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ВВЕДЕНИЕ
Технология олигонуклеотидных микрочипов – отно-
сительно новый метод, который появился в середине 
1990-х годов и основан на гибридизации олигонукле-
отидных зондов с нуклеиновыми кислотами-мише-
нями [1]. Этот метод позволяет анализировать одно-
временно фрагменты последовательностей большого 
количества нуклеиновых кислот и представляет со-
бой мощный инструмент для клинической диагности-
ки [2], определения чувствительности к лекарствен-
ным средствам [3], токсикологических исследований 
[4], а также применяется в других научных и научно-
практических областях биологии и медицины [5].

ДНК-микрочип состоит из твердой подложки, 
на которой иммобилизовано большое количество оли-
гонуклеотидных зондов известной последовательно-

сти. Эти зонды способны гибридизоваться с компле-
ментарными фрагментами молекул ДНК или РНК 
из анализируемого образца. Наиболее распростра-
ненный метод детекции результата гибридизации 
зонда с ДНК-мишенью – использование флуорес-
центных красителей [6]. В качестве метки в техно-
логии микрочипов применяют также радиоизотопы 
[7], ферменты [8] и наночастицы золота [9]. Наряду 
с флуоресцентной и оптической детекцией исполь-
зуют детекцию электрохимическую [10] и с помо-
щью поверхностного плазмонного резонанса [11]. 
Поверхность микрочипов в последние годы активно 
изучают с помощью микроскопии высокого разре-
шения. Метод сканирующей электронной микроско-
пии (СЭМ) использовали для изучения поверхности 
микрочипов из стекла с олигонуклеотидными зонда-
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РЕФЕРАТ Олигонуклеотидные микрочипы считаются в настоящее время одним из наиболее эффективных 
методов генодиагностики. Способность атомно-силовой микроскопии (АСМ) характеризовать трехмер-
ную морфологию отдельных молекул, находящихся на поверхности носителя, позволяет использовать ее 
как эффективный инструмент 3D-анализа поверхности микрочипа для детекции нуклеиновых кислот. 
Высокое разрешение АСМ открывает потенциальные возможности для снижения порога детекции ДНК-
мишени, повышения соотношения сигнал/шум. В представленной работе разработан подход к оценке 
результатов гибридизации нуклеиновых кислот, меченных золотыми наночастицами, на кремниевых 
микрочипах на основе АСМ-исследования поверхности как на воздухе, так и в жидкости, учитывающий 
их трехмерную структуру. Для количественной оценки результатов гибридизации предложен критерий, 
интерпретируемый как доля площади поверхности, занимаемой наночастицами.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ДНК, атомно-силовая микроскопия, гибридизация, наночастицы золота, олигонуклео-
тидные микрочипы, β-лактамазы СТХ-М-типа.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АСМ – атомно-силовая микроскопия; ГОПС – γ-глицидоксипропилтриметоксисилан; 
ПЦР – полимеразная цепная реакция; СЭМ – сканирующая электронная микроскопия; EDТА – этиленди-
аминтетрауксусная кислота.
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ми, меченными биотином и выявленными с исполь-
зованием полимеров стрептавидина с пероксидазой 
и усиления на основе реакции восстановления сере-
бра [12]. Было показано, что формирующиеся в про-
цессе усиления наночастицы серебра адсорбируются 
на поверхности и отчетливо различимы на поверх-
ности данным методом. Сканирующая электронная 
микроскопия была использована для регистрации 
гибридизации модельной одноцепочечной ДНК дли-
ной 46 нуклеотидов в формате сэндвич. Для этого 
олигонуклеотидные зонды первого типа иммобили-
зовали на носителе, ДНК выявляли с использова-
нием вторых олигонуклеотидных зондов, меченных 
наночастицами золота [13]. Для регистрации ДНК 
предложен простой способ подсчета числа частиц 
на единице поверхности, что обеспечило высокую 
чувствительность метода и лучшее соотношение сиг-
нал/шум по сравнению с использованием флуорес-
центного зонда.

