
Новейшие молекулярно-генетические мето
ды позволяют манипулировать с генами и их 
фрагментами с высочайшей точностью, вплоть 
до одного нуклеотида. Практически в каждой 
современной лаборатории молекулярной био
логии используют полимеразную цепную реак
цию (ПЦР) для решения как прикладных, так 
и фундаментальных задач. Используя современ
ные ПЦР-наборы в совокупности с праймерами, 
фланкирующими интересующий фрагмент ге
нома, исследователи амплифицируют исследуе
мый фрагмент ДНК. После визуализации ам-
плифицированного фрагмента ДНК посредст
вом электрофореза и последующего окрашива
ния бромидом этидия, при условии наличия 
единственной полосы в геле, соответствующей 
исследуемому фрагменту ДНК, а также после 
проведения очистки от праймеров, нуклеоти-
дов, ДНК-полимеразы, можно предположить, 
что образец содержит искомый фрагмент ДНК 
заданной длины с точностью до нуклеотида. 
Но такова ли ситуация в действительности? 
Соответствует ли контурная длина фрагментов 
ДНК, амплифицированных в полимеразной 
цепной реакции, теоретической длине ожидае
мого фрагмента ДНК? 

Сокращения: ПЦР - полимеразная цепная реакция, АСМ -
атомно-силовая микроскопия. 

Ответ на эти вопросы позволяет получить 
один из современных методов нанобиологии -
атомно-силовая микроскопия (АСМ). Ранее бы
ло показано, что измерение контурной длины 
целых молекул ДНК, а также их рестрикцион-
ных фрагментов может быть легко выполнено 
с помощью АСМ и соответствующего про
граммного обеспечения [1,2]. В данной работе 
фрагмент плазмидной ДНК pGEMEX длиной 
1414 пар нуклеотидов был амплифицирован по
средством полимеразной цепной реакции. Очи
щенный продукт ПЦР визуализировали с по
мощью атомно-силовой микроскопии. Была из
мерена контурная длина ампликона. Проведен 
статистический анализ распределения контур
ной длины амплифицированных фрагментов 
ДНК. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Для проведения ПЦР использовали линей
ную ДНК, полученную ферментативной обра
боткой суперспиральной ДНК pGEMEX дли
ной 3993 пар нуклеотидов (п.н.) (Promega, 
США) рестриктазой Seal (New England Biolabs, 
Англия). Сконструированные нами праймеры 
L1 и L2 ограничивали фрагмент ДНК, содер
жащий промотор Т7 РНК-полимеразы и об
ласть терминации транскрипции. Схематиче-
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С помощью атомно-силовой микроскопии визуализированы линейные молекулы ДНК, ам-
плифицированные после проведения полимеразной цепной реакции. Измеренная контурная 
длина продукта полимеразной цепной реакции с размером последовательности в 1414 пар 
нуклеотидов составила (435+15) нм. На основании вычисленного значения расстояния между 
нуклеотидами вдоль оси дуплекса, равного 0,31 нм, было предположено, что линейные 
молекулы ДНК на поверхности слюды, являющейся подложкой в методе атомно-силовой 
микроскопии, находятся в А-форме. Обсуждается влияние поверхностных свойств слюды и 
процедуры высушивания образца на конформацию адсорбированных молекул ДНК, а также 
возможные причины гауссова распределения контурной длины синтезированного ампликона. 
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Рис. 1. Схематическое представление матрицы 
ДНК, используемой в данной работе. Праймеры, 
показанные прямоугольниками, фланкируют фраг
мент ДНК pGEMEX длиной 1414 п.н., который 
содержит промотор и терминатор транскрипции 
Т7 РНК-полимеразы. 

