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Проведено сравнение метода выявления мутации Лейдена на основе PEXT реакции с последующим биолюминесцентным 
микроанализом продуктов [1] с методом на основе ПЦР-РВ. Для тестирования были отобраны 83 образца геномной 
ДНК, в том числе 35 с известной гетерозиготной мутацией Лейдена. В качестве теста сравнения использовался ком-
мерческий набор «SNP-экспресс-РВ» (НПО «Литех»). Показано, что предложенный подход представляет собой простой 
в исполнении, эффективный и относительно недорогой метод определения однонуклеотидного полиморфизма Лейдена в 
гене V фактора свертывания крови. Метод «РЕD-Биолюм» не отличается от коммерческого метода ПЦР-РВ по способ-
ности выявления мутантного аллеля и не уступает параметрам экономической эффективности.
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The detection of Leiden mutation using technique of enzymatic extension of allele-
specific primer with double bioluminescent detection (PED-Biolum)
The article deals with comparing technique of detection of Leiden mutation on the basis of PEXT-reaction with subsequent 
bioluminescent microanalysis of products with technique based on RT-PCR. The sampling for testing comprised 83 specimen of 
genome DNA including 35 specimens with known Leiden heterozygote mutation. The commercial kit "SNP-express-PB" (Litex) 
was used as a comparison test. It is demonstrated that proposed approach is a simple in its application, effective and relatively 
inexpensive technique of detection of Leiden one-nucleotide polymorphism in gene V of blood coagulation factor. The technique 
"PED-Biolum" has no differences in comparison with commercial technique  RT-PCR concerning ability to detect mutant allele 
and matches it in parameters of economic effectiveness. 
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Однонуклеотидная замена (Single Nucleotide Polymor-
phism – SNP) в гене проакцелерина – пятого коагуляционного 
фактора (FV) по сайту 1691 G→A (R506Q) (dbSNP: rs6025), 
известная как мутация Лейдена, придает устойчивость ак-
тивной форме фактора V к протеолитическому действию ак-
тивированного протеина C и является наиболее клинически 
значимым полиморфизмом плазменного гемостаза. Наличие 
мутации Лейдена в 3,7 раза повышает риск тромбоза глубо-
ких вен [2], в 1,5 раза увеличивает риск развития инфаркта, 
в том числе в 2,8 раза у лиц без выраженного коронарного 
стеноза [3]. Носительство данной мутации повышает вероят-
ность развития целого ряда осложнений беременности [4–6]. 
Экспертами ВОЗ носительство мутации Лейдена признано 
абсолютным противопоказанием к назначению оральных 
контрацептивов [7].

Для выявления мутации Лейдена используют различные 
методы (аллель-специфическую гибридизацию, лигирование 
олигонуклеотидных фрагментов, рестриктазный анализ, ре-
акцию удлинения праймера, различные модификации ПЦР 
и др. [8]. В качестве альтернативного варианта предложена 

аналитическая технология, основанная на ферментативном 
удлинении аллель-специфичного праймера (primer extension 
reaction, PEXT-реакция) с последующей детекцией продук-
тов реакции с помощью биолюминесцентных меток на осно-
ве кальцийзависимых фотопротеинов (РЕD-Биолюм) [1]. 
Как было показано ранее, молекулярный анализ с использо-
ванием фотопротеинов в качестве репортерных молекул от-
личается высокой чувствительностью и простотой, метки на 
основе фотопротеинов доступны и стабильны [9]. На основе 
двух генетических вариантов фотопротеина обелина, суще-
ственно различающихся по цвету и кинетике биолюминес-
центных сигналов, был разработан метод одновременного 
анализа двух мишеней в одном образце [10, 11].

Целью работы явилась апробация и оценка аналитиче-
ских и экономических характеристик разработанного одно-
временного метода РЕD-Биолюм в практике рутинного лабо-
раторного тестирования.

Материалы и методы. В настоящее исследование бы-
ли включены пробы биоматериала, собранные в рамках 
межцентрового исследования "Генетические факторы ри-
ска тромбоза у жителей, проживающих на территории РФ, 
клиническое фенотипирование и тромбопрофилактика 
тромбоэмболических осложнений в онтогенезе" [12]. Вы-
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деление ДНК из лейкоцитов проводили экспресс-методом 
с использованием реагента "ДНК-экспресс-кровь" (НПО 
"Литех"). Концентрацию ДНК измеряли с использовани-
ем реагентов dsDNA HS Assay Kit и флюориметра Qubit 
("Invitrogen").

