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Томуу,SARS-CoV-2,RSV вирүсийн 
ген илрүүлэх бх-ПГУ-ын 
шинжилгээний зарчим, 

аргачилал

АУ-ы магистр Н.Баясгалан

ПГУ гэж юу вэ?
• Амьд организм бүр дезоксирибонүклейн хүчил
(ДНХ) болон рибонүклейн хүчил (РНХ) агуулдаг.

• Шинжлэгдэхүүнд байгаа ДНХ эсвэл РНХ‐ийг
өвөрмөц урвалж, ферментийн
тусламжтайгаар олшруулан илрүүлдэг
молекул биологийн өндөр мэдрэг
шинжилгээний аргыг полимеразийн гинжин
урвал (ПГУ) буюу англиар Polymerase Chain
Reaction (PCR) гэж нэрлэдэг.

Kary Mullis
1993 онд 

Нобел шагнал 
хүртсэн 
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Урвалж, оношлуурын найрлага 

1. Олшируулах гэж байгаа ДНХ‐гийн
хэсэг./Нус, шүлс, цэр, цус, сийвэн, арьс,
үс, ХЗА, эд, вирус, нян, мөөг, бичил
биетэн/

2. Праймерууд 20‐40 нуклеотидын урттай
ДНХ‐ын богино хэсгүүд 5’ ба 3’

3. Taq‐полимераза‐г Thermus aquaticus
нянгаас гаргаж авсан.
Нийлэгжилтийг өдөөгч юм. 0.5‐2.0
нэгж (1.25 нэгж)

4. Нийлэгжилтэнд шаардлагатай.
dNTP’s A, T, C, G 20‐200µl (50µl)

5. Кофактор ба буфер: Магни(Mg2+)0,5‐
5,0мМ, Кали (K+) 35‐100мМ, Tris/HCl
pH‐8.4

6. РНХ –д Reverse Transcriptase

ПГУ-ын хэрэглэгдэхүүн

• Урвалж, оншилуурын найрлага 

ПГУ-ын хэрэглэгдэхүүн



11/3/2023

3

Standard PCR
Multiplex PCR One-step RT-PCR

Хэмжээ C% 18–30nmol 21–30 nmol 18–30 nmol

GC харьцаа 40–60% 40–60% 40–60%

Tm мэдээлэл
Tm бодолтоос 
хамаарна.

Tm бодолтоос 
хамаарна. 
Хамгийн 
оновчтой нь
(60–88°C) 
хооронд 
байрлах

Tm бодолтоос хамаарна. 
Хамгийн оновчтой нь
(60–88°C) хооронд 
байрлах
reverse transcription
(50°C)-с бага байж 
болохгүй.

•Праймер, проб хэрэглээ
ПГУ-ын хэрэглэгдэхүүн

•Tm бодолт: 2°C x (A+T) + 4°C x (G+C)

ПГУ-ын праймерыг зохион бүтээхдээ дараахь зүйлийг анхаарч үзэх 
хэрэгтэй бөгөөд энэ нь бүх төрлийн ПГУ-д нийтлэг байдаг. 

1. Tm бодолт: 2°C x (A+T) + 4°C x (G+C)
2. Праймерын 3' төгсгөлд байрлах 2-3 аминхүчлийн холбогдлолтыг

баттай байлгах
3. Праймерын 3' төгсгөлд 3 ба түүнээс дээш C эсвэл G-ийг байлгахгүй.
4. Праймерын дараалал нь өвөрмөц эсэхийг шалгаарай.
5. Праймер бүр 0.1-1.0 мкм концентрацийг ашиглана.
6. Олон хэрэглээний хувьд праймерын концентраци 0.2 μM хангалттай

байх болно
Хуурайшуулсан праймерыг бага хэмжээний нэрмэл ус эсвэл TE-д
уусгаж, уусмалыг бэлтгэх хэрэгтэй. Дахин гэсгээх, хөлдөөхгүйн тулд 10
пмоль/мкл агуулсан ажлын уусмалын жижиг хэсгүүдийг бэлтгэ. Бүх
праймерын уусмалыг -20 хэмд хадгална.

•Праймер, проб хэрэглээ
ПГУ-ын хэрэглэгдэхүүн
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• Багаж, тоног төхөөрөмж

ПГУ-ын хэрэглэгдэхүүн

1.

