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Вводная часть 
 

Использование настоящего руководства 
Назначение 
настоящего 
руководства 

Руководство по использованию химических реагентов фирмы 
Applied Biosystems SDS содержит описание простых в использовании 
методик и методов, включающих: 

• Основные химические реакции, используемые для определения 
последовательности ДНК 

• Основную информацию, инструкции по созданию и общие 
методики для следующих типов анализа: 

- экспрессия генов и количественный анализ 

- распознавание аллелей 

- анализ в режиме плюс/минус 

• Обнаружение и устранение неисправностей 

Пользователи Данное руководство предназначено для использования приборов 
фирмы Applied Biosystems SDS и специалистов в областии химии НК 
и процесса полимеразной цепной реакции (ПЦР). 

Условные 
обозначения в 

тексте 

В данном руководстве используются следующие условные 
обозначения: 

• Жирный шрифт означает действие пользователя. Например: 

Напечатать цифру 0, а затем для перехода в остальные поля 
нажать клавишу Enter (Ввод). 

• Курсивный шрифт означает новые или важные термины, а также 
используется для привлечения внимания к данному действию, 
например: 

Перед выполнением анализа необходимо всегда готовить 
свежий образец матрицы. 

• Правая скобка-стрелка (>) разделяет последовательные команды, 
которые пользователь выбирает из ниспадающего или меню 
быстрого доступа, например: 

Select File (выбрать файл) > Open (открыть) > Spot Set 

Дважды нажать мышью на заголовок строки Sample, затем 
выбрать опцию View Filter (просмотр фильтров) > View All Runs 
(просмотр данных для всех циклов) 

Слова для 
привлечения 
внимания 

пользователя 

В документации фирмы Applied Biosystems встречаются два 
сигнальные слова для привлечения внимания пользователя. Каждое 
из слов соответствуют особому уровню внимания, как описано ниже: 
Примечание:   Данная информация может быть интересна или полезна, но 
не необходима при эксплуатации прибора. 
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ВАЖНО!   Данная информация необходима для правильной работы 
прибора, безопасного использования набора реагентов или отдельных 
химических реагентов. 

Ниже приведены примеры использования сигнальных слов: 
Примечание:   Размер колонки влияет на время цикла. 

Примечание:   Функция Calibrate (калибровка) доступна также и в меню 
Control Console (контрольная панель). 

ВАЖНО!   Для прямого доступа к базе данных необходимы правильные 
номер ID Oracle  и пароль. 

ВАЖНО!   Для каждого 96-луночного планшета для микротитрования 
необходимо создать отдельный документ Sample Entry. 

Слова для 
описания техники 

безопасности 

Слова для описания техники безопасности также используются в 
документации для пользователей. Более подробная информация 
приведена в разделе «Слова для описания техники безопасности» на 
стр. xii. 

 

Более подробная информация 
Дополнительная 

литература
При ознакомлении с данным руководством рекомендуется 
использовать к следующие документы: 

• Руководство по использованию базы данных ABI Prism® 
7900HT Real Time PCR System and SDS Enterprise (номер по 
каталогу 4317596) 

• Руководство по использованию прибора ABI Prism® 7000 
Sequence Detection System (номер по каталогу 4348266) 

• Руководство по использованию прибора ABI Prism® 7700 
Sequence Detection System (номер по каталогу 904989) 

• Руководство по использованию прибора GeneAmp® 5700 
Sequence Detection System (номер по каталогу 4304472) 

• Руководство по использованию программного обеспечения RQ 
Manager (номер по каталогу 4339753) 

• Руководсто по использованию программного обеспечения SNP 
Manager (номер по каталогу 4338776) 

• Руководсто по использованию программного обеспечения 
Primer Express версии 2.0 (номер по каталогу 4329500) 

• Руководство по проведению относительного количественного 
анализа на приборах Applied Biosystems 7300/7500 Real Time 
PCR (номер по каталогу 4347824) 

• Руководство по проведению анализа в режиме плюс/минус на 
приборах Applied Biosystems 7300/7500 Real Time PCR (номер 
по каталогу 4347821) 

• Руководство по проведению анализа по распознаванию аллелей 
на приборах Applied Biosystems 7300/7500 Real Time PCR 
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(номер по каталогу 4347822) 

• Руководство по установке и техническому обслуживанию 
приборов Applied Biosystems 7300/7500 Real Time PCR (номер 
по каталогу 4347828) 

Примечание:   Дополнителньая информация приведена в разделе 
«Техническое обеспечение и помощь» на стр. x. 

Замечания по 
усовершенство-

ванию руководств

Фирма Applied Biosystems приветствует любые замечания и 
предложения усовершенствованию руководств для пользователей. 
Замечания следует присылать по адресу: 

techpubs@appliedbiosystems.com 

 

Техническое обеспечение и помощь 
 Современную информацию о службах технического обеспечения и 

помощи можно получить на сайте http:/www.appliedbiosystems.com, 
путем нажатия на кнопку Support (помощь). 

На странице Support можно: 

• Проводить поиск в окне «Frequently asked questions» (часто 
задаваемые вопросы) (FAQ) 

• Направить вопрос непосредственно в группу технического 
обслуживания фирмы 

• Заказывать документы по использованию приборов фирмы 
Applied Biosystems, MSDS, сертификаты анализов и другие 
дополнительные документы 

• Загрузить документы в формате PDF 

• Получить информацию об обучении покупателей 

• Загрузить новые версии программного обеспечения и вставки в 
программы 

В окне Support приведены также номера телефонов и факсов 
фирмы Applied Biosystems во всех странах мира для связи со 
службой технической поддержки и торговыми менеджерами. 
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Техника безопасности и 
информация по соответствию 
европейским стандартам 
электротехнической 
безопасности 
 В данном разделе описаны следующие темы: 

Обозначения по технике безопасности, использованные в данном 
руководстве...............................................................................................xii

Общая техника безопасности при работе с прибором........................xiii 

Техника безопасности при работе с химическими реагентами..........xiii

Техника безопасности при работе с отходами химических 
реагентов...................................................................................................xv 

Техника безопасности при работе с биологическими образцами.....xvii 
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Обозначения по технике безопасности, использованные в данном 
руководстве 
Слова для описания 

техники 
безопасности  

В руководствах фирмы Applied Biosystems используются четыре 
слова для привлечения внимания пользователя в случаях 
потенциально возможной опасности. Каждое слово � ВАЖНО, 
ПРЕДОСТЕРЕЖЕНИЕ, ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ, ОПАСНОСТЬ - 
означает определенный уровень внимания или действия 
пользователя, как описано ниже: 

Определения 
ВАЖНО   указывает на информацию, необходимую для правильного 
использования прибора, безопасного использования наборов 
реагентов или отдельных химических реагентов. 

ПРЕДОСТЕРЕЖЕНИЕ   означает потенциально опасную ситуацию, 
нарушение инструкций, может привести к незначительным 
повреждениям или травмам средней тяжести, указывает на 
возникновение опасной ситуации. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ! означает потенциально опасную ситуацию, 
нарушение инструкций, может привести к летальному исходу или 
тяжелым травмам. 

ОПАСНОСТЬ! означает чрезвычайно опасную ситуацию, 
нарушение инструкций, приведет к летальному исходу или тяжелым 
травмам. Это сигнальное слово используется только в самых опасных 
ситуациях. 

За исключением слов ВАЖНО, каждое слово, обозначающее 
опасную ситуацию, в документах фирмы Applied Biosystems 
обозначено треугольником, включающим символ опасности. Такие 
символы опасности идентичны символам опасности, указанным в 
инструкциях по эксплуатации к приборам фирмы Applied Biosystems. 

Примеры 
Ниже представлены примеры использования слов, обозначающих 
опасные ситуации. 

ВАЖНО   Для каждого 96-луночного планшета необходимо 
создавать отдельную рабочую таблицу для введения информации об 
образцах. 

Предостережение   Очень горячая лампа. Не прикасаться к 
лампе до ее охлаждения до комнатной температуры. 

Предупреждение   ХИМИЧЕСКАЯ ОПАСНОСТЬ   
Формамид. Вызывает раздражение слизистой оболочки глаз, кожи и 
дыхательных путей. Может привести к осложнениям при родах. 
Следует внимательно прочитать MSDS и следовать приведенным 
инструкциям. Работать необходимо в соответствующей защитной 
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одежде, очках и перчатках. 

Опасность   ЭЛЕКТРИЧЕСКАЯ ОПАСНОСТЬ   Отсутствие 
заземления прибора может привести к удару электрическим током. 
Необходимо заземлить прибор в соответствии с прилагаемыми 
инструкциями. 

 

Общая техника безопасности при работе с прибором 
 

Предупреждение   ОПАСНОСТЬ ФИЗИЧЕСКИХ ТРАВМ   
Прибор следует использовать только в соответствии с 
рекомендациями, приведенные в данном руководстве. Нарушение 
инструкций может привести к травмам персонала или к 
повреждению прибора. 

 

Техника безопасности при работе с химическими реагентами 
Предупреждение 
о химической 
опасности 

Предупреждение    ХИМИЧЕСКАЯ ОПАСНОСТЬ   Перед 
работой с химическими реагентами необходимо внимательно 
изучить спецификации по технике безопасности при работе с 
реактивами (MSDS), поставляемые фирмой изготовителем, и 
внимательно просмотреть все соответствующие предостережения. 

Предупреждение   ХИМИЧЕСКАЯ ОПАСНОСТЬ   Все 
химические реагенты, используемые в настоящем приборе, включая 
жидкости в соединительных шлангах, являются потенциально 
опасными. Перед заменой химических реагентов или деталей 
прибора необходимо всегда учитывать типы химических реагентов, 
которые в настоящий момент используются в приборе. Работать на 
приборе необходимо в соответствующей защитной одежде, очках и 
перчатках. 

Предупреждение   ХИМИЧЕСКАЯ ОПАСНОСТЬ   Емкости 
для реагентов и отходов объемом 4 литра могут треснуть и 
протекать. Каждую емкость объемом 4 литра необходимо поместить 
в безопасный контейнер из полиэтилена низкой плотности с 
крышкой, которая должна быть зафиксирована и иметь ручки в 
соответствующем положении. Работать с реагентами и емкостями 
для отходов необходимо в соответствующей защитной одежде, очках 
и перчатках. 

Предупреждение   ОПАСНОСТЬ ПРИ ХРАНЕНИИ 
ХИМИЧЕСКИХ РЕАГЕНТОВ   Запрещается собирать или хранить 
отходы в стеклянных контейнерах, т.к. они могут разбиться или 
растрескаться. Каждую емкость для отходов необходимо поместить в 
безопасный контейнер из полиэтилена низкой плотности с крышкой, 
которая должна быть зафиксирована и иметь ручки в 
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соответствующем положении. Работать с реагентами и емкостями 
для отходов необходимо в соответствующей защитной одежде, очках 
и перчатках. 

Спецификации по 
технике 

безопасности при 
работе с 

реактивами 
(MSDS) 

Фирмы - производители химических веществ предоставляют 
текущие спецификации MSDS новым покупателям до или 
одновременно с поставкой опасного химического вещества, а также с 
первой поставкой опасного химического реагенты после обновления 
MSDS. MSDS включают необходимую информацию о безопасном 
хранении, обработке, транспортировке и утилизации химических 
реагентов. 

Каждый раз при получении новых MSDS, прилагаемых к опасному 
реагенту, необходимо заменить старую копию на новую версию 
MSDS.  

Размещение 
заказа MSDS 

Можно получить MSDS фирмы Applied Biosystems для любого 
химического реагента, поставляемого этой фирмой. Эта служба 
является бесплатной и доступна в течение 24 часов. 

Для получения MSDS: 

1. Открыть сайт http://docs.appliedbiosystems.com/msdssearch.html 

2. В поле Search (Поиск) напечатать название химического 
реагента, номер по каталогу или другую информацию, которая 
присутствует в MSDS. Выбрать требуемый язык и нажать на 
кнопку Search. 

3. Найти требуемый документ, нажать правой клавишей мыши 
на название документа, затем выбрать любую из следующих 
опций: 

• Open (открыть) � чтобы просмотреть документ 

• Print Target (распечатать) � чтобы распечатать 
документ 

• Save Target As (Сохранить как) � чтобы сохранить 
документ в формате .pdf в требуемую дирректорию 

4. Чтобы получить копию документа, высылаемую по факсу или 
электронной почте, выбрать опцию Fax или E-mail слева от 
названия документа на окне Search Results (Результаты 
поиска). Затем нажать на опцию Retrieve Documents (Заказ 
документов) в конце списка документов. 

5. После введения необходимой информации нажать на 
сочетание клавиш View/Deliver Selected Documents Now 
(Просмотр/Доставка выбранных документов). 

Предупреждение 
о химической 
опасности 

Чтобы свести к минимуму опасность при работе с химическими 
реагентами: 

• Перед хранением, обработкой и работой с химическими 
веществами и любыми опасными материалами необходимо 
внимательно прочитать спецификации по технике безопасности 
при работе с химическими реактивами (MSDS), поставляемые 
вместе с реактивом (см. раздел «Спецификации по технике 
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безопасности при работе с реактивами (MSDS)» на стр.). 

• Следует свести к минимуму контакты с химическими веществами. 
Работать с химическими реактивами рекомендуется в специальном 
защитном снаряжении (например, защитные очки, перчатки, 
рабочая одежда). Дополнительные инструкции по технике 
безопасности приведены в спецификациях MSDS. 

• Необходимо свести к минимуму вдыхание химических реагентов. 
Запрещается оставлять химические контейнеры открытыми. С 
химическими реагентами необходимо работать только при 
сооответствующей вентиляции (например, в вытяжном шкафу). 
Дополнительные инструкции по технике безопасности приведены в 
спецификациях MSDS. 

• Регулярно проверять прибор на утечки или пролитые реагенты. 
При наличии утечки или пролитого реагента, следовать 
инструкциям фирмы - производителя по утилизации вещества, как 
указано в MSDS. 

• Выполнять все государственные/региональные и национальные 
законы и предписания, относящиеся к хранению, использованию и 
утилизации химических реагентов. 

 

Техника безопасности при работе с отходами химических 
реагентов 
Предупреждение 
об опасности, 
связанной с 
химическими 

отходами 

ПРЕДОСТЕРЕЖЕНИЕ    ОПАСНОСТЬ ХИМИЧЕСКИХ 
ОТХОДОВ   Необходимо выполнять инструкции, приведенные в 
MSDS, и местные законы, относящиеся к использованию и 
утилизации химических реагентов. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ   ОПАСНОСТЬ ХИМИЧЕСКИХ 
ОТХОДОВ   Отходы, полученные при работе на приборах фирмы 
Applied Biosystems, являются потенциально опасными и могут быть 
причиной травм, болезней или летального исхода. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ   ОПАСНОСТЬ ПРИ ХРАНЕНИИ 
ХИМИЧЕСКИХ РЕАГЕНТОВ   Запрещается собирать или хранить 
отходы в стеклянных контейнерах, т.к. они могут разбиться или 
растрескаться. Каждую емкость для отходов необходимо поместить в 
безопасный контейнер из полиэтилена низкой плотности с крышкой, 
которая должна быть зафиксирована и иметь ручки в 
соответствующем положении. Работать с реагентами и емкостями 
для отходов необходимо в соответствующей защитной одежде, очках 
и перчатках. 
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Инструкции по 
безопасной работе 
с химическими 

отходами 

Чтобы свести к минимуму опасность от химических отходов: 

• Перед хранением, обработкой и утилизацией химических 
отходов необходимо внимательно ознакомиться с 
предоставляемыми фирмой-производителем спецификациями 
MSDS, относящимися к химикатам, помещенным в контейнер 
для отходов. 

• Обеспечить наличие контейнеров для первичных и вторичных 
отходов. (Контейнер для первичных отходов предназначен для 
хранения непосредственных отходов. Контейнер для вторичных 
отходов предназначен для сбора утечек из контейнера для 
первичных отходов. Оба контейнера должны быть совместимы с 
материалом отходов и соответствовать требованиям, 
установленным в федеральных, государственных и местных 
законах по хранению отходов в контейнерах.) 

• Следует свести к минимуму контакты с химическими 
веществами. Работать с химическими реактивами рекомендуется 
в специальном защитном снаряжении (например, защитные очки, 
перчатки, рабочая одежда). Дополнительные инструкции по 
технике безопасности приведены в спецификациях MSDS. 

• Необходимо свести к минимуму вдыхание химических 
реагентов. Запрещается оставлять химические контейнеры 
открытыми. С химическими реагентами необходимо работать 
только при сооответствующей вентиляции (например, в 
вытяжном шкафу). Дополнительные инструкции по технике 
безопасности приведены в спецификациях MSDS. 

• С химическими отходами необходимо работать в вытяжном 
шкафу. 

• После опорожнения контейнера для отходов, следует закрыть его 
прилагающейся крышкой. 

• Утилизировать содержимое контейнеров и поддонов для отходов 
в соответствии с техникой безопасности при работе в 
лаборатории и рекомендациях, установленными в документах по 
охране окружающей среды и здравоохранения в соответствии с 
федеральными, государственными и местными законами. 

Утилизация 
отходов 

При образовании потенциально опасных отходов при работе на 
приборе необходимо выполнить следующие действия: 

• Охарактеризовывать (при необходимости посредством анализа) 
отходы, полученные при выполнении анализов, а также реагенты 
и субстраты, используемые в лаборатории. 

• Следить за здоровьем всего персонала лаборатории и 
обеспечивать технику безопасности в лаборатории. 

• Обеспечивать надлежащее хранение, перемещение, перевозку и 
утилизацию отходов в соответствии с местными, 
государственными, региональными и национальными правилами 
техники безопасности. 
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ВАЖНО   При работе с радиоактивными и биологически опасными 
материалами может потребоваться специальная обработка, причем на 
их утилизацию могут быть установлены ограничения. 

• Следует иметь в виду, что поток растворителя с высокой 
скоростью (приблизительно 40 мл/мин) может привести к 
появлению статического заряда на поверхности трубок, в 
результате может наблюдаться образование искр. 

 

Техника безопасности при работе с биологическими объектами 
Работа с 

биологически 
опасными 

веществами 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ   БИОЛОГИЧЕСКАЯ ОПАСНОСТЬ   
Биологические образцы, такие как ткани, биологические жидкости и 
кровь человека и других животных потенциально опасны как 
возможные источники инфекционных заболеваний. Выполнять все 
местные, государственные, федеральные, региональные и 
национальные законы и предписания. Работать необходимо в 
соответствующей защитной одежде, очках и перчатках. Необходимо 
изучить и следовать инструкциям, приведенным в следующих 
работах: 

• Инструкции Отдела здравоохранения США (U.S. Department of 
Health and Human Services), опубликованные в документах 
«Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories» 
(инвентарный номер 017-040-00547-4; http://bmbl.od.nih.gov) 

• Стандарты по технике безопасности персонала при работе с 
токсичными и опасными веществами (Occupational Safety and 
Health Standards, Toxic and Hazardous Substances) (29 CFR § 
1910.1030; 
http://www.access.gpo.gov/nara/cfr/waisidx_01/29cfr1910a_01.htm). 

Дополнительная информация об инструкциях по работе с 
биологически опасными химикатами размещена на официальном 
правительственном сайте http:/www.cdc.gov. 
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Введение        1 
 В этой главе рассмотрены следующие темы: 

Выбор типа анализа..............................................................................1-2 

Выбор реактивов для определения последовательностей................1-6 

Выбор программы анализа..................................................................1-7 

Выполнение анализа..........................................................................1-10 

Выбор способа анализа данных и полученных результатов..........1-10 
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Выбор типа анализа 
Приборы SDS Фирма Applied Biosystems выпускает четыре модели приборов 

Sequence Detection System (прибор для определения 
последовательности) (SDS): 

• Applied Biosystems 7900HT Real Time PCR System (прибор 
7900HT) 

• Applied Biosystems 7300 Real Time PCR System (прибор7300) 

• Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System (прибор 7500) 

• ABI Prism 7000 Sequence Detection System (прибор 7000) 

• ABI Prism 7700 Sequence Detection System (прибор 7700) 

• GeneAmp 5700 Sequence Detection System (прибор 5700) 
Примечание:   Более подробная информация о данных приборах 
приведена в руководствах по эксплуатации данных приборов (см. список 
названий руководств по эксплуатации и номера по каталогу в разделе 
«Более подробной информация» на стр. . 

Типы анализов 3 Типа анализа (количественное определение, распознавание аллелей 
и режим плюс/минус) могут быть разделены на 2 категории, как 
показано в таблице 1-1. 

 

Таблица 1-1   Типы анализов 
ПЦР в режиме реального 

времени 
Информация 

приведена в разделе 
Анализ конечных 
результатов 

Информация приведена 
в разделе 

Распознавание 
аллелей 

«Описание анализа 
распознавания 

аллелей» на стр. 4-2. 

Количественное определение, 
включающее: 

• Одностадийную обратную 
полимеразную цепную 

реакцию с использованием 
обратной транскрипции 

(ОТ-ПЦР) для определения 
количества РНК 

• Двухстадийную ОТ-ПЦР 
для определения 
количества РНК 

• Определение количества 
ДНК 

«Описание типов 
количественного 
анализа» на стр.3-3. 

Режим 
Плюс/Минус 

«Описание анализа в 
режиме Плюс/Минус с 
использованием IPC 

(внутреннего 
положительно 

контроля)» на стр. 5-2. 
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 Приборы для определения последовательности можно использовать 
для выполнения типов анализов, перечисленных в таблице 1-2. 

Таблица 1-2   Приборы для определения последовательности и типы 
анализа 

Анализы в 
режиме 
реального 
времени  

Анализы конечных продуктов Прибор 

Экспрессия 
генов 

Распознавание 
аллелей 

Режим 
Плюс/Минус с 
использованием 

IPC 

7900HT 
System 

Да Да Нет 

7300 System Да Да Да 

7500 System Да Да Да 

7000 System Да Да Да 

7700 System Да Да Да 

5700 Systema Да Нет Нет 

а. Прибор 5700 не предназначен для выполнения нескольких типов ПЦР в 
одной пробирке; следовательно, прибор 5700 нельзя использовать для 
проведения количественного анализа с использованием ПЦР multiplex, а 
также для распознавания аллелей и анализа в режиме плюс/минус с 
использованием IPC. 

Таблица1-3   Список дополнительных расходных материалов 
Дополнительные материалы Прибор 

96-луночный 
микропланшет 

384-луночный 
планшет 

Микропланшет 
MicroFluidic 

(384)a 

7900HT System Да Да Да 

7300 System Да Нет Нет 

7500 System Да Нет Нет 

7000 System Да Нет Нет 

7700 System Да Нет Нет 

5700 System Да Нет Нет 

 а. Более подробная информация о микропланшете MicroFluidic приведена в 
руководстве по эксплуатации прибора 7900НТ. 

Анализ ПЦР в 
режиме реального 

времени 

Анализ ПЦР в режиме реального времени позволяет контролировать 
процесс ПЦР в режиме реального времени. Сбор данных происходит 
в ходе выполнения ПЦР, а не при завершении процесса. 

При выполнении цикла ПЦР в режиме реального времени реакции 
характеризуются в момент первой идентификации продукта 
амплификации мишени, а не суммарным количеством 
образовавшейся мишени после завершения определенного числа 
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циклов. 

Одностадийная ОТ-ПЦР 

ОТ-ПЦР используют для количественного определения РНК. ОТ-
ПЦР может быть выполнена как в одну, так и в две стадии.  

Во время одностадийного процесса ОТ как и ПЦР выполняются в 
одной и той же буферной системе (рис. 1-1). Между стадиями ОТ и 
ПЦР реагенты не добавляют. Преимущество этого метода 
заключается в использовании одной реакционной смеси в одной 
пробирке для ОТ и амплификации ПЦР. Однако в данном 
одностадийном методе нельзя использовать фермент для исключения 
переброса кДНК, т.е. фермент AmpErase UNG (урацил-N-
гликозилазу). При выполнении одностадийного процесса ОТ-ПЦР 
присутствие UNG в реакционной смеси может привести к 
разрушению образовавшейся кДНК. Более подробная информация об 
UNG приведена в разделе «Использование UNG для сведения к 
минимуму повторной амплификации продуктов ДНК при перебросе 
в соседние лунки» на стр. 2-7. 

 
Рис. 1-1   Схема одностадийного процесса ОТ-ПЦР. 

Описание двухстадийной ОТ-ПЦР 

Двухстадийную ОТ-ПЦР выполняют в виде двух отдельных реакций 
(рис. 1-2). Этот метод используют при выявлении множества 
транскриптов, образующихся от одной реакции кДНК или при 
хранении части кДНК для дальнейшего использования. Если при 
выполнении ПЦР на стадии ОТ не используется dUTP, то для 
предотвращения перекрестного загрязнения лунок при перебросе 
можно использовать AmpErase UNG.  

Обратный  
праймер 

кДНК 
мРНК 

Синтез первой цепи кДНК
кД

Цикл № 1 

Синтез второй цепи кДНК

Цикл № 2 

ПЦР амплификации кДНК

Обратный  
праймер 

Стадия ОТ 

Наращивание цепи с праймером на мРНК

Наращивание цепи с праймером на кДНК

Прямой 
праймер 

Прямой 
праймер 
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Рис. 1-2   Схема двухстадийного процесса ОТ-ПЦР 

В таблице 1-4 приведены основные отличия между одно- и 
двухстадийных процессами ОТ-ПЦР. 

Сравнение методов ОТ-ПЦР 

Таблица 1-4   Праймеры для одно- и двухстадийных ОТ-ПЦР 
Метод Праймеры для синтеза 

кДНК 
Отличительные признаки 

Одностадиный Специфичный к 
последовательности 
обратный праймер 

Требуется одна 
реакционная смесь 

Нельзя использовать UNG 

Статистические 
гексамеры 

Олиго d(T)16 

Двухстадийный 

Специфичные к 
последовательности 
обратные праймеры 

кДНК можно сохранить 
для последующего 
использования 

Можно использовать UNG 

Необходимы две 
реакционные смеси 

 
Анализ конечных 

результатов 
При анализе конечных результатов(называется также анализом 
считывания с планшета) происходит определение количества 
образовавшегося продукта ПЦР в единицах флуоресценции при 
завершении процесса ПЦР. В результате получают величину 
нормированной интенсивности репортерного красителя, или Rn. 

Некоторые типы анализов конечных результатов могут включать 
данные до ПЦР и после ПЦР. В таком случае рассчитывают величину 
∆Rn по следующей формуле: 

Rn перед ПЦР � Rn после ПЦР = DRn 

Многоком-
понентная ПЦР 

При многокомпонентной ПЦР (Multiplex PCR) используют более 
одного набора праймер/зонд в одной и той же пробирке. 
Многокомпонентную ПЦР обычно используют при количественном 
анализе с использованием 5`-нуклеазы, который включает 
определение относительного количества генов при экспрессии. 

