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ВВЕДЕНИЕ

Для успешного решения селекционных задач 
особое значение приобретают современные мо-
лекулярно-генетические методы и новые знания, 
как в области структурной организации геномов, 
так и в изучении механизмов регуляции экспрес-
сии важнейших генов с/х культур [8, 11, 19]. 

В настоящее время одно из центральных мест 
среди методов исследования белков и нуклеиновых 
кислот занимает Электрофорез. Его применяют ля 
аналитической оценки таких параметров ДНК, как 
примерная длина молекул, качество и количество 
препарата. Электрофорез в агарозном и полиакри-
ламидном гелях позволяет разделять фрагменты 
ДНК длиной до 500 нуклеотидов, отличающиеся 
между собой всего на несколько нуклеотидов.

Помимо «обычного» электрофореза в пла-
стине из геля, в современных условиях исполь-
зуют капиллярный электрофорез (КЭ), который 
проводят в очень тонкой трубочке, наполнен-
ной гелем (обычно полиакриламидным). Раз-
решающая способность такого электрофореза 
значительно выше: максимальная анализируе-
мая длина фрагмента ДНК составляет пример-
но 1200 нуклеотидов, к тому же с его помощью 
можно разделять молекулы ДНК, отличающие-
ся по длине всего на один нуклеотид. Благода-
ря высокой точности и относительной простоте 
постановки реакции, фрагментный анализ ДНК 
методом капиллярного гель - электрофореза 
становится эффективным инструментом изуче-
ния структуры и анализа ДНК, имеющим мно-
жество областей применения, в частности для 
различных генетических исследований в селек-
ции растений и сельском хозяйстве. 
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Использование в селекционных программах современных методов исследования позволяет в 
кратчайшие сроки достичь высоких результатов, что особенно актуально в условиях современ-
ной внешнеполитической обстановки для обеспечения продовольственной безопасности нашей 
страны. Фрагментный анализ ДНК методом капиллярного гель - электрофореза является эффек-
тивным инструментом изучения структуры и анализа ДНК, имеющим множество областей при-
менения, в частности для различных генетических исследований в селекции растений и сельском 
хозяйстве.  Анализ фрагментов ДНК позволяет решать множество задач, включая генетическую 
экспертизу и паспортизацию сортов ряда важнейших сельскохозяйственных культур, аутенти-
фикацию клеточных линий, определение эффективности редактирования CRISPR-Cas9, анализ 
микросателлитных маркеров, мультиплексный анализ лиганд-зависимой амплификации зондов 
(MLPA), генотипирование SNP, выявление анеуплоидии и многое другое. Хотя технологии секве-
нирования также позволяют применять эти методы, исследователи выбирают фрагментный ана-
лиз, поскольку он быстрее выполняется и имеет более высокую чувствительность и разрешение, а 
также является более экономичным методом благодаря возможности мультиплексирования.
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История развития метода 
капиллярного электрофореза

 Основные закономерности электрофореза 
(как движения заряженных частиц в электриче-
ском поле в среде электролита) были известны 
уже в конце XIX века. Впервые явление электро-
фореза было открыто профессорами Московско-
го университета П.И. Страховым и Ф.Ф. Рейсом 
в 1807 году. Впоследствии шведский биохимик 
Арне Тиселиус в 1926 году выпустил в свет рабо-
ту, в которой описал трубку из кварца U-образной 
формы, разработанную для электрофореза, за-
тем в 1930 году материал трубки был заменен на 
хлорид серебра. В 1936 году, благодаря наличию 
хорошей базы исследовательских и эксперимен-
тальных работ, был разработан первый аппарат 
для электрофореза [12, 28, 40].

Метод капиллярного электрофореза появил-
ся относительно недавно. Первые упоминания 
о нем относятся к концу семидесятых годов XX 
века. В 1981 году Лукач К. Д. и Йоргенсен Д. У. 
первыми продемонстрировали возможности 
капиллярного электрофореза, основанного на 
физическом методе анализа, при котором про-
исходит миграция внутри капилляра заряжен-
ных частиц определяемых веществ, раство-
ренных в растворе электролита, под влиянием 
постоянного электрического поля [24, 25].

В восьмидесятые годы были созданы и за-
пущены в серийное производство первые при-
боры - автоматические секвенаторы, которые 
существенно повысили удобство проведения 
электрофореза и его разрешающую способ-
ность. В девяностые годы резко расширилось 
практическое использование этого метода в 
аналитических лабораториях мира  [1, 26, 30].

Капиллярный электрофорез стал важным и 
экономически эффективным подходом к изуче-
нию нуклеиновых кислот на основе различных 
методов секвенирования, которое все больше 
используют для определения последователь-
ности отдельных генов, более крупных генети-
ческих областей полных хромосом или целых 
геномов у различных сельскохозяйственных 
культур [2, 17, 29].

