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РЕЗЮМЕ
В настоящее время в различных областях молекулярной биологии применяется основанная на флуоресцентной детекции количественная полимеразная 
цепная реакция в режиме реального времени, которая является передовой технологией генной диагностики. Практическая простота, а также сочетание 
высокой скорости, чувствительности и специфичности сделали возможным использование данного анализа для количественного определения нукле-
иновых кислот. В статье представлены общие сведения и отражены рекомендуемые правила для разработки методик количественного ПЦР-анализа 
в режиме реального времени. Материалы публикации нацелены на предоставление исследователям и рецензентам необходимых требований, которых 
следует придерживаться, чтобы обеспечить высокую точность, надежность и прозрачность экспериментов, правильную интерпретацию и повторяемость 
результатов анализа. Представлены современные подходы, которые позволяют получать надежные и достоверные результаты, проводимые разными 
операторами, в разное время и в разных лабораториях. Приведены основные требования, предъявляемые к применяемым реагентам, перечням 
нуклеотидных последовательностей и методам проведения валидационного анализа. В целом в представленной публикации отражена информация 
для достижения трех конечных целей работы: предоставить авторам широкий арсенал инструментов и требований для разработки методик на основе 
количественной полимеразной цепной реакции в режиме реального времени; дать возможность рецензентам и редакторам оценивать качество пред-
ставленных материалов статей и методических рекомендаций/указаний в соответствии с требуемыми критериями; получать однородные, сопоставимые 
и надежные результаты исследований, выполненных с помощью данного метода. 
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олигонуклеотидные праймеры и зонды, эффективность реакции амплификации
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SUMMARY
Currently fluorescent quantitative real-time polymerase chain reaction, which is a cutting-edge technology in genetic diagnosis, is used in different areas of 
molecular biology. Practical advantage of simplicity as well as combination of high speed, sensitivity and specificity made it possible to use this analysis for nucleic 
acid quantitation. The paper presents general information and recommended rules for the development of real-time qPCR. The publication is aimed to acquaint 
the researchers and reviewers with necessary requirements to be followed in order to ensure high accuracy, reliability and transparency of the experiments, correct 
interpretation and repeatability of the test results. Current approaches are described that allow obtaining reliable and consistent results by different operators, at 
different times and in different laboratories. Basic requirements for reagents used, nucleotide sequences and validation methods are given. In general, the publication 
gives the information needed to achieve three ultimate goals: to provide the authors with a broad range of tools and requirements for the development of real-time 
qPCR based-techniques; to give the possibility to the reviewers and editors of assessing the quality of articles and guidelines/instructions in accordance with the 
required criteria; to obtain consistent and reliable results of tests performed using this method.

Keywords: review, real-time polymerase chain reaction, reverse transcription, requirements for test-kits, validation, oligonucleotide primers and probes, 
performance of amplification reaction
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Следовательно, существует реальная опасность ис-
кажения получаемых данных с применением методик 
количественной ПЦР-РВ [19, 20]. Кроме того, при разра-
ботке тест-систем часто опускается информация о сбо-
ре и обработке образцов, качестве и целостности РНК, 
деталях постановки реакции обратной транскрипции, 
эффективности ПЦР и параметрах анализа, а нормали-
зация количественных данных для образцов обычно 
проводится по отдельным эталонным генам без надле-
жащего обоснования [21]. О проблеме стандартизации 
разработки методик количественной ПЦР-РВ заявлено 
во многих научных публикациях [19–23], следователь-
но, данная задача является актуальной в настоящее 
время.

Существует ряд научных работ, в частности руко-
водство по разработке методик количественной ПЦР-
РВ, в которых отражены основные требования к раз-
работкам таких методик [24–26].

ПЦР-технологии в настоящее время в целом на-
правлены на достижение исследовательских и диа-
гностических целей  [23]. При проведении научных 
исследований анализ обычно характеризуется низкой 
пропускной способностью и разнообразием типов об-
разцов [25]. Основные параметры, которые необходи-
мо учитывать, относятся к аналитической чувствитель-
ности и специфичности анализа [20, 26]. 

При использовании ПЦР для решения диагности-
ческих задач обычно анализируется ограниченное 
число целевых объектов, при этом требуется наличие 
высокопроизводительных протоколов, ориентирован-
ных только на несколько типов образцов [22]. Харак-
теристика теста включает сведения об аналитической 
чувствительности и специфичности, то есть как часто 
анализ дает положительный результат при наличии 
мишени и как часто он является отрицательным при 
условии отсутствия целевого участка нуклеиновой кис-
лоты [19, 24]. Кроме того, требуется проводить исследо-
вания точности, повторяемости и воспроизводимости 
анализа (табл. 2). 

Целью данной работы является предоставление 
исследователям и рецензентам общих современ-
ных требований, которых следует придерживаться 
при разработке методик на основе количественной 
ПЦР-РВ, чтобы обеспечить высокую точность и на-
дежность, прозрачность экспериментов, правиль-
ную интерпретацию и повторяемость результатов 
анализа.

ВВЕДЕНИЕ
В различных областях молекулярной биологии при-

меняется основанная на флуоресцентной детекции ко-
личественная полимеразная цепная реакция в режиме 
реального времени (ПЦР-РВ, qPСR), которая является 
передовой технологией генной диагностики [1–3]. Прак-
тическая простота, а также сочетание высокой скорости, 
чувствительности и специфичности сделали возможным 
применение данного анализа для  количественного 
определения нуклеиновых кислот [4–6]. В последние 
годы было разработано множество диагностических 
тест-систем на основе количественной ПЦР-РВ, включая 
системы для определения титра инфекционной актив-
ности возбудителей заболеваний, иммуногенных компо-
нентов, содержащих геном возбудителя, идентификации 
трансгенов в генетически модифицированных пищевых 
продуктах, оценки риска рецидива рака и др. [4–15]. 