Атомно-силовая микроскопия (АСМ), основан-
ная на принципе работы профилометра – прибо-
ра для измерения неровностей поверхности, имеет 
приблизительно такое же латеральное разрешение, 
как и СЭМ, однако заметно превосходит ее по вер-
тикальному разрешению. Кроме того, АСМ не тре-
бует вакуумного окружения для исследования об-
разцов, позволяя изучать их в различных условиях: 
как на воздухе, так и в жидкости. 

Следует отметить, что атомно-силовая микро-
скопия накопила большой опыт изучения адсор-
бированных на подложках молекул ДНК и РНК 
без использования каких-либо меток [14–16]. В ряде 
работ АСМ использовали как средство визуализации 
и анализа биоспецифических взаимодействий, таких, 
как связывание фрагментов бактериальных клеток 
из раствора с антителами [17], бактериофагов с клет-
кой-хозяином [18] и других взаимодействий рецеп-
тор–лиганд [19]. Описано применение АСМ для ана-
лиза топографии поверхности ДНК-микрочипов, 
что позволяло оптимизировать технологию их при-
готовления [20, 21]. Преимуществом метода является 
отсутствие специальной пробоподготовки поверхно-
сти микрочипов и относительно простая процедура 
сопряжения микрочипа с микроскопом для последу-
ющего анализа (например, в большинстве случаев 
достаточно просто прикрепить носитель на специаль-
ную магнитную шайбу). АСМ-анализ поверхностей 
ДНК-микрочипов после их экспонирования в анали-
зируемый раствор позволил сделать вывод о гибри-
дизации зонда с комплементарными ДНК-мишенями 
[22] или введенными в них наночастицами золота 
[23]. В ряде работ АСМ позволила выработать коли-
чественные критерии оценки гибридизации ДНК-
мишени на поверхности микрочипа. Использование 

количественного подхода при АСМ-анализе ДНК-
микрочипов крайне важно, так как позволяет коли-
чественно сравнивать эффективность гибридизации, 
в том числе при значительно меньших (по сравнению 
с общепринятыми методами детектирования) кон-
центрациях мишени. Например, в качестве коли-
чественного критерия использовалась высота слоя 
на поверхности биочипа, полученная в результате 
АСМ-нанолитографии [24]. В случае, когда гибри-
дизованные мишени как-либо морфологически вы-
деляются на поверхности, таким критерием может 
быть количество связавшихся ДНК-мишеней [25] 
или ассоциированных с ними наночастиц [26] на еди-
ницу поверхности. В настоящей работе мы развиваем 
основанный на использовании АСМ подход к иссле-
дованию поверхностей кремниевых олигонуклео-
тидных микрочипов после проведения гибридизации 
с возможностью количественного анализа ее резуль-
татов. Особенностью развиваемого подхода является 
учет суммарной площади, занимаемой связавшимися 
с поверхностью микрочипа мишенями (связанными 
с ними наночастицами).

Мы предполагали, что уникальная способность 
АСМ визуализировать одиночные мишени (наноча-
стицы) на поверхности микрочипа и получать ин-
формацию об их высоте и других размерах позволит 
внести дополнительный основанный на морфологии 
критерий при отборе «истинных» мишеней и, таким 
образом, снизить порог обнаружения мишеней, по-
высить соотношение сигнал/шум, а также умень-
шить количество материала, необходимого для из-
готовления микрочипов. В качестве модельных ДНК 
использовали нуклеиновые кислоты, кодирующие 
бактериальные β-лактамазы типа СТХ-М, которые 
отвечают за развитие устойчивости к цефалоспори-
нам у грамотрицательных бактерий – возбудителей 
инфекционных заболеваний [27, 28].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Наночастицы золота получали по методу Френса, 
основанному на восстановлении золотохлористово-
дородной кислоты цитратом натрия [29]. Размеры на-
ночастиц золота определяли методом СЭМ в растро-
вом сканирующем электронном микроскопе Supra-40 
(Carl Zeiss, Германия) со встроенным в колонну ми-
кроскопа детектором вторичных электронов InLens. 

