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Введение
Весьма перспективным направлением иммуно-

диагностики является исследование антигенов кле-

ток с использованием иммунологических биочипов. 

Данный подход был реализован в ряде зарубежных 

и отечественных работ [1–12]. Биочипы, описанные 

в большинстве этих работ, имели сходную конструк-

цию (рис. 1). Они представляли собой подложки, на 

которых в строго определенных тестовых участках 

(«пятнах») были иммобилизованы антитела, специ-

фичные к поверхностным антигенам клеток. 

Отличия заключались главным образом в количестве 

тестовых участков и специфичности иммобилизо-

ванных антител, а также в использовании подложек 

из разных материалов.

Анализ основан на связывании клеток, имеющих 

определяемые антигены, в области участков биочи-

па, содержащих иммобилизованные антитела, 

специ фичные к данным антигенам. Методика про-

ведения анализа включает инкубацию биочипа 

с клеточной суспензией, отмывку биочипа от не свя-

завшихся с антителами клеток, считывание результа-

та и определение плотности связывания клеток в об-

ласти пятен биочипа. Исходя из величины плотности 

связывания клеток в области каждого из пятен био-

чипа, может быть выполнена оценка содержания 

в исследуемом образце клеток, имеющих соответ-

ствующие антигены.

С помощью биочипа подобной конструкции мож-

но определить множество различных поверхностных 

антигенов на разных клетках. Но на одной отдельно 

взятой клетке по факту ее связывания в том или ином 

пятне с иммобилизованными антителами может быть 

определен только один антиген. В то же время во мно-

гих случаях очень важна информация о наличии или 

отсутствии на каждой отдельно взятой клетке несколь-
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Рис. 1. Устройство био-

чипа 1-го типа, использо-

ванного в данной работе: 

1 — подложка;

2 — рабочая область био-

чипа; 3 — тестовые 

участки (пятна) с иммоби-

лизованными антителами; 

4 — фоновые участки под-

ложки, не содержащие им-

мобилизованных антител
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ких антигенов. В некоторых работах зарубежных авто-

ров [2, 7, 10], а также в ранее проведенных собственных 

исследованиях [12] данная задача решалась за счет до-

полнительной обработки клеток антителами, конъю-

гированными с флуоресцентной меткой. При этом на 

отдельно взятой клетке один антиген определялся по 

факту связывания клетки в том или ином пятне биочи-

па, а второй антиген определялся по окрашиванию 

клетки флуоресцентной меткой. Таким образом, для 

определения на отдельно взятой клетке двух антигенов 

достаточно было использовать меченые антитела одно-

го типа. На подложке биочипа было иммобилизовано 

много видов антител с различной специфичностью. 

Поэтому при дополнительной обработке мечеными 

антителами, специфичными к одному антигену, на раз-

ных клетках определялась коэкспрессия этого антиге-

на в паре с другими антигенами, определяемыми с по-

мощью биочипа. Обработка биочипа со связанными 

клетками смесью нескольких антител, имеющих раз-

личную специфичность и меченных разными метка-

ми, позволила бы определять большее число вариантов 

коэкспрессии антигенов.

Вместе с тем такой подход имеет ряд серьезных не-

достатков. Во-первых, количество определяемых вари-

антов коэкспрессии недостаточно велико. Во-вторых, 

в контакт с раствором меченых антител необходимо 

приводить всю поверхность биочипа, которая содер-

жит не только участки с иммобилизованными антите-

лами, но и фоновые участки, не содержащие иммоби-

лизованных антител. Этим обусловлен высокий расход 

дорогостоящих меченых антител. В результате, опреде-

ление коэкспрессии антигенов значительно повышает 

стоимость проведения анализа.

Задачей данной работы является достижение 

возможности одновременного определения больше-

го количества вариантов коэкспрессии антигенов 

при меньшем расходе меченых антител во время про-

ведения анализа с использованием иммунологиче-

ского биочипа.

Материалы и методы
В процессе проведения данной работы использо-

вались биочипы 2 типов.

