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ПРОГРАММА КОНФЕРЕНЦИИ

2 ДЕКАБРЯ

9:00–10:00
Регистрация участников

10:00–10:15
Торжественное открытие конференции

10:15–10:45
Пленарный доклад

Эволюция лечения рака в эпоху молекулярной диагностики 
Имянитов Евгений Наумович 

д.м.н., профессор, член-корр. РАН, заведующий научным отделом 
биологии опухолевого роста, врач‑генетик НМИЦ онкологии  

им. Н. Н. Петрова

10:45–11:30
Секция № 1

Методы исследования нуклеиновых кислот
Модератор — директор по науке ООО НПФ «Синтол»  

Алексеев Яков Игоревич
10:45–11:00 Цифровые измерения нуклеиновых кислот

Филипенко Максим Леонидович
д.б.н., зав. лабораторией фармакогеномики  
ИХБФМ СО РАН

11:00–11:15 Технологии гибридной амплификации ДНК: особенности, 
механизмы и практическое применение
Игнатов Константин Борисович
к.б.н., с.н.с. Института общей генетики  
им. Н. И. Вавилова (ИОГен) РАН
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11:15–11:30 Универсальная система диагностики инфекционных 
заболеваний на основе CAS нуклеаз и рекомбиназной 
полимеразной амплификации 
Морозова Наталия Евгеньевна 
к.б.н., научный сотрудник Лаборатории молекулярной 
микробиологии Санкт-Петербургского политехнического 
университета Петра Великого

11:30–12:00
Кофе-брейк

12:00–13:30
Секция № 2

Современные российские разработки в области биомедицинского  
приборостроения

Модератор — д.т.н., директор ИАП РАН  
Евстрапов Анатолий Александрович

12:00–12:15 Акустооптические приборы биомедицинского назначения: 
возможности и перспективы применения
Пожар Витольд Эдуардович 
д.ф.-м.н., заведующий отделом акустооптических 
информационных технологий НТЦ УП РАН

12:15–12:30 Промежуточные итоги разработки отечественной 
технологии нанопорового секвенирования
Ермаков Артем Михайлович 
к.б.н., ФГБУН «Институт теоретической 
и экспериментальной биофизики РАН», г. Пущино;  
ООО Нанопорус; АНО Институт инженерной физики, 
г. Серпухов

12:30–12:45 Методы валидации процессов в роботизированном 
комплексе для проведения ПЦР
Климочкин Кузьма Олегович 
начальник отдела разработок ДНК-Технологии
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12:45–13:00 Производство изделий из кварцевого стекла для 
химической промышленности и аналитического 
приборостроения: состояние и перспективы
Померанцев Марк Аронович
заместитель технического директора по перспективным 
технологиям кварцевого производства АО «Гусевский 
стекольный завод им. Ф. Э. Дзержинского»

13:00–13:15 Автоматизированное портативное устройство для 
экспресс-диагностики туберкулеза и определения 
антибиотикорезистентности
Алатырев Артем Георгиевич
научный сотрудник ФГБУ «НМИЦ ФПИ» Минздрава 
России, ООО «ТИЦ»

13:15–13:30 Определение летучих органических соединений 
в выдыхаемом воздухе с использованием времяпролетной 
масс-спектрометрии с импульсным тлеющим разрядом
Кравцов Денис Вадимович
руководитель производственной группы ООО «Люмэкс»

13:30–14:30
Обед

14:30–15:00
Пленарный доклад

Новые приборы и методы в нейротехнологиях
Белоусов Всеволод Вадимович

д.б.н., член-корр. РАН, генеральный директор  
Федерального центра мозга и нейротехнологий ФМБА РФ

15:00–16:00
Секция № 3

Новые подходы к созданию диагностических приборов и методов
Модератор — к.ф.-м.н., доцент, заместитель директора по научной 

работе ИАП РАН Букатин Антон Сергеевич
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15:00–15:15 Разработка и создание массивов микроэлектродов 
для регистрации электрических сигналов от нейронов 
и стимуляции клеток
Мухин Иван Сергеевич
д.ф.-м.н., профессор, проректор по науке СПбАУ РАН  
им. Ж. И. Алферова

15:15–15:30 (Пред)обработка данных в биомедицине — сигналы,  
изображения, тексты и чем тут полезен искусственный 
интеллект
Пчицкая Екатерина Игоревна
к.ф.-м.н., заведующая Лабораторией анализа 
биомедицинских изображений и данных  
Санкт-Петербургского политехнического университета 
Петра Великого

15:30–15:45 Разработка экспресс тест-системы для оценки изменений 
функций фагоцитов при патологиях 
Авхачева Надежда Владимировна 
к.б.н., и. о. директора ИБП РАН — обособленное 
подразделение ФИЦ ПНЦБИ РАН

15:45–16:00 Неинвазивная оценка концентрации глюкозы в крови 
при помощи волоконно-оптических датчиков пульсовой 
волны
Ушаков Николай Александрович
д.ф.-м.н., профессор, ведущий научный сотрудник 
лаборатории «Волоконная оптика»  
Санкт-Петербургского политехнического университета 
Петра Великого

16:00–18:00 
Кофе-брейк и Постерная сессия
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3 ДЕКАБРЯ

9:30–10:00
Регистрация участников

10:00–10:30
Пленарный доклад

Отечественный тандемный трехквадрупольный масс-спектрометр для 
жидкостной хроматографии — тандемной масс-спектрометрии 

Сысоев Алексей Александрович 
д.ф.-м.н., профессор, главный научный сотрудник НИЯУ МИФИ

10:30–11:30
Секция № 4

Успехи современной масс-спектрометрии
Модератор — к.т.н., с.н.с. ФГУП «НИИ ГПЭЧ» ФМБА России  

Гладчук Алексей Сергеевич
10:30–10:45 Транспортирующие радиочастотные каналы с эффектом 

а-волны при нестандартной конфигурации электродов 
и высокочастотных напряжений
Бердников Александр Сергеевич
д.ф.-м.н., главный научный сотрудник, заведующий 
лабораторией ИАП РАН

10:45–11:00 Оптимизация показателей назначения тандемного 
трехквадрупольного масс-спектрометра с ионизацией 
электрораспылением
Крайнов Михаил Николаевич
инженер и аспирант НИЯУ МИФИ

11:00–11:15 Мобильная масс-спектрометрия. Сложности в измерении 
вулканических газов
Титов Юрий Алексеевич
научный сотрудник ИАП РАН
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11:15–11:30 Разработка и тестирование прототипа микрокапельного 
химического реактора, работающего на основе 
мультикапиллярного электрораспыления
Кулешов Денис Олегович
младший научный сотрудник ИАП РАН 

11:30–12:00 
Кофе-брейк

12:00–12:30
Пленарный доклад

Полноэкзомное секвенирование как основа репродуктивной генетики: 
современное состояние, открытые вопросы

Трофимов Дмитрий Юрьевич
д.б.н., член-корр. РАН, директор Института репродуктивной  

генетики НМИЦ АГП им. В. И. Кулакова

12:30–13:30
Секция № 5

Приборы и методы секвенирования нуклеиновых кислот
Модератор — к.б.н., директор по науке ООО НПФ «Синтол»  

Алексеев Яков Игоревич

12:30–12:45 Технологии капельной микрофлюидики для 
секвенирования и скрининга лекарственных препаратов 
Букатин Антон Сергеевич
к.ф.-м.н., зам. директора по научной работе ИАП РАН,
старший научный сотрудник СПбАУ РАН  
им. Ж. И. Алферова

12:45–13:00 Первый отечественный прибор для массового 
параллельного секвенирования ДНК «Нанофор СПС»
Пушкин Антон Андреевич
ведущий инженер ИАП РАН, старший научный сотрудник 
ООО НПФ «Синтол»
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13:00–13:10 Опыт первого пользовательского применения секвенатора 
«Нанофор СПС» в исследовании микробиома почв 
национальных парков Вьетнама 
Игнатьева Дарья Андреевна 
младший научный сотрудник лаборатории ландшафтной 
экологии и геоматики ФИЦ ИнБЮМ

13:10–13:20 Методика оценки аналитической чувствительности 
детекторов лазер-индуцированной флуоресценции 
капиллярных генетических анализаторов
Козлова Полина Алексеевна
аспирант ИАП РАН, инженер ООО НПФ «Синтол»

13:20–13:30 Особенности использования белков эффекторов Cas12a 
для диагностических приложений
Арсениев Анатолий Николаевич
инженер-исследователь Санкт-Петербургского 
политехнического университета Петра Великого

13:30–14:30 
Обед

14:30–15:00
Пленарный доклад

Времяпролетная масс-спектрометрия с импульсным тлеющим 
разрядом — универсальный инструмент современной аналитической 

химии: от элементного и изотопного анализа твердотельных проб  
до определения ЛОС и неорганических соединений в воздухе

Ганеев Александр Ахатович
д.ф.-м.н., заместитель руководителя отдела Спектрометрии  

ООО «Люмэкс»
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15:00–15:50
Секция № 6

Доклады молодых ученых
Модератор — к.ф.-м.н., доцент, заместитель директора по научной 

работе ИАП РАН Букатин Антон Сергеевич

15:00–15:10 Разработка и исследование импедиметрического 
иммуносенсора на основе восстановленного оксида графена 
Епифанова Елизавета Игоревна
студентка магистратуры СПбГЭТУ «ЛЭТИ»

15:10–15:20 Оценка эффективности российских цеолитов в качестве 
сорбента для улавливания [¹¹C] CO₂ при синтезе [¹¹C]
метионина
Хромеева Мария Алексеевна
студент бакалавриата Института мозга человека  
им. Н. П. Бехтеревой РАН

15:20–15:30 Применение синхронного накопления для 
диагностики ишемической болезни сердца по методу 
электрокардиографии сверхвысокого разрешения
Шевяков Даниил Олегович
младший научный сотрудник ИАП РАН

15:30–15:40 Бескапельное электрораспыление морфина с масс-
спектрометрическим детектированием
Ильюшонок Семен Кириллович
младший научный сотрудник ИАП РАН

15:40–15:50 Мини электронно-оптическая система на основе 
электростатической линзы
Вересов Сергей Олегович
аспирант СПбАУ РАН им. Ж. И. Алферова

15:50–16:15 
Кофе-брейк
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16:15–17:30
Круглый стол

Развитие российского научного приборостроения для биомедицинских 
исследований

Модераторы — заместитель генерального директора  
по научно-технической работе и проектам АО «ЭЗАН»  

Веретенников Александр Владимирович и директор по науке  
ООО НПФ «Синтол» Алексеев Яков Игоревич

16:15–16:30 О кризисе в отечественном научном приборостроении 
и путях выхода из него 
Алексеев Яков Игоревич
к.б.н., директор по науке ООО НПФ «Синтол»

16:30–16:45 Жесткий софт: наш увлекательный опыт разработки ПО 
для научного и медицинского оборудования
Долгушин Сергей Анатольевич
к.ф.-м.н., директор ООО «Айвок»

16:45–17:00 Меры поддержки разработки научного оборудования 
и опыт его передачи в серийное производство
Веретенников Александр Владимирович
заместитель генерального директора по научно-
технической работе и проектам АО «ЭЗАН»

17:00–17:30 Дискуссия

17:30–18:00
Торжественное закрытие конференции

Награждение молодых ученых за лучшие устные и стендовые доклады
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Стендовые доклады

1. Влияние отражения света в линейке капилляров на 
аналитическую чувствительность генетического анализатора
Владимиров Федор Львович
ведущий инженер ИАП РАН

2. Коррекция аддитивной и мультипликативной составляющих 
неравномерности освещения в изображениях секвенатора ДНК 
«Нанофор СПС»
Манойлов Владимир Владимирович
д.ф.-м.н., заведующий лабораторией ИАП РАН

3. Распознавание кластеров ДНК в данных 
высокопроизводительного секвенирования методами машинного 
обучения
Сараев Алексей Сергеевич 
инженер 1 категории ИАП РАН

4. Калибровочное устройство для оценки качества реакционных 
ячеек генетического анализатора «Нанофор СПС»
Зубик Александра Николаевна 
научный сотрудник ИАП РАН

5. Учет базовой линии и компенсация перекрестных помех 
сигналов флуоресценции при обработке данных секвенирования 
по Сэнгеру на приборе «Нанофор 05»
Гордеев Алексей Никитич
студент СПбАУ РАН им. Ж. И. Алферова

6. Использование обратных функций для обработки сигналов 
в задаче секвенирования ДНК 
Логинов Александр Ярославович 
инженер ИАП РАН
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7. Влияние модификации внутренней поверхности капилляров  
на качество секвенирования по Сенгеру
Ващенко Кристина Дмитриевна 
инженер ИАП РАН, инженер ООО НПФ «Синтол»

8. Желатиновые гель-лифтеры для сбора и дальнейшей экстракции 
нуклеиновых кислот с пористых поверхностей 
Гермаш Наталия Николаевна 
младший научный сотрудник ИАП РАН

9. Сравнение пространственных характеристик шаблонов  
для данных массового параллельного секвенирования 
Ямановская Анастасия Юрьевна 
инженер ИАП РАН

10. Опыт использования генетического анализатора «Нанофор 05» 
для молекулярной диагностики наследственных заболеваний на 
примере наборов для анализа генов HTT, AR И UGT1A1 
Исаев Денис Алексеевич 
научный сотрудник ООО НПФ «Синтол»

11 Разработка метода химической линеаризации ДНК для 
реализации парноконцевого секвенирования в приборах 
массового параллельного секвенирования
Малахова Мария Алексеевна
младший научный сотрудник ООО НПФ «Синтол»

12 Моделирование первичных данных при одномолекулярном 
секвенировании в реальном времени 
Васильева Екатерина Кимовна
научный сотрудник ИАП РАН

13 Разработка гиротрона с холодным полевым эмиттером  
для спектроскопических приложений
Тарадаев Сергей Петрович
аспирант СПбПУ Петра Великого
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14 Пространственная сепарация ионов, разделенных по времени 
пролета
Коваль Кирилл Алексеевич
студент СПбПУ Петра Великого

15 Радиочастотные каналы для транспортировки ионов, 
использующие мультипольное сегментирование электродов
Масюкевич Сергей Владимирович
старший научный сотрудник ИАП РАН

16 Транспортирующая радиочастотная воронка сложной формы 
как интерфейсный элемент для согласования аксептанса масс-
анализатора и эмиттансов варьируемых источников ионов
Лисицын Леонид Андреевич
ведущий инженер-исследователь ООО «Люмэкс»,  
аспирант ИАП РАН

17. Особенности транспортировки ионов через первую ступень 
системы дифференциальной откачки с повышенным давлением 
Ткач Егор Андреевич 
младший научный сотрудник ИАП РАН