Для получения конъюгата стрептавидина с нано-
частицами золота стрептавидин (2 мг в 200 мкл 10 мМ 
К-фосфатном буфере рН 7.2) модифицировали 3.2 мг 
меркаптоянтарной кислоты в присутствии 3 мг кар-
бодиимида в течение ночи при +4°С. После этого до-
бавляли 10 мкл 10 мМ EDТА, перемешивали в тече-
ние 30 мин при комнатной температуре, полученный 
раствор диализовали против фосфатного буфера 
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с EDТА. Доводили рН раствора коллоидного золота 
до 7.0 свежеприготовленным раствором Na

2
CO

3
 и до-

бавляли стрептавидин, модифицированный меркап-
тоянтарной кислотой. После инкубации в течение 1 ч 
при комнатной температуре раствор центрифугиро-
вали (30 мин, 11000 об/мин, 4°С). Затем супернатант 
удаляли, осадок растворяли в 10 мМ К-фосфатном 
буфере рН 7.2. 

Д л я  и д е н т и ф и к а ц и и  н у к л е и н о в ы х  к и с -
лот, кодирующих β-лактамазы СТХ-М-типа, 
использовали зонд 5 '-TTTTTTTTTTTTTT-
ATATCGCGGTGATCTGGCC-3'. Для контроля не-
специфической гибридизации использовали зонд 
5'-TTTTTTTTTTTTTT-CTAGACAGC CACTCATA-3'. 
Эти зонды модифицировались аминогруппой 
на 5'-конце.

Амплификацию генов β-лактамаз СТХ-М-типа 
размером 870 п.н. с одновременным включением био-
тина проводили методом ПЦР как описано в [30]. 

Поверхность кремниевых пластин очищали кис-
лородной плазмой в установке реактивного ионно-
го травления RDE-300 (Alcatel, Франция) в течение 
30 мин. Затем поверхность кремния химически мо-
дифицировали [31]. Для этого кремний обрабаты-
вали 10 мМ раствором 3-глицидопропилтриметок-
сисилана (ГОПС) в сухом толуоле в течение 12 ч 
при 80оС, затем отмывали и выдерживали при 100оС 
в течение 10 мин. Олигонуклеотидные зонды, мо-
дифицированные на 5'-конце аминогруппой, нано-
сили на поверхность модифицированного кремния 
из растворов с концентрацией 20 пмоль/мкл в 0.25 M 
Na-фосфатном буфере, содержащем 0.3 M Na

2
SO

4
. 

После иммобилизации блокировали свободные цен-
тры связывания белков на поверхности кремния 
в растворе, содержащем 1% БСА и 1% казеин в 10 мМ 
К-фосфатном буфере рН 7.2, содержащем 0.15 М 
NaCl. На олигонуклеотидном микрочипе проводили 
гибридизацию 1 нМ ДНК, меченной биотином, в бу-
фере 0.05 M NaH

2
PO

4
, 0.5 M NaCl, 0.005 M EDТА, pH 

7.4 при температуре 45°С в течение 2 ч. Отмывку про-
водили 10 мМ К-фосфатным буфером рН 7.2, содер-
жащим 0.15 М NaCl и 0.1% Твин 20. Затем микрочип 
инкубировали с раствором конъюгата стрептавиди-
на с наночастицами золота в концентрации 40 нг/мл 
по белку в течение 45 мин при 370С и отмывали.

В работе использовали атомно-силовой микро-
скоп Nanoscope IIIа (Digital Instruments, США) 
в режиме прерывистого контакта (tapping mode). 
Сканирование проводили на воздухе с исполь-
зованием коммерческих кантилеверов fpN10 
(«Микромаш», Эстония), в жидкости – кантилеве-
рами NP-S1 (Veeco, США) с частотой сканирования 
2.1 Гц, 512 × 512 точек. Обработку и анализ изобра-
жений проводили с использованием программного 

