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Анализ посредством биохимических и биологических реакций широко используется для диагностики различных 

заболеваний. Сахарный диабет остаётся одной из наиболее значимых медико-социальных проблем современно-

сти, при этом до 90% всех случаев приходится на сахарный диабет 2 типа. Учитывая полиэтиологическую 

природу заболевания и высокую роль наследственных факторов, особую актуальность приобретает внедрение 

молекулярно-генетических методов диагностики. Полимеразная цепная реакция является высокочувствитель-

ной и специфичной аналитической методикой, обеспечивающей возможность детекции однонуклеотидных по-

лиморфизмов, ассоциированных с риском развития сахарного диабета, уже на доклинических стадиях. Благо-

даря высокой точности и воспроизводимости, полимеразная цепная реакция активно применяется как в иссле-

довательских, так и в клинических целях, обеспечивая раннюю идентификацию генетических маркеров предрас-

положенности к заболеванию. В статье рассмотрены принципы полимеразной цепной реакции, её ключевые 

этапы и современные модификации с акцентом на их применение для анализа в диабетологии. Показано, что 

полимеразная цепная реакция позволяет проводить как диагностику моногенных форм диабета (MODY), так и 

анализ полигенных предикторов сахарного диабета 2 типа, включая наиболее изученный полиморфизм 

rs7903146 гена TCF7L2. Особое внимание уделено результатам собственного исследования, проведённого среди 

жителей Республики Татарстан, где с использованием аллель-специфической полимеразной цепной реакции 

было установлено, что носительство генотипа ТТ rs7903146 гена TCF7L2 ассоциировано с 3,5-кратным повы-

шением риска предиабета, тогда как аллель С обладает протективным эффектом. Полученные результаты 

подтверждают значимость применения метода полимеразной цепной реакции для анализа в клинической диа-

бетологии с целью ранней стратификации риска, персонализации профилактики и терапии, а также для раз-

работки многофакторных моделей прогнозирования с учётом генетических и клинических данных. Использова-

ние полимеразной цепной реакции позволяет не только выявлять ключевые однонуклеотидные полиморфизмы, 

ассоциированные с предрасположенностью к заболеванию, но и открывает возможности для количественного 

анализа генетических маркеров, фармакогенетического тестирования и интеграции данных в комплексные ал-

горитмы оценки риска развития и прогрессирования сахарного диабета. 
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Analysis using biochemical and biological reactions is widely used to diagnose various diseases. Diabetes mellitus re-

mains one of the most significant medical and social problems of our time, with type 2 diabetes accounting for up to 90% 

of all cases. Given the polyetiological nature of the disease and the significant role of hereditary factors, the introduction 

of molecular genetic diagnostic methods is particularly relevant. Polymerase chain reaction is a highly sensitive and 

specific analytical technique that enables the detection of single nucleotide polymorphisms associated with the risk of 

developing diabetes mellitus at the preclinical stage. Due to its high accuracy and reproducibility, PCR is actively used 

for both research and clinical purposes, enabling early identification of genetic markers of predisposition to the disease. 

The article discusses the principles of polymerase chain reaction, its key stages, and modern modifications with an em-

phasis on their application for analysis in diabetology. It is shown that PCR allows both the diagnosis of monogenic 

forms of diabetes (MODY) and the analysis of polygenic predictors of type 2 diabetes, including the most studied poly-

morphism rs7903146 of the TCF7L2 gene. Particular attention is paid to the results of our own study conducted among 

residents of the Republic of Tatarstan, where, using allele-specific polymerase chain reaction, it was established that 

carriage of the TT rs7903146 genotype of the TCF7L2 gene is associated with a 3.5-fold increase in the risk of predia-

betes, while the C allele has a protective effect. The results confirm the importance of using the polymerase chain reaction 

method for analysis in clinical diabetology for the purpose of early risk stratification, personalization of prevention and 

therapy, as well as for the development of multifactorial prediction models taking into account genetic and clinical data. 

