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А ННОТА Ц И Я
Чай, чайный куст, или камелия китайская —  растение вида Camellia sinensis, листья которого, предварительно под-
готовленные специальным образом, являются традиционным сырьем для производства чайной продукции. Сорто-
вая геноидентификация чая позволяет повысить уровень оценки подлинности чайного сырья и чайной продукции. 
Она преимущественно базируется на ДНК-технологиях детекции и интерпретации SNP-маркеров (Single Nucleotide 
Polymorphism  —  однонуклеотидный полиморфизм), представленных широким арсеналом как дорогостоящих вы-
сокотехнологичных методов, так и общедоступных лабораторных подходов. Видовая геноидентификация сырьево-
го состава безалкогольных напитков на основе чая является не менее важным направлением исследования в связи 
с риском фальсификации данного вида продукции. Цель настоящего исследования заключалась в изыскании мето-
дологических подходов к сортовой геноидентификации чайного сырья и к видовой геноидентификации сырьевого 
состава безалкогольных напитков на основе чая. В результате проведенного биоинформационного исследования по 
выявлению полиморфных сайтов рестрикции в нуклеотидных последовательностях локусов генома Camellia sinensis 
были подобраны диагностически значимые рестриктазы, способные к детекции SNPs и к идентификации генотипов 
чая по анализируемым маркерам. При этом потенциалом практического применения обладали 16 локусов, из кото-
рых 11 относились к группе наиболее информативных SNP-маркеров. С ними и была проведена постаналитическая 
оценка сортов чая на предмет их генотипической принадлежности и идентифицируемости в рамках решения первой 
задачи исследования. Для реализации второй задачи был протестирован молекулярно-генетический подход к видо-
вой идентификации сырьевого состава безалкогольных напитков на основе зеленого чая. Исследование включало 
анализ экспериментальных напитков (с натуральным ароматизатором «Лимон» и синтетическим ароматизатором 
«Персик 716»), а также коммерческих концентратов «ТИАКВА» (на основе экстрактов из огрубелых стеблей зелено-
го или черного чая). В  работе использовались методы ПЦР (полимеразная цепная реакция), ПДРФ (полиморфизм 
длин рестрикционных фрагментов) и  прямого секвенирования амплифицированного локуса хлоропластной ДНК. 
Сочетание двух методов (ПЦР и  секвенирование) показало свою эффективность в  установлении принадлежности 
анализируемых образцов нуклеиновых кислот к виду Camellia sinensis —  сырьевой основы исследованных напитков 
и концентратов. Однако для раскрытия аутентификационного потенциала ПЦР с праймерами #1 и #2, совмещенного 
с ПДРФ-анализом, потребуется подбор диагностически значимых рестриктаз, пригодных для генерации видоспеци-
фичных комбинаций ПЦР-ПДРФ-профилей маркерной последовательности.
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A BST R ACT
Tea or tea shrub is a plant of the Camellia sinensis species, the leaves of which, previously prepared in a special way, are the 
traditional raw material for the production of tea products. Varietal gene identification of tea allows us to increase the level of 
assessment of the authenticity of tea raw materials and tea products. It is predominantly based on DNA technologies for the 
detection and interpretation of SNP markers (Single Nucleotide Polymorphism), represented by a wide arsenal of both expen-
sive high-tech methods and publicly available laboratory approaches. Species gene identification of the raw material composi-
tion of tea-based soft drinks is an equally important area of   research due to the risk of falsification of this type of product. The 
purpose of this study was to find methodological approaches to the varietal gene identification of tea raw materials and to the
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species gene identification of the raw material composition of tea-based soft drinks. As a result of a bioinformatics study to 
identify polymorphic restriction sites in the nucleotide sequences of Camellia sinensis genome loci, diagnostically significant 
restriction enzymes were selected that were capable of detecting SNPs and identifying tea genotypes using the analyzed mark-
ers. At the same time, 16 loci had potential for practical application, of which 11 belonged to the group of the most informative 
SNP markers. A post-analytical assessment of tea varieties was carried out with them regarding their genotypic affiliation and 
identifiability as part of solving the first task of the study. To achieve the second task, a molecular genetic approach to the 
species identification of the raw composition of soft drinks based on green tea was tested. The study included the analysis of 
experimental drinks (with natural flavoring “Lemon” and synthetic flavoring “Peach 716”), as well as commercial concentrates 
“TIAKVA” (based on extracts from the coarse stems of green or black tea). The methods used in the work were PCR (Polymerase 
Chain Reaction), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) and direct sequencing of the amplified chloroplast DNA 
locus. The combination of two methods (PCR and sequencing) showed its effectiveness in establishing the belonging of the 
analyzed nucleic acid samples to the Camellia sinensis species, the raw material base of the studied drinks and concentrates. 
However, to unlock the authentication potential of PCR with primers #1 and #2 combined with RFLP analysis, it will be nec-
essary to select diagnostically significant restriction enzymes suitable for generating species-specific combinations of PCR-
RFLP profiles of marker sequence.
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1. Введение
Чай, чайный куст, или камелия китайская  —  растение вида 

