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Резюме 

Замены одиночных нуклеотидов (SNP) составляют значительную долю полиморфизма ДНК 

практически любых организмов и оказывают заметное влияние на их жизненный статус. Детекция 

уже известных SNP крайне важна, что обусловливает огромное разнообразие предложенных на 

сегодняшний день методов SNP-типирования. Одними из наиболее ранних методов анализа SNP 

являются аллель-специфичная гибридизация с олигонуклеотидами, получившая развитие в виде 

флуоресцентно-меченных зондов, и ПЦР-ПДРФ, основанный на расщеплении ампликонов 

подходящими рестрикционными эндонуклеазами, на сайты которых приходятся полиморфные 

нуклеотиды, или конструировании праймеров таким образом, что подобные сайты генерируются 

непосредственно в ходе ПЦР. Кратко рассмотрены также методы детекции одиночных нуклеотидов 

в гетеродуплексах с помощью некоторых химических реагентов и ряда эндонуклеаз.  
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Resume 

Due to the fact that single nucleotide substitutions account for the largest share of DNA polymorphism in 

almost any organisms and have a noticeable effect on their vital status, the detection of already known such 

polymorphic nucleotides is extremely important. This explains the huge variety of methods of such 

genotyping. Among the old approaches to the detection of polymorphic nucleotides, allele-specific 
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hybridization with oligonucleotides stands out, which later received a new life in the form of fluorescently 

labeled probes. Also, such a method as PCR-RFLP, based on the cleavage of amplicons by suitable 

restriction endonucleases, whose sites contain polymorphic nucleotides or primers are designed in such a 

way that such sites arise during PCR, is not completely forgotten. The methods used relatively less 

frequently for detecting mutations in heteroduplexes using some chemical reagents, as well as using some 

endonucleases, are also briefly considered in this review. 
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Введение 

 Во вводной статье [Гарафутдинов и др. 

(Garafutdinov et al.), 2021] к циклу публикаций, 

посвященных генотипированию однонуклеотидного 

полиморфизма (ОНП), или иначе детекции известных 

снипов (SNP – Single-Nucleotide Polymorphism), мы 

коротко изложили причины огромного интереса к 

этому типу полиморфизма геномов 

близкородственных организмов, пояснив, что под ним 

понимается, и дав небольшую историческую справку 

о развитии таких исследований. Было также отмечено, 

что в последующих обзорах материал будет 

подаваться с соблюдением по возможности 

хронологического порядка, поэтому в этой статье 

описываются довольно старые методы детекции ОНП, 

часть которых до сих пор не утратила полностью 

своей значимости, или они трансформировались в 

более современные способы и протоколы.  

 

Аллель–специфичная олигонуклеотидная 

гибридизация 

 После того как в первой половине 1980-х гг. 

был налажен автоматический синтез 

олигонуклеотидов, спектр их применения заметно 

расширился и стал включать молекулярную 

гибридизацию для выявления последовательностей 

нуклеиновых кислот с использованием радиоактивных 

меток, что было необходимо для повышения 

чувствительности. Так, с помощью двух 19-звенных 

олигонуклеотидов, отличающихся одним азотистым 

основанием, были идентифицированы гены глобина 

человека – нормальный и приводящий к серповидно-

клеточной анемии [Conner et al., 1983]. Позже эти же 

авторы назвали подобные гибридизационные пробы 

как ASO (Allele-Specific Oligonucleotide [Studencki et 

al., 1985]. Разработка метода ПЦР дала 

дополнительные возможности проведения такой 

гибридизации, позволив обходиться без 

радиоактивности.  

