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Аннотация. Метод контактной печати широко используется для создания 
микрочипов и разработки высокочувствительных биосенсоров. В основе 
этого метода лежат методики иммобилизации биомолекул. В настоящей 
работе две эффективные методики ковалентной иммобилизации олигону-
клеотидов, основанные на реакциях формирования дисульфидной связи и 
азид-алкинового циклоприсоединения, были оптимизированы для метода 
контактной печати. При обоих вариантах иммобилизации олигонуклеоти-
ды сохраняют способность к гибридизации с комплементарной ДНК, что 
создает основу для их практического использования в биоаналитических 
приложениях.
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Abstract. The contact printing method is widely used to create microchips and 
develop highly sensitive biosensors. This method is based on techniques for 
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immobilizing biomolecules. In this work, two effective methods for covalent 
immobilization of oligonucleotides, based on the reactions of disulfi de bond 
formation and azide-alkyne cycloaddition, were optimized for the contact 
printing method. With both immobilization strategies, oligonucleotides retain 
the ability to hybridize with complementary DNA, which provides the basis for 
their practical use in bioanalytical applications.
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Создание различного рода массивов, паттер-
нов и рисунков ДНК на поверхности с помощью 
направленной точечной иммобилизация являет-
ся основой технологии ДНК-микрочипов. Ме-
тод ДНК-микрочипов используется для обна-
ружения полиморфизмов, изучения экспрессии 
генов, секвенирования ДНК и медицинской диа-
гностики [1–4]. Точечная иммобилизация оли-
гонуклеотидов используется также для ДНК-
опосредованной иммобилизации белков при 
создании белковых микрочипов [5]. Направлен-
ная иммобилизация востребована и в области 
разработки биосенсоров. Возможность направ-
ленно иммобилизовать олигонуклеотиды, в пер-
вую очередь, позволяет следовать современной 
тенденции миниатюризации, мультиплексиро-
вания и параллелизации биоанализа [6]. Кроме 
того, точечная иммобилизация биорецепторов 
на чувствительной поверхности сенсора позво-
ляет снизить предел обнаружения при проведе-
нии анализа [7].

Одним из популярных материалов для на-
несения массивов ДНК является оксид крем-
ния [8], востребована также иммобилизация 
на оксидах алюминия, цинка, гафния и тантала 
[9–12]. Существуют два основных подхода для 
создания ДНК-массивов на поверхности окси-
дов: прямой фосфорамидитный синтез in situ 
в сочетании с литографическими методами и 
автоматизированное осаждение уже готовых 
олигонуклеотидов на химически активиро-
ванные носители с помощью специализиро-
ванных печатных устройств [4]. Последний 
вариант получил большее распространение 
ввиду его сравнительной доступности. При 
осаждении олигонуклеотидов на поверхность 
ковалентное связывание является предпочти-
тельным вариантом, поскольку позволяет на-

правленно ориентировать молекулы ДНК за 
счет терминальных функциональных меток, а 
формируемая связь, как правило, отличается 
высокой стабильностью [2]. Методы ковалент-
ной иммобилизации позволяют также контро-
лировать плотность посадки олигонуклеоти-
дов, что напрямую влияет на их способность 
к гибридизации [11]. К перспективным мате-
риалам для разработки оптических и полевых 
биосенсоров с повышенной чувствительно-
стью относится Ta2O5 благодаря своим опти-
ческим и электрическим свойствам, таким как 
высокий показатель преломления, низкое за-
тухание и высокая диэлектрическая прони-
цаемость, сопровождающаяся высокой хими-
ческой стабильностью [13–15]. Выполненное 
нами ранее систематическое сравнение попу-
лярных методов ковалентной иммобилизации 
ДНК на поверхности Ta2O5 [16] показало, что 
использование реакций формирования дисуль-
фидной связи и азид-алкинового циклоприсое-
динения позволяет добиться большей плотно-
сти посадки олигонуклеотидов с сохранением 
способности к гибридизации. В настоящей 
работе эти методики были адаптированы для 
точечной иммобилизации олигонуклеотидов 
на поверхности Ta2O5 с помощью технологии 
микроконтактной печати.

