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ВВЕДЕНИЕ

Технология биочипов продолжает активно раз- 
виваться, предлагая новые возможности для диаг- 
ностики, научных исследований и персонали- 
зированной медицины. Концепция анализа на 
биологических микрочипах основана на механизме 
молекулярного распознавания анализируемых 
молекул молекулярными зондами, нанесенными 

на чип. Это распознавание может происходить 
путем взаимодействия антител с антигенами [1] 
или гибридизации комплементарных цепей ДНК 
[2]. Параллельный анализ множества биомолекул, 
маленькие объемы образца, высокая точность и 
специфичность анализа представляют огромное 
преимущество, что делает эту технологию востре- 
бованной в медицинской практике и научных ис- 
следованиях.
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Биочипы с белковыми и олигонуклеотидными зондами используются для анализа образцов 
белков и нуклеиновых кислот. Ключевые задачи технологии – подбор материалов для подложек 
и функционализация поверхности. В данной работе проводили модификацию подложек из 
полибутилентерефталата, покрывая их фотоактивными полимерами: поли(этилен-со-пропилен-
со-5-метилен-2-норборненом), ацетилцеллюлозой, поливинилацетатом и поливинилбутиралем. 
Покрытия наносили методом центрифугирования и высушивали. Исследовали влияние покрытия 
на характеристики биочипов. Методом фотоинициируемой радикальной полимеризации по- 
лучали матрицу гидрофильных ячеек из щеточных полимеров с эпоксидными группами для 
иммобилизации ДНК-зондов и иммуноглобулинов человека. Функциональность зондов исследовали 
гибридизационным анализом и реакцией со специфичными антителами. Оценивали эффективность 
связывания зондов с молекулярными мишенями на биочипах с различными покрытиями. Ячейки 
на подложках с покрытиями поливинилбутиралем и поли(этилен-со-пропилен-со-5-метилен-2-
норборненом) продемонстрировали лучшую эффективность связывания и слабую адсорбцию 
мишеней, обеспечивая высокую контрастность флуоресцентного изображения после связывания 
зондов. Биочипы на таких подложках перспективны для технологии микроанализа “лаборатория 
на чипе”.

Ключевые слова: полимерные поверхности, биочипы, щеточные полимеры, иммобилизация 
олигонуклеотидных зондов, иммобилизация белков, гибридизационный анализ, флуоресцентный 
иммуноанализ

DOI: 10.31857/S0132342325030062, EDN: KQDHOH

Сокращения: АЦ – ацетилцеллюлоза; ГМА – глицидилметакрилат; ГЭМА – гидроксиэтилметакриалат; ДМАПС – [2-(мет- 
акрилоилокси)этил]диметил-(3-сульфопропил)аммоний гидрохлорид; ПБТ – полибутилентерефталат; ПВАц – поливинила-
цетат; ПВБ – поливинилбутираль; ЦОС – циклоолефиновый сополимер; Human-IgG – иммуноглобулины человека класса G; 
goat anti-human IgG – козьи антитела против иммуноглобулинов человека класса G.
# Автор для связи: (эл. почта: gosha100799@mail.ru).



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 51          № 3          2025

433ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ ПОКРЫТИЙ НА ИММОБИЛИЗАЦИЮ БИОМОЛЕКУЛ

Несмотря на значительные достижения в 
развитии технологии биочипов, существует 
ряд проблем, которые по сей день остаются 
актуальными. Одни из главных – повышение 
чувствительности анализа и оптимизация про- 
цесса иммобилизации зондов. В погоне за ре- 
шением этих проблем создается множество спо- 
собов, позволяющих кардинально менять свой- 
ства поверхности, добившись при этом более 
высоких показателей чувствительности и равно- 
мерности иммобилизации зондов. 

Группа Матео [3] представила носитель с функ- 
циональными эпоксидными группами, предназ- 
наченными для ковалентной иммобилизации 
белков. Процесс иммобилизации включает сна- 
чала физическую адсорбцию белков на поверх- 
ности носителя, а затем их ковалентную иммобили- 
зацию между нуклеофильными группами белка 
и эпоксидными группами поверхности. Такой 
механизм значительно улучшает реакционную 
способность эпоксидных групп и обеспечивает 
прочность образуемых связей. Благодаря такой 
модификации возможна иммобилизация белков 
в условиях низкой ионной силы. 

