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• Секвенирлеу әдісінің даму тарихы

• ДНК секвенерлеу әдісінің қолдануы

• ДНҚ молекуласын секвенирлеудің әдістері

• Келесі ұрпақ секвенирлеу әдісі- next-generation 

sequencing (NGS)



«Адам геномы» бағдарламасы.

Биология ғылымы саласындағы қаржыландыруы 
өте жоғары жобалардың біріне жатады. Адам 
геномын білу адам биологиясы және медицина 
саласына баға жетпес құнды ақпарат береді. 

1990 жылы адам геномын зерттейтін халықаралық 
орталық құрылады (HUman Genome Organization) 
(HUGO). Бұл орталық «адам геномына» байланысты 
ғылыми жұмыстарды 6 мемлекетте өз бақылауын 
алды: Германии, Англии, Франции, Японии, Китай 
және АҚШ.

Адам геномы бағдарламасының құны шамамен 3 млрд АҚШ долларына тең.



Адам геномы шамамен 3 млрд жұп 
нуклеотидтен тұрады. 

Бұл адам клеткасындағы ДНҚ молекуласының 
құрылымы.

• Шамамен 20 000–25 000 генді анықтау;
• 3 млрд жұп нуклеотидтерден тұратын адам 

ДНҚ молекуласын анықтау және оны арнайы 
қорда сақтау;

• Бұл ақпараттарды өңдейтін құрылғыларды 
жетілдіру;

• Жаңа технологияларды пайдалану;
• Геномды анықтау кезінде туындайтын 

этикалық, құқықтық, әлеуметтік сұрақтарды 
зерттеу.



ДНҚ және РНҚ молекулаларын секвенирлеу процесі 
көпсатылы және күрделі болып табылады. 

Алғашқыда секвенирлеу процесі тек кейбір 
лабораторияларда ғана қолжетімді болатын. Қазіргі кезде 
ғылыми-зерттеу жұмыстарымен айналысатын әр екінші 
лаборатория бұл жұмысты жүзеге асыра алады. 

Әр жыл сайын геномды, транскриптомды, эпигеномды және 
экзомды секвенирлеу қарапайым әдістердің біріне 
айналуда. 



Нуклеин қышқылдарын секвенирлеу - (басқаша айтқанда, нуклеотидтік 
тізбектірен анықтау) - бұл ДНҚ немесе РНҚ молекулаларының бірінші реттік 
құрылымын анықтау, яғни бұл құрылымдар олардың құрамындағы азоттық 
негіздерге байланысты белгіленеді: аденин (А), гуанин (G), цитозин (C), 
тимин (Т), және РНҚ жағдайында урацил (U).



8 наурыз 1865 жыл  - Грегор Мендель тұқым қуалау механизмін түсіндіретін тәжірибелерінің нәтижелерін хабарлады. 1869 - Иоганн 

Фридрих Мишер құрамында азот пен фосфор бар осы уақытқа дейін белгісіз затты ірің клеткаларынан бөліп, оны нуклеин деп атады. 

1905-1909 жж - «ген» және «генетика» терминдерінің пайда болуы. 1953 - Фрэнсис Крик пен Джеймс Уотсон ДНҚ қос спиралының 

құрылымын ұсынды. 1958 - Фрэнсис Крик молекулалық биологияның орталық догмасын тұжырымдады. 1975 - Сэнгер мен әріптестері 

ДНҚ секвенирлеудің «плюс немесе минус» әдісін әзірледі. 1977 - Сэнгер тобы терминатор әдісін құрастырды. 1977 - Максам мен Гилберт 

химиялық деградация арқылы ДНҚ секвенирлеу әдісін ұсынды. 2001 - Адамның алғашқы толық геномы жарияланды. 2005 - 

пиросеквенирлеу технологиясы коммерцияландырылды. 2006 - Solexa технологиясын коммерцияландыру (Illumina). 2006 ж. - лигазды 

секвенирлеу технологиясы коммерцияландырылды. 2010 - иондық жартылай өткізгіш секвенирлеу технологиясын коммерцияландырылды 

(PostLightTM технологиясы). 2011 - Бір молекулалы SMRT секвенирлеу технологиясына негізделген PacBio секвенаторларының бірінші 

коммерциялық шығарылымы. 2015 жыл - нанопораларда секвенирлеуге негізделген алғашқы құралдарды сатудың басталуы.

