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Цифровая ПЦР (цПЦР) – метод определения абсолютного количества целевой нуклеиновой кис-
лоты в образце – все шире используется в биологии и медицине. К важным преимуществам цПЦР
относится возможность количественного определения генетического материала без построения ка-
либровочных кривых, что позволяет выявлять даже единичные молекулы нуклеиновых кислот.
В обзоре рассмотрены основные этапы становления метода цПЦР, начиная с технологии микро-
флюидных чипов, до современных систем, способных обнаружить одну молекулу ДНК-мишени
среди 100000 копий. Проанализирована эффективность выявления различных патогенов с помо-
щью цПЦР, обобщены результаты исследований, иллюстрирующие инновационность данного ме-
тода. Рассмотрены возможности мультиплексного цПЦР-анализа и его использования в клиниче-
ской практике. Также обсуждается роль цПЦР в развитии неинвазивных методов анализа онколо-
гических заболеваний и вероятные пути развития технологии цПЦР, включая использование в
качестве систем “point-of-care”.
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ВВЕДЕНИЕ

Рост числа инфекционных заболеваний, а также
распространенность онкологических заболева-
ний делают необходимой разработку новых мето-
дов, позволяющих быстро и с высокой специфич-
ностью определять источник патологии. В начале
1980-х годов был разработан метод ПЦР, который
стал незаменимым инструментом анализа нукле-
иновых кислот. Амплификация с электрофорети-
ческим выявлением продуктов, а также анализ по
конечной точке со временем усовершенствова-
лись: благодаря появлению метода ПЦР в режиме
реального времени (ПЦР-РВ) технология ПЦР
стала доступной для лабораторной клинической
практики [1–3]. Метод количественной ПЦР ис-
пользуется для обнаружения целевых нуклеино-
вых кислот в сыворотке крови, спинномозговой
жидкости и образцах тканей, а также РНК или
ДНК патогенов. Однако данные, полученные с
использованием количественной ПЦР в разных
лабораториях, могут отличаться вследствие раз-
личий в качестве матрицы, тест-систем и условий
эксперимента. Кроме того, концентрация патоге-
нов в биологических образцах часто коррелирует
с тяжестью заболевания, что делает необходимым
поиск более чувствительного метода, обеспечи-

вающего точное количественное определение па-
тогенов в образце.

Проведение клинических исследований с ис-
пользованием цифровой ПЦР (цПЦР) выявило
некоторые преимущества этого метода для поста-
новки правильного диагноза и мониторинга эф-
фективности лечения. Более того, разработан ме-
тод мультиплексной цПЦР, который позволяет
снизить затраты реагентов, времени, образцов и
погрешность пипетирования [4, 5]. Уникальная
способность цПЦР точно измерять большое ко-
личество целевых нуклеиновых кислот за одну
реакцию позволяет преодолеть ограничения, свя-
занные с количеством каналов флуоресцентного
детектирования при ПЦР-РВ [6, 7]. цПЦР широ-
ко применяется для выявления нуклеиновых кис-
лот вирусов и бактерий, а также для анализа опу-
холевых клеток, что актуально в связи с текущей
эпидемиологической ситуацией.

ЦИФРОВАЯ ПЦР: ПРИНЦИП 
И ПРЕИМУЩЕСТВА

цПЦР – метод количественного определения
нуклеиновых кислот, основанный на разделении
общей реакционной смеси на большое количе-
ство отдельных, более мелких реакций (микроре-
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акций, капель), в каждой из которых происходит
амплификация со случайно распределенной мо-
лекулой ДНК. В отличие от ПЦР-РВ интенсив-
ность сигналов флуоресценции в цПЦР реги-
стрируется по конечной точке каждой реакции
[1], а присутствие ампликонов анализируется в
каждой микрореакции [8, 9]. Таким образом, тер-
мином “цифровая” обозначают присутствие либо
отсутствие анализируемых биологических объек-
тов в каждой микрореакции в дискретном коли-
честве, а результаты анализа представляются в
двоичной (бинарной) системе [10]. Важным пре-
имуществом цифрового сигнала является сниже-
ние нагрузки на датчики обнаружения флуорес-
центного сигнала, т.е. различаются только два типа
сигналов – с высокой и с низкой интенсивностью.
В основе обработки результатов анализа цПЦР
лежит определение разницы между положитель-
ными и отрицательными реакциями амплифика-
ции, что связано с количеством молекул исследуе-
мой нуклеиновой кислоты в образце [10]. Благода-
ря применению распределения Пуассона долю
положительных реакций можно использовать для
расчета количества копий целевого гена без по-
строения стандартной кривой [11, 12], что обеспе-
чивает повышенную точность и согласованность
результатов, полученных в разных лабораториях
[13, 14].

