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Введение  

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) известна 

уже более четверти века и в настоящее время приме-

няется для решения широкого круга научных и 

практических задач, что обусловлено относительной 

простотой данного метода, высокой чувствительно-

стью и надежностью при небольшой себестоимости. 

Долгое время анализ результатов ПЦР проводился 

по окончании реакции с помощью гель-

электрофореза и получил название «анализ по ко-

нечной точке». Однако такой анализ подразумевает 

дополнительные манипуляции, связанные с контак-

том продуктов амплификации (ампликонов) с внеш-

ней средой, что не исключает загрязнение ими лабо-

раторного пространства. Уже в 90-х годах прошлого 

столетия все более очевидным становился недоста-

ток ПЦР, являющийся следствием ее главного пре-

имущества – уникальной чувствительности, позво-

ляющей получать необходимое количество ДНК из 

единичных копий исходной матрицы. Этот недоста-

ток – угроза получения ложно-позитивных результа-

тов в силу возможного загрязнения исследуемых 

проб – серьезно ужесточил требования к оснащению 

лабораторий и к условиям работы. Второй причи-

ной, потребовавшей усовершенствования метода 

ПЦР, стала необходимость измерения количества 

ДНК-матрицы в исследуемом материале, что прак-

тически невозможно было осуществить при помощи 

классической ПЦР «по конечной точке».  

С целью преодоления указанных проблем стал 

проводиться поиск способов проведения ПЦР та-

ким образом, чтобы накопление продуктов ампли-

фикации можно было контролировать непосредст-

венно в ходе реакции. В результате счастливой 

«ошибки», допущенной одним из сотрудников R. 

Higuchi, который провел ПЦР в присутствии ин-

теркалирующего красителя – бромистого этидия, 

считавшегося сильным ингибитором ДНК-

полимеразы, была предложена ПЦР в режиме ре-

ального времени (ПЦР-РВ) [1]. Новый вариант из-

начально был назван кинетической ПЦР, т.к. изме-

рение аналитического сигнала позволяет построить 

кинетическую кривую процесса [2, 3]. 

Разработка ПЦР-РВ повлекла за собой создание 

нового типа ДНК-амплификаторов, оснащенных 

оптическим модулем и способных детектировать 

изменение флуоресценции образцов в каждом цикле 

амплификации. Это обусловило ряд существенных 

преимуществ: высокую специфичность детекции, 

сведение к минимуму риска получения ложно-

позитивных результатов, возможность количествен-

ной оценки исходной ДНК, сокращение времени 

анализа, автоматическую регистрацию и интерпре-

тацию полученных данных в электронном формате. 

Флуоресцентный анализ – основа ПЦР-РВ 

Метод ПЦР-РВ основан на использовании 

флуорохромов – молекул, обладающих способно-

стью к свечению в результате поглощения световой 

энергии. Первоначально ПЦР в реальном времени 

базировалась на применении интеркалирующих кра-

сителей (ИК) – органических соединений, способ-

ных к нековалентному связыванию с одно- и/или 

двуцепочечной ДНК, приводящему к значительному 

усилению флуоресценции. Помимо бромистого эти-

дия для этой цели были предложены красители 

группы SYBR (SYBR Green I, SYBR Gold), LCGreen, 

SYTO 9, YO-PRO, BEBO и ряд других.  

Однако невысокая специфичность ИК стиму-

лировала поиск новых аналитических систем, при-

ведший к разработке способов детекции, основан-

ных на использовании олигонуклеотидных гибриди-

зационных зондов (проб). В настоящее время пред-

ложено уже более трех десятков подходов; но лишь 

немногие из них нашли коммерческое применение 
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(табл. 1). В целом гибридизационные зонды пред-

ставляют собой олигонуклеотиды, меченые в разных 

сочетаниях одним или несколькими флуоресцент-

ными красителями и тушителями флуоресценции по 

концам и/или внутри цепочки, функционирующие 

по отдельности или в паре, обеспечивающие «вклю-

чение-выключение» флуоресценции и дающие из-

менение интенсивности флуоресцентного сигнала за 

счет процессов внутри- и межмолекулярного пере-

носа энергии при образовании вторичных структур. 