1. Биочипы базовой конструкции (рис. 1), анало-

гичные биочипам, использованным в наших преды-

дущих исследованиях [11, 12].

2. Биочипы, предназначенные для одновремен-

ного определения большого количества вариантов 

коэкспрессии антигенов. Данные биочипы исполь-

зовались в комбинации со специальным устрой-

ством.

Проведение исследований с использованием биочипов 
1-го типа
Конструкция биочипа 1-го типа
Биочип 1-го типа (рис. 1) представляет собой 

твердую подложку, на которой в строго определен-

ных местах (тестовых участках, «пятнах») иммобили-

зованы молекулы антител. В каждом из тестовых 

участков иммобилизованы антитела, специфичные 

к одному поверхностному антигену клеток. Но раз-

ные тестовые участки отличаются друг от друга 

специ фичностью иммобилизованных в них антител. 

Тестовые участки отделены друг от друга фоновыми 

участками, не содержащими иммобилизованных ан-

тител.

В данном случае для изготовления биочипов были 

использованы прозрачные пластиковые подложки. 

В тестовых участках подложки были адсорбированы 

мышиные моноклональные антитела (IgG), специ-

фичные к следующим поверхностным антигенам лей-

коцитов человека: CD3, CD4, CD5, CD8, CD16, 

СD19, CD20, CD23, CD45 (АО «Сорбент ЛТД», 

Россия). Размеры подложки составляли 8  8 мм.

Необходимо отметить, что в своих предыдущих 

исследованиях [11, 12] мы применяли биочипы ана-

логичной конструкции, содержащие значительно 

большее число видов иммобилизованных антител.

Изготовление биочипов 1-го типа
При изготовлении биочипов 1-го типа капли 

растворов антител объемом 0,25 мкл наносили на 

подложки в заранее отмеченные участки. Далее под-

ложки помещали в камеру со 100 % влажностью 

и инкубировали при комнатной температуре в тече-

ние 1 часа, после чего высушивали на воздухе и замо-

раживали при –26 ºС в герметичных контейнерах. 

При таком хранении биочипы не теряли своих 

свойств по меньшей мере в течение 12 месяцев.

Получение клеточной суспензии
Лейкоциты были выделены из периферической 

крови путем центрифугирования в растворе фиколла 

и урографина с плотностью 1,077 г/мл и трижды от-

мыты PBS. Полученные клетки ресуспензировали 

в растворе, содержащем 20 % (по объему) инактиви-

рованной нагреванием человеческой сыворотки 

и 1,5мМ ЭДТА в PBS.

Проведение анализа с использованием биочипа 1-го 
типа

После разморозки биочип закрепляли в кювете, 

ополаскивали 1 % раствором BSA в буфере PBS, за-

тем проводили 3-кратную отмывку 0,05 % раствором 

детергента Tween-20 на шейкере. После этого биочип 

инкубировали с 1 % раствором BSA в PBS при ком-

натной температуре в течение 1 часа при перемеши-

вании на шейкере. Затем вновь проводили 3-крат-

ную отмывку 0,05 % раствором детергента Tween-20 

и ополаскивали биочип буфером для удаления сле-

дов детергента.

В кювету с биочипом вносили клеточную су-

спензию и инкубировали в течение 60 минут без 

какого-либо перемешивания. Концентрация клеток 
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и объем суспензии подбирались таким образом, что-

бы при оседании клеток происходило полное покры-

тие ими поверхности биочипа. После завершения 

инкубации для устранения клеток, не связавшихся 

в участках с иммобилизованными антителами, био-

чипы несколько раз ополаскивали PBS. Качество от-

мывки оценивали при помощи стереомикроскопа 

МБС-1. Отмывка считалась выполненной каче-

ственно, если клетки отсутствовали в участках под-

ложки, не содержащих иммобилизованных антител. 

Далее в течение 12 минут осуществляли фиксацию 

связанных клеток метанолом, после чего биочип вы-

сушивали на воздухе.

