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Анализ фрагментов ДНК методом капиллярного гель-электрофореза в настоящее время широко
используется в практике научно-исследовательских и испытательных лабораторий, прежде всего,
для высокоточной и высокочувствительной идентификации организмов по следам их ДНК, выде-
ленной из исследуемого биологического материала и размноженной с помощью полимеразной
цепной реакции. Постоянно возрастающий поток экспертиз с использованием данного метода дик-
тует необходимость оптимизации протоколов исследования с целью сокращения продолжительно-
сти анализа без потери эффективности разделения. Изучено влияние напряжения электрического
поля на эффективность разделения одноцепочечных фрагментов ДНК в диапазоне длин от 60 до
1200 нуклеотидов в ряду полимеров на основе линейного поли-N,N-диметилакриламида. Экспери-
ментально определены наилучшие значения напряжения электрического поля, которые следует ре-
комендовать для фрагментного анализа ДНК при работе на первом отечественном генетическом
анализаторе Нанофор 05 с исследованными полимерами.

Ключевые слова: ДНК, капиллярный гель-электрофорез, фрагментный анализ, линейный поли-
N,N-диметилакриламид, напряжение электрического поля.
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В настоящее время капиллярный гель-элек-
трофорез с детектированием лазер-индуцируе-
мой флуоресценции рутинно используют при
анализе нуклеиновых кислот для решения двух
основных задач – расшифровки первичной струк-
туры ДНК по методу Сенгера (секвенирование
ДНК) [1], а также для определения длин фрагмен-
тов ДНК в исследуемом образце по стандарту с из-
вестными длинами (фрагментный анализ ДНК
или генетическое типирование ДНК) [2].

При секвенировании ДНК длины разделяе-
мых фрагментов составляют от нескольких десят-
ков до 1000 нуклеотидов и более [3]. При фраг-
ментом анализе ДНК в зависимости от задачи ис-
следования диапазон разделяемых фрагментов
может варьировать в пределах от 20–25 нуклеоти-
дов (длина праймеров, используемых для поли-
меразной цепной реакции) до 450–500 нуклеоти-
дов (идентификация личности и популяционные
исследования [4], идентификация сортов и ги-

бридов растений [5]), либо в более широких пре-
делах – до 1200–1500 нуклеотидов, например, при
генетическом VNTR-типировании бактерий (типи-
ровании вариабельных тандемных повторов) [6].

В капиллярном гель-электрофоретическом ана-
лизе нуклеиновых кислот исторически использова-
ли различные типы полимеров: полиэтиленоксид,
поливинилпирролидон, полиэтиленгликоль, гид-
роксиэтилцеллюлоза, поли-N-акрилоламинопро-
панол [7]. Однако на практике, благодаря ряду су-
щественных преимуществ, а именно максимально-
му снижению электроосмотического потока и
высокой эффективности разделения фрагментов
ДНК при сравнительно невысокой вязкости, наи-
более широко в настоящее время используют поли-
мерные гели на основе линейного поли-N,N-диме-
тилакриламида (ПДМА) [8].

Известно, что важнейшей характеристикой,
определяющей качество разделения фрагментов
ДНК при капиллярном электрофорезе, является
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разрешающая способность полимерного геля [9].
На нее в различной степени влияют характери-
стики разделяющего фрагменты ДНК полимер-
ного геля: прежде всего, содержание полимера в
растворе [10], концентрация денатурирующего
агента – мочевины [11], а также условия гель-элек-
трофореза – напряжение электрического поля в ка-
пиллярах [8–10] и их температура [3, 8, 12, 13].

Цель данного исследования – изучение анали-
тических возможностей отечественного генети-
ческого анализатора Нанофор 05 [14] при анализе
одноцепочечных ДНК в полимерах на основе ли-
нейного поли-N,N-диметилакриламида в широ-
ком диапазоне значений напряжения электриче-
ского поля и экспериментальное определение оп-
тимальных параметров гель-электрофореза.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. Использовали полимеры ПДМА-4
(ООО “СИНТОЛ”, Россия), POP-4 (ThermoFish-
er Scientific, США), NimaPOP-4 (Nimagen, Гол-
ландия), формамид Hi-Di (ThermoFisher Scientif-
ic, США), буфер для электрофореза ТАПС
(ООО “СИНТОЛ”, Россия), спектральный калиб-
ратор СК–5 (ООО “СИНТОЛ”, Россия), стандарт
длин фрагментов ДНК СД-1200 (ООО “СИНТОЛ”,
Россия).