Очень часто в качестве материала для иммоби- 
лизации биомолекул используется поверхность 
золота. Иммобилизация на таких подложках может 
происходить как путем физической адсорбции 
[4], так и ковалентно, через самособирающиеся 
монослои с функциональными активными груп- 
пами [5]. Однако обнаружено, что золото обладает 
эффектом тушения флуоресценции [6], что за- 
трудняет его применение в качестве подложки для 
анализа с помощью метода флуоресценции. 

Для иммобилизации молекулярных зондов 
могут использоваться полисахариды, такие как 
хитозан [7], целлюлоза [8], декстран [9], агароза 
[10]. Биосовместимость, низкая токсичность и 
низкая неспецифическая адсорбция белков делают 
эти материалы перспективными в разработке 
систем диагностики. 

В работе [11] использовали гидрогель на 
основе поливинилового спирта. Белки кова- 
лентно иммобилизовали в геле путем модифи- 
кации гидроксильных групп поливинилового 
спирта гексаметилендиизоцианатом и бром- 
ангидридом цианистой кислоты. Оба способа 
модификации геля показали высокую эффек- 
тивность в иммобилизации белковых молекул  
без изменения свойств подложки.

В работе Исобе используется пористый гель  
на основе целлюлозы, который наносят на по- 
верхность стекла [12]. Гидроксильные группы  
целлюлозы окисляли периодатом натрия. Им- 
мобилизация белков проходила через образо- 
вание основания Шиффа между альдегидной 
группой целлюлозы и аминогруппой белка. Об- 
разовавшуюся в результате реакции иминосвязь 
восстанавливали цианоборогидридом натрия. 
Иммобилизованные белки в ходе такого связыва- 
ния сохраняли свою активность. 

Еще один пример трехмерной структуры –  
полимерные щетки, состоящие из длинных по- 
лимерных цепей с функциональными группами. 
Один конец цепи прикреплен к подложке, второй 
конец цепи, в отличие от кросс-сшитых гелевых 
структур, не закреплен [13, 14]. В контексте диаг- 
ностики полимерные щетки представляют собой  
перспективный материал, обладающий рядом  
преимуществ, таких как повышенная чувст- 
вительность, за счет большей емкости иммобили- 
зованных молекул в трехмерной структуре, мень- 
шего времени анализа вследствие лучшей про- 
странственной доступности молекулярных зондов.  
Метод радикальной полимеризации “от поверх- 
ности”, перспективный способ получения поли- 
мерных щеток, заключается в возбуждении 
фотоинициатора УФ-светом и переходе его в ак- 
тивное состояние, при котором он отрывает от  
поверхности протон, образуя свободный радикал, 
от которого начинается рост полимерных щеток.  
Свойства поверхности оказывают существенное 
влияние на морфологию, структуру и характе- 
ристики полученных полимерных цепей.

Цель данной работы – исследовать влияние 
фотоактивных свойств полимерных поверхностей 
на процесс полимеризации полимерных щеток 
путем оценки емкости и контрастности ячеек, 
сформированных из полимерных щеток.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе рассматривается влия- 
ние полимерного покрытия на процесс роста 
полимерных щеток методом фотоиндуцируемой 
радикальной полимеризации от поверхности 
и последующей иммобилизации в ячейках из 
щеточных полимеров различных биомолекул.  
Схема получения ячеек из щеточных полимеров 
приведена на рис. 1.
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В качестве покрытия для придания фото- 
активных свойств полибутилентерефталату ис- 
пользовали четыре полимера: поли(этилен-со-
пропилен-со-5-метилен-2-норборнен) (ЦОС), 
ацетилцеллюлозу (АЦ), поливинилацетат (ПВАц) 
и поливинилбутираль (ПВБ). Перечисленные 
полимеры в сочетании с фотоинициатором бензо- 
феноном проявляют высокую эффективность в 
инициировании процесса полимеризации бла- 
годаря наличию третичных атомов углерода. 
Под воздействием УФ-излучения бензофенон 
переходит в триплетное состояние, при котором он 
легко отрывает третичные атомы от полимерной 
поверхности. Образующийся радикал служит 
точкой роста для новых синтезируемых поли- 
мерных цепей. Наличие фотоинициатора в поли- 
мерном покрытии минимизирует полимеризацию 
акрилатных мономеров в растворе, исключая 
образование полимеров, не связанных с под- 
ложкой. Процесс полимеризации происходит 
исключительно под воздействием УФ-излучения 
в соответствии с предварительно заданным 
шаблоном, определяемым фотомаской. 