Важным преимуществом цПЦР перед другими
методами количественного определения нуклеи-
новых кислот является его низкая чувствитель-
ность к ингибиторам амплификации, поскольку
подсчет числа копий происходит в конечной точ-
ке, а не в режиме реального времени [2, 9, 15].
Кроме того, цПЦР способна обнаруживать не-
большие количества целевой нуклеиновой кис-
лоты на фоне большого количества других мише-
ней, поскольку разделение реакционной смеси на
капли и амплификация по конечной точке дела-
ют этот метод менее чувствительным к конкурен-
ции за реагенты между мишенями [16, 17].

При этом цПЦР имеет ограниченный предел
обнаружения целевых молекул в связи с малым
объемом пробы на реакцию и амплификацией не
во всех ячейках [2, 13]. Данная особенность цПЦР
критически важна для количественного опреде-
ления РНК, поскольку стадия обратной тран-
скрипции может быть неполной для некоторых
РНК-мишеней, что приводит к неправильному
подсчету числа копий [18]. К другой особенности
цПЦР по сравнению с качественной ПЦР отно-
сится менее точное количественное определение
более крупных ампликонов. Кроме того, резуль-
таты количественной детекции целевых мишеней
с использованием разных платформ цПЦР и раз-
ных наборов реагентов могут различаться [19].

ТЕХНОЛОГИЧЕСКИЕ ПЛАТФОРМЫ цПЦР

Термин цПЦР впервые появился в 1999 г. в
статье K.W. Kinzler и B. Vogelstein, которые описа-
ли количественное определение мутаций в гене
RAS путем разделения образца на капли с после-
дующим выполнением серии ПЦР на 384-луноч-
ных микропланшетах [20]. Однако сама методика
была описана гораздо раньше, ее независимо раз-
рабатывали несколько групп ученых. В 1988 г.
ученые из Калифорнии, изучавшие праймер-
ферментативную амплификацию ДНК термоста-
бильной ДНК-полимеразой, описали метод ам-
плификации гена β-глобина, разведенного образ-
цом того же генома, но без этого гена. Получен-
ные результаты позволили предположить, что
даже одна копия гена β-глобина в образце может
быть обнаружена и амплифицирована, а сам ме-
тод получил название “ПЦР с предельным разве-
дением” [21]. Этот метод обладал более высокой
точностью и способностью к количественному
обнаружению редких молекул-мишеней, чем ис-
пользуемые на тот момент методы ПЦР [22].
В 1990 и 1991 г. P. Simmonds и соавт. упоминали
данный метод как способ обнаружения отдель-
ных молекул РНК вируса иммунодефицита чело-
века (ВИЧ) [23]. В 1992 г. группа австралийских
ученых под руководством А. Morley детально опи-
сала методику и принципы ПЦР с предельным
разведением и утвердила ее использование в ка-
честве количественного метода определения нук-
леиновых кислот [24]. В 2003 г. K.W. Kinzler и
В. Vogelstein продолжили совершенствование
цПЦР и создали улучшенный метод “BEAM”
(Beads, Emulsion, Amplification, Magnetism), в ко-
тором для разделения реакций вместо водного
раствора использовали эмульсию, что позволило
масштабировать метод до тысяч реакций за один
запуск [20].

