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Скрининг геномных библиотек 

Цель скрининга – идентификация генов или 
искомого фрагмента ДНК 

Используют  3 методических подхода: 

1. Скрининг с помощью гибридизационных 
меченых зондов или ПЦР 

2. Иммунологический скрининг 

3. Скрининг по активности белка 



Скрининг с помощью ДНК-гибридизации 

 



Скрининг с помощью ДНК-гибридизации 

Клетки после трансформации высевают на чашки Петри: 

1) – колонии с чашки переносят на твердую подложку 
(нитроцеллюлоза), чтобы их расположение 
соответствовало расположению колоний  на чашке 

2) – на фильтре клетки лизируют, ДНК денатурируют и 
фиксируют  

3) – на фильтр наносят меченый зонд (20-100 н), 
проводят гибридизацию и идентифицируют метку 
(радиоавтография) 

ДНК-зонд  -  это меченная оцДНК, которая позволяет 
идентифицировать комплементарные ей 
последовательности путем гибридизации 

4) – после идентификации отбирают колонию, которая 
содержит целевую ДНК (ДНК связалась с ДНК-зондом) 



Иммунологический скрининг геномных библиотек 



Иммунологическое тестирование колоний 

  Клетки после трансформации высевают на селективную     

  среду: 

1 – Колонии с чашки переносят на твердую подложку 
(нитроцеллюлозный фильтр), чтобы их расположение 
соответствовало расположению на чашке  

2 – Клетки лизируют, на фильтре фиксируют белки 

3 – На фильтр наносят первые антитела, которые 
связываются с целевым белком 

4 – Наносят вторые антитела, которые взаимодействуют с 
первыми и связаны с ферментом-репортером 

5 – Наносят субстрат для фермента, при гидролизе 
субстрата образуется окрашенный продукт 

6 – Отбирают колонии, соответствующие окрашенным 
пятнам на фильтре 



Скрининг по активности белка 

• Если клонированный ген кодирует фермент, 
который не синтезируют клетки-хозяева, то его 
можно идентифицировать по активности  

• Бактерии высевают на идентификационные 
среды, содержащие хромогенные субстраты для 
выявления фермента 

Среда Х-gal для выявления 
активности фермента бета-
галактозидазы 



Блоттинги 

Блоттинг — перенос белков или нуклеиновых кислот на носитель 

(нитроцеллюлозу или нейлон) для последующего анализа 

• Блоттинг включает три этапа:  

1 -  Гель-электрофорез  

2 -  Перенос на мембрану -  блоттинг  

3 – Визуализация  -  радиография, иммунохимия, окрашивание 

серебром 

• Классификация методов : 

 Саузерн-блоттинг (Southern blot) — идентификация ДНК  

 Нозерн-блоттинг (Northern blot) — идентификация РНК  

 Вестерн-блоттинг (Western blot) — идентификация белков 
 

• Метод Саузерн-блоттинг назван в честь автора Эдвина Саузерна. 

Остальные названия даны по аналогии с фамилией («южный») и 

получили официальный статус 

• Три метода – мощный инструмент в детекции макромолекул  
 



Саузерн-блот для определения присутствия 
специфического фрагмента ДНК в смеси 

 

Гибридиз
ационный 

зонд 



Северный блоттинг (Northern blotting) - по такой же схеме 
на нитроцеллюлозный фильтр из агарозного геля можно 

перенести  молекулы РНК 

ЭФ 

Блот 
Гибридизация 

РНК 

клетки 

Меченые 
зонды 

Визуализация 



Northern blotting  

 

• 1 – РНК разгоняют на электрофорезе 

• 2 – перенос на фильтр : под медленным током 
буферного раствора через гель РНК из геля 
диффундирует на нитроцеллюлозный фильтр и 
связывается с ним 

• 3 – на мембране проводят гибридизацию с 
меченым зондом 

• 4 – РНК, которая связалась с зондом, выявляется 
путем идентификации метки 



 

На нитроцеллюлозный 
фильтр из геля можно 
перенести  белки – это 
Западный блоттинг  
(Western blotting) или 
иммуноблоттинг.  