Для получения фотоактивного покрытия поли- 
меры растворяли в соответствующих раствори- 
телях и добавляли инициатор полимеризации. 
ЦОС растворяли в пара-ксилоле, ПВБ – в цикло- 
пентаноне, ПВАц и АЦ – в метилэтилкетоне. Под- 
бор растворителей и концентрации полимеров 
осуществляли экспериментально, чтобы обес- 
печить равномерное распределение полимера 
в растворе и последующее равномерное рас- 
пределение щеточных полимеров по площади 
ячейки биочипа в процессе полимеризации 
мономеров (данные не приведены).  Нанесение 

полимеров на подложку происходило посредством 
центрифугирования, что позволило создать тонкий 
равномерный слой, который не растворяется 
и не отслаивается в воде. Для формирования 
полимерных щеток использовали водно-мета- 
нольную смесь, в состав которой входили акри- 
латные мономеры: глицидилметакрилат, гидрокси- 
этилметакрилат и [2-(метакрилоилокси)этил]ди- 
метил-(3-сульфопропил)аммоний гидрохлорид. 
Полимерные щетки, полученные фотоиндуцирован- 
ной полимеризацией мономеров, демонстрируют 
исключительно прочное связывание с подлож- 
кой как в водных растворах, так и в органических 
растворителях. Эпоксидные группы, присутст- 
вующие в полимерных цепях, не требуют предва- 
рительной активации и могут быть непосредс- 
твенно использованы для иммобилизации различ- 
ных биомолекул, содержащих свободные амино- 
или тиогруппы.

Полимеризация, несмотря на то что ее меха- 
низм одинаков, приводит к различным резуль- 
татам на разных полимерных покрытиях. Это 
обусловлено различной способностью атомов во- 
дорода в полимерах отрываться от поверхности 
под воздействием бензофенона в возбужденном 
триплетном состоянии и УФ-излучения. Помимо 
этого, полимерные покрытия характеризуются 
различной способностью к адсорбции биополи- 
меров, белков и нуклеиновых кислот. Поэтому 
главная задача данного исследования – выявить 
наиболее подходящее покрытие для проведения 
анализа ДНК и белков. В процессе исследования 
полимерных щеток, полученных на различных 
покрытиях, были выделены два ключевых кри- 
терия для оценки их характеристик. Первый кри- 

Рис. 1. Схема химической модификации полибутилентерефталата. 
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терий – количество иммобилизованных биомоле- 
кул, служащее индикатором емкости ячеек. Вто- 
рым критерием выступает контрастность – соот- 
ношение сигнала к фону, отражающее способ- 
ность полимеров к неспецифической адсорбции 
молекулярных мишеней. 

Количественная оценка концентрации био- 
молекул в ячейке биочипа. Для точного изме- 
рения концентрации биомолекул в ячейках их 
предварительно маркировали флуоресцентными 
красителями (рис. 2). Концентрацию зондов оп- 
ределяли путем измерения концентрации краси- 
телей в ячейке и последующего расчета, учиты- 
вая количество молекул красителя на одну моле- 
кулу зонда. Для измерения интенсивности флуо- 
ресцентных сигналов использовали метод циф- 
ровой флуоресцентной микроскопии. Чтобы точно  

определить концентрацию биомолекул в ячейках  
биочипа, меченных флуоресцентными красите- 
лями Су3 и Cy5, был создан калибровочный чип 
с ячейками объемом 0.5 нл. Этот чип содержал 
красители Су3 и Cy5 в постепенно уменьшающейся 
концентрации на единицу площади поверхности. 
Измерение интенсивности флуоресценции ячеек 
с известной концентрацией красителя позволило 
определить концентрацию Су3 и Cy5 для каждой 
относительной единицы показаний прибора. Для 
каждой выдержки были определены значения 
интенсивности флуоресценции в зависимости от 
концентрации красителей на единицу площади 
подложки. Из флуоресцентных сигналов ячеек 
вычитали сигналы автофлуоресценции подложки 
и темнового тока видеокамеры. Результаты пред-
ставлены в табл. 1. 

Рис. 2. Схема строения флуоресцентных красителей.

