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Введение. Определение параметров плавления широко применяется для 
характеристики Д Н К , а высокая чувствительность профиля плавления 
Д Н К к нуклеотидной последовательности позволяет использовать 
этот метод для выявления в Д Н К участков, структура которых отли-
чается от остальной части Д Н К , например АТ-богатых участков [1]. 
Однако этим возможности метода не исчерпываются. Согласно совре-
менным представлениям [2—5], плавление Д Н К происходит путем ко-
оперативного выплавления участков длиной в несколько сотен пар нук-
леотидов. Изменение нуклеотидной последовательности в одном из 
таких участков может привести к изменению его температуры плавле-
ния, которое возможно регистрировать современными эксперименталь-
ными методами. 

Плавление Д Н К изучается с применением различных подходов. 
Чувствительность их настолько высока, что можно надеяться на обна-
ружение в Д Н К даже одиночных пуклеотидных замен. Впервые такая 
чувствительность плавления была продемонстрирована в работах 
Лермана и др. [6, 7], и сделано это было с использованием нового 
и оригинального подхода — гель-электрофореза в градиенте концент-
рации денатурирующих агентов. Метод основан на обнаруженном в 
этой же лаборатории эффекте резкого торможения Д Н К при элект-
рофорезе в геле, причиной которого является образование в молекуле 
Д Н К денатурированного участка [6—8]. Было показано, что таким спо-
собом удается регистрировать замены AT на GC (или наоборот) [6, 7] . 
Высокая чувствительность метода позволила обнаружить отличия в 
нуклеотидной последовательности фрагмента Д Н К из генома человека, 
приводящие к заболеванию β-талассемией [7]. Таким образом, оче-
видны возможности использования плавления Д Н К для обнаружения 
в ней пуклеотидных замен. Однако в экспериментальном подходе Лер-
мана имеется одно осложняющее обстоятельство: необходимо, чтобы 
замены находились в первом плавящемся участке. Поэтому естествен-
ным было бы использовать другие экспериментальные методы плав-
ления Д Н К , чувствительные к нуклеотидным заменам. Одна из наибо-
л е е хорошо разработанных методик основана на спектрофотометрии. 
В настоящее время чувствительность этого метода очень высока. На 
дифференциальной кривой плавление отдельных участков Д Н К регист-
рируется в виде узких пиков (0,5 °С) [5—9]. Из теоретических рас-
четов следовало, что положение отдельных пиков очень чувствительно 
к изменениям в нуклеотидной последовательности [9]. Итак, для ре-
гистрации пуклеотидных замен с помощью спектрофотометрического 
метода имеются достаточно веские аргументы. Прямая проверка такой 
возможности метода и была целью настоящей работы. 
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Материалы и методы. Ш т а м м ы Е. coli Η В101, содержащие плазмиды ΤС-7, 
DT-19 и DT-25, были представлены нам С. В. М а ш к о (ВНИИгенетика ) . Д Н К выделяли 
щелочным методом [10], модифицированным для больших объемов, с последующей 
дополнительной очисткой плазмидной Д Н К от хромосомной равновесным центрифуги* 
рованием в градиенте плотности CsCl с бромистым этидием. Затем экстракцией бута-
нслом и последующей хроматографией на колонке с сефакрилом S-300 получали пре-
п а р а т Д Н К , свободный от примесей Р Н К и бромистого этидия, в буферном растворе 
0.1 X S S C . 

Полученные препараты плазмидных Д Н К расщепляли рестриктазой Pstl на два 
фрагмента длиной 1150 и 2800 пар нуклеотидов (п.н.). Во избежание образования в 

Д Н К неспецифических однонитевых р а з -
рывов реакцию расщепления вели в те-
чение минимального времени, необходи-
мого д л я расщепления не менее 90 % 
всех кольцевых молекул, за ходом р е а к -

Рис. 1. Профили плавления короткого* 
Ps /7-фрагмента Д Н К плазмиды ТС-7 в 
растворе 1 ,6XSSC. Пунктиром и сплош-
ной линией показаны данные двух неза-
висимых экспериментов 
Fig. 1. The me l t ing prof i les of the shor t 
P s / / - f r a g m e n t of TC-7 DNA in 1 .6XSSC. 
Dot ted and heavy lines are used for two 
independent exper iments 

ции следили с помощью электрофореза в 1 %-ном агарозном геле и по окончании реак-
ции Д Н К очищали от фермента обработкой фенолом. 

