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При разработке современных методов биоанали�
тической химии и медицинской диагностики посто�
янно ставятся задачи анализа новых объектов и
определения новых соединений. Одновременно
растут требования к производительности, чувстви�
тельности, селективности и быстродействию анали�
тических систем. В настоящее время внимание ис�
следователей обращено на разработку и применение
микрочиповых технологий, которые позволяют со�
здавать миниатюрные и портативные анализаторы,
реализовать экспрессный и полностью автоматизи�
рованный анализ [1–3].

Существующие методы анализа нуклеиновых
кислот методом полимеразной цепной реакции
(ПЦР) являются длительными из�за низких скоро�
стей нагрева и охлаждения при термоциклировании,
дорогостоящими из�за высокой стоимости реакти�
вов и сложными из�за большого числа операций,
которые нужно осуществлять при проведении ана�
лиза и пробоподготовки [4]. Микрочиповые систе�
мы анализа методом ПЦР лишены этих недостат�
ков, т.к. позволяют достичь высоких скоростей
термоциклирования, увеличить быстродействие
анализа и снизить потребление реактивов [1–3].

Практически важной задачей является снижение
количества операций при проведении анализа и тре�
бований к условиям хранения реактивов. Одним из
вариантов решения этих задач является иммобили�

зация компонентов реакции на поверхности микро�
реакторов. Иммобилизация праймеров позволяет
унифицировать приготовление реакционной смеси,
если требуется проводить анализ одной пробы на
наличие нескольких генов. В работе [4] в микроре�
акторах чипа были иммобилизованы различные
праймеры для ПЦР, стабилизированные полиэти�
ленгликолем. Использование технологии лиофили�
зации позволяет иммобилизовать в микрореакторе
полимеразу, наиболее требовательный к условиям
хранения реактив. Таким образом, становится воз�
можным хранение и транспортировка микрочипов с
лиофилизированным ферментом при комнатной
температуре (18–25°С) [5]. Для стабилизации ДНК�
полимеразы и смеси четырех дезоксинуклеозидтри�
фосфатов применяют желатин, бычий сывороточ�
ный альбумин, сульфат аммония или неионные
детергенты (Тритон Х�100, Твин 20) [5, 6]. Для со�
хранения активности ДНК�полимеразы предпо�
чтительными являются полиолы, т.к. они являются
не только стабилизаторами, но и седиментирующи�
ми агентами [6].

Таким образом, создание микрочиповой анали�
тической системы с иммобилизованными олиго�
нуклеотидами и ферментами позволит объединить
такие значимые преимущества, как высокая ско�
рость анализа, свойственная микрочиповым систе�
мам, а также надежность и простота работы, свой�
ственная классическим методикам.
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Разработана и оптимизирована микрочиповая аналитическая система, использующая кремниевый чип с
иммобилизованными в микрореакторах тест�системами для мультиплексного анализа ДНК методом по�
лимеразной цепной реакции в режиме реального времени (ПЦР�РВ). Предложена методика иммобилиза�
ции ПЦР�компонентов тест�системы, выбран стабилизатор и проведена оптимизация состава реакцион�
ной смеси для достижения долговременной стабильности микрочипа. Проведена оптимизация подготов�
ки проб с использованием магнитного сорбента и показано, что при содержании целевой ДНК в пробе
2.6 × 104 копий/мл для получения положительной идентификации требуется 60 мин, включая время, за�
траченное на пробоподготовку модельных проб. Продемонстрированы возможности созданной системы
на примере анализа в микрочипе проб с различным содержанием ДНК, достигнуты низкие абсолютные
пределы обнаружения (20 копий ДНК в микрореакторе) и высокая воспроизводимость анализа.
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Цель работы – разработка микрочиповой анали�
тической системы для проведения мультиплексного
анализа ДНК (проведение нескольких реакций в од�
ном микрореакторе) методом ПЦР в реальном вре�
мени (ПЦР3РВ) с использованием микрочипа, со�
держащего иммобилизованные в микрореакторах
компоненты реакционной смеси.

