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Разработан вариант мультиплексной ПЦР на чипе с прямой детекцией удлинения иммобилизован-
ного праймера. Детекция осуществляется определением флуоресцентного сигнала встраиваемых в
растущую цепь флуоресцентно-меченных dUTP. Благодаря такому подходу образуется удлиненный
праймер, иммобилизованный на твердой фазе, несущий в своей цепи несколько ковалентно свя-
занных флуоресцентных меток (их количество зависит от АТ-состава и длины ПЦР-продукта), что
позволяет полностью удалять все компоненты смеси после проведения ПЦР и тем самым резко
снижать фоновый сигнал и увеличивать чувствительность анализа на гидрогелевых биочипах. Ме-
тод успешно применен для дифференциального обнаружения важных бактериальных возбудителей
пневмонии человека – Staphylococcus aureus и Streptococcus pneumoniae, в том числе в одном анализи-
руемом образце.
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ВВЕДЕНИЕ

Ускоренное дифференциальное определение
возбудителя – важная задача клинической моле-
кулярной биологии. Методы, основанные на
ПЦР в едином общем объеме, ограничены степе-
нью мультиплексности системы, требуют строгих
расчетов при конструировании праймеров и ви-
зуальной детекции с помощью гель-электрофо-
реза, причем из-за сходной длины ПЦР-продук-
тов интерпретация может быть в высокой мере
субъективной. Методы, основанные на ПЦР в об-
щем объеме с последующей гибридизацией про-
дуктов в иммобилизованной фазе – трудоемки и
требуют значительного времени для осуществле-
ния анализа, а в ряде случаев – методических
усложнений [1]. Методы, основанные на ПЦР с
применением биологических микрочипов, ис-
пользуют в качестве стадии детекции гибридиза-
цию удлиненного в растворе флуоресцентно-ме-
ченного праймера (ПЦР-продукта) либо избытка
того же непрореагировавшего праймера с удли-

ненным иммобилизованным праймером [2–4].
Квазиравновесная процедура отмывки прогибри-
дизованного продукта может вносить искажения
в результирующую картину сигналов чипа. Ис-
пользование флуоресцентных праймеров, находя-
щихся в растворе, увеличивает неспецифический
флуоресцентный фон при детекции сигнала.

Предлагаемый подход – мультиплексная ПЦР
с прямой детекцией флуоресцентного сигнала
удлиненного иммобилизованного праймера –
позволяет избежать этих недостатков, увеличива-
ет скорость проведения анализа и чувствитель-
ность диагностической системы за счет полного
удаления всех компонентов жидкой фазы (реак-
ционной смеси “над поверхностью чипа”).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее нами была разработана мультиплексная

ПЦР для видового определения пяти основных
возбудителей бактериальной пневмонии челове-
ка [5]. В настоящей работе использованы прайме-
ры, специфичные к двум основным возбудителям
инфекционной пневмонии, Staphylococcus aureus
и Streptococcus pneumoniae, фланкирующие регио-
ны генов ebpS и cpsB соответственно. Ген эла-
стин-связывающего белка ebpS (elastin-binding

Сокращения: ebpS – ген, кодирующий эластин-связываю-
щий белок S (EbpS); cpsB – ген, кодирующий протеиновую
тирозинфосфатазу B (CpsB).
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protein S) относится к группе генов S. aureus, ко-
торые кодируют белки, участвующие в связыва-
нии молекул на поверхности клеток [6]. Стрепто-
кокковый ген cpsB (tyrosine-protein phosphatase B)
участвует в регуляции биосинтеза капсульных по-
лисахаридов [7]. Обе генетические мишени исполь-
зуются в качестве видоспецифичных маркеров для
определения вышеуказанных возбудителей.

