
Лекция № 3 



1. Репликация: модели, этапы, ферменты и белковые факторы; 

2. Полимеразная цепная реакция  



Репликация молекулы ДНК – это процесс образования идентичных 

копий ДНК, осуществляемый комплексом ферментов и структурных 

белков. 
 

Репликация ДНК лежит в основе: 

Воспроизведения генетической информации при размножении живых 

организмов; 

Передачи наследственных свойств из поколения в поколение; 

Развития многоклеточного организма из зиготы. 



 
  Матричная функция ДНК при репликации; 

 
  Репликация начинается в определенных точках; 

 
  Репликация ДНК полуконсервативна; 

 
  Комплементарное копирование оснований, перенос дезоксинуклеотидов и 

 

 лигирование ДНК при репликации; 
 

  Ключевые ферменты, участвующие в синтезе ДНК; 
 

  Для репликации необходимо раскручивание спирали; 
 

  Инициация образования новых цепей ДНК и их рост в репликативных вилках; 
 

  Терминация репликации ДНК и расхождение дочерних спиралей. 



Принципы репликации ДНК 

1. Комплементарность - пространственная взаимодополняемость (взаимное соответствие) поверхностей 

взаимодействующих молекул или их частей, приводящая, как правило, к образованию вторичных водородных связей между ними. 

Комплементарность проявляется в структуре двуспиральных ДНК и РНК, где две полинуклеотидные цепи образуют в результате 

комплементарного взаимодействия пар пуриновых и пиримидиновых оснований (А-Т, Г-Ц) двуспиральную молекулу.   



Принципы репликации ДНК 
           2. Антипараллельность - 

противоположная направленность 

двух нитей  двойной спирали ДНК; 

одна нить имеет направление от 5' к 

3', другая - от 3' к 5'. 
Каждая цепь ДНК имеет определенную 

ориентацию. Один конец несет 

гидроксильную группу (- ОН),  

присоединенную к 3'-углероду в сахаре 

дезоксирибозе, на другом конце цепи 

находится остаток фосфорной кислоты в 

5'-положении сахара. Две 

комплементарные цепи в молекуле ДНК 

расположены в 

противоположных направлениях – 

антипараллельно: одна нить имеет 

направление от 5' к 3', 

другая – от 3' к 5'. При параллельной 

ориентации напротив 3'-конца одной цепи 

находился бы 3'-конец другой.    



3. Полуконсервативность 





1957 



4. Согласованность репликации и клеточного цикла 

Репликация молекулы ДНК происходит в S период интерфазы 

 



1958 

Дж. Тейлор показал, молекулы ДНК реплицируются  полуконсервативно при удвоении 

хроматид (в S фазе клеточного цикла) перед митотическим делением.  



5. Двунаправленность – в каждой точке начала репликации формируются две 

репликационные вилки, которые движутся в противоположных направлениях. 

Продвижение вилки прекращается, когда она столкнется с репликационной 

вилкой соседнего репликона. 



1963 



Биологический смысл репликации ДНК: копирование 

генетической информации для переноса ее следующему 

поколению. 

1. двойная спираль раскручивается;  
 

2. каждая родительская цепь служит в качестве матрицы 

для синтеза  новой дочерней цепи;  
 

3. в ходе синтеза дочерних цепей возникают новые 

комплементарные  пары;  
 

4. в результате репликации образуются две новые 

одинаковые дочерние цепи.  



Репликация начинается в точке «origin» (начало репликации) 

3′ 

5′ 3′ 

5′ 

Точки ori 

Дочерние цепи 

SBB 

Репликон – участок ДНК от одной точки инициации репликации до 
следующей, т.е. расстояние между двумя «ориджинами» репликации. 
Каждая эукариотическая хромосома – полирепликон. 



Ориджин репликации (точки  ori) 
В каждой точке ‘origin’ образуется «глазок» репликации. 
Общие свойства ориджинов репликации:  
1. Точки начала репликации – это уникальные сегменты ДНК, содержащие множественные 
короткие повторы; 
2.   Эти повторы узнаются мультимерными ориджин-связывающими белками, которые 
играют ключевую роль в сборке ферментативных комплексов в участках начала репликации; 
3.  Области ориджина содержат АТ-богатые участки (аденин-тимин богатые участки), 
облегчающие расплетание ДНК. 