18. Функционализация мишени для малди-масс-спектрометрии 
металл-аффинными сорбентами на основе стеаратов 
лантаноидов 
Хомяк Александра Евгеньевна 
лаборант-препаратор ФГБУ НКЦТ им. С. Н. Голикова ФМБА России

19. Система экспрессного скрининга реакционноспособных 
метаболитов ксенобиотиков методом МАЛДИ  
масс-спектрометрии 
Афанасьева Анна Андреевна 
младший научный сотрудник ФГБУ НКЦТ им. С. Н. Голикова  
ФМБА России 
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20. Разработка гидрогелевых биочернил с желатиновыми 
микрогелями для 3D-биопечати 
Тюшкевич Андрей Андреевич 
аспирант СПбАУ РАН им. Ж. И. Алферова

21. Синтез PLGA наночастиц с оболочкой Pluronic F127 при помощи 
наноосаждения в микрофлюидном миксере
Наумов Евгений Игоревич
аспирант СПбАУ РАН им. Ж. И. Алферова

22. Создание тестовых структур для сканирующей капиллярной 
микроскопии
Жуков Михаил Валерьевич 
научный сотрудник ИАП РАН

23. Полимерные микрофлюидные чипы для исследования клеточных 
культур в экстремальных условиях
Шубина Мария Алексеевна
cтудентка магистратуры СПбГЭТУ «ЛЭТИ»

24. Оптимизация технологии термокомпрессионного связывания 
функциональных слоев полимерных микрофлюидных чипов
Глазкова Анастасия Александровна 
cтудентка магистратуры СПбГЭТУ «ЛЭТИ»

25. Гибридный микрофлюидный реактор для выделения белковых 
структур
Новикова София Павловна
cтудентка СПбГЭТУ «ЛЭТИ»

26. Исследование технологии формирования массивов полимерных 
микролинз для флуориметрических биосенсорных систем 
Хасанова Диана Ильдаровна 
аспирант СПбГЭТУ «ЛЭТИ»
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27 Разработка методики определения активности фермента 
аргининдеиминазы при помощи вольтамперометрического 
аммиачного сенсора на основе сульфата меди (II) с полимерной 
мембраной
Сычинская Ксения Алексеевна
студентка СПбГУ

28. Интеграция моделирования и эксперимента в исследовании 
капиллярных клапанов: подход к ускоренной разработке 
микрофлюидных диагностических чипов 
Агишева Александра Романовна 
ученый-исследователь ООО «Рапид Био»

29. Создание и оптимизация диагностической платформы для 
детекции мутаций вируса гриппа на основе технологии  
CRISPR-Cas
Горьковская Александра Андреевна
лаборант-исследователь СПбПУ Петра Великого

30. Классификация электрокардиосигналов сверхвысокого 
разрешения с помощью нейронных сетей
Денисова Елена Артемовна
младший научный сотрудник ИАП РАН

31. Обнаружение характерных точек электрокардиосигнала  
на основе дробных преобразований
Логачев Евгений Павлович 
младший научный сотрудник ИАП РАН

32. Миниатюрный оптический датчик для мониторинга 
микроциркуляции при тепловой пробе 
Медведева Екатерина Александровна 
доцент СПбПУ Петра Великого
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33. Разработка методики градуировки сенсоров на аммиак
Матьяш Екатерина Валерьевна
студентка магистратуры Института химии СПбГУ

34. Регистрация белков с помощью твердотельной нанопоры 
Друян Лидия Михайловна 
студентка Университета ИТМО

35. Интеграция оптических и электрофизиологических методов in 
vivo для исследования нарушений нейронной активности при 
болезни Альцгеймера
Кулясов Кирилл Денисович
студент СПбПУ Петра Великого

36. Вольтамперометрическое определение адреналина на электроде, 
модифицированном молекулярно импринтированным полимером
Хайруллина Дарина Юрьевна 
аспирантка Казанского (Приволжского) федерального университета

37. Прототипирование зрительных имплантов с помощью 
биолабораторного оборудования 
Гагарина Марина Михайловна 
лаборант СПбАУ РАН им. Ж. И. Алферова

38. PiPer4 и NELM — открытые программные пакеты для создания 
биоэлектронных приборов и обработки получаемых с их 
помощью данных 
Бойцова Наталья Андреевна 
студентка СПбАУ РАН им. Ж. И. Алферова 

39. Прижизненная флуоресцентная диагностика клеток 
в биоэлектронных устройствах при помощи красителя abds 
Абелит Анна Андреевна
аспирантка и младший научный сотрудник  
СПбАУ РАН им. Ж. И. Алферова
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40. Разработка гибридной микрофлюидной системы на основе 
пленочного фоторезиста для синтеза магнитных липосом 
Вальшина Ралина
студентка СПбГЭТУ «ЛЭТИ»

41. Технологические возможности, опыт разработки и производства 
твердотельных устройств для применения в биомедицинских 
изделиях
Тугушев Марат Шамильевич
начальник сектора АО «Светлана-Электронприбор»

42. Регистрация функциональной активности одиночных белковых 
молекул с помощью твердотельного нанопорового биосенсора
Ваулин Никита Васильевич
младший научный сотрудник СПбАУ РАН им. Ж. И. Алферова

43. Опыт использования генетического анализатора «Нанофор 05» 
для оценки качества геномных библиотек на примере образцов, 
приготовленных наборами Syntera 2 ДНК и NEB
Монахова Юлия Андреевна
научный сотрудник ООО НПФ «Синтол»

44. Разработка оптически прозрачного термоциклера  
для микрофлюидных чипов
Жуков Николай Павлович
инженер ИАП РАН

45. Сравнение алгоритмов обработки графиков плавления ДНК
Морозов Роман Ростиславович
инженер ИАП РАН

46. Разработка биосенсорной системы на основе наностержней 
оксида цинка для обнаружения лактоферрина
Принцева Алина Сергеевна
студентка СПбГЭТУ «ЛЭТИ»
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47. Изготовление гибкой имплантируемой электроники методами 
лазерной абляции
Катунов Тимур Дмитриевич
аспирант СПбАУ РАН им. Ж. И. Алферова

48. Платформенное решение для IVD: приборы и ПО
Телегина Александра Валерьевна
проектный менеджер ООО «РапидБио»

49. Электрохимическое детектирование лактата с применением 
наноструктурированных покрытий на основе оксида 
и гидроксида никеля
Полидаускайте Анна Валерьевна
студентка СПбГЭТУ «ЛЭТИ»
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ЦИФРОВЫЕ ИЗМЕРЕНИЯ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ

М. Л. Филипенко
mlfilipenko@gmail.com

Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, 
630090, Новосибирск, пр. Академика Лаврентьева, 8 

В презентации рассматриваются современные достижения в об-
ласти цифровых измерений биологических молекул, включая циф-
ровую ПЦР (dPCR), цифровой иммуноферментный анализ белков 
(dELISA, SIMOA, SMCT), а также высокопроизводительные плат-
формы для анализа протеомных биомаркеров (Olink).

Цифровые измерения это абсолютное количественное определе-
ние молекул аналита (в штуках), основанное на распределении об-
разца по большому количеству микрореакционных ячеек (капель, 
лунок и др.), часто существенно превышающему количество молекул 
в образце, с последующим детектированием присутствия или отсут-
ствия целевой молекулы в каждой ячейке. Ключевое условие — воз-
можность обнаружения одиночной молекулы, что достигается за счет 
систем амплификации сигнала (например, real-time PCR, ELISA). 
Метод опирается на распределение Пуассона, позволяющее точно 
рассчитать исходную концентрацию аналита по доле «пустых» ячеек, 
без использования калибровочных кривых.

Исторически концепция цифровых измерений восходит к рабо-
там Маккрэди (1915) по серийным разведениям при посеве бактерий 
для определения их титра, а в молекулярной биологии — к экспери-
ментам Ротмана (1961) по детекции единичных молекул фермента 
бета-галактозидазы. Цифровая ПЦР (digital PCR; dPCR) как метод 
цифрового анализа нуклеиновых кислот стала возможной после по-
явления real-time PCR, в которой гидролиз специфического флуорес-
центно меченого зонда генерирует флуоресцентный сигнал, пропор-
циональный накоплению ДНК ампликона, что позволяет выявлять 
единичные молекулы ДНК. Современная цифровая ПЦР обеспе-
чивает высокую точность, воспроизводимость и  чувствительность 
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анализа ДНК (LOQ < 5 копий), что делает ее «золотым стандартом» 
для: приготовления референсных образцов ДНК/РНК, выявления 
редких соматических мутаций, количественного профилирования 
бактерий, вирусов, хромосом и их фрагментов в геноме человека, вы-
сокоточного профилирования микроРНК и мРНК и многого друго-
го. Проникновение dPCR в клинику и другие практические отрасли 
неразрывно связано с эволюционированием технологических плат-
форм для осуществления этого метода. 

Современные платформы (SCI Digital, RainSure, Bio-Rad QX600, 
QIAcuity, QuantStudio Absolute Q, Digital LightCycler) поддерживают 
до 6 флуоресцентных каналов и десятки тысяч ячеек на реакцию, что 
расширило возможности измерений и привело к появлению новых 
возможностей для практического применения. Современные циф-
ровые методы обеспечивают принципиально новый уровень чув-
ствительности, точности и динамического диапазона анализа биоло-
гических молекул, что невозможно достичь традиционными подхо-
дами.

В презентации мы попытались отразить текущие проблемы и за-
дачи для совершенствования как технологических платформ и  ре-
агентной базы, так и  расширение спектра применения цифровой 
ПЦР в биологии, медицине и сельском хозяйстве.
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ТЕХНОЛОГИИ ГИБРИДНОЙ АМПЛИФИКАЦИИ ДНК: 
ОСОБЕННОСТИ, МЕХАНИЗМЫ И ПРАКТИЧЕСКОЕ 

ПРИМЕНЕНИЕ

К. Б. Игнатов1, *, Д. А. Варламов2, И. О. Маркина2

* ignatovkb@bk.ru

1 Институт общей генетики им. Н. И. Вавилова РАН, 119991, Москва,  
ул. Губкина, 3
2 НПФ Синтол, 127434, Москва, ул. Тимирязевская, 42, корп. Б

Методы амплификации нуклеиновых кислот (НК) широко ис-
пользуются в  науке, медицине и  криминалистике для различных 
молекулярно-биологических анализов и детекции генетического ма-
териала. Пандемия COVID-19, вызванная вирусом SARS-CoV2, ярко 
показала значимость этих технологий для быстрого и надежного вы-
явления НК-содержащих патогенов. 

«Золотым стандартом» амплификации НК является полимеразная 
цепная реакция (ПЦР) (polymerase chain reaction, PCR), старейший 
и наиболее популярный метод амплификации ДНК. ПЦР протекает 
в  режиме термоциклирования, и  для ее проведения требуется тер-
мостабильная ДНК-полимераза. К основным достоинствам метода 
следует отнести: высокую чувствительность (позволяет детектиро-
вать единичные молекулы НК), специфичность реакции и распро-
страненность оборудования для проведения ПЦР. 

Методы изотермической амплификации НК стали завоевы-
вать популярность с  начала 2000-х гг., с  момента появления тех-
нологии петлевой амплификации НК (loop-mediated isothermal 
amplification, LAMP). Для проведения изотермической амплифи-
кации необходимо использовать ДНК-полимеразу с  цепь-вытес-
няющей активностью. Основным достоинством LAMP и  других 
изотермических методов в  сравнении с  ПЦР является высокая 
скорость реакции амплификации из-за отсутствия термоцикли-
рования и,  как следствие, короткое время проведения анализа. 
Однако чувствительность анализов, основанных на изотермических 
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реакциях, в ряде случаев оказывается существенно ниже, чем чув-
ствительность ПЦР.

С созданием ДНК-полимераз обладающих одновременно вы-
сокой термостабильностью и  высокой цепь-вытесняющей актив-
ностью [1], стало возможно соединить в  одной реакции процессы 
термоциклической (ПЦР) и  изотермической амплификации ДНК. 
Такое совмещение процессов позволило увеличить эффективность 
амплификации и  чувствительность анализа, одновременно суще-
ственно сократив время его проведения. Среди методов гибридной 
амплификации, сочетающих ПЦР и  изотермическую амплифика-
цию, следует отметить: полимеразную цепную вытесняющую ре-
акцию (polymerase chain displacement reaction, PCDR) [1, 2], coupled 
PCR-LAMP [3], pulse rolling circle amplification (pulse-RCA) [4] и не-
давно разработанную цепную реакцию с вытеснением цепи (strand 
displacement chain reaction, SDCR) [5]. В  докладе рассмотрены ме-
ханизмы и особенности этих реакций, а также их практическое ис-
пользование для детекции и анализа генетического материала.
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УНИВЕРСАЛЬНАЯ СИСТЕМА ДИАГНОСТИКИ 
ИНФЕКЦИОННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ НА ОСНОВЕ CAS 

НУКЛЕАЗ И РЕКОМБИНАЗНОЙ ПОЛИМЕРАЗНОЙ 
АМПЛИФИКАЦИИ

А. А. Алексеев1, А. Д. Ведяйкин1, А. Н. Арсениев1, Т. А. Заир-Бек1,  
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Рост числа новых вирусных инфекций и стремительное распро-
странение антимикробной устойчивости среди бактерий значитель-
но увеличивают показатели заболеваемости и летальности от инфек-
ционных заболеваний. Эффективное сдерживание эпидемиологи-
ческого распространения таких инфекций и назначение адекватной 
терапии пациентам требуют быстрой, высокочувствительной и  до-
ступной диагностики — особенно в условиях, где важна возможность 
проведения тестирования непосредственно у постели пациента.

На сегодняшний день «золотым стандартом» выявления пато-
генов остается ПЦР-диагностика, отличающаяся универсально-
стью, возможностью мультиплексного анализа и  исключительной  
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чувствительностью. Вместе с  тем ее применение ограничено необ-
ходимостью дорогостоящего оборудования, высокой квалификации 
персонала и относительно длительным временем выполнения теста. 
В  условиях массового скрининга или при необходимости срочного 
результата эти факторы становятся критическими.

В связи с этим перспективным направлением является разработ-
ка универсальных диагностических платформ, сочетающих высокую 
скорость, простоту использования, мобильность и низкую стоимость. 
Современные подходы, такие как SHERLOCK [1] и DETECTR [2], 
основаны на применении систем CRISPR-Cas и их коллатеральной 
активности. Упомянутая активность заключается в  том, что, после 
распознавания целевой нуклеиновой кислоты (РНК или ДНК ис-
комого патогена) комплексом Cas-нуклеазы с направляющей РНК, 
происходит неспецифическая деградация флуоресцентных зондов, 
что позволяет визуализировать результат. Такие системы отличают-
ся высокой специфичностью и  чувствительностью, работают при 
сравнительно низких температурах (около 37 °C) и  могут быть со-
вмещены с  изотермическими методами амплификации, например, 
рекомбиназно-полимеразной амплификацией (РПА), что дополни-
тельно ускоряет анализ. Таким образом, полный цикл тестирования 
при таком подходе занимает 20–40 минут при сохранении высокой 
чувствительности.

