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Однонуклеотидные полиморфные маркеры (SNP) – наиболее распространенный тип генетического по�
лиморфизма. Несмотря на прогресс в технологиях секвенирования и постгеномных технологиях, точеч�
ное генотипирование SNP остается самым востребованным подходом в генетике человека и медицин�
ской генетике. В работе описан опыт применения мультиплексного генотипирования SNP с помощью
масс�спектрометрии MALDI�TOF для анализа генетического разнообразия генов иммунного ответа в
популяциях человека. Показано, что масс�спектрометрия MALDI�TOF – это быстрый, точный и эф�
фективный метод для среднемасштабного генотипирования SNP. В четырех исследованных российских
популяциях (русские, коми, ханты и буряты) выявлен близкий спектр аллельных частот 56 SNP в 41 ге�
не, продукты которых участвуют в регуляции иммунного ответа. В изученных популяциях зафиксирован
сходный уровень генетического разнообразия и обнаружена кластеризация популяций в соответствии с
их географической локализацией. Оценена экономическая эффективность генотипирования с помощью
масс�спектрометрии MALDI�TOF в сравнении с технологией ПЦР в реальном времени. 

Ключевые слова: однонуклеотидные полиморфные маркеры (SNP), масс�спектрометрия MALDI�TOF,
мультиплексное генотипирование, ПЦР в реальном времени, генетическое разнообразие, популяции че�
ловека, гены иммунного ответа.

MULTIPLEX GENOTYPING OF SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS BY MALDI�TOF
MASS�SPECTROMETRY: FEREQUENCIES OF 56 SNP IN IMMUNE RESPONSE GENES IN HU�
MAN POPULATIONS, by V. A. Stepanov*, E. A. Trifonova (Research Institute for Medical Genetics, Russia
Academy of Medical Sciences, Tomsk, 634050 Russia; *e�mail: vadim.stepanov@medgenetics.ru). Single nu�
cleotide polymorphism (SNP) are the most common type of genetic polymorphisms. Despite the progress in se�
quencing and postgenomic technologies, point genotyping of SNPs remains the most demanded approach in hu�
man and medical genetics. In this paper, the experience in the application of multiple SNP genotyping using
MALDI�TOF mass�spectrometry for the analysis of genetic diversity of immune response genes in human pop�
ulations has been described. It is demonstrated that MALDI�TOF mass�spectrometry is rapid, accurate and
efficient method for medium�scale SNP genotyping. In four populations (Russian, Komi, Khant, and Buryat)
the similar spectrum of allelic frequencies for 56 SNPs in 41 genes implicated in the regulation of immune re�
sponse was found. Populations under study have the similar level of genetic diversity and are clustered according
their geographic location. Economic effectiveness of MALDI�TOF mass�spectrometry in comparison with a
real time PCR technology is estimated.
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ГЕНОМИКА. 
ТРАНСКРИПТОМИКА

Однонуклеотидные полиморфные маркеры
(SNP, single nucleotide polymorphism) представля�
ют собой наиболее распространенный тип гене�
тического полиморфизма. В текущей версии базы

данных dbSNP (build 137), аккумулирующей ин�
формацию об однонуклеотидной вариабельности
геномов, описано около 38 млн. валидированных
SNP в геноме человека [1]. Тем самым, в среднем
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один из каждых 100 нуклеотидов в геноме человека
вариабелен. Прогрессу в накоплении информации
о вариабельности генома человека способствует
появление технологий секвенирования ДНК сле�
дующего поколения (NGS) и работа международ�
ных консорциумов HapMap и “1000 геномов” [2, 3].
В каждом индивидуальном геноме при NGS�ресе�
квенировании обнаруживается 3–5 млн. SNP [4–
7].Считается, что геномы двух неродственных ин�
дивидов различаются, в среднем, по одному нук�
леотиду из каждой тысячи.

Несмотря на прогресс в технологиях секвени�
рования и постгеномных технологиях, точечное
генотипирование SNP остается самым востребо�
ванным подходом в генетике человека и меди�
цинской генетике. Анализ вариабельности SNP
используется в генетическом картировании бо�
лезней человека, в ассоциативных исследованиях
(в том числе полногеномных) распространенных
болезней, в популяционной и эволюционной ге�
нетике человека, в ДНК�диагностике моноген�
ных заболеваний, при ДНК�идентификации в
криминалистике и судебной медицине и во мно�
жестве других фундаментальных направлений и
практических приложений [8].

Технологии генотипирования SNP развивались
в течение последних трех десятилетий от «ручного»
генотипирования единичных маркеров методами
гибридизации нуклеиновых кислот, ПЦР и выяв�
ления различий в ампликонах (ПЦР�ПДРФ, ал�
лель�специфической ПЦР и др.) до автоматизиро�
ванного мультиплексного анализа сотен тысяч–
нескольких миллионов SNP на высокоплотных
микроматрицах ДНК (биочипах) [8–11].