 Во второй половине 80-х гг. XX века возникла 

ДНК-криминалистика
1
, и один из тогдашних подходов 

к ДНК-идентификации личности заключался в 

амплификации отдельных HLA-DQA1 локусов с 

помощью ПЦР и последующей дот-блот-

гибридизации с радиоактивно мечеными 

олигонуклеотидными зондами, отличающимися как 

раз единичными заменами нуклеотидов [Saiki et al., 

1986]. Позже для этой цели вместо радиоактивности 

стали применять модифицированные 

олигонуклеотиды, которые можно было пометить 

пероксидазой хрена и использовать цветной субстрат 

[Bugawan et al., 1988]. Разработка обратной дот-блот-

гибридизации с иммобилизованными 

олигонуклеотидными зондами, несущими замены 

нуклеотидов для детекции нескольких типов HLA-

DQA1 локусов, и ПЦР с праймерами, меченными по 

5’-концам биотином, позволила дополнительно 

улучшить данный метод. Но еще до этого была 

опубликована статья, демонстрирующая возможность 

амплификации HLA-DQA1 локуса и детекции 

ампликонов путем гибридизации с ASO и 

проявлением результатов гибридизации с помощью 

цветной реакции пероксидазы хрена с 

тетраметилбензидином, используя ДНК, выделенную 

из единичной волосяной луковицы [Higuchi et al., 

1988]. На основе этого подхода использования HLA-

DQA1 локусов для целей ДНК-идентификации 

личности американской фирмой Perkin-Elmer даже 

стал выпускаться коммерческий набор, в котором для 

выявления ОНП использовался подход так 

называемой «обратной дот-блот-гибридизации», когда 

на полосках нейлоновой мембраны сорбировались 

различные аллель-специфичные олигонуклеотиды. 

                                                           
1
 Становление и развитие ДНК-криминалистики нами 

очень подробно рассмотрено в одноименной 

коллективной монографии [Чемерис и др. (Chemeris et 

al.), 2022]. 
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Гибридизация последних с соответствующими 

биотинилированными ампликонами и их связывание с 

комплексом стрептавидин-щелочная фосфатаза, 

сопровождаемые добавлением субстрата, приводили к 

получению цветных сигналов. Мечение пробы 

дигоксигенином позволило детектировать ОНП 

иммунохроматографически с помощью метода 

CASSOH (Competitive Allele-Specific Short 

Oligonucleotide Hybridization) [Matsubara, Kure, 2003].  

 Применение ASO для анализа ОНП 

продолжилось и дальше, в том числе претерпев 

преобразования, в первую очередь за счет их мечения 

флуорохромами, о чем пойдет речь в дальнейших 

публикациях из этого же цикла.  

 

Выявление однонуклеотидных замен  

с помощью рестрикционных эндонуклеаз 

 Очень важным инструментом в молекулярной 

биологии являются рестрикционные эндонуклеазы, 

узнающие и расщепляющие ДНК по определенным 

последовательностям нуклеотидов. Но если на сайт 

узнавания такого фермента будет приходиться 

однонуклеотидная замена, то расщепления не 

произойдет, что может служить свидетельством 

присутствия в снипе того или иного нуклеотида. 

Серьезным ограничением этого подхода является 

необходимость расположения полиморфного 

нуклеотида в сайте рестрикции, что имеет место 

далеко не всегда. Тем не менее, данный подход 

анализа снипов был разработан [Deng, 1988], и 

поскольку для исключения работы с 

радиоактивностью
2
 требовалась наработка целевого 

ампликона с помощью ПЦР, то он получил название 

PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

или ПЦР-ПДРФ (Полиморфизм Длины 

Рестрикционных Фрагментов). По сути такой же 

метод выявления однонуклеотидных замен другими 

авторами несколько позже был назван как PCR-ASRA 

(allele-specific restriction enzyme analysis [Simsek et al., 

1994].  

 Ряд компьютерных программ SPR Opt (SNP 

and PCR-RFLP Optimization) [Gardner, Wagner, 2005], 

SNP-RFLPing и SNP-RFLPing 2 [Chang et al., 2006; 

2010] были созданы для поиска в геномах разных 

организмов снипов, которые могли бы 

детектироваться с помощью метода ПЦР-ПДРФ. 

Однако необходимо анализировать ни какие попало 

снипы, а только те, что представляют определенный 

интерес в связи со стоящими перед 

экспериментаторами задачами, и поэтому такой поиск 

не решает главной проблемы отсутствия 

полиморфных нуклеотидов в потенциальных сайтах 

рестрикционных эндонуклеаз. Но имеются другие 

                                                           
2
 применяемой для повышения чувствительности 

возможности, к которым сейчас перейдем.  

