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В ГИБРИДИЗАЦИОННОМ АНАЛИЗЕ
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Разработан метод иммобилизации олигонуклеотидов на поверхности полиэтилентерефталатной
(ПЭТ) подложки. Исследована эффективность комплементарного связывания олигонуклеотида-
мишени с олигонуклеотидами-зондами в зависимости от длины спейсеров, связывающих олиго-
нуклеотиды-зонды с ПЭТ-подложкой. Показано, что увеличение длины спейсера приводит к воз-
растанию гибридизационного сигнала.
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ВВЕДЕНИЕ

При анализе нуклеиновых кислот использует-
ся формат выполнения анализа на поверхности
твердой подложки, когда олигонуклеотиды,
участвующие в анализе, ковалентно связаны с по-
верхностью подложки. В методе биочипов (англ.
microarray) проводится анализ по связыванию
анализируемой ДНК с набором олигонуклеоти-
дов (зондов), закрепленных в матрице ячеек,
каждая из которых содержит олигонуклеотид из-
вестного строения [1]. По пространственному
распределению зондов на подложке можно клас-
сифицировать существующие технологические
платформы биочипов на две основные группы:
двумерные (2D), полученные на поверхности [2],
и трехмерные (3D) – в гидрогелевых ячейках, за-
крепленных на поверхности подложки [3]. Вме-
стимость пробы в гидрогелевых 3D-ячейках в
~100 раз больше, чем в 2D-ячейках [4, 5]. Олиго-
нуклеотиды, непосредственно иммобилизован-
ные в 2D-ячейке, менее доступны для взаимодей-
ствия с комплементарной ДНК из-за простран-
ственных затруднений со стороны твердой
подложки. Кинетика реакции гибридизации
ДНК с олигонуклеотидами, иммобилизованны-
ми в 2D-ячейках за 3'- или 5'-конец, близка к ки-
нетике реакции в растворе, в то время как в гид-
рогелевой ячейке она существенно осложнена

диффузией анализируемой ДНК внутрь гидроге-
левой ячейки, особенно для длинных молекул
ДНК [4]. Использование спейсеров, отдаляющих
иммобилизованные олигонуклеотиды от поверх-
ности, позволяет увеличивать гибридизацион-
ный сигнал [6].

Хорошо отработаны методы иммобилизации
для кремний-содержащих подложек [7] и подло-
жек, покрытых тонким слоем золота [8]. Иммо-
билизация на полимерных подложках требует
проводить подбор материала, совместимого с
процедурами и компонентами, используемыми
при анализе ДНК, и дает возможностью получить
на поверхности подложки функциональные хи-
мические группы, необходимые для иммобилиза-
ции олигонуклеотидов.

Цель данного исследования – разработка ме-
тода иммобилизации олигонуклеотидов на по-
верхности полиэтилентерефталатной подложки и
изучение влияния длины используемых спейсе-
ров на уровень гибридизационного сигнала.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В разработанном методе иммобилизация оли-

гонуклеотидов осуществляется на поверхности
полиэтилентерефталатной (ПЭТ) подложки.
ПЭТ прозрачен в видимом и ближнем ИК-свете,
биосовместим, термо- и химостоек в условиях
проведения анализа ДНК [9].

Сложноэфирные группы на поверхности ПЭТ
гидролизовали спиртовым раствором KOH, на по-
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верхности получали карбоксильные группы.
Карбоксильные группы активировали дисукцини-
мидкарбонатом. Поверхностную концентрацию
доступных активированных карбоксильных групп
определяли по связыванию с индикаторным веще-
ством, цианиновым красителем Cy5, несущим пер-
вичную алифатическую аминогруппу, по ранее
опубликованному методу [10]. Поверхностная кон-
центрация составила 12 пмоль/см2.

Иглой робота-манипулятора на подложку нано-
сили микрокапли раствора олигонуклеотидов [3].
Олигонуклеотиды соответствуют фрагменту гена
rpoB Mycobacterium tuberculosis, содержат первич-
ную аминогруппу и спейсеры различной длины
на 5'-конце (рис. 1). Спейсеры С-18 на основе
гексаэтиленгликоля вводили в олигонуклеотиды
при автоматическом синтезе. После инкубации и
отмывки проверяли продуктивность иммобилизо-
ванных олигонуклеотидов в гибридизационном
анализе с комплементарным олигонуклеотидом-
мишенью, маркированным флуоресцентным кра-
сителем Cy5. Интенсивность флуоресценции
ячеек измеряли методом цифровой флуоресцент-
ной спектроскопии на канале красителя Cy5 [11].

