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секвенирования; получения одноц епочечной кД НК; получения "тупых" 3'-
конц ов. 

О сновной принц ип П ЦР состоит в том , что реакц ия полимеризац ии 
(синтеза полимерной ц епи Д Н К из мономерных нуклеотидных звеньев) ини-
ц иируется спец иф ическими п ра ймера ми   в каж дом  из множ ества 
повторяю щ ихся ц иклов. П раймеры - искусственно синтезированные 
олигонуклеотиды, имею щ ие, как правило, размер от 15 до 30 п.н., идентичные 
соответствую щ им  участкам  Д Н К-матриц ы. 

 С пец иф ичность П ЦР определяется способностью  праймеров "узнавать" 
строго определенный участок Д Н К и связываться с ним  согласно принц ипу 
молекулярной комплементарности. В  реакц ии П ЦР используется пара 
праймеров, которые ограничиваю т амплиф иц ируемый участок с двух сторон, 
связываясь с противополож ными ц епями Д Н К-матриц ы. 

П ри создании П ЦР-тест-системы одной из основных задач является 
правильный подб ор праймеров, которые долж ны отвечать ряду критериев: 

1. Д лина праймера долж на б ыть 15 - 30 нуклеотидов. У меньш ение длины 
мож ет привести к сниж ению  спец иф ичности связывания праймера и матриц ы. 
Д линные праймеры увеличиваю т спец иф ичность системы, но в них сильно 
возрастает вероятность об разования вторичных структур. 

2. П раймеры долж ны б ыть спец иф ичны. О собое внимание уделяю т 3'-
конц ам  праймеров, т.к. именно с них Taq-полимераза начинает достраивать 
комплементарную  ц епь Д Н К. Е сли их спец иф ичность недостаточна, то, 
вероятно, что в пробирке с реакц ионной смесью  б удут происходить синтез 
неспец иф ической Д Н К (коротких или длинных ф рагментов). Э то значительно 
услож няет оц енку результатов реакц ии, т.к. легко перепутать спец иф ический 
продукт амплиф икац ии с синтезированной посторонней Д Н К. Ч асть 
праймеров и дН Т Ф  расходуется на синтез неспец ифической Д Н К, что 
приводит к значительной потере чувствительности; 

3. П раймеры не долж ны об разовывать димеры и петли, т.е. не долж но 
об разовываться устойчивых двойных ц епей в результате отж ига праймеров 
самих на себ я или друг с другом ; 

4. О б ласть отж ига праймеров долж на находиться вне зон мутац ий, 
делец ий или инсерц ий в пределах видовой или иной, взятой в качестве 
критерия при выборе праймеров, спец иф ичности. П ри попадании на такую  
зону, отж ига праймеров происходить не б удет, и как следствие - 
лож ноотриц ательный результат.  

5. Содерж ании Г Ц-пар в праймере долж но б ыть около 50 %. Ч ем  ниж е со-
держ ание Г Ц-пар в праймере, тем  длиннее он долж ен б ыть. 

Эт а п ы  П Ц Р 
Д ля многократного увеличения количества копий исходной Д Н К нуж на 

ц икличность реакц ии. Как правило, каж дый из последовательно 
повторяю щ ихся ц иклов П ЦР состоит из трех этапов: 
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1)  дена т ура ц и и , или "плавления" Д Н К, когда двух ц еп очечная Д Н К под 
действием  высокой температуры переходит в одноц епочечное состояние; 

2)  связывания (от ж и га ) праймеров с матричной Д Н К; 
3)  элонга ц и и , или удлинения ц епи. 
Н а стадии термической денатурац ии (расщ епления) двуц епочечной 

молекулы Д Н К при 93 – 95оС , происходит разделение комплементарных 
ц епей.  Затем  пробы охлаж даю т до 45 - 60оС , что дает возмож ность связаться 
праймерам  и одноц епочечным  дезоксиолигонуклеотидам . П осле отж ига 
праймеров Taq-полимераза начинает достраивание второй ц епи Д Н К с 3'-
конц а праймера, при этом  температура реакц ионной смеси вновь повыш ается 
до 70 - 72оС , что  необ ходимо для работы Taq-полимеразы. С мена этапов 
каж дого ц икла осущ ествляется путем  изменения температуры реакц ионной 
смеси.  

Сначала праймеры могут связаться только с определенной 
последовательностью  исходной Д Н К, но в последую щ их ц иклах они 
связываю тся с копиями этой последовательности, синтезированными в 
предыдущ их ц иклах. П ри этом  количество основного продукта П ЦР (копии 
последовательности Д Н К, ограниченной праймерами) теоретически 
удваивается в каж дом  ц икле, то есть растет с числом  ц иклов 
экспоненц иально. 