Геномдық зерттеулердің және нуклеин қышқылының секвенирленуінің тарихы.





ДНК секвенерлеу әдісінің қолдануы: 

Геномдық анализ 

Медицина 

Микороганиздердің метагеномикалық анализы

Мақсаты мен маңызы :

•Нуклеотидтік деңгейде гендерге анализ жасау;

•Гендердің кодталуын және экспрессиясын жақсырақ түсіну;

•Плазмидалардағы гендердің арнайы сайттарын анықтау;

•Мутациялық сайттарды анықтау.



ATACTCTGAGCCCTGCTCGGTTTAGGCCTGTCTGCGGAATCCGCACCAACCAGCACCATGCCCATGATAC

TGGGGTACTGGGACATCCGCGGGGTGAGCGAGGGTCCGCTGGACGGTGGGACGAGGGCGCAGGGGAGGGA

AGTGCGAAGCAGCTGCGGGACGGACTCTAGGGACCGTTCCTCTTCAGGGCTGCCCGCCTCAGAAGGGCCT

GTGCATGCCGCTGTGTGTGTGTTGGGGGTGTGGGCGGGTAGAGGAGGCAACGGGTACGTGCAGTGTAAAC

TGGGGGCTTCCCTGGTGCAGACAAAGTCAGGGACCCTCCATCTCTGACGCGACCTGCGGGCCATCTCTCC

CAGCTGGCCCACGCCATCCGCCTGCTCCTGGAATACACAGACTCAAGCTATGAGGAAAAGAAGTACACGA

TGGGGGACGGTAATGGCACCCTCGTGTTCGGGCTCTGCCCACTCACGCTAAGTTGGCACCAAGCAACCCA

TGGTGGCCACCTGTGGCTGCCTCTGCAGGCCTCCCCTGCTGGAGCTGCAGGCTGTCTCTTCCCTGAGCCC

CGGTGAGGGAGCCCTCTGGCCTTGCAAGGCAGAATGCTGGGGTGGGATGCTGGGCCCCCTGTCTAATTGG

GACGGGTGTCCCTCAGGGCTTGCCTAAACCCTGGAAGCCTTAGCTGTGTGGGGTCCAGAGCCCTCAGCGG

GATTCTTTGTCCCTGAACCCTGGGATGTGGGACTGAGTGGTCAGATTCTAGATCCACCTGTCTCAGGGAT

CTTGCCACTGGCTCCGTGGGAGGGTCCCCGGGAAGGAGGGCTGGGCTCTGGGGAGGTTTGTTTTCACTTC

TTCTTCCCCACCACAGCTCCTGATTATGACAGAAGCCAGTGGCTGAATGAAAAATTCAAGCTGGGCCTGG

ACTTTCCCAATGTAGGTGCAGGGGAAGGGGCGGTTTTGGGGGAAAGTGCAACGTGTCTCTGACTGCATCT

CCTCTCCCCAGCTTAGAGGTGTTAAGATCAGGAGTCTTCTGCCCAATTCCTCTCACTCCTGGCTGTCTAA

ACAGTCCTTCCATGATGTTCTGTGTCCACCTGCATTCGTTCATGTGACAGTATTCTTATTTCAGTCCTGC

CATGAGCAGGCACAGTGAGTGCCCGGTCTCCTCTCTGCTCTTGCTTATGGGAAGGGGATGCTGGGGAGCC

TGGTGGCCCAACTGAGCTTCGCCGGTTTCCCATCCATCCAGCTGCCCTACTTGATTGATGGGGCTCACAA

GATCACCCAGAGCAACGCCATCTTGTGCTACATTGCCCGCAAGCACAACCTGTGTGAGTGTGGGTGGCTG

CAATGTGTGGGGGGAAGGTGGCCTCCTCCTTGGCTGGGCTGTGATGCTGAGATTGAGTCTGTGTTTTGTG

GGTGGCAGGTGGGGAGACAGAAGAGGAGAAGATTCGTGTGGACATTTTGGAGAACCAGACCATGGACAAC

CATATGCAGCTGGGCATGATCTGCTACAATCCAGAATTTGTGAGTGTCCCCAGTGAGCTGCATCTGACAG

AGTTTGGATTTGGGGCCAGGACTCTTGCATTCCTGCACACACTGGTCTTAAGTCCCTGGTACCATTCATC

CTCCAAGTGCTTTCCCATACTATCAGCAGTTATTCTCACGACTCCAATGTCATGTCAACAAAAGCAGAGG

CAATTCCCACCAACCTTAGGACACGATCCAGGCATCCCAGGGTAGAAATTCAGTTCCTGTATGGTAAAGT

TTGTGTTCAGAATCTCCTTCATCAGCTCTGGCCTCTGACTTCTGTCCTGGGTCATTTCTGTCAGCCAGTT

