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Бурный прогресс в области молекулярной 
биологии в  последние десятилетия со-
провождался возникновением новых ме-

тодов исследования, основанных на использовании 
моноклональных антител, метода гибридизации на 
фильтрах и  полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
Эти методы очень скоро нашли применение в  ме-
дицине при диагностике различных заболеваний. 
В  результате сформировалась новая ветвь клини-
ческой лабораторной диагностики  – молекулярная 
клиническая диагностика – наука, осуществляющая 
диагностику болезней на молекулярном уровне 
и  основанная на выявлении специфических генов 
и продуктов их деятельности – белков. Наибольшее 
применение на практике нашли метод ПЦР и метод 
иммуноферментного анализа (ИФА). Эти методы 
сегодня уже не являются уделом крупных научных 
центров, но вошли в  практику работы клинико-
диагностических лабораторий самых различных ле-
чебно-профилактических учреждений. Не является 
исключением и Амурская область. Настоящая статья 
имеет целью ознакомить широкий круг практикую-
щих врачей различных специальностей с принципами 
и практическими возможностями этих методов для 
диагностики различных инфекционных, генетических 
и онкологических заболеваний.

Метод иммуноферментного анализа
Возможно ли количественное определение того 

или иного компонента в сыворотке крови, какой 
либо другой биологической жидкости или вообще 
в любом объекте, содержащем сотни и тысячи раз-
личных компонентов? Да, возможно, но при одном 
условии: анализируемый компонент должен обладать 
свойствами антигена, то есть способностью вызывать 
в организме человека или животных синтез особых 
белков – антител, с высокой специфичностью свя-
зывающих этот антиген. Решение подобных задач – 
сфера иммуноферментного анализа (ИФА). Для 

проведения ИФА предварительно необходимо полу-
чить очищенный антиген, соответствующее антитело 
и подобрать фермент в качестве метки для антитела 
или антигена. При соблюдении этих условий можно 
провести иммунохимические реакции:

аАГ + bАТ* → a (АГ-АТ*) + (b-а) АТ*   (1)

или

аАГ* + bАТ + cАГ → d(АГ* – АТ) e(АГ–АТ) (a–d)АГ* (c–e)АГ   (2)

В первом варианте (уравнение (1) из антигена АГ, 
находящегося в тестируемом образце, и меченого 
антитела АТ*, добавленного в концентрации, пре-
вышающей концентрацию АГ, образуется комплекс 
АГ–АТ*. Количественный анализ реакции (1) может 
быть проведен по образованию комплекса АГ–АТ*, 
выявляемого с помощью ферментной метки, или по 
АТ*, оставшемуся в свободном состоянии. Это некон-
курентный вариант ИФА. Во втором варианте (урав-
нение (2)) лимитирующим субстратом является анти-
тело АТ. Меченый антиген АГ*, будучи добавленным 
в анализируемый образец в известной концентрации, 
связывается с антителом, образуя комплекс АГ*–АТ. 
В этой реакции АГ* будет конкурировать с немеченым 
антигеном АГ, содержащимся в образце. Концентра-
ция комплекса АГ*–АТ будет обратно пропорцио-
нальна концентрации АГ. Таким способом по заранее 
известной концентрации АГ* можно определить 
неизвестную концентрацию АГ. Это конкурентный 
вариант ИФА. В обоих вариантах ИФА надо решить 
важную задачу – разделить связанную фракцию мече-
ного реагента (АГ–АТ* или АГ*–АТ) от оставшегося 
свободным реагента (АТ* или АГ*), чтобы определить 
долю специфического связывания. 

Наборы иммунохимических реагентов для опреде-
ления антигенов называются диагностикумами. Для 
их создания необходимо решить задачи получения 
антигена, антитела, комплекса антигена или антитела 
с ферментом, наладить регистрацию иммунохимичес-
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кой реакции по активности фермента, использован-
ного в качестве метки. Наряду с ферментами в качес-
тве меток для антигенов используют радиоактивные 
и флуоресцирующие соединения: соответственно 
радиоиммунный и флуоресцентноиммунный анализ 
(РИА и ФИА). Предпочтением пользуется ИФА, 
поскольку он не требует сложной измерительной ап-
паратуры и применения радиоактивных соединений, 
а поэтому безопасен и более прост. 

