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ПРЕДИСЛОВИЕ

Учебное пособие создано в соответствии с учебным пла-
ном и базовой программой подготовки студентов по специ-
альности 1-31 01 01-02 Биология (научно-педагогическая дея-
тельность); специализация 1-31 01 01-02 05 Биохимия. Этот 
предмет завершает подготовку специалистов в 10-м семестре 
обучения студентов и предназначен для ознакомления обучае-
мых с характером биохимических исследований, проводимых 
в ряде вузов Министерства образования и научно-исследова-
тельских институтах Национальной академии наук Республи-
ки Беларусь. Учебное пособие не претендует на исчерпываю-
щую информацию о многогранных биохимических исследо-
ваниях белорусских ученых. Данное издание должно проде-
монстрировать то, что биохимические методы исследования 
активно внедряются в фундаментальные и прикладные иссле-
дования не только в общепризнанных и авторитетных науч-
ных и педагогических центрах г. Минска, но и в других горо-
дах республики.

Изучение современных проблем биохимии служит для до-
стижения основной цели: подготовить выпускника-биохимика 
к профессиональной деятельности и сократить время его 
адаптации к решению научных, производственных и учебных 
биохимических задач. В соответствии с этим пособие включа-
ет материалы по применению биохимических методов in sili-
co (компьютерное моделирование), in vitro и in vivo. В матери-
алах книги содержится более 190 методик биохимического 
анализа, 50 таблиц, более 90 рисунков, около 200 источни-
ков литературы. Потребность в таком издании вызвана 
тем, что стремительное развитие технологий биохимических 
исследований сокращает навыки биохимика-исследователя до 
этапа пробоподготовки, а остальное выполняют приборы. 

Наряду с классическими методами выделения и изучения 
ферментов, оценки обмена белков, углеводов, липидов, нукле-



иновых кислот, состояния энергетического обмена, свободно-
радикальных процессов в пособии представлены методы им-
мунохимического анализа, молекулярно-генетических иссле-
дований, анализа данных банков нуклеотидных и аминокис-
лотных последовательностей макромолекул, исследование 
нанофлюидики. В практическом отношении будут полезными 
методики изучения фагоцитоза, апоптоза, некроза, биохими-
ческих характеристик тканей животного и растительного про-
исхождения.

Глава 1 написана В.В. Хрусталевым, Е.В. Барковским, 
Д.Я. Задорожным; гл. 2 – А.С. Дроздовым, С.Б. Бокутем; 
гл. 3 – А.Ф. Макарчиковым; гл. 4 – Е.М. Дорошенко, 
В.Ю. Смирновым; гл. 5 – В.Н. Никандровым, Н.С. Пыжо-
вой; гл. 6 – Л.И. Надольник, О.И. Валентюкевичем; гл. 7 – 
А.И. Грицуком; гл. 8 – Э.П. Титовцом; гл. 9 – Л.М. Караедовой; 
гл. 10 – А.Н. Бородинским, И.К. Дремзой; гл. 11 – В.У. Бу ко, 
О.Я. Лукивской, Е.Е. Нарутой; гл. 12 – Л.Б. Заводником, 
Е.А. Лап шиной, В.Т. Чещевиком, И.К. Дремзой, И.Б. Заводни-
ком; гл. 13 – Е.И. Коваленко, А.А. Чиркиным; гл. 14 – 
Е.О. Данченко; гл. 15 – Н.В. Пивень; гл. 16 – С.Б. Мельновым, 
Т.Л. Лебедь, В.Н. Ки пенем; гл. 17 – Т.А. Толкачевой, И.М. Мо-
ро зовой, Г.В. Ляхновичем; гл. 18 – Е.В. Морозовой, Л.Н. Ни-
колаевич, А.А. Чиркиным.



ГЛАВА 16. ОСНОВЫ
МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКОГО АНАЛИЗА

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) — эксперименталь­
ный метод молекулярной биологии, позволяющий выявить ге­
нетический материал и добиться значительного увеличения 
количества определенных фрагментов нуклеиновой кислоты 
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(ДНК/РНК) в биологическом материале. Она обладает высо­
кими показателями чувствительности и специфичности среди 
молекулярно-биологических методов.

Для проведения ПЦР необходимы следующие компонен­
ты [1]:

• ДНК-матрица, выделенная из биологического материала 
и содержащая участок ДНК, который требуется амплифициро- 
вать;

• праймеры (количество пар олигонуклеотидов зависит от 
вида ПЦР), комплементарно фланкирующие требуемый уча­
сток ДНК;

• термостабильная ДНК-полимераза — фермент, который 
катализирует реакцию полимеризации ДНК;

• дезоксинуклеозидтрифосфаты ДНТП (смесь дАТФ, дТТФ, 
дГТФ, дЦТФ);

• ионы Mg2+, необходимые для работы полимеразы;
• буферный раствор, обеспечивающий необходимые усло­

вия реакции (pH, ионную силу раствора).

16.1. ДНК-матрица

На примере методики выделения ДНК из буккального эпи­
телия рассмотрим выделение и очистку ДНК-матрицы для 
ПЦР. В основе метода лежат лизис клеток буккального эпите­
лия с помощью додецилсульфата натрия (ДСН) и деградация 
белков протеиназой К. Клеточный лизат обрабатывают смесью 
перхлората натрия, хлороформа, изоамилового спирта. Пре­
ципитацию ДНК проводят этанолом, а затем осадок растворя­
ют в буфере для хранения. ДНК, выделенная данным мето­
дом, пригодна для длительного хранения и дает возможность 
использовать образцы, содержащие частично деградирован­
ную ДНК.

Экстракция ДНК из образцов: 1) срезают дистальный ко­
нец ватного тупфера зонда (не касаясь его) в микроцентри- 
фужную пробирку объемом 1,5 мл и добавляют 200 мкл 
1 х STE буфера; 2) добавляют 75 мкл 10 %-ного раствора 
ДСН и 12 мкл раствора протеиназы К; 3) вортексируют 10 с; 
4) инкубируют 12 ч при температуре 37 °С; 5) добавляют 
к лизату 8 мкл РНКазы (рибонуклеазы А); 6) инкубируют ли­
зат 1 ч при температуре 37 °С; 7) добавляют 50 мкл 5М рас­
твора перхлората натрия; 8) добавляют 300 мкл смеси хлоро­
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форма с изоамиловым спиртом (24:1); 9) вортексируют 50 с; 
10) центрифугируют 10 мин при 13 000 об/мин; 11) отбирают 
супернатант (верхнюю ДНК-содержащую фазу), не затрагивая 
промежуточного слоя, и переносят в чистую пробирку 
(1,5 мл); 12) повторяют пункты 8-10 с лизатом образца; 
13) добавляют 2,5 объема 96 %-ного этанола в пробирку 
и центрифугируют 10 мин при 13 000 об/мин; 14) удаляют су­
пернатант, добавляют 150 мкл 70 %-ного этанола; 15) центри­
фугируют 5 мин при 13 000 об/мин. Удаляют спирт вакуум­
ным аспиратором; 16) высушивают ДНК и растворяют ее в 
70 мкл буфера для хранения.

Выделенная ДНК помещается в морозильную камеру для 
хранения. Следует избегать нескольких циклов заморажива­
ния - оттаивания образца, поэтому, если образец планируется 
исследовать неоднократно, его необходимо разделить на али­
квоты в отдельные пробирки.

Оценку качества выделенной ДНК проводят на основании 
спектрофотометрического измерения оптической плотности 
раствора ДНК при длинах волн, соответствующих максиму­
мам поглощения ДНК и белков. В чистых образцах ДНК соот­
ношение O£>260/OZ>2g0 должно находиться в пределах

1,8 < OZX,n / < 2,

где OZ>260 и 6>Z>280 - оптические плотности раствора при дли­
не волны 260 и 280 нм соответственно.

Обычно при постановке ПЦР в пробирки добавляют 102—105 
копий матрицы. При уменьшении концентрации матрицы 
ниже оптимального уровня растет вероятность образования не­
специфических продуктов [2]. С другой стороны, уменьшением 
отношения праймер/матрица можно увеличить специфичность 
реакции, но с увеличением этого отношения, как правило, рас­
тет количество образовавшегося продукта (табл. 16.1).

