
7. Внести по 5 мкл образца из обработанной анализируемой пробы в пробирку с амплификационной смесью 
АЛЛЕЛЬ 1 и в пробирку с амплификационной смесью АЛЛЕЛЬ 2 под слой масла. В качестве отрицательного контрольного 
образца вносится разбавитель в объеме 5 мкл в оба типа реакционной смеси. 

8. Пробирки закрыть и центрифугировать в течение 3-5 секунд при 1500–3000 об/мин при комнатной температуре на 
микроцентрифуге-вортексе. 

9. Перенести пробирки в прогретый до температуры +94ºС (установившаяся температура в режиме Пауза) 
программируемый термостат (амплификатор) и провести амплификацию по следующей программе: 

 

  
Для амплификаторов типа «Терцик» cледует выбрать алгоритм регулирования 

«точный», объем реакционной смеси 40 мкл. 

 
ДЕТЕКЦИЯ ПРОДУКТОВ АМПЛИФИКАЦИИ 
Разделение продуктов амплификации проводится в 3% агарозном геле, приготовленном на TAE буфере, методом 

горизонтального электрофореза. Для визуализации результатов электрофореза в качестве красителя вносится 1% 
раствор бромистого этидия из расчета 5 мкл на 50 мл расплавленного геля. 

Фрагменты анализируемой ДНК проявляются в виде светящихся оранжево-красных полос под УФ-излучением с 
длиной волны 310 нм. 

 
ИНТЕРПРЕТАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ 
При интерпретации результатов важно помнить о невозможности появления в данных анализах 

слабоположительных проб. Все полосы на электрофорезе должны быть четкими и примерно одинаковой 
интенсивности (допускаются небольшие различия в яркости как между тестами на норму и мутацию, так и от пробы 
к пробе). 

 

Амплификационная смесь 
АЛЛЕЛЬ 1 

Амплификационная смесь 
АЛЛЕЛЬ 2 

Интерпретация результата 

+ ─ Гомозигота по Аллелю 1 

+ + Гетерозигота 

─ + Гомозигота по Аллелю 2 

 
Полное руководство по применению наборов «SNP-экспресс-ЭФ» находится на сайте www.lytech.ru в разделе 

«Методическая информация». 
По всем вопросам обращайтесь в офис компании ООО НПФ «Литех»: телефон (495) 

258-39-47, e-mail: info@lytech.ru 

 
ПАМЯТКА ПО ПРИМЕНЕНИЮ НАБОРОВ РЕАГЕНТОВ ДЛЯ АНАЛИЗА 

 ОДНОНУКЛЕОТИДНЫХ ПОЛИМОРФИЗМОВ и МУТАЦИЙ В ГЕНАХ ЧЕЛОВЕКА 
 МЕТОДОМ АС-ПЦР 

SNP-экспресс-ЭФ 

НЕРАСКАПАННЫЙ 

ПРИНЦИП МЕТОДА 
Наборы реагентов «SNP-экспресс-ЭФ» предназначены для анализа мутаций (полиморфизмов) в геноме человека. С 

образцом выделенной ДНК параллельно проводятся две реакции амплификации – с двумя парами аллель-специфичных 
праймеров. Результаты анализа позволяют дать три типа заключений: 

Гомозигота по Аллелю 1; Гетерозигота; Гомозигота по Аллелю 2. 
 

Анализу подвергается геномная ДНК человека, выделенная из лейкоцитов цельной крови с помощью реагента 
«ДНК-экспресс-кровь». 

 

АЛЛЕЛЬ 1 указан ДО обозначения позиции полиморфизма (замены/делеции/инсерции). 
АЛЛЕЛЬ 2 указан ПОСЛЕ обозначения позиции полиморфизма (замены/делеции/инсерции). Пример: 
 

Генотип Ляйден (коагуляционный фактор V) F5 Arg506Gln 
АЛЛЕЛЬ 1 

Arg 
АЛЛЕЛЬ 2 

Gln 

Мутация 1 BRCA1 185delAG 
АЛЛЕЛЬ 1 

insAG 
АЛЛЕЛЬ 2 

delAG 

 

ПРОВЕДЕНИЕ АМПЛИФИКАЦИИ 

1. Приготовить и пронумеровать пробирки для проведения амплификации вместимостью 0,5 мл (или 0,2 мл) в соответствии 
с количеством анализируемых проб с учетом положительных (при наличии) и отрицательных контролей. Для каждой 
пробы готовятся 2 пробирки: Аллель 1 и Аллель 2. 

2. За 20-30 минут до приготовления амплификационной смеси извлечь комплект реагентов для ПЦР из морозильника, 
разморозить содержимое. Пробирки с реакционной смесью и полностью размороженным раствором разбавителя 
тщательно перемешать. Перемешивание разбавителя происходит при переворачивании пробирки (пузырём воздуха). 
Перемешивание реакционной смеси проводят вортексированием. 

3. Из компонентов комплекта приготовить амплификационные смеси реагентов из расчета на 1 пробу: 

17,5 мкл разбавителя, 

2,5 мкл реакционной смеси, 
0,2 мкл Taq-полимеразы (вносится в последнюю очередь, перед внесением смесь рекомендуется 

перемешать) 

Готовятся 2 амплификационные смеси: с реакционной смесью АЛЛЕЛЬ 1 и с реакционной смесью АЛЛЕЛЬ 2. 
При приготовлении рабочей амплификационной смеси необходимо все компоненты добавлять отдельными 

наконечниками с аэрозольными барьерами (фильтрами). Такие же наконечники необходимо использовать и для 
внесения в пробирки препарата ДНК. 

4. После добавления Taq-полимеразы, которое производится в последнюю очередь, необходимо тщательно перемешать 
смесь вортексированием. 

5. Добавить по 20 мкл соответствующей рабочей амплификационной смеси во все соответствующие пробирки, 
подготовленные для амплификации. 

6. Добавить во все пробирки по 1 капле (около 25 мкл) минерального масла. 

Стандартная программа 

амплификации 

T,Сº время циклов 

94º Pause  

93º 1 мин 1 

93º 10 сек  
35 64º 10 сек 

72º 20 сек 

72º 1 мин 1 

10º Storage  

 

Программа амплификации для 

наборов кат. № 01297, 01350, 01351 

T,Сº время Циклов 

94º Pause  

94º 1 мин 1 

94º 10 сек  
35 68º 30 сек 

72º 20 сек 

72º 1 мин 1 

10º Storage  

 

http://www.lytech.ru/
mailto:info@lytech.ru