В типичном случае используют один зонд для выявления мишени, 
другой зонд используют для выявления эндогенного контроля 
(внутренний контрольный ген). Проведение обоих анализов в одной 

Пробирка 1 

Наращивание цепи с праймером на мРНК

Стадия ОТ 
Обратный  
праймер

кДНК

мРНК

Синтез первой цепи кДНК Олиго d(T) или статистический гексамер 

кДНК 
Пробирка 2 

Стадия ПЦР
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пробирке позволяет снизить затраты на проведение циклов, а также 
исключить зависимость полученных результатов от точности 
пипетки при перенесении образца в две отдельные пробирки. 

 

Выбор наборов реактивов для определения последовательности 
Фирма Applied Biosystems выпускает два вида наборов химических 
реактивов, которые можно использовать при детектировании 
продуктов ПЦР на приборах SDS: 

• Флуоресцентные 5`-нуклеазы на основе зондов TaqMan 

• Красители SYBR Green I 

Эти реактивы подробно описаны в главе 2. 

Реактивы на основе 
зондов TaqMan

В наборе реактивов на основе зондов TaqMan фирмы Applied 
Biosystems используют флуоресцентный зонд для выявления 
специфичного продукта ПЦР в процессе его накопления при 
выполнении циклов ПЦР. Фирмой Applied Biosystems 
запатентована конструкция флуоресцентного зонда, который 
содержит репортерный краситель в 5�-положении и краситель-
тушителя в 3�-положении, что значительно упрощает 
конструирование и синтез эффективных флуоресцентных зондов 
для анализа с использованием 5�-нуклеазы (Livak, Flood, et.al., 
1995). 

Типы анализов, в которых используются реактивы на основе 
зондов TaqMan. 

Реактивы на основе зондов TaqMan могут быть использованы для 
следующих типов анализов: 

• Количественное определение, включающее: 

- Одностадийную ОТ-ПЦР для количественного 
определения РНК 

- Двухстадийную ОТ-ПЦР для количественного 
определения РНК 

- Количественное определение ДНК 

• Распознавание аллелей 

• Режим Плюс/Минус 

Реактивы на основе 
красителя SYBR 

Green I

В состав реактивов на основе красителя SYBR Green I входит 
краситель SYBR Green I, который связывается с двухцепочечной 
ДНК и предназначен для выявления продуктов ПЦР при их 
накоплении при выполнении циклов ПЦР. 

Основное отличие между реактивами на основе зонда TaqMan и 
красителя SYBR Green I заключается в способности реактивов на 
основе красителя SYBR Green I выявлять все двухцепочечные 
ДНК, включая неспецифичные продукты реакции. Следовательно, 
для обеспечения точности анализа необходимо оптимизировать 
условия реакции. Краситель SYBR Green I нельзя использовать для 
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выполнения многокомпонентных ПЦР. 

Реактивы на основе красителя SYBR Green I могут быть 
использованы для следующих типов анализов: 

• Количественное определение, включающее: 

- Одностадийную ОТ-ПЦР для количественного 
определения РНК 

- Двухстадийную ОТ-ПЦР для количественного 
определения РНК 

- Количественное определение ДНК 

 

Выбор программы анализа 
После выбора типа анализа и набора реактивов для определения 
последовательности, можно использовать следующие программы 
анализа: 

• Заказать предварительно созданную программу анализа 
(документы Assays-on-DemandTM) 

• Получить созданную фирмой Applied Biosystems программу 
анализа, соответствующую требованиям пользователя 
(служба Assays-on-DemandSM) 

• Создать собственную программу анализа на основе зондов и 
праймеров TaqMan с использованием программного 
обеспечения Primer Express. 

Примечание   Документ Assays-on-DemandTM и документы службы 
Assays-on-DemandSM предназначены для использования только в 
однокомпонентных реакциях. 

Документы Assays-
on-Demand

Документы Assays-on-Demand включают наиболее полную 
коллекцию биологически информативных, предварительно 
созданных, испытанных программ анализа, специально 
предназначенных для использования на приборе ABI Prism 
Sequence Detection. 

Документы Assays-on-Demand включают: 

• Программу для генотипирования Assays-on-Demand SNP 
(номер по каталогу 4331183) � анализы для генотипирования 
отдельных нуклеотидных полиморфизмов (SNP). В 
программе используется анализ с использованием 5�-
нуклеазы для амплификации и выявления специфичных SNP 
аллелей в очищенных образцах геномной ДНК человека. 
Каждый анализ позволяет генотипировать на специфические 
SNP у индивида. 

Данные программы были созданы с помощью объемных 
биологических библиотек и программных обеспечений 
фирмы Applied Biosystems и генетической информации из 
базы данных Celera Genomics и баз данных общего 
пользования. Каждый тип анализа испытан с 
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использованием 20 образцов геномной ДНК и обеспечивает 
высокую точность определения, а также позволяет 
получить информацию о частоте аллелей. 

• Программы анализа экспрессии генов Assays-on-Demand 
(номер по каталогу 4331182) � включают анализы, 
предназначенные для выявления и определения количества 
специфичных последовательностей нуклеиновых кислот. 
Данные программы представляют собой оптимизированные 
готовые к использованию схемы анализов с использованием 
5�-нуклеазы транскриптов человека и мыши. 
Количественное определение экспрессии генов выполняют 
методом двухстадийной ОТ-ПЦР, в которой стадия ПЦР 
объединена с флуоресцентным анализом с использованием 
5�-нуклеазным. 

Более подробную информацию о программах и их специфическом 
использовании можно найти у представителя фирмы Applied 
Biosystems или на сайте в интернете фирмы Applied Biosystems, см. 
также раздел «Техническое обеспечение и помощь» на стр.x 

Служба Assays-by-
Design

Служба Assays-on-Design предназначена для конструирования 
праймеров и зондов, разработки синтеза и доставки наборов 
праймеров и зондов аналитической чистоты для генотипирования 
SNP и экспрессии генов на основе информации о 
последовательностях, предоставленных пользователем. 

Преимущества службы заключается в следующем: 

• Использование службы позволяет исследователям 
экономить время, затраты и усилия, предназначенные для 
конструирования зондов и праймеров, разработки их синтеза 
и создания схем анализов. 

• Анализы генотипирования SNP прошли испытания, что 
позволяет непосредственно использовать указанные 
разработки в лаборатории и обеспечивает экономию 
времени и труда сотрудников лаборатории. 

• Стоимость одной программы значительно ниже, по 
сравнению со стоимостью материалов и времени, 
необходимых пользователю для создания программы 
самостоятельно. 

• Анализы поставляются готовыми к использованию: 
разбавить концентрированную смесь для анализа, добавить 
реактив TaqMan Universal PCR Master Mix и кДНК, 
загрузить и добавить в выбранный тип платформы прибора 
ABI Prism Sequence Detection Systems. 

Более подробную информацию можно найти у представителя 
фирмы Applied Biosystem. 

Создание 
собственной 

программы анализа

При создании программы анализа необходимо следовать 
рекомендациям по созданию схемы анализа, представленным в 
данном разделе. Простые и легкие для выполнения рекомендации 
были разработаны сотрудниками фирмы Applied Biosystems для 
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оптимизации результатов при использовании приборов SDS и 
реактивов на основе зондов TaqMan и красителя SYBR Green I. 
Примечание   Рекомендации по созданию схемы анализа фирмы Applied 
Biosystems не гарантируют один и тот же уровень эффективности и 
чувствительности анализа. Даже при наиболее тщательном выполнении 
инструкций нельзя учесть все возможные переменные величины, 
необходимые для выполнения двух различных типов анализа. 

Рекомендации по количественному определению и распознаванию 
аллелей подробно описаны в разделе «Создание собственной 
программы количественного определения» на стр. 3-8 и «Создание 
собственной программы по распознаванию аллелей» на стр. 4-7. 

Основные стадии создания программы анализа 

Рекомендации по созданию программы анализа фирмы Applied 
Biosystems включают следующие основные стадии: 

• Конструирование праймеров и зондов с использованием 
программного обеспечения Primer Express � Программное 
обеспечение Primer Express, предназначенного для 
конструирования праймеров и зондов. В программном 
обеспечении используется набор параметров по умолчанию 
для автоматического выбора наборов праймеров и зондов. 

• Выбор соответствующего набора реагентов � Существует 
несколько наборов реагентов на основе красителей TaqMan 
и SYBR Green I. Используемый набор реагентов зависит от 
типа анализа. Информация о количественном определении 
приведена в разделе «Выбор соответствующего набора 
реагентов» на стр. 3-12. 

• Использование универсальных параметров термического 
цикла � Все анализы, разработанные с помощью 
рекомендация фирмы Applied Biosystems, могут быть 
выполнены с использованием универсальных параметров 
термического цикла. В результате исключается 
необходимость оптимизации параметров термического 
цикла и при этом можно проводить многокомпонентные 
анализы в одном планшете без снижения эффективности 
анализа. 

• Использование концентрации праймера и зонда по 
умолчанию или оптимизация концентраций праймера и 
зонда � При использовании рекомендаций фирмы Applied 
Biosystems можно использовать концентрации праймера и 
зонда по умолчанию для однокомпонентных анализов или 
можно оптимизировать концентрации праймера и зонда. 
Информация о количественном определении приведена в 
разделе «Оптимизация концентрации праймеров» на стр. 3-
17 и «Оптимизация концентрации зондов» на стр. 3-20. 

ВАЖНО!   Данные стадии обеспечивают быстрый и надежный способ 
создания анализа и оптимизации только при полном использовании всех 
указанных стадий. Система может быть полностью оптимизирована для 
достижения самой высокой эффективности за счет взаимной зависимости 
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от многих индивидуальных компонентов. 

Для иллюстрации данного утверждения рассмотрим следующий 
пример. Возможность использования универсальных параметров 
термического цикла основана на предположении, что выбранные 
праймеры характеризуются температурой плавления (Тпл) от 58 до 
60оС, как было рассчитано с помощью программного обеспечения 
Primer Express. Если температура плавления праймеров не 
соответствует указанному диапазону или если температуры 
плавления были рассчитаны с помощью другого программного 
обеспечения, то оптимальная эффективность анализа и даже его 
рабочие характеристики не гарантируются. 

На сайте в интернете фирмы Applied Biosystems приведено 
множество способов использования программного обеспечения 
Primer Express для создания программ количественных анализов в 
режиме реального времени (см. раздел «Техническое обеспечение и 
помощь» на стр. x). 

 
Выполнение анализа 
 Информация о выполнении анализа на приборе пользователя 

приведена в документации, которая поставляется вместе с 
прибором. Информация об использовании прибора на практике 
приведена в разделе «Сведение к минимуму загрязнения ДНК» на 
стр. 2-7. 

 

Выбор способа анализа данных и полученных результатов 
 Информация представлена в разделе 3.2 «Выбор способа анализа 

данных и полученных результатов». 
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Описание используемых 
химических реакций и 
реактивов        2 
 В этой главе рассмотрены следующие темы: 

 Реакции с использованием красителя SYBR Green I..........................2-2 

 Реакции с использованием зонда TaqMan...........................................2-3 

 Выбор соответствующих наборов реагентов......................................2-5 

 Сведение к минимуму загрязнения ДНК.............................................2-7 

 



2-2                                                                  Руководство по использованию химических реагентов SDS 

Реакции с использованием красителя SYBR Green I 
Описание реакций 

с участием 
красителя SYBR 

Green I 

Малые молекулы, которые связываются с двухцепочечной ДНК 
разделяются на два класса: интеркаляторы и встраивающиеся в 
малую бороздку. В работе Higuchi et.al., 1992 авторы использовали 
интеркалатор бромистый этидий для детектирования продуктов ПЦР 
в режиме реального времени. Примером красителя, связывающегося 
с малой бороздкой спирали ДНК является краситель Hoechst 33258, 
флуоресценция которого возрастает при связывании с 
двухцепочечной ДНК (Higuchi et.al., 1993). 

Независимо от способа связывания существует по крайней мере два 
условия, которым должны удовлетворять связывающиеся с ДНК 
красители, предназначенные для детектирования продуктов ПЦР в 
режиме реального времени: 

• Увеличение флуоресценции при связывании с 
двухцепочечной ДНК 

• Отсутствие ингибирования ПЦР 

Специалистами фирмы Applied Biosystems были разработаны 
условия, позволяющие использовать краситель SYBR Green I в 
процессе ПЦР без ингибирования ПЦР, при этом обеспечивается 
более высокая чувствительность анализа по сравнению с бромистым 
этидием. 

Принцип 
действия 

реактивов на 
основе красителя 

SYBR Green I 

В данной реакции краситель SYBR Green I используется для 
идентификации продуктов ПЦР путем связывания с двухцепочечной 
ДНК, образующейся в процессе ПЦР. Ниже перечислены стадии 
реакции: 

1. При добавлении смеси SYBR Master Mix к образцу краситель 
SYBR Green I немедленно связывается со всеми 
двухцепочечными ДНК. 

2. В процессе ПЦР полимераза ДНК AmpliTaq Gold 
амплифицирует последовательность-мишень, в результате 
образуется продукт ПЦР или «ампликон». 

3. Краситель SYBR Green I связывается с каждой новой копией 
двухцепочечной ДНК. 

4. В процессе ПЦР образуется большее количество ампликонов. 

После связывания красителя SYBR Green I со всеми 
двухцепочечными ДНК увеличивается интенсивность 
флуоресценции пропорционально количеству образующегося 
продукта ПЦР (двухцепочечная ДНК). 
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На рис. 2-1 показаны стадии данного процесса. 

 

                              
 

 

 

 

Рис. 2-1   Схема принципа действия красителя SYBR Green I на 
двухцепочечную ДНК в процессе одной фазы наращивания цепи в 
ходе ПЦР. 

 

Реакции с использованием зонда TaqMan 
Описание реакций с 

участием зонда 
TaqMan

Ранее красители-интеркаляторы использовали для идентификации 
продуктов ПЦР в реальное время. Главный недостаток такого 
метода заключается в том, что такие зонды связываются как с 
специфичными, так и с неспецифичными продуктами ПЦР. 

Системы для идентификации продуктов ПЦР в реальное время 
были усовершенствованы введением флуоресцентно меченных 
зондов с использованием 5�-нуклеазной активности полимеразы 
ДНК AmpliTaq. Указанные флуоресцентные зонды были 
использованы при разработке метода идентификации только 
специфических продуктов амплификации в реальное время. 

Принцип действия 
реагентов TaqMan 
для определения 

последовательности

В реакциях на основе зонда TaqMan используется 
флуоресцентный зонд для идентификации специфичного продукта 
ПЦР в процессе его образования в процессе ПЦР. Ниже описаны 
стадии реакции: 

1. Олигонуклеотидный зонд сконструирован из 
флуоресцентного репортерного красителя, связанного с 5�-
фрагментом, и тушителя, связанного с 3�-фрагментом. 

При сохранении целостности зонда близость расположения 
тушителя значительно снижает флуоресценцию 
репортерного красителя за счет переноса энергии 
флуоресцентного резонанса (FRET, Furster Resonance, 
Furster V.T., 1948) в пространстве. 

2. В присутствии последовательности-мишени происходит 
отжиг зонда с праймеров, при этом в процессе стадии 
наращивания отщепляется под действием 5�-нуклеазной 

Стадия 1 Стадия 2 Стадия 3 

Краситель SYBR Green I в 
смеси SYBR Master 
немедленно связывается со 
всеми двухцепочечными 
ДНК, находящимися в 
образце 

В процессе ПЦР 
полимераза ДНК AmpliTaq 
Gold амплифицирует 
каждую мишень 

Затем краситель SYBR 
Green I связывается с 
каждой новой копией 
двухцепочечной ДНК 
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активности полимеразы AmpliTaq Gold. 

3. При отщеплении зонда: 

- Репортерный краситель отделяет от тушителя, при этом 
возрастает флуоресцентный сигнал репортерного красителя 

- Зонд отделяется от цепи мишени и процесс наращивания 
цепи праймера продолжается вплоть до конечного 
фрагмента матрицы. Таким образом, включение зонда не 
ингибирует общий процесс ПЦР. 

4. В процессе каждого цикла отщепляются дополнительные 
молекулы репортерного красителя от соответствующих 
зондов, что приводит к увеличению интенсивности 
флуоресценции пропорционально количеству 
образовавшегося ампликона. Чем больше начальное число 
копий мишени-нуклеиновой кислоты, тем быстрее 
происходит заметное увеличение флуоресценции. 

На рис. 2-2 показаны стадии данного процесса. 

     
 

 

 

 

Рис. 2-2   Схема принципа действия набора реактивов, 
включающего 5�-нуклеазу с использованием флуоресцентного 
зонда для идентификации специфичного продукта ПЦР. 

Два вида зондов 
TaqMan

Фирма Applied Biosystems выпускает два вида зондов TaqMan: 

• Зонды TaqMan с использованием красителя TAMRATM в 
качестве тушителя. 

• Зонды TaqMan (MGB) (встраивающиеся в малую 
бороздку), включающие нефлуоресцентный тушитель. 

В таблице 2-1 описаны оба зонда. 

Таблица 2-1   Продукты 
Название 
продукта 

Метка 5� Метка 3� Другие 
признаки 

Зонд TaqMan FAMTM, 
TETTM или 
VIC 

TAMRA - 

Зонд TaqMan 
MGB 

FAM, TET 
или VIC 

Нефлуоресцентный 
тушитель 

MGB 

Наборы реактивов Assays-on-Demand (зонды TaqMan MGB) 

Экспрессия 
генов

FAM Нефлуоресцентный 
тушитель

MGB 

Полимеризация 
Замена цепочек Отщепление

Полимеризация 
завершена 

Стадия 1: репортерный 
краситель (R) и тушитель 
(Q) присоединены к 5� и 3�-
фрагментам зонда TaqMan 

Стадия 1 (продолжение): 
если оба вида красителя 
присоединены к зонду, то 
флуоресцентная эмиссия 
репортерного красителя 
гасится 

Стадия 2: в ходе каждого 
цикла наращивания цепи 
происходит отщепление 
репортерного красителя 
от тушителя с участием 
ДНК полимеразы 
AmpliTaq Gold 

Стадия 3: при 
отщеплении от тушителя 
происходит увеличение 
характеристической 
флуоресценции 
репортерного красителя 
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генов тушитель 

Генотипирование 
SNP 

FAM, VIC Нефлуоресцентный 
тушитель 

MGB 

Наборы реактивов Assays-by-Design (зонды TaqMan MGB) 

Экспрессия 
генов 

FAM Нефлуоресцентный 
тушитель 

MGB 

Генотипирование 
SNP 

FAM, VIC Нефлуоресцентный 
тушитель 

MGB 

Рекомендуемые зонды TaqMan MGB 

Фирма Applied Biosystems рекомендует использовать зонды 
TaqMan MGB, особенно, если стандартные зонды TaqMan 
включают более 30 нуклеотидов. Зонды TaqMan MGB содержат: 

• Нефлуоресцентный тушитель в 3�-фрагменте - Обеспечивает 
более высокую точность при идентификации репортерного 
красителя, поскольку тушитель не флуоресцирует. 

• Встраивающийся в малую бороздку краситель (MGB) в 3�-
фрагменте. Увеличивает температуру плавления (Тпл) 
зондов (Afonina et.al., 1997; Kutyavin et.al., 1997), что 
позволяет использовать более короткие зонды. 
Следовательно, зонды TaqMan MGB характеризуются 
большим различием в температурах плавления между 
перекрывающимися и не перекрывающимися зондами, что 
обеспечивает более высокую точность при распознавании 
аллелей. 

 

Выбор соответствующих наборов реагентов 
 Реактивы на основе красителя SYBR Green I и на основе зонда 

TaqMan могут быть использованы для типов анализов, 
перечисленных в таблице 2-2. В таблице 2-3 приведены основные 
принципы выбора реактивов SYBR Green или TaqMan. 

Таблица 2-2   Типы анализов, в которых используют реактивы на 
основе красителя SYBR Green I или на основе зонда TaqMan. 

Тип анализа Набор 
реактивов Количественное 

определение а 
(глава 3) 

Распознавание 
аллелей (глава 4) 

Анализ 
плюс/минус в 
присутствии 
IPC (глава 5) 

Краситель 
SYBR Green I 

Да Нет Нет 

Зонды TaqMan Да Да Да 

а.   Включает одностадийную обратную транскрипную полимеразную 
цепную реакцию с образованием транскрипцией (ОТ-ПЦР) и 
двухстадийную ОТ-ПЦР для количественного определения РНК и для 
количественного определения ДНК/кДНК. 
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Таблица 2-3   Основные принципы выбора наборов реактивов для 
количественного анализа с использованием красителя SYBR Green I 
или на основе зонда TaqMan. 

Набор 
реактивов 

Преимущества Ограничения 

SYBR 
Green I 

• Снижение затрат на анализ 
(отсутствует необходимость в 
зонде). 

• Обеспечивает амплификацию 
любой двухцепочечной 
последовательности ДНК. 

• Позволяет получить график 
температур плавления 
отдельных продуктов ПЦР; и 
включить кривые плавления в 
данные о цикле. 

• Приводит к увеличению 
чувствительности определения 
продуктов амплификации по 
отношению к их длине. 

Может связываться с 
неспецифиными 
двухцепочечными 

последовательностями 
ДНК. Чтобы 
исключить 
ошибочные 

положительные 
сигналы, необходимо 
определить наличие 
неспецифичных 
продуктов с 

использованием 
кривой диссоциации 

или анализа 
электрофорезом в 

геле. 

Зонд 
TaqMan 

• Позволяет повысить 
специфичность в отношении 
зонда. 

• Позволяет проводить 
многокомпонентные реакции; 
обеспечивает введение метки в 
зонд с различными 
репортерными красителями, с 
помощью которых можно 
определить две различные 
последовательности в одной 
реакционной пробирке. 

• Позволяет оптимизировать 
стандартные типы анализов. 

• Позволяет проводить анализ с 
использованием 5�-нуклеазы в 
процессе ПЦР. 

• Обеспечивает общую 
специфичность праймеров и 
зонда. 

• Для создания флуоресцентного 
сигнала необходимо проводить 
специфическую гибридизацию 
зонда и мишени. 
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Сведение к минимуму загрязнения ДНК 
 При проведении анализов с использованием флуоресцентной 5�-
нуклеазы (реактивы на основе зонда TaqMan) или реактивов на 
основе красителя SYBR Green I необходимо создать в лаборатории 
особые условия, обеспечивающие возможность проведения 
амплификации ДНК методом ПЦР. Загрязнения образцов могут 
возникать в результате использования образцов, содержащих 
высокие концентрации ДНК, либо при использовании матричных 
контролей ДНК или при перекрестном выбросе в соседние лунки в 
процессе ПЦР. 

Кроме того, вследствие неспецифичной природы красителя SYBR 
Green I можно идентифицировать любую двухцепочечную ДНК. При 
использовании реактивов на основе красителя SYBR Green I 
необходимо проверять реакционную смесь на наличие 
неспецифичных продуктов с использованием кривой диссоциации 
или анализа электрофорезом в геле. Необходимо проявлять особую 
осторожность во избежание загрязнений ДНК-мишени. При анализе 
экспрессии генов определяют интервал границы между экзонами, что 
позволяет свести к минимуму действие гДНК (геномная ДНК). 
Примечание   На сайте в интернете фирмы Applied Biosystems приведено 
руководство по быстрому запуску установки и использования кривой 
диссоциации на приборе ABI Prism 7700 (см. раздел «Техническое 
обеспечение и помощь» на стр.x). 

Использование 
фермента UNG 
для сведения к 

минимуму 
повторной 

амплификации 
продуктов при 
перебросе из 

соседних лунок 

Урацил-N-гликозилаза (UNG) AmpErase представляет собой 
рекомбинантный фермент с молекулярной массой 26 кДа, 
кодируемый геном урацил-N-гликозилазы в Escherichia coli. Данный 
ген может включать в бактерии E. coli для прямой экспрессии 
нативной формы фермента (Kwok and Higuchi, 1989). 

UNG действует на одноцепочечную и двухцепочечную ДНК, 
содержащие dY, при этом происходит гидролиз урацил-гликозидных 
связей в dY-содержащих участках ДНК. При действии фермента 
высвобождается урацил, при этом образуется чувствительные к 
щелочи апиримидиновые участки в ДНК. Данный фермент не 
действует на РНК или dT содержащую ДНК (Longo et.al., 1990). 

Анализы с использованием реактивов TaqMan. 

При проведении анализа с использованием 5�-нуклеазы и 
реакционной смеси TaqMan Universal PCR Master Mix обработкой 
ферментом UNG AmpErase можно предотвратить повторную 
реамплификацию продуктов при перекрестном перебросе продуктов 
ПЦР. Когда в процессе амплификации при ПЦР dТТФ замещается на 
dYTФ, то при обработке фрагментом UNG AmpErase можно удалить 
до 200000 копий ампликона в реакционной смеси объемом 50 мкл. 

Анализ с использованием красителя SYBR Green I. 

Обработка фрагментомUNG AmpErase также может быть полезной 
при проведении анализа с использование красителя SYBR Green I, 
при этом также исключается повторная амплификация продуктов 
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ПЦР при перебросе. Несмотря на то, что реакционная смесь SYBR 
Green PCR Master Mix не содержит фермент UNG AmpErase, dT 
также замещена на dУТФ. Таким образом, реакционная смесь SYBR 
Green PCR Master Mix совместима с ферментом UNG AmpErase. При 
подозрении на загрязнение при перекрестном перебросе продуктов 
ПЦР следует использовать UNG AmpErase. 
Примечание   UNG AmpErase можно заказать отдельно (номер по каталогу 
N808-0096) или в составе набора реактивов SYBR Green PCR Core (номер 
по каталогу 4304886). 

Общие правила 
проведения ПЦР 

Чтобы свести к минимуму возможность загрязнения образцов и 
перекрестный переброс продуктов ПЦР следует выполнять 
следующие правила: 

• При подготовке образцов для амплификации ПЦР необходимо 
работать в чистом лабораторном халате (халат не был ранее 
использован в работе с амплифицированными продуктами 
ПЦР или для подготовки образцов) и в чистых перчатках. При 
малейшем подозрении на загрязнение следует заменить 
перчатки на новые. 

• Подготовить отдельные рабочие места и требуемое 
оборудование: 

- для приготовления образцов 

- для установки ПЦР, запрещается переносить 
амплифицированные продукты ПЦР в зону установки ПЦР 

- для амплификации ПЦР 

- для анализа продуктов ПЦР 

• Осторожно открывать и закрывать пробирки для образцов. 
Избегать проливания или разбрызгивания образцов ПЦР. 

• Использовать дозаторы вытеснительного типа или с 
вытеснением воздуха и с наконечниками, снабженными 
фильтрами, менять наконечник после каждого использования. 

• По возможности хранить реакционные смеси и компоненты в 
плотно закрытых емкостях. 

• Периодически протирать лабораторные столы и оборудование 
10% отбеливающим раствором или 70% этанолом. 
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Количественный анализ 
Определение 

термина 
«количественный 

анализ» 

Количественный анализ представляет собой анализ ПЦР в реальное 
время. В процессе данного анализа определяется количество 
нуклеиновой кислоты-мишени в процессе каждого 
амплификационного цикла ПЦР. В качестве мишени можно 
использовать ДНК, кДНК или РНК. 