Полученные результаты представлены на рис. 2.
Видно, что увеличение длины спейсера С-18 по-

вторением мономерной части 1, 2, 4 и 8 раз при-
водит к увеличению гибридизационных сигналов.
Наибольший относительный эффект наблюдается
для первого спейсера, сигнал увеличивается в
1.8 раза. Дальнейшее увеличение длины спейсера
приводит к увеличению сигнала в ~1.2 раза на каж-
дую мономерную часть спейсера. Общее увеличе-
ние сигнала составляет ~3.3 раза. График зависимо-
сти гибридизационных сигналов от длины спейсе-
ра далек от выхода на плато. Твердая поверхность
затрудняет связывание иммобилизованных оли-
гонуклеотидов-зондов с комплементарным оли-
гонуклеотидом-мишенью даже при длине спей-
сера >144 атомов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Использовали образцы бесцветной пленки по-
лиэтилентерефталата ПЭТ Э (ГОСТ 24234-80,
плотность 1.39 г/см3, Mr = 20 000–40 000, размер
25 × 75 мм, толщина 200 мкм). Карбоксильные
группы на поверхности ПЭТ получали выдержи-
ванием пленки в 0.5 М растворе KOH в 96%-ном
этаноле в течение 60 мин при комнатной темпе-
ратуре. Карбоксильные группы активировали
0.1 М раствором дисукцинимидкарбоната в диме-

Рис. 1. Схема иммобилизации олигонуклеотидов-зондов на полиэтилентерефталатной подложке. Oligos – соответ-
ствующая последовательность олигонуклеотида; n = 0, 1, 2, 4, 8.
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Рис. 2. (а) – Флуоресцентная картина гибридизации олигонуклеотида-мишени с олигонуклеотидами-зондами с раз-
личным числом (n) мономеров спейсера С-18. Горизонтальные ряды A–E: n = 0, 1, 2, 4, 8 соответственно; вертикаль-
ные ряды: 1–4 – повторы олигонуклеотидов, 5 – контрольные ячейки с красителем Cy5; (б) – график зависимости
средних значений гибридизационных сигналов в четырех повторах от числа мономерных звеньев спейсеров С-18 на
олигонуклеотидах-зондах.
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тилсульфоксиде в течение ночи при комнатной
температуре.

Синтезировали набор олигонуклеотидов-зон-
дов: 5'-NH2-Spn-TTGTTCTGGTCCATGAAT-3'
(n = 0, 1, 2, 4, 8; Sp – спейсеры С-18 на основе
гексаэтиленгликоля); олигонуклеотид-мишень:
5'-ATTCATGGACCAGAACAA-Cy5-3'. Твердо-
фазный синтез олигонуклеотидов осуществляли с
помощью автоматического синтезатора ABI 394
DNA/RNA (Applied Biosystems, США) по стан-
дартному регламенту с использованием коммерче-
ских растворителей и реагентов. Последователь-
ность олигонуклеотида-зонда описана ранее [12],
последовательность олигонуклеотида-мишени
полностью комплементарна зонду. Спейсеры
синтезировали по амидофосфитной технологии из
коммерческих реагентов Glen Research (США).

Микрокапли растворов олигонуклеотидов-
зондов в буферном растворе Na2CO3/NaHCO3
(рН 10.2) наносили иглой робота-манипулятора
на активированную поверхность ПЭТ-подложки.
После инкубации и отмывки в ультразвуковой ба-
не на подложку наносили раствор олигонуклеоти-
да-мишени в гибридизационном буфере. После
инкубации подложку промывали SSPE-буфером
(Invitrogen, США). Флуоpеcцентные cигналы яче-
ек на подложке pегиcтpиpовали на поpтативном
анализатоpе (ООО “БИОЧИП-ИМБ”, Pоccия) с
лазерным возбуждением при 650 нм, запирающим
фильтром 716 ± 43 нм (Semrock, США) и цифро-
вой ПЗС-камерой. Изображения анализиpовали c
помощью пpогpаммы ImaGeWare (ООО “БИО-
ЧИП-ИМБ”, Pоccия). В спектральном диапазоне
флуоресценции красителя Cy5 полимерная под-
ложка из ПЭТ-пленки практически не флуорес-
цирует и не влияет на регистрируемые сигналы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработан метод иммобилизации олигонук-
леотидных зондов на поверхности ПЭТ-подлож-
ки. Показано, что увеличение длины спейсера,
связывающего зонд с подложкой, способствует
увеличению гибридизационного сигнала. Макси-
мальный гибридизационный сигнал достигнут
при использовании спейсера, содержащего во-
семь гексаэтиленгликолевых фрагментов.
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A method of immobilizing oligonucleotides on the surface of a polyethylene terephthalate (PET) substrate
has been developed. Effectiveness of complementary binding of target oligonucleotide to oigonucleotides-
probes depending on long spacers of binding oligonucleotides-probes to substrate was investigated. It was
shown that an increase of the spacer length leads to an increase of the hybridization signal.
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