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Предложена модель полимеразной цепной реакции, в которой флуоресцентный сигнал формируется

интеркалирующим красителем SYBR Green I. Модель амплификации ДНК описывает кинетику реак-

ций, протекающих на стадиях отжига и элонгации. Интенсивность флуоресцентного сигнала в модели

определяется количеством связанного красителя, которое в свою очередь рассчитывается с помощью

константы диссоциации равновесной реакции взаимодействия красителя с двухцепочечными ДНК. Модель

продемонстрировала высокую точность аппроксимации экспериментальных данных, а также способность

предсказывать исходное количество молекул ДНК в анализируемой пробе.
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Полимеразная цепная реакция (ПЦР) — ключевой

метод молекулярной биологии, применяемый для каче-

ственного и количественного анализа нуклеиновых кис-

лот. В основе ПЦР лежит амплификация специфических

участков ДНК в ходе повторяющихся температурных

циклов. Его разновидность, ПЦР в реальном времени

(ПЦР-РВ), позволяет определять концентрации целе-

вой ДНК с помощью графика сигнала флуоресцентно-

го репортера, связанного с накоплением копий ДНК.

Определение точки достижения флуоресцентным сигна-

лом задаваемого порогового уровня CT и построение

калибровочной зависимости CT / lgN0 для образцов с

известной концентрацией N0 позволяют оценить кон-

центрацию в исследуемом образце [1]. Однако точность

метода зависит от разницы эффективности амплифи-

кации стандарта и образца. Для реальных образцов

эффективность реакции определяется многими факто-

рами: разбросами температурных режимов, ошибками

пипетирования, присутствием примесей-ингибиторов и

целым рядом других [2]. По этим причинам для по-

вышения точности количественной оценки необходим

математический аппарат, позволяющий оценить и пра-

вильно учесть эффективность реакции для каждого об-

разца [3]. Для решения данной задачи в настоящее время

предложен целый ряд математических моделей, которые

можно разделить на аппроксимационные и кинетические.

Аппроксимационные модели не учитывают природу ре-

акции и предлагают различные математические функции

для аппроксимации экспериментальных данных с целью

более точного определения характеристик реакции и

концентрации ДНК в образце. Среди данных моделей

наиболее широко применяются четырех- и пятипарамет-

рические сигмоидальные функции [4,5]. Кинетические

модели в отличие от аппроксимационных описывают

внутренние процессы ПЦР с помощью кинетических

и равновесных уравнений реакций, однако в настоя-

щее время фактически отсутствуют модели, способные

адекватно аппроксимировать экспериментальные кри-

вые ПЦР-РВ. Преимуществом кинетического подхода

к моделированию ПЦР является описание фактических

событий в реакционной смеси, что позволяет учесть в

модели различные процессы и факторы, которые могут

повысить точность описания модели. Наиболее упро-

щенная модель игнорирует вклад праймеров на стадии

отжига [6], а потому описывает ПЦР со значительной

погрешностью [7]. Более подробные модели учитыва-

ют образование димера праймеров [8,9], эффективность
денатурации двухцепочечной ДНК [8], присоединение

нуклеотидов на стадии элонгации [9,10], температурный
режим [10], а также действие фермента ДНК-полимеразы
с помощью уравнения Михаэлиса−Ментен [8] или по-

дробного описания кинетики ее взаимодействия с про-

дуктами реакции [9,10].
В качестве флуоресцентных репортеров для детекции

продуктов ПЦР используются либо интеркалирующие

красители (ИК), либо гибридизационные зонды. Краси-

тели, например SYBR Green I и EvaGreen, встраивают-

ся между парами нуклеотидов, тем самым увеличивая

квантовый выход флуоресценции на несколько порядков.

Гибридизационные зонды содержат в своей структуре

краситель и гаситель флуоресценции, которые в ре-

зультате гибридизации зонда и последующего фермента-

тивного расщепления разобщаются в пространстве, что

позволяет детектировать сигнал красителя. В силу раз-

личия физических механизмов работы кривые ПЦР-РВ,

полученные с помощью ИК и зондов, различаются.

Существующие кинетические модели игнорируют это,

предполагая линейную зависимость между флуоресцен-

цией и количеством накопленной ДНК [6–9]. Такое упро-
щение необоснованно, так как из-за различий сигналов
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между методами возникают расхождения теоретических

и экспериментальных данных, что подтверждается раз-

личием кривых флуоресценции ИК и зондов [11]. Таким
образом, для построения адекватной модели ПЦР-РВ

необходим способ пересчета количества ДНК в интен-

сивность флуоресценции с учетом метода детекции.