Затем биочип осторожно отделяли от дна кюветы 

и размещали его на предметном стекле. Каждое пят-

но биочипа фотографировали с помощью цифрового 

фотоаппарата через микроскоп на малом увеличе-

нии. В каждом из пятен биочипа определяли плот-

ность связывания клеток (отношение количества 

клеток, к площади поверхности участка, на котором 

они связаны). Для этого на микрофотографии каж-

дого пятна выбирали участки, соответствующие 

участку подложки размерами 100  100 мкм и прово-

дили определение количества связанных клеток не 

менее чем в 3–4 таких участках. Полученные значе-

ния усредняли.

Для удобства использования полученных резуль-

татов значения плотности заполнения поверхности 

пятен связавшимися клетками выражали в процен-

тах. За 100 % принималась средняя плотность связы-

вания клеток в области пятен с антителами анти-

CD45. Исходя из этого осуществлялся пересчет 

в проценты плотности связывания клеток в области 

других пятен. Ранее было показано [11, 12], что при 

проведении инкубации биочипа с клеточной суспен-

зией без перемешивания получаемые значения плот-

ности связывания клеток в области тестовых 

участков биочипа оказываются пропорциональны 

фактическому содержанию в исследуемом образце 

клеток, имеющих соответствующие антигены. При 

этом плотность связывания клеток в пятне биочипа, 

выраженная в процентах, численно совпадает с про-

центным содержанием в исследуемом образце кле-

ток, имеющих определяемый антиген.

Проведение исследований с использованием биочипов 
2-го типа
Устройство биочипа 2-го типа
Биочип был изготовлен на подложке из прозрач-

ного пластика размерами 22  22 мм. На подложке 

биочипа были иммобилизованы мышиные монокло-

нальные антитела (IgG), специфичные к антигенам 

CD4, CD5, CD8, CD16, CD19, CD23, CD45 (АО 

«Сорбент ЛТД», Россия). Иммобилизация антител 

осуществлялась за счет адсорбции. Тестовые участки 

биочипа были нанесены на подложку в виде парал-

лельных полос (рис. 2).

Приспособление, предназначенное для проведения 
анализа с использованием биочипа 2-го типа

Для проведения анализа с использованием дан-

ного биочипа было разработано специальное при-

способление, конструкция которого представлена на 

рис. 3.

Приспособление имеет корпус, представляющий 

собой пластину, в которой выполнено отверстие, со-

ответствующее форме и размерам биочипа. К корпусу 

крепится съемное дно, выполненное из прозрачного 

материала и имеющее прозрачное клейкое покры-

тие. При креплении дна к корпусу образуется ем-

кость, форма и размеры горизонтального сечения 

которой соответствуют форме и размерам биочипа. 

К съемному дну крепится биочип за счет приклеива-

ния к клейкому покрытию. Жесткость фиксации 

съемного дна к корпусу обеспечивает прижимающая 

рама.

Приспособление снабжено съемной рамкой, 

представляющей собой пластину, в которой выпол-

нены сквозные отверстия (прорези) вытянутой фор-

мы, расположенные параллельно друг другу. Рамка 

устанавливается на поверхность биочипа. Она разде-

ляет емкость, в которой размещен биочип, на не-

сколько каналов, имеющих меньшие размеры. При 

этом прорези имеют на концах расширения, предна-

значенные для введения растворов меченых антител 

с помощью шприца Гамильтона. Рамка устанавлива-

ется таким образом, что ее прорези располагаются 

перпендикулярно тестовым участкам биочипа. При 

этом каждый канал пересекает все тестовые участки 

Рис. 2. Схема биочипа 2-го типа, использованного при проведении 

данного исследования. Указана специфичность антител, иммобили-

зованных в тестовых участках: 1 — подложка; 2 — рабочая область; 

3 — края подложки; 4 — тестовые участки с иммобилизованными 

антителами, нанесенные в виде полос; 5 — фоновые участки, не со-

держащие иммобилизованных антител
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(полосы) биочипа. Таким образом, на дне каждого 

канала располагаются фрагменты всех тестовых 

участков.