На сегодня самый распространенный метод ге�
нотипирования SNP в лабораторной и исследова�
тельской практике – ПЦР в реальном времени с
использованием флуоресцентно�меченых зондов
(TaqMan�проб) [12]. Для более масштабных иссле�
дований применяют генотипирование на высоко�
плотных биочипах [9, 13, 14]. Первый из этих под�
ходов позволяет в рамках одного эксперимента по�
лучать данные о единичных маркерах в сотнях или
тысячах образцов, второй – о десятках и сотнях ты�
сяч SNP в единицах или десятках образцов. При
этом ниша промежуточного масштаба, самого вос�
требованного при решении большинства задач –
генотипирование десятков или сотен маркеров в
сотнях образцов, – остается слабо заполненной со�
временными технологическими решениями. Под�
ходы, основанные на низкоплотных микроматри�
цах ДНК [15–19] или на SNaPShot�анализе с помо�
щью капиллярного гель�электрофореза [20, 21],
остаются мало востребованными из�за ограниче�
ний в возможности мультиплексирования и ли�
митированной разрешающей способности в раз�
делении ампликонов.

Одна из технологий, “работающей” в описы�
ваемой нише задач, – масс�спектрометрия био�
логических макромолекул, в том числе ДНК [22].
В генетике и молекулярной биологии технологии
на основе масс�спектрометрии используются для
генотипирования, анализа экспрессии и метили�
рования ДНК [23–25]. В данной работе представ�
лен опыт применения мультиплексного геноти�
пирования SNP с помощью масс�спектрометрии
на примере анализа 56 маркеров в генах иммун�
ного ответа в популяциях человека, а также при�
водится оценка экономической эффективности
разработанного подхода в сравнении с технологи�
ей ПЦР в реальном времени. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Принцип метода масс�спектрометрии MALDI�
TOF. Метод масс�спектрометрии заключается в
измерении отношения массы заряженных ча�
стиц вещества к их заряду. Существуют различ�
ные способы ионизации органических веществ в
зависимости от природы и фазы вещества. Ме�
тод матрично�активированной лазерной десорб�
ции/ионизации (MALDI, matrix assisted laser de�
sorption/ionisation) позволяет ионизировать
крупные биомолекулы без их деградации и за�
ключается в облучении короткими лазерными
импульсами образца, представляющего собой
твердый раствор анализируемого соединения в
органической матрице. Матрица выбирается та�
ким образом, чтобы ее молекулы активно погло�
щали фотоны, эмитируемые УФ� или ИК�лазе�
ром. Над поверхностью образца создается плот�
ная высокотемпературная плазма, в которой
наряду с молекулами и ионами матрицы оказы�
ваются и молекулы анализируемого соединения.
Ионизация последних путем поглощения энер�
гии фотонов или в результате ионно�молекуляр�
ных реакций приводит к образованию положи�
тельных и отрицательных ионов, которые вытал�
киваются высоким потенциалом из области
ионизации и направляются в анализатор. В анали�
заторе заряженные частицы разделяются по вре�
мени пролета определенного расстояния (TOF,
time of flight), при этом время пролета пропорцио�
нально соотношению массы частицы к ее заряду. В
настоящее время методом MALDI�TOF успешно
анализируют пептиды, белки, нуклеотиды, поли�
сахариды, синтетические полимеры, гуминовые
кислоты, органические комплексные соединения
и другие биомолекулы с молекулярными массами
до нескольких сотен тысяч дальтон [22].

Основные этапы эксперимента. Мультиплекс�
ное генотипирование проводили на масс�спек�
трометре MassARRAY Analyzer 4 (“Seqeunom”,
США). Процесс подготовки и анализа образцов
состоит из ряда последовательных этапов:

1) мультиплексная ПЦР;
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2) SAP�реакция;

3) iPLEX�реакция;

4) ионизация и анализ спектров.

После iPLEX�реакции образцы обессоливают,
наносят на SpectroCHIP и анализируют с помо�
щью масс�спектрометрии MALDI�TOF. На ри�
сунке 1 представлены основные этапы генотипи�
рования с помощью масс�спектрометра MassAR�
RAY Analyzer 4. 

Образцы ДНК. В работе использовали образцы
ДНК, выделенные из лимфоцитов перифериче�
ской крови стандартными способами. Всего про�
анализировано 192 образца крови, взятой у инди�
видов четырех различных популяций: русские из
г. Томска (N = 48), коми�зыряне из г. Сыктывкар
Республики Коми (N = 48), ханты из пос. Казым
Ханты�Мансийского автономного округа Тюмен�
ской области (N = 48) и буряты из пос. Курумкан
Республики Бурятия (N = 48).