МЕТОДИКА

Экспериментальные установки и топология микро3
чипа. Использовали микрочип, изготовленный из
пластин кремния толщиной 600 мкм и содержащий
16 микрореакторов размером 2 × 2 × 0.4 мм с объе�
мом 2 мкл. Микрочип был изготовлен аналогично
технологии, описанной в работах [7, 8], микрореак�
торы были изготовлены по технологии жидкостного
анизотропного травления [9] с последующим нане�
сением слоя оксида кремния толщиной 150 ± 20 нм.

Экспериментальная установка, состоящая из си�
стемы термоциклирования на основе элемента
Пельтье и системы флуоресцентного детектирова�
ния на основе ПЗС�матрицы, аналогична ранее
описанной [8] с несколькими дополнениями. Для
оценки температуры внутри микрореакторов ис�
пользовали ARX�модель [10], которая позволяет по�
высить точность управления температурой в микро�
реакторах. Система флуоресцентного детектирова�
ния позволяет регистрировать красители в двух
спектральных диапазонах: канал 1 – 5(6)�карбокси�
флуоресцеин (FAM), канал 2 – 6�карбокси�
2',4,4',5',7,7'�гексахлорфлуоресцеин (HEX).

Обработку результатов ПЦР�РВ проводили при
помощи программного обеспечения, разработанно�
го нами для управления установкой и проведения
расчетов. Количественную оценку порогового цик�
ла Ct из полученных кривых ПЦР�РВ проводили по
алгоритму определения максимума второй произ�
водной [11, 12].

В экспериментальной установке для лиофилиза�
ции реагентов осуществляли замораживание реак�
тивов с помощью двухстадийного элемента Пельтье
(“Криотерм”, Россия) и их высушивание при пони�
женном давлении. Корпус установки был выполнен
из стеклянной воронки, присоединенной к вакуум�
ному насосу SD�40 (“Varian”, Франция), с помощью
которого создавали пониженное давление в систе�
ме, контролируемое по показаниям вакуумметра
(МЗМ, Россия). Температуру при лиофилизации из�
меряли при помощи универсального измерителя
ТР530 (ООО “Измерительные технологии СПб”,
Россия) с платиновым термодатчиком, закреплен�
ном на элементе Пельтье.

Альтернативным лиофилизации методом иммо�
билизации реактивов является высушивание при
нормальных климатических условиях в эксикаторе,
заполненном безводным хлоридом кальция.

Смесь реактивов для иммобилизации объемом
2 мкл вводилась в микрореакторы микрочипа, кото�
рый, в зависимости от вида высушивания, поме�
щался либо в экспериментальную установку для
лиофильной сушки, либо в эксикатор.

Реактивы. Для оптимизации состава иммобили�
зуемых реактивов использовали тест�систему 35S
(ЗАО “Синтол”, Россия), в которой контрольным
образцом являлась плазмида pUC�18 со вставкой
целевого фрагмента длиной 130 пар нуклеотидов.
Приготовление реакционной смеси производили в
ламинарном ПЦР�боксе (ЗАО “Ламинарные систе�
мы”, Россия) по протоколу, рекомендуемому произ�
водителем. Общий объем приготовляемой реакци�
онной смеси составлял 50 мкл и содержал: 28 мкл де�
ионизованной воды, 5 мкл 10× ПЦР�буфера Б, 5 мкл
MgCl2 (25 мМ), 5 мкл дНТФ (2.5 мМ), 2 мкл смеси
двух праймеров 35S (6.5 пкмоль/мкл каждого), 1 мкл
зонда 35S (5 пкмоль/мкл), 1 мкл Taq ДНК�полиме�
разы (5 ед./мкл), 3 мкл образца ДНК. Объем реакци�
онной смеси, вносимый в каждый микрореактор,
составлял 2 мкл.