ское представление амплифицируемого фраг
мента ДНК длиной 1414 п.н. приведено на 
рис. 1. Праймеры L1 и L2, последовательности 
которых с соответствующими позициями на 
ДНК pGEMEX приведены ниже, были получе
ны от Sigma (Япония): 

5'-cgc tta caa ttt cca ttc gcc att c-3' - прямой 
праймер L1 (3748 - 3772), 

5'-ctg att ctg tgg ata ace gta tta ccg-3' -
обратный праймер L2 (1168 - 1142). 

ПЦР с горячим стартом проводили в объеме 
реакционной смеси 50 мкл на амплификаторе 
GeneAmp 9700 (Perkin Elmer, США) при сле
дующих температурных и временных парамет
рах: начальная инкубация - 95°С, 2 мин, де
натурация - 95°С, 1 мин, отжиг - 69 - 73°С, 
1 мин, синтез - 74°С, 1 мин, количество циклов 
- 35. Температуру отжига определяли теорети
чески с помощью программы Oligo. С целью 
минимизации амплификации неспецифических 
фрагментов проводили несколько постановок 
ПЦР при различных температурах отжига -
69, 71, 73°С. 

Для визуализации ампликонов 15 мкл ПЦР-
продукта разделяли посредством электрофореза 
в 2% агарозном геле с последующей окраской 
бромидом этидия. 

Для очистки амплифицированного фрагмен
та ДНК использовали следующую процедуру. 
После проведения электрофореза вырезали по
лоску геля, содержащую ампликон, с исполь
зованием в качестве детектора длинноволново
го УФ-источника излучения низкой интенсив
ности (BioRad, США). Для дальнейшей очистки 
ампликона от нуклеотидов, праймеров и ДНК-
полимеразы использовали набор QIAquick PCR 
purification kit (QIAgen, Япония) согласно ре
комендациям производителя, а также экстрак
цию фенол/хлороформом с последующим пере
осаждением этанолом. 

Для проведения ПЦР использовали термо
стабильную ДНК-полимеразу высокой точно

сти двух видов - Pyrobest ДНК-полимеразу 
(TaKaRa Co., Япония) и Invitrogen Platinum 
ДНК-полимеразу (Invitrogen, Япония). 

В качестве подложки для АСМ применяли 
свежесколотую слюду. Для нанесения ДНК на 
слюду использовали 10 мМ HEPES буфер, со
держащий 2,5 мМ MgCl2. Каплю раствора ДНК 
с концентрацией 0 , 1 - 1 мкг/мл в ТЕ-буфере 
(10 мМ трис- НСl, рН 7,9, 1 мМ ЭДТА) объемом 
10 мкл наносили на полоску слюды размером 
1 см2, промывали после 2-минутной экспозиции 
деионизованной водой, обдували потоком ар
гона и выдерживали образец при давлении 100 
мм рт. ст. в течение 20 минут. Для приготов
ления буферных растворов и образцов ДНК 
использовали ультрачистую воду с удельным 
сопротивлением ~ 17 МОмсм, полученную с 
помощью установки Milli Q (Millipore, США). 

АСМ-изображения ДНК были записаны с 
помощью атомно-силового микроскопа 
Nanoscope IV MultiMode System (Veeco Instru
ments Inc., США) посредством вибрирующего 
варианта (tapping mode) ACM в воздухе в ре
жиме «высота» с использованием OMCL-TR 
кантилеверов (Olympus Optical Co., Япония) с 
резонансной частотой 340 - 360 кГц и констан
той жесткости 42 Н/м. Изображения были по
лучены размером 512 х 512 пикселей, сглажены 
и проанализированы с помощью программного 
обеспечения Nanoscope (версия 5.12r3, Veeco 
Instruments Inc., США). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