Для тестирования выделенных образцов методом РЕD-
Биолюм [1] были отобраны 83 образца геномной ДНК в том, 
числе 35 с известной гетерозиготной мутацией Лейдена. В 
качестве теста сравнения использовался коммерческий на-
бор "SNP-экспресс-РВ" (НПО "Литех") (http://www.lytech.ru/
articles_111.htm) и амплификатор "iCycler iQ5" ("BioRad"). 
Количество вносимой в пробу ДНК составляло от 5 до 15 нг 
геномной ДНК. При этом с образцом выделенной ДНК па-
раллельно проводили две реакции амплификации – с двумя 
парами аллель-специфичных праймеров. Результа-
ты анализа кривых накопления флюоресцентного 
сигнала по каждому из заданных для образцов ка-
налов позволяют дать качественную оценку отсут-
ствия или наличия мутантного аллеля в гетеро- или 
гомозиготной форме. Результаты дополнительно 
верифицировались методом ПЦР-РВ с использова-
нием конкурирующих TaqMan-зондов в лаборато-
рии фармакогеномики ИХБФМ СО РАН (рук. М.Л. 
Филипенко).

Тест РЕD-Биолюм проводили в два этапа. На 
первом этапе проводили синтез фрагмента ДНК с 
помощью ПЦР с использованием праймеров, флан-
кирующих полиморфный сайт (dbSNP: rs6025). 
Праймеры для амплификации геномной ДНК 
(Lei-Up 5′-CATCATGAGAGACATCGCCTC-3′ и 
LeiDn 5′-CATGTTCTAGCCAGAAGAAATTC-3′ 
синтезированы фирмой "Биосан" (Новосибирск). 
Количество вносимой в пробу геномной ДНК со-

ставляло от 0,5 до 12,5 нг. На втором этапе продукты ПЦР 
размером 140 пар оснований использовали как матрицу для 
PEXT-реакции со следующими праймерами ("Биосан"): 
LeiN, комплементарным нормальному аллелю, меченно-
му на 5’-конце 6-карбоксифлюоресцеином (FAM) (5′-FAM-
AGCAGATCCCTGGACAGGCG-3′) и LeiM, комплемен-
тарным мутантному аллелю, меченному олигоаденилатом 
(dA)27 (5′- (A)27AGCAGATCCCTGGACAGGCA-3′). В случае 
полной комплементарности последовательностей матрицы 
и аллель-специфичного праймера происходит его удлинение 
ДНК-полимеразой SNP-detect ("Евроген", Москва). В про-
тивном случае синтез не происходит. Реакционная смесь со-
держит смесь нуклеозидтрифосфатов, в которой вместо dTTP 
использовали биотинилированное производное дезоксиури-

Затраты на реагенты (в руб.) и трудозатраты (ЛЕ) на определение единич-
ного SNP в разных технологических вариантах (на 1 биопробу)

Технологии Затраты Выделе-
ние ДНК

Ампли-
фикация и 
детекция

Общие 
затраты

ПЦР-РВ 
(НПО 
"Литех", 
Москва)

Стоимость реагентов, руб. 26,75 47,5 74,25
Трудоза-

траты, ЛЕ
Производ-

ственные, ЛЕ
0,14 0,5

1,49
Время работы 
прибора, ЛЕ

0,5 0,33

PED-
Биолюм 
(Институт 
биофизики 
СО РАН, 
Красноярск)

Стоимость реагентов, руб. 26,75 32,5 59,25
Трудоза-

траты, ЛЕ
Производ-

ственные, ЛЕ
0,14 0,38

1,86
Время работы 
прибора, ЛЕ

0,5 0,84

Выявленные мутации Лейдена на основе PEXT-реакции.
а – продукты PEXT-реакции нормального (слева) и мутантного (справа) аллелей; б – твердофазный биолюминесцентный ми-
кроанализ продуктов PEXT-реакции. Stavi – стрептавидин; Bio – остаток биотина; Обе1, Обе2 – репортерные белки, мутантные 
производные фотопротеина обелина; в – результаты генотипирования полиморфизма 1691 G→A гена FV (мутация Лейдена).
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динтрифосфата (Bio-dUTP, "Биосан"), поэтому образующие-
ся продукты содержат биотин (см. рисунок, а). Для анализа 
продуктов PEXT-реакции (см. рисунок, б) их переносили в 
лунки планшета, поверхность которых была активирована 
стрептавидином. Удлиненные ДНК-полимеразой праймеры 
иммобилизовались на поверхности лунок благодаря содержа-
нию биотина. Их наличие выявляли с помощью конъюгатов 
мутантного обелина H22E;W92F с поли-(dT)30 и мутантного 
обелина Y138F с антителами к FAM, смесь которых вносили в 
лунки. Биолюминесцентную реакцию обоих репортеров ини-
циировали добавлением раствора CaCl2 и регистрировали на 
планшетном люминометре Mithras LB 940 ("Berthold", Герма-
ния) в следующем режиме (в течение первой секунды инте-
грировали сигнал фиолетового репортера (H22E;W92F) через 
фотофильтр ФС-6, а затем в течение 3 с интегрировали зеле-
ный сигнал (Y138F) через фотофильтр ЖС16. Генотип опреде-
ляли по соотношению биолюминесцентных сигналов BLY138F/
BLH22E;W92F (дискриминационный фактор, Д).