При проведении оптимизации состава иммоби�
лизованных реактивов использовали режим ампли�
фикации, рекомендуемый производителем тест�си�
стемы: прогрев 300 с при 95°С, а затем 45 циклов:
95°С – 15 с, 61°С – 30 с.

В качестве мультиплексной ПЦР тест�системы
при анализе реальных объектов был использован
набор реактивов “Фланк�ген” (НПФ “ДНК�Техно�
логия”, Россия) в составе и объемах, рекомендован�
ными производителем, с измененным режимом ам�
плификации: прогрев 90 с при 94°С, а затем 45 цик�
лов: 94°С – 1 с, 64°С – 15 с.

Для лиофилизации реактивов в микрочипе в ка�
честве стабилизатора использовались: глюкоза, сор�
бит, сахароза, маннит, гидроксиэтилцеллюлоза
(“Fluka Bio Chemika”, Швейцария) и инулин (“Sig�
ma”, США). Исходный раствор стабилизатора с
концентрацией 172.4 мМ готовили растворением
навески полиола в дистиллированной воде. Раство�
ры хранили при +4°С. Для проведения эксперимен�
тов использовали растворы с концентрацией 25, 35,
50, 75, 100 мМ, которые готовили разбавлением ис�
ходного раствора дистиллированной водой.

Лиофилизация реактивов проводилась в экспе�
риментальной установке при 35°С и давлении 1.33 ×
× 10–2 Па. При лиофилизации использовали реак�
тивы тест�системы 35S, с добавлением раствора
стабилизатора. Далее микрочип помещали в экс�
периментальную установку и инкубировали 1.5 ч.
Для проведения ПЦР в каждый микрореактор с
иммобилизованными реактивами добавляли по
2 мкл образца ДНК.

Выделение и очистку ДНК из зерен кукурузы
проводили на основе набора реагентов для выделе�
ния ДНК “Magnetic DNA Prep 100” (“Компания
Биоком”, Россия). В состав лизирующего раствора
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было добавлено 5 мл 10%�ного раствора поливинил�
пирролидона (“Acros organic”, США). Кроме того, в
качестве дополнительного отмывочного раствора
был введен ацетон (“НеваРеактив”, Россия), а рас�
твор ЭкстраГен™Е был заменен на элюирующий
раствор (ТЕ�буфер), содержащий 1 мМ трис�HCl и
0.1 мМ динатриевой соли ЭДТА (“Компания Хели�
кон”, Россия), рН 8.0.

Методика выделения ДНК была оптимизирова�
на по времени проведения отдельных стадий и скор�
ректирована для расширения круга анализируемых
объектов. Навеску пробы (размолотые кукурузные
зерна) массой 25 мг вносили в лизирующий раствор
и выдерживали при 80°С 5 мин. После нагрева пробу
центрифугировали при 2500 g 30 с и супернатант до�
бавляли в суспензию сорбента. Проводили сорбцию
ДНК на магнитном сорбенте, супернатант удаляли и
сорбент дважды промывали 1 мл раствора солевого
буфера, а затем ацетоном. После удаления суперна�
танта осадок высушивали при комнатной темпера�
туре в течение 3 мин. Затем к высушенному осадку
добавляли 50 мкл элюирующего раствора, инкуби�
ровали 10 мин при 80°С, периодически встряхивая.
Далее супернатант переносили в микропробирку
для последующего анализа методом ПЦР.