Приборы и материалы. Капиллярный гель-
электрофорез с детектированием лазер-индуци-
руемой флуоресценции проводили на Генетиче-
ском анализаторе Нанофор 05 (Институт анали-
тического приборостроения РАН, Россия). Для ис-
следования использовали капилляры внутренним
диаметром 50 мкм, внешним диаметром 192 мкм,
длиной 46 см (длина до окна детектора – 36 см)
(Polymicro Technologies, США). Капилляры были
собраны в линейки из 8 капилляров каждая (Ин-
ститут аналитического приборостроения РАН,
Россия).

Подготовка проб и анализ данных. 2 мкл раство-
ра стандарта длин ДНК СД-1200 смешивали с
78 мкл деионизованного формамида и раскапы-
вали по 10 мкл в стрип на 8 пробирок емк. 0.2 мл.
Электрофорез проводили в тройном повторе по
стандартному протоколу: температура капилля-
ров – 60°С, напряжение префореза – 15 кВ, время
префореза – 3 мин, напряжение ввода пробы –
3 кВ, время ввода пробы – 5 с, варьируя полимер-
ный гель и значения напряжения электрического
поля от 6 до 15 кВ с шагом в 1 кВ. Стандарт длин
СД-1200 состоит из следующих 69 одноцепочеч-
ных фрагментов ДНК: 60, 70, 80, 90, 100, 114, 120,
140, 160, 180, 200, 214, 220, 240, 250, 260, 280, 300,
314, 320, 340, 360, 380, 400, 414, 420, 440, 460, 480,
500, 514, 520, 540, 560, 580, 600, 614, 620, 640, 660,
680, 700, 714, 720, 740, 760, 780, 800, 820, 840, 850,
860, 880, 900, 920, 940, 960, 980, 1000, 1020, 1040,

1060, 1080, 1100, 1120, 1140, 1160, 1180, 1200 нуклео-
тидов. Каждый фрагмент содержит на 5'-конце
флуоресцентный краситель Sy-660 (λмакс.эмиссии =
= 660 нм), позволяющий детектировать проходя-
щие через окно детектора разделенные фрагмен-
ты ДНК в виде пиков на соответствующем данно-
му красителю спектральном канале генетическо-
го анализатора Нанофор 05. Электрофореграмма
разделения стандарта длин фрагментов ДНК СД-
1200 в 8 капиллярах линейки приведена на рис. 1.

Экспериментальные данные анализировали с
помощью программы “TstSequenator” (Институт
аналитического приборостроения РАН, Россия).
Данная программа автоматически находит пики,
соответствующие фрагментам стандарта длин
СД-1200 и рассчитывает времена выхода пиков и
значения их ширины на полувысоте.

Рассчитанные значения времен выхода и ши-
рин пиков на полувысоте использовали для рас-
чета разрешающей способности [15–17] полимер-
ного геля при заданном значении напряжения
электрического поля с помощью программы Ex-
cel по формуле:

(1)

где ∆T – расстояние между максимумами двух со-
седних пиков; W1 и W2 – ширины соседних пи-
ков на полувысоте; ΔМ – разница в количестве
нуклеотидов между фрагментами ДНК, соответ-
ствующими данным пикам.

Найденные значения R для каждых двух сосед-
них пиков в каждом капилляре использовали для
нахождения среднего значения разрешающей
способности Rср по всем 8 капиллярам линейки
по формуле (2) с отбрасыванием наилучшего и
наихудшего значений:

(2)

где  – сумма значений разрешающих

способностей для всех 8 капилляров A, B, C, D, E,
F, G, H на каждой комбинации соседних пиков;
minR, maxR – наименьший и наибольший пока-
затели разрешающей способности по капиллярам
для соответствующей комбинации.

В качестве границы, соответствующей разре-
шению в один нуклеотид, использовали значение
Rср = 0.5, экспериментально установленное для раз-
ных полимеров и разных условий электрофореза.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Из рис. 2 видно, что для полимера ПДМА-4

длины фрагментов ДНК, для которых Rср = 0.5,

( )
2 ,

1 2
TR

W W M
Δ=

+ Δ

A

H8
ср

– min – max
,

6

R
R R

R
R

 
 
 =



A
8

H

R
R
 
 
 





1150

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 75  № 12  2020

БОЧАРОВА и др.

находятся в диапазоне от 560 (при напряжении
электрофореза 15 кВ) до 660 нуклеотидов (при на-
пряжении электрофореза 12 кВ).