Известно несколько механизмов передачи 

энергии возбуждения, однако в гибридизационных 

зондах реализуется резонансный перенос энергии 

флуоресценции (fluorescence resonance energy 

transfer, FRET), который основан на обмене энергии 

между двумя фотоактивными молекулами или 

группами, одна из которых выступает донором 

(первый флуоресцентный краситель), а другая – 

акцептором (второй флуоресцентный краситель 

или «темновой» тушитель) энергии [4]. Эффектив-

ность переноса энергии зависит от взаимного рас-

положения донора и акцептора, она максимальна на 

расстояниях порядка 1–10 нм. В качестве флуорес-

центных красителей используются преимущест-

венно флуорохромы ксантенового, родаминового и 

цианинового рядов, в качестве тушителей – соеди-

нения, содержащие в молекуле азогруппу. Однако 

поиск эффективных пар «флуорофор-тушитель» до 

сих пор остается актуальным [5]. 

Преимущество использования в качестве гиб-

ридизационных зондов олигонуклеотидов, меченых 

флуоресцентными красителями, составляющих па-

ру «донор энергии – акцептор энергии», впервые 

было продемонстрировано в классической работе 

[6]. Поскольку перенос энергии происходит лишь 

при нахождении красителей в составе единой 

структуры (в данном случае – двуцепочечной мо-

лекулы ДНК) и на определенном расстоянии друг 

от друга, нет необходимости удаления несвязав-

шихся проб, т.к. возбуждается краситель-донор, а 

регистрируется свечение красителя-акцептора. Ва-

рианты зондов, включающие различные виды ис-

пользуемых репортерных групп и их взаимное рас-

положение, будут рассмотрены ниже.  

Детекция результатов ПЦР с помощью интер-

калирующих агентов 

Использование различных красителей, спо-

собных аналогично бромистому этидию связывать-

ся с ДНК и при этом увеличивать квантовый выход 

флуоресценции, оказалось простым и недорогим 

способом проведения ПЦР-РВ (рис. 1). В настоящее 

время для этой цели широко применяется краси-

тель SYBR Green I с длиной волны испускания 520 

нм, флуоресценция которого возрастает более чем в 

100 раз в присутствии двуцепочечной ДНК [7]. Од-

нако в высоких концентрациях SYBR Green I инги-

бирует ДНК-полимеразу, что приводит к получе-

нию ложно-отрицательных результатов. В связи с 

этим были предложены красители SYTO 9 [8] и Eva 

Green, лишенные данного недостатка и обладаю-

щие теми же спектральными характеристиками, что 

и SYBR Green I. 

Таблица 1 

Способы детекции накопления продуктов ПЦР в реальном времени 

Низкоспецифичные Высокоспецифичные 

Интеркалирующие 

красители (ИК) 
Системы с использова-

нием единичных 

праймеров 

Системы с гибридизационными 

зондами (ГЗ) 

Системы с совместным 

использованием ГЗ и ИК 

EtBr 

SYBR Green I 

SYBR Gold 

LCGreen 

SYTO 9 

YO-PRO 

BEBO  

Amplifluor 

LUX 

Plexor 

DzyNA 

Cyclicon 

AEGIS 

Three-STAR 

UFA (УФА) 

FRET primers 

TaqMan 

TaqMan/MGB 

Molecular Beacon 

Scorpion 

Duplex Scorpion 

HyBeacon 

HybProbes 

Light-up probe 

MagiProbe 

PriProET 

ResonSense 

Angler 

iFRET 

    

    

 
 

Рис. 1. Детекция результатов ПЦР с помощью интеркалирующих красителей на примере SYBR Green I. 



ISSN 1998-4812 Вестник Башкирского университета. 2012. Т. 17. №1 61 

Еще одним ИК, предложенным для анализа 

продуктов ПЦР, является LCGreen, который отли-

чается отсутствием ингибирования ПЦР даже в 

высоких концентрациях [9]. Это свойство оказалось 

весьма важным для пост-амплификационного ана-

лиза продуктов реакции путем плавления [10]. По-

скольку с повышением температуры молекулы 

ДНК денатурируют блоками в зависимости от их 

нуклеотидного состава, локально «расплавивший-

ся» участок теряет способность удерживать моле-

кулу ИК, что приводит к снижению флуоресценции 

образца. Ввиду того, что SYBR Green I ингибирует 

ПЦР, приходится снижать его концентрацию до 

минимально необходимого уровня, который, одна-

ко, оказывается недостаточным для полной интер-

каляции. В результате этого плавление участков 

ДНК без красителя не сопровождается его высво-

бождением и не меняет общего свечения комплекса 

ДНК-краситель. Для LCGreen данной проблемы не 

существует, поскольку он присутствует в реакци-

онной смеси в концентрации, достаточной для пол-

ной интеркаляции, обеспечивая тем самым умень-

шение флуоресценции раствора при плавлении 

блока ДНК любого нуклеотидного состава. Однако 

максимум возбуждения LCGreen лежит в области 

440 нм, что не позволяет использовать его с целым 

рядом современных ДНК-амплификаторов.  