Рамка фиксируется к поверхности биочипа с помо-

щью прижимающей пластины, которая подвижно кре-

пится в пазах, выполненных в прижимающей раме.

Приспособление снабжено двумя съемными 

крышками, предназначенными для уменьшения ис-

парения воды. Крышки несколько отличаются друг 

от друга по форме. Одна из них используется при 

установленной рамке с прорезями, а вторая — при 

снятой рамке.

Проведение анализа с использованием биочипа 2-го 
типа

Биочип закрепляли в емкости приспособления, 

ополаскивали 1 % раствором BSA в буфере PBS, за-

тем проводили 3-кратную отмывку 0,05 % раствором 

детергента Tween-20 на шейкере. После этого биочип 

инкубировали с 1 % раствором BSA в PBS при ком-

натной температуре в течение 1 часа при перемеши-

вании на шейкере. Затем вновь проводили 3-крат-

ную отмывку 0,05 % раствором детергента Tween-20 

и ополаскивали биочип буфером для удаления сле-

дов детергента. В емкость приспособления вносили 

клеточную суспензию и инкубировали в течение 60 

минут без какого-либо перемешивания. Подготовка 

исследуемой клеточной суспензии осуществлялась 

точно так же, как и при работе с биочипами 1-го ти-

Рис. 3. Конструкция приспособления для проведения анализа с использованием биочипа 2-го типа: а — общий вид устройства сверху с установ-

ленной рамкой; б — продольный разрез устройства с установленной рамкой; в — поперечный разрез с установленной рамкой; г — вид устройства 

сверху с установленными биочипом и съемной прозрачной крышкой и снятой рамкой; д — поперечный разрез устройства с установленными био-

чипом и съемной прозрачной крышкой и снятой рамкой; е — биочип; 1 — корпус; 2 — отверстие, соответствующее размерам биочипа;

3 — съемное дно; 4 — емкость для размещения биочипа; 5 — биочип; 6 — прижимающая рама; 7 — прозрачная вставка; 8 — съемная рамка;

9 — кана лы; 10 — корпус съемной рамки (8); 11 — герметизирующее покрытие; 12 — прорези съемной рамки (8); 13 — расширения прорезей (12) 

съемной рамки (8); 14 — прижимающая пластина; 15 — пазы для крепления прижимающей пластины; 16 — отверстие прижимающей пласти-

ны; 17 — съемная крышка I; 18 — съемная крышка II; 19 — подложка биочипа; 20 — рабочая область биочипа; 21 — края биочипа; 22 — тесто-

вые участки биочипа; 23 — фоновые участки биочипа

а

г

б

д

в

е

па. Концентрация клеток и объем суспензии подби-

рались так, чтобы при оседании клеток происходило 

максимальное заполнение ими поверхности биочи-

па. После завершения инкубации для устранения 

клеток, не связавшихся в участках с иммобилизован-

ными антителами, биочип несколько раз ополаски-

вали PBS. Для этого емкость приспособления запол-

няли буфером, который сразу же сливали. Качество 

отмывки оценивали при помощи стереомикроскопа 

МБС-1. Отмывка считалась выполненной каче-

ственно, если клетки отсутствовали в участках под-

ложки, не содержащих иммобилизованных антител. 

Затем биочип в течение 10 минут инкубировали с пи-

тательной средой RPMI-1640. Это повышало проч-

ность связывания с подложкой клеток, оставшихся 

связанными с поверхностью биочипа после проведе-

ния отмывки. Затем проводили 3-кратное ополаски-

вание биочипа PBS. Биочип обрабатывали 1 % рас-

твором параформальдегида в PBS, а затем трижды 

ополаскивали PBS. Буферный раствор сливали, а его 

капли аккуратно удаляли со стенок емкости филь-

тровальной бумагой.

На поверхность биочипа устанавливали съемную 

рамку таким образом, чтобы ее сквозные прорези 

располагались поперек тестовых участков биочипа. 

