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Цель работы – исследовать характеристики иммуночипов, изготовленных по технологии сополимеризационной иммоби-
лизации и методом бесконтактной печати, для расширения возможностей диагностики сифилиса. На примере решения 
ряда диагностических задач показано, что оба вида иммуночипов позволяют с высокой специфичностью и чувствитель-
ностью проводить скрининг на сифилис и обеспечивают возможность вероятностной дифференциацией разных форм 
данного заболевания. В статье описаны преимущества и недостатки метода бесконтактной печати, результаты про-
веденного анализа и проблемы, которые предстоит решить для повышения точности исследований с применением дан-
ной методики.
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Введение. Одним из основных направлений совре-
менной медицины является мультиплексная диагно-
стика, которая предполагает одновременное определе-
ние множества различных аналитов в одном образце. 
При разработке систем для комплексного выявления 
маркеров инфекционных заболеваний перспектив-
ным подходом представляется использование техно-
логии микрочипов (биочипов). 

Главным элементом микрочипа является матрица 
микроячеек- эррей (см. рисунок). Функциональная 
единица эррея – спот – содержит уникальный инди-
видуальный зонд, специфичный к конкретной биоло-
гической молекуле или её фрагменту. Зондами могут 
служить фрагменты геномной ДНК или РНК, белки, 
олигосахариды и др. Объём капли для формирования 
спота измеряется пиколитрами [1], а его диаметр со-
ставляет 50 - 300 мкм. Споты располагаются упорядо-
ченными рядами. Количество эрреев на микрочипе и 
количество спотов в пределах эррея  зависят от задач 
исследования и могут варьироваться.

В зависимости от вида материала, сорбированно-
го на подложке, микрочипы разделяют на ДНК-чипы 
[2], белковые чипы [3, 4], а также клеточные [5] и 
тканевые [6] микрочипы. Матрицы, где в качестве 
зондов иммобилизованы белковые молекулы, назы-
ваются «белковыми чипами» или «иммуночипами». 
Для регистрации результатов анализа на белковых 
чипах используют вторичные антитела, конъюги-
рованные с флуоресцентными метками [7-9]. Учёт 
результатов основан на детекции флуоресценции 
метки вторичных антител, связавшихся с опреде-
лёнными белковыми молекулами в эррее в процес-
се гибридизации. В качестве флуорофоров наиболее 
часто используются цианины Cy3 (длина волны воз-
буждения 554 нм, длина волны эмиссии 568 нм) и 
Cy5 (длина волны возбуждения 635 нм, длина вол-
ны эмиссии 670 нм). Детекция флуоресцентных 
сигналов в спотах иммуночипов осуществляется 
на специальном оборудовании – чип-ридерах. Со-
временные чип-ридеры включают в себя несколько 
лазеров и фильтров, позволяющих регистрировать 
флуоресцентные сигналы различных флуорофоров, 
после чего полученная информация обрабатывается 
и переводится в цифровые значения соответствую-
щими компьютерными программами.

Публикации, в которых в качестве инструмента на-
учного исследования упоминаются микрочипы, поя-
вились в конце 1990-х годов [2,3,7,10]. К настоящему 
времени опубликовано большое число работ, посвя-
щённых разным методам изготовления и применения 
белковых микрочипов [11-18]. В России разработана 
и применяется технология гидрогелевых иммуно- и 
ДНК-биочипов [19]. Тем не менее, продолжаются 
работы по изготовлению белковых чипов на основе 
других технологий [20, 21], что свидетельствуют о за-
интересованности исследователей в развитии данно-
го диагностического инструмента. Широкие возмож-
ности в этом направлении представляет технология 
бесконтактной печати. 