 

 

ДНК-
полимераза III 

Родительская 
ДНК 

Репликационный 
глаз 

праймаза 

http://www.google.ru/url?sa=i&rct=j&q=%D1%80%D0%B5%D0%BF%D0%BB%D0%B8%D0%BA%D0%B0%D1%86%D0%B8%D1%8F+%D0%BC%D0%BE%D0%BB%D0%B5%D0%BA%D1%83%D0%BB%D1%8B+%D0%94%D0%9D%D0%9A+%D0%BA%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BD%D0%BA%D0%B8&source=images&cd=&cad=rja&docid=JR5__6jDUBejNM&tbnid=ap-akmSxpaUwGM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fdo.gendocs.ru%2Fdocs%2Findex-16106.html&ei=Cl_MUdCtOIjFtQb9-4DwBQ&bvm=bv.48572450,d.Yms&psig=AFQjCNEY6H0v4EsJsdK7t7JUHRQEyP1Jog&ust=1372434535773382








3’-конец цепи ДНК достраивается в ходе репликации 

Удлинение цепи ДНК (или ее отдельного фрагмента) всегда происходит в направлении 

от 5'- конца к 3'- концу, т.е. нуклеотиды присоединяются к 3' концу растущей цепи. 



Синтез ДНК на запаздывающей цепи идет прерывисто 

Лидирующая цепь – непрерывная, синтезируется на матрице цепи (3′→5′) 

Отстающая цепь – синтезируется фрагментами на матрице антипараллельной цепи (5′→3′) 
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ДНК полимераза 
• ДНК полимераза III – основной репликационный 

фермент, который отвечает за элонгацию цепи 

• ДНК полимераза синтезирует за принципом 
комплементарности 

• Нуклеотиды присоединяются фосфорной групой к 
свободному гидроксилу 3’- конца цепи 



ДНК полимераза синтезирует две цепи 
одновременно • ДНК полимераза 

катализирует 
элонгацию только в 
5’-3’ направлении 

• Ведущая цепь – 
синтезируется 
постоянно в 
направлении 
движения 
репликативной вилки  

• Отстающая цепь – 
синтезуется в 
противоположном 
направлении 
фрагментарно  



ДНК-полимеразы катализируют при наличии РНК-затравки синтез ДНК из 

дезоксирибонуклеозидтрифосфатов (дНТФ), комплементарных нуклеотидам ДНК-матрицы, наращивая 

цепь по одному  звену (стадия 1а). Они проверяют правильность подбора последней пары оснований и в 

случае присоединения неправильно спаренного нуклеотида (стадия 1б) вырезают его (стадия 2). РНК-

затравка отличается от ДНК структурой сахарного остатка (содержит вместо 2’-дезоксирибозы рибозу, что 

схематически отражено как наличие ОН-группы) и присутствием основания урацила (U) вместо тимина (Т). 





МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ И 

ФЕРМЕНТЫ  РЕПЛИКАЦИИ ДНК  

     Первый шаг на пути к пониманию 
ферментативного механизма репликации ДНК 
был сделан А. Корнбергом. В 1956 г., он 
выделил из клеток бактерии Е. coli фермент 
ДНК-полимеразу (впоследствии ДНК-
полимераза I). Этот фермент осуществлял 
синтез ДНК при наличии в реакционной смеси 
всех четырех дезоксинуклеозидтрифосфатов: 
АТФ, ГТФ, ТТФ, ЦТФ и молекул ДНК: 

 

 



  

n1 ATP                                                

    +                                                       n1 AMP 

n2 GTP   РНК-полимераза+Mg2+    n2 GMP    + (n1 + n2 + n3 + n4)PP + ДНК 

    +                                                       n3  UMP                                                   

n3 UTP                                                 n4 GMP             

    +                                                     

n4 CTP  

В такой реакции количество ДНК увеличивалось в 20 раз по 
сравнению с внесенным изначально. По нуклеотидному соста-
ву вновь синтезированная ДНК не отличалась от исходной. 
Однако оказалось, что ДНК-полимераза I не является истинной 
«репликазой». Что же происходит в реакции Корнберга?  