Иммунохимический анализ не ограничивается 
ИФА, РИА и ФИА, основанными на прямом взаи-
модействии антигена с антителом. Имеются методы 
обнаружения и количественного определения анти-
генов по изменению их физического состояния при 
взаимодействии с антителами. Так, если антиген 
расположен на поверхности бактериальных клеток, 
антитела вызывают их слипание (агглютинацию). На 
таком принципе основано определение групп крови: 
склеивание эритроцитов при взаимодействии по-
верхностных антигенов с добавленными антителами 
(гемагглютинация). Антитела, добавленные в опреде-
ленном соотношении к раствору макромолекулярных 
антигенов, вызывают их преципитацию – образование 
крупных, визуально обнаруживаемых агрегатов из 
молекул антигена, связанных антителами. Сущест-
вуют методы, основанные на реакции преципитации 
в гелях: при образовании иммунных комплексов АГ–
АТ в геле возникают линии преципитации, по форме 
этих линий можно судить о числе и иммунологичес-
ком родстве антигенов. Для идентификации белков 
широко применяется иммуноблоттинг: вначале смесь 
белков разделяют с помощью электрофореза в геле, 
затем на гель накладывают нитроцеллюлозную мемб-
рану и на нее электрофоретически переносят (подвер-
гают электроблоттингу) разделенные белки, которые 
идентифицируют посредством меченых антител. 
Меченые антитела широко используют в исследова-
нии локализации компонентов клеток и тканей – это 
методы иммуноцито- и иммуногистохимии. Клетки, 
меченные флуоресцирующими антителами, можно 
отделить от немеченых клеток методом проточной 
цитофлуориметрии. Хроматографические колонки 
с сорбентом, с которым ковалентно связан антиген 
(или антитело), используются в аффинной хрома-
тографии – отделении соответствующего антитела 
(или антигена) из смесей в результате образования 
иммунных комплексов. Еще одно применение имму-
нохимического анализа – иммуносенсоры: пьезокрис-
талл, покрытый антигеном (антителом), в результате 
связывания антител (антигена) увеличивает свою 
массу и меняет частоту резонансных колебаний 
в переменном электрическом поле, что позволяет 
регистрировать изменение массы пьезоэлектрика 
порядка 10–12 г.

Таким образом, ИФА – это лишь один из способов 
определения антигенов, получивший широкое прак-
тическое распространение благодаря возможности 
количественных определений, высокой чувствитель-
ности и коммерческой доступности. 

Антиген 
В роли антигена могут выступать клетки микроор-

ганизмов, вирусы, белки и полисахариды. Это полно-
ценные антигены. Антитела образуются не против всей 
молекулы белка или бактериальной клетки, а только 
к небольшим участкам на их поверхности – анти-
генным детерминантам (эпитопам). Такие участки 
у белков включают не менее пяти аминокислотных 
остатков. Антигенные детерминанты разветвленных 
молекул полисахаридов представлены цепочками из 
четырех – шести остатков.

Существуют также неполноценные антигены – 
гаптены. Антитела к гаптенам образуются лишь при их 
посадке на полимерную матрицу, в качестве которой 
используются макромолекулы: белки, полисахариды 
клеточных стенок бактерий, синтетические полиэлек-
тролиты. Таким способом можно получить антитела 
к антибиотикам и другим лекарственным соединени-
ям, стероидным и пептидным гормонам, витаминам, 
пестицидам и даже к такому простому соединению, как 
2,4-динитрофенол. Гаптены представлены не только 
низкомолекулярными соединениями. Так, нуклеи-
новые кислоты сами по себе неиммуногенны. Однако 
антитела к нуклеиновым кислотам синтезируются, 
если они находятся в комплексе с белками. Антиген-
ные детерминанты нуклеиновых кислот представлены 
три- и тетрануклеотидами. 

Зачастую выделить и очистить антиген, например 
вирусный белок, бывает затруднительно. Ведь его 
надо иметь в ощутимых количествах, если речь идет 
о создании диагностикума. В таких случаях для синтеза 
антигена используют генноинженерные (трансгенные) 
бактерии или дрожжи.

Антитело
Антитела получают путем иммунизации животных 

соответствующим антигеном. Иммунный ответ на вве-
дение одного антигена сопровождается синтезом анти-
тел, различающихся по структуре и функциональному 
предназначению. Это иммуноглобулины (Ig) классов 
G, D, Е, А, М, из которых первые три могут связать 
по две молекулы антигена, то есть двухвалентны, IgА 
четырех- или восьмивалентны, IgМ десятивалентны. 
С учетом того, что антиген, используемый для имму-
низации животного, содержит не одну, а несколько 
антигенных детерминант, можно представить, какое 
множество антител вырабатывается в организме на 
введение одного антигена. Такие антитела называ-
ются поликлональными. Они гетерогенны по сродству 
к антигенам. Их состав непостоянен и зависит от вида 
животного, его генетических особенностей и физио-
логического состояния. 