В результате каждый из образующихся каналов пере-

крывал все тестовые участки биочипа. С помощью 

шприца Гамильтона в каналы вносили растворы флу-

оресцентно меченых антител. При этом находящиеся 
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в разных каналах растворы антител не могли смеши-

ваться друг с другом. Были использованы антитела, 

специфичные к антигенам CD3, CD5, CD16, CD19, 

CD20, CD45 (АО «Сорбент ЛТД», Россия). Антитела 

каждого вида были конъюгированы с FITC. 

Инкубация с растворами антител осуществлялась 

в течение 60 минут. При этом для предотвращения 

испарения воды из каналов устройство помещали 

в атмосферу с повышенной влажностью воздуха или 

устанавливали крышку на рамку с прорезями. После 

завершения инкубации удаляли жидкость из кана-

лов, прикладывая к рамке с прорезями фильтроваль-

ную бумагу, сложенную в несколько слоев. Далее 

биочип ополаскивали 1 % раствором BSA в PBS, а за-

тем еще дважды ополаскивали только PBS. Рамку 

и бортик снимали. На поверхность биочипа наноси-

ли каплю жидкости, накрывали биочип покровным 

стеклом и проводили исследование его поверхности 

с помощью люминесцентного микроскопа. С помо-

щью установленной на микроскопе цифровой фото-

камеры выполняли фотографирование тех участков 

его поверхности, где пересекались тестовые участки 

и каналы. При наличии коэкспрессии в местах пере-

сечения отмечалась флуоресценция связанных 

с биочипом клеток (рис. 4).

При изучении микрофотографий, выполненных 

при обычном и ультрафиолетовом освещении, опре-

деляли общее количество клеток, связанных на 

участках определенной площади (плотность связы-

вания клеток), а также количество флуоресцирую-

щих клеток на тех же участках. Определение общего 

числа клеток и флуоресцирующих клеток осущест-

вляли не менее чем в 3–4 участках (площадью 10 000 

мкм2 каждый) в области каждого пересечения тесто-

вого участка и канала. Полученные значения усред-

няли. Для более удобной обработки и интерпретации 

результатов полученные значения выражали в про-

центах. При этом за 100 % принималась средняя об-

щая плотность связывания клеток в области тестово-

го участка с антителами, специфичными к антигену 

CD45, который присутствует на поверхности всех 

типов лейкоцитов.

Ранее было показано [12], что выраженные 

в процентах значения плотности связывания клеток 

в области тестовых участков биочипов численно 

практически равны фактическому процентному со-

держанию в образце клеток, имеющих соответствую-

щие антигены. Поэтому полученные значения ин-

терпретировали как содержание клеток.

Проведение контрольного исследования методом
проточной цитофлуориметрии
Для проверки результатов исследования, выпол-

ненного с использованием биочипов 1-го и 2-го 

типов, был проведен дополнительный анализ с ис-

пользованием проточной цитофлуориметрии. 

Данное исследование выполнялось на проточном 

цитофлуориметре FACSCanto II (Becton Dickinson, 

США) с использованием антител, специфичных 

к антигенам CD3, CD4, CD5, CD8, CD16, CD19, 

CD20, CD23, CD45 (Daco, США).

Результаты
С помощью разработанного приспособления 

и биочипов 2-го типа были исследованы клетки здо-

рового человека и клетки больной Ф. 52 лет, страда-

ющей хроническим B-клеточным лимфоцитарным 

лейкозом (B-ХЛЛ).

Полученные результаты представлены в табл. 1 

и 2, где указано содержание клеток, имеющих по-

верхностные антигены, определяемые по связыва-

нию с биочипом, а также содержание клеток, окра-

сившихся мечеными антителами с указанной специ-

фичностью.

Таким образом, на клетках здорового человека 

определялась коэкспрессия антигенов CD3/CD4, 

CD3/CD5, CD3/CD8, CD4/CD5, CD5/CD8, CD19/

CD20, CD3/CD45, CD4/CD45, CD5/CD45, CD8/

CD45, CD16/CD45, CD19/CD45, CD20/CD45, что 

соответствует норме. CD23+ клетки не были обнару-

жены, что также является нормой.