Таблица 1. Значения концентрации красителей Cy3 и Cy5, приходящейся на 1 относительную единицу поверх-
ности подложки под ячейкой биочипа

Выдержка, с Концентрация красителя, пмоль/см2

Cy3 Cy5
1 6.37 × 10–1 3.27 × 10–4

10 4.88 × 10–2 –
30 1.34 × 10–2 –

Иммобилизация ДНК-зондов и их гибриди- 
зация с синтетической мишенью. В работе [15] 
наша группа проводила анализ ДНК в ячейках из 
щеточных полимеров с карбоксильными груп- 
пами. В ходе исследований была продемонстри- 
рована высокая эффективность определения одно- 
нуклеотидных полиморфизмов на таких чипах. 
В данной работе гибридизационный анализ был 
проведен в ячейках, полученных из смеси ГМА–
ГЭМА–ДМАПС, изготовленных на покрытиях 
ЦОС, АЦ, ПВАц и ПВБ (рис. 3). Нуклеотидные 

последовательности ДНК-зонда и синтетической 
мишени приведены в табл. 2.

На рис. 4 представлены флуоресцентные кар- 
тины биочипов, полученных путем полимери- 
зации смеси ГМА–ГЭМА–ДМАПС на фото- 
активных покрытиях поли(этилен-со-пропилен- 
со-5-метилен-2-норборнена) (ЦОС), ацетилцел- 
люлозы (АЦ), поливинилацетата (ПВАц) и поли- 
винилбутираля (ПВБ), после иммобилизации ДНК- 
зонда. На графике распределения флуоресцент- 
ных сигналов на канале Су3 видно, что иммобили- 
зация ДНК-зондов на щеточных полимерах, полу- 
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Рис. 3. Схема иммобилизации ДНК-зонда и его гибридизации с синтетической мишенью в ячейках биочипа, полученных 
полимеризацией смеси ГМА–ГЭМА–ДМАПС.

Таблица 2. Нуклеотидная последовательность ДНК-зонда, иммобилизованного в ячейке, и синтетической ДНК-
мишени

Название Последовательность (5′–3′)

ДНК-зонд NH2-CTGACTCCACTGTTCGG-Cy3

Синтетическая мишень CCGAACAGTGGAGTCAG-Cy5

Рис. 4. Флуоресцентные картины ячеек биочипов, полученных на разных фотоактивных поверхностях из смеси ГМА–
ГЭМА–ДМАПС, после иммобилизации ДНК-зонда на канале Су3 при выдержке 10 с (ряды 1 и 4 содержат ДНК-зонд, 
маркированный Су3, ряды 2 и 3 – пустые ячейки). Показаны графики распределения сигналов вдоль проведенных линий.
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ченных на покрытиях из ЦОС, ПВАц и ПВБ, 
прошла равномерно. Интенсивности сигналов, 
полученных на АЦ, распределены неоднородно, 
несмотря на их максимальное среднее значение. 
Результаты иммобилизации ДНК-зондов пред- 
ставлены в табл. 3.

На рис. 5 показаны флуоресцентные картины 
биочипов, полученных путем полимеризации 
смеси ГМА–ГЭМА–ДМАПС на фотоактивных по- 
крытиях ЦОС, АЦ, ПВАц и ПВБ, после гибри- 
дизации ДНК-зонда с синтетической мишенью  
(табл. 2). Показаны графики распределения сиг- 

Рис. 5. Флуоресцентные картины ячеек биочипов, полученных на разных фотоактивных поверхностях из смеси ГМА–
ГЭМА–ДМАПС, после гибридизации с синтетической мишенью на канале Су5 при выдержке 1 с. Показаны графики 
распределения сигналов вдоль проведенных линий.

Таблица 3. Результаты иммобилизации ДНК-зонда и его гибридизации с синтетической мишенью в ячейках  
из щеточных полимеров, полученных на различных полимерных поверхностях

№ Параметр
Фотоактивные полимеры, используемые для получения щеток

ЦОС ПВАц ПВБ АЦ
Иммобилизация ДНК-зондов

1 Iср. сигн., отн. ед. 116 77 84 147
2 Фон, отн. ед. 31 39 33 45
3 Контрастность 3.7 2.0 2.5 3.3
4 Концентрация молекул, пмоль/см2 5.66 3.76 4.10 7.17

Гибридизация с синтетической мишенью
5 Iср. сигн., отн. ед. 2874 838 2321 1497
6 Фон, отн. ед. 10 11 14 12
7 Контрастность 287.4 76.2 165.8 124.8
8 Концентрация молекул, пмоль/см2 0.94 0.27 0.76 0.49

9
Отношение концентраций молекул 

гибридизованной мишени  
к иммобилизованному ДНК-зонду, %

16.6 7.2 18.5 6.8
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налов вдоль проведенных линий. Стоит отме- 
тить, что почти во всех ячейках, полученных на  
разных покрытиях, сигналы равномерные. Резуль- 
таты гибридизационного анализа представлены 
в табл. 3.

