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Молекулярная генетика за последние 20 лет заняла лидирующее место среди всех биологических и медицинских наук. В настоящее 

время определена структура генома человека, многих животных и растений, открыты тысячи генов, устанавливается их функциональ-

ное значение и роль при различных мультифакториальных и онкологических заболеваниях, изучены  молекулярные механизмы действия 

различных ферментов. Однако рутинное использование современных диагностических методик с целью индивидуального генетического 

анализа пациента не всегда возможно. Это диктует необходимость создания высокоинформативных доступных методик, позволяющих 

проводить многопараметрическую молекулярную диагностику на качественно новом уровне. В настоящем обзоре описаны основные эле-

менты технологии изготовления ДНК-биочипов, принцип их действия, главные типы биочипов и области их применения. 

 
Ключевые слова: ДНК-биочипы, секвенирование, гибридизация. 

 
Molecular genetics in the past 20 years has taken a leading place among all biological and medical sciences. At present, the structure of the hu-

man genome, as well as of many animals and plants ones are determined, thousands of genes are discovered, their functional significance and role in 

various multifactorial diseases and cancers are established, the molecular mechanisms of action of various enzymes are determined. However, rou-

tine use of modern diagnostic methods to individual genetic analysis of the patient is not always possible. This necessitates the creation of high infor-

matics available techniques that allow for multi-parameter molecular diagnostics to a new level. This review describes the basic elements of manu-

facturing technology of biochips, the principle of their action, the major types of biochips and their applications. 

 
Keywords: DNA biochips, sequencing, hybridization. 

 
Появление в конце ХХ в. ДНК-чипов стало новой 

биотехнологической революцией, стоящей по значи-

мости в одном ряду с расшифровкой структуры ДНК в 

50-е гг. и исследованием фундаментальных закономер-

ностей молекулярной генетики в 60-е. Интенсивное 

развитие технологий гибридизации и амплификации 

нуклеиновых кислот на рубеже 70 – 80-х гг. ХХ в. оз-

наменовало новую эпоху в молекулярной биологии и 

позволило раскрыть природу многих наследственных 

заболеваний, проанализировать структуру и функцию 

большого числа генов человека. В настоящее время эти 
подходы получили широкое распространение не толь-

ко в научно-исследовательской работе, но и в клиниче-

ской медицине. 

Поистине революционной для развития всей моле-

кулярной биологии стала разработка К. Мюллисом 

метода полимеразной цепной реакции (ПЦР) в 1983 г. 

Первые сообщения по практическому применению 

метода появились в 1985 г. С тех пор количество пуб-

ликаций, в которых ПЦР используется в качестве од-

ного из основных методов исследования, занимает 

одно из первых мест наряду с работами, в которых 

применяются автоматическое определение нуклео-

тидной последовательности нуклеиновых кислот (се-

квенирование) и методы  их гибридизации [1].  

Отсчет истории создания технологии ДНК-чипа 

следует вести с 1985 г., когда была принята программа 

Human Genome Project, целью которой явилось секве-

нирование генома человека. Human Genome Project 

стал самым широкомасштабным биотехнологическим 

проектом, осуществление которого способствовало 
настоящему биотехнологическому взрыву. В 1987 г. 

сотрудники Центра генетической инженерии в Белгра-

де R. Drmanac (Дрманак) и R.B. Crkvenjakov (Крквен-

жаков) запатентовали способ секвенирования гибри-

дизацией, альтернативный традиционному, предложен-

ному Ф. Сэнгером еще в 1975 г. [2]. Практически одно-

временно с учеными из Белграда русские ученые 

опубликовали статью с изложением этого метода [3]. 