Главным недостатком использования всех ИК 

является способность связываться с любой двуцепо-

чечной ДНК, появляющейся в реакционной смеси, 

которая может быть как целевым продуктом ПЦР, 

так и артефактом. Поэтому для получения коррект-

ных результатов необходимо дополнительное изуче-

ние продуктов амплификации с помощью «плавле-

ния» ампликонов. В связи с этим ПЦР-РВ с интерка-

лирующими красителями, несмотря на дешевизну и 

удобство, в практической ДНК-диагностике должна 

использоваться достаточно осторожно.  

Детекция результатов ПЦР с помощью гибриди-

зационных зондов 

Впервые использование гибридизационных 

зондов для слежения за ходом ПЦР было описано 

американскими авторами [11]. Ими был разработан 

способ детекции продуктов ПЦР, заключавшийся в 

ферментативном расщеплении за счет 5'→3'-

экзонуклеазной активности Taq-полимеразы радио-

активно меченого по 5'-концу олигонуклеотида. 

Однако предложенная методика оказалась доста-

точно сложной, а детекция высвобожденного изо-

топа 
32
Р не велась в режиме реального времени. 

Тем не менее, данная работа послужила одной из 

отправных точек при создании способов детекции 

результатов ПЦР, основанных на использовании 

флуоресцентно меченых гибридизационных зон-

дов, в частности, наиболее широко используемой 

TaqMan-системы [12]. Она отличается относитель-

ной простотой и высокой специфичностью и пред-

ставляет собой линейный олигонуклеотид, меченый 

по концам флуорохромом и тушителем соответст-

венно. Место его отжига располагают между участ-

ками отжига «прямого» и «обратного» праймеров, 

что исключает детекцию нецелевых продуктов, 

которые теоретически могут образоваться в резуль-

тате неспецифического отжига (рис. 2, а). 

Поскольку классическая TaqMan-система не 

вполне совершенна, были приложены усилия по 

созданию новых вариантов зондов для ПЦР-РВ. 

Так, серьезного улучшения TaqMan-системы уда-

лось добиться присоединением к 3'-концу зонда 

лигандов малой бороздки ДНК (minor group binder, 

MGB) [13]. Они существенно стабилизируют дву-

цепочечные структуры за счет интеркаляции, что 

позволило значительно сократить длину пробы, и в 

то же время не дают гибридизационному зонду уд-

линиться ДНК-полимеразой. Авторы цитируемой 

работы сообщают, что в их экспериментах 

TaqMan/MGB-проба длиной 12 нт и стандартная 

TaqMan-проба из 27 нт имели одинаковые темпера-

туры отжига, при этом для первой отмечалась бо-

лее высокая специфичность гибридизации.  

Второй по популярности гибридизационной 

системой считаются так называемые «молекуляр-

ные биконы» (molecular beacons) [14], представ-

ляющие собой шпилечные олигонуклеотиды, кон-

цевые последовательности которых спарены и не-

сут флуорохром и тушитель флуоресценции. При 

появлении в реакционной смеси ампликонов, со-

держащих участок ДНК, комплементарный петле-

вой части зонда, происходит раскрытие олигонук-

леотидной шпильки, приводящее к пространствен-

ному отдалению красителя и тушителя и, соответ-

ственно, к увеличению интенсивности флуоресцен-

ции (рис. 2, б). Преимуществами данной системы 

являются сближенное расположение красителя и 

тушителя, обеспечивающее максимально возмож-

ную эффективность тушения, и более высокая спе-

цифичность по сравнению с ИК, а недостатком – 

необходимость конструирования зондов и оптими-

зации условий ПЦР. Позже авторами [15] была ус-

ложнена конструкция зонда: на некотором расстоя-

нии от первого красителя ими был размещен еще 

один. Образовавшаяся пара имела перекрывающие-

ся спектры испускания и возбуждения, что обеспе-

чивало при раскрытии шпильки FRET-эффект. В 

схлопнутом же состоянии бикона тушитель, распо-

ложенный в непосредственной близости к красите-

лю-донору, принимал на себя энергию флуорес-

ценции, не позволяя ей перейти на второй репор-

терный краситель.  