Разработка метода количественной ПЦР-РВ
привела к приостановке развития технологии
цПЦР. В 2007 году интерес к данной методике на-
чал постепенно возвращаться, и уже в 2011 г. ком-
панией “Bio-Rad” была зарегистрирована первая
система капельной цПЦР (https://www.bio-
rad.com/ru-ru/corporate/newsroom/bio-rad-acquires-
quantalife-digital-pcr-technology?ID=Bio-Rad-
Acquires-Qua_1521570626). По мере совершен-
ствования метода увеличивалось количество и
разнообразие платформ для проведения цПЦР,
которые отличаются производительностью, ко-
личеством одновременно исследуемых образцов
и каналами детекции, но неизменно сохраняют
общую концепцию цПЦР. На данный момент ли-
дерами в области создания приборов для проведения
цПЦР являются американские компании “Bio-
Rad”, “StandardBioTools”, “ThermoFisherScientific” и
немецкая компания “QIAGEN”.
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Первые приборы для проведения цПЦР бази-
ровались на технологии микрофлюидных чипов.
В 2008 г. появилась платформа для цПЦР Bio-
Mark™ HD американской компании “Fluidigm
Corporation” (“StandardBioToolsInc”, США), ко-
торая позволяла проводить мультиплексный ана-
лиз с использованием четырех мишеней на обра-
зец, причем разделение, смешивание и реакции
термоциклирования образцов проходили непо-
средственно на чипе. Продукты амплификации
визуализировали с помощью системы BioMark.
Подобный механизм работы данной платформы
позволял снизить возникновение ошибок за счет
увеличения автоматизации процесса [25, 26].

Американской компанией “ThermoFisherSci-
entific” создана технология проведения цПЦР пу-
тем совмещения систем OpenArray® и QuantStu-
dio® 12K FlexqPCR, также основанных на микро-
флюидной технологии. Эта система позволяла
анализировать соотношение мутантных генов в
каплях объемом 1 пл. Как на платформе Bio-
Mark™ HD, так и в данной системе можно прово-
дить мультиплексный анализ образцов, однако
при этом возможно использование только двух
каналов детекции [27].

Компания “Bio-Rad” запатентовала техноло-
гически новую платформу для проведения ПЦР
Bio-Rad QX100™ DropletDigital™, в которой не
использовались микрочипы. Отличительная осо-
бенность анализа в такой системе заключается в
соединении нескольких технологий в одной: тех-
нологии эмульгирования капель, классической
ПЦР и проточной цитометрии. Высокая пропуск-
ная способность QX100™ DropletDigital обеспечи-
вает точность и надежность анализа, высокую эф-
фективность обработки образца (https://www.bio-
rad.com/ru-ru/life-science/digital-pcr/qx100-ddpcr-sys-
tem). Учитывая высокую эффективность обнару-
жения целевых молекул нуклеиновых кислот, эту
систему усовершенствовали до платформы
QX200, которая состоит из двух приборов ‒ гене-
ратора капель и считывателя капель. Генератор
капель разбивает каждый образец на большое ко-
личество капель, объем каждой из которых равен
1 нл, что позволяет в разы увеличить чувствитель-
ность и определить 1 копию мишени среди
100000 копий. Считыватель капель анализирует
уровень флуоресценции в каждой капле, подсчи-
тывая количество положительных (содержащих
мишень) и отрицательных (пустых) капель [28].

Совершенно новая методика цПЦР-миро-
флюидного анализа в нанопланшетах разработа-
на компанией “QIAGEN”. В этой методике ис-
пользуется платформа для проведения цПЦР и
набор планшетов с лунками, каждая из которых
состоит из множества микролунок (микрореакто-
ров), что позволяет значительно повысить повто-
ряемость получаемых результатов по сравнению с

