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ВЫСОКОЭФФЕКТИВНЫЙ  КАПИЛЛЯРНЫЙ  ЭЛЕКТРОФОРЕЗ
И  МИКРОФЛЮИДНЫЕ  ЧИП-АНАЛИЗАТОРЫ.

I. ПРИБОРЫ ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОГО КАПИЛЛЯРНОГО
ЭЛЕКТРОФОРЕЗА

В серии из двух статей изложен современный взгляд на метод капиллярного электрофореза, его место среди
других методов аналитической химии, в частности в сравнении с жидкостной хроматографией. Рассмотрены
его наиболее эффективные приборные реализации: от приборов серии "Нанофор" до микрочипов. В первой
статье рассмотрены приборы классической реализации метода высокоэффективного капиллярного электро-
фореза (ВЭКЭ), их применение. Эволюция метода к приборам мультикапиллярного электрофореза, стиму-
лированная проблемой расшифровки кода ДНК. Сделан обзор методов секвенирования.

ВВЕДЕНИЕ. ДВА ФОРМАТА
КАПИЛЛЯРНОГО ЭЛЕКТРОФОРЕЗА

Приборы капиллярного электрофореза (КЭ) су-
ществуют в двух форматах, основанных на исполь-
зовании: 1) гибких кварцевых капилляров (собст-
венно приборы высокоэффективного капиллярного
электрофореза — ВЭКЭ) и 2) канализированных
пластин (микрофлюидные чип-анализаторы —
МФЧА). Приборы ВЭКЭ — это, безусловно, лабо-
раторные приборы, в МФЧА — приоритет  пере-
носных карманных приборов. По техническим воз-
можностям изготовления приборы ВЭКЭ более
доступны. Сравним особенности и практические
возможности этих приборных форматов капилляр-
ного электрофореза (см. табл. 1).

Как видно из табл. 1, если МФЧА — недорогой
высокочувствительный малогабаритный (карман-
ный) прибор массового применения, т.е. это —
lab-on-a-chip с АМД и ЛИФД, то ВЭКЭ — это ла-
бораторный автоматизированный высокопроизво-
дительный прибор КЭ средней стоимости с высо-
кочувствительными МС (ESI), СФД и ЛИФД
(аббревиатуры см. в примечании к табл. 1). Пра-
вильный выбор способа реализации КЭ: ВЭКЭ
или МФЧА — определяет эффект его применения.

ВЫСОКОЭФФЕКТИВНЫЙ КАПИЛЛЯРНЫЙ
ЭЛЕКТРОФОРЕЗ

Аналитическое применение ВЭКЭ во многом
подобно высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии (ВЭЖХ) — оба прибора универсальные
и предназначены для массового анализа. Поэтому
эти приборы нуждаются в квалифицированном
сравнении. Приборы ВЭКЭ по сравнению с ВЭЖХ

отличаются более высокой чувствительностью
и производительностью. Особенностями ВЭКЭ,
как видно из  табл. 2, являются:  меньшая слож-
ность (и стоимость), большая эффективность
и меньшая селективность (если исключить элек-
троосмотическую хроматографию —  ЭОХ).

Очевидно, что ВЭЖХ и ВЭКЭ взаимно допол-
нительны. Последняя новация ВЭКЭ — использо-
вание для сепарации электроосмотической хрома-
тографии с колонками, заполненными монолитным
сорбентом, у которого межфазовое равновесие оп-
ределяется конвективным массопереносом (моно-
литная капиллярная электроосмотическая хромато-
графии — МКЭОХ), которая в десятки раз эффек-
тивнее ее классического аналога — ЭОХ в колон-
ках, упакованных гранулированным сорбентом.

Еще одна особенность приборов ВЭКЭ — их
конструктивная (оптическая) схема юстируется
вдоль двух  осей: а) детектора, включая зону детек-
тирования капилляра в кассете, и б) системы жид-
костного термостатирования кассеты с капилляром.
Подобная юстировка может быть выполнена в ин-
тегрированном приборе только с  использованием
в конструкции  оптоволоконных связей, которые
окажутся полезными и для сокращения размеров
оптических детекторов, и для удобства их замены.

УНИФИЦИРОВАННЫЙ КОМПЛЕКС
ПРИБОРОВ ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОГО
КАПИЛЛЯРНОГО ЭЛЕКТРОФОРЕЗА

"НАНОФОР 01" И "НАНОФОР 02"

В 1999–2001 гг. в Институте аналитического
приборостроения РАН разработан комплекс при-
боров высокоэффективного капиллярного элек-
трофореза серии "Нанофор".
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"Нанофор 01" (рис. 1) — прибор ВЭКЭ с высо-
кочувствительным СФД. Предназначен для ру-
тинного биохимического и экологического анали-

зов с прямым и непрямым СФ-детектированием.

Табл. 1. Сравнение классического капиллярного (ВЭКЭ) и чип-электрофореза (МФЧА)

№
п/п Спецификация ВЭКЭ МФЧА

1 Число капилляров До 100 До 100
2 Детекторы СФД, ЛИФД,

МС (ESI)
АМД, ЛИФД

3 Реализуемые виды ВЭКЭ Все Все
4 Концентрация аналитических элементов

на ед.  площади
Средняя Высокая

(lab-on-a-chip)
5 Система ввода пробы Позиционер Крестообразная
6 Объем пробы 5 нл 20 пл
7 Возможность группового изготовления Нет Да
8 Стоимость разработки Средняя Низкая
9 Стоимость изготовления Большая Малая
10 Автоматизация Высокая ״
11 Размер прибора Средний Карманный (АМД),

средний (ЛИФД)
12 Стоимость прибора Высокая Низкая (АМД),

средняя (ЛИФД)
Примечание. СФД — спектрофотометрический детектор, АМД — амперометрический детектор,
ЛИФД — лазер-индуцируемый флюоресцентный детектор, МС (ESI) — масс-спектрометрический
детектор с электроспрей-ионизацией

Табл. 2.  Сравнение ВЭКЭ и ВЭЖХ

Характеристика ВЭКЭ ВЭЖХ

1 2 3

А. Аналитические и метрологические параметры
А1. Эффективность: резкое увеличение эффективности   (в 10–20 раз) + —

А2. Пиковая емкость: больше, чем у сравниваемого  (в 10–15 раз) + —

А3. Скорость анализа: выше, чем у сравниваемого,  в 10 раз + —

А4. Производительность (пик./с): выше, чем у сравниваемого,  в 10 раз
(у мультиканального — в 100 раз)

+ —

А5. Воспроизводимость анализа: лучше, чем у сравниваемого (в 3–5 раз) — +
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Табл. 2 (продолжение)