Материалы и методы

Материалы. Для проведения экспери-
мента использовали реагенты производства 
«Sigma Aldrich» (США): (3-аминопропил)
триэтоксисилан (APTES, «х.ч.»), (3-меркапто-
пропил)триметоксисилан (MPTES, «х.ч.»), ди-
метилсульфоксид (ДМСО, «х.ч.»), нитрат се-
ребра («х.ч.»), аскорбиновая кислота («ос.ч.»), 
трис(гидроксиметил)аминометан («ос.ч.»), 
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трис(гидроксиметил)аминометан гидрохло-
рид («ос.ч.»).

Кроме того, были использованы реактивы 
азидомасляной кислоты N-гидроксисукциними-
диловый эфир («х.ч.», «Люмипроб», Россия), 
1,5-кратный медьсодержащий буферный рас-
твор для клик-химии («Люмипроб», Россия), 
глицерин («х.ч.», «Хеликон», Россия), краси-
тель SYBR Gold (Invitrogen, США), интеркали-
рующий краситель dsGreen («Люмипроб», Рос-
сия), метанол («х.ч.», Россия), этанол («х.ч.», 
Россия), пентакис(диметиламино)тантал (V) 
(PDMAT, «х.ч.», ДАлХИМ, Россия).

Олигонуклеотиды 1 (5′-GGCCAGAGTAGA
GTAGATTAGAATGGTTCCGTCCCAACGG-3′),           
2 (5 ′-CCAGACTGCAGAATAGATTAGGATAG
GGCAACGCAGTAGG-3′) и 3 (5′-CGTGCAGT
ACGCCAACCTTTCTCATGCGCTGCCCCTCT
TA-3′) были синтезированы с 5′-Tr-SH и 5′-ал-
кин модификациями («Синтол», Россия). Оли-
гонуклеотид 2c (5′-CCTACTGCGTTGCCCTAT
CCTAATCTATTCT-3′), комплементарный оли-
гонуклеотиду 2, был синтезирован компанией 
«Люмипроб» (Россия).

Подготовка поверхности Ta2O5 . Для опти-
мизации условий точечной иммобилизации об-
разцы поверхности Ta2O5 были изготовлены ме-
тодом атомно-слоевого осаждения (АСО) слоя 
на пластину кремния p-типа («Телеком-СТВ», 
Россия). АСО выполняли с использованием 
термического процесса при 250 °C, применяя 
PDMAT и деионизированную воду в качестве 
реагентов. Толщина слоя Ta2O5, измеренная 
методом эллипсометрии, составила 291 ± 2 Å. 
Пластину разрезали на фрагменты размером 
4 × 4 мм с помощью алмазной дисковой пилы 
(«Disco Corporation», Япония).

Иммобилизация через образование 
дисульфидной связи

Пластины с поверхностью Ta2O5 обрабатыва-
ли озоном в течение 10 мин для удаления ор-
ганических загрязнений в озонаторе UV/Ozone 
ProCleaner (BioForce Nanosciences, США) и ин-
кубировали в 200 мкл 3 об.% раствора MPTS в 
метаноле в течение 30 мин. Затем промывали 
этанолом и деионизованной водой. Тритиль-
ную защиту SH-метки олигонуклеотида снима-
ли инкубацией с 1,25 эквивалентом (12,5 мкМ) 
AgNO3 в воде в течение 1 ч. После снятия за-
щиты готовили раствор олигонуклеотида с за-
данной концентрацией (2–20 мкМ) в смеси гли-
церина и воды. Содержание глицерина в смеси 
варьировали от 10 до 40%. Микрокапли раство-

ра олигонуклеотида наносили на поверхность 
Ta2O5, обработанную MPTS, с помощью систе-
мы молекулярной печати Nano eNabler (Bioforce 
Nanosciences, США) и выдерживали в течение 
заданного времени (1 или 2 ч) при поддержании 
влажности 67%. Затем пластины промывали во-
дой и высушивали на воздухе.