Camellia sinensis, культивируемое для производства чая. Чай в каче-
стве напитка получают путем заваривания листа, предварительно 
подготовленного специальным образом [1].

Геноидентификация сортов чая играет ключевую роль в маркер-
ориентированной селекции. Она позволяет определить сортовую 
принадлежность и  генетическую чистоту, что обеспечивает более 
точную оценку подлинности чайного сырья и  чайной продукции. 
Геноидентификация также способствует распознаванию фальсифи-
ката и контрафакта [2].

Современный молекулярный анализ генетического разнообра-
зия и  сортовой идентификации чая преимущественно строится 
на ДНК-технологии детекции и  интерпретации SNP-маркеров [3]. 
SNP-маркеры призваны постепенно вытеснить традиционные мар-
керы RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA  —  случайно 
амплифицированная полиморфная ДНК) [4] и  SSR (Simple Sequence 
Repeats —  простые повторяющиеся последовательности) [5]. Это об-
условлено конкурентными преимуществами SNP-маркеров, в частно-
сти, более высоким уровнем информативности генотестирования [6].

Арсенал молекулярно-генетических подходов к  детекции SNPs 
представлен как дорогостоящими высокотехнологичными метода-
ми, так и общедоступными лабораторными способами. Первые ба-
зируются на низко- и высокопроизводительном секвенировании [7], 
а также на использовании ДНК-чипов низкой и высокой плотности 
[8,9]. Общедоступные лабораторные способы детекции основаны на 
методе полимеразной цепной реакции (ПЦР) [10], в том числе сов-
мещенной с анализом полиморфизма длин рестрикционных фраг-
ментов (ПДРФ) [11,12].

Геноидентификация сырьевого состава безалкогольных напит-
ков на основе чая  —  не менее важное направление исследования, 
обусловленное риском фальсификации данного вида продукции пу-
тем подмены натурального чайного сырья синтетическими арома-
тизаторами и красителями или несоблюдения заявленного состава 
[13,14].

Безалкогольные напитки на основе чая потенциально могут быть 
приготовлены с  использованием исключительно купажированного 
или даже моносортового чая вида Camellia sinensis в  зависимости 
от выбранной рецептуры [15]. При этом они могут выпускаться как 
в готовой к употреблению жидкой форме, так и в виде чайных кон-
центратов, геноидентификация сырьевого состава которых весьма 
актуальна [14,16].

Цель исследования  —  изыскание методологических подходов 
к  сортовой геноидентификации чайного сырья и  к  видовой гено-
идентификации сырьевого состава безалкогольных напитков на 
основе чая.

В соответствии с целью работы были поставлены следующие за-
дачи:

 � выявить полиморфные сайты рестрикции у  21 отобранного 
SNP-маркера Camellia sinensis, подобрать SNP-специфичные ре-
стриктазы и  рассчитать ПЦР-ПДРФ-профили встречаемых ге-
нотипов. Затем провести постаналитическую оценку 349 китай-

ских сортов чая на предмет их генотипической принадлежности 
и  идентифицируемости, опираясь на биоинформационые дан-
ные о сортах из первоисточника [7];

 � протестировать подобранный молекулярно-генетический подход 
к  видовой идентификации сырьевого состава эксперименталь-
ных безалкогольных напитков на основе зеленого и черного чая, 
используя методы ПЦР, ПДРФ и прямого секвенирования ампли-
фицируемого локуса хлоропластной ДНК. Использовать в иссле-
довании экспериментальные напитки с натуральным ароматиза-
тором «Лимон» и с синтетическим ароматизатором «Персик 716», 
а  также коммерческие концентраты «ТИАКВА» на основе экс-
трактов из огрубелых стеблей зеленого или черного чая.