1 2 3

А6. Точность анализа: лучше, чем у сравниваемого  (в 5–10 раз) — +

А7. Предельно малая детектируемая концентрация (сравнительно с конкурент-
ным методом):
с СФД — преимущество в 20 раз  (10 –8  М сравнительно с  2×10 –7 М)
с ЛИФВ — преимущество в 10–100 раз (10 –13 М сравнительно с  10–12 М)

+
+

—
—

А8. Селективность лучше, чем у сравниваемого:
неэлектролиты, белки
полиэлектролиты (ДНК)

—
+

+
—

А9. Возможность препаративного разделения
(микропрепаративное  фракционирование)

— +

А10. Универсальность:
анализ гидрофильных неэлектролитов, полимеров
анализ электролитов, полиэлектролитов, биополимеров

—
+

+
—

А11. Возможность стыковки on line с масс-спектрометром:
МS—ЕS
МАLDI

+
—

+
+

Б. Технические параметры
Б1. Линейная конфигурация прибора + +

Б2. Ввод проб:
более точный, чем у сравниваемого (в 10 раз)
более простой (низкое давление)

—
+

+
—

Б3. Побудитель движения:
микронасос (∆Р) — дороже, лучшая точность и воспроизводимость (в 5 раз)

градиент электрополя (∆ Е) — менее точно, но проще, значительно дешевле,
возможность суперпроизводительного анализа с использованием мультика-
пилляров

—
+

+
—

Б4. Оптимальный объем детектирования, σV   (пл,  in column)* < 47 < 1.6

Б5. Оптимальная оптическая длина детектирования, dc  (мкм, in column)* 24 2.8

В. Экономические параметры
В1. Цена прибора, $ 40 тыс. 50 тыс.

В2. Стоимость годичной эксплуатации (% цены прибора) 2 % > 30 %

В3. Требования к квалификации оператора более высокие + —

Примечание. *Оптимальные значения в пп. Б4 и Б5 приведены для N = 100.000 т.т.,
времени анализа t = 1 мин
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Прибор найдет применение: в медицине (в том
числе анализе белков сыворотки крови; диагно-
стике диабета (определение гликозил-гемогло-
бина, микроальбуминурии); в криминалистиче-
ской экспертизе;  при анализе пищевых продук-
тов; в исследованиях и разработках  химии и тон-
кой химической технологии, физико-химической
биологии и биотехнологии.

"Нанофор 02" — прибор ВЭКЭ с  ЛИФД. Он
предназначен для разделения и количественного
следового анализа сложных смесей с флюорес-
центным и иммунным детектированием. Разработ-
ка выполнена по Государственному контракту с
Министерством промышленности, науки и техно-
логий РФ в рамках программы "Научное приборо-
строение". Руководитель работы д. т. н., проф. В.Е.
Курочкин,  научный консультант лауреат Госпре-
мии РФ 1996 г. д. х. н., проф. Б.Г. Беленький

Приборы "Нанофор" снабжены  магазином
проб со стандартным 96-ячеечным планшетом
с пробами и 24-ячеечным магазином с рабочими
растворами. Предусмотрена возможность ло-
кального охлаждения планшета с пробой до тем-
пературы + 4 °С.  Разделение пробы производится
в гибком кварцевом  капилляре, заполненном бу-
ферным раствором, при наложении продольного
напряжения до 30 кВ с последующим детектиро-
ванием по поглощению УФ-излучения или ЛИФ-
детектором.

Ввод пробы в сепарационный капилляр автома-
тизирован. С помощью программируемого пози-
ционера проба выбирается из 96-ячеечного микро-
планшета и вводится в капилляр, термостатиро-
ванный в кассете контактным способом с помо-
щью элементов Пельтье, используя один из трех
методов:

1) наложением высокого напряжения (электро-
миграцией);

2) гидростатическим разрежением в заземлен-
ном электродном сосуде или

3) избыточным давлением в высоковольтном
электродном сосуде.

Особенности приборов  "Нанофор"
СФ-детектор. Область детектирования: 190–

700 нм. Используется 30 Вт дейтериевая лампа
ДС30. Зеркальный монохроматор обеспечивает
устойчивое, независимое от длины волны, фокус-
ное расстояние в центре капилляра. Кремниевый
микросхемный фотоприемник обладает чувстви-
тельностью 10–15 А и диапазоном линейности .106

(до 10–10)  А.
ЛИФ-детектор. Для возбуждения флюорес-

ценции используется твердотельный малогабарит-
ный лазер YAG (Nd), λ = 473 нм, мощностью
10 Вт. ФЭУ работает в режиме счета фотонов. Из-
лучение лазера  при измерении флюоресценции
отсекается сменными интерференционными све-
тофильтрами или  нутч-фильтром.
Магазин проб (позиционер). Для хранения проб

используется стандартный 96-ячеечный микро-
планшет, размещенный на платформе прецизион-
ного позиционера с программируемым перемеще-
нием. Бесшумность работы позиционера обеспе-
чивается специально разработанной системой
электропитания шаговых двигателей. Осуществ-
ляется локальное термостатирование микроплан-
шета с пробой при температуре  + 4 ˚С.
Источник высокого напряжения. Для электро-

фореза (электроосмоса) и электромиграционного
ввода пробы приборы "Нанофор" снабжены
управляемым и переключаемым (на стороне низ-
кого напряжения) двухполярным (±) высоковольт-
ным стабилизированным (±0.02 %) источником
напряжения (1–30 кВ). В целях электробезопасно-
сти высоковольтный источник работает в режиме
стабилизатора мощности. Электроизоляция высо-
ковольтного источника, кабелей и соединений
рассчитана и испытана на напряжение 50 кВ.
Снабжение сжатым воздухом. Приборы "На-

нофор" снабжены системой для подачи очищенно-
го сжатого воздуха под давлением до 1 мПа
(±0.01 мПа) для ввода пробы, промывания и за-
полнения капилляров буферным раствором, их си-
товой матрицей. (Возможно и использование сжа-
того воздуха со стабилизированным давлением
10 ±0.01 мПа для капиллярной, например гидроди-
намической жидкостной  хроматографии). Система
сжатого воздуха включает: воздушный компрессор,
баллон сжатого воздуха (ресивер), устройство очи-
стки воздуха (грубый и тонкий фильтры), электро-
магнитный клапан, редуктор, манометры.

