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Резюме 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) является основным и широко применяемым способом 

амплификации нуклеиновых кислот in vitro. Предложенная почти 40 лет назад, ПЦР получила с тех 

пор значительное развитие; были предложены не только различные варианты проведения этой 

реакции, но и существенные модификации метода. Однако несмотря на имеющиеся достижения, 

совершенствование ПЦР, обусловленное необходимостью решения новых сложных задач, 

продолжается до сих пор. Одним из способов повышения специфичности и чувствительности ПЦР 

является добавление в реакционные смеси низкомолекулярных соединений - так называемых ПЦР-

энхансеров, среди которых наиболее популярным является диметилсульфоксид (ДМСО). В данной 

работе нами впервые описывается возможность использования в качестве ПЦР-энхансера 

дейтерированной (тяжелой) воды - D2O. На примере GC-богатых нуклеотидных последовательностей 

гена 28S рРНК богомола обыкновенного показано, что наибольший эффект данный агент оказывает 

при его содержании более 50% от объема ПЦР-смеси и при амплификации относительно 

протяженных GC-богатых нуклеотидных последовательностей. 
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Resume 

Polymerase chain reaction (PCR) is the main and widely used method for nucleic acids amplification. PCR, 

which developed almost 40 years ago, has undergone significant development. Different variations and 

significant modifications of the method were also proposed. However, despite the achievements, the 

improvement of PCR, due to the need to solve new complex problems, continues. One way to increase the 

specificity and sensitivity of PCR is to add low molecular weight compounds, so-called PCR enhancers, 

among which dimethyl sulfoxide (DMSO) is the most popular. In this study, we describe for the first time 

the possibility of using heavy water (D2O), as a PCR enhancer. It has been shown that D2O affects on PCR 
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efficiency when the content of heavy water in the reaction mixture exceeds 50% and during amplification 

of relatively extended GC-rich nucleotide sequences. 
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Введение 

Предложенная более 30 лет назад полимеразная 

цепная реакция (ПЦР) до сих пор остается основным 

методом амплификации нуклеиновых кислот [Saiki et 

al., 1985]. За время, прошедшее с момента открытия 

ПЦР, предложено огромное количество ее вариантов 

[Behlke et al., 2019]. Предлагались различные способы 

улучшения этой реакции, направленные в основном на 

повышение специфичности, чувствительности и 

скорости реакции для того, чтобы можно было 

амплифицировать GC-богатые последовательности 

[Green,  Sambrook, 2019] или препараты нуклеиновых 

кислот, содержащие ингибиторы ПЦР [Turner, Jenkins, 

1995; Wilson, 1997] или разрушенную ДНК 

[Garafutdinov et al., 2017]. Одним из приемов 

повышения эффективности ПЦР является 

использование низкомолекулярных добавок, 

называемых ПЦР-энхансерами. Впервые об 

улучшении ПЦР путем добавления 

диметилсульфоксида [Bookstein et al., 1990] и 

формамида [Sarkar et al., 1990] сообщалось еще в 1990. 

Позднее было показано также влияние детергентов 

[Demeke, Adams, 1992], солей тетраалкиламмония 

[Chevet et al., 1995], белков [Kreader, 1996], бетаина 

[Henke et al., 1997], сульфонов [Chakrabarti, Schutt, 

2001], сульфоксидов [Chakrabarti, Schutt, 2002], 

гликолей [Zhang et al., 2009], эктоинов [Meyer et al., 

2017; Хасанова и др., 2019] на ПЦР. Особый интерес в 

качестве ПЦР-энхансеров вызывают углеводы ввиду 

их доступности и безопасности [Demeke, Adams, 1992; 

Spiess et al., 2004]. На практике используют только 

трегалозу, которая способствует более надежному 

протеканию ПЦР за счет термостабилизации 

ДНК-полимеразы [Spiess et al., 2004], а также 

применяется для длительного хранения ДНК 

[Гарафутдинов и др., 2020]. Ранее нами было 

показано, что эффективным ПЦР-энхансером является 

более доступная сахароза, обеспечивающая 

значительное повышение чувствительности и 

специфичности ПЦР [Sakhabutdinova et al., 2020].  

Положительное влияние энхансеров на ПЦР 

обусловлено разными причинами [Kurz, 2008]. Так, 

некоторые соединения (например, ДМСО, формамид, 

бетаин, эктоины) облегчают денатурацию цепей и 

снижают тем самым температуру плавления ДНК. 

Другие добавки защищают полимеразу от стрессоров, 

таких как повторяющиеся циклы нагревания и 

охлаждения (трегалоза, эктоины), или стабилизируют 

нуклеиновые кислоты (детергенты, белки). 

