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Использованные в данной работе микрочипы 
представляют собой поверхность с иммобили-
зованными определённым образом олигону-

клеотидными зондами, способными гибридизоваться с 
комплементарными им участками одноцепочечной ДНК-
мишени, находящейся в анализируемом растворе, нане-
сённом на эту поверхность [1]. Принцип комплементар-
ности нуклеиновых кислот, заложенный в основу работы 
данного метода, обеспечивает её высокую аффинность и 
селективность, позволяя различать очень близкие после-
довательности молекул ДНК-мишени. Метод олигону-
клеотидных микрочипов (ДНК-микрочипов) зарекомен-
довал себя как мощный инструмент для применения в 
медицинской диагностике, в пищевой индустрии, для мо-
ниторинга окружающей среды и других областях [2-6]. 

Как правило, ДНК-мишень несёт на себе какую-либо 
метку, например, это могут быть флуоресцентные метки 
[7-8],  наночастицы золота [9], ферменты [10], радиоизо-
топы [11]. Для оценки степени гибридизации чаще всего 
используют оптические методы детекции (например, [7, 
8, 11-12]). Также для детекции результатов гибрадизации 
могут быть использованы  электрохимические методы 
[13] и поверхностный плазмонный резонанс [14]. Осо-
бый интерес представляет использование для этих целей 
методов микроскопии высокого разрешения. Например, 
Ким с соавторами [15] продемонстрировали, что детекция 
результатов гибридизации ДНК-мишеней путём простого 
подсчёта числа пришитых к ним золотых наночастиц, ре-
гистрируемых сканирующей электронной микроскопией 
(СЭМ), позволяет достичь пределов обнаружения 1 пМ 
ДНК, в то время как предел обнаружения  ДНК методом 
флуоресцентной детекции составил лишь 1 нМ. При этом 
соотношение сигнал/шум также оказалось на два поряд-
ка выше такового при флуоресцентном детектировании.

Атомно-силовая микроскопия (АСМ) обладает срав-
нимым с СЭМ латеральным разрешением, при этом, в от-
личие от СЭМ, имеет высокое разрешение по высоте. Сре-

ди прочих преимуществ АСМ перед СЭМ следует назвать 
относительно простые требования подготовки образцов, 
то есть для изучения ДНК-микрочипа, как правило, до-
статочно лишь прикрепить его на специальную шайбу. В 
ряде работ АСМ использовалась для изучения процессов, 
протекающих на поверхности микрочипов. Так, в работе 
[16] контролировалась шероховатость ДНК-микрочипа 
до и после гибридизации и было продемонстрировано, 
что она возрастает в случае, если ДНК-микрочип изго-
товлен на гладкой подложке (SiO2) и незначительно па-
дает, если ДНК-микрочип изготовлен на шероховатой 
подложке (SnO2, допированныйSb). АСМ позволяет вы-
работать количественные критерии для оценки гибриди-
зации ДНК-мишени на олигонуклеотидном микрочипе. 
В качестве такого критерия, например, использовалось 
суммарная толщина слоя чувствительной поверхности 
микрочипа с ДНК-мишенью, полученная с помощью 
АСМ-нанолитографии [17]. Изменение этой толщины 
после проведения гибридизации колебалось от 2,9 до 5,5 
нм в зависимости от типа используемых в эксперименте 
зондов.  Другим количественным критерием гибридиза-
ции ДНК на микрочипе было количество пришитых к 
ДНК-мишени золотых наночастиц на единицу поверх-
ности, визуализированных на АСМ-изображениях [16]. В 
этой работе плотность наночастиц варьировала в преде-
лах от (6,6 ± 0,3)×1010 до (2,9 ± 0,5)×1011 частиц/см2. 

АСМ позволяет детектировать отдельные гибриди-
зованные молекулы и без каких-либо меток. Так, Кук с 
соавторами [18] анализировали особенности рельефа, 
наблюдаемые на АСМ-изображениях ДНК-микрочипов, 
и обнаружили увеличение средней высоты и диаметра 
находящихся на поверхности микрочипа наночастиц зо-
лота после проведения гибридизации. Это позволило им 
ввести морфологические критерии, позволяющие разли-
чить комплементарно гибридизованные от неспецифи-
чески связавшихся молекул ДНК и подсчитать количе-
ство каждых из них. В приведённом примере доля ком-
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плементарно связавшихся олигонуклеотидных зондов 
составила 3,1%, в то время как доля неспецифическим 
образом связавшихся зондов – лишь 0,54-0,77%. Целью 
данной работы было дальнейшее развитие основанных на 
использовании АСМ количественных подходов оценки 
гибридизации ДНК на олигонуклеотидных микрочипах 
для идентификации нуклеиновых кислот, кодирующих 
бета-лактамазы СТХ-М типа. Для этого с помощью АСМ 
последовательно исследовалась морфология микрочипов 
на разных стадиях их изготовления и гибридизации.