Таблица 16.1. Необходимое количество ДНК для проведения ПЦР

Образец ДНК
Количество образца, 

объем, масса, шт.
Число копий, 

шт.

1 2 3

ДНК человека 0,5 мкг = 1,0- ю5

Кровь человека 1,0 мкл (40 нг) = 7,5 • 104
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Окончание табл. 16.1

1 2 3

Бумажный диск с кровью (кровь 
цельная либо белая, носитель 
может быть разный как по тек­
стуре, так и по составу)

2,5 мм диск 
(диаметр)

= 1,0 • 105

Семенная жидкость 30 мкл (5 мкг) = 3,0 • ю5

Дрожжи 10 нг = 3,0- ю5

ДНК E.coli 1 нг = 1,5 • 105

Бактериофаги 1 бляшка = 1,0 • 106

16.2. Праймеры (олигонуклеотиды)

Химически синтезированные олигонуклеотиды можно ис­
пользовать для конструирования целых генов или их фрагмен­
тов, амплификации специфических фрагментов ДНК, направ­
ленных мутаций изолированных ДНК, а также в качестве зон­
дов при гибридизации и в качестве линкеров, облегчающих 
клонирование.

Автоматизация синтеза олигонуклеотидов облегчает и ус­
коряет синтез. Появились приборы - ДНК-синтезаторы, кото­
рые выполняют эту работу за несколько часов. Основным 
компонентом любого ДНК-синтезатора является система кла­
панов и насосов, с помощью которых в реакционную смесь по 
строго заданной программе вводятся нуклеотиды и реагенты, 
обеспечивающие присоединение нужных мономерных единиц 
к растущей цепи. В отличие от биологического в ходе хими­
ческого синтеза ДНК каждый новый 3'-нуклеозидфосфат 
можно присоединять к 5'-гидроксильному концу цепи. Все 
стадии синтеза осуществляются последовательно в одной ре­
акционной колонке, а продолжительность каждой из них 
и время отмывания контролируются с помощью персонально­
го компьютера.

В настоящее время наиболее распространенным методом 
химического синтеза ДНК является фосфорамидитный. Ис­
ходными строительными блоками в нем являются модифици­
рованные дезоксирибонуклеозиды. Модификация состоит 
в присоединении к аминогруппам дезоксиаденозина и дезок­
сицитидина бензоильной группы, а к аминогруппе дезоксигу­
анозина - изобутирильной. Тимидин, у которого отсутствует 
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аминогруппа, не модифицируют. Такая модификация необхо­
дима для защиты нуклеозидов от нежелательных побочных 
реакций при росте цепи. Синтез осуществляют в твердой фазе 
(растущая цепь ДНК фиксируется на твердом носителе), что 
позволяет проводить все реакции в одной емкости, легко от­
мывать после каждого этапа ненужные реагенты и добавлять 
новые в количестве, обеспечивающем возможно полное про­
текание реакции.

Этапы многоступенчатого синтеза:
1. Первый нуклеозид фиксируют на инертном твердом но­

сителе. Обычно это пористые стеклянные шарики с порами 
одинакового размера; 3'-гидроксильная группа первого нукле­
озида, который будет 3'-концевым нуклеотидом синтезируе­
мой цепи, прикрепляется к молекуле, ковалентно связанной с 
носителем.

2. Для предотвращения неспецифического взаимодействия 
5'-гидроксильной группы первого нуклеотида до добавления 
в реакционную смесь второго нуклеотида ее защищают с по­
мощью диметокситритильной (ДМТ) группы. Такую группу 
содержит каждый присоединяемый к растущей цепи нуклео­
тид, и, кроме того, он несет диизопропиламинную группу, 
присоединенную к З'-фосфитной группе, которая в свою оче­
редь защищена О-цианэтильным остатком. Такая молекуляр­
ная конфигурация и называется фосфорамидитом.

3. Цикл начинается после присоединения первого нуклео­
зида к поверхности стеклянного шарика. Далее колонку 
обильно промывают каким-либо безводным реагентом (на­
пример, ацетонитрилом), чтобы удалить воду и другие нуклео­
фильные вещества, и продувают через нее аргон для вытесне­
ния ацетонитрила.

4. С помощью раствора трифторуксусной кислоты (ТФУ) 
отщепляют 5'-ДМТ (детритилирование) от присоединенного 
нуклеотида с тем, чтобы высвободить (экспонировать) реак­
ционноспособную 5'-гидроксильную группу.

5. Колонку вновь промывают ацетонитрилом для удаления 
ТФУ и продувают через нее аргон для удаления ацетонитрила.

6. Процесс запрограммирован таким образом, чтобы на 
втором этапе в колонку одновременно вводились следующий 
фосфорамидит и тетразол (активация и присоединение). Те­
тразол активирует фосфорамидит, так что 3'-фосфитная груп­
па образует ковалентную связь с 5'-гидроксильной группой 
первого присоединного к матрице нуклеозида. Избыток фос- 
форамидита и тетразола удаляют продуванием аргона.
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7. Поскольку по окончании первого этапа не все фиксиро­
ванные на носителе нуклеозиды оказываются связанными с 
фосфорамидитом, необходимо предотвратить их взаимодей­
ствие с фосфорамидитом, который будет использован в следу­
ющем цикле удлинения цепи. Для этого непрореагировавшую 
5'-гидроксильную группу ацетилируют с помощью уксусного 
ангидрида в присутствии диметиламинопиридина (кэппирова- 
ние). Если этого не сделать, то уже после нескольких циклов 
синтезируемые олигонуклеотиды будут различаться как по 
длине, так и по нуклеотидной последовательности.

8. Фосфиттриэфирная связь, образовавшаяся на втором 
этапе между нуклеотидами, нестабильна и может разорваться 
в присутствии кислоты или щелочи. Поэтому фосфиттриэфир 
окисляют с помощью йода до более стабильного пятивалент­
ного фосфотриэфира.

9. Промывают колонку и повторяют весь цикл (детритилиро- 
вание, активация и присоединение, кэппирование, окисление).

Описанные выше операции проводят до тех пор, пока к ра­
стущей цепи в соответствии с программой не присоединится 
последний фосфорамидит. Синтезированные олигонуклеоти­
ды связаны со стеклянными шариками; каждый фосфотри­
эфир несет О-цианэтильную группу; каждый гуанин, цитозин 
и аденин содержит защищенную аминогруппу, а на 5'-конце 
последнего нуклеотида находится ДМТ-группа.

10. О-цианэтильные группы удаляют обработкой раствора 
триэтиламина непосредственно на реакционной колонке. За­
тем отсоединяют олигонуклеотиды от молекулы вместе с 
3'-гидроксильным концом и элюируют их из колонки; далее 
последовательно удаляют бензоильные, изобутирильные 
и ДМТ-группы; 5'-конец цепи фосфорилируют ферментатив­
ным или химическим методом. Эту реакцию можно прово­
дить и тогда, когда олигонуклеотид еще связан с носителем, 
но после детритилирования.

Качество синтеза олигонуклеотидов чрезвычайно важно 
для проведения эффективной и специфичной ПЦР. В идеаль­
ном случае используемый в качестве праймера олигонуклео­
тид должен представлять единственный вариант последова­
тельности фиксированной длины. Чтобы получить олигону­
клеотиды заданной длины, первичные продукты большинства 
химических синтезов необходимо очистить с помощью либо 
высокоэффетивной жидкостной хроматографии, либо элек­
трофореза в полиакриламидном геле.
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После того как исследователь определился с локусом 
в ДНК, который в зависимости от цели исследования необхо­
димо амплифицировать, переходят к разработке дизайна прай­
меров. В большинстве случаев длина праймеров находится 
в пределах 18-30 нуклеотидов, однако при проведении на­
правленного мутагенеза могут быть использованы праймеры 
большей длины [3-5].