Классическим и наиболее распространен-
ным методом секвенирования ДНК, основан-
ным на принципе капиллярного электрофореза, 
стал метод Сэнгера, основанный на регистрации 
флюоресценции терминальных ддНТФ у прохо-
дящих через детектор молекул [37]. Анализ дан-
ных капиллярного секвенирования по сути сво-
дится к прочтению последовательностей пиков 
флюоресценции. В настоящее время с использо-
ванием современных автоматических секвена-
торов длина одного прочтения (рида) по методу 
Сэнгера составляет 800-1000 нуклеотидов [10, 
15, 31].

Данный метод в свою очередь послужил ос-
новной платформой для разработки современ-
ных высокопроизводительных систем секвени-
рования («NGS» или секвенирование второго 
поколения) [4, 3, 15].

Создание автоматических секвенаторов на-
столько упростило и удешевило процесс опреде-
ления последовательности ДНК,  что с середины 
1980-х годов один за другим стали появляться 
проекты по полногеномному секвенированию 
различных сельскохозяйственных культур и на-
коплению огромного количества генетической 
информации в различных специализированных 
базах данных. Появились новые возможности 
для определения химического строения генов 
и их расположения на хромосомах, а также по-
ниманию основных механизмов наследования 
и регуляции признаков культурных растений со 
сложной генетической детерминацией (количе-
ственные признаки, «QTL”) [20, 35].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалами работы являлись публикации 
в специализированных изданиях и интернет-
источниках в период с 1977 по 2023 год. В работе 
использованы сравнение (эмпирический ме-
тод), анализ и синтез (комплексно-комбиниро-
ванные методы). 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Области применения капиллярного фраг-
ментного анализа в селекции растений:

-Генотипирование растений с помощью раз-
личных типов молекулярных маркеров. Одним 
из примеров может служить генетическое типи-
рование коротких тандемных повторов. Обыч-
но их амплифицируют с использованием флу-
оресцентно-меченного прямого и немеченого 
обратного праймеров методом полимеразной 
цепной реакции (ПЦР). Продукты ПЦР разделя-
ют по размеру при помощи капиллярного гель-
электрофореза [5, 13, 14].

Также эта технология применяется в SNP ге-
нотипировании (исследовании однонуклеотид-
ного полиморфизма). Маркер для определения 
полиморфизма одиночных нуклеотидов (Single 
Nucleotide Polymorphism) состоит из отдельных 
пар оснований, варьирующих в известной по-
следовательности ДНК, так, что формируется до 
4 вариантов данного маркера [9, 17, 18, 19].

-Генетическая экспертиза и паспортизация 
сортов. В ее основе лежит анализ полиморфиз-
ма ДНК растений с использованием молеку-
лярно-генетических маркеров. Наиболее адап-
тированы для этого высокополиморфные и 
кодоминантные микросателлитные (SSR) мар-
керы, применение которых позволяет выяв-
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лять большое аллельное разнообразие среди ис-
следуемых образцов и устанавливать различия 
между ними [9, 16].

-Фингерпринтинг - полиморфизм длин 
фрагментов, полученных путем ферментатив-
ной рестрикции и ПЦР, позволяет создать уни-
кальный профиль (fi ngerprnnt), по которому 
различают образцы разной ДНК. ДНК фингер-
принтинг позволяет с высокой точностью опре-
делять степень генетической гетерогенности 
близкородственных групп фитопатогенов. Ме-
тод представляет собой комбинацию фрагмен-
тации геномной ДНК и ПЦР [22, 32].

-SNaPshot – гибридная технология, включа-
ющая в себя элементы секвенирования и фраг-
ментного анализа. В основе метода - технология 
секвенирования единичного нуклеотида (single 
base extension). Возможность одновременной 
детекции до 10 и более SNPs. Основные направ-
ления технологии SNaPshot: генотипирование 
SNP и точечных мутаций, а также анализ мети-
лирования ДНК [39].

- Относительная количественная оценка 
флуоресценции (RFQ) — это метод, использу-
емый в различных приложениях для анализа 
фрагментов для сравнения высоты пиков между 
образцами. Для сравнения различий в одном и 
том же маркере по нескольким образцам могут 
быть использованы высота пика или площадь 
пика. Данный метод применим как при анали-
зе анеуплоидии, так и при диагностике крупных 
хромосомных делеций (скрининг на потерю ге-
терозиготности (LOH) с использованием микро-
сателлитов или однонуклеотидных полимор-
физмов) [15, 16, 21].

