
ISSN 1998-4812  1745 

* автор, ответственный за переписку 

 

 

раздел БИОЛОГИЯ 
УДК 57.088 Обзор  

ТВЕРДОФАЗНАЯ ПОЛИМЕРАЗНАЯ ЦЕПНАЯ РЕАКЦИЯ 

© Р. Р. Гарафутдинов
1
*, Э. Г. Магданов

1
, Р. Ф. Талипов

2
, А. В. Чемерис

1
 

1Институт биохимии и генетики Уфимского научного центра РАН 
Россия, Республика Башкортостан, 450054 г. Уфа, пр. Октября, 71. 

Тел./факс: +7 (347) 235 60 88. 
2Башкирский государственный университет 

Россия, Республика Башкортостан, 450074 г. Уфа, ул. Заки Валиди, 32. 
Тел./факс: +7 (347) 273 67 78. 

E-mail: garafutdinovr@gmail.com 

Обзор посвящен описанию особенностей проведения полимеразной цепной реакции на 
различных твердых фазах, различающихся химической природой фазы (нейлон, полиакриламид, 
агароза, полистирол, стекло), формой ее исполнения (мембранный фильтр, плоская твердая 
поверхность, гель, микрочастицы) и способами детекции результатов амплификации.  

Ключевые слова: нуклеиновые кислоты, ДНК полимераза, амплификация, ПЦР на чипах, 
твердофазная ПЦР, детекция. 

Введение 
Полимеразная цепная реакция (ПЦР) известна 

уже четверть века и в настоящее время применяет-
ся для решения широкого круга научных и практи-
ческих задач, что обусловлено высокой чувстви-
тельностью и относительной простотой данного 
метода. По способам проведения и целям, которые 
ставят перед собой экспериментаторы, ПЦР сейчас 
можно подразделить на фактически самостоятель-
ные методы – ПЦР по конечной точке, ПЦР в ре-
жиме реального времени, а также на цифровую 
ПЦР. Помимо этих основных вариаций ПЦР, про-
водимых в подавляющем большинстве случаев в 
растворе, существует еще так называемая твердо-
фазная ПЦР, под которой понимается процесс ам-
плификации, когда в реакционной смеси присутст-
вует некая твердая фаза и, по крайней мере, один из 
праймеров на ней прочно фиксирован, в том числе 
с образованием ковалентных связей. Такими фаза-
ми могут служить мембранные фильтры, кремние-
вые, магнитные, агарозные или иные микро-, нано-
частицы, поверхность стекла, лунки планшета из 
полистирола, полиакриламидный гель, во время 
гелеобразования которого в сополимеризацию с 
мономерами вовлекается хотя бы один из прайме-
ров. В данной статье из рассмотрения исключены 
варианты ПЦР, где с использованием твердой фазы 
проводится ферментативное секвенирование ДНК 
по Сэнгеру или происходит однонуклеотидное уд-
линение аллель-специфичного праймера.  

Несмотря на заметные сложности, вызванные 
дополнительными этапами при формировании ре-
акционной смеси в твердофазной ПЦР, у этого спо-
соба существуют определенные преимущества пе-
ред ПЦР в истинном растворе, заключающиеся в 
более удобном мультиплексировании анализов, в 
исключении (уменьшении вероятности) ложно-
позитивных результатов при последующих реакци-
ях амплификации, представляющих весьма серьез-
ную проблему [1], а также в использовании более 
передового формата в виде ДНК-чипов. В вариан-
тах проведения твердофазной ПЦР, в которых на 
твердой фазе фиксированы оба праймера, можно не 
особо опасаться какой-либо гомологии между ком-
плектами праймеров ввиду того, что они из-за про-
странственного разделения на твердой фазе не мо-

гут отжигаться друг на друге и образовывать прай-
мерные димеры, для исключения которых необхо-
димо прибегать к горячему старту, что подробно 
рассмотрено нами ранее [2]. Общим недостатком 
всех вариантов твердофазной ПЦР является сни-
женная эффективность размножения молекул ДНК 
из-за возникающих стерических проблем.  