Гены и SNP. Исследование проведено на 58
SNP в генах, продукты которых участвуют в регу�
ляции иммунного ответа. На основании анализа
базы данных по полногеномным ассоциативным

исследованиям (GWAS) Национального институ�
та исследования генома человека США (NHGRI)
[26] выбраны маркеры, ассоциированные с бо�
лезнями аутоиммунной природы (системная
красная волчанка, рассеянный склероз, ревмато�
идный артрит), либо с продукцией цитокинов и
иммуноглобулина Е. Маркеры отбирали по сле�
дующим критериям: высокая степень достовер�
ности ассоциации с фенотипом, полученная в
GWAS (p ≤ (5 × 10–8)); повторяемость ассоциации
с геном/маркером в нескольких GWAS; локали�
зация маркера в кодирующей или регуляторной
областях генома; подтверждение функциональ�
ной значимости полиморфизма по литератур�
ным данным. 

Дизайн праймеров. Выбранные SNP объединя�
ли в два мультиплекса: первый включал 34 поли�
морфных варианта, второй – 24. Состав мульти�
плексов приведен в табл. 1. Дизайн праймеров
осуществляли с помощью программного обеспе�
чения Sequenom Assay Design (“Sequenom”) до�
ступного в он�лайн режиме на сайте www.sequen�
om.com. К каждому маркеру подобрали по два
ПЦР�праймера (прямой и обратный) и пролон�

ПЦР�амплификация
Прямой ПЦР�праймер

5'
3'
Геномная ДНК

Обратный ПЦР�праймер

ПЦР�продукт

SAP�реакция

[C/G]

[G/C]

Праймер
Аллель 1

Аллель 2

Удлинение в сайте SNP

iPLEX Gold реакция

Анализ MALDI�TOF масс�спектрометрии

G
C

Спектр

Спектр 24�плексной реакции
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80
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40
20

0
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Рис. 1. Стадии подготовки и анализа образцов при генотипировании методом масс�спектрометрии MALDI�TOF.
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гирующий праймер для iPLEX�реакции. В масс�
спетрометрическом анализе продуктов мульти�
плексной ПЦР для успешной идентификации
маркеров и аллелей необходимо, чтобы масса
пролонгирующих праймеров различалась, по
крайней мере, на 30 Да для различных SNP и на 5
Да между ампликонами альтернативных аллелей
одного маркера. Праймеры синтезированы ком�
панией “Metabion” (Германия). Последователь�
ности праймеров доступны по запросу у авторов. 

Мультиплексная ПЦР. Цель данного этапа –
наработка ампликонов, которые содержат ис�
следуемые SNP. ПЦР проводили в 96�луночных
планшетах в объеме 5 мкл на амплификаторах
“Thermo Scientific” (Германия) и “Applied Biosys�
tems” (США) в присутствии 10 нг геномной
ДНК�матрицы и смеси ПЦР�праймеров соот�
ветствующего мультиплекса. Схема ПЦР: на�
чальная денатурация при 94°С (5 мин), затем
42 циклa амплификации в следующих условиях:

Таблица 1. Состав мультиплексов для ПЦР и масс�спектрометрии

Мультиплекс 1 Мультиплекс 2

№ SNP (rs) Ген № SNP (rs) Ген

1 rs1042713 ADRB2 1 rs1024161 CTLA4

2 rs11150610 ITGAM 2 rs11865121 CLEC16A

3 rs1128334 ETS1 3 rs1800875 CMA1

4 rs12722489 IL2RA 4 rs20541 IL13

5 rs1295685 IL13 5 rs2227306 IL8

6 rs1327474 IFNgR1 6 rs2230926 TNFAIP3

7 rs13277113 BLK 7 rs2234711 IFNgR1

8 rs1335532 CD58 8 rs2240335 PADI4

9 rs144651842 IL4RA 9 rs2300747 CD58

10 rs1800693 TNFRSF1A 10 rs2305480 GSDMB

11 rs1800896 IL10 11 rs231735 CTLA4

12 rs1801275 IL4RA 12 rs2381416 IL33

13 rs1805015 IL4RA 13 rs2476601 PTPN22

14 rs1837253 TSLP 14 rs2569190 CD14

15 rs2056626 CD247 15 rs3087243 CTLA4

16 rs2070874 IL4 16 rs324015 STAT6

17 rs2104286 IL2RA 17 rs3890745 STAT4

18 rs2227284 IL4 18 rs485499 IL12A

19 rs2430561 IFNg 19 rs5744455 CD14

20 rs2546890 LOC285626 20 rs6441286 IL12A

21 rs2618476 BLK 21 rs7097397 WDFY4

22 rs2736340 BLK 22 rs907092 IKZF3

23 rs3761847 TRAF1 23 rs9303277 IKZF3

24 rs3790567 IL12RB2 24 rs9888739 ITGAM

25 rs3821236 STAT4

26 rs4810485 CD40

27 rs4986790 TLR4

28 rs5743708 TLR2

29 rs6604026 RPL5

30 rs6679677 PTPN22

31 rs6897932 IL7R

32 rs6920220 TNFAIP3

33 rs743777 IL2RB

34 rs7574865 STAT4
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денатурация при 94°С (20 с), отжиг при 56°С (40 с),
элонгация при 72°С (60 с), после чего пробы ин�
кубировали 5 мин при 72°С. 