Иммобилизация через азид-алкиновое 
циклоприсоединение

Пластины с поверхностью Ta2O5 обрабатыва-
ли озоном в течение 10 мин для удаления ор-
ганических загрязнений в озонаторе UV/Ozone 
ProCleaner (BioForce Nanosciences, США) и ин-
кубировали в 200 мкл 3 об.% раствора APTES 
в метаноле в течение 30 мин. Обработанные 
APTES пластины промывали метанолом и эта-
нолом и помещали в 150 мкл 3 мМ раствора 
NHS-эфира азидомасляной кислоты в 0,1 М 
трис-HCl (pH 8,65). Для предварительного рас-
творения NHS-эфира азидомасляной кислоты 
использовали ДМСО из расчета 10 мкл на каж-
дые 0,1 мг навески. После инкубации не менее 
5 ч пластинки тщательно промывали водой. 
Раствор олигонуклеотида с алкиновой меткой 
при заданной концентрации (5–20 мкМ) гото-
вили в коммерческом буферном растворе для 
клик-химии с добавлением 1 мМ аскорбиновой 
кислоты и 10%-го глицерина. Микрокапли рас-
твора олигонуклеотида наносили на поверх-
ность Ta2O5, обработанную APTES, с помощью 
системы молекулярной печати Nano eNabler 
(Bioforce Nanosciences, США) и выдерживали в 
течение 1 ч при поддержании влажности 67%. 
Затем пластины промывали водой и высушива-
ли на воздухе.

Гибридизация комплементарной ДНК

Пластины с иммобилизованными олигону-
клеотидами погружали в 100 мкл 1 мкМ раство-
ра комплементарной ДНК в фосфатно-солевом 
буфере и инкубировали в течение 1 ч, а затем 
промывали водой.

Визуализация результатов

Иммобилизованную ДНК окрашивали кра-
сителем SYBR Gold, специфичным к одноце-
почечной ДНК. Дуплекс иммобилизованной и 
гибридизованной ДНК окрашивали интеркали-
рующим красителем dsGreen. Для этого пластины 
целиком погружали в 1× раствор SYBR Gold или 
dsGreen в буфере TE и инкубировали в течение           
20 мин. Затем пластины промывали водой и вы-
сушивали на воздухе.
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Флуоресцентный сигнал SYBR Gold и 
dsGreen детектировали с помощью оптического 
микроскопа ZEISS Axio Imager.m2M (Carl Zeiss, 
Германия) с модулем возбуждения флуоресцен-
ции и использованием соответствующего свето-
фильтра.

Расчет интенсивности флуоресценции про-
водили с помощью программного обеспечения 
ImageJ. 

Результаты и их обсуждение
Схемы реакции

Ковалентную иммобилизацию олигонуклео-
тидов проводили с использованием двух мето-
дов. Первый вариант иммобилизации основан 
на формировании дисульфидной связи при взаи-
модействии SH-активированной поверхности с 
олигонуклеотидами, содержащими терминаль-
ную SH-метку (рис. 1, а). Второй способ иммо-
билизации был основан на реакции азид-алки-
нового циклоприсоединения, катализируемого 
одновалентной медью (Cu-catalyzed azide-alkyne 
cycloaddition, CuAAC), которая относится к груп-
пе клик-реакций [17, 18]. В этом случае реакция 
осуществлялась между поверхностью Ta2O5, 
активированной азидными функциональными 
группами, и олигонуклеотидами, модифициро-
ванными терминальным алкином (рис. 1, б).

Для активации поверхности использовали 
органосиланы, которые способны образовывать 
самособирающиеся монослои (SAM) на поверх-
ности SiO2, Ta2O5, HfO2 и других подобных мате-
риалов. MPTS использовали для создания слоя 
SH-групп. Функционализацию поверхности 
азидными группами выполняли в две стации: 
сначала формировали NH2-активированный 
слой с использованием APTES, а затем проводи-
ли реакцию аминогрупп с NHS-активированным 
эфиром азидоуксусной кислоты. 

