
1

Новые методы амплификации и
высокочувствительной

детекции нуклеиновых кислот

Чемерис А.В.

Институт биохимии и генетики Уфимского научного центра РАН



2

ДНК термоциклеры
(по типу реакционных блоков, камер, ячеек)

С металлическим термоблоком (алюминий или позолоченное
серебро), обычно нагреваемым/охлаждаемым элементами Пельтье
(обычные пробирки, время одной амплификации от 30 до 120 минут) 
– производится множество моделей

Воздушная камера, обычно нагреваемая/охлаждаемая
инфракрасным светом/вентилятором или горячим/холодным
газами, подаваемыми под давлением (специальные капилляры, 
время одной амплификации от 15 до 30 минут) - производится
ограниченное число моделей

Микрожидкостные устройства со сменой температур или с
фиксированными температурами в разных зонах (весьма сложные
специальные устройства, время амплификации от 5 до
60 минут) – опытные образцы, коммерчески не доступны

Конвекционные ячейки с разными способами нагрева/охлаждения
(сложноустроенные реакционные сосуды, время амплификации от
15 до 90 минут) – даже не имело смысла производить
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Конвекционная ПЦР
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Температурная конвекция в ячейке Бенара-Рэлея
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Схема приложения точек нагрева (охлаждения) в конвекционной ПЦР
с наклонным градиентом температур
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Конвекционная ПЦР
с предложенным нами наклонным
градиентом температур, благодаря
которому смена температур в разных
местах реакционной смеси происходит
за счет образующегося конвекционного
потока жидкости,  основанного на силе
плавучести, возникающей ввиду разницы
между архимедовой силой и силой тяжести,

является самой быстрой ПЦР
(время одной амплификации в стандартных

пробирках составляет 1 – 2 минуты)
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Электрофоретический анализ продуктов конвекционной
ПЦР с наклонным градиентом температур в 8%-ном
полиакриламидном геле, амплифицированных с помощью
термостабильной Vent exo- ДНК полимеразы.  
1. праймеры;  2. продукты ПЦР разного размера, начиная с
60 пар нуклеотидов, с увеличением на 20 пар нуклеотидов
(видны не полностью израсходованные праймеры) 

100 пн
80 пн

60 пн



14

Компьютерная симуляция конвекционной ПЦР
вертикальная ячейка, “подогрев” сверху и снизу
(видно хаотичное и медленное движение жидкости)
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Температурное поле и линии тока в модели
с наклонным градиентом температур

(видно направленное и быстрое движение жидкости)
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CONVENTIONAL 
PCR
CC
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Рекуррентная Цепная Реакция
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РЦР - Рекуррентная Цепная Реакция
это

Полимеразная Цепная Реакция (ПЦР)
с увеличивающимся с каждым циклом

или
… коэффициентом размножения

молекул ДНК
или иначе

… числом мест для отжига праймеров
в составе ампликонов
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Рост коэффициента размножения молекул ДНК в РЦР 2/2
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Характер увеличения числа ампликонов для линейной
амплификации (ЛА), полимеразной цепной реакции (ПЦР) и для
двух вариантов рекуррентной цепной реакции (РЦР 2/1 и РЦР 2/2)



21

Расчетные количества ампликонов в ПЦР (2n) и РЦР 2/2 

16 904 26632 76815

4 144 32216 38414

1 031 4288 19213

261 2284 09612

67 5382 04811
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132646
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РЦР 2/2ПЦРЦиклы

2,1 х 109 1,4 х 1018

1 368 461 352 615 996 0622 147 483 64831

300 755 224 948 472 0801 073 741 82430

66 301 832 687 887 794536 870 91229

14 664 232 555 697 516268 435 45628

3 254 720 966 296 116134 217 72827

725 101 404 987 68267 108 86426

162 194 699 196 09033 554 43225

36 438 812 597 10416 777 21624

8 224 980 357 7668 388 60823

1 866 042 900 5764 194 30422

425 716 579 5222 097 15221

97 713 629 0601 048 57620

5 255 278 886524 28819

1 233 223 282262 14418

292 026 920131 07217

69 858 18465 53616
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Электрофоретический анализ продуктов ПЦР и РЦР в 10% 
полиакриламидном геле, амплифицированных с помощью
термостабильной Vent exo- ДНК полимеразы.  25 циклов. 
1. ПЦР;  2. РЦР 2/1

1 2
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Рост кривых флуоресценции в РЦР и в ПЦР, регистрируемый с помощью
интеркалирующего красителя SYBR Green I
1. РЦР 2/1; 2. ПЦР
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Рост кривых флуоресценции в РЦР 2/2 и в ПЦР, регистрируемый с
помощью FRET-эффекта
1 – РЦР; 2 - ПЦР
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Рост кривой флуоресценции в том же эксперименте в ПЦР, 
регистрируемый с помощью FRET-эффекта, после удаления из

рассмотрения значений для РЦР 2/2
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Благодарю за внимание