Нами разрабатывается отечественная система изотермической 
амплификации РПА, полностью состоящая из самостоятельно син-
тезированных белков, системы детекции генетического материала 
патогенов на основе коллатеральной активности Cas-белков соб-
ственного производства, а также портативное устройство для экс-
пресс-регистрации сигнала.

Прототип созданной нами системы диагностики успешно прошел 
апробацию в ГБУЗ «МНПЦЛИ ДЗМ» на клинических образцах с ис-
пользованием SARS-CoV-2 в качестве модельного патогена.
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МЕТОДЫ ВАЛИДАЦИИ ПРОЦЕССОВ  
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В докладе представлены решения компании ДНК-Технологии 
в  области контроля технологических процессов выделения, пробо-
подготовки и контроля оборудования для проведения ПЦР.

Данные решения представлены в рамках концепции «тотального 
контроля», включающего в себя:

контроль треков;
контроль процессов;
контроль оборудования.
Объединение оборудования ПЦР-лаборатории в единый роботи-

зированный комплекс позволяет оптимизировать типовые сценарии 
рутинных исследований и повысить эффективность и устойчивость 
получаемых лабораториями результатов.

Предлагаемый подход от ДНК-Технологии позволяет реали-
зовать сквозной алгоритм действий сотрудников лабораторий от 
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преаналитического этапа до выдачи готовых решений в максималь-
но сжатые сроки при сохранении принципа воспроизводимости 
и достоверности результата.

ПРОИЗВОДСТВО ИЗДЕЛИЙ ИЗ КВАРЦЕВОГО СТЕКЛА ДЛЯ 
ХИМИЧЕСКОЙ ПРОМЫШЛЕННОСТИ И АНАЛИТИЧЕСКОГО 

ПРИБОРОСТРОЕНИЯ: СОСТОЯНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ

М. А. Померанцев¹, *, В. В. Романова²
* markaron@yandex.ru

¹ АО «Гусевский стекольный завод имени Ф. Э. Дзержинского», 601550,  
г. Гусь-Хрустальный, пр. 50-летия Советской Власти, 8
² Институт аналитического приборостроения РАН, 198095,  
Санкт-Петербург, ул. Ивана Черных, 31–33, лит. А

Акционерное общество «Гусевский стекольный завод 
им. Ф. Э. Дзержинского» (АО СЗД) является единственным в России 
предприятием полного производственного цикла по выпуску изде-
лий из кварцевого стекла в виде оптических заготовок, труб широко-
го размерного ряда и изделий разнообразных форм. В органической 
химии и  биологической промышленности использовались изделия 
из многокомпонентных специальных стекол. Кварцевое стекло об-
ладает избыточными свойствами для этих направлений и является 
более дорогостоящим [1].

Целью работы является развитие отечественного направления 
кварцевого химического машиностроения и  аналитического при-
боростроения в рамках государственной программы по увеличению 
объемов малотоннажной и среднетоннажной химии на 30 % к 2025 г. 
и на 70 % — к 2030 г. по сравнению с 2020 г. Проект направлен на 
создание опытного производства изделий из синтетического квар-
цевого стекла с  полным технологическим циклом — от плавки до 
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готовой аппаратуры, включая элементы для фотохимических, плаз-
мохимических, УФ- и  высокотемпературных процессов. Задачами 
проекта являются разработка и внедрение аппаратов из кварцевого 
стекла, обеспечивающих проведение реакций при температурах до 
400–600 °С, создание миниатюрных реакторов для фотохимических 
синтезов, арматуры и клапанов для агрессивных сред, а также фор-
мирование технологической базы для серийного выпуска лаборатор-
ных и промышленных узлов аналитического применения. 

АО СЗД является единственным в России предприятием полного 
производственного цикла. Предприятием разработаны и утвержде-
ны технические условия (ТУ 21-23-238-88) на изделия из прозрач-
ного кварцевого стекла специального назначения. Инфраструктура 
предприятия обеспечивает изготовление изделий среднего уровня 
точности с габаритами: диаметр до 150 мм и длина до 2500 мм (рис. 1). 

Освоены разработки кранов, клапанов и  инжекторов платфор-
мы «кран — инжектор — клапан» для рабочих сред с температурой 
до 400  °C, выполненные из кварцевого стекла с  высокой химиче-
ской стойкостью и  прозрачностью. Разработаны и  изготовлены 
опытные образцы технологического оборудования: ректификаци-
онная колонна из кварцевого стекла диаметром 180 мм, собранная 
из до 7 модулей для непрерывного режима работы; опытный реак-
тор для ректификации, экстракции и синтеза кремнийорганических  

 Рис. 1. Горелки индуктивно связанной плазмы с габаритами: диаметр 
до 150 мм и длина до 2500 мм
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соединений. Была реализована совместная разработка: установ-
ка плазмохимической обработки сыпучих материалов, оснащенная 
плазмотроном, разработанным АО СЗД, и электронным пускорегу-
лирующим аппаратом плазматрона, созданным Институтом силь-
ноточной электроники Сибирского отделения РАН. Также разрабо-
тана опытная установка утилизации хлорорганических соединений 
методом сжигания, реализующая технологию газофазного синтеза 
диоксида кремния (SiO2) из летучего тетрахлорида кремния (SiCl4) 
с последующим формированием полученного продукта в конструк-
ционные изделия. В направлении аналитического приборостроения 
изготовлены кварцевые горелки индуктивно связанной плазмы, мо-
дернизированные камеры распыления, оптические кюветы и фото-
реакторы на светодиодах (одно- и  трехканальные модули), а также 
кварцевые гранулы для оптических реакторов. Основными преиму-
ществами изделий из кварцевого стекла являются высокая темпера-
турная стойкость (до 1100 °С), устойчивость к агрессивным реакци-
онным средам, оптическая прозрачность в широком диапазоне длин 
волн, возможность создания экстремальных условий проведения 
процессов и применение передовых методов активации химических 
реакций — плазменных, радиочастотных, микроволновых и  фото-
химических (ультрафиолетовых). Компактность и высокая точность 
кварцевых изделий позволяют разрабатывать миниатюрные реакто-
ры для аналитических и  биотехнологических систем. Проведенные 
инициативные разработки показывают высокую степень готовности 
АО СЗД к переходу на выпуск аппаратуры для инновационных хими-
ческих технологий и аналитического приборостроения. Представлен 
проект создания на предприятии направления кварцевого химиче-
ского машиностроения и оснащения аналитических приборов соот-
ветствующими изделиями с целью обеспечения импортозамещения 
отечественного приборного производства.
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Ранняя диагностика туберкулеза с  одновременным определени-
ем лекарственной устойчивости — ключевое условие эффективно-
го лечения и  прерывания цепи передачи инфекции. Современные 
молекулярно-генетические методы анализа, реализованные в таких 
системах, как Xpert MTB/RIF Ultra и  Truenat, обеспечивают выяв-
ление M. tuberculosis и рифампицин-устойчивости в течение 2 часов 
с высокой чувствительностью и специфичностью [1]. В России доля  
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МЛУ-ТБ среди новых случаев пре-
вышает 30 % в отдельных регионах 
[2], и  такие методы экспресс-ди-
агностики позволяют незамедли-
тельно назначить адекватную те-
рапию, избегая неэффективного 
лечения и формирования широкой 
устойчивости. Однако доступность 
и стоимость указанных импортных 
устройств не позволяет применять 
их на уровне первичного звена 
и  удаленных областях страны. Ак-
туальной задачей является создание 
отечественных автоматизирован-
ных устройств для молекулярной 
диагностики туберкулеза и опреде-
ления устойчивости к антибиоти-
кам.

В данной работе описывается ав-
томатическое устройство для диагностики туберкулеза и антибиоти-
корезистентности — от идеи до реализации. Рассмотрены ключевые 
этапы разработки в технической и биологической части. Представле-
ны характеристики реализованной в устройстве ПЦР тест-системы 
по определению МБТ и устойчивости к рифампицину.

Краткое описание системы: устройство состоит из анализатора, 
управляющего компьютера и набора реагентов в виде одноразовых 
картриджей и  расходных материалов. Для выполнения анализа не 
требуется специальных условий и  дополнительного оборудования. 
Пробоподготовка не более 10 минут. Общее время анализа 2–2,5 часа. 
По завершении система автоматически обрабатывает полученные 
в ходе анализа данные и выдает результат в доступном и понятном 
виде. Внешний вид устройства представлен на рис. 1.

Рис. 1. Внешний вид пяти 
устройств с установленными 

картриджами в предстартовом 
положении
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пр. Обуховской обороны, д.70, корп. 2, лит. Е 
2 Институт аналитического приборостроения РАН, 198095,  
Санкт-Петербург, ул. Ивана Черных, 31–33, лит. А

Традиционной сферой применения масс-спектрометрии с  тле-
ющим разрядом является элементный и изотопный анализ твердых 
проб. Однако было показано, что данный метод может применяться 
для определения летучих органических соединений (ЛОС) в воздухе, 
что может быть применено для малоинвазивной диагностики забо-
леваний по маркерам в выдыхаемом воздухе, например, для ранней 
диагностики рака легких и различных инфекционных заболеваний. 
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Использование масс-спектрометрии с  микросекундным импульс
ным тлеющим разрядом позволяет определять широкий круг ЛОС 
с  высокой чувствительностью и  низкой степенью фрагментации 
[1, 2].

В ходе данного исследования были определены оптимальные ус-
ловия ионизации ЛОС в  воздухе, позволяющие достичь пределов 
обнаружения на уровне единиц ppbv при существенно более низ-
кой степени фрагментации в сравнении с электронной ионизацией. 
Были исследованы образцы выдыхаемого воздуха с использованием 
масс-спектрометра с  ионизацией в  микросекундном импульсном 
тлеющем разряде Люмас ИТР-301 (ООО «Люмэкс», Санкт-Петер-
бург, Россия). Использование масс-спектрометрии с высоким разре-
шением (6000, m/z = 208 Да) позволило установить брутто-формулы 
с использованием значений точных масс для порядка 70 компонент. 
Для данных компонент была проведена оценка концентрации в вы-
дыхаемом воздухе, а также для части компонент были предложены 
возможные соединения.
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РАЗРАБОТКА ЭКСПРЕСС ТЕСТ-СИСТЕМЫ ДЛЯ ОЦЕНКИ 
ИЗМЕНЕНИЙ ФУНКЦИЙ ФАГОЦИТОВ ПРИ ПАТОЛОГИЯХ
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Хемилюминесцентные методы широко применяются для реше-
ния множества научно-исследовательских и рутинных задач, требу-
ющих количественной характеризации химических/биохимических/
клеточных процессов, сопровождающихся явлением хемилюминес-
ценции. Так, в практической медицине они используются при реше-
нии ряда задач, включая: 

– оценку состояния (про/анти)оксидантных систем больных 
и эффективности проводимых терапевтических мероприятий; опре-
деление непереносимости лекарственных препаратов;

– изучение функциональной активности клеток крови, включая 
оценку состояния фагоцитарного звена иммунитета в норме и патоло-
гии; выявление осложнений у беременных женщин и новорожденных;

– определение антиоксидантной активности фармакологических 
препаратов, поиск новых лекарственных кандидатов.

Хемилюминесцентный анализ используется также для контроля 
безопасности продуктов питания, пищевых добавок и косметологи-
ческих средств, исследования качества питьевой воды, анализа водо-
емов, почвы, воздуха и помещений на содержание вредных веществ, 
контроля отходов и сбросов промышленных предприятий, определе-
ния токсичности новой продукции, контроля технологических про-
цессов в режиме реального времени и т. д.

Для решения многих рутинных задач требуется применение про-
изводительных многоканальных хемилюминометров, причем изу-
чение быстропротекающих процессов требует регистрации данных 
с  частотой на уровне 10 Гц. При этом желательно использование 
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по возможности меньшего объема пробы, что становится особенно 
критичным, например, при анализе функциональной активности 
клеток крови новорожденных. Большинство хемилюминометров, 
представленных на отечественном рынке (Lum-5773 и  Lum-1200, 
МГУ им. М. В. Ломоносова; Флюорат-02, Люмэкс, Россия; Ormed-
LUM, НВП «Орбита», Россия; БХЛ-06, НИЦ «Биоавтоматика», Рос-
сия; Биотокс-10М, ООО «НЕРА-С», Россия; БХЛ-1, БГУ, Белорус-
сия), являются одноканальными, предназначены для работы с про-
бами объема свыше 0,5 мл и не обеспечивают частоту регистрации 
данных свыше 1 Гц. Наиболее близок к оптимальному для решения 
рутинных задач набору технических характеристик 12-канальный хе-
милюминометр Lum-1200, МГУ им. М. В. Ломоносова, но он харак-
теризуется предельной частотой регистрации данных, равной 1  Гц, 
и  минимальным объемом пробы 50 мкл (макс. 3 мл). Скоростной 
многоканальный микрохемилюминометр при том же самом количе-
стве каналов способен обеспечить минимальный объем пробы, рав-
ный 10 мкл (макс. 0,2 мл), при частоте регистрации данных вплоть 
до 50 Гц. Прибор обеспечивает термостатирование проб в диапазоне 
температур 32–42 ОС с точностью ±0,5 ОС, автоматическое поддер-
жание нулевого уровня сигнала и широкий динамический диапазон 
измерений, не менее 3 порядков величины. В  2009 г. на базе ИБП 
РАН с  участием специалистов ИБК РАН был разработан экспери-
ментальный образец аналогичного прибора, испытания которого на 
базе нескольких организаций (ИБП РАН, ИБК РАН, НМИЦ АГП 
им. В. И. Кулакова, РГМУ, больница Отрадинского ТМК (Ступин-
ский р-н Моск. обл.), СПбГТУ) получили высокую оценку. В ФИЦ 
ПНЦБИ РАН прибор применяется для проведения исследований 
регуляции оксидазной активности в  гранулоцитах, выявления осо-
бенностей оксидазной активности в  клетках крови при различных 
заболеваниях, а также оценки свойств фармацевтических препара-
тов и воздействия на них различных факторов. Разработанный ранее 
прибор требует проведения глубокой модернизации, в том числе рас-
ширения температурного диапазона кюветодержателя до 32–42 ОС, 
обновления программного обеспечения, актуализации интерфейса 
связи с компьютером, перевода на отечественные элементную базу 
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и комплектующие в связи с санкционными запретами, наложенны-
ми на Россию, что сопряжено с внесением конструкционных изме-
нений.