Для высушивания пробы в микрореакторах мик�
рочипа 2 мкл пробы помещали в каждый микрореак�
тор. Далее микрочип выдерживали при 80°С 3 мин до
полного испарения жидкости в микрореакторах.
При проведении ПЦР в каждый микрореактор с вы�
сушенной пробой добавляли реакционную смесь
ПЦР�РВ однократной концентрации в объеме 2 мкл.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Оптимизация состава реактивов для иммобилизо3
ванной тест3системы. При выборе оптимального
стабилизатора на первом этапе критерием оценки
являлся внешний вид иммобилизованной в микро�
реакторе смеси с содержанием различных стабили�
заторов концентрацией 35 мМ. Высушенная смесь
должна надежно удерживаться в микрореакторе и не
должна образовывать кристаллический осадок. По
окончании лиофилизации смесь, содержащая гид�
роксиэтилцеллюлозу, образовывала белую рыхлую
массу; содержащая инулин – плотную кристалличе�
скую; а содержащая сахарозу – кристаллическую
пористую. Смеси с остальными стабилизаторами
образовывали прозрачные стекловидные массы.
Внешний вид реактивов, высушенных на воздухе,
был аналогичен лиофилизированным.

Сохранение свойств иммобилизованных реакти�
вов определялось на основе сопоставления величин
пороговых циклов (Ct), полученных при проведении
ПЦР с растворами этих реактивов. Результаты
ПЦР�анализа раствора, содержащего 106 копий
ДНК/мкл, для иммобилизованных тест�систем с ря�
дом полиолов воспроизводимы (при лиофильной

сушке: маннитол – 23.9 ± 0.6; трегалоза – 23.4 ± 0.5;
сорбитол – 22.8 ± 0.9; глюкоза – 23.8 ± 0.1; при сушке
на воздухе: маннитол – 24.8 ± 0.2; трегалоза – 24.0 ±
± 0.4; сорбитол – 24.9 ± 0.8; глюкоза – 24.0 ± 0.5) и со�
гласуются с Ct растворов без стабилизаторов 23.8 ±
± 0.4. Отметим, что значения пороговых циклов для
ПЦР�кривых от лиофильно высушенных реактивов
(23.7 ± 0.3) были меньше, чем для высушенных на
воздухе (24.4 ± 0.2).

В дальнейших экспериментах использовали сме�
си, в состав которых входили сорбит, глюкоза, ман�
нит и трегалоза, т.к. для них была получена наиболь�
шая эффективность ПЦР, и, кроме того, при высу�
шивании они образовывали стекловидную массу,
которая прочно удерживалась на поверхности мик�
рореактора.

При хранении микрочипов с иммобилизованны�
ми реактивами, содержащими все компоненты ре�
акционной смеси, при 25°С наблюдалась полная по�
теря реакционной способности для всех использо�
ванных стабилизаторов уже через 21 сут, что может
быть связано с деградацией ДНК�полимеразы. При�
сутствующие в высушиваемой смеси ионы Mg2+ и
компоненты буфера могли приводить к протеканию
неспецифических реакций в процессе высушивания
или хранения [5, 6].

Для оптимизации состава иммобилизуемых ре�
активов проводили ряд экспериментов с использо�
ванием для иммобилизации смеси, из состава кото�
рых убирали а) хлорид магния, б) ДНК�полимеразу,
в) буферный раствор и хлорид магния. Недостаю�
щие компоненты затем добавлялись вместе с рас�
твором пробы. Потеря реакционной активности на�
блюдалась во всех иммобилизуемых смесях, в состав
которых входили и буферный раствор и полимераза.
Иммобилизованные смеси, не содержащие в своем
составе полимеразу, во время хранения при комнат�
ной температуре сохраняли свои свойства в течение
36 сут при использовании в качестве стабилизатора
глюкозы и трегалозы. Смеси, не содержащие в своем
составе ионов магния и буферного раствора, сохра�
няли реакционную способность в течение 36 сут при
использовании в качестве стабилизатора сорбита,
трегалозы и маннита. При этом наблюдалось сниже�
ние реакционной способности иммобилизованных
компонентов смеси, содержащих в качестве стаби�
лизатора глюкозу.

Таким образом, в результате экспериментов был
определен состав иммобилизованных реактивов и
выбраны стабилизаторы. Иммобилизация прайме�
ров привела к унификации приготовления раство�
ров при определении нескольких генов, что позво�
лило значительно снизить вероятность ошибки опе�
ратора, а иммобилизация полимеразы позволила
избежать особых условий хранения.