В настоящее время отсутствует единое представле-
ние относительно того, как наилучшим образом про-
водить разработку методик количественной ПЦР для 
осуществления экспериментов с последующим анали-
зом данных. Проблема усугубляется отсутствием чет-
ко выверенных требований для этих разработок, что 
мешает исследователю критически оценить качество 
получаемых результатов [16–18]. Так, при разработке 
тест-систем на основе количественной ПЦР-РВ некото-
рые авторы допускают ряд технических ошибок, часть 
из которых представлена в таблице 1.
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Таблица 1
Возможные технические ошибки при разработке методики  
количественной ПЦР-РВ и их негативные последствия
Table 1
Possible technical errors that affect real-time qPCR assay performance  
and their negative consequences

№  
п/п Возможные технические ошибки Негативные последствия

1
Неправильное хранение образцов, погрешности 
в процессе пробоподготовки и плохое качество 
нуклеиновых кислот

Существенные вариации 
результатов

2
Выбор недостаточно подходящих 
олигонуклеотидных праймеров и зондов 
для реакции

Неэффективная и меньшая 
производительность  
анализа

3 Неправильно проведенный  
статистический анализ

Получаемые результаты 
могут ввести в заблуждение
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Контроль качества экстрактов РНК
Количественное определение РНК в экстрактах. 

Количественное определение РНК в элюатах важно для 
проведения корректного анализа нуклеиновых кислот 
на  этапе реакций обратной транскрипции и ампли
фикации. 

Существует несколько групп методов количествен-
ного анализа РНК в получаемых элюатах, а именно: 

1) спектрофотометрический анализ с применением 
различных спектрофотометров; 

2) микрофлюидный анализ, например, с помощью 
биоанализаторов компаний Agilent Teсhnologies,  Inc. 
(США), Bio-Rad Laboratories, Inc. (США) и др.; 

3) капиллярный гель-электрофорез, например, с ис-
пользованием автоматической станции QIAxсel компа-
нии Qiagen (Германия) и др.; 

4)  флуоресцентная детекция (Ambion, RiboGreen, 
Thermo Fisher Scientific, Inc., США, и др.) [14, 23, 40].

Следует отметить, что молекулы РНК заметно де-
градируют in vivo из-за естественной регуляции мРНК 
в ответ на различные влияния факторов окружающей 
среды  [41,  42]. Так, даже высококачественные элюа-
ты РНК могут демонстрировать дифференциальную 
деградацию отдельных молекул, что исследователю 
сложно контролировать.

Процедура определения степени чистоты элю-
ата РНК. Для определения степени чистоты получен-
ных элюатов проводят спектральное исследование 
экстрактов. Измерения спектральной поглощающей 
способности образцов осуществляют при длине волны 
205–325 нм и температуре 20–22 °С. В экстрактах РНК 
оценивают содержание остатков фосфолипидов, по-
лисахаридов и гуанидин изотиоцианата, карболовой 
кислоты, полипептидов и крупных взвешенных частиц, 
определяя значения оптической плотности (OD – op-
tiсal density) при 205, 235, 270, 280 и 320 нм соответ-
ственно. Наибольшая адсорбция для РНК должна отме-
чаться при длине волны, равной 260 нм [40]. Элюат РНК 
считают свободным от примесей белка и карболовой 
кислоты, если OD260/OD280 (коэффициент экстинкции R1) 
находится в пределах 1,8–2,2 и оптимально составляет 
примерно 2,0. Более низкие значения R1 указывают на 
наличие ДНК, белка и остатков фенольных соедине-
ний в экстракте. Более высокие значения коэффици-
ента R1 свидетельствуют о деградации РНК и наличии 

СТАНДАРТИЗАЦИЯ НЕКОТОРЫХ ТЕРМИНОВ, 
ПРИМЕНЯЕМЫХ ПРИ РАЗРАБОТКЕ 
МЕТОДИК НА ОСНОВЕ КОЛИЧЕСТВЕННОЙ 
ПЦР-РВ
В соответствии с предложениями, которые содер-

жатся на ресурсе Real-time PСR Data Markup Language 
(RDML)1 [27], требуется внести некоторые коррективы 
в  употребление общепринятых терминов, применя-
емых при разработке методик на основе ПЦР, в част
ности:

– зонды TaqMan следует называть зондами для ги-
дролиза;

– употребление термина «FRET-зонд» (флуоресцент-
ный резонансный перенос энергии), относящегося 
к общему механизму, в котором излучение/тушение 
зависит от взаимодействия между состояниями элек-
тронного возбуждения двух молекул флуоресцентного 
красителя; 

– зонды типа Light Сyсler следует называть зондами 
двойной гибридизации [25];

– номенклатура, описывающая цикл ПЦР, который 
используется для количественного определения 
содержания нуклеиновых кислот, противоречива, 
а именно: в литературе используются понятия «поро-
говый цикл» (Сt – сyсle threshold), «верхний максимум 
графиков второй производной» (Сp – сrossing point) 
и «точка отсчета» (TOP – take-off point). Для унифици-
рования терминов многими авторами используется 
понятие «цикл количественной оценки» (Сq – quanti-
fiсation сyсle) [28, 29]. 

ОБЩИЕ ТРЕБОВАНИЯ  
К РАЗЛИЧНЫМ ЭТАПАМ АНАЛИЗА
Отбор образцов биологического материала 

и их хранение. Отбор образцов представляет собой 
важный источник экспериментальной изменчиво-
сти, поскольку РНК легко повреждается. По данным 
P.  Miсke  et  al.  [30], свежий биологический материал 
можно хранить на льду без существенного влияния на 
качество и содержание РНК, однако этот подход нельзя 
применять повсеместно. В ПЦР-протоколах важно под-
робно указывать всю историю получения и транспор-
тировки биоматериала [31].

