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Тысячи нанокапель позволяют проводить тысячи 

независимых реакций в одной пробирке 

… 

   ПЦР 

Подсчет «-» (0) и 

«+» (1) 

ПЦР: 
Одно измерение 

кцПЦР: 
Множество 

независимых 

измерений 

Капли с положительным и отрицательным сигналом подсчитываются 

для каждого образца и ПО подсчитывает концентрацию ДНК-мишени в 

виде числа копий в микролитре. 
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Положительный и отрицательный сигнал 

• Положительные нанокапли содержат как минимум одну молекулу 

мишени. В результате амплификации образуется сильный сигнал 

флуоресценции 

• Отрицательные нанокапли не содержат мишени  

«+» нанокапли 

«-» нанокапли 

   ПЦР … 
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Капельная цифровая ПЦР 

1. Создание 

нанокапель 

2. Амплификация 

3. Прочтение 

флуоресценции 

нанокапель 

Генератор капель ПЦР 

Термоциклер 

Ридер капель 

96-луночный 

формат 
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Метод капельной цифровой ПЦР ( ddPCR). 

Основные достоинства. 

Высокая устойчивость к ингибиторам 

 

Чувствительность 

– Детекция редких мутаций в сложном окружении 

– Раннее обнаружение мутаций 

– 10-1000x кратное улучшение по сравнению с реал-тайм ПЦР 

 

Абсолютная количественная оценка 

– Точнее определяет уровень экспрессии 

– Точнее работает при низких уровнях экспрессии 

– Не требует калибровочной кривой 

 

Точность 

– Измеряет меньшие различия  в уровне экспрессии генов 

– Детектирует копийность генов (CNV) 
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Разработка ГМО 

Создание ГМО происходит с помощью генно-инженерных 

подходов, в результате действия которых в геном 

привносятся последовательности, не характерные для 

этого организма 



7 

Дизайн эксперимента по поиску редкой 

последовательности 

Редкие (чужеродные) последовательности зачастую 

имеют минимальную гомологию с геномной ДНК 

объекта. Подсчет их идет в количестве копий/объем 

или количестве копий/ геномную референсную 

последовательность 

Bio-Rad’s Digital Biology Center 

ДНК-мишень #1 

(фитопатоген/ГМО) 

ДНК-мишень #2 

(референс) 

ДНК-мишень 

1 зонд 2 независимых зонда 

FAM FAM HEX 
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Количественная оценка ГМО 

Cornejo JF et al., USDA Economic Research Report, 

2014.  

Трудности в детекции ГМО 

в образцах – низкий 

уровень целевой ДНК 

(ГМО) и ингибиторы ПЦР 
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Количественная оценка ГМО 

кцПЦР существенно сокращает время и стоимость 

эксперимента за счет того, что не требует построения 

калибровочных кривых и не требует постановки 

образцов в повторностях 

Morisset D et al., PLOS One, 2013.  
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Количественная оценка ГМО 

кцПЦР показывает большую точность при детекции 

низких уровней ГМО, чем ПЦР в реальном времени, 

снижая ошибку эксперимента 

Morisset D et al., PLOS One, 2013.  
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• Выявление с чувствительности 1% примеси риса сорта «не Басматти» 

в коммерческих образцах, которые идут под названием «Басматти» 

• Перенос праймеров и зондов с qPCR на ddPCR 



12 http://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/prokary

otes/Pages/FireBlight.aspx 

Задача:  разработка теста 

на бактериальный ожог 

плодовых культур и 

бурый бактериоз 

(бактериальное увядание) 

картофеля 

Бактериальные патогены растений 

http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCPjIt56opMcCFQSUiAod5SAAZw&url=http://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/prokaryotes/Pages/FireBlight.aspx&ei=QKPLVfioOoSoogTlwYC4Bg&bvm=bv.99804247,d.cGU&psig=AFQjCNEArceIp1IPWEad9pCb9SjRi_E07g&ust=1439495346613115
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Бактериальные патогены растений 

Прямое добавление патогена в ddPCR, минуя этап выделения 

ДНК, позволяет сделать количественную оценку в диапазоне 

4 порядков концентрации, а также успешно работает с 

предельно низкими количествами контаминанта 

Dreo T et al., Anal Bioanal Chem, 2014.  

Erwinia amylovora 
бактериальный ожог 

плодовых культур 

Ralstonia 

solanacearum 
бурый бактериоз 

(бактериальное 

увядание) картофеля 
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Вирусы картофеля 

• Участие РНК-вирусов в 

мутагенезе, рекомбинации и 

генетической 

вариабельности сортов при 

селекции 

• Биоразнообразие Potato 

virus Y (PVY) в разных 

рекомбинантных линиях 

картофеля 

• Перенос и использование 

qPCR праймеров и зондов на 

RT-ddPCR для выявления 

типа и вирусной нагрузки 

PVY в образцах с высокой 

точностью, 

чувствительностью, без 

стандартной кривой 
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• Исследование влияния 

последовательности, 

кодирующей белки семейства 

ARGONAUTE в 

противовирусной активности у 

растений рода Nicotiana к 

заражению вирусом кольцевой 

пятнистости томата 

• Использование ddPCR для 

определения вирусной 

нагрузки ToRSV-Rasp1 в 

экспериментах 

Определение вирусной нагрузки при кцПЦР 
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кцПЦР в биотехнологии и сельском хозяйстве 

Система для 

проведения 

капельной цифровой 

ПЦР QX200 :  

Чувствительность 

• Абсолютная количественная оценка 

ГМО в образце 

 

Точность 

• кцПЦР позволяет определить 

сложные CNV в трансгенном геноме 

растения 

 

Устойчивость к ингибиторам 

• Позволяет изучать «сложные» 

образцы 

 

Высокая производительность по 

относительно низкой цене 

• Позволяет проводить 

систематическое тестирование 

большого потока образцов 
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Спасибо за внимание! 