 В целом ряде современных работ сообщается 

о намеренном создании сайтов рестрикционных 

эндонуклеаз, несущих полиморфные нуклеотиды за 

счет подбора праймеров таким образом, что в них 

включается один неспариваемый нуклеотид, в целом 

ненарущающий специфичность амплификации, но 

обеспечивающий вкупе с полиморфным нуклеотидом 

в снипе возникновение или невозникновение сайта 

рестрикции [Sharma, Changota, 2017; Wang et al., 2016; 

2017]. Данные подходы даже получили свои названия 

– A-RFLP (Artificial Restriction Fragment Length 

Polymorphism) и CRS-PCR (Created Restriction Site). 

Относительно недавно предложен аналогичный 

способ детекции снипов, названный авторами как 

dPACS (derived Polymorphic Amplified Cleaved 

Sequence), особенностью которого служат более 

длинные праймеры (35 – 55 звеньев) с 

неспариваемыми в нужном месте нуклеотидами, 

формирующими сайты узнавания рестрикционных 

эндонуклеаз [Kaundum et al., 2019]. Справедливости 

ради следует сказать, что подобная модификация 

праймеров для детекции точечных мутаций была 

описана ранее и названа как PCR-PIRA (primer-

introduced restriction analysis) [Jacobson, Moskovits, 

1991] и даже еще раньше в конце 1988 г. и в самом 

начале 1989 г. такой подход уже использовался 

[Kumar, Barbacid, 1988; Kumar, Dunn, 1989]. Чуть 

позже другие авторы назвали его как ACRS 

(Amplification Created Restriction Site) [Lien et al., 1992] 

и RG-PCR (Restriction site Generating) [Gasparini et al., 

1992]. Учитывая, что при искусственном создании 

сайта рестрикции, затрагивающего анализируемую 

однонуклеотидную замену, необходимо выбирать 

наиболее оптимальный фермент в одной из работ 

была предложена формула, позволяющая рассчитать 

вероятность такого подбора для вводимого числа 

рестрикционных эндонуклеаз [Eiken et al., 1991]. 

Много лет спустя воспроизводимость метода ACRS 

была улучшена за счет добавления дополнительных 

сайтов используемой рестрикционной эндонуклеазы в 

обратный праймер для контроля действия фермента 

[Hosseini et al., 2006]. 

Пожалуй, стоит также обратить внимание на 

работы одной группы авторов [Haliassos et al., 1989; 

1989a], предложивших нечто среднее между ПЦР-

ПДРФ и аллель-специфичной ПЦР (АС-ПЦР). Так, 

ими были сконструированы один общий (обратный) и 

два прямых праймера и на 3’-конце последних 

располагался дискриминирующий нуклеотид, 

приводящий в одном случае к возникновению сайта 

рестрикционной эндонуклеазы MspI. Однако АС-ПЦР 

будет посвящена другая наша статья и здесь на этом 

вопросе останавливаться не будем. 
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Таблица 1 

Детекция снипов (мутаций) с помощью  

различных вариантов ПЦР-ПДРФ 

Table 1 - Detection of SNP (mutations) using  

various variants of PCR-RFLP 

Метод 

Method 

Ссылка  

Reference 

PCR-RFLP Deng, 1988 

ACRS 

Kumar, Barbacid, 1988; Haliassos 

et al., 1989; 

Lien et al., 1992 

PCR-PIRA Jacobson, Moskovits, 1991 

RG-PCR Gasparini et al., 1992 

PCR-ASRA Simsek et al., 1994 

A-RFLP Sharma, Changota, 2017 

CRS-PCR Wang et al., 2016; 2017 

dPACS Kaundum et al., 2019 

 

 Несмотря на приведенные в таблице 1 восемь 

различных названий предложенных вариантов ПЦР-

ПДРФ, все же правильнее будет считать, что таковых 

всего только два - PCR-RFLP и ACRS. При этом 

dPACS также можно считать разновидностью ACRS.  

Некоторое время назад были разработаны 

специальные программы для дизайна праймеров, 

которые бы включали последовательности, 

приводящие к возникновению сайтов узнавания 

подходящих рестрикционных эндонуклеаз, 

приходящихся на полиморфные нуклеотиды в снипах 

[Ke et al., 2001; Neff et al., 2002].  

Детекция продуктов ПЦР-ПДРФ 

осуществляется в первую очередь с помощью 

обычного электрофореза в агарозных или 

полиакриламидных гелях (в зависимости от размеров 

ампликонов), но в литературе можно встретить 

применение и капиллярного гель-электрофореза 

[Bazakos et al., 2012] и микрофлуидных чипов [Wang 

et al., 2009], а также гель-хроматографии в 

денатурирующих условиях [Abbas et al., 2004]. 