обеспечения Фемтоскан Онлайн (Центр перспектив-
ных технологий, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Гибридизационный анализ на кремниевых микрочи-
пах проводили с использованием олигонуклеотидных 
зондов, иммобилизованных на поверхности кремния, 
модифицированного γ-глицидоксипропилтриметок-
сисиланом (ГОПС). Структура олигонуклеотидного 
зонда для выявления нуклеиновых кислот, кодирую-
щих β-лактамазы СТХ-М-типа, и контрольного зон-
да приведена в разделе «Экспериментальная часть». 
Реакцию гибридизации проводили с ДНК-мишенью 
размером 870 п.н., в которую вводили биотин в про-
цессе ПЦР. Молекулы биотина в образовавшихся 
на носителе дуплексах выявляли конъюгатом стреп-
тавидина с наночастицами золота. В работе исполь-
зовали наночастицы золота сферической формы 
размером 27 ± 3 нм. После проведения гибридизации 
и выявления дуплексов конъюгатом стрептавидина 
с наночастицами золота поверхность микрочипов ис-
следовали с помощью АСМ.

На рис. 1 представлены полученные в буфе-
ре АСМ-изображения поверхности микрочипов 
до и после гибридизации с меченными золотыми 
наночастицами нуклеиновыми кислотами, кодиру-
ющими β-лактамазы СТХ-М-3. Морфологически 

Рис. 1. АСМ-изображения поверхности микрочипов, 
полученные в буфере до (А) и после (Б) гибридизации 
с ДНК-мишенью, меченной биотином, и взаимодей-
ствия с конъюгатом стрептавидина с наночастицами 
золота. Справа приведены вертикальные профили 
поверхностей микрочипов вдоль линии, проведенной 
на соответствующем изображении слева
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поверхность микрочипов с дуплексами ДНК состо-
ит из плотно уложенных глобул диаметром 5–10 нм, 
которые представляют собой кремний, модифици-
рованный γ-ГОПС и олигонуклеотидами. Сходные 
структуры наблюдали ранее в случае других олиго-
нуклеотидных микроматриц на кремнии [22]. После 
гибридизации с меченой ДНК на этой поверхности 
появляются наночастицы, которые являются марке-
рами продуктов гибридизации. Их высота составляет 
30–50 нм (рис. 1Б). Изображения наночастиц в жид-
кой среде нестабильны, нечетки и изобилуют много-
численными сбоями сканирования, что выражается 
в появлении светлых полос. Это, скорее всего, связа-
но с тем, что наночастицы в составе ДНК плохо фик-
сированы на поверхности, поскольку в гибридизации 
участвует только небольшой участок нуклеиновой 
кислоты протяженностью 18 нуклеотидов из 870. 
В связи со слабой адгезией на поверхности высота 
наночастиц, измеряемая методом АСМ, превыша-
ла значение 27 ± 3 нм, полученное для этих частиц 
методом СЭМ. Выявление на поверхности микро-
чипов наночастиц золота в составе дуплексов ДНК 
является важным результатом, поскольку доказы-
вает наличие связывания комплементарных участ-
ков ДНК и олигонуклеотидов in situ. Количественную 
оценку результатов гибридизации ДНК предпочти-
тельней проводить после высушивания поверхно-

сти микрочипа, чтобы повысить стабильность АСМ-
изображений золотых наночастиц. 

Типичные АСМ-изображения и профиль поверх-
ности олигонуклеотидных микрочипов до проведе-
ния гибридизации, полученные на воздухе, пред-
ставлены на рис. 2А–В. В данном случае микрочип 
имеет однородную поверхность, состоящую из глобул 
высотой до 10 нм, на которой встречаются объекты 
случайной формы высотой до 330 нм (белые струк-
туры на рис. 2А). Глобулярная поверхность в целом 
повторяет вид поверхности, наблюдавшейся в буфе-
ре (рис. 1А), при этом высокие объекты, вероятно, 
представляют собой примеси из буферных раство-
ров, загрязнения из воздуха и появляются случай-
ным образом в процессе приготовления микрочипов 
и проведения процесса идентификации ДНК. Метод 
АСМ позволяет напрямую контролировать общую 
площадь таких структур, которая мала по сравнению 
с рабочей поверхностью микрочипа.