НЕИНВАЗИВНАЯ ОЦЕНКА КОНЦЕНТРАЦИИ ГЛЮКОЗЫ 
В КРОВИ ПРИ ПОМОЩИ ВОЛОКОННО-ОПТИЧЕСКИХ 

ДАТЧИКОВ ПУЛЬСОВОЙ ВОЛНЫ

А. А. Маркварт, Н. А. Ушаков*

* n.ushakoff@spbstu.ru

Санкт-Петербургский политехнический университет Петра Великого, 
195251, Санкт-Петербург, ул. Политехническая, 29

Неинвазивный мониторинг глюкозы необходим для улучшения 
качества жизни больных диабетом, однако существующие методы 
сложны, дороги и  пока не пригодны для портативных устройств. 
В настоящей работе рассматривается возможность оценки концен-
трации глюкозы в крови по параметрам пульсовой волны (ПВ), ре-
гистрируемой неинвазивным датчиком, а также анализируются био-
физические процессы, влияющие на такие измерения и  варианты 
реализации портативного устройства.

Пульсовая волна — это механическая волна, распространяюща-
яся по артериям из-за сердечных сокращений. Ее характеристики 
зависят от механических свойств крови, стенок сосудов и  окружа-
ющих тканей, которые зависят от уровня глюкозы. Осмотическое 
проникновение глюкозы в биологические ткани также влияет на их 
упругость [2], что позволяет использовать параметры волны для не-
прямой оценки концентрации глюкозы.

Первым этапом работы является разработка высокоточных не-
инвазивных датчиков ПВ с  минимальными искажениями сигнала. 
Наиболее перспективными являются оптические методы измерений 



АналитБиоПрибор-2025

38

благодаря их точности, безопасности и компактности. В отличие от 
фотоплетизмографии, чувствительной к капиллярному кровотоку 
[1], оптические волоконные датчики позволяют регистрировать па-
раметры артериальной ПВ. В  работе исследованы несколько типов 
таких датчиков: волоконно-оптический интерферометр Фабри — 
Перо (ИФП), брэгговская решетка, межмодовый интерферометр 
и оптическая когерентная томография с волоконным зондом.

Отдельной задачей было сравнение работоспособности и  эф-
фективности различных подходов измерения сигналов ПВ. Для 
этого был предложен ряд метрик качества сигнала ПВ: отношение 
сигнал  — шум; доля успешно извлеченных сигнальных признаков 
(систолические пики и основания волн); корреляция повторяющих-
ся интервалов ПВ; повторяемость параметров разложения ПВ.

Измерения сигналов ПВ для сравнения чувствительных элемен-
тов производились одновременно в четырех точках: на сонной арте-
рии, на лучевых артериях обоих рук (запястья), на большеберцовой 
артерии (бедро). В измерениях участвовали 10 здоровых испытуе-
мых, все измерения проходили в течение 5 минут в двух режимах: 
испытуемый находился в  неподвижном состоянии либо совершал 
телодвижения. Полученные сигналы были обработаны, и для всех 
испытуемых и  режимов испытаний были найдены критерии ка-
чества сигналов ПВ. Оптимальными по соотношению качества 
сигналов и  требований к  оптоэлектронной системе регистрации 
сигналов оказались ИФП [4]. Данные чувствительные элементы 
использовались для регистрации сигналов ПВ при дальнейших ис-
следованиях.

В измерениях участвовало 3 испытуемых, применялась следую-
щая методика измерений: с интервалом в несколько дней для каж-
дого испытуемого проводились два стандартных теста на толерант-
ность к глюкозе, во время каждого из них испытуемый выпивал ста-
кан теплой воды с растворенными 75 граммами глюкозы, после чего 
в течение часа регистрировались сигналы ПВ и каждые 2 минуты ин-
вазивно измерялся уровень глюкозы в крови. В результате концен-
трация глюкозы в крови испытуемых варьировалась в пределах от 3,6 
до 9 ммоль/л (от 65 до 160 мг/дл).
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Результаты инвазивного измерения концентрации глюкозы ис-
пользовались в качестве референсных значений при разработке ма-
тематической модели и в качестве опорных значений для верифика-
ции модели. Измерения ПВ проводились одновременно при помощи 
четырех мультиплексированных ИФП в четырех точках: на запястьях 
обеих рук (лучевые артерии), на шее (сонная артерия) и на лодыжке 
(большеберцовая артерия).

Для снижения размерности входных данных при построении фи-
зико-математической модели, производилась декомпозиция сигна-
лов ПВ на прямую и 5 отраженных волн, в результате каждый пери-
од сигнала ПВ описывался 18 параметрами (амплитуды, положения 
и ширины прямой и отраженных волн). Модель, описывающая связь 
концентрации глюкозы в крови с параметрами сигнала ПВ, строи-
лась по данным, полученным в ходе первого измерения, и верифици-
ровалась по данным, полученным в ходе повторного измерения. Для 
данных, полученных от разных испытуемых, строились независимые 
математические модели. Наилучшую точность из реализованных мо-
делей показал метод опорных векторов с квадратичным ядром, сред-
няя для всех испытуемых ошибка оценки составила 0,39 ммоль/л.

При проведении вышеупомянутых измерений регистрация сиг-
налов волоконно-оптических датчиков производилась методами 
спектральной интерферометрии с использованием относительно до-
рогостоящих и громоздких суперлюминисцентного диода и оптиче-
ского спектрометра. Также была исследована возможность регистра-
ции сигналов ПВ волоконно-оптическим датчиком, регистрация 
сигналов которого происходит при помощи смартфона. В результате 
проведенных измерений было показано, что при помощи такой низ-
кобюджетной и портативной системы возможна регистрация сигна-
лов ПВ с показателями качества, сравнимыми с сигналами, получен-
ными системой спектральной интерферометрии [3].

При помощи системы оптической когерентной эластографии 
с пространственным разрешением около 10 мкм были исследованы 
эластические свойства артериальных стенок при проведении стан-
дартного теста на толерантность к глюкозе, а также при внешнем ло-
кальном применении раствора глюкозы в качестве просветляющего 
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агента. Было показано, что при изменении концентрации глюкозы 
в  крови от 4 до 9 ммоль/л жесткость капиллярных и  артериальных 
стенок изменяется у разных испытуемых на 10–20 %, что хорошо со-
гласуется с наблюдаемыми изменениями скорости ПВ.

Полученные результаты указывают на возможность неинвазив-
ной оценки концентрации глюкозы в крови при помощи коммерче-
ски доступных носимых устройств. Дальнейшие исследования будут 
направлены на разработку более точных и универсальных математи-
ческих моделей, описывающих связь концентрации глюкозы с пара-
метрами ПВ.
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С момента своего появления тандемная трехквадрупольная 
масс-спектрометрия нашла широчайшее применение во многих 
критически важных областях человеческой деятельности, в особен-
ности в  области биомедицинских исследований и  приложений [1], 
постепенно вытесняя альтернативные технологии. В частности, чис-
ло биомедицинских исследований на основе тандемной трехквад
рупольной масс-спектрометрии за последнее десятилетие выросло 
в 2–3 раза [2].

Введенные в 2022 г. экспортные ограничения затронули продук-
цию всех ведущих производителей тандемных масс-спектрометров, 
официальные поставки оборудования в  Россию и  авторизованное 
сервисное обслуживание было прекращено. Одним из ответов на этот 
вызов стала разработка в НИЯУ МИФИ в кооперации с ИАП РАН, 
АО «ЭЗАН», Первым МГМУ им. И. М. Сеченова, БФУ им. И. Канта 
отечественного тандемного трехквадрупольного масс-спектрометра 
с ионизацией методом электрораспыления. 

Проведенные предварительные исследования и  опрос пользо-
вателей позволили сформулировать круг минимальных требова-
ний, которым должен удовлетворять тандемный масс-спектрометр,  
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чтобы обеспечивать большую часть наиболее актуальных потреб-
ностей в  целевых областях приложений. Ключевым параметром 
являлась чувствительность, которая должна была быть соизмерима 
с этим параметром у наиболее массовых приборов, таких как Sciex 
Triple Quad 4500, Shimadzu LCMS-8045, Agilent 6460. Основными 
областями применения таких приборов являются научные исследо-
вания, предиктивная и  персонализированная медицина, контроль 
животноводческой и  растениеводческой продукции, безопасность 
и криминалистика, экологический мониторинг.

В настоящее время в НИЯУ МИФИ созданы макетный и опытный 
образцы прибора, проведены государственные приемочные испыта-
ния опытного образца, собираются образцы установочной серии для 
испытаний у заинтересованных потребителей. В приборе для иони-
зации пробы используется источник электрораспыления, транспорт 
ионов в камеру анализатора осуществляется через двухступенчатый 
интерфейс дифференциальной откачки, диссоциация ионов пред-
шественников осуществляется в ячейке столкновений на основе гек-
саполя, в  качестве детектора используется вторично-электронный 
умножитель с  непрерывным динодом канального типа. Результаты 

Рис. 1. Хроматограмма 1 пг стандартного образца резерпина 
(РЗП-ВНИИМ-ЭС) ГСО 12061-2022 в ацетонитриле в режиме 

массселективного детектирования (m/z 609 -> m/z 195) без 
математической обработки (сырые данные)
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испытаний показывают достижимость показателей назначения, со-
измеримых с достигаемыми на наиболее массовых масс-спектроме-
трах. В частности, на рис. 1 представлена хроматограмма 1 пг стан-
дартного образца резерпина (РЗП-ВНИИМ-ЭС) ГСО 12061-2022 
в  режиме масс-селективного детектирования без математической 
обработки (сырые данные). 

В дальнейшем планируется организовать в  партнерстве 
с АО «ЭЗАН» серийное производство, обеспечить условия для про-
движения и последующего сервисного обслуживания масс-спектро-
метра, а также расширить модельный ряд дифференцируемыми по 
чувствительности моделями ВЭЖХ-МС/МС, охватывающими ши-
рокий диапазон современных приложений.
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ТРАНСПОРТИРУЮЩИЕ РАДИОЧАСТОТНЫЕ КАНАЛЫ 
С ЭФФЕКТОМ А-ВОЛНЫ ПРИ НЕСТАНДАРТНОЙ 

КОНФИГУРАЦИИ ЭЛЕКТРОДОВ И ВЫСОКОЧАСТОТНЫХ 
НАПРЯЖЕНИЙ 

А. С. Бердников1, *, Л. А. Лисицын1, 2, С. В. Масюкевич1
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1 Институт аналитического приборостроения РАН, 198095,  
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Транспортирующие масс-спектрометрические устройства яв-
ляются полезной и важной составляющей частью современных 
масс-спектрометров. Один из вариантов подобных устройств это 
транспортирующие каналы с высокочастотными электрическими 
полями, обеспечивающие бегущую волну псевдопотенциала на оси 
(эффект «А-Волны») [1].

В силу того, что между псевдопотенциалом высокочастотного 
электрического поля и самим высокочастотным электрическим по-
лем отсутствует взаимно однозначная связь (см. монографии [2, 3], 
где последовательно излагается метод псевдопотенциала), эффект 
А-волны может наблюдаться при очень разных способах подачи вы-
сокочастотных напряжений на электроды системы, которые визу-
ально и технически сильно различаются. В частности, несмотря на 
то, что в первичном российском патенте [4] его авторы постарались 
перечислить максимально широкий класс электродов и радиоча-
стотных напряжений, с помощью которых возможно создание бегу-
щей волны псевдопотенциала, это не стало преградой для появления 
впоследствии аналогичных зарубежных патентов, эксплуатирующих 
этот же эффект [5].

Особенности положений патентного права и сложившиеся прак-
тики его применения достаточно часто позволяют выдавать за но-
вые изобретения конструкции, которые с точки зрения любого не-
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предвзятого физика совпадают с уже имеющимися патентами (осо-
бенно при столкновении интересов российских и зарубежных биз-
несов). Однако и сама по себе задача анализа неоднозначной матема-
тической связи между высокочастотными электрическими полями 
и  их псевдопотенциальными функциями, которая рассматривается 
в данном докладе с помощью модельных высокочастотных электри-
ческих потенциалов [6], представляет несомненный теоретический 
интерес и является нетривиальным интеллектуальным вызовом как 
для опытных исследователей, так и для молодых ученых. 
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ОПТИМИЗАЦИЯ ПОКАЗАТЕЛЕЙ НАЗНАЧЕНИЯ 
ТАНДЕМНОГО ТРЕХКВАДРУПОЛЬНОГО МАСС-

СПЕКТРОМЕТРА С ИОНИЗАЦИЕЙ ЭЛЕКТРОРАСПЫЛЕНИЕМ

М. Н. Крайнов*, А. Ю. Адамов, Е. Е. Сильников, А. А. Сысоев
* MNKrainov@mephi.ru

Национальный исследовательский ядерный университет «МИФИ», 115409, 
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Жидкостная хроматография / тандемная масс-спектрометрия се-
годня стала «золотым стандартом» точного и селективного определе-
ния содержания продуктов метаболизма в биологических жидкостях. 
Число опубликованных результатов биомедицинских исследований 
на основе тандемной трехквадрупольной масс-спектрометрии за 
последнее десятилетие выросло в 2-3 раза [1]. Экспортные ограни-
чения основных производителей таких приборов выявили техноло-
гические риски развития научных исследований в области персона-
лизированной и предиктивной медицины в нашей стране. С целью 
предотвращения негативных сценариев, связанных с возможностью 
реализации этих рисков, в  НИЯУ МИФИ при участии ИАП РАН, 
АО «ЭЗАН», БФУ им. И. Канта и Первого МГМУ им. И. М. Сече-
нова была поставлена опытно-конструкторская работа «Разработка 
тандемного трехквадрупольного масс-спектрометра с  ионизацией 
электрораспылением», в рамках которой был выпущен опытный об-
разец изделия, успешно прошедший государственные приемочные 
испытания.

При создании нового прибора помимо инструментального обе-
спечения важную роль играет разработка методов анализа. Демон-
стрируются первые результаты исследования возможности примене-
ния аналитических методов, основанных на использовании прото-
типа отечественного тандемного трехквадрупольного масс-спектро-
метра с  ионизацией электрораспылением, для решения отдельных 
практических задач. Приводятся результаты оптимизации параме-
тров тандемного масс-спектрометра. Высокая селективность и чув-
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ствительность тандемного трехквадрупольного масс-спектрометра, 
работающего в режиме ДАС (диссоциативной активации соударени-
ем), позволяет добиться надежного определения целевых аналитов. 
Рассматриваются перспективные приложения в  области биомеди-
цинских исследований, контроля пищевой продукции и  нефтехи-
мии.
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Задача измерения газового состава парогазовых струй на фумаро-
лах, а также на приповерхностных участках термальных полей в зонах 
вулканической активности, как показала практика, имеет ряд нетри-
виальных особенностей. Помимо интуитивно понятных требований 
к прибору: влаго- и виброзащищенность корпуса, небольшая масса 
и компактность, прибор также должен иметь возможность переклю-
чаться в режим ручного управления, уметь работать от аккумулятора, 
а также иметь возможность управления со смартфона. 