При их конструировании полезно иметь в виду следу­
ющее:

• при выборе мест отжига праймеров на матрице необхо­
димо избегать участков, которые в одноцепочечной форме об­
разуют вторичную структуру, например палиндромных после­
довательностей;

• по мере необходимости допускается присоединение к 
5'-концам праймеров некомплементарных матрице последова­
тельностей, которые могут заключать в себе требуемые сайты 
рестрикции, промоторные участки, кодоны инициации, терми­
нации и трансляции и т.п.;

• для эффективной ПЦР не требуется полной комплемен- 
тарности праймеров матрице, хотя оно и желательно;

• для исключения отжига праймеров в неспецифических 
местах анализируемых последовательностей необходимо с по­
мощью компьютерного анализа подтвердить отсутствие в них 
дополнительных мест «посадки». Это особенно важно при 
анализе таких больших геномов, как геном человека, живот­
ных и растений;

• полезно начинать и заканчивать последовательность 
праймера с одного-двух пуриновых нуклеотидов, однако сле­
дует избегать включения остатков G или С на его 3'-конец, так 
как это повышает вероятность неспецифического отжига 
праймеров;

• недопустима самокомплементарность праймеров, осо­
бенно в их 3'-концевых областях;

• при амплификации последовательностей в мультигенных 
семействах, когда не удается сделать праймеры полностью 
специфичными для одного локуса, необходимо приложить 
усилия, чтобы по крайней мере два (чем больше, тем лучше) 
последних 3'-концевых нуклеотида были полностью специ­
фичны в отношении анализируемого участка ДНК;

• ионные условия при проведении ПЦР и количество ци­
клов должны определяться индивидуально для каждой новой 
пары праймеров;
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• стандартные концентрации праймеров в реакционной 
смеси составляют 0,1-1,0 мкМ, хотя в большинстве случаев 
хорошие результаты получаются при их концентрациях 0,2- 
0,5 мкМ. При этом необходимо иметь в виду, что чем больше 
концентрация праймеров в реакционной смеси, тем выше ве­
роятность образования неспецифических продуктов ПЦР 
и тем дороже обходится каждая проба.

Разработка дизайна праймеров в настоящее время облегча­
ется наличием эффективных пакетов программного обеспече­
ния, которые созданы для этой цели. Но ни одна из современ­
ных компьютерных программ не освобождает исследователя 
от необходимости затраты интеллектуальных усилий при по­
пытке решения собственных проблем.

Правильный выбор последовательности олигонуклеоти­
дов, используемых для проведения ПЦР, является, пожалуй, 
ключевым фактором успеха экспериментатора, применяюще­
го ПЦР в своих исследованиях.

В большинстве экспериментов с использованием олигону­
клеотидов ученый старается добиться взаимодействия прай­
мера или пробы лишь с определенным местом изучаемой ну­
клеиновой кислоты (местом с определенной последовательно­
стью нуклеотидов). Процесс образования связи между синте­
тическим олигонуклеотидом и исследуемой ДНК называют 
отжигом, а процесс разрыва водородных связей в результате 
нагревания реакционной смеси - плавлением. Следовательно, 
структура олигонуклеотида должна обеспечивать наилучшую 
избирательность его отжига [4-5].

Какие факторы влияют на отжиг олигонуклеотида именно 
в том месте ДНК, где запланировал исследователь? Ключевым 
параметром олигонуклеотида является его последователь­
ность, определяющая температуру гибридизации при задан­
ных параметрах реакционной смеси. Для рассмотрения про­
цесса гибридизации необходимо вспомнить, что образование 
двойной спирали из одноцепочечных олигонуклеотидов про­
исходит «кластерно». Принято считать, что единицей взаимо­
действия двух цепей ДНК при образовании дуплекса является 
последовательность из 6—8 нуклеотидов. Таким образом, ги­
бридизацию олигонуклеотида именно в этом месте матрицы 
будут определять наиболее «тугоплавкие» 6-8 нуклеотидов 
(т.е. участок, состоящий в основном из гуанозина и цитидина).

Под температурой гибридизации или диссоциации («плав­
ления», melting temperature, Тт~) олигонуклеотидов обычно по­
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нимают температуру полугибридизации с матрицей, т.е. такое 
значение температуры, при котором половина мест для посад­
ки праймера уже занята, а половина по-прежнему свободна 
(рис. 16.1). Температуру гибридизации обычно определяют 
как точку перегиба на графике гибридизации («плавле­
ния»), что соответствует значению максимума первой произ­
водной графика. Реже за Тт принимают температуру, при ко­
торой достигнута половина от максимального уровня флуо­
ресцентного сигнала (графики плавления обычно получа­
ют через регистрацию флуоресценции смеси, создаваемой 
включенной в состав праймера флуоресцентной меткой). По­
скольку оба эти значения находятся довольно близко друг от 
друга на оси абсцисс, на практике не столь важно, что именно 
исследователь принял за Т .

Следует различать расчетную и истинную температуры ги­
бридизации олигонуклеотида. Расчетная температура полу­
чается теоретическим расчетом с использованием некоторой 
формулы. Истинное значение можно получить лишь опыт­
ным путем [6-8].

Рис. 16.1. График диссоциации олигонуклеотида от полинуклеотида (сплош­
ная кривая) и график первой производной (пунктирная кривая): график дис­
социации получен путем нагревания смеси олигонуклеотида с полинуклео­
тидом в условиях, когда диссоциация олигонуклеотида ведет к возрастанию 
уровня флуоресценции (см. пояснения в тексте); горизонтальная прямая ли­
ния показывает половину от максимального уровня флуоресценции, верти­

кальная линия показывает максимум первой производной
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Чаще всего на практике для выбора последовательности 
олигонуклеотида вполне достаточно расчета Тт по формуле. 
Даже если расчетная температура существенно отличается от 
истинной, в большинстве случаев это не так уж важно для хо­
рошей работоспособности системы, поскольку ключевым 
фактором является не абсолютное значение Тт, а соотноше­
ние Тт олигонуклеотидов между собой и соответствие этих 
Т используемой программе амплификации. Обычно исследо­
ватель просто экспериментально подбирает не Тт праймера, 
а температуру соответствующего этапа ПЦР (Га).

Для приблизительного расчета температуры гибридизации 
олигонуклеотида существует множество алгоритмов, но ни 
один из них не гарантирует точного определения значения Т 
и не позволяет более или менее стабильно рассчитывать зна­
чения для двух олигонуклеотидов [8-12].

Самым простым и самым распространенным подходом к 
оценке Т является так называемый метод Уоллеса'.

Тт = 2(А + Т) + 4(G + С) + к,

где А, Т, G, С - азотистые основания - соответственно аде­
нин, тимин, гуанин, цитозин; к - число, обычно находящееся 
в интервале 0 < к < 5.

Формула позволяет достаточно эффективно рассчитывать 
относительную температуру гибридизации праймеров, но ди­
апазон длин олигонуклеотидов, для которых можно приме­
нять эту формулу, составляет примерно 18-22 нуклеотида.

В программных продуктах разработчики используют более 
сложные алгоритмы расчета Тт, учитывающие состав буфера 
для ПЦР, концентрации ионов, концентрацию самого олиго­
нуклеотида и других реагентов (как основных, так и дополни­
тельных). Так, при расчете Т учитываются концентрации 
праймеров и ионов Mg2+, К+ (или Na+, NH4+ и т.д.).

В настоящее время не существует теоретических алгорит­
мов, позволяющих точно предсказывать температуру плавле­
ния праймеров (не говоря уже об оптимальной температуре 
отжига). Поэтому для получения наилучших результатов не­
обходимо подбирать температуру отжига праймеров эмпири­
чески (рис. 16.2).

