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Бул макалада канаттуулардын вирустук ооруларын 
экспресс-диагностикалоо үчүн микрочип зонддорунун флуо-
ресценсиясынын сандык маанисин баалоодогу жыйынтык-
тар көрсөтүлгөн. Микрочиптерди сканерлөө жыйынты-
гында белгилүү зонддорго тиешелүү үч чекиттин флуорес-
ценциясынын мааниси аныкталды.  

Негизги сөздөр: микрочип, гибридизация, зонд,  диаг-
ностика, олигонуклеотид.  

В данной работе представлены результаты оценки 
медианных значения флуоресценции зондов микрочипа для 
экспресс-диагностики вирусных болезней птиц. По резуль-
татам сканирования микрочипов определяли значения 
флуоресценции трех точек, соответствующих определен-
ному зонду, исключая величину флуоресценции фона, вы-
раженные в относительных единицах.  

Ключевые слова: микрочип, гибридизация, зонд, 
диагностика, олигонуклеотид.  

In present, article the results of the evaluation of the 
median fluorescence values of microchip probes for express 
diagnostics of viral diseases of birds. Based on the results of 
microchip scanning, the fluorescence values of three points 
corresponding to a specific probe were determined, excluding 
the background fluorescence value, expressed in relative units.  

Key words: microarray, hybridization, probe, diagnostics, 
oligonucleotide. 

Введение 
На сегодняшний день для птицеводства высокую 

опасность представляют вирусные болезни птиц, как 
болезнь Ньюкасла, грипп птиц, инфекционный брон-
хит птиц, инфекционный бурсит кур и др. Постоян-
ные вспышки инфекции в сопредельных государствах 
повышают риск заноса инфекции на территорию Рес-
публики Казахстан.  

Методы ранней диагностики являются одним из 
важных направлений на пути борьбы с инфекцион-
ными заболеваниями. Внедрение новой методологии, 
идущей на смену традиционным подходам, наметило 
следующий шаг в совершенствовании лабораторной 

вирусологической диагностики – создание микрочи-
пов (биочипов), благодаря которой стала доступной 
экспресс-диагностика многих особо опасных инфек-
ций.  

Биологические микрочипы – это один из новей-
ших инструментов биологии и медицины XXI века. 
Микрочипы были изобретены в конце 90-х годов в 
России и США. В настоящее время они активно 
производятся многими зарубежными биотехноло-
гическими фирмами [1]. 

Наиболее популярны в настоящее время микро-
чипы на основе ДНК, ставшие по-настоящему рево-
люционной технологией в биомедицине. Определяю-
щей технологической идеей стало применение стек-
лянной подложки для нанесения генетического мате-
риала, что сделало возможным помещать на нее нич-
тожно малые его количества и очень точно опреде-
лять местоположение конкретного вида тестируемой 
ДНК. Для приготовления микрочипов стали исполь-
зоваться роботы, применяемые прежде в микроэлект-
ронике для создания микросхем [2-4].  

Целью работы является оценка медианных зна-
чении флуоресценции зондов микрочипа для экс-
пресс-диагностики возбудителей птичьих инфекции.   

Материалы и методы. 
Объектами исследований являются возбудители 

птичьих инфекций – вирусы гриппа птиц, болезни 
Ньюкасла, инфекционного бурсита кур, инфекцион-
ного бронхита птиц. 

Подбор и синтез олигонуклеотидных ген специ-
фичных праймеров и зондов. Специфические прайме-
ры для каждого зонда подбирались с помощью про-
граммы Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih. 
gov/tools/primer-blast) в международной базе данных 
GenBank. Синтез олигонуклеотидных зондов и прай-
меров проводили на оборудовании фирмы K&A La-
borgeraete, модели DNA/RNA Synthesizer H-16 (произ-
водство Германия), согласно инструкции производи-
теля. 
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Печать микрочипа. Олигонуклеотидные зонды 
разводили 1:1 с 2-х  кратным буфером для печати оли-
гонуклеотидов (производства «Arrayit corporation», 
США), в концентрациях ~ 50 пикомоль наносили на 
альдегидный субстрат («Arrayit corporation», США) и 
на стеклянные слайды без подложки («Sigma», США) 
методом контактной печати с использованием спот-
принтера Nano Print LM60 («Arrayit corporation», 
США).  