другими системами (https://www.qiagen.com/ru/prod-
uct-categories/discovery-and-translational-research/pcr-
qpcr-dpcr/dpcr-assays-kits-and-instruments) [1, 28].
Для предотвращения загрязнения каждый нано-
планшет имеет индивидуальную защитную плен-
ку. В приборе компании “QIAGEN QIAcuity” ав-
томатизированы все этапы обработки планшета,
а именно, распределение по микролункам, тер-
моциклирование, визуализация результатов и
анализ данных. Прибор считывает флуоресцен-
цию одновременно со всех лунок, что сокращает
общее время детекции. Разнообразие планшетов
(26K 24-well; 8,5K 24-well и 96-well) позволяет
проводить различные эксперименты – от анали-
за экспрессии генов до исследования жидкой
биопсии с разным количеством образцов
(https://www.qiagen.com/ru/product-categories/
discovery-and-translational-research/pcr-qpcr-dpcr/
dpcr-assays-kits-and-instruments) [28].

Китайской компанией “RainSure Scientific” пред-
ставлена новая система анализа DropDx-2044HT,
состоящая из станции подготовки образцов SG-2000
и картриджного сканера. В основе работы данной
системы лежит микрофлюидная технология. Ав-
томатическая регуляция давления и микрофлю-
идный картридж позволяют быстро и плавно по-
лучать однородные капли микроэмульсии (20–30 тыс.
за 70 с), а высокая скорость нагрева и охлаждения –
осуществлять все циклы амплификации за 45 мин.
Показана возможность цифровой системы ПЦР
для мультиплексного обнаружения целей, много-
канального сбора сигналов флуоресценции за
счет наличия в картриджном сканере пяти каналов
детекции флуоресценции (https://www.rainsureglob-
al.com/Sample-Prep-Station-pd42245300.html).

В табл. 1 приведены характеристики пяти
представленных сегодня на рынке технологиче-
ских платформ для проведения цПЦР. Анализ до-
ступных источников показывает, что системы
различаются по типу, количественным показате-
лям объема реакционной смеси, генерируемых
капель, анализируемых образцов и т.д. В целом, в
производстве таких систем наблюдаются тенден-
ции к увеличению количества капель и уменьше-
нию времени термоциклирования [12].

В настоящее время наблюдается тенденция к
миниатюризации приборов, которая заключается
в стремлении превратить существующее оборудо-
вание в более компактные системы “point-of-
care” (POC). Строение типичной платформы для
цПЦР включает объемные детали для распреде-
ления образца по лункам, термоциклирования и
анализа данных, некоторые системы дополни-
тельно содержат генератор капель для обеспече-
ния высокопроизводительного количественного
определения целевых нуклеиновых кислот. Тем
не менее, технологии стремительно развиваются
и в будущем мы сможем использовать цПЦР для
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применения в системах POC. Уже описаны при-
меры эффективных миниатюрных систем для
ПЦР-РВ [29]. Развитие технологий Lab-On-Chip
способствует реализации этапов молекулярного
тестирования (лизис образца, очистка нуклеино-
вой кислоты, обратная транскрипция РНК (если
необходима), амплификация целевой области
ДНК и оптическое измерение ее продуктов) на
значительном уровне миниатюризации. Напри-
мер, на основе метода ПЦР-РВ разработано ми-
ниатюрное устройство для обнаружения гена ге-
магглютинина вируса гриппа A/H1N1, проводя-
щее количественный экспресс-анализ (30 циклов
за 15 мин) с высокой чувствительностью и специ-
фичностью [29].

Разработана система “Pathogen Analyzer” для
детекции патогенов, сочетающая технологию
ПЦР и тестирование антигенов. Принцип работы
этой системы частично напоминает работу
цПЦР-системы. Тестовый чип содержит капли
гидрогеля, каждая из которых представляет собой
“биосенсор”. Для экспресс-тестирования, на-
пример, на наличие в организме коронавируса
SARS-CoV-2, мазок из носоглотки переносят в
буферный раствор, а затем наносят на чип. Тесто-
вый чип нагревается, таким образом проходят
этапы стандартной ПЦР, но при постоянной тем-
пературе (62°С). Каждый биосенсор, как отдель-
ный тест, содержит молекулы, длина волны излу-
чения которых меняется при присоединении к
ним целевого патогена. Анализатор определяет
количество генетического материала возбудителя
и отправляет окончательный результат в специ-
ально разработанное приложение для смартфона
(https://www.news-medical.net/news/20221102/New-
Pathogen-Analyzer-combines-the-advantages-of-PCR-
and-rapid-antigen-testing.aspx). Это один из ярких
примеров миниатюризации прибора для определен-
ной технологии.