Весьма высокоспецифичными могут считаться 

системы Scorpion [16] и Duplex Scorpion [17], что 

обеспечивается необычным строением данных зон-

дов, состоящих из двух последовательностей: за-

травочной и гибридизационной. Специфичный 

олигонуклеотид-затравка, расположенный в начале 

праймера, отделяется от расположенного рядом с 

ним гибридизационного зонда этиленгликольным 

спейсером, не позволяющим ДНК полимеразе ис-
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пользовать в качестве матрицы гибридизационную 

часть праймера. Зонд Scorpion представляет собой 

шпилечную структуру типа молекулярного бикона. 

На определенной стадии амплификации за счет 

образования в последовательности ампликона уча-

стка, комплементарного данному зонду, а также 

различий в энергии связей происходит раскрытие и 

разворачивание шпильки. Как у настоящего скор-

пиона, «хвост» этого составного праймера, разво-

рачиваясь, «выбрасывается» вперед и отжигается 

на этом участке, приводя к пространственному ра-

зобщению тушителя и красителя и свечению по-

следнего (рис. 2, в). В зонде Duplex Scorpion подав-

ление флуоресценции обеспечивается не шпилеч-

ной структурой, а тушителем, входящим в состав 

дополнительного олигонуклеотида, частично ком-

плементарного гибридизационной части нецельно-

го праймера, состоящего из двух отдельных частей.  

Высокоспецифичным является также подход, 

названный PriProET (Primer-Probe-Energy Transfer) 

[18]. Его отличие заключается в использовании 

пробы и праймера с одним флуорохромом каждый, 

и перенос энергии происходит между красителями, 

входящими соответственно в состав праймера и 

гибридизационного зонда, отжигающегося на та-

ком расстоянии от праймера, на котором возможен 

эффективный перенос энергии.  

Особый тип гибридизационной пробы пред-

ставляет MagiProbe [19], в которой в средней части 

в непосредственной близости друг к другу распо-

ложены флуорофор и тушитель (пирен), способный 

интеркалировать в бороздки дцДНК. Когда данный 

зонд находится в одноцепочечном состоянии, све-

чение красителя затушено, но стоит образоваться 

двуцепочечной структуре, как пирен интеркалирует 

в ДНК и, отдаляясь от флуорохрома, позволяет ему 

светиться. Во избежание удлинения зонда 

MagiProbe во время ПЦР он, как и большинство 

подобных зондов, несет на своем 3'-конце фосфат-

ную группу, а для исключения экзонуклеазного 

расщепления используется ДНК-полимераза, у ко-

торой данная активность отсутствует.  

Существуют и более экономичные варианты 

гибридизационных проб, рассчитанные на проявле-

ние FRET-эффекта. Так способ ResonSense основан 

на использовании интеркалирующего красителя 

SYBR Gold в качестве донора и цианинового краси-

теля Cy5 в качестве акцептора энергии [20], что не-

сколько удешевляет стоимость анализа за счет не-

значительного количества модификаций. Очень про-

сто устроены гибридизационные пробы HyBeacon 

[21], разработанные в связи с необходимостью иден-

тифицировать ключевые генетические различия ме-

жду индивидуумами – снипы (SNP). В одном из ва-

риантов HyBeacon представляет собой линейный 

олигонуклеотид с остатком 2'-дезоксиуридина в 

средней части, к которому присоединен флуорес-

центный краситель. Авторы показали, что в резуль-

тате формирования дцДНК с участием данных гиб-

ридизационных проб происходит заметное увеличе-

ние свечения флуорохромов, которое можно регист-

рировать в режиме реального времени.  

К принципиально другому типу гибридизаци-

онных зондов, в отличие от всех вышеописанных, 

относится так называемая Light-up проба [22], пред-

ставляющая собой последовательность не ДНК, а 

ПНК – пептидно-нуклеиновой кислоты. Такая проба 

не разрушается за счет экзонуклеазной активности 

Taq-полимеразы, при этом легко гибридизируется с 

мишенью и так же быстро с нее диссоциирует, не 

мешая протеканию ПЦР. Поскольку Light-up проба 

не является чисто нуклеиновой кислотой, пришитый 

к ней краситель тиазоловый оранжевый не светится 

до тех пор, пока не окажется в комплексе с ДНК в 

результате отжига зонда на комплементарном ему 

участке ампликона. Несмотря на свои преимущест-

ва, этот метод является дорогим и труднодоступным 

в связи с использованием ПНК. 