В настоящем руководстве по использованию реактивов описано три 
типа количественного анализа: 

• Количественное определение ДНК/кДНК 

• Количественное определение РНК с использованием 
одностадийного процесса обратной транскрипции 
полимеразной цепной реакции - (ОТ-ПЦР) 

• Количественное определение РНК с использованием 
двухстадийного процесса ОТ-ПЦР 

Примечание   Более подробная информация об одно- и двухстадийном 
процессах ОТ-ПЦР приведена в разделе «Описание анализа ПЦР в реальное 
время» на стр. 1-3. 

Приборы Количественный анализ можно проводить на следующих приборах 
для определения последовательности (SDS): 

• Applied Biosystems 7900HT Real Time PCR System (прибор 
7900HT) 

• Applied Biosystems 7300 Real Time PCR System (прибор 7300) 

• Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System (прибор 7500) 

• ABI Prism 7000 Sequence Detection System (прибор 7000) 

• ABI Prism 7700 Sequence Detection System (прибор 7700) 

• GeneAmp 5700 Sequence Detection System (прибор 5700) 
ВАЖНО!   На приборе 5700 нельзя выполнять многокомнонентные («в 
одной пробирке») реакции, следовательно прибор 5700 нельзя использовать 
для количественного анализа с использованием многокомпонентной ПЦР. 

Термины, 
используемые в 
количественном 

анализе 

В таблице 3.1 приведены общеиспользуемые термины 
количественного анализа. 

Таблица 3.1   Термины, используемые в количественных анализах 
Термин Определение 

Ампликон Короткий фрагмент ДНК, амплифицируемый в 
процессе ПЦР. 

График 
амплификации 

Графическое изображение флуоресцентного сигнала 
в зависимости от номера цикла. 

Базовая линия Линия на графике, соответствующая исходным 
циклам ПЦР, в ходе которых регистрируется 
незначительный флуоресцентный сигнал. 

Пороговый цикл 
(CT) 

Номер цикла, при котором флуоресцентный сигнал 
превышает пороговое значение. 
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Калибратор Образец, используемый в качестве основы для 
сравнения результатов. 

Эндогенный 
контроль 

Ген, который добавляют в каждый 
экспериментальный образец в качестве внутреннего 
контроля. При использовании эндогенного контроля 
в качестве активного свидетеля можно нормировать 
количество мишени-мРНК в отношении суммарного 
количества РНК, добавленной в каждую 
реакционную смесь. 

Интрон Некодирующий фрагмент гена. 

Контроль в 
отсутствии 
матрицы (NTC) 

Образец, не содержащий матрицу, который 
используют для проверки эффективности 
амплификации. 

Нуклеиновая 
кислота � 
мишень 
(называемая 
также «мишень-
матрица») 

Нуклеиновая последовательность, которую 
необходимо идентифицировать или определить ее 
количество. 

Пассивный 
свидетель 

Краситель, используемый в качестве внутреннего 
флуоресцентного свидетеля, по отношению к 
которому нормируют сигнал репортерного красителя, 
регистрируемый в процессе анализа данных. 

Нормирование является необходимым для коррекции 
колебаний флуоресцентного сигнала, связанных с 
изменением объема или концентрации. Краситель - 
пассивный свидетель включен во все наборы 
реагентов для ПЦР всех моделей приборов SDS. 

Репортерный 
краситель 

Краситель, присоединенный в положении 5� зонда 
TaqMan. 

Данный краситель обеспечивает сигнал, который 
является индикатором специфичной амплификации. 

Нормированный 
репортер (Rn) 

Отношение интенсивности флуоресценции 
(испускание) репортерного красителя к 
интенсивности флуоресценции (испускание) 
пассивного свидетеля. 

Дельта Rn (∆Rn) Величина сигнала, регистрируемая в приборе в 
определенных условиях ПЦР. 

Величину ∆Rn  рассчитывают по следующей 
формуле: 

Rn � базовая линия 

Стандарт Образец с известной концентрацией, используемый 
для построения стандартной кривой. 

Стандартную кривую получают с использованием 
стандартов с различной концентрацией, а затем 
количество неизвестного образца определяют 
экстраполяцией на полученную стандартную кривую 
(см. раздел «Метод определения относительного 
количества с использованием стандартной кривой» 



Руководство по использованию химических реагентов SDS.............................................................................3-5 

на стр. 3-.) 

Неизвестный 
образец 

Образец, содержащий неизвестную матрицу, 
предназначенную для исследования. 

На рис. 3-1 показан пример графика амплификации включая 
некоторые из приведенных выше терминов. 

 
Рис. 3-1   Схема графика амплификации для одного образца и 
термины, используемые в количественном анализе. 

Принцип 
количественного 
анализа ПЦР в 

режиме реального 
времени 

В процессе ПЦР в режиме реального времени реакцию 
характеризуют точечными данными, полученными в процессе цикла, 
при котором флуоресцентный сигнал (что свидетельствует об 
образовании продукта амплификации) достигает определенного 
уровня, а не суммарным количеством продукта ПЦР, определенным 
после завершения определенного числа циклов. На графике 
амплификации представлена графическая зависимость 
флуоресценции, регистрируемая при ряда выполнении циклов. 

Как представлено на рис. 3-1, в начальных циклах ПЦР значительные 
изменения флуоресцентного сигнала не регистрируются. Данный 
заранее заданный интервал циклов ПЦР называется базовой линией. 
Сначала с помощью программного обеспечения рассчитывается 
график амплификации путем вычитания базовой линии с 
использованием математических формул и величин Rn, т.е. получают 
фрагмент графика, соответствующий базовой линии. Затем с 
помощью алгоритма рассчитывается точка на графике, при которой 
величина ∆Rn пересекает пороговое значение. Номер цикла, в 
котором регистрируются указанные пересечения, называется СТ. 

 

 

 

 

 

 

Выбор типа химических реакций для количественного анализа 
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Реактивы Количественный анализ можно проводить с использованием 
следующих наборами реактивов: 

• Флуоресцентные реактивы на основе зонда TaqMan и 5`-
нуклеазы. 

• Растворы на основе красителя SYBR Green I. 

Оба набора реактивов на основе зонда TaqMan или красителя SYBR 
Green I могут быть использованы как для одностадийного так и 
двухстадийного процесса ОТ-ПЦР. 

Праймеры, 
используемые для 
синтеза кДНК при 
двухстадийном 

процессе ОТ-ПЦР 

При двухстадийном процессе ОТ-ПЦР для синтеза кДНК могут быть 
использованы следующие праймеры: 

• Олиго d(T)16 

• Статистические гексамеры 

• Специфичные к последовательности обратные праймеры 

При выборе праймеров для обратной транскрипции рекомендуется 
провести экспериментальную проверку всех трех систем праймеров. 
Для коротких последовательностей РНК, не содержащих петель типа 
«шпилек», все три системы праймеров характеризуются одинаковой 
эффективностью. Для более длинных транскриптов или 
последовательностей РНК следует изучить рекомендации, 
приведенные в таблице 3-2. 

Таблица 3-2   Праймеры для ОТ-ПЦР 
Праймер Рекомендации по выбору 

Олиго d(T)16 • Использовать для обратной транскрипции 
только мРНК из эукариотов и 
ретровирусов, содержащие фрагменты 
поли-А 

• Не использовать длинных транскриптов 
мРНК или ампликонов с молекулярной 
массой более 2000 пар оснований 

Статистические 
гексамеры 

• Прежде всего использовать для длинных 
обратных транскриптов или обратных 
транскриптов, содержащих петли-шпильки 

• Использовать для транскрипции всех РНК 
(рРНК, мРНК и тРНК) 

Специфичные к 
последовательности 
обратные праймеры 

• Использовать только для обратной 
транскрипции для РНК, содержащих 
комплементарные последовательности 

 
 

 

Заказ выпускаемых или созданных по заказу пользователя 
программ количественного анализа 
Документ Assays-on-Demand (для экспрессии генов) 
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Описание 
документа 

Документы Assays-on-DemandTM для анализа экспрессии генов 
включают биологическую информацию и заранее созданные 
программы для анализа экспрессии генов, который позволяет быстро 
получить достоверные результаты при анализе транскриптов 
человека и мыши. 

Если требуемая пользователю программа анализа в настоящее время 
недоступна, следует просмотреть сайт в интернете через некоторое 
время или использовать службу Assays-by-DesignSM (см. ниже). 

Назначение 
документа 

Документы Assays-on-DemandTM для анализа экспрессии генов 
предназначены для идентификации и количественного анализа 
последовательности и нуклеиновых кислот. Данные документы 
включают оптимизированные, готовые к применению программы 
анализа транскриптов человека и мыши с использованием 5�-
нуклеазы. Количественный анализ экспрессии генов выполняется с 
использованием двухстадийного процесса ОТ-ПЦР, в котором стадия 
ПЦР объединена с флуоресцентным анализом с использованием 5�-
нуклеазы. 

Характеристика 
документа 

Ниже приведена характеристика документа Assays-on-Demand для 
анализа экспрессии генов: 

• Все документы Assays-on-Demand для анализа экспрессии 
генов разработаны и оптимизированы при использовании 
смеси TaqMan Universal PCR Master Mix, в присутствии или 
отсутствии UNG AmpErase. 

• Множество мишеней и эндогенных контролей может быть 
исследовано с использованием однокомпонентных реакций в 
одном реакционном планшете и универсальных параметров 
термического цикла. 

• Документы Assays-on-Demand для анализа экспрессии генов 
предназначены для амплификации мишени-кДНК, при этом 
исключена амплификация геномной ДНК. Программы 
анализа, в названии которых содержится буква m, например, 
Hs 0026057-m1, разработаны таким образом, чтобы зонд 
включал соединение «экзон-экзон», содержащееся в 
многоэкзонных генах. Программы анализа, в названии 
которых содержится буква s, например, Hs 00257856-s1, 
разработаны для анализа последовательности в пределах 
одного экзона и по определению предназначены для анализа 
геномной ДНК. 

Доступные 
документы 

Документы Assays-on-Demand для анализа экспрессии генов (номер 
по каталогу 4331182) включают мишени и эндогенные контроли, 
предназначенные для флуоресцентного анализа с использованием 5�-
нуклеазы и для амплификации и идентификации экспрессии 
специфичных последовательностей нуклеиновых кислот. Постоянно 
обновляемая информация о доступных документах и об особых 
документах приведна на сайте в интернете фирмы Applied Biosystems 
(см. раздел «Техническое обслуживание и помощь» на стр. x). 

Более подробная информация о заказе документов Assays-on-Demand 
для анализа экспрессии генов можно получить у представителя 
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фирмы. 

Описание 
мишеней 

Мишени, включенные в документы Assays-on-Demand для анализа 
экспрессии генов, характеризуются следующими свойствами: 

• Ряд документов Assays-on-Demand для анализа экспрессии 
генов предназначен для идентификации транскриптов, 
соответствующих ряду метаболических путей. 

• Множество мишеней специально предназначено для 
идентификации и количественного анализа 
последовательности кДНК, при этом геномная ДНК не 
определяется. 

• Мишени содержат зонды TaqMan MGB (содержащие 
краситель FAM), а также праймеры в неограниченном 
количестве. 

 

Служба Assays-by-Design 
 Если необходимая особая программа анализа экспрессии генов или 

SNP в данный момент в виде документа Assays-on-Demand 
отсутствует, то фирма Applied Biosystems может разработать 
программу анализа на основе предоставленной пользователем 
последовательности. Служба Assays-by-Design (см. раздел «Выбор 
программы анализа» на стр. 1-7) разрабатывает программы анализов, 
т.е. конструирует, синтезирует и поставляет праймеры и зонды 
высокого качества для анализа экспрессии генов. 

Более подробную информацию можно найти у представителя фирмы.

 

Разработка программы количественного анализа согласно 
требованиям пользователя 
Важные стадии 

разработки 
программы 
анализа 

В данном разделе описана инструкция по разработке программ 
анализа фирмы Applied Biosystems, разработанная специально для 
количественного анализа. Инструкция включает следующие 
основные стадии: 

• Конструирование праймеров и зондов с помощью 
программного обеспечения Primer Express 

• Выбор соответствующего набора реагентов 

• Использование универсальных параметров термического 
цикла 

• Использование концентраций праймера и зонда, заданных по 
умолчанию (или при необходимости, их оптимизация) 

ВАЖНО!   Выполнение всех указанных стадий позволяет создать и 
оптимизировать быструю и надежную систему данных стадий анализа. Для 
достижения наибольшей эффективности анализа необходимо 
оптимизировать всю систему с учетом взаимозависимости множества 
отдельных компонентов. 
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Заключение С помощью рекомендаций по разработке программы анализа фирмы 
Applied Biosystems можно быстро и эффективно разрабатывать и 
оптимизировать программы количественного анализа. Опыт 
создания тысячи программ анализов позволяет сделать следующие 
выводы. 

• Для обеспечения высокой воспроизводимости и 
чувствительности количественного анализа с использованием 
5�-нуклеазы следует выполнять указанные выше 
рекомендации и использовать праймеры в концентрации 900 
нМ и зонды в концентрации 250 нМ при условии, что в 
качестве матрицы используют ДНК или кДНК. 

• Вследствие неспецифичности связывания красителя SYBR 
Green I, оптимизацию праймера следует проводить с большой 
осторожностью. Однако, соблюдение всех рекомендаций и 
использование прямого и обратного праймеров в 
концентрации 50 нМ обеспечивает высокий уровень 
избирательности амплификации и выход при использовании в 
качестве матрицы ДНК или кДНК. Однако, в данном случае 
следует всегда проверять наличие в реакционной смеси 
неспецифических продуктов либо с помощью кривой 
диссоциации, либо с помощью электрофореза в геле. 

• Как правило, количественный анализ с использованием 5�-
нуклеазы позволяет идентифицировать и определять 
количество с точностью не менее 50 копий мишени и по 
возможности с высокой чувствительностью анализа. 

• Количественный анализ с использованием красителя SYBR 
Green I обеспечивает аналогичную эффективность анализа, 
однако, в случае образования неспецифичного продукта 
повышается нижний предел чувствительности метода. 

 

Конструирование праймеров и зондов с использованием 
программного обеспечения Primer Express 

 Программное обеспечение Primer Express использует рекомендуемые 
параметры для выбора праймеров и зондов на основе 
последовательности ДНК, предоставленной пользователем. 

При разработке программы анализа необходимо выполнять 
рекомендации по конструированию праймеров и зондов для 
количественного анализа, приведенные в таблице 3-3 на стр. 3-11. 
Подробное описание данных рекомендаций приведено в разделе 
«Инструкции по конструированию праймеров и зондов» ниже. 
Примечание   Несмотря на отсутствие необходимости в зонде при 
использовании красителя SYBR Green I, рекомендуется использовать 
программное обеспечение Primer Express для выбора наборов праймеров и 
зондов при разработке программы анализа с использованием красителя 
SYBR Green I. Несмотря на тот факт, что зонд использоваться не будет, 
праймеры будут удовлетворять всем необходимым критериям и в 
дальнейшем при необходимости выполнения анализа с использованием 5�-
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нуклеазы с целью повышения чувствительности анализа о зонде легко 
найти в исходном документе программного обеспечения Primer Express. 

Выбор 
локализации 

ампликона для 
анализа 

экспрессии генов 

Правильный выбор локализации ампликона обеспечивает 
амплификацию мишени мРНК/кДНК без совместной амплификации 
геномной последовательности, псевдогенов или других родственных 
генов. Реактивы на основе красителя SYBR Green I рекомендуется 
использовать при поиске локализации ампликона для анализа 
экспрессии генов. 

Рекомендации 

• Ампликон должен включать один или более интронов, чтобы 
исключить амплификацию гена-мишени в геномной ДНК. 

• Пара праймеров должна обладать специфичностью в 
отношении гена-мишени, чтобы исключить амплификацию 
псевдогенов или других родственных генов. 

• При конструировании праймеров необходимо следовать 
инструкциям программного обеспечения Primer Express. 

• Если соответствующая последовательность не найдена, 
необходимо проверить последовательность и повторно 
создать ампликон или просто провести новый поиск его 
локализации. 

Если исследуемый ген не содержит интронов, то нельзя создать 
ампликон для амплификации последовательности мРНК без 
амплификации последовательности гена. В таком случае необходимо 
использовать контроль типа «RT minus» («минус ОТ»). 

Инструкции по 
конструированию 

праймеров и 
зондов 

Выбор малых ампликонов 

Важным параметром по умолчанию в программном обеспечении 
Primer Express является выбор ампликонов размером от 50 до 150 пар 
оснований. Малые ампликоны являются предпочтительными, 
поскольку обеспечивают высокую эффективность амплификации. 

Кроме того, высокоэффективный анализ обеспечивает определение 
относительного количества нуклеиновых кислот с использованием 
сравнительного СТ метода (∆∆СТ) (Livak and Schmittgen, 2001). 
Данный метод позволяет повысить производительность анализа, т.к. 
при этом нет необходимости использования стандартных кривых, 
которые используют при экстраполяции полученных данных (более 
подробная информация о сравнительном СТ методе приведена на стр. 
3-37). 

Содержание Г/Ц 

По возможности содержание Г/Ц праймерах и зондах должно 
составлять от 30 до 80%. Олигонуклеотиды с большим содержанием 
Г/Ц могут не денатурировать в процессе термической обработки, что 
приводит к снижению эффективности реакции. Олигинуклеотиды с 
высоким содержанием Г/Ц чувствительны к неспецифичным 
взаимодействиям, которые также снижают эффективность реакции, 
причем при выполнении анализа с использованием красителя SYBR 
Green I регистрируется неспецифичный сигнал. Именно по этой 
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причине не следует использовать последовательностей праймеров и 
зондов, содержащих 4 или более гуаниновых основания. 

Температура плавления 

Выбор праймеров и зондов с рекомендуемой температурой 
плавления (Тm) позволяет использовать универсальные параметры 
цикла. Рекомендуется использовать зонд с Тm, которая на 8-10оС 
выше по сравнению с Тm праймера. 

5�-Фрагмент зондов 

С помощью программного обеспечения Primer Express нельзя 
выбрать зонды, содержащие гуанин в 5�-фрагменте. Способность 
тушения гуанинового основания в этом фрагменте сохраняется даже 
после отщепления зонда. Это может привести к снижению величин 
флуоресценции (∆Rn, см. таблицу 3-1 на стр. 3-3), что снижает 
эффективность анализа. Наличие гуаниновых оснований во 
фрагментах, близких к 5�-концевому фрагменту, но не в нем, не 
оказывает отрицательного воздействия на эффективность анализа. 

3�-Фрагмент праймеров 

Последние 5 оснований, содержащиеся в 3�-фрагменте праймера 
должны содержать не более 2 цитозиновых и/или гуаниновых 
оснований, при выполнении этого условия снижается возможность 
образования неспецифичных продуктов. В особых случаях, если 
используется матричная последовательность, с высоким 
содержанием Г/Ц, то учитывая данную рекомендацию следует 
выбрать ампликон длиной примерно 150 пар оснований. В основном, 
не следует использовать праймеры с чрезвычайно высоким 
содержанием Г/Ц в 3�-фрагменте. 

Краткие 
инструкции по 

конструированию 
праймера и зонда 

MGB 

В таблице 3-3 представлены краткие инструкции по 
конструированию праймеров и зондов MGB. 

Таблица 3-3   Инструкции по конструированию праймеров и зондов 
для количественного анализа 
Инструкции по конструированию 
зондов 

Инструкции по конструированию 
праймеров 

Сначала выбрать зонд, а затем сконструировать праймеры как можно 
ближе к зонду, но без перекрывания (необходимо использовать 
ампликоны от 50 до 150 пар оснований) 

Содержание Г/Ц должно находиться в интервале от 30 до 80% 

Следует исключить последовательности с повторами одинаковых 
оснований, прежде всего, с повторами гуанина. Зонды и праймеры не 
должны содержать 4 или более гуанинов 

При использовании программного 
обеспечения Primer Express 
величина Тm должна составлять от 
68 до 70оС 

При использовании программного 
обеспечения Primer Express 
величина Тm должна составлять от 
58 до 60оС 

5�-Фрагмент не должен содержать 
гуанин 

5 нуклеотидов в 3�-фрагменте 
должны содержать не более 2 
гуанинов и/или цитозинов
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Выбрать последовательность, в 
которой содержание С больше G 

Последовательность зонда TaqMan 
MGB должна быть по возможности 
более короткой и содержать не 
менее 13 нуклеотидов 

гуанинов и/или цитозинов 

 
 

Выбор соответствующего набора реагентов 
 Существует несколько наборов реактивов на основе зонда TaqMan и 
красителя SYBR Green I для количественного анализа. Состав 
реагентов зависит от типа анализа. 

Рекомендуемые наборы реагентов перечислены в таблицах, 
представленных ниже. Подробное описание реагентов представлено 
на стр. 3-14. 

Рекомендуемые 
наборы реагентов 

Примечание   Номера по каталогу, приведенные ниже, наборам реагентов, 
рассчитанных на 200 реакций. Объем выпускаемых наборов приведены в 
приложении В. 

Существует ряд различных наборов реагентов для количественного 
анализа ДНК и кДНК. 

Таблица 3-4   Реагенты для количественного анализа ДНК и кДНК. 
Краситель Реакционная смесь Номер по каталогу 

TaqMan Universal PCR 
Master Mix 

4304437 

TaqMan Universal PCR 
Master Mix безUNG 

AmpErase 

4324018 

Зонды TaqMan 

Набор реагентов 
TaqMan PCR Core 

N808-0228 

SYBR Green PCR 
Master Mix 

4309155 Краситель SYBR 
Green I 

Реагенты SYBR Green 
PCR Core 

4304886 

Количественный анализ РНК с использованием одностадийного 
процесса ОТ-ПЦР 

Существует ряд наборов реагентов (таблица 3-5) для 
количественного анализа РНК с использованием одностадийного 
процесса ОТ-ПЦР. 

Таблица 3-5   Реагенты для количественного анализа РНК с помощью 
одностадийного процесса ОТ-ПЦР 
Краситель Реакционная смесь Номер по каталогу 

Зонды TaqMan Набор реагентов 
TaqMan One-Step RT-
PCR Master Mix 

4309169 
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Набор TaqMan Gold 
RT-PCR (без 
контролей) 

N808-0232  

Реагенты TaqMan EZ 
RT-PCR Core 
Примечание   Данный 
набор следует 
использовать, если 
требуется проводить 
стадию ОТ при высокой 
температуре 

N808-0236 

Краситель SYBR 
Green I 

Реагенты SYBR Green 
RT-PCR 

4310179 

Количественный анализ РНК с использованием двухстадийного 
процесса ОТ-ПЦР 

Существует ряд наборов реагентов (таблица 3-6) для 
количественного анализа РНК с использованием двухстадийного 
процесса ОТ-ПЦР. 

Таблица 3-6   Реагенты для количественного анализа РНК с помощью 
двухстадийного процесса ОТ-ПЦР 
Краситель Стадия Набор реагентов Номер по 

каталогу 

Только стадия 
ПЦР 

TaqMan 
Universal PCR 
Master Mix 

4304437 

Реагенты для 
обратной 
транскрипции 
TaqMan 

N808-0234 Только стадия 
ОТ 

Набор архивов 
высокой 
емкости сДНК 

4322171 

Зонды TaqMan 

Стадии ОТ и 
ПЦР 

Набор TaqMan 
Gold RT-PCR 

N808-0232 

Только стадия 
ПЦР 

SYBR Green I 
Master Mix 

4309155 Краситель 
SYBR Green I 

Стадии ОТ и 
ПЦР 

Реагенты SYBR 
Green RT-PCR 

4310179 

 

 

Реагенты 
Universal Master 

Mix 

Реакционная смесь TaqMan Universal PCR Master Mix 

Смесь TaqMan Universal PCR Master Mix предназначена для 
высокоэффективного анализав с использованием 5�-нуклеазы кДНК 
или ДНК в качестве матрицы. Данная смесь включает компоненты, 
которые обеспечивают высокую эффективность анализа даже при 
исследовании последовательности с высоким содрежанием Г/Ц. 
Использование одного набора реагентов для всех циклов анализа 
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значительно упрощает процесс выполнения анализа. 

Реакционная смесь SYBR Green I PCR Master Mix 

Смесь SYBR Green I PCR Master Mix является заранее 
приготовленной смесью для проведения ПЦР в режиме реального 
времени с использованием красителя SYBR Green I. При этом 
продукт ПЦР идентифицируют путем регистрации увеличения 
флуоресценции, которое происходит при связывании красителя 
SYBR Green I с двухцепочечной ДНК. 

Компоненты 
наборов реагентов 

ДНК Полимераза AmpliTaq Gold 

Использование активного фермента - ДНК полимеразы (горячий 
запуск) AmpliTaq Gold является основным условием при 
выполнении программы анализов фирмы Applied Biosystems как для 
реактивов на основе зонда TaqMan, так и для реактивов на основе 
красителя SYBR Green I. Использование ДНК полимеразы AmpliTaq 
Gold обеспечивает эффективность реакции и значительно снижает 
вероятность образования неспецифичного продукта реакции. 
Дополнительным преимуществом является упрощение анализа, 
который можно проводить при комнатной температуре. 

Обратная транскриптаза MultiScribe 

Обратная транскриптаза MultiScribe является рекомбинантным 
ферментом, выделенным из вируса лейкоза мышей Moloney (MuLV). 

 

Использование универсальных параметров термического цикла 
 Все типы количественного анализа, разработанные фирмой Applied 

Biosystems, проводят с использованием универсальных параметров 
термического цикла. Это позволяет исключить стадию оптимизации 
параметров термического цикла и позволяет проводить 
многокомпонентные анализы в одном планшете без снижения 
эффективности анализа. Данное условие особенно важно при 
объединении двух типов анализа в многокомпонентную систему 
анализа с использованием  5`-нуклеазы. 

Рекомендуемые 
параметры 

термического 
цикла 

Количественное определение ДНК/кДНК 

Параметры термического цикла, приведенные в таблице 3-7, 
являются оптимальными для количественного анализа ДНК и кДНК. 
Данные параметры можно использовать с реактивами как на основе 
зонда TaqMan так и на основе красителя SYBR Green I. 

Таблица 3-7   Параметры термического цикла для количественного 
анализа ДНК и кДНК. 

Время и температура 

Начальные стадии ПЦР (серия из 40 циклов) 

Активация 
фермента 

AmpErase UNG 

Активация ДНК 
полимеразы 

AmpliTag Gold 

Плавление Отжиг/ 

Наращивание 

HOLD 
(инкубация)

HOLD CYCLE (цикл) 
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(инкубация) 

2 мин @ 50°С 10 мин @ 95°С 15 c @ 95°С 1 мин @ 60°С 

 

Количественный анализ РНК с использованием одностадийной ОТ-
ПЦР 

Параметры термического цикла, приведенные в таблице 3-8, 
являются оптимальными для количественного анализа РНК с 
использованием одностадийной ОТ-ПЦР. Данные параметры можно 
использовать с реактивами как на основе зонда TaqMan так и на 
основе красителя SYBR Green I. 