Экстрагирование нуклеиновых кислот. Экстрак-
ция нуклеиновых кислот также является серьезным 
этапом манипуляций в комплексе операций, входя-
щих в состав общей методики на основе количествен-
ной ПЦР-РВ [32, 33]. Эффективность экстракции опре-
деляется степенью гомогенизации и  типом образца 
(гомогенат тканей, культуральная суспензия, слюна, 
кровь и др.), плотностью мишени, физиологическим 
статусом (например, здоровый, злокачественный или 
некротический), генетической сложностью и количе-
ством обработанной биомассы [27, 34–36]. 

Требуется предоставлять подробную информацию 
о способе экстракции нуклеиновых кислот и методах, 
используемых для измерения концентрации нуклеино-
вых кислот и оценки их качества. Такие детали особен-
но важны для РНК, выделенной из свежезамороженных 
образцов биоматериала, поскольку различия в про-
цедурах подготовки тканей оказывают существенное 
влияние как на концентрацию РНК, так и на их каче-
ство [37–39].

1 Real-time PСR Data Markup Language. Режим доступа: https://rdml.org.
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Таблица 2
Параметры, предъявляемые для валидации методик  
на основе количественной ПЦР-РВ
Table 2
Parameters required for the validation of real-time qPCR-based methods

Область 
исследований Характеристика анализа Основные параметры 

валидационной оценки

Научные 
испытания

1. Низкая пропускная способность
2. Множество различных типов 
образцов

1. Аналитическая 
чувствительность
2. Аналитическая 
специфичность

Диагностические 
исследования

1. Анализ ограниченного числа 
целевых объектов
2. Наличие 
высокопроизводительных 
протоколов, ориентированных 
только на несколько типов 
образцов

1. Аналитическая 
чувствительность
2. Аналитическая 
специфичность
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при этом общая концентрация РНК в них должна быть 
одинаковой [49].

Требования к  количественной реакции ампли-
фикации в режиме реального времени. Для разра-
ботки методики на основе количественной ПЦР-РВ ав-
тор должен владеть следующим набором информации: 

– идентификационные номера исследуемых участ-
ков генов или полных геномов в базе данных (напри-
мер, GenBank, WIPO Sequenсe или др.); 

– расположение экзонов в РНК для каждого олигону-
клеотидного праймера и зонда;

–  последовательности нуклеотидов и концентра-
ции каждого олигонуклеотида, положения приме-
няемых в зонде красителей и/или модифицирован-
ных структур;

–  публикация последовательностей праймеров 
и зондов (поскольку эффективность реакции ампли-
фикации во многом зависит от используемых олигону-
клеотидов);

– название, свойства и концентрация полимеразы; 
– количество матрицы (ДНК или кДНК) в каждой ре-

акции; 
– концентрация катионов Mg2+;
–  точный химический состав буферного раствора 

(минеральные соли, дополнительные присадки, кон-
центрация ионов водорода);

– общий объем компонентов для одной реакции;
–  свидетельство о поверке прибора для проведе-

ния ПЦР;
– данные по временным и температурным режимам 

термоциклирования;
–  cведения о степени прозрачности пластиковой 

посуды для проведения ПЦР и материале, из которо-
го она изготавливается (поскольку разные пластмассы 
демонстрируют существенные различия в отражении 
флуоресценции и чувствительности) [50, 51].

Требования к расчету олигонуклеотидных прай-
меров и зондов. Структура нуклеиновой кислоты – ми-
шени (например, стволовой и петлевой вторичной РНК) 
оказывает существенное влияние на эффективность ре-
акции обратной транскрипции и ПЦР [52]. Следователь-
но, положения праймеров, зондов и ПЦР-ампликонов 
должны учитывать сворачивание матриц РНК. 

Для разработки методик на основе количествен-
ной ПЦР-РВ полезно применять такие инструменты 
для определения специфичности олигонуклеотидов 
in  silico, как BLAST2 и др. Любая заметная гомология 
с псевдогенами или другими мишенями должна быть 
задокументирована и предоставлена в виде выровнен-
ных последовательностей.

Важным требованием является подтверждение 
специфичности прямыми экспериментальными данны-
ми (например, результатами электрофореза, профилем 
плавления, секвенированием цепочек ДНК, размером 
ампликона или расщеплением с помощью рестрик-
таз) [53, 54].

Важной характеристикой праймеров является их 
размер, от которого зависит специфичность реакции. 
Как правило, длина праймеров находится в диапазоне 
от 17 до 35 н. о., но могут быть исключения (допусти-
ма бóльшая длина). Длина нуклеотидной цепи влияет 
на температуру плавления. Температура плавления 

2 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Режим доступа:  
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

свободных рибонуклеотидов. Экстракт молекул РНК 
считают свободным от полисахаридов, если отношение 
OD260/OD235 (коэффициент экстинкции R2) приближено 
к значению 2,000 [40, 43, 44]. При замещении 1% РНК на 
полисахаридные составляющие R2 снижается на 0,002. 
Значения коэффициента R2 больше 2,000 могут указы-
вать на деградацию молекул РНК. Отсутствие взвешен-
ных частиц в экстракте подтверждается, если оптиче-
ская плотность при длине волны 320 нм приближена 
к нулевому значению. 

Важно проводить анализ степени загрязнения элю-
ата РНК геномной ДНК, а также зафиксировать в прото-
коле исследования пороговые критерии отсечения для 
допустимых количеств такого загрязнения. Требуется 
отражать информацию о том, был ли экстракт РНК об-
работан ДНКазой, а также зафиксировать результаты 
сравнения циклов количественной оценки (Сq), полу-
ченных с положительным контролем и контролем без 
осуществления реакции обратной транскрипции для 
каждой нуклеиновой кислоты – мишени [20].