ПГУ-ын шинжилгээний үе шат
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ПГУ-ын шинжилгээний үе шат

• Багаж, тоног төхөөрөмж

ПГУ-ын хэрэглэгдэхүүн

2. 3.
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БХ-ПГУ-ын хэрэглэгдэхүүн
1. Олшируулах гэж байгаа ДНХ‐гийн

хэсэг./Нус, шүлс, цэр, цус, сийвэн, арьс,
үс, ХЗА, эд, вирус, нян, мөөг, бичил
биетэн/

2. Праймерууд 20‐40 нуклеотидын урттай
ДНХ‐ын богино хэсгүүд 5’ ба 3’, Проб

3. Taq‐полимераза‐г Thermus aquaticus
нянгаас гаргаж авсан.
Нийлэгжилтийг өдөөгч юм. 0.5‐2.0
нэгж (1.25 нэгж)

4. Нийлэгжилтэнд шаардлагатай.
dNTP’s A, T, C, G 20‐200µl (50µl)

5. Кофактор ба буфер: Магни(Mg2+)0,5‐
5,0мМ, Кали (K+) 35‐100мМ, Tris/HCl
pH‐8.4

6. РНХ –д Reverse Transcriptase

БХ-ПГУ-ын хэрэглэгдэхүүн
• Багаж, тоног төхөөрөмж
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БХ-ПГУ-ын хэрэглэгдэхүүн
• Проб гэж юу вэ?

БхУТ-ПГУ-ын ерөнхий зарчим

РНХ

кДНХ

урвуу транскрипц

Флюресценцийн эрчим
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БХ-ПГУ-ын багажийн зарчим

БХ-ПГУ-ын багажийн зарчим
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БХ-ПГУ-ын хэрэглэгдэхүүн
• Проб гэж юу вэ?

Шар будагч бодис=Бай 3

Улаан будагч бодис=Бай 4

ӨХСТ-ийн Томуу ба SARS-CoV-2 
илрүүлэх Мультиплекс цомог
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Томуугийн А ба В хүрээний вирүс, 
SARS-CoV-2 илрүүлэх праймер, проб

Урвалжийг найруулах
Ag-Path One-Step RT-PCR Reagents
Sufficient for 1000 reactions of 25 µL, contains:
• 14 mL 2X RT-PCR Buffer
• 1100 µL 25X RT-PCR Enzyme Mix
• 25 mL Nuclease-free Water.

Taq-Path 1-Step RT-qPCR Master Mix
Contains one 10-ml tube of 4X RT-PCR master mix 
sufficient for 2000 20-μL reactions.

SuperScript™ III Platinum™ One‐Step qRT‐PCR Kit
• 500 μl SuperScript™ III/Platinum™ TaqMix
• 12.5 ml 2X Reaction Mix
• 2 × 1 ml Magnesium Sulfate (50 mM)
• 500 μl ROX Reference Dye (25 μM)

Урвалжийг 
хуваах

‐20°С
Давтан 
гэсгээх

‐20°С
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Урвалжууд Шинжлэгдэхүүн бүрт орох урвалж тус бүрийн  
эзлэхүүн

Nuclease-free Water N x 7,75 мкл
Томуу ба SARS-CoV-2 праймер N x 3,0 мкл
Томуу ба SARS-CoV-2 проб N x 3,0 мкл
TaqPath™ 1-Step Multiplex Master Mix (No 
ROX) эсвэл
Quantabio UltraPlexTM 1-Step ToughMix® (4X)

N x 6,25 мкл

Нийт эзлэхүүн N x 20.0 мкл

Урвалжууд Шинжлэгдэхүүн бүрт орох урвалж тус бүрийн
эзлэхүүн

Томуу ба SARS-CoV-2 праймер N x 3.0 мкл

Томуу ба SARS-CoV-2 проб N x 3.0 мкл

Ag-Path™ 1-Step RT-PCR Mix (No ROX)
2x buffer

N x 13.0 мкл

Ag-Path™ 1-Step RT-PCR Mix (No ROX)
enzyme

N x 1.0 мкл

Нийт эзлэхүүн N x 20.0 мкл

Урвалжийг найруулах

TaqPath

AqPath, 
Invitrogen

Урвуу
транскриптазийн
бэлтгэл шат

25°C хэм 2 мин

Урвуу
транскриптазийн
шат

50°C хэм 15 мин

Тaq полимераз энзим
идэвхит шат

95°C хэм 2 мин

ПГУ-ын үндсэн цикл
(45 удаа)

95°C хэм 15 сек
55°C хэм 30 сек

Урвалжийн нөхцөл
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Name Reported Dye Quencher Dye
FluA FAM (none)

FluB Yakima 
Yellow/Vic/HEX

(none)

SARS-CoV-2 Texas Red X/ROX (none)

RNP CY5 (none)

Багажийн нөхцөл
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Primer ID* 
(OFFICE 
USE)

