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Новейшее использование ПЦР – цифровая ПЦР 
[dPCR, цПЦР] – на протяжении двух десятилетий уча-
ствует в развитии химии ферментов и разработке тестов, 
придавая им замечательную прецизионность и правиль-
ность. ПЦР достигается путем выполнения предельного 
разведения ДНК в последовательность индивидуаль-
ных реакций ПЦР [или их фракций]. Предельное раз-
ведение, предшествующее разделению в реакциях нано-
проточной и эмульсионной химии, основывается на 
случайном распределении структур ДНК и том факте, 
что статистика Пуассона может быть использована для 
измерения количеств ДНК, присутствующих в данной 
пропорции в положительных подразделениях. И более 
того, этот метод работает: результаты, полученные с по-
мощью этой технологии, имеют линейный характер и 
метод способен обнаруживать и количественно оцени-
вать мельчайшие количества структур ДНК [1, 2].

Все эти результаты достижимы без калибровочной 
кривой, необходимой почти во всех других молекуляр-
ных методах точного измерения ДНК. По сравнению с 
количественной ПЦР в реальном времени [qРCR, кПЦР], 
цПЦР характеризуется как более прецизионная [3], луч-
ше обнаруживающая редкие генетические варианты [4] 
и менее чувствительная к влиянию ингибиторов [5, 6]. 
Признание этих преимуществ естественно ведет к пред-
положениям о потенциале цПЦР для молекулярной диа-
гностики.

В журнале Clinical Chemistry представлены сообще-
ния о двух исследованиях, которые демонстрируют уни-
кальное клиническое применение цПЦР для измерения 
циркулирующих внеклеточных нуклеиновых кислот.  
V. Taly и соавт. [7] провели исследование применения 
цПЦР для изучения обнаружения в плазме крови боль-
ных раком редких мутаций внеклеточных ДНК, сочетаю-
щихся с опухолями. J. Beck и соавт. [8] сообщили, что во 
внеклеточных ДНК больных после трансплантации со-
держатся поддающиеся обнаружению количества ДНК 
из пересаженных органов и что мониторирование таких 
ДНК может служить суррогатным маркером поврежде-
ния и отторжениия трансплантата. Эти статьи демонстри-
руют 2 аспекта клинического применения цПЦР, а имен-
но обнаружения редких мутаций и подсчета нуклеиновых 
кислот.

Обнаружение редких мутаций, при которых поли-
морфизм одиночных нуклеотидов присутствует среди 
преобладающего содержания последовательностей ди-
кого типа, было предметом публикации, которая ввела 
термин “цифровая ПЦР” [9]. Ограничение цПЦР для 
измерения полиморфизмов одиночных нуклеотидов 

состоит в том, что праймеры/пробы обычно также об-
наруживают последовательности дикого типа [которые 
обычно не представляют интереса], хотя и со значи-
тельно меньшей эффективностью. Ограничение может 
вести к проблеме со специфичностью в случае преоб-
ладания последовательностей дикого типа, тем самым 
ограничивая и чувствительность метода. B. Volgelstein 
и K. Kinzler [9] продемонстрировали, что процесс огра-
ничения разведения облегчает уменьшение отношения 
последовательностей дикого типа к мутантным после-
довательностям в каждой ПЦР, что приводит к улучше-
нию чувствительности метода. V. Taly и соавт. [7] оце-
нивали, действительно ли цПЦР может измерять клю-
чевые мутации, присутствующие в солидных опухолях, 
исследуя внеклеточные ДНК, происходящие из опухоли. 
Мутации в таких генах, как KRAS [гомолог вирусного 
онкогена саркомы крыс Кирстена], способны предска-
зывать реакцию на лечение, тогда как обычные методы 
генотипирования требуют инвазивной биопсии опухо-
ли. Следовательно, способность провести такое иссле-
довании в крови весьма желательна. V. Taly и соавт. [7] 
разработали метод для измерения семи мутаций в двух 
реакциях, в которых применена уникальная способность 
некоторых инструментов цПЦР к мультиплексному ис-
следованию с использованием различных концентраций 
одного и того же флюорофора. Применение этого подхо-
да мультиплексирования, который был предварительно 
иллюстрирован с экстрагируемой ДНК [10], к обычным 
клиническим образцам открывает возможность скри-
нинга многих мест в простом формате.