Рис. 1. Прибор ВЭКЭ "Нанофор 01"
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Табл. 3. Основные технические характеристики приборов "Нанофор"

Спецификация Нанофор 01 Нанофор 02

СФ-детектор Спектрофотометрический.
Диапазон длин волн
190–700 нм (∆λ = 10 нм).
Флуктуационный шум
2·10 –5 е.о.п.
Дрейф 2·10 – 4 е.о.п./ час

—

ЛИФ-детектор — Лазер-индуцируемая флюорес-
ценция (λ = 473 нм).
Мощность излучения
до 10 мВт.
Предел детектирования
10 –11 М флюоресцеина.
Дрейф не более 1 % в час

Стабилизированный  источник
высокого напряжения

Напряжение  ±30 кВ.
Ток 1–150 мкА.
Нестабильность не более 0.02 %

Напряжение ±30 кВ.
Ток 1–150 мкА.
Нестабильность не более 0.02 %

Капилляры из плавленого
кварца, в т.ч. с модифициро-
ванной внутренней поверхно-
стью

Внутренний диаметр
10–80 мкм.
Наружный диаметр 360 мкм.
Длина не более 1000 мм

Внутренний диаметр
10–80 мкм.
Наружный диаметр 360 мкм.
Длина не более 1000 мм

Система сжатого воздуха,
пневмокомпрессор: для ввода
пробы, промывания и запол-
нения капилляров

P = 1 ± 0.01 мПа P = 1 ± 0.01 мПа

Ввод пробы Электромиграционный, гид-
ростатический, под давлением

Электромиграционный, гидро-
статический, под давлением

Автоматизация на основе фор-
мального описания алгоритмов
работы прибора в рамках теории
конечных автоматов

Гибкая система программиро-
вания   работы прибора

Гибкая система программиро-
вания работы прибора

Термостатирование
(контактное элементами
Пельтье)

Микропланшет с пробами
при  + 4 оС.
Капилляр (в кассете)
при 10–50 оС

Микропланшет с пробами
при  +4 оС.
Капилляр (в кассете)
при 10–50 оС

Обработка информации по
программе   "Мультихром-
электрофорез" фирмы "Ам-
персенд"

Возможность обработки за
один сеанс  96-луночного мик-
ропланшета проб

Возможность обработки за
один сеанс  96-луночного мик-
ропланшета проб

Размеры, масса,
энергопотребление

840 × 700 × 600 мм,
85 кг, 400 Вт

840 × 700 × 600 мм,
85 кг, 400 Вт

Автоматизация, обработка информации. При-
боры "Нанофор" позволяют реализовать различ-
ные варианты пробоподготовки, ввода пробы, КЭ,

а также  вспомогательные функции, к которым от-
носятся сервисные: кондиционирование капилля-
ров, тестирование узлов.
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Большая свобода выбора последовательности
операций при проведении эксперимента требует
гибкой системы программирования алгоритмов
работы прибора. Наиболее эффективный  подход
к решению этой задачи — формальное описание
алгоритмов работы прибора "Нанофор" в рамках
теории конечных автоматов. Алгоритм работы
прибора представляют траекторией движения
по графу состояний — граф-схемой алгоритма.
По этой схеме микропроцессорный блок управле-
ния прибора реализует функции перехода и функ-
ции выхода. Функции перехода управляют всеми
узлами прибора: узлом ввода проб (позиционе-
ром), высоковольтным источником, термостатом
капилляра, пневмосистемой и, наконец, системой
регистрации. Функции выхода — запуском систе-
мы регистрации экспериментальных данных.
В  "Нанофоре" используются только  линейные
граф-схемы, т.е. алгоритмы без точек ветвления.

Разработанная  для  "Нанофора"   автоматиза-
ция обеспечивает возможность обработки
за  один  сеанс  стандартного 96-луночного мик-
ропланшета  проб  с  временем  пробоподготовки
и  ввода   пробы  до 20 мин  и  временем      изме-
рения до 3 ч.     Это  позволило   разделить   про-
граммное  обеспечение  на  две  части: измерение
и обработку результатов. Измерительная часть
представляет  оригинальное программное обеспече-
ние, позволяющее в удобной для пользователя фор-
ме  создавать  таблицы  алгоритмов (методики) из-
мерения,  сохранять их в виде файла,   ранее  создан-
ные   методики,   согласно   реализуемой   методике

запускать измерения, наблюдать   электрофоре-
грамму в реальном времени.  При этом интерфейс
пользователя выполнен в классическом стиле про-
граммирования под Windows и интуитивно поня-
тен. Для обработки полученных электрофоре-
грамм  используется пакет программ "Мульти-
хром-электрофорез" фирмы "Амперсенд", специ-
ально адаптированный для специфики задач КЭ.

Разработанное программное обеспечение  по-
зволяет пользователю применять имеющиеся ме-
тодики проведения измерений, легко создавать
новые методики, ориентированные на уникальный
круг задач и ограниченные только возможностями
"Нанофора".

Анализ, ввод пробы. С помощью автоматизиро-
ванного позиционера проба выбирается в  96-яче-
ечном термостатированном микропланшете, раз-
мещенном на платформе позиционера, на которой
также размещен планшет  с сосудами для раствори-
теля и буферного раствора, которые синхронно
(обеспечивая непрерывный контакт капилляра с
электродными сосудами) перемещаются совместно
с микропланшетами. Проба  автоматически вводит-
ся в капилляр, опущенный в электродные сосуды,
одним из трех указанных выше способов.
Электрофоретическая сепарация, детектиро-

вание. Введенная в капилляр проба подвергается
электрофорезу с детектированием "in column" раз-
деленных компонентов. После завершения экспе-
римента капилляр автоматически приводится
в исходное состояние по заданной программе.

Примеры электрофореграмм, полученных
на "Нанофор 01" и" Нанофор 02"
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Рис. 2. Электрофореграмма белков сыворотки крови ("Нанофор 01").
1 — γ-глобулин (15.35 %);  2 — β-глобулин (8.15 %);   3 — α2-глобулин (9.3 %);
4 — α1-глобулин (4.9 %);   5 — альбумин (60 %); 6 — низкомолекулярная фракция
(1.8 %)
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Рис. 3. Фракционирование фрагментов двухцепочечной ДНК ("Нанофор 02").
Проба: фрагменты двухцепочечной ДНК. Длина фрагментов  ДНК в порядке выхода пи-
ков (1–7): 100, 130, 210, 290, 300, 350 и 390 пар нуклеотидов.
Капилляр: длина 455 мм, диаметр 50 мкм, температура 20 °С, заполнен  водным раство-
ром линейного сополимера акрилмида и N,N-диметилакриламида.
Буфер: 0.05 М трисборатный,  рН = 8.3.
Напряжение — 20 кВ. LIF-детектор.  λ возб. — 473 нм

Табл. 4.  Воспроизводимость* параметров пиков бензойной кислоты на приборе  "Нанофор 01"

Ввод пробы
давлением электрокинетический гидростатическийНомер экс-

перимента tвых
(мин)

высота
пика

площадь
пика

tвых
(мин)

высота
пика

площадь
пика

tвых
(мин)

высота
пика

площадь
пика

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 8.73 64.44 0.887 8.43 82.27 1.23 9.32 88.71 1.44
2 8.7 64.35 0.89 8.37 82.34 1.18 9.28 87.34 1.26
3 8.67 63.49 0.807 8.41 80.92 1.29 9.23 86.17 1.39
4 8.73 63.02 0.827 8.45 81.67 1.17 926 88.32 1.42
5 8.65 62.84 0.867 8.61 83.54 1.25 9.24 86.95 1.37
6 8.63 63.03 0.903 8.53 83.06 1.2 9.33 86.23 1.52
7 8.63 63.8 0.864 8.59 82.76 1.21 9.35 87.34 1.36