При исследовании клеток больной, страдающей 

В-ХЛЛ, определялись все вышеуказанные варианты 

коэкспрессии. Но содержание СD3+, CD4+, CD8+, 

CD16+ клеток было значительно меньше, чем у здо-

рового человека. Вместе с тем было велико содержа-

ние CD19+, CD20+ и CD23+ клеток. При этом боль-

шинство из них коэкспрессировало антиген CD5+. 

Наличие коэкспрессии CD5/CD19, CD5/CD23, 

CD19/CD23 характерно для клеток В-ХЛЛ.

Необходимо отметить, что на подложке биочи-

па были иммобилизованы антитела, специфичные 

к антигенам CD5, CD16, CD19, специфичные 

к этим же антигенам флуоресцентно меченые ан-

титела также вносились в каналы устройства. Это 

было необходимо для того, чтобы проверить воз-

можное наличие перекрестной реактивности анти-

тел. В данном случае перекрестная реактивность 

не была обнаружена.

Рис. 4. Микрофотографии поверхности биочипа в области пересе-

чения тестовых участков и каналов, в которые в процессе анализа 

вносили растворы FITC-меченых антител. Рамка приспособления 

снята. Микрофотографии выполнены при ультрафиолетовом осве-

щении: а — увеличение в 50 раз; б — увеличение в 100 раз

a б
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Результаты определения содержания клеток, 

имеющих каждый из указанных антигенов, были со-

поставлены с данными, полученными при использо-

вании биочипов 1-го типа, и данными, полученными 

методом проточной цитофлуориметрии (рис. 5, 6).

Результаты, полученные с помощью биочипов 

обеих конструкций, хорошо соответствовали друг 

другу. Результаты, полученные с помощью проточ-

ной цитофлуориметрии, также были близкими, не-

смотря на использование антител другого произво-

дителя.

При проведении исследования клеток больной 

В-ХЛЛ методом проточной цитофлуориметрии 

определялось высокое содержание клеток, имеющих 

коэкспрессию CD5/CD19 (71 %), CD5/CD23 (70 %) 

и CD19/CD23 (65 %).

Обсуждение
Представленные результаты демонстрируют воз-

можность определения нескольких вариантов ко-

экспрессии при использовании антител, конъюги-

рованных с флуорохромной меткой одного и того же 

типа. В области пересечения каждого канала с тесто-

вым участком биочипа 2-го типа на связанных клет-

ках может быть определено наличие или отсутствие 

коэкспрессии 2 антигенов при заполнении канала 

раствором одного вида антител. Каждый канал пере-

секает все тестовые участки биочипа, поэтому сразу 

определяется наличие или отсутствие коэкспрессии 

нескольких пар антигенов.

Возможно заполнение одного и того же канала 

раствором, содержащим несколько видов антител 

с разной специфичностью, меченных разными мет-

ками. Также могут быть значительно увеличены ко-

Тестовые участки 

биочипа

№ прорези рамки

1 2 3 4 5 6

Дополнительно добавленные меченые антитела

№ 

Иммобили-

зованные

антитела

Анти-CD3 

FITC

Анти-CD5 

FITC

Анти-CD16 

FITC

Анти-CD19 

FITC

Анти-CD20 

FITC

Анти-CD45 

FITC

1 Анти-CD4 65 ± 7/65 ± 7 67 ± 5/67 ± 5 63 ± 7/0 65 ± 5/0 62 ± 5/0 68 ± 6/68 ± 6

2 Анти-CD5 74 ± 6/70 ± 3 72 ± 5/72 ± 5 70 ± 7/0 73 ± 5/0 76 ± 5/0 71 ± 5/71 ± 5

3 Анти-CD8 28 ± 5/28 ± 5 30 ± 6/29 ± 6 27 ± 6/0 29 + 4/0 26 ± 5/0 27 ± 7/27 ± 7

4 Анти-CD16 12 ± 3/0 12 ± 5/0 13 ± 4/13 ± 4 14 ± 4/0 11 ± 4/0 13 ± 5/13 ± 5

5 Анти-CD19 15 ± 4/0 16 ± 5/0 14 ± 5/0  15 ± 6/15 ± 6 14 + 4/14 ± 4 13 ± 4/13 ± 4