В настоящей работе предложена модель ПЦР-РВ,

учитывающая связывание молекул ИК с накопленной

двухцепочечной ДНК. Количество связанного ИК опре-

деляет интенсивность детектируемого флуоресцентного

сигнала. В предлагаемой модели рассматриваются реак-

ции, происходящие на стадии отжига. Эффективность де-

натурации, в ходе которой происходит
”
плавление“ двух-

цепочечной ДНК на две комплементарные одноцепочеч-

ные ДНК (оцДНК) S и S′, предполагается равной 100%.

На стадии отжига происходит гибридизация образовав-

шихся на стадии денатурации оцДНК со специфичными

праймерами, обозначаемыми Pr и Pr ′ . Образовавшиеся

в результате комплексы матрица−праймер обозначим

T и T ′ . Помимо этого образовавшиеся на этапе дена-

турации оцДНК могут обратно гибридизоваться друг с

другом, вытеснив праймеры. Данный продукт так назы-

ваемой реакции обратной гибридизации обозначим P2.

Гибридизация считается необратимой, а образование

димера праймеров не учитывается. В рамках данных

представлений этап отжига можно описать следующими

реакциями:

S + Pr
k1
−→ T, (1)

S′ + Pr ′
k1
−→ T ′, (2)

S + T ′ k2
−→ P2 + Pr ′, (3)

S′ + T
k2
−→ P2 + Pr, (4)

T + T ′ k2
−→ P2 + Pr + Pr ′, (5)

где k1 — константа скорости образования комплекса

праймера и оцДНК, k2 — константа скорости гибриди-

зации.

Достраивание ферментом ДНК-полимеразы E ком-

плементарного фрагмента оцДНК, в результате которо-

го образуется продукт — копия исходного фрагмента

ДНК (P1), рассматривается как одноэтапный процесс.

Данный этап можно описать следующей реакцией:

E + T
k3,k−3
←→ ET

kcat
−−→ E + P1, (6)

где k3, k−3 — константы скорости прямой и обратной

реакции образования фермент-субстратного комплекса,

kcat — константа ферментативного синтеза.

Поскольку реакция (6) является ферментативной, для

описания стадии элонгации с некоторыми допущения-

ми можно применить модель ферментативного синтеза

Михаэлиса−Ментен

dP1

dt
=

VmCT

KM + CT
, (7)

где Vm = kcatCE — максимальная скорость реакции,

KM = (k−3 + kcat)/k3 — константа Михаэлиса, равная

концентрации субстрата (комплекс оцДНК и праймера),
при которой скорость реакции составляет половину

от максимальной.

Для описания кинетики реакций (1)−(5) применяется

закон действующих масс. Будем считать, что процессы,

происходящие на двух комплементарных цепях, симмет-

ричны, т. е. соответствующие параметры реакций для

обеих цепей равны. Данное допущение для модельной

системы означает, что концентрации комплементарных

одноцепочечных фрагментов совпадают, что позволяет

упростить систему. Тогда с учетом уравнения (7) как

для штрихованных, так и для нештрихованных компо-

нентов реакции можно получить следующую систему

дифференциальных уравнений:

dC i
S

dt
= −k1C

i
SC i

Pr − k2

(

C i
S

)2
− k2C

i
TC i

S , (8)

dC i
Pr

dt
= −k1C

i
SC i

Pr + k2

(

C i
T

)2
+ k2C

i
TC i

S , (9)

dC i
T

dt
= k1C

i
SC i

Pr − k2

(

C i
T

)2
− k2C

i
TCS −

VmC i
T

KM + C i
T

, (10)

dC i
P2

dt
= k2

(

C i
S

)2
+ 2k2C

i
TC i

S + k2

(

C i
T

)2
, (11)

dC i
P1

dt
=

VmC i
T

KM + C i
T

, (12)

где i — номер цикла амплификации.

Решая данную систему на каждом цикле ПЦР, можно

получить всю кривую амплификации ДНК. Начальные

условия на первом цикле соответствуют исходным кон-

центрациям оцДНК C0
S(0) и праймеров C0

Pr (0). Для

последующих циклов начальная концентрация оцДНК

увеличивается на количество полученного продукта в

конце предыдущего цикла, тем самым обеспечивая рост

сигнала в течение амплификации:

C i
S(0) = C i−1

S (0) + C i−1
P1

(τ ) + C i−1
P2

(τ ), (13)

где τ — длительность этапов отжига и элонгации.

Начальная концентрация праймера для следующего

цикла равняется количеству оставшегося праймера в

конце предыдущего

C i
Pr (0) = C i−1

Pr (τ ). (14)

Начальные концентрации других компонентов равня-

ются нулю для всех циклов.

