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С егодня метод количественного определе-

ния продуктов ПЦР непосредственно во

время амплификации (Real Time) становит-

ся одним из наиболее популярных методов как в

клинической генодиагностике, так и в научных ис-

следованиях [1]. Отказ от электрофоретической 

детекции как отдельного этапа исследования позво-

ляет полностью исключить контаминацию продук-

тами реакции, разместить лабораторию ПЦР в од-

ной комнате, практически «на одном столе». Кроме

снижения трудозатрат и увеличения достоверности

результатов, метод обладает целым рядом других

важнейших преимуществ, таких как возможность

количественной оценки исходного наследственного

материала [2], а также параллельную детекцию до 

4 инфекций в одном образце [3]. 

Одна из наиболее значимых проблем ПЦР-ди-

агностики — возможность получения ложнопози-

тивных результатов вследствие контаминации про-

дуктами реакции. Исключение контаминации тре-

бует безукоризненного выполнения целого списка

требований [4]. В условиях постоянного увеличе-

ния потока анализов вероятность контаминации из-

за ошибок персонала непрерывно возрастает, а оп-

ределение источника требует много времени и

средств.

Специфические продукты реакции попадают в

окружающую среду, как правило, на этапе детекции

при переносе ампликона из реакционной пробирки

в гель или планшет гибридизационного анализа

(рис. 1). Перенос даже следовых количеств такого

контаминирующего агента в реакционную пробир-

ку приводит к амплификации специфического уча-

стка ДНК и ложнопозитивному результату. 

Успехи флюориметрических технологий, а так-

же разработка прибора, который позволяет изме-

рять концентрацию ампликонов непосредственно в

ходе реакции, привели к созданию метода ПЦР в ре-

альном времени [5]. Внедрение этого метода в лабо-

раторную практику позволило полностью отказать-

ся от отдельного этапа регистрации:

• практически устранить угрозу контаминации

специфическими продуктами реакции; 

• снизить строгие требования к организации ла-

бораторного процесса; 

• сократить трудозатраты и время анализа;

• проводить ПЦР-анализ в одном помещении.

Преимущества метода ПЦР 

в реальном времени (Real Time PCR) 
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Рис. 1. Опасность контаминации при переносе амплико-

на на этапе детекции
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Принцип метода — детекция 
одновременно с амплификацией
Метод основан на измерении флюоресцентного сиг-

нала в каждом цикле амплификации. Интенсив-

ность сигнала пропорциональна концентрации ко-

нечного продукта ПЦР. Важнейшей особенностью

метода является синхронизация регистрации и амп-

лификации. Это дает возможность оценить кинети-

ку процесса, которая зависит от начального количе-

ства исследуемого наследственного материала. Если

сопоставить кинетику реакции в исследуемых и

стандартных образцах, можно сделать вывод о кон-

центрации исследуемого возбудителя в сыворотке.

Как правило, прилагаемое программное обеспече-

ние позволяет осуществлять эту операцию автома-

тически. Было показано, что в сравнении с другими

количественными методами ПЦР-диагностики

ПЦР в реальном времени является наиболее эффек-

тивной и наименее трудоемкой методикой [6].

Для выявления продуктов амплификации в ре-

жиме реального времени используют следующие

наиболее распространенные подходы: 

1. Интеркалирующие красители. Этот способ

детекции основан на том факте, что флюоресцен-

ция бромистого этидия и SYBR Green I значительно

возрастает при их внедрении в в двойную цепь мо-

лекулы ДНК [5]. Добавление этих красителей в ре-

акционную смесь позволяет наблюдать за накопле-

нием продуктов амплификации непосредственно

во время реакции.

2. ДНК-зонды. В реакционную смесь добавля-

ют ДНК-зонды, в состав которых входит флюорес-

центная метка и гаситель флюоресценции [2, 3, 5,

7]. Когда зонд находится в растворе гаситель погло-

щает испускаемое флюоресцентной меткой излуче-

ние и свечение отсутствует. В ходе ПЦР происходит

присоединение ДНК-зонда к комплиментарной 

цепи ДНК, происходит разъединение флюорес-

центной метки и гасителя, что приводит к увеличе-

нию детектируемого свечения. Очевидно, что чем

больше ампликонов было наработано на данный

момент времени, тем интенсивнее будет свечение 

(рис. 2). 

Оборудование
Для постановки ПЦР в реальном времени необхо-

дим специальный прибор, который состоит из трех

блоков: амплификатора (термического блока),

флюоресцентного детектора и компьютера. Фирма

«Био-Рад» устанавливает оптический модуль на ба-

зовую модель амплификатора (рис. 3). 

Термический блок, как правило, рассчитан на

96 образцов с использованием прозрачных ПЦР-

пробирок или микропланшетов стандартного фор-

Рис. 2. Схема работы ДНК-зонда

Рис. 3. Прибор для ПЦР в реальном времени. На рисунке

представлен Ай-Сайклер АйКью производства «Био-Рад

Лаборатории» (США)

мата (исключение составляет прибор «Лайт Сайк-

лер» компании Хофман-ла-Рош, в котором ПЦР

проводится в капиллярах). Регистрация флюорес-

центного сигнала происходит одновременно во всех

образцах. Данные отображаются на экране компью-

тера для каждой пробы. По окончании анализа ав-

томатически строится калибровочная кривая, и рас-

считывается содержание исследуемого материала в

образцах (рис. 4). 

Оптический модуль содержит источник света 

и несколько пар эмиссионных-экстинционных

фильтров, либо установленных стационарно, либо

сменных, а также регистрирующее устройство.

Прибор позволяет одновременно использовать не-

сколько флюорофоров, коньюгированных с разны-

ми специфическими ДНК-зондами. Таким образом,



ЛАБОРАТОРНАЯ МЕДИЦИНА  5/2002

ТЕХНОЛОГИИ И МЕТОДЫ

112

появляется возможность одновременного исследо-

вания нескольких типов ДНК-фрагментов, напри-

мер, до 4 инфекций в одной пробе [3]. 

Однако такой тип исследований, как правило,

ставит перед исследователем определенные техно-

логические проблемы, например, подбор флюори-

метрических красителей с неперекрывающимся

спектром излучения [8]. Способы их решения тесно

связано с возможностями, заключенным в конст-

рукции анализатора: сменные фильтры позволяют

значительно расширить список флюорофоров и

выбрать оптимальную комбинацию. 

Таким образом, совмещение этапов амплифи-

кации и детекции в методе ПЦР в реальном време-

ни позволяет существенно повысить достоверность

ПЦР-анализа, исключив возможность контамина-

ции, а также значительно сократить трудоемкость

исследования, задействовав в аналитическом про-

цессе минимум сотрудников. 

Благодаря возможности количественной оцен-

ки и одновременного анализа нескольких парамет-

ров, метод предоставляет исследователю принципи-

ально новые возможности в генодиагностике. 

Разработка и изготовление широкого спектра

тестов для ПЦР в реальном времени осуществляет-

ся в России специалистами ЦНИИ Эпидемиологии.
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Рис. 4. Отображение регистрируемых данных на экране

компьютера. Прибор Ай-Сайклер АйКью производства

«Био-Рад Лаборатории» (США)