SAP�реакция. SAP�реакция – дефосфорилиро�
вание не включенных в ампликоны дезоксинук�
леотидтрифосфатов (dNTPs) щелочной фосфата�
зой (SAP). Данный этап необходим для удаления
из продуктов амплификации не прореагировав�
ших dNTPs. Процедура выполняется на 96�лу�
ночных ПЦР�планшетах после реакции ампли�
фикации. В продукты амплификации, полученные
на первом этапе, добавляют SAP�смесь (“Sequen�
om”), состоящую из однократного SAP�буфера и
0.5 единиц на образец щелочной фосфатазы креве�
ток. Далее ПЦР�планшеты центрифугируют и ин�
кубируют при 37°С в течение 40–50 мин, а затем,
для инактивации SAP, прогревают при 85°С в тече�
ние 5–20 мин.

iPLEX�реакция. На этом этапе происходит муль�
типлексное удлинение пролонгирующих прайме�
ров путем включения модифицированного дидез�
окситрифосфата (ddNTP) с модифицированной
массой, комплементарного нуклеотиду, находяще�
муся в полиморфной позиции каждого из SNP. В
результате образуется смесь коротких ПЦР�про�
дуктов, соответствующих аллелям представлен�
ных в мультиплексе полиморфных маркеров. По�
сле SAP�реакции в образец добавляют раствор,
содержащий десятикратный iPLEX�буфер (“Se�
quenom”), ДНК�полимеразу (iPLEX�фермент,
“Sequenom”), четыре ddNTPs с измененной мо�
лекулярной массой, и смесь пролонгирующих
праймеров. Необходимо отметить, что вследствие
зависимости между детектируемой интенсивно�
стью и массой анализируемого вещества в масс�
спектрометрии MALDI�TOF, требуются различ�
ные концентрации пролонгирующих праймеров
в реакционной смеси (концентрация праймеров с
низкой молекулярной массой должна быть мень�
ше концентрации праймеров с большей массой).
Программа амплификации включает 1 цикл на�
чальной денатурации при 94°С (30 с), далее
40 циклов, состоящих из денатурации при 94°С
(5 с), отжига при 52°С (5 с), элонгации при 80°С
(5 с), после чего образцы инкубируют 5 мин при
температуре 72°С. Реакция проводится в том же
планшете, что и предыдущие стадии эксперимента.

Очистка ПЦР�продуктов (обессоливание об�
разцов). Чтобы избежать повышенного фонового
шума в масс�спектрометрическом анализе, необ�
ходимо очистить реакционную смесь от солей, на�
копившихся при мультиплексной ПЦР и iPLEX�
реакции. Для удаления ионов Na+, K+, и Mg2+

продукты реакции обрабатывают смолой Spectro�
CLEAN (“Sequenom”). В каждую лунку 96�луноч�
ного планшета добавляют 15 мг смолы, планшет
заклеивают пленкой, вращают на ротаторе 15 мин

и затем центрифугируют при 3200 × g в течение
5 мин.

Перенос образцов на спектро�чип. Перед иони�
зацией образцов и анализом масс�спектров об�
разцы необходимо перенести на спектро�чип.
Спектро�чип (“Sequenom”) представляет собой
96� или 384�луночный носитель с MALDI�матри�
цей для ионизации. Перенос образцов из ПЦР�
планшетов на спектро�чип осуществляется в ав�
томатическом режиме на рабочей станции Nano�
dispenser RS1000 (“Sequenom”). В каждую из лу�
нок спектро�чипа наносится 8–12 нл образца.

Ионизация образцов и анализ масс�спектров.
Спектро�чип помещается в рабочую камеру масс�
спектрометра, где происходит последовательная
ионизация образца в каждой из лунок чипа и раз�
деление ионизированных частиц по массе. Про�
цесс ионизации и получения масс�спектров 96�лу�
ночного спектро�чипа занимает примерно 20 ми�
нут. Анализ масс�спектров в реальном времени
поводят с помощью программного обеспечения
MassARRAY TYPER 4.0 (“Sequenom”). Этот же па�
кет программ используют для дальнейшего анали�
за и документирования результатов эксперимента.