  
 

Рис. 2. Гибридизационные системы детекции: а) TaqMan; б) Molecular beacon; в) Scorpion.  
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Также высокой стоимостью наряду с высокой 

специфичностью характеризуется химерная 

LNA/DNA проба [23]. LNA (Locked Nucleic Acid) – 

относительно новый тип аналогов нуклеиновых ки-

слот, результатом особого строения которых являет-

ся сомкнутая 3'-эндоконформация рибозы, снижаю-

щая гибкость молекулы. Однако, образуемые ею 

гетеродуплексы с ДНК имеют более высокую тем-

пературу плавления (на 3–8 °С на модифицирован-

ное основание), что обусловливает преимущества 

при использовании таких проб. Сравнительный ана-

лиз эффективности TaqMan/MGB- и LNA/DNA-проб 

показал для них сопоставимые результаты [24]. 

Методы детекции продуктов ПЦР-РВ с исполь-

зованием одного меченого праймера 

Один из первых способов, разработанных для 

увеличения флуоресцентного сигнала реакционной 

смеси с помощью одного модифицированного прай-

мера и второго обычного, изначально названный 

Sunrise [25], используется сейчас достаточно широко 

под названием Amplifluor. В системе Amplifluor мо-

дифицированный праймер формирует, помимо своей 

затравочной части, еще и шпилечную структуру по 

типу молекулярного бикона и напоминает Scorpion 

(хотя, если соблюдать хронологию, Scorpion похож 

на Amplifluor). Однако в Amplifluor нет участка, 

прерывающего построение цепи ДНК, что в очеред-

ном цикле амплификации обеспечивает разворачи-

вание шпильки, пространственное отдаление туши-

теля от красителя, приводящее к свечению.  

Удешевление данного подхода было достигну-

то тем, что первые раунды амплификации проводи-

ли с праймерами, один из которых был длиннее 

обычного и содержал участок для отжига третьего 

праймера, названного авторами UniPrimer [26]. 

Позднее был предложен более простой флуорес-

центно меченый праймер, не несущий тушителя 

[27], содержавший короткую экстра-последователь-

ность из 5–7 нуклеотидов, имевшую интра-

гомологию с основной частью праймера, второй или 

третий нуклеотид которого с 3'-конца был тимином, 

несущим флуорохром. Было показано, что наимень-

шее свечение наблюдалось у праймера со вторичной 

структурой, затем оно возрастало при принятии 

праймером линейной структуры и еще более увели-

чивалось, когда праймер в результате амплификации 

становился частью двуцепочечной структуры. В на-

стоящее время этот подход реализован в коммерче-

ском продукте “LUX (Light-Upon eXtension)”.  

Другой способ временного тушения флуорес-

ценции праймера был предложен американскими ав-

торами [28]. Ими был синтезирован псевдоцикличе-

ский олигонуклеотид, названный Cyclicon, который 

они охарактеризовали как «праймер-проба». Этот 

цикликон длиной 20 нт состоял из затравочного уча-

стка и комплементарных его 3'-концу шести-восьми 

дополнительных нуклеотидов, которые были соеди-

нены не обычной 5'→3'-, а 5'→5'-фосфодиэфирной 

связью, что вело к прерыванию синтеза новой цепи 

ДНК. На нерабочем 3'-конце короткого дополнитель-

ного олигонуклеотида был помещен флуоресцентный 

краситель, а один из нуклеотидов основной последо-

вательности, за счет интрамолекулярной гомологии 

оказывающийся близко расположенным к красителю, 

нес тушитель флуоресценции. Таким образом, до то-

го, как в реакционной смеси появлялась более протя-

женная для спаривания мишень, свечение красителя 

за счет интрамолекулярной гомологии было затушено 

и начинало расти в ходе амплификации.  

Интересный, хотя и весьма сложный и недоста-

точно специфичный метод, названный DzyNA, осно-

ван на дезоксирибозимном расщеплении химерного 

ДНК-РНК-ДНК-зонда, несущего краситель и туши-

тель [29]. Принцип метода заключается в том, что 

праймер, помимо затравочной части, несет участок, 

представляющий собой антисенс-последовательность 

дезоксирибозима 10–23 [30], которая в ходе ампли-

фикации превращается в активный дезоксирибозим, 

разрушающий по РНК-участку химерный зонд, что 

приводит к разобщению тушителя и красителя.  