К а к и ранее (см. [ И , 12]) , д л я разделения фрагментов Д Н К использовали изо-
кинетическое центрифугирование. Фракционирование проводили в линейном ( 5 — 2 0 % -
ном) градиенте концентрации сахарозы в бакет-роторе объемом 3 X 3 0 мл. Центрифу-
гирование проводили на ультрацентрифуге Ж - 6 2 в течение 44 ч при 28000 об/мин и 
4 °С. Пробирки раскапывали с помощью перистальтического насоса, используя д л я 
регистрации микрохроматограф Милихром. Фракции, содержащие фрагменты Д Н К , 
концентрировали этанолом и растворяли в буферном растворе 1 , 6 X S S C , после чего 
препарат Д Н К пропускали через колонку с сефадексом Г-50, уравновешенную 1,6XSSC. . 
Чистоту полученных препаратов обязательно контролировали с помощью гель-электро-
фореза. Стандартный препарат содержал не более 5 % длинного фрагмента . 

Плавление проводили в термостатированной ячейке собственной конструкции на 
двухлучевом спектрофотометре Кэри 219. Кривые регистрировали при 270 нм. Значе-
ния температуры и поглощения пробивали на перфоленту, которую затем вводили в 
калькулятор H P 9825А («Hewlet t Packard» , С Ш А ) . Профили плавления сглаживались 
сверткой с гауссовой функцией с дисперсией 0,04 °С. Все экспериментальные кривые· 
получались при скорости нагревания 0,05 град/мин, которая поддерживалась постоян-
ной с точностью 10 %. Тщательно контролировались т а к ж е ионная сила раствора , 
условия хранения препарата Д Н К и все этапы приготовления образца для плав-
ления, что и позволило добиться высокой воспроизводимости экспериментальных 
данных (см. рис. 1, на котором приведены профили плавления фрагмента Д Н К п л а з -
миды ТС-7). 

Гель-электрофорез при различной температуре проводили на специально сконст-
руированном аппарате по принципу, описанному в работе [7], в интервале температур* 
от 0 до 70 °С. Точность термостатирования составляла 0,1 °С. В качестве денатуранта 
использовали смесь формамида с мочевиной (см. т а к ж е [6—8]) . Концентрации дена-
туранта 1 0 0 % отвечала концентрация формамида 4 0 % и мочевины — 7 М. Д л я 
разделения фрагментов Д Н К приготавливали гель из 6 , 5 % - н о г о полиакриламида 
(соотношение акриламида к бисакриламиду составляло 37,5:1). Градиент концентрации· 
денатуранта создавался в направлении, перпендикулярном движению Д Н К . Разделе -
ние проводили в ТАЕ-буфере, р Н 7,8, содержащем 40 мМ трис, 20 мМ ацетат Na,. 
2 мМ ЭДТА. Образцы Д Н К наслаивали в виде непрерывной полосы, и электрофорез; 
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DT-19 и DT-25, включающие отличия в нуклеотидных последовательностях (б) 

Fig. 2. Scheme of cons t ruc t ion of TC-7, DT-19 and DT-25 p lasmids . Di f fe rences in the 
sequences of p lasmids are shown by the a r row (a) and f r a g m e n t s of TC-7, DT-19 and 
DT-25 DNAs inc luding di f ferences in the sequences (6) 