При выделении из клеток ДНК рвется, так что образуются 
фрагменты с одноцепочечными 5'-концами. Каждый фрагмент 
с одноцепочечным 5'-концом используется в качестве матрицы 
для полимеризации комплементарных нуклеотидов, которые 
связываются с ней водородными связями. Более короткая цепь 
фрагмента, имеющая свободный 3'-конец, служит в качестве 
затравки, или праймера, к которой ковалентно 
поисоединяются полимеризуемые нуклеотиды. Таким 
образом, ДНК-полимераза I Корнберга достраивает 
двуцепочечные участки на концах фрагментов ДНК, после чего 
реакция останавливается. 

 

Фрагмент ДНК, в котором 

имеются матричная и 

затравочная нити. Пунктир 

показывает направление 

роста цепи ДНК, 

синтезируемой ДНК-

полимеразой I.  



   Из бактериальных мутантов были выделены еще два 
фермента: ДНК-полимераза II и ДНК-полимераза III. Эти 
ферменты также достраивают двунитевые участки на 
фрагментах ДНК с однонитевыми 5'-концами. В 
дальнейшем было показано, что именно ДНК-
полимераза III участвует в синтезе полинуклеотидных 
цепей при репликации ДНК Е. coli.  

    Тем не менее, ни одна из трех ДНК-полимераз Е. coli 
не может инициировать репликацию ДНК в отсутствие 
уже готового праймера (затравки). Начало синтеза ДНК 
— инициацию репликации — осуществляет иной 
фермент - РНК-полимераза. В качестве затравки при 
репликации бактериальной ДНК, ДНК-полимераза III 
использует полирибонуклеотид, синтезируемый на 
матрице ДНК.  



Основные белки, осуществляющие репликацию ДНК у бактерий  

Белок 

 

Функция 

 

Топоизомераза 
  
Белок, раскручивающий 
двой-ную спираль (АТФ-
зависи-мый)  
 
Белок, дестабилизирующий 
двойную спираль 
  
РНК-полимераза 
(праймаза) 
  
ДНК-полимераза II 
  
ДНК-полимераза III 
  
  
ДНК-лигаза 
 

Сбрасывание супервитков ДНК 
   
Плавление ДНК 
  
  
 
Стабилизация однонитевых разрывов 
  
 
Инициация синтеза ДНК 
  
Синтез ДНК, корректорские функции 
  
Удаление РНК затравки, заполнение 
одно-нитевых участков, корректорские 
функции 
  
Ковалентное соединение фрагментов 
Оказаки 

 



Ферменты репликации 

1. Фермент геликаза – обеспечивает расплетение двойной спирали путем 

разрыва водородных связей. 

2. Ферменты топоизомеразы – снимают суперспирализацию перед 

репликативной вилкой. 

3. Фермент праймаза (РНК-полимераза) – синтезирует РНК-затравку 

4. Ферменты ДНК-полимеразы 

 

ДНК-полимеразы прокариот: 

1) ДНК-полимераза III – основной фермент, репликаза.  

осуществляет элонгацию в направлении 5’-3’ от 3’-ОН-затравки (синтез 

лидирующей цепи и фрагментов Оказаки на запаздывающей цепи); 

3’-5’ – экзонуклеаза; 

2) ДНК-полимераза II – фермент с неизвестной функцией. 