CACATCACCTGCCTGCTCCTAGAATATGCAGACTCAAGTAGAAGACTCAGGAATGTAATGGCACCCTCGA

ATTGCATCTTCTCCTCAACAGTTTTCTGAGTGCTGTCATTGACATGCACAGGGATCTGCGCATTTTCATA

ACAGACAGCTCAGAGGCAGTCAGAGGGCCTTTATTCCTCTCCCTCCTTCCTTTCAACTTGAACTTCTCAT

Нуклеотидтік 
тізбек



Қазіргі кезде ДНҚ молекуласын секвенирлеудің бірнеше 
әдістемесі бар

• ДНҚ молекуласын секвенирлеу Сэнгер әдісі: «плюс-минус» 
және «терминатор» әдісі

• Секвенирлеудің «екінші кезеңіне» жататын әдіс - next-
generation sequencing (NGS)

• Пиросеквенирлеу

• Ионды жартылай өткізгішті секвенирлеу

• Бір молекулаға негізделген секвенирлеу

• Максам және Гильберт әдісі

• Шотган (Shotgun) секвенирлеу әдісі



Максам және Гильберт әдісі
• Бұл әдіс 4 азоттық негіздер бойынша 5’ ұшты радиоактивті

белгісі бар ДНК-ның химиялық модификациясына
негізделген. Арнайы төрт химиялық реакциялар арқылы
азоттық негіздерді өзгеріске ұшыратып, фосфодиэфирлік
байланыстарды үзеді.

• ДНК-ның толық нуклеотидті реттілігін анықтау үшін көп
мөлшерде бірдей ДНК-молекулалары қажет.

• Әр тізбектің 5’ немесе 3’ ұшына радиоактивті белгі енгізеді.

• ДНК-ны балкытып, біртізбекті ДНК бөлініп алынады.

• Әр пробиркаға 1 немесе 2 белгілі азоттық негіздерді арнайы
бұзатын химиялық реагент қосылады.

• Нәтижесінде осы нуклеотид орналасқан жерде ДНК тізбегі
бұзылады.

• Ұзындықтары әртүрлі біртізбекті ДНК-ның радиоактивті
белгімен белгіленген фрагменттер қоспасы түзіледі.

• Келесі сатыда қоспадағы компоненнтерді полиакриламидті
электрофорезде бөледі.
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Азоттық негіздердің химиялық
модификациясы:

Құмырсқа қышқылы депуринизация (А+Г) үшін
пайдаланады. Мысалы, пиперидин
дезоксирибозасының дегликлозилденген
альдегид тобымен әркеттесіп, Шифф негізін
түзеді де, аденин мен гуанин қалдықтары
бойыша арнайы ыдырауы жүреді.
Диметилсульфат көмегімен Гуанин метильденуі
жүреді
Гидрозан қатысуымен Пиримидиндер(С+Т)
гидролизі жүреді. Реакцияға NaCl қосқан
жағдайда цитидин гидролизі тежеледі
Модификацияланған негіздер температураны
жоғарылату арқылы, не қышөыл әсерінен не
химиялық агенттер мысалы пиперидин
көмегімен аластатылады
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Секвенстелген гельді астынан үстіге қарай оқиды (5′-тен 3′).