На точность и специфичность ПЦР влияют 
несколько параметров, в том числе степень го
мологии праймеров, температура отжига прай
меров, точность выбранной ДНК-полимеразы, 
концентрация ионов магния, состав реакцион
ного буфера для ПЦР. Повышению точности 
ПЦР способствует также применение варианта 
ПЦР с горячим стартом, использование ампли-
фикатора с высокими значениями скоростей 
нагрева и охлаждения. Поэтому для проведения 
ПЦР мы использовали высокоскоростной ам-
плификатор и две высокоточные ДНК-полиме
разы Invitrogen Platinum и Pyrobest Takara, ко
торые характеризуются минимальной ошибкой 
синтеза. Кроме того, повышение температуры 
отжига позволило минимизировать образую
щиеся неспецифические продукты амплифика
ции. Из приведенной на рис. 2а электрофоре-
граммы ампликонов при различных значениях 
Тот видно, что при Тот - 71°С (дорожки 1 и 
2) образуется достаточно большое количество 
ампликона для обеих ДНК-полимераз, отсут-
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ствуют низкомолекулярные неспецифические 
продукты амплификации, однако видны следо
вые количества высокомолекулярных неспеци
фических ПЦР-продуктов, о чем свидетельст
вует шлейф выше интенсивной полосы ампли-
конов. Повышение Тот до 73СС приводит к 
значительному уменьшению количества синте
зированного ампликона с помощью ДНК-по-
лимеразы Pyrobest Takara (дорожка 3), в то 
время как для ДНК-полимеразы Invitrogen Plati
num полоса ампликона отсутствует (дорожка 
4), что указывает на отсутствие синтеза ПЦР-
продукта при данных условиях. После выреза
ния полос ампликонов из дорожек 1 и 2 ага-
розного геля (рис. 2а) и проведения соответст
вующей процедуры очистки (см. Материалы и 
методы) исследуемые образцы продуктов ПЦР, 
содержащие только ожидаемый фрагмент ДНК 
длиной 1414 п.н. (как можно видеть из рис. 
26), были визуализированы посредством АСМ. 
АСМ-изображения ПЦР-продукта после прове
дения ПЦР с ДНК-полимеразами Pyrobest 
Takara и Invitrogen Platinum приведены на рис. 
За и 36 соответственно. 

Образцы ДНК были адсорбированы на по
верхности свежесколотой слюды в HEPES-бу-
фере, содержащем ионы магния. В этом случае 
поверхность слюды характеризуется меньшей 
степенью адсорбции по сравнению с другими 
известными методами обработки слюды, таки
ми как аминосиликонирование поверхности 
слюды в жидкости [3,4] и парах производных 
аминосиланов [5]. Поэтому образцы ДНК, по
мещенные на поверхность слюды в присутствии 
ионов магния, подвержены меньшему влиянию 
поверхностных свойств слюды на конформацию 
ампликонов. Авторы работ [6,7] считают, что 
при таком способе подготовки образца для 
АСМ осуществляется сдвиг равновесия от трех
мерной структуры ДНК в растворе к двухмер
ной на поверхности слюды. При этом после 
потери одной степени свободы молекулы ДНК 
имеют возможность двигаться в двух оставших
ся направлениях. График гауссова распределе
ния контурной длины ампликонов ДНК пока
зан на рис. 4. Полученное значение контурной 
длины исследуемых ампликонов - (435 ± 
15) нм - меньше теоретического значения дли
ны молекул ДНК в В-форме на ~ 10%. Ранее 
в работе [7] также было отмечено, что контур
ная длина молекул ДНК, измеренная на АСМ-
изображениях молекул в воздухе, всегда мень
ше, чем теоретическая длина молекул ДНК в 
В-форме в предположении, что расстояние ме
жду парами нуклеотидов составляет 0,34 нм. 
Возможными причинами наблюдаемого эффек-

Рис. 2. Амплификация фрагмента линейной ДНК 
pGEMEX при различных условиях проведения 
ПЦР. (а) -1,2- температура отжига Тот = 71°С; 
3, 4 - Тот = 73°С. 1,3- ДНК-полимераза Pyrobest 
TaKaRa; 2, 4 - ДНК-полимераза Invitrogen Plati
num. М - маркер молекулярной массы (выделен 
фрагмент длиной 3000 п.н.). (б) - Очистка ампли
конов после проведения гель-электрофореза с по
следующим вырезанием полосы ПЦР-продукта с 
использованием набора для экстракции QIAquick 
gel extraction kit, экстракции фенол/хлороформом 
и переосаждением этанолом. Амплификация с 
ДНК-полимеразой: 1 - Pyrobest TaKaRa; 2 - In
vitrogen Platinum. M - маркер молекулярной массы 
(выделен фрагмент длиной 3000 п.н.). 