Рассчитанные значения длин фрагментов
ДНК, соответствующих границе разрешения в
один нуклеотид (Rср = 0.5) для полимеров ПДМА-4,

POP-4 и NimaPOP-4 приведены в табл. 1. Как
видно, наилучшим значением напряжения элек-
трического поля для полимера ПДМА-4 является
12 кВ, для полимера POP-4 – 13 кВ, для полимера
NimaPOP-4 – 8 кВ. При этих значениях достига-
ется граница разрешения в один нуклеотид для

Рис. 1. Результат электрофоретического разделения стандарта длин ДНК СД-1200 в полимере ПДМА-4 при напря-
женности электрического поля 6 кВ. А–Н – капилляры (снизу вверх).
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фрагментов ДНК с максимальной длиной, кото-
рая составляет для полимера ПДМА-4 650 нук-
леотидов, для полимера POP-4 698 нуклеотидов, а
для полимера NimaPOP 4766 нуклеотидов

Важной характеристикой для пользователей,
особенно для лабораторий, проводящих массо-
вые анализы, является время, затрачиваемое на
анализ образцов. В табл. 2 приведены значения
времен выхода пиков фрагментов ДНК с длиной,
соответствующей пороговому значению средней
разрешающей способности Rср = 0.5.

Ниже приведены значения времени выхода са-
мого высокомолекулярного фрагмента ДНК
стандарта длиной 1200 нуклеотидов для трех по-
лимеров при одинаковом напряжении электри-
ческого поля 12 кВ – лучшем значении для поли-
мера отечественного производителя:

Таким образом, из полученных эксперимен-
тальных данных видно, что изученные полимеры
обеспечивают высокую эффективность разделе-

Тип геля ПДМА-4 POP-4 NimaPOP-4

Время выхода фраг-
мента длиной 1200 
нуклеотидов, с

976 ± 3 1646 ± 9 1703 ± 10

ния фрагментов ДНК в диапазоне длин от 60 до
1200 нуклеотидов. При этом полимеры POP-4 и
NimaPOP-4 обладают несколько лучшими харак-
теристиками разрешения, нежели ПДМА-4, но
при этом время выхода фрагментов ДНК, соот-
ветствующих среднему разрешению Rср = 0.5 для
них существенно выше. Чем длиннее анализиру-
емые фрагменты ДНК, тем больше различие во
времени их выхода, а следовательно, и во времени
анализа для самого быстро делящего полимера
ПДМА-4 и для медленно делящих полимеров
POP-4, NimaPOP-4. Это различие достигает при
напряжении электрофореза 12 кВ для фрагмента
ДНК длиной 1200 нуклеотидов величины 670 с
(при сравнении полимеров ПДМА-4 и POP-4) и
730 с (при сравнении полимеров ПДМА-4 и
Ni maPOP-4).

* * *

Изучено влияние напряжения электрического
поля на эффективность разделения одноцепочеч-
ных фрагментов ДНК в диапазоне длин от 60 до
1200 нуклеотидов методом капиллярного гель-
электрофореза в полимерах на основе линейного
поли-N,N-диметилакриламида: ПДМА-4, POP-4
и NimaPOP-4 на генетическом анализаторе На-

Таблица 1. Длины фрагментов ДНК с Rср = 0.5 (число нуклеотидов) для исследованных полимеров (жирным
шрифтом выделены максимальные длины ДНК)

Примечание. Уровень значимости 0.05, объем выборки 24.

Напряжение, кВ ПДМА-4 POР-4 NimaPOP-4

6 568.90 ± 0.09 654,52 ± 0.04 698.69 ± 0.07
7 558.9 ± 0.2 651.48 ± 0.06 684.86 ± 0.07
8 565.1 ± 0.2 676.6 ± 0.4 765.5 ± 0.3
9 631.4 ± 0.1 650.07 ± 0.07 762.8 ± 0.1

10 622.2 ± 0.2 655.3 ± 0.1 713.19 ± 0.08
11 619.73 ± 0.05 644.4 ± 0.1 693.0 ±0.1
12 649.5 ± 0.3 682.3 ± 0.4 678.7 ± 0.1
13 617.34 ± 0.08 697.9 ± 0.2 665.4 ± 0.2
14 584.6 ±0.2 658.3 ± 0.2 641.0 ± 0.2
15 551.9 ± 0.8 646.3 ± 0.2 622.25 ± 0.06

Таблица 2. Времена выхода фрагментов ДНК с Rср = 0.5 при наилучших значениях напряжений электрофореза
для разных полимеров

Примечание. Уровень значимости 0.05, объем выборки 24.

Характеристика Значение

тип геля ПДМА-4 POP-4 NimaPOP-4

Длина фрагмента с Rср = 0.5, число нуклеотидов 649.5 ± 0.3 697.9 ± 0.2 765.5 ± 0.3
Напряжение электрофореза, кВ 12 13 8
Время выхода фрагмента с Rср = 0.5, с 725 ± 2 1115 ± 4 2157 ± 7
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нофор 05. Определены наилучшие значения на-
пряжения электрического поля, которые следует
рекомендовать для фрагментного анализа ДНК в
изученных полимерах.

Работа выполнена по Государственному зада-
нию Министерства науки и высшего образования
Российской Федерации № 075-00780-19-00 по теме
№ 0074-2019-0017.
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