Поскольку образование водородных связей в процессе ги­
бридизации олигонуклеотида происходит не одновременно 
для всех азотистых оснований, можно говорить о неоднород-
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Рис. 16.2. График диссоциации олигонуклеотида, демонстрирующий разли­
чие температуры отжига Га и температуры плавления Тт:

^•[double strand - dsj “ концентрация гибридизованного праймера в первом приближении 
(для большинства случаев верным будет соотношение: Га = Тт - 5)

ности внутренних регионов праймера или пробы с точки зре­
ния «тугоплавкости». В ряде случаев правильное расположе­
ние данных регионов может существенно улучшить качество 
работы олигонуклеотида. Например, при подборе последова­
тельности праймера для повышения его специфичности жела­
тельно сделать З'-регион менее «тугоплавким». В этом случае 
праймер будет «срабатывать» только в том месте ДНК, где вся 
его последовательность полностью комплементарна матрице. 
Для выбора последовательности олигонуклеотидов можно ис­
пользовать программы, значительно упрощающие поиск под­
ходящих регионов или даже выбирающие пару праймеров ав­
томатически (такие, как Oligo от Molecular Biology Insights, 
Inc.; GeneRunner от Hastings Software, Inc.; PrimerSelect из па­
кета программ для работы с последовательностями ДНК 
DNASTAR от DNASTAR, Inc., и ряд других). Однако ни один 
из существующих алгоритмов не обеспечивает полной гаран­
тии хорошей работоспособности праймеров. Компьютерные 
программы облегчают процесс выбора последовательностей, 
во-первых, за счет удобного графического отображения 
свойств ДНК (расположения «тугоплавких» и «легкоплавких» 
районов, различных сайтов и т.п.), а, во-вторых, они чрезвы­
чайно удобны при одновременном дизайне большого числа 
праймеров или проб (например, при выполнении масштабных 
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«сиквенсных» проектов можно автоматически подобрать 
праймеры с определенными свойствами, расположив их на за­
данном расстоянии друг от друга) [13].

16.3. Термостабильные ДНК-зависимые 
ДНК-полимеразы

Важным компонентом реакционной смеси для ПЦР явля­
ется фермент - термостабильная ДНК-полимераза. На данный 
момент имеется много источников термостабильных ДНК- 
полимераз. Хорошо развитый рынок компонентов для ПЦР 
способен предложить большой выбор как отечественной, так 
и зарубежной продукции, но истинных производителей фер­
ментов намного меньше, чем дилеров. В настоящее время 
благодаря развитию методов генной инженерии и биоинфор­
матики существует возможность создавать ферменты со свой­
ствами, максимально приближенными к расчетным.

Зачастую фермент полимераза обладает тремя основными 
свойствами:

• 5'—+3 '-направленность создаваемой цепи (полимеразная 
активность) (рис. 16.3, а);

Рис. 16.3. Принципиальные активности, свойственные ДНК-полимеразам: 
5’—>3'-полимеразная активность (а); 5’—»3'-экзонуклеазная активность (б); 3'—*5'-экзо- 

нуклеазная корректирующая активность (в)
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Рис. 16.3. Окончание
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• 5'—>3'-экзонуклеазная активность (рис. 16.3,6);
• 3'—>5'-экзонуклеазная корректирующая активность

(рис. 16.3, в);
Ферменты, которые обладают более высокой специфич­

ностью синтеза, обладают 3'—*5'-экзонуклеазной корректиру­
ющей активностью, т.е. если к 3'-концу синтезирующейся 
цепи присоединяется некомплементарный исходной матрице 
нуклеотид, то он удаляется из цепи с участием этой же ДНК- 
полимеразы. Наиболее распространенная в настоящее время 
Taq-полимераза такой активностью не обладает. Точность ам­
плификации ДНК данным ферментом невелика в сравнении с 
ДНК-полимеразами, способными корректировать ошибки ре­
пликации, к которым относятся, например, Pfu-, Vent- и Deep 
Vent ДНК-полимеразы. Но эти ферменты не используют по­
стоянно при постановке ПЦР по причине неспецифическо­
го гидролиза праймеров, который происходит под действием 
корректирующей экзонуклеазы [5,7].

В рутинных экспериментах в пробы объемом 25-100 мкл 
обычно добавляют 0,25-0,5 ед. фермента. При постановке 
ПЦР необходимо учитывать, что чем больше в реакцион­
ной смеси ДНК-полимеразы (выше активность в конкретно 
рассмотренной ситуации), тем выше вероятность неспецифи­
ческого отжига праймеров и, как итог, образование неспеци­
фических продуктов. В то же время необходимо помнить, что 
амплификация, осуществляемая, в частности, Taq-полиме- 
разой, происходит по дистрибутивному механизму, т.е. в про­
цессе синтеза особенно длинных цепей ДНК молекула фер­
мента, начавшая синтез, редко его заканчивает. Происходит 
диссоциация комплекса фермент - продукт - матрица, и син­
тез продолжает уже другая молекула фермента. Исходя из это­
го, очевидно, что для получения продуктов ПЦР большой 
длины необходимо повышать концентрацию фермента в про­
бе вплоть до 10 ед. активности из расчета на 50 мкл реакцион­
ной смеси.

16.4. Проведение ПЦР

Полимерную цепную реакцию проводят в амплификато- 
ре - приборе, обеспечивающем периодическое охлаждение 
и нагревание пробирок, обычно с точностью не менее 0,1 °С. 
Современные амплификаторы позволяют задавать сложные 
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программы, в том числе с возможностью «горячего старта», 
touchdown ПЦР, и последующего хранения амплифицирован- 
ных молекул при температуре 4 °С. Для ПЦР в реальном вре­
мени выпускают приборы, оборудованные флуоресцентным 
детектором. Существуют также приборы с автоматической 
крышкой и отделением для микропланшетов, что позволяет 
встраивать их в автоматизированные системы [7,8].

Обычно при проведении ПЦР выполняется 20-35 циклов, 
каждый из которых состоит из трех стадий (табл. 16.2). Тем­
пературно-временной режим изображен на рис. 16.4.

Таблица 16.2. Типичный цикл ПЦР

Денатурация 95 °С, 5-10 мин (при работе с плохоочищен- 
ной ДНК время может быть увеличено до 15- 
20 мин)

Отжиг праймеров 45-65 °С, 20-30 с

Элонгация (удлинение 
продукта амплификации)

72 °С, 1 мин для удлинения ампликона на 
1 тыс. пар оснований (п.о.)

Финальная элонгация 72 °С, до 10 мин (в зависимости от длины ко­
нечного продукта время может быть увеличе­
но)

При денатурации двухцепочечную ДНК-матрицу нагревают 
до температуры 94-96 °С (или до 98 °С, если используется вы­
сокотермостабильная полимераза) на 0,5-2 мин, чтобы цепи 
ДНК разошлись. Эта стадия называется денатурацией, так как 
разрушаются водородные связи между двумя цепями ДНК. 
Иногда перед первым циклом (до добавления полимеразы) про­
водят предварительный прогрев реакционной смеси в течение 
2-5 мин для полной денатурации матрицы и праймеров. Такой 
прием называется «горячим стартом». Он позволяет снизить 
количество неспецифичных продуктов реакции.

После денатурации ДНК температуру понижают, чтобы 
праймеры могли связаться с одноцепочечной матрицей. Дан­
ная стадия называется отжигом. Температура отжига зависит 
от состава праймеров и обычно выбирается на 4-5 °С ниже их 
температуры плавления. Время стадии - 0,5-2 мин. Непра­
вильный выбор температуры отжига приводит либо к плохо­
му связыванию праймеров с матрицей (при завышенной тем­
пературе), либо к связыванию в неверном месте и появлению 
неспецифических продуктов (при заниженной температуре).
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Типичный температурный профиль ПЦР
100

Время, с

Рис. 16.4. Температурный профиль ПЦР

ДНК-полимераза реплицирует матричную цепь, используя 
праймер в качестве затравки. Это стадия элонгации. Полиме­
раза начинает синтез второй цепи от 3'-конца праймера, кото­
рый связался с матрицей, и движется вдоль матрицы. Темпе­
ратура элонгации зависит от типа полимеразы. Часто исполь­
зуемые полимеразы Taq и Pfu наиболее активны при темпера­
туре 72 °С. Время элонгации также зависит как от типа 
ДНК-полимеразы, так и от длины амплифицируемого фраг­
мента. Время элонгации в среднем принимают равным 1 мин 
из учета на каждую тысячу пар оснований. После окончания 
всех циклов часто проводят дополнительную стадию финаль­
ной элонгации, чтобы достроить все одноцепочечные фраг­
менты. Эта стадия длится 7-10 мин [11-13].