мин
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Табл. 4 (продолжение)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

8 8.72 64.91 0.879 8.61 81.23 1.23 9.34 87.01 1.43
9 8.78 64.34 0.873 8.64 82.39 1.19 9.37 88.07 1.39

10 8.83 63.36 0.903 8.55 82.21 1.22 9.41 88.14 1.43
Среднее зна-
чение

8.71 63.76 0.870 8.52 82.24 1.22 9.31 87.43 1.40

Примечание. *Условия эксперимента: напряжение — 20 кВ, температура термостатирования —
25 оС,  λ дет. = 225 нм.
Аналогичные результаты по воспроизводимости получены по пику флюоресцеина   на приборе
"Нанофор 02" при следующих условиях: напряжение — 15 кВ, температура термостатирования —
25 оС, λ возб. = 473 нм, флюоресценция — λ дет. = 500–540 нм

АНАЛИТИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ ВЭКЭ

Аналитическая биохимия
Задачами, решаемыми средствами ВЭКЭ в этой

области, являются: анализ катехоламинов; изуче-
ние биохимии единичной клетки; составление
пептидных карт; разделение пептидных смесей;
анализ пептидных фракций ВЭЖХ; идентифика-
ция аминокислот и других биохимических марке-
ров; анализ витаминов и гормонов; анализ катио-
нов и анионов в биологических жидкостях; фрак-
ционирование и идентификация белков и энзимов;
определение размеров рестрикционных фрагмен-
тов ДНК (генотипирование); идентификация и оп-
ределение чистоты синтетических олигонуклеоти-
дов; исследование их фармакокинетики; анализ
смесей олиго- и полинуклеотидов — определение
нуклеотидной последовательности ДНК (секвени-
рование).

Фармацевтический анализ
Для целей фармацевтики с помощью ВЭКЭ

производят анализ синтетических медикаментов,
стероидных и других гормонов, антибиотиков, ви-
таминов, готовых лекарственных форм, изучение
фармакокинетики, определение хиральной чисто-
ты медикаментов.

Экологический анализ
Применение приборов ВЭКЭ в экологии обес-

печивает анализ пестицидов, ПАВ, промышлен-
ных и природных экотоксикантов, неорганических
и органических катионов и анионов, солей тяже-
лых металлов.

Экспертиза пищевых продуктов
Приборы ВЭКЭ в пищевой отрасли: анализ ор-

ганических кислот и неорганических катионов
в напитках, определение пищевых добавок и кра-
сителей, содержания пестицидов, микотоксинов,
солей тяжелых металлов.

Криминалистическая экспертиза

Решаемые с помощью приборов ВЭКЭ  задачи:
генетическая идентификация личности, обнаруже-
ние наркотиков, токсинов, взрывчатых веществ.

МУЛЬТИКАПИЛЛЯРНЫЙ
(СВЕРХПРОИЗВОДИТЕЛЬНЫЙ) ВЭКЭ

ВЭКЭ открывает возможность  резкого увели-
чения производительности  за счет одновременно-
го использования нескольких (до 100) сепараци-
онных капилляров (мультикапиллярный электро-
форез, МКЭ), который сыграл выдающуюся роль
в раскрытии человеческого генома.

Человеческий геном включает более трех мил-
лиардов пар оснований. Последовательное распо-
ложение четырех оснований — аденина (A), цито-
зина (C), гуанина (G) и тимина (T) — в ДНК опре-
деляет  генетический код индивидуума и неоце-
ним для понимания химических основ жизни, на-
следственных болезней и их терапии,  идентифи-
кации индивидуумов. Цель  проекта  "Геном  че-
ловека"  состоит   в  определении  и    расшифров-
ке  информации,  записанной  в  виде нуклеотид-
ной  последовательности  [1, 1а].  Ее   определение
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(секвенирование ДНК)  является  выдающимся
аналитическим измерением современности. Про-
ект "Геном человека"  стимулировал разработку
ряда новых аналитических приборов, методов
и реагентов для анализа нуклеиновых кислот.
Один из них — прибор, который стал основным
для секвенирования ДНК — прибор мультикапил-
лярного электрофореза, особо удобный  для  ана-
лиза нуклеотидной последовательности ДНК, т. к.
заполненные гелем (полимерной ситовой матри-
цей) капилляры обеспечивают  быстрый, высоко-
производительный анализ размеров олиго- и по-
линуклеотидов — основную операцию секвениро-
вания. При этом обеспечивается возможность ав-
томатического перезаполнения капилляров сито-
вой матрицей и ввода пробы. Все эти вопросы
также рассматриваются  в этом обзоре. Использо-
вание ВЭКЭ для секвенирования ДНК началось
в 1990 г., когда за ~80 мин было получено разде-
ление в сшитом геле олиго- и полинуклеотидов
размером до 350 оснований [2–4]. За последние
десять лет в этой области достигнут внушитель-
ный прогресс, в результате которого, используя
перезаполняемые капилляры с линейным полиак-
риламидным гелем, за  80 мин определяется по-
следовательность более чем в 1000 оснований [5].
Секвенирование ДНК с использованием  одного
капилляра [2–5] аналогично использованию одной
трассы в блочном гель-электрофорезе. Здесь, не-
смотря на высокую скорость разделения, полная
производительность анализа низкая. Таким обра-
зом, встала задача  одновременного выполнения
ЭФ и детектирования на многих капиллярах.
В 1992 г. Mathies и Huang разработали подход, по-
лучивший название мультикапиллярного электро-
фореза — Сapillary array electrophoresis (CAE), для
параллельного секвенирования многих проб ДНК
[6]. Эти авторы сконструировали  конфокальный
флюоресцентный сканер и продемонстрировали
с его помощью возможность секвенирования ДНК
с определением размеров олиго- и  полинуклеоти-
дов одновременно в 25 параллельных капиллярах
[7]. МКЭ — прибор этой  конструкции, но уже
с  96 капиллярами [8]. Он активно используется
в центрах исследования генома  и в фармацевтиче-
ских компаниях, проводящих крупномасштабные
секвенирование и генотипирование ДНК. Эффек-
тивность использования приборов МКЭ для высо-
копроизводительного секвенирования иллюстри-
руется недавним сообщением о завершении про-
екта "Геном человека" [9], во многом ставшего
возможным благодаря использованию технологии
МКЭ [10].