Таблица 3-8   Параметры термического цикла для количественного 
анализа РНК с использованием одностадийной ОТ-ПЦР. 

Время и температураа 

Начальные стадии ПЦР (серия из 40 циклов) 

Обратная 
транскрипция 

Активация ДНК 
полимеразы 

AmpliTag Gold 

Плавление Отжиг/ 

Наращивание 

HOLD 
(инкубация) 

HOLD 40 CYCLES (40 циклов) 

30 мин @ 48°С 10 мин @ 95°С 15 c @ 95°С 1 мин @ 60°С 

а. Эти параметры нельзя использовать для методики с использованием 
набора TaqMan EZ RT-PCR. Соответствующие величины приведены в 
методике к набору TaqMan EZ RT-PCR (TaqMan EZ RT-PCR Kit Protocol). 

Определение количества РНК с использованием двухстадийного 
процесса ОТ-ПЦР 

Параметры термического цикла, приведенные в таблице 3-9 и 
таблице 3-10, рекомендованы для определения количества РНК с 
использованием двухстадийного процесса ОТ-ПЦР. Данные 
параметры можно использовать с наборами реактивов как на основе 
зонда TaqMan так и на основе красителя SYBR Green I. 

 

 

 

 

Таблица 3-9   Параметры термического цикла для определения 
количества РНК с использованием двухстадийного процесса ОТ-ПЦР
Время и температура 

HOLD 
(инкубация) 

HOLD 
(инкубация) 

HOLD 
(инкубация) 

1) 
Стадия 
ОТ 10 мин @ 

25°С 
30 мин @ 
48°С 

5 мин @ 95°С 

- 

2) 
Стадия

Исходные стадии ПЦР (серия из 40 циклов) 
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Активация 
фермента 
AmpErase 
UNG 

Активация 
ДНК 
полимеразы 
AmpliTaq 
Gold 

Плавление Отжиг/Наращи- 

вание 

HOLD 
(инкубация) 

HOLD 
(инкубация) 

CYCLE (цикл) 

Стадия 
ПЦР 

2 мин @ 
50°С 

10 мин @ 
95°С 

15 с @ 95°С 1 мин @ 60°С 

Таблица 3-10   Параметры термического цикла для определения 
количества РНК с использованием набора кДНК (high capacity cDNA 
archive kit) при использовании двухстадийного процесса ОТ-ПЦР. 
Время и температура 

HOLD (инкубация) HOLD (инкубация) 

Стадия 1 Стадия 2 

1) 
Стадия 
ОТ 

10 мин @ 25°С 120 мин @ 37°С 

Исходные стадии ПЦР (серия из 40 циклов) 

Активация 
фермента 
AmpErase 
UNG 

Активация 
ДНК 
полимеразы 
AmpliTaq 
Gold 

Плавление Отжиг/Наращивание

HOLD 
(инкубация) 

HOLD 
(инкубация) 

CYCLE (цикл) 

2) 
Стадия 
ПЦР 

2 мин @ 
50°С 

10 мин @ 
95°С 

15 с @ 
95°С 

1 мин @ 60°С 

ВАЖНО!   В большинстве случаев или если требуются большие 
количества кДНК, фирма Applied Biosystems рекомендует для достижения 
оптимального выхода превращения проводить обратную транскрипцию при 
37°С в течение 120 мин. 

 

 

 

 

 

 

Оптимизация концентрации праймера 
 Концентрации, необходимые для оптимальной эффективности 
анализа, определяют путем независимого измерения концентраций 
прямого и обратного праймеров. В экспоненциальной фазе 
амплификации ПЦР молярная концентрация праймеров всегда 
составляет высокую величину. В связи с этим, эффективную 
температуру плавления праймеров можно определить путем 
изменения их исходной концентрации. 



Руководство по использованию химических реагентов SDS.............................................................................3-17 

При использовании смеси реагентов Universal TaqMan PCR Master 
Mix фирма Applied Biosystems рекомендует использовать 
концентрации праймеров, представленные в таблице 3-11. Ниже 
представлены следующие разделы: 

• Матрицы для оптимизации праймера (стр. 3-17.) 

• Количественный анализ с использованием 5�-нуклеазы (с 
использованием набора реагентов на основе зонда TaqMan, 
стр. 3-17) 

• Количественный анализ с использованием красителя SYBR 
Green I (стр. 3-19) 

Концентрации 
праймеров по 
умолчанию 

Рекомендуемые концентрации праймеров для количественного 
определения ДНК и кДНК приведены в таблице 3-11. 

Таблица 3-11   Рекомендуемые концентрации праймеров для 
количественного определения ДНК и кДНК 

Концентрация (нМ) Краситель 

Прямой праймер Обратный праймер 

Зонд TaqMan 900 900 

Краситель SYBR 
Green I 

50 50 

 
Схема 

оптимизации 
праймера 

Схема оптимизации праймера позволяет определить минимальную 
концентрацию праймера, при которой можно использовать 
минимальную величину СТ и максимальную величину ∆Rn. 

Схема оптимизации праймера позволяет скомпенсировать 
неспецифичное связывание праймера, которое может снизить 
реальное количество праймера, способного связываться со 
специфичным участком. 

Количествен-
ный анализ с 

использованием 
5�-нуклеазы 

В случае количественного анализа с использованием 5�-нуклеазы 
оптимальная эффективность достигается при выборе таких 
концентраций праймера, при которых наблюдается минимальная 
величина СТ и максимальная величина ∆Rn при постоянной 
концентрации матрицы-мишени. 

Пример оптимизации концентрации типичного праймера TaqMan 
представлен на рис 3-2. На рис. 3-2 (а) приведены графики 
амплификации для всех комбинаций концентраций праймеров в 
линейном виде. На рис. 3-2 (б) изображены те же данные в 
логарифмическом формате. В результате комбинации концентраций 
прямого и обратного праймеров, равной 50 нМ (группа кривых В), 
наблюдается минимальная величина ∆Rn и максимальная величина 
СТ. Все другие комбинации концентрации прямого или обратного 
праймеров (группа кривых Б), равной 150 нМ, приводят к снижению 
величины ∆Rn. Все комбинации при концентрации не менее 300 нМ 
прямого или обратного праймеров (группа кривых А), позволяют 
получить как максимальную величину ∆Rn, так и минимальную 
величину СТ. Таким образом, любой из графиков групп А и Б 
обеспечивают оптимальную эффективность анализа. 



∆R
n
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Следует отметить, что хотя величины СТ являются параметрами, с 
помощью которых рассчитывается количество нуклеиновой кислоты 
в режиме реального времени, величины ∆Rn также следует учитывать 
для обеспечения максимальной чувствительности и 
воспроизводимости анализа. 

 
 

 
 

Рис 3-2   Пример оптимизации концентрации праймеров, с 
использованием графиков амплификации при различной 
концентрации праймеров. 

 

Группы кривых: 

А: Концентрация прямого и обратного праймеров не менее 300 нМ. 

Б: Концентрация прямого и обратного праймеров не менее 150 нМ. 

В: Концентрация прямого и обратного праймеров не менее 50 нМ. 

Количествен- Оптимизация концентрации праймеров для количественного анализа 

а) Линейный вид

Группа кривых А

Группа кривых Б

Группа кривых В

Цикл 

Логарифмический 
вид 

Группа кривых Б
Группа кривых В

Цикл

∆R
n 

Группа кривых А 
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ный анализ с 
использованием 
красителя SYBR 

Green I 

с использованием красителя SYBR Green I представляет более 
сложный процесс. Следует использовать аналогичную схему 
оптимизации праймеров, но в данном случае требуется использовать 
контроль в отсутствие матрицы (NTC). Выбранные концентрации 
праймеров должны обеспечивать низкую величину СТ и высокую 
величину ∆Rn при амплификации матрицы-мишени, но при этом в 
NTC не должно происходить образование неспецифичных продуктов. 
Идеальный график амплификации NTC приведен на рис. 3-1 на стр. 3-
5. 

Кривые диссоциации или анализ электрофорезом в геле может 
оказаться чрезвычайно полезным при выборе оптимальных 
концентраций праймеров для количественного анализа с 
использованием красителя SYBR Green I. На рис. 3-3 на стр. 3-20 
показана оптимизация концентрации прямого и обратного праймеров, 
равной 900 нМ. Значительная амплификация в ячейках NTC показана 
на рис. 3-3 (а), что свидетельствует о значительной неспецифической 
амплификации. Данное наблюдение подтверждается данными кривой 
диссоциации, приведенной на рис. 3-3 (б), на котором видно, что 
температура плавления продукта, образующегося в отсутствии 
матрицы-мишени, ниже температуры плавления специфического 
продукта, образующегося в присутствии матрицы. Такая типичная 
картина наблюдается при образовании димера-праймера и 
свидетельствует о том, что при низких концентрациях праймеров 
можно получить более оптимальные результаты. 
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Рис. 3-3   Данные амплификации с использованием реагентов на 
основе красителя SYBR Green I. 

(а) График амплификации (линейный вид), на котором наблюдается 
неспецифическая амплификация в лунках NTC. 

(б) На кривой диссоциации видно, что температура плавления 
продукта, образующегося в лунках NTC, отличается от температуры 
плавления специфичного продукта. 

 

Оптимизация концентрации зонда 
 Для обеспечения высокой эффективности анализа рекомендуется 
использовать концентрации зонда 250 нМ. Однако, в зависимости от 
требований конкретного типа анализа может приводить оптимизация 
концентрации зонда. 
Примечание   При использовании красителя красителя SYBR Green I зон 
не требуется. 

Рекомендуемые 
концентрации 

зонда 

Для определения количеств ДНК и кДНК с использованием 
реактивов на основе зонда TaqMan рекомендуется применять зонд в 
концентрации 250 нМ. 

а) 

б) 

Номер цикла

Амплификация 
мишени 

Лунки NTC 
(Неспецифическая 
амплификация) 

Амплификация 
мишени 

Лунки NTC 
(Неспецифическая 
амплификация) 

Температура, 0С 
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из
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На рис. 3-4 приведены результаты оптимизации концентрации зонда, 
которую изменяли от 50 до 250 нМ. На рис. 3-4 (а) показано, что 
увеличение величины ∆Rn происходит по мере возрастания 
концентрации зонда, в то время как на рис. 3-4 (б) видно, что 
величина СТ изменяется при всех концентрациях зонда. 

Однако, следует отметить, что для достижения наилучшей 
воспроизводимости анализа, особенно при необходимости выявления 
малого числа копий мишени, необходимо избегать ограничения 
концентрации зонда. Анализ следует проводить при концентрации 
зонда 250 нМ. При использовании концентрации 250 нМ 
ограничение концентрации зонда исключается и при этом 
достигается большое значение величины ∆Rn. Большие величины 
∆Rn свидетельствуют о высокой эффективности анализа, высоком 
выходе продукта и высокой точности анализа пиков. 

 

 
 

 

 

Линейный вид 

Концентрация 
зонда 250 нМ

Концентрация 
зонда 150 нМ
Концентрация 
зонда 100 нМ

Концентрация 
зонда 50 нМ

Цикл
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Рис 3-4   График амплификации (линейный и логарифмический виды) при титровании 
концентрации зондов от 50 до 250 нМ. 

 

Использование многокомпонентной ПЦР (Multiplex PCR) 
 Многокомпонентная ПЦР представляет собой использование более, 
одного набора праймер/зонд в одной пробирке. Многокомпонентную 
ПЦР обычно используют для анализа с использованием 5�-нуклеазы 
для определения относительного количества генов при экспрессии. 

Обычно один зонд (меченный красителем FAMTM) используют для 
идентификации мишени, а другой зонд (меченный красителем VIC®) 
используют для выявления эндогенного контроля (внутреннего 
контрольного гена). Проведение двух типов анализа в одной 
пробирке позволяет снизить затраты на проведение циклов, а также 
исключить зависимость результатов анализа от точности пипетки 
при перенесении образца в две отдельные пробирки.  

Многоком-
понентный анализ 
по сравнению с 

одноком-
понентным 

При проведении многокомпонентного анализа с использованием 
сравнительного метода СТ следует убедиться в том, что выбранный 
эндогенный контроль является наиболее преобладающим (более 
низкая величина СТ) по сравнению со всеми мишенями, количество 
которых требуется определить при выполнении всех условий, при 
этом следует проводить анализ эндогенного контроля в условиях с 
ограниченной концентрацией праймера. При проведении 
многокомпонентного анализа с использованием эндогенного 
контроля (для наиболее преобладающей матрицы) в каждой 
реакционной смеси концентрация праймера должна быть ограничена, 
чтобы исключить возможность конкурентной ПЦР, что может 

Логарифмический 
вид 

Концентрация зонда 250 нМ

Концентрация зонда 150 нМ 
Концентрация зонда 100 нМ 

Концентрация зонда 50 нМ 

Цикл
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изменить величину СТ для непреобладающей матрицы. 

Реакцию с эндогенным контролем с ограниченной концентрацией 
праймера используют в многокомпонентном анализе для 
нормирования количества нуклеиновой кислоты, добавленной в 
разные лунки, а также для нормирования влияния различных 
факторов при анализе матрицы в одной и той же лунке. Однако, 
анализ с ограничением концентрации праймера является более 
чувствительным к изменению условий реакции по сравнению с 
анализом мишени с неограниченной концентрацией праймера. 

При увеличении количества мишений, предназначенных для 
количественных анализов в многокомпонентном формате, его 
проведение становится гораздо более сложным. Становится 
практически невозможным идентифицировать подходящий 
эндогенный контроль, количество которого будет преобладать по 
сравнению со всеми исследуемыми мишенями. Мала также 
вероятность того, что уровень экспрессии матриц не будет 
изменяться в условиях эксперимента или в различных образцах. 

Таким образом, при увеличении числа мишеней для обеспечения 
эффективности анализа рекомендуется проводить анализ мишеней и 
контролей в однокомпонентном формате с использованием точной 
системы идентификации в сочетании со строгим контролем точности 
добавления эквивалентных количеств материала в различные лунки. 

По этим причинам при анализе большого числа мишений более 
эффективным оказывается использование однокомпонентного 
анализа. При проведении многокомпонентного анализа следует 
сначала провести анализ всех мишений и всех эндогенных контролей 
в много- и однокомпонентном формате, а затем сравнить 
соответствующие величины СТ, чтобы определить вклад 
многокомпонентного анализа на величину СТ. При этом такие 
расчеты могут занять больше времени, чем сам анализ образцов. 

При использовании однокомпонентного метода на аналитической 
стадии анализа каждую мишень можно использовать в качестве 
эндогенного контроля. Каждую мишень, уровень экспрессии которой 
не изменяется в условиях эксперимента или от образца к образцу, 
можно использовать в качестве эндогенного контроля. 
Следовательно, чем больше мишений используется в 
однокомпонентном анализе, тем выше необходимость использования 
одного или более подходящих эндогенных контролей, относительно 
которых будут нормированы сигналы от остальных мишеней. 

Ограничения 
концентрации 
праймеров в 
многокомпо-

нентном анализе 

Для обеспечения точности многокомпонентного анализа важно 
убедиться в том, что уровень амплификации одной из мишеней не 
превышает амплификацию другой мишени. В ином случае 
амплификация мишени с преобладающим количеством будет 
снижать уровень амплификации мишеней, которые присутствуют в 
меньшем количестве. Такой подход амплификации может привести к 
снижению точности результатов, а, в некоторых случаях, мишени в 
меньшем количестве не будут выявлены. Такое снижение точности 
можно исключить ограничением концентрации праймеров, 
используемых для амплификации преобладающей мишени, таким 



3-24                                                               Руководство по использованию химических реагентов SDS 

образом «выключая» амплификацию сразу после определения 
величины СТ. 

Ограничение концентрации праймеров приводит к тому, что 
компоненты реакции, используемые в обоих типах анализа, 
полностью не потребляются, при этом обеспечивается высокая 
эффективность амплификации не преобладающих мишеней. Если 
преобладающие мишени не известны, их следует идентифицировать 
до введения в систему многокомпонентного анализа путем 
проведения анализа обеих мишений в отдельных пробирках. Обе 
реакционные смеси ПЦР должны содержать ограниченные 
концентрации праймера, при условии, что в системе отсутствуют 
мишени в преобладающем количестве. 

Относительный избыток мишени и контрольных образцов 

При использовании ограниченных концентраций праймера в 
процессе амплификации мишени и эндогенного контроля следует 
учитывать относительный избыток обеих матриц. При 
количественном анализе экспрессии генов в качестве эндогенного 
контроля можно использовать рРНК. Концентрация рРНК по 
отношению к общему количеству РНК всегда больше концентрации 
любой мРНК мишени. Следовательно, при проведении 
многокомпонентной реакции амплификации как мишени так и рРНК 
следует ограничивать только концентрацию праймеров рРНК. 

Схема ограничения концентрации праймеров 

Для определения ограниченных концентраций праймеров следует 
использовать схему изменения концентрации прямого и обратного 
праймеров с учетом величины минимальной концентрации исходной 
матрицы. Цель заключается в идентификации концентраций 
праймеров, которые приводят к снижению величины ∆Rn, не влияя на 
величину СТ. В таблице 3-12 приведена рекомендуемая схема 
изменения концентраций прямого и обратного праймеров в 
интервале от 20 до 100 нМ. 
Примечание   Несмотря на то, что приведенные ниже условия позволяют 
легко определить ограничивающие концентрации праймеров, данные 
условия могут подходить не для всех типов анализа. Если применение 
указанной схемы не приводит к выявлению таких концентраций, то 
необходимо повторно сконструировать по крайней мере один праймер или 
провести реакцию в различных пробирках. 
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Таблица 3-12   Схема изменения концентраций прямого и обратного праймеров (20-100 нМ) 

Прямой: 

Обратный: 

100 нМ 

100 нМ 

100 нМ 

80 нМ 

100 нМ 

60 нМ 

100 нМ 

40 нМ 

100 нМ 

20 нМ 

Прямой: 

Обратный: 

80 нМ 

100 нМ 

80 нМ 

80 нМ 

80 нМ 

60 нМ 

80 нМ 

40 нМ 

80 нМ 

20 нМ 

Прямой: 

Обратный: 

60 нМ 

100 нМ 

60 нМ 

80 нМ 

60 нМ 

60 нМ 

60 нМ 

40 нМ 

60 нМ 

20 нМ 

Прямой: 

Обратный: 

40 нМ 

100 нМ 

40 нМ 

80 нМ 

40 нМ 

60 нМ 

40 нМ 

40 нМ 

40 нМ 

20 нМ 

Прямой: 

Обратный: 

20 нМ 

100 нМ 

20 нМ 

80 нМ 

20 нМ 

60 нМ 

20 нМ 

40 нМ 

20 нМ 

20 нМ 

 

 Пример 

Результат использование схемы изменения концентрации праймеров для 
определения ограничивающей концентрации приведен на рис. 3-5. На 
рис. 3-5 (а) показано, что только снижение концентрации праймеров 
приблизительно менее 50 нМ приводит к значительному изменению 
величины СТ. На рис. 3-5 (б) показано соответствующее соотношение 
между концентрациями праймеров и величиной ∆Rn, на этом рис. также 
видно, что снижение выходов продуктов может достигаться при 
снижении концентраций прямого и обратного праймеров. 

Область плато, показанная на рис. 3-5 (а), означает диапазон, в котором 
можно выбрать подходящую ограничивающую концентрацию праймера. 
В этом диапазоне величина СТ (и, следовательно, соответствующее 
количество мишени) не изменяется, в то время как величина ∆Rn и 
выход соответствующего продукта заметно уменьшаются. 

В данном примере подходящий выбор ограничивающих концентраций 
праймеров соответствует по меньшей мере 50 нМ прямого и обратного 
праймеров. Важно отметить, что для обеспечения регистрируемого 
сигнала на достаточно высоком уровне и высокой точности 
многокомпонентного анализа с помощью программного обеспечения 
Sequence Detection System необходимо поддерживать концентрацию 
зонда на оптимальном уровне, даже если в анализе используются 
ограничивающие концентрации праймеров. 
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Рис 3-5   Результаты применения схемы изменения концентраций 
праймеров 

(а) Влияние изменения концентраций прямого и обратного праймеров на 
величины СТ. Обозначенная область плато соответствует диапазон 
концентраций, при которых величины СТ не изменяется. 

(б) Снижение величин ∆Rn при снижении концентраций праймеров. 
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Раздел 3.2   Выбор способа анализа данных и полученных 
результатов 
В данном разделе 

рассмотрены 
следующие темы 

Анализ данных....................................................................................3-28 

 Определение относительного и абсолютного количества..............3-29 

 Способ с использованием количественного анализа относительной 
стандартной кривой ...........................................................................3-32 

 Сравнительный CT-метод для относительного количественного 
анализа.................................................................................................3-37 

 Метод многокомпонентной ПЦР (в одной пробирке) для 
относительного количественного анализа.......................................3-43 

 Метод с использованием абсолютного количественного анализа 
стандартной кривой ...........................................................................3-49 
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Анализ данных 
 Способ анализа данных зависит от конкретных продукта, типа 
анализа и прибора. Подробная информация по способу анализа 
данных приведена  в соответствующих руководствах по 
эксплуатации приборов. 

Общий процесс Общий процесс анализа данных экспрессии генов включает: 

1. Просмотр графиков амплификации для всего планшета 

2. Установку базовой линии и пороговых величин 

3. Использование методов, описанных в данном разделе, для 
анализа результатов 

Источники 
анализа данных 

Более подробная информация по анализу данных приведена в работе 
Livak and Schmitten, 2001. 

Информация также приведена в следующих документах: 

• Соответствующее руководство по эксплуатации прибора 

• Информация для пользователя №2: Определение 
относительного количества генов при экспрессии (номер по 
каталогу 4303859) 

• Главы «Анализ данных» и «Определение относительного 
количества» в протоколе TaqMan Cytokine Gene Expression 
Plate I (номер по каталогу 4306744). В данном протоколе 
приведены примеры многокомпонентных реакций. 

• Руководство по эксплуатации программного обеспечения RQ 
Manager (номер по каталогу 4339753) 

• Руководство по эксплуатации прибора ABI PRISM® 7900HT 
Real Time PCR (номер по каталогу 4317596) 

• Руководство по управлению базой данных SDS Enterprise 
(номер по каталогу 4346513) 

Примечание   Некоторые из перечисленных выше документов можно 
найти в интернете (см. раздел «Техническое обеспечение и помощь» на 
стр.х). 
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Определение относительного и абсолютного количества 
 Программу анализа можно создавать для определения 
относительного или абсолютного количества. Способ обработки 
результатов количественного анализа зависит от схемы 
эксперимента. 

Определение 
относительного 

количества 

При определении относительного количества измеряют изменение 
экспрессии генов-мишеней в исследуемом образце по отношению к 
образцу-калибратору. В качестве образца-калибратора можно 
использовать необработанный образец или образец перед началом 
исследования в течение времени (время равно 0) (Livak and 
Schmitten, 2001). Определение относительного количества позволяет 
определить количество мишени по сравнению с исходным уровнем 
матрицы в каждом образце. 

Пример 

Можно сравнить уровень экспрессии генов (ген А) в обработанном и 
необработанном образце (например, в образце, обработанном 
лекарственным средством) по сравнению с экспрессией второго гена 
(ген Б). Полученные результаты представляют собой экспрессию 
гена А в обработанном и необработанном образцах, 
нормализованную на экспрессию гена Б. 

Методы рассчета 
для 

относительного 
количественного 

анализа 

Определение относительного количества можно использовать для 
всех данных, полученных на любых приборах SDS. Для определения 
относительного количества используют следующие методы расчета: 

• Метод относительной стандартной кривой, однокомпонентная 
ПЦР 

• Метод сравнения СТ (∆∆СТ), однокомпонентная ПЦР 

• Метод относительной стандартной кривой, 
многокомпонентная ПЦР 

• Метод сравнения СТ (∆∆СТ), многокомпонентная ПЦР 
Примечание   Документы Assays-on-Demand и документы службы Assays-
by-Design предназначены для использования в однокомпонентных 
реакциях. 

Определение метода расчета для анализа 

С помощью всех указанных методов можно получить одинаковые 
результаты. При выборе метода для использования следует 
учитывать следующие факторы: 

• Метод относительной стандартной кривой � При 
амплификации мишени и эндогенного контроля в отдельных 
пробирках и использовании метода относительной 
стандартной кривой требуется минимальное число 
экспериментов по оптимизации и выбору параметров анализа. 

• Метод сравнения СТ � Чтобы использовать метод сравнения 
СТ необходимо провести предварительный эксперимент для 
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подбора условий, при которых наблюдается  равная 
эффективность амплификации мишени и эндогенного 
контроля. Преимущества использования метода сравнения СТ 
заключается в отсутствии необходимости использования 
стандартной кривой, что позволяет повысить 
производительность анализа, поскольку нет необходимости 
использовать лунки для стандартов. При этом исключаются 
ошибки при разбавлении стандартов. В данном анализе 
амплификацию мишени и эндогенного контроля 
осуществляют в различных пробирках. 

• Многокомпонентная ПЦР � Для амплификации мишени и 
эндогенного контроля в одной пробирке следует определить 
ограничивающие концентрации праймера и убедиться в том, 
что эти концентрации не влияют не величину СТ. При 
проведении двух типов реакции в одной пробирке повышается 
производительность анализа и снижается возможность 
ошибки при использовании пипеток. 

Метод 
определения 
абсолютного 
количества 

С помощью метода определения абсолютного количества 
определяют число копий исследуемого транскрипта путем 
экстраполяции сигнала ПЦР на стандартной кривой (Livak and 
Schmitten, 2001). 

Пример 

Метод определения абсолютного количества используют для 
определения числа копий вируса в образце, в котором концентрация 
вируса не известна (неизвестные образцы). Чтобы определить число 
копий вируса в неизвестных образцах, сравнивают сигнал, 
полученный в неизвестном образце, со стандартной кривой, 
полученной с использованием известных концентраций вируса. 
Полученная величина является количественной, т.к. она получена 
при сравнении со стандартной кривой. 

Методы расчета 
для абсолютного 
количественного 

анализа 

Метод абсолютного количественного анализа может быть 
использован для всех данных, полученных на любом приборе SDS, 
однако, абсолютное количество стандартов сначала необходимо 
определить независимыми методами. 

Метод рассчета, используемый для абсолютного количественного 
анализа включает метод стандартной кривой. 

Используемые 
термины 

Термины, приведенные в таблице 3-13, используются при 
обсуждении абсолютного и относительного количественных 
анализов. 

Таблица 3-13   Термины, используемые в абсолютном и 
относительном количественных анализах. 
Контроль/Термин Определение 

Стандарт Образец с известной концентрацией, используемый 
для построения стандартной кривой 

Свидетель Пассивный или активный сигнал, используемый 
для нормализации экспериментальных результатов. 
Примерами активных свидетелей являются 
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эндогенный и экзогенный контроли. Активный 
свидетель означает сигнал, образующийся в 
результате амплификации ПЦР. Для активного 
свидетеля используют  собственный набор 
праймеров и зондов. 

