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Ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç — ýòî ìåòîä ôðàêöèîíèðîâàíèÿ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ ÄÍÊ (îò 10 ò. ï. í. äî
10 ìëí ï. í.) ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â àãàðîçíîì ãåëå â óñëîâèÿõ ïåðèîäè÷åñêè ìåíÿþùåãîñÿ ïî íà-
ïðàâëåíèþ («ïóëüñèðóþùåãî») ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ. Ýòîò ìåòîä ñòàë îäíèì èç êëþ÷åâûõ èíñòðóìåíòîâ
ñîâðåìåííîé ãåíîìèêè, ïîñêîëüêó îí äàåò âîçìîæíîñòü ìàíèïóëèðîâàòü ÄÍÊ öåëûõ õðîìîñîì èëè èõ
ïðîòÿæåííûõ ó÷àñòêîâ. Â îáçîðå êðàòêî ðàññìîòðåíû òåîðåòè÷åñêèå îñíîâû ìåòîäà, îïèñàíû ñóùåñòâó-
þùèå âàðèàíòû óñòàíîâîê äëÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà, èõ äîñòîèíñòâà è íåäîñòàòêè, îáñóæäåíû óñëîâèÿ,
îïðåäåëÿþùèå ýôôåêòèâíîñòü ðàçäåëåíèÿ ìîëåêóë, è ïåðå÷èñëåíû îñíîâíûå íàïðàâëåíèÿ èñïîëüçîâà-
íèÿ ýòîãî ìåòîäà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç, ôðàêöèîíèðîâàíèå ÄÍÊ, õðîìîñîìíàÿ ÄÍÊ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: CHEF (Contour-Clamped Homogeneous Electric Field) — ýëåêòðîôîðåç â
êîíòðîëèðóåìîì ãîìîãåííîì ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå, FIGE (Field Inversion Gel Electrophoresis) —
ãåëü-ýëåêòðîôîðåç ñ èíâåðñèåé ïîëÿ, OFAGE (Orthogonal Field-Alternating Gel Electrophoresis) — îðòîãî-
íàëüíûé ãåëü-ýëåêòðîôîðåç â ïåðåìåííîì ïîëå, PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) — ãåëü-ýëåêòðî-
ôîðåç â ïóëüñèðóþùåì ïîëå, èëè (â óñòàðåâøåé òðàêòîâêå) ãðàäèåíòíûé ýëåêòðîôîðåç â ïóëüñèðóþùåì
ïîëå (Pulsed Field Gradient Electrophoresis), RGE (Rotating Gel Electrophoresis) — ýëåêòðîôîðåç ñ âðàùà-
þùèìñÿ ãåëåì, TAFE (Transverse Alternating-Field Electrophoresis) — ýëåêòðîôîðåç â ïîïåðå÷íî-ïåðå-
ìåííîì ïîëå.

Ìåòîä ýëåêòðîôîðåçà ÄÍÊ â àãàðîçíîì ãåëå â óñëîâè-
ÿõ äåéñòâèÿ äâóõ ïîî÷åðåäíî ïðèëàãàåìûõ ýëåêòðè÷åñêèõ
ïîëåé, âåêòîðû íàïðÿæåííîñòè êîòîðûõ íàïðàâëåíû äðóã
îòíîñèòåëüíî äðóãà ïîä òóïûì óãëîì, ïîëó÷èë â àíãëî-
ÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå íàçâàíèå «ãåëü-ýëåêòðîôîðåç â ïóëü-
ñèðóþùåì ïîëå» (Pulsed Field Gel Electrophoresis —
PFGE). Â íàó÷íîé ëèòåðàòóðå íà ðóññêîì ÿçûêå ýòîò ìå-
òîä ñòàëè íàçûâàòü «ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçîì» (Ñìèò è äð.,
1990), èëè «ïóëüñôîðåçîì» (Ìåæåâàÿ è äð., 1993).

Â ïóëüñèðóþùåì ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå âîçìîæíî
ôðàêöèîíèðîâàíèå êðóïíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ ñ ðàçìåðàìè â
î÷åíü øèðîêîì äèàïàçîíå: îò 10 ò. ï. í. äî 10 ìëí ï. í.
(Orbach et al., 1988; Kuspa et al., 1989; Cooney, 1990). Â
ýòîì äèàïàçîíå íàõîäèòñÿ ðàçìåð õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ ïðî-
êàðèîò è íèçøèõ ýóêàðèîò; ñëåäîâàòåëüíî, ïóëüñ-ýëåêòðî-
ôîðåç ïîçâîëÿåò ìàíèïóëèðîâàòü ÄÍÊ öåëûõ õðîìîñîì
èëè, êàê â ñëó÷àå âûñøèõ îðãàíèçìîâ, èõ ïðîòÿæåííûõ
ó÷àñòêîâ. Èìåííî ïîýòîìó äàííûé ìåòîä ñòàë îäíèì èç
êëþ÷åâûõ èíñòðóìåíòîâ ñîâðåìåííîé ãåíîìèêè.

Â ðóññêîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå ìåòîäó ïóëüñ-ýëåêòðî-
ôîðåçà ïîñâÿùåíû âñåãî äâà îáçîðà (Ñìèò è äð., 1990;
Ìåæåâàÿ è äð., 1993), ïîñëåäíèé èç êîòîðûõ îïóáëèêîâàí
15 ëåò íàçàä. Ìû ñî÷ëè öåëåñîîáðàçíûì ïîäãîòîâèòü îá-
çîð, öåëü êîòîðîãî: 1) êðàòêî ðàññìîòðåòü òåîðåòè÷åñêèå
îñíîâû ìåòîäà; 2) îïèñàòü ñóùåñòâóþùèå íà äàííûé ìî-
ìåíò âàðèàíòû óñòàíîâîê äëÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà, èõ
äîñòîèíñòâà è íåäîñòàòêè; 3) îáñóäèòü óñëîâèÿ, îïðå-

äåëÿþùèå ýôôåêòèâíîñòü ðàçäåëåíèÿ ìîëåêóë; 4) ïåðå-
÷èñëèòü îñíîâíûå ñîâðåìåííûå íàïðàâëåíèÿ èñïîëü-
çîâàíèÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà. Ýòîò ìåòîä áûë ïðåäëîæåí
è ñîâåðøåíñòâîâàëñÿ â àíãëîÿçû÷íûõ ñòðàíàõ, ïîýòîìó
âñÿ ñâÿçàííàÿ ñ íèì òåðìèíîëîãèÿ èñõîäíî ÿâëÿåòñÿ àíã-
ëèéñêîé. Äëÿ ìíîãèõ ïîíÿòèé äî ñèõ ïîð íå ïîÿâèëîñü
óñòîÿâøèõñÿ ðóññêèõ ýêâèâàëåíòîâ, ïîýòîìó ìû ïðèâî-
äèì âñå òåðìèíû âìåñòå ñ èõ íàçâàíèÿìè íà ÿçûêå îðèãè-
íàëà.

Èñòîðèÿ è òåîðèÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà

Âïåðâûå ïðîèçâåñòè ðàçäåëåíèå âûñîêîìîëåêóëÿðíîé
ÄÍÊ â ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ñèñòåìå óäàëîñü â íà÷àëå
80-õ ãîäîâ ïðîøëîãî âåêà Øâàðöó ñ ñîàâòîðàìè (Schwartz
et al., 1982; Schwartz, Cantor, 1984). Äî ðàáîò ýòèõ àâòîðîâ
ýëåêòðîôîðåç êðóïíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ áûë íåâîçìîæåí â
ñèëó äâóõ îñíîâíûõ ïðè÷èí. Âî-ïåðâûõ, ñ èñïîëüçîâàíè-
åì îáû÷íûõ ìåòîäîâ âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè íå ìîãëè áûòü
ïîëó÷åíû ïðåïàðàòû èíòàêòíîé ÄÍÊ áîëüøîãî ðàçìåðà.
Äåïðîòåèíèçèðîâàííàÿ ÄÍÊ öåëîé õðîìîñîìû èìååò
êîíòóðíóþ äëèíó ïîðÿäêà íåñêîëüêèõ ìèëëèìåòðîâ ïðè
äèàìåòðå 20 íì. Òàêèå ìîëåêóëû ñ îñåâûì îòíîøåíèåì
îêîëî 106 âåñüìà ÷óâñòâèòåëüíû ê âîçäåéñòâèþ ñèë ñäâè-
ãà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïðè èñïîëüçîâàíèè îáû÷íûõ ìåòî-
äîâ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ îíè ôðàãìåíòèðóþòñÿ. Âî-âòîðûõ, â
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õîäå îáû÷íîãî ýëåêòðîôîðåçà ìîëåêóëû ÄÍÊ ðàçìåðîì
áîëåå 50 ò. ï. í. äâèæóòñÿ â ãåëå ñ ïðàêòè÷åñêè îäèíàêî-
âîé ñêîðîñòüþ è, ñëåäîâàòåëüíî, íå ôðàêöèîíèðóþòñÿ ïî
ðàçìåðàì.