С ледует заметить, что проц есс накопления спец иф ических продуктов 
амплиф икац ии по геометрической прогрессии идет лиш ь ограниченное время, 
а затем  его эф ф ективность критически падает. Э то связано с так называемым  
«эф ф ектом  плато» . Т ермин «эф ф ект плато»  использую т для описания 
проц есса накопления продуктов П ЦР на последних ц иклах амплиф икац ии, 
когда количество ампликонов достигает 0.3 - 1 пмолей. 

В  зависимости от условий и количества ц иклов реакц ии амплиф икац ии, 
на момент достиж ения «эф ф екта плато»  влияю т: утилизац ия субстратов 
(дН Т Ф  и праймеров); стабильность реагентов (дН Т Ф  и ф ермента); количество 
ингибиторов, вклю чая пироф осф аты и Д НК-дуплексы; неспец иф ические 
продукты или праймер-димеры, конкурирую щ ие за праймеры, дН Т Ф  и 
полимеразу; конц ентрац ия спец иф ического продукта и неполная денатурац ия 
при высокой конц ентрац ии продуктов амплиф икац ии. Ч ем  меньш е начальная 
конц ентрац ия Д Н К-миш ени, тем  выш е риск выхода реакц ии на плато. Э тот 
момент мож ет наступить до того, как количество спец иф ических продуктов 
амплиф икац ии б удет достаточно, чтобы их мож но б ыло проанализировать. 
И збеж ать этого позволяю т лиш ь хорош о оптимизированные тест-системы. 

Ч тобы уменьш ить риск об разования неспец иф ических продуктов 
реакц ии амплиф икац ии, использую т подход, получивш ий название «горячий 
старт»  (от англ. «hotstart » ). Суть его состоит в предотвращ ении возмож ности 
начала реакц ии до момента достиж ения в пробирке условий, обеспечиваю щ их 
спец иф ический отж иг праймеров. 
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Дело в том , что в зависимости от Г Ц-состава и размера праймеры имею т 
определенную  температуру плавления (Tm), при которой об разование 
водородных связей нестабильно. Е сли температура системы превыш ает Т m, 
праймер не в состоянии удерж иваться на ц епи Д Н К и денатурирует. П ри 
соб лю дении оптимальных условий, т.е. температуры отж ига, б лизкой к 
температуре плавления, праймер об разует двухц епочечную  молекулу только 
при условии его полной комплементарности и, таким  об разом , обеспечивает 
спец иф ичность реакц ии. Сущ ествую т различные варианты реализац ии 
«горячего старта» : 

1.   внесение в реакц ионную  смесь Taq-полимеразы во время первого 
ц икла после прогрева пробирки до температуры денатурац ии; 

2. разделение ингредиентов реакц ионной смеси прослойкой, например, 
параф ина или воска на части (в ниж ней - праймеры, в верхней - Taq-
полимераза и Д Н К-миш ени), которые смеш иваю тся при достиж ении 
температуры плавления материала прослойки (~45 - 85ºС ); 

3. использование моноклональных антител к Taq-полимеразе. Ф ермент, 
связанный моноклональными антителами, становится активным  лиш ь после 
стадии первой денатурац ии, когда моноклональные антитела необ ратимо 
денатурирую т и освобож даю т активные ц ентры Taq-полимеразы. 

Во всех перечисленных случаях, даж е если неспец иф ический отж иг 
произош ел до начала температурного ц иклирования, элонгац ии не 
происходит, а при нагревании комплексы праймер-Д Н К денатурирую т, 
поэтому неспец иф ические продукты не об разую тся. В  дальнейш ем  
температура в пробирке не опускается ниж е температуры плавления, что 
обеспечивает об разование спец иф ического продукта амплиф икац ии. 

Амп лифика ция 
 Стандартная П ЦР осущ ествляется автоматически в термоц иклере в 

одной пробирке, содерж ащ ей около 1 мкг Д Н К, 20 пикомолей каж дого 
праймера, по 50 мкмолей каж дого дезоксинуклеозидтриф осф ата и две 
единиц ы термостабильной Taq Д Н К-полимеразы.  

П роб а со месью  помещ аю тся в металлический б лок, температура 
которого изменяется с помощ ью  элемента П ельтье. Э лемент П ельтье 
позволяет изменять температуру б лока с б ольш ой скоростью , что сокращ ает 
продолж ительность каж дого ц икла П ЦР. 
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