Для идентификации 
используют 
иммунотела к 
тестируемым белкам. 

 

Разделение 
белков 

Перенос 
белков из геля 
на мембрану 
(отпечаток) 

белки 

Добавление 
меченых 

антител или 
меченого 
коньюгата 

 

ПРОЦЕДУРА ИММУНОБЛОТТИНГА 

радиоавтография идентификация 

Western blotting – вестерн-блот 

ЭФ 
Блот-

перенос 



Вестерн-блот - иммуноблот 

Из геля на нитроцеллюлозу можно перенести  белки –
Западный блоттинг, Western blotting, иммуноблот:  

1 – Электрофорез белков в ПААГ 

2- белки из геля переносят на мембрану так, чтобы 
перенесенный материал копировал расположение полос 

3 -  перенос на мембрану осуществляется в электрическом 
поле   (электроблоттинг) 

4 – мембрану инкубируют с первичными антителами к 
белку, затем со вторичными антителами, специфичными 
к первичным антителам и связанными с ферментом  

5 – образовавшиеся иммунные комплексы выявляют 
с помощью хромогенного субстрата  



Полимеразная цепная реакция 
Полимеразная цепная реакция изобретена 
в 1983 году американским биохимиком 
Кэри Мюллисом - в 1993 года он стал 
Лауреатом Нобелевской премии по химии. 
Первая публикация по методу ПЦР 
появилась в ноябре 1985 года в журнале 
Science  

В 1971 г. Норвежский биохимик Хьелль 
Клеппе опубликовал в Journal 
of Molecular Biology статью, в которой 
описал метод, похожий на ПЦР 



ПЦР - полимеразная цепная реакция 
 

• ПЦР – амплификация специфического сегмента 
ДНК с помощью ДНК-полимеразы in vitro 

• ПЦР основан на многократном копировании 
участка ДНК с помощью ДНКП и праймеров 
(прямой и обратный), комплементарных 
участкам ДНК из противоположных цепей  

• Специфичность ПЦР основана на образовании 
комплементарных комплексов между матрицей 
и специфическими праймерами 

• ПЦР – универсальный метод выявления 
специфических фрагментов ДНК или РНК в пробе 
с их низким содержанием 

 



ПЦР- циклический процесс, 
каждый цикл включает три 

этапа: 
денатурация 

отжиг 
синтез 

Компоненты реакции –        
ДНК-матрица, праймеры,     
ДНК-полимераза и нуклеотиды 

1. ДНК подвергают 
термической денатурации 
(95°С) 

2. Отжиг между матрицей и 
праймерами при 
понижении температуры  

3. Синтез при оптимальной 
температуре для ДНК-
полимеразы 

 

денатурация 

отжиг 

синтез 

3’ 
3’ 



Изменение температуры в течении одного      
цикла ПЦР 

ПЦР проводят в 
программируемом 
термостате, где 
смена 
температуры 
происходит 
автоматически.  

Один цикл длится 
1 - 3 мин  



В течение нескольких часов в результате многократно 
повторяющихся температурных циклов полимеразной 
цепной реакции из одного фрагмента молекулы ДНК можно 
получить более 50 млрд идентичных молекул  

Цикличность ПЦР 



Достоинства ПЦР  

 1. Прямое выявление 
специфического участка  
 

 2. Высокая cпецифичность  
 

 3. Высокая аналитическая 
чувствительность  
 

 4. Универсальность 
процедуры  
 

 5. Скорость проведения 
анализа  
 

 6. Единственный метод 
диагностики для ряда 
микроорганизмов 
(Mycoplasma genitalium) 

 
 



Применение полимеразной цепной реакции 
 

• В научных исследованиях:  клонирование, 
мутагенез, анализ генома, анализ ДНК-
полиморфизма, ДНК-типирование и т.д. 