осуществляет элонгацию в направлении 5’-3’ от 3’-ОН-затравки; 

3’-5’ – экзонуклеаза; 

3) ДНК-полимераза I – вспомогательный фермент;  

осуществляет элонгацию в направлении 5’-3’ от 3’-ОН-затравки при 

застраивании брешей; 

3’-5’ – экзонуклеаза (исправление возможных повреждений); 

5’-3’ – экзонуклеаза (удаление затравок); 



ДНК-полимеразы эукариот: 

ДНК-полимераза α – существует в виде комплекса с праймазой, 

осуществляет синтез праймеров на обеих цепях ДНК (инициация) 

ДНК-полимераза δ – осуществляет синтез лидирующей цепи,  3’-5’ – 

экзонуклеаза 

ДНК-полимераза ε - осуществляет синтез отстающей цепи, 3, -5, - 

экзонуклеаза 

ДНК-полимераза β – заполнение брешей при эксцизионной репарации 

ДНК-полимераза γ осуществляет репликацию митохондрий 

ДНК-полимераза ζ -синтез ДНК на поврежденной матрице при SOS-ответе. 

 

Удаление РНК-затравки осуществляется специальной нуклеазой. 

 

7. Фермент лигаза – осуществляет «сшивание» соседних фрагментов 

Оказаки. 

 

В репликации также принимают участие вспомогательные белки: 

Белки, узнающие точку начала репликации 

SSB-белки – стабилизируют ДНК в одноцепочечном состоянии 







Репликация ДНК 

 ДНК-полимераза 

ДНК-лигаза 

ДНК-праймаза 

РНК-
праймер 

Фрагменты 
Оказаки 

ДНК-полимераза 

Геликаза  

Топоизомераза 

Лидирующая 
цепь 

Запаздывающая 
цепь 

Одиночная цепь со  связанными 
белками 

http://www.google.ru/url?sa=i&rct=j&q=replication%20DNA%20picture&source=images&cd=&cad=rja&docid=XzX6egnEK6mGIM&tbnid=zYpITySvZzfHXM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fdna.microbiologyguide.com%2F526-biological-replication-dna-splitting%2F&ei=31vAUY3HMrDo4QSVt4HoBw&bvm=bv.47883778,d.bGE&psig=AFQjCNHb3lvLMfvqhbOR9Q0aKCcAZ7-85g&ust=1371647323215093


Компоненты, необходимые для репликации 

• Ферменты (главный – ДНК-зависимая 
ДНК-полимераза) 

• Белковые факторы 

• Материнская ДНК 

• АТФ, ГТФ, ТТФ, ЦТФ 

• Ионы Mg и Zn 



Ферменты репликации  
В репликации молекулы ДНК принимают участие ферменты: 

•ДНК-топоизомеразы - ферменты изменяющие степень 

сверхспирализации ДНК 

•ДНК-хеликаза (геликаза)  - фермент разделяющий цепи 

двухцепочечной ДНК на одинарные цепи.  

•ДНК-праймаза - это фермент РНК-полимераза, 

синтезирующий короткий фрагмент РНК, называемый 

праймером, комплементарный одноцепочечной матрице ДНК.  

•ДНК-полимеразы - ферменты катализирующие синтез 

дочерних цепей на матрице ДНК по принципу 

комплементарности.  

•ДНК-лигаза - фермент катализирующий сшивание 

одноцепочечных фрагментов ДНК.  
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Топоизомеразы 
ДНК-топоизомеразы, находясь перед репликативной вилкой, разрезают молекулу 

ДНК для облегчения ее расплетания и раскручивания молекулы ДНК, после чего 

непрерывность ее восстанавливается. Топоизомеразы убирают 
суперспирализацию ДНК . 

Схема строения 

человеческий 

топоизомеразы I в 

комплексе с ДНК.  



Хеликазы (геликазы) 
Разделение закрученных в биспираль полинуклеотидных цепей ДНК 

осуществляется ферментом геликазой при участии дестабилизирующего 
белка.  

 
 
 
 
 
 

 
 

                                  
 
Структура геликазы RuvA 
 

 

       Хеликазы – это ферменты, способные расплетать две комплементарные нити в 
ДНК с использованием энергии, полученной при гидролизе АТФ.  Продвижение 
хеликаз идет в направлении вместе с репликативной вилкой.   

 

http://dic.academic.ru/pictures/wiki/files/72/Helicase.png


Праймаза 
ДНК-праймаза (РНК-полимераза) необходима для инициации репликации. 

