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ПРЕДИСЛОВИЕ Л. А. ОСТЕРМАНА

Развитие большинства современных научных дисциплин

напрямую связано с развитием применяемыхисследователями

методов. В последние десятилетия именно новые методические

подходы определяли прорывы в области биохимии и молеку-

лярной генетики. При этом понимание сути используемых ме-

тодик всегда являлось необходимым условием эффективного

экспериментального подхода. Одним из таких методов, позво-

ливших генетикам и молекулярным биологам сделать сразу не-

сколько огромных шагов вперед, безусловно стало изобретение

метода полимеразной цепной реакции.

Несмотря на то, что принцип ПЦР понятен большинству

школьников после краткого его изложения, этот метод облада-

ет массой нюансов, о существовании которых подозревают да-

леко не все исследователи, использующие его в повседневной

практике. Так, далеко не каждый экспериментатор учитывает

влияние эффективности ПЦР на результат амплификации.

А между тем данный параметр определяет возможность срав-

нения результатов для разных реакций. Другой пример типич-

ного «заблуждения» — отождествление накопления ДНК и

накопления флуоресцентного сигнала при проведении ПЦР «в

реальном времени», хотя есть масса примеров из практики,

когда эти процессы идут независимо.

Предлагаемая читателю книга направлена, в первую оче-

редь, на объяснение тонкостей метода полимеразной цепной

реакции с регистрацией результатов в режиме «реального вре-

мени». Авторы постарались рассмотреть все нюансы метода,

позволяя читателю разобраться в сути процесса. Работа вы-

строена по принципу использования метода ПЦР «в реальном

времени» для решения различных задач. При этом авторы по-

старались сделать так, чтобы исследователь мог обратиться к

каждой отдельной главе, поняв особенности данного варианта

применения метода даже без прочтения всей книги.

Л. А. Остерман



ПРЕДИСЛОВИЕ Е. Д. СВЕРДЛОВА

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) «в реальном време-

ни» — методика, прочно вошедшая в повседневную практику

исследовательских и клинических лабораторий по всемумиру.

Спектр задач, для решения которых применяется ПЦР «в ре-

альном времени», увеличивается с каждым днем. Сюда можно

отнести как сферу научных исследований (определение уровня

экспрессии генов, анализ количественного соотношения аль-

тернативно сплайсированных форм мРНК и т. д.), так и сферу

прикладных применений (определение уровня бактериальной

или вирусной нагрузки органа, поиск следов генно-инженерных

конструкций в продуктах питания и т. д.).

Несмотря на то, что число обзоров и монографий (A–Z of

Quantitative PCR; Real-Time PCR (BIOS Advanced Methods)),

посвященных ПЦР «в реальном времени», постоянно растет,

ощущается значительная нехватка подобных работ на русском

языке.Поэтому книга Д. В. Ребрикова с соавторами, являюща-

яся первой работой такого уровня, посвященной различным ас-

пектам ПЦР «в реальном времени», вне всякого сомнения,

актуальна и с успехом заполнит существующий вакуум соот-

ветствующих русскоязычных учебных пособий.

Книга написана коллективом авторов, не просто использу-

ющихПЦР«в реальном времени» в повседневной практике, но

являющихся ведущими в нашей стране разработчиками обору-

дования и реагентов дляПЦР в «реальном времени». Разносто-

роннее и творческое понимание физической и биологической

составляющих научной основы метода помогло авторам в по-

лной мере осветить особенности ПЦР «в реальном времени» и

дать читателям точную, написанную доступным языком карти-

ну процессов, идущих в реакционной пробирке.

По своей структуре и глубине описания этих процессов

книга нацелена, в первую очередь, на сотрудников научно-ис-

следовательскихлабораторийи студентов, стремящихсяразоб-

раться в фундаментальных принципах и нюансах метода.

Вместе с тем, каждая глава содержит много конкретных прак-

тических рекомендаций, делая книгу ценной также для

практикующих специалистов.