• В медицине: для диагностики инфекционных 
заболеваний (вирусный гепатит, ВИЧ-инфекция, 
туберкулёз, клещевого энцефалит, кишечные 
инфекции и др.), для идентификации мутаций при 
анализе наследственных заболеваний  

• В криминалистике: для идентификации личности по 
ДНК-анализу на минимальном количестве ДНК- 
материала - кровь, моча, соскоб ткани, волос 

• Для установления родства, отцовства и проведения 
популяционных исследований 

 



Разновидности ПЦР 

• ОТ-ПЦР - метод ПЦР с обратной транскрипцией –
- одноцепочечную молекулу РНК превращают в 
реакции обратной транскрипции в 
комплементарную ДНК и далее амплифицируют 
кДНК, используя традиционную ПЦР 
 

• Мультиплексная ПЦР (МПЦР) – метод 
заключается в одновременной амплификации 
сразу нескольких генетических локусов. В этом 
случае используют более одной пары 
олигонуклеотидных праймеров  



ПЦР в реальном времени 
Real-time PCR (qPCR) 

• Метод основан на амплификации и одновременно 
измерении количества амплифицированной ДНК 
после каждого цикла амплификации с помощью 
репортерной флуоресценции 

• Накопление светового сигнала оценивают в период 
отжига и элонгации  

• Для количественного определения используют: 
 

1. флуоресцентные красители, которые 
интеркалируют в двуцепочечные молекулы ДНК  

2. модифицированные олигонуклеотиды (ДНК-
зонды), которые флуоресцируют после 
гибридизации с комплементарными участками 
ДНК 

 



Метод с использованием 
интеркалирующих 

агентов 

1-й  подход – это 
применение 
интеркалирующих 
флуоресцентных 
красителей: 
краситель связывается 
с вновь 
образующимися 
молекулами 
двуцепочечной ДНК и 
вызывает свечение, 
которое регистрирует 
прибор  

SYBR Green 



ДНК-полимераза 

Фермент с мол. массой 103 кДа имеет 
трехдоменную структуру: 

• I – 5’→3’- экзонуклеаза 

• II – 3’→5’ – экзонуклеаза 

• III - 5’→3’- полимераза 

 

Фермент используют в ПЦР   

N C 



Принцип TaqMan 

1.Основан на применении 5'-
экзонуклеазной активности ДНКП 

2.В смесь добавляют ДНК-зонды с 
меткой в 5'-положении и 
гасителем флуоресценции в 3'-
положении  

3.При отжиге происходит 
присоединение зонда к 
комплементарной цепи ДНК  

4. Во время элонгации ДНКП 
синтезирует комплементарную 
цепь ДНК и при достижении 
зонда начинает его расщеплять 
благодаря 5'-экзонуклеазной 
активности  

5. Происходит разъединение 
метки и гасителя, что приводит к 
увеличению свечения 

Метод выщепления 5’-концевой метки 



Техника Molecular 
Beacons  

1. Концы зонда с меткой 
и гасителем 
флуоресценции 
комплементарны друг 
другу - в этом 
состоянии свечение 
отсутствует 

2. При гибридизации 
зонда с матрицей 
вторичная структура 
зонда разрушается, 
метка и гаситель 
расходятся и 
флуоресценция может 
быть детектирована 

 

1 

2 

Использование зондов с 
комплементарными концевыми 
последовательностями 

метка гаситель 



 

При одновременном связывании зондов с ДНК- 

матрицей излучение первого флуорофора 

передается на второй флуорофор и детектируется 

прибором 



Кинетическая кривая ПЦР 

 