На рис. 1 показана схема анализа образцов:
с применением стандартной технологии гидроге-
левых биочипов (рис. 1а) и с применением пред-
лагаемого способа прямой детекции удлинения
иммобилизованного праймера после проведения
реакции (рис. 1б). Стандартный подход подразу-
мевает использование дополнительной стадии
после проведения ПЦР – гибридизации находя-
щегося в растворе меченого праймера (а также
продуктов амплификации) с удлиненным иммо-
билизованным праймером. Это требует тонкой

оптимизации условий гибридизации и на практи-
ке приводит к высокому фоновому сигналу из-за
неспецифического связывания флуоресцентно-
меченного праймера с гелевыми ячейками и с не-
специфическими иммобилизованными прайме-
рами.

В предлагаемом нами подходе применяется
“жесткая” отмывка, возможная благодаря вклю-
чению флуоресцентно-меченных нуклеотидов
(Cy5-dUTP) в иммобилизованную растущую цепь
в процессе ПЦР, что резко снижает уровень не-
специфических сигналов: достигнуто среднее
отношение сигнал/фон, равное (30–35)/1 (в за-
висимости от нуклеотидной последовательно-
сти праймера), в то время как для стандартной
технологии ПЦР на биочипе характерны значе-
ния (5–15)/1 для тех же праймеров.

На рис. 2 продемонстрированы результаты
мультиплексной ПЦР на гидрогелевом биочипе

Рис. 1. Схема вариантов ПЦР на гидрогелевых биочипах: (а) – стандартный вариант ПЦР с использованием свобод-
ного (не иммобилизованного) флуоресцентно-меченного праймера в смеси; (б) – предлагаемый вариант ПЦР с ис-
пользованием иммобилизованного праймера, содержащего флуоресцентно-меченный dUTP.

(a) (б)
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для дифференциального обнаружения в образце
двух наиболее значимых бактериальных возбуди-
телей пневмонии человека: Staphylococcus aureus и
Streptococcus pneumoniae. Проводили тестирование
образцов, содержащих как один возбудитель, так
и два возбудителя в одном анализируемом образ-
це. Наблюдали только сигналы специфичных к
мишеням ячеек чипа.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы. В работе использовали деконтами-
нированную полногеномную ДНК бактериаль-
ных штаммов из коллекции Государственного на-
учного центра прикладной микробиологии и
биотехнологии (п. Оболенск, Россия): Staphylo-
coccus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus
ATCC 43300 и Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.

Рис. 2. Результаты ПЦР на гидрогелевом биочипе. (а) – Схема биочипа для проведения ПЦР в иммобилизованной фа-
зе: маркеры для пространственного позиционирования чипа в чип-детекторе обозначены черным, ячейки пустого ге-
ля – белым, ячейки с иммобилизованными праймерами – серым; R1 и R2 – праймеры, специфичные к Staphylococcus
aureus (ген ebpS); R3–R5 – праймеры, специфичные к Streptococcus pneumoniae (ген cpsB); концентрации праймеров:
без литеры – 8000 пмоль/мкл, литера а – 4000 пмоль/мкл, литера b – 2000 пмоль/мкл, литера с – 1000 пмоль/мкл;
(б) – детекция Staphylococcus aureus; (в) – детекция Streptococcus pneumoniae; (г) – детекция смеси Staphylococcus aureus
и Streptococcus pneumoniae в одном исследуемом образце.
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Выделение ДНК из клеточных культур осуществ-
ляли CTAB-методом [8].

Праймеры. Множественное выравнивание
последовательностей геномных мишеней (не
менее 20 последовательностей для каждой мише-
ни) проводили с помощью алгоритма ClustalW
(www.clustal.org). Конструирование праймеров
осуществляли с помощью сетевого ресурса
www.idtdna.com, анализ специфичности проводили
с использованием алгоритма BLAST (NIH, США).

Праймеры, специфичные к Staphylococcus
aureus, ген ebpS: прямой ebpS-f (5'-ACTCGACT-
GAGGATAAAGCGTCT-3'), обратный ebpS-r (5'-
CCTCCAAATATCGCTAATGCACC-3'), иммобилизо-
ванные R1 (5'-NH2-CCTCCAAATATCGCTAATG-
CACC-3'), R2 (5'-NH2-GGTAACAATACTTTGGC-
CATGCCACC-3'); длина ПЦР-продукта – 283 п.н.