Праймаза – фермент, синтезирующий РНК-праймеры для запуска синтеза 
ведущей цепи ДНК и запуска синтеза фрагментов Оказаки на 
запаздывающей цепи ДНК.  
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РНК-праймер 

ДНК-матрица 

ДНК-праймаза 
(РНК-полимераза) 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/d5/Primase_3B39.png 



Helicase 

Primase 

Okazaki 

fragments Primer 

Leading 

strand 

Lagging 

strand 

5’ 

5’ 

5’ 

3’ 

3’ 

3’ 

Репликация ДНК 
• У эукариот 

репликация 
одновременно 
начинается в 
многих  местах 

• Точка начала 
репликации V-
образной формы – 
репликативная 
вилка 

• Фермент, который 
расплетает - 
геликаза 



• Реплисома – фермент-белковый комплекс для 
репликации. 

• Реплисома содержит: праймосому, ДНК 
полимеразу III, белок 

• Геликаза является  частью праймосомы 



• Репликация ДНК в 
противоположных 
направлениях у E. coli 

• Новые цепи ДНК 
синтезируются в двух 
репликационных вилках 
где розмещаются 
реплисомы 



Синтез отстающей цепи 
происходит дискретно 

• Отстающая 
цепь 
синтезируется 
прерывисто 
короткими 
фрагментами  
(фрагменты 
Оказаки)  

• Фрагменты 
отстающей 
цепи потом 
соединяются 
ферментом 
лигазой  



































1956 

Это было мое 
убеждение … вы должны знать 
актеров, чтобы понять 
сюжет. А актеры – 
ферменты. Они являются 
мини-химиками, машинами, с 
помощью которых 
протекают биологические 
явления… легендарный ли это 
вопрос спиртового брожения … 
или как светится светлячок.. 

Первый лабораторный синтез ДНК 
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Полимеразная 
цепная реакция 

Метод, который перевернул  

современную молекулярную биологию  



История 

• Искусственный синтез ДНК с использованием 
праймеров был описан еще в 1971 г. Kleppe et 
al. 

• В 1983 г. Kary Mullis предложил метод, 
обеспечивающий накопление 
(амплификацию) синтезируемого фрагмента 
ДНК, получивший название полимеразная 
цепная реакция (Нобелевская премия по 
химии 1993 г). 

• Принцип реакции опубликован в 1985 г  

    Science. 1985 Dec 20;230(4732):1350-4.  



Распространение метода ПЦР 
 

Год 
Число 

публикаций 

1985 1 

1986 3 

1987 8 

1988 139 

1989 698 

1990 2 668 

1995 11 890 

2000 16 430 

2004 20 075 



Основные достоинства ПЦР 

• Высокая чувствительность 

• Высокая специфичность 

• Проста в исполнении 

• Нет необходимости в выделении или 
сложной очистке матричной ДНК 

• Возможность работы с практически любым 
биологическим материалом 



Значение для современной науки и 
медицины  

• Решение самых различных научных задач 

• Генотипирование организмов 

• Диагностика инфекционных заболеваний 

• Диагностика генетических заболеваний и 
генетической предрасположенности 

• Установление родства, идентификация личности 

• Анализ древних останков, криминалистика 

• Детекция ГМО 



Репликация ДНК in vivo 

Матричная цепь  

Новая цепь  

Новая цепь 



Стадии ПЦР 

• Денатурация (94°C) 

– Обеспечивает разделение нитей ДНК 

• Гибридизация (отжиг) праймеров на матрице (45-65°C) 

– Формирует структуры узнаваемые ДНК-полимеразой 

• Синтез (удлинение) цепи (72°C) 

– Происходит синтез комплементарных цепей и 
удваивает число молекул ДНК мишени 



Схема ПЦР 

Денатурация 

Отжиг праймеров 

Синтез 

1 копия 

(матрица) 

2 копии 



Продукт ПЦР 

Денатурация 

Отжиг 

Синтез 

Продукты после 1-го цикла реакции 

Продукты после 2-го цикла 

реакции 



Основные принципы ПЦР 

• Амплификация фрагмента происходит между 
двумя праймерами 

• Амплификацию проводят в течение 30-40 циклов 
• Каждый цикл состоит из смены температурных 