Статистическая обработка результатов. Для
анализа полученных данных применяли стан�
дартные методы популяционной генетики и мате�
матической статистики. Соответствие распределе�
ния генотипов равновесию Харди–Вайнберга оце�
нивали, используя точный тест Гуо и Томсона, а
межпопуляционные различия – по коэффициен�
ту генной дифференциации (Gst). Многомерный
анализ частот аллелей проводили методом глав�
ных компонент в пакете программ Statistica
(“StatSoft”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ масс�спектров и генотипирование

На рисунке 2 приведен пример масс�спектра,
полученного для одного из образцов по мульти�
плексу 2 на 24 SNP. Анализируемые молекулы
распределены по массе от 5000 до 9000 Да; при
этом в указанном интервале возможна детекция
72 продуктов – по 3 на каждый SNP, включая ис�
ходный пролонгирующий праймер и 2 продукта
iPLEX�реакции, состоящие из пролонгирующего
праймера с присоединенным нуклеотидом, соот�
ветствующим одному из двух альтернативных ал�
лелей. Позиции возможных пиков масс�спектра
для 72 продуктов показаны вертикальными пре�
рывистыми линиями. В данном образце успешно
прошла амплификация и элонгация всех 24 мар�
керов, и мы видим 24 пика пролонгирующих
праймеров и 29 пиков специфических продуктов
iPLEX�реакции (17 маркеров в гомозиготном со�
стоянии и 6 – в гетерозиготном). Заметим, что
при этом пики для непролонгированных прайме�



6

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 47  № 6  2013

СТЕПАНОВ, ТРИФОНОВА

ров не превышают 50 единиц интенсивности и
всегда ниже, чем пики продуктов iPLEX�реакции
для соответствующего SNP, что свидетельствует о
высокой эффективности iPLEX�реакции и вклю�
чении большей части молекул праймеров в спе�
цифичный iPLEX�продукт. 

На рис. 3 представлен фрагмент масс�спектра
24�плексной реакции для трех образцов с тремя раз�
личными генотипами по rs20541. Разница между
специфичными для аллелей продуктами iPLEX�ре�
акции в 16 Да позволяет легко идентифицировать
аллели и генотипы даже при анализе масс�спектра
вручную.

Автоматическое чтение генотипов на основе
мультиплексного масс�спектра в пакете MassAR�
RAY TYPER 4.0 основано на анализе соотношения
высоты пиков продуктов iPLEX�реакции двух ал�
лелей. Пример кластеризации образцов в соответ�
ствии с генотипами для rs20541 в 24�плексной ре�
акции приведен на рис. 4. Несмотря на существен�
ный разброс высоты пиков между образцами, в
данном примере успешно определены генотипы
всех 95 образцов. Один образец без пиков (аллели

не найдены), находящийся в нулевой точке осей
координат, соответствует контрольному образцу
без ДНК. 

Эффективность генотипирования

В рамках настоящей работы нами проведено
4 эксперимента по анализу эффективности и
воспроизводимости метода – генотипирование
двух разработанных мультиплексов (34�плекс и
24�плекс) в двух планшетах. Один из планшетов
включал образцы коми и русских, второй – бурятов
и хантов. В каждом из 96�луночных планшетов ана�
лизировали 95 образцов из соответствующих попу�
ляций и один контрольный образец без ДНК. Неко�
торые образцы дублировали для проверки воспро�
изводимости генотипов. 

Общая эффективность генотипирования в
24�плексной реакции оказалось очень высокой
(табл. 2). Генотипы прочитаны практических во
всех образцах для всех SNP. Суммарное значение
параметра “call rate” (доля определенных гено�
типов из всех возможных) составило 98.64%. 
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Рис. 2. Масс�спектр образца 24�плексной реакции (мультиплекс 2). Пример гомозиготного генотипа (rs20541): 1 – по�
зиция пика нативного пролонгирующегося праймера без включенных ddNTP; 2 – позиция пика олигонуклеотида для
аллеля Т (пик отсутствует); 3 – позиция пика олигонуклеотида для аллеля С (пик присутствует). Пример гетерозигот�
ного генотипа (rs6441286): 4 – позиция пика нативного пролонгирующегося праймера без включенных ddNTP; 5 – по�
зиция пика олигонуклеотида для аллеля G (пик присутствует); 6 – позиция пика олигонуклеотида для аллеля Т (пик
присутствует).

Таблица 2. Доля выявленных генотипов (call rate) в мультиплексных реакциях

Эксперимент

Мультиплекс 1 (34�плекс)* Мультиплекс 2 (24�плекс) Сall rate,
суммарно 

(%)
всего

 генотипов
генотип не 
определен

Call 
rate (%)

всего
 генотипов

генотип не 
определен

Call 
rate (%)

Планшет 1 3040 113 96.29 2280 26 98.85 97.39

Планшет 2 3040 16 99.47 2280 36 98.42 99.02

Call rate, суммарно (%) 6080 129 97.87 4560 62 98.64 98.20

* Без учета rs4810485 и rs3761847 (32�плекс).
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Эффективность 34�плекса оказалась несколь�
ко ниже. Два из 34 SNP в составе этого мульти�
плекса не сработали. Так, генотипы rs4810485не
удалось определить ни в одном образце, значение
call rate для rs3761847 составило 42.1%, поэтому
эти два маркера мы не рассматривали в последую�
щем анализе. Без них эффективность генотипи�
рования 34�плекса составила 97.87%. Для боль�
шинства SNP в обоих мультиплексах (52 из 56)
значение call rate варьировало в пределах 98–
100%. Самая низкая эффективность генотипиро�
вания зафиксирована для rs6441286, rs22403350
(по 96.84%), rs6604026 (93.15%) и rs6920220
(87.89%). Суммарное значение call rate для 56 SNP
составило 98.2% (определено 10449 генотипов из
10640 возможных, табл. 2). 