Оценка длительности хранения иммобилизован3
ных реактивов. Оценка длительности хранения мик�
рочипа с иммобилизованными реактивами прово�
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дилась на основе данных по искусственному ста�
рению. Микрочип с иммобилизованными в
микрореакторах реактивами выдерживали при 50°С
в течение 24, 88 и 170 ч, что соответствует 4 мес хра�
нения при 20°С [13].

Полученные данные представлены в табл. 1. Ком�
поненты иммобилизованной смеси, где в качестве
стабилизатора выступала глюкоза, теряли реакцион�
ную активность уже после 24 ч. Иммобилизованные
смеси, содержащие маннит, сохраняли реакционную
активность только при их лиофилизации, тогда как
при высушивании на воздухе наблюдалась потеря
активности после 88 ч. Наилучшими показателями
обладали смеси, содержащие в качестве стабилизато�
ра сорбит и трегалозу.

Оптимизация концентрации стабилизаторов. Для
оптимизации концентрации стабилизатора в экспе�
риментах использовали растворы полиолов с кон�
центрацией 25, 50, 75, 100 мМ. Перед проведением
ПЦР�РВ все микрочипы с иммобилизованными ре�
активами выдерживали при 50°С в течение 170 ч.

Полученные данные представлены в табл. 2. При
использовании в качестве стабилизатора сорбита
наблюдалось увеличение значений Ct по сравнению
с жидкой реакционной смесью без стабилизатора.
Значения Ct иммобилизованных смесей, содержа�
щих трегалозу, при исследуемых концентрациях
сравнимы с жидкой реакционной смесью без стаби�
лизатора, при этом наибольшая эффективность
ПЦР наблюдалась при концентрации трегалозы 50–
100 мМ.

Все реактивы, высушенные на воздухе, достигали
порогового цикла несколько позже, чем лиофили�
зированные смеси, что согласуется с данными, по�
лученными в предыдущих экспериментах. Угол на�
клона ПЦР�кривых в экспоненциальной фазе реак�
ции (значения b, табл. 2), полученных при анализе
высушенных на воздухе реактивов, меньше по срав�
нению с лиофилизированными. Угол наклона ПЦР�
кривых был оценен методом наименьших квадратов
при приближении четырехпараметрической логи�
стической функцией [12]. Увеличение угла наклона

Таблица 1.  Величины пороговых циклов (Ct) в зависимости от времени хранения микрочипа с иммобилизованными
реактивами и вида стабилизатора*

Стабилизатор, 
100 мМ Вид сушки

Пороговые циклы при времени хранения, ч

0 24 88 170

Глюкоза воздушная 23.9 – – –

лиофильная 23.9 – – –

Маннит воздушная 23.2 24.0 28.1 28.5

лиофильная 23.8 23.7 23.8 24.3

Сорбит воздушная 24.1 24.0 24.2 23.6

лиофильная 23.8 23.4 23.6 23.8

Трегалоза воздушная 23.7 24.4 24.1 23.8

лиофильная 23.4 23.9 25.0 23.6

* Знак “–” указывает на полную потерю реакционной активности иммобилизованных реактивов.

Таблица 2.  Величины пороговых циклов (Ct) и коэффициента b в зависимости от концентрации стабилизатора*

Стабилизатор Концентрация
стабилизатора, мМ

Высушено лиофильно Высушено на воздухе

Ct, ед. b Ct, ед. b

Сорбит 25 24.7 7.05 – –

50 24.5 8.06 30.9 7.76

75 24.8 8.17 29.8 7.51

100 24.2 9.68 26.0 9.93

Трегалоза 25 24.2 8.74 24.7 7.54

50 23.8 9.37 24.3 8.07

75 24.1 9.89 24.5 7.61

100 24.2 10.04 24.8 9.75

* Знак “–” указывает на потерю реакционной активности иммобилизованных реактивов.
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свидетельствовало о большей эффективности ам�
плификации [14].