Для очистки и стандартизации поликлональных 
антител используется аффинная хроматография. 
Сыворотка крови от иммунизированного животно-
го пропускается через колонку с полисахаридными 
гранулами, к которым ковалентно пришит антиген. 
Специфические антитела связываются антигеном. 
Все другие белки, и в том числе антитела с низким 
сродством к антигену, проваливаются через колонку. 
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Далее специфически связанные антитела смывают 
с колонки кислым или щелочным раствором. Один 
цикл аффинной хроматографии позволяет очистить 
белки в 1000 раз и более. Однако даже такой способ 
очистки не позволяет полностью избавиться от гетеро-
генности препарата антител. Выход из этого затрудне-
ния – в получении антител с одной специфичностью, 
реагирующих с единственной антигенной детерми-
нантой. Такие антитела называются моноклональными. 
Их получают методами клеточной инженерии путем 
гибридизации иммунокомпетентных В-лимфоцитов 
и клеток миеломных опухолей, способных к быстрому 
размножению, неограниченному числом делений в от-
личие от большинства неопухолевых клеток, у которых 
число делений ограничено. Препараты моноклональ-
ных антител характеризуются постоянством состава 
и физико-химических свойств, низкой вероятностью 
перекрестной реакции с «чужими» антигенами.

Ферменты как метки в ИФА
Необходимо подобрать такой фермент, который 

длительно сохраняет свою активность, не теряет ее 
при операции связывания с антигеном или антителом, 
обладает высокой специфичностью к субстрату. Ши-
роко используются пероксидаза хрена, щелочная фос-
фатаза и β-галактозидаза Escherichia coli. Активность 
ферментов регистрируют по изменению оптической 
плотности, флуориметрически и электрохимически. 
Например, пероксидаза катализирует реакцию: 

АН
2
 + Н

2
О

2
 → А + 2Н

2
О

В качестве АН
2
 могут быть разные соединения. 

Так, восстановленный бесцветный о-фенилендиамин 
окисляется пероксидазой с образованием окрашен-
ного продукта, имеющего максимум поглощения при 
435 нм. 

Фермент необходимо так связать с антителом или 
антигеном, чтобы фермент сохранил свою активность, 
а свойства антитела и антигена не были нарушены. Для 
этого существуют три группы методов: биохимичес-
кие, иммунологические и генноинженерные. В био-
химических методах используется сшивка фермента 
Е с антителом или антигеном при участии свободных 
реакционноспособных групп: – NH

2
-, СООН, -SН, 

-ОН. Например, 

Е-NH
2
- + НООС-АГ → Е-NН-СО-АГ + Н

2
О

Если прямое взаимодействие реализовать не удает-
ся, в ход идут бифункциональные сшивающие агенты: 
глутаровый диальдегид, n-бензохинон. 

Иммунологические методы получения антигенов 
или антител, меченных ферментами, основаны на 
применении антител или их составляющих в качестве 
сшивающих звеньев. 

Генноинженерный метод получения меченого анти-
гена основан на синтезе гибридных белков с помощью 
микроорганизмов. Таким методом, используя транс-

генную Е. coli, получены гибридные белки, содержа-
щие полную аминокислотную последовательность 
бактериальной β-галактозидазы и специфическую 
последовательность белка от вируса иммунодефицита 
человека или вируса гепатита В. 

Разделение свободного и связанного 
реагента, меченного ферментом

Количественный анализ иммунохимических ре-
акций (см. уравнения (1) и (2)) может быть проведен 
по продуктам (АГ-АТ* и АГ*-АТ) или по субстратам 
реакций, оставшимся в свободном состоянии (АТ* 
и АГ*). Для этого используют два основных подхода.

Первый подход основан на направленном воздейс-
твии на ферментативную активность комплекса АГ-Е 
посредством связанного АТ, ведущим к торможению 
или, напротив, к возрастанию скорости фермента-
тивной реакции. Такой ИФА может быть реализован 
в однофазной системе – в растворе и поэтому назы-
вается гомогенным или жидкофазным. Это ИФА без 
предварительного физического разделения меченых 
лигандов (АТ* или АГ*) от их иммунохимических 
комплексов – продуктов реакций (1) и (2).