Е. Д. Свердлов

Академик РАН и РАСХН, советник РАН



ГЛАВА 1

ЧТО ТАКОЕ ПЦР

1.1. ИЗОБРЕТЕНИЕПЦР

В последние годы все больше молекулярно-биологических

методов находят практическое применение в различных облас-

тях медицины, промышленности и сельского хозяйства. Один

из таких методов — полимеразная цепная реакция (ПЦР), по-

зволяющая нарабатывать в пробирке определенный участок мо-

лекулы дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) практически

в неограниченных количествах.

В медицине ПЦР применяют при диагностике инфекцион-

ных и наследственных заболеваний, при диагностике рака и

иммунных патологий. ПЦР используют для идентификации

личности и определения биологического родства индивидов.

Санитарно-эпидемиологические службы используют ПЦР для

контроля за микробиологическим загрязнением окружающей

среды и продуктов питания, а также для выявления генети-

ческимодифицированныхисточниковпищи (ГМИ). Внаучно-

исследовательских лабораториях ПЦР используют для изуче-

ния нуклеиновых кислот и проведения манипуляций с ними.

Например, благодаря ПЦР стало возможным быстрое получе-

ние исследуемых участков ДНК в чистом виде и в достаточном

количестве.

Открытие полимеразной цепной реакции стало одним из

наиболее выдающихся событий в областимолекулярной биоло-

гии за последние десятилетия. Это позволило поднять данную

область науки на качественно новый уровень. Внедрение поли-

меразной цепной реакции в медицину открыло новое диагнос-

тическое направление— ДНК-диагностику.

Основные принципы полимеразной реакции и состав реак-

ционной смеси дляполучения копийДНКвпервые были описа-

ны Kleppe с соавт. в 1971 году [Kleppe et al, 1971]. Однако

исследователями не была продемонстрирована главная черта

ПЦР — экспоненциальное увеличение количества копий фраг-

мента исходной ДНК.



В 1983 году сотрудник фирмы «Cetus» Kary Mullis предло-

жил метод, ставший в дальнейшем известным как полимераз-

ная цепная реакция. Суть метода заключается в многократном

копировании (амплификации) в пробирке определенных учас-

тков ДНК в процессе повторяющихся температурных циклов.

Накаждомцикле амплификации синтезированныеранеефраг-

менты вновь копируются ферментом ДНК-полимеразой. Бла-

годаря этому происходит многократное увеличение числа

определенных фрагментов ДНК (рис. 1.1).

Следует отметить, что широкому распространению ПЦР

сопутствовало развитие некоторых технологий. В частности,

появление приборов, позволяющих автоматически синтезиро-

вать одноцепочечные фрагменты ДНК (олигонуклеотиды). В тот

же период были обнаружены уникальные микроорганизмы,

живущие в гейзерах. Их ферментативная система, в частности

ферментДНК-полимераза, выдерживает высокие температуры

горячих источников и сохраняет свою биологическую актив-

ность после нагревания до 100 �С. Использование программиру-

емых термоциклеров, изменяющих температуру реакционной

смеси по заданной циклической программе, и ферментов из

термофильных микроорганизмов, существенно упростило про-

ведение реакции, сделав ее рутинной процедурой.

Результатом открытия ПЦР стало почти немедленное

практическое применение метода. В 1985 году Saiki с соавт.

опубликовали статью, в которой была описана амплификация

участка гена �-глобина [Saiki et al, 1985]. С этогомомента коли-

чество публикаций, в которых авторы сообщали о применении

ПЦРвсвоихработах, сталоувеличиватьсяв геометрическойпро-
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Рис. 1.1.Принцип экспоненциальнойамплификацииДНКвходеПЦР



грессии. Метод приобрел такую популярность, что сегодня уже

трудно представить работу в области молекулярной биологии без

его использования. На основе ПЦР были созданы современные

технологии секвенирования (определения последовательнос-

ти нуклеотидов в ДНК). В настоящее время существует мно-

жество модификаций ПЦР, одной из которых и посвящена

данная работа.