ловательности относятся лишь к одному участку Д Н К , указанному 
стрелкой. Ниже приведены нуклеотидпые последовательности фрагмен-
та Д Н К , включающего все замены. Видно, что Д Н К DT-19 отличается 
от Д Н К ТС-7 делецией одной GC-пары; другая Д Н К — DT-25 — деле-
цией более протяженного участка, содержащего четыре AT- и две 
GC-пары. Д л я плавления использовали не всю плазмидную Д Н К , а ее 
фрагмент размером 1150 п. н., полученный расщеплением исходной 
плазмиды рестриктазой Psil. Как видно из рис. 2, нуклеотидные замены 
находятся в этом рестрикциониом фрагменте. Как показали резуль-
таты расчетов, проведенных Б. Р. Амирикяном, участок Д Н К , вклю-
чающий нуклеотидные замены, располагается па конце фрагмента и 
плавится не последним. 

В работе специальное внимание было обращено па точность ре-
гистрации профилей плавления. На рис. 1 приведены результаты двух 
независимых измерений профилей плавления фрагмента Д Н К ТС-7. 
(Поскольку в настоящей работе исследование проводилось лишь с ко-
роткими Ps/7-рестрикционпыми фрагментами плазмидпых Д Н К , то в 
дальнейшем все фрагменты будем просто называть по обозначению 
соответствующей Д Н К . ) Видно, что повторяемость хорошая, пики так-
же хорошо совпадают не только по положению, но и по амплитуде. 
Пары кривых, па которых положение одних и тех же пиков совпадало 
с точностью до нескольких сотых градуса, были получены и для осталь-
ных Д Н К . 

Все опыты по плавлению проводили в растворе с высокой ионной 
силой ( 1 , 6 X S S C ) . Такие условия отвечают равновесному плавлению 
Д Н К [ П — 1 2 ] . 

П р о ф и л и п л а в л е н и я Д Н К п л а з м и д ТС-7, DT-19 и 
DT-25. На рис. 3 па одном графике приведены профили плавления трех 
Д Н К . Д л я каждой Д Н К при сравнении разных профилей между собой 
взяты те кривые, которые полностью совпадали в повторных опытах. 
Из сравнения следует, что их профили плавления отличаются друг от 
друга лишь положением второго пика при совпадении остальных как 
по положению, так и по амплитуде. 

Из данных рис. 3 видно, что по отношению к Д Н К ТС-7 пик 2 Д Н К 
DT-19 сдвигается влево, а Д Н К DT-25—вправо. На рис. 2 показано, 
что в первом случае доля GC-nap в участке 2 понижается из-за делеции 
одной GC-пары, а во втором—повышается (деления четырех пар AT 
и двух GC-nap) . Полученный эффект отвечает тому, который следовало 
ожидать из-за изменения нуклеотидного состава Д Н К . 
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вели при напряженности поля 10 В/см при фиксированной температуре. Д Н К в геле 
прокрашивали бромистым этидием и гель фотографировали через красный светофильтр 
при освещении его ультрафиолетовым светом. 

Результаты и обсуждение. П о с т а н о в к а з а д а ч и . Х а р а к -
т е р и с т и к а э к с п е р и м е н т а л ь н ы х о б ъ е к т о в . Исследования 
влияния отдельных нуклеотидных замен на профили плавления Д Н К 
проводили на Д Н К плазмид ТС-7, DT-19 и DT-25. Н а рис. 2 схемати-
чески изображено строение указанных плазмид. Отличия в их после-

Рис. 2. Схема строения плазмид ТС-7, 
DT-19 и DT-25 (сайт отличия в нук-
леотидной последовательности плаз-
мид указан стрелкой; сайты расщеп-
ления плазмид рестриктазой ΜυαΙ 
обозначены черточками, рестриктазой 
PstI — треугольниками; жирной ли-
нией обозначен участок Д Н К , плав-
лению которого отвечает пик 2 на 