Популяционно�генетический анализ 
частот аллелей

В таблице 3 приведены частоты аллелей 56 изу�
ченных SNP, показатели генетического разнообра�
зия и генетической дифференциации популяций.
(Распределение генотипов по каждому из маркеров
можно получить по запросу у авторов.) В проанали�
зированном массиве данных, из 224 распределений
генотипов (56 маркеров в 4 популяциях) в 12 на�
блюдалось отклонение от равновесия Харди�Вайн�
берга (РХВ), что не превышает ожидаемого числа
случайных отклонений. Не наблюдалось накопле�
ния отклонений от РХВ по отдельным маркерам
или популяциям. 

У четырех исследованных популяций выявлен
сходный спектр аллельных частот. Лишь по
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Рис. 3. Фрагмент масс�спектра трех образцов с различными генотипами rs20541: TT (а), TC (б), CC (в). 1 – Позиция
пика нативного пролонгирующегося праймера без включенных ddNTPs (5 771 Да); 2 – позиция пика олигонуклеотида
для аллеля Т (6 042 Да); 3 – позиция пика олигонуклеотида для С (6 058 Да).
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Рис. 4. Кластеризация образцов по генотипам в программе MassARRAY TYPER 4.0 на примере rs20541.

rs6604026 в гене RPL5 и rs1128334 в гене ETS1 ал�
лель, редкий для русских и коми, часто встречает�
ся у бурят и хантов. Общий уровень генетическо�
го разнообразия популяций по исследованным
маркерам также близок. Средняя ожидаемая гете�
розиготность варьирует от 0.3522 у бурят до 0.3698
у коми.

Полокусные значения коэффициента генети�
ческой дифференциации для большинства мар�
керов (30 из 56) не превышают 2% (табл. 3). Лишь
по трем SNP изученные популяции дифференци�
рованы более чем на 10%, включая уже упоминав�
шиеся rs6604026 и rs1128334, для которых показан
исключительно высокий уровень дифференциа�
ции (Gst = 34.9%). Средний же уровень диффе�
ренциации по 56 маркерам составляет 4.2%, что
соответствует уровню генетических различий
между исследованными популяциями по различ�
ным аутосомным маркерным системам, включая
широкогеномные наборы SNP [7, 14].

Многомерный анализ генетического разнооб�
разия четырех изученных популяций по 56 марке�
рам проведен методом главных компонент (ГК).
Две первые ГК объясняют в сумме 87.5% вариа�
бельности аллельных частот в популяциях. Про�
странство ГК1 и ГК2 приведено на рисунке 5. По�
ложение исследованных популяций в простран�
стве ГК1–ГК2 соответствует их географической
принадлежности, что ожидалось, исходя из дан�
ных, полученных в предыдущих исследованиях
[27, 28]. Популяции европейской части России
кластеризуются в правой части графика, популя�
ции сибирского региона – в левой. Тем самым,
ГК1, вероятно, соответствует клинальной измен�
чивости частот аллелей по долготе, наблюдаемой
по аутосомным маркерам, линиям Y�хромосомы
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Рис. 5. Пространство двух первых главных компо�
нент аллельных частот 56 SNP в исследованных по�
пуляциях.
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Таблица 3. Частоты аллелей, генетическое разнообразие и генетическая дифференциация исследованных попу�
ляций