Описано быстрое разделение продуктов ПЦР-ПДРФ с 

помощью времяпролетной масс-спектрометрии 

[Taranenko et al., 1996]. К сожалению, использование 

любых вариантов ПЦР-ПДРФ ограничено по 

производительности и для анализа большого числа 

снипов одновременно во многих образцах следует 

применять другие методы детекции.  

 

Химическая детекция снипов в гетеродуплексах 

 Детекция мутаций (однонуклеотидных замен) 

с помощью некоторых химических реагентов c 

последующим разделением продуктов реакций по 

размеру гель-электрофорезом была предложена 

довольно давно [Cotton et al., 1988] и развивалась 

преимущественно усилиями лишь этой группы 

австралийских авторов [Cotton, Campbell, 1989; 

Ramus, Cotton, 1996; Ellis et al., 1998; Lambrinakos et 

al., 1999; Bui et al., 2002; 2003], хотя и другие 

исследователи, включая отечественных ученых, 

выполняли схожие работы [Несчастнова и др. 

(Neschastnova et al.), 2007; Логвина и др. (Logvina et 

al.), 2011; Gogos et al., 1990; Tindall, Whitaker, 1991; 

Rowley et al., 1995; Roberts et al., 1997; Yakubovskaya 

et al., 2010].  

Этот метод получил название CCM – 

Chemical Cleavage of Mismatch. Лежащий в его основе 

принцип заключается в получении гетеродуплексных 

структур путем рестриктазного расщепления 

рекомбинантных плазмидных ДНК (в начальных 

экспериментах) или с помощью ПЦР, в которых при 

гибридизации цепей из разных ампликонов 

формируются неспаренные азотистые основания, 

приходящиеся на места мутаций. Поскольку 

пиримидины для таких экспериментов более 

реакционно-способны, то производится обнаружение 

возникающих в гетеродуплексах неспариваний типа 

C∙A, C∙C, C∙T, G∙T и T∙T, в результате чего 

оказывающимися фактически одноцепочечными 

(частично выпетленными) тимины и цитозины 

становятся доступны для проведения необходимых 

химических реакций. При этом неспаривание пуринов 

G∙A может быть опосредованно обнаружено, 

используя комплементарные цепи ДНК, где на этих 

местах будут соответствующие им пиримидины.  

Обработка тиминов тетраоксидом осмия и 

цитозинов гидроксиламином приводит к раскрытию 

пиримидиновых колец, после чего цепи ДНК 

подвергаются β-элиминации пиперидином, что 

вызывает разрыв фосфодиэфирных связей по 

нахождению модифицированных оснований и в итоге 

происходит фрагментация молекул ДНК по местам 

мутаций. В одной из работ [Tindall, Whitaker, 1991] 

такая обработка получила название HOT 

(Hydroxylamine, Osmium Tetroxide). Получающиеся 

фрагменты ДНК разделяются гель-электрофорезом с 

целью определить их размеры и сделать вывод о 

наличии мутаций. Для детекции конечных продуктов 

реакции путем радиоавтографии обычно применяли 

для мечения гетеродуплексов радиоактивный 

фосфор-32 или серу-35 [Saleeba, Cotton, 1991], но 

было также показано, что можно с высокой 

чувствительностью окрашивать ДНК в гелях серебром 

[Saleeba et al., 1992]. Использование флуоресцентных 

меток в формируемых после завершения ПЦР 

гетеродуплексах, в которых производилось 

модификация пиримидинов гидроксиламином и 

тетраокисью осмия с последующим расщеплением 

цепей пиперидином вкупе с разделением 
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получающихся продуктов с помощью ДНК 

секвенатора, позволило назвать такой вариант FAMA 

(Fluorescence-Assisted Mismatch Analysis) [Verpy et al., 

1994]. Спустя несколько лет другие авторы 

предложили схожий способ детекции мутаций 

FluoCCM [Freson et al., 1998]. 