The use of polymerase chain reaction not only allows the identification of key single nucleotide polymorphisms associated 

with disease predisposition, but also opens up opportunities for quantitative analysis of genetic markers, pharmaco-

genetic testing, and data integration into comprehensive algorithms for assessing the risk of developing and progressing 

diabetes mellitus. 
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Введение 

Сахарный диабет (СД) – это гетерогенная группа 

метаболических заболеваний, характеризующихся 

хронической гипергликемией, вызванной наруше-

нием секреции и/или действия инсулина. По данным 

Международной диабетической федерации, к 2030 

году число пациентов с СД достигнет более 550 мил-

лионов человек, причём основная доля приходится 

на сахарный диабет 2 типа (СД2) [1]. Учитывая высо-

кую распространённость и разнообразие форм диа-

бета — от аутоиммунного сахарного диабета 1 типа 

(СД1) до редких моногенных форм, таких как MODY 

(maturity onset diabetes of the young) и неонатальный 

диабет – особую актуальность приобретает развитие 

методов их аналитической диагностики. 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) – высоко-

чувствительный метод амплификации нуклеиновых 

кислот, позволяющий детектировать точечные изме-

нения в геноме, в том числе однонуклеотидные поли-

морфизмы (ОНП). Однонуклеотидные полимор-

физмы представляют собой наиболее распространён-

ный тип генетической вариации у человека, заключа-

ющийся в замене одного нуклеотида в последова-

тельности ДНК. Эти полиморфизмы встречаются в 

среднем в 1 из каждых 500−1000 нуклеотидов и фик-

сированы более чем у 1% общей популяции. Не-

смотря на точечный характер, ОНП могут оказывать 

значимое влияние на экспрессию генов, структуру и 

функцию кодируемых белков, а следовательно – на 

предрасположенность к различным заболеваниям, 

включая сахарный диабет [2].  

Основным ключевым аспектом использования 

ПЦР для анализа в диабетологии, несомненно, явля-

ется необходимость в генетической диагностике мо-

ногенных форм диабета (MODY – Maturity-Onset 

Diabetes of the Young и другие). Применение ПЦР в 

режиме реального времени (qPCR) с использованием 

специфичных зондов (например, TaqMan) позволяет 

быстро и точно проверить наличие наиболее частых 

мутаций (HNF1A, HNF4A, GCK). Правильный гене-

тический диагноз позволяет адекватно подобрать 

наиболее эффективную терапию для пациента, а 

также, при необходимости, осуществлять семейный 

скрининг [3]. 

Метод ПЦР также активно применяется для диф-

ференциальной диагностики сахарного диабета 1 

типа. Известно, что сахарный диабет 1 типа имеет 

аутоиммунную природу и его развитие связано с 

наличием специфических аутоантител (GAD, IA-2, 

ZnT8, антитела к инсулину). ПЦР используется для 

генотипирования генов HLA (Human Leukocyte 

Antigen) II класса (локусы DRB1, DQA1, DQB1). 

Определенные аллели этих генов (например, *HLA-

DRB1*03, *HLA-DRB1*04, *HLA-DQB1*0302) явля-

ются мощными генетическими маркерами предрас-

положенности к сахарному диабету 1 типа [4]. 

СД2 является полиэтиологическим, полигенным 

заболеванием, развивающимся в результате слож-

ного взаимодействия генетических факторов и ком-

понентов окружающей среды. Несмотря на значи-

тельный прогресс в понимании молекулярных меха-

низмов патогенеза СД2, диагностика заболевания по-

прежнему базируется преимущественно на биохими-

ческих показателях, в то время как генетические ас-

пекты заболевания остаются недостаточно изучен-

ными [5-7]. Между тем, многочисленные данные 

подтверждают, что вклад наследуемых факторов в 

развитие СД2 может достигать 80%, а индивидуаль-

ный риск заболевания варьирует в зависимости от 

наборов конкретных ОНП в геноме пациента [8]. В 

контексте СД2, ОНП играют ключевую роль в моду-

ляции чувствительности к инсулину, функциональ-

ной активности β-клеток поджелудочной железы, ме-

таболизме глюкозы и липидов, а также в развитии 

хронических осложнений заболевания [9-10].  