Выделение РНК вирусов. Тотальную РНК экстра-
гировали из материала реагентом Trizol (Invitrogen) и 
набором для выделения РНК фирмы Qiagen в соответ-
ствии с инструкциями производителя. Качество и 
концентрацию полученных РНК проверяли на 
спектрофотометре.  

ОТ-ПЦР c флуоресцентным мечением кДНК 
вирусов. Флуоресцентное мечение кДНК вирусов осу-
ществляют во время проведения реакции обратной 
транскрипции (ОТ) на матрице РНК вирусов, и 
амплификации кДНК (ПЦР) в присутствии флуоре-
сцентно меченых нуклеотидов, с использованием 
специфичных праймеров, подобранных к зондам.   

Гибридизация меченой нуклеиновой кислоты с 
зондами на биочипе. Гибридизация кДНК с олиго-
нуклеотидными зондами на микрочипе основывается 
на комплементарности взаимодействия цепей нуклеи-
новых кислот. Наработанные флуоресцентно мече-
ные ПЦР продукты разводят с буфером для гибриди-
зации, который состоит из щёлочи - формамида, SCC 
и SDS буферов. Путем нагревания и обработки ще-
лочью двухцепочечную кДНК разделяли на отдель-
ные цепи. Денатурированную кДНК инкубируют на 

микрочипе в термошейкере при 37°C и 350 об/мин в 
течение 2-3 ч.  

Флуоресцентное сканирование. Статистиче-
ская обработка результатов. Флуоресцентное ска-
нирование микрочипа проведено на сканере InnoScan-
710AL с разрешением 5 мкм, при длинах волн 532 нм 
и 633 нм. Полученные данные обрабатывались с 
помощью программного обеспечения Mapix ver. 5.5.0. 
С использованием данной программы произведена 
детекция зондов по интенсивности  флуоресцентного 
свечения с количественными выходными данными. 
За положительный результат принимали сигнал, 
превышающий фоновое значение. 

Результаты и обсуждение. 
Для получения статистически достоверных 

данных результаты сканирования обрабатывались с 
помощью программного обеспечения Mapix ver. 5.5.0 
("Innopsys", Франция). С использованием данного 
программного обеспечения на полученное пиксель-
ное изображение накладывали матрицу, соответ-
ствующую схеме расположения зондов на микрочипе. 
Далее по наложенной сетке с помощью программного 
модуля произведена калькуляция интенсивностей 
флуоресцентного свечения зондов с количественны-
ми выходными данными. В качестве результативных 
данных использовали медианные значения флуорес-
ценции зондов за вычетом сигнала фона, выраженные 
в относительных единицах.  

Для количественной оценки регистрируемого 
сигнала, получаемого после гибридизации на микро-
чипе, проводили расчет величины интенсивности 
флуоресценции каждой точки с помощью программы 
Mapix ver. 5.5.0 (табл. 1).  

Таблица 1  
Расчет медианных значений флуоресценции зондов. 

Грипп птиц Инфекционный бурсит кур Болезнь Ньюкасла Инфекционный 
бронхит птиц 

1 2 3 4 
Flu-NP 13806,5 Flu-NP 238 Flu-NP 241 Flu-NP 215 
 15009  213,5  222  201 
 14720  199  232  189 
BUF 209 BUF 216,5 BUF 242 BUF 185 
 224  224,5  215  185 
 209  199  216  197 
Flu-NP 13531 Flu-NP 205,5 Flu-NP 210 Flu-NP 215 
 15193  208  204  221 
 14288  212  201,5  198 
Flu-M2 21376 Flu-M2 207 Flu-M2 237 Flu-M2 267 
 21546  215  207  215 
 24148  199  200,5  228 
Flu-M2 15962 Flu-M2 198 Flu-M2 219 Flu-M2 225 
 17802  216  196  219 
1 2 3 4 5 6 7 8 
 16306  212  208  221,5 
Flu-M2 18188 Flu-M2 208,5 Flu-M2 216,5 Flu-M2 222 
 17411,5  214  216  216 
 16636,5  213  214  205 
IBDV-VP2 296 IBDV-VP2 1227,5 IBDV-VP2 222 IBDV-VP2 191 
 370  1376  221  175 



 