Согласно приведенным данным, интенсив- 
ность сигналов, полученных на ЦОС, после гибри- 
дизации превосходит интенсивности сигналов 
ячеек, полученных на других покрытиях (табл. 3,  
строка 5). Однако доступных для связывания ДНК- 
зондов с гибридизованной мишенью оказалось 
больше на покрытии из ПВБ (табл. 3, строка 9). 
На АЦ, в ячейках которой произошла наилучшая 
иммобилизация ДНК-зондов, комплементарно свя- 
зывается лишь 6.8% биомолекул. Следует также  
подчеркнуть, что сорбция ДНК на всех покрытиях 
незначительная, что объясняет высокие соотно- 
шения сигнала к фону для всех полимеров, на 
которых были созданы щетки. 

Иммобилизация иммуноглобулинов чело- 
века (Human-IgG) и их специфическое связыва- 
ние с мечеными козьими антителами против 
иммуноглобулинов человека (Goat anti-Human 
IgG-Cy5). В ячейках, полученных из смеси ГМА–
ГЭМА–ДМАПС, изготовленных на покрытиях 
ЦОС, АЦ, ПВАц и ПВБ, были иммобилизованы 
Human-IgG, а также Human-IgG-Су3 (рис. 6).

На рис. 7 представлены флуоресцентные кар- 
тины ячеек биочипов, полученных фотополимери- 
зацией смеси мономеров ГЭМА–ДМАПС–ГМА 
на разных фотоактивных поверхностях, после 
иммобилизации Human-IgG и Human-IgG-Cy3. 

Показаны графики распределения сигналов вдоль  
линий, проведенных на флуоресцентном изобра- 
жении. Результаты иммобилизации представлены 
в табл. 4.

На рис. 8 показаны флуоресцентные картины 
ячеек биочипов, полученных фотополимеризацией 
смеси мономеров ГЭМА–ДМАПС–ГМА на раз- 
ных фотоактивных поверхностях, после иммоби- 
лизации Human-IgG и связывания с проявляю- 
щими антителами Goat anti-Human IgG-Cy5 на 
канале Су5 при выдержке 1 с. Показаны графики 
распределения сигналов вдоль линий, проведен- 
ных на флуоресцентном изображении. Резуль- 
таты специфического связывания представлены 
в табл. 4.

Из приведенных данных видно, что наиболь- 
шей емкостью ячеек, полученных на разных фото- 
активных полимерах, обладают поливинилбути- 
раль и циклоолефиновый сополимер. ЦОС пока- 
зал лучшую доступность связывания с Human-
IgG-Cy3 (табл. 4, строка 9, столбец 2), а ПВБ – с  
иммуноглобулином человека без метки (табл. 4,  
строка 13, столбец 4). Параметры контрастности 
для ПВБ и ЦОС тоже наилучшие, что свиде- 
тельствует как о высоких сигналах в ячейках био- 
чипа, так и о низкой неспецифической адсорбции 
белков к подложкам по сравнению с другими 
фотоактивными покрытиями. На рис. 6 проде- 
монстрировано равномерное связывание иммуно- 
глобулина Human-IgG c goat anti-Human IgG-Cy5, 
что указывает на пространственную доступность 
внутренних областей ячеек для крупных глобу- 
лярных белков.

Рис. 6. Схема иммобилизации иммуноглобулина Human-IgG и его специфическое связывание с козьими антителами 
в ячейках биочипа, полученных полимеризацией смеси ГМА–ГЭМА–ДМАПС.
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Рис. 7. Флуоресцентная картина ячеек биочипа, полученных фотополимеризацией смеси мономеров ГЭМА–ДМАПС–
ГМА, после иммобилизации Human IgG и Human IgG-Су3 при выдержке 30 c. Показаны графики распределения 
сигналов вдоль проведенных линий.