2. Объекты и методы
Исследование проведено в  Межотраслевом научно-техническом 

центре мониторинга качества пищевых продуктов Всероссийского 
научно-исследовательского института пивоваренной, безалкоголь-
ной и винодельческой промышленности —  филиала ФНЦ пищевых 
систем им. В. М. Горбатова РАН.

В  качестве модельных объектов теоретико-аналитического ис-
следования послужила биоинформация о 349 сортах чая, культиви-
руемых на чайных плантациях 12 провинций Китая и идентифици-
руемых с помощью 21 отобранного SNP-маркера, данные о которых 
были взяты из работы Li et al. [7], в  частности из дополнительных 
материалов статьи, доступных к скачиванию по ссылке https://www.
mdpi.com/article/10.3390/plants12081643/s1.

При этом из дополнительных материалов статьи использова-
на информация, представленная в  двух табличных формах Excel: 
Table  S10  —  The 21 SNP markers polymorphism for 349 tea plants 
identification (полиморфизм 21 SNP-маркера для идентификации 
349 чайных растений) и Table S11 —  The 21 pairs of primers for 349 tea 
plants rapid identification (21 пара праймеров для быстрой идентифи-
кации 349 чайных растений).

Проведенное нами биоинформационное исследование по выяв-
лению полиморфных сайтов рестрикции у 21 отобранного SNP-мар-
кера Camellia sinensis [7] с  последующим подбором SNP-специфич-
ных рестриктаз и  расчетом ПЦР-ПДРФ-профилей встречаемых 
генотипов чая выполнено в  программе NEBcutter V2.0 (https://nc2.
neb.com/NEBcutter2/).

В качестве объектов экспериментального исследования послужи-
ли безалкогольные напитки на основе зеленого чая с натуральным 
ароматизатором «Лимон» и  синтетическим ароматизатором «Пер-
сик 716», приготовленные в лаборатории безалкогольных напитков 
и минеральных вод. Данные напитки были получены на основе кон-
центрата из экстракта зеленого чая «Гринфилд» с добавлением саха-
ра, лимонной кислоты и ароматизаторов «Лимон» («БИОК», Россия) 
или «Персик 716» («Комбинат химико-пищевой ароматики», Россия). 
Дополнительно использованы в  исследовании два коммерческих 
концентрата: концентрат «ТИАКВА» на основе экстракта из огрубе-
лых стеблей зеленого чая («Курская биофабрика», Россия) и концент-
рат «ТИАКВА» на основе экстракта из огрубелых стеблей черного чая 
(«Курская биофабрика», Россия).
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Экстракция нуклеиновых кислот из разных объемов (25 мкл, 
50  мкл, 100 мкл и  200 мкл) экспериментальных безалкогольных 
напитков на основе зеленого чая с  натуральным ароматизатором 
«Лимон» и  синтетическим ароматизатором «Персик 716», а  также 
коммерческих концентратов осуществлена комплектом реагентов 
для экстракции ДНК из биологического материала «ДНК-сорб-С-М» 
(«АмплиСенс», Россия).

ПЦР с выделенными образцами нуклеиновых кислот проведена 
с использованием набора реактивов Encyclo Plus PCR kit («Евроген», 
Россия) и праймеров (#1 и #2), инициирующих амплификацию ло-
куса хлоропластной ДНК [17], в следующем режиме термоциклиро-
вания на амплификаторе «Терцик» («ДНК-технология», Россия): × 1: 
95 °C —  5 мин; × 40: 95 °C —  10 сек, 61 °C —  10 сек, 72 °C —  10 сек; × 1: 
72 °C —  1 мин.

Эндонуклеазное расщепление амплифицированного ПЦР-про-
дукта выполнено инкубированием ПЦР-ПДРФ-пробы с  рестрикта-
зой HinfI (5 ед. на 1 пробу) в 1× SE-буфере «О» («СибЭнзим», Россия) 
при 37 °C в течение 4 часов в твердотельном термостате «Термит» 
(«ДНК-технология», Россия).