1.2. ИЗОБРЕТЕНИЕПЦР «В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ»

Поскольку в ходе полимеразной цепной реакции происхо-

дит наработка определенного участка ДНК, по окончании ре-

акции можно зарегистрировать полученный фрагмент при

помощи ряда методов, первым и наиболее часто используемым

из которых является метод электрофореза молекул ДНК в геле

с окрашиванием бромистым этидием. Однако регистрация ре-

зультата реакции по ее завершении не дает информации об эф-

фективности процесса (если не использовать специальную

постановку эксперимента), снижая тем самым потенциальную

информативность ПЦР. Применение метода было ограничено

задачами, в которых было достаточно ответа «да»–«нет».

В начале 90-х годов прошлого столетия исследователи пред-

ложили регистрировать накопление ДНК непосредственно в

ходе ПЦР [Higuchi et al, 1992]. К этой идее их подтолкнуложе-

лание использовать метод ПЦР для количественного опреде-

ления исходного числа матриц, попавших в реакционную

пробирку. Несмотря на то, что ПЦР и ранее использовали для

количественного определения нуклеиновых кислот, изобрете-

ниеПЦР «в реальном времени» существенно упрощало технику

измерения и делало подход более точным [Higuchi et al, 1993].

С этого момента началось бурное развитие как приборной,

так и реагентной базы для выполненияПЦР с регистрацией на-

копленияпродуктов амплификациинепосредственно входе ре-

акции (рис. 1.2). Уже в середине 90-х годов появились первые

детектирующие амплификаторы (термоциклеры), а к настоя-

щему моменту их разнообразие перевалило за 30 (на рынке

присутствует более 10 компаний, промышленно выпускающих

приборы данного типа).

Можно с уверенность констатировать быстрое замещение

обычной ПЦР методиками с флуоресцентной регистрацией на-

копленияДНКв области выявленияиколичественного опреде-

ления нуклеиновых кислот. В первую очередь это связано с

удобством процедуры за счет отсутствия отдельной стадии де-
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текции результатов ПЦР. Кроме того, флуоресцентные методы

позволяют избирательно регистрировать амплификацию лишь

определенных фрагментов ДНК (за счет использования олиго-

нуклеотидных проб), повышая тем самым достоверность иссле-

дования. Вместе с тем, обычнаяПЦР сохраняет свои позиции в

методиках, требующих наработки фрагментов ДНК с целью их

дальнейшего использования (клонирования, определения по-

следовательности и т. п.). Здесь дополнительные компоненты

реакции (интеркалирующие красители, пробы) могут поме-

шать последующим процедурам и их лучше исключить из

состава реакционной смеси (рис. 1.3).

ПЦР

� �

Получение информации Получение материи

—анализ уровня представлен-

ности транскриптов

— in situПЦР

—ДНК-диагностикавмедицине

—генотипирование

—клонирование ДНК

—вычитающая гибридизация

—дифференциальныйдисплей

— in vitro мутагенез и др.

Рис. 1.3. Разделение ПЦР по принципу решаемой задачи. ПЦР «в ре-
альном времени» наилучшим образом подходит для «информацион-

ной» ПЦР

Что такое ПЦР 13

Рис. 1.2. Этапы развития метода ПЦР



1.3. ОТЛИЧИЕАНАЛИЗАПРОДУКТОВПЦР
«ПО КОНЕЧНОЙТОЧКЕ»И«ВРЕАЛЬНОМВРЕМЕНИ»

Регистрировать результатПЦРможно либо по завершении

амплификации («по конечной точке»), либо на протяжении

всей реакции («в реальном времени»). «Классическая» ПЦР

предполагает анализ результатов реакции «по конечной точ-

ке». Для этого используют методы электрофореза в геле, гиб-

ридизационно-ферментный анализ (ГиФА), флуоресцентную

детекциюпослеПЦР (FLASH) и др. Все эти подходыпоказыва-

ют количество продукта реакции в определенный момент те-

чения процесса (обычно — по завершении процесса), давая

исследователю лишь статичную картинку динамичного про-

цесса. Электрофореграмму агарозного геля по информативнос-

ти дляисследователяможно сравнитьфотографией фигуриста,

по которой судьи должны выставить оценки за технику и ар-

тистичность всего выступления.