Таблица 4. Результаты специфического связывания Human-IgG с goat anti-Human IgG-Cy5 в ячейках из щеточ-
ных полимеров, полученных на различных полимерных покрытиях

№ Параметр
Фотоактивные полимеры, используемые для получения щеток

ЦОС ПВАц ПВБ АЦ
Иммобилизация Human-IgG-Cy3

1 Iср. сигн., отн. ед. 91 46 133 77
2 Фон, отн. ед. 17 14 36 13
3 Контрастность 5.4 2.7 3.7 5.9
4 Концентрация молекул, пмоль/см2 0.61 0.31 0.89 0.52

Связывание Human-IgG-Су3 с goat anti-Human IgG-Cy5
5 Iср. сигн., отн. ед. 1668 378 1370 792
6 Фон, отн. ед. 110 109 108 169
7 Контрастность 15.2 3.5 12.7 4.7
8 Концентрация молекул, пмоль/см2 0.18 0.04 0.15 0.09

9
Отношение концентраций молекул 

связавшихся goat anti-Human IgG-Cy5 
 к иммобилизованным Human-IgG-Cy3, %

29.5 12.9 16.9 17.3

Связывание Human-IgG с goat anti-Human IgG-Cy5
10 Iср. сигн., отн. ед. 5225 3876 6672 6068
11 Фон, отн. ед. 110 109 108 169
12 Контрастность 47.5 35.6 61.7 35.9
13 Концентрация молекул, пмоль/см2 0.65 0.48 0.83 0.75
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Подготовка поверхности ПБТ. Использовали 
пластины из черного полибутилентерефталата 
(ПБТ) [16]. Для удаления возможных загрязнений 
поверхность подложки промывали ацетоном в 
течение 10 мин, затем потоком дистиллированной 
воды. Сушили при 60°С и хранили в вакуум-экси- 
каторе до использования.

Модификация поверхности ПБТ фотоактив- 
ными полимерами. Готовили 2%-ные (об.) 
растворы полимеров: поливинилацетата (ПВАц) 
(марка M = 100, ТУ 2215-001-98514529-2007, 
Россия) и ацетилцеллюлозы (АЦ) (M 50 000, 
Aldrich, США) в метилэтилкетоне, ПВБ (марка 
КА, ГОСТ 9439-85, Россия) в циклопентаноне, 
поли(этилен-со-пропилен-со-5-метилен-2-норбор- 
неном) (ЦОС) (Aldrich, США) в пара-ксилоле. 
Каждый раствор полимера содержал 0.5% масс.  
бензофенона (Acros, Бельгия). Растворы поли- 

меров наносили при вращении 1000 об/мин в те- 
чение 5 мин. Затем подложки сушили при ком- 
натной температуре в течение 1 ч. 

Прививка щеточных полимеров. На моди- 
фицированную фотоактивными полимерами 
подложку наносили смесь мономеров глицидил- 
метакрилата (ГМА) (Aldrich, США) с концент- 
рацией 0.225 М, гидроксиэтилметакрилата 
(ГЭМА) (Aldrich, США) с концентрацией 0.075 М  
и 0.015 М [2-(метакрилоилокси)этил]диметил-(3-
сульфопропил)аммоний гидрохлорида (Aldrich,  
США) в смеси растворителей метанола и де- 
ионизированной воды в соотношении 1 : 1. Закры- 
вали кварцевой фотомаской размером 125 × 125 мм 
и толщиной 1 мм, имеющей светонепроницаемое 
хромовое покрытие с прозрачными квадратными 
окнами размером 200 × 200 мкм, расположенными 
с шагом 600 мкм. Проводили облучение УФ-
светом в течение 30 мин с использованием осве- 
тителя ОИ-18А, оснащенного кварцевой ртутной  

Рис. 8. Флуоресцентная картина ячеек биочипа, полученных фотополимеризацией смеси мономеров ГЭМА–ДМАПС–
ГМА, после иммобилизации Human IgG и связывания с проявляющими антителами Goat anti-Human IgG-Cy5 на канале 
Су5 при выдержке 1 c.
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лампой ДРК-120 (Россия).  Расстояние от ис- 
точника света до фотомаски составляло 10 см. 
После окончания полимеризации подложки про- 
мывали ацетоном в течение 10 мин, затем в водно- 
солевом буфере PBS (0.15 M NaCl, 10 мM натрий-
фосфатный буфер, pH 7.2) с добавлением 1% 
Тween-20. Подложки сушили при 60°С и хранили 
в вакуум-эксикаторе до использования. Схема 
получения ячеек представлена на рис. 1.