16.5. Методы ПЦР

Стандартная ПЦР, проводимая по протоколам, разрабо­
танным еще К.Б. Мюллисом, применяется в наиболее про­
стых случаях амплификации. Этот вид ПЦР используется 
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в основном для амплификации последовательностей, длина 
которых не превышает 3 тыс. п.о. Данный метод может быть 
рекомендован для амплификации коротких последовательно­
стей, при реамплификации продуктов ПЦР, а также любых 
последовательностей в составе гомогенных векторных моле­
кул на основе плазмид и хромосом бактериофагов. В этом 
случае при соблюдении протокола постановки ПЦР можно 
быть уверенным в получении необходимого ПЦР-продукта.

Если в реакционной смеси находится сразу несколько пар 
праймеров, специфичных для разных генетических локусов, 
т.е. имеется возможность проводить несколько ПЦР одновре­
менно в одной пробирке, то говорят о разновидности ПЦР, на­
зываемой множественной ПЦР (multiplex PCR, mPCR). 
В наиболее простом случае это возможно, если пары прайме­
ров имеют схожие параметры для своего успешного функцио­
нирования (GC-состав, температуры отжига и др.). Имеется 
возможность проведения множественной ПЦР в формате ал- 
лель-специфической ПЦР. Здесь речь идет об одновременной 
идентификации аллелей одного гена (т.е. амплификации 
двух генетических локусов - ведь любой ген, напри­
мер ген человеческого организма в норме, как правило, пред­
ставлен двумя копиями), которые могут различаться лишь 
одним нуклеотидом. В таком случае поступают следующим об­
разом: аллель-специфические праймеры делают разной дли­
ны, что позволит идентифицировать исследуемые аллели по 
размеру продуктов ПЦР при проведении электрофореза [7].

Асимметричная ПЦР (asymmetrical PCR), или однонаправ­
ленная ПЦР (single-sided PCR), используется для амплифика­
ции одноцепочечных фрагментов ДНК, соответствующих ана­
лизируемому участку ДНК. Для этого необходимо, чтобы 
один из праймеров находился в низкой концентрации. В итоге 
в процессе ПЦР он будет быстро истощаться. После этого син­
тез ампликонов будет продолжаться только за счет наличия 
в реакционной смеси второго праймера, который должен при­
сутствовать в избытке. Когда в пробирке останется один прай­
мер, накопление ПЦР-продукта перестает происходить по экс­
поненциальному закону - концентрация возрастает линейно. 
В данном случае продукт ПЦР оказывается представленным 
в основном одноцепочечными молекулами ДНК. Асимме­
тричную ПЦР также используют для проведения непосред­
ственного секвенирования продукта ПЦР, для наработки од­
ноцепочечных ДНК при создании олигонуклеотидных микро­
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чипов и в других случаях, например при исследовании поли­
морфизма одноцепочечных фрагментов ДНК (single-stranded 
conformation polymorphism - SSCP) в ДНК-диагностике.

Довольно часто бывает, что в процессе амплификации не­
обходимого фрагмента ДНК не удается избавиться от неспеци­
фических продуктов ПЦР и «шмира» простыми манипуляция­
ми с концентрациями реагентов и pH буфера. В таком случае 
целесообразно использовать вариант ПЦР, называемый гнез­
довым ПЦР (nested PCR).

Принцип метода гнездовой ПЦР заключается в последова­
тельном применении двух пар праймеров, специфичных в от­
ношении исследуемого локуса. Вначале проводят ПЦР с 
внешними праймерами, фланкирующими, как правило, до­
вольно протяженный участок ДНК. В результате образуется 
гетерогенный продукт, в котором нужный фрагмент может ви­
зуально не наблюдаться из-за его низкой концентрации. Далее 
небольшое количество образовавшегося на первом этапе про­
дукта ПЦР без какой-либо очистки используют уже в качестве 
матрицы во втором этапе ПЦР. Здесь используют новую пару 
(внутренних) праймеров, комплементарных последовательно­
стям локуса, амплифицированного на первом этапе ПЦР. По­
скольку только у специфического продукта ПЦР будут при­
сутствовать места посадки для внутренних праймеров, ампли­
фикация всех остальных продуктов ПЦР, представляющих 
«шмир» и полосы непонятного происхождения, с внутренни­
ми праймерами происходить не будет [8,9].

Оптимальной температурой для синтеза ДНК термоста­
бильными ДНК-полимеразами считаются приблизительно 
72 °С, но они проявляют активность и при комнатной темпе­
ратуре. Если праймеры в силу своей первичной структуры 
имеют низкую температуру отжига, то могут возникать усло­
вия для неспецифического взаимодействия праймеров и ма­
трицы в случае их неполной комплементарное™ в соответ­
ствующих участках. В такой ситуации З'-концы праймеров, 
которые доступны ДНК-полимеразе при комнатной темпера­
туре или даже выше, вплоть до температуры денатурации 
комплексов праймер - матрица, удлиняются. Образующиеся 
при этом комплементарные матрице участки могут служить 
эффективными праймерами в следующих циклах ПЦР. В ито­
ге создается последовательность нуклеотидов, очень отдален­
но напоминающая ту, которую планировали амплифициро- 
вать. Выходом из данной ситуации является создание усло- 
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вий, при которых удлинение праймеров начиналось бы только 
после их отжига с соответствующими последовательностями 
матрицы. Обычно это происходит при понижении температу­
ры после стадии денатурации в первом цикле ПЦР. Другим 
вариантом является использование ПЦР с «горячим стар­
том» (рис. 16.5), который позволяет достичь желаемого ре­
зультата [8,9].

Существует также вариант ПЦР с обратной транскрипци­
ей - ОТ-ПЦР (RT PCR, one tube PCR). Этот метод применяет­
ся для обнаружения РНК в биологических образцах. При ис­
пользовании детекции результатов ПЦР в режиме реального 
времени есть возможность определять и их начальную кон­
центрацию, что широко используется для оценки дифферен­
циальной экспрессии генов на уровне транскрипции и в ДНК- 
диагностике возбудителей инфекционных заболеваний (на­
пример, вируса гепатита С, ВИЧ). Во время проведения ОТ- 
ПЦР на РНК (которая используется в качестве матрицы) с 
помощью обратной транскриптазы синтезируется кДНК, по­
следовательности которой далее, в свою очередь, амплифици- 
руют в обычной ПЦР. В современных вариантах ОТ-ПЦР (об­
ратную транскрипцию и ПЦР) проводят в одной пробир­
ке, что объясняет одно из распространенных названий данно­
го метода - «ПЦР в одной пробирке» - «one tube PCR» [7].

Если необходимо амплифицировать последовательности 
ДНК или РНК непосредственно на фиксированных препара­
тах тканей, клеток или хромосом, то используют ПЦР in situ. 
Если с помощью обычной гибридизации in situ с использова­
нием меченой ДНК в качестве зонда можно обнаруживать до 
10 копий анализируемых последовательностей на клетку, 
то чувствительность ПЦР in situ в 10 раз выше обычной ПЦР. 
С ее помощью имеется возможность обнаружить даже 1 ко­
пию ДНК на фоне 1 мкг неспецифической ДНК, а с помощью 
ОТ-ПЦР - небольшое количество РНК, образовавшейся в ре­
зультате транскрипции уникального гена. Данный метод не 
требует полного лизиса клеток или тканей, что необходимо, 
например, для проведения гибридизации.

Постановка ПЦР in situ включает в себя четыре этапа:
• приготовление и фиксацию препаратов клеток или тка­

ней;
• получение полупроницаемых клеточных мембран;
• амплификацию последовательностей с помощью ПЦР;
• детекцию ПЦР-продукта.
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Рис. 16.5. ПЦР с «горячим стартом». Электрофореграмма продуктов ПЦР (а); 
спектр электрофореграммы (б) (площадь пика характеризует количество про­

дукта):
М - маркер молекулярных масс 15-1500 п.о., М1 - 1500 п.о., М2 - 40-45 п.о.