Второй подход – физическое разделение с помо-
щью твердой фазы, связывающей меченый реагент. 
Это гетерогенный или твердофазный ИФА. В ка-
честве твердой фазы используются стенки сосудов, 
в которых проводится анализ. Эти сосуды изготавли-
ваются в виде специальных планшетов из непористых 
прозрачных полимерных материалов: полистирола, 
поливинилхлорида, полиметакрилата. Белки (анти-
гены или антитела) адсорбируются на поверхности 
пластика – и в этом основа твердофазного ИФА. Для 
увеличения прочности связывания белков пластик 
подвергается модификации (проводится обработка 
глутаровым альдегидом, поли-L-лизином, толуол-
2,4-диизоцианатом) таким образом, что активирован-
ная поверхность приобретает способность к ковален-
тному связыванию белков. По окончании процедуры 
связывания с поверхностью пластика несвязанный 
меченый реагент просто смывается с поверхности 
планшета. Твердофазный ИФА также называют ELISA 
(enzyme linked immunosorbent assay) – определение 
фермента, связанного с иммуносорбентом. 

Гомогенный ИФА
Антитело, образуя комплекс с антигеном, подавля-

ет активность связанного фермента: комплекс АГ-Е, 
подобно свободному Е, катализирует превращение 
субстрата S в продукт реакции Р: 

тогда как комплекс АТ-АГ-Е не активен. Потеря ак-
тивности может быть вызвана изменением конфор-
мации молекулы фермента, ведущим к нарушению 

S                 PААГ-Е
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структуры его активного центра. Другая причина – 
фермент не может проявить активность, поскольку 
антитело закрыло доступ субстрата к активному центру 
фермента. 

Если добавить свободный антиген, то он, конкури-
руя за АТ, вызывает регенерацию активного комплекса 
АГ-Е.

При наличии калибровочной кривой, построенной 
с применением известных концентраций меченого 
и немеченого антигена (график будет представлять со-
бой линейную зависимость между концентрацией АГ 
и ферментативной активностью АГ-Е), таким методом 
(конкурентного, гомогенного ИФА) можно опреде-
лить концентрацию антигена в исследуемом образце. 
Существует много других модификаций гомогенного 
ИФА. Время, за которое проводится гомогенный ИФА, 
не превышает 5 мин. Хотя гомогенному ИФА присущи 
быстрота и малая трудоемкость, он характеризуется 
более низкой чувствительностью в сравнении с гете-
рогенным ИФА. 

Гетерогенный ИФА
Антитела АТ связываются со стенками лунки на 

полистироловом планшете. Избыток АТ смывают бу-
ферным раствором. Оставшиеся незанятыми участки 
связывания на поверхности полистирола блокируют 
добавлением постороннего белка, например бычьего 
сывороточного альбумина. Поверхность вновь отмы-
вают. Образец, содержащий антиген АГ в неизвестной 
концентрации, смешивают с определенным количес-
твом меченого антигена и добавляют к антителам, 
фиксированным на полистироловой подложке. АГ 
и АГ-Е конкурентно связываются с АТ. Поверхность 
полистирола опять отмывают для удаления несвязан-
ных АГ и АГ-Е. После этого определяют активность 
фермента в лунке полистиролового планшета, кото-
рая будет обратно пропорциональна концентрации 
антигена в исследуемом образце. Это конкурентный 
гетерогенный ИФА.

При неконкурентном гетерогенном ИФА на повер-
хности полистирола сорбируют антитела АТ

1
, связы-

вающие АГ, обладающий не менее чем двумя валент-
ностями, из тестируемого образца. Затем добавляют 
вторые антитела АТ

2
, сшитые с ферментом Е. После 

удаления избытка АТ
2
-Е в лунку полистиролового 

планшета добавляют субстрат реакции и определяют 
активность фермента, которая будет линейно зависеть 
от концентрации АГ в образце. 

С помощью специального спектрального прибора 
результаты ферментативной реакции в полистиро-
ловых планшетах можно измерить за одну минуту 
в 96 лунках. Гетерогенный ИФА продолжительнее 
гомогенного. Его проведение требует до 3–4 часов, 
поскольку на каждом этапе операции должно ус-
тановиться равновесие, и лишь после этого можно 
провести отмывку иммуносорбента, которая тоже 
занимает время.

Применение ИФА
Чувствительность ИФА позволяет проводить 

определение веществ в концентрациях 10-9–10-12 М, 
белка в микрограммах-нанограммах в 1 мл. Подобно 
тому как глаз человека регистрирует одиночный све-
товой квант, ИФА можно усовершенствовать так, что 
он с помощью каскадных систем усиления позволит 
обнаруживать одиночные молекулы анализируемого 
вещества.Ограничением ИФА является его приме-
нимость лишь к хорошо изученным системам, где 
есть очищенные антигены и высокоспецифические 
антитела.