По сравнению с одиночными реакциями мультиплек-
сирование не только увеличивает число мишеней, изме-
ряемых в одиночных реакциях [тем самым улучшая вре-
мя исследования, стоимость и т.д.], но также уменьшает 
количество клинического материала, требуемого для 
проведения исследования множества однонуклеотидных 
полиморфизмов, путем измерения более одной мишени 
в одной реакции. Это свойство особенно важно при ис-
следовании в плазме внеклеточных ДНК, когда при всех 
различиях присутствуют примерно 1000 геномных эк-
вивалентов на 1 мл крови [11], и это позволяет в доста-
точной мере разводить пробу для анализа ДНК. J. Beck и 
соавт. [8] использовали альтернативный подход для под-
счета внеклеточных ДНК в плазме при малом насыщении 
ими путем предварительной амплификации до примене-
ния цПЦР. Как и в исследовании V. Taly и соавт., J. Beck 
и соавт. также усилили способность цПЦР измерять ми-
норные мутанты, и они использовали такие возможности 
цПЦР для измерения внеклеточных ДНК, происходящих 
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из пересаженного органа, циркулирующих в кровотоке 
пациентов после трансплантации. Использование вне-
клеточных ДНК при исследовании подобных редких ва-
риантов предполагает и другие возможности, включая не-
инвазивное пренатальное генотипирование [12, 13].

Как V. Taly и соавт., так и J. Beck и соавт. осуществля-
ли количественное определение вариантов, которые они 
измеряли. J. Beck и соавт. показали, что повышенное со-
держание ДНК трансплантата сочетается с острым от-
торжением. V. Taly и соавт. полагают, что количествен-
ное определение внеклеточной ДНК, происходящей из 
опухоли, с помощью цПЦР может представлять меха-
низм мониторирования эффективности лечения. Приме-
нение количественных молекулярных измерений для со-
действия ведению больных после трансплантации или 
лечению солидных опухолей подобно современному 
мониторингу вирусной нагрузки, способно революцио-
низировать лечение больных.

Новые применения цПЦР способствуют более чем 
чувствительному обнаружению минорных мутаций. 
Способность цПЦР к количественной оценке уже при-
меняется для мониторинга вирусной нагрузки [14] и 
измерения вариаций числа копий в статусе гена HER2 
[ERBB2, v-erb-b2 avian гомологе 2 вирусного онкогена 
эритробластной лейкемии] у больных раком молочной 
железы [15]. Превосходная точность, проявляемая цПЦР, 
позволяет использовать ее как более совершенный и де-
шевый метод для измерения анеуплоидии плода в крови 
матери [16] при синдроме Дауна. Из предшествующего 
опыта применения цПЦР вытекает, что она обладает 
большим потенциалом для очень чувствительных и пре-
цизионных измерений, которые могут облегчить раз-
личные виды клинических анализов.

цПЦР также пригодна для абсолютного измерения 
ДНК. Не только в таких уникальных характеристиках 
среди молекулярных методов, она также значительно 
улучшает сравнимость экспериментальных данных. Эти 
свойства могут также способствовать применению этих 
подходов в сфере лечения больных, но при этом необ-
ходима осторожность. Диагностический потенциал этой 
технологии начинает проверяться, и для максимального 
внедрения цПЦР необходимы дополнительные, хорошо 
продуманные и прозрачные исследования, такие как 
проведенные V. Taly и соавт. и J. Beck и соавт.

Это стремление было поддержано публикацией ру-
ководства “Минимальная информация по проведению 
экспериментов с количественной цифровой ПЦР”.  
В этом руководстве изложены некоторые соображения 
относительно выполнения цПЦР и приведена некоторая 
ключевая информация, которая должна содержаться в 
таких публикациях [17].

Основная цель публикации этого руководства состо-
яла в содействии улучшению воспроизводимости цПЦР, 
ключевого требования для применения в клинике лю-
бой технологии. Это очевидное патентное требование 
продиктовано реальностью, поскольку обычные моле-
кулярные методы, применяемые на практике, страдают 
недостаточной сопоставимостью результатов. Популяр-
ность коммерческих наборов реагентов с присущими 
им компонентами означает, что исследователи часто не 
озабочены всеми деталями применяемых ими методов. 
Для методов кПЦР это обстоятельство обусловлено при-
родой метрики продукта, циклом количественного опре-
деления [“Cq”, называемый также “Ct” и “Cp”]. Хотя 
это очень прецизионное и действенное количественное 
определение с широкими пределами динамики, трудно-
сти с калибровкой цикла количественного определения 

создают возможность смещения измерения. цПЦР не 
имеет таких проблем с калибровкой, как кПЦР. Однако 
было бы неправильно утверждать, что цПЦР не нуждает-
ся в калибровке. Рутинное клиническое количественное 
определение редких генетических вариантов является 
хорошим примером того, что калибровочные контроли 
в подходящем формате весьма способствуют таким из-
мерениям, тем самым облегчая межлабораторные сли-
чения и соблюдение клинических руководств.