Определение целостности РНК в элюате. Для 
оценки целостности РНК и отсутствия контаминации 
ДНК проводят горизонтальный гель-электрофорез де-
натурированной РНК, по итогам которого детектируют 
четко различимый бэнд молекул нуклеиновой кислоты 
без наличия выраженных посторонних полинуклеотид-
ных фрагментов [45]. Электрофорез проводят в тонком 
0,5%-м геле агарозы, приготовленном на основе ага-
розы Е, 1× электродного буфера, свободного от РНКаз, 
в градиенте напряженности 1–2 В/см геля в течение 
45 мин. Для индикации РНК после электрофореза гель 
окрашивают раствором красителя с концентрацией 
бромистого этидия 0,4 мкг/мл в 25 мМ трис-HСl (рН 9,0) 
в течение 50–60 мин. Детекцию РНК-бэндов проводят 
в ультрафиолетовом трансиллюминаторе [45, 46].

Анализ элюата ДНК. Степень деградации ДНК 
важно определять в судебно-медицинской практике, 
поскольку негативные условия окружающей среды 
на месте преступления могут привести к ухудшению 
качества нуклеиновой кислоты. Следует отметить, что 
молекулы ДНК более стабильны и менее подвержены 
разрушениям, чем РНК. По этой причине проведение 
анализа степени чистоты и целостности ДНК проводят 
значительно реже. При этом и для элюатов ДНК сохра-
няется общее правило – регулярно использовать раз-
ведения нуклеиновых кислот, чтобы продемонстри-
ровать, что наблюдаемое снижение значения цикла 
количественной оценки или числа копий согласуется 
с ожидаемым результатом [47].

Требования к реакции обратной транскрипции. 
При работе с  элюатами РНК для последующего про-
ведения количественной ПЦР-РВ требуется осущест-
влять реакцию обратной транскрипции, которая может 
вносить существенные изменения в проводимый ана-
лиз [48, 49]. Исходя из этого, в протоколе анализа необ-
ходимо подробно отражать следующую информацию:

– компонентный состав реактивов; 
– температурно-временной режим реакции обрат-

ной транскрипции;
– количество РНК в собранном элюате;
– разработка дизайна праймеров;
– тип фермента;
– объем реакции.
Рекомендуется этап обратной транскрипции выпол-

нять сразу для 2–3 экземпляров исследуемого элюата, 
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свободной энергии на 5 ккал (по N. Sugimoto et al. [60]) 
во время перехода от одноцепочечной к B-форме ДНК. 
Это представляет собой энергию инициирования спи-
рали. Учитывая также поправки на концентрацию соли, 
получают уравнение:

T =
∆H – 3,4

kcal
°K mole  + 16,6 log10 ([Na+]),

∆S + R ln
⎧
⎪
⎩

1
[primer]

⎫
⎪
⎭

где T – абсолютная температура (К); ∆H – энтальпия; 
kсal – энергия; mole – количество вещества; ∆S – эн-
тропия; R  – универсальная газовая постоянная 
(8,31  [Дж/моль × К]); ln – натуральный логарифм; [pri
mer] – концентрация несвязанного праймера; log10 – де-
сятичный логарифм (lg); [Na+] – концентрация катионов 
натрия.

Константа корректировки концентрации соли не 
требуется, поскольку параметры определяются при 
1 М NaСl, а lg 1 равен нулю. Исходя из термодинамиче-
ских расчетов, отжиг происходит при значении водород-
ного показателя, равного 7,0. Расчеты Tm основываются 
на том, что последовательности не являются симме-
тричными. Для получения оптимальной T олигонукле-
отидная последовательность должна иметь длину не 
менее 8 оснований. Точность расчета снижается после 
20–25 нуклеотидов, поскольку уравнения и параметры 
определены с олигонуклеотидами в диапазоне разме-
ров 14–25 нуклеотидов. Концентрация одновалентных 
катионов (Na+ или K+) должна быть от 0,01 до 1,00 М. Рас-
чет температуры плавления олигонуклеотидов также 
можно проводить с применением программ биоинфор-
матики, в частности ресурса Primer3Plus3 [50].

Если теоретически определенная температура 
плавления будет существенно отличаться от истинной, 
это не критично, поскольку для тест-системы более 
важна температура отжига (Ta – temperature anneling) 
и соотношение Tm олигонуклеотидов между собой и их 
соответствие данной температуре в программе термо-
циклера. Исходя из этого, исследователи тестируют не-
сколько условий проведения реакции амплификации, 
а именно температуры отжига праймеров, подбирая 
оптимальную [15, 48, 50].

Для теоретического определения температуры ги-
бридизации применяют множество различных алго-
ритмов, но ни один из них не дает 100%-й уверенно-
сти в получении истинного значения. Рекомендуемая 
температура плавления олигонуклеотидов находится 
в диапазоне 55–75  °С. Температуры гибридизации 
прямого и обратного праймеров должны отличаться 
не более чем на 5 °С. Следует отметить, что чем боль-
ше G+С-содержание и длина олигонуклеотида, тем 
выше Tm [22].

Транскрипты большинства генов многоклеточных 
организмов альтернативно сплайсируются, и эти вари-
анты сплайсинга определяют альтернативные изофор-
мы белка. Известно, что существуют различия в паттер-
нах сплайсинга в разных тканях или на разных стадиях 
развития. Следовательно, для одного экзона может 
быть обнаружено несколько вариантов сплайсинга, в то 
время как олигонуклеотидные праймеры, охватываю-
щие интрон, могут быть более избирательными и во-
обще пропускать некоторые варианты сплайсинга [45]. 