ОНП классифицируют по их локализации в ге-

номе и функциональному значению. Регуляторные 

ОНП располагаются в промоторных или энхансер-

ных областях и могут изменять транскрипционную 

активность гена. Интронные ОНП могут влиять на 

сплайсинг, стабильность РНК или взаимодействие с 

микроРНК. Экзонные ОНП делятся на синонимич-

ные, не изменяющие аминокислотной последова-

тельности белка, и несинонимичные, которые приво-

дят к замене аминокислоты и потенциально могут 

вызывать структурные или функциональные измене-

ния в белке [2,11]. Идентификация ОНП, ассоцииро-

ванных с СД2, осуществляется с применением раз-

личных стратегий, включая изучение редких моно-

генных форм (например, MODY), анализ генов-кан-

дидатов, а также полногеномные ассоциативные ис-

следования (GWAS). На сегодняшний день определе-

ние ОНП методом ПЦР активно внедряется в клини-

ческие алгоритмы анализа, стратификации риска и 

выбора терапии при СД2. Однако потенциал этого 

метода в диабетологии всё ещё не реализован полно-

стью, особенно в контексте масштабного скрининга 

ОНП и фармакогенетического тестирования [12-13].  

В данной статье рассматриваются возможности, 

значение и перспективы применения метода ПЦР в 

диагностике и управлении сахарного диабета 2 типа. 

Особое внимание уделено выявлению однонуклео-

тидных полиморфизмов, ассоциированных с риском 

развития заболевания, включая маркер rs7903146 

гена TCF7L2. Кроме того, представлены результаты 

собственного молекулярно-генетического исследо-

вания, посвящённого анализу распределения частот 

аллелей и генотипов данного полиморфизма у паци-

ентов с предиабетом Республики Татарстан, с целью 

оценки его значимости в ранней диагностике нару-

шений углеводного обмена.  

Цель исследования: разработать ПЦР диагно-

стику для изучения распределения частот аллелей и ге-

нотипов полиморфизма rs7903146 гена TCF7L2, ассо-

циированного с риском развития сахарного диабета 2 

типа, у лиц с предиабетом Республики Татарстан. 

Экспериментальная часть 

Для анализа использовали дезоксирибонуклеино-

вую кислоту (ДНК), выделенную из лейкоцитов 

цельной крови. Метод выделения основан на разде-

лении клеточных элементов при центрифугировании 

в градиенте плотности фиколла-урографина 

(ПанЭко, Россия). Последующее выделение ДНК 

проводилось сорбентным методом в соответствии с 
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прилагаемой инструкцией по применению к ком-

плекту реагентов «АмплиПрайм ДНК-сорб-В» для вы-

деления ДНК из клинического материала (ИнтерЛаб-

Сервис, Россия) (ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзор). 

ПЦР исследования по генотипированию поли-

морфизма rs7903146 гена TCF7L2 были проведены на 

базе центральной научно-исследовательской лабора-

тории (ЦНИЛ) ФГБОУ ВО КГМУ. В исследовании 

приняли участие пациенты с предиабетом – жители 

Республики Татарстан (n=91). Генотипирование ДНК 

по локусу rs7903146 гена TCF7L2 проводили с ис-

пользованием аллель-специфичной ПЦР в режиме 

реального времени на амплификаторе «Rotor-Gene 

Q5 Plex» (QIAGEN, Германия). Молекулярно-генети-

ческий анализ выполняли с использованием коммер-

ческих наборов реагентов (Синтол, Россия). После 

амплификации результаты представлялись в виде 

кривых, по которым определялся вариант генотипа.  

В основе метода ПЦР в режиме реального вре-

мени лежит принцип детекции продуктов во время 

процесса амплификации. Протокол ПЦР в реальном 

времени основан на измерении флуоресцентного сиг-

нала в каждом цикле. Свечение диапазонов прямо 

пропорционально количеству амплифицированного 

ДНК. В результате по изменению свечения порого-

вого уровня можно судить о наличии или отсутствии 

исследуемого аллеля в образце ДНК. Если свечение 

обнаружено в обоих диапазонах, то это говорит о ге-

терозиготности данного полиморфизма гена в иссле-

дуемом материале. 

Распределение генотипов и аллелей пациентов по 

rs7903146 гена TCF7L2 сравнивали группой кон-

троля - практически здоровыми жителями Респуб-

лики Татарстан (n=404).  

