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Исследуется влияние температуры и напряжения на продолжительность и разрешающую способ-

ность капиллярного гель-электрофореза одноцепочечных фрагментов ДНК длиной до 520 нуклеотидов.

Определены оптимальные значения напряжения и температуры для минимизации времени анализа при

сохранении разрешающей способности электрофореза в один нуклеотид в капиллярах длиной 25 cm до окна

детекции. При проведении фрагментного анализа ДНК в 96-луночном планшете в предложенном режиме и

использовании восьмикапиллярной линейки общее время анализа может быть сокращено почти на 3 h.
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Капиллярный гель-электрофорез является ключевым

методом высокоточного анализа нуклеиновых кислот,

находящим широкое применение в секвенировании по

Сенгеру и фрагментном анализе ДНК. В основе метода

лежит разделение фрагментов нуклеиновых кислот по

молекулярной массе, основанное на их миграции под

действием силы электрического поля, через просеива-

ющий полимер [1–3].

Сфера применения генетического анализа методом

капиллярного электрофореза непрерывно расширяется.

Интенсификация потока исследований стимулирует по-

иск путей минимизации временны́х затрат на проведение

анализов. Поскольку фрагментный анализ (за исклю-

чением приложений, требующих разрешения в один

нуклеотид, таких как микросателлитный анализ или де-

текция однонуклеотидных полиморфизмов) предъявляет
менее жесткие требования к разрешающей способности,

чем секвенирование, он предоставляет больше возмож-

ностей для оптимизации.

Разрешающая способность электрофореза (способ-
ность разделять близкие по размеру и заряду моле-

кулы биополимеров) определяется комплексом физико-

химических факторов: характеристики разделительной

среды, состав буфера, а также наличие денатурирую-

щих добавок. Разделительные среды для капиллярного

электрофореза ДНК могут быть представлены как жест-

кими поперечно сшитыми, так и текучими линейны-

ми гелями на основе акриламида, а также матрицами

из полисахаридов (агарозы, производных целлюлозы,

декстранов) и других водорастворимых полимеров, та-

ких как полиэтиленоксид и поливинилпирролидон [4].
Среди основных физических факторов можно выделить

напряженность электрического поля, длину капилляра

и температуру. Увеличение напряженности электриче-

ского поля ускоряет анализ, но может привести к

снижению разрешения разделяемых фрагментов ДНК

из-за усиления джоулева нагрева и эффектов ориентации

молекул [5,6]. Температура оказывает влияние как на

скорость, так и на эффективность процесса разделения.

Увеличение эффективной длины капилляра способству-

ет повышению разрешения и длины прочтения, но про-

порционально увеличивает время анализа. В настоящее

время в рутинных исследованиях для фрагментного

генетического анализа установлен стандарт длины ка-

пилляров 36 cm до окна детекции.

В Институте аналитического приборостроения РАН,

разработавшем совместно с ООО
”
НПФ СИНТОЛ“

отечественный капиллярный секвенатор НАНОФОР 05,

был введен новый, самый компактный формат капилля-

ров (длиной 25 cm до окна детекции), предназначенных

для оценки качества подготовленных геномных библио-

тек для полногеномного секвенирования посредством

проведения неденатурирующего электрофореза.

Целью настоящей работы является исследование раз-

решающей способности линеек длиной 25 cm до окна

детекции для стандартного денатурирующего электро-

фореза одноцепочечных фрагментов ДНК в зависимости

от температуры и напряжения на капилляре.

Капиллярный гель-электрофорез с детектированием

лазер-индуцируемой флуоресценции проводили на гене-

тическом анализаторе НАНОФОР 05 [7]. Для исследова-

ния использовали капилляры с внутренним диаметром

50µm, которые были собраны в линейки из восьми
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Рис. 1. Электрофореграмма фрагмента калибратора СД-1200 при 50 ◦C и 12 kV. Числа — длина соответствующего одноцепочеч-

ного фрагмента ДНК в нуклеотидах.

капилляров каждая (Институт аналитического приборо-

строения РАН, Россия).
Для исследований был выбран гель ПДМА-6 (ООО

”
НПФ СИНТОЛ“, Россия) на основе линейного

поли-N,N-диметилакриламида (ПДМА), который нахо-

дит широкое применение благодаря максимальному сни-

жению электроосмотического потока, низкой вязкости и

высокой разрешающей способности.

Анализ эффективности деления проводили с помощью

стандарта длин фрагментов ДНК СД-1200 (ООО
”
НПФ

СИНТОЛ“, Россия), представляющего собой набор

одноцепочечных фрагментов ДНК длиной от 60 до 1200

нуклеотидов. Каждый фрагмент содержит на 5′-конце

флуоресцентный краситель Sy-660 (λmax эмиссии равна

660 nm), позволяющий детектировать проходящие через

окно детектора разделенные фрагменты ДНК в виде пи-

ков на соответствующем данному красителю спектраль-

ном канале генетического анализатора НАНОФОР 05.

Подготовка проб и анализ данных проводились сле-

дующим образом: 2µl раствора стандарта длин ДНК

СД-1200 смешивали с 78 µl деионизованного формамида

(ООО
”
НПФ СИНТОЛ“, Россия) и раскапывали по 10µl

в стрип на восемь пробирок емкостью 0.2ml. Электро-

форез проводили с тройным повтором по стандартному

протоколу (время префореза 3min, напряжение ввода

пробы 1.8 kV, время ввода пробы 5 s), варьируя темпера-

туру в диапазоне 50−65 ◦C и напряжение электрофореза

от 9 до 13 kV.