Высокая чувствительность в сочетании с быст-
ротой анализа (от нескольких минут до нескольких 
часов), возможностью одновременного тестирования 
большого количества образцов и отсутствием особой 
необходимости предварительных операций по очист-
ке и концентрированию анализируемого соединения 
в образце придают ИФА неоспоримые преимущества 
перед другими аналитическими методами. Поэтому 
сегодня ИФА находит широкое применение в здраво-
охранении, различных областях сельского хозяйства, 
промышленной биотехнологии, природоохранной 
деятельности и научно-исследовательской работе. 
Любое заболевание человека и животных можно быс-
тро и точно диагносцировать путем идентификации 
возбудителя, его отдельных антигенных компонен-
тов, антител к этим компонентам или веществ, не 
свойственных здоровому организму и синтезируемых 
при его патологических состояниях (рак, сердечно-
сосудистые и эндокринные заболевания). Диспан-
серизация населения, эпидемиологические обследо-
вания, выявление отравлений, наличия наркотиков 
в крови, определение содержания лекарственных 
соединений в тканях, вирусные заболевания расте-
ний, определение антибиотиков, витаминов и других 
биологически активных соединений при отборе 
активных штаммов-продуцентов в промышленной 
биотехнологии, контроль за качеством медицинских 

Этап 1: 
Денатурация 1 
минута 94 °С

Этап 2: 
Отжиг праймеров
45 секунд 54 °С

Этап 3: 
Синтез цепи ДНК

Рис. 1
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препаратов из донорской крови на отсутствие вирусов 
возбудителей СПИДа и гепатита В – это лишь не-
большой перечень практического применения ИФА. 

Метод полимеразной цепной  
реакции (ПЦР)

Метод ПЦР относится к гибридизационным мето-
дам анализа ДНК, основанным на достраивании ком-
плементарной полинуклеотидной цепи на одинарной 
полинуклеотидной цепи – матрице. Принцип метода 
ПЦР был разработан в начале 80-ых годов прошлого 
столетия в США. В настоящее время метод широко 
используется в научных исследованиях, в практичес-
ком здравоохранении и службе Госсанэпиднадзора. 

В основе метода ПЦР лежит комплементарное 
достраивание ДНК матрицы, осуществляемое in vitro 
с помощью фермента ДНК-полимеразы (репликация 
ДНК). Естественная репликация ДНК включает в себя 
несколько стадий: 

1) денатурация ДНК (расплетение двойной спира-
ли, расхождение нитей ДНК);

2) образование коротких двухцепочечных участков 
ДНК (затравок, необходимых для инициации синтеза 
ДНК);

3) синтез новой цепи ДНК (комплементарное до-
страивание обеих нитей). 

В методе ПЦР процесс репликации ДНК исполь-
зуется для получения копий коротких участков ДНК, 
специфичных для того или иного организма. Все клет-
ки многоклеточного организма содержат идентичную 
ДНК. В то же время, ДНК двух организмов никогда не 
является идентичной и имеет пусть и минимальные, 
но все же различия. Специфичные именно для дан-
ного организма участки ДНК и представляют интерес 
в диагностическом плане. Обнаружение специфичных 
участков ДНК микроорганизмов позволяет идентифи-
цировать возбудителя инфекционного заболевания. 

Для идентификации специфической ДНК необхо-
димо иметь ее в более или менее достаточных коли-
чествах. Многократное увеличение количества копий 
специфических для данного микроорганизма участ-
ков ДНК достигается работой фермента ДНК-поли-
меразы в циклическом режиме. При многократном 
повторении циклов синтеза происходит экспоненциаль-
ное увеличение числа копий специфического фрагмента 
ДНК, что позволяет из небольшого количества анали-
зируемого материала, который может содержать еди-
ничные клетки микроорганизмов получить достаточное 
количество ДНК копий для идентификации их методом 
электрофореза. Открытие термостабильной ДНК-
полимеразы (Taq-полимеразы) из термофильных 
бактерий Thermis aquaticus, оптимум работы которой 
находится в области 70–72 °C, позволило сделать 
процесс репликации ДНК циклическим. Создание 
программируемых термостатов (амплификаторов), 
которые по заданной программе осуществляют цик-
лическую смену температур, создало предпосылки 

для широкого внедрения метода ПЦР в практику 
лабораторной клинической диагностики. 

