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ВВЕДЕНИЕ
Одними из важнейших веществ во всех живых

организмах являются нуклеиновые кислоты,
обеспечивающие хранение и передачу генетиче-
ской информации. В связи с этим крайне важным
является определение состава и содержания нук-
леиновых кислот в биологических образцах. В на-
стоящее время для детектирования целевых нук-
леиновых кислот широко применяются ДНК-
зонды. ДНК-зонд (англ. DNA probe) – одноцепо-
чечный фрагмент ДНК, способный к гибридиза-
ции со специфичным участком молекулы иссле-
дуемой ДНК. Принцип гибридизации основан на
ассоциации цепочек ДНК между собой при ком-
плементарности их нуклеотидных последова-
тельностей, что позволяет идентифицировать
нужную последовательность. Для идентифика-

ции проводят мечение зонда или анализируемых
молекул. Для этого применяют радиоактивные
изотопы, хромофоры (флуоресцентное мечение),
или группы, делающие возможным детектирова-
ние в ходе последующей ферментативной реак-
ции (например, биотиновое мечение). ДНК-зон-
ды применяют в таких методах, как нозерн-блот,
дот-блот, саузерн-блот, а также в ДНК-микрочи-
пах [1].

ДНК-микрочипы (микрочипы, биочипы) –
это технология, в которой 1000 ДНК-зондов им-
мобилизованы на поверхности и используются
для измерения относительной концентрации по-
следовательностей нуклеиновых кислот в смеси
путем гибридизации и последующего обнаруже-
ния объектов гибридизации.

ДНК-микрочипы представляют собой группу
технологий, в которых определенные последова-
тельности ДНК либо вводятся, либо синтезиру-
ются на поверхности таким образом, что ДНК ко-
валентно или нековалентно прикрепляется к ней.
На рис. 1 показана упрощенная схема микрочипа,
где прямоугольниками обозначена подложка с
двумя ячейками, на которых иммобилизованы
ДНК-зонды двух типов (последовательности “А”
и “В”) до и после гибридизации.

В основе диагностики с помощью микрочипов
лежит принцип установления фактом лиганд-ре-
цепторного взаимодействия. Один из взаимодей-
ствующих партеров – лиганд или рецептор – им-
мобилизуется на небольшой, но строго опреде-
ленной поверхности микрочипа, которую
называют спот (поверхность микрочипа в ряде
случаев может быть структурирована, например,
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микроячейками (нанопланшетами) или микро-
электродами).

Обычно ДНК-чипы используются для зонди-
рования раствора смеси меченых нуклеиновых
кислот, а связывание (путем гибридизации) этих
“мишеней” с “зондами” на матрице используется
для измерения относительных концентраций нук-
леиновой кислоты в растворе. Существуют и дру-
гие способы количественного определения раз-
личных последовательностей нуклеиновых кислот
в образце, включая количественную ПЦР, “циф-
ровую ПЦР” и гибридизацию с оптически марки-
рованными “последовательностями зондов”.

Бурное развитие технологии ДНК-матриц нача-
лось в конце 90-х–начале 2000-х годов, когда были
адаптированы как новые методы производства, так
и флуоресцентное обнаружение. Отметим, что за
это время произошел постепенный переход к
производству чипов с использованием небольших
олигонуклеотидных последовательностей с 25–
60 парами нуклеотидов. Переход к олигонуклео-
тидным зондам стал возможен благодаря увели-
чению количества общедоступной информации о
последовательности ДНК. Использование олиго-
нуклеотидов (в отличие от более длинных после-
довательностей) привело к увеличению специ-
фичности гибридизации ДНК-зонда с целевой
последовательностью (ДНК-мишенью), так как
олигонуклеотиды могли быть сконструированы
таким образом, чтобы связываться с участками
генов, которые больше всего отличались бы от
других участков ДНК. Рассмотрим четыре основ-
ных типа микрочипов: с иммобилизованными
зондами, синтезированные in situ, самосборные и
гидрогелевые биочипы [2].