Äëÿ ðàçäåëåíèÿ ÄÍÊ öåëûõ õðîìîñîì äðîææåé Sac-
charomyces cerevisiae ðàçìåðîì 200—2200 ò. ï. í. Øâàðö
è ñîàâòîðû ïðåäëîæèëè äâà ïðèíöèïèàëüíî íîâûõ ïîäõî-
äà, ïîçâîëèâøèõ ðåøèòü ïðîáëåìó î÷èñòêè è ôðàêöèîíè-
ðîâàíèÿ òàêèõ êðóïíûõ ÄÍÊ. Ýòè èññëåäîâàòåëè ðàç-
ðàáîòàëè îðèãèíàëüíóþ ìåòîäèêó, ïîçâîëÿþùóþ ýêñòðà-
ãèðîâàòü èíòàêòíóþ õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ èç êëåòîê,
çàêëþ÷åííûõ â ëåãêîïëàâêóþ àãàðîçó, è ñêîíñòðóèðîâàëè
àïïàðàò äëÿ ýëåêòðîôîðåçà, â êîòîðîì êðóïíûå ìîëåêóëû
ÄÍÊ ìîãëè áûòü ðàçäåëåíû â àãàðîçíîì ãåëå ïðè ïåðèî-
äè÷åñêîì èçìåíåíèè íàïðàâëåíèÿ ïðèëàãàåìîãî ýëåêòðè-
÷åñêîãî ïîëÿ.

Øâàðö è ñîàâòîðû ñâÿçûâàëè ýôôåêò ðàçäåëåíèÿ
ìîëåêóë â àãàðîçíîì ãåëå â óñëîâèÿõ ïóëüñèðóþùåãî
ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ ñ ðàçíûì âðåìåíåì ïåðåîðèåíòàöèè
ìîëåêóë, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ðàçìåðó. Ïî ìíåíèþ ýòèõ àâ-
òîðîâ, ïðè èçìåíåíèè íàïðàâëåíèÿ ïðèëîæåíèÿ ýëåêòðè-
÷åñêîãî ïîëÿ áîëåå êðóïíûå ìîëåêóëû äîëüøå ïåðåîðè-
åíòèðóþòñÿ è, ñëåäîâàòåëüíî, îòñòàþò îò áîëåå ìåëêèõ,
÷òî è ïðèâîäèò ê ðàçäåëåíèþ ìîëåêóë ïî ðàçìåðàì. Êàê
ïîêàçàëè ïîñëåäóþùèå èññëåäîâàíèÿ, ýòà ýëåãàíòíàÿ ãè-
ïîòåçà îêàçàëàñü íå ñîâñåì âåðíîé. Ìåõàíèçì ðàçäåëåíèÿ
ìîëåêóë ñâÿçàí ñ ðàçíûìè ôîðìàìè äâèæåíèÿ ÄÍÊ â

ãåëå, êîòîðûå è îïðåäåëÿþò ðàçíóþ ñêîðîñòü ìèãðàöèè ìî-
ëåêóë ðàçíîãî ðàçìåðà. Íàáëþäåíèÿ îêðàøåííûõ ôëóîðî-
õðîìàìè ìîëåêóë ÄÍÊ ïîêàçàëè, ÷òî â õîäå ïðîäâèæåíèÿ
â ãåëå ïîä âîçäåéñòâèåì ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ ìîëåêóëû
âûòÿãèâàþòñÿ ïî íàïðàâëåíèþ âåêòîðà íàïðÿæåííîñòè
ïîëÿ (Bustamante et al., 1990; Gurrieri et al., 1996). Ïðè ñìå-
íå íàïðàâëåíèÿ ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ âûòÿíóòàÿ êîíôîðìà-
öèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ ñîõðàíÿåòñÿ, ìîëåêóëû íà÷èíàþò ìèãðà-
öèþ â íîâîì íàïðàâëåíèè îäíèì èç ñâîèõ êîíöîâ. Åñëè
óãîë ìåæäó âåêòîðàìè íàïðÿæåííîñòè àëüòåðíàòèâíûõ ïî-
ëåé — òàê íàçûâàåìûé óãîë ïåðåîðèåíòàöèè (reorientation
angle) — ðàâåí 90°, òî ëèäèðóþùèì ìîæåò ñòàòü ëþáîé
êîíåö ìîëåêóëû: åñëè ýòîò óãîë ìåíüøå 90°, òî ëèäèðóþ-
ùèì îêàçûâàåòñÿ «ïåðåäíèé» íà äàííûé ìîìåíò êîíåö ìî-
ëåêóëû, à åñëè óãîë áîëüøå 90°, òî ëèäèðóåò «çàäíèé» êî-
íåö ìîëåêóëû. Â óñòàíîâêàõ äëÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà ïðè-
ìåíÿþò óãëû ïåðåîðèåíòàöèè áîëüøå 90°, ïîýòîìó ïðè
èçìåíåíèè íàïðàâëåíèÿ ïîëÿ ìîëåêóëû íà÷èíàþò äâèæå-
íèå â íîâîì íàïðàâëåíèè ñâîèì «çàäíèì» êîíöîì è, ñëåäî-
âàòåëüíî, âíà÷àëå èì ïðèõîäèòñÿ ñîâåðøàòü âîçâðàòíîå
äâèæåíèå (ðèñ. 1). Ïðè ýòîì ìîëåêóëû «îòñòóïàþò» íà
ðàññòîÿíèå, ïðîïîðöèîíàëüíîå èõ ðàçìåðó è, ñëåäîâàòåëü-
íî, êðóïíûå ìîëåêóëû îòñòàþò îò ìåëêèõ. Òàêèì îáðàçîì,
ýôôåêòèâíîñòü ðàçäåëåíèÿ ìîëåêóë îïðåäåëÿåòñÿ èõ ðàç-
ìåðîì, à òàêæå ÷èñëîì ïåðåêëþ÷åíèé íàïðàâëåíèÿ ïîëÿ è
ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ ïåðèîäîâ åãî ñòàáèëüíîé îðèåíòà-
öèè (Southern et al., 1987; Southern, Elder, 1995).

928 Å. Ñ. Íàñîíîâà

Ðèñ. 1. Ñõåìà, ïîêàçûâàþùàÿ ìåõàíèçì ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ â õîäå ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà (ïî: Gurrieri et al., 1996, ìî-
äèôèöèðîâàíî).

Ïðè ïåðåêëþ÷åíèè íàïðàâëåíèÿ ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ ìîëåêóëû ñíà÷àëà íà÷èíàþò äâèæåíèå ñâîèì áûâøèì «çàäíèì êîíöîì», «îòñòóïàÿ» ïðè ýòîì
íà ðàññòîÿíèå, ïðîïîðöèîíàëüíîå èõ ðàçìåðó (À, Á), òîëüêî çàòåì íà÷èíàåòñÿ ïîñòóïàòåëüíîå ïðîäâèæåíèå ìîëåêóë â ãåëå â íîâîì íàïðàâëåíèè (Â).
Â ðåçóëüòàòå êðóïíûå ìîëåêóëû îòñòàþò îò ìåëêèõ. Ñ êàæäûì î÷åðåäíûì èçìåíåíèåì íàïðàâëåíèÿ ïîëÿ (Ã—Å) îòñòàâàíèå êðóïíûõ ìîëåêóë îò ìåë-
êèõ óâåëè÷èâàåòñÿ. Å1, Å2 — âåêòîðû íàïðÿæåííîñòè ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ. Äëèííàÿ è êîðîòêàÿ ñòðåëêè ïîêàçûâàþò ïîëîæåíèå â ãåëå äëèííîé è êî-
ðîòêîé ìîëåêóë ÄÍÊ ñîîòâåòñòâåííî. Ãîëîâêè ýòèõ ñòðåëîê óêàçûâàþò íàïðàâëåíèå ìèãðàöèè ìîëåêóë è ñîîòâåòñòâåííî èõ ëèäèðóþùèå êîíöû.

Ïóíêòèðíûìè îòðåçêàìè îáîçíà÷åíà òðàåêòîðèÿ ìèãðàöèè ìîëåêóë.



Âàðèàíòû óñòàíîâîê äëÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà

Â ïåðâîé óñòàíîâêå äëÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà, ñîçäàí-
íîé Øâàðöåì è Êàíòîðîì (Schwartz, Cantor, 1984), ÷åðåç
îïðåäåëåííûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè ïðîèçâîäèëîñü ïåðå-
êëþ÷åíèå íàïðàâëåíèÿ ïîëÿ ïîä óãëîì 90°. Ãåëü ïîìåùà-
ëè â êàìåðû äëÿ ãîðèçîíòàëüíîãî ýëåêòðîôîðåçà. Îäíî
ýëåêòðè÷åñêîå ïîëå áûëî ãîìîãåííûì ïî íàïðÿæåííîñòè
è ñîçäàâàëîñü ñ ïîìîùüþ äâóõ ðÿäîâ ðàñïîëîæåííûõ
äðóã ïðîòèâ äðóãà òî÷å÷íûõ ýëåêòðîäîâ. Âòîðîå ïîëå

áûëî íåãîìîãåííûì, äëÿ åãî ñîçäàíèÿ èñïîëüçîâàëè ðÿä
òî÷å÷íûõ ýëåêòðîäîâ â êà÷åñòâå êàòîäà è îäèí òî÷å÷íûé
ýëåêòðîä â êà÷åñòâå àíîäà (ðèñ. 2).