Несколько удивительным представляется то, 
что после разработки метода ПЦР [3] прошло нема-
ло времени, прежде чем были предложены варианты 
твердофазной ПЦР, и до сих пор опубликовано не 
так много методических статей, посвященных этому 
довольно перспективному направлению развития 
амплификации нуклеиновых кислот с фиксацией 
ампликонов на твердой фазе. В данном обзоре нами 
осуществлена попытка обобщить практически всю 
имеющуюся в литературе информацию на эту тему. 

Мембранно-связанная ПЦР.  
Фиксированная ДНК 

Пожалуй, первой работой, где в реакционной 
смеси присутствовала твердая фаза в виде мем-
бранного (нейлонового) фильтра, стала статья аме-
риканских авторов [4]. Однако упомянув во «Вве-
дении» о некоторой задержке с разработкой твер-
дофазной ПЦР, данную статью мы во внимание не 
принимали, поскольку в цитируемой работе ам-
плификация шла в водной фазе, и лишь анализи-
руемая ДНК была изначально сорбирована и фик-
сирована на мембранном фильтре. Параллельно 
ими велась обычная ПЦР в растворе, и было пока-
зано, что различий в эффективности амплификации 
не имеется. Был опубликован еще ряд статей, по-
священных ПЦР, где в качестве мишени использо-
валась ДНК, фиксированная на подобных мембра-
нах [5–7], и в названии некоторых из них даже фи-
гурировало словосочетание «solid-phase PCR», что 
все же не совсем соответствовало тому, что следует 
понимать под «твердофазной ПЦР».  

В качестве некоего преимущества такого под-
хода с нахождением ДНК на фильтре отмечается 
возможность использования нейлоновой мембраны 
с фиксированной ДНК последовательно в разных 
реакциях амплификации с различными праймер-
ными системами. Теоретически можно допустить, 
что ДНК на мембране, выступая в качестве матри-
цы, все время остается фиксированной и не «расхо-
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дуется», что несколько спорно, поскольку может 
иметь место обычный (или даже неизбежный) смыв 
какой-то части связанных нуклеиновых кислот и 
переход их в раствор. Для того, чтобы убедиться в 
сохранении фиксированной ДНК на мембране в 
неизменном виде, готовой служить матрицей в 
многочисленных последовательных ПЦР, необхо-
димо было провести эксперимент с использованием 
соответствующих праймеров по амплификации, 
например, соседних фрагментов ДНК, присутст-
вующих на подходящей молекуле ДНК, связанной 
с мембраной в виде только единичной копии. 

Мембранно-связанная ПЦР.  
Фиксированные праймеры 

Использование мембранно-связанных прайме-
ров позволяет говорить о проведении уже настоя-
щей твердофазной ПЦР, поскольку ампликоны в 
этом случае фиксированы в конкретных местах 
фильтра, если не учитывать возможный смыв 
праймеров с мембраны и амплификации в растворе, 
поскольку все же этот процесс не должен носит 
массовый характер. Аллель-специфичный праймер, 
состоящий из отжигающейся части длиной 29 
звеньев и 81 нуклеотида «Т», использовали в твер-
дофазной ПЦР английские авторы [8]. Поскольку 
было известно, что тимины гораздо лучше сорби-
руются и фиксируются УФ-светом на нейлоновых 
мембранах [9], такой «якорь» был изготовлен для 
более надежной фиксации праймеров на мембран-
ном фильтре c помощью ультрафиолетового света. 
Полученные результаты показали успешную ам-
плификацию, результаты которой регистрирова-
лись с помощью колориметрической детекции с 
использованием конъюгата щелочной фосфатазы с 
антителами к дигоксигенину, которым были мече-
ны dUTP, присутствующие в реакционной смеси. 
Позднее другими авторами была проведена сходная 
твердофазная ПЦР [10], где праймеры фиксировали 
на нейлоновых фильтрах или с помощью УФ-света, 
или запеканием в вакууме при 80

о

С. Серьезным 
отличием этой работы было то, что в их экспери-
ментах на мембране были фиксированы оба (пря-
мой и обратный) праймера. Результаты ПЦР оцени-
вали с помощью того же DIG-dUTP, но вместо ко-
лориметрической детекции щелочная фосфатаза 
разрушала диоксетановый субстрат и велась радио-
автография. Было показано, что уровень чувстви-
тельности твердофазной ПЦР сопоставим с прово-
димой в той же работе параллельно обычной ПЦР в 
растворе. Отмечается, что мембранные нейлоновые 
фильтры служат хорошей альтернативой стеклян-
ным подложкам при проведении твердофазной ПЦР.  