6 Анти-CD23 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0

7 Анти-CD45 100/73 ± 3 100/76 ± 5 100/13 ± 5 100/16 ± 6 100/15 ± 3 100/100

Таблица 1. Результат исследования клеток здорового человека с помощью биочипа 2-го типа

Примечание (здесь и в табл. 2): выделение цветом  — наличие флуоресцирующих клеток; …/… — общее содержание клеток, имеющих 

антиген (%) / содержание клеток, имеющих флуоресценцию (%). Приводятся ошибки среднего.

Тестовые участки 

биочипа

№ прорези рамки

1 2 3 4 5 6

Дополнительно добавленные меченые антитела

№ 

Иммобили-

зованные

антитела

Анти-CD3

FITC

Анти-CD5

FITC

Анти-CD16 

FITC

Анти-CD19 

FITC

Анти-CD20 

FITC

Анти-CD45 

FITC

1 Анти-CD4 10 ± 3/10 ± 3 8 ± 3/7 ± 3 9 ± 4/0 10 ± 4/0 11 ± 4/0 8 ± 4/8 ± 4

2 Анти-CD5 74 ± 4/9 ± 4 75 ± 4/75 ± 4 76 ± 3/0 72 ± 4/60 ± 7 75 ± 5/62 ± 6 71 ± 6/71 ± 6

3 Анти-CD8 10 ± 3/10 ± 3 8 ± 3/8 ± 3 9 ± 3/0 11 ± 4/0 10 ± 4/0 12 ± 4/12 ± 4

4 Анти-CD16 0/0 1,4 ± 1/0 2 ± 1/2 ± 1 1 ± 1/0 0/0 2 ± 1/2 ± 1

5 Анти-CD19 92 ± 6/0 92 ± 7/63 + 7 90 ± 5/0 91 ± 6/91 ± 6 87 ± 7/83 ± 7 89 ± 5/89 ± 5

6 Анти-CD23 74 ± 6/0 68 ± 7/65 ± 5 70 ± 5/0 72 ± 4/72 ± 4 71 ± 6/71 ± 6 72 ± 3/72 ± 3

7 Анти-CD45 100/10 ± 4 100/76 ± 6 100/2 ± 1 100/88 ± 4 100/87 ± 5 100/100

Таблица 2. Результат исследования клеток больной В-ХЛЛ с помощью биочипа 2-го типа



29

2
’

2
0

1
1

Ф У Н Д А М Е Н Т А Л Ь Н Ы Е  И С С Л Е Д О В А Н И Я  В  П Р А К Т И Ч Е С К О Й  М Е Д И Ц И Н Е  Н А  С О В Р Е М Е Н Н О М  Э Т А П Е

Рис. 5. Результаты исследования клеток здорового человека, полу-

ченные: а – при использовании биочипа 1-го типа; б – методом про-

точной цитофлуориметрии
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Рис. 6. Результаты исследования клеток больной В-ХЛЛ, получен-

ные: а — при использовании биочипа 1-го типа; б — методом проточ-

ной цитофлуориметрии

личество каналов рамки и количество тестовых 

участков (полос) биочипа 2-го типа. Таким образом, 

при использовании данного подхода в дальнейшем 

можно будет одновременно определять наличие или 

отсутствие коэкспрессии нескольких антигенов на 

каждой отдельно взятой клетке и десятки или сотни 

различных вариантов коэкспрессии антигенов на 

разных клетках.