Прирегистрациинакопленияпродуктов амплификациина

протяжении всего процесса, исследователь получает гораздо

большеинформации об особенностях реакции.Продолжая ана-

логию, можно сказать, что ПЦР «в реальном времени» — это

киносъемка выступления фигуриста. Зная кинетику процес-

са, можно уже оценивать начальные параметры реакции и

сравнивать реакции между собой.

Приведем такой пример: среди исследователей, использу-

ющих ПЦР для оценки уровня представленности транскрип-

тов, частоможно встретить суждение, что чем большепродукта

реакции видно на электрофореграмме, тем больше матриц

было добавлено в реакцию на старте. На рисунке 1.4 приведен

результат эксперимента, в котором в параллельные реакции

было добавлено одинаковое количество стартовых молекул

ДНК. Анализ электрофореграммы показывает, что в реакци-

ях получено разное количество продукта ПЦР. Однако кри-

вые накопления продукта амплификации ярко демон-

стрируют схожую начальную концентрацию матриц.

1.4. РАЗВИТИЕ ПЦР «В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ»
КАК ДИАГНОСТИЧЕСКОГО ИНСТРУМЕНТА

Переход любого метода из научно-исследовательской лабо-

ратории в лабораторию диагностическую сопряжен с рядом воз-

никающих на этом пути проблем: уровень специальной

подготовки сотрудников диагностической лаборатории принци-
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пиально отличается от подготовки сотрудников научно-исследо-

вательского института. В медицинской диагностике гораздо

выше требования к воспроизводимости получаемых результа-

тов, трактовка результатов исследования должна быть стан-

дартизована и автоматизирована и т. д.

В этой связи можно сформулировать основные направле-

ния развития ПЦР в ближайшем будущем.

1. Повышение общей надежности метода.

2. Дальнейшее упрощение процедуры анализа.

3. Сокращение времени исследования.

4. Широкое внедрение количественной ПЦР.

Эти тенденции будут реализованы за счет использования

флуоресцентных методов детекции продуктов амплификации,

автоматизации и применения компьютерных методов регис-

трации и трактовки результатов исследования.

Уже сейчас техника выполнения процедур при проведении

ПЦР-диагностики довольно проста. В клинической лаборатор-

ной диагностике исследование принято подразделять на три

этапа: пробоподготовка (очистка ДНК или РНК исследуемого

объекта от примесей), амплификация определенного фрагмен-

та ДНК и регистрация результатов амплификации. Развитие

Что такое ПЦР 15

Рис. 1.4.Пример графиков накопления продуктов амплификации для
четырех реакций с одинаковым начальным количеством матричной

ДНК. На врезке показана электрофореграмма тех же реакций. Видно,

что, несмотря на различие в конечной концентрации продуктов реак-

ции, появление регистрируемого прибором сигнала для всех пробирок

произошло одновременно, что свидетельствует о схожести начального

количества ДНК



методикпробоподготовкиможнопрогнозироватьвнаправлении

повышения эффективности лизиса и удаления ингибиторов и ав-

томатизации процесса. Некоторые образцы биоматериала содер-

жат агенты, существенно снижающие эффективность реакции.

При проведении количественного ПЦР-анализа отличие в эф-

фективности амплификации может внести существенную

ошибку, поэтому с распространениемколичественного анализа

требованиякчистоте получаемойДНКповышаются.Для этапа

амплификации стоит отметить тенденцию к переходу от ис-

пользования отдельныхреакционныхпробирокк стандартным

форматам скрепленных пробирок (8- или 12-луночные стрипы

и 96- или 384-луночные планшеты). При этом возможность ис-

пользования многоканальных пипеток и дозаторов ускоряет

процедуруприготовленияреакционной смеси.Крупные диагнос-

тические центры, при использовании планшетных форматов,

могут применять роботизированные дозирующие станции,

снижающие вероятность ошибки лаборанта.

Достоверность исследования в значительной мере связана

со способом детекции и интерпретации результатов ПЦР (см.