Отметим, что лиофилизация требует использова�
ния специализированного оборудования, что сни�
жает технологичность изготовления микрочипов с
иммобилизованными реактивами, в то время как
высушивание на воздухе позволяет упростить про�
цесс производства микрочипов.

Для оценки аналитических характеристик мик�
рочипа с иммобилизованными реактивами исполь�
зовали высушенный на воздухе микрочип с оптими�
зированной тест�системой, содержащей все компо�
ненты реакционной смеси, кроме ионов магния, и
буферного раствора с концентрацией стабилизатора
трегалозы 100 мМ. На рис. 1 представлена градуиро�
вочная зависимость, полученная при использова�
нии изготовленного таким образом микрочипа.

Полученное значение эффективности реакции Е
составило 92%, что обеспечивает низкую относи�
тельную погрешность при определении ДНК, кото�
рая не превышала 12% по серии измерений проб с
концентрацией ДНК в диапазоне 4 × 102–4 × 105 ко�
пий/мкл.

Оптимизация методики пробоподготовки. Суще�
ствует ряд методик выделения и очистки нуклеино�
вых кислот из различных образцов [11, 15–17]. Од�
нако большинство существующих методов требует
длительных стадий центрифугирования и громозд�
кой аппаратуры. Нами был выбран метод магнитной
сепарации сорбента, основанный на использовании
в качестве сорбента магнитных частиц, содержащих
наночастицы оксида железа и обладающих суперпа�
рамагнитными свойствами [18]. Метод привлекате�
лен простотой исполнения и технологичностью, по
сравнению с центрифугированием магнитная сепа�
рация быстра и легка в применении, не требует
сложного и дорогостоящего оборудования, а также,
может быть эффективно автоматизирована [19].

В методику пробоподготовки, рекомендованную
производителем, были внесены некоторые измене�
ния. Из�за высокого отношения объема вводимой
пробы к общему объему реакционной смеси возрас�
тают требования к чистоте выделяемой ДНК. Для
устранения влияния гуминовых кислот, содержа�
щихся в почве и зерне, потребовалось добавление
5 мг поливинилпирролидона [20, 21]. Более каче�
ственное выделение и очистка ДНК позволяют рас�
ширить область применения данной методики для
выделения ДНК микроорганизмов из объектов
окружающей среды [22, 23]. Введение ацетона поз�
волило сохранить дисперсность сорбента после ста�
дий отмывок и тем самым увеличить эффективность
элюции ДНК.

Эффективность выделения ДНК была оценена
путем сравнения значений Ct раствора положитель�
ного контроля, соответствующего концентрации
10 копий ДНК/мкл, и такого же раствора, прошед�
шего пробоподготовку. Так как при пробоподготов�

ке происходит 20�кратное уменьшение объема рас�
твора пробы, то при 100%�ной эффективности вы�
деления ДНК это привело бы к различию пороговых
циклов ПЦР�кривых от этих проб на 4.3 цикла. Од�
нако на практике разница значений составила 3.5
цикла, что говорит о достижении не менее 56% вы�
деления ДНК. Подобная полнота выделения для
низких содержаний ДНК может быть оценена как
достаточная для большинства практических прило�
жений при анализе генетически модифицирован�
ных организмов (ГМО) [24].

Предложенная методика пробоподготовки поз�
волила провести выделение ДНК и очистку не�
скольких проб от примесей за 40 мин, что сопоста�
вимо с временем проведения ПЦР�РВ в микрочи�
повой аналитической системе и не лимитирует
постановку анализа в лаборатории в течение дня.
При использовании ускоренного режима амплифи�
кации в микрочиповой аналитической системе на
проведение 45 циклов затрачивается 20 мин. Таким
образом, общее время, затраченное на пробоподго�
товку и ПЦР�анализ полученных проб при исполь�
зовании иммобилизованных в микрореакторах ре�
активов, не превышало 60 мин, что хорошо корре�
лирует со временем анализа для подобных
микрочиповых систем с объемом микрореактора 2–
4 мкл [25, 26], и значительно быстрее, чем при ис�
пользовании коммерческих ПЦР�анализаторов.