В рамках государственного задания в ФГБУ 
«ГНЦДК» Минздрава России выполняется проект 
по созданию белковой мультиплексной платформы 

для диагностики сифилиса [22-29]. В рамках данно-
го проекта были разработаны 2 вида иммуночипов, 
созданных с использованием двух технологий: сопо-
лимеризационной иммобилизации и бесконтактной 
печати. Оба вида иммуночипов предназначены для 
проведения лабораторных диагностических иссле-
дований in vitro с целью раздельной идентификации 
антител классов IgG и IgM к расширенной панели 
антигенов T. pallidum в биологическом материале 
(сыворотке крови) в реакции непрямой иммунофлуо-
ресценции (нРИФ). Разработка многопараметриче-
ской системы для диагностики сифилиса на основе 
иммуночипа позволит с высокой специфичностью и 
чувствительностью проводить скрининг на сифилис 
и обеспечит новые аналитические возможности, свя-
занные с вероятностной дифференциацией разных 
форм данного заболевания и контролем эффективно-
сти его лечения. 

Целью исследования явилось сравнение диагно-
стических и технологических характеристик имму-
ночипов, изготовленных с использованием двух тех-
нологий – сополимеризационной иммобилизации и 
бесконтактной печати. 

Материал и методы. Микрочипы (иммуночи-
пы), созданные по технологии сополимеризационной 
иммобилизации, были изготовлены в рамках сотруд-
ничества с ООО «Биочип-ИМБ» на базе Института 
молекулярной биологии им. В. А. Энгельгардта РАН. 
Принципиальным отличием данной технологии явля-
ется размещение зондов не на плоской поверхности 
подложки, а в элементах гидрогеля полусферической 
формы [14]. Растворы зондов, смешанные с гелеобра-
зующими мономерами, наносились на активирован-
ную поверхность стеклянной подложки с помощью 

Схема микрочипа. Стрелками обозначены эрреи и отдельные 
споты. 
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игольчатых растров (пинов) механического робота. 
Под действием ультрафиолетового излучения про-
исходила совместная полимеризация молекулярных 
зондов с основными компонентами геля. В результате 
этой реакции иммобилизуемые молекулы ковалентно 
присоединялись к мономерам растущей полимерной 
цепи и равномерно распределялись во всем объеме 
каждой гидрогелевой ячейки. Контроль качества на-
несения осуществлялся с помощью специализирован-
ной оптики и компьютерного анализа изображения. 
Эррей иммуночипа покрывали реакционной камерой, 
в которой происходило взаимодействие иммобилизо-
ванных зондов с комплементарными белками. Один 
иммуночип может быть использован для анализа 
одного образца сыворотки крови.

Иммуночипы, созданные по технологии бескон-
тактной печати, изготовлены в ГНЦДК с использова-
нием споттера Sciflexarrayer S1 (Scenion, Германия). 
Основная рабочая часть споттера - диспенсер с пье-
зоэлектрическим дозатором, который наносит на по-
верхность слайда капли зондов объёмом 300-360 пи-
колитров. Белки наносились на поверхность стеклян-
ных слайдов Nexterion (Schott, США) с гидрогелевым 
покрытием, которое сохраняет трёхмерную структу-
ру сорбированного белка, поддерживая его стабиль-
ность и функциональность. Для проведения диагно-
стического исследования иммуночип помещали в 
специальную рамку с трафаретом, разделяющим 16 
реакционных камер. Таким образом, на иммуночипе, 
выполненном методом бесконтактной печати, можно 
анализировать одновременно 16 образцов сыворотки 
крови.

Расширенная панель диагностических антигенов, 
иммобилизованных на иммуночипах, включала 10 ре-
комбинантных антигенов T. pallidum: 4 коммерчески 
доступных антигена (Тр15, Тр17, TmpA, Тр47), тради-
ционно применяемые для трепонема-специфической 
диагностики сифилиса, и 6 антигенов (Тр0277, 
Тр0319, Тр0453, Тр0684, Тр0965 и Тр1038), синтези-
рованных de novo в ГНЦДК. Рекомбинантные белки 
Тр0277, Тр0319, Тр0453, Тр0684, Тр0965 и Тр1038 
депонированы в Биоресурсном центре «Всероссий-
ская коллекция промышленных микроорганизмов на 
базе НИЦ «Курчатовский институт» – ГосНИИгене-
тика (регистрационные номера 13267, 13268, 13266, 
13458, 13457 и 13459, соответственно). Схема эррея 
с 10 антигенами в четырёх повторах каждый, а также 
контрольными ячейками и ячейками, маркирующими 
границы эррея [26], была использована в эксперимен-
тах по сравнению диагностических характеристик 
иммуночипов, изготовленных с применением двух 
технологий. В экспериментах по изучению динамики 
профиля иммуноглобулинов двух классов у больных 
разными формами сифилиса и по исследованию воз-
можности дифференциации форм сифилиса к десяти 
описанным антигенам были добавлены ещё два ком-
мерческих рекомбинантных белка Тр0163 и Тр0971, 

также в четырёх повторах каждый, то есть, эррей со-
держал 12 рекомбинантных антигенов [29].