3 Primer3Plus. Режим доступа: https://www.primer3plus.com.

(гибридизации, диссоциации, Tm  – temperature melt-
ing) – температура, при которой ½ молекул олигону-
клеотидов находится в гибридизованном с матрицей 
состоянии, а  половина  – в  однонитевом свободном 
состоянии. Tm определяется прочностью водородных 
связей между нуклеотидами праймера и той молеку-
лы ДНК, с которой он гибридизуется. Существуют раз-
личные подходы к определению данного показателя. 
Преимущественно температуру плавления определяют 
как точку перегиба на графике гибридизации, что соот-
ветствует максимальной точке на графике первой про-
изводной. Реже за температуру диссоциации прайме-
ров принимают именно такую, при которой достигнута 
половина от максимального уровня флуоресцентного 
сигнала [17, 54–56]. Нужно заметить, что существуют 
расчетное и истинное значение температуры плавле-
ния. Первое получают с применением ряда формул, 
и это значение является теоретическим, второе – в про-
цессе проведения молекулярно-биологического ис-
следования опытным путем. На практике для решения 
этой задачи пользуются различными формулами или 
ресурсами биоинформатики [57, 58]. 

Термодинамические расчеты с учетом базовой энер-
гии выполняют, как описано K.  J.  Breslauer  et  al.  [59], 
но с использованием значений, опубликованных 
N. Sugimoto et al.  [60]. Термодинамические свойства 
РНК взяты из работы T. Xia et al. [61]. Расчеты темпера-
туры плавления основаны на термодинамической за-
висимости между энтропией, энтальпией, свободной 
энергией и температурой: ΔH = ΔG + TΔS, где ΔH – эн-
тальпия; ∆G – энергия Гиббса; T – абсолютная темпера-
тура (К); ∆S – энтропия.

Изменение энтропии (порядок или мера случайно-
сти олигонуклеотида) и энтальпии (тепло, выделяемое 
или поглощаемое олигонуклеотидом) вычисляются не-
посредственно путем суммирования значений для пар 
нуклеотидов, полученных N. Sugimoto et al. [60]. Связь 
между свободной энергией и концентрацией реаген-
тов и продуктов в состоянии равновесия определяется 
выражением:

∆G = RTln
⎧
⎪
⎩

[DNA × primer]
[DNA] [ primer]

⎫
⎪,
⎭

где R  – универсальная газовая постоянная 
(8,31 [Дж/моль × К]); T – абсолютная температура (К); ln – 
натуральный логарифм; [DNA × primer] – концентрация 
связанного комплекса ДНК × праймер; [DNA] – концен-
трация несвязанной целевой последовательности ДНК; 
[primer] – концентрация несвязанного праймера. 

Подставив ΔG, получаем:

∆H = T ∆S + RTln
⎧
⎪
⎩

[DNA × primer]
[DNA] [primer]

⎫
⎪.
⎭

Абсолютную температуру выражают с помощью сле-
дующего уравнения:

T =
∆H

 .
∆S + R ln

⎧
⎪
⎩

[DNA × primer]
[DNA] [primer]

⎫
⎪
⎭

Предполагая, что концентрации ДНК и комплекса 
ДНК × праймер равны (концентрация праймера пре-
вышает целевую ДНК, а  точка плавления находится 
там, где концентрации связанной и несвязанной ДНК 
находятся в равновесии), уравнение упрощается. Эм-
пирически определено, что существует изменение 

ОБЗОРЫ | ОБЩИЕ ВОПРОСЫ REVIEWS | GENERAL ISSUES



202 ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ. 2023; 12 (3): 197–207 | VETERINARY SCIENCE TODAY. 2023; 12 (3): 197–207

с установлением условий для оценки результата реак-
ции. Например, загрязнение можно игнорировать при 
значении цикла количественной оценки, равном 40 
для ВКО, если Сq для самой низкой концентрации ра-
вен 35 [9].

Для получения оптимальных результатов ПЦР ре-
комендуется использовать отдельные рабочие зоны 
для приготовления реакционной смеси, добавления 
матрицы и проведения реакции [17].

Положительный контроль на этапе ПЦР в виде ну-
клеиновых кислот, выделенных из экспериментальных 
образцов, необходим для мониторинга изменения ре-
зультатов анализа с течением времени и когда калибро-
вочные кривые не получают при каждой постановке 
реакции. 

Калибраторами количественного определения мо-
гут быть следующие материалы:

–  очищенные молекулы-мишени (синтетические 
олигонуклеотиды РНК или ДНК, охватывающие полный 
ПЦР-ампликон); 

– конструкции плазмидной ДНК; 
– кДНК, клонированная в плазмиды; 
– РНК, транскрибируемая in vitro; 
– эталонные пулы РНК; 
– РНК или ДНК из биологических образцов или обще-

признанные биологические стандарты. 
Разведения суспензий положительных контролей 

следует проводить до определенных предельных кон-
центраций. Последовательные разведения заданной 
матрицы могут быть приготовлены в виде исходных 
растворов, которые выдерживают несколько циклов 
замораживания-оттаивания. Свежую порцию следует 
готовить при обнаружении сдвига цикла количествен-
ной оценки на 0,5–1,0. В качестве альтернативы рас-
творы для калибровочных кривых можно хранить не 
более одной недели при температуре (2 ± 1) °С [12]. 

Для диагностических анализов на основе количе-
ственной ПЦР-РВ необходимо применять независи-
мый проверенный калибратор, если таковой имеется, 
который находится в пределах линейного интервала 
анализа.

Отрицательный контроль на этапе  ПЦР. Кроме 
положительного контроля на этапе реакции ампли-
фикации непременно требуется использовать отрица-
тельный контроль, в качестве которого наиболее часто 
применяют деионизированную воду, неконтаминиро-
ванную посторонними нуклеиновыми кислотами, фер-
ментами, микроорганизмами [35].

Контроли на  этапе выделения нуклеиновой кис-
лоты. Рекомендуется использовать положительный 
и отрицательный контроли экстракции нуклеиновой 
кислоты, которые применяют на этапе выделения РНК/
ДНК [55].

Эффективность проводимого анализа. При раз-
работке методики на основе количественной ПЦР-РВ 
необходимо определять следующие рабочие характе-
ристики анализа: эффективность реакции амплифика-
ции, линейный динамический диапазон, предел обна-
ружений и точность.