Максам және Гильберттің химиялық 
әдісі



ДНҚ молекуласын 
секвенирлеудің 

«Плюс-минус» әдісі

ДНҚ молекуласын радиоактивті белгіленген 
нуклеотид және ДНҚ-полимераза ферменті 
арқылы секвенирлеуді 1977 жылы Сэнгер 
ұсынды. Уақыт өте келе бұл әдіс жетілдірілді 
және қазіргі кезде секвенирлеудің негізі 
ретінде саналады. 

Бұл әдіс арқылы 1000 жұп негізді анықтауға болады және ол 
қысқа фрагменттерді немесе сәйкес гендерді анықтауға 
негізделген. 



Мұнда матрица ретінде біртізбекті ДНҚ молекуласы қолданылды. Праймерлер ретінде – синтетикалық 

олигонуклеотидтер немесе рестрикциялық эндонуклеаза ферменттері арқылы кесілген ДНҚ молекуласының 

қысқа субфрагменттері қолданылды. ДНҚ молекуласының синтезін жүзеге асыратын фермент ретінде E.coli 

бактериясынан бөлініп алынған Кленов фрагменті (ДНҚ-полимераза I (PolI) ферменті қолданылды. 

Әдіс екі кезеңнен тұрады: 

• Алғашқыда полимеразды реакция жүргізеді, мұнда қоспа құрамында барлық 4 нуклеотидтер болады (dNTP) 

және оның біреуінің фосфаты белгіленген болады. Синтез кезінде матрицалық фрагментің толық көшірмесі 

алынбайды. 

• Келесі ретте бұл қоспаны байланыспаған дезоксинуклеотидтерден тазартады және оны 8 пробиркаға бөледі. 

Ары қарай «плюс» жүйеде 4 пробиркада төрт нуклеотидтің қатысында реакция жүргізеді. Келесі «минус» 

жүйеде 4 пробиркада бір нуклеотидті қоспай жүргізеді. Нәтижесінде "минус" жүйеде терминация процесі 

dNTP алдында, ал «плюс» жүйеде қоспаға қосылмаған нуклеотидтен кейін жүрген. Осындай жолмен алынған 

8 үлгілер электрофорез арқылы ажыратылып, ніклеотидтер тізбектері анықталған. 

фХ174 бактериофагының ДНҚ молекуласы осы тәсілмен анықталған (5386 н.ж.)



1977 жылы Сэнгер және оның әріптестері 

секвенирлеу әдісін ары қарай жетілдіру арқылы 

«терминатор» әдісін ұсынды. 

Қазіргі кезде де бұл әдістің жетілдірілген түрі 

секвенирлеуде қолданылады. 

Мұнда реакциялық қоспада қосымша ретінде 

төрт 2',3'-дидезоксинуклеозидтрифосфатардың 

(ddATP, ddTTP, ddCTP немесе ddGTP) бірі 

болады. Бұл нуклеотид ДНҚ молекуласының 

синтезіне қатысады, алайда ары қарай синтез 

тоқтайды. Реакциялық қоспадағы dNTP/ddNTP 

концентрациялары әртүрлі болады. 

Бұл реакция 4 пробиркада жүзеге асады. 

Осыдан алынған өнімдер полиакриламидті 

электрофорезде ажыратылады және 

нуклеотидтер тізбектері анықталады. 



Сэнгер әдісі
• ddNTP- 2’,3’-дидеоксинуклеотид

• 3’ гидрооксил группасы жок 

•ДНК-полимераза ферменті қолданылады 



Сэнгер әдісі

Кезеңдері:

Денатурация

Праймерлердің байланысуы және негіздердің ұзаруы

Терминация

Гель электрофорез



Cэнгер  әдісінің кемшіліктері
• 900-1000bp

• Қымбат

• Көп уақыт жұмсалады

• Алғашқы 40 нуклеотид оқылмайды 



Шотган әдісі 

• Қадамдар: 

– ДНК-ны кездейсоқ 
кішкентай 
фрагменттерге 
бөлінеді 

– Дидеокси әдісімен 
фрагметтер оқылады 

– Бір-бірімен 
жабылатын 
фрагменттер оқылып 
қайта біріңғай ұзын 
тізбекке жиналады 

