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Схематическое изображение процесса репликации, цифрами отмечены: (1) запаздывающая нить, (2) лидирующая нить, 
(3) ДНК-полимераза (Polα), (4) ДНК-лигаза, (5) РНК-праймер, (6) праймаза, (7) фрагмент Оказаки, (8) ДНК-полимераза 
(Polδ), (9) хеликаза, (10) белки, связывающие одноцепочечную ДНК, (11) топоизомераза

Источник: https://ru.wikipedia.org/wiki/Репликация_ДНК

Реплика́ция ДНК — процесс создания двух дочерних молекул ДНК на основе родительской молекулы 
ДНК. С помощью специальных ферментов двойная спираль материнской ДНК расплетается на две нити, 
на каждой образовавшейся нити достраивается вторая нить, образуя две идентичных дочерних молекулы 

ДНК, которые затем скручиваются в отдельные спирали. 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)
– биохимический метод, позволяющий получить большое количество копий интересующего 

фрагмента ДНК. ПЦР используется для качественного и количественного анализа ДНК во многих 
областях биомедицинских исследований, в лабораторной диагностике инфекций, медико-

генетическом анализе, в криминалистике и т.д.

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%9D%D0%9A-%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%BC%D0%B5%D1%80%D0%B0%D0%B7%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9B%D0%B8%D0%B3%D0%B0%D0%B7%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%B0%D0%B9%D0%BC%D0%B5%D1%80
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%B0%D0%B9%D0%BC%D0%B0%D0%B7%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A4%D1%80%D0%B0%D0%B3%D0%BC%D0%B5%D0%BD%D1%82_%D0%9E%D0%BA%D0%B0%D0%B7%D0%B0%D0%BA%D0%B8
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A5%D0%B5%D0%BB%D0%B8%D0%BA%D0%B0%D0%B7%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D0%B5%D0%BB%D0%BA%D0%B8,_%D1%81%D0%B2%D1%8F%D0%B7%D1%8B%D0%B2%D0%B0%D1%8E%D1%89%D0%B8%D0%B5_%D0%BE%D0%B4%D0%BD%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BF%D0%BE%D1%87%D0%B5%D1%87%D0%BD%D1%83%D1%8E_%D0%94%D0%9D%D0%9A
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A2%D0%BE%D0%BF%D0%BE%D0%B8%D0%B7%D0%BE%D0%BC%D0%B5%D1%80%D0%B0%D0%B7%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A0%D0%B5%D0%BF%D0%BB%D0%B8%D0%BA%D0%B0%D1%86%D0%B8%D1%8F_%D0%94%D0%9D%D0%9A


Прибор ПЦР-РВ
АНК-32 (ИАП РАН)

Прибор ПЦР-РВ = термоциклер + флуориметрический детектор
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В ходе ПЦР происходит копирование (амплификация) фрагмента 
ДНК, определяемого подобранными праймерами
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Факторы, влияющие на результаты 
ПЦР:

- Качество пробирок
- Равномерность температурных 
условий разных пробирок
- Примеси в анализируемых пробах
- Погрешности дозирования 
компонентов реакции
- Длина праймера
- Чистота матричной ДНК 
- Низкие концентрации матричной 
ДНК 
- Чистота и последовательность 
праймера
- Температура отжига реакции ПЦР
-Концентрация Mg2+ 
-Добавки, такие как 
диметилсульфоксид (ДМСО)
-…
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CA – концентрация компонента А в момент времени t

ki – константа скорости реакции

Vmax, KM – параметры реакции ферментативного синтеза 

Кинетика компонентов реакции в течение одного цикла ПЦР:

Модель ПЦР



«Проявка» результатов ПЦР-РВ с помощью интеркалирующих
красителей (ИК)

Встраивание ИК в двухцепоченую ДНК 
приводит к увеличению флуоресценции ИК 

на несколько порядков. 

Достоинствами являются простота и низкая 
стоимость данного способа проявки.



Пересчет количества ДНК в интенсивность флуоресцентного 

сигнала ИК

• CI, Cb – концентрации всего и связанного ИК

• CDNA – концентрация ДНК

• n -  размер сайта связывания

• Kd – константа диссоциации

• Пересчет количества ДНК во флуоресцентный
сигнал ИК по модели МакГи-фон-Хиппеля не дал
адекватного соответствия
экспериментальным данным.

Модель связывания лиганда с субстратом 

МакГи-фон-Хиппеля:

Пересчет на основе выражения для константы

диссоциации бимолекулярной реакции:

– реакция связывания молекулы ИК с ДНК.

– константа диссоциации для данной реакции

(Cf – несвязанный ИК; Cf = CI - Cb).

• Тогда концентрация связанного ИК с учётом

введенных для модели обозначений:



МОДЕЛЬНАЯ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ПЦР-РВ 
ТЕСТ-СИСТЕМА

Анализ гена Fc фрагмента IgG иммуноглобулинового рецептора IIIa
человека (FCGR3A, GenBank NG_009066.1) 

Последовательности: прямой праймер Fc_up
CACATATTTACAGAATGGCAAAGG; обратный праймер Fc_low
CTGAAGACACATTTTTACTCCCAA; 

Концентрация праймеров СРr(0) = 2·10-7 M, фермента – 1 ед. 
Интеркаляционный краситель – SYBR Green I, 0.3 мкМ.



Примерное 

количество 

ДНК в пробе

Отклонение от 

кривой 

флуоресцентно

го сигнала ИК, 

СКО

Рассчитанное 

моделью 

исходное 

количество 

молекул ДНК

106 0,00528 1303763

104 0,00518 9665

102 0,00418 65

С ~ 106
С ~ 104

С ~ 102

Модельные и экспериментальные ПЦР-РВ кривые
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Кинетика флуоресцентного сигнала ИК (◊) и накопления копий 
ДНК (●) 



СПАСИБО ЗА 

ВНИМАНИЕ!