Статистическая обработка данных проведена с 

использованием программ GraphPad InStat, Microsoft 

Excel 2007. Анализ значимости различий в распреде-

лении частот аллелей и генотипов исследуемых вы-

борок и проверка соответствия равновесию Харди–

Вайнберга осуществлены с использованием критерия 

χ2. Показатель «отношение шансов» (ОШ) служил 

для оценки относительного риска развития                                

заболевания.  

Результаты и их обсуждение 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) — это метод 

анализа, основанный на ферментативной репликации 

in vitro, позволяющий значительно увеличивать ко-

личество целевых фрагментов нуклеиновых кислот, 

присутствующих в биологическом образце в низких 

концентрациях. 

Для проведения ПЦР реакционная смесь должна 

содержать несколько ключевых компонентов, каж-

дый из которых играет строго определённую роль в 

процессе амплификации. При этом праймеры – син-

тетические олигонуклеотиды длиной, как правило, 

15–30 нуклеотидов, комплементарные фланкирую-

щим участкам обеих цепей целевого фрагмента ДНК 

инициируют синтез новой цепи, служа стартовой 

точкой для ДНК-полимеразы, и определяют как спе-

цифичность, так и эффективность реакции амплифи-

кации. Taq-полимераза – термостабильная ДНК-по-

лимераза, катализирует достраивание 3'-концов 

вновь синтезируемой цепи ДНК в соответствии с 

принципом комплементарности нуклеотидных осно-

ваний. Дезоксинуклеозидтрифосфаты (дНТФ), пред-

ставляющие смесь дАТФ, дГТФ, дЦТФ и дТТФ, слу-

жат субстратами для Taq-полимеразы при построе-

нии новой цепи ДНК. ПЦР проводится в реакцион-

ном буфере, поддерживающим стабильный pH и не-

обходимые ионные условия для максимальной ак-

тивности фермента. 

Материалом для анализа служил исследуемый об-

разец, содержащий целевую нуклеиновую кислоту, 

которая служит матрицей для амплификации. При 

отсутствии ДНК-мишени специфические продукты 

реакции не образуются. 

При наличии целевой ДНК в исследуемом об-

разце амплификация осуществляется путём цикличе-

ского изменения температурных условий, что обес-

печивает поочерёдное протекание ключевых стадий 

реакции. Один полный цикл ПЦР включает три ос-

новных этапа: 

- денатурация – термическая обработка образца 

при высоких температурах (обычно 93–95 °C), при-

водящая к разрыву водородных связей между ком-

плементарными нуклеотидными парами и разделе-

нию двух цепей ДНК на одноцепочечные матрицы; 

- отжиг праймеров – снижение температуры до 

оптимального диапазона (50–65 °C), при котором 

синтетические олигонуклеотиды — праймеры — 

специфически комплементарно связываются с флан-

кирующими участками одноцепочечной ДНК-ми-

шени. Корректный подбор температуры отжига и 

нуклеотидной последовательности праймеров крити-

чески важен для обеспечения специфичности ампли-

фикации; 

- элонгация (синтез) – при повышении темпера-

туры до оптимума активности Taq-ДНК-полимеразы 

(70–72 °C) происходит достраивание новой цепи 

ДНК от 3'-конца праймера с использованием дезок-

синуклеозидтрифосфатов (дНТФ) в качестве суб-

стратов. 

Многократное повторение термоциклов (обычно 

30-40 раз) обеспечивает экспоненциальное увеличе-

ние числа копий целевого фрагмента ДНК, что делает 

возможным его последующую детекцию и анализ 

[14]. 

ПЦР для анализа в диабетологии используется не 

только в классическом варианте, но и в различных 

модификациях, что позволяет значительно расши-

рить её диагностические и исследовательские воз-

можности. Современные методы ПЦР дают возмож-

ность не только выявлять конкретные ОНП, ассоци-

ированные с риском сахарного диабета, но и опреде-

лять уровни экспрессии генов, проводить количе-

ственный анализ редких аллелей, а также выполнять 

многопараметрический генетический скрининг                  

[15-16].  