Авторы предложили новый метод секвенирования ДНК, 
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основанный на гибридизации секвенированного фраг-

мента с набором всех возможных олигонуклеотидов 

определенной длины. Работа имела теоретический ха-

рактер, этот подход в том виде, каком предлагали его 

авторы, никогда не был реализован практически. Но 

все же данную публикацию можно считать первой ра-

ботой, положившей начало истории ДНК-чипов. Эти 

работы ставили перед учеными новую цель – секвени-
рование на одном чипе большого количества генетиче-

ской информации. Новый этап создания эффективных 

технологий  для детекции полиморфизма (мутационно-

го анализа) начался в 1996 г. Он основан на синтезе с 

помощью фотолитографии чипов с олигонуклеотида-

ми, специфическими для конкретной исследуемой по-

следовательности. Этот метод позволяет анализировать 

более длинные последовательности. Но существенным 

его недостатком является неспособность определять 

все возможные полиморфизмы. Провал подхода стано-

вится очевидным в последние годы, когда такие иссле-
дования стали применяться, например, для детекции 

резистентности ВИЧ к противовирусным лекарствен-

ным препаратам [4]. 

Перспективным направлением технологии ДНК-

чипов стал мониторинг генной экспрессии. Именно 

секвенирование с больших объемов с-DNA последова-

тельностей в виде библиотек expressed sequence tags 

(EST) различных организмов и даже целых геномов 

поставило перед исследователями задачу определения 

функционального значения полученной генетической 

информации. Это направление получило название 

функциональной геномики. Стало возможным опреде-
лять функциональное значение генов. Важное значение 

это приобрело при изучении патогенетических основ 

различных заболеваний. Ученые сравнивали экспрес-

сию генов в больных и здоровых тканях и выявляли 

гены, экспрессия которых изменяется при возникнове-

нии заболевания, из чего следует, что эти гены участ-

вуют в его патогенезе. На основании этого стало воз-

можным разрабатывать препараты для лечения этих 

заболеваний. Но появление функциональной геномики 

потребовало открытия метода анализа генной экспрес-

сии. Теоретической основой нового подхода явилось 
обнаруженное еще в начале 50-х гг. Уотсоном и Кри-

ком явление комплементарности нуклеотидных осно-

ваний. Впервые это уникальное свойство полинуклео-

тидов было использовано Саузерном еще за 20 лет до 

появления подобного типа чипов. Он применял олиго-

нуклеотидные пробы для идентификации комплемен-

тарных им последовательностей, разделенных при по-

мощи гель-электрофореза [5]. Это качество, дающее 

возможность идентифицировать исследуемую после-

довательность на основании последовательности гиб-

ридизировавшейся с ней пробы, легло в основу созда-

ния ДНК-чипов. Суть метода состоит в том, что пробы 
иммобилизованы на плоскости и каждой из них соот-

ветствует определенная локализация. Технология опи-

сана M. Schena в 1995 г. [6]. 

Самым новым направлением в развитии современ-

ной фундаментальной и прикладной медико-биологи-

ческой науки стало появление во 2-й половине 90-х гг. 

биологических микрочипов. Метод позволяет проводить 

реакцию в микрообъемах, использовать сравнительно 

небольшие количества исходного материала, осуществ-

лять многопараметрический анализ множества генов 

(белков и других субстанций) у одного и того же объек-

та одновременно. В зависимости от природы иммобили-

зуемых зондов выделяют 4 основных вида биочипов: 

ДНК-чипы, РНК-чипы, белковые и клеточные микрочи-

пы. В настоящее время наибольшее распространение в 

исследовательской и клинической практике получили 

ДНК-чипы (рис. 1) [7, 8]. 

 
Рис. 1. Биологический микрочип 

ДНК-чип представляет собой компактный план-

шет, содержащий набор зондов, иммобилизованных 

на плоской поверхности нейлоновых мембран (макро-

скопические  матрицы) на стекле (микроскопические 

матрицы), либо синтезируемых in situ на твердой фазе 

(стекло, пластик, силикон). В последние годы микро-

чипы превратились в целое направление биологиче-

ской науки: десятки фирм предлагают биологические 
микрочипы, содержащие массивы из тысячи и более 

зондов [9, 10]. 