Strand Sequence

Бірінші шотган секвенсі 
AGCATGCTGCAGTCATGCT-------
-------------------TAGGCTA

Екінші шотган секвенсі 
AGCATG--------------------
------CTGCAGTCATGCTTAGGCTA

Біріңғай ұзын тізбек AGCATGCTGCAGTCATGCTTAGGCTA

Толық геномды секвенирлеуге арналған 



Қазіргі кезде автоматтандырылған секвенаторлар осы «терминатор» әдісінің 
жетілдірілген түрін қолданады. ПААГ электрофорезінің орнына капилярлы 
электрофорез қолданылады және сигналдарды арнайы детекторлар арқылы 
суперкомпьютерлер тіркейді. Нуклеотидтер флуоресцентті бояғыштар арқылы 
белгіленеді және реакцияны бір пробиркада жүзеге асыруға болады. 



Қазіргі кезде ДНҚ молекуласын секвенирлеудің бірнеше 
әдістемесі бар

• ДНҚ молекуласын секвенирлеу: «плюс-минус» әдіс (Сэнгер)

• ДНҚ молекуласын секвенирлеу: «терминатор» әдіс (Сэнгер)

• Секвенирлеудің «екінші кезеңіне» жататын әдіс - next-
generation sequencing (NGS)

• Пиросеквенирлеу

• Ионды жартылай өткізгішті секвенирлеу

• Бір молекулаға негізделген секвенирлеу



Соңғы он жылда ДНҚ молекуласын секвенирлеудің жаңа әдістері ойластырылуда. 
Негізгі мақсат, әдісті мейлінше қолжетімді ету, қолданылатын жабдықтарды 
кішірейту және кететін шығындарын азайту. 
NGS секвенирлеу әдісі зерттелетін организмнің геномын секвенирлеуді 
жылдамдатты және салыстырмалы түрде арзандатты. 

Одан бөлек, бірмезетте көптеген гендердің жұмысын анықтауға, яғни 
экспрессиясын бақылауға, гендердің активтіліктерін анықтауға мүмкіндік туды. 
Қазіргі кезде осындай жұмыстарды атқаратын секвенаторлар белгілі. Олар 
коммерциялық түрде шығарылады: Illumina, Thermo Fisher Scientific, Pacific 
Biosciences и Oxford Nanopore Technologies. Кейбір құралдар көптеген ғылыми 
орталықтарда қолданылады. Кейбіреулері әлі қарастырылу үстінде. Мысалы, 
Oxford Nanopore Technologies.



Секвенирлеудің «екінші кезеңіне» жататын әдіс - next-
generation sequencing (NGS) - бастапқы құрылымының 
сипаттамасын алу үшін ДНҚ мен РНҚ-ның нуклеотидтік 
ретінанықтайтын әдістер тобы. Жаңа буынның секвенирлеу 
әдістерінің технологиясы геномның бірнеше бөлігін бір уақытта 
«оқуға» мүмкіндік береді, бұл алдыңғы секвенирлеу әдістерінен 
басты айырмашылығы болып табылады. NGS полимераза 
ферментімен катализденетін тізбектің ұзарып өсуі циклдарының 
қайталануы мен/ немесе олигонуклеотидтердің бірнеше рет 
байланысу циклдарының көмегімен жүзеге асырылады. NGS бір 
жұмыс циклінде нуклеотидтер тізбегінің жүздеген 
мегабазалары мен гигабазалары түзілуі  мүмкін



NGS технологиялары дамуымен геном сиквенсінің құнының өзеруі



next-generation sequencing (NGS) әдістерін салыстыру



Пиросиквенирлеу әдісі 

• «Синтездеу арқылы секвенирлеу» қағидасына негізделген әдіс. 

• Синтезделетін тізбекке нуклеотид енгізілген кезде босап шыққан 
пирофосфаттардың детекциясы жасалады.

• Технологияны Пол Нирен және оның шәкірті Мұстафа Ронаги Корольдік 
Технологиялық Институтында (Стокгольм) 1996 ж. жасаған.