та авторы [7] считают: недостаточное разреше
ние атомно-силового микроскопа; неточности 
алгоритма расчета контурной длины ДНК; на
личие процедуры высушивания образца ДНК 
перед визуализацией посредством АСМ. Одна
ко, по нашему мнению, первые две из перечис
ленных причин не могут привести к статисти
чески значимому уменьшению контурной дли
ны ДНК. Такое уменьшение длины линейной 
молекулы на ~ 45 нм для ампликона длиной 
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Рис. 3. Изображение амплифицированного фраг
мента ДНК pGEMEX, полученное методом атом-
но-силовой микроскопии. Размер кадра: (а) - 2,2 
х 2,2 мкм; (б) - 1,5 х 1,5 мкм. Ожидаемая длина 
ампликона составляет 1414 п.н., или 485 нм в 
предположении В-формы ДНК. Шкала градаций 
оттенков от черного до белого соответствует диа
пазону высоты объекта 0 - 5 нм. Изображения 
ДНК были записаны в воздухе в режиме tapping 
mode. 

1414 п.н., или 480 нм в предположении В-формы 
ДНК, существенно выше погрешности измере
ния длины с помощью программного обеспе
чения, а также значительно больше разрешаю
щей способности АСМ для биомолекул. Высу
шивание же образца ДНК после нанесения на 
поверхность слюды может приводить к пере
ходу молекул из В-формы, характерной для 
раствора, в конформацию, отличную от В-фор
мы, что, в свою очередь, может уменьшать 
контурную длину молекул ДНК. 

Рис. 4. Контурная длина ампликонов после про
ведения ПЦР и последующей очистки, измеренная 
по АСМ-изображениям ДНК (рис. 3). Линия пред
ставляет гауссово распределение. 

Зная контурную длину ампликона (L = 435 
нм), размер последовательности которого со
ставляет 1414 п.н., мы определили расстояние 
между нуклеотидными остатками ампликона: 
h - 0,31 нм. Из наиболее распространенных 
А-, В- и Z-семейств двойной спирали ДНК 
наибольшие колебания расстояния h между нук-
леотидами характерны для А-формы ДНК - от 
0,26 до 0,33 нм согласно данным рентгеност-
руктурного анализа. Также известно, что в А-
форму переходят молекулы ДНК при умень
шении относительной влажности ниже 76% [8,9]. 
Следует отметить, что приведенные выше ли
тературные данные были получены для кри
сталлической формы ДНК в волокнах. При 
экстраполяции же этих данных на молекулы 
ДНК, находящиеся в растворе, а также на ге
номную ДНК in vivo, на наш взгляд, необходимо 
учитывать несколько важных моментов. 

Кроме процедуры высушивания образца, 
которая может индуцировать переход В А 
молекул ДНК, существенное влияние на кон-
формацию ДНК оказывают поверхностные 
свойства слюды - подложки, на которой ад
сорбированы молекулы ДНК. Известно, что 
поверхностные свойства слюды, и прежде всего 
поверхностная плотность заряда, в водном рас
творе электролита определяются суперпозицией 
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поверхностных зарядов в соответствии с их 
множественными изоэлектрическими точками. 
Поскольку на поверхности слюды экспониро
ваны силанольные группы в соотношении, зна
чительно превышающем количество имино- и 
аминогрупп, поверхность слюды отрицательно 
заряжена в широком интервале рН [10], включая 
и нейтральные значения рН, при которых ад
сорбируются молекулы ДНК для АСМ-визуа-
лизации. 