Øâàðö è Êàíòîð íàçâàëè ñâîþ ñèñòåìó «ãðàäèåíòíûé
ýëåêòðîôîðåç â ïóëüñèðóþùåì ïîëå» (Pulsed Field Gradi-
ent Electrophoresis — PFGE). Àâòîðû ñ÷èòàëè, ÷òî ãðàäè-
åíò íàïðÿæåííîñòè — ýòî íåîáõîäèìîå óñëîâèå ðàç-
äåëåíèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ â ïóëüñèðóþùåì ïîëå, ïîýòîìó
èñïîëüçîâàëè êîíôèãóðàöèþ ýëåêòðîäîâ, çàâåäîìî ïðè-
âîäÿùóþ ê íåãîìîãåííîñòè ïîëÿ. Â ýòîé ñèñòåìå óãîë

Ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç: òåîðèÿ ìåòîäà, èíñòðóìåíòàëüíûé àðñåíàë è îáëàñòè ïðèìåíåíèÿ 929

Ðèñ. 2. Ñõåìû îñíîâíûõ ñèñòåì äëÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà (ïî: Lai et al., 1989; Ìåæåâàÿ è äð., 1993, ñ èçìåíåíèÿìè è äîïîëíåíèÿ-
ìè).

Ñèñòåìû ñ íåãîìîãåííûìè ïîëÿìè: PFGE — ãðàäèåíòíûé ýëåêòðîôîðåç â ïóëüñèðóþùåì ïîëå, OFAGE — îðòîãîíàëüíûé ãåëü-ýëåêòðîôîðåç â ïåðå-
ìåííîì ïîëå, TAFE — ýëåêòðîôîðåç â ïîïåðå÷íî-ïåðåìåííîì ïîëå. Ñèñòåìû ñ ãîìîãåííûìè ïîëÿìè: FIGE — ãåëü-ýëåêòðîôîðåç ñ èíâåðñèåé ïîëÿ,
CHEF — ýëåêòðîôîðåç â êîíòðîëèðóåìîì ãîìîãåííîì ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå, RGE — ýëåêòðîôîðåç ñ âðàùàþùèìñÿ ãåëåì. Êîðîòêèå òîíêèå ñòðåëêè
óêàçûâàþò íàïðàâëåíèå âåêòîðîâ íàïðÿæåííîñòè àëüòåðíàòèâíûõ ýëåêòðè÷åñêèõ ïîëåé, ðÿäîì ñ íèìè ïðèâîäèòñÿ çíà÷åíèå óãëà ïåðåîðèåíòàöèè; øè-
ðîêèå ñòðåëêè óêàçûâàþò èòîãîâîå íàïðàâëåíèå ìèãðàöèè ìîëåêóë ÄÍÊ. Ñèìâîëû À+ è À–, Â+ è Â– îáîçíà÷àþò ïîëîæåíèå ýëåêòðîäíûõ ïàð àëüòåðíà-

òèâíûõ ýëåêòðè÷åñêèõ ïîëåé. Â ñõåìàõ PFGE, TAFE è CHEF ýëåêòðîäû îáîçíà÷åíû òî÷êàìè, â ñõåìàõ OFAGE, FIGE è RGE — îòðåçêàìè ïðÿìûõ.



ìåæäó âåêòîðàìè íàïðÿæåííîñòè äâóõ ïîëåé âàðüèðîâàë
â ðàçíûõ ó÷àñòêàõ ãåëÿ (îò 110 äî 150°), ïîýòîìó îäèíàêî-
âûå ïî ðàçìåðó ìîëåêóëû ìèãðèðîâàëè ñ ðàçíûìè ñêîðî-
ñòÿìè â çàâèñèìîñòè îò èõ èñõîäíîãî ïîëîæåíèÿ â ãåëå,
÷òî çàòðóäíÿëî ñðàâíåíèå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïîäâèæ-
íîñòåé ÄÍÊ, ðàñïîëîæåííûõ íà ñîñåäíèõ äîðîæêàõ, â ðå-
çóëüòàòå ÷åãî òî÷íî îïðåäåëèòü ðàçìåð ìîëåêóë áûëî íå-
âîçìîæíî.

Â ïîñëåäóþùèå ãîäû áûëî ïðåäëîæåíî íåñêîëüêî âà-
ðèàíòîâ àïïàðàòîâ äëÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà, êîòîðûå ðàç-
ëè÷àëèñü ïî ñõåìå ðàñïîëîæåíèÿ ýëåêòðîäîâ è ñîîòâåòñò-
âåííî ïî òàêîìó ïàðàìåòðó, êàê óãîë ïåðåîðèåíòàöèè ìî-
ëåêóë ÄÍÊ ïðè ïåðåêëþ÷åíèè íàïðàâëåíèÿ ïðèëîæåíèÿ
ïîëÿ. Àíãëîÿçû÷íàÿ àááðåâèàòóðà PFGE, ïðåäëîæåííàÿ
Øâàðöåì è Êàíòîðîì, â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðèìåíÿåòñÿ
äëÿ îáîçíà÷åíèÿ âñåé ñîâîêóïíîñòè ìåòîäîâ è ñèñòåì äëÿ
ýëåêòðîôîðåçà ÄÍÊ, èñïîëüçóþùèõ ïðèíöèï ïóëüñèðóþ-
ùåãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ. Îäíàêî ïîñêîëüêó ïîñëåäóþ-
ùèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî íåãîìîãåííîñòü ïîëÿ íå
ÿâëÿåòñÿ îáÿçàòåëüíûì óñëîâèåì äëÿ óñïåøíîãî ïðîâåäå-
íèÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà, è ïîñêîëüêó â áîëüøèíñòâå ñî-
âðåìåííûõ ñèñòåì èñïîëüçóåòñÿ ãîìîãåííîå ïîëå, òî ýòà
àááðåâèàòóðà ïîëó÷èëà íîâóþ ðàñøèôðîâêó — Pulsed Fi-
eld Gel Electrophoresis (ãåëü-ýëåêòðîôîðåç â ïóëüñèðóþ-
ùåì ïîëå).

Âñêîðå ïîñëå âûõîäà â ñâåò ðàáîòû Øâàðöà è Êàíòî-
ðà ñ îïèñàíèåì ïåðâîãî ïðèáîðà äëÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà
Êýðë è Îëñîí (Carle, Olson, 1984) ïðåäëîæèëè ñâîþ ìîäè-
ôèêàöèþ ýòîãî ìåòîäà, íàçâàííóþ àâòîðàìè «îðòîãîíàëü-
íûé ãåëü-ýëåêòðîôîðåç â ïåðåìåííîì ïîëå» (Orthogonal
Field-Alternating Gel Electrophoresis — OFAGE). Â óñòà-
íîâêå äëÿ OFAGE ðàñïîëîæåíèå ýëåêòðîäîâ áûëî ñèì-
ìåòðè÷íûì, à èõ äëèíà — íåîäèíàêîâîé. Áîëåå äëèííûé
ýëåêòðîä èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå êàòîäà, áîëåå êîðîò-
êèé — â êà÷åñòâå àíîäà, ÷òî ïðèâîäèëî ê ñîçäàíèþ íåãî-
ìîãåííûõ ýëåêòðè÷åñêèõ ïîëåé â îáîèõ íàïðàâëåíèÿõ.
Â ýòîé ñèñòåìå â ðàçíûõ ÷àñòÿõ ãåëÿ óãîë ïåðåîðèåíòàöèè
âàðüèðîâàë îò 120 äî 150°. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ýòîãî àï-
ïàðàòà â öåíòðàëüíîé ÷àñòè ãåëÿ óäàâàëîñü ïîëó÷èòü ïðÿ-
ìûå äîðîæêè ñ ôðàêöèîíèðîâàííûìè ÄÍÊ, ÷òî äàâàëî
âîçìîæíîñòü ñðàâíèâàòü ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèå ïîäâèæíî-
ñòè ìîëåêóë íà ñîñåäíèõ äîðîæêàõ. Îäíàêî äîðîæêè, ðàñ-
ïîëîæåííûå áëèæå ê êðàÿì ãåëÿ, ïî-ïðåæíåìó îñòàâàëèñü
èñêðèâëåííûìè.