В связи с непрактичностью приготовления реак�
ционных смесей объемом 2 мкл нами предложено
два варианта проведения анализа. При использова�
нии микрочипов с иммобилизованными реактива�
ми в анализируемую пробу добавляли недостающие
компоненты, буферный раствор и раствор хлорида
магния. Далее эта проба вводилась в микрореактор.
Если необходимо проводить определение в пробе
содержания нескольких генов, то проба вводится в
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Рис. 1. Градуировочная зависимость, полученная при
проведении ПЦР в микрочипе с высушенной опти�
мизированной тест�системой.
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несколько микрореакторов, в которых иммобилизо�
ваны соответствующие праймеры. Если же число
анализируемых проб больше, чем число интересуе�
мых генов, то нами рекомендуется использовать
микрочипы без иммобилизованных реактивов. В
этом случае анализируемые пробы после пробопод�
готовки высушивают в микрореакторе при 80°С, а
затем в микрореактор добавляют все компоненты
реакционной смеси. Таким образом, при анализе
можно использовать заранее приготовленные реак�
ционные смеси на интересующий ген и расходовать
их по мере необходимости.

Для оценки аналитических характеристик опти�
мизированной методики пробоподготовки и микро�
чиповой аналитической системы ПЦР�РВ готовили
серию последовательных разбавлений до получения

растворов с концентрациями 1 × 106, 1.6 × 105, 6.4 ×
× 104, 2.6 × 104 копий ДНК/мл, которые проходили
пробоподготовку и ПЦР�анализ. Концентрацию
растворов выбирали, исходя из того, что в 25 мг ку�
курузных зерен содержится 2.755 мкг ДНК [24], что
соответствует 106 копий геномной ДНК [27]. При
условии наличия в зернах 0.9% компонентов ГМО
(предел содержания ГМО, выше которого необхо�
дима маркировка товаров) содержание ДНК в мик�
рореакторах микрочипа будет составлять 180 копий
ДНК, что достаточно для проведения ПЦР.

Полученные результаты приведены на рис. 2. На
канале регистрации FAM наблюдался рост интен�
сивности флуоресценции красителя, соответствую�
щего специфичному зонду для всех кривых, кроме
отрицательного контрольного образца. На канале
регистрации HEX наблюдался рост флуоресценции
красителя зонда внутреннего контрольного образца,
что свидетельствует об отсутствии ингибирования
ПЦР в данных пробах и позволяет интерпретиро�
вать отрицательный результат на канале FAM как
достоверный.

На рис. 3 представлена градуировочная зависи�
мость, полученная при проведении ПЦР�РВ анали�
за проб с различной концентрацией ДНК. Эффек�
тивность ПЦР близка к теоретическому пределу
(Е = 99%), что свидетельствовало об отсутствии ин�
гибирования в растворе пробы после проведения
пробоподготовки, о высокой точности поддержания
температуры в микрореакторах чипа системой тер�
моциклирования, о качестве модификации поверх�
ности микрореакторов и стабильности системы де�
тектирования [28]. По оценке из градуировочной за�
висимости диапазон определяемых концентраций
ДНК, содержащей искомый фрагмент гена ГМО,
составил 3 порядка, а минимальное содержание
ДНК в исходной пробе, приводящее к положитель�
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Рис. 2. Зависимость интенсивности флуоресценции (отн. ед.) номера цикла в каналах FAM (a), HEX (б). ПЦР�анализ
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Рис. 3. Градуировочная зависимость, полученная при
проведении ПЦР в микрочипе после пробоподготов�
ки с серией последовательных разбавлений.
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ному детектированию, составило 103 копий ДНК в
1 мл, что соответствует 20 копиям ДНК в микроре�
акторе. Отметим, что высокая чувствительность и
эффективность ПЦР получены при проведении
мультиплексной ПЦР�РВ в условиях быстрого ре�
жима термоциклирования, т.е. при сокращении вре�
мени удержания на заданной температуре, что явля�
ется демонстрацией преимуществ микрочиповой
системы перед традиционным оборудованием.