Цвиттерионные соединения увеличивают 

диэлектрическую проницаемость раствора, что 

приводит к изменению в электростатическом 

окружении ДНК. Энхансеры с малыми размерами 

молекул (сульфоксиды, сульфоны, эктоины) 

оказывают также влияние на конформацию двойной 

спирали. В данной работе приведены 

предварительные результаты, свидетельствующие о 

положительном влиянии тяжелой воды на ПЦР-

амплификацию "сложных" (GC-богатых) ДНК-

мишеней.  

 

Материалы и методы 

В работе использованы следующие реактивы: 5-

(этилтио)-1H-тетразол, амидофосфиты (dA-CE, dC-

CE, dG-CE, dT-CE), носители для синтеза 

олигонуклеотидов (dA-CPG, dC-CPG, dG-CPG, dT-

CPG) (все Glen Research); абсолютные ацетонитрил и 

тетрагидрофуран квалификации «для синтеза ДНК» 

(Panreac); акриламид, N,N’-метиленбисакриламид, 

Трис, персульфат аммония, динатриевая соль 

N,N,N’,N’-этилендиаминтетрауксусной кислоты 

(ЭДТА), N,N,N’,N’-тетраметилэтилендиамин (все 

AppliChem); Taq ДНК полимераза (Fermentas), 

дезоксинуклеозидтрифосфаты (дНТФ) (СибЭнзим), 

SYBR Green I (Биотех-Индустрия). Для приготовления 

всех растворов использовали воду высшей категории 

качества (>18МOм) (Millipore).  

В качестве ДНК-матрицы выступала тотальная 

ДНК богомола обыкновенного (Mantis religiosa), 

которую выделяли из мышечной ткани этого 

насекомого с помощью коммерческого набора «ДНК-

Экстран-2» (Синтол) по протоколу производителя.  

Олигонуклеотидные праймеры - прямые 

F1 (ccgaaagatggtgaactatgcctgg), F2 (ccgttggattggggtctaaggc), 

F3 (cgtgtgaaacataacgcagggagat) и обратные 

R1 (gtttcccctgacttcgtcctgg), R2 (ggtttagtgtttcccagtgactcgc), 

R3 (ggaacacgactctgaggacagc) подбирали на основе 

последовательностей нуклеотидов, депонированных в 

GenBank [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/] с 

использованием online-утилиты OligoAnalyzer 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Green%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30710022
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sambrook%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30710022
http://helicon.ru/catalog/detail.php?IBLOCK_ID=16&SECTION_ID=716&ELEMENT_ID=6345


Влияние тяжелой воды на протекание полимеразной цепной реакции 

 

 54 

компании Integrated DNA Technologies 

[http://idtdna.com/]. Синтез праймеров осуществлен на 

автоматическом ДНК-синтезаторе ASM-800 (Биоссет) 

амидофосфитным способом, их очистку проводили 

методом гель-электрофореза в 15%-ном 

полиакриламидном геле. Концентрацию всех 

нуклеиновых кислот определяли по оптической 

плотности водного раствора, найденной при 260 нм, 

на спектрофотометре BioSpec-Mini (Shimadzu).  

Полимеразную цепную реакцию в реальном 

времени проводили в ДНК-амплификаторе CFX96 

Connect (Bio-Rad Laboratories). Реакционные смеси 

имели объем 20 мкл и содержали ДНК богомола в 

количестве 3 нг, 1 мкл каждого из праймеров с 

концентрацией 1.0 О.Е./мл, 2.5 ед. акт. Taq ДНК 

полимеразы, 2.0 мкл смеси дНТФ с концентрацией 2.5 

мМ, 2 мкл буфера для Taq ДНК полимеразы (67 мМ 

Трис-HCl (pH 8.8), 2.0 мМ MgCl2, 18 мМ (NH4)2SO4, 

0.01% Твин-20) и 2 мкл 10× раствора SYBR Green I. 

Образцы, содержащие тяжелую воду, готовили путем 

добавления 4, 8, 10 или 12 мкл D2O к остальным 

компонентам реакции. Каждый образец был 

представлен в трехкратном повторе. Использовали 

программу, рекомендуемую для ПЦР в режиме 

реального времени с применением интеркалирующих 

красителей: начальная денатурация при 94°С (3 мин), 

40 и более циклов – денатурация при 94°С (15 с), 

отжиг при 59°С (40 с), элонгация при 72°С (30 с), 

конечная элонгация при 72°С (2 мин). Анализ 

результатов ПЦР дополнительно осуществляли с 

помощью гель-электрофореза в 10%-ном 

полиакриламидном геле в камере вертикального типа 

VE-10 (Хеликон) при напряжении 90-110 В с 

последующим окрашиванием бромистым этидием и 

визуализацией в приборе Gel Camera System (UVP 

Inc.).  