 В одной из обзорных публикаций [Smooker, 

Cotton, 1993] дана краткая историческая справка и 

описано развитие метода CCM. Первые годы для 

модификаций цитозинов и тиминов использовали 

гидроксиламин и тетраоксид осмия, позже последний 

реактив был заменен на перманганат калия. Причем 

эта замена была предложена другой группой 

экспериментаторов [Gogos et al., 1990], показавших, 

что перманганат калия специфично реагирует с 

тимином в присутствии тетраметиламмония хлорида. 

Однако из-за высокой токсичности последнего он 

позднее был заменен на тетраэтиламмоний хлорид 

[Roberts et al., 1997] и уже затем этот подход переняла 

все та же группа австралийских авторов во главе с 

R.G.H.Cotton [Lambrinakos et al., 1999]. Позже ими же 

было сообщено [Tabone et al., 2006] о разработке 

простого колориметрического подхода к детекции 

неспариваний тиминов и цитозинов, что авторы 

посчитали возможным экстраполировать на 

выявление полиморфных нуклеотидов в снипах. В его 

основе лежит окисление перманганатом калия 

неспаренных остатков тимина и цитозина в 

гетеродуплексах, сопровождаемое образованием 

двуокиси марганца и в зависимости от типа 

мутантного азотистого основания изменением окраски 

раствора от розовой через желтую до бесцветной с 

выпадением коричневого осадка, что позволило вести 

реакцию в микротитраторных планшетах с детекцией 

цвета раствора подходящим сканером без 

использования такого опасного реагента как 

пиперидин и соответственно без фрагментации 

молекул ДНК из-за чего этот подход уже к CCM 

формально не относится.  

 В одной из работ [Deeble et al., 1997/1998] для 

детекции мутаций (ОНП) было проведено сравнение 

методов CCM и EMC (Enzymatic Mismatch Cleavage), 

показавшее, что оба подхода способны работать с 

крупными фрагментами ДНК, но ферментативный 

метод, к рассмотрению которого ниже перейдем, 

позволяет обходиться без вредных химикатов. 

Объединяющим эти методы моментом служит 

детекция неспаренных нуклеотидов в специально 

формируемых гетеродуплексах.  

 

Энзиматическая детекция  

снипов в гетеродуплексах 

 Помимо химической модификации 

выпетленных азотистых оснований (пиримидинов) 

для детекции мутаций было предложено использовать 

некоторые ферменты – различные эндонуклеазы, 

которые в норме предназначены репарировать in vivo 

подобные и некоторые другие нарушения двойной 

спирали ДНК. Как уже говорилось выше метод 

получил название Enzymatic Mismatch Cleavage 

(EMC), но нужно иметь ввиду, что подобная 

аббревиатура в той же базе PubMed присуща и 

терминологии ряда других направлений 

исследований.  

 Итак, EMC метод детекции мутаций, в 

отличие от CCM, позволяет выявлять все восемь 

типов неспариваний - A∙A, C∙C, G∙G, T∙T, C∙A, C∙T, 

G∙A, G∙T в формируемых гетеродуплексах. Впервые 

это было сообщено все теми же австралийскими 

исследователями во главе с R.G.H.Cotton в январе 

1995 г.
3
 [Youil et al., 1995]. В данной работе для 

детекции этих мутаций в гетеродуплексных продуктах 

ПЦР длиной от 133 до 1502 п.н. был использован 

фермент резолваза из бактериофага Т4 в виде 

эндонуклеазы VII, известной также под аббревиатурой 

T4E7. В феврале того же 1995 г.
4
 группа американских 

авторов [Mashal et al., 1995] описала детекцию 

мутаций (преимущественно в виде однонуклеотидных 

замен нескольких типов) в гетеродуплексных 

фрагментах ДНК длиной от 88 до 940 п.н. В этой 

работе, наряду с T4E7 использовалась и другая 

резолваза – эндонукеаза I из фага T7 – T7E1. За этими 

публикациями последовал целый ряд 

методологических статей, посвященных улучшению 

метода EMC, выполняемого с помощью эндонуклеаз 

T4E7 и T7E1, включая использование 

радиоактивности, окрашивание серебром, применение 

флуоресцентных меток, автоматизацию процесса и пр. 

[Babon et al., 1995; 1999; 2003; Del Tito, Jr. et al., 1998; 

Mean et al., 2004; Zhang et al., 2018].  