Для оценки аналитической воспроизводимости метода 
проводили трехкратное тестирование одних и тех же образцов 
ДНК. Оценку трудозатрат на проведение каждой технологии 
проводили хронометражем рабочего времени оператора, непо-
средственно потраченного на выполнение анализа в соответ-
ствии с методическими рекомендациями [13]. Затраты на реа-
генты и расходные материалы производили по счет-фактурам 
поставщиков. Расчет проводили с учетом производственной 
нагрузки, равной тестированию 20 биопроб ДНК в рабочую 
смену.

Результаты и обсуждение. Метод РЕD-Биолюм позволя-
ет однозначно выявить образцы ДНК с наличием или отсут-
ствием в генотипе мутантного аллеля. Генотип определяется 
значением дискриминационного фактора Д, который пред-
ставляет собой отношение сигналов биолюминесцентных 
репортеров, связанных с наличием нормального либо му-
тантного аллелей (BLY138F/BLH22E;W92F) (при наличии двух нор-
мальных аллелей (нормальный G/G-генотип) отношение сиг-
налов составило 17 ± 3,46, а в случае наличия обоих аллелей 
(G/A-генотип) – 1,5 ± 0,36. Таким образом, значения дискри-
минационных факторов для образцов с наличием мутации и 
без мутации различаются более чем на порядок (см. рисунок, 
с). Использование одновременно двух фотопротеиновых ре-
портеров с разными биолюминесцентными свойствами по-
зволяет проводить анализ SNP выявлением обоих аллелей в 
одной лунке и таким образом удвоить количество образцов, 
анализируемых на одном планшете.

При сравнении результатов тестирования выбранных 
образцов с использованием технологий ПЦР-РВ и PED-
Биолюм не выявлено ни одного случая расхождения. Пока-
зано, что 48 образцов имели нормальный генотип (G/G), а 
35 – гетерозиготный генотип (G/А). Таким образом, срав-
нительная чувствительность и специфичность в нашей вы-
борке составили 100%.

Аналитическую воспроизводимость метода PED-Биолюм 
оценивали по результатам трехкратного повторения анализа 
двух разных образцов ДНК с известными генотипами G/G и 
G/A в разные дни. Все результаты, полученные при повто-
рении методики, полностью совпали по качественному кри-
терию как для пробы с нормальным генотипом G/G, так и 
для пробы с гетерозиготным генотипом G/A. Коэффициент 
вариации фактора Д составил 14,4% для нормального гено-
типа и 10,5% для гетерозиготного.

Сравнение трудо- и финансовых затрат на расходные ма-
териалы и реагенты приведены в таблице. Поскольку в ходе 
работы использовали одни и те же образцы ДНК, то затраты 
на этапе выделения ДНК были одинаковыми. Производствен-
ные затраты для метода РЕD-Биолюм меньше в сравнении с 
методом ПЦР-РВ, однако время работы прибора больше в 2,5 
раза, что отражается на общих затратах. Проведенные расче-
ты показывают, что метод РЕD-Биолюм, несмотря на кажу-
щуюся сложность (наличие 2 этапов), вполне сопоставим по 
аналогичным параметрам с коммерческим методом ПЦР-РВ. 

Финансовые затраты на выполнение теста РЕD-Биолюм зна-
чительно ниже. Следует учесть возможное снижение стои-
мости реагентов для метода РЕD-Биолюм при увеличении 
объема их серийного производства.

Таким образом, полученные результаты показали, что 
предложенный для определения однонуклеотидного поли-
морфизма Лейдена в гене V фактора свертывания крови метод 
РЕD-Биолюм не отличается от коммерческого метода ПЦР-РВ 
(НПО "Литех") по способности выявления мутантного аллеля 
и не уступает параметрам экономической эффективности.
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