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Передмова 

Відкриття методу полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) стало одним з 

найбільш видатних подій в галузі молекулярної біології за останні десятиріччя. 

Це дозволило підняти медичну діагностику на якісно новий рівень. 

Вперше склад інгредієнтів, що входять у реакційну суміш для постановки 

полімеразної ланцюгової реакції, і основні принципи використання праймерів 

(коротких штучно синтезованих молекул ДНК) для одержання копій ДНК, були 

описані Kleppe зі співавт. у 1971 році. Однак у той час ця ідея залишилася 

нереалізованою, та й не була продемонстрована основна риса ПЛР – 

експонентне збільшення кількості копій фрагмента вихідної ДНК як результат 

реакції. 

У 1983 році Kary Mullis запропонував метод, який став надалі відомим як 

полімеразна ланцюгова реакція. Суть цього методу полягала в багаторазовому 

копіюванні (ампліфікації) в пробірці певних ділянок ДНК у процесі 

повторюваних температурних циклів. На кожному циклі ампліфікації 

синтезовані раніше фрагменти заново копіюються ДНК-полімеразою. Завдяки 

цьому відбувається багаторазове збільшення кількості специфічних фрагментів 

ДНК в мільярди разів, що значно спрощує подальший аналіз. 

Перша публікація про метод ПЛР з'явилася в листопаді 1985 року в 

журналі Science (Saiki RK, Scharf S., Faloona F., Mullis KB, Horn GT, Erlich HA, 

Arnheim N. Science 1985 Dec 20; 230 (4732): 1350-4; Enzymatic amplification of 

beta-globin genomic sequences and restriction site analysis for diagnosis of sickle cell 

anemia). 

Через 8 років після цього за винахід методу ПЛР K. Mullis отримав 

Нобелівську премію 

 

Етапи ПЛР 

1. Денатурація. На першому етапі необхідно денатурувати ДНК, що знаходиться 

у зразку. Для цього реакційну суміш нагрівають до 92–95°C, у результаті чого 
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дволанцюгові молекули ДНК розплітаються з утворенням двох одноланцюгових 

молекул. Цей процес триває не менше 1 хвилини. 

2. Відпал. На другому етапі температуру суміші знижують до 55°C, праймери 

приєднуються до одноланцюговою ДНК-мішені. Праймери вибирають так, щоб 

вони обмежували необхідний фрагмент і були комплементарні протилежним 

ланцюгах ДНК. 

3. Елонгація (синтез ДНК). На третьому етапі температуру в реакційній суміші 

доводять до оптимуму роботи Taq-полімерази – 75°C, і починається синтез 

комплементарного ланцюжка ДНК, ініційований 3'-гідроксильною групою 

праймера, який проходить з максимальною ефективністю. 

Надалі етапи денатурації, відпалу і елонгації багаторазово повторюються (30 і 

більше разів). На кожному циклі кількість синтезованих копій фрагмента ДНК 

подвоюється. 

 

Види ПЛР 

 

Сьогодні впроваджено більше 10 видів ПЛР, основними серед яких є: 

 

1. PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism, ПЛР-ПДРФ – 

поліморфізм довжин рестрикційних фрагментів). Спочатку проводять ПЛР, а 

потім – рестрикцію отриманого ПЛР-продукту. 

2. Real-time PCR (ПЛР у реальному часі). Спостерігають за реакцією в 

реальному часі, безпосередньо вимірюючи накопичення продукту ПЛР в 

кожному циклі. Принциповою особливістю методу ПЛР в режимі реального 

часу, на відміну від класичної ПЛР, є можливість кількісного визначення 

ДНК/РНК в досліджуваному матеріалі, відсутність стадії електрофорезу, менш 

суворі вимоги до організації ПЛР-лабораторії та автоматична реєстрація та 

інтерпретація отриманих результатів. 

3. RT-PCR (Reverse Transcription PCR – ПЛР з використанням зворотної 

транскрипції). Вихідним продуктом є РНК, на якій за допомогою ферменту 

зворотної транскриптази отримують ДНК, з якою вже і проводять ПЛР. Це 

зручно, наприклад, для того, щоб виявити, які саме гени в даній клітині 

експресуються. 

4. Nested PCR (Вкладена ПЛР). Застосовується для зменшення частки побічних 

продуктів реакції. Використовують дві пари праймерів і проводять дві 

послідовні реакції. За допомогою другої пари праймерів ампліфікують ділянку 

ДНК усередині продукту першої реакції. 

5. Inverse PCR (Інвертована ПЛР). Використовується в тому випадку, якщо 

відома лише невелика ділянка всередині потрібної послідовності. Цей метод 

особливо корисний, коли потрібно визначити фланкуючі послідовності після 
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вставки ДНК в геном. Для здійснення інвертованої ПЛР проводять ряд розрізів 

ДНК рестриктазами з подальшим лігуванням. В результаті відомі фрагменти 

утворюються на обох кінцях невідомої ділянки, після чого можна проводити 

звичайну ПЛР. 

6. Asymmetric PCR (Асиметрична ПЛР). Проводиться тоді, коли потрібно 

ампліфікувати переважно один із ланцюгів початкової ДНК. Використовується 

в деяких методиках секвенування і гібридизаційного аналізу. ПЛР проводиться 

за класичним сценарієм, за винятком того, що один із праймерів береться у 

великому надлишку. 

7. Long-range PCR (ПЛР довгих фрагментів). Використовується для ампліфікації 

довгих ділянок ДНК (10 kbp і більше). Використовують дві полімерази, одна з 

яких – Taq-полімераза з високою процесивністю (тобто полімераза, яка здатна 

за один прохід синтезувати довгий ланцюг ДНК), а друга — ДНК полімераза з 

3'-5'-ендонуклеазною активністю. Друга полімераза необхідна для того, щоб 

коригувати помилки, внесені першою. 

8. Multiplex PCR (мультиплексна ПЛР). Використовують декілька пар праймерів 

і одночасно ампліфікують кілька фрагментів. 
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