 

Результаты и обсуждение 

При постановке ПЦР весьма высок риск 

получения как ложноположительных, так и 

ложноотрицательных результатов, в отдельных 

случаях обусловленный протеканием 

неспецифической амплификации [Чемерис и др., 2012; 

Чемерис и др., 2012а]. Достоверность результатов 

зависит от ряда факторов, таких как качество 

препаратов ДНК и РНК, длина и GC-состав 

амплифицируемого фрагмента, качество праймеров, 

наличие ингибирующих веществ и пр. Для 

исключения неспецифической амплификации 

применяют так называемый «горячий старт» [Чемерис 

и др., 2011]. Одним из приемов повышения 

эффективности ПЦР является использование 

сближенных праймеров [Гарафутдинов и др., 2015; 

Garafutdinov et al., 2017]. Благодаря малой длине 

образующихся ампликонов для сближенных 

праймеров отсутствует необходимость задания 

«традиционных» температур и продолжительности 

этапов отжига и денатурации. ПЦР со сближенными 

праймерами обеспечивает амплификацию ДНК в 

присутствии таких количеств ПЦР-ингибирующих 

агентов, при которых ПЦР с "традиционно" 

расположенными праймерами не протекает.  

Повышения эффективности амплификации 

можно добиться также путем добавления в 

реакционные смеси некоторых веществ. Мы 

предположили, что одним из агентов, способных 

изменить протекание ПЦР, может служить 

дейтерированная вода (D2O). Ранее было показано 

изменение конформации и стабильности белков в D2O 

[Larsson, 1988; Makhatadze et al., 1995; Efimova et al., 

2007; Korb et al., 2011] сведения о ее влиянии на 

реакции нуклеинового обмена в литературе 

отсутствуют. Тяжелая вода имеет более высокие 

значения соответствующих физических констант по 

сравнению с обычной водой (Табл. 1). 

 

Таблица 1 

Физические характеристики обычной (H2O)  

и тяжелой (D2O) воды 

Table 1 - Physical characteristics of water (H2O)  

and heavy water (D2O) 
 

Константа H2O D2O 

Плотность, 

г/см3 

1 1.1042  

Динамическая 

вязкость, Па*с 

0.00101  0.00125  

Температура 

плавления, °C 

0 3.81  

Температура 

кипения, °C 

100 101.43  

Теплоёмкость, 

Дж/(моль·К) 

75.37  84.3  

 

Мы предположили, что ввиду чуть более 

высокой плотности, вязкости и теплоемкости D2O 

процессы тепло- и массопереноса в ходе ПЦР в 

тяжелой воде будут протекать иначе, чем в обычной. 

Для демонстрации влияния D2O на ПЦР в качестве 

мишени для амплификации был выбран GC-богатый 

фрагмент высококопийного гена 28S рРНК богомола 

обыкновенного (номер в Генбанке AY491212.1). 

Известно, что высокое содержание dG и dC в 

нуклеотидной последовательности существенно 

затрудняет протекание ПЦР за счет повышения 

температуры денатурации таких цепей ДНК [Green,  

Sambrook, 2019]. К амплифицируемым 

последовательностям ДНК были сконструированы и 

синтезированы 3 пары праймеров, обеспечивающих 

образование ампликонов размером 47 (праймеры F1 и 

R1), 166 (F2 и R2) и 352 п.о. (F3 и R3). Праймеры F1 и 

http://helicon.ru/catalog/detail.php?IBLOCK_ID=4&SECTION_ID=902&ELEMENT_ID=109
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BB%D0%BE%D1%82%D0%BD%D0%BE%D1%81%D1%82%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B8%D0%BD%D0%B0%D0%BC%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B0%D1%8F_%D0%B2%D1%8F%D0%B7%D0%BA%D0%BE%D1%81%D1%82%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B8%D0%BD%D0%B0%D0%BC%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B0%D1%8F_%D0%B2%D1%8F%D0%B7%D0%BA%D0%BE%D1%81%D1%82%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A2%D0%B5%D0%BC%D0%BF%D0%B5%D1%80%D0%B0%D1%82%D1%83%D1%80%D0%B0_%D0%BF%D0%BB%D0%B0%D0%B2%D0%BB%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D1%8F
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A2%D0%B5%D0%BC%D0%BF%D0%B5%D1%80%D0%B0%D1%82%D1%83%D1%80%D0%B0_%D0%BA%D0%B8%D0%BF%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D1%8F
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9C%D0%BE%D0%BB%D1%8F%D1%80%D0%BD%D0%B0%D1%8F_%D1%82%D0%B5%D0%BF%D0%BB%D0%BE%D1%91%D0%BC%D0%BA%D0%BE%D1%81%D1%82%D1%8C
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Green%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30710022
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sambrook%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30710022


Влияние тяжелой воды на протекание полимеразной цепной реакции 

 

 55 

R1 располагаются "встык" друг к другу, т.е. их 3'-

концы отжигаются на смежных нуклеотидах 

комплементарных цепей ДНК. Такое расположение 

является крайним случаем сближения праймеров, и 

для подобных праймерных пар все преимущества 

системы сближенных праймеров проявляются 

наиболее ярко [Гарафутдинов и др., 2015].  