Как правило, объекты, представляющие интерес для вулкано-
логов и  геологов, труднодоступны. Для организации экспедиций 
и полевых работ на таких объектах требуются большие материаль-
ные и  человеческие ресурсы. Зачастую ввиду погодных условий 
(ветер, осадки, туман) возможность проведения газового анализа 
в интересующем месте может быть сильно ограничена во времени. 
Ввиду этого необходимо, чтобы масс-спектрометр максимально 
быстро мог выйти на рабочий режим и записать масс-спектры ин-
тересующих газов, выходящих на поверхность, а затем также мак-
симально быстро его можно было бы переместить на другую точку 
измерений. Поскольку полевые работы часто сопряжены с пеши-
ми походами, иногда автономными, то существует необходимость 
быстрого и  простого дробления прибора на составные части для 
переноски.

Все эти рекомендации были выработаны в процессе экспедиций 
на полуострове Камчатка и острове Парамушир. 



Устные доклады

49

С 2009 г. в  Институте аналитического приборостроения РАН 
совместно с  коллегами из Института вулканологии и  сейсмологии 
ДВО РАН ведутся работы по созданию мобильного квадрупольного 
масс-спектрометра для вулканологических и геологических измере-
ний состава газов. За это время удалось снизить массу прибора с 27 до 
13,5 кг. Первый прототип прибора имел масляную вакуумную откач-
ку и работал от бензинового генератора (массой 10 кг). Второй про-
тотип масс-спектрометра уже имел сухую безмасляную вакуумную 
откачку, меньшие габариты и массу около 16 кг, но для его работы 
также требовался бензиновый генератор. Третий прототип прибора 
(2025 г.) получил возможность работать от литий-ионного аккуму-
лятора (масса 1,2 кг). Прибор был разделен на две части: первая — 
высоковакуумная откачка с  анализатором и  системой ввода пробы 
в прочной трубе (8,5 кг), и вторая — ударопрочный чемодан с систе-
мой управления прибором, аккумулятором и форвакуумной откач-
кой (5 кг). Для работы прибора необходим ноутбук или планшет. Во 
всех этих приборах использовалась электронная ионизация пробы, 
анализатором служил квадруполь, а ввод пробы осуществлялся через 
капилляр.

В процессе испытаний первого прототипа масс-спектрометра 
были обнаружены такие вещества, как гелий, водород, метан, угле-
кислый газ и сероводород. Измерения проводились на полуострове 
Камчатка на геотермальных скважинах и  открытых местах выхода 
газа на поверхность. 

В процессе испытаний второго прототипа прибора на северном 
прорыве большого трещинного толбачинского извержения 1975–
1976 гг. были обнаружены: на 1-м конусе и лавовом потоке Cl2 и SO2, 
на 2-м конусе SO2.

Испытания третьего прототипа масс-спектрометра проходили ле-
том — осенью 2025 г., на острове Парамушир, в рамках экспедиции 
Русского географического общества, а также на Камчатке. На Пара-
мушире удалось проверить работоспособность прибора на разных 
высотах, вплоть до 1000 м, и протестировать удобство и безопасность 
его транспортировки на дальние расстояния. Аналитические изме-
рения ввиду плохих погодных условий провести не удалось. Позже 
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в сентябре при измерениях на термальном поле вулкана Шивелуч на 
Камчатке, на одной из фумарол был обнаружен углекислый газ в вы-
соких концентрациях.

В настоящее время работы по мобильному масс-спектрометру для 
вулканологии и геологии продолжаются, в частности ведется работа 
над модификацией прибора для работы на водных поверхностях вул-
канических озер. 
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Прогресс в  области синтетической органической химии нераз-
рывно связан с  развитием новых методов химического синтеза. 
В настоящее время активно развивается новый метод химического 
синтеза, предполагающий проведение химических реакций в мик
ро- и нанокаплях, в том числе и электрически заряженных. Пока-
зана высокая эффективность использования микрокапель для про-
ведения в них химических реакций, что выражается в значительном 
ускорении химических реакций по сравнению с  их протеканием 
в объеме раствора (в некоторых случаях до миллионов раз), а также 
в изменении характера протекания реакций, что делает возможным 
получение веществ, синтез которых при использовании имеющих-
ся методов синтеза крайне затруднен [1]. Несмотря на уникальные 
возможности, которые дает использование микрокапель для про-
ведения химических реакций, широкое внедрение данного подхода 
в практику, для задач органического синтеза, ограничено его низ-
кой производительностью. Представляется, что оптимальным под-
ходом к увеличению производительности микрокапельного синте-
за является использование распылительных методов, позволяющих 
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генерировать электрически заряженные микрокапли. Наличие 
заряда у капли является значительным преимуществом указанных 
методов перед альтернативными методами генерации микрокапель, 
так как открывает широкие возможности для управления параме-
трами микрокапли, такими как время жизни, размер, величина за-
ряда, траектория движения, что, соответственно, позволит управ-
лять такими характеристиками химических реакций, как скорость 
и селективность. Использование данных методов позволяет увели-
чить производительность микрокапельного синтеза за счет увели-
чения количества распылительных капилляров, а также увеличения 
объема распыляемой жидкости в  единицу времени через единич-
ный капилляр. В  целом необходимо отметить, что направление, 
предполагающее создание оборудования, на практике реализующе-
го микрокапельный синтез (в условиях аэрозоля) и позволяющего 
производить необходимые химические вещества в  количествах, 
достаточных для практического применения, только начинает раз-
виваться. Для изучения возможности масштабирования микрока-
пельного химического синтеза нами был разработан и  изготовлен 
прототип микрокапельного химического реактора (далее — прото-
тип МХР) [2], в  основе работы которого лежит проведение хими-
ческих реакций в  положительно и  отрицательно заряженных ми-
крокаплях, генерируемых при помощи мультикапиллярного элек-
трораспыления / пневмораспыления. Работа прототипа МХР была 
протестирована на примере реакции конденсации фенилгидразина 
с  карбонильными соединениями. С  использованием устройства 
удалось достичь значительного ускорения исследуемых реакций 
относительно их протекания в объеме раствора (значения кажуще-
гося фактора ускорения AAF достигали десятков миллионов раз). 
Используемая в устройстве мультикапиллярная пневмоэлектрорас-
пылительная система [3] позволяет достичь производительность на 
уровне единиц граммов / час. Представленная установка — прото-
тип МХР найдет применение как в прикладных задач химического 
синтеза, так и в фундаментальных исследованиях в области микро-
капельного химического синтеза.
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Одним из трендов современного научного приборостроения явля-
ется миниатюризация и автоматизация всех стадий химического син-
теза и анализа биологических проб. Одним из векторов этого тренда 
является развитие икрофлюидных технологий, которые находят ши-
рокое применение в таких передовых областях, как прецизионный 
синтез микро- и наночастиц, разработка и скрининг фармацевтиче-
ских соединений, создание высокочувствительных систем для диа-
гностики заболеваний, анализ единичных клеток, а также разработка 
портативных систем для диагностики на месте (Point-of-Care Testing, 
POCT). Широкое внедрение этих технологий обусловлено их не-
оспоримыми преимуществами: возможностью точного контроля па-
раметров процессов в микрообъеме, интеграция всех стадий анализа 
(от ввода пробы до детектирования) в едином устройстве (лаборато-
рия-на-чипе) и работа с ультрамалыми объемами жидкостей (вплоть 
до пико- и аттолитров), что обеспечивает высокую эффективность 
и экономию реагентов.

Одним из направлений развития микрофлюидных технологий 
является «капельная» микрофлюидика. В  ее основе лежит идея за-
мены лабораторных пробирок и многолуночных планшетов на мо-
нодисперсные капли эмульсии типа «вода-в-масле» (В/М) или «во-
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да-масло-вода» (В/М/В). Это используется при проведении высоко-
производительного скрининга лекарственных препаратов, секвени-
ровании транскриптомов одиночных клеток, синтезе гидрогелевых 
микрочастиц и  др. В  рамках данной работы была создана микро-
флюидная платформа на основе специализированного контроллера 
давления [1] для синтеза эмульсий типа «вода-в-масле» (В/М), «во-
да-масло-вода» (В/М/В), позволяющая формировать капли эмуль-
сии диаметром 10–200 мкм и частотой до 800 капель в секунду. Син-
тез капель эмульсии происходит в микрофлюидных чипах с фокуси-
ровкой потока, изготовленных из полидиметилсилоксана (ПДМС, 
PDMS) по технологии «мягкая» литография, что обеспечивает 
стабильность и  воспроизводимость результатов. Во время синтеза 
в  капли можно упаковывать живые бактериальные и  эукариотиче-
ские клетки для последующего секвенирования, отбора или форми-
рования 3D-культур (клеточных сфероидов). Кроме того, упаковка 
в капли эмульсии гидрогелевых преполимеров (альгинат, полиакри-
ламид, ПЭГДА, агароза) позволяет формировать монодисперсные 
гидрогелевые микрочастицы с производительностью до 200 мкл/час 
по гидрогелю. Культивирование живых клеток CT26 и HepG2 внутри 
альгинатных микрочастиц привело к образованию клеточных сфе-
роидов с жизнеспособностью клеток >90 %, которые перспективны 
для использования в  высокопроизводительном скрининге лекар-
ственных препаратов.
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Технологии секвенирования ДНК, или прочтения (расшифров-
ки) последовательности нуклеотидов в молекуле, которая определяет 
свойства всех живых организмов.

В рамках выполнения Федеральной целевой программы «На-
циональная система химической и  биологической безопасности 
Российской Федерации (2015–2020 годы)» Министерством здра-
воохранения Российской Федерации была поставлена задача по 
разработке отечественного аналога секвенатора ДНК MiSeq про-
изводства американской компании «Иллюмина». Коллектив ис-
полнителей, представляющих организации консорциума Россий-
ских генетических технологий (ООО «НПФ Синтол», ИАП РАН 
и АО «ЭЗАН»), выполнял разработку и доработку платформы для 
массового параллельного секвенирования «НАНОФОР СПС» 
в течение 5 лет, с 2018 г. 

Первые 3 прибора были выпущены и поставлены пользователям 
в конце 2023 — начале 2024 г. [1].
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Принцип работы «НАНОФОР СПС» основан на секвенирова-
нии путем синтеза, состоящего из ряда последовательных этапов. 
На первом этапе молекулы предварительно денатурированной ге-
номной библиотеки вводятся в  канал микрофлюидной ячейки, 
к  поверхности которой пришиты олигонуклеотиды, комплемен-
тарные последовательностям адаптеров геномной библиотеки. Ги-
бридизованные молекулы геномной библиотеки подвергаются изо-
термической амплификации, формируя кластеры копий исходной 
молекулы на твердой подложке [2]. После линеаризации двухцепо-
чечных молекул и гибридизации секвенирующего праймера проис-
ходит последовательное присоединение обратимо терминирован-
ных флуоресцентно меченых дезоксинуклеозидтрифосфатов А, Т, 
Г, Ц с этапом сканирования после каждого цикла встраивания по 
принципу комплементарности. 

Для выполнения всех этапов полного цикла секвенирования 
прибор должен соответствовать ряду ключевых требований:

1. Детектировать сигналы флуоресценции 4 спектрально разне-
сенных красителей.

2. Обеспечивать точность позиционирования, равную 1 мкм, так 
как объект детекции — молекулярная колония имеет характерный 
размер 1 кв. мкм.

3. Обеспечивать заданную протоколом секвенирования после-
довательность смены реагентов через канал проточной ячейки при 
заданной температуре ячейки с заданной скоростью в течение за-
данного времени. 

Соответствие указанным и ряду других требований реализовано 
в первом российском генетическом анализаторе для массового па-
раллельного секвенирования «Нанофор СПС».

Комбинация этапов секвенирования позволяет получить по-
следовательности длиной до 250 нуклеотидов (в одно- или пар-
ноконцевом режимах) до 15 миллионов кластеров с  общим ко-
личеством данных около 7–8 мегабаз. Таким образом, произ-
водительности «Нанофора СПС» достаточно для расшифровки 
небольших геномов таких организмов, как вирусы, бактерии, 
грибы. Также получаемый объем данных позволяет проводить 
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таргетное секвенирование в рамках решения задач медицинской 
генетики.

Вторым важным показателем является качество получаемых дан-
ных, которое оценивается значением Phred score (Q). На рис. 1 приве-
дено сравнение результатов парноконцевого прочтения одинаковых 
геномных библиотек для таргетного секвенирования панели из двух 
генов BRCA1 и BRCA2, ассоциированных с риском возникновения 
рака молочной железы и яичников, на приборах MiSeq и «Нанофор 
СПС». Приведенные данные, полученные в  одном из запусков на 
секвенаторе «Нанофор СПС», уступают по качеству Q20 (1 ошибка 
на 100 нуклеотидов) на 15 % и по качеству Q30 (1 ошибка на 1000) на 
17 % данным, полученным на секвенаторе MiSeq. В настоящее время 
продолжается работа над оптимизацией протокола секвенирования 
и состава реакционных смесей, реализующих принцип секвенирова-
ния путем синтеза на приборе «Нанофор СПС».

Качество и количество получаемых данных демонстрирует плат-
форму «Нанофор СПС» как надежный инструмент для проведения 
рутинных исследований методом массового параллельного секвени-
рования для решения актуальных научных и клинических задач.

На конец 2025 г. компанией ООО «НПФ Синтол» выпущена малая 
серия из 15 «Нанофоров СПС», которые в настоящее время успешно 
работают в различных научно-исследовательских организациях России.

Рис. 1. Сравнение результатов запуска одной и той же библиотеки на 
приборах «Нанофор СПС» и MiSeq
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Современным методом экологического мониторинга является 
массовое параллельное секвенирование (МПС). Стандартным под-
ходом для оценки таксономического состава микробных сообществ 
служит таргетное секвенирование ампликонов гена 16S рРНК, по-
зволяющее идентифицировать микроорганизмы до рода или вида. 
Наличие баз данных с  референсными последовательностями 16S 
рРНК делает метод высокоинформативным и эффективным [1]. Ре-
зультаты МПС позволяют оценивать биоразнообразие микроорга-
низмов, изучать влияние антропогенного воздействия на микробио-
ту и  выявлять биоиндикаторы. Биоинформатические инструменты 
предоставляют возможность выдвигать гипотезы о метаболическом 
потенциале сообщества на основе его таксономического состава [2]. 