МУЛЬТИПЛЕКСНАЯ цПЦР
Мультиплексный анализ имеет ряд преиму-

ществ перед стандартным моноплексным анали-
зом, в число которых входят снижение стоимости
реагентов, расхода образца и времени обработки,
а также погрешности дозаторов и пипетирования
[30]. Мультиплексирование стало возможным и
для цПЦР, при этом появляется уникальная воз-
можность точно измерять несколько мишеней за
одну реакцию [4].

В зависимости от платформы проведения
цПЦР существует возможность определения це-
левых мишеней, используя от двух до пяти кана-
лов. В присутствии более одного зонда в реакци-
онной смеси маркировка зондов осуществляется
разными красителями [6]. При этом даже при на-
личии только двух каналов существует возмож-
ность обнаружения нескольких мишеней за счет

амплитудного “мультиплексирования” ‒ внесе-
ние зондов с одинаковым флуорофором в разных
концентрациях для каждой мишени. В 2021 году
была показана возможность типирования и опре-
деления происхождения вируса сезонного гриппа
с помощью мультиплексной цПЦР [5].

В клинической практике мультиплексная
цПЦР нашла применение в типировании вируса
сезонного гриппа и диагностике острого респи-
раторного синдрома, вызванного SARS-CoV-2
[4]. В 2022 г. группой китайских ученых под руко-
водством Xunhua Zhu разработан протокол муль-
типлексной цПЦР для определения четырех воз-
будителей вирусных инфекций центральной
нервной системы – энтеровируса, парэховируса и
двух типов герпесвируса ‒ в ликворе. Мульти-
плексирование проводили за счет амплитудного
разведения зондов для двух каналов детекции. Ре-
зультаты исследования подтвердили высокую
чувствительность такого анализа, использование
которого позволило дискриминировать потенци-
ально опасных возбудителей вирусных инфекций
центральной нервной системы [4].

ОПРЕДЕЛЕНИЕ БАКТЕРИЙ, ВИРУСОВ 
И ПАРАЗИТОВ С ПОМОЩЬЮ цПЦР

Инфекционные заболевания занимают одну
из ведущих позиций среди причин смертности на
каждом континенте. Патогенные микроорганиз-
мы, включая бактерии, грибы, вирусы и другие,
нарушают структуру тканей, что приводит к раз-
витию воспаления в организме хозяина.

Всемирная организация здравоохранения
ежегодно сообщает о росте числа новых инфек-
ционных заболеваний во всем мире и увеличении
смертности от них, особенно в странах со сред-
ним и низким уровнем жизни. Эта тенденция обу-
словлена увеличением количества возбудителей,
обладающих лекарственной устойчивостью (https://
www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/the-
top-10-causes-of-death). Кроме того, высокая кон-
тагиозность вирусов, ответственных за возникно-
вение таких современных эпидемий, как напри-
мер, коронавирусная болезнь 2019 г. (COVID-19),
болезни Эбола и Зика, птичий грипп H5N1, усу-
губляет проблемы общественного здравоохране-
ния, поскольку приводит к огромным человече-
ским и финансовым потерям [31]. Поэтому имен-
но в медицинской вирусологии цПЦР активно
используется как инструмент количественного
определения вирусных нуклеиновых кислот.

Благодаря цПЦР появилась возможность де-
тектирования вирусов гепатитов, Т-клеточного
лимфотропного вируса типа 1, что не удавалось
сделать раньше из-за недостаточного количества
материала вируса, служащего положительным
контролем [32, 33]. цПЦР широко применяется
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для идентификации “наследственного” интегри-
рованного в хромосомы герпесвируса человека
типа 6 (iciHHV-6). Для этого рассчитывают точ-
ное соотношение вирусных и человеческих гено-
мов в точечной ДНК.