Поверхность пластин активировали цели-
ком, полностью погружая их в растворы соот-
ветствующих реагентов. Непосредственно для 
осуществления иммобилизации растворы оли-
гонуклеотидов наносили на активированные по-
верхности с помощью устройства молекулярной 
печати, которое позволяет воспроизводимо на-
носить на подложку капли объемом от несколь-
ких фемтолитров [19]. При этом малый объем 
реагентов создает ряд ограничений для осу-
ществления химических реакций. Основные 
проблемы заключаются в быстром испарении 
жидкости и малом содержании реагентов в ка-
пле. Основная задача настоящей работы состояла 
в адаптации протоколов иммобилизации для моле-
кулярной печати и подборе оптимальных условий 
реакций иммобилизации олигонуклеотидов.

Рис. 1. Схемы ковалетной иммобилизации, основанной на реакциях формирования 
дисульфидной связи (а) и азид-алкинового циклоприсоединения, катализируемого 

медью (б) 
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Оптимизация условий иммобилизации для 
реакции образования дисульфидной 

связи

Влияние концентрации глицерина. При 
проведении иммобилизации с использованием 
реакции образования дисульфидной связи ре-
акционная смесь, взаимодействующая с заранее 
активированной поверхностью носителя, пред-
ставляет собой раствор олигонуклеотида в воде. 
Для уменьшения скорости испарения в рас-
творы, наносимые на поверхность с помощью 
микроконтактной печати, добавляют глицерин 
[20–22]. При проведении точечной ковалент-
ной иммобилизации олигонуклеотидов через 
дисульфидную связь было изучено влияние 
содержания глицерина в реакционной смеси 
на морфологию наносимой капли и эффектив-
ность иммобилизации – 10%-е содержание гли-
церина оказалось достаточным для сохранения 
стабильности капель в течение 1 ч при условии 
поддержания 67% влажности в реакционной 
камере. Средний размер капель после инкуба-
ции менялся в зависимости от содержания гли-
церина. Диаметр капли для 10, 20, 30 и 40% 
глицерина составил 43 ± 5, 48 ± 3, 55 ± 2 и 

54 ± 4 мкм соответственно, что соответствует 
объему капли порядка 30–35 нл. Форма капель 
воспроизводилась лучше всего при добавлении 
30% глицерина в реакционную смесь (рис. 2, 
а). При этом эффективность иммобилизации, 
которую оценивали по интенсивности флуорес-
ценции олигонуклеотидов на поверхности по-
сле тщательного смывания реакционной смеси 
и окрашивания красителем, не зависела суще-
ственным образом от содержания глицерина в 
изученном диапазоне (рис. 2, б). Таким образом, 
добавление 30% глицерина было признано оп-
тимальным для осуществления микроконтакт-
ной печати.

Влияние концентрации олигонуклеоти-
да. Влияние концентрации олигонуклеотида в 
реакционной смеси при иммобилизации через 
дисульфидную связь было изучено в диапазоне 
2–20 мкМ. Содержание глицерина при этом было 
фиксировано и составляло 30%. Результаты визу-
ализации флуоресцентного сигнала иммобилизо-
ванного олигонуклеотида приведены на рис. 
3, а. Количественный анализ интенсивности 
флуоресценции показал, что концентрация оли-
гонуклеотида 10 мкМ является достаточной для 

Рис. 2. Микрофотография капель 10 мкМ раствора олигонуклеотида в 
воде с разным содержанием глицерина при проведении точечной иммо-
билизации ДНК через дисульфидную связь (а) и флуоресцентный сигнал 
иммобилизованных олигонуклеотидов при использовании разной кон-

центрации глицерина (б)
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достижения максимальной плотности посадки 
ДНК (рис. 3, б).

Время протекания реакции. При проведении 
ковалентной иммобилизации олигонуклеотидов 
на поверхности Ta2O5 в пробирке оптимальное 
время реакции формирования дисульфидной свя-
зи составляет 2 ч [16]. При иммобилизации мето-

Рис. 3. Флуоресцентный сигнал иммобилизованной ДНК для реакции об-
разования дисульфидной связи при разных концентрациях олигонуклеотида 
(а), зависимость интенсивности флуоресценции иммобилизованной ДНК 
от концентрации (б), флуоресцентный сигнал ммобилизованной ДНК для 
реакции образования дисульфидной связи при разном времени протекания 

реакции (в)

дом микроконтактной печати сокращение времени 
протекания реакции до 1 ч не привело к снижению 
эффективности иммобилизации (рис. 3, в).