Необычные варианты генерации и усиления 

сигнала флуоресценции при анализе однонуклео-

тидных замен в режиме реального времени описаны 

в [31]. Для генерации флуоресценции использованы 

меченые ДНК-РНК-ДНК-химерные олигонуклео-

тидные зонды (рис. 3), которые отжигаются на ДНК-

мишени, образующейся в ходе аллель-специфичес-

кого лигирования «С-зонда» и последующей изо-

термической амплификации по методу «катящегося 

кольца», и разрушаются в ходе реакций фермента-

тивного и дезоксирибозимного расщепления. Осно-

ванные на совмещении реакций аллель-специфичес-

кого лигирования, амплификации «по кольцу» и 

технологии циклической пробы, эти варианты име-

ют ряд преимуществ перед традиционно используе-

мыми. Во-первых, изотермический характер прово-

димых реакций обусловливает уменьшение скорости 

дезактивации ферментов и увеличение скорости 

анализа, поскольку не затрачивается время на этапы 

изменения температуры в реакционном блоке. Во-

вторых, постоянное увеличение количества мишеней 

в ходе амплификации наряду с параллельно проте-

кающим на них процессом разрушения зондов обес-

печивают высокую скорость накопления продуктов 

и увеличение чувствительности процесса в целом по 

сравнению с отдельно взятыми реакциями. При этом 

выбор типа зондов и соответственно варианта его 

расщепления может определяться в зависимости от 

возможностей исследователя и решаемых им задач. 

Принцип «два в одном» – совмещения ампли-

фикации и рестрикции – был предложен австралий-

скими авторами [32]. В этом случае один из прай-

меров удлинен последовательностью сайта узнава-

ния термостабильной рестриктазы, разделяющей 

тушитель и краситель. В результате амплификации 

сайт узнавания становится двуцепочечным и под-

вергается расщеплению, тушитель с красителем 

разобщаются и происходит рост флуоресценции.  
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Рис. 3. Варианты генерации флуоресценции с помощью химерных зондов [31]. 

Многолетние усилия Benner с соавт. по соз-

данию новых неприродных азотистых оснований 

[33, 34] привели к разработке способа Plexor [35], 

весьма недешевого и не очень специфичного, но 

заслуживающего внимания благодаря неординар-

ности. Ключевым моментом является использова-

ние неприродной пары азотистых оснований – 

isoC и isoG, обозначаемых как F и J. Авторы рас-

положили isoC на 5'-конце праймера с флуоро-

хромом, что приводит к включению в процессе 

амплификации в другую цепь ДНК комплементар-

ного ему isoG, присутствующего в смеси в виде 

дезоксинуклеотидтрифосфата и несущего универ-

сальный тушитель.  

Несколько ранее был предложен не менее до-

рогостоящий метод – AEGIS (An Expanded Genetic 

Information System), в котором также используется 

неприродная пара азотистых оснований F и J [36]. 

Один из праймеров состоит из двух частей, одна из 

которых затравочная, а вторая служит местом от-

жига гибридизационной пробы с флуорохромами. 

На границе этих двух частей располагаются рядом 

друг с другом isoC и isoG. При построении цепи 

ДНК Taq-полимераза в отсутствие в реакционной 

смеси isoCTP и isoGTP включает напротив isoG 

практически любое азотистое основание, но пре-

имущественно T. Однако ни один из обычных нук-

леотидов не образует водородных связей с isoG, 

поэтому он будет «висящим». Комплементарным 

азотистым основанием напротив isoC Taq-

полимераза способна включить только isoG, поэто-

му цепь по достижении полимеразой isoC обрыва-

ется. На следующем этапе происходит отжиг гиб-

ридизационной пробы c isoG в составе, спариваю-

щимся с isoC и одновременно разделяющим туши-

тель и краситель. При этом флуоресцентный краси-

тель располагается на 5'-конце зонда, и в результате 

отжига 5'-концевой нуклеотид также становится 

«висящим». Далее Taq-полимераза за счет 5'→3'-

экзонуклеазной активности удаляет «висящий» 

нуклеотид с флуоресцентным красителем, что и 

приводит к росту флуоресценции реакционной сме-

си. Недавно предложено в ПЦР-смесь вместо TTP 

вводить 2-тиоTTP, который не может встроиться 

напротив isoG, что повышает специфичность ам-

плификации [37]. 