Для эффективного осуществления ПЦР 3'-концевой нукле­
отид праймера должен быть комплементарен соответствую­
щему нуклеотиду матричной ДНК. В противном случае эф­
фективность удлинения праймера во время ПЦР резко снижа­
ется и при определенных сочетаниях ошибочно спаренных 
нуклеотидов даже не происходит (необходимо помнить, что 
именно 3'-концевая последовательность праймера является 
ключевой для эффективного проведения ПЦР). Полная ком- 
плементарность на данном участке ассоциата праймер - ма­
трица приводит к амплификации требуемого участка ДНК. 
Именно эта особенность ПЦР и лежит в основе метода обна­
ружения мутаций с помощью аллель-специфической ПЦР, ко­
торая иногда называется аллель-специфической элонгацией 
праймера (allele specific primer extension) [7].
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Для выявления гетерозиготного состояния анализируемо­
го гена можно использовать мутантный (аллель несет мута­
ции) и нормальный (аллель не несет изменений) праймеры 
разных размеров, которые различаются по длине их 5'-конце- 
вых последовательностей. При этом их 5'-концевые последо­
вательности должны быть полностью комплементарны анали­
зируемой ДНК. В данном случае в процессе ПЦР в реакцион­
ную смесь можно одновременно добавлять оба аллель-специ- 
фических праймера: мутантный и нормальный (праймер на 
«дикий» тип аллеля) вместе с общим для обоих праймеров - 
встречным. Образовавшиеся продукты реакции, соответству­
ющие мутантному аллелю и аллелю «дикого» типа, далее раз­
деляют с помощью электрофореза (рис. 16.6).

ПЦР с аллель-специфическими праймерами является про­
стым и эффективным методом обнаружения мутаций в геном­
ной ДНК и позволяет находить небольшое количество му­
тантных ДНК на фоне большого числа молекул ДНК «дикого» 
типа (в отличие от всех выше рассмотренных видов ПЦР).

Известно по крайней мере семь ковалентных модификаций 
азотистых оснований геномной ДНК у живых организмов, от­
носящихся к различным таксономическим группам. Однокле­
точные эукариоты содержат М6-метиладенин (ш6А) и 5-ги- 
дроксиметилурацил (hm5U). В клетках человека и насекомых

ТР53 R273C
I - 12wt
3 -12m
5 -89wt 
7-89 m
9 - 78wt
II -78m
13 - 50 wt
15 - 50m
date: 07/11/2011
ID: 031.3

wt - wild type 
m - mutation

Рис. 16.6. Аллель-специфическая ПЦР. Если мутация имеет место, будет об­
разовываться продукт и с «дикого» (wild type), и с мутантного (mutation) ал­
леля, если мутации нет - только продукт с «дикого» аллеля (представленного 

двумя копиями) 
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были обнаружены m6A и М7-метилгуанин (m7G). У прокариот 
наиболее часто встречаются т6А и 5-метилцитозин (ш5С), 
а также в меньшей степени М4-метилцитозин (т4С). Все мо­
дификации связаны с действиями систем рестрикции и моди­
фикации ДНК, а т6А, кроме того, участвует в контроле ре­
пликации и репарации ДНК у этих организмов; ш5С наибо­
лее часто встречается у эукариот с размером генома больше 
108 п.о. (т.е. у животных и растений), но редко у организмов с 
меньшим геномом (в том числе дрожжей, двукрылых насеко­
мых и нематод). Хотя в клетках млекопитающих только 
3-10 % остатков цитозина метилированы, данная модифика­
ция играет большую роль в функционировании их генома. У 
этих организмов образование т5С ассоциировано:

1) с регуляцией транскрипции, в том числе с инактивацией 
Х-хромосом;

2) импринтингом;
3) дифференцировкой клеток;
4) различными патологическими процессами, включая 

канцерогенез.
Одним из простых и эффективных методов обнаружения 

метилированных остатков С и А в ДНК является использова­
ние эндонуклеаз рестрикции, чувствительных к метилирова­
нию (ЭРЧМ) (рис. 16.7, а, 16.7, б). В этом случае инкубация 
изучаемой ДНК с ЭРЧМ может приводить или не приводить к 
разрушению ампликона и подавлению его амплификации 
в ПЦР. Однако поскольку не всегда в нужных местах генома 
присутствуют соответствующие сайты рестрикции, примене­
ние таких ферментов имеет ограничения [8,9].

Для обнаружения белков и других антигенов используется 
еще один чувствительный метод иммуно-ПЦР (immuno-PCR - 
IPCR), который был разработан Т. Сано с соавторами в 1992 г. 
Он обеспечивает приблизительно 1000-кратное увеличе­
ние чувствительности по сравнению с обычными иммунофер- 
ментными методами анализа. В этой группе методов исполь­
зуют ковалентные конъюгаты фрагментов одноцепочечной 
или двухцепочечной ДНК с антителами или их генно-инже­
нерными производными в качестве зондов к исследуемым ан­
тигенам (рис. 16.8, а). В таком варианте антиген, иммобилизо­
ванный на твердом носителе, инкубируют с антителами 
в виде конъюгатов с маркерным фрагментом ДНК. После от­
мывания избытка конъюгата оставшийся ампликон обнаружи­
вают с помощью ПЦР. В другом варианте метода (рис. 16.8, б)
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Сигнал
а б

Рис. 16.8. Использование конъюгатов ДНК - белок в иммуно-ПЦР: 
обнаружение высокомолекулярных антигенов (а); обнаружение низкомолекулярных 

гаптенов (Гап) с помощью конкурентной иммуно-ПЦР (б)

иммуно-ПЦР используют для конкурентного обнаружения 
низкомолекулярных антигенов. В одном из таких случаев, ил­
люстрирующем принцип данного метода, свободный анализи­
руемый гаптен конкурирует с конъюгатом гаптен - стрептави­
дин за сайты связывания в молекулах антител, иммобилизо­
ванных на твердой подложке. Конъюгат, оставшийся в связан­
ном состоянии, определяется по присутствию маркерных 
фрагментов ДНК с помощью ПЦР.

Системы биотин - стрептавидин или биотин - авидин ча­
сто используются для формирования различных межмолеку­
лярных комплексов. Использование стрептавидина в различ­
ных приложениях с нуклеиновыми кислотами предпочтитель­
нее, чем авидина, поскольку его изоэлектрическая точка pl 
лежит вблизи 7,0; следовательно, при физиологических значе­
ниях pH неспецифическое взаимодействие этого белка с ДНК 
менее вероятно. Молекулы биотина могут быть присоединены 
ковалентными связями к 3'- и 5'-концевым нуклеотидам ну­
клеиновых кислот, а также включены во внутренние части мак­
ромолекул в составе различных конъюгатов с ДНТФ [8].

При исследовании нуклеиновых кислот методом ПЦР ча­
сто возникает задача определения числа копий матричной 
ДНК или РНК в пробе. Эта задача может быть решена путем 
сравнения интенсивности (метод денситометрии) свечения 

427



продуктов ПЦР, полученных обычными методами и выделен­
ных с помощью электрофореза. Но данный метод оценки не 
является строго количественным. Из определения понятия 
ПЦР следует, что количество ПЦР-продукта должно удваи­
ваться с каждым циклом реакции (в теории). В реальных ус­
ловиях этого не происходит, поскольку ни одна из стадий ре­
акции не протекает со 100 %-ной эффективностью. На эффек­
тивность прохождения отдельных циклов могут оказывать 
влияние различные ингибиторы ПЦР, а последние циклы ока­
зываются наименее эффективными. Поэтому предсказать ко­
личество продукта, которое будет образовываться по заверше­
нии ПЦР, в каждом конкретном случае не представляется воз­
можным.

Проблему можно решить с помощью методов, называемых 
ПЦР в реальном времени (real-time PCR). В основе таких ме­
тодов лежит количественное определение содержания продук­
та ПЦР в реакционной смеси в каждом цикле реакции. Для 
этой цели разработано несколько подходов, в которых исполь­
зуются флуоресцентно меченные олигонуклеотиды.