1. ТИПЫ МИКРОЧИПОВ

1.1. С иммобилизованными зондами

Иммобилизация ДНК-зондов выдвигает ряд
требований к выбору материала подложки, спо-
собам иммобилизации олигонуклеотидов, их хи-
мической модификации. Выделим наиболее
предпочтительные [3]:

− высокая функциональность поверхности
подложки;

− ковалентные связи между ДНК и поверхно-
стью;

− доступность иммобилизованного ДНК для
взаимодействующих с ней молекул;

− низкий уровень неспецифических взаимо-
действий.

Прикрепление олигонуклеотидов осуществля-
ется различными способами. Наиболее распро-
страненным является непосредственное нанесе-
ние раствора модифицированного олигонуклео-
тида на подготовленную поверхность подложки.
В результате протекающей реакции конденсации
полинуклеотидная цепь оказывается зафиксиро-
ванной на ней.

В качестве подложек для иммобилизации мо-
гут выступать различные материалы: кремний,
стекло, золото, полимеры. Наиболее часто ис-
пользуют стекло в силу ряда его характерных
свойств [3]:

− нерастворимость в органических и неорга-
нических растворителях;

− относительная химическая инертность;
− низкая фоновая флуоресценция;
− отсутствие неспецифических взаимодей-

ствий;
− достаточная прочность;
− доступность и простота в обращении.
В 1996 г. впервые опубликован метод, позволя-

ющий изготавливать чипы ДНК с высокой плот-
ностью размещения на стеклянных подложках. С
помощью сверхточных инструментов раствор
ДНК наносят на стекла размером 1 × 3 дюйма.
Обычно поверхность стекла покрывают специ-
альным веществом, например полилизином, что
помогает сохранить ДНК на подложке. Споты на
стекле позволяют флуоресцентно маркировать
образец. Флуоресцентное детектирование обес-
печивает несколько преимуществ по сравнению с
радиоактивными или хемилюминесцентными
метками. Во-первых, флуоресцентное детектиро-
вание довольно чувствительно и имеет большой
динамический диапазон. Во-вторых, флуорес-
центная маркировка менее дорогая и более про-
стая, чем радиоактивная или хемилюминесцент-
ная. В-третьих, флуоресцентная маркировка поз-
воляет помечать два (или более) образца разными
цветами.

1.2. In situ-синтезированные микрочипы
Данный метод основан на адресном синтезе

олигонуклеотидов на поверхности чипа. Синтез
проводят путем поэтапного добавления к расту-
щей цепочке нуклеотидов, содержащих на 5´-
конце лабильную защитную группу, снятие кото-

Рис. 1. Упрощенная схема ДНК-микрочипа.
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рой возможно под действием светового излуче-
ния, электрического напряжения или в ходе кис-
лотного гидролиза [3]. В варианте, предложенном
фирмой Affimetrix, олигонуклеотиды синтезиру-
ются непосредственно на подложке методом фо-
толитографии с использованием специальных
микромасок, заимствованных из производства
микросхем. Применение данного метода позво-
лило добиться поразительных результатов: на од-
ном чипе фирмы Affimetrix могут находиться
миллионы различных спотов (участков, содержа-
щих одинаковые молекулы-зонды) размером все-
го лишь несколько микрон [3]. На рис. 2 пред-
ставлена последовательность этапов синтеза оли-
гонуклеотидных ДНК-зондов с применением
литографической маски.

Согласно рис. 2 исходная стеклянная плат-
форма покрыта слоем светочувствительного со-
единения, предотвращающего ее взаимодействие
с первым нуклеотидным звеном, ковалентно свя-
занным с платформой. С помощью литографиче-
ской маски (рис. 3) свет направляется на участки
микрочипа, с которыми должен связываться нук-
леотид. После разрушения защитного слоя мик-
рочип обрабатывают реакционноспособным
производным нуклеотида, который связывается с
поверхностью микрочипа в заранее запланиро-
ванных местах. Нуклеотид также несет в своем
составе светочувствительную группу, что позво-
ляет повторять цикл наращивания нуклеотидной
цепи. В результате получают микрочип, содержа-
щий олигозонды определенной длины [3].