Эффективность реакции амплификации. Надежность 
и точность результатов количественной ПЦР-РВ напря-
мую зависят от степени эффективности реакции ампли-
фикации, которая особенно важна при представлении 
данных о концентрациях мРНК для генов-мишеней по 
сравнению с концентрациями референсных генов. 

Исходя из этих сведений, при разработке методик 
на основе количественной ПЦР-РВ требуется придер-
живаться следующих правил (и исключений) при опре-
делении генов-мишеней для мРНК:

1) использование количественной ПЦР-РВ, нацелен-
ной на 1–2 экзона мРНК, больше недостаточно для опи-
сания уровня экспрессии конкретного гена;

2) информация о последовательности олигонукле-
отидов должна предоставляться вместе с оценкой их 
специфичности по отношению к известным вариантам 
сплайсинга и позициям однонуклеотидного полимор-
физма  [54]. Для наборов праймеров, выбранных из 
базы данных RTprimerDB [56], это легко сделать, обра-
тившись к веб-сервису4, где содержится вся соответ-
ствующая информация. Не рекомендуется предостав-
лять результаты, которые были подтверждены только 
in siliсo;

3) следует помнить, что обнаружение присутствия 
мРНК не дает никакой информации о  том, будет ли 
эта мРНК транслироваться в белок и будет ли вообще 
транслироваться в функциональный белок [36].

Требования к контролям и калибраторам коли-
чественной ПЦР-РВ. Кроме контроля на этапах вы-
деления нуклеиновой кислоты и реакции обратной 
транскрипции для разработки методик количествен-
ного анализа требуются еще и дополнительные сред-
ства контроля и/или калибраторы количественного 
определения [27, 36]. 

Внутренний отрицательный контроль. Рекомен-
дуется применять внутренний контрольный образец 
(ВКО, NTS – no template сontrol), который позволяет 
обнаруживать загрязнение реакционной смеси, а так-
же образование неспецифических продуктов реакции 
амплификации, в частности димеров праймеров [48]. 

Использование ВКО основано на возможности 
проведения в одной реакционной смеси нескольких 
практически независимых реакций амплификации 
для ДНК-фрагментов разной длины (мультиплексная 
ПЦР) [62, 63]. Так, например, для контроля эффектив-
ности реакции амплификации можно использовать 
одновременное протекание двух ПЦР в одной пробир-
ке. В одной из таких реакций происходит накопление 
целевого фрагмента ДНК (или кДНК), а в другой ампли-
фицируется специально добавленная в реакцию ДНК 
(обычно это фрагмент плазмидной ДНК). С помощью 
ВКО, добавляемого в образец перед этапом выделе-
ния нуклеиновой кислоты, можно проконтролировать 
эффективность всех этапов анализа.

В случае ПЦР с обратной транскрипцией рекомен-
дуется использовать ВКО – это специально сконстру-
ированный препарат РНК, добавляемый к  каждому 
анализируемому образцу на этапе пробоподготовки 
биоматериала (экзогенный внутренний контроль), кото-
рый проходит все этапы полимеразной цепной реакции. 
На этапе детекции ПЦР для ВКО позволяет судить о ка-
честве результата при проведении реакции амплифика-
ции в целом. Его добавляют непосредственно перед вы-
делением нуклеиновой кислоты. Если при ПЦР-анализе 
получают сигнал от ВКО, это свидетельствует о том, что 
результат реакции можно учитывать, в обратном случае 
результат ПЦР будет недействительным [2, 52].

Внутренний контрольный образец должен быть 
включен для каждой серии исследований образцов 

4 RTprimerDB. Режим доступа: http://www.rtprimerdb.org.
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к получению калибровочных кривых с разным углом 
наклона. Как следствие, различия между значениями 
циклов количественной оценки целевых и референт-
ных данных не будут оставаться постоянными, по-
скольку количества в контрольных образцах варьи-
руют, и расчеты относительных концентраций будут 
неточными и приводящими к искаженным результа-
там [12, 35, 54]. 

Следует обратить внимание на то, что при значе-
ниях циклов количественной оценки, приближенных 
к 40, высока вероятность низкой эффективности либо 
содержание аналита имеет значения ниже аналитиче-
ской чувствительности [36].

Динамический диапазон определений аналита 
с помощью количественной ПЦР-РВ. При разработке 
методики необходимо описать динамический диапа-
зон количественного анализа – промежуток значений 
содержания аналита в исследуемых образцах, в кото-
ром реакция амплификации является линейной [39]. 
Динамический диапазон должен охватывать не менее 
трех порядков величины. Линейный интервал кали-
бровочной кривой должен указывать интервал для 
количественного определения целевых нуклеиновых 
кислот [14]. 

Учитывая, что нижние пределы количественного 
определения обычно плохо выявляют, следует опре-
делять изменения количественных показателей при 
самой низкой концентрации. Должны быть указаны 
коэффициенты корреляции (значения r2), и по всему 
линейному динамическому диапазону должны предо-
ставляться 95%-е доверительные интервалы [64].

Предел обнаружения (LOD – limit of detection) – это 
минимальное содержание аналита в пробе, кото-
рое может быть выявлено с приемлемым уровнем 

Детекция значений Сq  (∆∆Сq) является одним из 
наиболее известных способов определения различий 
в концентрациях аналита между образцами, который 
основан на нормализации с помощью одного эталон-
ного гена. Вычисляется разница в значениях циклов ко-
личественной оценки (∆Сq) между геном-мишенью и ге-
ном-эталоном, и Сq различных образцов сравниваются 
непосредственно. Два гена должны быть амплифици-
рованы с сопоставимой эффективностью, чтобы это 
сравнение было точным [21, 43]. На рисунке в качестве 
примера отражены кривые накопления флуоресцент-
ного сигнала для суспензий кДНК вируса ящура с раз-
ными концентрациями аналита (от 10 фг до 300 нг/мл).