Электрофоретическое разделение ПЦР-продуктов и ПДРФ-фраг-
ментов осуществлено в камере для горизонтального электрофореза 
SE-1 («Хеликон», Россия) с использованием 2,5% агарозы в ТАЕ-бу-
фере, окрашенном бромистым этидием. Визуализация полученных 
электрофореграмм проведена в  трансиллюминаторе ECX-F15.M 
(Vilber Lourmat, Франция).

3. Результаты и обсуждение
3.1. Теоретико-аналитическая часть

При реализации первой задачи в  качестве модельных объектов 
теоретико-аналитического исследования послужила отраженная 
в работе Li и др. [7] биоинформация о 349 сортах чая, культивируе-
мых на чайных плантациях 12 провинций Китая и идентифицируе-
мых с помощью 21 отобранного SNP-маркера [7].

В  ходе проведенного биоинформационного исследования по 
выявлению полиморфных сайтов рестрикции в  нуклеотидных по-
следовательностях локусов генома Camellia sinensis, ограниченных 
соответствующими наборами праймеров [7], нами были подобраны 
диагностически значимые рестриктазы, способные к детекции SNPs 
и к идентификации генотипов чая по анализируемым маркерам [7]. 
При этом расчет ПЦР-ПДРФ-профилей встречаемых генотипов чая 
выполнен в программе NEBcutter V2.0.

Сведения о локусах Camellia sinensis, о фланкирующих праймерах, 
SNPs и их позициях, а также об амплифицируемых ПЦР-продуктах 
[7] и генерируемых ПДРФ-фрагментах с подобранными рестрикта-
зами, характеризующими определенные генотипы чая, представле-
ны в Таблице 1.

Из 21 SNP-маркера Camellia sinensis [7] только в локусе Chr1_5870698 
не было выявлено ни одного полиморфного сайта рестрикции, что 
в конечном счете не позволило подобрать для него диагностически 
значимую эндонуклеазу рестрикции. Для четырех SNP-маркеров 
(Chr2 21178624, Chr10_109925494, Chr11_74629953, CHR13_95750187) 
были подобраны рестриктазы (Sau7718II, Aba13301I, Mba11I, SetI), од-
нако в настоящее время они не доступны в коммерческой продаже.

Таким образом, из 21 SNP-маркера потенциалом их практиче-
ского применения методом ПЦР-ПДРФ-генотипирования обладают 
16 локусов, 11 из которых входят в группу наиболее информативных 
при идентификации сортов чая, не производных по существу (non-
EDV, Essentially Derived Varieties) [7].

Данные об этих 11 SNP-маркерах ввиду их информативности, 
а также доступности диагностически значимых рестриктаз и их изо-
шизомеров приведены в начале Таблицы 1.

Полиморфная позиция локуса Chr1_39654059 затрагивает сайт 
узнавания (CC/WGG) эндонуклеазы рестрикции BstNI и ее изоши-
зомера Bst2UI с  генерацией ПЦР-ПДРФ-профиля анализируемо-
го SNP-маркера, характеризующего два гомозиготных (CC  и TT) 
и один гетерозиготный (CT) генотип по длине образующихся фраг-
ментов ДНК.

Полиморфная позиция локуса Chr1_178707315 сцеплена с участком 
узнавания (GAAGAC(2/6)) рестриктазы BbsI и ее изошизомера BstV2I, 
генерирующего ПЦР-ПДРФ-профиль анализируемого SNP-маркера, 
идентифицирующий два гомозиготных (СС (224/145 bp) и TT (369 bp)) 
и один гетерозиготный генотип CT (369/224/145 bp).

HpyCH4IV-рестрикционное картирование локуса Chr2_117215365 
и  рассчитанный ПЦР-ПДРФ-профиль демонстрируют генерацию 
 генотип-специфичных фрагментов различной длины: 233/162 bp 
(генотип CC), 395 bp (генотип TT) и 395/233/162 bp (генотип CT).