Системы детектирования в  МКЭ
Все капилляры МКЭ должны освещаться с до-

пустимой (фотодеструкция!) мощностью, и сигнал
генерируемой в них флюоресценции должен де-

тектироваться с высокой чувствительностью
и точностью. К настоящему времени разработаны
подходы, в которых используются технологии
сканирования линейки капилляров или  получает-
ся ее изображение. При сканировании линейка ка-
пилляров или детектор движутся  вдоль оси ска-
нирования, перпендикулярной оси капилляров.
Схема четырехцветного планарного конфокально-
го флюориметра для МКЭ [11] обеспечивает вы-
сокую чувствительность при использовании высо-
коапертурного   объектива. При этом фоновая
флюоресценция и рассеяние света поверхностью
капилляров  минимизируются путем  конфокаль-
ного разделения. Для оптического возбуждения
при λ = 488 нм используется излучение 3–4 мВт
аргонового лазера. Линейка капилляров помещена
на специальную платформу, которая перемещает-
ся при помощи шагового двигателя со скоростью
1 см/с  перпендикулярно оси электрофореза. Де-
тектирование производится с частотой 2 Гц. Для
этой системы продемонстрированы высокая чув-
ствительность и хорошее отношение сигнал/шум,
поскольку используются оптимальная мощность
лазера и частота сканирования, обеспечивающие
детектирование большинства молекул ДНК, раз-
деляющихся в КЭ [12]. Флюоресценция собирает-
ся с помощью дихроичных светоделителей и не-
скольких узкополосных  светофильтров, отсекаю-
щих рассеянное лазерное излучение; разделяется
на  четыре канала детектирования и фокусируется
на ФЭУ. При использовании в МКЭ 96-капил-
лярного сканера,  автоматического нанесения пробы
и заполнения  капилляра ситовой матрицей суммар-
ное время секвенирования более чем 500 оснований
составляет менее двух часов. Можно было ожи-
дать, что в  96-капиллярном электрофорезе при рав-
ной мощности лазера будет наблюдаться  96-кратное
уменьшение сигнала по сравнению с одним  капил-
ляром. Это предположение, однако, не учитывает
влияния фотодеструкции на отношение сигнал/шум
и влияния высокой частоты сканирования в прибо-
рах МКЭ [12]. Время миграции 300-нуклеотидного
фрагмента ДНК, двигающегося через зону детекти-
рования, составляет ~ 8 с. Следовательно, при часто-
те сканирования 3 Гц полоса фрагмента ДНК успе-
вает детектироваться 24 раза. В этих условиях при
зоне детектирования диаметром 20 мкм и  мощно-
сти лазера 3–4 мВт обнаруживается 60 % молекул,
что является оптимальным для этого сканера. Аль-
тернативный прибор МКЭ основан на детектиро-
вании изображения облучаемой зоны капилляров
с помощью ПЗС-матрицы [13]. В этом случае про-
исходит  освещение капилляров, помещенных од-
ним концом в проточную электрофоретическую
ячейку, при помощи оптического волокна [14].
В подобной системе все капилляры освещаются
одновременно, однако фокусирование излучения
лазера на капиллярах с использованием оптоволо-
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конного делителя требует мощного лазера. Долж-
на применяться также линза большого диаметра,
чтобы собрать флюоресценцию  на  достаточном
удалении от линейки капилляров, что приводит
к уменьшению  апертуры. Такая система детекти-
рования более  чувствительна к рассеянию лазер-
ного излучения по сравнению с конфокальным
сканером, т. к. ее  пространственная фильтрация
ограничена. Однако ПЗС-система детектирования
лишена  движущихся частей и может обеспечить
100 %  детектирование флюоресцирующих моле-
кул в рабочем цикле. В системе детектирования
"on column", разработанной Ueno и Yeung, 50 мВт
луч лазера с помощью плосковыпуклой астигма-
тической линзы  фокусируется под углом  45о на
линейке капилляров. Освещенная область линейки
капилляров через линзу диаметром 50 мм изобража-
ется на ПЗС-матрице. На этой установке выполне-
но одновременное разделение 11 фрагментов ДНК
в 100 капиллярах [13]. В этой системе предел де-
тектирования зависит от положения капилляров
в пучке из-за гауссова распределения интенсивности
излучения в сфокусированном  лазерном пучке, по-
скольку "внеосевое" освещение может сильно  рас-
сеиваться.

Другой подход, использующий  волоконную
оптику,  разработан Quesada и Zhang [14]. Здесь
флюоресцентно-меченые фрагменты ДНК осве-
щаются в восьмикапиллярном пучке, а флюорес-
ценция  собирается   двумя перпендикулярно рас-
положенными к капиллярам   восьми волоконны-
ми световодами и отображается на спектрографе,
который параллельно показывает  полные спектры
флюоресценции из восьми капилляров. Низко-
апертурное освещение и высокоапертурный опто-
волоконный сбор флюоресценции позволяют дос-
тичь пикомольных пределов детектирования. Хотя
эти результаты кажутся внушительными, необхо-
димо разработать более эффективные соединения
оптического волокна с капилляром, чтобы приме-
нить этот подход для большего числа  капилляров.
Целью, которую ставили авторы описанных систем,
являлось увеличение масштаба МКЭ до 96 капил-
ляров. Недавно разработан  вращающийся  конфо-
кальный сканер, позволяющий легко преодолеть
96-капиллярный барьер. В этой системе объектив
микроскопа и система зеркал, вращающиеся внут-
ри кольца капилляров, возбуждают флюорофоры
и собирают флюоресценцию из каждого капилля-
ра. Таким образом более 1000 капилляров могут
быть установлены вокруг кольца диаметром
100 мм и детектироваться одновременно. В уста-
новке подобного типа, состоящей из 128 парал-
лельных капилляров, сигналы из каждого капил-
ляра представляются в виде четырех смежных
трасс четырех различных цветов, характерных для
каждого основания. Последовательности основа-
ний в каждом капилляре выравниваются

по времени. Этим путем была определена  после-
довательность нуклеотидов  314–323 в ДНК
M13mp18. Однако в 15 из 128 капилляров резуль-
тат был неудачным, но более  300 оснований легко
прочитывались в 80 % остальных капилляров. По-
добный сканер с 1000 капилляров может обеспе-
чить производительность в полмиллиона основа-
ний (> 500 kb) за один анализ при длине прочтения
фрагментов ДНК длиной в 500 оснований.