ПЦР в реальном времени продемонстрировала 

влияние дейтерированной воды на ход реакции. В 

целом, оказалось, что это влияние становится 

заметным при относительно высоком содержании D2O 

в реакционной смеси (>50%). При использовании 

максимально сближенных праймеров (F1/R1) 

присутствие D2O не приводило к изменению 

эффективности ПЦР, что объясняется, вероятно, 

малым размером ампликона и относительной 

легкостью его денатурации (рис. 1А, кривые 1 и 4). 

Наиболее ощутимое влияние D2O наблюдалось в 

случае проведения ПЦР с парой праймеров F3/R3, 

дающих наибольший по размеру ампликон (рис. 1А, 

кривые 3 и 6). В этом случае наличие D2O в 

реакционной смеси позволило существенно ускорить 

амплификацию, по-видимому, за счет повышения 

эффективности денатурации образующихся 

тугоплавких ампликонов. 

 

 
 

Рис.1. Влияние D2O (содержание 60%) на амплификацию GC-богатых нуклеотидных последовательностей. (А) 

кривые амплификации и (Б) электрофореграмма результатов ПЦР: 1 и 4 - амплификация с праймерами F1/R1;  

2 и 5 - с праймерами F2/R2; 3 и 6 - с праймерами F3/R3; 1, 2 и 3 - амплификация в присутствии Н2O;  

4, 5 и 6 - амплификация в D2O (60%); NTC - соответствующие отрицательные контроли  

(представлены данные только по одному образцу из каждого трехкратного повтора). 

Fig.1. Effect of D2O (60% content) on the amplification of GC-rich nucleotide sequences. (A) amplification curves and 

(B) electropherogram: 1 and 4 - amplification with F1/R1 primers; 2 and 5 - with F2/R2 primers; 3 and 6 - with F3/R3 

primers; 1, 2 and 3 - amplification in the presence of H2O; 4, 5 and 6 - amplification in D2O (60%);  

NTC - non-template (negative) controls. 

 

 

В случае использования праймеров с 

традиционным расположением (пары F2/R2 и F3/R3) 

добавление тяжелой воды обеспечивает значимое 

ускорение реакции, что отражается в снижении 

величины порогового цикла Ct (Табл. 2). 

 

Таблица 2 

Значения порогового цикла (Ct) при амплификации ДНК в присутствии D2O (60%) 

Table 2 - Threshold cycles (Ct) for DNA amplification in the presence of D2O (60%) 
 

 Primers 

F1/R1 F2/R2 F3/R3 

+ DNA negative 

control 

+ DNA negative 

control 

+ DNA negative 

control 

H2O 22.1±0.2 46.0 ±0.3 31.4±0.2 45.9±0.2 35.8 ±0.4 43.2 ±0.5 

D2O 22.4±0.1 44.6 ±0.4 27.9 ±0.2 40.8±0.4 31.7 ±0.2 41.2 ±0.6 
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Значение ΔСt для пары F2/R2 составило около 

3.5 циклов, для пары F3/R3 - около 4 циклов. 

Смещение порогового цикла для образцов, 

содержащих D2O, обеспечивает возможность 

получения более достоверных данных, поскольку 

позволяет с большей точностью дифференцировать 

специфическую и неспецифическую амплификацию 

за счет увеличения разницы в величинах Сt для 

опытных и контрольных образцов. Помимо ускорения 

реакции, D2O обеспечивает повышение 

эффективности ПЦР (непосредственно процесса 

синтеза цепей ДНК), что выражается в характере 

подъема кривых амплификации: для ПЦР-образцов, 

содержащих тяжелую воду наблюдается более резкий 

подъем кривых. Кроме того, D2O обеспечивает более 

высокий количественный выход продуктов реакции в 

случае амплификации более протяженных участков 

нуклеотидной последовательности (рис. 1Б). 

Таким образом, впервые показана 

возможность использования тяжелой воды (D2O) в 

качестве эффективного ПЦР-энхансера. Наибольший 

эффект данный агент оказывает при его содержании в 

количестве более 50% от объема ПЦР-смеси. 

Наибольшую эффективность D2O проявляет при 

амплификации относительно протяженных GC-

богатых нуклеотидных последовательностей, что 

свидетельствует о его влиянии на процесс 

денатурации ДНК, требующем дальнейшего более 

детального изучения.  
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