В зависимости от целей исследования применя-

ются различные модификации ПЦР – от аллель-спе-

цифической ПЦР для анализа отдельных мутаций до 

ПЦР в реальном времени и цифровой ПЦР для коли-

чественной оценки и мультиплексного анализа гене-

тических маркеров (табл. 1). 
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Таблица 1 – Модификации полимеразной цепной реакции, применяемые в диабетологии 

Table 1 – Modifications of the polymerase chain reaction used in diabetology 

Модификация ПЦР Принцип 
Цели применения в 

диабетологии 
Преимущества Ограничения 

Классическая ПЦР 

Амплификация 

ДНК с последую-

щей детекцией про-

дуктов электрофо-

резом 

Первичный скрининг 

мутаций и полиморфиз-

мов 

Простота, низкая 

стоимость 

Отсутствие количествен-

ной оценки; требуется 

пост-ПЦР-детекция 

(электрофорез) 

Аллель-специфиче-

ская ПЦР (AS-PCR) 

Использование 

праймеров, различа-

ющихся одним нук-

леотидом для детек-

ции ОНП 

Выявление полимор-

физмов, например 

rs7903146 (TCF7L2), 

rs1801282 (PPARG), 

rs5219 (KCNJ11) 

Высокая специфич-

ность, простота ин-

терпретации 

Для каждого ОНП 

нужны отдельные прай-

меры 

ПЦР в реальном 

времени (qPCR) 

Амплификация с 

одновременной де-

текцией флуорес-

ценции 

Количественный анализ 

экспрессии генов, гено-

типирование известных 

вариантов (в т.ч. частые 

мутации MODY) 

Количественный 

анализ, высокая чув-

ствительность 

Высокая стоимость обо-

рудования 

Мультиплексная 

ПЦР 

Одновременная ам-

плификация не-

скольких участков 

ДНК с разными па-

рами праймеров 

Скрининг нескольких 

ОНП или мутаций, фар-

макогенетические па-

нели 

Экономия времени и 

реагентов, возмож-

ность анализа пане-

лей маркеров 

Сложная оптимизация; 

риск праймер-диме-

ров/перекрёстных ам-

плификаций 

Nested-ПЦР 

Двухэтапная ампли-

фикация с разными 

парами праймеров 

Детекция редких мута-

ций, исследование об-

разцов с низкой кон-

центрацией ДНК 

Повышенная чув-

ствительность и спе-

цифичность 

Высокий риск контами-

нации 

Обратная тран-

скриптазная ПЦР 

(RT-PCR) 

Преобразование 

РНК в кДНК с по-

следующей ампли-

фикацией 

Анализ экспрессии ге-

нов β-клеток, изучение 

транскриптомных мар-

керов при СД1 и СД2 

Оценка транскрип-

ционной активности 

генов 

Чувствительность к де-

градации РНК, требуется 

контроль качества РНК 

Цифровая ПЦР 

(dPCR) 

Разделение образца 

на микрореакции с 

амплификацией в 

каждой 

Абсолютное количе-

ственное определение 

редких аллелей и мута-

ций, фармакогенетика 

Высокая точность, 

не требует калибро-

вочных кривых 

Высокая стоимость обо-

рудования 

ПЦР с высоким 

разрешением плав-

ления (HRM-PCR) 

Анализ кривых 

плавления амплико-

нов для обнаруже-

ния мутаций 

Быстрое скрининговое 

выявление неизвестных 

и известных мутаций 

Без использования 

зондов, возможность 

выявления новых ва-

риантов 

Скрининговый характер; 

ограниченная разрешаю-

щая способность для не-

которых вариантов; тре-

буется подтверждающее 

секвенирование 

Примечание: ПЦР – полимеразная цепная реакция, ОНП – однонуклеотидные полиморфизмы, ДНК – дезоксирибонуклеиновая 

кислота, РНК – рибонуклеиновая кислота, кДНК – комплементарная ДНК, СД1 – сахарный диабет 1 типа, СД2 – сахарный 

диабет 2 типа. 