Проточная  (sheatflow) измерительная
ячейка для мультикапиллярного

электрофореза
Наиболее эффективное детектирование в муль-

тикапиллярном электрофорезе обеспечивает пред-
ложенная Kambara с сотрудниками [10]  футляр-
ная (sheatflow) измерительная электрофоретиче-
ская ячейка, состоящая  из трех последовательно
расположенных частей: 1) заполненной гелем ли-
нейки капилляров, 2) свободной от геля проточной
оптической ячейки и 3) свободных от геля капил-
ляров. Фрагменты ДНК элюируют из заполненной
гелем линейки капилляров в проточную ячейку
и удаляются из нее через полые капилляры. Воз-
буждение флюоресценции обеспечивается аргоно-
вым ионным лазером (λ = 488 нм) и YAG-лазером
(λ = 532 нм),  лучи которых направлены по длин-
ной оси проточной ячейки. Сигналы флюоресцен-
ции из всех капилляров в области проточной ячей-
ки изображаются на ПЗС-матрице. Поскольку
проба облучается в свободной от геля оптической
ячейке [10], эта система характеризуется низкими
фоновой флюоресценцией и рассеянием света за
счет устранения влияния стенок капилляров в об-
ласти радиации, которые рассеивают и  прелом-
ляют возбуждающее излучение лазера. Таким об-
разом, маршрут электрофореза  включает верхние
и нижние капиллярные линейки, между которыми
расположена заполненная буферным раcтвором
проточная ячейка. Верхняя  капиллярная линейка
состоит из 20 капилляров с гелем,  установленных
с 0.5 мм интервалами. При этом внутренний (i.d.)
и наружный (o.d.) диаметры  капиллярных трубок
соответственно составляют 0.1 и 0.2 мм. Нижняя
капиллярная линейка  состоит из 20 полых  капил-
лярных трубок (i.d.= 0.2, o.d.= 0.3). Капиллярные
линейки  выравниваются c точностью до 1 мм  так,
чтобы оси верхних и  нижних капилляров совпа-
дали. Буферный раствор вытекает из проточной
ячейки через нижние капилляры, образуя в про-
точной  ячейке утопленные (футлярные —
sheathflow  — виртуальные капилляры) в зоне
между верхними и  нижними капиллярами, из
которых  элюируемые из верхней капиллярной
линейки фрагменты ДНК перемещаются  вместе
с потоком буферного раствора (футлярным
потоком) в капилляры нижней линейки.

Фрагменты ДНК в области sheathflow в зоне
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на  0.5 мм ниже конца верхних капиллярных тру-
бок освещаются излучением лазера. Цилиндриче-
ская линза  собирает лазер-возбужденную флюо-
ресценцию  и  проецирует ее на  двумерный детек-
тор  (охлаждаемую ПЗС-камеру, соединенную  с
усилителем яркости изображения). Длина наблю-
даемой области может  меняться от 20 до 120 мм
путем изменения расстояния между облучаемой
областью и ПЗС-камерой (типичная длина капил-
лярной линейки  40 мм). Чувствительность детек-
тирования может быть увеличена,  если использо-
вать  более узкие капилляры и детектор с высоким
пространственным разрешением. Узкие проме-
жутки между капиллярами  предпочтительнее для
детектирования, т. к. общая флюоресценция, со-
бираемая цилиндрической линзой или  сканирую-
щей системой обратно пропорциональна длине
области измерения. Одновременное освещение
всех капилляров и цилиндрическая линзовая систе-
ма обеспечивают эффективный сбор флюоресцен-
ции, достаточный для обнаружения следовых коли-
честв ДНК. Это, как и высокая производительность,
особенно важно при секвенировании ДНК. Послед-
няя задача требует многих параллельных путей ми-
грации (капилляров) и быстрого электрофореза.
В  описанной системе нет движущихся частей
и время получения данных    может быть уменьше-
но до 0.1 с на один нуклеотид.

Прогресс в увеличении чувствительности
ВЭКЭ позволит в будущем детектировать в ка-
пиллярной линейке даже единичные молекулы.

ПРИМЕНЕНИЕ МКЭ В АНАЛИЗЕ ДНК

Секвенирование ДНК

Для секвенирования ДНК используются разные
методы, включая  primer walking undirectional
detection and shot gun sequencing [15, 16]. Shot gun
sequencing становится наиболее популярным ме-
тодом для крупномасштабного секвенирования
ДНК, поскольку он наиболее рентабелен и легко
автоматизируется. В одном из вариантов этого ме-
тода ДНК извлекается из клетки, ~ 50 kb фрагмен-
ты ДНК  клонируются в космиды, которые затем
статистически расщепляются либо ферментатив-
но, либо путем ультразвуковой обработки до
фрагментов длиной 2–4 kb. Эти фрагменты очи-
щаются, субклонируются в векторы, такие как
M13 или pUC19, и включаются в E. coli. После
выращивания клетки выделяют двухцепочечную
или одноцепочечную ДНК и секвенируют их, ис-
пользуя метод ферментативного секвенирования
(используя ДНК-полимеразу)  со статистическим
блокированием роста ДНК-цепи в результате
включения дидезоксинуклеотидов (терминаторов)
[17]. В разработанном Сэнжером методе секвени-

рования ДНК используются четыре праймера [18]
с разными флюоресцентными метками и соответ-
ственно четыре терминатора [19]. В автоматизи-
рованных вариантах   этого метода проба нагрева-
ется для денатурации до 95 оC. Затем температуру
снижают до 50–60 оC с целью отжечь 5' флюорес-
центно-меченый праймер. С помощью термостой-
кой ДНК-полимеразы формируется комплекс сек-
венируемой матрицы с 3' концом флюоресцентно-
меченого праймера и при 70 оC производится фер-
ментативное наращивание ДНК путем последова-
тельного включения дезоксинуклеотидов, ком-
плиментарных основаниям ДНК — матрицы (по-
лимеразная цепная реакция, ПЦР). Рост меченой
цепи останавливается после включения
в цепь дидезоксинуклеотида. Соотношение дезок-
си- и дидезоксинуклеотидов выбирается таким,
чтобы обеспечивалось статистическое включение
последних в растущую цепь ДНК. Таким образом,
копируемые удлиненные фрагменты — сенжеров-
ские копии ДНК представляют непрерывный ста-
тистический набор олиго- и полинуклеотидов
с одинаковыми концевыми нуклеотидами, пред-
ставляющими заданный терминирующий дидезо-
ксинуклеотид. При этом флюоресценция  красите-
ля на 5' конце праймера соответствует выбранно-
му терминатору. Получаемые таким образом
фрагменты ДНК (ПЦР-копии)  имеют длину до
500 оснований и более, причем скорость фермен-
тативного включения составляет несколько сот
оснований в секунду. Производится 30–40 циклов
ПЦР на той же матрице ДНК, в результате кото-
рых количество флюоресцентно-меченых фраг-
ментов ДНК многократно увеличивается. После-
дующие циклы реализуются периодическим на-
греванием реакционной смеси до 95 оC, отжигом
ДНК с праймером — чтобы отделить растущие
фрагменты от матрицы, и сопровождаются ростом
цепи. Далее содержимое всех  сосудов с ПЦР-про-
дуктами объединяют, ДНК осаждают этиловым
спиртом, чтобы, освободив  ПЦР-продукты от  из-
бытка реагентов и соли, подготовить образец  для
электрофоретической инжекции.