табл. 1.1). В настоящее времяможно выделить четыре системы

детекции результатов ПЦР, наиболее часто применяемых в ди-

агностических лабораториях: гель-электрофорез, гибридиза-

ционно-ферментный анализ (ГиФА), флуоресцентная детекция

результатовпослеПЦР (FLASH)ифлуоресцентнаядетекцияво

время ПЦР (ПЦР «в реальном времени»). Последние два мето-

да отличаются тем, что продукт амплификации для определе-

ния не извлекается из пробирки, а регистрация результатов

(измерение флуоресценции) идет в закрытой пробирке. Тем са-

мым решается одна из ключевых проблем внедрения ПЦР в ме-

дицинскую лабораторную практику—проблема контаминации

(см. гл. 2).

Применение системы детекции результатов ПЦР в режиме

«реального времени», наряду с ответом на вопрос о наличии

или отсутствии в исследуемом образце мишени, позволяет оце-

нить его количество, что в ряде случаев позволяет уточнить ди-

агноз и выбрать более адекватный метод лечения.

Современные компьютерные программы в комбинации с

применением флуоресцентно-меченных гибридизационных

олигонуклеотидных проб для визуализации результатов ПЦР

(методы FLASH или ПЦР «в реальном времени») позволяют

практически полностью исключить неверную трактовку ре-

зультатов. Автоматизированная система фиксирования данных
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с детектирующего амплификатора или специализированного

флуориметра в памяти персонального компьютера позволяет

вести эффективную документацию и хранение информации с

возможностью выведения отчета о проведенном анализе в

стандартном виде.
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ГЛАВА 2

ОСНОВЫПОЛИМЕРАЗНОЙЦЕПНОЙ
РЕАКЦИИ

Поскольку ПЦР «в реальном времени» является одним из

вариантов ПЦР, для правильного понимания читателем при-

веденных в книге рассуждений, авторы сочли необходимым

рассмотреть в начале изложения ключевые особенности поли-

меразной цепной реакции.

2.1. ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ ОПЦР

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) представляет собой

метод ферментативной наработки in vitro определенных, срав-

нительно коротких (от нескольких десятков до нескольких ты-

сяч пар нуклеотидов), двуцепочечныхфрагментовДНК.В основе

реакции лежит механизм, который в природе реализован при

внутриклеточном удвоении (репликации) молекул ДНК фер-

ментом ДНК-полимеразой. Поскольку процесс репликации

ДНКподробно описан во многих учебниках, здесь лишь напом-

ним, что для протекания этой реакции (в клетке или пробирке)

необходимы следующие ключевые компоненты: исходная мо-

лекула ДНК (служащая матрицей для репликации), фермент

ДНК-зависимая-ДНК-полимераза, дезоксирибонуклеотидтри-

фосфатыикороткиеодноцепочечныеДНК-затравки (праймеры),

комплементарные матричной ДНК. Если все перечисленные

компоненты смешать в соответствующем солевом растворе (бу-

фере), ДНК-полимераза будет синтезировать ДНК из дезокси-

рибонуклеотидтрифосфатов, подставляя их по принципу ком-

плементарности к матричной молекуле ДНК начиная от ДНК-

затравки.

При проведении ПЦР используют, как правило, два прай-

мера, взаимодействующих (гибридизующихся) в соответствии

с принципом комплементарности с противоположными цепя-

ми ДНК и ограничивающих участок матричной молекулы, ко-

торыйи будет амплифицирован в ходе реакции.Поскольку для

гибридизации праймеров необходимо предварительно разъе-

динить две цепи матричной молекулы ДНК, реакционную

смесь нагревают до 93–96 �С. Затем смесь охлаждают до темпе-



ратуры, при которой праймеры могут провзаимодействовать с

одноцепочечной матричной ДНК (40–75 �С). После взаимодей-

ствия праймеров с матричной молекулой ДНК, полимераза

синтезирует комплементарную цепь ДНК путем удлинения

праймеров (при температуре 60–75 �С).