Ãàðäèíåð è ñîàâòîðû (Gardiner et al., 1986) ïðåä-
ëîæèëè ñèñòåìó, â êîòîðîé ãåëü ðàñïîëàãàåòñÿ â êàìåðå
âåðòèêàëüíî è àëüòåðíàòèâíûå ýëåêòðè÷åñêèå ïîëÿ îðè-
åíòèðîâàíû ñîîòâåòñòâåííî íå âäîëü, à ïîïåðåê ãåëÿ. Ýòó
ñèñòåìó àâòîðû íàçâàëè «ýëåêòðîôîðåç â ïîïåðå÷íî-
ïåðåìåííîì ïîëå» (Transverse Alternating-Field Electro-
phoresis — TAFE). Ñëîâî «ïîïåðå÷íûé» («transverse») â
íàçâàíèè ýòîãî âàðèàíòà ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà ïîäðàçóìå-
âàåò íàïðàâëåíèå îðèåíòàöèè âåêòîðà íàïðÿæåííîñòè
ïîëÿ ïî îòíîøåíèþ ê ïëîñêîñòè ãåëÿ. Ïîëå â ýòîé ñèñòå-
ìå òîæå íåãîìîãåííî, ïîñêîëüêó óãîë ïåðåîðèåíòàöèè îò
âåðõà ê íèçó ãåëÿ óâåëè÷èâàåòñÿ îò 115 äî 165°, ÷òî ïðè-
âîäèò ê óìåíüøåíèþ íàïðÿæåííîñòè ïîëÿ è ñêîðîñòè
ìèãðàöèè ÄÍÊ â íèæíåé ÷àñòè ãåëÿ. Óìåíüøåíèå ñêîðî-
ñòè äâèæåíèÿ ìîëåêóë ïðèâîäèò ê ýôôåêòó ôîêóñèðîâà-
íèÿ ïîëîñ (self-sharpening effect — Cantor et al., 1988; band
sharpening effect — Gardiner, 1992), ïðè êîòîðîì ïîëîñû
ñòàíîâÿòñÿ áîëåå óçêèìè è ÷åòêèìè, íî ïðè ýòîì îíè îêà-
çûâàþòñÿ áëèçêî ðàñïîëîæåííûìè äðóã ê äðóãó. Ôîêóñè-
ðîâàíèå ïîëîñ çàòðóäíÿåò ñòàíäàðòèçàöèþ óñëîâèé TAFE
è ïîëó÷åíèå âîñïðîèçâîäèìûõ ðåçóëüòàòîâ, íî ìîæåò

áûòü ïîëåçíî äëÿ ðåøåíèÿ íåêîòîðûõ ñïåöèàëüíûõ çàäà÷
(íàïðèìåð, êîãäà òðåáóåòñÿ äîáèòüñÿ õîðîøåãî ðàçäåëå-
íèÿ â ãåëå ìîëåêóë áëèçêîãî ðàçìåðà). Áîëåå òîãî, íåñìîò-
ðÿ íà íåãîìîãåííîñòü ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ, â ýòîì âåðòè-
êàëüíîì âàðèàíòå ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà îáåñïå÷åíà ñòðî-
ãî ïðÿìîëèíåéíàÿ ìèãðàöèÿ ìîëåêóë, ñëåäîâàòåëüíî, âñå
äîðîæêè â ãåëå (â òîì ÷èñëå è êðàéíèå) îñòàþòñÿ ïðÿìû-
ìè è ïàðàëëåëüíûìè. Ýòî îáñòîÿòåëüñòâî âåñüìà óäîáíî
äëÿ ñðàâíåíèÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïîäâèæíîñòåé ìîëå-
êóë, ìèãðèðóþùèõ íà ðàçíûõ äîðîæêàõ â îäíîì ãåëå.

Ãëàâíûìè íåäîñòàòêàìè îïèñàííûõ âûøå ñèñòåì
ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà áûëè èñïîëüçîâàíèå íåãîìîãåííîãî
ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ è èçìåíåíèå óãëà ïåðåîðèåíòàöèè ïî
ìåðå ïðîäâèæåíèÿ ìîëåêóë â ãåëå. Ýòî ïðèâîäèëî ê ðàç-
íîé ñêîðîñòè ìèãðàöèè ìîëåêóë ÄÍÊ â ðàçíûõ ó÷àñòêàõ
ãåëÿ è — êàê ñëåäñòâèå — ê ñëîæíîñòÿì ïðè îïòèìèçà-
öèè óñëîâèé ýëåêòðîôîðåçà, ê èñêðèâëåíèþ äîðîæåê ãåëÿ
(â ãîðèçîíòàëüíûõ âàðèàíòàõ PFGE è OFAGE) è ê ýôôåê-
òó ôîêóñèðîâàíèÿ ïîëîñ (â âåðòèêàëüíîì âàðèàíòå
TAFE). Ïîñëåäóþùèå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî íåãî-
ìîãåííîñòü ïîëÿ è ãðàäèåíò íàïðÿæåííîñòè íå ÿâëÿþòñÿ
îáÿçàòåëüíûìè óñëîâèÿìè ðàçäåëåíèÿ ìîëåêóë â õîäå
ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà, è äàëüíåéøåå ðàçâèòèå ýòîé òåõíî-
ëîãèè øëî ïî ïóòè ðàçðàáîòêè ñèñòåì ñ ãîìîãåííûì ïóëü-
ñèðóþùèì ïîëåì.

Êýðë è ñîàâòîðû (Carle et al., 1986) ïðåäëîæèëè èñ-
ïîëüçîâàòü îáû÷íóþ ãîðèçîíòàëüíóþ êàìåðó ñ äâóìÿ ïà-
ðàëëåëüíûìè ýëåêòðîäàìè îäèíàêîâîé äëèíû, â êîòîðîé
ïðè ïðîâåäåíèè ýëåêòðîôîðåçà ïåðèîäè÷åñêè ìåíÿåòñÿ
ïîëÿðíîñòü ïðèëîæåííîãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ, ò. å. óãîë
ïåðåîðèåíòàöèè ñîñòàâëÿåò 180°. Ïðè ýòîì îáùàÿ òåíäåí-
öèÿ ÄÍÊ ê äâèæåíèþ «âïåðåä» ñîõðàíÿåòñÿ çà ñ÷åò òîãî,
÷òî äëèòåëüíîñòü ïðèëîæåíèÿ ïîëÿ îäíîé îðèåíòàöèè
áîëüøå, ÷åì ïîëÿ ïðîòèâîïîëîæíîé îðèåíòàöèè (èëè èñ-
ïîëüçóåòñÿ ðàçíîå íàïðÿæåíèå òîãî è äðóãîãî ïîëåé).
Ýòîò ìåòîä ïîëó÷èë íàçâàíèå «ãåëü-ýëåêòðîôîðåç ñ èí-
âåðñèåé ïîëÿ» (Field Inversion Gel Electrophoresis —
FIGE). Ê åãî íåñîìíåííûì äîñòîèíñòâàì îòíîñÿòñÿ ïðî-
ñòîòà àïïàðàòíîé áàçû (ïîäõîäÿò ëþáûå êàìåðû äëÿ ïðî-
ñòîãî ýëåêòðîôîðåçà) è òî, ÷òî ïîäâèæíîñòü ìîëåêóë ÄÍÊ
íå çàâèñèò îò èõ ìåñòîïîëîæåíèÿ â ãåëå. Íåäîñòàòêîì æå
ÿâëÿåòñÿ íåëèíåéíàÿ çàâèñèìîñòü ìåæäó ñêîðîñòüþ ìèã-
ðàöèè è ðàçìåðîì ìîëåêóë ÄÍÊ, ïðèâîäÿùàÿ ê ýô-
ôåêòó èíâåðñèè ïîëîñ (band inversion effect). Êàæäîìó
çíà÷åíèþ âðåìåíè ïóëüñà, ÷åðåç êîòîðîå îñóùåñòâëÿåòñÿ
ïåðåêëþ÷åíèå ýëåêòðè÷åñêèõ ïîëåé, ñîîòâåòñòâóåò îïðå-
äåëåííûé äèàïàçîí ðàçìåðîâ ìîëåêóë ÄÍÊ, êîòîðûå ìèã-
ðèðóþò ñ î÷åíü ìàëîé ñêîðîñòüþ. Ïðè ýòîì ìîëåêóëû ñ
á*îëüøèìè è ìåíüøèìè ðàçìåðàìè ìèãðèðóþò ñ çàìåòíû-
ìè ñêîðîñòÿìè. Ýòîò ýôôåêò ìîæåò ïðèâåñòè ê àðòåôàêò-
íîìó ôðàêöèîíèðîâàíèþ ìîëåêóë, ïîýòîìó «ýëåêòðîôî-
ðåç ñ èíâåðñèåé ïîëÿ» íå áûë ïðèçíàí óäîáíûì â ïðèìå-
íåíèè è ïîäõîäÿùèì äëÿ òî÷íîãî îïðåäåëåíèÿ ðàçìåðîâ
ÄÍÊ.