В настоящей работе оптимизирована реакцион�
ная смесь для иммобилизации в микрореакторы
микрочипа. Оптимальным составом обладает смесь,
содержащая дНТФ, праймеры и ДНК�полимеразу в
растворе стабилизатора. В результате было найдено,
что для долговременного хранения при комнатной
температуре можно использовать сорбит в концен�
трации 100 мМ при лиофилизации смеси или трега�
лозу в концентрации 25–100 мМ при лиофильной
сушке и трегалозу в концентрации 100 мМ при суш�
ке на воздухе.

Отметим, что сушка на воздухе экономически бо�
лее выгодна и привлекательна для широкомасштаб�
ного производства микрочипов, т.к. не требует гро�
моздкого оборудования для лиофилизации и боль�
ших энергетических затрат при высушивании. При
анализе созданных иммобилизованных реактивов
получена высокая эффективность ПЦР (Е = 92%).

Полученные аналитические характеристики ме�
тода при использовании иммобилизованных в мик�
рореакторах тест�систем сравнимы с таковыми при
использовании жидких реактивов (Е = 99%), что
позволяет применять иммобилизованную тест�си�
стему вместе с предлагаемой модификацией мето�
дики пробоподготовки и достичь высокой аналити�
ческой чувствительности обнаружения ДНК в ис�
ходных пробах. Кроме того, проведенная
оптимизация методики пробоподготовки и высокое
быстродействие микрочиповой аналитической си�
стемы позволили сократить время полного ПЦР�
анализа до 60 мин, что в среднем на 70 мин быстрее,
чем для стандартного оборудования и методик. При
использовании иммобилизованных в микрореакто�
рах тест�систем достигнуто существенное (в 16 раз)
сокращение расхода реактивов и снижение количе�
ства операций при приготовлении растворов.

Таким образом, разработанная микрочиповая
аналитическая система мультиплексного ПЦР�ана�
лиза с иммобилизованными реактивами позволяет
значительно сократить трудозатраты оператора и
стоимость расходных материалов, а также увеличить
скорость за счет использования микрочипа и надеж�
ность анализа за счет одновременного определения
в каждом микрореакторе искомого участка ДНК и
внутреннего контрольного образца (BKО). Даль�
нейшие работы по развитию созданной микрочипо�
вой системы должны быть сфокусированы на разра�
ботке микрочипов, содержащих иммобилизован�
ные реактивы для нескольких целевых генов,

содержащихся в ГМО, и на их приложении к каче�
ственному и количественному анализу реальных об�
разцов с высоким быстродействием и производи�
тельностью.
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Microarray Analytic System for Multiplex Analysis by Real�time 
Polymerase Chain Reaction with Reagents Immobilized 

in Microreactors
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Abstract–A microarray analytic system that uses a silicon chip with immobilized in microreactor test�system
for multiplex analysis of DNA by real�time polymerase chain reaction (RT�PCR) was developed and opti�
mized. We suggested the method of immobilization of PCR�components of a test�system, chose the stabi�
lizer, and conducted the optimization of the composition of reaction mixture to achieve permanent stability
of a microarray. We conducted optimization of preparation of samples using magnetic sorbent and indicated
that, with 2.6 × 104 copies/ml, 60 min are necessary to obtain positive identification including time for prep�
aration of model probes. The abilities of the the created system were demonstrated on the example of
microarray analysis of samples with different content of DNA, low absolute limits of identification (20 DNA
copies in microreactor), and high reproducibility of the analysis.
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