Система TaqMan. В 1991 г. П. Холланд с соавторами 
предложили использовать 5'—>3'-экзонуклеазную активность 
Taq-полимеразы для контроля за эффективностью прохожде­
ния циклов ПЦР по освобождению в реакционной смеси флуо­
ресцентной метки, ассоциированной с 5'-концевым нуклеоти­
дом зонда. Этот подход лег в основу одного из широко рас­
пространенных современных методов количественной ПЦР в 
реальном времени. В разработке фирм «Perkin-Elmer», 
«Applied Biosystems» данный метод получил название 
«TaqMan». При реализации такого подхода обычно использу­
ют Taq- или Tth-полимеразы, однако, в принципе, те же функ­
ции может выполнять любая другая ДНК-полимераза.

При регистрации накопления продуктов на протяжении 
всего процесса исследователь получает гораздо больше ин­
формации об особенностях реакции. Зная кинетику процесса, 
можно оценивать начальные параметры реакции и сравнивать 
реакции между собой.

Приведем схему использования метода TaqMan для коли­
чественного определения мРНК. Комплементарную ДНК 
(кДНК), полученную стандартным методом с помощью обрат­
ной транскриптазы, используют в качестве матрицы в ПЦР. 
В реакционную смесь, кроме двух обычных праймеров, до­
бавляют олигонуклеотидный зонд, меченный по 5'-концу 
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флуорофором, а также содержащий в своей центральной или 
3'-концевой части тушитель флуоресценции. Зонд отжигается 
в каждом цикле ПЦР с центральным участком ампликона 
между двумя амплифицирующими его праймерами. Для 
того чтобы сам зонд не использовался в качестве праймера, 
его 3'-концевую гидроксильную группу фосфорилируют. 
Элонгацию праймеров проводят при той же температуре, что 
и температура отжига праймеров и зонда. Во время ПЦР на 
стадии элонгации праймера Taq-полимераза, достигнув 
5'-конца зонда, начинает вытеснять его из дуплекса, а затем 
отщепляет 5'-концевой нуклеотид зонда, меченный флуорофо­
ром, в точке раздвоения цепей ДНК и зонда. Поскольку экзо­
нуклеазная активность Taq-полимеразы специфична в отно­
шении двухцепочечных ДНК, зонд, находящийся в реакцион­
ной смеси в свободном состоянии, остается интактным. По 
мере углубления ПЦР интенсивность флуоресценции реакци­
онной смеси увеличивается, и это возрастание происходит 
ступенчато по завершению стадии элонгации праймера в каж­
дом цикле ПЦР. Свободный зонд, находясь в растворе в кон­
такте с тушителем флуоресценции, создает небольшой ба­
зальный уровень флуоресценции, который преодолевается по 
мере накопления свободного флуорофора в реакционной сме­
си. С этого момента, определяемого числом прошедших ци­
клов ПЦР, которое называют порогом числа циклов (Ct - 
threshold cycle), появляется возможность наблюдать в реаль­
ном времени за кинетикой накопления флуорофора в реакци­
онной смеси. Значение Ct обратно пропорционально 
количеству амплифицируемой матрицы в пробе [7].

Оптимальная длина ампликона для ПЦР в реальном време­
ни, как правило, меньше 100 п.о. (60-80 п.о.). ПЦР-продукты, 
полученные с использованием ампликонов такой длины, бо­
лее эффективно денатурируют, а время фазы элонгации может 
быть сокращено до 10-15 с, что заметно ускоряет весь про­
цесс амплификации [8-10].

Система FRET. Оценку скорости образования продуктов 
ПЦР в реальном времени осуществляют и с использованием 
других физических принципов. В частности, функционирова­
ние зондов второго типа основано на резонансном переносе 
энергии флуоресценции (fluorescent resonance energy transfer - 
FRET). В этом случае два олигонуклеотида, специфичные 
в отношении продукта ПЦР, тандемно гибридизуют с продук­
том в каждой фазе отжига праймеров. Выше расположенный 

429



зонд содержит на своем 3'-конце возбуждающий краситель 
(в частности, FITC), а следующий за ним олигонуклеотид ме­
чен по 5'-концу красителем-репортером (например, RED 640). 
Таким образом, в данной системе два вышеупомянутых кра­
сителя оказываются пространственно сближенными друг с 
другом после гибридизации с продуктом ПЦР. После этого 
возбуждение FITC сопровождается переносом электронов на 
акцепторную молекулу RED 640, которая испускает кванты 
света определенной энергии в более длинноволновой части 
спектра. Интенсивность флуоресценции четко коррелирует с 
количеством связавшихся зондов и с количеством образовав­
шегося продукта ПЦР [8,10].

«Молекулярные маяки». Третий тип зондов, используе­
мых для обнаружения специфических продуктов ПЦР в ре­
альном времени, получил название «молекулярных маяков» 
(molecular beacons). Такие олигонуклеотиды обладают тремя 
характерными чертами:

• к 5'- и 3'-концам «молекулярного маяка» присоединены 
соответственно тушитель флуоресценции и флуорофор;

• последовательности, примыкающие к данным красите­
лям, самокомплементарны (поэтому в реакционной смеси зон­
ды приобретают структуру типа «стебель - петля», в которой 
тушитель и флуорофор сближены и флуоресценция флуорофо- 
ра-репортера подавлена);

• область петли зонда содержит последовательность, ком­
плементарную анализируемому продукту ПЦР.

При температурах более низких, чем температура отжига 
зонда на продукт ПЦР, структура стебля сохраняется и «моле­
кулярный маяк» находится в выключенном состоянии. После 
образования гибрида между зондом и продуктом ПЦР или де­
натурации зонда тушитель и флуорохром пространственно 
разделяются, флуорохром начинает флуоресцировать. Воз­
буждение электронов красителей осуществляют аргоновым 
лазером.

Системы ПЦР в реальном времени, основанные на «моле­
кулярных маяках», обладают гораздо большей специфично­
стью, чем система TaqMan, и позволяют обнаруживать оди­
ночные замены нуклеотидов в ДНК; они также пригодны для 
количественной оценки содержания продукта ПЦР по завер­
шении реакции с помощью флуориметра.

К недостаткам этой группы методов следует отнести необ­
ходимость очень тщательного дизайна зондов, для каждого из
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которых требуется проводить определение индивидуальных 
профилей плавления.

Флуоресцентные красители, связывающиеся с ДНК. 
Четвертый тип систем обнаружения продуктов ПЦР в реаль­
ном времени основан на непосредственном взаимодействии 
флуоресцентных красителей (например, SYBR Green) с двух­
цепочечной (дцДНК). Краситель, не связавшийся с ДНК, об­
наруживает слабую флуоресценцию в растворе. По мере элон­
гации праймеров в цикле ПЦР флуоресценция возрастает 
в результате связывания красителя дцДНК. На стадии денату­
рации интенсивность флуоресценции снова уменьшается. 
В соответствии с этим интенсивность флуоресценции реакци­
онной смеси измеряют в конце этапа элонгации каждого цик­
ла. Хотя метод исключает необходимость в дополнительных 
флуоресцентных зондах, его специфичность низка и целиком 
определяется специфичностью взаимодействия праймеров с 
ДНК-матрицей. Вторым недостатком данного метода является 
зависимость интенсивности флуоресценции от размера про­
дукта ПЦР. Чем больше длина синтезированной ДНК, тем 
большее количество молекул красителя с ней соединяется [7].

Праймеры типа «Скорпион». В одной из последних раз­
работок ПЦР в реальном времени используются праймеры, 
которые сами заключают в своей последовательности флуо­
ресцентно меченые зонды. Такие праймеры выполняют двой­
ную функцию: обычную, обеспечивая синтез цепей ДНК, 
и функцию зонда, которая реализуется после включения прай­
мера в продукт ПЦР. Принцип действия праймеров «Скорпи­
он» представлен на рис. 16.9. З'-концевая часть олигонуклео­
тида «Скорпион» включает в себя последовательность, ком­
плементарную анализируемому участку ДНК и выполняю­
щую непосредственную роль праймера. 5'-концевая часть 
олигонуклеотида сконструирована таким образом, что образу­
ет структуру типа «стебель - петля». За счет этого происходит 
сближение флуорофора, присоединенного непосредственно к 
5'-концу «Скорпиона», с тушителем флуоресценции, располо­
женным в центральной части олигонуклеотида на границе по­
следовательности праймера. В этом отношении простран­
ственная структура олигонуклеотидов «Скорпион» напомина­
ет таковую для «молекулярных маяков» и выполняет ту же 
функцию, пока олигонуклеотиды находятся в свободном со­
стоянии. Однако в отличие от «молекулярных маяков» уча­
сток ДНК, находящийся в петле «Скорпиона», комплемента-
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Рис. 16.9. Праймеры типа «Скорпион», используемые для обнаружения про­
дуктов ПЦР в реальном времени. Олигонуклеотиды этого типа объединяют 

в одной (а) или двух (б) молекулах

рен последовательности нуклеотидов ампликона, что и обе­
спечивает ему уникальные свойства. Кроме того, за тушите­
лем флуоресценции в цепь ДНК вводится мономер 
гексэтиленгликоля HEG, который блокирует прохождение 
ДНК-полимеразы вдоль матрицы до 5'-конца, т.е. прекращает 
амплификацию в этой точке, и последовательность, образую­
щая структуру типа «стебель - петля», остается неамплифи- 
цированной [8,10].