Принципы изначального тушения флуорохро-

ма в составе гибридизационной пробы были одно-

временно использованы в работах двух разных 

групп авторов. Одни назвали свой подход «асим-

метричный набор флуоресцентных проб» [38], дру-

гие – «комплексная проба» [39]. Суть обоих подхо-

дов заключается в том, что гибридизационный зонд 

мечен флуоресцентным красителем по 5'-концу, и 

его тушение обеспечивается более коротким оли-

гонуклеотидом, несущим тушитель на 3'-конце и 

отжигающимся на зонде так, что краситель и туши-

тель оказываются максимально сближенными. В 

результате амплификации и появления в реакцион-

ной смеси молекул ДНК, гомологичных зонду на 

большем протяжении, чем тушащая проба, проис-

ходит смена мишени. В итоге гибридизационный 

зонд, отжегшись на основном ампликоне, подвер-

гается разрушению за счет экзонуклеазной актив-

ности Taq-полимеразы.  
Попытки удешевления TaqMan-системы час-

то приводили к снижению специфичности. Было 
разработано несколько способов, в которых один 
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и тот же TaqMan-зонд мог использоваться для де-
текции разных ампликонов. Так, способ под на-
званием Three-STAR основан на использовании 
удлиненных праймеров, в составе одного из кото-
рых предусмотрены три специфические последо-
вательности [40]. Расположенный на его 3'-конце 
участок выполняет роль первоначального прайме-
ра, специфичного к искомой последовательности. 
К нему примыкает участок, предназначенный для 
отжига TaqMan-пробы, и через несколько нуклео-
тидов от него на 5'-конце – место для отжига 
праймера, выступающего в качестве основного 
при проведении ПЦР. Второй праймер является 
двойным, поскольку в нем отсутствует последова-
тельность для отжига гибридизационного зонда. 
Несмотря на то, что в этом способе зонд для всех 
мишеней и рабочие праймеры одинаковы, уде-
шевление оказывается достаточно мнимым, по-
скольку стоимость праймеров заметно выше за 
счет их большей длины. Более того, фактически 
утроенная и удвоенная длина праймеров сущест-
венно снижает специфичность их отжига. Схожая 
работа, ставящая целью использовать универсаль-
ную TaqMan-пробу, была проделана другими ав-
торами [41]. Один праймер у них был обычным, а 
второй – несколько удлиненным и нес в своем 
составе место для отжига универсальной пробы, 
названной ими UT-probe (Universal Template).  

Наиболее экономичные гибридизационные 
пробы были предложены практически одновремен-
но в работах ряда авторов [42–44]. Все они основа-
ны на способности гуанина тушить большинство 
флуорохромов. С целью регистрации изменения 
базового уровня флуоресценции в ходе амплифика-
ции были синтезированы олигонуклеотидные зон-
ды, содержащие один остаток цитозина, меченый 
флуоресцентным красителем. При этом рядом мог-
ли быть расположены еще несколько цитозинов. В 
ходе амплификации происходило построение цепи 
ДНК, комплементарной данным зондам, и отжиг 
гибридизационной пробы, сопровождающийся спа-
риванием цитозинов с гуанинами и тушением 
флуоресценции красителя. Причем было показано, 
что остаток одного гуанина тушил свечение на 
25%, а дополнительные гуанины увеличивали этот 
показатель до 40% [42]. Недостатком подхода яля-
ется то, что в нем определяется не рост флуорес-

ценции, а снижение и лишь у той части зондов, ко-
торые могут найти комплементарные участки для 
отжига, тогда как в реакционной смеси всегда при-
сутствует большой избыток молекул, флуоресцен-
ция которых не меняется.  

Другой экономичный тип гибридизационных 
зондов функционирует на обратном принципе – на 
эффекте детушения флуорохромов [45]. Авторами 
был синтезирован ряд зондов с флуоресцентными 
красителями на 3'- или 5'-концах, с которыми со-
седствовали два остатка гуанина, вызывающие ту-
шение, однако при формировании в ходе амплифи-
кации двуцепочечной ДНК за счет комплементар-
ных цитозинов эффект тушения снижался, приводя 
к эффекту детушения флуоресценции.  

Сближенное расположение праймеров 

В классической ПЦР анализ реакционной смеси 
после амплификации проводится с помощью элек-
трофореза. В этом случае удобнее детектировать 
продукты ПЦР размером от 150–200 пн в агарозном 
геле. Однако при планировании ПЦР-РВ желатель-
но, чтобы размер ампликонов был небольшим. Так, 
во многих высокоспецифичных вариантах размер 
амплифицируемого фрагмента ДНК укорочен до 70–
80 пн, из которых 40–50 пн приходятся на места от-
жига праймеров, остальная последовательность с 
двух-трех нуклеотидными брешами соответствует 
месту отжига гибридизационного зонда. 

Нами был разработан вариант полимеразной 

цепной реакции в режиме реального времени на 

платформе «УФА/UFA» (Универсальная Флуорес-

центная Амплификация/Universal Fluorescent 

Amplification) [46, 47], особенностью которого яв-

ляется максимально сближенное расположение 

флуоресцентно меченых в цепь прямого и обратного 

праймеров, которое обеспечивает FRET-эффект. 