ПЦР в микротитраторных планшетах 
На протяжении целого ряда лет фирмой Nunc 

(ныне подразделение концерна Thermo Scientific) 
поставляются NucleoLink микротитраторные поли-
стироловые планшеты или стрипы, выдерживающие 
температуру до 121 °С и предназначенные для про-
ведения твердофазной ПЦР (www.nuncbrand.com). 
Они выпускаются в трех вариантах – для колори-
метрической детекции, детекции люминесценции 
или флуоресценции с помощью подходящего план-
шетного анализатора. Для ковалентной пришивки 
праймер на 5’-конце должен нести или амино-, или 

фосфогруппу. Для уменьшения стерических эффек-
тов для праймеров желательна спейсерная группи-
ровка, по крайней мере, из 10 тиминов. Опубликова-
но достаточно много работ, где с использованием 
таких планшетов или стрипов проведена твердофаз-
ная ПЦР и применены различные подходы к детек-
ции результатов амплификации и исследованы неко-
торые параметры протекания этой реакции [11, 12]. 
Так, колориметрическая детекция с дигоксигенином 
была использована для выявления однонуклеотид-
ного полиморфизма у человека [13]. В статье других 
авторов детекция результатов велась с помощью 
измерения флуоресценции с разрешением во време-
ни с различными гибридизационными зондами, ме-
ченными разными лантанидами (европием, самари-
ем) [14]. Описано использование в твердофазной 
ПЦР праймеров, меченых антрахиноном [15]. Одна 
работа посвящена анализу метилирования цитози-
нов, выявляемому с помощью твердофазной ПЦР, 
сопряженной с колориметрической детекцией [16]. 

ПЦР на микро- и наночастицах 
Еще одним типом твердой фазы в ПЦР служат 

различные частицы. Так, на одной из стадий твер-
дофазной ПЦР предложено использовать агарозные 
микрочастицы [17]. Парамагнитные частицы, кова-
лентно-связанные со стрептавидином, использова-
ли в твердофазной ПЦР вкупе с праймерами, ме-
ченными по 5’-концу биотином [18, 19]. В несколь-
ких статьях описано применение в качестве твер-
дой фазы для ПЦР кремниевых частиц [20-22]. Бла-
годаря использованию флуоресцентно-меченных 
дНТФ анализ результатов амплификации проводи-
ли с помощью проточного цитофлуориметра. В 
одной работе использовались праймеры, несущие 
акриламидную группировку на 5’-конце, что по-
зволило провести их пришивку к полиакриламид-
ным частицам собственного изготовления [23, 24]. 
Для детекции использовали радиоактивно-мечен-
ный dCTP. В одной из работ сообщается об успеш-
ном использовании наработанных на твердой фазе 
на стеклянных микрошариках ампликонов для 
дальнейших реакций транскрипции и трансляции в 
системе in vitro [25]. 

Кроме микрочастиц в твердофазной ПЦР на-
шли применение и наночастицы коллоидного золо-
та диаметром 13 нм [26, 27]. Праймеры своим 5’-
концом присоединялись к наночастицам золота 
через тиогруппу и несли небольшой спейсер. Если 
в первой из этих работ результаты амплификации 
оценивались, в том числе, с использованием атом-
но-силового микроскопа, то во второй с помощью 
оптоволоконного кабеля детектировался поверхно-
стный плазмонный резонанс.  

ПЦР в полиакриламидном геле 
Использование полиакриламидного геля как 

среды для гибридизации и амплификации специ-
фичных фрагментов нуклеиновых кислот хорошо 
известно, однако случаи проведения ПЦР без фикса-
ции ампликонов (т.е. хотя бы одного из праймеров) 
на твердой фазе полиакриламидного геля нами здесь 
сознательно не рассматриваются, поскольку этому 
вопросу должна быть посвящена отдельная статья.  