Технологии разработки и изготовления разных ти-

пов ДНК-чипов различаются процедурами гибриди-

зации и системами детекции [11]. 

Гибридизация – наиважнейший этап операций на 

ДНК-чипах. От её эффективности и специфичности в 

огромной мере зависит результат исследований. Низ-

кая эффективность гибридизации обусловлена тем, что 

взаимодействие иммобилизованного образца и ком-

плементарной ему исследуемой ДНК-последователь-
ности осуществляется только на поверхности чипа, в 

тонком слое, где иммобилизована ДНК. Объём этого 

слоя по сравнению с остальным объёмом ячейки край-

не мал, поэтому лишь небольшая часть молекул ДНК 

исследуемого субстрата оказывается в ней в каждый 

момент времени. С целью ускорения процесса гибри-

дизации применяется несколько способов, простейшим 

из которых является увеличение поверхности взаимо-

действия иммобилизованной пробы с субстратом пу-

тем иммобилизации ее в геле. Способ реализован в 

биочипах с иммобилизованными в полиакриламидном 

геле зондами (методика разработана в институте моле-
кулярной биологии (ИМБ) им. Энгельгардта РАН,  г. 

Москва). Зондами могут служить олигонуклеотиды, 

фрагменты геномной ДНК, РНК, белки, рецепторы 

антител и др. Иммобилизация зондов в геле осуществ-

ляется за счет образования ковалентных связей при 

облучении ультрафиолетовым излучением или с ис-

пользованием химических реагентов. Анализируемые 

молекулы в растворе метятся с помощью флуоресцент-

ной или радиоактивной метки [12]. Процесс гибриди-

зации в гелевых микрочипах происходит в результате 

диффузии анализируемых молекул из раствора в ячей-
ку и последующего образования комплексов. Так как 

процесс диффузии протекает достаточно медленно, для 

ускорения кинетики гибридизации используют элек-

трическое поле или стимулируют гидродинамические 

Фото биочипа Гелевые  ячейки 
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потоки с помощью перистальтического насоса, по-

верхностных акустических волн.   
Детекция результатов гибридизации заключается в 

распознавании тех ячеек чипа, где произошла гибриди-
зация иммобилизованной на поверхности чипа ДНК- 
пробы и анализируемой ДНК-последовательности. Оп-
ределение ячеек чипа, в которых произошла гибриди-
зация, заключается в установлении наличия в ячейке 
анализируемой ДНК. Очевидно, что для этого анализи-
руемая ДНК должна быть меченой. Именно в типе ис-
пользуемой метки и заключается различие методов, 
используемых для детекции результатов. По конечно-
му этапу детекции микрочипы разделяют на 2 основ-
ных типа – гибридизационные и ферментативные. В 
свою очередь гибридизационные подразделяются на 
варианты в зависимости от способа считывания сигна-
ла: флуоресцентные («Affymetrix», «Биочип» и т.д.)  и 
электронные («Nanogen»). На флуоресцентных в каче-
стве генератора флуоресцентного сигнала могут ис-
пользоваться красители (наиболее распространены Cy3 
и Cy5), непосредственно присоединённые к изучаемой 
последовательности [12]. Для сравнительной оценки 
обычно используется двухцветная детекция, при кото-
рой анализируемая ДНК и тест-ДНК метятся разными 
красителями. Интенсивность флуоресценции из ячеек 
измеряется с помощью сканера или люминесцентного 
микроскопа (разработка ИМБ РАН).  

Одна из крупнейших фирм по производству био-
чипов – «Affymetrix» – производит биочипы таким же 

способом, как и электронные чипы (находится эта 
фирма в Силиконовой долине, в Калифорнии). Чипы 

Affymetrix наращиваются из стеклянной пластинки 
методом фотолитографии с использованием специ-

альных микромасок. На одном подобном чипе поме-
щены десятки тысяч пятен размером в несколько 

микрон, каждое из которых – уникальный фрагмент 
ДНК длиной в десятки нуклеотидов.  