Таблица 1. Сведения о 21 SNP-маркере Camellia sinensis
Table 1. Information about 21 SNP markers of Camellia sinensis
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1 Chr1_39654059 F+R

C

78 426 BstNI
(Bst2UI)

347/79 CC

T 426 TT

Y 426/347/79 CT

2 Chr1_178707315 F+R

C

157 369 BbsI
(BstV2I)

224/145 CC

T 369 TT

Y 369/224/145 CT

3 Chr2_117215365 F+R

C

234 395 HpyCH4IV
(HpySE526I)

233/162 CC

T 395 TT

Y 395/233/162 CT

4 Chr2_123557945 F+R

G

59 297 HpyCH4III
(Bst4CI)

217/58/22 GG

T 275/22 TT

K 275/217/58/22 GT

5 Chr2_194290628 R+F

A

169 404 ApoI
(AscI)

235/169 AA

C 404 CC

M 404/235/169 AC

6 Chr6_152338984 F+R

C

286 510 EcoRI
(EcoRI)

510 CC

T 282/228 TT

Y 510/282/228 CT

7 Chr8_104369549 F+R

A

140 490 AciI
(BspACI)

490 AA

G 352/138 GG

R 490/352/138 AG

8 Chr8_139071641 R+F

C

142 511 BsrI
(Bse1I)

220/154/117/20 CC

T 220/174/117 TT

Y 220/174/154/117/20 CT

9 Chr12_134922457 R+F

A

216 513 MlyI
(PpsI)

394/63/50/6 AA

G 255/139/63/50/6 GG

R 394/255/139/63/50/6 AG

10 CHR13_107174655 F+R

A

140 323 AflII
(BstAFI)

323 AA

G 188/135 GG

R 323/188/135 AG

11 CHR15_37705498 F+R

A

131 537 BsmI
(PctI)

537 AA

C 405/132 CC

M 537/405/132 AC

12 Chr2_21178624 R+F

C

312 382 Sau7718II

301/81 CC

T 382 TT

Y 382/301/81 CT

13 Chr10_109925494 R+F

A

216 315 Aba13301I

315 AA

G 215/100 GG

R 315/215/100 AG

14 Chr11_74629953 F+R

C

339 396 Mba11I

340/56 CC

T 396 TT

Y 396/340/56 CT

15 Chr4_83365171 F+R

A

327 443 HpyCH4III
(Bst4CI)

443 AA

G 326/117 GG

R 443/326/117 AG

16 Chr6_77482863 F+R

A

197 350 BtsCI
(BstF5I)

149/132/69 AA

G 281/69 GG

R 281/149/132/69 AG
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Генерация генотип-специфичных фрагментов также характерна 
и для других информативных SNP-маркеров, полиморфные позиции 
которых сцеплены с сайтами узнавания рестриктаз: HpyCH4III (ACN/
GT) в локусе Chr2_123557945, ApoI (R/AATTY) в локусе Chr2_194290628, 
EcoRI (G/AATTC) в  локусе Chr6_152338984, AciI (CCGC(–3/-1)) в  ло-
кусе Chr8_104369549, BsrI (ACTGG(1/-1)) в  локусе Chr8_139071641, 
MlyI (GAGTC(5/5)) в локусе Chr12_134922457, AflII (C/TTAAG) в локусе 
CHR13_107174655, BsmI (GAATGC(1/-1)) в локусе CHR15_37705498.

Постаналитическая оценка 349 китайских сортов чая на пред-
мет их генотипической принадлежности и  идентифицируемости 
[7] показала возможность идентификации 213 сортов, в  том числе 
190 непроизводных (non-EDV) и  23 производных (EDV) по сущест-
ву. Их идентификация ведется по сортоспецифичным комбинаци-
ям генотипов 11 информативных SNP-маркеров Camellia sinensis: 
Chr1_39654059, Chr1_178707315, Chr2_117215365, Chr2_123557945, 
Chr2_194290628, Chr6_152338984, Chr8_104369549, Chr8_139071641, 
Chr12_134922457, CHR13_107174655, CHR15_37705498.

При этом смешанные нуклеотиды (Y, K, M, R), указываемые в ге-
нотипическом профиле сорта, соответствуют определенным гетеро-
зиготам (CT, GT, AC, AG), а обычные нуклеотиды (C, T, A, G) —  кон-
кретным гомозиготам (CC, TT, AA, GG).

Анализ 67 сортов чая (50 non-EDV и  17 EDV) [7] на предмет 
их генотипической принадлежности и  идентифицируемости по 
11  SNP-маркерам не был проведен из-за неполной информации 
о детектируемых в них SNPs.