• Эндогенный контроль � РНК или ДНК, 
содержащиеся в каждом 
экспериментальном образце, при 
выделении. При использовании 
эндогенного контроля в качестве активного 
свидетеля можно нормализовать количество 
мишеней (мРНК) с учетом различного 
количества общей РНК, добавленной в 
каждую реакционную смесь. 

• Экзогенный контроль � 
Охарактеризованные РНК и ДНК 
добавлены в каждый образец с известной 
концентрацией. Экзогенный активный 
свидетель обычно представляет собой 
сформированную in vitro смесь, которую 
можно использовать в качестве внутреннего 
положительного контроля (IPC) для 
выявления истинных продуктов 
амплификации мишени от продуктов при 
ингибировании ПЦР. 
Экзогенные свидетели можно также 
использовать для нормализации различий в 
эффективности экстракции образца или 
синтеза комплементарной ДНК (кДНК) с 
помощью обратной транскриптазы. 

Пассивный 
свидетель 

Краситель, являющийся внутренним свидетелем, 
относительно которого нормализуют сигнал 
репортерного красителя. 

Пассивный свидетель (например, краситель ROX) 
независимо от  того, используется или нет 
активный свидетель, необходимо использовать в 
любом случае с целью нормирования сигнала 
относительно не относящихся к ПЦР флуктуаций 
флуоресцентного сигнала. 

Нормализованное 
количество 
мишени 

Безразмерная величина, которую используют для 
сравнения относительного количества мишени в 
различных образцах. 

CV Коэффициент отклонения. Отношение 
стандартного отклонения распределения к его 
средней арифметической величине. 

Калибратор Образец, который используют в качестве основы 
для получения сравнительных результатов, 
используют при относительном определении 
количества. 

Эндогенный 
контроль 

Внутренний контрольный ген присутствует в 
каждом экспериментальном образце. При 
использовании эндогенного контроля в качестве 
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активного свидетеля можно нормировать 
количество мишени (мРНК) с учетом различного 
количества общей РНК, добавленной в каждую 
реакционную смесь. 

 
Подробная 
информация 

Более подробная информация по абсолютному и относительному 
количественному анализу приведена в работе Livak and Schmitten, 
2001. Этот документ включает подробные методики выполнения 
экспериментов, описанных в данном разделе. 

 

Метод относительной стандартной кривой для количественного 
анализа 

 Получение стандартной кривой для относительного количественного 
анализа представляет простую методику, поскольку при этом 
определяют относительное количество при сравнении с 
определенным базисным образцом, таким как калибратор. 

Для всех экспериментальных образцов количество мишени 
определяют по стандартной кривой и делят на количество 
калибратора. Таким образом, калибратор обозначают 14 образцом и 
количество других образцов выражают числом кратности n по 
отношению к калибратору. Например, при изучении воздействия 
лекарственных средств на экспрессию генов, необработанный 
контроль можно использовать в качестве соответствующего 
калибратора. 

Требования Ниже приведены требования, которые играют значительную роль 
при использовании метода относительной стандартной кривой: 

• Важно, чтобы концентрированные растворы РНК или ДНК 
были разбавлены с высокой точностью, при этом не имеет 
значения, какие единицы используют для определения 
степени разбавления. Если для создания стандартной кривой 
используют двукратное разбавление препарата общей РНК из 
контрольной клеточной линии, то степень разбавления 
характеризуют следующим образом: 1, 0,5, 0,25, 0,125 и т.д. 
Если используют одни и те же концентрированные растворы 
РНК или ДНК для получения стандартной кривой для 
множества планшет, то полученные относительные 
количества можно сравнивать во всех планшетах. 

• Для определения количеств, нормализованных на эндогенный 
контроль, следует получить стандартные кривые как для 
мишени так и для эндогенного контроля. Для каждого 
экспериментального образца количество мишени и 
эндогенного контроля определяют из соответствующих 
стандартных кривых. Затем количество мишени делят на 
количество эндогенного контроля, при этом получают 
нормированное количество мишени. 

• Затем один из экспериментальных образцов обозначают как 
калибратор или образец 14. Каждую из нормированных 
величин количества мишени делят на нормированную 
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величину количества калибратора, при этом получают 
относительный уровень экспрессии. 

• Следует соблюдать осторожность при использовании пипеток. 
Для сведения к минимуму ошибок с неточностью пипетки 
следует работать с объемами образцов нуклеиновой кислоты 
не менее 5 мкл. 

Эндогенный 
контроль 

Амплификация эндогенного контроля может быть выполнена для 
стандартизации количества в образцах РНК или ДНК, добавленных в 
реакционную смесь. Для количественного определения экспрессии 
генов в качестве эндогенного контроля используют актин, 
глицеральдегид-3-фосфатдегидрогиназу (GAPDH), 18S-рибосомную 
РНК (рРНК) или другие РНК. 

При использовании метода сравнения СТ в процессе ПЦР в режиме 
реального времени можно нормализовать сигнал с учетом 
эндогенного свидетеля с использованием данных, полученных в ходе 
ПЦР. Это является особенно важным при использовании 
ограниченного количества РНК или при анализе очень большого 
числа образцов с высокой воспроизводимостью (Livak and Schmitten, 
2001). 

Другой подход заключаеся в нормализации сигнала с 
использованием внешних методов измерения по отношению к ПЦР. 
Например, можно использовать УФ-поглощение для определения 
количества РНК, добавленной в реакционную смесь кДНК. Затем 
проводят цикл ПЦР с использованием количества кДНК, полученной 
из равного количества добавленной РНК. Данный подход можно 
использовать для выбора соответствующего эндогенного контроля и 
для выявления влияния условий обработки на эндогенный контроль. 
В таком случае ген-мишень является эндогенным свидетелем (Livak 
and Schmitten, 2001). 

Стандарты Если количество образца делят на количество калибратора, то 
единицы измерения количества на стандартной кривой отсутствуют. 
Таким образом, для построения стандартной кривой требуется знать 
только степень разбавления. Для относительного количественного 
анализа можно использовать в качестве стандарта любой 
концентрированный раствор РНК или ДНК, содержащий досточное 
количество мишени. 

Выполнение 
метода 

относительной 
стандартной 

кривой 

Чтобы выполнить метод относительной стандартной кривой для 
определения количества: 

• Выполнить цикл на приборе SDS, который включает 
следующие стадии: 

- Заполнение реакционного планшета и определение его 
параметров 

- Анализ данных 

- Создание стандартной кривой 

• Определение относительных величин 

Ниже в разделе «Пример метода относительной стандартной кривой» 
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подробно описаны эти стадии. 

Пример метода 
относительной 
стандартной 

кривой 

В данном примере описано использование стандартных кривых при 
определении относительного количества мишени: 

• Мишень представляет собой c-myc мРНК человека, а 
эндогенный контроль представляет собой GAPDH мРНК 
человека. 

• Мишень и эндогенный контроль амплифицируют в отдельных 
пробирках 

• Для получения стандартных кривых используют разбавления 
образца кДНК, выделенного из общей Raji РНК. Полученные 
стандартные кривые используют для расчета количества 
продуктов амплификации c-myc и GAPDH 

• Неизвестные образцы (исследуемые образцы) представляют 
собой образцы кДНК, полученные из общей РНК, выделенной 
из мозга, почек, печени и легких человека. 

Выполнение цикла 

Приведенная ниже методика представляет собой общую схему 
выполнения цикла. Подробные рекомендации приведены в 
руководстве по эксплуатации каждого прибора. 

1 Заполнить реакционный планшет и установить его параметры 

2 Установить реакционный планшет в прибор SDS и запустить 
цикл 

3 После завершения цикла проанализировать данные 

4 Установить пороговую величину и создать стандартную кривую 
из полученных данных. 

На приведенном ниже рис. представлена стандартная кривая для 
амплификации мишени c-myc данные получены с 
использованием зонда, меченного красителем FAM. 

 
Определение относительных величин 

Чтобы определить относительную величину: 

Стандартная кривая c-myc

Общая РНК, нг 
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1 Рассчитать логарифм введенного количества, введением 
следующей формулы в одну ячейку таблицы любой рассчетной 
программы: 

=([ячейка, содержащая величина СТ]-b)/m 

где b � пересечение стандартной кривой с осью Y и m � наклон 
стандартной кривой. 
Примечание   В данном примере b=25,712 и m=-3,385 для уравнения 
Y=mx+b. 

2 Рассчитать исходное количество, введением следующей формулы 
в соседнюю ячейку: 

=10�[ячейка, содержащая логарифм введенного количества] 
Примечание   При расчете количества используют те же единицы 
измерения, что и использованные для создания стандартной кривой, а 
именно, нг общего количества Raji РНК. Если при рассчете получается, 
что неизвестный образец содержит 0,23 нг общего количества Raji РНК, 
то это означает, что образец содержит аналогичное количество c-myc 
мРНК, содержащееся в 0,23 нг контрольной РНК Raji. 

3 Повторить стадии создания стандартной кривой для эндогенного 
свидетеля с использованием величины СТ, определенной с 
помощью зонда GAPDH (см. таблицу 3-14 на стр. 3-36). 

4 Поскольку c-myc и GAPDH были амплифицированы в отдельных 
пробирках, то усреднять их величины следует отдельно. 

5 Чтобы определить нормированную величину c-myc (c-mycN), 
следует разделить количество c-myc на количество GAPDH. 

6 Выбрать калибратор. 

В таблице 3-14 на стр. 3-36 в качестве калибратора произвольно 
выбирают РНК из мозга. 

7 Разделить среднюю величину количества образца (почки, печень 
или легкие) на величину среднего количества калибратора (мозг). 
Рассчитать коэффициент отклонения (см. ниже) на основе CV 
образца и РНК из мозга. 

Расчет коэффициента отклонения 

Величину c-mycN определяют делением средней величины c-myc на 
среднюю величину GAPDH. Коэффициент стандартного отклонения 
рассчитывают из стандартных отклонений для c-myc и GAPDH по 
следующей формуле: 

cv = (cv1
2 + cv2

2)1/2 

где: 

cv = s/X = (стандартное отклонение)/(средняя величина) 

В качестве примера из таблицы 3-14 на стр. 3- (образец из мозга): 

cv1 = 0,004/0,039 

и 

cv2 = 0,034/0,54 

cv = ({0,004/0,039}2+{0,034/0,54}2)1\2 = 0,12 
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т.к. 

cv = s/X 

s = (cv)(X) 

s = (0,12)(0,07) 

s = 0,008 

Сравнение образцов с калибратором 

Нормированное количество мишени c-mycN является безразмерной 
величиной, которую можно использовать для сравнения 
относительного количества мишени в различных образцах. Один из 
вариантов проведения такого сравнения заключается в том, что один 
из образцов используют в качестве калибратора. В таблице 3-14 на 
стр. 3-36 в качестве калибратора произвольно выбраны препараты из 
мозга; т.к. этот препарат характеризуется самым низким уровнем 
экспрессии мишении. 

Результаты метода относительной стандартной кривой 

Каждую величину c-mycN в таблице 3-14 делят на величину c-mycN из 
мозга, при этом получают величину, представленную в последнем 
столбце таблицы. Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что образец из печени содержит c-myc мРНК в 5,5 раз больше, чем 
образец из мозга, образец из печени в 32,4 раза больше, а образец из 
легких � в 15,7 раз больше. 
Примечание   Среднее и стандартное отклонение рассчитывают из 
неокругленных данных, в таблице представлены неокругленные данные. 

 

Таблица 3-14   Количества c-myc и GAPDH в тканях человеческих мозгов, печени, желудка и 
легкого. 

Ткань c-myc 

Raji РНК, нг 

GAPDH 

Raji РНК, нг 

c-mycN 

количество 
нормированное 
по GAPDHа 

c-mycN 

относительное 
количество (по 
отношению к 
образцу из 
мозга)б 

0.033 0.51 

0.043 0.56 

0.036 0.59 

0.043 0.53 

0.039 0.51 

Мозг (выбран в 
качестве 
калибратора) 

0.040 0.52 

  

Среднее 0.039±0.004 0.54±0.034 0.07±0.008 1.0±0.12 

0.40 0.96 Почки 

0.41 1.06 
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0.41 1.05 

0.39 1.07 

0.42 1.06 

 

0.43 0.96 

  

Среднее 0.41±0.016 1.02±0.052 0.40±0.025 5.5±0.35 

0.67 0.29 

0.66 0.28 

0.70 0.28 

0.76 0.29 

0.70 0.26 

Печень 

0.68 0.27 

  

Среднее 0.70±0.036 0.28±0.013 2.49±0.173 34.2±2.37 

0.97 0.82 

0.92 0.88 

0.86 0.78 

0.89 0.77 

0.94 0.79 

Легкое 

0.97 0.80 

  

Среднее 0.93±0.044. 0.81±0.041 1.15±0.079 15.7±1.09 

а. Количество c-mycN определяют делением средней величины c-myc на среднюю величину 
GAPDH. Коэффициент стандартного отклонения рассчитывают из величин стандартного 
отклонения c-myc и GAPDH. 

б. Расчет количества  c-mycN по отношению к образцу из мозга включает деление на 
количество калибратора. Т.к. указанную величину делят на произвольно выбранную 
постоянную величину, то в результате получают величину CV, аналогичную величине для c-
mycN. 

 

Сравнительный CT-метод для относительного количественного 
анализа 

 Сравнительный СТ-метод аналогичен методу относительной 
стандартной кривой, за исключением того, что в данном случае для 
определения относительного определения количества используют 
арифметические формулы, а не стандартную кривую. 
ВАЖНО!   Использование стандартной кривой можно исключить, если 
проводить проверку на достоверность. Более подробная информация о 
проверке на достоверность приведена ниже. 

Формула Количество мишени, нормированное на количество эндогенного 
контроля и по отношению к калибратору, определяют следующим 
образом: 
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2-∆∆С
Т 

Выведение формулы приведено в приложении А «Формулы». 

Выполнение проверки на достоверность 

Перед использованием метода СТ для количественного анализа 
необходимо провести проверку на достоверность (которая описана 
ниже), чтобы убедиться в равной эффективности амплификации 
мишени и свидетеля. 

Чтобы выполнить тестовый эксперимент: 
1 Выбрать мишень и эндогенный контроль 

2 Провести серийные разбавления различных исходных количеств 
мишени и эндогенного контроля. 
Примечание   По возможности степень разбавления должна составлять 
105-106. 

3 Провести цикл анализа образцов на приборе SDS 

4 Проанализировать данные 

5 Рассчитать средние величины СТ и ∆СТ для мишени и эндогенного 
контроля (см. таблицу 3-15). 

6 Построитьь график зависимости логарифма добавленного 
количества РНК от величины ∆СТ (см. рис. ниже). 

 
Абсолютная величина наклона кривой зависимости log количества 
от величины ∆СТ должна составлять менее 0,1. 

Наклон графика на приведенном выше рис. составляет -0,0034, что 
указывает на положительный результат проверки. 
Примечание   Наклон менее чем 0,1 свидетельствует о результате 
экспрессии генов с незначительным изменением условий эксперимента. 
Однако, при необходимости оценки изменений, характерных для 
сравнительного СТ-метода, следует выполнить параллельный эксперимент 
стандартной кривой и полученные результаты сравнить с результатами 
сравнительного СТ-метода. 

 

∆СТ

 

График относительной 
эффективности р53 
относительно GAPDH 

Log (количество общей РНК нг)
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Эффективность 
двух систем 
составляет 

Действия 

<0,1 • Для определения относительного 
количества мишени можно использовать 
метод ∆∆СТ без построения стандартной 
кривой в одном и том же планшете. 

>0,1 • Выполнить проверку на достоверность в 
широком динамическом интервале (105-
106) или сконструировать или 
синтезировать новые праймеры для 
повышения эффективности. 

• Выполнить количественный анализ с 
использованием метода стандартной 
кривой. 

 
 

Таблица 3-15   Средние величины СТ для c-myc и GAPDH при 
различных исходных количествах. 
Исходное 
количество, нг 
общей РНК 

Средняя 
величина СТ для 
c-myc 

Средняя 
величина СТ для 
GAPDH 

∆СТ (c-myc � 
GAPDH) 

100 20.28±0.11 15.23±0.02 5.05±0.11 

10.0 23.88±0.14 18.62±0.04 5.26±0.15 

1.0 27.33±0.09 22.18±0.02 5.15±0.09 

0.1 30.93±0.23 25.53±0.07 5.40±0.24 

0.01 34.39±0.37 29.13±0.14 5.26±0.39 

0.001 37.03±0.12 32.57±0.13 4.46±0.17 
 

Относительная 
эффективность 

мишени и 
свидетеля 

Расчет величины ∆∆СТ будет достоверным только в случае равной 
эффективности амиплификации мишени и свидетеля. 
Чувствительным методом проверки равенства эффективности двух 
ампликонов является изучение изменения величины ∆СТ с 
разбавлением матрицы. С помощью получения стандартных кривых 
для c-myc и GAPDH, описанных в предыдущем разделе, можно 
получить требуемые данные. В таблице 3-15 приведены средние 
величины СТ для c-myc и GAPDH при различных исходных 
количествах. 

Выполнение 
сравнительного 

СТ-метода 

Чтобы выполнить сравнительный СТ-метод для относительного 
количественного анализа: 

• Выполнить цикл на приборе SDS. Цикл включает: 

- Заполнение и определение параметров реакционного 
планшета 

- Анализ данных 

• Определение величины ∆СТ (для мишени и эндогенного 
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контроля) 

• Выполнить расчет величины ∆∆СТ для определения степени 
различия экспрессии генов (величина ∆СТ мишени по 
отношению к величине ∆СТ калибратора) 

Ниже приведен пример выполнения этих стадий. 

Пример 
сравнительного 

СТ-метода 

Данный пример иллюстрирует применение сравнительного СТ-
метода для относительного количественного анализа. 

• Мишенью является c-myc мРНК человека, а эндогенным 
контролем � GAPDH мРНК человека. 

• Мишень и эндогенный контроль амплифицируют в различных 
пробирках. 

• Неизвестные образцы представляют собой кДНК, полученную 
из общей РНК, выделенной из мозга, почек, печени и легких 
человека. 

Выполнение цикла 

Приведенная ниже методика представляет собой общую схему 
выполнения цикла. Подробные указания приведены в руководстве по 
эксплуатации конкретного прибора. 

Чтобы выполнить цикл: 
1 Установить параметры реакционного планшета 

2 Установить планшет в прибор и запустить цикл 

3 После завершения цикла проанализировать данные 

Определение величины ∆СТ и стандартного отклонения 

Величину ∆СТ определяют вычитанием средней величины СТ для 
GAPDH из средней величины СТ для c-myc. Стандартное отклонение 
разности рассчитывают из стандартных отклонений величин c-myc и 
GAPDH с использованием следующей формулы: 

s = (s1
2 + s2

2)1/2 

где: s=std dev (стандартное отклонение) 

Например, в таблице 3-16 на стр. 3-41 (образец из мозга): 

s1 = 0,15 

и 

s2 = 0,09 

s = {(0,15)2 + (0,09)2}1/2 = 0,17 

Выполнение расчета величины ∆∆СТ. 

Чтобы выполнить расчет величины ∆∆СТ: 
1 Определить величину ∆СТ вычитанием средней величины СТ 

эндогенного контроля из средней величины СТ мишени 

2 Определить величину ∆∆СТ вычитанием величины ∆СТ 
калибратора из величины ∆СТ исследуемого образца или 
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обработанного образца 

Результаты сравнительного СТ-метода 

Результаты определения СТ, использованные для определения 
количеств мРНК c-myc и GAPDH, приведенных в таблице 3-15 на 
стр. 3-, используют для иллюстрации расчета величины ∆∆СТ. В 
таблице 3-16, приведенной ниже, представлены результаты расчета 
средней величины СТ для образцов из мозга, почек, печени и легких 
человека и применение величин СТ для определения ∆СТ, ∆∆СТ и 
относительного количества c-myc мРНК. Полученные результаты 
сопоставимы с относительным содержанием c-myc, определенным 
методом стандартной кривой. 

Несмотря на то, что сравнительный СТ-метод можно использовать 
для сравнения количества ДНК в тканях, биологическая 
интерпретация результатов представляет более сложную задачу. 
Отдельные величины относительного количества в действительности 
отражают лишь изменения в количестве в транскриптов как мишени, 
так и свидетеля, в зависимости от типа клетки, которые могут 
присутствовать в любом образце ткани (Livak and Schmitten, 2001). 

 

Таблица 3-16   Определение относительного количества с использованием сравнительного 
СТ-метода 

Ткань Средняя 
величина СТ 
мишени c-
myc 

Средняя 
величина СТ 
эндогенного 
контроля 
GAPDH 

∆СТ = c-myc 
- GAPDHa 

∆∆CT = ∆CT - 
∆CT,мозг

б 
Относительное 
количество c-
mycN (по 
отношению к 
образцу из 
мозга)в 

Образец из 
мозга �
калибратор 

30.49±0.15 23.63±0.09 6.86±0.17 0.00±0.17 1.0 (0.9-1.1) 

Почка 27.03±0.06 22.66±0.08 4.37±0.10 2.50±0.10 5.6 (5.3-6.0) 

Печень 26.25±0.07 24.60±0.07 1.65±0.10 5.21±0.10 37.0 (34.5-
39.7) 

Легкое 25.83±0.07 23.01±0.07 2.81±0.10 4.05±0.10 16.5 (15.4-
17.7) 

а. Величину ∆СТ определяют вычитанием средней величины СТ для GAPDH из средней 
величины СТ для c-myc. Например, ∆СТ образца из мозга = 30.49 � 23.63 = 6.86. 

Стандартное отклонение разности рассчитывают из величин стандартных отклонений для c-
myc и GAPDH. 

б. Расчет величины -∆∆СТ включает вычитание величины ∆СТ калибратора из величины ∆СТ 
мишени. 

Например, -∆∆СТ образца из почки = -(∆СТ образца из почки - ∆СТ образца из мозга) = -(4.37 
� 6.86) = 2.50 (с использованием всех полученных величин, а не с использованием 
округленных данных, представленных в таблице). 
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Так как из указанных величин вычитают произвольно выбранную постоянную величину, то 
стандартное отклонение величины ∆∆СТ соответствует стандартному отклонению величины 
∆СТ. 

в. Интервал, задаваемый для c-mycN по отношению к образцу из мозга, определяют оценкой 
выражения: 2 -∆∆С

Т с учетом ∆∆СТ + s и ∆∆СТ � s, где s = стандартное отклонение величины 
∆∆СТ. 

Например, интервал для образца из почки соответствует величине ∆∆СТ равной �2,5 и 
интервал стандартного отклонения равен 0,10. Следовательно, 2 -∆∆С

Т = 22,50 = 5,6. Нижний 
предел интервала равен 2-2,50+0,1=5,3. Верхний предел интервала равен 2-2,50-0,1=0,6. 
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Метод многокомпонентной ПЦР (в одной пробирке) для 
относительного количественного анализа 

 Многокомпонентная ПЦР включает использование более одной пары 
праймеров и зонда в одной пробирке. Данный метод можно 
использовать для относительного определения количества, когда 
один набор (пара) праймер/зонд амплифицирует мишень и другой 
набор (пара) праймер/зонд амплифицирует эндогенный контроль в 
одной и той же пробирке. 

Многокомпонентную реакцию можно проводить как с 
использованием метода стандартной кривой, так и метод сравнения 
СТ. 

Преимущества 
многоком-

понентной ПЦР 

Преимущества проведения реакций минени и свидетеля в одной 
пробирке заключаются в следующем: 

• Более высокая производительность очевидна особенно при 
анализе одной мишени, поскольку число пробирок с 
образцами уменьшается в 2 раза. 

• Более эффективное использование образцов. 

• Снижение стоимости и расхода реагентов. 

Более подробная информация приведена в разделе «Ограничение 
концентрации праймеров при многокомпонентном анализе» на стр. 
3-23. 

Различные 
репортерные 
красители 

Химические реакции на основе зонда TaqMan включают различные 
репортерные красители, которые позволяют амплифицировать и 
идентифицировать ампликоны мишени и ампликоны эндогенного 
контроля в одной пробирке. 

Репортерными красителями, рекомендуемыми для зонда TaqMan, 
являются красители FAM и VIC. Данные красители отличаются друг 
от друга различными длинами волн, максимумов испускания: 

• FAM: λмакс = 518 нм 

• VIC: λмакс = 554 нм 

Описание 
многоком-
понентного 

анализа 

В программном обеспечении всех приборов SDS используют 
процесс, называемый многокомпонентный анализ для распознавания 
репортерных красителей, красителя-тушителя TAMRATM (λмакс = 582 
нм), если он используется, и пассивного свидетеля-красителя ROXTM 
(λмакс = 610 нм). 

Многокомпонентный анализ представляет собой математический 
алгоритм, который использует спектр индивидуального красителя-
свидетеля для расчета вклада каждого красителя в общий 
экспериментальный спектр. При использовании зондов TaqMan MGB 
краситель-тушитель (TAMRA) не используется. При уменьшении 
числа идентифицируемых красителей степень разрешения спектров 
повышается. 
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Точный количественный анализ 

Для наиболее точного количественного анализа с использованием 
двух зондов в одной пробирке необходимо использовать 
репортерный краситель, который характеризуется наибольшей 
разницей максимума испускания: красители FAM и VIC. 

Ограничения 
концентрации 
праймеров 

В реакциях амплификации двух различных последовательностей, 
которые происходят в одной пробирке, используются одни и те же 
реагенты. Если исходное количество копий двух 
последовательностей отличается, то при амплификации 
преобладающей мишени будут потребляться общие реагенты, при 
этом снижается эффективность амплификации мишени, которая 
присутствует в меньшем количестве. Для повышения точности 
количественного анализа важно, чтобы эти две реакции не 
конкурировали. Конкурентную реакцию можно исключить при 
ограничении концентрации праймеров, используемых для 
амплификации. Более подробная информация по ограничению 
концентрации праймеров приведена на стр. 3-23. 

Выполнение 
многоком-

понентной ПЦР с 
использованием 

метода 
относительной 
стандартной 

кривой 

Чтобы выполнить многокомпонентную ПЦР с использованием 
метода относительной стандартной кривой: 

• Выполнить цикл на приборе SDS. Цикл включает: 

- Заполнение и определение параметров реакционного 
планшета 

- Анализ данных 

- Создание стандартной кривой 

• Определение относительных величин 

Иллюстрация описанных стадий приведена ниже в разделе «Пример 
многокомпонентной ПЦР с использованием метода относительной 
стандартной кривой». 

Пример 
многоком-

понентной ПЦР с 
использованием 

метода 
относительной 
стандартной 

кривой 

В данном примере описано использование многокомпонентной ПЦР 
и метода относительной стандартной кривой для количественного 
анализа. В данном примере: 

• Мишенью является c-myc мРНК человека, а эндогенным 
контролем � GAPDH мРНК человека. 

• Мишень и эндогенный контроль амплифицируют в одной и 
той же пробирке. 