×ó è ñîàâòîðû (Chu et al., 1986) ðàçðàáîòàëè àïïàðàò
äëÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà â êîíòðîëèðóåìîì ãîìîãåííîì
ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå (Contour-Clamped Homogeneous Elec-
tric Field — CHEF), â êîòîðîì ñêîðîñòü è òðàåêòîðèÿ äâè-
æåíèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ íå çàâèñÿò îò èõ ìåñòîïîëîæåíèÿ â
ãåëå, äîðîæêè îñòàþòñÿ ïðÿìûìè è íå íàáëþäàåòñÿ íè
èíâåðñèè çîí, íè ôîêóñèðîâàíèÿ ïîëîñ. Â ýòîé ñèñòåìå
òî÷å÷íûå ýëåêòðîäû ðàñïîëîæåíû ïî ñòîðîíàì ãåêñàãî-
íàëüíîãî êîíòóðà. Çíà÷åíèÿ ïîòåíöèàëà íà ðàçíûõ ýëåêò-
ðîäàõ ðåãóëèðóþòñÿ íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ýëåêòðîôîðåçà
òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îáåñïå÷èòü ãîìîãåííîñòü ïîëÿ â
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êàæäîé òî÷êå ãåëÿ (ðèñ. 3). Â ðåçóëüòàòå óäàåòñÿ äîáèòüñÿ
òîãî, ÷òî äîðîæêè â CHEF-ãåëÿõ âñåãäà ïðÿìûå, à êà÷åñò-
âî ðàçäåëåíèÿ ÄÍÊ ñòàáèëüíî âûñîêîå. Èç âñåõ èçâåñò-
íûõ âàðèàíòîâ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà CHEF ïîëó÷èë íàè-
áîëåå øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå, òàê êàê îáåñïå÷èâàåò
íàèáîëåå ýôôåêòèâíîå ôðàêöèîíèðîâàíèå ìîëåêóë ÄÍÊ
ðàçíîãî ðàçìåðà. Íàïðèìåð, èìåííî â ýòîé ñèñòåìå ñòàëî
âîçìîæíûì ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå ðàçäåëåíèå âñåõ õðîìî-
ñîì â êàðèîòèïå äðîææåé Saccharomyces cerevisiae.
Â ðàííèõ ðàáîòàõ â ìîëåêóëÿðíîì êàðèîòèïå äðîææåé
óäàëîñü ðàçðåøèòü òîëüêî 11—12 ïîëîñ, íåêîòîðûå ãåòå-
ðîëîãè÷íûå õðîìîñîìû êîìèãðèðîâàëè â îäíîé ïîëîñå
(Schwartz, Cantor, 1984; Carle, Olson, 1985). ×ó è ñîàâòîðû
ïðè èññëåäîâàíèè ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïà S. cerevisiae
íàáëþäàëè â CHEF-ãåëå 15 ïîëîñ. Àâòîðàì óäàëîñü ðàç-
äåëèòü 14 èç 16 õðîìîñîì ýòîãî îðãàíèçìà (Chu et al.,
1986).

Êðîìå ïðèâåäåííûõ âûøå âàðèàíòîâ ïóëüñ-ýëåêòðî-
ôîðåçà â ëèòåðàòóðå îïèñàíû ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèå óñòà-
íîâêè, â êîòîðûõ ïóëüñèðóþùåå ýëåêòðè÷åñêîå ïîëå ñî-
çäàåòñÿ íå çà ñ÷åò ïåðåêëþ÷åíèÿ íàïðÿæåíèÿ íà ýëåêòðîä-
íûõ ïàðàõ, à çà ñ÷åò âðàùåíèÿ ãåëÿ, ïîìåùåííîãî íà
ãîðèçîíòàëüíóþ ïëàòôîðìó, ïîâîðà÷èâàåìóþ íà çàäàí-
íûé óãîë ÷åðåç îïðåäåëåííûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè («âðà-
ùàþùèéñÿ ãåëü â ïîñòîÿííîì ïîëå» — Rotating Gel in a
Constant Field — RGCF, Anand, 1986; «ýëåêòðîôîðåç ñ
âðàùàþùèìñÿ ãåëåì» — Rotating Gel Electrophoresis —
RGE, Southern et al., 1987), èëè â êîòîðûõ ãåëü îñòàåòñÿ
íåïîäâèæíûì, à êàòîä è àíîä ÿâëÿþòñÿ ÷àñòÿìè âðàùàþ-
ùåãîñÿ ðîòîðà («ãåëü-ýëåêòðîôîðåç ñ âðàùàþùèìñÿ ïî-
ëåì» — Rotating Field Gel Electrophoresis — ROFE, Ziegler
et al., 1987).

Ïðåäëîæåíû è íåêîòîðûå äðóãèå ìîäèôèêàöèè
ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà, îäíàêî áîëüøèíñòâî íàèáîëåå ïðè-
çíàííûõ è øèðîêî èñïîëüçóåìûõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ êîì-
ìåð÷åñêèõ óñòàíîâîê áàçèðóåòñÿ íà ïðèíöèïå CHEF. Òà-
êîâû, íàïðèìåð, CHEF-DR®III Pulsed Field Electrophoresis
System (Bio-Rad Laboratories, ÑØÀ) è Gene NavigatorTM

System (Pharmacia Biotech — â íàñòîÿùåå âðåìÿ GE Health-
care Bio-Sciences, Øâåöèÿ).

Ôàêòîðû, îïðåäåëÿþùèå ýôôåêòèâíîñòü
ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ìîëåêóë

Êðîìå óïîìÿíóòûõ âûøå ôàêòîðîâ, êðèòè÷íûõ äëÿ
óñïåøíîãî âûäåëåíèÿ ÄÍÊ è åå ôðàêöèîíèðîâàíèÿ â
ïóëüñèðóþùåì ïîëå, òàêèõ êàê èñïîëüçîâàíèå ñïåöèàëü-
íûõ ùàäÿùèõ ìåòîäîâ î÷èñòêè íàòèâíîé âûñîêîìîëåêó-
ëÿðíîé ÄÍÊ è îñîáîå ðàñïîëîæåíèå ýëåêòðîäîâ â ýëåê-
òðîôîðåçíîé êàìåðå, ñóùåñòâóåò åùå öåëûé ðÿä ïàðàìåò-
ðîâ, âëèÿþùèõ íà ïîäâèæíîñòü ìîëåêóë è ýôôåêòèâíîñòü
èõ ðàçäåëåíèÿ: âðåìÿ ïóëüñà è ðåæèì åãî èçìåíåíèÿ, íà-
ïðÿæåííîñòü ïîëÿ, óãîë ïåðåîðèåíòàöèè âåêòîðà íàïðÿ-
æåííîñòè ïîëÿ, ñóììàðíàÿ äëèòåëüíîñòü ýëåêòðîôîðåçà,
êîíöåíòðàöèÿ àãàðîçû, êîíöåíòðàöèÿ è òåìïåðàòóðà áó-
ôåðà; ïðè÷åì âñå ýòè ïàðàìåòðû âçàèìîçàâèñèìû.

Â ð å ì ÿ ï ó ë ü ñ à (â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå èñïîëü-
çóþò öåëûé ðÿä íàçâàíèé ýòîãî ïàðàìåòðà: pulse time,
switch time, switch interval). Ýòî ïðîìåæóòîê âðåìåíè, ÷å-
ðåç êîòîðûé îñóùåñòâëÿåòñÿ èçìåíåíèå («ïåðåêëþ÷å-
íèå») íàïðàâëåíèÿ ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ. Ïîñëå ïåðâûõ æå
îïûòîâ ïî ôðàêöèîíèðîâàíèþ ÄÍÊ â ïóëüñèðóþùåì
ïîëå ñòàëî ïîíÿòíî, ÷òî èìåííî âðåìÿ ïóëüñà — ýòî íàè-
áîëåå êðèòè÷íûé ïàðàìåòð äëÿ óñïåøíîãî ðàçäåëåíèÿ ìî-
ëåêóë. ×åì áîëüøå ðàçìåð ôðàêöèîíèðóåìûõ ìîëåêóë,
òåì ðåæå äîëæíî ïðîèçâîäèòüñÿ ïåðåêëþ÷åíèå ýëåêòðè-
÷åñêèõ ïîëåé. Øâàðö è Êàíòîð îáúÿñíèëè ýòîò ýôôåêò
òåì, ÷òî âðåìÿ, íåîáõîäèìîå äëÿ ïåðåîðèåíòàöèè ìîëåêó-
ëû ÄÍÊ ïðè ïåðåêëþ÷åíèè íàïðàâëåíèÿ ïîëÿ, çàâèñèò îò
åå ðàçìåðà. Èññëåäîâàòåëè ïðåäïîëàãàëè, ÷òî îïòèìàëü-
íûì âðåìåíåì ïóëüñà äëÿ ìîëåêóë ÄÍÊ äàííîãî ðàçìåðà
îêàçûâàåòñÿ òàêîé ïðîìåæóòîê âðåìåíè, çà êîòîðûé îíè
óñïåâàþò ïåðåîðèåíòèðîâàòüñÿ è òîëüêî åùå íà÷èíàþò
äâèæåíèå â íîâîì íàïðàâëåíèè. Áîëåå êðóïíûå ìîëåêóëû
ïðè òîì æå âðåìåíè ïóëüñà íå óñïåþò çàêîí÷èòü ïåðåîðè-
åíòàöèþ è, ñëåäîâàòåëüíî, ïîçæå íà÷íóò ìèãðèðîâàòü â
íîâîì íàïðàâëåíèè, ò. å. èõ ïðîäâèæåíèå â ãåëå áóäåò çà-
òîðìîæåíî. Áîëåå êîðîòêèå ìîëåêóëû áóäóò ìèãðèðîâàòü
â îäíîì è òîì æå íàïðàâëåíèè ñëèøêîì äëèòåëüíîå
âðåìÿ (êàê â ñëó÷àå îáû÷íîãî ýëåêòðîôîðåçà â ïîñòîÿí-
íîì ïîëå), è, ñëåäîâàòåëüíî, ýôôåêòèâíîñòü èõ ðàçäåëå-

Ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç: òåîðèÿ ìåòîäà, èíñòðóìåíòàëüíûé àðñåíàë è îáëàñòè ïðèìåíåíèÿ 931

Ðèñ. 3. Ñõåìà ãîìîãåííîãî ïóëüñèðóþùåãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ, êîòîðîå ñîçäàåòñÿ â óñòàíîâêå äëÿ CHEF (ïî ìàòåðèàëàì îïèñà-
íèÿ óñòàíîâêè Gene Navigator™ System, Pharmacia Biotech — â íàñòîÿùåå âðåìÿ GE Healthcare Bio-Sciences, Øâåöèÿ).