Получение конъюгатов белков с красите- 
лями. Конъюгаты белков получали в соответствии 
с методикой, описанной в работе [17]. Конъюгат 
белка Human IgG-Cy3 синтезировали реакцией 
иммуноглобулина человека Human IgG с кра- 
сителем Су3-pNP. Конъюгаты антител козы Goat 
anti-Human IgG-Cy5 получали путем реакции анти- 
тел козы с красителем Cy5-pNP. Строение краси- 
телей Cy5-pNP и Cy3-pNP представлено на рис. 2.  
К раствору белков c концентрацией 100 мкМ  
в 0.1 М карбонатном буфере при рН 8.5 и охлаж- 
дении на льду добавляли красители Cy3-pNP и 
Cy5-pNP в молярном соотношении 100 : 1 мар- 
кера к маркируемому белку. Флуоресцентные кра- 
сители к раствору белка добавляли в виде раст- 
воров в DMSO с концентрацией 100 мкг/мкл. 
Реакционную смесь инкубировали при 4°С в те- 
чение 2 ч. Конъюгаты очищали методом гель- 
фильтрации на колонке с Sephadex G-25 Superfine,  
элюировали PBS-буфером (0.15 M NaCl, 10 мM  
натрий-фосфатный буфер, pH 7.2). Спектро- 
фотометрически определяли количество молекул 
красителя, приходящееся на молекулу белка. 
Конъюгат Human IgG-Cy3 содержит две молекулы 
красителя, а конъюгат Goat anti-Human IgG-Cy5 – 
три молекулы красителя. 

Синтез олигонуклеотидов. Синтез ДНК-зонда 
и ДНК-мишени осуществляли фосфитамидит- 
ным методом с последующей очисткой ВЭЖХ. 
ДНК-зонд содержал С6-аминомодификатор на 
5'-конце и флуоресцентный краситель Су3 на 
3'-конце. 

Ковалентная иммобилизация ДНК-зонда  
в ячейках биочипа. ДНК-зонд с С6-амино- 
модификатором на 5'-конце и флуоресцентным 
красителем Су3 на 3'-конце с концентрацией 
1 мМ наносили в 0.1 М карбонатном буфере 
(рН 10.0), содержащем 10% формамида, 12.5% 
глицерина и 2% триэтиламина, наносили иглой  
робота-манипулятора (QArray, Genetix, Велико- 
британия) диаметром 150 мкм в ячейки с эпоксид- 

ными группами по заданной раскладке. После 
нанесения проводили инкубацию в закрытой 
камере, содержащей 50% глицерина и 2% три- 
этиламина, при 4°С в течение 16 ч. Затем чипы  
с иммобилизованными ДНК-зондами промывали  
потоком деионизированной воды и 50%-ным  
раствором ацетонитрила в 50 мМ триэтиламмоний- 
гидрокарбонате с рН 8.5. Сушили обдувкой струей 
воздуха. Хранили в закрытой коробке при 5°С до 
использования. 

Ковалентная иммобилизация Human-IgG в 
ячейках биочипа. Иммуноглобулин Human-IgG 
и конъюгат белка с красителем Human-IgG-Су3 
с концентрациями 0.1 мкг/мкл в PBS (pH 7.4), 
содержащие 30% глицерина и 2% триэтиламина, 
наносили иглой робота-манипулятора диаметром 
150 мкм в ячейки с эпоксидными группами по 
заданной раскладке. После нанесения инкубацию 
проводили в камере, содержащей 50% глицерина 
и 2% триэтиламина, при 4°С в течение 16 ч. 
Затем чипы с иммобилизованными белками про- 
мывали потоком деионизированной воды и 
буфером PBS (pH 7.4), содержащим 1% Тween-20, 
в течение 40 мин. Промывали деионизированной 
водой и хранили в закрытой коробке при 5°С до 
использования. 