• Разбавленные растворы кДНК, полученные из общей РНК 
Raji, используют для построения стандартных кривых для 
амплификации c-myc и GAPDH. 

• Неизвестные образцы представляют собой кДНК, полученные 
из общей РНК, выделенной из мозга, почек, печени и легких 
человека. 

Выполнение цикла 
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Методики выполнения цикла в одной пробирке и в разных пробирках 
для метода относительной стандартной кривой одинаковы, за 
исключением некоторых деталей, указанных ниже. 

Чтобы выполнить цикл: 
1 Выполнить цикл согласно методикам, приведенным на стр. 3-35 

Исключение: при заполнении реакционного планшета ампликон 
мишени и ампликон эндогенного контроля помещают в одну 
пробирку. 

Исключение: величину ∆СТ расчитывают для каждой реакции 
отдельно и затем усредняют величины ∆СТ. 

2 Определить относительные величины согласно методикам, 
приведенным в таблице 3-13 на стр. 3-36. 

Результаты описанного выше цикла 

В таблице 3-17 приведены результаты эксперимента в одной 
пробирке с использованием метода относительной стандартной 
кривой. В данном эксперименте определяют количество мишени c-
myc, нормированное на количество эндогенного контроля GAPDH. 

Средние величины и отклонения расчитывают из неокругленных 
данных, а не из округленных данных, приведенных в данном 
описании. 

 

Таблица 3-17   Определение относительного количества с использованием 
многокомпонентной ПЦР с применением метода относительной стандартной кривой 

Ткань c-myc, общая 
Raji РНК, нг 

GAPDH, общая 
Raji РНК, нг 

Количество c-
mycN, 
нормированное 
на GAPDH 

Количество c-
mycN, 
нормированное 
на образец из 
мозга 

0.031 0.618 0.05 

0.038 0.532 0.07 

0.032 0.521 0.06 

0.038 0.550 0.07 

0.032 0.577 0.06 

Мозг 

0.037 0.532 0.07 

 

Среднее 0.06±0.008 1.0±0.14 

0.365 0.049 0.35 

0.338 1.035 0.33 

0.423 1.042 0.41 

0.334 1.086 0.31 

Почка 

0.334 1.021 0.33 
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 0.372 1.139 0.33  

Среднее 0.34±0.035 5.4±0.55 

0.477 0.255 1.87 

0.471 0.228 2.06 

0.535 0.258 2.07 

0.589 0.241 2.44 

0.539 0.264 2.04 

Печень 

0.465 0.227 2.05 

 

Среднее 2.09±0.186 33.3±2.97 

0.853 0.085 0.97 

0.900 0.084 0.88 

0.956 0.082 1.00 

0.900 0.093 0.87 

0.996 0.112 0.87 

Легкое 

0.859 0.090 0.84 

 

Среднее 0.90±0.062 14.4±0.99 

 

Выполнение 
многоком-

понентной ПЦР с 
использованием 
сравнительного 

СТ-метода 

Чтобы выполнить многокомпонентную ПЦР с использованием 
сравнительного СТ-метода для относительного количественного 
анализа: 

• Выполнить проверку на достоверность (validation experiment) 

• Выполнить цикл на приборе SDS. Цикл включает: 

- Заполнение и определение параметров реакционного 
планшета 

- Анализ данных 

• Определение величины ∆СТ 

• Выполнить расчет величины ∆∆СТ 

Пример 
многоком-

понентной ПЦР с 
использованием 
сравнительного 

СТ-метода 

Эти стадии описаны ниже в следующем разделе. 

В данном примере описана многокомпонентная ПЦР с 
использованием сравнительного СТ-метода для относительного 
количественного анализа. В данном примере: 

• Мишенью является c-myc мРНК человека, а эндогенным 
контролем � GAPDH мРНК человека. 

• Мишень и эндогенный контроль амплифицируют в одной 
пробирке. 

• Неизвестные образцы представляют собой кДНК, полученную 
из общей РНК, выделенной из мозга, почек, печени и легких 
человека. 
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Методики 

Методики выполнения цикла в одной пробирке и в разных пробирках 
для метода сравнения СТ одинаковы, за исключением некоторых 
деталей, указанных ниже. 

Чтобы выполнить цикл: 
1 Выполнить проверку на достоверность согласно методикам, 

приведенным на стр. 3-37. 

2 Выполнить цикл согласно методикам, приведенным на стр. 3-40 

Исключение: при заполнении реакционного планшета ампликон 
мишени и ампликон эндогенного контроля помещают в одну 
пробирку. 

Исключение: поскольку величины c-myc и GAPDH получены на 
основании данных из одной пробирки, то перед усреднением 
расчеты следует проводить отдельно для каждой лунки. 

3 Определеить величину ∆СТ согласно методикам, приведенным на 
стр. 3-40 

4 Выполнить расчет величины ∆∆СТ согласно методикам, 
приведенным на стр. 3-40. 

Результаты цикла 

В таблице 3-18 приведены расчеты величин ∆∆СТ для эксперимента в 
одной пробирке. 

 

Таблица 3-18   Определение относительного количества с использованием 
многокомпонентной ПЦР и сравнительного СТ-метода 

Ткань Величина СТ 
c-myc 

Величина СТ 
GAPDH 

Величина 
∆СТ = c-myc 
� GAPDH 

Величина 
∆∆СТ = (∆СТ 
� среднее 
∆СТ)образец из 

мозга 

Количество c-
mycN, 
нормированное 
на образец из 
мозга 

32.38 25.07 7.31 

32.08 25.29 6.79 

32.35 25.32 7.03 

32.06 25.24 6.84 

32.34 25.17 7.17 

Мозг 

32.13 25.29 6.84 

  

Среднее 6.93±0.16 0.00±0.16 1.0 (0.9-1.1) 

28.73 24.30 4.43 

28.84 24.32 4.52 

28.51 24.31 4.20 

Почка 

28.86 24.25 4.61 
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28.86 24.34 4.52  

28.70 24.18 4.52 

  

Среднее 4.47±0.14 -2.47±0.14 5.5 (5.0-6.1) 

28.33 26.36 1.97 

28.35 26.52 1.83 

28.16 26.34 1.82 

28.02 26.44 1.58 

28.15 26.31 1.84 

Печень 

28.37 26.53 1.84 

  

Среднее 1.81±0.13 -5.12±0.13 34.8 (31.9-38.8) 

27.47 24.55 2.92 

27.39 24.33 3.06 

27.30 24.43 2.87 

27.39 24.32 3.07 

27.24 24.18 3.06 

Легкое 

27.46 24.34 3.12 

  

Среднее 3.02±0.10 -3.92±0.10 15.1 (14.1-16.2) 
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Метод стандартной кривой для абсолютного количественного 
анализа 

 Метод стандартной кривой для абсолютного количественного 
анализа аналогичен методу относительной стандартной кривой за 
исключением того, что абсолютное количество стандартов должны 
быть определены независимым методом. 

Требования Требования, приведенные ниже, имеют значение для правильного 
использования метода стандартной кривой для абсолютного 
количественного анализа: 

• Важно, чтобы используемыме РНК или ДНК представляли 
собой отдельные гомогенные образцы. Например, плазмидная 
ДНК, выделенная из бактерий E.coli, часто содержит примесь 
РНК, которая приводит к увеличению оптической плотности 
при 260 нм и влияет на число копий, определенное для 
плазмиды. 

• Необходимо использовать пипетки с высокой точностью, т.к. 
степень разведения стандартов составляет на несколько 
порядков. Плазмидную ДНК или РНК, транскрибированную 
in vitro, необходимо концентрировать с целью измерения 
точной величины оптической плотности при 260 нм. Затем 
такие концентрированные ДНК или РНК должны быть 
разбавлены в 106-1012 раз таким образом, чтобы их 
концентрация была сопоставима с концентрацией мишени в 
биологических образцах. 

• Необходимо учитывать стабильность разбавленных 
стандартов, особенно для РНК. Следует разделить 
разбавленные стандарты на небольшие аликвоты, хранить их 
при -80°С и использовать по одной непосредственно перед 
экспериментом. Объем работы, затраченной на получение 
достоверных стандартов, приведен в работе Collins et.al., 1995, 
где описаны стадии, используемые для получения 
абсолютного стандарта РНК для определения количества РНК 
в вирусах. 

• В большинстве случаев нельзя использовать ДНК в качестве 
стандарта для определения абсолютного количества РНК, т.к. 
в таком случае отсутствует контроль эффективности стадии 
обратной транскрипции. 

Стандарты Прежде всего, необходимо определить абсолютное количество 
стандартов независимым методом. 

Для получения абсолютных стандартов обычно используют 
плазмидную ДНК и РНК, транскрибированную in vitro. 
Концентрацию определяют по оптической плотности при 260 нм и 
переводят ее в число копий с учетом молекулярной массы ДНК или 
РНК. 
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Выполнение 
метода 

стандартной 
кривой для 

абсолютного 
анализа 

За исключением приготовления стандартов (см. выше) метод 
стандартной кривой для абсолютного анализа и относительной 
стандартной кривой идентичны. 

Информация по выполнению метода стандартной кривой для 
абсолютного анализа приведена в следующих разделах: 

• «Выполнение метода относительной стандартной кривой» на 
стр. 3-34. 

• «Пример метода относительной стандартной кривой» на стр. 
3-34. 
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Распознавание аллелей        4 
 В этой главе рассмотрены следующие темы: 

Описание анализа распознавания аллелей.........................................4-2 

Заказ предварительно созданной программы распознавания аллелей 
фирмой Applied Biosystems, созданной по заказу 
пользователя...........................................................................................4-5 

Создание собственной программы распознавания аллелей...............4-7
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Описание анализа распознавания аллелей 
Определение 

анализа 
распознавания 

аллелей 

Распознавание аллелей представляет собой анализ конечных 
результатов, который используют для определения генотипа образцов. 
Данный тип анализа позволяет распознавать полиморфизм отдельных 
нуклеотидов (SNP). 

Цель распознавания аллелей заключается в класификации 
неизвестных образцов следующим образом: 

• Гомозиготы (образцы, содержащие только аллель 1) 

• Гомозиготы (Образцы, содержащие только аллель 2) 

• Гетерозиготы (Образцы, содержащие аллель 1 и аллель 2). 

Приборы Распознавание аллелей можно проводить на следующих моделях 
приборов SDS: 

• Applied Biosystems 7900HT Real Time PCR System (прибор 
7900HT) 

• Applied Biosystems 7300 Real Time PCR System (прибор7300) 

• Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System (прибор 7500) 

• ABI Prism 7000 Sequence Detection System (прибор 7000) 

• ABI Prism 7700 Sequence Detection System (прибор 7700) 
Примечание:   Использование приборов 7900НТ, 7000 и 7700 позволяет 
проводить анализ ПЦР в режиме реального времени, что облегчает 
процедуру обнаружения и устранения неисправностей. При использовании 
прибора SDS для амплификации ПЦР необходимо отдельно выполнять 
стадию считывания конечных результатов с планшета. 

Примечание:   Распознавание аллелей нельзя проводить на приборе 
GeneAmp 5700 Sequence Detection System (прибор 5700). 

Реагенты Распознавание аллелей можно проводить с использованием 
флуоресцентных реагентов с применением 5�-нуклеазы (также 
известных под названием реактивы на основе зонда TaqMan. 
Подробная информация приведена в разделе «Реакции с 
использованием зонда TaqMan» на стр. 2-3). 
Примечание:   Распознавание аллелей нельзя проводить с помощью 
реагентов на основе красителя SYBR® Green I. 

Термины, 
используемые при 
описании анализа 
распознавания 

аллелей 

Термины, часто употребляемые при описании анализа распознавания 
аллелей, приведены в таблице 4-1. 

Таблица 4-1   Термины, используемые при описании анализа 
распознавания аллелей. 
Термин Определение 

Отсутствие 
матричного 
контроля (NTC) 

Образец, не содержащий матрицу. Образец NTC 
обеспечивает сигнал фона и используется в качестве 
отрицательного контроля. Позволяет выявлять 
примеси, способствующие появлению ложного 
положительного сигнала. 
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Нуклеиновая 
кислота � 
мишень (также 
называемая 
«матрица � 
мишень») 

Центрифугируемая последовательность нуклеотидов. 

Пассивный 
свидетель 

Краситель, представляющий внутренний стандарт, 
относительно которого нормируется сигнал 
репортерного красителя в процессе анализа данных. 

Процесс нормирования является необходимым для 
внесения поправки на изменения флуоресценции, 
связанные с изменениями концентрации или объема. 
Краситель � пассивный свидетель входит в состав всех 
наборов реагентов приборов SDS. 

Репортерный 
краситель 

Краситель, присоединенный в положение 5� зонда 
TaqMan. 

Нормированный 
репортер (Rn) 

Нормированная интенсивность репортерного 
красителя. 

Величину Rn определяют делением интенсивности 
репортерного красителя на интенсивность пассивного 
свидетеля. 

Неизвестный 
образец 

Образец, предназначенный для классификации, т.е. 
для выявления гомозиготных или гетерозиготных 
образцов. 

 
Принцип анализа 
распознавания 

аллелей 

При распознавании аллелей в процессе ПЦР включен 
флуоресцентный меченный красителем зонд, специфичный для 
каждого аллеля. Можно использовать зонды, меченные красителями 
TAMRATM или TaqMan® MGB. Зонды содержат различные 
флуоресцентные репортерные красители (красители FAMTM или 
VIC®) для распознавания амплификации каждого аллеля. 

Каждый зонд TaqMan MGB содержит: 

• Репортерный краситель в 5�-положении каждого зонда 

- краситель VIC присоединен в 5�-положении зонда аллеля 1 

- краситель FAM присоединен в 5�-положении зонда аллеля 2 

• Вещество, которое при связывании встраивается в малую 
бороздку (MGB). 

Такое связывание приводит к повышению температуры 
плавления (Tm) без увеличения длины зонда (Afonina et al., 
1997; Kutyavin et al., 1997), что позволяет конструировать 
более короткие зонды). Более того, увеличение разницы в 
величинах Tm комплементарных и некомплементарных 
зондов, способствует повышению точности анализа 
распознавания аллелей. 

• Нефлуоресцентный тушитель (NFQ) в 3�-положении зонда 

Тушитель не флуоресцирует, что позволяет более точно 
измерять вклад репортерного красителя на приборе SDS. 
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В процессе ПЦР происходит специфичный отжиг каждого зонда к 
комплементарным последовательностям, расположенным между 
участками связывания прямого и обратного праймеров. Полимераза 
AmpliTaq Gold® отщепляет только те зонды, которые образуют 
комплекс с последовательностью аллеля. При расщеплении 
происходит разделение репортерного красителя от тушителя, что 
приводит к увеличению флуоресценции репортерного красителя. 
Таким образом, флуоресцентный(е) сигнал(ы), возникающие в 
процессе амплификации ПЦР, свидетельствует(ют) о наличии 
аллелей в образце. 

Отсутствие комплементарности последовательности зонда и 
аллеля 
Некомплементарность зонда и аллеля приводит к снижению 
эффективности гибридизации зонда. Более того, полимераза 
AmpliTaq Gold предпочтительно не взаимодействует с 
некомплементарным зондом, и не отщепляет его с высвобождением 
репортерного красителя. 

На приведенном ниже рисунке показаны результаты действия 
полимеразы на комплементарные и некомплементарные 
последовательности аллеля и зонда при распознавании аллелей 
(Livak et al., 1995; Livak et al., 1999). 

 
 Рис. 4-1   Результаты действия полимеразы на комплементарные и 

некомплементарные последовательности аллеля и зонда при 
распознавании аллелей. 

В приведенной ниже таблице представлены все возможные варианты 
при распознавании аллелей для примера, описанного выше. 

Значительное возрастание 
флуоресценции 

Вывод 

Сигнал только от VIC Гомозиготность, аллель 1 

Сигнал только от FAM Гомозиготность, аллель 2 

Оба типа сигналов Гетерозиготность 
 

 

Аллель 1 

Аллель 2 

Комплементарность 

Комплементарность Некомплементарность 

Некомплементарность 

Обозначения 

Тушитель 
ДНК полиме-
   раза 
 AmpliTaq  
    Gold 
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Заказ предварительно созданной фирмой Applied Biosystems 
программы распознавания аллелей или программы, созданной 
по заказу пользователя 
Документы SNP Assays-on-Demand для генотипирования 

Описание 
документов 

Документы для генотипирования Assays-on-DemandTM SNP 
включают наиболее полную коллекцию биологически 
информативных, предварительно созданных, надежных программ 
анализа SNP человека на приборе ABI Prism Sequence Detection 
System.  

Эти программы были созданы с помощью объемных биологических 
библиотек и программных обеспечений фирмы Applied Biosystems, а 
также с использованием генетической информации из базы данных 
Celera Genomics и баз данных общего пользования. Каждая 
программа анализа была испытана на 90 образцах геномной ДНК для 
подтверждения высочайшего качества программы и для получения 
информации о частоте аллелей. 

Документы Assays-on-Demand для генотипирования SNP 
представляют собой оптимизированые программы анализа для 
генотипирования полиморфизмов по одному нуклеотиду (SNP). В 
данных программах используется флуоресцентный анализ с 
использованием 5�-нуклеазы для амплификации и выявления 
специфичных аллелей SNP в очищенных образцах геномной ДНК. 
Каждая программа анализа позволяет генотипировать отдельные 
образцы индивидуумов на наличие SNP. 

Более подробная информация о наличии документов Assays-on-
Demand для генотипирования SNP представлена на сайте в интернете 
(номер по каталогу 4331183) (см. раздел «Техническое обеспечение и 
помощь» на стр. ). 

Более подробную информацию о заказе документов Assays-on-
Demand для генотипирования SNP можно найти у представителя 
фирмы Applied Biosystems. 

Характеристика 
документов 

Документы Assays-on-Demand для генотипирования SNP 
характеризуются следующими признаками: 

• Все документы Assays-on-Demand для генотипирования SNP 
созданы и предназначены для работы со смесью TaqMan 
Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG, с 
использованием одинаковых условий термического цикла. 
Такие условия позволяют повысить производительности 
анализа при генотипировании SNP. 
Примечание   Данные программы можно использовать со смесью 
TaqMan Universal PCR Master Mix, в состав которой входит 
AmpErase UNG. 

• Для проведение анализа необходимо наличие только трех 
компонентов 
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- 1-20 нг очищенного образца геномной ДНК 

- 20 мкг смеси SNP Genotyping Assay Mix (для каждого типа 
полиморфизма существует специфичная смесь) 

- 2 нг смеси TaqMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase 
UNG 

• Для проведения анализа необходима только одна стадия 
амплификации, а для получения результатов необходимо 
считывание конечных данных. 

Содержание 
наборов для 

анализа 

Каждый набор для анализа генотипирования SNP включает: 

• Одну пробирку, содержащую 20 мкл смеси SNP Genotyping 
Assay Mix, необходимой для получения 750 мкл реакционной 
смеси. 

• CD-ROM, содержащий информацию об анализе, протокол и 
документ в формате .pdf. 

Состав смеси SNP Genotyping Assay Mix 
Смесь SNP Genotyping Assay Mix содержит: 

• Специфичные прямой и обратный праймеры для 
амплификации требуемого SNP. 

• Два зонда TaqMan MGB: 

- Зонд, меченный красителем VIC, для идентификации 
последовательности аллеля 1. 

- Зонд, меченный красителем FAM, для идентификации 
последовательности аллеля 2. 

Описание информации об анализе 
Информация об анализе включает: 

• Геномную информацию SNP, включая локализацию 
хромосом, частоту аллелей и последовательность. 

• Информацию о составе смесей в каждой пробирке, включая 
расположение в штативе и 2D штрих-код. 

 

Служба Assays-by-Design 
 Если программа анализа SNP отсутствует в виде документа Assays-

on-Demand, следует обратиться в службу фирмы Applied Biosystems 
Assays-by-DesignSM (см. главу 1). Служба Assays-on-Design 
предназначена для разработки программы анализов, на этой фирме 
осуществляется конструирование, синтез, подбор состава и доставка 
испытанных праймеров и зондов для анализа экспрессии генов на 
основе информации о последовательности, предоставленной 
пользователем. Более подробную информацию можно найти у 
представителя фирмы Applied Biosystems. 
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Создание собственной программы анализа распознавания 
аллелей 
Стадии создания 
и оптимизации 

В данном разделе описаны инструкции фирмы Applied Biosystems по 
созданию программы анализа специально для анализов 
распознавания аллелей. Эти инструкции следует использовать только 
при создании собственных программ анализов. 

Инструкции включают следующие важные стадии: 

• Конструирование зондов и праймеров с использованием 
программного обеспечения Primer Express®. 

• Выбор соответствующего набора реагентов. 

• Использование универсальных параметров термического 
цикла. 

• Использование концентраций праймера и зонда по умолчанию 
ВАЖНО!   Соблюдение всех указанных стадий в совокупности позволяет 
создать быструю и надежную систему для создания и оптимизации 
программы анализа. Наилучший результат достигается только при 
использовании всей системы в целом. Многие из отдельных компонентов 
являются взаимозависимыми. 

Выводы Инструкции по созданию программы анализа фирмы Applied 
Biosystems позволяют создать программу анализа распознавания 
аллелей, а также быстро и эффективно оптимизировать ее. На 
основании опыта по созданию около тысячи программ для анализа, 
можно сделать следующий вывод: 

Для выполнения анализа с высокой производительностью и 
чувствительностью необходимо использовать следующие 
концентрации: 900 нМ раствор праймера, 200 нМ раствор 
зонда и 1-20 нг геномной ДНК. 
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Конструирование зонда с использованием программного 
обеспечения Primer Express 

 Для автоматического выбора наборов праймеров и зондов в 
программном обеспечении Primer Express используется набор 
параметров по умолчанию. 

В данном разделе описаны инструкции по конструированию зондов 
для анализа по распознаванию аллелей. После выбора зондов с 
помощью приведенных ниже инструкций можно конструировать 
праймер. Более подробная информация приведена в разделе 
«Создание праймера с использованием программного обеспечения 
Primer Express» на стр. 4-9. 

Зонды TaqMan 
MGB 

Зонды TaqMan MGB представляют собой два обычных 
модифицированных зонда TaqMan: 

• Один зонд комплементарен последовательности аллеля 1. 

• Один зонд комплементарен последовательности аллеля 2. 

В таблице 4-2 представлены отличительные признаки зондов TaqMan 
MGB. 

Таблица 4-2   Отличительные признаки зондов TaqMan MGB 
Зонд Метка в 

положении 5� 
Метка в 
положении 3� 

Другие 
отличительные 
признаки 

TaqMan MGB Краситель FAM 
или VIC 

Нефлуоресцентный 
тушитель 

При связывании 
встраивается в 
малую бороздку 

 
Использование 
зондов TaqMan 

MGB 

Фирма Applied Biosystems рекомендует следующие варианты 
использования зондов TaqMan MGB для анализа и распознавания 
аллелей: 

• Чтобы величина Тm составляла интервал 65-67°С, использовать 
зонды, содержащие не более 20 нуклеотидов. 

• Чтобы обеспечить значительные различия величин Тm 
комплементарного и некомплементарного зондов по 
сравнению с обычным зондом TaqMan. 

• Для повышения более высокой точности при измерении 
вкладов красителей. 

Инструкции по 
конструированию 

зондов для 
распознавания 

алллелей 

ВАЖНО!   При создании зондов необходимо учитывать 
последовательности обеих цепей ДНК. 

• Для введения метки в зонды для распознавания аллелей, 
следует применять красители VIC или FAM 

• Необходимо избегать использование зондов, содержащих 
гуанин в положении 5�. Наличие гуанинового остатка в 
положении соседнем с репортерным красителем приводит к 
тушению флуоресценции репортерного красителя, даже после 
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расщепления. 

• Следует выбирать зонды с помощью программного 
обеспечения Primer Express (Тm в интервале 65-67°С). 

• Необходимо конструировать зонды TaqMan MGB по 
возможности наиболее короткими, но содержащими не менее 
13 нуклеотидов. 

• Необходимо исключить последовательности, содержащие 
одинаковые нуклеотиды. Прежде всего, это относится к 
гуанину. Следует исключить последовательности, содержащие 
4G или более. 

• Полиморфный участок располагают в центральной трети 
зонда. 

Примечание   Для соблюдения приведенных выше инструкций 
полиморфный участок может быть сдвинут к положению 3�, однако, он 
должен быть отделен от положения 3� на более, чем два нуклеотида. 

На рис. 4-2 показано расположение полиморфизма в 
последовательности зонда (N=нуклеотид) 

 

 

Рис. 4-2   Расположение полиморфизма в последовательности зонда 

 

Конструирование праймера с использованием программного 
обеспечения Primer Express 

 Для автоматического выбора наборов праймеров и зондов 
программное обеспечение Primer Express использует набор 
параметров по умолчанию. 

В данном разделе представлены инструкции по конструированию 
праймеров для распознавания аллелей. Более подробная информация 
приведена в руководстве по эксплуатации программного 
обеспечения Primer Express версия 2.0 (номер по каталогу 4329500А). 
После выборов зонда для анализа (см. стр. 4-7) следует выбрать 
прамер с помощью приведенных ниже инструкций. 
Примечание   Программное обеспечение Primer Express предназначено для 
использования в универсальных условиях анализа. Изменение условий 
анализа или состава смеси Master Mix может привести к потере 
эффективности анализа. 

 

Полиморфизм 
При необходимости полиморфизм можно 
передвинуть в указанный участок 

Сначала необходимо 
располагать участок 
полиморфизма в 
центральной трети зонда 

Нельзя располагать 
полиморфизм в 
указанном месте 
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Инструкции по 
конструированию 

праймеров 

При соблюдении приведенных ниже инструкций ампликоны должны 
включать от 50 до 150 пар оснований. При ограничении параметров 
ампликона (например, размера ампликона) можно проводить все 
реакции в одном реакционном буфере (таком как смесь TaqMan 
Universal PCR Master Mix) и с использованием одного протокола 
термического цикла. 

• Исключить последовательности, содержащие одинаковые 
нуклеотиды. Прежде всего, это относится к гуанину, 
исключить последовательности, содержащие 4G или более. 

• Величина Тm праймеров должна составлять интервал 58-60°С. 

• Содержание гуанин/цитозин должно составлять 30-80%. 

• Необходимо убедиться в том, что последние 5 нуклеотидов в 
3�-франменте содержат не более 2 остатков гуанин/цитозин. 

• Необходимо расположить прямой и обратный праймеры как 
можно ближе к зонду, но без перекрывания с его 
последовательностью. 

 

Выбор соответствующего набора реагентов 
 Существует несколько наборов реагентов TaqMan, предназначенных 
для распознавания аллелей. Тип реагентов зависит от типа 
выбранного анализа. 

Анализ с 
использованием 
зондов TaqMan 

MGB 

Набор реагентов, указанный в таблице 4-3, рекомендуется для 
анализа распознавания аллелей. В данном случае используют зонды 
TaqMan MGB. 