Ïîêàçàíû ñèëîâûå ëèíèè è ýëåêòðîäû, çàäåéñòâîâàííûå â êàæäîì èç ðàóíäîâ ïåðåêëþ÷åíèÿ íàïðàâëåíèÿ ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ. À, Á — àëüòåðíàòèâ-
íûå íàïðàâëåíèÿ âåêòîðà íàïðÿæåííîñòè.



íèÿ áóäåò íåâåëèêà (Schwartz, Cantor, 1984). Â ñîîòâåòñò-
âèè ñ ñîâðåìåííûìè ïðåäñòàâëåíèÿìè î ìåõàíèçìå ìèã-
ðàöèè ìîëåêóë ÄÍÊ â ïóëüñèðóþùåì ïîëå êîððåêòíåå
ïðèíèìàòü âî âíèìàíèå âðåìÿ, íåîáõîäèìîå äëÿ âîçâðàò-
íîãî äâèæåíèÿ, à íå âðåìÿ, íåîáõîäèìîå äëÿ ïåðåîðèåí-
òàöèè (Gurrieri et al., 1996). Îäíàêî îñíîâíàÿ çàêîíîìåð-
íîñòü, ïðîñëåæåííàÿ èññëåäîâàòåëÿìè íà çàðå ñòàíîâëå-
íèÿ ìåòîäà ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà, îñòàåòñÿ ïðåæíåé: ïðè
íåêîì çíà÷åíèè âðåìåíè ïóëüñà òîëüêî ìîëåêóëû îäíîãî
êàêîãî-òî ðàçìåðíîãî êëàññà îêàçûâàþòñÿ â îïòèìàëüíûõ
äëÿ ðàçäåëåíèÿ óñëîâèÿõ è ìîãóò áûòü ýôôåêòèâíî ôðàê-
öèîíèðîâàíû. Òàêèì îáðàçîì, äëÿ ðàçäåëåíèÿ ìîëåêóë
ÄÍÊ ñ øèðîêèì äèàïàçîíîì ðàçìåðîâ íåîáõîäèìî ïî-
äîáðàòü ðåæèì ïîñëåäîâàòåëüíîãî âîçðàñòàíèÿ âðåìåíè
ïóëüñà (ðèñ. 4, À). Èçìåíåíèå ýòîãî ïàðàìåòðà â õîäå ýëåê-
òðîôîðåçà íàçûâàþò «ðàìïèíãîì» (ramping, îò ramp — èç-
ìåíåíèå ïî ëèíåéíîìó çàêîíó). Âðåìÿ ïóëüñà ìîæåò âîç-

ðàñòàòü ëèáî íåïðåðûâíî, ëèáî ïðåðûâèñòî — ÷åðåç ðÿä
äèñêðåòíûõ çíà÷åíèé. Íåïðåðûâíîå âîçðàñòàíèå âðåìåíè
ïóëüñà îò ìèíèìàëüíîãî äî ìàêñèìàëüíîãî èç çàäàííûõ
çíà÷åíèé â òå÷åíèå çàäàííîãî ïðîìåæóòêà âðåìåíè ïîëó-
÷èëî íàçâàíèå «èíòåðïîëÿöèÿ» (interpolation, îò interpo-
lar — ìåæäó äâóìÿ ïîëþñàìè, ìåæäó äâóõ çíà÷åíèé).
Àëüòåðíàòèâíûé âàðèàíò — ñòóïåí÷àòîå âîçðàñòàíèå
âðåìåíè ïóëüñà — íàçûâàþò «ñòåïïèíãîì» (stepping, îò
step — ñòóïåíü).

Îáëàñòü â ãåëå ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðå-
çà, ãäå äîñòèãíóòî ýôôåêòèâíîå ðàçäåëåíèå ìîëåêóë ÄÍÊ,
íàçûâàþò «çîíîé ðàçðåøåíèÿ» (resolution window). Ýô-
ôåêòèâíîñòü ðàçðåøåíèÿ ìîëåêóë â ãåëå õàðàêòåðèçóåòñÿ
ðàññòîÿíèåì ìåæäó ïîëîñàìè ñ õðîìîñîìíûìè ÄÍÊ
áëèçêîãî ðàçìåðà (band spacing), à òàêæå øèðèíîé è ÷åò-
êîñòüþ ïîëîñ (band sharpening). Çàâèñèìîñòü ìåæäó ñêî-
ðîñòüþ ìèãðàöèè ìîëåêóë ÄÍÊ è èõ ðàçìåðîì â çîíå ðàç-

932 Å. Ñ. Íàñîíîâà

Ðèñ. 4. Ïðèìåð ôðàêöèîíèðîâàíèÿ è îïðåäåëåíèÿ ðàçìåðîâ õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà â ðåæèìå âîçðàñ-
òàíèÿ âðåìåíè ïóëüñà.

À — ôðàêöèîíèðîâàíèå õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ äðîææåé Saccharomyces cerevisiae. Äîðîæêà 1 — øòàìì OK361-3D; äîðîæêà 2 — øòàìì YNN295 (Sig-
ma-Aldrich, ÑØÀ), èñïîëüçîâàííûé êàê ðàçìåðíûé ìàðêåð. Ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â 1%-íîì àãàðîçíîì ãåëå â áóôåðå 0.5 � TBE ïðè 14 °Ñ â
àïïàðàòå äëÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà â êîíòðîëèðóåìîì ãîìîãåííîì ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå CHEF-DR® III Pulsed Field Electrophoresis System (Bio-Rad La-
boratories, ÑØÀ). Âðåìÿ ïóëüñà âîçðàñòàëî â ðåæèìå èíòåðïîëÿöèè îò 60 äî 120 ñ â òå÷åíèå 24 ÷ ïðè íàïðÿæåííîñòè ïîëÿ 6 Â�ñì–1. Á — êðèâàÿ ìèãðà-
öèè õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ ðàçìåðíîãî ìàðêåðà S. cerevisiae YNN295 (ïóíêòèðíàÿ ëèíèÿ). Â — ó÷àñòîê êðèâîé, íà êîòîðîì çàâèñèìîñòü ìåæäó ñêîðîñòüþ
ìèãðàöèè è ðàçìåðîì ìîëåêóë àïïðîêñèìèðóåòñÿ ëèíåéíîé ôóíêöèé (çîíà ðàçðåøåíèÿ). Äëÿ ýòîãî ó÷àñòêà ñ ïîìîùüþ ñðåäñòâ MS Excel ïîñòðîåíà ëè-
íèÿ òðåíäà (ñïëîøíàÿ ëèíèÿ), îïðåäåëåíà åå ôóíêöèÿ (y) è ðàññ÷èòàíà âåëè÷èíà äîñòîâåðíîñòè àïïðîêñèìàöèè (R2). Èñïîëüçóÿ ïîëó÷åííîå óðàâíåíèå,
îïðåäåëåíû ðàçìåðû õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ øòàììà OK361-3D (óêàçàííûå íà ðèñ. À, ñëåâà çíà÷åíèÿ ïîëó÷åíû â ðåçóëüòàòå óñðåäíåíèÿ äàííûõ ïÿòè
ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçîâ). Íà ðèñ. À, ñïðàâà ïðèâåäåíû ðàçìåðû õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ ìàðêåðíîãî øòàììà YNN295. Çîíà êîìïðåññèè — îáëàñòü â âåðõíåé

÷àñòè ãåëÿ, ãäå êîìèãðèðóþò ÄÍÊ, êîòîðûå íå ôðàêöèîíèðóþòñÿ ïðè èñïîëüçîâàííûõ óñëîâèÿõ.



ðåøåíèÿ ëèíåéíàÿ, ïîýòîìó äëÿ ìîëåêóë ÄÍÊ, ìèãðèðó-
þùèõ â ýòîé çîíå, ìîæíî òî÷íî îïðåäåëèòü ðàçìåð
(ðèñ. 4, Á, Â).