Эффективность реакции амплификации должна 
быть установлена с помощью графиков, поскольку 
такая калибровка обеспечивает простое, быстрое 
и воспроизводимое определение среднего значения 
эффективности ПЦР, аналитической чувствительности 
и надежности анализа. Эффективность реакции ампли-
фикации определяют по угловому коэффициенту лога-
рифмически линейной части калибровочной кривой, 
пользуясь формулой: E = 10–1/k – 1, где k – угловой ко-
эффициент (slope) графика зависимости двух величин: 
логарифма начальной концентрации матрицы (неза-
висимая переменная), нанесенного на график по оси 
абсцисс, и значения Сq (зависимая переменная), рас-
положенного на оси ординат. 

Значение E, равное 1,00 (или 100%), указывает на то, 
что количество продукта удваивается с каждым циклом 
(теоретически).

Полученные результаты исследования, а  также 
значение углового коэффициента требуется вно-
сить в протоколы количественной ПЦР-РВ. Различия 
в эффективности реакции амплификации приводят 
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Рис. Кривые накопления флуоресцентного сигнала при анализе суспензий кДНК вируса ящура  
с концентрациями аналита от 10 фг до 300 нг/мл 

Fig. Fluorescence accumulation curves obtained by testing of FMDV cDNA suspensions  
at analyte concentrations within 10 fg to 300 ng/mL
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формулы di = ⎪Сqi – Сqср⎪. Среднее линейное отклоне-
ние (dср) рассчитывают как среднее арифметическое из 
индивидуальных линейных отклонений: dср = ∑⎪di⎪ / N, 
где di  – индивидуальные линейные отклонения ци-
клов количественной оценки; N – объем совокупно-
сти. Оценку дисперсии (δ2) показателей осуществляют 
с применением формулы: δ2 = (∑di

2) / N. Для характе-
ристики размеров вариации Сq рассчитывают среднее 
квадратичное отклонение (δ), пользуясь математиче-
ской моделью δ = √(δ2) [64–66, 70].

Определение относительных показателей вариации. 
Коэффициент осцилляции (VR) вычисляют по формуле: 
VR = R / Сtср × 100. Линейный коэффициент вариации (Сd) 
рассчитывают с применением математической моде-
ли Сd = dср / Сtср × 100. Для оценки колеблемости ин-
дивидуальных значений Сp определяют коэффициент 
вариации (Сδ) по формуле: Сδ = δ / Сtср × 100 [17]. Метод 
считают надежным при Сδ < 2% в условиях сходимости 
и при Сδ < 3% в условиях воспроизводимости [64–67].

Определение статистических показателей 
тест-системы. Основными статистическими показа-
телями тест-систем являются: диагностическая чувстви-
тельность (DSe), диагностическая специфичность (DSp), 
k-критерий (индекс каппа Коэна), прогностичность по-
ложительного результата  (PPV), прогностичность от-
рицательного результата (NPV). Для их установления 
требуются следующие данные по результатам исследо-
вания: а – истинно положительные образцы; b – лож-
ноотрицательные образцы; с – ложноположительные 
образцы; d – истинно отрицательные образцы.

Диагностические чувствительность и  специфич-
ность определяют по формулам: DSe  =  а  /  (а  +  b) 
и DSp = d / (с + d) – и выражают в процентах. 

Индекс каппа Коэна (k-критерий) используется для 
измерения степени согласованности между любыми 
двумя методами. Данный параметр находят по расчет-
ной формуле: k = (Pr (a) – Pr (e)) / (1 – Pr (e)), где Pr (a) – 
относительное наблюдаемое согласие; Pr (e) – гипоте-
тическая вероятность случайного согласия.

Вероятность положительного результата реакции 
при исследовании истинно положительных проб нахо-
дят по формуле: PPV = (DSe × prevalenсe) / ((DSe × prev-
alenсe) + (1 – DSp) × (1 – prevalenсe)), где prevalenсe – по-
казатель превалентности, распространенности (число 
событий, в данном варианте – случаев выявления по-
ложительных проб из истинно положительных в опре-
деленный момент). Данный показатель должен стре-
миться к 100%.

Вероятность отрицательного результата реакции 
при исследовании истинно отрицательных проб рас-
считывают по формуле: NPV = DSp × (1 – prevalenсe) / 
((1 – DSe) × prevalenсe + DSp × (1 – prevalenсe)). Данный 
показатель должен стремиться к 100% [64–68, 70].

ТРЕБОВАНИЯ К АНАЛИЗУ ДАННЫХ 
РЕЗУЛЬТАТОВ КОЛИЧЕСТВЕННОЙ ПЦР-РВ
Общие требования. Анализ данных включает 

в себя изучение исходных данных, оценку их качества 
и надежности, а также формирование отчетных ре-
зультатов [2, 71]. При разработке количественной ПЦР 
в режиме реального времени в протоколе необходимо 
указывать актуальную информацию:

– методы анализа данных и оценки достоверности;
– спецификацию программного обеспечения;
– методы выявления выбросов;

достоверности. Следовательно, LOD определяется как 
самая низкая концентрация, при которой обнаружива-
ется 95% положительных проб. Таким образом, в груп-
пе повторов исследования проб, содержащих аналит 
в концентрациях, равных LOD, должно наблюдаться не 
более 5% реакций с отсутствием результата. Количе-
ственные ПЦР-РВ с низким содержанием копий стоха-
стически ограничены, и предел обнаружения, равный 
трем копиям, в ПЦР невозможен. Однако, если про-
водится несколько реакций, точное количественное 
определение более низких концентраций может быть 
получено с помощью цифровой ПЦР [18, 22]. 