режимов 
• В реакции используют термостабильные ДНК-

полимеразы 
• За 30 циклов происходит умножение 

амплифицируемого фрагмента ДНК в 1 000 000 
000 раз 

• Кинетика ПЦР характеризуется выходом на 
«плато» 

 





Основные причины выхода на «плато» 

• истощение субстратов (дНТФ и праймеров) 
• падение активности  реактантов (дНТФ и 

фермента) 
• накопление ингибиторов, включая пирофосфаты 

и ДНК-дуплексы 
• конкуренция за реактанты неспецифическими 

продуктами или праймер-димерами 
• концентрация специфического продукта и 

неполная денатурация при высокой 
концентрации продуктов амплификации. 



Компоненты реакции 

• Буфер  (Tris-HCl, pH = 8,0-8,8; KCl) 

• MgCl2  (1-3 mM) 

• Праймеры (0.4 мкМ каждого) 

• dNTP (40-200 мкМ каждого) 

• ДНК-полимераза (1 ед) 

• Матрица (1 до 1000 нг) 

 



Ферменты 

Некоторые характеристики ДНК-полимераз 

Полимеразы 

Время 

полужизни  

при 95С 

(min) 

Экзонуклеазная 

активность 5'-3' 

(+/-) 

Экзонуклеазна

я активность 

3'-5' (+/-) 

Достройка 

3'-концов 

Taq 40 + - А-он 

Tth  20 + - A-он 

Pfu  120 - + blunt ends 

Vent  400 - + blunt ends 

Deep Vent  1300 - + blunt ends 

UlTma  50 - + blunt ends 

Pwo  
120 при 

100С 
- + blunt ends 



Праймеры 

• Длина праймеров 18-30 нуклеотидов 
• GC-состав 45-55%, близок к GC-составу 

матрицы 
• Разница в температурах отжига не более 

5оС 
• Не должны формировать шпилек на 3-

конце 

 
 

• Не должны формировать димеры по 3-
концам 



Оптимизация ПЦР 

• Температурный профиль реакции  

• Временной профиль реакции  

• Состав реакционной смеси  

         конц. ионов магния 

  конц. праймеров 

  конц. полимеразы 

  добавки (глицерин, ДМСО, формамид, БСА и др.) 

 



Подбор 
температуры 

отжига 

Подбор концентрации 

ионов магния 



10 причин, по которым ПЦР может не идти 

• Плохой дизайн праймеров 

• Неверная концентрация праймеров 

• Слишком много dNTP или деградированные dNTP 

• Не перемешанный раствор MgCl2 

• Неверная концентрация MgCl2 

• Наличие ингибиторов 

• Плохое качество минерального масла 

• Слишком много фермента 

• Ошибки в программе амплификатора 

• Недостаток или  избыток матрицы 

 



Оценка результатов реакции 

• Электрофорез 

 

 

 

 

 

• Гибридизация с 
зондами 



Разновидности ПЦР  

• ПЦР с «горячим» стартом (hot-start PCR) 

• Touchdown 

• Мультиплексная 

• Гнездовая (nested) 

• In situ PCR 

• Reverse transcriptase (RT-PCR) 

• Real-time PCR (RT-PCR) 



Другие методы амплификации 

• Лигазная цепная реакция (ЛЦР, LCR) 

• NASBA (nucleic acid sequence-based 
amplification) 



Организация технологического 
процесса 

• Контаминация 

• Организация лаборатории (рабочих мест) по принципу 
изолированных рабочих зон 

• Раздельное использование оборудования и 
принадлежностей при работе с чистыми растворами и 
растворами, содержащими ДНК или продукты ПЦР 

• Обязательная постановка в каждом эксперименте 
отрицательного и положительного контролей 

• Стоковые растворы разделять на аликвоты и 
периодически заменять 



Real-time PCR 

Интеркалирующие красители 

• SYBR green 

Гибридизационные зонды 

• Taqman 

• Molecular beacons 

• FRET probes 