В зависимости от этапа дискриминации мутаций в 

процессе подготовки пробы выделяют «Applied 

 

Biosystems», «Affymetrix» (до момента гибридизации) 

и «Биочип» (в процессе гибридизации проб). Для 

примера проиллюстрируем гибридизационные мето-

ды анализа мутаций, используемые фирмами 

«Affymetrix» и «Биочип».  

Технология «Affymetrix» предполагает примене-

ние так называемых специальных проб, которые со-

стоят из нескольких фрагментов: H1 и H2 – специ-

фичных для анализируемой последовательности ДНК; 

P1 и P2 – являющихся универсальными праймерами; 

tag-последовательности – специфической метки для 

выявления определенного SNP (Single nucleotide pair – 

единичная пара нуклетидов) при гибридизации на 

микрочипе (рис. 2). Детекция мутаций происходит 

следующим образом: в исследуемый образец, содер-

жащий одноцепочечную ДНК с искомой мутаций, 

добавляют специальную пробу. Проба комплементар-

но гибридизуется с последовательностью ДНК анали-

зируемого образца (фрагментами H1 и H2) (рис. 2а). 

Далее добавляют термостабильную ДНК-полимеразу 

и 4 разных нуклеозидтрифосфата (используют соот-

ветственно 4 пробирки). ДНК-полимераза достраива-

ет 3-й конец пробы H1 на одно основание, соответст-

вующее вариабельной позиции (рис. 2б). Затем про-

водят лигазную реакцию, при которой происходит  

соединение 5-го конца встроенного основания с 3-м 

концом пробы H2 (рис. 2в). На следующей стадии 

(рис. 2г) экзонуклеаза разрушает оставшуюся ДНК 

исходного образца. С целью дальнейшей амплифика-

ции кольцевую молекулу пробы разрезают клевазой 

(рис. 2д). Амплификацию проводят с использованием 

универсальных праймеров P1 и P2 (рис. 2е). Далее 

пробы гибридизуют с микрочипом. Специфичность 

гибридизации достигается за счет специально сконст-

руированного tag-фрагмента (что является одним из 

«ноу-хау» «Affymetrix» наряду с последовательно-

стями универсальных праймеров).  

 
Рис. 2. Метод подготовки проб для анализа однонуклеотидных мутаций фирмы «Affymetrix» 
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Таким образом, можно однозначно выявлять до 

1000 и более SNPs в исследуемом образце. Точность 

метода при анализе 1000 SNPs составляет около 90 %. 

Разработанная в ИМБ РАН (фирма «Биочип») тех-

нология анализа генетического полиморфизма пред-

полагает предварительную мультиплексную ампли-

фикацию исследуемых фрагментов ДНК с использо-

ванием флуоресцентно меченых праймеров. В резуль-
тате добавления избытка меченого праймера и за счет 

проведения 2 раундов ПЦР достигается образование 

большого количества преимущественно меченого 

одноцепочечного продукта, который добавляют на 

биочип, где происходит его гибридизация с иммоби-

лизованными в геле олигонуклеотидными зондами 

(рис. 3). Если последовательность анализируемой 

ДНК полностью комплементарна последовательности 

зонда, то образуется стабильный дуплекс (детектиру-

ют сигнал флуоресценции). Если искомого фрагмента 

нет, или же в нем находится некомплементарное ос-
нование, то стабильного дуплекса не образуется (сиг-

нала флуоресценции нет). Данные метод позволяет 

анализировать до 50 полиморфных вариантов с точ-

ностью более 99 %.  
 