Если повторить нагрев и охлаждение реакционной смеси

(цикл реакции), то ранее синтезированные молекулы ДНК вы-

ступят в качестве матриц для синтеза новых молекул, что при-

ведет к увеличению ограниченного праймерами фрагмента

вдвое.Многократное повторение таких температурных циклов

ведет к увеличению количества ограниченного праймерами

участка ДНК в геометрической прогрессии с основанием, близ-

ким к 2 (более подробно кинетика реакции описана в гл. 7).

Таким образом, классическая ПЦР состоит из повторяю-

щихся температурных циклов, состоящих, в свою очередь, из

трех температурных режимов: 1) разрушение водородных свя-

зей между цепямиДНК (93–96 �С); 2) гибридизация праймеров

на ДНК (40–75 �С); 3) синтез комплементарных цепей ДНК пу-

тем удлинения праймеров (60–75 �С). В результате повторения

цикловПЦР, увеличение количества ограниченного праймера-

ми фрагмента ДНК идет в геометрической прогрессии, по-

скольку ранее синтезированные фрагменты на каждом цикле

реакции выступают в качестве матриц для синтеза новыхфраг-

ментов.Какправило, дляполучениядостаточного длядетекции

количества ДНК, в зависимости от начальной концентрации

матриц и эффективности реакции, необходимо от 20 до 50 цик-

лов ПЦР (считается, что даже с единственной стартовой моле-

кулы за 40 циклов высокоэффективной ПЦР можно получить

достаточное для детекции количество продукта реакции). В на-

стоящее время реакцию проводят в специальных программи-

руемых термостатах, автоматически меняющих температуру

реакционной смеси по заданной программе.

2.2. ОРГАНИЗАЦИЯПЦР-ЛАБОРАТОРИИ

Способность ПЦР нарабатывать ДНК даже с единственной

подходящей матричной молекулы накладывает определенные

условия на организацию лаборатории, использующей данную

методику. Если лабораторное оборудование или реактивы бу-

дут загрязнены продуктами предыдущих реакций, это может

привести к получению некорректных результатов последую-

щих ПЦР-исследований с теми же праймерами. Во избежание

загрязнения экспериментальных реакций ранее полученными
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фрагментами (контаминации), исследователь должен соблю-

дать ряд требований при работе с ПЦР.

1. Необходимо организовать отдельные помещения для эта-

пов: 1) очистки нуклеиновых кислот; 2) приготовления

реакций (допустимо объединение 1 и 2); и 3) анализа

продуктов амплификации.

2. Каждый из указанных выше этапов должен осуще-

ствляться отдельным набором автоматических пипеток и

с использованием одноразовых расходных материалов.

3. Желательно использовать наконечники и пробирки с

маркировкой «DNAse and RNAse free».

4. Желательно, чтобы наконечники для пипеток были с

фильтрами (aerosol-resistant tips).

5. Каждый из процессов (очистка ДНК, приготовление ре-

акции и, если требуется, нанесение образцов после реак-

ции в гель) необходимо выполнять в новых одноразовых

перчатках (без талька).

6. Необходимо избегать перемещения оборудования или

реактивов из одного помещения в другое (особенно из

электрофоретической комнаты в другие помещения).

7. Желательно проводить этапы приготовления реакций и

электрофорез силамиразныхсотрудников, апривыполне-

нии всех этапов одним сотрудником, желательно прово-

дить гель-электрофорез в конце рабочего дня, чтобы после

электрофоретической комнаты не заходить в комнаты

для очистки ДНК и приготовления реакций.

8. ОчисткуДНКиприготовление реакцийжелательно про-

водить в ПЦР-боксах (или ламинарах с выключенным

воздушнымпотоком, поскольку воздушныйпоток повы-

шает вероятность кросс-контаминации образцов) с УФ-

лампами, которые необходимо включать на ночь.

9. Желательно использовать собственный набор реактивов

для ПЦР и хранить эти реагенты в виде небольших пор-

ций (аликвот).