Комплементарное достраивание цепи начинается 
не в любой точке последовательности ДНК, а только 
в определенных стартовых блоках – коротких двуни-
тевых участках. При присоединении таких блоков 
к специфическим участкам ДНК можно направить 
процесс синтеза новой цепи только в этом участке, 
а не по всей длине ДНК цепи. Для создания старто-
вых блоков в заданных участках ДНК используют две 
олигонуклеотидные затравки (20 нуклеотидных пар), 
называемые праймерами. Праймеры комплементар-
ны последовательностям ДНК на левой и правой гра-
ницах специфического фрагмента и ориентированы 
таким образом, что достраивание новой цепи ДНК 
протекает только между ними.

Таким образом, метод ПЦР представляет собой 
многократное увеличение числа копий (амплифика-
ция) специфического участка ДНК, катализируемое 
ферментом ДНК- полимеразой. 

Для проведения амплификации необходимы: ДНК-
матрица (ДНК или ее часть, содержащая искомый 
специфический фрагмент), праймеры (синтетические 
олигонкулеотиды в 20–30 нуклеотидных пар, комп-
лементарные последовательностям ДНК на границах 
определяемого специфического фрагмента; выбор 
специфического фрагмента и подбор праймеров играет 
важнейшую роль в специфичности проведения амп-
лификации, что сказывается на качестве проведения 
анализа), смесь четырех дезоксинуклеотидтрифосфатов 
(дНТФ), являющихся материалом для синтеза новых 
комплементарных цепей ДНК), фермент Taq-полиме-
раза (термостабильная ДНК-полимераза, катализи-
рующая удлиннение цепей праймеров путем последо-
вательного присоединения нуклеотидных оснований 
к растущей цепи синтезируемой ДНК), буферный 
раствор (реакционная среда, содержащая ионы Mg2+, 
необходимые для поддержания активности фермента). 

Для определения специфических участков генома 
РНК-содержащих вирусов, сначала получают ДНК-
копию с РНК-матрицы, используя реакцию обратной 
транскрипции (RT), катализируемую ферментом ре-
вертазой (обратной транскриптазой). 

wanted gene

template 
DNA

I st cycle

21=
2 copies

22=
4 copies 8 copies 16 copies

2nd cycle

3th cycle

Exponential amplification

35 th cycle

235=34 billion copies

4th cycle

Рис. 2
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Для получения достаточного количества копий 

искомого характеристического фрагмента ДНК амп-
лификация включает несколько (20–40) циклов. 

Каждый цикл амплификации включает 3 этапа, 
протекающих в различных температурных режимах 
(см. рис. 2). 

1 этап: Денатурация ДНК (расплетение двойной 
спирали). Протекает при 93–95° в течение 30–40 сек.

2 этап: Присоединение праймеров (отжиг). При-
соединение праймеров происходит комплементарно 
к соответствующим последовательностям на проти-
воположных цепях ДНК на границах специфического 
участка. Для каждой пары праймеров существет своя 
температура отжига, значения которой располагаются 
в интервале 50–65 °С. Время отжига – 20–60 сек. 

3 этап: Достраивание цепей ДНК. Комплементар-
ное достраивание цепей ДНК происходит от 5'-конца 
к З' -концу цепи в противоположных направлениях, 
начиная с участков присоединения праймеров. Мате-
риалом для синтеза новых цепей ДНК служат добав-
ляемые в раствор дезоксирибонуклеотидтрифосфаты 
(дНТФ). Процесс синтеза катализируется ферментом 
термостабильной ДНК-полимеразой (Taq-полиме-
разой) и проходит при температуре 70–72 °С. Время 
протекания синтеза – 20–40 сек. Образовавшиеся 
в первом цикле амплификации новые цепи ДНК 
служат матрицами для второго цикла амплифика-
ции, в котором происходит образование искомого 
специфического фрагмента ДНК (ампликона). (см. 
рис. 3). В последующих циклах амплификации амп-
ликоны служат матрицей для синтеза новых цепей. 
Таким образом происходит накопление ампликонов 
в растворе по формуле 2n, где n-число циклов амли-
фикации. Поэтому, даже если в исходном растворе 
первоначально находилась только одна двухцепо-
чечная молекула ДНК, то за 30–40 циклов в растворе 
накапливается около 108 молекул ампликона. Этого 
количества достаточно для достоверной визуальной 
детекции этого фрагмента методом электрофореза 
в агарозном геле. Процесс амплификации прово-
дится в специальном программируемом термостате 
(амплификаторе), который по заданной программе 
автоматически осуществляет смену температур 4 со-
гласно числу циклов амплификации.