Для выявления и мониторинга первичных ин-
фекций кровотока разработан протокол цПЦР,
который позволяет с высокой степенью чувстви-
тельности, специфичности и в течение короткого
промежутка времени обнаружить ДНК патогена
[34]. Так, показана возможность с помощью
цПЦР детектировать видоспецифичные гены зо-
лотистого стафилококка Staphylococcus aureus
(nuc), Streptococcus pneumoniae (lyta) и Escherichia
coli (uida) [9]. В качестве примера можно сравнить
результаты обнаружения штаммов E. coli, проду-
цирующих шига-токсин, с помощью официально
валидированных методик с результатами, полу-
ченными методом цПЦР. Показано, что при сход-
стве получаемых результатов проведение цПЦР
требует меньше времени [35]. Благодаря возмож-
ности одновременной идентификации возбуди-
телей нескольких инфекций и динамического
мониторинга изменений концентрации патоген-
ных микроорганизмов в крови, цПЦР можно ис-
пользовать для оценки эффективности лекар-
ственной терапии и прогноза выживаемости па-
циентов [36–38].

Малярия, вызываемая малярийным плазмоди-
ем, представляет серьезную проблему для стран,
эндемичных по этому заболеванию [39]. Низкая
чувствительность микроскопического метода
подсчета паразитов в капле крови приводит к то-
му, что в некоторых эндемичных по малярии ре-
гионах от 50 до 80% населения являются бессимп-
томными носителями инфекции. В настоящий
момент малярию диагностируют с использовани-
ем метода ПЦР-РВ, для которого требуются ка-
либраторы с известной концентрацией патогена
и четкая кривая флуоресценции при оценке ре-
зультата анализа, что усложняет процесс иденти-
фикации данных [40]. Сравнение результатов ко-
личественного определения возбудителей маля-
рии в крови методами цПЦР и ПЦР-РВ показало,
что цПЦР обеспечивает гораздо более высокую
повторяемость результатов, чем ПЦР-РВ. Так,
количество копий ДНК в дубликатах образцов,
измеренное с помощью цПЦР, различалось в
1.5 раза, что значительно меньше, чем в случае
ПЦР-РВ, где отличие составило 2.5‒6 раз [41].

На сегодняшний день цПЦР активно исполь-
зуется для количественной оценки вирусной на-
грузки SARS-CoV-2, определения инфекционно-
сти и мониторинга течения заболевания, что
крайне важно для эпидемиологического надзора
[42]. Эталонным методом выявления SARS-CoV-2
в настоящее время считается метод количествен-
ной ПЦР с обратной транскрипцией, однако у

этого метода существует ряд ограничений, в том
числе наличие ложноотрицательных результатов
[43, 44], что способствует развитию новых мето-
дов определения генетических особенностей
штаммов данного патогена. Ложноотрицатель-
ные результаты ПЦР-тестов могут быть обуслов-
лены мутациями в областях, которые служат ми-
шенями, минимальным количеством вирусного
материала в образце или влиянием ингибиторов
амплификации [45]. цПЦР способна эффективно
решить эту проблему, поскольку позволяет обна-
ружить вирусную РНК даже при низком количе-
стве ее копий, в то время как выявить РНК вируса
в таких образцах с помощью ПЦР-РВ не удается.
Так показано, что цПЦР обладает более низким
пределом обнаружения (limit of detection, LOD)
РНК SARS-CoV-2, чем ПЦР-РВ [46, 47].

Согласно Cassinari и соавт., цПЦР позволяет с
большей чувствительностью оценить вирусную
нагрузку, чем количественная ПЦР-РВ. Так, эф-
фективность обнаружения вирусной нуклеино-
вой кислоты методом ПЦР-РВ составила 62%
против 85% в случае цПЦР [42, 45]. Кроме того,
цПЦР, как метод определения вирусной нагруз-
ки, позволяет прогнозировать ответ пациентов с
диагностированным SARS-CoV-2 на лечение, что
крайне важно для подбора индивидуальной схе-
мы терапии [48].