Российский рынок оборудования для МПС долгое время кон-
тролировался международными корпорациями. Высокая стоимость 
зарубежного оборудования, ограничения поставок под давлением 
санкций, сложности с оперативным сервисным обслуживанием соз-
дают препятствия для развития МПС в  нашей стране. Разработка 
первого отечественного прибора для массового параллельного секве-
нирования «Нанофор СПС» (ООО «НПФ Синтол», Россия) является 
стратегическим шагом, способствующим обретению технологиче-
ского суверенитета в этой критически важной области. 

Целью работы является проведение первого независимого поль-
зовательского тестирования «Нанофора СПС» в  рамках реальной 
научной задачи по сравнительному анализу бактериальных сооб-
ществ почв национальных парков Бидуп-Нуйба, Бузямап и Йокдон 
и заповедника Контюранг (Вьетнам). 

Отбор проб почвы проводился в  2022 г. на территории заповед-
ника Контюранг (5 участков) и национального парка Бидуп-Нуйба 
(3 участка) и в 2023 г. на территории национальных парков Бузямап 
(3 участка) и Йокдон (3 участка) с транспортировкой образцов в 96 % 
этаноле. Тотальную ДНК экстрагировали с использованием набора 
«Почва-Экспресс» (ООО «НПФ Синтол», Россия). Библиотеки ам-
пликонов вариабельных участков V3-V4 гена 16S рРНК готовили 
с  применением набора «MetaGen-16sRNA» (ООО «НПФ Синтол», 
Россия). Высокопроизводительное секвенирование проводили на 
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платформе КАП МПС «Нанофор СПС» с использованием картрид-
жа MiSeq Reagent Nano Kit v2 (500 циклов) (Illumina, Inc., США) в ре-
жиме парноконцевых чтений длиной 250 нуклеотидов. В  картридж 
загружали 400 мкл пула библиотек (4 пМ) и 200 мкл библиотеки PhiX 
с загрузочной концентрацией 4 пМ. 

Биоинформатический анализ включал демультиплексирование 
образцов, оценку качества секвенирования (FastQC и  MultiQC), 
фильтрацию низкокачественных ридов (Trimmomatic). Для таксо-
номической классификации применяли Kraken2 с  базой данных 
SILVA138. Статистическую обработку выполняли в среде R (4.4.3). 

Среднее качество сырых данных составило около Q35 на первых 
циклах и  постепенно снижалось к концу запуска. На протяжении 
всех циклов качество большей части данных соответствовало уровню 
Q30, однако качество отдельных чтений снижалось до уровня Q25. 

В ходе оценки альфа-разнообразия непараметрический анализ 
(критерий Крускала — Уоллиса) показал достоверные различия на 
уровне индекса Шеннона (H = 18,1, p = 0,0004). Наибольшие меди-
анные значения индекса Шеннона были зарегистрированы в парках 
Бидуп-Нуйба (4,76) и Контюранг (4,63), что свидетельствует о более 
высоком и  сбалансированном разнообразии микробиомов их почв 
по сравнению с парками Бузямап (4,40) и Йокдон (3,88). 

Анализ бета-разнообразия, оценивающий различия в  видовом 
составе между местообитаниями, не выявил статистически значимой 
кластеризации образцов по признаку принадлежности к националь-
ному парку. Многомерный дисперсионный анализ (PERMANOVA) 
на основе дистанции Брея — Кертиса показал, что фактор «парк» 
объясняет лишь 6,1  % общей вариабельности состава сообществ 
(R² = 0,061, p = 0,105). 

Таксономический анализ на уровне типов выявил сходное доми-
нирующее ядро микробиома во всех исследуемых парках. На долю 
трех ведущих типов — Proteobacteria (19,6–24,5  %), Actinobacteriota 
(18,7–24,6 %) и Acidobacteriota (16,8–20,4 %) суммарно приходилось 
от 58 до 65 % общего обилия бактерий в каждом парке. Наблюдались 
и специфические черты, в парках Бидуп-Нуйба и Контюранг было 
отмечено максимальное относительное обилие Proteobacteria (24,5 % 
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и 23,5 % соответственно), в то время как в парке Бузямап домини-
ровали Actinobacteriota (24,6  %), а в  парке Йокдон — Acidobacteriota 
(20,4 %). На уровне семейств различия между парками стали более 
выраженными, в  парках Бузямап и  Йокдон наблюдалось домини-
рование семейства Gemmataceae (10,2  % и  10,5  % соответственно), 
в то время как в парках Бидуп-Нуйба и Контюранг его доля была су-
щественно ниже. Для Бидуп-Нуйба характерно повышение обилия 
Solirubrobacteraceae (3,6 %), а для Контюранга — Gemmatimonadaceae 
(3,7 %). На уровне рода картина микробного сообщества оказалась 
наиболее специфичной для каждого парка. 

Проведенное исследование с использованием прибора «Нанофор 
СПС» позволило комплексно охарактеризовать почвенный микро-
биом ряда национальных парков Вьетнама. Показано, что парки Би-
дуп-Нуйба и Контюранг характеризуются статистически значимым 
повышением уровня альфа-разнообразия. Ключевые различия про-
являются на уровне конкретных родов, что указывает на потенциаль-
ные таксоны-биоиндикаторы.
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В настоящее время приборы капиллярного гель-электрофореза 
с детекцией лазер-индуцированной флуоресценции (ЛИФ) широко 
используются для расшифровки последовательности ДНК по мето-
ду Сенгера, а также для анализа длин фрагментов ДНК, полученных 
различными методами, прежде всего методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР). На рынке постоянно появляются новые модели ге-
нетических анализаторов, однако производители не указывают важ-
ную техническую характеристику прибора  — аналитическую чув-
ствительность детекции.
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В работе проведена экспериментальная оценка значений анали-
тической чувствительности измерения сигналов флуоресценции для 
отечественных капиллярных генетических анализаторов «Нанофор 
05». Оценка проведена для шести спектральных диапазонов, соот-
ветствующих флуоресценции наиболее распространенных в практи-
ке генетических исследований одиночных (6R110, 6R6G, 6TAMRA, 
6ROX, 6Sy630, Sy660) и  двойных (6a-R110, 6a-R6G, 6a-TAMRA, 
6a-ROX, 6a-Sy630) красителей, входящих в  состав синтетических 
олигонуклеотидов (далее  — красители). Полученные данные могут 
быть полезными для исследователей при планировании эксперимен-
тов, в  которых необходимо выявлять одновременно несколько ми-
шеней с разной концентрацией в анализируемом образце, меченых 
различными флуоресцентными красителями.

В первой части работы проводился эксперимент по измере-
нию значений фона, шума и  сигнала флуоресценции от одиноч-
ных и двойных красителей на генетическом анализаторе «Нанофор 
05» (ИАП РАН, Россия) при прямой закачке (ПЗ) в  капилляры,  

Рис. 1. Результаты измерения соотношения сигнал/шум для 
генетического анализатора «Нанофор 05» с использованием растворов 

одиночных и двойных красителей в концентрации 1 нМ
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Таблица 1. Соотношение значений сигнал/шум для двойных  
и одиночных флуоресцентных красителей

Красители 6a-R110 
vs 6R110

6a-R6G 
vs 6R6G

6a-TAMRA 
vs 6TAMRA

6a-ROX vs 
6ROX

6a-Sy630 
vs 6Sy630

Соотношение 1,34 2,64 2,41 6,97 11,46

Таблица 2. Значения концентраций растворов красителей, 
необходимых для достижения одинаковых значений сигнал/шум  

при прямой закачке и при электрокинетической инжекции
Краситель 6a-R110 6a-R6G 6a-TAMRA 6a-ROX 6a-Sy630 Sy660
Сигнал/шум 392 333 205 251 275 44
Концентра-
ция ПЗ, нМ 1 1 1 1 1 1

Концентра-
ция ЭКИ, 
пМ

4,5 4,0 7,4 4,4 4,9 8,9

Таблица 3. Средние значения аналитической чувствительности 
приборов, концентраций растворов красителей и стандартных 

отклонений при использовании калибратора
Красители 6a-R110 6a-R6G 6a-TAMRA 6a-ROX 6a-Sy630 Sy660
Сигнал/
шум 773 871 740 759 1098 1056

Среднее 
значение 
концентра-
ции, пМ

8,9 10,4 26,7 13,4 19,7 215,9

СКО, пМ 2,9 2,8 7,6 3,0 4,6 62,8
Сигнал/
шум, рас-
считанный 
для концен-
трации  
1 пМ

86,7 83,5 27,8 56,8 55,9 4,9
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заполненные 1 ТЕ буфером рН 8,0, растворов красителей с извест-
ными концентрациями. Измеряли значения сигналов фона буфера 
без красителя, а затем регистрировались значения сигнала и  шума 
для каждого красителя при определенной концентрации. Рассчитан-
ные средние значения аналитической чувствительности (соотноше-
ние сигнал/шум) приборов для шести одиночных и  пяти двойных 
красителей в концентрации 1 нМ представлены на рис. 1. 

В табл. 1 представлены соотношения сигнал/шум для пяти пар 
двойной/одиночный флуоресцентный краситель.

Во второй части работы проводился эксперимент по измерению 
соотношений сигнал/шум по шести каналам при электрокинетиче-
ской инжекции (ЭКИ) растворов синтетических олигонуклеотидов, 
содержащих двойные и один одиночный краситель на 5’-конце. По 
результатам экспериментов были рассчитаны концентрации краси-
телей, которые требуются для достижения таких же значений сиг-
нал/шум в максимуме пика детектируемого фрагмента флуоресцент-
но-меченого олигонуклеотида, как и  при прямой закачке раствора 
того же красителя в капилляры. Было показано, что для достижения 
одинаковых значений сигнала флуоресценции при ЭКИ и  ПЗ, для 
ЭКИ требуется существенно меньшая исходная концентрация флу-
оресцентно-меченого олигонуклеотида в  образце, что может быть 
объяснено концентрированием молекул олигонуклеотида на входе 
в капилляр в процессе ЭКИ (табл. 2).

В третьей части работы проводился эксперимент по измерению 
значений сигнал/шум по шести каналам детекции для спектрально-
го калибратора, содержащего двойные красители на шести генети-
ческих анализаторах «Нанофор 05». По результатам эксперимента 
были рассчитаны средние значения аналитической чувствительно-
сти приборов, концентраций растворов красителей и  стандартных 
отклонений значений концентраций растворов красителей (табл. 3).

По итогам проведенной работы были рассчитаны значения ана-
литической чувствительности (сигнал/шум) детекторов на шести 
спектральных каналах для генетических анализаторов «Нанофор 05» 
с использованием растворов одиночных и двойных красителей. По-
казано, что использование двойных красителей позволяет добиться 
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более высокого значения аналитической чувствительности, а также 
установлено, что для достижения одинакового значения сигнал/шум 
при электрокинетической инжекции требуется существенно мень-
шая концентрация раствора красителя, чем при прямой закачке рас-
твора красителя в капилляры.
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Фактор роста фибробластов 21 (FGF21) представляет собой пер-
спективный инструмент белковой терапии, обладающий потенциалом 
для лечения метаболических нарушений, в том числе связанных с са-
харным диабетом и ожирением. Разработка оптимальных методов его 
обнаружения и исследований открывает широкие возможности работы 
с ним и его антителами для дальнейших терапевтических применений.

Разработка и  создание импедиметрического иммуносенсора 
включали проектирование топологии структуры гребенчатых элек-
тродов. Чипы были реализованы при помощи фотолитографии 
и представляют собой встречно-штыревые электроды из слоя нихро-
ма на стеклянной подложке.
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Восстановленный оксид графена был получен двумя разными 
методами. Первый метод включал добавление к водной дисперсии 
оксида графена раствора гидразина и аммиака с последующей обра-
боткой ультразвуком и нагреванием на водной бане. Второй способ 
представлял собой модификацию метода химического восстанов-
ления при помощи сонирования с  добавлением этилового спирта, 
SDS буфера и NaBH4, а также трех циклов центрифугирования и по-
следующего удаления надосадочной жидкости [1]. В ходе отработки 
данного метода было предложено заменить этиловый спирт на изо-
пропиловый, что дало наиболее оптимальное по стойкости покры-
тие электродов. На основе анализа поверхности нанесенных пленок 
восстановленного оксида графена на кремниевые подложки при по-
мощи АСМ и СЭМ, способ с изопропанолом показал наиболее од-
нородное покрытие, в  связи с чем он был выбран для дальнейших 
исследований по созданию иммуносенсора. 

Перед нанесение полученные растворы диспергировали с помо-
щью ультразвука в ванне в  течение 3 минут. На электроды, после 
предварительной обработки коронным разрядом, капельным путем 

Рис. 1. Концентрационные зависимости комплекса связывания FGF21 
с очищенным антителом
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наносили APTMS [2], а после просушивания  — восстановленный 
оксид графена. Сушка полученных структур проводилась в сушиль-
ной печи при 60 °C в течение 3 часов. Поверхность иммуносенсора 
была модифицирована белком А, с помощью которого на электроды 
иммобилизовывали антитела к белку FGF21. Рабочий раствор для 
иммобилизации антител представлял собой натрий-фосфатный бу-
фер (PBS) с добавлением 10 мг антител и 0,4 мг бычьего сывороточ-
ного альбумина для блокировки неспецифичных сайтов связывания. 
Промывка чипа осуществлялась последовательно при помощи двух 
буферов: PBS и PBS-T (PBS с 0,05 % Tween-20). Измерения импедан-
са производились на потенциостате-гальваностате PS-50. 

На начальном этапе исследования была предпринята попытка 
иммобилизовать на сенсор антитела, находящиеся непосредственно 
в сыворотке крови, в которой содержатся еще и другие белки, в том 
числе альбумин. На семействе кривых наблюдалось достаточно сла-
бое изменение импедансного отклика и только в области низких ча-
стот. Измерения на меньших концентрациях несли несистематиче-
ский характер во всем частотном диапазоне, что не позволило охва-
тить клинический диапазон концентраций анализируемого маркера. 
Это говорит о наличии неспецифичных артефактов, заполняющих 
пространство биосенсорной структуры и  не позволяющих обнару-
жить целевой белок в необходимом диагностическом диапазоне.

Далее проводились измерения на очищенных антителах, резуль-
таты измерений приведены на рис. 1.

В области высоких частот зависимость определяется свойствами 
пленки rGO, эта часть достаточно слабо зависит от концентрации 
целевого белка FGF21. В низкочастотном диапазоне доминирует со-
противление переноса заряда на биораспознающем слое. Таким об-
разом, основное изменение импеданса при связывании белка FGF21 
на электродах биосенсора обусловлено ростом сопротивления пере-
носа заряда на биораспознающем слое, что нашло отражение на кон-
центрационной зависимости.