 В 1998 г. в сельдерее была найдена 

эндонуклеаза, получившая название SEL I, 

показавшая, что с ее помощью можно детектировать 

мутации в гетеродуплексах [Oleykowski et al., 1998]. 

Позднее этими же авторами была разработана 

технология подобной детекции ОНП [Kulinski et al., 

2000]. На основе CEL I эндонуклеазы фирмой 

Transgenomic был подготовлен коммерческий набор 

Surveyor Nuclease [Qiu et al., 2004; 2005]. Разными 

группами авторов сравнивалась эффективность 

детекции мутаций с помощью Surveyor Nuclease и 

T7E1 эндонуклеазы и было показано, что оба 

фермента в целом обеспечивают высокую 

чувствительность и специфичность действия [Huang et 

al., 2011; Vouillot et al., 2015]. В одной из работ метод 

Surveyor был успешно использован вместе с HRM 

                                                           
3
 рукопись была получена редакцией 27 июня 1994 г.  

4
 рукопись этой статьи поступила в редакцию 7 

октября 1994 г. 
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плавлением ампликонов после проведения 

химического мутагенеза мягкой пшеницы с целью 

обнаружить возникшие мутации в гене 

крахмалсинтазы II [Dong et al., 2009]. 

 Для детекции мутаций в гетеродуплексах 

было также предложено использовать еще и 

эндонуклеазу V из термофильной бактерии 

Thermotoga maritima вкупе с термостабильной Tsp 

лигазой, исправляющей нежелательные «ники» 

[Huang et al., 2002], после чего также вышла серия 

статей, описывающих улучшения этого метода [Pincas 

et al., 2004; Gao et al., 2006].  

 

Заключение 

 Весьма активно применявшийся для 

выявления полиморфных нуклеотидов в снипах на 

протяжении многих лет метод ПЦР-ПДРФ обладает 

не очень высокой производительностью. Сейчас этот 

метод служит, прежде всего, для обучения студентов 

молекулярно-биологических специальностей 

определенным навыкам работы при исследовании 

полиморфизма ДНК [Zhang et al., 2013; 2017], но при 

этом продолжает использоваться в научных 

исследованиях, в том числе благодаря некоторым 

усовершенствованиям. Относительно недавно после 

геномного CRSPR/Cas редактирования мягкой 

пшеницы для выявления произведенных мутаций в 

пяти мишенях, расположенных в трех генах, был 

использован метод ПЦР-ПДРФ с соответствующими 

сайтам редактирования рестрикционными 

эндонуклеазами [Kamiya et al., 2020]. В частности при 

редактирования гена TaLOX2 из 734 

проанализированных таким образом зародышей с 

редактированным геномом в 51 были обнаружены 

мутации, для верификации которых затем уже 

проводилось секвенирование. Данный подход 

позволяет предварительно оценить эффективность 

редактирования выбранных сайтов благодаря тому, 

что многие программы дизайна гидовых РНК, недавно 

рассмотренных нами довольно подробно [Геращенков 

и др. (Gerashchenkov et al.), 2020], позволяют 

принимать во внимание потенциальные места 

узнавания рестрикционных эндонуклеаз.  

Использование ASO проб оказалось одним из 

первых относительно производительных способов 

детекции полиморфных нуклеотидов в уже известных 

снипах. Разработка ПЦР в реальном времени и 

соответствующих ДНК-термоциклеров с оптическим 

модулем привела к преобразованию вышеописанных 

ASO проб в их многочисленные разновидности в виде 

гибридизационных зондов типа TaqMan, Molecular 

Beacon и им подобным, весьма широко 

использующихся в настоящее время для 

генотипирования ОНП, но, как уже говорилось выше, 

их рассмотрение будет сделано нами в другой статье.  

Что касается выявления полиморфных 

нуклеотидов в снипах в гетеродуплексах с помощью 

различных химических реагентов, то этот подход все 

же, помимо вредного воздействия большинства из них 

на человека, характеризуется низкой 

производительностью и к тому же зависит от 

окружающих полиморфный нуклеотид в снипе 

последовательностей. Использование различных 

репарирующих эндонуклеаз для детекции мутаций 

имеет определенные преимущества уже в силу того, 

что можно детектировать все восемь типов мутаций, 

не прибегая к токсичным веществам.  
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