Оставшиеся 69 неидентифицируемых китайских сортов чая 
(39 non-EDV и 30 EDV) [7] формируют 29 SNP-ассоциированных групп, 
из которых 23 группы включают по 2 сорта, в 3 группы входят по 3 
сорта, 2 группы вмещает 4 сорта и  еще 1 группа объединяет 6 сор-
тов чая соответственно. Для их сортовой идентификации могут быть 
применены различные молекулярно-генетические подходы, включая 
SNP-специфичную ПЦР или прямое секвенирование амплифицируе-
мого локуса анализируемого SNP-маркера Camellia sinensis [7].

Настоящая работа стала логическим продолжением ранее про-
веденного нами биоинформационного исследования [12], где 
картированием выявленных полиморфных сайтов рестрикции 
и  последующим профилированием встречаемых генотипов была 
установлена возможность детектирования полиморфных позиций 
других 8 SNP-маркеров Camellia sinensis [8] методом ПЦР-ПДРФ-ана-
лиза. Также была проведена постаналитическая оценка 117 китай-
ских сортов [8] на предмет их генотипической принадлежности 
и идентифицируемости [12].

Таким образом, проведенные нами биоинформационные иссле-
дования направлены на развитие общедоступных молекулярно-
генетических подходов к  сортовой идентификации чая детекцией 
полиморфных позиций отобранных SNP-маркеров методом ПЦР, 
в том числе в сочетании с ПДРФ-анализом (как в двух конкретных 
научных работах).

Помимо сортовой идентификации чайного сырья методами 
ДНК-технологий представляется возможной также видовая иденти-
фикация готового напитка. Несмотря на значительную деградацию 
и удаление нуклеиновых кислот Camelia sinensis в процессе перера-
ботки чая, в  экстрагированной форме остается достаточное коли-
чество наследственного материала для молекулярно-генетического 
анализа, особенно в концентрированной основе напитка [13,14].

3.2. Экспериментальная часть
В настоящей работе для видовой идентификации сырьевого состава 

экспериментального безалкогольного напитка на основе зеленого чая 
с натуральным ароматизатором «Лимон», произведенного в лаборато-
рии института, использован метод ПЦР с праймерами #1 и #2, иници-
ирующими амплификацию локуса хлоропластной ДНК растений, с по-
следующим прямым секвенированием наработанного ПЦР-продукта.

Предварительно выровненные референсные нуклеотидные по-
следовательности анализируемого локуса хлоропластной ДНК Ca-
mellia sinensis и Citrus limon, представленные на Рисунке 1, служили 
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17 CHR10_61629141 F+R

C

242 528 BtsCI
(BstF5I)

182/161/101/63 CC

T 182/134/101/63/27 TT

Y 182/161/134/101/63/27 CT

18 CHR10_160014631 F+R

C

141 445 BciVI
(BsuI)

445 CC

G 293/152 GG

S 445/293/152 CG

19 CHR11_108419904 F+R

C

192 464 Cac8I
(BstC8I)

271/193 CC

T 464 TT

Y 464/271/193 CT

20 CHR13_95750187 F+R

C

80 452 SetI

133/126/112/81 CC

T 207/133/112 TT

Y 207/133/126/112/81 CT

21 Chr1_5870698 F+R

G

279 386 –

– GG

T – TT

K – GT

Таблица 1. Окончание / Table 1. End

Рисунок 1. Выровненные нуклеотидные 
последовательности анализируемого локуса 

хлоропластной ДНК Camellia sinensis и Citrus limon
Figure 1. Aligned nucleotide sequences of the analyzed chloroplast DNA 

locus of Camellia sinensis and Citrus limon

Рисунок 2. Электрофореграммы результатов ПЦР-
ПДРФ-анализа образцов ДНК, экстрагированных из 

разных объемов экспериментального безалкогольного 
напитка на основе зеленого чая с натуральным 

ароматизатором «Лимон»
Figure 2. Electropherograms of the results of PCR-RFLP analysis of DNA 
samples extracted from different volumes of an experimental soft drink 

based on green tea with natural flavoring “Lemon”