Важным преимуществом технологии Affymet-
rix является то, что, поскольку последовательно-
сти ДНК непосредственно синтезируются на по-
верхности, требуется только небольшая коллек-
ция реагентов (четыре модифицированных
нуклеотида плюс небольшая часть реагентов, не-

обходимых для этапов деблокирования и связы-
вания) для построения произвольно сложного
массива зондов. Однако исходная технология
Affymetrix была ограниченной в универсально-
сти, поскольку каждая модель массива олигонук-
леотидов требовала построения уникального на-
бора фотолитографических масок, чтобы направ-
лять свет на массив на каждом этапе процесса
синтеза. В 2002 г. был опубликован метод [3]
(NimblegenSystemsInc.), в котором стадия фото-
депротекции выполняется с использованием
микрозеркал (аналогичных тем, что находятся в
видеопроекторах) для прямого освещения пиксе-
лях на матрице [4]. Это позволяет создавать про-
извольные массивы в небольших объемах с гораз-
до меньшими затратами, чем при использовании
фотолитографических методов с использованием
масок для прямого света. Одним из ограничений
этого метода является то, что общее количество
адресных пикселей (например, блок олигонук-
леотидов, который может быть синтезирован) ли-

Рис. 2. Последовательность этапов синтеза олигонуклеотидных ДНК-зондов с применением литографической маски
[13].
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митировано количеством адресных позиций в
устройстве микрозеркала.

1.3. Самосборные чипы

Альтернативный подход к построению масси-
вов зондов был создан группой Дэвида Уолта в
Университете Тафтса [5–7] и лицензирован для
компании Illumina. Их способ включал в себя
синтез ДНК на небольших шариках из полисти-
рола и осаждение этих гранул на конце волокон-
но-оптической решетки, в которой были вытрав-
лены концы волокон, чтобы образовать углубле-
ние размером немного больше одного шарика.
Различные типы ДНК будут синтезированы на
разных шариках, и нанесение этих шариков на
волоконно-оптический кабель приведет к слу-
чайной сборке массива олигонуклеотидов. В ран-
них версиях этих массивов гранулы оптически
кодировались различными комбинациями флуо-
рофора, чтобы можно было определить, какой
олигонуклеотид в каком положении находился на
матрице (“декодирование матрицы”) [5–7]. Оп-
тическое декодирование флуоресцентной марки-
ровкой ограничило общее количество уникаль-
ных шариков, которые можно было различить.
Таким образом, более поздние и современные
способы декодирования гранул включают в себя
гибридизацию и обнаружение ряда коротких
флуоресцентно меченных олигонуклеотидов в
последовательной серии этапов. Это не только
позволяет использовать огромное количество
различных типов шариков в одном чипе, но и
функционально тестирует чип до его использова-
ния в биологическом анализе. В более поздних
версиях чипов Illumina использовалась прозрач-

ная стеклянная поверхность для размещения гра-
нул вместо волоконно-оптической решетки.

1.4. Технология гидрогелевых микрочипов

Основным этапом диагностирования на
ДНК-чипах является гибридизация. От того как
будет происходить гибридизация, зависят резуль-
таты исследований. Часто низкая эффективность
и специфичность гибридизации объясняются
взаимодействием анализируемой последователь-
ности ДНК и иммобилизованного зонда в тонком
слое поверхности чипа. Так как объем данного
слоя в сравнении с остальным объемом ячейки
очень мал, то всего лишь небольшая часть моле-
кул анализируемой ДНК оказывается в ней каж-
дый момент времени. Для увеличения поверхно-
сти взаимодействия иммобилизованного зонда с
исследуемым образцом и повышения эффектив-
ности гибридизации применяют технологию гид-
рогелевых чипов. Согласно данной технологии
ДНК-зонды иммобилизуют в полиакриламидном
геле. Для этого растворы зондов смешивают с ге-
леобразующими мономерами, а затем наносят их
с помощью игольчатых растров (пинов) механи-
ческого робота на модифицированную пластико-
вую или стеклянную подложку биочипа. После
чего проводят совместную полимеризацию зон-
дов с компонентами геля под действием УФ-из-
лучения, в результате чего иммобилизованные
молекулы ковалентно присоединяются к моно-
мерам растущей полимерной цепи и равномерно
распределяются во всем объеме каждой гелевой
ячейки (рис. 4). Данная технология была изобре-
тена в Институте молекулярной биологии им.
Энгельгардта РАН (Москва).

Рис. 4. Схема изготовления биочипа с гидрогелевыми ячейками, в которых иммобилизованы зонды [13].