Изображения поверхности микрочипов с дуплек-
сами ДНК, меченными золотыми наночастицами, 
представлены на рис. 2Г–Е. На них наблюдается 
большое количество отдельных сферических ча-
стиц высотой от 10 до 30 нм, а также их небольшие 
агрегаты, объединяющие до 10–15 частиц. Учитывая 
диаметр используемых нами золотых наночастиц 
(27 ± 3 нм) и возможность их частичного погруже-

Рис. 2. АСМ-изображения 
и вертикальные профи-
ли поверхности крем-
ниевых микрочипов. 
А–В – иммобилизован-
ные олигонуклеотид-
ные зонды на γ-ГОПС-
модифицированном 
кремнии до экспониро-
вания в анализируемый 
раствор; Г–Е – после 
экспонирования в ана-
лизируемый раствор 
ДНК-мишени и введения 
наночастиц в дуплек-
сы; Ж–И – участки 
микрочипов без олиго-
нуклеотидных зондов 
на поверхности после их 
экспонирования в ана-
лизируемый раствор 
ДНК-мишени и конъюгата 
стрептавидина с наноча-
стицами золота

нм нм

нмнм

нм нм

нм

нм

нм

нм

нм

нм

1000 нм 1000 нм

1000 нм1000 нм

1000 нм 1000 нм

4
0

8
0

8
0

8
0

8
0

8
0

0 300 600 900 1200 1500 1800

0 300 600 900 1200 1500 1800

0 300 600 900 1200 1500 1800

15

12

9

6

3

0

15

12

9

6

3

0

15

12

9

6

3

0

А Б В 

Г Д Е 

Ж З И



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 7  № 2 (25)  2015 | ACTA NATURAE | 121

ния в олигонуклеотидную матрицу при гибридизации 
зондов с ДНК-мишенями, можно интерпретировать 
наблюдаемые на АСМ-изображениях сферические 
частицы как золотые наночастицы – маркеры гибри-
дизованных молекул ДНК.

Для контроля специфичности гибридизации и вы-
явления дуплексов на рис. 2Ж–И приведены АСМ-
изображения и профиль поверхности контрольной 
области микрочипа, на которую олигонуклеотидные 
зонды не наносились, при этом гибридизация с ДНК-
мишенью с последующим введением золотых нано-
частиц производилась стандартным образом. На дан-
ных изображениях на фоне модифицированного 
γ-ГОПС кремния наблюдается небольшое (по срав-
нению с рис. 2Г–Е) количество объектов различного 
размера. 

Для интерпретации результатов гибридизации 
зондов с мишенями, содержащими золотые наноча-
стицы в качестве меток, мы разработали метод ко-
личественного анализа АСМ-изображений поверх-
ности микрочипов. Суть его состоит в 3D-анализе 
поверхности микрочипа, т.е. в учете высот и площа-
дей объектов, выявляемых на поверхности носителя 
после проведения всех стадий анализа. Метод АСМ 
позволяет получать информацию о высоте объекта 
с высокой точностью до долей нанометра, это позво-
ляет отсортировывать наблюдаемые на поверхности 
микрочипов объекты по высоте. Таким образом, ста-
новится возможным выявление результатов ком-
плементарной гибридизации по высоте наночастиц, 

используемых в качестве метки, в этом случае мож-
но не учитывать неспецифически связавшиеся с по-
верхностью микрочипа объекты, имеющие меньшую 
высоту.

Для анализа АСМ-изображений, представленных 
на рис. 2А,Г,Ж, выделяли все наблюдаемые объек-
ты. Математически суть такого выделения своди-
лась к поиску нулевого уровня фона на гистограмме 
как наиболее вероятного распределения высот всех 
512 × 512 точек АСМ-изображения и построению 
пороговой плоскости, выше которой все части по-
верхности принимаются за объекты. В используемой 
нами программе обработки изображения (см. методи-
ку) данный алгоритм интегрирован в полуавтомати-
ческую функцию. Все выделенные объекты характе-
ризуются рядом легко вычисляемых геометрических 
характеристик, таких, как высота, площадь, объем, 
периметр, форм-фактор, отражающий форму объ-
екта, и другие. На рис. 3 приведен пример автомати-
ческого выделения объектов на АСМ-изображении, 
содержащем золотые наночастицы.