Флюоресцентные метки

Изначально используемые для секвенирования
флюоресцентно-меченые праймеры [18] не обла-
дали одинаково высокой молярной абсорбцией
при одной длине волны возбуждения. Для компен-
сирования этого многие  системы детектирования
МКЭ-секвенаторов использовали или две длины
волны возбуждения [3, 10, 20], или альтернатив-
ные cтратегии кодирования оснований [7, 20–22],
перспективность которых не отрицается. Однако
наиболее простое решение этой проблемы состоит
в использовании эффекта резонансного переноса
энергии (РПЭ) между флюорофорами: донором
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и акцептором. Это было продемонстрировано на
примере праймеров, содержащих общий краси-
тель: донор  на 5' конце и краситель-акцептор на
расстоянии 8–10 нуклеотидов от 5' конца [23, 24].
Энергия, полученная молекулой донора при по-
глощении кванта на длине λ = 488 нм, безызлуча-
тельно переносится на молекулу акцептора, кото-
рая флюоресцирует на характеристичной для тер-
минатора длине волны, отличной от таковой
у красителя-донора. Номенклатура используемых
РПЭ-красителей обозначается аббревиатурой  D—
N—A,  в которой D — донор, А — акцептор, а N —
число нуклеотидов между D и А. Обычно в каче-
стве донора выступает  карбоксифлюоресцеин,
а акцепторами являются производные родамина:
R110, R6G, TAMRA и ROX. При возбуждении λ =
= 488  нм праймеры с РПЭ  имеют  в  2–14 раз бо-
лее высокую интенсивность флюоресценции, чем
праймеры, меченные одинарным  красителем  [23].
Было показано преимущество цианиновых краси-
телей в качестве общего донора в РПЭ-праймерах
[25].  Из-за высокой молярной абсорбции циани-
нов по сравнению с флюоресцеином интенсив-
ность флюоресценции РПЭ-праймеров в 24 раза
выше таковой у меченых одинарным  красителем.
Наряду с этим у цианинов меньшее спектральное
перекрывание. Использование родаминовых про-
изводных в качестве  четырех акцепторных флюо-
рофоров минимизирует разницу электрофоретиче-
ских подвижностей у протяженных фрагментов
ДНК [25]. Более высокие интенсивности сигналов
праймеров обеспечивают  большую  длину про-
чтения последовательностей ДНК и  большую
точность соотнесения оснований. Все это позволя-
ет уменьшать  массу ДНК, используемую для про-
ведения реакций секвенирования [11, 23–26]. Было
продемонстрировано использование РПЭ-прай-
меров для определения размеров коротких танде-
мов [27], что, в частности, использовалось для ди-
агностики рака [28], и разработки новой cтратегии
кодирования оснований для секвенирования ДНК
[29]. Опираясь на разработку РПЭ-праймеров, бы-
ли  созданы некоторые альтернативные варианты
РПЭ-красителей, так называемые блочные
РПЭ-красители, в которых молекулы донора и ак-
цептора соединены через молекулу-линкер, обес-
печивающую наибольший перенос резонансной
энергии. Их успешное использование как для ме-
чения праймеров, так и  терминаторов с дальней-
шим проведением реакций секвенирования было
продемонстрировано в работах [25, 30–33].

Ситовая матрица
Для капиллярного электрофореза при секвени-

ровании ДНК первоначально использовались сши-
тые полиакриламидные гели (ПААГ) [2–4].  Раз-
деляющая способность геля зависит от его порис-

тости, которая, в свою очередь, зависит от  моле-
кулярнoй массы и концентрации мономера и сши-
вающего агента. К сожалению, ограниченный
срок службы подобных гелей, недостаточная вос-
производимость полимеризации и неустойчивость
полимерной матрицы в капиллярах первоначально
сдерживали использование ВЭКЭ  для секвениро-
вания ДНК.

Чтобы автоматизировать ВЭКЭ-секвени-
рование ДНК и увеличить срок службы капилляр-
ных колонок, была разработана перезаполняемая
ситовая  матрица, позволяющая  освобождать ка-
пилляры от геля и восстанавливать их после каж-
дого разделения. Перезаполняемая ситовая матри-
ца должна  обладать малой вязкостью и высокой
сепарационной  эффективностью. Для минимизи-
рования электроосмотического потока (ЭОП)
в большинстве случаев требуется модификация
стенок капилляра.  Предложены многочисленные
перезаполняемые ситовые матрицы, включая ли-
нейный полиакриламид (ЛПАА, LPA [34]), поли-
диметилакриламид  (ПДМАА, PDMA [35]), поли-
этиленоксид (ПЭО, PEO [36]), гидроксиэтилцел-
люлозу (ГЭЦ, HEC) и поливинилпироллидон
(ПВП, PVP [37]). Причем маловязкие полимерные
растворы (< 100 Па·с) типа PDMA и PVP обеспе-
чивают однонуклеотидное разрешение, необходи-
мое для секвенирования ДНК, при этом некова-
лентно связанные со стенкой капилляра полимеры
подавляют взаимодействие с ней ДНК  и ЭОП.
Эти полимеры имеют умеренную разделяющую
эффективность, обеспечивая секвенирование ДНК
размером до 500–600 оснований за ~ 2 ч.

Полимеры с умеренной вязкостью (1000–
5000 Па·с), включая PEO, HEC и перезаполняемый
LPA,  могут использоваться с немодифицирован-
ными полыми капиллярами, но требуют предвари-
тельную кислотную обработку поверхности ка-
пилляров перед каждым электрофоретическим
пробегом  [38]. Однонуклеотидное разделение до
~ 300 оснований было достигнуто при использо-
вании смешанных PEO-матриц [21]. Как LPA, так
и HEC требуют модификации стенок капилляров
для подавления ЭОП и достижения высокой эф-
фективности разделения. Было достигнуто одно-
нуклеотидное разделение до 600 оснований
за ~ 70 мин при использовании в качестве матри-
цы HEC. Достигнут прогресс и в разработке пере-
заполняемых LPA ситовых матриц [5, 34]. Поли-
меризация LPA зависит от чистоты мономера, со-
держания кислорода и температуры. 2 %-е длинно-
цепочечные LPA-гели в капиллярах, покрытых по-
ливиниловым спиртом, использовались для разделе-
ния более чем 1000 оснований за  80 мин при 60 °C.
Эти гели могут легко закачиваться в капилляр под
давлением ~1.3 мПа и, таким образом, обладают
всеми свойствами, необходимыми для секвениро-
вания ДНК.
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Была произведена оценка эффективности LPA,
HEC, и смеси PEO, и HEC при секвенировании
ДНК в идентичных условиях разделения с одина-
ковыми образцами ДНК и системами детектиро-
вания [1].  Перезаполняемый  LPA обеспечил
за самое короткое время самую большую длину
прочтения (1000 оснований) по сравнению с 600 ос-
нованиями в HEC и < 300 оснований в смеси
HEC—PEO. Перезаполняемый LPA  перспективен
для крупномасштабных проектов секвенирования,
которые требуют больших длин прочтения и вы-
сокоэффективного разделения. Чтение длинной
последовательности уменьшает число необходи-
мых реакций секвенирования  и вследствие этого
уменьшает расход реагентов, в конечном счете
снижая стоимость секвенирования ДНК.