Исследование на иммуночипах двух видов про-
водилось по единой методике. В каждый эррей вно-
сили образец сыворотки крови в разведении 1:10 в 
1-кратном фосфатно-солевом буфере (1хPBS) с 0,05% 
Tween 20. После инкубации и отмывки несвязавшего-
ся материала в 1xPBS с 0,05% Tween 20 вносили вто-
ричные антитела к иммуноглобулину IgG человека, 
меченые Cy5 и антитела к иммуноглобулину IgM че-
ловека, меченые Cy3, после чего иммуночипы опола-
скивали деионизированной водой, высушивали в по-
токе воздуха и сканировали с помощью чип-ридера. 
Данные сканирования каждого эррея интерпретиро-
вались в цифровом формате в программе, поставляе-
мой в комплекте с чип-ридером.

Для исследования были использованы образцы 
сыворотки крови больных различными формами си-
филиса, диагноз которым установлен в соответствии 
с клиническими рекомендациями Российского обще-
ства дерматовенерологов и косметологов1, а также об-
разцы сыворотки крови здоровых индивидов. 

Результаты и обсуждение. Нанесение рекомби-
нантных белков на поверхность матрицы методом 
бесконтактной печати выявило ряд особенностей 
данного подхода. Возникли технические сложно-
сти, связанные с иммобилизацией на поверхность 
иммуночипа двух рекомбинантных белков Тр0684 
и Тр0965, печать которых так и не удалось осуще-
ствить. Использование для приготовления белковых 
растворов как 150 mM фосфатного буфера рН 8,5 
(рекомендованного производителем споттера), так и 
фосфатно-солевого буфера (PBS) рН 7,4 приводило 
к стеканию аспирированного материала с кончика 
диспенсера (капилляра) и автоматическому прерыва-
нию процесса печати. По этой причине на иммуночи-
пе, созданном по технологии бесконтактной печати, 
данные антигены отсутствуют. Кроме того, выявлена 
нестабильность печати белка Тр0453, которая выра-
жалась в пропуске капель (т.е. варьировании размера 
и количества спотов) и разбрызгивании материала с 
попаданием в соседние споты. Эрреи, содержащие 
описанные артефакты, выбраковывались в процессе 
контроля качества печати. Приведённые недостатки 
свойственны для бесконтактной печати на данном 
этапе разработанности методики. По данным литера-
туры, ряд белков при необходимой для печати концен-
трации могут обладать высокой вязкостью, низким 
поверхностным натяжением, высокой ионной силой, 
что делает невозможным процесс их нанесения на 
поверхность слайда [30-32]. Для улучшения качества 
печати белковых растворов выпускаются пьезоэлек-
трические капилляры с модифицированной внутрен-
ней поверхностью [33]. 

В случае печати с использованием технологии со-
полимеризационной иммобилизации подобных про-
блем не описано.

 Федеральные клинические рекомендации. Дерматовенерология 2015: Болезни кожи. Инфекции, передаваемые половым путем. 5-е изд., 
перераб. и доп.  М. : Деловой экспресс; 2016: 679-720.
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Диагностические характеристики иммуночипов, 
изготовленных по двум технологиям, определялись 
тестированием образцов сыворотки крови больных 
различными формами сифилиса. В качестве контро-
ля были использованы образцы сыворотки крови 
здоровых индивидов. Данные иммунореактивно-
сти образцов сыворотки с рекомбинантными анти-
генами T. pallidum в нРИФ на иммуночипах обоих 
видов послужили основанием для расчёта индиви-
дуальной чувствительности, специфичности, по-
ложительной и отрицательной предсказательной 
ценности, а также диагностической эффективности 
каждого использованного антигена. Диагностиче-
ские характеристики рекомбинантных антигенов 
иммуночипа, выполненного по технологии сопо-
лимеризации, описаны ранее [26]. В табл. 1 при-
ведены аналогичные параметры рекомбинантных 
белков T.  pallidum, нанесённых методом бескон-
тактной печати. Антигены Тр0684 и Тр0965 в связи 
с описанными сложностями их иммобилизации на 
данной панели отсутствуют. Результаты исследо-
ваний свидетельствуют о более низких диагности-
ческих характеристиках антигенов, нанесённых на 
иммуночип методом бесконтактной печати.