При использовании существующего экспери-

ментального образца приспособления в каждый ка-

нал требовалось вносить не менее 5 мкл раствора ме-

ченых антител. Это достаточно много, но данный 

объем можно будет значительно уменьшить при из-

менении конструкции некоторых элементов приспо-

собления. Безусловно, проведение анализа описанным 

способом является достаточно трудоемким. Но в даль-

нейшем возможна его полная или частичная автома-

тизация. Поэтому представленное здесь приспосо-

бление, предназначенное для работы с биочипом 

2-го типа, необходимо рассматривать как прототип 

для последующего создания более совершенных 

конструкций.

Необходимо отметить, что достаточно похожая 

с технической точки зрения идея используется в тех-

нологии, известной как метод микропроточных сетей 

(microfluidic network — μFN). Но ее применение сво-

дится к технологии изготовления биочипов и способу 

приведения их поверхности в контакт с исследуемой 

жидкостью. О работах, в которых подобный подход 

использовался бы для определения коэкспрессии ан-

тигенов клеток, нам ничего не известно.

Необходимо отметить, что идея определения 

множества вариантов коэкспрессии антигенов на 

одном биочипе может быть реализована не только 

при использовании описанного выше технического 

решения, когда применяется комбинация биочипа 

(одноразового использования), представленного на 

рис. 2, и инкубационно-отмывочного приспособле-

ния (многоразового использования), представлен-

ного на рис. 3. Возможно также применение биочипа 

(патент на полезную модель RU 92964) одноразового 

использования, содержащего в своей конструкции 

все основные элементы описанного выше приспосо-

бления. Экономически более оправдано применение 

одноразового биочипа и многоразового инкубацион-

но-отмывочного устройства, которые описаны в этой 

статье. Но после каждого использования будет необ-

ходима стерилизация данного устройства. Поэтому 

выбор того или иного из вариантов должен быть обу-

словлен практической целесообразностью и сообра-

жениями безопасности при проведении конкретного 

исследования.

При возможности определения даже несколько 

большего количества антигенов на разных клетках 

(по факту связывания клеток в тестовых участках) 

биочип 1-го типа имел значительно меньшие разме-

ры. Поэтому для проведения исследования требова-

лось меньшее количество клеточной суспензии. Но 

использование биочипов 2-го типа давало преиму-

щества, описанные выше. Поэтому выбор конструк-

ции используемых биочипов должен зависеть от 

условий, необходимых для решения тех или иных 

диагностических или исследовательских задач.
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Описанный способ проведения анализа намного 

превосходит по своим возможностям общепринятые 

методы иммунофлуоресцентного исследования кле-

ток [13, 14]. Но по сравнению с проточной цитофлуори-

метрией он требует большего расхода клеточной су-

спензии. Кроме того, данный способ будет заведомо 

проигрывать ей в точности при определении содер-

жания очень малых иммунологических субпопуля-

ций клеток. Поэтому в существующем виде и при ис-

пользовании описанной методики данная разработка 

не может быть использована для решения, напри-

мер, таких задач, как выявление минимальной оста-

точной болезни или определение концентрации 

в крови стволовых клеток.

Однако ее применение позволяет проводить ана-

лиз без дорогостоящего проточного цитофлуориме-

тра с использованием гораздо более дешевого люми-

несцентного микроскопа. При этом возможно одно-

временное определение большего числа вариантов 

коэкспрессии антигенов при использовании такого 

же набора меченых антител.
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Помимо определения коэкспрессии антигенов 

подобный подход в дальнейшем может быть исполь-

зован и для выполнения других типов комбиниро-

ванных исследований связавшихся клеток, требую-

щих приведения различных участков поверхности 

биочипа в контакт с малыми объемами растворов 

различных реагентов или красителей без их смеши-

вания друг с другом. Поэтому дальнейшее развитие 

данного направления представляется нам перспек-

тивным.

Выводы
1. Биочип 2-го типа в сочетании с разработан-

ным приспособлением позволяет проводить опреде-

ление нескольких вариантов коэкспрессии с исполь-

зованием антител, конъюгированных с одинаковой 

флуоресцентной меткой.

2. Результаты анализа, выполненного с примене-

нием биочипов 1-го и 2-го типа, сопоставимы друг 

с другом и результатами проточной цитофлуориме-

трии.