SNP аллель
Частоты аллелей

He* Gst**
русские коми буряты ханты

rs1024161 T 0.50 0.58 0.70 0.72 0.4536 0.0337
rs1042713 G 0.66 0.73 0.52 0.62 0.4532 0.0244
rs11150610 C 0.61 0.63 0.41 0.49 0.4818 0.0320
rs1128334 G 0.86 0.81 0.28 0.20 0.3183 0.3598
rs11865121 A 0.32 0.30 0.22 0.24 0.3894 0.0085
rs12722489 G 0.84 0.89 0.89 0.94 0.1939 0.0148
rs1295685 C 0.67 0.68 0.69 0.77 0.4148 0.0066
rs1327474 A 0.50 0.63 0.84 0.84 0.3751 0.1029
rs13277113 G 0.79 0.73 0.46 0.52 0.4323 0.0787
rs1335532 T 0.78 0.73 0.42 0.48 0.4328 0.0983
rs144651842 G 0.97 0.92 0.81 0.77 0.2181 0.0573
rs1800693 A 0.86 1.00 0.97 0.97 0.0865 0.0592
rs1800875 G 0.48 0.49 0.50 0.53 0.4991 0.0018
rs1800896 A 0.51 0.53 0.80 0.73 0.4271 0.0680
rs1801275 G 0.17 0.14 0.16 0.16 0.2635 0.0013
rs1805015 T 0.87 0.89 0.91 0.97 0.1650 0.0166
rs1837253 T 0.24 0.27 0.46 0.45 0.4397 0.0433
rs20541 C 0.67 0.69 0.68 0.75 0.4197 0.0044
rs2056626 G 0.37 0.39 0.15 0.27 0.3963 0.0427
rs2070874 T 0.32 0.22 0.50 0.29 0.4205 0.0495
rs2104286 A 0.79 0.81 0.87 0.92 0.2545 0.0222
rs2227284 A 0.38 0.28 0.54 0.38 0.4609 0.0355
rs2227306 C 0.58 0.51 0.61 0.61 0.4841 0.0070
rs2230926 T 0.97 0.94 0.98 0.99 0.0565 0.0096
rs2234711 C 0.38 0.49 0.46 0.47 0.4917 0.0064
rs2240335 G 0.64 0.66 0.52 0.49 0.4785 0.0211
rs2300747 A 0.81 0.73 0.42 0.47 0.4221 0.1157
rs2305480 C 0.56 0.50 0.52 0.53 0.4973 0.0020
rs231735 G 0.35 0.24 0.23 0.18 0.3686 0.0193
rs2381416 A 0.86 0.81 0.94 0.91 0.2074 0.0229
rs2430561 T 0.62 0.57 0.73 0.76 0.4311 0.0266
rs2476601 G 0.93 0.89 0.96 0.98 0.1129 0.0197
rs2546890 A 0.53 0.53 0.46 0.50 0.4981 0.0036
rs2569190 G 0.55 0.49 0.43 0.38 0.4884 0.0173
rs2618476 T 0.79 0.73 0.42 0.52 0.4279 0.0968
rs2736340 C 0.78 0.73 0.40 0.50 0.4312 0.1011
rs3087243 G 0.69 0.76 0.77 0.81 0.3635 0.0091
rs324015 A 0.27 0.40 0.40 0.43 0.4610 0.0164
rs3790567 A 0.28 0.18 0.24 0.23 0.3561 0.0064
rs3821236 G 0.78 0.77 0.64 0.72 0.3888 0.0160
rs3890745 G 0.42 0.38 0.46 0.40 0.4830 0.0041
rs485499 T 0.56 0.56 0.88 0.74 0.3959 0.0844
rs4986790 A 0.94 0.89 0.97 0.99 0.0991 0.0295
rs5743708 G 0.95 0.97 0.96 0.98 0.0711 0.0031
rs5744455 C 0.78 0.74 0.76 0.69 0.3799 0.0054
rs6441286 T 0.62 0.65 0.53 0.56 0.4789 0.0095
rs6604026 T 0.30 0.34 0.92 0.91 0.2948 0.3754
rs6679677 C 0.94 0.88 0.96 0.98 0.1135 0.0259
rs6897932 C 0.74 0.67 0.77 0.76 0.3883 0.0078
rs6920220 G 0.87 0.89 0.91 0.90 0.1894 0.0027
rs7097397 G 0.66 0.64 0.53 0.50 0.4765 0.0198
rs743777 G 0.34 0.20 0.06 0.11 0.2709 0.0749
rs7574865 T 0.22 0.28 0.33 0.27 0.3944 0.0079
rs907092 G 0.49 0.56 0.48 0.44 0.4965 0.0067
rs9303277 T 0.53 0.45 0.58 0.57 0.4930 0.0097
rs9888739 T 0.08 0.08 0.07 0.09 0.1473 0.0007
Средняя He 0.3690 0.3698 0.3522 0.3471 0.3595 0.0419
* He – ожидаемая гетерозиготность. ** Gst – коэффициент генной дифференциации.
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и мтДНК [7, 14, 27, 28]. ГК2, по�видимому, соот�
ветствует оси Север–Юг. 