Í à ï ð ÿ æ å í í î ñ ò ü ï î ë ÿ. Ýôôåêòèâíîñòü ðàçðåøå-
íèÿ — ýòî ôóíêöèÿ íå òîëüêî âðåìåíè ïóëüñà, íî è íàïðÿ-
æåííîñòè èñïîëüçóåìîãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ. Â öåëîì
÷åì áîëüøå íàïðÿæåííîñòü ïîëÿ, òåì âûøå ñêîðîñòü ìèã-
ðàöèè ìîëåêóë. Îäíàêî ÷åì áîëüøå ðàçìåð ìîëåêóë, òåì
áîëüøå ýòà çàâèñèìîñòü îòêëîíÿåòñÿ îò ëèíåéíîé (Can-
tor et al., 1988). Äëÿ ðàçäåëåíèÿ ìîëåêóë ðàçìåðîì äî
1 ìëí ï. í. èñïîëüçóåòñÿ íàïðÿæåííîñòü ïîëÿ 6—10 Â/ñì.
×åì íèæå íàïðÿæåííîñòü ïîëÿ, òåì âûøå ðàçðåøåíèå, íî
*óæå äèàïàçîí ðàçìåðîâ ðàçðåøàåìûõ ìîëåêóë (Birren
et al., 1988). Ñëèøêîì âûñîêèå çíà÷åíèÿ íàïðÿæåííîñòè
(âûøå 10 Â/ñì) ïðèâîäÿò ê ïëîõîìó ðàçäåëåíèþ ìîëåêóë
è ïîÿâëåíèþ òàê íàçûâàåìûõ øìåðîâ (smears) — çîí ðàâ-
íîìåðíîãî îêðàøèâàíèÿ ÄÍÊ, â êîòîðûõ íå óäàåòñÿ âè-
çóàëüíî èäåíòèôèöèðîâàòü îòäåëüíûå ïîëîñû (Mathew
et al., 1988b; Chu, 1990). Äëÿ êðóïíûõ ìîëåêóë (áîëåå
1 ìëí ï. í.) ïðè âûñîêèõ çíà÷åíèÿõ íàïðÿæåííîñòè ïîëÿ
íà÷èíàåò ñêàçûâàòüñÿ ýôôåêò çàõâàòà (trapping effect) —
ñïîíòàííàÿ ïåðìàíåíòíàÿ èììîáèëèçàöèÿ ìîëåêóë â ãåëå,
îáóñëîâëåííàÿ ñïåöèôè÷åñêèì íåîáðàòèìûì èçìåíåíèåì
èõ êîíôîðìàöèè. Â ñâÿçè ñ ýòèì äëÿ ôðàêöèîíèðîâàíèÿ
òàêèõ ìîëåêóë ïðåäïî÷òèòåëüíî èñïîëüçîâàòü íèçêóþ íà-
ïðÿæåííîñòü ïîëÿ (1—3 Â/ñì) (Gunderson, Chu, 1991;
Gurrieri et al., 1999).

Âðåìÿ ïóëüñà è íàïðÿæåííîñòü ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ
ÿâëÿþòñÿ âçàèìîñâÿçàííûìè ôàêòîðàìè. Ïðåäåë ðàçðåøà-
þùåé ñïîñîáíîñòè ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà îïðåäåëÿåòñÿ
ñëåäóþùåé ôóíêöèåé («window function» — Chu, 1990):
W = E1.4 · Tp, ãäå E — íàïðÿæåííîñòü ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ,
Tp — âðåìÿ ïóëüñà. ×åì âûøå çíà÷åíèå ýòîé ôóíêöèè,
òåì áîëüøå ðàçìåð ìîëåêóë ÄÍÊ, êîòîðûå ìîãóò áûòü ýô-
ôåêòèâíî ðàçäåëåíû. Î÷åâèäíî, ÷òî ðàçäåëåíèå ìîëåêóë
ÄÍÊ îäíîãî è òîãî æå ðàçìåðíîãî äèàïàçîíà ìîæåò äî-
ñòèãàòüñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèé âðåìå-
íè ïóëüñà, åñëè âåëè÷èíà íàïðÿæåííîñòè ýëåêòðè÷åñêîãî
ïîëÿ ïðè ýòîì ìåíÿåòñÿ òàêèì îáðàçîì, ÷òî çíà÷åíèå
ôóíêöèè W îñòàåòñÿ íåèçìåííûì.

Ó ã î ë ï å ð å î ð è å í ò à ö è è. Ýòîò ïàðàìåòð â íåêîòî-
ðûõ àïïàðàòàõ äëÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà ôèêñèðîâàí, â
äðóãèõ åãî ìîæíî âàðüèðîâàòü â ïðåäåëàõ îò 90 äî 180°.
Ïîêàçàíî, ÷òî èçìåíåíèå óãëà ïåðåîðèåíòàöèè íå îêàçû-
âàåò çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà ìèãðàöèþ ìîëåêóë ñ ðàçìåðîì
ìåíåå 1 ìëí ï. í. Ïîäâèæíîñòü áîëåå êðóïíûõ ìîëåêóë
âîçðàñòàåò ïðè óìåíüøåíèè óãëà, îäíàêî ïðè ýòîì çàìåò-
íî óìåíüøàåòñÿ ðàçðåøåíèå îòäåëüíûõ ïîëîñ â ãåëå
(Clark et al., 1988; Chu, Gunderson, 1991). Ýìïèðè÷åñêè
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî íàèëó÷øåå ðàçäåëåíèå äîñòèãàåòñÿ
ïðè âåëè÷èíå óãëà áîëåå 110° (Cantor et al., 1988), ïîýòîìó
÷àùå âñåãî èñïîëüçóþò óãîë ïåðåîðèåíòàöèè 120°.

Ê î í ö å í ò ð à ö è ÿ à ã à ð î ç û â ã å ë å. Ïîâûøåíèå
êîíöåíòðàöèè àãàðîçû â ãåëå ïðè ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçå
îêàçûâàåò ìåíåå çàìåòíîå âëèÿíèå íà ïîäâèæíîñòü ìîëå-
êóë ÄÍÊ, ÷åì ïðè ýëåêòðîôîðåçå â ïîñòîÿííîì ïîëå.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî â ãåëå ñ êîíöåíòðàöèåé àãàðîçû 1.2 %
ìîëåêóëû ðàçäåëÿþòñÿ íåñêîëüêî ýôôåêòèâíåå, ÷åì â
0.9%-íîì ãåëå. Ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè êîíöåíòðà-
öèè àãàðîçû ïîäâèæíîñòü ìîëåêóë ÄÍÊ ñíèæàåòñÿ è óâå-
ëè÷èâàåòñÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòü ýëåêòðîôîðåçà, íî ðàçðå-
øåíèå çàìåòíî íå óëó÷øàåòñÿ (Mathew et al., 1988a).
Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðè ðàçäåëåíèè ìîëåêóë, ðàçìåð êîòîðûõ
íå ïðåâûøàåò 3 ìëí ï. í., ñòàíäàðòíî èñïîëüçóþòñÿ ãåëè
ñ êîíöåíòðàöèåé àãàðîçû 1.0—1.5 %.

Ñ î ñ ò à â è ò å ì ï å ð à ò ó ð à ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç í î ã î
á ó ô å ð à. Äëÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà îáû÷íî èñïîëüçóþò
áóôåðû ñ âûñîêîé èîííîé ñèëîé: ÒÐÈÑ-áîðàòíûé (0.5 �
ÒÂÅ) èëè ÒÐÈÑ-àöåòàòíûé áóôåð (1 � ÒÀÅ). Ýëåêòðîôî-
ðåòè÷åñêàÿ ïîäâèæíîñòü ìîëåêóë ÄÍÊ ïðè ïóëüñ-ýëåêò-
ðîôîðåçå ñèëüíî çàâèñèò îò òåìïåðàòóðû áóôåðà: ÷åì
âûøå òåìïåðàòóðà, òåì âûøå ñêîðîñòü ìèãðàöèè ìîëåêóë
(Mathew et al., 1988a). Îáû÷íî ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç ïðîâî-
äÿò ïðè òåìïåðàòóðå â äèàïàçîíå 12—16 °Ñ (Chu, 1990).
Ïðè áîëåå âûñîêîé òåìïåðàòóðå áóôåðà ïîëîñû ñòàíîâÿò-
ñÿ ñëèøêîì øèðîêèìè è äèôôóçíûìè, ÷òî ïðèâîäèò ê çà-
ìåòíîìó ñíèæåíèþ ðàçðåøåíèÿ è ïîÿâëåíèþ øìåðîâ.
Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ïîâûøåíèå òåìïåðàòóðû áóôåðà ïðèâîäèò
ëèáî ê ôîðìèðîâàíèþ êîíôîðìàöèé ìîëåêóë, ïðåïÿòñò-
âóþùèõ èõ áûñòðîé ïåðåîðèåíòàöèè â ãåëå, ëèáî ê èçìå-
íåíèþ ñâîéñòâ àãàðîçíîãî ìàòðèêñà (Mathew et al., 1988a).
Òàêèì îáðàçîì, ïîääåðæàíèå ïîñòîÿííîé òåìïåðàòóðû
ýëåêòðîôîðåçíîãî áóôåðà ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâè-
åì ïîëó÷åíèÿ õîðîøåãî ðàçäåëåíèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ.