Примечание: A —  результат ПЦР; B —  результат ПДРФ; М —  маркер длин 
ДНК (50+ bp DNA Ladder); 1, 5–2 и 3 мкл образца ДНК, выделенного из 
25 мкл напитка; 2, 6–2 и  3 мкл образца ДНК, выделенного из 50 мкл 
напитка; 3, 7–2 и 3 мкл образца ДНК, выделенного из 100 мкл напитка; 
4, 8–2 и 3 мкл образца ДНК, выделенного из 200 мкл напитка.
Note: A —  PCR result; B —  RFLP result; M —  DNA length marker (50+ bp DNA Ladder); 1, 5–2 
and 3 µl of DNA sample isolated from 25 µl of drink; 2, 6–2 and 3 µl of DNA sample isolated 
from 50 µl of drink; 3, 7–2 and 3 µl of DNA sample isolated from 100 µl of drink; 4, 8–2 and 3 µl 
of DNA sample isolated from 200 µl of drink.
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теоретической базой для прогнозирования длины амплифицируе-
мых ПЦР-продуктов и  генерируемых ПДРФ-фрагментов при эндо-
нуклеазном расщеплении ампликонов рестриктазой HinfI.

Результаты ПЦР-ПДРФ-анализа образцов ДНК, экстрагирован-
ных из разных объемов экспериментального безалкогольного на-
питка на основе зеленого чая с натуральным ароматизатором «Ли-
мон», представлены на Рисунке 2.

Рисунок 2 демонстрирует усиление сигнала амплификации 
ПЦР-продукта по мере увеличения объема напитка, отобранного 
на выделение из него ДНК. При этом наблюдаемые длины ампли-
фицированных ПЦР-продуктов и сгенерированных ПДРФ-фрагмен-
тов проанализированных образцов ДНК соответствовали профилю 
Camellia sinensis.

Последующий же результат прямого секвенирования амплифи-
цированного локуса хлоропластной ДНК, чей фрагмент аналити-
ческой картины наглядно отображен на Рисунке 3, окончательно 
подтвердил принадлежность анализируемых образцов ДНК к  виду 
Camellia sinensis.

Аналогичное заключение молекулярно-генетического тестирова-
ния было получено и в отношении образцов ДНК, экстрагированных 
как из разных объемов экспериментального безалкогольного напит-
ка на основе зеленого чая с искусственным ароматизатором «Персик 
716», так и из коммерческих концентратов «ТИАКВА» на основе экс-
трактов из огрубелых стеблей зеленого или черного чая.

Наглядная электрофореграмма результата ПЦР с праймерами #1 
и  #2, инициировавшими наработку ампликона локуса хлоропласт-
ного генома Camellia sinensis длиной 297 bp у исследованных образ-
цов ДНК, представлена на Рисунке 4.

При этом праймеры #1 и #2, использованные в ПЦР, также были 
применены и в качестве сиквенсных при расшифровке амплифици-
рованной нуклеотидной последовательности. Готовая смесь прай-
меров, валидированных на большом количестве видов растений, 
входит в  состав набора Thermo Scientific Phire Plant Direct PCR Kit 
(Thermo Scientific, США) [18]. Этот набор ранее использовался нами 
при моделировании ДНК-технологий для видовой идентификации 

растительных напитков [19] и  с  целью определения ботанического 
происхождения меда [20].

Высококонсервативный регион хлоропластной ДНК растений 
(межгенный спейсерный участок ISR tRNA-Val-16S rRNA) [21,22], 
амплифицируемый с  этими праймерами, рассматривался в  каче-
стве маркерной последовательности. Ее идентификационный по-
тенциал в ранее опубликованных работах [19,20] раскрывался нами 
методом ПЦР-ПДРФ-анализа с  подобранными эндонуклеазами 
 рестрикции.

Эндонуклеазное расщепление рестриктазой HinfI амплифи-
цированного ПЦР-продукта длиной 297 bp, проведенное в  насто-
ящей работе, приводило к  генерации ПДРФ-фрагментов длиной 
200/50/47 bp. Выбор данной рестриктазы, имеющей два мономорф-
ных сайта рестрикции в анализируемом локусе хлоропластной ДНК 
Camellia sinensis и  Citrus limon (Рисунок 1), сделан для повышения 
разрешающей способности электрофоретического разделения ДНК 
в агарозном геле, и соответственно, для более точной интерпретации 
результатов ПЦР-ПДРФ-анализа. Это, в свою очередь, способствова-
ло констатации факта детекции лишь ДНК Camellia sinensis —  сырье-
вой основы исследованного напитка. Отсутствие же амплификации 
ПЦР-продукта длиной 312 bp можно объяснить сравнительно низким 
исходным количеством нуклеиновых кислот Citrus limon в образцах 
ДНК, экстрагированных из разных объемов напитка.