Интегральная оценка результатов исследования на 
иммуночипе с использованием формального критерия: 
положительной реакции сыворотки крови с 2 или бо-
лее антигенами T. pallidum [12], при 100% специфич-
ности позволила охарактеризовать как положительные 
52 из 58 тестированных образцов сыворотки крови 
(90%). При этом учёт реакций с 4 традиционными им-

мунодоминантными антигенами охарактеризовал как 
положительные 40 образцов сыворотки крови (69%). 
Полученные результаты практически не уступают 
данным, полученным на иммуночипе, изготовленном 
по технологии сополимеризации [26]. Таким образом, 
использование двух описанных панелей антигенов по-
вышает чувствительность скрининга до 90-91% с со-
хранением 100% специфичности. 

Следующий этап работы включал использование 
иммуночипов с расширенной панелью из 12 анти-
генов T.  pallidum для изучения динамики профиля 
иммуноглобулинов классов IgG и IgM у больных раз-
ными формами сифилиса. Исследованы образцы сы-
воротки крови, полученные до начала лечения и через 
12 месяцев, в течение которых была проведена анти-
микробная терапия больных сифилисом. Результаты 
сравнивали с данными стандартных серологических 
тестов: нетрепонемного (RPR) и трепонемных (ИФА, 
РПГА), выполненных с теми же образцами сыворот-
ки. Установлено, что полученные с использованием 
иммуночипа результаты подтверждают данные стан-
дартных серологических тестов [29]. Показано, что 
технология иммуночипа даёт перспективу расшире-
ния диагностических возможностей стандартных се-
рологических тестов при контроле качества проводи-
мого лечения.

Контроль эффективности лечения базируется в 
первую очередь на изучении динамики иммуногло-
булинов класса IgM, однако, на слайдах Nexterion 
(Schott, США), которые были использованы для им-
мобилизации рекомбинантных антигенов методом 

Т а б л и ц а  1 
Диагностические параметры рекомбинантных белков T. pallidum, использованных в качестве антигенов для диагностики сифилиса 

в формате иммуночипа, изготовленного методом бесконтактной печати

Диагностические характеристики Тр15* Тр17* Тр47* ТmpA* Тр0453 Тр0319 Тр1038 Тр0277

Специфичность (%)

Общая (n=58) 88,9 88,9 88,9 94,4 88,9 94,4 94,4 94,4

Чувствительность (%)

Общая (n=58) 50,3 72,6 64,0 79,2 36,8 55,3 41,2 26,2

Первичный сифилис (n=11) 18,0 73,0 55,0 36,0 18,0 55,0 36,0 18,0

Вторичный сифилис (n=16) 100,0 94,0 100,0 100,0 88,0 69,0 19,0 38,0

Ранний скрытый сифилис (n=14) 64,0 71,0 57,0 93,0 29,0 64,0 64,0 36,0

Поздний скрытый сифилис (n=17) 12,0 53,0 41,0 76,0 6,0 35,0 47,0 12,0

Положительная предсказательная ценность (%)

Общая (n=58) 93,5 95,5 94,9 97,9 91,3 96,9 96,0 93,8

Отрицательная предсказательная ценность (%)

Общая (n=58) 64,4 50,0 56,8 41,4 69,8 60,5 66,7 71,7

Диагностическая эффективность (%)

Общая (n=58) 59,2 76,3 69,8 82,9 48,7 64,5 53,9 42,1

П р и м е ч а н и е . * – антигены, используемые в регламентированных серологических исследованиях для диагностики сифилиса.
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Т а б л и ц а  2
Распределение анализируемых образцов сыворотки крови в соответствии с формами сифилиса на основе использования  

