
ÎÃËÀÂËÅÍÈÅ

Ïðåäèñëîâèå Ë. À. Îñòåðìàíà . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6

Ïðåäèñëîâèå Å. Ä. Ñâåðäëîâà . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7

Ñïèñîê ñîêðàùåíèé. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8

Ïåðå÷åíü êîìïàíèé, óïîìÿíóòûõ â òåêñòå . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9

Ãëàâà 1. ×òî òàêîå ÏÖÐ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10

1.1. Èçîáðåòåíèå ÏÖÐ. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10

1.2. Èçîáðåòåíèå ÏÖÐ «â ðåàëüíîì âðåìåíè» . . . . . . . . . . . . . . . 12

1.3. Îòëè÷èå àíàëèçà ïðîäóêòîâÏÖÐ«ïî êîíå÷íîé òî÷êå»
è «â ðåàëüíîì âðåìåíè» . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

1.4. Ðàçâèòèå ÏÖÐ «â ðåàëüíîì âðåìåíè»
êàê äèàãíîñòè÷åñêîãî èíñòðóìåíòà . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

Ãëàâà 2. Îñíîâû ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

2.1. Îáùèå ñâåäåíèÿ î ÏÖÐ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

2.2. Îðãàíèçàöèÿ ÏÖÐ-ëàáîðàòîðèè . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20

2.3. Îáîðóäîâàíèå è ìàòåðèàëû äëÿ ÏÖÐ . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22

2.4. Ñâîéñòâà îëèãîíóêëåîòèäîâ (ïðàéìåðîâ è ïðîá) . . . . . . . . . 26

2.5. Âëèÿíèå èîíîâ Mg2+ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29

2.6. Ñâîáîäíûå äåçîêñèðèáîíóêëåîòèäòðèôîñôàòû (dNTPs) . . . 29

2.7. Âëèÿíèå pH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30

2.8. Ìèíåðàëüíîå ìàñëî . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30

2.9. Äðóãèå êîìïîíåíòû, äîáàâëåíèå êîòîðûõ âëèÿåò
íà ÏÖÐ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30

2.10. Ôåðìåíòû, èñïîëüçóåìûå â ÏÖÐ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

2.11. Ïðîãðàììû àìïëèôèêàöèè. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32

2.12. «Ãîðÿ÷èé ñòàðò» (hot start) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36

Ãëàâà 3. Îáîðóäîâàíèå äëÿ ÏÖÐ «â ðåàëüíîì âðåìåíè» . . . . . . . . . . 39

3.1. Óñòðîéñòâî äåòåêòèðóþùèõ àìïëèôèêàòîðîâ . . . . . . . . . . . 39

3.2. Îñíîâíûå ôóíêöèîíàëüíûå óçëû . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39

3.3. Îáçîð õàðàêòåðíûõ ðàçíîâèäíîñòåé ïðèáîðîâ. . . . . . . . . . . 52

3.4. Òåíäåíöèè ðàçâèòèÿ îáîðóäîâàíèÿ äëÿ ÏÖÐ
«â ðåàëüíîì âðåìåíè» . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64

Ãëàâà 4. Âèçóàëèçàöèÿ íàêîïëåíèÿ ÄÍÊ ïðè ïðîâåäåíèè ÏÖÐ
«â ðåàëüíîì âðåìåíè» . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65

4.1. Ôëóîðåñöåíöèÿ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65

4.2. Ôëóîðîôîðû . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66

4.3. Ãàñèòåëè ôëóîðåñöåíöèè. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69



4.4. Íåñïåöèôè÷íûå ñèñòåìû äåòåêöèè . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73

4.5. Ñïåöèôè÷íûå ñèñòåìû äåòåêöèè . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76

Ãëàâà 5. Äèçàéí ïðàéìåðîâ è ïðîá, ïðîãðàììû àìïëèôèêàöèè . . . 85

5.1. Ïàðàìåòðû, âëèÿþùèå íà âçàèìîäåéñòâèå
îëèãîíóêëåîòèäà è ÄÍÊ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85

5.2. Âûáîð ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîá . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 94

5.3. Ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå äëÿ äèçàéíà ïðàéìåðîâ
è ïðîá . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 95

5.4. Îñîáåííîñòè ñèñòåì ïðàéìåðû–ïðîáà. . . . . . . . . . . . . . . . . . 96

5.5. Îñîáåííîñòè ïðîãðàìì àìïëèôèêàöèè äëÿ ÏÖÐ
«â ðåàëüíîì âðåìåíè» . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96

Ãëàâà 6. Îñîáåííîñòè î÷èñòêè íóêëåèíîâûõ êèñëîò äëÿ ÏÖÐ
«â ðåàëüíîì âðåìåíè» . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 101

6.1. Îáùèå ïðèíöèïû î÷èñòêè íóêëåèíîâûõ êèñëîò
äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â ÏÖÐ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 101

6.2. Îñîáåííîñòè âçÿòèÿ áèîìàòåðèàëà äëÿ êëèíè÷åñêèõ
ÏÖÐ-èññëåäîâàíèé è ðèñê êîíòàìèíàöèè. . . . . . . . . . . . . 103

6.3. Îñîáåííîñòè ìåòîäîâ î÷èñòêè ÍÊ äëÿ ÏÖÐ
«â ðåàëüíîì âðåìåíè» . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 105