В заключение проводилось исследование сенсора на взаимодей-
ствие с  неспецифичным белком хемотрипсиногеном. Зависимость 
не демонстрировала явной картины концентрационных изменений, 
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что, в свою очередь, свидетельствует о селективности разработанной 
биосенсорной системы. Это связано с предварительной блокировкой 
возможных неспецифичных сайтов при помощи BSA.
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 Позитронная эмиссионная томография (ПЭТ) — передовой метод 
ядерной медицины, позволяющий визуализировать биохимические 
процессы, происходящие в  организме человека in vivo, с  помощью 
радиофармацевтических лекарственных препаратов (РФЛП), в  со-
став которых входят короткоживущие радионуклиды с позитронным 
типом распада. В отличие от КТ или МРТ, показывающих анатомию, 
ПЭТ демонстрирует именно функцию тканей, что особенно важно 
в онкологии. Важнейшим РФЛП в диагностике церебральных гли-
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ом является L-[11С-метил]метионин, меченный углеродом-11 (T₁/₂ 
= 20,4 мин). В ИМЧ РАН синтез этого РФЛП проводят из [¹¹C]CO₂, 
получаемого в  газовой мишени циклотрона (14N(p,α) 11C). Методом 
выделения и концентрирования [¹¹C]CO₂ из облученной смеси газов 
(99 % N2 +1% O2) является конденсация на петлеобразной ловушке — 
технологически сложный процесс, требующий применения жидкого 
азота, что усложняет синтез РФЛП. Кроме того, данный процесс со-
провождается потерей значительной части активности ≥30  %. Раз-
работка и  внедрение альтернативных, более простых в  реализации 
методов, в частности, использование молекулярных сит (цеолитов), 
является актуальной задачей, направленной на повышение доступ-
ности РФЛП на основе углерода-11.

Целью работы являлась экспериментальная оценка применимо-
сти российского цеолита для улавливания [¹¹C]CO₂ путем определе-
ния эффективности сорбции и десорбции при температурных режи-
мах, таких как 300, 350 и 400 °C, с учетом радиоактивного распада.

В работе апробировался образец цеолита NaА (завод молекуляр-
ных сит «РеалСорб») в качестве сорбента. Эксперименты проводи-
лись на автоматизированном модуле синтеза GE TRACERlab FX N 
Pro. Облученный газ, полученной в результате облучения циклотрон-
ной мишени, с  [¹¹C]CO₂ с  активностью (620–680) мКи пропускали 
через колонку с цеолитом (0,73 грамма, 60–120 mesh) при комнатной 
температуре. Эффективность сорбции оценивали по величине про-
скока [¹¹C]CO₂, улавливаемого на колонке, заполненной аскаритом, 
и измеряли с помощью изотопного калибратора. Последующую де-
сорбцию проводили при температурах 300–400 °C. 

По экспериментальным результатам установлено, что исследуе-
мый цеолит при комнатной температуре сорбирует [¹¹C]CO₂ с  про-
скоком (0,3–4,8) %. Выяснена зависимость процента высвобожде-
ния активности [¹¹C]CO₂ от температуры десорбции. Нагрев при 300, 
350 и 400 °С в течение 3 минут обеспечивал  48, 75 и 79 %  десорбции 
соответственно, с учетом поправки на радиоактивный распад.

Выводы. Метод выделения [¹¹C]CO₂ из облученного газа на иссле-
дуемых молекулярных ситах является эффективной альтернативой 
конденсации на петлеобразной ловушке. Температура десорбции 
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350–400 °C является оптимальной для эффективного высвобожде-
ния [¹¹C]CO₂. Внедрение метода сорбции на молекулярных ситах по-
зволит упростить синтез и снизить расходы на производство РФЛП 
за счет отказа от использования жидкого азота.
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В настоящее время общепринятым методом исследования ак-
тивности сердца является применение стандартной электрокардио
графии. Последние исследования показывают, что данный метод 
не способен регистрировать диагностически важные компоненты 
сердечной активности, которые имеют низкую амплитуду и высо-
кую частоту. Это связано с  принятыми в  медицинской практике 
частотными и  амплитудными диапазонами регистрации электро-
кардиосигналов (ЭКС). Для регистрации этих низкоамплитудных 
и  высокочастотных составляющих ЭКС  — микропотенциалов ис-
пользуется новый высокоэффективный авторский метод  — элек-
трокардиография сверхвысокого разрешения (ЭКГ СВР), который 
разрабатывается в  лаборатории «Радио- и  оптоэлектронные при-
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боры ранней диагностики патологий человека» под руководством 
д. т. н., проф. К. В. Зайченко [1].

Апробация метода проходит совместно с  Институтом экспери-
ментальной медицины НМИЦ им. В. А. Алмазова, в котором про-
водится серия экспериментов по моделированию острой ишемии 
миокарда на мелких подопытных животных. Во время проведения 
экспериментов происходит регистрация и  запись электросигналов 
сверхвысокого разрешения (ЭКС СВР) [2]. Следует отметить, что 
в основу устройства регистрации ЭКС СВР заложена многоканаль-
ная обработка и  регистрация ЭКГ СВР. Для этого каждое из трех 
регистрируемых отведений разделяется на два параллельных канала: 
низкочастотный (НЧ), соответствующий классической ЭКГ, и  вы-
сокочастотный (ВЧ), содержащий микропотенциалы. Такой подход 
позволяет, при необходимости, проводить независимую обработку 
разных составляющих ЭКС СВР. Результаты обработки полученных 
во время проведения экспериментов записей демонстрируют воз-
можность обнаружение острой ишемии миокарда на более ранних 
стадия, по сравнению со стандартной ЭКГ [3].

Одной из самых актуальных и важных на сегодняшний день задач 
вторичной цифровой обработки биоэлектрических сигналов являет-
ся проведение полного и точного морфологического анализа тонкой 
структуры регистрируемых ЭКС СВР. Синхронный анализ позволяет 
определять и изучать различные статистические и морфологические 
характеристики биоэлектрических сигналов на разных временных 
участках записи, соответствующих разным физическим состояниям 
биологического объекта. 

Возможность проведения независимой обработки ВЧ- и НЧ-ка-
налов позволяет использовать различные подходы для обработки 
каждого из каналов. В первую очередь на НЧ-канале производится 
поиск путей деформации для масштабирования кардиоциклов. При-
менение этих путей деформации для кардиоциклов из ВЧ-канала 
позволяет провести синхронизацию, а затем синхронное накопле-
ние независимо для каждого из каналов. Полученный в  результа-
те синхронного накопления НЧ-кардиоцикл демонстрирует мор-
фологические признаки, типичные для определенного состояния 
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биологического объекта. ВЧ-кардиоцикл, в свою очередь, не имеет 
определенных морфологических признаков, однако его можно ис-
пользовать для дальнейшего спектрального анализа. Расчет спектров 
кардиоциклов, полученных в  результате проведения синхронного 
накопления на участках сигнала, соответствующих разным состоя-
ниям биологического объекта, демонстрирует наличие частотных 
областей, наиболее явно изменяющихся при изменении состояния 
биологического объекта.

Использование метода синхронного накопления на всем протяже-
нии кардиоцикла позволяет существенно улучшить показательность 
метода ранней диагностики острой ишемии по методу ЭКГ СВР. 
Расчет спектральной плотности мощности только на тех частотных 
диапазонах, которые демонстрируют наиболее показательное паде-
ние, позволяет увеличить разницу между рассчитанной спектраль-
ной плотностью мощности во время стабилизации и ишемии.

На рис. 1 показаны спектры ЭКС на разных стадиях экспери-
мента, полученные без использования синхронного накопления (а) 
и с его использованием (б). Хорошо заметен шумоподавляющий эф-
фект синхронного накопления. Кроме того, становятся различимы 
частотные диапазоны наибольших изменений в сигнале. В то время 
как вычисление разницы между спектральной плотностью мощно-
сти во время стабилизации и ишемии на всем диапазоне спектра по-
казывает падение порядка 30 %, такой же расчет в областях, показы-
вающих наибольшее падение, демонстрирует разницу порядка 60 %.

Применение синхронного накопления на всем протяжении кар-
диоцикла к участкам сигнала, соответствующим разным физическим 

		          а  				              б 
Рис. 1. Сравнение расчета разности спектральной плотности мощности 

без синхронного накопления (а) и с ним (б)
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состояниям биологического объекта, с последующим выделение ча-
стотных областей с наибольшим падением позволяет повысить по-
казательность ранней диагностики острой ишемии по методу ЭКГ 
СВР. Следует отметить, что частотные диапазоны с наиболее явным 
падением мощности отличаются на разных записях и зависят от ис-
следуемого биологического объекта. Дальнейшее развитие метода 
позволит улучшить показательность диагностически важных марке-
ров наличия сердечных патологий.
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diagnostics13172795
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ОСОБЕННОСТИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ БЕЛКОВ ЭФФЕКТОРОВ 
CAS12A ДЛЯ ДИАГНОСТИЧЕСКИХ ПРИЛОЖЕНИЙ

Т. А. Заир-Бек, А. А. Алексеев, М. А. Ходорковский, А. Н. Арсениев*

* arsenievanatoly@gmail.com

Санкт-Петербургский политехнический университет Петра Великого, 
195251, Санкт-Петербург, ул. Политехническая, 29

Системы CRISPR-Cas, изначально представляющие собой 
адаптивные защитные ситемы прокариот, в настоящее время высту-
пают в  качестве мощного инструмента для развития современных 
биотехнологий и  медицины. Центральное место в  этом занимает 
свойство нуклеаз Cas осуществлять направленное расщепление ну-
клеиновых кислот, программируемое посредством гидовых РНК [1]. 
Помимо приложений в редактировании генома, для эффекторов та-
ких систем, как Cas12a и Cas13 и др., была описана побочная (колла-
теральная) активность [2, 3]. Данная активность индуцируется после 
специфического узнавания и разрезания целевой ДНК и проявляет-
ся в неспецифическом расщеплении одноцепочечных молекул ДНК. 
Такая функциональная особенность белков-эффекторов Cas легла 
в  основу создания новых диагностических платформ для детекции 
специфических последовательностей ДНК/РНК патогенных орга-
низмов, а также для анализа их антибиотикорезистентности [4]. 

Комбинирование «CRISPR-детекции» с  методами изотермиче-
ской амплификации позволяет создавать диагностические систе-
мы, обладающие значительным потенциалом для применения как 
в клинической практике, так и в полевых условиях. Важным преи-
муществом таких платформ является их независимость от сложного 
и дорогостоящего оборудования, а также высокая скорость анализа, 
составляющая 20–30 минут [5].

Ключевым аспектом при разработке надежных диагностических 
систем на основе Cas12a является минимизация ложноположитель-
ных результатов, что, в свою очередь, требует глубокого понимания 
молекулярных основ функционирования эффекторных комплексов. 
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Целью работы являлось определение особенностей детекции ну-
клеиновых кислот с  использованием различных ортологов Cas12a 
и исследование их взаимодействия с флуоресцентными репортерны-
ми зондами. Для изучения коллатеральной активности применяли 
одноцепочечные ДНК-зонды, меченные флуорофорами FAM и ROX 
(FAM-8, ROX-8, ROX-12). Цифрами обозначена длина последова-
тельности между гасителем и флуорофором. 

В результате исследования установлено, что кинетика коллате-
рального расщепления зондов существенно зависит как от специ-
фичности мишени, так и  от типа используемого зонда. Показано, 
что скорость накопления флуоресцентного сигнала при использова-
нии зонда FAM-8 на 50–100 % превышает аналогичный показатель 
для зонда ROX-8. При этом зонды ROX-12 демонстрировали более 
высокую скорость расщепления по сравнению с ROX-8. Кроме того, 
выявлены эффекты неспецифического связывания зонда ROX-12 
с  эффекторным комплексом AsCas12a, способные приводить к ар-
тефактам и некорректной интерпретации диагностических результа-
тов. Важно отметить, что для ортолога ScCas12a подобные неспеци-
фические взаимодействия были минимальными.

Полученные данные вносят существенный вклад в оптимизацию 
диагностических систем на основе нуклеаз Cas12a, определяя крити-
чески важные параметры выбора эффекторного белка и дизайна ре-
портерных зондов для достижения максимальной чувствительности 
и специфичности детекции.
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С МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИМ ДЕТЕКТИРОВАНИЕМ
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Институт аналитического приборостроения РАН, 198095,  
Санкт-Петербург, ул. Ивана Черных, 31–33, лит. А

Приложение высокого напряжения к жидкости, протекающей 
через капилляр, вызывает формирование жидкостного мениска на 
торце капилляра и  образование мелкодисперсного распыла заря-
женных капель. По мере испарения растворителя полярные молеку-
лы, находящиеся в жидкости, подвергаются ионизации и переходят 
в  газовую фазу. Этот процесс, известный как электрораспылитель-
ная ионизация (ESI), является одним из ведущих методов ионизации 
в масс-спектрометрии, позволяющим исследовать широкий спектр 
соединений — от низкомолекулярных веществ до макромолекул 
и наночастиц. При этом метод ESI не останавливается в своем раз-
витии, и по сей день публикуется множество работ по развитию и оп-
тимизации данного метода мягкой ионизации [1, 2]. Однако одним 
из основных недостатков традиционного метода является формиро-
вание крупных капель при выходе на стабильный режим распыления 
или в процессе его настройки, что приводит к осаждению нелетучих 
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компонентов из неиспарившихся капель и  требует периодической 
очистки элементов транспортной системы.

В течение последних десяти лет в ИАП РАН были проведены ис-
следования [3, 4], в  результате которых была разработана установ-
ка [5] для микродисперсного электрораспыления (МЭР) твердых 
частиц на ЛДИ-мишень (ЛДИ  — лазерная десорбция/ионизация) 
в бескапельном режиме с динамическим делением потока жидкости 
при атмосферном давлении. Данная установка позволяет эффектив-
но модифицировать поверхность ЛДИ-мишени для металл-аффин-
ной хроматографии благодаря равномерному и  стабильному напы-
лению частиц на поверхность. Позднее для этих же целей установка 
была модернизирована [6], став более компактной и удобной в при-
менении, а также модифицированная установка позволила реализо-
вать микродисперсное электрораспыление в отрицательной моде [7]. 

Разница между МЭР и стандартными режимами электрораспыле-
ния заключается в способе формирования жидкостного мениска, за 
счет чего в режиме МЭР не образуются крупные капли растворителя. 
Также важным достоинством МЭР является возможность получения 
стабильного потока ионов для высококонцентрированных солевых 
растворов и  сильнопроводящих растворов (до 2 % трифторуксус-
ной кислоты) при нормальных условиях. Однако на сегодняшний 
день микродисперсное электрораспыление применялось преимуще-
ственно в рамках задач ПАЛДИ/МАЛДИ масс-спектрометрии. 