16.6. Секвенирование ДНК

В настоящее время определение точной нуклеотидной по­
следовательности любого сегмента ДНК умеренной длины - 
вполне разрешимая задача. Уже определена последователь­
ность нескольких десятков тысяч генов про- и эукариот. Зная 
последовательность гена и генетический код, легко опреде­
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лить аминокислотную последовательность кодируемого им 
белка. Раньше для определения структуры белка приходилось 
проводить тщательный и весьма трудоемкий анализ выделен­
ного и очищенного белка. В настоящее время часто бывает 
проще установить структуру белка путем определения коди­
рующей его нуклеотидной последовательности ДНК, чем с 
помощью прямого секвенирования аминокислотной последо­
вательности. Если секвенирование белка занимает месяцы 
и даже годы, то ДНК удается секвенировать за несколько не­
дель. Определение последовательности ДНК помогло обнару­
жить области ДНК, которые не кодируют белки, но принима­
ют участие в регуляции экспрессии генов и репликации ДНК.

Секвенирование ДНК методом химической деградации 
по Максиму - Гилберту. В основе метода секвенирования 
ДНК путем химической деградации лежит ограниченное рас­
щепление меченого фрагмента ДНК под действием специфи­
ческих реагентов. Непременным условием проведения секве­
нирования этим методом является наличие фрагмента ДНК, 
меченного радиоактивной меткой только по одному концу. 
Разделение продуктов деградации по размеру с помощью вы­
соковольтного электрофореза в полиакриламидном геле высо­
кого разрешения, способного разделять фрагменты ДНК, раз­
личающиеся между собой по длине всего на один нуклеотид, 
и последующая радиоавтография геля позволяют определить 
нуклеотидную последовательность секвенированного участка 
ДНК (рис. 16.10).

Последовательность этапов:
• направленная модификация определенных гетерооснова­

ний в олигонуклеотиде под действием химических агентов;
• удаление модифицированных гетерооснований, приводя­

щее к появлению в олигонуклеотидной цепи ациклического 
фрагмента на месте дезоскирибофуранозы. Последующее вы- 
щепление этого алифатического фрагмента в результате реак­
ции p-элиминирования сопровождается разрывом олигонукле­
отидной цепи и образованием двух 5'-фосфорилированных 
фрагментов, один из которых имеет радиоактивную метку. 
В результате четырех (или иногда трех, пяти или даже шести) 
типов реакций образуется смесь олигонуклеотидных молекул, 
различающихся по размеру на один нуклеотид и несущих на 
одном из концов метку;

• разделение продуктов реакции в соседних дорожках сек- 
венирующего денатурирующего полиакриламидного геля;
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Рис. 16.10. Схема определения нуклеотидной последовательности ДНК мето­
дом химической деградации

• радиоавтография на рентгеновской пленке лестницы из 
полос ДНК на соседних дорожках, а также восстановление по­
следовательности нуклеотидов секвенируемого фрагмента 
ДНК.

Несмотря на относительно низкую производительность 
метода секвенирования ДНК путем химической деградации, 
он в настоящее время все же продолжает использоваться и в 
отдельных случаях почти незаменим. Так, метод химической 
деградации применяется для секвенирования синтетических 
олигонуклеотидов в тех случаях, когда:

• участки ДНК с обильным наличием вторичных структур, 
приводящих к сверхспирализации цепи, не всегда бывает воз­
можно секвенировать с помощью ферментативного построе­
ния новой цепи ДНК;
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• с помощью секвенирующего гель-электрофореза необхо­
димо выявить ДНК-белковые взаимодействия после того, как 
ДНК вместе с белком подверглась химической модификации 
по Максаму - Гилберту;

К преимуществам данного метода секвенирования можно 
отнести:

• определение последовательности фрагмента ДНК, 
или геномного, или клонированного в каком-либо подходящем 
векторе (т.е. реплицировавшегося in vivo), а не новосинтезиро- 
ванная in vitro копия, как в ферментативном методе с дидезок­
ситерминаторами;

• осуществление метода возможно практически с любого 
сайта узнавания любой эндонуклеазы, присутствующего во 
вставке, и поэтому не требуется предварительной информации 
об участке нуклеотидной последовательности, окружающей 
данное место;

• использование метода в качестве стартового при выпол­
нении крупномасштабных проектов по определению нуклео­
тидных последовательностей протяженных фрагментов ДНК.

В качестве серьезного недостатка данного метода необхо­
димо отметить высокую токсичность используемых реаген­
тов, обращение с которыми и их дальнейшая утилизация тре­
буют соблюдения определенных правил.

Секвенирование ДНК ферментативным методом по 
Сэнгеру. В основе ферментативного метода секвенирования 
ДНК лежит синтез меченой комплементарной цепи ДНК с ис­
пользованием в качестве матрицы нативной ДНК (рис. 16.11). 
Для осуществления синтеза необходимы следующие компо­
ненты:

• термостабильная ДНК-полимераза;
• набор четырех дезоксирибонуклеозидтрифосфатов;
• одноцепочечная матрица, нуклеотидная последователь­

ность которой должна быть определена;
• праймер, с которого начинается синтез;
• модифицированные дидезоксирибонуклеотиды ddNTP - 

терминаторы синтеза ДНК, лишенные гидроксильных групп 
в 2'- и 3'-положениях углеводного кольца, что делает их неспо­
собными встраиваться в растущую олигонуклеотидную цепоч­
ку и тем самым прерывать (терминировать) ее удлинение.

В результате элонгация данной цепи терминируется в том 
месте, где в ДНК включился дидезоксирибонуклеотид ddNTP. 
Поэтому их называют терминаторами элонгации.
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Обычно готовят четыре смеси, каждая из которых содер­
жит один из четырех ddNTP. В каждой из пробирок образует­
ся набор меченых фрагментов разной длины. Длина их зави­
сит от того, в каком месте в цепь включен дефектный нуклео­
тид. Полученные меченые фрагменты ДНК разделяют в поли­
акриламидном геле (с точностью до одного нуклеотида), 
проводят радиоавтографию и по картине распределения фраг­
ментов в четырех пробах устанавливают нуклеотидную по­
следовательность ДНК.

В настоящее время широкое распространение получила 
методология автоматического ДНК-секвенирования с исполь­
зованием генетических анализаторов. Признанным миро­
вым лидером в данной области является компания «Applied 
Biosystems» (США), приборы которой использовались в ходе 
реализации программы «Геном человека».

После проведения классической ПЦР-амплификации поли- 
морфизмсодержащего локуса геномной ДНК, очистки продук­
та амплификации и инактивации дезокситрифосфатов прово­
дится сиквенсовая реакция. Вторичная очистка продуктов ре­
акции секвенирования и денатурация предшествуют капил­
лярному электрофорезу (рис. 16.12).

Электрофорез в этом случае проводят в одном капилляре, 
и на электрофореграмме каждому из четырех нуклеотидов, 
маркированных различными флуорофорами, соответствует 
свой цвет полосы, которую сканируют в луче лазера, занося 
данные в компьютер.

АНАЛИЗ ДАННЫХ

Рис. 16.12. Схема проведения секвенирования на генетическом анализаторе
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