Объем ячейки 0.1.нанолитра

Гидрогелевые ячейки с
иммобилизованными зондами

Растворы
полимеризуются

Уф излучение

Активированная подложка

Пин робота

Робот переносит растворы
молекул зондов на

поверхность подложки

Микротитровальный планшет
с растворами зондов



ВЕСТНИК ВОЕННОГО ИННОВАЦИОННОГО ТЕХНОПОЛИСА «ЭРА»  том 3  № 2  2022

ДНК-МИКРОЧИПЫ И ИХ ПРИМЕНЕНИЕ В МЕДИЦИНЕ И БИОЛОГИИ 149

1.5. Способы мечения олигонуклеотидов

Для установления факта гибридизации прово-
дят мечение зондов или анализируемых молекул.
Применяют радиоактивные и нерадиоактивные
метки.

В качестве радиоактивной метки чаще всего
используют фосфор-32 (32P), также применяются
сера-35 (35S) и тритий (3H). Детекция радиоактив-
но меченых молекул осуществляется посредством
радиографии. Главным преимуществом радиоак-
тивных меток является высокая чувствительность
(10–19 М). Несмотря на это, использование радио-
активно меченых зондов ограничено в связи с
возможностью радиолиза как самого зонда, так и
мишени коротким (8–14 дней) временем полу-
распада большинства радионуклидов, а также
связанной с ними опасностью для здоровья пер-
сонала. Также необходимо учитывать психологи-
ческий и экологический аспекты, возникающие
при работе с радионуклидами и при утилизации
отходов. Поэтому в настоящее время особое вни-
мание уделяется нерадиоактивному мечению.

В случае нерадиоактивного мечения зонд со-
единяют с какой-либо репортерной группой:
флуорохромом, гаптеном, с которым связывается
меченое антитело, ферментом, дающим окра-
шенный или люминесцирующий продукт. Рас-
пространение получили три основные способа
мечения: удлинение затравки, ник-трансляция
или мечение с помощью ПЦР. Обнаружение сиг-
нала о связывании осуществляется под люминес-
центным микроскопом.

2. ПРИМЕНЕНИЕ БИОЧИПОВ

2.1. Анализ экспрессии генов

Процессами внутреннего метаболизма клеток,
их делением и дифференцировкой управляет
сложная сеть молекулярных взаимодействий, ко-
торая определяет уровень экспрессии (функцио-
нирования) различных генов. Измерение уровня
экспрессии генов является преобладающим при-
менением ДНК-микрочипов. Показателем по-
следней служит концентрация соответствующей
матричной РНК (мРНК), которая синтезируется
на ДНК – носителе наследственной информа-
ции. Динамика изменения концентрации опре-
деленной мРНК указывает на включение или вы-
ключение конкретного гена, а значительные от-
клонения этого показателя от нормы могут
свидетельствовать о наличии различных заболе-
ваний. Технология микрочипов ДНК позволяет
одновременно отслеживать экспрессию десятков
тысяч генов, создавая таким образом своеобраз-
ный молекулярный “портрет” клетки. Изучая
профили генной экспрессии в клетке, можно ста-
вить диагноз, определять группу риска и давать

прогноз развития многих видов раковых забо-
леваний.

Процедура подготовки образца для анализа на
микрочипах включает в себя выделение суммар-
ной РНК, на основе которой посредством реак-
ции обратной транскрипции синтезируют цепи
кодирующей ДНК (кДНК). Из каждой молекулы
такой кДНК с помощью фермента Т7 РНК-поли-
меразы можно получить множество копий РНК.
Как правило, образующиеся молекулы РНК при
этом одновременно получают флуоресцентную
метку (для этого при синтезе используются мече-
ные нуклеотиды). В работе с олигонуклеотидны-
ми ДНК-зондами для мечения образца получае-
мой РНК часто употребляют флуоресцентную
метку одного типа, а уровни экспрессии генов
определяют, сравнивая получаемые флуорес-
центные сигналы с сигналами внутренних кон-
трольных точек микрочипа.

При работе с микрочипами на основе кДНК,
как правило, необходимы две метки: контроль-
ный образец (взятый из нормальных клеток)
метят одним флуоресцентным красителем, ис-
следуемый образец (взятый, например, из рако-
вой опухоли) – другим; далее их смешивают и ги-
бридизуют с одним микрочипом. По соотноше-
нию сигналов от двух разных меток в каждой
ячейке микрочипа судят о повышении или пони-
жении уровня экспрессии данного гена при забо-
левании.