Таким образом, для метода ковалентной иммо-
билизации, основанной на реакции образования 
дисульфидной связи между SH-активированной 
поверхностью и SH-меченым олигонуклеоти-
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дом, были установлены следующие оптималь-
ные условия: содержание глицерина в реакцион-
ной смеси 30%, концентрация олигонуклеотида 
10 мкМ, время протекания реакции 1 ч.

Оптимизация условий иммобилизации 
для реакции азид-алкинового 

циклоприсоединения

При проведении иммобилизации олигону-
клеотидов на поверхности Ta2O5 с использо-
ванием реакции азид-алкинового циклопри-
соединения в реакционную смесь, которая 
взаимодействует с поверхностью активиро-
ванного носителя, добавляли глицерин в кон-
центрации 10%. Этого количества глицерина 
было достаточно для поддержания стабиль-
ности микрокапель в течение 1 ч. Капля при 
этом имела вытянутую форму с линейными 
размерами около 35×80 мкм, объем капли со-
ставлял 50–70 нл. Дальнейшее увеличение 
содержания глицерина было нецелесообраз-
ным, поскольку могло осуществляться только 
в ущерб концентрации других компонентов 
реакционной смеси.

Влияние концентрации олигонуклеотида 
на эффективность иммобилизации с исполь-
зованием реакции азид-алкинового циплопри-
соединения изучали в диапазоне 5–20 мкМ. 
Эффективность иммобилизации оценивали 

Рис. 4. Флуоресцентный сигнал иммобилизованной ДНК для реакции 
азид-алкинового циплоприсоединения при различных концентрациях 

олигонуклеотида

по интенсивности флуоресценции олигону-
клеотидов на поверхности после тщательного 
смывания реакционной смеси и окрашивания 
красителем. Максимальная интенсивность флу-
оресцентного сигнала наблюдалась при кон-
центрации олигонуклеотида 20 мкМ (рис. 4).

Установлено, что повышение концентрации 
аскорбиновой кислоты в реакционной смеси 
до 3 мМ позволяет добиться улучшения вос-
производимости результатов иммобилизации 
с помощью азид-алкинового циклоприсоеди-
нения. Функция аскорбиновой кислоты заклю-
чается в восстановлении меди(II) до каталити-
чески активной меди(I). Медь(I) нестабильна 
и быстро вновь окисляется. Вероятно, в ми-
крокаплях за счет увеличенного соотношения 
площади поверхности к объему реакционной 
смеси окисление меди происходит быстрее, а 
увеличение содержания аскорбиновой кислоты 
этому препятствует. Таким образом, для мето-
да ковалентной иммобилизации, основанной на 
реакции азид-алкинового циклоприсоединения 
между азид-активированной поверхностью и ал-
кин-функционализированным олигонуклеотидом, 
были установлены следующие оптимальные пара-
метры: содержание глицерина в реакционной сме-
си 10%, минимально необходимая концентрация 
олигонуклеотида 20 мкМ, концентрация аскорби-
новой кислоты 3 мМ. 
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Рис. 6. Флуоресцентный сигнал дуплекса олигонуклеотидов после 
окрашивания пластины dsGreen (а) и всей ДНК на поверхности пла-
стины после окрашивания SYBR Gold (б) для метода иммобилизации 

через реакцию азид-алкинового циклоприсоединения

Рис. 5. Флуоресцентный сигнал дуплекса олигонуклеотидов после 
окрашивания пластины dsGreen (а) и всей ДНК на поверхности пла-
стины после окрашивания SYBR Gold (б) для метода иммобилизации 

через формирование дисульфидной связи
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Гибридизация комплементарной ДНК

Сохранение способности иммобилизован-
ной ДНК формировать дуплекс с комплемен-
тарной цепью имеет ключевое значение для 
последующего применения в технологии ДНК-
микрочипов и биосенсорах. Для проверки функ-
циональности иммобилизованной ДНК про-
водили одновременную иммобилизацию двух 
олигонуклеотидов (1 и 2) с различающимися 
последовательностями на одной и той же пла-
стине, а затем пластину целиком инкубировали 
в растворе олигонуклеотида, комплементарно-
го одному из иммобилизованных (2 с). Образу-
ющийся дуплекс визуализировали с помощью 
интеркалирующего красителя dsGreen. Затем 
эту же пластину окрашивали красителем SYBR 
Gold, связывающимся с одноцепочечной ДНК.