Рис. 3. Метод анализа мутаций на основе аллель-
специфичной гибридизации, разработанный в ИМБ РАН 

 

Предложен метод ПЦР на биочипах, позволяющий 

проводить мультиплексную, но независимую амплифи-

кацию участков генома внутри каждой ячейки с после-

дующей детекцией полиморфных вариантов [13]. Прай-

меры для ПЦР-реакции  предварительно иммобилизуют 

внутри гелевой ячейки в процессе ее полимеризации. 

Все остальные компоненты реакции, включая ферменты 

и амплифицируемые фрагменты ДНК, попадают внутрь 
ячейки благодаря диффузии. Затем с помощью специ-

альной ферментативной реакции, проводимой в ячейках, 

покрытых слоем минерального масла, праймеры отсо-

единяются от геля. При этом и праймеры, и продукты 

амплификации остаются внутри индивидуальных ячеек. 

Дополнительные, не используемые на 1-й стадии прай-

меры могут быть иммобилизованы в геле, но активиро-

ваны только на 2-й стадии для проведения 2-го раунда 

ПЦР. Этот подход мультиплексной ПЦР на чипе также 

успешно использован для выявления в различных уча-

стках генома M. tuberculosis мутаций в различных генах, 

определяющих устойчивость к рифампицину, стрепто-

мицину и изониазиду [14–16]. 

Развитие технологии биочипов привело к созда-

нию не только исследовательских, но и к развитию 

диагностических вариантов тест-систем. Причем в 

последнее время большинство фирм и научно-иссле-

довательских групп стали переходить от так называе-

мых биочипов высокой плотности (high density) к 
биочипам низкой плотности (low density). Особый 

интерес в связи с этим представляют биочипы для 

анализа полиморфизма сравнительно небольшого 

числа генов (от 10 до 100), так как для многих меди-

цинских задач имеет значение не столько число про-

анализированных локусов, сколько высокая точность 

и специфичность их определения. Важной особенно-

стью однонуклеотидных замен является их ассоциа-

ция с рядом наследственных заболеваний, развитие 

которых ассоциировано с наличием определенных 

вариантов полиморфизма не одного, а нескольких 
генов. Большое внимание исследователи и фирмы 

уделяют сейчас созданию биочипов для анализа по-

лиморфизма генов метаболизма [17, 18]. С массовым 

внедрением таких биочипов значительно повышается 

не только точность и скорость анализа, но и увеличи-

ваются возможности изучения зна-

чительного числа факторов, 

влияющих на предрасположенность 

к различным мультифакториаль-

ным заболеваниям: артериальной 

гипертензии, бронхиальной астме, 

остеопорозу и др.  
На основе биочипов разработан 

метод ранней диагностики и типиро-

вания онкологических заболеваний. 

В частности, показана связь некото-

рых хромосомных перестроек с рис-

ком развития лейкозов у детей и 

зависимость метаболизма лекарст-

венных препаратов, назначаемых 

при лейкозах, от полиморфизма в 

генах системы биотрансформации 

[19]. Кроме того, в ИМБ РАН разработаны биочипы 
для обнаружения возбудителей оспы, сибирской язвы, 

чумы, разных субтипов вируса гриппа типа А (в том 

числе вируса птичьего гриппа H5N1), а также типиро-

вания вируса гепатита С [20–22]. 

Возможности технологии ДНК-биочипов чрезвы-

чайно велики. Проведение многопараметрического 

анализа биологического образца позволяет охватить 

многие области современной медицины. В настоящее 

время исследователи пытаются интегрировать в еди-

ную схему все стадии проведения анализа, включая 

обработку биологического образца, выделение нуклеи-

новых кислот, амплификацию специфических мише-
ней непосредственно на биочипе с количественной 

идентификацией в режиме реального времени. Подоб-

ные «лаборатории на чипе» дадут возможность повы-

сить качество лабораторной диагностики, уменьшить 

вероятность заражения медперсонала потенциальным 

инфекционным материалом и снизить количество лож-

ноположительных и ложноотрицательных результатов. 
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