• Артықшылығы: 

– Дәл нәтижелі әдіс 

– Автаматандырылған 

– Танбаланған праймер мен нуклеотидттердің қажжетілігін жояды

– Гель электрофорез қадамы керегі жоқ 



Пиросиквенирлеу әдісі 



Пиросиквенирлеу әдісі 
○ 3 энзим

○ + 2 субстрат (аденозин-5’-фосфосульфат және люцеферин)

○+ апираза (нуклеотидтерді дегдарадияға ұшыратын энзим)



Пиросиквенирлеу әдісі 



Пиросиквенирлеу әдісінің нәтижесінің 
мысалы:  



Ионды жартылай өткізгішті секвенирлеу

Ion Torrent компаниясының 
шығарған секвенирлеу әдісі. 

Мұнда секвенирлеу үшін 
жартылай өткізгішті 
микрочиптер қолданылады. 
Қолданылу өте қарапайым 
және секвенирлеу негізінен 
реакциялық ортадағы ДНҚ-
полимераза ферментінің 
жұмысындағы рН өзгерісіне 
негізделген



Бөлінген сутек иондарының мөлшері тізбекке қанша нуклеотид енгізілгенін көрсетеді.



ISFET

Бөлінген сутек иондары құрылғының датчиктері арқылы анықталады. Бірнеше нуклеотидтердің қатар кіруі 
босап шығатын иондар мөлшерінің артуына және сәйкесінше сигнал қарқындылығының өсуіне әкеледі.

https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=ISFET&action=edit&redlink=1


Бір молекулаға негізделген секвенирлеу

SMRT-
секвенирлеу 
(single molecule 
real time 
sequencing)
Pacific Biosciences 
компаниясы 
ұсынған 
технология. 

Әдістің идеясы - нақты уақыт режимінде бір ДНҚ полимераза молекуласының жұмысын бақылау арқылы ДНҚ 
тізбегінің бірізділігін анықтау. Бұл жағдайда ДНҚ-полимераза зерттелетін ДНҚ молекуласының екінші тізбегін әр 
түрлі флуоресцентті белгілермен таңбаланған нуклеотидтер көмегімен синтездейді; Осы белгілерді тіркеу арқылы 
нақты уақытта ДНҚ-полимеразаның жаңа тізбекке қайсы нуклеотидті енгізіп жатқанын түсінуге болады.



Үшінші буынның секвенирлеу әдісі



NGS секвенирлеу нәтижелерін қолдану

1. Толық геномды талдау (оның ішінде ресеквенирлеу және de novo секвенирлеу). 

2. РНҚ молекуласын секвенирлеу (RNA-Seq), гендердің экспрессиясын сапалық қана 
емес, сонымен бірге сандық жағынан бағалау үшін қолданылады. Сонымен бірге геннің 
кодтайтын және реттейтін бөліктерінің экспрессиясын жеке қарастыруға болады. 

3. Метагеномды секвенирлеу — әртүрлі үлгілердегі микроорганизмдердің әртүрлілігін 
зерттеуге бағытталған. Әртүрлі ортада болатын бактерияларды бағалауға, мысалы, адам 
ішегінде болатын микроорганизмдерді сипаттауда және т.б. жағдайларда қолданылады. 

4. Таргетті секвенирлеу (экзомды секвенирлеу, митохондрия гендерін секвенирлеу, 
ампликондарды секвенирлеу). Зерттеушінің таңдап алған жеке гендерін секвенирлеу, 
немесе тек митохондрия гендерін секвенирлеу, Таргетті секвенирлеу жүргізілетін зерттеу 
жұмысының мақсатына байланысты тәжірибенің құнын мейлінше төмендетеді. 



ДНҚ микрочиптері
ДНҚ-микрочиптер – қатты матрицаның үстіне орналасқан қысқа ДНҚ молекуласының біртізбекті фрагменттері – 

(немесе оларды ДНҚ-зондтар деп те атайды). 

Мұндай әрбір зонд белгілі бір нуклеотид тізбегінен тұрады және микрочипте өзінің орны болады. 

Көпшілік жағдайда микрочиптер геннің экспрессиясын анықтауда қолданылады. 



https://nanoporetech.com/how-it-works

https://nanoporetech.com/how-it-works/what-happens

Бір молекулаға негізделген секвенирлеу технологиясы 
туралы видео орналастырылған сайттар

https://nanoporetech.com/how-it-works
https://nanoporetech.com/how-it-works/what-happens
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