Диапазон высот, внутри которого выделенные 
объекты будут считаться метками, выбирается ин-
дивидуально в каждой задаче, исходя из информа-
ции об используемых метках и особенностей строе-
ния микроматрицы. В качестве нижнего и верхнего 
предела этого фильтра мы использовали значения 10 
и 30 нм. Выбор верхнего предела (30 нм) связан с из-
вестным из данных СЭМ распределением диаметра 
наночастиц золота 27 ± 3 нм. В связи с тем, что объек-
ты, имеющие высоту свыше 30 нм, практически не на-
блюдались на АСМ-изображениях микрочипов после 
гибридизации с меченными золотыми наночастицами 
ДНК-мишенями, мы не рассматривали возможность 
«вертикального» расположения агрегатов наночастиц 
на поверхности. Поскольку измеряемая с помощью 
АСМ высота объектов может быть занижена (в силу 
деформации поверхности кантилевером), а также, 
принимая во внимание возможное частичное погру-
жение золотых наночастиц в олигонуклеотидную (и 
ГОПС-) матрицу, выбор нижней границы (10 нм) диа-
пазона был сделан эмпирически на основе анализа 
нижней границы распределения высот наночастиц зо-
лота на соответствующем АСМ-изображении. В прин-
ципе, данный шаг (выбор диапазона высот фильтра) 
также можно алгоритмизировать, задавшись поро-
говым значением доли наблюдаемых объектов вну-
три данного диапазона по отношению ко всем наблю-
даемым объектам на поверхности. На поверхностях 
с маленьким количеством примесей такое пороговое 
значение будет близко к единице, т.е. большинство 
наблюдаемых объектов будут соответствовать нано-
частицам (выбранный нами диапазон соответствует 
пороговому значению 0.9).

Рис. 3. Алгоритм выделения объектов на АСМ-
изображении. Выделенные объекты обведены

800 нм

Всего: 68
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Гистограммы распределения высот объектов 
в выбранном диапазоне приведены на рис. 4 для ра-
бочей поверхности микрочипов до гибридизации 
(рис. 4А), после гибридизации (рис. 4Б), а также 
для контрольной поверхности микрочипов без им-
мобилизованных зондов, экспонированной в раствор 
с ДНК-мишенью в тех же экспериментальных усло-
виях (рис. 4В). Гистограммы суммируют данные, по-
лученные из АСМ-изображений, в трех различных 
точках каждой из поверхностей. Для наглядности 
гистограммы приведены в одном масштабе. Для ко-
личественного сравнения эффективности гибриди-
зации использовали суммарную площадь отобран-
ных с учетом высоты объектов (s

i
), нормированную 

на площадь всего АСМ-изображения S
i
: k = Σs

i
/S 

и выраженную в процентах. Таким образом, агрегаты 
наночастиц будут учитываться более эффективно, 
так как их площадь пропорциональна числу входя-
щих в них частиц. По смыслу параметр k отражает 
долю площади, занимаемой наночастицами-метками, 
в общей поверхности микрочипа. В связи с эффек-
том уширения выступающих объектов кантилевером 
атомно-силового микроскопа следует иметь в виду, 
что параметр k служит оценкой сверху для доли 
площади, занимаемой наночастицами. Параметр k 
с погрешностями для проведенных экспериментов 
представлен на рис. 5. Доля площади, занимаемой 
золотыми наночастицами при комплементарной ги-
бридизации, оценивается в 8%, при отсутствии ком-
плементарного связывания – 0.5%, тогда как площадь 
поверхности фоновых частиц не превышает 0.2%. 
При этом соотношение сигнала к шуму составило 16 
и 40 соответственно. Для сравнения, в работе [13] со-
отношение сигнал/шум при флуоресцентной детек-
ции составило 10 (при концентрации мишени 1 нМ).