 

Таблица 2 – Ассоциация полиморфизма rs7903146 гена TCF7L2 с развитием предиабета  

Table 2 – Association of the rs7903146 polymorphism of the TCF7L2 gene with the development of prediabetes 

Аллель/генотип 

полиморфизма 

rs7903146 гена 

TCF7L2 

Предиабет, 

n/% 

(n=91) 

Группа контроля, 

n/% 

(n=404) 

ОШ (95% ДИ) χ2 р 

С 120/65,9 627/77,6 0,56 (0,39–0,79) 
10,91 0,001 

T 62/34,1 181/22,4 1,79 (1,26–2,54) 

CC 44/48,4 246/60,9 0,60 (0,38–0,95) 

13,33 0,001 CT 32/35,2 135/33,4 1,08 (0,67–1,74) 

TT 15/16,5 23/5,7 3,27 (1,63–6,55) 

Примечание: ОШ (95% ДИ) — отношение шансов с границами 95% доверительного интервала 

 

Изучение частот генотипов показало, что для ис-

следуемого генетического маркера rs7903146 гена 

TCF7L2 распределение генотипов в контрольной 

группе и выборке пациентов с предиабетом соответ-

ствовало равновесию Харди–Вайнберга (p=0,57 и 

p=0,17, соответственно). 
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Распределение генотипов и аллелей полиморф-

ного маркера rs7903146 гена TCF7L2 у лиц с предиа-

бетом существенно отличалось от группы без нару-

шений углеводного обмена (табл. 2).  

При анализе рецессивной модели наследования с 

уровнем значимости р=0,0005, χ2= 12,20 обнару-

жено, что генотип ТТ повышает риск развития пре-

диабета почти в 3,5 раза (ОШ=3,27, 95% ДИ: 1,63-

6,55), а аллель С обладает протективным эффектом 

(ОШ=0,31, 95% ДИ: 0,15-0,61) (табл. 2).  

Полученные данные подтверждают значимую ас-

социацию полиморфизма rs7903146 гена TCF7L2 с 

риском развития предиабета у жителей Республики 

Татарстан. Генотип TT может рассматриваться как 

молекулярно-генетический маркер предрасположен-

ности к предиабету, в то время как наличие аллеля С 

— как потенциальный защитный фактор. Эти резуль-

таты подчеркивают значимость применения метода 

ПЦР в целях ранней идентификации лиц с высоким 

генетическим риском развития СД2. 

В настоящей статье особое внимание уделено са-

харному диабету 2 типа, поскольку он представляет 

собой наиболее распространённую форму заболева-

ния, на долю которой приходится до 90 % всех слу-

чаев сахарного диабета, что определяет его медико-

социальную значимость и актуальность дальнейшего 

изучения. Предствленное исследование, проведённое 

с использованием ПЦР, подтвердило значимость по-

лиморфизма rs7903146 гена TCF7L2, как одного из 

ключевых предикторов предрасположенности к са-

харному диабету 2 типа. Применение данного метода 

позволило детально проанализировать распределе-

ние генотипов и аллелей в разных популяциях, про-

демонстрировав потенциал ПЦР для ранней страти-

фикации риска и персонализированного подхода к 

профилактике сахарного диабета 2 типа. 

Заключение 

Применение ПЦР для анализа в диабетологии от-

крывает новые возможности для диагностики, позво-

ляя с высокой точностью выявлять ОНП, ассоцииро-

ванные с риском развития сахарного диабета 1 и 2 

типа, а также моногенных форм заболевания. ПЦР 

как метод отличается высокой чувствительностью, 

специфичностью и воспроизводимостью, что делает 

его незаменимым инструментом как в исследователь-

ской, так и в клинической практике. 

Дальнейшие перспективы применения ПЦР в диа-

бетологии связаны с развитием высокопроизводи-

тельных и мультиплексных технологий, интеграцией 

генетических данных с клинической информацией, а 

также созданием многофакторных моделей риска, 

учитывающих генетические, эпигенетические и ме-

таболические параметры. Такой подход создаст ос-

нову для перехода от традиционных методов диагно-

стики к концепции прецизионной медицины, откры-

вая возможности для разработки персонализирован-

ных стратегий ведения пациентов с индивидуальной 

генетической предрасположенностью к сахарному 

диабету. 
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