНК 
устанавливают искомое положение метилирован-
ного нуклеотида в нем.
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