Таблица 4-3   Наборы реагентов для анализа по распознаванию 
аллелей. 
Документ Набор реагентов Номера по каталогу 

Предварительно 
созданный набор 
реагентов TaqMan для 
распознавания аллелей 

Номера по каталогу 
представлены на сайте 
фирмы (ключевое слово 
PDAR). См. раздел 
«Техническое обслуживание 
и помощь» на стр.  

TaqMan 

Смесь TaqMan Universal 
PCR Master Mix, No 
AMPErase UNG 

4324018 

Assays-on-
Demand 

Документы Assays-on-
Demand для 
генотипирования SNP  

4331183 

Assays-by-
Design 

Служба Assays-by-Design 
для анализов SNP 

Номера по каталогу 
представлены на сайте 
фирмы (ключевое слово: 
genomic assays). См. раздел 
«Техническое обслуживание 
и помощь» на стр. 
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Перед использованием документов для генотипирования SNP 
необходимо определить количество геномной ДНК в образцах. 
Следует создать стандартную кривую с использованием набора ДНК 
(номер по каталогу 401970) и праймеров и зондов RNase Pgene, 
включенных в состав набора реагентов TaqMan RNase P (номер по 
каталогу 4316831). 
Примечание   В состав набора реагентов TaqMan RNase P включен зонд 
TaqMan с использованием красителя TAMRA в качестве тушителя. 

 

Использование универсальных параметров термического цикла 
 Программы анализа по распознаванию аллелей, разработанные по 
инструкции фирмы Applied Biosystems, можно использовать в 
сочетании с универсальными параметрами термического цикла. При 
этом нет необходимости проводить оптимизацию параметров 
термического цикла и можно проводить множество циклов анализа 
на одном планшете без снижения эффективности. 

Параметры 
термического 

цикла 

Параметры термического цикла, приведенные в таблице 4-4, 
рекомендованы дл анализа по распознаванию аллелей. 

Таблица 4-4   Параметры термического цикла для анализа по 
распознаванию аллелей. 
Время и температура 

Начальная стадия ПЦР (серия из 40 циклов) 

Активация 
AMP Erase 
UNGa 

Активация 
ДНК 
полимеразы 
AmpliTaq Gold 

Плавление Отжиг/наращивание

HOLD (инкубация) CYCLE (цикл) 

2 мин @ 50°C 10 мин @ 95°C 15 с @ 92°C 1 мин @ 60°C 

а. Данная стадия необходима только при использорвании смеси Universal 
Master Mix в сочетании с UNG. 

Примечание   Данные условия предназначены для использования смеси 
TaqMan Universal PCR Master Mix. 
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Анализ в режиме плюс/минус 
            5 
 В этой главе рассмотрены следующие темы: 

Описание анализа плюс/минус с использованием внутреннего 
положительного контроля (IPC)...........................................................5-2 

Заказ набора реагентов TaqMan Exogenous IPC фирмы Applied 
Biosystems................................................................................................5-4
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Описание анализа плюс/минус с использованием внутреннего 
положительного контроля (IPC) 

Определение 
анализа 

плюс/минус 

В режиме анализа плюс/минус осуществляют анализ конечных 
данных и определяют наличие или отсутствие специфичной 
последовательности-мишени в образце. Реальное количество мишени 
не определяется. 

Пример 
Анализ плюс/минус можно использовать для определения, наличия 
бактерии Salmonella в мясе для гамбургеров. В результате анализа 
можно определить наличие бактерий в мясе, но при этом их 
количество не определяется. 

Определение IPC Внутренний положительный контроль (IPC) используют в режиме 
анализа плюс/минус для определения эффективности процесса ПЦР. 
Анализы плюс/минус можно проводить без IPC, однако в 
присутствии IPC можно надежно отличить неэффективность ПЦР от 
отрицательных результатов ПЦР. 

IPC включает матрицу и зонд, которые добавляют в каждую лунку 
реакционного планшета. Фирмой Applied Biosystems выпускается 
набор реагентов для экзогенного внутреннего положительного 
контроля TaqMan® Exogenous Internal Positive Control для 
использования в режиме анализа плюс/минус. Данные реагенты в 
сочетании с мишенью позволяют выявить образцы, которые 
являются положительными или отрицательными по отношению к 
специфической последовательности-мишени. С помощью набора 
можно различить два типа отрицательных результатов: 

• Отрицательные образцы вследствие отсутствия в них 
последовательности-мишени. 

• Отрицательные образцы вследствие присутствия в них 
ингибитора ПЦР. 

Примечание   Более подробная информация приведена в разделе «Заказ 
набора реагентов TaqMan Exogenous IPC фирмы Applied Biosystems» на 
стр. 5-4. 

Приборы Анализ в режиме плюс/минус с использованием IPC можно 
проводить на следующих моделях приборов SDS: 

• ABI Prism 7000 Sequence Detection System (прибор 7000) 

• Applied Biosystems 7300 Real Time PCR System (прибор7300) 

• Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System (прибор 7500) 

• ABI Prism 7700 Sequence Detection System (прибор 7700) 

• Applied Biosystems 7900HT Real Time PCR System (прибор 
7900HT) 

Примечание:   Анализ плюс/минус с использованием IPC нельзя 
проводить на приборе GeneAmp 5700 Sequence Detection System (прибор 
5700). 
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Указанные приборы используют для измерения увеличения 
флуоресценции репортерного красителя в процессе ПЦР. Сигналы 
репортерного красителя нормируют на испускание флуоресценции 
пассивного свидетеля: 

Rn (TT) = (Интенсивность флуоресценции матрицы-
мишени)/(Интенсивность флуоресценции пассивного свидетеля) 

Rn (IPC) = (Интенсивность флуоресценции внутреннего 
положительного контроля)/(Интенсивность флуоресценции 
пассивного свидетеля) 

Химические 
реагенты 

Анализ в режиме плюс/минус с использованием IPC можно 
проводить в присутствии флуорогенных реагентов на основе 5�-
нуклеазы (известных также под названием реагентов TaqMan). Более 
подробная информация приведена в разделе «Реакции с 
использованием зонда TaqMan» на стр. 2-3. 
Примечание:   Реагенты на основе красителя SYBR Green I не подходят 
для проведения анализа плюс/минус с использованием IPC. 

Термины, 
используемые при 
описании анализа 

плюс/минус 

Термины, используемые при описании анализа плюс/минус, 
приведены в таблице ниже. 

Таблица 5-1   Термины, используемые при описании анализа 
плюс/минус. 

Термин Определение 

Внутренний положительный 
контроль (IPC) 

Второй набор зонда TaqMan® и 
праймеров добавляют в лунки 
планшета для определения лунок с 
отрицательными результатами 
ПЦР. Позволяет выявить случаи с 
отрицательными результатами 
амплификации, которые могут 
служить источником ошибочного 
отрицательного сигнала. 

Контроль в отсутствии матрицы 
(NTC) 

Образец, не содержащий матрицу. 
NTC используют для определения 
уровня фона и в качестве 
отрицательного контроля. 
Позволяет выявить уровень 
примесей в образце, которые могут 
служить источником ошибочного 
отрицательного сигнала. 

Нуклеиновая кислота � мишень 
(назваемая также «матрица � 
мишень») 

Исследуемая последовательность 
нуклеотидов. 

Неизвестный образец (называемый 
также исследуемый образец) 

Образец, в котором необходимо 
определить наличие или отсутствие 
специфичной мишени. 
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Принцип 
действия анализа 

плюс/минус 

При анализе плюс/минус в каждую лунку планшета добавляют 
следующие растворы: смесь master mix PCR, праймеры и 
флуорогенные зонды, сконструированные для исследуемой 
нуклеиновой кислоты � мишени. Затем в лунки планшета добавляют 
исследуемые образцы и планшет подвергают термическому циклу. 

В процессе ПЦР происходит отжиг флуоресцентных зондов к 
специфичной комплементарной мишени между прямым и обратным 
праймерами на матрице ДНК. В процессе стадии наращивания цепи 
полимераза ДНК AmpliTaq Gold® отщепляет гибридизованные зонды 
в каждом содержащем мишень образце. При отщеплении каждого 
комплементарного зонда происходит отделение репортерного 
красителя от красителя-тушителя, что приводит к увеличению 
флуоресценции репортерного красителя. 

После завершения термического цикла планшет анализируют на 
приборе SDS, при этом происходит считывание данных 
флуоресценции, собранных в процессе амплификации ПЦР. С 
помощью флуоресцентного сигнала, зарегистрированного с 
помощью программного обеспечения SDS, можно определить 
наличие или отсутствие нуклеиновой кислоты � мишени в каждом 
образце в планшете. 

Использование IPC 
IPC представляет собой второй набор зондов и праймеров TaqMan, 
которые добавляют в лунки планшета, в которых содержатся низкие 
концентрации копий-мишени. Если в лунке не происходит 
амплификация, то программное обеспечение SDS использует 
положительный сигнал, регистрируемый от IPC, для подтверждения 
того, что отсутствие амплификации в лунке происходит вследствие 
отсутствия матрицы, а не в результате ошибок при добавлении 
реагентов (например, использование неисправных пипеток). 

Расположение образцов на планшете для анализа плюс/минус с 
использованием IPC незначительно отличается от стандартного 
анализа. При использовании IPC в лунки с неизвестными образцами 
добавляют праймеры, зонды и матрицу вместе с анализируемой 
мишенью. На схеме планшета указывают расположение неизвестных 
образцов, NTC и полный контроль IPC. Группу лунок с полным 
контролем обозначают (IPC+), в этих лунках содержатся матрица 
IPC, праймеры и зонд IPC, праймеры и зонд мишени, но не 
содержится матрица-мишень. 

 

Заказ набора реагентов для полного внутреннего экзогенного 
контроля TaqMan Exogenous IPC фирмы Applied Biosystems 

 Набор реагентов для экзогенного внутреннего положительного 
контроля TaqMan фирмы Applied Biosystems содержит 
предварительно оптимизированный набор реагентов для внутреннего 
положительного контроля (IPC), который может быть добавлен к 
образцам и который позволяет отличить отрицательный результат 
амплификации мишени от неудачной ПЦР вследствие 
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ингибирования. 

Описание набора Набор предназначен для: 

• Выявление различных типов отрицательных результатов: 

- Отрицательный результат для последовательности-мишени 
и положительный результат для IPC свидетельствуют об 
отсутствии матрицы-мишени. 

- Отрицательный результат матрицы-мишени и 
отрицательный результат для IPC свидетельствуют об 
ингибировании ПЦР. 

Набор позволяет: 

• Исключить амплификацию эндогенных генов 

• Обеспечить одновременную амплификацию IPC и матрицы-
мишени без отрицательного влияния на процесс 
амплификации матрицы-мишени 

• Обеспечить оптимальное проведения анализа с 
использованием смеси TaqMan Universal PCR Master Mix 

Амплификация 
IPC и мишени в 
одной пробирке 

С использованием реагентов TaqMan Exogenous IPC можно 
амплифицировать ДНК, содержащую малое число копий мишени, в 
одной пробирке с полным контролем  IPC. Несмотря на то, что 
концентрации ДНК мишени и IPC могут различаться, эффективность 
амплификации мишени не снижается. Такой результат достигается 
при ограничении концентрации праймеров IPC в процессе ПЦР. 

В процессе ПЦР амплификацию IPC определяют с использованием 
зонда, меченного красителем VIC, и амплификацию матрицы�
мишени определяют с использованием зонда, меченного красителем 
FAM. 

Сбор конечных 
результатов и 
считывание 
данных с 

планшета после 
завершения ПЦР 

Реагенты TaqMan Exogenous IPC предназначены только для анализа 
конечных данных (считывание с планшета). Анализ конечных 
данных заключается в сборе данных флуоресценции после 
завершения ПЦР. 

Доступные 
наборы 

Примечание   Номера по каталогу, приведенные в таблице 5-2, 
предназначены для проведения 200 циклов ПЦР. Объемы и концентрации 
реагентов в доступных наборах приведены в приложении В. Список 
реагентов, рекомендованных для анализа в режиме плюс/минус, приведены 
ниже. 
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Таблица 5-2   Наборы реагентов для анализа в режиме плюс/минус. 
Набор реагентов Номер по каталогу 

Реагенты TaqMan Exogenous Internal Positive 
Control и смесь TaqMan Universal PCR Master Mix 
(с красителем VIC®) 

4308320 

Реагенты TaqMan Exogenous Internal Positive 
Control  
Примечание   При использовании данного набора 
необходимо отдельно заказать один из наборов коровых 
реагентов, как описано ниже. 

TaqMan Universal PCR Master Mix, 4304437 

Набор реагентов TaqMan PCR Core, №808-0228 

4308323 
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Обнаружение и устранение 
неисправностей       6 
 В этой главе рассмотрены следующие темы: 

Обнаружение и устранение неисправностей при количественном 
анализе.....................................................................................................6-2 

Обнаружение и устранение несправностей при анализе 
распознавания аллелей...........................................................................6-6
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Обнаружение и устранение неисправностей количественного 
анализа 
Использование 
программного 

обеспечения SDS 
для обнаружения 

ошибочных 
данных 

При обнаружении ошибочных данных можно использовать 
программное обеспечение SDS для решения некоторых проблем, 
связанных с реагентами и приборным обеспечением. На рис. 6-1 на 
стр. 6-7 приведено краткое описание методов проверки целостности 
данных цикла, которые позволяют пользователю начать обнаружение 
и устранение возможных неисправностей. 

 

Таблица 6-1   Обнаружение и устранение ошибочных обработанных данных цикла: 
количественный анализ 
Просмотр параметров 
анализа/описание 

Параметры, которые следует проверить: 

Ширина и однородность сигнала: если наблюдается несовпадение 
спектральных «профилей» сигналов необработанного спектра для 
репликационных групп и контролей, то планшет или блок для 
образцов могут быть загрязнены. 

Характеристическая форма сигнала: находятся ли пики образцов в 
ожидаемом диапазоне длин волн? Например, образцы, содержащие 
только зонды TaqMan®, меченные красителем FAMTM, не должны 
испускать флуоресцентный сигнал в диапазоне длин волн красителя 
VIC. Обнаружение сигнала в лунках, не содержащих красителя, 
свидетельствует о загрязнении образца, смеси Master Mix или 
лунок. 

Характеристичное возрастание сигнала: происходит ли ожидаемое 
возрастание сигнала при растяжении с помощью мыши рамки по 
данным для циклов ПЦР? Отсутствие роста кривых может 
свидетельствовать об неисправности пипеток (недостаток матрицы 
в лунках) или об отсутствии амплификации. 

График необработанных 
данных 

Представляет общий 
необработанный сигнал 
флуоресценции 
(ненормированный) для 
выбранных лунок в процессе 
каждого цикла ПЦР. 

Выход сигнала на плато: выходит ли сигнал на плато? Выход 
сигнала на плато или в область насыщения может 
свидетельствовать о содержании в лунках слишком большого 
количества матрицы или флуоресцентного сигнала. При 
использовании прибора 7700 сигнал выходит на плато при величине 
32500 флуоресцентных единиц. При использовании прибора 
7900XT сигнал выходит на плато при величине 66000 
флуоресцентных единиц. 

Многокомпонентный график 

Представляет график 
нормированных 
мультикомпонентных данных 
от отдельной лунки в цикле 

Проверка отображения красителей: все ли ожидаемые красители 
присутствуют на графике? Наличие неожидаемого красителя может 
быть результатом ошибки при установке детектора, например, 
выбор неправильного репортерного красителя или красителя � 
тушителя. 
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Уровень флуоресценции красителя ROXTM : Уровень 
флуоресценции красителя ROX должен быть меньше 
флуоресценции репортерного красителя. В другом случае 
недостаточно высокий уровень флуоресценции репортерного 
красителя может быть связан с отсутствием зонда в лунке 
(неисправная пипетка). 

Снижение уровня флуоресценции красителя ROX может быть 
вызвано негомогенной смесью, испарением, взаимодействием 
праймера с красителем ROX, неплотным прижатием крышки. 
Примечание   Небольшое снижение сигнала красителя ROX может 
возникать после цикла 35, что является нормальным. 

Уровень флуоресценции репортерного красителя: Уровень 
флуоресценции репортерного красителя должен быть выше 
сигналов фона? Сигнал фона является мерой флуоресценции 
окружающей среды. Если уровень флуоресценции красителя не 
выше фона, то это однозначно указывает на отсутствие в лунке 
зонда, меченного красителем (в лунке отсутствует зонд, смесь 
Master Mix PCR или оба компонента одновременно). 

реального времени. График 
отображает сигналы 
красителей, которые вносят 
вклад в общий сигнал от 
лунки. 

Уровень MSE: MSE (средняя квадратичная ошибка) является 
математическим отображением точности расчета 
многокомпонентных данных из необработанных данных. Чем выше 
величина MSE, тем выше отклонение многокомпенентных данных 
от необработанных данных. 

При использовании приборов 7700 и 7900HT необходимо убедиться 
в правильной установке планшета и определения детекторов. 

Правильные базовая линия и величины порогового цикла: базовая 
линия и величины порогового цикла должны быть установлены 
согласно рекомендациям. 

Следует определить компоненты на кривой амплификации. 
Выявить циклы, в которых начинается амплификация, т.е. уровень 
флуоресценции отличается от фона, затем установить базовую 
линию таким образом, чтобы ее величина была равна уровню 
флуоресценции до 1-2 цикла до порогового цикла. 

Идентифицировать компоненты кривой амплификации и 
установить пороговый цикл таким образом, что уровень сигнала 
находился: 

• Выше базовой линии 

• Ниже плато и линейных участков 

• В интервале геометрической фазы кривой амплификации 

График амплификации. 

Отображает данные циклов в 
реальном времени после 
нормирования сигнала и 
проведении 
многокомпонентного анализа. 
Содержит опции для 
установки базовой линии и 
величины порогового цикла 
(СТ) 

Ошибочная амплификация: для всех образцов амплификация 
должна характеризоваться плавны графиком амплификации без 
искажений и скачков сигнала. Для каждой лунки три фазы кривой 
амплификации должны быть легко различимы. 
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 Эффективность амплификации: при изображении данных цикла в 
виде графика зависимости величины СТ от позиции лунки, данные 
для одной группы репликатов должны быть сопоставимыми. Лунки, 
в которых величины СТ значительно отличаются от средних 
величин в лунках репликатов, следует исключить (outliers). 

Если наблюдаются неоднородные данные для группы репликатов в 
планшете, то это может быть связано с испарением некоторых 
образцов. Следует проверить плотность прилегания оптических 
адгезивных крышек. 

 

Обнаружение и 
устранение 
проблем, 

связанных с 
реагентами 

Проблемы, связанные с реагентами, часто приводят к получению 
ошибочных результатов. Например, U-образная кривая 
свидетельствует о присутствии слишком большого количества 
матрицы. В таблице 6-2 приведены некоторые проблемы, связанные 
с реактивами, которые следует принимать во внимание при 
проведении количественного анализа. 

 

Таблица 6-2   Обнаружение и устранение проблем, связанных с реагентами: количественный 
анализ. 
Наблюдаемые явления Возможная причина(ы) Рекомендуемое действие 

Низкое качество матрицы Проверить качество каждой матрицы методом 
электрофореза в агарозном геле, проверить ее 
чистоту, убедиться в том, что образуется 
только один продукт. 

Низкая эффективность 
амплификации 
матрицы 

Низкая степень 
превращения РНК в 
кДНК под действием ОТ 

• Проверить образец РНК на степень 
деградации 

• Концентрация используемой РНК может 
быть слишком высокой или слишком 
низкой. Проверить правильность 
разбавления матрицы-РНК методом 
серийных разбавлений из исходного 
концентрированного раствора и повторить 
стадию ОТ-ПЦР. 

• Проверить параметры стадии ОТ-ПЦР, 
чтобы исключить преждевременный синтез 
кДНК. 
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Количество контрольной 
РНК значительно выше и  
уровень ее амплификации 
значительно выше по 
сравнению с мишенью. 

Необходимо провести оптимизацию 
концентраций праймера и зонда. 
Концентрации праймера для избыточного 
контроля необходимо ограничить, в то время 
как концентрацию мишени необходимо 
оптимизировать. 

Инструкции по ограничению концентрации 
праймеров приведены в бюллетене для 
пользователей прибора 7700 №5 «Проведение 
многокомпонентной ПЦР с использованием 
зондов TaqMan® и VIC® (номер по каталогу 
4306236)» или в разделе «Ограничение 
концентраций праймера при 
многокомпонентном анализе» на стр. 3-23. 

Низкий уровень 
амплификации мишени 
при 
многокомпонентной 
ПЦР. 

Деградация зонда Смешать и отобрать аликвотные части зонда и 
праймеров в одноразовые пробирки для 
предотвращения разрушения зондов в процессе 
циклов замораживания � размораживания. 

Амплификация 
мишени в лунках с 
контролем в 
отсутствии матрицы 
(NTC) 

Загрязнение в лунках 
NTC 

Убедиться в том, что в этих лунках происходит 
реальная амплификация путем просмотра 
результатов многокомпонентной реакции и 
отщепления зонда TaqMan. 

Повторить анализ с использованием новых 
компонентов реакционной смеси для NTC. 

При использовании набора реагентов TaqMan 
PCR Core следует тщательно перемешивать 
содержимое пробирки 

Использовать смесь TaqMan Universal PCR 
Master Mix (номер по каталогу 4304437). 
Необходимо тщательно перемешивать смесь 
для получения гомогенного раствора. 

Образование осадка или 
деградация компонентов 
буферов TaqMan 

Убедиться в правильном хранении 
компонентов набора согласно инструкциям на 
упаковках и срокам годности. 

Снижение уровня 
флуоресценции 
пассивного свидетеля. 

Взаимодействие 
праймеров и зонда с 
пассивным свидетелем, 
которое не может быть 
скомпенсировано 
вычитанием базовой 
линии. 

Повторно сконструировать праймеры и/или 
зонд. 

Не были соблюдены 
инструкции при создании 
программы анализа. 

Точно следовать инструкциям. 
Оптимизировать концентрации зонда. 

Ошибки при разбавлении. Повторно разбавить образцы. Проверить 
правильность калибровки пипеток. 

Стандартная кривая: 
наклон не 
соответствует 
установленной 
величине. 
Примечание   Величина 
наклона -3,32 
соответствует 
практически 100%-ной 

В реакционной смеси 
присутствуют 
ингибиторы. 

Проверить метод экстракции и повторно 
выделить образцы ДНК или РНК. 
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эффективности. Неправильные условия 
реакции (следует точно 
соблюдать условия, 
указанные в методиках 
(protocols)) 

Установить параметры термического цикла, 
рекомендованные фирмой. 

Уровни базовой линии и 
величины порогового 
цикла установлены 
неправильно. 

Проверить величины в соотвтетствии с 
руководством по эксплуатации прибора. 

Неисправность пипетки Проверить калибровку пипетки. Отбирать 
только объемы более 5 мкл. 

Стандартная кривая: 
низкий коэффициент 
корреляции. 
Примечание   
Наилучший коэффициент 
корреляции равен 1,0. 

Ошибки при разбавлении Провести повторное разбавление образцов. 

 

Обнаружение и устранение неисправностей при анализе 
распознавания аллелей 
Обнаружение и 

устранение 
проблем при 

анализе данных 
цикла 

Влияние концентраций ДНК 
Наблюдаемое явление: разброс данных. 

Возможные причины: очень низкая концентрация ДНК или различия 
в концентрациях. 

На рис. 6-1 изображены преимущества использования относительно 
высоких концентраций ДНК. При использовании относительно 
высоких концентраций ДНК наблюдается увеличение значений ∆Rn. 

Как показано на рис. 6-2 на стр. 6-7, при концентрации ДНК 1 нг, 5 
нг и 20 нг кластер является плотным и легко считываемым. Данные, 
представленные на рис. 6-2, были получены путем исследования 
образцов с низкими и высокими концентрациями. Если все образцы 
содержат относительно высокую (по крайней мере 1 нг) 
концентрацию ДНК, то кластеры легко считываются. При 
использовании образцов с очень низкими концентрациями ДНК, 
такими как 0,1 и 0,01, кластеры являются диффузными и при 
считывании возникают проблемы. 
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Рис. 6-1   Влияние концентрации ДНК на величину ∆Rn. 

 
Рис. 6-2   Влияние различных концентраций ДНК 

Рекомендуемое действие: все образцы должны содержать 
относительно высокие концентрации ДНК. 

Обнаружение и 
устранение 
проблем, 

возникающих при 
анализе данных 

При обнаружении неправильных данных рекомендуется 
использовать программное обеспечение SDS для выявления 
некоторых проблем, связанных с реагентами и приборным 
обеспечением. В таблице 6-3 представлено краткое описание методов 
проверки целостности данных цикла для обнаружения и методов 
устранения возможных проблем. 

 

Н
ор
ми
ро
ва
нн
ы
й 
си
гн
ал

 F
A

M
 

График амплификации 
нг/RXN 

20 нг 
5 нг 
 
 
1 нг 
 
 
 
 
 
0,1 нг 
0,01 нг 

Цикл 

Нормированный сигнал VIC 

20 нг 

NTC 

5 нг 

1 нг 

0,1 нг 

0,01 нг 



6-8                                                                     Руководство по использованию химических реагентов SDS 

Таблица 6-3   Обнаружение и устранение проблем, возникающих при анализе данных: 
распознавание аллелей. 
Просмотр анализа/описание Параметры, которые 

необходимо проверить 
Рекомендуемое действие 

Необработанные даные 

Представляют общий сигнал 
флуоресценции 
(ненормированный) для 
выбранных лунок в процессе 
каждого цикла ПЦР. 

• Ширина и однородность 
сигнала: если 
наблюдается 
несовпадение 
спектральных 
«профилей» сигналов 
необработанного 
спектра для 
репликационных групп 
и контролей, то планшет 
или блок для образцов 
могут быть загрязнены. 

• Характеристическая 
форма сигнала: пики 
образцов должны 
находиться в 
ожидаемом диапазоне 
длин волн? 

• Выход сигнала на плато: 
выходит ли сигнал на 
плато? Выход сигнала 
на плато может 
свидетельствовать о 
содержании в лунках 
слишком большого 
количества матрицы или 
возникновении 
высокого 
флуоресцентного 
сигнала. 