Очистка и нанесение пробы

Реакции секвенирования ДНК выполняются
в  буферных растворах  высокой концентрации
(250 мМ Трис-HCl, 12.5 мМ MgCl2), необходимых
для эффективной работы ДНК-полимеразы. Одна-
ко  высокие концентрации соли осложняют широ-
ко используемую в ВЭКЭ электрокинетическую
инжекцию.  Поэтому пробы после проведения ре-
акций секвенирования ДНК осаждают этанолом.
Однако эта операция оставляет неопределенное
количество соли в пробах. Отсюда возникает не-
обходимость в усовершенствовании  методов очи-
стки проб. Группа Каргера недавно разработала
метод, использующий полисульфоновые  ультра-
фильтрационные мембраны и центрифугируемые
колонки для удаления матрицы и соли из продук-
тов реакции ферментативного секвенирования
[39]. Этот метод улучшает воспроизводимость на-
несения пробы, обеспечивая 10–50 кратное увели-
чение количества наносимой пробы. Однако для
разработки высокопроизводительной системы се-
квенирования с использованием этого метода тре-
буется автоматизация двух стадий: центрифугиро-
вания и фильтрации. Были также разработаны как
часть интегральных  систем МКЭ методы очистки
проб ДНК, включающие жидкостную ионообмен-
ную [40] и эксклюзионную [41, 42] хроматогра-
фии. Поскольку используемые для этих целей
колонки  имели длину ~30 см и требовали для
эффективной работы специальных клапанов и на-
сосов, затруднялась интеграция этих методов
с высокопроизводительными системами  МКЭ.
Процесс нанесения ДНК-проб в капилляры ос-
ложняется и потому, что объем пробы, необходи-
мый для контакта с капилляром, составляет не-
сколько микролитров, хотя только небольшая доля
(< 0.1 %) этого количества фактически попадает
в капилляр. Отсюда очевидна необходимость раз-
работки новых методов эффективной низкообъем-
ной  очистки пробы и ее инжекции в прибор МКЭ

с целью полной автоматизации и уменьшения
стоимость МКЭ-секвенирования.

Применение
Оценивалась эффективность систем и методов

МКЭ для высокопроизводительного секвенирова-
ния реальных образцов ДНК. Так Kheterpal c со-
трудниками оптимизировали конфокальный
МКЭ- сканер, РПЭ-праймеры и методы секвени-
рования для определения нуклеотидной последо-
вательности митохондриальной (mt) ДНК  [12].
Каждый из 12 мотивов гипервариабельной облас-
ти 1 (HVR D)  человеческой  (mt)  ДНК  из попу-
ляции  Сьерра-Леоне (Западная Африка) секвени-
ровался с однонуклеотидным разрешением всех
500 фрагментов. Нуклеотидная последователь-
ность  определялась с 99 %-й точностью. Этот
эксперимент секвенирования  используется как
тест  для МКЭ-сканера и РПЭ-праймеров. Mathies
использовал планарные МКЭ-сканеры, перезапол-
няемую LPA-матрицу и РПЭ-праймеры для секве-
нирования генов Anabaena. Удалось путем секве-
нирования и сборки шести фрагментов,  отсекве-
нировать более 250 000 оснований. Mathies′ом
коммерчески разработана оптимизированная
96-капиллярная версия МКЭ, предложенная для
секвенирования ДНК. Например, проект shot gun се-
квенирования полного микробного  генома  Candida
albicans был завершен с использованием  МКЭ с пе-
резаполняемой LPA-матрицей и РПЭ-праймерами.
При этом большинство длин ДНК составляло
550 оснований, которые прочитывались за  90 мин.
Полная читаемость, которая определялась как
процент матриц с прочитываемыми  последова-
тельностями, составляла 88 %.  Таким образом,
показано, что МКЭ системы обеспечивают авто-
матизированное, высокоскоростное,  высокопро-
изводительное  секвенирование ДНК.

Перспективы
Главное направление оптимизации МКЭ-тех-

нологии — увеличение точности и скорости секве-
нирования. В связи с этим отмечается, что МКЭ-си-
стемы имеют фундаментальные ограничения. Во-
первых, — в числе капилляров: с увеличением ли-
нейки ее труднее изготовить и с ней работать.
Во вторых, — в эффективности нанесения пробы.
Можно полагать, что эти и другие проблемы раз-
решатся путем перехода к микрофлюидным сис-
темам МКЭ. Woolley и Mathies впервые продемон-
стрировали микрочип-секвенирование ДНК
в пределах 200 оснований за 10 мин c использова-
нием сшитого ПААГ [26].  С тех пор достигнуто
разделение более чем 400 оснований за 15 мин.
Разделение олиго- и полинуклеотидов при одно-
цветном секвенировании [43] и четырехцветном
секвенировании было выполнено за 20 мин
в капилляре длиной 7 см, при этом  прочитывалось
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больше 600 оснований  [44]. Качество разделения
при секвенировании на микрофлюидных устрой-
ствах быстро приближается к получаемому
c использованием стандартной капиллярной сис-
темы. Этот быстрый переход в новое качество
произошел потому, что крестообразный канал
ввода пробы позволяет наносить малые концен-
трированные пробы с уменьшенным содержанием
соли путем адсорбционного взаимодействия ДНК
с матрицей геля. Это достижение вместе с проде-
монстрированной недавно чип-МКЭ-системой
(Mathies) показало возможность анализировать
до 96 образцов на единичном 100 мм микрочипе
[45] представляет путь к дальнейшему увеличе-
нию скорости и производительности МКЭ при се-
квенировании ДНК.
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HIGH-PERFORMANCE  CAPILLARY  ELECTROPHORESIS
AND  MICROFLUIDIC  CHIP-ANALYZERS.

I. INSTRUMENTS  FOR  HIGH-PERFORMANCE  CAPILLARY
ELECTROPHORESIS

B. G. Belenkii, V. E. Kurochkin

Institute for Analytical Instrumentation RAS, Saint-Petersburg

This two-part paper outlines the present approach to the method of capillary electrophoresis and its place
among other methods of analytical chemistry, in particular, as compared to liquid chromatography. The most ef-
ficient instrumental embodiments of capillary electrophoresis are considered: from the Nanofor series instru-
ments to microchips. The first part is devoted to classical realizations of high-performance capillary electropho-
resis (HPCE), their applications, evolution of the method toward multicapillary electrophoresis stimulated by
the problem of DNA decoding. An overview of sequencing techniques is given.