Пример электрофореграммы разделения стандарта

длин фрагментов ДНК СД-1200 приведен на рис. 1.

Значения времен выхода и ширин пиков на полу-

высоте использовали для расчета разрешающей способ-

ности системы при заданных значениях напряженности

электрического поля и температуры. При фрагментном

анализе ДНК в зависимости от задачи исследования

диапазон разделяемых фрагментов может изменяться в

пределах от 20−25 до 450−500 нуклеотидов (идентифи-
кация личности и популяционные исследования, иденти-

фикация сортов и гибридов растений). В связи с этим

при оценке разрешающей способности использовались

параметры пиков, соответствующих одноцепочечным

фрагментам ДНК длиной 514 и 520 нуклеотидов.

Разрешающую способность, как и в работе [2], оцени-
вали по формуле

R =
21T

(W1 + W2)1M
,

где 1T — расстояние между максимумами двух пиков;

W1 и W2 — ширины соседних пиков на полувысоте;

1M — разница в количестве нуклеотидов между фраг-

ментами ДНК, соответствующими данным пикам (шесть

нуклеотидов).
Найденные значения R в каждом капилляре исполь-

зовали для нахождения среднего значения разрешающей

способности Rav по всем восьми капиллярам линейки.

Экспериментально установлено, что для разных по-

лимеров и разных условий электрофореза значение

Rav , соответствующее разрешению в один нуклеотид,

составляет Rav = 0.5 [2].
В табл. 1 и на рис. 2 приведены результаты иссле-

дования влияния напряжения и температуры на Rav .

В табл. 2 и на рис. 3 приведены значения времен

выхода пиков фрагментов ДНК длиной 520 нуклеотидов,

определяющие продолжительность анализа.
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Таблица 1. Влияние температуры и напряжения на значения разрешающей способности Rav (жирным шрифтом выделены

режимы, обеспечивающие разделение в один нуклеотид)

T , ◦C
U , kV

9 10 11 12 13

50 0.64 ± 0.03 0.59 ± 0.02 0.54 ± 0.04 0.48± 0.02 0.39± 0.03

55 0.69 ± 0.03 0.65 ± 0.04 0.55 ± 0.03 0.48± 0.03 0.43± 0.03

60 0.68 ± 0.02 0.64 ± 0.03 0.57 ± 0.03 0.53 ± 0.03 0.43 + 0.03

65 0.69 ± 0.03 0.64 ± 0.03 0.60 ± 0.03 0.55 ± 0.02 0.47± 0.02
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Рис. 2. Влияние температуры и напряжения на разрешающую способность анализа Rav . Горизонтальная линия показывает

режимы, обеспечивающие разделение в один нуклеотид (Rav > 0.5).

Таблица 2. Время выхода (в s) фрагмента длиной 520 нуклеотидов (жирным шрифтом выделены режимы, обеспечивающие

разделение в один нуклеотид)

T , ◦C
U , kV

9 10 11 12 13

50 1484 ± 5 1315 ± 5 1188 ± 5 1080± 5 999± 4

55 1405 ± 6 1268 ± 5 1134 ± 6 1035± 4 946± 4

60 1343 ± 5 1208 ± 3 1086 ± 5 983 ± 4 918± 5

65 1291 ± 5 1148 ± 4 1056 ± 4 951 ± 5 883± 5

Как видно из представленных данных, для линеек

длиной 25 cm до окна детекции при условии сохране-

ния разрешения в один нуклеотид минимальное время

анализа достигается при 12 kV и 65 ◦C и составляет око-

ло 28min (с учетом времени ввода пробы и префореза,

занимающих ∼ 650 s). Для сравнения при стандартной

длине капилляров в 36 cm до окна детекции и стандарт-

ном режиме анализа прибора НАНОФОР 05 (12.2 kV,
60 ◦C) время фрагментного анализа нуклеотидов длиной

не более 520 составляет около 43min.

Таким образом, исходя из представленных данных

можно сделать вывод, что при проведении фрагментного

анализа ДНК в стандартном формате 96-луночного план-

шета при использовании восьмикапиллярной линейки

длиной 25 cm и режима 12.2 kV/65 ◦C общее время

анализа может быть сокращено на 3 h. Представленные

в табл. 1 и 2 данные показывают, что увеличение тем-

пературы даже на несколько градусов может приводить

к заметному увеличению разрешающей способности и

сокращению времени выхода фрагментов, что может

рассматриваться как путь для дальнейших поисков по

сокращению времени анализа. Так, из табл. 2 видно, что

при увеличении напряжения до 13 kV, а температуры

до 65 ◦C разрешающая способность приближается к
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Рис. 3. Время выхода фрагмента длиной 520 нуклеотидов в зависимости от напряжения и температуры. Сплошные линии

показывают режимы, позволяющие получить разделение в один нуклеотид (Rav > 0.5), штриховые — не позволяющие получить

такое разделение (Rav < 0.5).

порогу разделения в один нуклеотид. Однако следует

отметить, что с ростом температуры ухудшается и соот-

ношение сигнал/шум, но численные измерения данного

параметра в работе не проводились. В рамках последую-

щих исследований планируется увеличить объем экспе-

риментальной выборки для оценки воспроизводимости

результатов, а также провести статистический анализ

для оценки значимости различий между исследуемыми

условиями.
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