дифференцирующих линейных уравнений, учитывающих результаты исследования антител классов IgG и IgM к расширенной 
панели из 12 рекомбинантных антигенов T. pallidum, изготовленной по технологии сополимеризации

Дифференцируемые группы Отнесение наблюдений к формам заболевания с использованием линейных уравнений 
дифференциального анализа

Эффективность  
дифференциации, %

(1)* (2)* (3)* (4)*

(1) Вторичный сифилис (n=19) 94,7 18 0 1 0
(2) Ранний скрытый cифилис (n=20) 80,0 1 16 3 0
(3) Поздний скрытый cифилис (n=19) 89,4 0 0 17 2
(4) Здоровые (n=27) 96,2 0 0 1 26
Всего (n=85) 90,5 19 16 22 28

П р и м е ч а н и е . Здесь и табл.3 - обозначения *1-4 в колонках аналогичны обозначениям в строках.

Т а б л и ц а  3 
Распределение анализируемых образцов сыворотки крови в соответствии с формами сифилиса на основе использования  

дифференцирующих линейных уравнений, учитывающих результаты исследования антител классов IgG и IgM к расширенной 
панели из 10 рекомбинантных антигенов T. pallidum, изготовленной по технологии бесконтактной печати

Дифференцируемые группы Отнесение наблюдений к формам заболевания с использованием линейных уравнений дифференци-
ального анализа

Эффективность  
дифференциации, %

(1)* (2)* (3)* (4)*

(1) Вторичный сифилис (n=19) 87,5 14 1 0 1

(2) Ранний скрытый cифилис (n=20) 100,0 0 17 0 0

(3) Поздний скрытый cифилис (n=19) 83,3 1 1 15 1

(4) Здоровые (n=27) 100,0 0 0 0 21

Всего (n=85) 93,0 15 19 15 23

Т а б л и ц а  4 
Сравнительные характеристики иммуночипов, выполненных по технологии бесконтактной печати и технологии сополимеризаци-

онной иммобилизации

Параметры сравнения Бесконтактная печать Метод сополимеризации

Диагностические характеристики

1 Чувствительность / Специфичность (%) 90/100 91/100

2 Фоновая реакция Высокая при определении уровня антител 
класса IgM

Незначительная 

Технологические и эксплуатационные характеристики

1 Количество исследований на 1 слайде 16 1

2 Стабильность печати Качество печати связано с подбором диспен-
сера. В противном случае нестабильная печать 

или невозможность печати определенных 
антигенов

Широкие возможности печати
Полимеризация в геле стабилизирует на-

носимые аналиты 

3 Сроки и условия хранения напечатанного 
слайда 

1 год при 4ºС в вакуумной упаковке, исклю-
чающей высыхание гелевой подложки

1 год при 4ºС в картонной коробке

4 Необходимое оборудование для проведе-
ния анализа

Рамка-держатель и рамка-трафарет для разде-
ления эрреев должны приобретаться отдельно

Есть реакционная камера на каждом чипе

5 Сканирующая система Чип-ридер общего типа, позволяющий считы-
вать спектры 2 флуорофоров

Специализированное готовое оборудова-
ние с программным обеспечением

6 Программируемый анализ данных с вы-
дачей результата

Обработка данных в программе Exel Обработки данных в универсальном 
аппаратно-программном комплексе для 

анализа биочипов (УАПК)

7 Сертификация оборудования для клини-
ческих лабораторных исследований в РФ

нет есть
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бесконтактной печати, при определении уровня IgM 
в образцах сыворотки крови фиксировался высокий 
уровень неспецифического фонового сигнала, обу-
словленный  конъюгатом козлиных антител к имму-
ноглобулину IgM человека, меченому флуоресцент-
ным красителем Cy3 (KPL, США). Неспецифический 
фоновый сигнал не удалось снизить ни блокировкой 
буфером, рекомендованным фирмой Schott (100 мМ 
фосфатный буферный раствор с 25 мМ этаноламина 
и 0,01% Tween 20 рН 8.5), ни добавлением к раство-
ру конъюгата бычьего сывороточного альбумина (до 
концентрации 1%), ни сокращением времени инкуби-
рования с конъюгатом, ни использованием меньших 
концентраций конъюгата. В итоге низкое соотноше-
ние специфического сигнала к фоновому значению 
флуоресценции не позволило оценить изменение 
уровня  IgM в образцах сыворотки крови больных си-
филисом в процессе лечения.