Удвоение продуктов 
в каждом цикле 

реакция замедляется 

Реакция 
остановилась, 
продукты не 

синтезируются 

Только в 
экспоненциальной 

фазе процесс 
отражает количество 
вновь образованных 
последовательностей  

Уровень 
детекции в 

стандартной 
ПЦР 

В  экспонен- 
циальной  фазе 
можно 
проследить 
отличия в 
скорости роста 
продукта 



 
Кривые амплификации 

 

 

Кривая отражает   
3 стадии: 

1.инициация 
(базовый уровень 
сигнала), 
2.экспоненциальна
я (накопление 
продукта)   

3.стадия 
насыщения-график 
выходит на плато  

Пороговое 
значение 
флуоресценции 
обычно 
устанавливают 
выше базового 
уровня  

 

Сила сигнала зависит от первоначального 
количества ДНК в образце 

Базовый 
уровень 

плато 

порог 
Ср 

Ср - crossing point – точка, в которой процесс 
амплификации приобретает экспоненциальный характер 



Применение qПЦР 
 Совмещение этапов амплификации и детекции в 

методе ПЦР в реальном времени позволяет 
существенно повысить достоверность ПЦР-
анализа: 

• Диагностика - обнаружение вирусов и 
патогенов (гепатиты, ВИЧ-ассоциированные 
инфекции, фтизиатрия, пульмонология и др.) 

• Эффективность медикаментозной терапии 

• Анализ экспрессии генов 

• Анализ ДНК-нарушений 

 



Секвенирование 
 • В основе секвенирования – получение фрагментов 

ДНК, различающихся по длине на один нуклеотид и 
меченых 32Р по 5’-концу. 

•  Молекулы разделяют на электрофорезе 

•  Определяют основание на конце каждого из 
фрагментов и устанавливается последовательность 
нуклеотидов: 

5’ A C T G A 
32Р-- 
32Р---- 
32Р------ 
32Р--------- 
32Р------------ 

 

 



Метод химического 
секвенирования ДНК  

1 

2 

3 



Химическое секвенирование 

1.  Препарат ДНК метят 32Р по 5’-концу и делят на 
четыре части, каждую обрабатывают реагентом, 
разрушающим одно из четырех оснований 

2.  Разрушенную ДНК каждой пробирки 
разделяют на электрофорезе в четырех 
параллельных дорожках  

3.  Сопоставление полос на радиоавтографе 
позволяет читать последовательность 
нуклеотидов, переходя от уровня к уровню снизу 
вверх по любой из 4-х дорожек 

 

 



Ферментативный метод -
дидезоксисеквенирование 

 Основан на применении модифицированных 
нуклеотидов – дидезоксирибонуклеотидов (ddNTP), у 
которых отсутствуют 3’-ОН и 2’-OH группы.  

 Модифицированные нуклеотиды способны включаться в 
растущие цепи ДНК через 5’-фосфатную группу, но не 
способны образовывать ФДЭ-связь со следующим 
нуклеотидом из-за отсутствия 3’-ОН группы.  

ddNTP 



 

I 
H 



Секвенирование по Сэнгеру 

 

1. 

3.  электрофорез на 4-х дорожках 

2. 
Реакционная смесь: 
• оцДНК-матрица, которую 

предстоит секвенировать 
• Праймер с меткой 32Р на 

5’-конце 
• ДНК-полимераза 
• Пул нуклеотидов в 

избытке  
• Модифицированный 

нуклеотид в малой 
концентрации  



• В основе метода Сэнгера - синтез ДНК in vitro ДНКП 

• 1).  Синтез проводят в четырех пробирках, в каждой 
присутствуют:  

 ДНК-матрица, которую предстоит секвенировать 

 Меченый 32Р по 5’-концу праймер  

 ДНК-полимераза 

 Пул нормальных нуклеотидов в избытке  

 Модифицированный нуклеотид в малой 
концентрации  

• 2).   В каждой из четырех пробирок образуется набор 
фрагментов ДНК разной длины в соответствии с местом 
встраивания модифицированного нуклеотида 