ДИАГНОСТИКА ОНКОЛОГИЧЕСКИХ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

цПЦР
цПЦР, применяемую с целью молекулярно-

генетической диагностики ряда заболеваний,
можно использовать для подбора схемы индиви-
дуальной таргетной терапии. Диагностику онко-
логических заболеваний на ранних стадиях за-
трудняет отсутствие видимых клинических про-
явлений, поэтому большой интерес имеет поиск
и обнаружение специфических биомаркеров как
диагностических, так и прогностических [49–51].
Перспективным направлением поиска онкомар-
керов считается изучение внеклеточной ДНК,
присутствующей в биологических жидкостях, по-
скольку доступ ко многим новообразованиям
ограничен и невозможно получить образец опу-
холевой ткани неинвазивным способом.

Определить стадию развития некоторых опу-
холей можно с помощью анализа нуклеиновых
кислот, циркулирующих в плазме или сыворотке
крови. К свободно циркулирующим нуклеино-
вым кислотам относятся геномная ДНК, мтДНК,
вирусные ДНК и РНК, мРНК, а также мик-
роРНК [49, 52, 53], которые попадают в кровь в
результате некротических и апоптотических из-
менений ткани. Для анализа внеклеточной ДНК
на ранних стадиях развития злокачественных
опухолей, когда ее концентрация в крови крайне
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низка, необходимы высокочувствительные мето-
ды. К таким методам относится цПЦР, позволя-
ющая обнаруживать мутации в небольших коли-
чествах биологического материала.

На сегодняшний день в качестве онкомаркера
рака предстательной железы используется уро-
вень сывороточного простатспецифического ан-
тигена (prostate specific antigen, PSA). Потенци-
альным биомаркером рака предстательной желе-
зы может служить длинная некодирующая РНК
MYU, способствующая пролиферации и мигра-
ции клеток предстательной железы [54]. Кроме
этого, распространенным событием при метаста-
тическом резистентном к кастрации раке пред-
стательной железы является амплификация локу-
са андрогенного рецептора (AR). Показана воз-
можность высокоточного определения числа
копий гена AR во внеклеточной ДНК с использо-
ванием мультиплексной цПЦР [55].

Еще один пример – использование цПЦР для
выявления мутаций в генах, ответственных за
развитие рака молочной железы. Прогностиче-
ским фактором при данном заболевании служит
герминальная мутация гена BRCA15382insC [56,
57], не выявляемая с помощью обратной тран-
скрипции с последующей ПЦР-РВ. Описан случай,
когда обнаружение делеции гена BRCA1 методом
цПЦР позволило назначить адекватное лечение,
которое привело к полной морфологической ре-
грессии опухоли [58]. Кроме того, цПЦР применя-
ется для идентификации циркулирующих в крови
клеток рака шейки матки [59, 60].

В табл. 2 представлены результаты сравнения
чувствительности детекции некоторых онкомар-
керов с помощью количественной ПЦР и цПЦР.
Показано, что предел обнаружения при исполь-
зовании цПЦР в несколько раз ниже, чем у коли-
чественной ПЦР.

Важно отметить, что присутствие внеклеточ-
ной ДНК в биологических жидкостях человека не
всегда свидетельствует о развитии опухоли. Так,
после трансплантации органов в организме реци-

пиента циркулирует внеклеточная донорная
ДНК, что можно использовать для мониторинга
маркеров отторжения трансплантата с помощью
цПЦР [65].