В основе метода ПЦР, как инструмента лаборатор-
ной диагностики инфекционных заболеваний лежит 
обнаружение небольшого фрагмента ДНК возбудителя 
(несколько сот пар оснований), специфичного только для 
данного микроорганизма, с использованием полимераз-
ной цепной реакции для накопления искомого фрагмента.

Методика проведения анализа с использованием ПЦР 
включает три стадии:

1. Выделение ДНК (РНК) из клинического образца;
2. Амплификация специфических фрагментов 

ДНК;
3. Детекция продуктов амплификации. 

Лабораторная диагностика
Выделение ДНК (РНК)

На данной стадии проведения анализа клиническая 
проба подвергается специальной обработке, в резуль-
тате которой происходит лизис клеточного материала, 
удаление белковых и полисахаридных фракций, и по-
лучение раствора ДНК или РНК, свободной от инги-
биторов и готовой для дальнейшей амплификации.

Выбор методики выделения ДНК (РНК) в основ-
ном определяется характером обрабатываемого кли-
нического материала. 

Амплификация специфических 
фрагментов ДНК

На данной стадии происходит накопление коротких 
специфических фрагментов ДНК в количестве, необ-
ходимом для их дальнейшей детекции. В большинстве 
методик определения специфических фрагментов 
генома используется т.н. классический вариант на-
правленной ПЦР. Для повышения специфичности 
и чувствительности анализа в некоторых методиках 
используется метод «гнездной» ПЦР, в котором ис-
пользуются 2 пары праймеров («внешние» – для 1-ой 
стадии, и «внутренние» – для 2-ой стадии). 

Детекция продуктов амплификации
В большинстве методик на данном этапе прово-

дится разделение смеси продуктов амплификации, 
полученной на 2-ой стадии, методом горизонтального 
электрофореза в агарозном или полиакриамидном 
геле. До проведения электрофоретического разделе-
ния, к амплификационной смеси добавляется раствор 
бромистого этидия, образущий с двухцепочечными 
фрагментами ДНК прочные соединения внедрения. 
Эти соединения под действием УФ-облучения спо-
собны флуоресцировать, что регистрируется в виде 
оранжево-красных светящихся полос после электро-
форетического разделения амплификационной смеси 
в агарозном геле.

В качестве альтернативы электрофоретическому 
методу детекции, имеющему некоторые недостатки: 
субъективность чтения результатов, ограничения по 
определению ДНК различных микроорганизмов в од-
ной реакции, могут быть предложены гибридизаци-
онные схемы детекции. В этих схемах образующийся 
в результате амплификации фрагмент ДНК гибриди-
зуется (образует 2-х цепочечные комплексы – «гибри-
ды») со специфическим олигенуклеотидным зондом. 
Регистрация таких комплексов может быть проведена 
колориметрически или флуориметрически. 

Преимущества метода ПЦР как метода диагностики 
инфекционных заболеваний:

99 Прямое определение наличия возбудителей. Мно-
гие традиционные методы диагностики, например 
иммуноферментный анализ, выявляют белки-мар-
керы, являющиеся прдуктами жизнедеятельности 
инфекционных агентов, что дает лишь опосредованное 
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свидетельство наличия инфекции. Выявление специ-
фического участка ДНК возбудителя методом ПЦР 
дает прямое указание на присутствие возбудителя 
инфекции. 

99 Высокая специфичность. Высокая специфич-
ность метода ПЦР обусловлена тем, что в исследуемом 
материале выявляется уникальный, характерный 
только для данного возбудителя фрагмент ДНК. 
Специфичность задается нуклеотидной последова-
тельностью праймеров, что исключает возможность 
получения ложных результатов, в отличие от метода 
иммуноферментного анализа, где нередки ошибки 
в связи с перекрестно-реагирующими антигенами. 

99 Высокая чувствительность. Метод ПЦР позво-
ляет выявлять даже единичные клетки бактерий или 
вирусов. ПЦР-диагностика обнаруживает наличие 
возбудителей инфекционных заболеваний в тех случаях, 
когда другими методами (иммунологическими, бакте-
риологическими, микроскопическими) это сделать не-
возможно. Чувствительность ПЦР-анализа составляет 
10–1000 клеток в пробе (чувствительность иммуноло-
гических и микроскопических тестов – 103–105 клеток).