В то же время известно, что, например, при 
силиконировании производными аминосилана 
значения рК аминогрупп аминосилана вблизи 
поверхности слюды понижаются на 3-6 единиц 
рН по сравнению со значением рК аминогрупп 
в растворе [11,12], что свидетельствует о непо
средственном влиянии поверхности слюды на 
адсорбированные на ней молекулы. 

Наши данные коррелируют с результатами 
ряда других работ [7,13]. В работе [7] посред
ством АСМ были измерены значения контурной 
длины четырех фрагментов ДНК длиной 1008 
- 1055 п.н. Определенное нами по данным ра
боты [7] значение И для этих ампликонов со
ставило 0,31 - 0,33 нм, а для фрагмента ДНК 
длиной 538 п.н. (согласно работе [13]) - 0,32 
нм, что также соответствует характерному рас
стоянию между парами нуклеотидов вдоль оси 
спирали А-формы ДНК. 

Визуализация и измерение длины единичных 
молекул ДНК после амплификации в полиме-
разной цепной реакции показали, что после 
проведения ПЦР синтезируются фрагменты 
ДНК не строго фиксированной длины (как мож
но было ожидать и о чем свидетельствуют 
результаты гель-электрофореза после проведе
ния ПЦР), а ампликоны с распределением кон
турной длины. Неоднородность контурной дли
ны ампликонов в нашей работе составляет ~ 
7%, а в работах [7] и [13] ~ 11% и 6% 
соответственно. По нашему мнению, наличие 
гауссова распределения контурной длины ам
пликонов, визуализированных АСМ, может 
быть объяснено не ошибками ДНК-полимеразы 
при синтезе ампликона (вероятность которых 
при синтезе ампликона длиной ~ 1400 п.н. 
крайне низка), а неоднородной поверхностной 
плотностью заряда слюды, на которой адсор
бированы молекулы ДНК в присутствии ионов 
магния. Локальное распределение плотности за
ряда вблизи сайтов адсорбции молекулами 
ДНК может приводить к изменению конфор-
мации фрагмента ДНК, например, к переходу 
В А, что, в свою очередь, приводит к умень
шению контурной длины ДНК. 

ВЫВОДЫ 

Измерение с помощью атомно-силовой мик
роскопии контурной длины линейных молекул 
ДНК, амплифицированных после проведения 
полимеразной цепной реакции, показало, что, 
несмотря на использование высокоточных ви
дов термостабильной ДНК-полимеразы, в про
цессе ПЦР синтезируются фрагменты молекул 
ДНК с контурной длиной (435 ± 15) нм. Оп
ределенное нами расстояние между нуклеотид-
ными остатками h = 0,31 нм вдоль оси спирали 
дуплекса находится в пределах величины, ха
рактерной для ДНК в А-форме. Сделано пред
положение, что основными факторами, инду
цирующими переход В А молекул ДНК, 
адсорбированных на поверхности свежесколо-
той слюды, после высушивания образца в бу
фере, содержащем ионы магния, являются как 
сама процедура высушивания образца, так и 
поверхностные свойства слюды. 
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The Visualization of Amplicons after Polymerase Chain Reaction 
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Linear DNA molecules amplified by the polymerase chain reaction were visualized by atomic force 
microscopy. The measured contour length of the PCR product of 1414 bp sequence was 435 ±15 
nm. Considering that the calculated value of the distance between the nucleotides along the duplex 
axis is 0.31 nm, it was assumed that linear DNA molecules on the surface of mica, which serves 
as a support in the atomic force microscopy method, are in the A form. The influence of surface 
properties of the mica and the sample drying procedure on the conformation of adsorbed DNA 
molecules is discussed. Possible reasons for the Gaussian distribution of the contour length of the 
synthesized amplicon are considered. 

Key words: amplicon, atomic force microscopy, polymerase chain reaction 
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