рис. 1) (а) и фрагменты Д Н К ТС-7, 



Ниже приведены данные, показывающие различия в положении 
пика 2 (бТг) для всех трех Д Н К . Разница в температурах максимума 
второго пика составляет для Д Н К DT-19—ТС-7=—0,14 °С; DT-25— 
—ТС-7= О,Η °С; DT-25—DT-19 = 0,28 °С. Видно, что эффект от иссле-
дованных нуклеотидных замен невелик, в зависимости от типа делеции 

Рис. 3. П р о ф и л и п л а в л е н и я P s / 7 - ф р а г м е н т о в трех Д Н К в р а с т в о р е 1 , 6 X S S C : 1 — Д Н К 
ТС-7; 2 — DT-25, 3-DT-19 
Fig . 3. The m e l t i n g p ro f i l e s of P s / / - f r a g m e n t s of t h r ee D N A s in 1 . 6 X S S C : 1 — TC-7 
D N A ; 2 —DT-25; 3 — DT-19 

Рис . 4. Р а з д е л е н и е ф р а г м е н т о в Д Н К ТС-7 и DT-19, о т л и ч а ю щ и х с я делецией одной 
GC-пары . Т е м п е р а т у р а геля 65 °С, концентрация д е н а т у р а н т а растет слева н а п р а в о 
(20—80 %) 
F i g . 4. The s e p a r a t i o n of TC-7 a n d DT-19 D N A f r a g m e n t s (de le t ion of one G C - b a s e 
p a i r ) . T e m p e r a t u r e of gel w a s 65 °С, d e n a t u r a n t c o n c e n t r a t i o n is inc reased f r o m the le f t 
to the r i g h t (20-80 %) 

составляет 0,14—0,28 °С и его знак меняется вследствие уменьшения 
или увеличения среднего GC-содержания участка. 

Эффект сдвига, обусловленный изменением GC-содержания, мож-
но оценить, используя известное линейное соотношение между тем-
пературой плавления Д Н К и ее средним АТ-содержаиием [13]. По 
этой оценке делеция одной GC-пары в участке 2 размером 200 п. н. 
уменьшает температуру максимума пика 2 на величину 0,12 °С. Поч-
ти та же картина наблюдается при делеции четырех AT- и ДВУХ 
GC-nap (0,1 °С). 

Мы видим, что полученные оценки хорошо совпадают с экспери-
ментальными данными. Следовательно, можно предположить, что из-
меренные эффекты сдвига пика 2 обусловлены практически полностью 
изменением среднего иуклеотидиого состава участка Д Н К . Безусловно, 
все исследованные нуклеотидные замены меняют и стэкинг-взаимодей-
ствие. Этот эффект должен сказываться па сдвиге пика, но его вклад, 
видимо, не больше ошибки измерений ( ± 0 , 0 3 °С). 

Таким образом, нами показана высокая чувствительность профилей 
плавления Д Н К к пуклеотидпым заменам, позволяющая зарегистри-
ровать делецию одной пары нуклеотидов. Из проведенных оценок сле-
дует, что замена одной пары нуклеотидов на другую должна приводить 
к вдвое большему эффекту, чем делеция одной пары. 

Отметим еще одно важное обстоятельство. Д л я проверки чувстви-
тельности профиля плавления Д Н К к отдельным нуклеотидным за-
менам нами были выбраны такие профили плавления, положение пиков 
па которых, кроме пика 2, совпадало без какого-либо сдвига кривых 
по оси температур. На кривых, приведенных на рис. 3, положение 
пика 3 варьировало на величину не более 0,02 °С. Однако сопостав-
ление этих данных с результатами других опытов показало, что столь 
высокие требования к воспроизводимости не являются обязательными. 
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Сдвиг кривых по оси температур па величину —0,5 °С до совмещения 
их по положению наиболее интенсивного пика 3 дает значения вели-
чины 6Т2 для разных Д Н К , совпадающие с приведенными выше. Сле-
довательно, отчетливые пики на профиле плавления Д Н К , положение4 

которых не меняется при пуклеотидных заменах, служат надежным 
внутренним репером, позволяющим измерить эффект сдвига с точ-
ностью до нескольких сотых долей градуса. 