Дальнейшие исследования, направленные на подбор диагности-
чески значимых рестриктаз, пригодных для видовой идентифика-
ции сырьевого состава безалкогольных напитков на основе чая ме-
тодом ПЦР-ПДРФ, позволят полнее раскрыть аутентификационный 
потенциал данного молекулярно-генетического подхода. При этом 
в качестве генетической мишени могут быть выбраны и другие мар-
керные последовательности, в том числе стандартизированные на-
боры маркеров для ДНК-штрихкодирования растений [23].

4. Заключение
Биоинформационное исследование выявило полиморфные сай-

ты рестрикции в  нуклеотидных последовательностях локусов ге-
нома Camellia sinensis. В результате были подобраны рестриктазы, 
способные к детектированию SNPs и к идентификации генотипов 
чая. Из 16 локусов, имеющих потенциал для практического приме-
нения, 11 относятся к  наиболее информативным SNP- маркерам, 
с которыми и была проведена постаналитическая оценка китайских 
сортов чая на предмет их генотипической принадлежности и иден-
тифицируемости. Молекулярно-генетический подход к  видовой 
идентификации сырьевого состава чайной продукции, включаю-
щий ПЦР и  прямое секвенирование амплифицированного локуса 
хлоропластной ДНК, был протестирован на экспериментальных 
безалкогольных напитках на основе зеленого чая с  натуральным 
ароматизатором «Лимон» и искусственным ароматизатором «Пер-
сик 716», а также на коммерческих концентратах «ТИАКВА» на ос-
нове экстрактов из огрубелых стеблей зеленого или черного чая. 
Этот подход эффективно определил принадлежность анализируе-
мых образцов нуклеиновых кислот к виду Camellia sinensis —  сырь-
евой основе исследованных напитков и концентратов. Таким обра-
зом, результаты проведенного исследования экспериментальных 
напитков и коммерческих концентратов указывают на надежность 
выбранного генодиагностического подхода и на его применимость 
для определения видовой подлинности чайной продукции. Для 
дальнейшего же раскрытия аутентификационного потенциала 
метода ПЦР с праймерами #1 и #2, совмещенного с ПДРФ-анали-
зом, потребуется подбор диагностически значимых рестриктаз, 
пригодных для генерации видоспецифичных комбинаций ПЦР-
ПДРФ-профилей маркерной последовательности.

Рисунок 3. Фрагмент аналитической картины результата секвенирования амплифицированного локуса 
хлоропластной ДНК Camellia sinensis

Figure 3. Fragment of the analytical picture of the result of sequencing the amplified chloroplast DNA locus of Camellia sinensis

Рисунок 4. Электрофореграмма результата ПЦР 
образцов ДНК, экстрагированных из разных объемов 

экспериментального безалкогольного напитка на 
основе зеленого чая с искусственным ароматизатором 

«Персик 716»
Figure 2. Electropherogram of the PCR result of DNA samples extracted 

from different volumes of an experimental soft drink based on green tea 
with artificial flavoring “Peach 716”

Примечание: М —  маркер длин ДНК (50+ bp DNA Ladder); 1–4 мкл образца 
ДНК, выделенного из 25 мкл напитка; 2–4 мкл образца ДНК, выделен-
ного из 50 мкл напитка; 3–4 мкл образца ДНК, выделенного из 100 мкл 
напитка; 4–4 мкл образца ДНК, выделенного из 200 мкл напитка.
Note: M —  DNA length marker (50+ bp DNA Ladder); 1–4 µl of DNA sample isolated from 25 µl 
of drink; 2–4 µl of DNA sample isolated from 50 µl of drink; 3–4 µl of DNA sample isolated from 
100 µl of drink; 4–4 µl of DNA sample isolated from 200 µl of drink.
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