6.4. Òèïîâûå îøèáêè èñïîëüçîâàíèÿ ÏÖÐ
«â ðåàëüíîì âðåìåíè», ñâÿçàííûå ñ êîëè÷åñòâîì
íóêëåèíîâûõ êèñëîò, çàáèðàåìûõ â ðåàêöèþ . . . . . . . . . . 106

Ãëàâà 7. Àíàëèç äàííûõ ÏÖÐ «â ðåàëüíîì âðåìåíè» . . . . . . . . . . . 109

7.1. Ìåòîäû è ñðåäñòâà àíàëèçà ãðàôèêîâ íàêîïëåíèÿ
ÄÍÊ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 109

7.2. Ïðîñòàÿ ìîäåëü ÏÖÐ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111

7.3. Ñâÿçü ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà è íàêîïëåíèÿ ÄÍÊ
â õîäå ÏÖÐ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113

7.4. Ïîðîãîâûé ìåòîä ñðàâíåíèÿ ãðàôèêîâ íàêîïëåíèÿ
ÄÍÊ (Ct) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 114

7.5. Îïðåäåëåíèå ýôôåêòèâíîñòè ÏÖÐ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 118

7.6. Íåäîñòàòêè ïîðîãîâîãî ìåòîäà è ïóòè èõ ïðåîäîëåíèÿ . . . 122

7.7. Ìåòîäû ïðÿìîãî ñðàâíåíèÿ ãðàôèêîâ íàêîïëåíèÿ
ÄÍÊ (Ñð) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 129

Ãëàâà 8. Îïðåäåëåíèå óðîâíÿ ïðåäñòàâëåííîñòè òðàíñêðèïòîâ. . . 135

8.1. Îðãàíèçàöèÿ ýêñïåðèìåíòà . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 135

8.2. Àáñîëþòíîå îïðåäåëåíèå óðîâíÿ ïðåäñòàâëåííîñòè
òðàíñêðèïòîâ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 145

8.3. Îòíîñèòåëüíîå îïðåäåëåíèå óðîâíÿ ïðåäñòàâëåííîñòè
òðàíñêðèïòîâ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 149

8.4. Íîðìèðîâêà äàííûõ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 150

8.5. Âíóòðåííèé êîíòðîëüíûé îáðàçåö . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 154

8.6. Îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëüíûé îáðàçåö . . . . . . . . . . . . . . . . 155

4 Îãëàâëåíèå



Ãëàâà 9. Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå âèðóñíîé íàãðóçêè . . . . . . . 159

9.1. Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå âèðóñíîé íàãðóçêè . . . . . . . 159

9.2. Èñòî÷íèêè ïîãðåøíîñòåé è âàðèàíòû ó÷åòà ïîòåðü
è ýôôåêòèâíîñòè ðåàêöèè . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 176

Ãëàâà 10. Èñïîëüçîâàíèå ÏÖÐ «â ðåàëüíîì âðåìåíè»
äëÿ îïðåäåëåíèÿ îäíîíóêëåîòèäíîãî ïîëèìîðôèçìà . . . . . . . . . . . . 182

10.1. Îäíîíóêëåîòèäíûé ïîëèìîðôèçì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 182

10.2. Èäåíòèôèêàöèÿ ÎÍÏ ñ ïîìîùüþ àëëåëü-ñïåöèôè÷íûõ
ïðàéìåðîâ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 184

10.3. Äèôôåðåíöèàöèÿ àëëåëåé ñ ïîìîùüþ
îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðîá . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 190

10.4. Ãåíîòèïèðîâàíèå ÎÍÏìåòîäîì ïëàâëåíèÿ
ÄÍÊ-äóïëåêñîâ. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 193

Ãëàâà 11. Îïðåäåëåíèå îòíîñèòåëüíîãî ñîäåðæàíèÿ
íóêëåèíîâûõ êèñëîò íà ïðèìåðå ãåíåòè÷åñêè
ìîäèôèöèðîâàííûõ èñòî÷íèêîâ. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 196

11.1. Îáùèå ñâåäåíèÿ î ÃÌÈ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 196

11.2. Êëàññèôèêàöèÿ ñóùåñòâóþùèõ ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ
ÃÌÈ â ïðîäóêòàõ ïèòàíèÿ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 196

11.3. Îðãàíèçàöèÿ ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ â ãåíîìå ðàñòåíèé . . . . . 199

11.4. Âûáîð ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé-ìèøåíåé äëÿ âûÿâëåíèÿ
÷óæåðîäíîé ÄÍÊ â ãåíîìå ðàñòåíèÿ . . . . . . . . . . . . . . . . 199

11.5. Òåñò-ñèñòåìû äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïðîöåíòíîãî ñîäåðæàíèÿ
÷óæåðîäíîé ÄÍÊ îòíîñèòåëüíî ãåíîìíîé ÄÍÊ
ðàñòåíèé. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 201

11.6. Âûáîð ÷óæåðîäíîé è íîðìèðîâî÷íîé ÄÍÊ
äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ÃÌÈ. . . . . . . . . . . . . . 204

11.7. Êàëèáðîâî÷íûå îáðàçöû . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 205

11.8. Òî÷íîñòü ìåòîäà îïðåäåëåíèÿ ïðîöåíòíîãî ñîäåðæàíèÿ
ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ èíãðåäèåíòîâ â ïèùå
ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÏÖÐ «â ðåàëüíîì âðåìåíè» . . . . . . . 206

Ïðåäìåòíûé óêàçàòåëü . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 210

Îãëàâëåíèå 5