Один из способов изготовления полиакрила-
мидных гидрогелевых чипов, несущих иммобили-
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зованный праймер, заключается в формировании в 
геле альдегидных групп перйодатом натрия и их 
сшивки с олигонуклеотидами, содержащими на 5’-
конце аминогруппу [28, 29]. Для контроля резуль-
татов амплификации использовался флуоресцент-
ный микроскоп [29, 30], но при этом помимо ам-
плификации на твердой фазе отдельные этапы ве-
лись и в растворе, что, по мнению авторов, увели-
чило эффективность всего процесса. Еще ряд ста-
тей, посвященных проведению твердофазной ПЦР 
в полиакриламидном геле, в том числе с детекцией 
результатов в режиме реального времени с помо-
щью флуоресцентного микроскопа, опубликованы 
этой же группой авторов [31, 32]. Ранее другими 
авторами было показано, что присутствие в раство-
ре универсального праймера, помимо фиксирован-
ных в геле, повышает эффективность размножения 
молекул ДНК в ходе твердофазной ПЦР с исполь-
зованием полиакриламидного геля, доводя коэф-
фициент амплификации до 1.34 [33]. Китайские 
авторы использовали твердофазную ПЦР с фиксиро-
ванным в полиакриламидном геле по 5’-концу прай-
мером для выявления однонуклеотидных замен [34]. 

ПЦР на стекле 
Наиболее часто в качестве твердой фазы для 

ПЦР используется стеклянная поверхность в виде 
предметных или покровных стекол для микроско-
пии. Необходимо заметить, что твердофазная ам-
плификация нуклеиновых кислот на таких стеклах 
кардинально отличается от так называемой ПЦР in 
situ, рассмотрение которой выходит за рамки дан-
ного обзора.  

В середине 90-х гг. американской фирмой Mo-
saic Technologies, Inc. была предложена твердофаз-
ная ПЦР, получившая название «Bridge PCR» или 
«Мостовая ПЦР», где оба праймера были фиксиро-
ваны на твердой фазе, в качестве которой в их ра-
ботах служили или шарики, или поверхность стек-
ла [35]. Данная технология была ими запатентована 
[36]. Поскольку оба праймера находились на твер-
дой фазе, то ампликоны образовывали мостики над 
поверхностью от прямого праймера к обратному и 
наоборот. К сожалению, эффективность размноже-
ния молекул ДНК в их экспериментах оказалось 
довольно низка, и для выявления образовавших 
ампликонов была применена радиоактивная метка. 
Позже появилось несколько работ других авторов, 
в которых оба праймера были фиксированы на 
твердой фазе, будь то стекло или шарики [37,  24]. 
Интересные варианты твердофазной ПЦР на стекле 
дали увеличенную эффективность размножения 
ДНК благодаря использованию трех праймеров, 
один из которых, являясь вложенным по отноше-
нию к ампликону, также, как и один из основной 
пары праймеров, был фиксирован на твердой фазе 
[38, 39]. В литературе имеется еще целый ряд мето-
дических статей, посвященных различным вопро-
сам твердофазной ПЦР на стекле [40-44]. Недавно 
сообщено об успешной одновременной твердофаз-
ной амплификации 100 тысяч матриц, размещен-
ных на предметном стекле [45]. 

Общим недостатком твердофазной ПЦР слу-
жит сниженная эффективность амплификации, осо-
бенно остро проявляющаяся, если фиксированными 

оказываются оба праймера. Экспериментальным и 
теоретическим вопросам такого снижения произво-
дительности процесса амплификации на твердой 
фазе посвящен ряд статей [12, 22, 46, 47]. Однако 
следует заметить, что в литературе имеется сооб-
щение об успешной амплификации с помощью 
ПЦР на твердой фазе протяженных матриц длиной 
до 6 т.п.н. [48]. Тем не менее, учитывая перспектив-
ность твердофазной ПЦР, разрабатываются новые 
способы фиксации модифицированных праймеров 
на стекле [49] и прочих плоских носителях [50]. 

Выводы 
Завершая описание твердофазной ПЦР, необ-

ходимо заметить, что практически все существую-
щие варианты ее проведения не обеспечивают вы-
сокоэффективного размножения молекул ДНК, 
особенно в случаях фиксации обоих праймеров. 
Хотя для очень многих приложений, включая ДНК-
чиповую технологию, использование твердофазной 
ПЦР представляется весьма перспективным. В этой 
связи настоятельно требуется разработка новых 
подходов для осуществления твердофазной ПЦР и 
методов детекции происходящей амплификации.  

Работа была выполнена в рамках государст-
венного контракта с МОН РФ № 16.518.11.7047. 
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