Предлагаемый нами подход позволяет использо-
вать количественный критерий для оценки гибриди-
зации олигонуклеотидных зондов с ДНК-мишенями 
и дает возможность сравнивать эффективность 
идентификации ДНК на различных микрочипах. 
Важное отличие развитого нами подхода от обще-
принятых способов детекции гибридизации зонда 
с ДНК-мишенью, описанных во «Введении» (напри-
мер, флуоресцентная и оптическая детекция), состо-
ит в возможности визуализации единичных актов 
связывания мишени. Благодаря этому порог детек-
ции ДНК-мишеней может быть значительно снижен 
по сравнению с общепринятыми способами, кото-
рые подразумевают наличие сигнала одновремен-
но от большого количества связавшихся мишеней. 
Например, в работе [13], где для оценки эффектив-
ности гибридизации использовали прямой подсчет 
наночастиц по ПЭМ-изображениям, минимальный 
порог чувствительности обеспечивался по детекции 
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Рис. 4. Гистограммы распределения по высотам объ-
ектов в диапазоне 10–30 нм, наблюдаемых на АСМ-
изображениях поверхности микрочипов до (А) и по-
сле (Б) гибридизации с ДНК-мишенью и конъюгатом 
стрептавидина с золотыми наночастицами, а также 
для контрольной поверхности микрочипов без оли-
гонуклеотидных зондов после экспонирования 
в анализируемый раствор ДНК-мишени (В). Данные 
для каждой гистограммы суммированы по трем АСМ-
изображениям размером 5 × 5 мкм2
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Рис. 5. Значение параметра k (в процентах) для по-
верхности микрочипов до и после гибридизации с ДНК-
мишенью и конъюгатом стрептавидина с золотыми 
наночастицами, а также для контрольной поверхности 
микрочипов без олигонуклеотидных зондов после 
экспонирования в раствор ДНК-мишени. Параметр 
рассчитывали по трем АСМ-изображениям размером 
5 × 5 мкм2
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в среднем одной наночастицы на квадратный микро-
метр, при этом минимальная детектируемая концен-
трация оказалась в 1000 раз меньше, чем при исполь-
зовании флуоресцентных меток.

Стоит подчеркнуть, что использование развитого 
нами подхода (и параметра k) не ограничено систе-
мами с использованием наночастиц в качестве мар-
керов ДНК. Этот же подход может быть применен 
для детекции молекул или других мишеней без ис-
пользования меток. В таком случае параметр k (или 
его аналог, где в числителе суммируются не площа-
ди, а объемы) будет характеризовать количество свя-
завшегося материала (мишени).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе метод АСМ был применен к иссле-
дованию олигонуклеотидных микрочипов для иден-
тификации ДНК, кодирующих бактериальные 
β-лактамазы СТХ-М-типа. Введение в дуплексы 
ДНК наночастиц золота позволяет использовать 
метод АСМ для эффективной детекции результа-
тов гибридизации ДНК-мишеней с олигонуклео-
тидными зондами как в жидком, так и воздушном 
окружении. Для количественного описания процес-
сов гибридизации нуклеиновых кислот разработан 
подход к оценке результатов гибридизации с при-
менением трехмерного анализа АСМ-изображений 
поверхности микрочипа, учитывающий высоту 
и площадь наночастиц золота, используемых в ка-
честве метки. Этот метод позволяет игнорировать 
неспецифически связавшиеся с поверхностью и от-
личающиеся от меток по высоте частицы, а также 
учитывать агрегаты наночастиц-мишеней, что по-
зволяет увеличить чувствительность детекции. 
Для изученных в работе кремниевых микрочипов 
параметр k, соответствующий доле площади, за-
нимаемой наночастицами после гибридизации с ме-
ченой специ фической ДНК, был равен 8%, в то вре-
мя как контрольные значения не превысили 0.5%. 
Способность получать трехмерную морфологию от-
дельных гибридизованных молекул ДНК является 
основным преимуществом АСМ перед другими ме-
тодами детекции связывания на олигонуклеотидных 
микрочипах. Получение информации о трехмерном 
строении объекта позволяет использовать более 
точные морфологические критерии при выявлении 
гибридизованных молекул ДНК. 
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