61 
 

ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ КЫРГЫЗСТАНА № 11, 2017 

 357  1380  223  204 
IBV-S1 207 IBV-S1 299,5 IBV-S1 207 IBV-S1 65535 
 205  302  221  65535 
 204  292  213  65535 
IBDV-VP2 318 IBDV-VP2 1004 IBDV-VP2 192 IBDV-VP2 215 
 294  1095  193  180 
 310,5  1051  210  189 
IBV-S1 214 IBV-S1 409,5 IBV-S1 209 IBV-S1 65535 
 203  389  217  65535 
 203  365  217  65535 
IBDV-VP2 270 IBDV-VP2 714 IBDV-VP2 219 IBDV-VP2 196 
 294  717  214  203 
 247  703  225  221,5 
IBV-S1 228 IBV-S1 407 IBV-S1 220 IBV-S1 65535 
 242,5  481  185  65535 
 233  480  201  65535 
NDV-NP 199 NDV-NP 235 NDV-NP 5017,5 NDV-NP 204 
 191  232  4739  195 
 207  220,5  6425,5  200 
BUF 225 BUF 242 BUF 227 BUF 191 
 216  209  235,5  205 
 235  214  207  186 
NDV-NP 194 NDV-NP 217 NDV-NP 4655 NDV-NP 179,5 
 201  223  3955  192 
 200  220  4235  198 

 
В качестве результативных данных использова-

ли медианные значения флуоресценции трех точек, 
соответствующих определенному зонду, исключая 
величину флюоресценции фона, выраженные в отно-
сительных единицах (ед.). Медианные значения флуо-
ресценции трех точек для гена NP вируса гриппа птиц 
составил: 13531 ед., 15193 ед., 14288 ед.; для M гена 
ВГА: 15962 ед., 17802 ед., 16306 ед.; для VP2 гена 
вируса инфекционного бурсита кур: 1227,5 ед., 1376 
ед., 1380 ед.; для S1 гена вируса инфекционного брон-
хита птиц: 65535 ед., 65535 ед., 65535 ед.; для NP гена 
вируса БН: 5017,5 ед., 4739 ед., 6425,5 ед. Программа 
Mapix ver. 5.5.0, адаптированная под разрабатывае-
мый микрочип для выявления ВГА, БН, ИБК, ИБП 
позволяет автоматически анализировать данные, по-

лучаемые после обработки изображения флуоресцен-
ции точек на микрочипе, и выдавать однозначный 
ответ в формате "да/нет" с учетом пороговых значе-
ний. Анализируемый образец относили к определен-
ному вирусу, если величина интенсивности флюоре-
сценции зонда была сравнима с флуоресценцией 
положительных контролей М и NP гены ВГА, VP2 ген 
вируса ИБК, S1 ген вируса ИБП, NP ген ВБН. 

По результатам сканирования микрочипов опре-
деляли величину интенсивности флуоресценции зон-
дов и строили гистограммы. Используя количествен-
ные данные, для каждой анализируемой пробы строи-
лись диаграммы, по значениям которых определяли 
положительно сработавшие зонды для исследуемых 
вирусных инфекций. В результате анализа построены 
диаграммы, которые представлены на рисунках 1. 
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Рис. 1.  1 – диаграмма гибридизации кДНК штаммов вируса БН на микрочипе; 2 – диаграмма гибридизации  
меченых кДНК штаммов ИБП на микрочипе; 3 – диаграмма гибридизации меченых кДНК штаммов ВГА  

на микрочипе; 4 – диаграмма гибридизации меченых кДНК штаммов ИБК на микрочипе. 

Из полученных диаграмм видно, что все иссле-
дуемые кДНК вирусных штаммов связались специ-
фично с соответствующими зондами на микрочипе. 

Использование микрочипов улучшает качество и 
сокращает продолжительность анализа при молеку-
лярной диагностике инфекционных заболеваний, 
поэтому используется как независимый метод скри-
нинга для детекции специфических генов одновре-
менно нескольких болезней в исследуемых образцах 
[5-7]  

Таким образом, при исследовании анализирован-
ных материалах специфической флуоресценции зна-
чительно превышало значение фоновой (Р<0,05). 
Кроме того, во всех образцах достоверно детектиро-
ваны М и NP гены вируса гриппа птиц, VP2 ген виру-
са инфекционного бурсита кур, S1 ген вируса инфек-
ционного бронхита птиц, NP ген болезни Ньюкасла.  
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