Праймеры, специфичные к Streptococcus
pneumoniae, ген cpsB: cpsB-f (5'-TTGATG-
TAGATGACGGTCCCAAG-3'), обратный cpsB-r
(5'-TATATCTCTGCGCCATAAGCAAT-3'), им-
мобилизованные R3 (5'-NH2-TATATCTCTGC-
GCCATAAGCAAT-3'), R4 (5'-NH2-CGAACCT-
GAAGAAAGTTTTCTG-3'), R5 (5'-NH2-GCAAT-
GACTAAATCATCTGCCAC-3'); длина ПЦР-
продукта – 217 п.н.

Мультиплексная ПЦР в иммобилизованной фазе.
Реакционная смесь (30 мкл) содержала 1.5 ед.
Taq-полимеразы (Thermo Scientific, США) в бу-
фере той же фирмы, dNTP в концентрации
400 мкМ каждого, праймеры и полногеномную
бактериальную матрицу (либо смесь бактериаль-
ных ДНК) в количестве 103–105 копий. В качестве
флуоресцентного субстрата для полимеразы ис-
пользовали Cy5-dUTP [9] в концентрации 8 мкМ.
Смесь помещали на биочип и герметизировали
реакционный объем с помощью Frame-Seal
(25 мкл; Bio-Rad, США). Биочип представлял со-
бой обработанное силикатное стекло либо поли-
мерную подложку с матрицей гидрогелевых яче-
ек, в которых были иммобилизованы праймеры с
первичной аминогруппой на 5'-конце, изготов-
ленные по методу Rubina et al. [10]. Реакцию про-
водили на ДНК-амплификаторе TGradient
(Biometra, США) для in situ ПЦР при следующих
условиях: 95°C – 3 мин (начальная денатурация);
36 циклов: 95°C – 20 с, 64°C – 30 с, 72°C – 40 с; да-
лее 72°C – 5 мин (завершающая инкубация).

После проведения ПЦР проводили “жесткую”
отмывку биочипа в 1%-ном водном растворе
Tween-20 в течение 2 мин при 100°C. Флуорес-
центные сигналы регистрировали на специализи-
рованном анализаторе биочипов [11] разработки
ИМБ РАН (Россия) при длине волны возбужде-
ния, соответствующей Cy5 (~650 нм).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработан и применен метод детекции возбу-

дителей пневмонии Staphylococcus aureus и Strepto-
coccus pneumoniae, основанный на мультиплексной
ПЦР в иммобилизованной фазе. Ковалентное
встраивание меток в удлиняющийся иммобизован-
ный праймер позволяет полностью удалять реакци-
онный раствор после проведения ПЦР и тем са-
мым резко снижать фоновый сигнал и увеличи-
вать чувствительность анализа на гидрогелевых
биочипах.

На основе продемонстрированного подхода
предполагается создание тест-системы с расши-
ренным спектром диагностируемых возбудите-
лей инфекционной пневмонии для применения в
ускоренной клинической диагностике.
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Multiplex on-Chip PCR with Direct Detection of Immobilized Primer Elongation
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A variant of multiplex PCR on a chip with direct detection of immobilized primer elongation has been deve-
loped. Detection is performed by determining the f luorescence signalof labeled dUTPs incorporated in the
growing chain. This approach creates an elongated immobilized primer with covalently boundfluorescent la-
bel. The product of a primerelongation carries several f luorescent labels (depending on the A-T composition
and length of the PCR product), which allows completely remove all the components of the mixture after
PCR and thus dramatically reduce the background signal and increase the sensitivity of analysis on hydrogel
microchips. The method was successfully applied for differential detection of important bacterial pathogens
of human pneumonia Staphylococcus aureus and Streptococcus pneumoniae, including testing of the one ana-
lyzed sample for the both pathogens.

Keywords: multiplex PCR in the immobilized phase, hydrogel microchips, fluorescently labeled dUTP, infectious
pneumonia