Name Sequence (5' to 3') Base Scale (OD)
Purific
ation*

Modification（5'）**
Modificatio
（3'）**

1 Type A MP‐39‐67For CCMAGGTCGAAACGTAYGTTCTCTCTATC 29 100（5*20） PAGE

2 Type A MP‐183‐153Rev TGACAGRATYGGTCTTGTCTTTAGCCAYTCCA 32 100（5*20） PAGE

3 Type A MP‐96‐75ProbeAs  ATYTCGGCTTTGAGGGGGCCTG 22 100（5*20） HPLC FAM MGB

4 H1_49‐77_For  GCAGACACAATATGTATAGGCTACCATGC 29 100（5*20） PAGE

5 H1_115‐140_Rev  ACAGAGTGTGTCACTGTCACRTTCTT 26 100（5*20） PAGE

6 H1_85‐106_Fprobe  TCRACCGACACTGTTGACACAG 22 100（5*20） HPLC FAM MGB

7 H3_768‐771‐For  TGGACAATAGTRAAACCGGGRGAC 24 100（5*20） PAGE

8 H3_898‐921‐Rev  GTCATTGGGRATGCTTCCATTTGG 24 100（5*20） PAGE

9 H3_799‐821‐Probe  CTAATTGCTCCTMGGGGTTACTT 23 100（5*20） HPLC ROX MGB

10 TypeB NS_87‐103_Forv2  GGAGCAACCAATGCCAC 17 100（5*20） PAGE

11 TypeB NS_172‐191_Rev2  GTKTAGGCGGTCTTGACCAG 20 100（5*20） PAGE

12 TypeB NS_105‐124_Probe ATAAACTTTGAAGCAGGAAT 20 100（5*20） HPLC HEX MGB

13 N_Sarbeco‐F1  CACATTGGCACCCGCAATC 19 100（5*20） PAGE

14 N_Sarbeco‐R1  GAGGAACGAGAAGAGGCTTG 20 100（5*20） PAGE

15 N_Sarbeco‐P1   ACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCA 25 100（5*20） HPLC FAM MGB

16 NIID_2019‐nCOV_N_F2   AAATTTTGGGGACCAGGAAC 20 100（5*20） PAGE

17 NIID_2019‐nCOV_N_R2  TGGCAGCTGTGTAGGTCAAC 20 100（5*20） PAGE

18 NIID_2019‐nCOV_N_P2   ATGTCGCGCATTGGCATGGA 20 100（5*20） HPLC ROX MGB

19 RSV‐A_Forward  ACTGCAATCAYACAAGATGCAACRA 25 100（5*20） PAGE

20 RSV‐A_Reverse  CAGATTGRAGAAGCTGATTCCA 22 100（5*20） PAGE

21 RSV‐A_Probe  CCAGATCAAGAACACAACCCCARCATACCT 30 100（5*20） HPLC FAM MGB

22 RSV‐B_Forward  ACTTACCTTACTCAAGTCTCACCAGAAA 28 100（5*20） PAGE

23 RSV‐B_Reverse  TTGTRGCTGARTTTGTGTGGAT 22 100（5*20） PAGE

24 RSV‐B_Probe  TTAGCCCATCCMAACAAYCCACAACC 26 100（5*20） HPLC ROX MGB

Influenza A

FAM

Influenza B

HEX

SARS-CoV-2

ROX

Flu A, Flu B, NIID SC2 Multiplex 
Master Mix

A(H1N1) pdm09

FAM

A(H3N2)

ROX

A(H1N1) pdm09, A(H3N2) 
Multiplex Master Mix

RSV A

FAM

RSV B

ROX

RSV A, RSV B Multiplex 
Master Mix

SARS-CoV-2

FAM

N_Sarbeco

Multiplex Master Mix

5 дугаартай туб: Taqpath 1‐step Multiplex Master Mix 

4 дүгаартай туб: N_Sarbeco үзэх мастер холимог

3 дугаартай туб: RSV A, RSV B үзэх 
мультиплекс мастер холимог

2 дугаартай туб: A(H1N1) pdm09, 
A(H3N2) үзэх мультиплекс мастер 
холимог

1 дүгаартай туб: Flu A, Flu B, NIID SC2 
үзэх мультиплекс мастер холимог
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FluA, FluB, SC‐2

RSV/A, RSV/BH1pdm09, H3

СөрөгFluA эерэг SC‐2 эерэгFluВ эерэг

NIID‐2019‐nCoV‐N

Томуу төст илрүүлэх 
шинжилгээ

СөрөгЭерэг

Баталгаажуулах 
шинжилгээнд 

ХӨСҮТ‐ийн ВСЛ‐т 
илгээнэ.

•Анхааралтай сонссонд баярлалаа.