-Метод MLPA  и (Multiplex ligation-dependant 
probe amplifi cation).              Мультиплексная 
лигазная цепная реакция (MLPA) – это моле-
кулярно-генетический метод определения от-
носительного количества копий определенных 
участков ДНК. Данная технология позволяет де-
тектировать делеции и дупликации экзонов, це-
лых генов или протяженных участков хромосом, 
а также, определять число хромосом (анеуплои-
дии). За одну реакцию возможно определить ко-
личество копий до 50 различных участков ДНК 
(экзонов в одном гене или генов в определен-
ном хромосомном локусе) [39, 41].

Таким образом, наряду с современными ме-
тодами секвенирования ДНК, КЭ является важ-
ной частью изучения структуры и функциони-
рования ценных генов с/х культур, в частности 
с его помощью можно проводить следующие 
генетические исследования:

- Идентификация Аллелей;
- Анализ мутаций;
- Анализ экспрессии генов;
- Генотипирование;
- Количественный и качественный анализ 

библиотек для NGS и нанопорового секвениро-
вания;

- Анализ фрагментированности геномной 
ДНК;

- Анализ внеклеточной ДНК;
- Анализ олигонуклеотидов;
- Анализ продуктов рестриктазного расще-

пления;
- Оценка целостности РНК (RNA Quality 

Number).

Общие принципы действия капиллярного 
гель - электрофореза

Капиллярный гель-электрофорез представ-
ляет собой процесс разделения ионизованных 
отрицательно заряженных фрагментов ДНК по 
размеру в среде полимера (геля), молекулы кото-
рого по размеру больше, либо сопоставимы с раз-
мером разделяемых фрагментов ДНК. [6, 7, 36]. 

Причина, по которой электрофорез работа-
ет, связана с одним из фундаментальных урав-
нений физики электромагнетизма: сила равна 
электрическому заряду, умноженному на напря-
женность поля в данной точке.b Это принимает 
вид: Fb=bqE;

ГдеbFb=сила,bqb=электрический заряд и Eb=на-
пряженность электрического поля.

Это уравнение подразумевает, что чем выше 
заряд частицы, тем сильнее сила, возникающая в 
результате приложения данного электрического 
поля.bЭто означает, что две частицы одинаковой 
массы, но разного заряда будут перемещаться в 
поле с разной скоростью.bКроме того, скорость, с 
которой движется любая заряженная молекула, 
зависит от отношения ее заряда к массе.bВ сово-
купности эти свойства и взаимосвязи позволя-
ют ученым разделять компоненты важнейших 
биомолекул, таких как нуклеиновые кислоты, на 
более мелкие компоненты [23, 27, 33].

Основными компонентами системы явля-
ются пробирка с образцом, исходные и целевые 
флаконы, капилляр, электроды, источник пита-
ния высокого напряжения, детектор и устрой-
ство вывода данных и обработки данных. 

Перед электрофорезом фрагменты ДНК 
вместе с другими отрицательно заряженными 
молекулами солей и остатками дезоксинукле-
озидтрифосфатов и праймеров вводятся в ка-
пилляр с гелем методом электрокинетической 
инжекции. Высокое напряжение, приложенное 
к образцу в капилляре, приводит в движение от-
рицательно заряженные фрагменты ДНК. В ре-
зультате электрофореза фрагменты ДНК пере-
двигаются по капилляру в одном направлении 
(от «–» к «+») и разделяются в геле по соотноше-
нию заряд/масса [34, 38].

На электрофоретическую подвижность об-
разца влияют условия проведения анализа: вели-
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чина электроосмотического потока, тип буфера, 
концентрация, кислотность, температура капил-
ляра, приложенное напряжение и используемый 
тип полимера. Достигая оптического окна вбли-
зи положительного электрода, разделенные по 
размеру фрагменты ДНК пересекают лазерный 
луч. Лазерное излучение возбуждает флуорес-
ценцию красителей, которыми помечены концы 
фрагментов ДНК. Флуоресцентное свечение раз-
деляется на цвета дифракционной решеткой и 
регистрируется ПЗС камерой. Поскольку при воз-
буждении лазером различные флуоресцентные 
красители излучают свет на разных длинах волн, 
то все, даже совпадающие по размеру фрагменты 
ДНК, могут быть обнаружены, если они содержат 
в своем составе отличающиеся по спектру флуо-
ресценции красители. Сигналы флуоресценции 
оцифровываются в различные хроматограммы, 
затем эти данные сохраняются в файл в форма-
те, совместимом с программным обеспечением, 
используемым для анализа. На основании полу-
ченных хроматограмм происходит вычисление 
размера и относительного количества фрагмен-
тов ДНК в образцах [5, 23, 35]. 

Этапы фрагментного анализа

1) Экстракция ДНК с последующим опреде-
лением ее концентрации и степени чистоты. Для 
оценки чистоты препарата ДНК проводят изме-
рение оптической плотности раствора при дли-
нах волн 260, 280 и 235 нм, т.е. на максимумах 
поглощения для ДНК. Значение соотношения 
А260/280 для чистой ДНК должно быть больше 
1,8, значение А260/235 должно быть больше 2,2. 