Внеклеточная ДНК в жидкостях организма
имеет неоценимое значение также для диагно-
стики нейроопухолей [66, 67]. Глиомы – первич-
ные опухоли, происходящие из паренхимы го-
ловного мозга, в зависимости от типа клеток де-
лятся на астроцитомы, олигодендроглиомы и
эпендимомы. Важную роль в диагностике и вы-
боре стратегии лечения глиом играет определе-
ние степени злокачественности опухоли. Глиомы
низкой степени злокачественности возникают
вследствие мутации в гене BRAF, который коди-
рует киназу, отвечающую за формирование внут-
риклеточных сигналов, направленных на рост
клетки [68]. Высокая степень злокачественности
глиом обусловлена мутацией К27 в гене H3F3A,
кодирующего гистон Н3 [69]. Разработан прото-
кол обнаружения мутации K27M гена H3 в спин-
номозговой жидкости с использованием цПЦР
[70]. Этот протокол оптимизирован для обнару-
жения внеклеточной ДНК в образцах ликвора пу-
тем введения процедуры предварительной ампли-
фикации целевой области гена H3 и оптимизации
условий проведения цПЦР. Примечательно, что
данный протокол прошел апробацию на двух тех-
нологически разных платформах цПЦР: QX200
Droplet (“Bio-Rad”) и QIAcuity (“QIAGEN”); эф-
фективность обнаружения статуса глиомы при
этом была сопоставимой. В трех из четырех об-
разцов ликвора, взятых у пациентов с K27M-по-
ложительным статусом диффузной глиомы, обе
платформы позволили обнаружить мутантный
аллель.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

цПЦР – это усовершенствованный метод тра-
диционной ПЦР-РВ, позволяющий осуществ-
лять прямой подсчет числа молекул нуклеиновых
кислот. цПЦР активно используется для опреде-

Таблица 2. Чувствительность детекции онкомаркеров с помощью различных методов

Ген Функциональные 
особенности гена

Вид 
новообразования Маркер

Метод обнаружения

Источникколичественная 
ПЦР ИФА цПЦР

BRCA1 Опухолевый
супрессор

Рак молочной 
железы

Делеция 50 нг/мл – 10 нг/мкг  [61, 62]

BRCA2

HER2 Рецептор эпидер-
мального фактора 
роста типа 2

Изменение числа 
копий

57 мкг/мл – 20 нг/мкл  [63]

ALK Киназа анапластиче-
ской лимфомы

Рак легкого Уровень экспрес-
сии

– 200 нг/мкл 10 нг/мкл  [64]



778

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 5  2023

КОПЫЛОВА и др.

ления вариации числа копий генов в генно-моди-
фицированных организмах, при кариотипирова-
нии, на различных моделях заболеваний человека,
при определении экспрессии генов, а также при
осуществлении эпигенетического контроля [9, 71].

Современная технология определения нукле-
иновых кислот – цПЦР – наряду с классической
ПЦР и ПЦР-РВ уже занимает свою нишу в обла-
сти молекулярной диагностики. За счет определе-
ния единичных таргетных молекул при их низкой
концентрации в образце и способности обнару-
жения редких вариантов мишени, обладающей
низкоэффективной амплификацией, цПЦР су-
щественно расширяет возможности для научных
и клинических исследований, что крайне важно в
свете вновь появляющихся патогенов и связан-
ных с этим тяжелых заболеваний.
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Nowadays digital PCR (dPCR) is a nucleic acid quantification method widely used in genetic analysis. One
of the most significant advantages of dPCR over other methods is the possibility for absolute quantitative de-
termination of genetic material without construction of calibration curves, which allows one to detect even
single molecules of nucleic acids, and, hence, early diagnosis of diseases. A specific characteristic of dPCR
is the detection of the analyzed biological object in each microreaction, followed by the presentation of the
analysis results in a binary system, thereby giving the method name. The key aspects of developing the dPCR
method, i.e. from the first devices based on microfluidic chip technology to modern systems capable of mea-
suring a target at a concentration of up to 1 in 100000 copies were shown in the current work. We analyzed
the data on the detection of various pathogens using dPCR, as well as summarized various study results
demonstrating the innovativeness of this method “point-of-care”. Both the possibilities of multiplex dPCR
analysis and its potential in clinical practice were presented. The review also addresses the issue of the dPCR
role in the development of non-invasive methods for oncological diseases to be analyzed. Possible ways of de-
veloping dPCR technology were emphasized, including the use as a “point-of-care” systems.

Keywords: digital PCR, dPCR, infection, DNA, oncology, virus, COVID-19