99 Универсальность процедуры выявления различных 
возбудителей. Материалом для исследования методом 
ПЦР служит ДНК возбудителя. Метод основан на 
выявлении фрагмента ДНК или РНК, являющегося 
специфичным для конкретного организма. Сходство 
химического состава всех нуклеиновых кислот позво-
ляет применять унифицированные методы проведения 
лабораторных исследований. Это дает возможность 
диагносцировать несколько возбудителей из одной 
биопробы. В качестве исследуемого материала могут 
использоваться различные биологические выделения 
(слизь, моча, мокрота), соскобы эпителиальных кле-
ток, кровь, сыворотка. 

99 Высокая скорость получения результата анализа. 
Для проведения ПЦР-анализа не требуется выделение 
и выращивание культуры возбудителя, что занимает 
большое количество времени.. Унифицированный 
метод обработки биоматериапа и детекции продук-
тов реакции,и автоматизация процесса амплифика-
ции дают возможность провести полный анализ за 
4–4,5 часа.

99 Возможность доклинической и ретроспективной 
диагностики. ПЦР позволяет осуществить определе-
ние патогена или дефектного гена в организме ещё 
до развития заболевания. Например, при инфекциях 
в инкубационном периоде, т.е. серонегативной фазе 
или при латентном характере заболевания. Особенно 
эффективен метод ПЦР для диагностики трудно куль-
тивируемых, некультивируемых и  персистирующих 
форм микроорганизмов, с  которыми часто прихо-
дится сталкиваться при латентных и  хронических 
инфекциях, поскольку этот метод позволяет избежать 
сложностей, связанных с выращиванием таких мик-
роорганизмов в лабораторных условиях. Кроме того, 
возможно проведение ПЦР в  архивном (фиксиро-
ванном) материале или биологических остатках, что 
важно для идентификации личности или отцовства.

99 Возможность экспертизы. Полученные резуль-
таты ПЦР возможно вносить в  компьютерные ин-
формационные носители или фотографии для оценки 
независимыми экспертами. 

Следует отметить, что методом ПЦР возможно 
выявление возбудителей не только в клиническом 
материале, полученном от больного, но и в матери-
але, получаемом из объектов внешней среды (вода, 
почва и т.д.). 

Применение ПЦР в практическом 
здравоохранении

Использование метода ПЦР для диагностики 
инфекционных заболеваний как бактериальной, так 
и вирусной природы имеет колоссальное значение для 
решения многих проблем микробиологии и эпидеми-
ологии. Однако следует отметить, что метод ПЦР лишь 
дополняет спектр традиционных методов, использу-
емых в микробиологической диагностике. Наиболее 
рационально и эффективно применение ПЦР для об-
наружения микроорганизмов трудно культивируемых 
в лабораторных условиях, атипичных форм бактерий. 
К ним также относятся внутриклеточные паразиты 
и микроорганизмы, способные длительно персисти-
ровать в организме хозяина. Высокоспецифичная, 
чувствительная и быстрая диагностика многих тяжелых 
заболеваний способствует не только их эффективному 
лечению, но и предотвращению распространения ин-
фекции. 

Наиболее эффективно и экономически обоснованно 
использование метода в урогинекологической практи-
ке – для выявления хламидиоза, уреаплазмоза, гонореи, 
герпеса, гарднереллеза, микоплазменной инфекции; 
в пульмонологии – для дифференциальной диагностики 
вирусных и бактериальных пневмоний, туберкулеза; 
в гастроэнтерологии – для выявления геликобактери-
оза; в клинике инфекционных заболеваний в качестве 
экспресс-метода диагностики сальмонеллеза, дифтерии, 
вирусных гепатитов B,С и G; в гематологии – для выявле-
ния цитомегаловирусной инфекции, онковирусов. Метод 
ПЦР-диагностики нашел применение при выявлении на-
следственных болезней, в судебно-медицинской практике 
и в трансплантологии. 

Назначая обследование методом ПЦР врач должен 
понимать, какова цель исследования. Метод ПЦР ре-
шает три главных последовательных задачи:

99 определить наличие или отсутствие патогена 
(или аномального гена); 

99 в значительной мере ответить на вопрос «лечить?» 
или «не лечить?»; 

99 оценить качество терапии путем контроля нали-
чия или отсутствия возбудителя или аномального гена. 

Получение положительного результата методом 
ПЦР-диагностики само по себе не является основанием 
для постановки диагноза заболевания. Врачу необходи-
мо четко различать понятия состояние инфицирован-
ности и диагноз инфекционная болезнь.

Лабораторная диагностика