• 3).   Продукты реакций анализируют электрофорезом в 
четырех параллельных дорожках (А, Т, G и С)  

• 4). Считывание радиоавтографа проводят также как в 
химическом методе  



Метод химического 
секвенирования ДНК  

1 

Сопоставление полос на 
радиоавтографе позволяет 
читать последовательность 
нуклеотидов, переходя от 

уровня к уровню снизу 
вверх по любой из 4-х 

дорожек 



 

Автоматическое 
секвенирование   
• Используют 

флуоресцентные метки  
• Каждый из четырех 

терминаторов метят 
флуоресцентными 
красителями разного 
цвета 

• Объединяют 4 пробирки  в 
одну - электрофорез 
проводят на одной 
дорожке 

• Дорожку сканируют в луче 
лазера и регистрируют 
положение каждой 
флуоресцирующей полосы  

• Данные выводят на 
дисплей и получают 
последовательность 



Секвенирование нового поколения 

 

• Не используется метод Сэнгера 

• Отпадает необходимость в трудоемком клонировании 

• ДНК фрагментируется случайным образом 

• В основе поэтапная реакция определения 
последовательности с единичными молекулами 
ДНК/РНК 

• Реакции в основе технологий секвенирования:  

  пирофосфорилирование 

  лигирование   

  синтез ДНК 

• Нанотехнологический подход на базе миниатюризации 
и автоматизации 



Пирофосфатное секвенирование 

1. При включении 
dNTP в  ДНК 
выделяется 
пирофосфат РР 
2.Сульфурилаза 
преобразует РР 
+аденозинфосфосу
льфат (АФС) в АТФ. 
3. АТФ используется 
для окисления 
люциферина 
люциферазой со 
вспышкой света 
4. Световой сигнал 
регистрирует 
фотокамера 

 

АФС 

РР 
1 

2 

3 

4 



Схема пиросеквенирования  

Аденозинфосфосульфат + Люциферин 

д Е 

 Сульфурилаза 
Люцифераза 



 

А — ДНК фрагментируют, пришивают 

олигонуклеотиды-«адаптеры» и 

денатурируют 
  

Б —молекулу оцДНК прикрепляют к 

бусинке и проводят эмульсионную ПЦР,  

количество ДНК на бусинке 

увеличивается в миллионы раз  
 

В — Бусинки с миллионами копий ДНК 

помещают по одной в каждую лунку  
 

Г — В лунку добавляют маленькие 

бусинки с ферментами на поверхности, 

необходимыми для пиросеквенирования 
 

Д — Присоединение нуклеотида 

сопровождается выходом РР и 

вспышкой света (нуклеотиды добавляют 

по очереди) 
 

Е — фотокамера фиксирует вспышку и 

передает сигнал на компьютер 

454-секвенирование 



Solid-технология 

Сайт 
гидролиза 

метка 

 В SOLID-технологии применяют ДНК-лигазу:  из набора зондов с ДНК 
гибридизуется  олигонуклеотид, содержащий комплементарные димер 
(XХ) и тример (NNN).  

  ДНК-лигаза формирует фосфодиэфирную связь между праймером и 
комплементарным зондом, происходит регистрация сигнала   

 Для нового шага удаляют три нуклеотида и флуорофор с 5'-конца.  

 2 цикл проводят с использованием адаптера, смещенного на один 
нуклеотид n-1 и т.д. 