Очистить загрязненый блок и 
приготовить новые образцы. 
Повторить эксперимент. 
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Уравнения и расчеты   А 
Метод сравнения величин СТ для относительного 
количественного анализа 

Основное 
уравнение 

Количество мишени, нормированное на эндогенный контроль и в 
отношению к калибратору, рассчитывают по следующему уравнению: 

2-∆∆СТ 

Вывод 
основного 
уравнения 

Экспоненциальную амплификацию ПЦР описывают следующим 
уравнением: 

Xn = X0 x (1+Ex)n 

где: 
Xn = количество молекул мишени в цикле n 

X0 = Исходное количество молекул мишени 

EX = Эффективность амплификации мишени 

n = Количество циклов 

Пороговый цикл (СТ) означает номер цикла, при котором количество 
амплифицированной мишени достигает заданного порога. 
Следовательно, 

 
где 
ХТ = Порговое количество молекул мишени 

СТ,Х = Пороговый цикл амплификации мишени 

КХ = константа 

Реакцию эндогенного контроля рассчитывают по следующему 
аналогичному уравнению: 

 
где: 

RT = Пороговое количество молекул свидетеля 

R0 = Исходное количество молекул свидетеля 

ER = Эффективность амплификации свидетеля 

CT,R = Пороговый цикл амплификации свидетеля 

KR = константа 

При делении ХТ на RT получают следующее уравнение: 
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Точные величины ХТ и RT зависят от ряда факторов, включающих: 

• Тип репортерного красителя, содержащего в зонде 

• Тип последовательности, влияющий на флуоресцентные свойства 
зонда 

• Эффективность отщепления зонда 

• Чистота зонда 

• Определение порогового значения флуоресценции 

Следовательно, константа К не равна 1. 

Предполагают, что эффективности мишени и свидетеля равны: 

 

 
ИЛИ 

 
где 
XN = X0/R0, нормированное количество мишени 

∆CT = CT,X � CT,R, разность между величиной порогового цикла 
мишени и порогового цикла свидетеля 

После преобразования получают следующее уравнение: 

 
На последней стадии следует разделить XN для любого образца (q) на 
XN калибратора (cb): 

 
где 

∆∆СТ = ∆CT,q - ∆CT,cb 

Для ампликонов, сконструированных и оптимизированных согласно 
рекомендациям фирмы Applied Biosystems (Assay Design Guidelines) 
(размер ампликона < 150 пар оснований), эффективность близка к 1. 
Следовательно, количество мишени, нормированное на эндогеный 
контроль и в отношении к калибратору, рассчитывают по уравнению: 
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Номера по каталогу    В 
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Реагенты Sequence Detection................................................................В-8 
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Расходные материалы Sequence Detection..........................................В-9 
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Приборы Sequence Detection 
Номер по каталогу Прибор 

4329002 Прибор ABI Prism® 7900HT Real Time PCR с 384-луночным блоком 
и автоматической системой 

4329004 Прибор ABI Prism® 7900HT Real Time PCR с 96-луночным блоком 
и автоматической системой 

4329001 Прибор ABI Prism® 7900HT Real Time PCR с 384-луночным блоком 

4329003 Прибор ABI Prism® 7900HT Real Time PCR с 96-луночным блоком 

4329007 Новая версия автоматической системы для прибора ABI Prism® 
7900HT Real Time PCR 

4331406 Набор для обновления 384-луночного блока прибора ABI Prism® 
7900HT Real Time PCR 

4331405 Набор для обновления 96-луночного блока прибора ABI Prism® 
7900HT Real Time PCR 

4330087 Прибор SDS ABI Prism® 7000 

4349042 Прибор Applied Biosystems 7300 Real Time PCR (без компьютера) 

4349142 Прибор Applied Biosystems 7300 Real Time PCR (с ноутбуком) 

4349143 Прибор Applied Biosystems 7300 Real Time PCR (с обычным 
компьютером) 

4349043 Прибор Applied Biosystems 7500 Real Time PCR (без компьютера) 

4349144 Прибор Applied Biosystems 7500 Real Time PCR (с ноутбуком) 

4349145 Прибор Applied Biosystems 7500 Real Time PCR (с обычным 
компьютером) 
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Наборы Sequence Detection 
Номер по 
каталогу 

Набор Приборы 

4307266 Планшет 1 для экспрессии генов цитокина Taqman®, 
включающий смесь Taqman® Universal PCR Master Mix 
и контроль общей РНК 

Два оптических 96-луночных реакционных планшета 
MicroAmp®, содержащие праймеры и зонды Taqman для 
12 мишеней цитокина человека (репликаты для восьми) 
и эндогенный контроль рибосомной РНК 18S (во всех 
96 лунках). Концентрации праймера и зонда Taqman 
оптимизированы для многокомпонентной ПЦР с 
использованием красителей FAMTM и VIC®. Набор 
включает смесь Taqman® Universal PCR Master Mix, 
оптические крышки MicroAmp®, контроль общей РНК 
(человека) и методику (protocol). 

Приборы SDS ABI 
Prism® 7000 и 7700, 
прибор ABI Prism® 
7900HT Real Time PCR 

4307265 Планшет 1 для экспрессии генов цитокина Taqman®, 
включающий смесь Taqman® Universal PCR Master Mix. 

Два оптических 96-луночных реакционных планшета 
MicroAmp®, содержащие праймеры и зонды Taqman для 
12 мишеней цитокина человека (репликаты для восьми) 
и эндогенный контроль рибосомной РНК 18S (во всех 
96 лунках). Концентрации праймера и зонда Taqman 
оптимизированы для многокомпонентной ПЦР с 
использованием красителей FAM и VIC. Набор 
включает смесь Taqman Universal PCR Master Mix и 
оптические крышки MicroAmp®. 

Прибор SDS ABI Prism® 
7000 и 7700, прибор 
ABI Prism® 7900HT 
Real Time PCR 

4306744 Методика для использования планшета 1 для 
экспрессии генов цитокина Taqman®. 

- 

4309920 Планшет, содержащий эндогенный контроль РНК 
человека Taqman®, содержащий смесью Taqman® 
Universal PCR Master Mix и контроль общей РНК 

Два оптических 96-луночных реакционных планшета 
MicroAmp®, содержащих праймеры и зонды Taqman для 
11 мишеней эндогенного контроля РНК человека и 
внутренний положительный контроль (IPC), репликаты 
для восьми. Концентрации праймера и зонда Taqman 
оптимизированы для объема реакционной смеси 50 мкл 
с использованием красителя VIC. Набор включает смесь 
Taqman® Universal PCR Master Mix, оптические крышки 
MicroAmp®, контроль общей РНК (человека) и 
методику. 

Прибор SDS ABI Prism® 
7000 и 7700, прибор 
ABI Prism® 7900HT 
Real Time PCR 

4309921 Планшет для эндогенного контроля РНК человека 
Taqman®, содержащий смесь Taqman® Universal PCR 
Master Mix. 

Два оптических 96-луночных реакционных планшета 
MicroAmp®, содержащих праймеры и зонды Taqman для 
11 мишеней эндогенного контроля РНК человека и 
внутренний положительный контроля (IPC), репликаты 
для восьми. Концентрации праймера и зонда Taqman 

Прибор SDS ABI Prism® 
7000 и 7700, прибор 
ABI Prism® 7900HT 
Real Time PCR 
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оптимизированы для реакционной смеси объемом 50 
мкл с использованием красителя VIC. Набор включает 
смесь Taqman® Universal PCR Master Mix и оптические 
крышки MicroAmp®. 

4308134 Методика для использования планшета 1 для 
эндогенного контроля человека Taqman®. 

- 

 

 

 

 

Наборы реагентов для ПЦР Sequence Detection 
Номер по 
каталогу 

Набор Количество 
реакционных 
смесей объемом 
50 мкл 

4304437 Смесь Taqman® Universal PCR Master Mix. 

Поставляется в концентрации 2 х. Смесь оптимизирована для 
реакционной смеси TaqMan и содержит полимеразу ДНК 
AmpliTaq Gold®, AmpErase® UNG, dНТФ с dУТФ, пассивный 
свидетель 1 и компоненты оптимизированного буфера. 
Включает 1 флакон объемом 5 мл в каждой упаковке. 

200 

4318157 Смесь Taqman® Universal PCR Master Mix. 

Содержит 10 флаконов объемом 5 мл в каждой упаковке. 

2000 

4305719 Смесь Taqman® Universal PCR Master Mix, 10 Pack. 

10 Упаковок (номер по каталогу 4304437). 

2000 

4326708 Смесь Taqman® Universal PCR Master Mix объемом 50 мл. 2000 

4324018 Смесь Taqman® Universal PCR Master Mix, не содержащая 
AmpErase® UNG. 

Поставляется при концентрации 2 х. Смесь оптимизирована для 
реакционной смеси TaqMan и содержит полимеразу ДНК 
AmpliTaq Gold®, dНТФ с dУТФ, пассивный свидетель 1 и 
компоненты оптимизированного буфера. 

Содержит 1 флакон объемом 5 мл в каждой упаковке. 

200 

4324020 10 Упаковок смеси Taqman® Universal PCR Master Mix, не 
содержащей AmpErase® UNG. 

Содержит 1 флакон объемом 5 мл в каждой упаковке. 

2000 

4326614 50 мл смеси Taqman® Universal PCR Master Mix, не содержащей 
AmpErase® UNG. 

2000 

4304449 Методика для приготовления смеси Taqman® Universal PCR 
Master Mix. 

- 

№808-0228 Набор реагентов Taqman® PCR Core 

Содержит 250 единиц полимеразы ДНК AmpliTaq Gold®, 100 
единиц AmpErase® UNG, dУТФ, dАТФ, dЦТФ, dГТФ, буфер А 

200 
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TaqMan 10 х, 25 мМ раствор MgCl2.  

4304439 Набор реагентов Taqman® 1000 RXN PCR Core 

Содержит1250 единиц полимеразы ДНК AmpliTaq Gold®, 500 
единиц AmpErase® UNG, dUTP, dATP, dCTP, dGTP, 10 мкл 
буфера А TaqMan, 25 мМ раствора MgCl2. 

1000 

402930 10-Pack, реагенты Taqman® PCR Core 

10 Упаковок (номер по каталогу №808-0228). 

2000 

402823 Методика для использования набора реагентов Taqman® PCR. - 

4304886 Реагенты SYBR® Green PCR Core 

Содержит 250 единиц полимеразы ДНК AmpliTaq Gold®, 100 
единиц AmpErase® UNG, dНТФ c dУТФ, буфер SYBR® Green 
PCR 10 х, 25 мМ раствор MgCl2. 

200 

4306736 10-Pack, реагенты SYBR® Green PCR Core 

10 Упаковок (номер по каталогу 4304886) 

2000 

4304965 Методика для приготовления реагентов SYBR® Green PCR Core - 

4309155 Смесь SYBR® Green PCR Master Mix 

Поставляется в концентрации 2 х. Смесь оптимизирована для 
реакционной смеси SYBR® Green и содержит краситель SYBR® 
Green I, полимеразу ДНК AmpliTaq Gold®, dНТФ с dУТФ, 
пассивный свидетель 1 и компоненты оптимизированного 
буфера. Содержит 1 флакон объемом 5 мл в каждой упаковке. 

200 

4312704 10-Pack, смесь SYBR® Green PCR Master Mix 

10 Упаковок (номер по каталогу 4309155) 

2000 

4334973 Смесь SYBR® Green PCR Master Mix 2000 

4310251 Методика для приготовления смеси SYBR® Green PCR Master 
Mix 

Общая методика для приготовления смеси SYBR® Green PCR 
Master Mix и реагентов SYBR® Green RT-PCR  

- 

 

Наборы для ОТ-ПЦР Sequence Detection 
Номер по 
каталогу 

Набор Количество 
реакционных 
смесей объемом 
50 мкл 

4309169 Набор реагентов Taqman® для одностадийной ОТ-ПЦР Master 
Mix 

Флакон 1: полимераза ДНК AmpliTaq Gold® (2 х) 
оптимизирована для реакционных смесей TaqMan и содержит 
полимеразу ДНК AmpliTaq Gold®, dНТФ с dУТФ, пассивный 
свидетель 1 и компоненты оптимизированного буфера. Флакон 
2: смесь ферментов ОТ (40 х) содержит обратную 
транскриптазу MultiScribe и ингибитор РНКазы. 

200 

4313803 10-Pack, наборы реагентов Taqman® для одностадийной ОТ- 2000 
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ПЦР Master Mix 

10 Упаковок (номер по каталогу 4309169) 

4310299 Методика для использования набора реагентов Taqman® для 
одностадийной ОТ-ПЦР Master Mix 

- 

№808-0232 Реагенты Taqman® Gold для одностадийной ОТ-ПЦР без 
контролей 

Набор реагентов Taqman® PCR Core (номер по каталогу №808-
0228) и реагенты для обратной транскриптазы TaqMan (номер 
по каталогу №808-0234). 

200 

4304133 10-Pack, реагенты Taqman® Gold для одностадийной ОТ-ПЦР 
без контролей 

10 Упаковок (номер по каталогу №808-0232). 

2000 

402876 Методика для приготовления смеси Taqman® Gold для 
одностадийной ОТ-ПЦР. 

- 

№808-0234 Реагенты для обратной транскриптазы TaqMan 

Обратная транскриптаза MultiScribe, ингибитор РНКазы, смесь 
dНТФ, олиго d(T)16, статистические гексамеры, 10 х буфер ОТ, 
раствор MgCl2. 

200 

4304134 10-Pack, реагенты для обратной транскриптазы TaqMan 

10 Упаковок (номер по каталогу №808-0234) 

2000 

№808-0236 Реагенты Taqman® EZ RT-PCR Core 

1000 Единиц полимеразы ДНК rTth, 100 единиц AmpErase® 
UNG, dУТФ, dАТФ, dЦТФ, dГТФ, 5 х буфер TaqMan EZ, 25 мМ 
раствор Mn(OAc)2. 

200 

403028 10-Pack, реагенты Taqman® EZ ОТ-ПЦР Core 

10 Упаковок (номер по каталогу №808-0236) 

2000 

402877 Методика для использования набора Taqman® EZ ОТ-ПЦР - 

4310179 Реагенты SYBR® Green ОТ-ПЦР 

Смесь SYBR® Green RT-PCR Master Mix (номер по каталогу 
4309155), реагенты для обратной транскриптазы TaqMan (номер 
по каталогу №808-0234) 

200 

4310251 Методика для использования смеси SYBR® Green ОТ-ПЦР 
Master Mix 

Общая методика для использования смеси SYBR® Green RT-
PCR Master Mix и реагентов SYBR® Green RT-PCR. 

- 

4322171 Набор кДНК высокой эффективности 

Статистические праймеры, оптимизированный буфер ОТ dНТФ 
и смесь MultiScribe MULV/ингибитор РНКазы для превращения 
вплоть до 10 мкг общей РНК в отдельной реакционной смеси 
объемом 100 мкл в одноцепочечную кДНК. 

- 

4322169 Методика для использования набора кДНК высокой 
эффективности 

- 
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Наборы реагентов (с контролями) Sequence Detection 

№808-0230 Набор реагентов Taqman® PCR 

Набор реагентов Taqman® PCR Core, контроль В-актин и 
методика 

200 

№808-0233 Реагенты Taqman® PCR Gold с контролями ОТ-ПЦР 

Набор реагентов Taqman® PCR Core, реагенты для обратной 
транскриптазы TaqMan®, контроль TaqMan® GAPDH и 
методика 

200 

№808-0235 Набор Taqman® EZ RT-PCR 

1000 Единиц полимеразы ДНК rTth, 100 единиц AmpErase® 
UNG, dУТФ, dАТФ, dЦТФ, dГТФ, буфер TaqMan EZ, 
Mn(OAc)2, 100 контролей GAPDH и методика 

200 

 

Реагенты для контрольных смесей Sequence Detection 
Номер по 
каталогу 

Набор Количество 
реакционных 
смесей  

4308329 Контроль, рибосомальная РНК TaqMan® (краситель VIC®) 

Контроль, РНК человека, зонд рРНК (VIC), прямой праймер и 
обратный праймер рРНК. 

1000 

4308310 Методика для использования реагентов контролей 
рибосомальной РНК TaqMan® (краситель VIC®) 

- 

4316844 Контроль, РНКаза Р TaqMan® (краситель VIC®) 

Смесь 20 х праймера и зонда (VIC) и контроль, геномная ДНК 
человека 

1000 

4308313 Контроль, GAPDH TaqMan® грызунов (краситель VIC®) 

Контроль РНК грызунов, зонд GAPDH грызунов (VIC®), 
прямой праймер GAPDH грызунов и обратный праймер GAPDH 
грызунов. 

1000 

4308318 Методика для использования контролей TaqMan® GAPDH 
грызунов (краситель VIC®) 

- 

402869 Контроль, TaqMan® GAPDH (человека) 

Контроль, РНК человека, зонд GAPDH (JOETM), прямой 
праймер GAPDH и обратный праймер GAPDH. 

100 

401846 Реагенты для обнаружения β-актина TaqMan® 100 

401970 Реагенты матрицы ДНК TaqMan® - 

4308323 Экзогенный внутренний положительный контроль TaqMan® 
(краситель VIC®). 

Смесь 10 х праймера экзогенного IPC и зонда (VIC), 
блокирующий реагент для экзогенного IPC 10 х и мишень 
экзогенного IPC, 50 х. Набор предназначен для анализа с 
использованием IPC (оптимизированного для смеси TaqMan® 
Universal PCR Master Mix), используют для анализов в режиме 

200 
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«+/-«. 

4308321 5-Pack, экзогенный контроль IPC TaqMan® (краситель VIC®). 

5 Упаковок (номер по каталогу 4308323) 

1000 

4308320 Экзогенный внутренний положительный контроль TaqMan® 
(краситель VIC®) и смесь TaqMan® Universal PCR Master Mix. 

(номера по каталогу 4308323 и 4304437) 

200 

4308335 Методика для использования экзогенного внутреннего 
положительного контроля TaqMan® (краситель VIC®) 

- 

4316831 Набор реагентов для обнаружения РНКазы Р TaqMan® 

Смеси праймера и зонда 20 х (FAMTM) и контроль, геномная 
ДНК человека 

100 

4310982 Планшет для проверки прибора с использованием РНКазы Р 
TaqMan®. 

Один оптический реакционный 96-луночный планшет ABI 
Prism®, содержащий праймеры и зонды TaqMan® для 
обнаружения и определения количества геномных копий и гена 
РНКазы Р человека. 

один 96-
луночный 
планшет 

4323306 Планшет для проверки прибора с использованием РНКазы Р 
TaqMan®. 

Один оптический реакционный 384-луночный планшет ABI 
Prism®, содержащий праймеры и зонд TaqMan® для 
обнаружения и определения количества геномных копий и гена 
РНКазы Р человека. 

один 384-
луночный 
планшет 

 

Реагенты Sequence Detection 
Номер по 
каталогу 

Наборы Количество 

4304441 Смесь TaqMan® 1000 RXN Gold с буфером А 

Содержит 1250 единиц полимеразы ДНК AmpliTaq Gold®, 10 х 
буфер А TaqMan®, 25 мМ раствор MgCl2. 

1000 реакционных 
смесей 

4305822 Набор для спектральной калибровки SDS  

4311235 Обратная транскриптаза MultiScribeTM, 100 мл 

(400 Rxn @ 10 мкл каждого, 40 Rxn @ 100 мкл) 

5000 единиц 

№808-0119 Ингибитор РНКазы 2000 единиц 

№808-0260 Смесь dНТФ (10 мМ) 1 мл 

№808-0128 Олиго d(T)16 (50 мкМ) 0,1 мл 

№808-0127 Статистические гексамеры (50 мкМ) 0,1 мл 

4307281 Контроль общей РНК (человека) 100 мкл (50 нг/мкл) 

№808-0096 Урацил-N-гликосилаза (UNG) AmpErase® 100 мкл (1 ед/мкл) 

4312660 Контроль общей РНК (человека) 2 пробирки, каждая 
по 100 мкл (10 
нг/мкл) 
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402929 Раствор глицерина 20%, степень чистоты для молекулярной 
биологии 

100 мл 

 

Наборы для калибровки Sequence Detection 
Номер по 
каталогу 

Наборы Количество 

4305822 Набор для спектральной калибровки SDS - 

4323977 Набор для спектральной калибровки приборов с 384-
луночным блоком SDS 

Два оптических реакционных 384-луночных планшета ABI 
Prism®. Один запечатанный планшет содержит контрольные 
образцы для проверки базовой линии, а второй запечатанный 
планшет содержит образцы для спектральной калибровки: 8 
индивидуальных стандартных красителя (FAMTM, JOETM, 
NEDTM, ROXTM, SYBR® Green, TAMRATM, TETTM, VIC®). 

Два 384-луночных 
планшета 

4328639 Набор для спектральной калибровки приборов с 96-луночным 
блоком прибора ABI Prism® 7900HT SDS 

Три оптических реакционных 96-луночных планшета ABI 
Prism®. Один запечатанный планшет содержит контрольные 
образцы для проверки фона, а два других содержат образцы 
для спектральной калибровки: 8 индивидуальных 
стандартных красителя (FAMTM, JOETM, NEDTM, ROXTM, 
SYBR® Green, TAMRATM, TETTM, VIC®). 

Три 96-луночных 
планшета 

4328895 Набор для спектральной калибровки прибора ABI Prism® 
7000HT SDS 

Восемь оптических реакционных 96-луночных планшетов 
ABI Prism®. Один запечатанный планшет содержит 
контрольные образцы для проверки фона, а семь других 
содержат образцы для спектральной калибровки: 7 
индивидуальных стандартных красителя (FAMTM, JOETM, 
NEDTM, ROXTM, SYBR® Green, TAMRATM, VIC®). 

Восемь 96-
луночных 
планшетов 

 

Расходные материалы Sequence Detection 
Номер по 
каталогу 

Название Количество 

4313663 Набор исходных оптических адгезивных крышек ABI 
PrismTM  

Оптические адгезивные крышки ABI PrismTM (20 шт), 
апликатор (1 шт), компрессионная подложка для 
оптических крышек ABI PrismTM (1 шт) 

20 крышек в 
упаковке 

4311971 Оптические адгезивные крышки ABI PrismTM 100 крышек в 
упаковке 

4314320 Оптические адгезивные крышки ABI PrismTM и 96-
луночный оптический реакционный планшет ABI PrismTM с 
штрих-кодом (код 128) 

Номер по каталогу 4311971и 5х96-луночные оптические 

100 крышек 
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реакционные планшеты ABI PrismTM 100 планшетов в 
упаковке 

4312639 Компрессионные подложки для оптических крышек ABI 
PrismTM 

5 подложек в 
упаковке 

4333183 Адгезивные апликаторы для запечатывания 5 шт в упаковке 

4309849 384-луночный оптический реакционный планшет ABI 
PrismTM с штрих-кодом (код 128) 

50 планшетов в 
упаковке 

4326270 10-Pack, 384-луночне оптические реакционные планшеты 
ABI PrismTM с штрих-кодом (код 128) 

10х384-Луночные оптические прозрачные реакционные 
планшеты с штрих-кодом (код 128) ABI PrismTM (номер по 
каталогу 4309849), 10 штук 

500 планшетов в 
упаковке 

4306737 96-Луночный оптический реакционный планшет ABI 
PrismTM с штрих-кодом (код 128) 

20 планшетов в 
упаковке 

4326659 25-Pack, 96-луночные оптические реакционные планшеты 
ABI PrismTM с штрих-кодом (код 128) 

25х96-Луночные оптические прозрачные реакционные 
планшеты с штрих-кодом (код 128) ABI PrismTM (номер по 
каталогу 4306737), 25 штук 

500 планшетов в 
упаковке 

№801-0560 96-Луночный оптический реакционный планшет 
MicroAmp® 

Без штрих-кода 

10 планшетов в 
упаковке 

403012 96-Луночные оптические реакционные планшеты 
MicroAmp® и оптические крышки ABI PrismTM 

Номера по каталогу 4306037 и 4323032 

20 планшетов 

2400 крышек в 
упаковке 

4323032 Оптические крышки ABI PrismTM, 8 крышек на ленте, 

Плоские крышки 

300 лент в упаковке 

2400 крышек в 
упаковке 

4312063 Штатив MicroAmp® для 96-луночных реакционных 
планшетов, Splash Free 

10 штативов в 
упаковке 

4316567 Оптические пробирки MicroAmp®, 8 пробирок на ленте 

Для использования только на приборах ABI Prism® 7000, 
7700 и GeneAmp® 5700 SDS 

125 лент в упаковке 

1000 пробирок в 
упаковке 

403081 Наборы 96-луночный поддон MicroAmp®/штативов, для 
использования с отдельными оптическими пробирками или 
оптическими пробирками на ленте на приборах ABI Prism® 
7000, 7700 и GeneAmp® 5700 SDS 

10 наборов 

№801-0933 Оптические пробирки MicroAmp®  

Для использования только на приборах ABI Prism® 7000, 
7700 и GeneAmp® 5700 SDS 

2000 штук в 
упаковке 

4330015 Устройство для установки крышек ABI PrismTM  

Используют для удаления крышек MicroAmp® или 
оптических крышек ABI PrismTM с планшета MicroAmp® 
или 96-луночного оптического планшета ABI PrismTM и с 

1 шт в упаковке 
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поддона/штатива. 

433292 Компрессионные подложки Snap-On ABI PrismTM  

Компрессионная подложка Snap-On представляет собой 
крышку, на металлической основе, предназначена для 
использования на приборе Applied Biosystems 7900HT Real 
Time PCR с автоматическим устройством для 96-луночных 
планшетов. 

9 шт в упаковке 

 

 

 

 

 

Синтез олигонуклеотидов 
Номер по 
каталогу 

Реагенты Время доставки 

4316034 5000-6000 пмоль зонда TaqMan® NGB 

Флуоресцентная метка в 5�-положении: 6-FAMTM, VIC® или 
TETTM 

6-7 днейа 

4316033 15000-25000 пмоль зонда TaqMan® NGB 

Флуоресцентная метка в 5�-положении: 6-FAMTM, VIC® или 
TETTM 

6-7 днейа 

4316032 50000-100000 пмоль зонда TaqMan® NGB 

Флуоресцентная метка в 5�-положении: 6-FAMTM, VIC® или 
TETTM 

6-7 днейа 

450025 5000-6000 пмоль зонда TaqMan® TAMRA 

Флуоресцентная метка в 5�-положении: 6-FAMTM, VIC® или 
TETTM 

4-5 днейа 

450024 15000-25000 пмоль зонда TaqMan® TAMRA 

Флуоресцентная метка в 5�-положении: 6-FAMTM, VIC® или 
TETTM 

4-5 днейа 

450003 50000-100000 пмоль зонда TaqMan® TAMRA 

Флуоресцентная метка в 5�-положении: 6-FAMTM, VIC® или 
TETTM 

4-5 днейа 

4304970 Праймеры для определения последовательности 

Минимум 4000 пмоль очищенного препарата для 
определения последовательности 

3 дняа 

4304971 Праймеры для определения последовательности 

Минимум 40000 пмоль очищенного препарата для 
определения последовательности 

4 днейа 

4304972 Праймеры для определения последовательности 

Минимум 130000 пмоль очищенного препарата для 

4 днейа 
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определения последовательности 

а   При синтезе олигонуклеотидов следует учитывать: 

- Время доставки включает только рабочие дни, просмотр заказов по электронной почте или через 
интернет осуществляется до 10 утра каждого рабочего дня. 

- Заказы, полученные по факсу, будут внесены в систему заказов в следующий рабочий день. 

- Количество олигонуклеотидов основано на средней длине олигонуклеотида, содержащего 23 
нуклеотида. 

Адреса для заказов: 

Через интернет: http://store.appliedbiosystems.com 

По электронной почте: OligosUS@appliedbiosystems.com 
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