Гибридизация ДНК-мишени в ячейках био- 
чипа. Готовили раствор ДНК-мишени с конеч- 
ной концентрацией 1 пмоль/мкл. Состав гибридиза- 
ционного раствора: 2 мкл синтетической мишени с 
концентрацией 20 пмоль/мкл, 10 мкл формамида, 
10 мкл 20× SSPE-буфера, 18 мкл деионизированной 
воды. Подложки с нанесенными в ячейки биочипа 
ДНК-зондами обрабатывали гибридизационным 
раствором. Реакцию проводили в термостате в 
течение 2 ч при 37°С. После инкубации подложки 
промывали 6× SSPE-буфером в течение 5 мин. 
Чипы хранили в закрытой коробке при 5°С. 

Проявление козьими антителами иммуно- 
глобулинов человека, иммобилизованных в 
ячейках биочипа. Чипы с иммобилизованными 
иммуноглобулинами Human IgG-Cy3 и Human 
IgG обрабатывали 100 мкл раствора 0.01 мкг/мкл 
конъюгата Goat anti-Human IgG-Су5 в PBS-буфере 
c рН 7.4. Затем инкубировали при 37°С в течение 
3 ч. После инкубации подложки отмывали в PBST 
c рН 7.4 при комнатной температуре в течение  
40 мин при перемешивании на шейкере. Под- 
ложки сушили обдувкой струей воздуха.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На биочипах с различным полимерным по- 
крытием в ячейках из щеточных полимеров с функ- 
циональными эпоксидными группами прове- 
дено исследование функциональности иммобили- 
зованных молекулярных зондов гибридизацион- 
ным анализом со специфичной ДНК-мишенью и 
реакцией со специфичными козьими антителами 
соответственно, проведена оценка эффективности 
связывания иммобилизованных молекулярных 
зондов с ответными молекулярными мишенями. 

В ходе проверки были сделаны чипы на под- 
ложке из полибутилентерефталата, которые покры- 
вали различными фотоактивными полимерами 
методом центрифугирования для создания равно- 
мерного тонкого слоя. Методом фотолитографии 
на подложках получены матрицы ячеек из ще- 
точных полимеров, состоящие из мономеров гли- 
цидилметакрилата, гидроксиэтилметакрилата и [2- 
(метакрилоилокси)этил]диметил-(3-сульфопро- 
пил)аммония гидрохлорида. В ячейках биочипа  
иммобилизовали ДНК-зонды и иммуноглобулины 
человека и проверили их доступность в гибри- 
дизационном анализе с синтетической мишенью 
и специфическом связывании с антителами козы 
соответственно. Оценку фотоактивных свойств 
производили по двум параметрам: емкости ячеек  
и контрастности. Биочипы, изготовленные на под- 
ложках из полибутилентерефталата, покрытых 
поливинилбутиралем и поли(этилен-со-пропилен- 
со-5-метилен-2-норборненом), продемонстриро- 
вали наилучшую эффективность связывания им- 
мобилизованных молекулярных ДНК-зондов и 
иммуноглобулинов с ответными молекулярными 
мишенями по сравнению с покрытиями из поли- 
винилацетата и ацетилцеллюлозы. Полимерные 
покрытия незначительно адсорбировали анали- 
зируемые молекулярные мишени, что обеспечило 
высокую контрастность флуоресцентного изобра- 
жения ячеек после связывания флуоресцентно-
меченных молекулярных мишеней с молекуляр- 
ными зондами, иммобилизованными в ячейках 
биочипов.
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Biochips with protein and oligonucleotide probes are used to analyze protein and nucleic acid samples. 
The key challenges of the technology are the selection of substrate materials and surface functionalization. 
Polybutylene terephthalate substrates were modified by coating them with photoactive polymers: 
poly(ethylene-co-propylene-co-5-methylene-2-norbornene), acetylcellulose, polyvinyl acetate and polyvinyl 
butyral. The coatings were applied by centrifugation and dried. The effect of the coating on the biochip 
characteristics was investigated. A matrix of hydrophilic cells made of brush polymers with epoxy groups 
for immobilization of DNA probes and human immunoglobulins was prepared by photoinitiated radical 
polymerization. The functionality of probes was investigated by hybridization analysis and reaction with 
specific antibodies. The binding efficiency of probes to molecular targets was evaluated on biochips with 
different coatings. Cells on substrates coated with polyvinyl butyral and poly(ethylene-co-propylene-co-
5-methylene-2-norbornene) showed the best binding efficiency and weak adsorption of targets, providing 
high contrast fluorescence images after probe binding. Biochips on such substrates are promising for lab-
on-a-chip microanalysis technology.
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