 

5’ 3’ 

Цвета Solid 



Solid-технология 
• Для чтения нуклеотидной последовательности используется набор 

олигонуклеотидов следующей структуры:  

3'-XХ-NNN-ZZZ-F-5'  
XХ – один из 16 возможных динуклеотидов 

N – любой нуклеотид  

Z – универсальное основание  

F – один из четырех флуорофоров.  
• Из добавленного набора зондов с ДНК гибридизуется  олигонуклеотид, 

содержащий комплементарные димер (XХ) и тример (NNN)  
• ДНК-лигаза формирует фосфодиэфирную связь  между праймером и 

комплементарным зондом 
•  Далее происходит регистрация флуоресцентных сигналов 
• Для начала нового шага удаляются три нуклеотида и флуорофор с 5'-

конца (ZZZ-F) 
• После нескольких этапов лигирования проводится денатурация и 

удаление комплементарной цепи с микрошариков, что позволяет 
начать новый цикл секвенирования с использованием адаптера, 
смещенного на один нуклеотид  n-1 





Используются 3'- 
модифицированные 
нуклеотиды с  флуоресце
нтными метками 

Модификация не 
позволяет ДНКП 
присоединить 
больше 1 нуклеотида 



Ion Torrent Sequencing 

• Метод основан на связи между химической и 
цифровой информацией, что позволяет 
секвенировать большое количество образцов  

• Эта технология называется рН-индуцированным 
секвенированием  

• Процесс основан на детекции протонов, которые 
образуются при синтезе ДНК как побочный продукт  

• Как следствие, рН раствора меняется, что можно 
измерить 

• Платформа Ion Torrent отличается тем, что в ней не 
используются модифицированные нуклеотиды и 
оптические методы  

• Метод Ion Torrent позволяет исследовать 
транскриптомы, малые РНК, геномы микробных 
сообществ (микробиом, метагеном). 
 



Ion Torrent Sequencing Включение dNTP 
в растущую цепь 
ДНК происходит с  
высвобождением 
пирофосфата и 
положительно 
заряженного 
иона водорода. 

 Высвобожденные 
ионы водорода 
детектируются 
сенсорами 
прибора  



Нанопоровое секвенирование 

• Метод основан на измерении тока ионов через 
единичную нанопору в непроводящей мембране  

• Когда исследуемые молекулы проходят через пору 
по направлению поля, они уменьшают сечение, 
доступное для ионов, и сила тока падает  

• Время, за которое изменяется ток ионов, и величина 
этого падения зависят от того, какой нуклеотид в 
данный момент находится внутри поры 

• Анализируя изменение силы тока, можно 
определить свойства молекулы, проходящей через 
пору 

 



Нанопоровое секвенирование 

• Анализируя 
изменение 
силы тока 
при 
прохождении 
оцДНК через 
нанопору 
можно 
определить 
свойства 
молекулы 



 
Применение нанопорового секвенирования 

обладает преимуществом 

• Дешевизна и простота использования 
достигается отсутствием необходимости 
приготовления образца и использования 
реактивов 

• Высокая чувствительность, вплоть до 
секвенирования без амплификации ДНК из 
крови или слюны 

• Высокая длина ридов до десятков тысяч 
оснований. 

 



• После сиквенса проводят поиск открытых рамок считывания (ORF) – 
это последовательности, ограниченные Старт- и Стоп- кодонами.  

• Используют компьютерные программы, расположенные на сервере 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

• Далее проводят поиск гомологии последовательности с 
последовательностями, хранящимися в базах данных.  

• Выравнивание (наложение) и сравнительный анализ проводят с 
помощью алгоритма программы BLAST, расположенной на сервере 
Национального института здоровья.  
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Базы данных 

 

• Растущее число секвенированных последовательностей 
способствовало упорядочению их  хранения  

• В 1982 г. на основе Национального института здоровья 
(NIH) организован банк данных GenBank: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank  

• В 1980 г. в Европе создана аналогичная база данных 
EMBL 

• Основной принцип баз данных – доступ к 
опубликованным последовательностям и создание 
новых программных продуктов для информационного 
обеспечения молекулярно-биологических исследований 

 



• 1. EMBL-Bank at the European Bioinformatics 
Institute (EBI) 
http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html  

• 2. The DNA Data Bank of Japan (DDBJ) at the 
Center for Information Biology (CIB) 
http://www.ddbj.nig.ac.jp/  

• 3. GenBank at the National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/ 