2) ПЦР амплификация с парой праймеров, в 
каждой из которых один праймер содержит на 
5’- конце флуоресцентный краситель.  

3) Подготовка образца для загрузки в при-
бор: продукт амплификации смешивается с 
формамидом и размерным стандартом. 

 4) Разделение флуоресцентно-меченных 
фрагментов ДНК в генетическом анализаторе 
методом капиллярного электрофореза с детек-
цией сигнала флуоресценции, индуцированной 
лазером. 

5) Анализ результатов исследования. С по-
мощью соответствующего программного обе-
спечения проводится определение размера 
фрагментов ДНК, определение генотипов на ос-
новании соотношения различных аллелей ана-
лизируемых маркеров [9, 21, 23].

Преимущества и недостатки 
капиллярного электрофореза

Преимущества метода:
-Быстрота и высокая производительность, 

благодаря возможности загрузки 96 образцов и 

автоматизации ввода пробы. Большим преиму-
ществом перед традиционными типами элек-
трофореза является то, что все этапы — заливка 
геля, нанесение образцов, разделение фрагмен-
тов, визуализация и анализ результатов прохо-
дят в одном приборе и в одну стадию. 

-Воспроизводимость. Визуализация , 
количественный и качественный фрагментный 
анализ происходит с помощью ПО;

-Точность.  Разделение флуоресцентно-ме-
ченных фрагментов ДНК в генетическом ана-
лизаторе методом КЭ происходит с точностью 
до одного нуклеотида, что особенно важно при 
паспортизации сортов сельскохозяйственных 
культур; 

-Получение новых характеристик учета и 
оценки хозяйственно-ценных признаков (на-
пример, относительная количественная оценка 
флуоресценции);

-Простая подготовка пробы для 
большинства растительных объектов;
 -Низкий расход реактивов и растворителей, а 
также минимальный объем анализируемого об-
разца;

-Низкая стоимость в расчете единичного 
анализа; 

Недостатки метода:
-Дороговизна
-Необходимость специализированного обо-

рудования реактивов;

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Прогресс в современной селекции растений 
в значительной степени базируется на развитии 
и использовании новейших молекулярно-гене-
тических подходов. 

Флуоресцентный анализ фрагментов ДНК 
является одним из самых востребованных мето-
дов в современной молекулярной биологии, об-
ладает очень высоким разрешением и воспро-
изводимостью, измеряет относительный размер 
фрагментов ДНК посредством капиллярного 
электрофореза флуоресцентно меченых фраг-
ментов ДНК на автоматическом генетическом 
анализаторе. Разделение фрагментов ДНК про-
исходит внутри капилляра, заполненного гелем, 
действующим как молекулярное сито. Молекулы 
меньшего размера легче проникают в структуру 
геля и мигрируют быстрее, чем большие, разде-
ление величин с близкими величинами отноше-
ния заряда к массе происходит в соответствии 
с их размерами. Так, методом КЭ по величинам 
молекулярных масс могут быть разделены раз-
личные биологические макромолекулы (напри-
мер, белки и фрагменты ДНК), часто имеющие 
близкие величины отношения заряда к массе.

На основании соотношения различных ал-
лелей анализируемых маркеров происходит 
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определение генотипов и решается множество 
генетических и в том числе селекционных задач 
(идентификация аллелей, анализ экспрессии ге-
нов, анализ мутаций, генотипирование по раз-
личным маркерам и многое другое).

 Таким образом, капиллярный фрагментный 
анализ, на сегодняшний день является важным 
инструментом изучения генетического матери-
ала растений, которым все активнее пользуются 
современные лаборатории для ускорения селек-
ционного процесса.
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The use of modern research methods in breeding programs makes it possible to achieve high results in 
the shortest possible time, which is especially important in the current foreign policy environment to 
ensure the food security of our country. DNA fragment analysis by capillary gel electrophoresis is an 
effective tool for studying the structure of DNA, which has many applications, in particular for various 
genetic studies in plant breeding and agriculture. DNA fragment analysis allows solving a variety of 
tasks, including genetic examination and certifi cation of varieties of a number of important crops, 
authentication of cell lines, determination of the effectiveness of CRISPR-Cas9 editing, analysis of 
microsatellite markers, multiplex analysis of ligand-dependent amplifi cation probes (MLPA), relative 
fl uorescent quantifi cation or quantitative fl uorescent PCR (QF-PCR), genotyping SNP, detection of 
aneuploidy and much more. Although sequencing technologies also allow these methods to be used, 
researchers choose fragment analysis because it is faster to perform and has higher sensitivity and 
higher resolution, as well as being a more cost-effective method due to the possibility of multiplexing.
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