Оценка временны!х и финансовых затрат на 
генотипирование SNP методом MALDI�TOF

в сравнении с ПЦР в реальном времени

Наиболее востребованным методом мелкомас�
штабного генотипирования SNP на сегодняшний
день остается ПЦР в реальном времени. Генотипи�
рование с помощью масс�спектрометрии способ�
но решать как задачи мелкомасштабного (единич�
ные маркеры в сотнях или тысячах образцов), так и
среднемасштабного (десятки и сотни маркеров в
сотнях или тысячах образцов) генотипирования.
Давайте рассмотрим гипотетический пример ре�
шения задачи по генотипированию 30 маркеров в
960 образцах с помощью масс�спектрометрии
MALDI�TOF и методом ПЦР в реальном времени
в 96�луночном формате для обоих подходов. ПЦР
с флуоресцентно�мечеными TaqMan�зондами по�
требует отдельного генотипирования каждого
маркера. В MALDI�TOF�варианте масс�спектро�
метрии 30 маркеров могут быть объединены в
один мультиплекс. Расчеты затрат на расходные
материалы и реагенты для обоих методов приве�
дены в таблице 4. Расчеты сделаны на основе цен
официальных российских дистрибуторов на ап�
рель 2013 г. При этом учтена возможность умень�
шения объемов реакционной смеси для ПЦР в
реальном времени в 3–4 раза по сравнению с ин�
струкциями производителя TaqMan�зондов. Рас�
четы показывают, что стоимость генотипирова�
ния одного маркера в одном образце методом
MALDI�TOF в 3.5 раза ниже, чем ПЦР в реаль�
ном времени. При этом 30�маркерный мульти�
плекс не есть максимально возможный – разре�
шающая способность использованного масс�

спектрометра позволяет мультиплексировать до
40 SNP. Немаловажным нам представляется и
большая производительность масс�спектромет�
рии – за один рабочий день на одном приборе
можно проанализировать в 15 раз больше геноти�
пов, чем при тех же условиях методом ПЦР в ре�
альном времени (табл. 4). Преимущества масс�
спектрометрии в себестоимости и производи�
тельности генотипирования несколько нивели�
руются тем, что далеко не все маркеры поддаются
мультиплексированию, а также высокой стоимо�
стью оборудования для MALDI�TOF. Разница в
стоимости приборов между ПЦР и масс�спектро�
метрией окупится лишь при относительно боль�
ших масштабах генотипирования – при указан�
ной разнице себестоимости одного маркера по�
требуется примерно 400 тыс. генотипов, чтобы
перекрыть разрыв в цене оборудования. По�ви�
димому, масс�спектрометрию имеет смысл рас�
сматривать как оптимальную технологию геноти�
пирования для больших лабораторий или цен�
тров коллективного пользования, тогда как в
случае небольших научных подразделений опти�
мальными останутся ПЦР в реальном времени и
другие методы мелкомасштабного генотипирова�
ния или генотипирование на заказ в сервисных
компаниях. 

В данной работе мы описали опыт примене�
ния мультиплексного генотипирования SNP с
помощью тандемной масс�спектрометрии для
анализа генетического разнообразия генов им�
мунного ответа в популяциях человека. Показа�
но, что масс�спетрометрия MALDI�TOF – это
быстрый, точный и эффективный метод для сред�
немасштабного генотипирования SNP. В исследо�
ванных российских популяциях обнаружен близ�
кий спектр аллельных частот 56 SNP в 41 гене, про�
дукты которых участвуют в регуляции иммунного

Таблица 4. Финансовые и временны�е затраты на генотипирование SNP методом MALDI�TOF на масс�спектро�
метре Sequenom MassARRAY 4 в сравнении с ПЦР в реальном времени (ПЦР�РВ)

Показатель MALDI�TOF ПЦР�РВ

Реагенты и расходные материалы на генотипирование 30 маркеров в 960 образцах (руб.)* 347908 1228027

В том числе (руб.):

– Комплект реагентов 263 093 608304

– Олигонуклеоитидные праймеры 82758 –

– TaqMan�пробы – 558010

– Пластик (планшеты и наконечники) 2057 61713

Стоимость генотипирования 1 маркера в 1 образце (руб.)** 12.08 42.64

Число генотипов, получаемое 1 оператором за 1 день работы*** 5760 384

* Для 96�луночного формата. Расчет на основе цен официальных российских дистрибуторов на апрель 2013 года. 
** Только реактивы и расходные материалы, без учета стоимости и амортизации оборудования, стоимости труда оператора,

накладных и прочих расходов. 
*** Для 96�луночного формата: MALDI�TOF – 2 планшета на 96 образцов, по 30 маркеров на образец; MALDI�TOF – 4 план�
шета на 96 образцов по 1 маркеру на образец.
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ответа. В популяциях русских, коми, хантов и буря�
тов зафиксирован идентичный уровень генетиче�
ского разнообразия и выявлена кластеризация по�
пуляций в соответствии с их географической лока�
лизацией. Оценена экономическая эффективность
генотипирования с помощью масс�спектрометрии
MALDI�TOF в сравнении с технологией ПЦР в ре�
альном времени. 

Работа частично финансировалась ФЦП “Ис�
следования и разработки по приоритетным на�
правлениям развития науки и техники” (Госкон�
тракт № 11.519.11.2036), ФЦП “Научные и научно�
педагогические кадры инновационной России”
(соглашение № 8042), Российским фондом фунда�
ментальных исследований (грант № 12�04�00595a).
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