Хотя применение цПЦР в наибольшей мере способ-
ствует выполнению уникальных клинических исследо-
ваний, эта новейшая технология может иметь более ши-
рокое применение в молекулярной диагностике, чем за-
полнение указанных выше ниш. Более простое средство 
достижения воспроизводимости может иметь важное 
значение в таких областях, как мониторирование вирус-
ной нагрузки и сочетающиеся с опухолью транскрипты, 
например BCR-ABL. Будет ли цПЦР применена для при-
писывания лабораторных калибраторов с последующим 
использованием в кПЦР-анализе или начнет замещать 
саму кПЦР – станет видно в дальнейшем. Однако не-
обходима разработка инструментов, которые облегчали 
бы анализ в отношении стоимости и продолжительно-
сти исследования, чтобы они были сопоставимы с этими 
показателями у кПЦР.

Расширение применения цПЦР происходит со време-
нем, по мере того как рынок молекулярной диагностики 
продвигается вперед с чрезвычайной скоростью. С раз-
работкой следующего поколения секвенирования, про-
изводимого конкурентно с развитием цПЦР, существует 
потенциал взаимного дополнения этих двух технологий. 
Возможно, справедливо утверждать, что передовые под-
ходы к секвенированию в конечном счете заменят ПЦР, 
однако произойдет ли это в ближайшие 5 лет или за 50 
лет – трудно предсказать. Определенно известно, что 
цПЦР представляет собой метод, о котором многое из-
вестно и который может развиваться. Помимо того, что 
были представлены острые результаты V. Taly и соавт. 
и J. Beck и соавт. демонстрируют, что время побуждает 
раздвинуть пределы молекулярной диагностики и цПЦР 
может предложить гораздо большее.
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MALDI-TOF-масс-сПектрометрия: трансформативная Протеомика  
Для клинической микробиологии

Division of Clinical Microbiology, Department of Laboratory Medicine and Pathology, Division of Infectious Diseases, Department 
of Medicine, Mayo Clinic, Rochester, MN; Patel Robin. MALDI-TOF-mass-spectrometry: transformative proteomics for clinical 
microbiology. Сlin. Chem. 2013; 59:2: 340-2.

Клинические микробиологические лаборатории в 
настоящее время действуют, используя смесь высоко- и 
низко-технологичных методик. Несмотря на огромные 
шаги вперед методов диагностики, основанных на ам-
плификации нуклеиновых кислот, клинические микро-
биологические лаборатории в значительной мере пола-
гаются на культурирование бактерий и грибов для целей 
диагностики из-за обилия и разнообразия потенциально 
изолируемых организмов. Для выделения чистой куль-
туры используют плотные (например, кровяной агар) 
или жидкие (например, бульон) питательные среды. 
Обнаружив рост (колонию), приступают к ее иденти-
фикации. Исторически идентификация рассматривалась 
как комплексная задача, ей посвящены многочисленные 
руководства. Традиционная (фенотипическая) иден-
тификация бактерий и грибов включает морфологию, 
окраску и биохимические тесты (ручные или автома-
тизированные панели). Ручные биохимические тесты 
выполняются быстро, но они идентифицируют лишь 
ограниченное число типов организмов. Автоматизиро-
ванные системы (VITEK® , bioMerieux; BD Phen ix™ 
Automated Microbiology System; MicroScan® Siemens 
Healthcare Diagnostics) идентифицируют более широкий 
круг организмов, однако требуют более длительного 
времени и дорогих расходных материалов. Пользова-
тель часто должен a priori знать тип микроорганизма, 

который исследуется (например, грамотрицательные па-
лочки). Внедрение MALDI-TOF-масс-спектрометрии в 
работу клинических микробиологических лабораторий 
заметно изменило производственный процесс, позволяя 
точно, быстро и недорого идентифицировать бактерии 
и грибы. Применение в клинической микробиологии 
масс-спектрометрии и информационных технологий 
вводит новую методологию идентификации бактерий и 
грибов.

Использование MALDI-TOF-масс-спектрометрии в 
клинических микробиологических лабораториях можно 
объяснить этапами производственного процесса. Изоли-
рованную колонию, выросшую на плотной питательной 
среде, отбирают и помещают на определенное место на 
пластину MALDI-TOF-масс-спектрометра, которая может 
иметь определенное количество тестовых позиций (на-
пример, 24, 48, 96, 384). Микроорганизм, размещенный 
на пластине, покрывают небольшим количеством матри-
цы (например, 1-2 мкл α-циано-4-гидроксициннамовой 
кислоты, разведенной в 50% ацетонитриле и 2,5% три-
фторуксусной кислоте). Пластина высушивается (обычно 
в течение 5 мин или меньше). Идентификацию, контроль 
контаминации реагентами и исследования калибровоч-
ных стандартов производят в отдельных позициях пла-
стины. Пластина помещается в камеру MALDI-TOF-
масс-спектрометра. Процесс автоматизирован (после 
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