2.2. Обнаружение патогенов

Еще одна область применения технологии
биочипов – обнаружение мутаций в геноме пато-
генных агентов, что позволяет безошибочно
определить вид вируса или бактерии. Для этого
протяженные фрагменты геномной ДНК или
РНК патогена гибридизируют с микрочипом, со-
держащим специальные олигонуклеотидные зон-
ды.

В [7] представлен микрочип, способный диа-
гностировать опасные для человека виды орто-
поксвирусов – возбудителей оспы. Кроме того,
данный микрочип способен отличить зараженных
ортопоксвирусами от тех, кто поражен вирусами
герпеса. Это крайне важно, поскольку клиниче-
ская картина больных ортопоксвирусами очень
сходна с клинической картиной больных, инфи-
цированных вирусами герпеса 1, 2 и 3 типов, что
позволяет правильно выбрать способ лечения.

Эффективно применяются биологические
ДНК-микрочипы для этиологической верифика-
ции острых кишечных инфекций бактериальной
природы [8]. Удалось выявить и идентифициро-
вать ДНК патогенных и условно-патогенных воз-
будителей острых кишечных инфекций: Salmo-
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nella spp., Shigella spp. + EIEC, Campylobacter jejuni,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae [8].

Разработан микрочип, позволяющий опреде-
лять 15 вариантов гемагглютинина (Н1–Н15) и
два варианта нейраминидазы (N1, N2) вируса
гриппа А. Процедура идентификации вирусного
подтипа не требует выполнения предварительных
стадий культивирования вируса, а результаты
анализа могут быть получены в течение 10 ч. По-
казано, что предложенный подход обладает высо-
кой специфичностью и может использоваться
для разработки ДНК микрочипов, нацеленных на
генотипирование вирусов, характеризующихся
высокой изменчивостью.

2.3. Генотипирование
ДНК-микрочипы широко используются для

выявления однонуклеотидных полиморфизмов
(single-nucleotide-polymorphism, SNP). Для обнару-
жения SNP использовалось несколько альтерна-
тивных подходов.

Первый подход представляет собой аллельную
дискриминацию путем гибридизации. Олигонук-
леотиды, которые являются комплементарными
к каждой аллели, помещаются на подложку, а ме-
ченые геномные ДНК гибридизуются на микро-
чипе. Необходимо, чтобы все варианты SNP
находились в центре олигонуклеотида (обычно
25 последовательностей нуклеотидов на чипах
Affymetrix), поскольку это положение оказывает
наибольшее влияние на гибридизацию.

Второй метод называется “GoldenGateAssay”.
В его основе лежит полимеразная цепная реак-
ция. В раствор геномной ДНК помещаются моле-
кулы, комплементарные геномной ДНК и на
3'-конце содержащие различные модификации
SNP, а на 5'-конце – различные праймеры для по-
следующего проведения ПЦР, кроме того, добав-
ляется комплементарная (другой цепи геномной
ДНК) молекула с другой стороны от SNP, содер-
жащая на 5'-конце еще один праймер для ПЦР.
Полимераза будет осуществлять синтез только с
того праймера, 3'-конец которого соответствует
SNP. В зависимости от того, с какого праймера с
видоизмененным 3'-концом будет идти ПЦР, та-
кой SNP и наблюдается в образце.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Возможности технологии ДНК-биочипов

чрезвычайно велики. Проведение многопарамет-
рического анализа биологического образца поз-
воляет охватить многие области современной ме-
дицины. В настоящее время исследователи пыта-
ются интегрировать в единую схему все стадии
проведения анализа, включая обработку биоло-
гического образца, выделение нуклеиновых кис-
лот, амплификацию специфических мишеней

непосредственно на биочипе с количественной
идентификацией в режиме реального времени.
Подобные “лаборатории на чипе” дадут возмож-
ность повысить качество лабораторной диаг-
ностики, уменьшить вероятность заражения
медперсонала потенциальным инфекционным
материалом и снизить количество ложноположи-
тельных и ложноотрицательных результатов.
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