10. Необходимо включать в экспериментальнуюпостановку

контрольные реакции: отрицательный контрольный об-

разец, в котором есть все компоненты реакции кроме

матричной ДНК и положительный контрольный обра-

зец, в котором реакция должна пройти обязательно (от-

сутствие результата в положительном контрольном

образце будет свидетельствовать об ошибках в приготов-
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лении реакции или испорченных реактивах). Наличие

продуктов амплификации в отрицательном контрольном

образце свидетельствует о загрязнении оборудованияили

реактивов продуктами ПЦР предыдущих исследований.

2.3. ОБОРУДОВАНИЕИМАТЕРИАЛЫДЛЯПЦР

Типы ПЦР-амплификаторов. Приборы для проведения

ПЦР (в русскоязычной литературе их называют термоцикле-

ры, ДНК-амплификаторы, ПЦР-амплификаторы или PCR

Cyclers) представляют собой устройства для быстрого измене-

ния температуры реакционной смеси по определенной про-

грамме. Все современные амплификаторы можно разделить на

модели с возможностью детекции накопления ДНК во время

реакции (детектирующие амплификаторы, рис. 2.1, а) и без та-

ковой (обычные амплификаторы, рис. 2.1, б). Детектирующие

амплификаторы (Real-Time PCR Cyclers), в сравнении с обыч-

ными амплификаторами, оснащены дополнительной оптичес-

кой насадкой, позволяющей регистрировать флуоресценцию в

закрытой реакционной пробирке (через прозрачную крышку

или стенки пробирки) непосредственно во время реакции. Бо-

лее подробно устройство приборов для проведения ПЦР рас-

сматривается в гл. 3.

Рис. 2.1.Примеры детектирующего и обычного амплификаторов

Форматыпробирок для проведенияПЦР.Внастоящее вре-
мя используют 4 стандартных формата отдельных или скреп-

ленных пробирок для ПЦР: 0,5 мл (0,6 мл), 0,2 мл, 0,025 мл

(384-луночный формат) и 0,01 мл (1536-луночный формат) и

широкий ассортимент нестандартных емкостей для проведе-

ния реакции (рис. 2.2). Пробирки на 0,5 и 0,2 мл бывают от-

дельными, скрепленными по 8 или 12 штук (в «стрипах») и в

виде 96-луночных планшетов. Формат 0,025 мл и 0,01 мл су-
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ществуют только в виде 384-луночных или 1536-луночных

планшетов. Пробирки на 0,5 и 0,2 мл выпускают с различаю-

щейся толщиной стенок. На толщину стенок используемых

пробирок следует обращать особое внимание, поскольку дан-

ный параметр существенно влияет на точность расчета темпе-

ратуры реакционной смеси при использовании наиболее

распространенного в настоящее время метода регулирования

температуры реакционной смеси по математической модели.

Некоторые амплификаторы позволяют учесть толщину стенок

используемых пробирок в формуле расчета.

Принцип термостатирования пробирок. Термостатирова-
ние пробирок в амплификаторах может осуществляться пото-

ком воздуха, потоком или погружением вжидкости или за счет

плотного контакта с хорошо проводящим тепло твердыммате-

риалом (например, металлическим термоблоком). Твердо-

тельные термоблоки, в свою очередь, могут нагреваться и

охлаждаться разными способами, наиболее распространенным

из которых в настоящее время является использование элемен-

тов Пельтье. В случае использования амплификатора с твер-

дым термоблоком следует обращать особое внимание на

совместимость термоблока и используемых пробирок. Дело в

том, что форма конусной части амплификационных пробирок

существенно отличается для «одинаковых» пробирок разных

производителей, и может подходить к конкретному прибору с

разной эффективностью. Поэтому при закупке амплификаци-

онных пробирок желательно следовать рекомендациям произ-

водителя прибора.

Параметры термоциклеров: точность, равномерность по
термоблоку, скорость изменения температуры реакционной
смеси. Одним из основных факторов успешного применения
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ПЦР на практике является воспроизводимость реализации за-

данныхисследователемпараметров термоциклирования. Точное

соответствие заданной программы и температуры реакционной

смеси в пробирке, в свою очередь, зависит от целого ряда пара-

метров: качества пробирок, совместимости амплификатора и

пробирок, конструкции и настроек амплификатора (в том чис-

ле и выбранного режима определения температуры реакцион-

ной смеси).