Îáëàñòè ïðèìåíåíèÿ ìåòîäà

Ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç íàøåë øèðîêîå ïðèìåíåíèå â ãå-
íîìèêå ïðîêàðèîò è ýóêàðèîò. Èñïîëüçîâàíèå ýëåêòðîôî-
ðåçà â ïóëüñèðóþùåì ïîëå â ñîâîêóïíîñòè ñ äðóãèìè ìî-
ëåêóëÿðíûìè ìåòîäàìè äàåò âîçìîæíîñòü óñòàíîâèòü ëî-
êàëèçàöèþ êëîíèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íà
õðîìîñîìàõ, ïðîèçâåñòè ôèçè÷åñêîå êàðòèðîâàíèå ãåíî-
ìîâ è óòî÷íèòü òîíêóþ ñòðóêòóðó ôèçè÷åñêèõ è ãåíåòè÷å-
ñêèõ êàðò õðîìîñîì ó ñàìûõ ðàçíûõ îáúåêòîâ. Èìåííî
ïðèìåíåíèå ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà äëÿ ôðàêöèîíèðîâàíèÿ
âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ ïðè
ðåñòðèêöèè íàòèâíîé ÄÍÊ ðåäêîùåïÿùèìè ýíäîíóêëåà-
çàìè, ïîçâîëèëî â 1987 ã. ïîëó÷èòü ïåðâóþ êàðòó ãåíîìà
áàêòåðèè Escherichia coli, øòàìì Ê12 (Smith et al., 1987), à
2 ãîäà ñïóñòÿ — ïåðâóþ ïîëíóþ ðåñòðèêöèîííóþ êàðòó
ãåíîìà ýóêàðèîòè÷åñêîãî îðãàíèçìà — äðîææåé Schizo-
saccharomyces pombe (Fan et al., 1989). Ñ òåõ ïîð ýòîò ìå-
òîä ýôôåêòèâíî èñïîëüçóþò äëÿ êàðòèðîâàíèÿ ãåíîìîâ
ýóáàêòåðèé è àðõåé (Dingwall et al., 1990; Smith, Condemi-
ne, 1990; Bautsch, 1992; Fujiwara et al., 1996) è äëÿ àíàëèçà
ïðîöåññà ðåïëèêàöèè ó ýòèõ îðãàíèçìîâ, â ÷àñòíîñòè äëÿ
ëîêàëèçàöèè òî÷åê íà÷àëà è êîíöà ðåïëèêàöèè, îïðåäåëå-
íèÿ âðåìåíè èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè â êëåòî÷íîì öèêëå è
ïîðÿäêà ðåïëèêàöèè ãåíîâ, à òàêæå äëÿ îöåíêè ñêîðîñòè
ïðîöåññà (Pyle, Finch, 1988; Dingwall, Shapiro, 1989; Ohki,
Smith, 1989). Ñðàâíåíèå ïàòòåðíîâ ôðàãìåíòîâ ðåñòðèê-
öèè ÄÍÊ áàêòåðèàëüíûõ õðîìîñîì, êîòîðûå ðàçäåëÿþò ñ
ïîìîùüþ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà, íàõîäèò è ïðàêòè÷åñêîå
ïðèìåíåíèå, â ÷àñòíîñòè ïðè èäåíòèôèêàöèè øòàììîâ
ìèêðîîðãàíèçìîâ â ìåäèöèíå, ïðîìûøëåííîñòè è ñåëü-
ñêîì õîçÿéñòâå (ñì., íàïðèìåð: Correia et al., 1994). Ýòîò
ìåòîä èñïîëüçóþò è â ìîëåêóëÿðíîé ýêîëîãèè, íàïðèìåð
äëÿ àíàëèçà áèîðàçíîîáðàçèÿ âèðóñîâ â ïðèðîäíûõ ìåñ-
òîîáèòàíèÿõ (fingerprinting of viral assemblages — Steward,
2001).

Ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç ïîñëóæèë òàêæå ìîùíûì ñòèìó-
ëîì äëÿ êðóïíîìàñøòàáíîãî êàðòèðîâàíèÿ öåëûõ ãåíî-
ìîâ è èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì ó ýóêàðèîò. Ýòîò ìåòîä
èñïîëüçóþò òàêæå ïðè êàðòèðîâàíèè ïðîòÿæåííûõ ãåíîâ,
íàïðèìåð ãåíà ìûøå÷íîé äèñòðîôèè (Burmeister, Leh-
rach, 1986). Îí ïîçâîëÿåò ñîçäàâàòü õðîìîñîìà-ñïåöèôè÷-
íûå áèáëèîòåêè, ñîçäàâàòü áèáëèîòåêè íà áàçå èñêóññò-
âåííûõ äðîææåâûõ õðîìîñîì è ïðîèçâîäèòü èõ ñêðèíèíã

Ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç: òåîðèÿ ìåòîäà, èíñòðóìåíòàëüíûé àðñåíàë è îáëàñòè ïðèìåíåíèÿ 933



(Ecker, 1990; Larin, 1995; Ougen, Cohen, 1995; Ragoussis,
1995).

Îäíî èç ñàìûõ âàæíûõ íàïðàâëåíèé ïðèìåíåíèÿ
ýëåêòðîôîðåçà â ïóëüñèðóþùåì ïîëå — ýòî ìîëåêóëÿð-
íîå êàðèîòèïèðîâàíèå íèçøèõ ýóêàðèîò, ðàçìåðíûé äèà-
ïàçîí õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ êîòîðûõ õîðîøî óêëàäûâàåòñÿ
â ãðàíèöû ðàçðåøåíèÿ ýòîãî ìåòîäà. Ìîëåêóëÿðíîå êà-
ðèîòèïèðîâàíèå ïîçâîëÿåò íå òîëüêî îïðåäåëèòü ÷èñëî
õðîìîñîì è îöåíèòü ðàçìåð ãåíîìà ó èññëåäóåìîãî îðãà-
íèçìà, íî è äàåò âîçìîæíîñòü èçó÷èòü äèíàìèêó åãî ãåíî-
ìà, â ÷àñòíîñòè îáíàðóæèòü õðîìîñîìíûå ïåðåñòðîéêè è
ñâÿçàííûé ñ íèìè ôåíîìåí õðîìîñîìíîãî ïîëèìîðôèçìà,
õàðàêòåðíûé äëÿ øèðîêîãî êðóãà îäíîêëåòî÷íûõ ýóêàðè-
îò. Àíàëèç õðîìîñîìíîãî íàáîðà è äèíàìèêè ãåíîìà âà-
æåí äëÿ èçó÷åíèÿ âíóòðè- è ìåæâèäîâîé êàðèîòèïè÷å-
ñêîé èçìåí÷èâîñòè (ñì., íàïðèìåð: Henriksson et al.,
2002), äëÿ èññëåäîâàíèÿ ýâîëþöèè õðîìîñîì ó áëèçêèõ
âèäîâ (ñì., íàïðèìåð: Henriksson et al., 1995; Britto et al.,
1998; Fischer et al., 2000, 2006; Dujon, 2006). Ñðàâíåíèå
ìîëåêóëÿðíûõ êàðèîòèïîâ èçîëÿòîâ ãðèáîâ è ïðîñòåéøèõ
ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ â êëèíè÷å-
ñêîé äèàãíîñòèêå è ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîé ìèêðîáèîëî-
ãèè (ñì., íàïðèìåð: Giannini et al., 1986; Taylor et al., 1991,
1999; Fraissinet-Tachet et al., 1996 è äð.). Ïóëüñ-ýëåêòðî-
ôîðåç íåçàìåíèì è íà íà÷àëüíîì ýòàïå ðåàëèçàöèè ïðîåê-
òîâ ïî ðàñøèôðîâêå ãåíîìîâ ãðèáîâ è ïðîñòåéøèõ (Gard-
ner et al., 2002; Eichinger et al., 2005).

Îáîáùàÿ ñêàçàííîå, îòìåòèì, ÷òî ñòðóêòóðíûé è
ôóíêöèîíàëüíûé àíàëèç ãåíîìîâ ñàìûõ ðàçíûõ îðãàíèç-
ìîâ íå îáõîäèòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ áåç ïóëüñ-ýëåêòðî-
ôîðåçà. Èç âñåõ ñóùåñòâóþùèõ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ìî-
äèôèêàöèé ýòîãî ìåòîäà íàèáîëåå óíèâåðñàëüíîé è øè-
ðîêî ïðèìåíÿåìîé ÿâëÿåòñÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç â
êîíòðîëèðóåìîì ãîìîãåííîì ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå (Conto-
ur-Clamped Homogeneous Electric Field — CHEF). Ïî-
äâèæíîñòü ìîëåêóë è ýôôåêòèâíîñòü èõ ðàçäåëåíèÿ â
ïóëüñèðóþùåì ïîëå çàâèñÿò îò öåëîãî ðÿäà âçàèìîñâÿ-
çàííûõ ïàðàìåòðîâ, íàèáîëåå âàæíûìè èç êîòîðûõ ÿâëÿ-
þòñÿ âðåìÿ ïóëüñà è ðåæèì åãî âîçðàñòàíèÿ. Ïîñëåäîâà-
òåëüíîå âîçðàñòàíèå âðåìåíè ïóëüñà â ðåæèìå ñòåïïèíãà
èëè èíòåðïîëÿöèè ïîçâîëÿåò ôðàêöèîíèðîâàòü ìîëåêóëû
ÄÍÊ ðàçíûõ ðàçìåðíûõ êëàññîâ. Âîçìîæíîñòü ýôôåêòèâ-
íî ðàçäåëÿòü â ãåëå õðîìîñîìíûå ÄÍÊ è èõ êðóïíûå
ôðàãìåíòû ñäåëàëà ìåòîä ýëåêòðîôîðåçà â ïóëüñèðóþ-
ùåì ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå îäíèì èç âàæíåéøèõ èíñòðó-
ìåíòîâ ñîâðåìåííîé ãåíîìèêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-00662).
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Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) is a powerful technique for the fractionation of high molecular
weight DNAs ranging from 10 kb to 10 Mb in size. PFGE separates DNA molecules in agarose gel by subjec-
ting them to electric fields that alternate («pulsate») in two directions. This technology plays a key role in the
modern genomics as it allows manipulations of the DNA of whole chromosomes or their large fragments. In this
review we discuss: 1) the theory behind PFGE, 2) different instruments based on the principle of pulsed field,
their advantages and limitations, 3) factors affecting the mobility of DNA in PFGE gels, 4) practical applicati-
ons of the technique.
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