Для ДНК, иммобилизованной через реакцию 
образования дисульфидной связи, наблюдалось 
уменьшение размера светящегося пятна после 
гибридизации, что может быть связано с ча-
стичной потерей иммобилизованных молекул 
в результате реакции дисульфидного обмена, 
протекающей параллельно процессу гибриди-
зации. Тем не менее оставшийся на поверхно-
сти олигонуклеотид был способен специфиче-
ски формировать дуплекс с комплементарной 
цепью. После окрашивания пластины дуплекс-
специфичным красителем dsGreen наблюдалось 
свечение только одного ряда пятен иммобили-
зованного олигонуклеотида (рис. 5, а). После 
инкубирования с красителем SYBR Gold, окра-
шивающего одноцепочечную ДНК, наблюда-
лось свечение обоих рядов олигонуклеотидов 
(рис. 5, б).

Аналогичным образом для олигонуклеоти-
дов, иммобилизованных через реакцию азид-
алкинового циклоприсоединения, при окраши-
вании dsGreen визуализировался только один 
ряд пятен (рис. 6, а), а после дополнительного 
окрашивания SYBR Gold проявлялся второй 
(рис. 6, б). При этом визуально интенсивность 
флуоресцентного сигнала для иммобилизации 
через реакцию азид-алкинового присоединения 
была выше, чем для иммобилизации через об-
разование дисульфидной связи. Таким образом, 
обе разработанных методики позволяют прово-
дить иммобилизацию ДНК, способной к распоз-
наванию комплементарной цепи. 

Выводы

Методики ковалентной иммобилизации 
ДНК, основанные на реакциях формирования 
дисульфидной связи и азид-алкинового ци-
клоприсоединения, адаптированы для метода 
микроконтактной печати на поверхности ок-
сида тантала. Добавление глицерина в реакци-
онную смесь, необходимое для предотвраще-
ния испарения микрокапель, в обоих случаях 
не препятствует протеканию иммобилизации. 
При иммобилизации, основанной на реакции 
формирования дисульфидной связи, добавле-
ние 30% глицерина позволяет добиться мак-
симальной воспроизводимости формы капель. 
Концентрация олигонуклеотида существен-
но влияет на эффективность иммобилизации. 
При объеме капли 30–25 нл оптимальная кон-
центрация оцДНК для иммобилизации через 
дисульфидную связь составляет 10 мкМ. Для 
реакции азид-алкинового циклоприсоедине-
ния требуется использовать олигонуклеотид в 
концентрации не ниже 20 мкМ для капель объ-
емом 50–70 нл. Время протекания реакций при 
использовании метода микроконтактной печати 
для обеих методик иммобилизации может быть 
сокращено в сравнении с макропротоколами и 
составляет 1 ч для формирования дисульфид-
ной связи и 40 мин для азид-алкинового ци-
клоприсоединения. Катализируемое медью(I) 
азид-алкиновое циклоприсоединение также 
чувствительно к концентрации аскорбиновой 
кислоты, и для метода микроконтактной печа-
ти может быть рекомендовано ее повышение до 
3 мМ. Оптимизированные методики позволя-
ют направленно иммобилизовать терминально 
функционализированные олигонуклеотиды на 
поверхности оксида тантала, в том числе соз-
давать точечные массивы иммобилизованной 
ДНК с разрешением порядка 10 мкм. Помимо 
оксида тантала, в качестве носителя могут быть 
использованы и другие материалы, на поверх-
ности которых возможно формирование пленок 
органосиланов (оксид кремния, нитрид кремния, 
оксид гафния и т.п.). Иммобилизованные олиго-
нуклеотиды способны специфически связывать 
комплементарную ДНК, что создает основу для их 
применения в разработке протоколов иммобили-
зации для создания микрочипов и разработке био-
сенсоров.
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