Г е л ь - э л е к т р о ф о р е з в д е н а т у р и р у ю щ и х у с л о в и-
я х. Другим способом, позволяющим обнаружить точечные замены, 
является гель-электрофорез в денатурирующих условиях. Мы провели 
сопоставление возможностей обоих методов па одних и тех же. объектах. 

Однако, как было сказано выше, с помощью электрофоретического 
метода можно обнаружить замены только в случае их нахождения в 
участке Д Н К , ответственном за эффект торможения, т. е. в самом 
первом плавящемся участке. Как видно из рис. З, в пашем случае все 
изменения касаются второго пика, следовательно, для проведения элект-
рофоретического разделения необходимо отделить легкоплавкую об-
ласть (пик 1), сделав первой область с заменами. Нуклеотидная по-
следовательность всех трех плазмид известна [14, 15]. Это позволило 
подобрать рестрикциопное расщепление плазмидных Д Н К с получе-
нием фрагмента, для которого пику 2 отвечал самый легкоплавкий 
участок. 

На рис. 2 приведена карта рестрикции короткого фрагмента Д Н К 
плазмиды ТС-7. Видно, что подходящим для электрофоретических ис-
следований будет двойное расщепление рестриктазами PstI и ΜυαΙ. 
Из рис. 2 видно, что расщепление рестриктазой ΜυαΙ происходит на 
расстоянии 200 п. н. от участка 2, т. е. в его результате характер 
плавления участка не меняется. Благодаря значительному отличию 
по размеру нужного фрагмента Д Н К от остальных нет необходимости 
проводить предварительное разделение двух Ps/7-фрагмеитов, как это 
мы делали для опытов по плавлению. 

Три Д Н К {ТС-7, DT-19 и DT-25) расщепляли сначала рестрикта-
зой PstI, а затем после удаления фермента — Mval. 

Смесь фрагментов Д Н К ТС-7 и DT-19, получающихся после рас-
щепления, предварительно разделяли в 6,5 %-иом полиакриламидпом 
геле. Из геля вырезали полосу, отвечающую фрагментам из —400 п. и., 
которую сплавляли с гелем, содержащим денатурант, с помощью 
2 %-ной агарозы, после чего в направлении, перпендикулярном гради-
енту концентрации денатуранта, проводили повторное разделение. Ре-
зультаты такого разделения для фрагментов Д Н К DT-19 и ТС-7 
приведены на рис. 4. Видно, что профили денатурации сдвинуты, и 
величина сдвига соответствует ожидаемому эффекту — 0,14 °С. 

З а к л ю ч е н и е . Приведенные в работе данные показывают, что 
как спектрофотометрический, так и электрофоретический методы ре-
гистрации плавления Д Н К чувствительны к очень незначительным из-
менениям в последовательности Д Н К . Оба метода имеют преимущест-
ва и недостатки. Так, преимуществом электрофоретического метода 
является возможность анализа в одном опыте нескольких образцов 
Д Н К , но требование того, чтобы нуклеотидные замены происходили 
в первом плавящемся участке, в значительной мере ограничивает ис-
пользование этой методики в практических целях. Спектрофотометри-
ческий метод этого недостатка лишен. Кроме того, с его помощью 
можно получать количественные оценки эффекта. Необходимость по-
лучения каждого из образцов Д Н К в чистом виде является опреде-
ленным ограничением данного метола. Безусловно, оба метода не могут 
по своей информативности конкурировать с секвеиироваиием, дающим 
полную информацию об изменениях в последовательности Д Н К . Однако 
при исследовании одних и тех же объектов, например фрагментов од-
ной и той ж е области генома, информацию об изменении последова-
тельности Д Н К с помощью плавления удается получить довольно быст-
ро и это обстоятельство может оказаться весьма полезным. 
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