В работе в качестве подложки использовался кремний, 
который очищался кислородной плазмойв течение 30 
мин в установке реактивного ионного травления “RDE-
300” (Alcatel, Франция), после чего обрабатывался 10 мМ 
раствором 3-глицидопропилтриметоксисилана (ГОПС) в 
сухом толуоле в течение 12 часов при 80оС, затем отмы-
вался и выдерживался при 100оС в течение 10 мин. В даль-
нейшем, модифицированные аминогруппой на 5’- конце 
олигонуклеотидные зонды наносили на поверхность мо-
дифицированного кремния из раствора концентрацией 
20 пмоль/мкл в 0,25 M натрий-фосфатном буфере, со-
держащем 0,3 MNa2SO4. После этого осуществляли бло-
кирование свободных центров связывания белков на по-
верхности кремния в растворе, содержащем 1%  БСА и 1% 
казеин в 10 мМК-фосфатном буфере рН 7,2, содержащем 
0,15 М NaCl.Гибридизацию ДНК (1 нМ),  меченной био-
тином, проводилив буфере 0.05 M NaH2PO4, 0.5 M  NaCl, 
0.005 M ЭДТА, pH 7.4 при температуре 450С в течение 
2 часов. Отмывку проводили 10 мМ калий-фосфатным 
буфером рН 7,2, содержащем 0,15 М NaCl и 0.1 % Твин 
20. Затем микрочип инкубировали с раствором конъюга-
тастрептавидина с наночастицами золота в концентрации 
40 нг/мл по белку в течение 45 мин при 370С и отмыва-
ли. АСМ-исследования проводили на атомно-силовом 
микроскопе NanoscopeIIIа (DigitalInstruments, США) в 
режиме прерывистого контакта с частотой сканирования 
2.1 Гц, 512х512 точек. В работе использовались коммерче-
ские кантилеверы fpN10 (Микромаш, Эстония) и NP-S1 
(Veeco, США). Обработка и анализ изображений прово-
дились с помощью программного обеспечения Фемто-

скан Онлайн (Центр перспективных технологий, Россия. 
www.nanoscopy.net).

На рис. 1 представлены полученные на воздухе АСМ-
изображения поверхности кремния, модифицированно-
го ГОПС до (рис 1а) и после (рис 1б) нанесения на него 
олигонуклеотидных зондов, а также поверхность микро-
чипа после проведения гибридизации с комплементарной 
ДНК-мишенью (рис. 1в). Визуальный анализ получен-
ных АСМ-изображений не выявляет значимых отличий 
в морфологии данных поверхностей. Анализ среднеква-
дратичной шероховатости, вычисленной для этих по-
верхностей, демонстрирует небольшое увеличение своего 
значения от ГОПС-модифицированной поверхности к 
поверхности с гибридизованной ДНК: 1,60 нм, 1,80 и 1,88 
нм для поверхностей, представленных соответственно на 
рис. 1а,б,в. Наблюдаемое увеличение среднеквадратич-
ной шероховатости может отражать появление олигону-
клеотидов, а затем молекул ДНК на поверхности.

Рис.2. асМ-изображение поверхности олигонуклеотидного 
микрочипапосле проведения гибридизации с комплементарными 

днк-мишенями, меченными наночастицами золота.  
Размер изображения 5х5 мкм2

Для надёжной визуализации результатов гибридиза-
ции к молекулам ДНК-мишеней пришивались золотые 
наночастицы, размер которых составлял 27±3 нм. АСМ-
изображение микрочипа после гибридизации с меченой 

Рис. 1. асМ-изображения поверхности олигонуклеотидного микрочипа: поверхность кремния, модифицированная ГоПс до (а) и 

после (б) нанесения олигонуклеотидных зондов, (в) после проведения гибридизации с комплементарными днк-мишенями. Размер 

изображений 2х2 мкм2
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наночастицами ДНК представлено на рис. 2. Поскольку 
АСМ-изображения содержат информацию о трёхмерном 
строении поверхности, в частности, наночастиц, полуав-
томатический анализ данных АСМ позволяет рассчитать 
ряд параметров, характеризующих эти наночастицы, та-
кие как высоту, площадь, объём, периметр, форм-фактор. 
Эти величины можно использовать для установления 
критериев, позволяющих отличить специфически связав-
шуюся наночастицу-метку от случайно адсорбированных 
частиц или загрязнений. Такие параметры, как суммар-
ные площадь и объём частиц, нормированные на единицу 
поверхности, могут служить количественным критерием, 
характеризующим эффективность гибридизации ДНК. 
В таблице 1 приведены значения суммарных площади и 
объёма наблюдаемых на рис.2 наночастиц, на единицу по-
верхности, в сравнении с контрольными значениями (при 
отсутствии комплементарной гибридизации ДНК). В 
частности, площадь наблюдаемых на АСМ-изображении 
наночастиц на образце с проведённой комплементарной 
гибридизацией на порядок превышает это значение для 
контрольного образца, на котором отсутствовали олиго-
нуклеотидные зонды. Данные критерии можно исполь-

зовать для определения предела чувствительности  де-
тектирования гибридизации, а также для сравнения её 
эффективности.

таблица 1. 

Значения суммарной площади и объёма 
ассоциированных с днк-мишенями наночастиц золота, 

нормированные на единицу площади микрочипа

нормированная 
площадь  

наночастиц

нормированный 
объём  

наночастиц, нм
Комплементарная 
гибридизация

0,082 0,804

Контроль 0,008 0,102
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