Наименьшее количество аналита находят по фор-
муле: LOD = 3,3 × Sb/k, где Sb – стандартное отклонение 
детектируемого сигнала, которое соответствует стан-
дартному отклонению свободного члена (b); k – тангенс 
угла наклона [65, 66]. Свободный член находят при ана-
лизе определенного количества модельных образцов 
с известными значениями концентрации аналита.

Предел количественного определения  (ПКО). Ми-
нимальное значение концентрации аналита, опреде-
ленное с соответствующей правильностью и преци-
зионностью валидируемой методики, рассчитывают 
с применением формулы: ПКО = 10 × Sb/k  [66]. Полу-
ченное значение ПКО подтверждают прямым экспери-
ментом при исследовании определенного количества 
модельных образцов с концентрациями аналита, близ-
кими к найденному значению ПКО. Анализ проводят 
как минимум в пяти повторениях. Результаты исследо-
вания считают достоверными при p < 0,05 [66–69].

Линейность. Существование линейной зависимости 
двух показателей в пределах диапазона применения 
методики проверяют в ходе эксперимента, детектируя 
показатель для количества проб, равного ≥ 30, с раз-
личными концентрациями аналита с не менее тремя 
повторениями. Полученные данные обрабатывают 
методом наименьших квадратов с использованием 
регрессионной модели y = k × x + b, где k – угловой 
коэффициент; b – свободный член. Достоверность ре-
зультатов анализа подтверждают, вычисляя коэффици-
ент корреляции (r2), который по модулю должен быть 
≥ 0,99 [69].

Правильность. Для определения правильности 
проводят анализ проб с известными значениями ана-
лита, осуществляя постановку количественного вари-
анта  ПЦР. Данные предоставляют в  виде уравнения 
линейной зависимости между экспериментально най-
денными с помощью количественной ПЦР (y) и эталон-
ными (x) значениями аналита: y = k × x + b. Для получен-
ной функции проверяют гипотезы о равенстве тангенса 
угла наклона (k) единице и равенстве свободного чле-
на (b) нулю. При доказательстве верности указанных 
гипотез со степенью надежности, равной 0,05, исполь-
зование валидируемой методики дает свободные от 
ошибки результаты [64].

Прецизионность. Для оценки прецизионности раз-
рабатываемых тест-систем на основе количественной 
ПЦР-РВ в условиях сходимости и воспроизводимости 
требуется рассчитывать абсолютные и относительные 
показатели вариации.

Определение абсолютных показателей вариации. 
Размах вариации (R) определяют как разность между 
максимальным и минимальным значениями цикла 
количественной оценки: R = Сqmax – Сqmin. Индивиду-
альное линейное отклонение (di) находят с помощью 
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В целом в представленной публикации отражена 
информация для достижения трех конечных целей 
работы:

1.  Дать авторам широкий арсенал инструментов 
и требований для разработки методик на основе коли-
чественной ПЦР-РВ.

2. Позволить рецензентам и редакторам определять 
технические качества материалов с разработками раз-
ных методик на основе ПЦР в соответствии с установ-
ленными критериями.

3. Облегчить воспроизведение экспериментов, опи-
санных в опубликованных исследованиях, которые сле-
дуют представленным выше требованиям, и получать 
однородные, сопоставимые и надежные результаты 
количественной ПЦР-РВ. 
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Нормализация данных количественной ПЦР-РВ. 
Нормализация является важным этапом анализа точ-
ности количественной ПЦР, поскольку этот процесс 
контролирует изменения на этапах выделения нуклеи-
новой кислоты, реакции обратной транскрипции и эф-
фективности амплификации, что позволяет сравнивать 
концентрации мРНК в разных анализируемых образцах. 

Важным инструментом для проведения нормали-
зации данных количественной ПЦР-РВ является ис-
пользование эталонных генов в качестве внутреннего 
контроля. Нормализация включает в себя представ-
ление данных об отношении концентраций мРНК ин-
тересующих генов к концентрациям эталонных генов. 
мРНК эталонных генов должны быть стабильно экс-
прессированы, и их содержание должно демонстри-
ровать высокую корреляцию с общим количеством 
нуклеиновой кислоты данного типа, присутствующей 
в образцах. 

Следует отметить, что нормализация по одному 
эталонному гену неприемлема, если исследователи 
не предоставят для рецензентов четких доказательств, 
подтверждающих его инвариантную экспрессию в опи-
санных экспериментальных условиях [25]. Оптималь-
ное количество и выбор эталонных генов должны быть 
определены экспериментально. Подробно данный про-
цесс описан в публикациях J. Vandesompele et al. [72], 
С. L. Andersen et al. [73].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В  результате проведенного анализа публикаций 

и международных протоколов были представлены об-
щие требования и отражены рекомендуемые правила 
разработки методик на основе количественного ПЦР-
анализа в режиме реального времени, соблюдение 
которых позволит рецензентам полноценно охаракте-
ризовать проведенное исследование, а другим иссле-
дователям – воспроизвести его.

В соответствии с современными подходами (в част-
ности, с руководящими принципами MIQE – база кон-
трольных списков разработанных методик коли-
чественной ПЦР5) при представлении материалов 
используют язык разметки данных количественной 
ПЦР в реальном времени (RDML), который являет-
ся структурированным и универсальным стандартом 
результатов для обмена количественными данными 
реакции амплификации. Согласно данным принципам 
методика должна содержать достаточную информа-
цию для повторного анализа данных и интерпретации 
результатов. Стандарт данных представляет собой 
сжатый текстовый файл в формате XML (расширяемый 
язык разметки), обеспечивающий прозрачный обмен 
аннотированными данными количественной ПЦР-РВ 
между программным обеспечением прибора и сто-
ронними пакетами анализа данных, между коллегами 
и соавторами, а также между авторами, рецензентами, 
журналами и читателями.

5 MIQE: Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time 
PCR Experiments. Режим доступа: http://rdml.org/miqe. 
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