Процесс образования комплекса ДНК и молекул ИК

будем рассматривать в рамках равновесного прибли-

жения. Количество молекул ИК, связанного с конкрет-

ной ДНК, зависит в первую очередь от длины ДНК

и соотношения концентраций краситель/ДНК, которое

меняется в ходе ПЦР. Для упрощения будем считать,

что количество связанного ИК можно оценить с по-

мощью некоторой усредненной константы диссоциации

равновесной реакции Kd , единой для всех циклов. В этом
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Теоретические и экспериментальные графики ПЦР-РВ. a — стократно разведенный образец, b — неразведенный образец. Графики

нормированы на максимальное значение.

случае концентрацию связанного ИК CPI на i-м цикле

ПЦР при известной концентрации ДНК и концентрации

свободного красителя CI можно определить исходя из

выражения константы диссоциации равновесной реакции

связывания красителя и ДНК

C i
PI =

(

C i
P1

(τ ) + C i
P2

(τ )
)

CI

C i
P1

(τ ) + C i
P2

(τ ) + Kd
. (15)

Система (8)−(12) решалась в среде MATLAB ме-

тодами Рунге−Кутты четвертого и пятого порядков,

оказавшимися оптимальными по точности и скорости.

Константы Vm и KM были оценены исходя из данных

экспериментальных работ по кинетике Taq-полимеразы:

KM оценивалась как ∼ 1µM, а kcat — как ∼ 32 s−1 [12].
Зная значение kcat и концентрацию фермента, можно

оценить Vm. Подбор остальных констант реакции k1, k2

и Kd осуществлялся методом Нелдера−Мида.

Экспериментальные графики ПЦР-РВ были получены

с помощью синтетической ДНК длиной 97 нуклеотидов

и тест-системы для ее количественного анализа ПЦР-РВ

производства ООО
”
НПФ Синтол“. Концентрация

модельной ДНК в тестовом растворе была определена

с помощью цифровой ПЦР на приборе Sniper

DQ24 и составляла приблизительно 8200 молекул

ДНК в 1µl, в объеме, который отбирался для

анализа. Последовательности прямого и обратного

праймеров — CACATATTTACACAATGGCAAAGC и

CTGAACACACATTATTACTCCGAA соответственно.

Начальная концентрация каждого праймера

CPr (0) = 200 nM. Флуоресцентный краситель SYBR

Green I использовался в количестве 0.07µl раствора

100x, что приблизительно соответствует молярной

концентрации, равной 0.28 µM [13]. Количество

Taq-полимеразы в реакционной смеси составляло

5 единиц. Общий объем реакционной смеси 25 µl.

Кривые ПЦР-РВ были получены с помощью

амплификатора Bio-Rad CFX для исходного и стократно

разведенного образцов в пяти повторах. Циклограмма

ПЦР состояла из предварительной денатурации,

45 циклов нагрева до 95 ◦C (15 s) и охлаждения

до 62 ◦C (30 s). Рост значений флуоресцентного

сигнала для отрицательных контрольных образцов не

наблюдался в течение всех 50 циклов реакции, что

свидетельствовало об отсутствии неспецифических

реакций, обусловленных димеризацией праймеров.

Результаты аппроксимации экспериментальных кри-

вых ПЦР-РВ предлагаемой моделью приведены на ри-

сунке. Представленные данные показывают, что предло-

женная модель достаточно точно аппроксимирует кри-

вую накопления флуоресцентного сигнала интеркалиру-

ющего красителя как для высокой, так и для низкой

концентраций ДНК в образце.

Погрешность аппроксимации для каждой из десяти

анализируемых кривых, оцененная как сумма квадратов

разности между экспериментальными и модельными

данными, составила менее 0.1%. Предсказанное моде-

лью исходное количество ДНК не превышало 7% от

среднего значения, оцененного с помощью цифровой

ПЦР и равного 8200 молекул, для пяти стократно

разведенных образцов. Для неразведенных образцов от-

клонение не превышало 15% от ожидаемого количе-

ства. Подобранные моделью значения констант k1, k2

и Kd составляли 1.1 · 106 M−1
· s−1, 1.02 · 106 M−1

· s−1

и 6.6 · 10−8 M, что соответствует диапазону данных,

представленному в литературе [10,14].

Таким образом, в настоящей работе впервые пред-

ложена рабочая модель ПЦР-РВ, в которой использу-

ется интеркалирующий краситель SYBR Green I для

детекции продукта реакции. Модель показала высокую

точность аппроксимации экспериментальных данных, в

том числе способность оценки концентрации ДНК в

исследуемом образце, что указывает на перспективность

Письма в ЖТФ, 2025, том 51, вып. 24
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предлагаемого подхода для моделирования ПЦР-РВ.

В представленной модели не были учтены многие фак-

торы, определяющие кинетику реакции, такие как длина

ДНК, ее последовательность, образование димера прай-

меров, инактивация полимеразы, затухание красителя,

эффективность денатурации и ряд других. Учет данных

факторов в моделировании ПЦР-РВ является объектом

дальнейших исследований.
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