Способ с нарастающим тушением флуорохрома 

разработан нами также для термоциклеров, для ко-

торых отсутствует возможность регистрации FRET-

эффекта. В варианте ПЦР-РВ на платформе «УФА» 

праймеры отжигаются или встык, или с зазором, 

или с перекрытием в один-два нуклеотида, что дает 

несколько большую свободу экспериментатору при 

выборе детектируемого участка ДНК.  

 

 

Рис. 4. Схема протекания ПЦР-РВ с FRET-эффектом между донорным (F) и акцепторным (R) красителями и с эффектом 

тушения флуоресценции красителя (F) универсальным тушителем (Q). Волнистой стрелкой показан перенос энергии. 
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Подбор праймеров для ПЦР-РВ на платформе 

«УФА» ведется с таким расчетом, чтобы они обес-

печивали специфичность реакции, ограничивали 

собой фрагмент последовательности ДНК или РНК 

размером 40–50 нт и могли быть помечены флуо-

ресцентными красителями и тушителями, состав-

ляющими эффективные пары донор/акцептор. Ре-

портерные группы должны быть расположены по-

сле амплификации в целевом двуцепочечном про-

дукте на таком расстоянии друг от друга, чтобы 

перенос энергии или ее тушение эффективно детек-

тировались (рис. 4).  

ПЦР-РВ на платформе «УФА» имеет несколько 

преимуществ. Во-первых, расположение праймеров 

обеспечивает эффективный перенос энергии между 

хромофорными группами вследствие их пространст-

венной близости. Во-вторых, до минимума сокраща-

ется время удлинения праймера, в связи с чем этап 

элонгации становится не нужен, поскольку построе-

ние второй цепи ДНК успевает произойти полностью 

еще на этапе отжига или в ходе повышения темпера-

туры для денатурации ампликонов. В-третьих, из-за 

малого размера целевого продукта существенно сни-

жается температура денатурации, что также приводит 

к экономии времени в целом и к сокращению времени 

пребывания ДНК полимеразы при высоких темпера-

турах, что продлевает ее работоспособность. В-

четвертых, близкое расположение праймеров способ-

но обеспечить амплификацию коротких фрагментов 

(обломков) молекул ДНК или РНК, которые с боль-

шей вероятностью могут сохраняться в старых или 

подвергнувшихся сильному разрушительному воз-

действию образцах. В-пятых, благодаря расположе-

нию праймеров встык число значимых нуклеотидов, 

исходя из которых рассчитывается количество воз-

можных комбинаций, увеличивается вдвое. Данное 

обстоятельство обеспечивает высокую специфич-

ность процесса, поскольку случаи фальш-праймиро-

вания, вызванные неверным одновременным отжигом 

сразу обоих праймеров, практически невозможны. 

Следует отметить, что присутствующие в растворе в 

большом избытке олигонуклеотидные праймеры, не-

сущие соответствующие красители, не вносят никако-

го вклада в результат детекции, поскольку свечение 

донорного красителя не регистрируется, а свечение 

акцепторного появится лишь после переноса энергии 

к нему от донорного. Для этого красители должны 

быть между собой физически связаны, и, следова-

тельно, несущий их фрагмент ДНК должен состав-

лять единое целое.  

Заключение 

В настоящее время из перечисленных выше 

способов детекции результатов ПЦР наиболее вос-

требованными и массово эксплуатируемыми можно 

считать только шесть, а именно: метод с использо-

ванием флуоресцентного красителя SYBR Green I, 

TaqMan-систему, Molecular Beacon, Scorpion, 

Amplifluor и LUX-системы. Остальные описанные 

нами подходы оказались либо забытыми в силу их 

явных недостатков, либо еще не получили своего 

должного развития.  

Выбор варианта детекции продуктов ампли-

фикации в ПЦР-РВ определяется задачами, кото-

рые стоят перед исследователями, к какой бы от-

расли это ни относилось – фундаментальным науч-

ным исследованиям, практической медицине, фар-

макологии, криминалистике, аграрной и пищевой 

промышленности, мониторингу окружающей сре-

ды и др. В течение последних лет ПЦР-РВ успешно 

применяется не только в крупнейших диагностиче-

ских и научно-исследовательских центрах, но и в 

региональных научных центрах и образовательных 

учреждениях. Уже сейчас она становится стандарт-

ной процедурой, благодаря востребованности ко-

личественного определения ДНК и РНК, упрощен-

ной организации ПЦР-лабораторий и снижению 

количества задействованного в таких анализах пер-

сонала, снятию проблемы субъективной оценки 

результатов электрофоретического анализа, авто-

матической интерпретации полученных результа-

тов и другим достоинствам описанного метода.  
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