На третьем этапе работы проведено исследование 
возможности дифференциации форм сифилиса с ис-
пользованием иммуночипов, изготовленных по двум 
описанным технологиям. Для вероятностной диф-
ференциации форм сифилиса на основе выявления 
иммуноглобулинов классов IgG и IgM в сыворотке 
крови больных использован метод линейного дис-
криминантного анализа, формирующий оптимальное 
множество признаков, по которым распределение 
групп внутри выборки осуществлялось бы наиболее 
верно. Применение алгоритма линейного дискрими-
нантного анализа позволяет сформировать систему 
классификационных функций общего вида:

D = a1(ФЛTp15) + a2(ФЛTp17) + … + an(ФЛTpN) + b,
где: D – классификационное значение дискрими-

нантной функции; ФЛTp15-ФЛTpN – независимые пере-
менные, соответствующие интенсивности флуорес-
ценции (о.  е.) в ячейке с определенным антигеном; 
a1-an – коэффициенты уравнения, характеризующие 
вклад каждой из независимых переменных в дискри-
минации групп; b – поправочная константа.

Объектом исследования стали образцы сыворот-
ки крови больных вторичным (n=19), ранним скры-
тым (n=20) и поздним скрытым сифилисом (n=19). 
Диагноз установлен лечащим врачом на основании 
клинических данных и результатов стандартных се-
рологических тестов. В исследование включены так-
же сыворотки крови здоровых индивидов (n=27). В 
соответствии с классификационным значением дис-
криминантной функции каждый образец сыворотки с 
присущим ему спектром антител был отнесён к одной 
из трёх групп, соответствующих определенной форме 
заболевания, и к группе здоровых индивидов (табл. 
2, 3).

Полученные результаты показали, что примене-
ние панели рекомбинантных антигенов T. pallidum 
для определения иммуноглобулинов двух классов 
к каждому из антигенов даёт возможность диффе-
ренцировать больных представленными формами 
сифилиса и здоровых индивидов вне зависимости 
от способа иммобилизации антигенов. Эффектив-
ность дифференциации отдельных форм сифилиса 
превышает 80%. Стоит отметить, что более высо-
кие показатели эффективности дифференциации 

демонстрирует иммуночип с бесконтактным нане-
сением рекомбинантных белков.

Таким образом, проведена сравнительная оценка 
иммуночипов, изготовленных с использованием двух 
разных технологий на примере решения трех диагно-
стических задач. Кроме вышеописанных различий 
двух типов иммуночипов существуют особенности 
эксплуатационных характеристик, такие как сроки и 
условия хранения готовых чипов, наличие специаль-
ного сертифицированного оборудования для детек-
ции результатов иммунофлуоресцентной реакции и 
анализа полученных данных. В табл. 4 представлены 
преимущества и недостатки как иммуночипов, так и 
методов их изготовления.

Заключение. Исследования, проведенные на им-
муночипах с применением двух технологий, свиде-
тельствуют о целесообразности разработки мульти-
плексных платформ для лабораторной диагностики 
T. pallidum. Их использование для определения уров-
ня антител классов IgG и IgM против расширенной 
панели рекомбинантных антигенов T. pallidum позво-
ляет решать задачи более эффективного выявления 
сифилитической инфекции, расширения диагности-
ческих возможностей стандартных серологических 
тестов и вероятностной дифференциации отдельных 
форм сифилиса. На двух видах иммуночипов получе-
ны непротиворечивые результаты. Отмеченные недо-
статки метода бесконтактной печати связаны с этапом 
его становления, и выполненная работа обозначила 
проблемы, которые предстоит решить, чтобы данная 
технология давала надёжные результаты и обеспе-
чила новые возможности для постановки диагноза и 
контроля качества лечения. 
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