Существует три основных режима определения температу-

рыреакционной смеси: по термоблоку, поконтрольной пробир-

ке с датчиком и путем пересчета температуры термоблока по

определеннойформуле (учитывающей объем реакционной сме-

си и тип пробирки). Механизм определения температуры по

термоблоку заключается в использовании показаний датчика

температуры, встроенного в металлический термоблок или на-

ходящегося в потоке жидкости или воздуха, в котором распо-

ложены реакционные пробирки. Этот способ наименее точен,

поскольку при быстром нагреве или охлаждении температура

реакционной смеси,какправило, не соответствует температуре

термоблока (температура реакционной смеси всегда запаздыва-

ет на несколько градусов).

Определение температуры внутри контрольной пробирки

является достаточно точным подходом, если контрольная про-

бирка соответствует по своим параметрам экспериментальным

пробиркам. Однако использование контрольных пробирок ста-

новится нетехнологичным в случае постановки реакций в

планшетах или при частом изменении объема реакционной

смеси.

В настоящее время наиболее распространенным подходом

является определение температуры реакционной смеси путем

математического моделирования на основе показаний датчика

термоблока по формуле. При этом некоторые амплификаторы

дают возможность учесть в формуле пересчета не только объем

реакции, но и тип (толщину стенок) используемых пробирок.

Еще однимважнымпараметром амплификаторов является

равномерность температурных условий для всех пробирок в

данном эксперименте. Пожалуй, наиболее корректно с техни-

ческой точки зрения равномерность термостатирования реа-

лизована в амплификаторах роторного типа (где быстро

вращающиеся в роторе пробирки находятся в строго идентич-

ныхусловиях) и дляприборов с твердотельнымитермоблоками

с расположением пробирок по кругу. Сложнее реализовать
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идентичность температурного распределения для прямоуголь-

ных твердотельных термоблоков, где краевые эффекты могут

существенно искажать температурный профиль боковых и

угловых пробирок. Для минимизации искажений можно реко-

мендовать исследователям располагать пробирки в термоблоке

симметрично по отношению к центру блока, избегая крайних

рядов и углов.

Часто покупатели детектирующих амплификаторов обра-

щают особое внимание на скорость работы прибора. Если для

научно-исследовательских лабораторий время на проведение

ПЦР, как правило, не существенно, то для диагностических

лабораторий выполняющих экспресс-тестирование с выдачей

результатов в течение нескольких часов, данный параметр

крайне актуален. Скорость корректной работы термоциклера

(то есть работы, обеспечивающей точное соответствие програм-

мы амплификации и параметров реакционной смеси) зависит

как от конструкции прибора, так и от типа пробирок и объема

реакционной смеси. Чем меньше объем реакционной смеси,

тем меньшее время требуется для достижения заданной темпе-

ратуры в пробирке. Однако минимизация объема также имеет

ограничения, связанные с необходимостью добавления в реак-

цию определенного количества стартовой ДНК, концентрация

которой как правило не превышает 10–20 нг/мкл. Рабочий ди-

апазон объемов реакционных смесей (без учета объема мине-

рального масла и парафина) находится в диапазоне примерно

1–100 мкл.

Как уже было сказано выше, тип пробирки также оказыва-

ет существенное влияние на результат: чем лучше пробирка

подходит к лункам термоблока и чем тоньше стенки пробирки,

тем короче может быть время инкубации при каждой темпера-

туре, сокращая общее время амплификации.

Конструкция прибора оказывает, пожалуй, наибольшее

влияние на продолжительность ПЦР. Поскольку основная

часть времени уходит не на поддержание, а на изменение тем-

пературыреакционной смеси, принято считать, что чем быстрее

прибор умеет нагревать и охлаждать пробирки, тем быстрее он

выполняетПЦР.Однако это верно лишь в том случае, если речь

идет об изменении температуры именно реакционной смеси, а

не термоблока или используемого для термостатирования воз-

душного потока.

Более подробно особенности оборудования для ПЦР «в ре-

альном времени» рассмотрены в гл. 3.
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