В рамках данной работы проводилось тестирование узла микро-
дисперсного электрораспыления с  использованием времяпролет-
ного масс-спектрометра МХ5310 для анализа низкомолекулярных 
соединений на примере морфина. Источник ионов МЭР был ори-
ентирован вертикально и перпендикулярно оси газодинамического 
времяпролетного масс-спектрометра. Для проведения данного ис-
следования использовали раствор 50 %-го водного метанола с добав-
лением 0,1 % муравьиной кислоты и концентрацией морфина 10–6 M. 
Для создания устойчивого мениска распыления были заданы следу-
ющие параметры: напряжение капилляра 4,7 кВ, расстояние от тор-
ца капилляра до входа в масс-спектрометр 16 мм, игла выступала на 
0,7 мм из корпуса, скорость потока раствора составляла 25 мкл/мин, 
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скорость откачки парогазовой смеси регулировалась при помощи 
источника постоянного тока в диапазоне 0–12 В. В ходе микродис-
персного электрораспыления раствора было установлено, что при 
указанных параметрах удалось добиться стабильного и  высокоин-
тенсивного сигнала морфина m/z 286.14 (рис. 1).

По результатам данной работы была продемонстрирована воз-
можность применения установки микродисперсного электрораспы-
ления (МЭР) в  качестве источника ионизации для анализа низко-
молекулярных соединений на примере морфина. Результаты иссле-
дования позволяют говорить о перспективности источника ионов 
микродисперсного электрораспыления для задач масс-спектромет-
рии и  возможности его использования для дальнейшего изучения 
различных низкомолекулярных соединений, что открывает перспек-
тивы для применения микродисперсного распыления в задачах ана-
литической химии.
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Рис. 1. Масс-спектр морфина, 10–6 M, скорость потока 50 мкл/мин
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МИНИ ЭЛЕКТРОННО-ОПТИЧЕСКАЯ СИСТЕМА НА ОСНОВЕ 
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В докладе представлены результаты расчета фокусирующей си-
стемы на основе электростатической микроколонны (МК) и обсуж-
даются возможные технологии ее изготовления. Электростатические 
низковольтные МК  — отдельная ветвь в  семействе электронных 
микроскопов (ЭМ), начавшая развиваться с  80-х гг. XX ст. [1–3]. 
Эти устройства обладают целым рядом преимуществ в  сравнении 
с  традиционными ЭМ: миниатюрность, простота и  относительно 
небольшая стоимость изготовления, а также высокий контраст изо-
бражения. МК можно разделить на 2 группы  — с  использованием 
объективных линз [4] и  без них [5–7]. Второй вариант имеет пре-
имущество в  том, что облегчается технология изготовления, юсти-
ровки и  управления пучком в  отклоняющей системе. Источником 
электронов в  электростатических МК обычно является холодный 
полевой эмиттер или термополевой эмиттер Шоттки, обладающие 
малым размером виртуального источника (4–8 нм) и высокой ярко-
стью. Структура МК (рис. 1, а) минимизирована в целях упрощения 
технологии изготовления и состоит из эмиттера и двух электростати-
ческих линз — экстрактора и фокусирующей линзы. Моделирование 
предложенной МК проводилось в пакетах COMSOL и SIMION. Мо-
делирование в COMSOL выполнялось в 3D и проводилось в два эта-
па. На первом этапе выполнялось построение электрического поля 
с  учетом физической формы зонда в  виде параболоида с  радиусом 
закругления 100 нм (рис. 1, б), что позволило оценить ток эмиссии 
при помощи формулы Фаулера — Нордгейма (табл. 1). На втором 
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этапе моделирования COMSOL и  в модели SIMION выполняется 
трассировка электронов (рис. 1, в, г) с использованием виртуального 
Гауссова источника электронов, параметры которого соответствуют 
параметрам автоэмиссионного источника [8]. Моделирование в обо-
их пакетах выполнялись с  одинаковыми параметрами геометрии 
и напряжений на электродах (табл. 1). В результате получено, что при 
расстоянии от зонда до экстрактора 200 нм и  напряжении на зон-
де 300–700 В рабочее расстояние составляет 220–340 мкм, а размер 
сфокусированного пучка 120–150 нм (табл. 1).

Для изготовления МК применяются различные технологии: опти-
ческая и  электронная литография, групповая кремниевая техноло-
гия микроэлектроники, технология фокусированного электронного 
пучка и др. Например, в [9] использована технология фрезерования 
ионным пучком, а в  [10] для изготовления многоколоночной мини 
электронно-оптической системы для инспекции больших пластин 
предлагается использовать групповую технологию микроэлектро-
ники. Представленная выше мини электронно-оптическая система 

Рис. 1. а — схема модели; б — электрическое поле, построенное 
в COMSOL; в, г — сравнение трассировки электронов в COMSOL 

и SIMION
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может быть изготовлена, например, с помощью фрезеровки тонкой 
металлической фольги с помощью ионного и лазерного пучков. При 
этом с  помощью фрезеровки сфокусированным ионным пучком 
может быть создана апертура с  минимальным микронным и  суб-
микронным диаметром для экстрактора электронов, а с  помощью 
лазерной фрезеровки  — широкоапертурная часть МК с  диаметром 
отверстия в десятки микрон. Поскольку лазерная технология в прин-
ципе позволяет получать отверстия с  микронными диаметрами, то 
в перспективе можно будет использовать единую лазерную техноло-
гию для изготовления апертур МК. В качестве основных материалов 
для создания заданной структуры МК предполагается использовать 
тонкие фольги алюминия, титана и вольфрама толщиной 10–20 мкм. 
В качестве эмиттера можно использовать вольфрамовое острие, из-
готовленное методом электрохимического травления.
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О КРИЗИСЕ В ОТЕЧЕСТВЕННОМ НАУЧНОМ 
ПРИБОРОСТРОЕНИИ И ПУТЯХ ВЫХОДА ИЗ НЕГО  

НА ПРИМЕРЕ СЕКВЕНАТОРОВ ДНК
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По данным анализа закупок классических секвенаторов ДНК из 
открытых источников, в  2025 г. доля закупленных в  России китай-
ских приборов превысила 50 %, при этом приходится констатировать 
более чем двукратное падение производства и продаж отечественных 
секвенаторов (см. рис. 1). 

Рис. 1. Динамика закупок приборов для секвенирования ДНК 
в Российской Федерации по данным открытых источников
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Рассмотрим причины, которые, на наш взгляд, привели к данной 
ситуации. Успешно продолжается поддерживаемая правительством 
Китая экспансия научного оборудования и, в  частности, секвена-
торов ДНК на рынок России. Некоторые из приборов китайского 
производства, например HONOR 1616 (Superyears, Китай), были «пе-
рекрашены» в российские цвета и стали «отечественными» секвена-
торами Locus Seqtor 1616 (ООО «Хеликон», Россия). Одновременно 
обсуждается локализация в России производства линейки китайских 
секвенаторов ДНК (Генные технологии здоровья, Китай). Все это 
происходит на фоне попыток организовать системные меры под-
держки разработки и  производства отечественных научных прибо-
ров со стороны профильных ФОИВов. Однако некоторые из таких 
мер либо сложны, либо не дают желаемого масштабного эффекта. 
Успешная и формировавшая рынок для российский производителей 
программа Минобрнауки России по обновлению приборной базы 
научных и  образовательных организаций была переориентирована 
на поддержку небольшого числа центров коллективного пользова-
ния и инжиниринговых центров, тем самым критически сузив поя-
вившийся рынок. Минпромторг России применяет сертификат про-
исхождения по форме СТ-1, что, с одной стороны, дает отечествен-
ным производителям реальные преференции при торгах, а с другой 
стороны, процедура его получения крайне забюрократизирована 
и нередко занимает до 3 лет. 

Проведенный анализ уже поставленных десятков китайских при-
боров демонстрирует их низкую загрузку у пользователей. Причин 
тому несколько. Во-первых, эти приборы довольно «сырые», а их 
сервисное обслуживание совершенно неразвито. Во-вторых, сто-
имость расходных материалов и  наборов китайского производства 
высока и не все организации справляются с выпавшей на них после 
приобретения китайских приборов финансовой нагрузкой. Кроме 
того, многие приборы закупаются без предварительной проработки 
пользователями наличия на рынке готовых (а для медицинских орга-
низаций еще и имеющих регистрационное удостоверение) наборов 
реагентов под задачи, для решения которых покупалось данное до-
рогостоящее оборудование. 
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Итогом сложившейся ситуации являются разрывы в работе пред-
приятий-изготовителей критически важной наукоемкой продукции, 
что ведет к потере темпа и  их неминуемой технологической дегра-
дации. Попытки самостоятельного выхода отечественных предприя-
тий на зарубежные рынки являются возможным выходом из сложив-
шейся ситуации, но эта работа требует дополнительных инвестиций 
и времени. 

В такой сложной для отечественных разработчиков и  произво-
дителей научного оборудования ситуации необходимо наращивать 
меры их системной поддержки со стороны государства. Следует крат-
но увеличить затраты на разработки и одновременно вернуть прак-
тику финансирования большого числа научных и  образовательных 
организаций по программе обновления приборной базы, а не только 
ограниченного числа центров коллективного пользования и инжи-
ниринговых центров. Следует также упростить процедуру получения 
сертификатов происхождения продукции для научных приборов, 
учитывая факт их разработки и производства в стране. Важно уделять 
внимание не только разработчикам приборов, но и производителям, 
так как производство научных приборов требует развитой и зачастую 
избыточной производственной инфраструктуры, которую слож-
но окупить при мелкосерийном производстве. Поддержка экспорта 
отечественных приборов в свою очередь позволит увеличить серий-
ность, повысим тем самым экономический эффект. Следует также 
рассмотреть применение налоговых льгот для компенсации затрат 
на НИОКР, проводимых предприятиями в инициативном порядке за 
счет собственных средств. В рамках реализации программы развития 
научного приборостроения гражданского назначения необходимо 
поддержать разработку тех типов и моделей приборов, рыночный по-
тенциал которых высок, а срок выхода на серию не превышает трех 
лет, — такой подход позволит сравнительно быстро нарастить науч-
ный, инженерный и  производственный потенциал отечественной 
отрасли приборостроения, сформировать внутренний рынок и при-
ступить к решению дальнейших задач по оснащению российской на-
уки и промышленности научными приборами и оборудованием. 



Устные доклады

89

ЖЕСТКИЙ СОФТ: НАШ УВЛЕКАТЕЛЬНЫЙ ОПЫТ 
РАЗРАБОТКИ ПО ДЛЯ НАУЧНОГО И МЕДИЦИНСКОГО 

ОБОРУДОВАНИЯ

С. А. Долгушин*, Д. В. Шалаев, П. А. Монахова, Я. Н. Горев 
* dolgushin.sergey@aivok.com

ООО «Айвок», 124498, Москва, г. Зеленоград, проезд 4922-й, 4, стр. 5 

Компания «Айвок» разрабатывает и  производит высокотехно-
логичное медицинское и  аналитическое оборудование для гене-
тики, иммунологии, ПЦР-анализа: QuattroPlex® Lab  — система  

Рис. 1. Внешний вид основного рабочего экрана ПО QuattroPlex® Lab 
Software аналитической системы мультиплексного анализа биомаркеров 

QuattroPlex® Lab
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мультиплексного анализа биомаркеров, GeneMack® Strela  — стан-
ция выделения ДНК, TERMIX®  — персональный термоцикер, 
QUBIX® — компактный флуориметр. Приборы и программное обе-
спечение разрабатываются нами полностью с нуля: от идеи до серий-
ного выпуска.

В докладе будет показана эволюция процесса разработки про-
граммного обеспечения (ПО) для аналитического и  медицинского 
оборудования от «классического» подхода начала 2000-х гг. (C++ 
и Windows/Linux) до современного подхода на базе web-технологий 
и Linux. В качестве примера рассмотрен процесс разработки ПО для 
мультиплексного анализатора QuattroPlex® Lab: приведены этапы 
разработки и использованный стек, преимущества выбранной архи-
тектуры, показаны особенности тестирования. Рассмотрены возни-
кавшие на различных этапах трудности и показаны пути их решения 
(рис. 1). 

Также уделено внимание специализированным задачам, которые 
возникают при создании сложного аналитического ПО: повышение 
скорости и точности вычислений, контроль размерности значений, 
генерация многостраничных отчетов, аппроксимация результатов. 
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(ПРЕД)ОБРАБОТКА ДАННЫХ В БИОМЕДИЦИНЕ — 
СИГНАЛЫ, ИЗОБРАЖЕНИЯ, ТЕКСТЫ И ЧЕМ ТУТ ПОЛЕЗЕН 

ИСКУССТВЕННЫЙ ИНТЕЛЛЕКТ

Е. И. Пчицкая1, 2, *, Д. С. Смирнова¹, А. Р. Устинова¹, Е. И. Волкова¹,  
Г. О. Раев¹, Д. А. Баев¹, Е. И. Герасимов¹, ², А. С. Сачук¹, А. В. Раковская1, 2, 

И. М. Золин¹, В. С. Скворцов¹, В. С. Чуканов1, 3, И. Б. Безпрозванный2
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¹ Лаборатория анализа биомедицинских изображений и данных,  
Санкт-Петербургский политехнический университет Петра Великого, 
195251, Санкт-Петербург, ул. Политехническая, 29
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политехнический университет Петра Великого, 195251, Санкт-Петербург,  
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3 Высшая школа прикладной математики и вычислительной физики,  
Санкт-Петербургский политехнический университет Петра Великого, 
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Развитие научного приборостроения открывает новые возмож-
ности для получения сложных биомедицинских данных, таких как 
сигналы активности нейронов, изображения высокого разрешения 
и  текстовые массивы. Важным аспектом является не только разра-
ботка современного оборудования, но и  создание эффективных 
методов предобработки и  постобработки данных, которые должны 
разрабатываться параллельно с  аппаратурой для обеспечения ее 
максимальной эффективности. Современные микроскопы и другие 
устройства генерируют огромные объемы информации, требующей 
специализированной обработки.

В нашей работе представлены методы и алгоритмы, в том числе на 
базе искусственного интеллекта (ИИ), адаптированные для обработ-
ки данных, получаемых с помощью флуоресцентных микроскопов, 
в том числе миниатюрных (минископов). Эти устройства позволяют 
регистрировать данные с высокой детализацией, но их полноценное 
использование невозможно без применения современных методов 
обработки.
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В современной биомедицинской визуализации денойзинг удаляет 
шум, а деконволюция восстанавливает искаженные детали изобра-
жений, что критично для анализа данных, получаемых на микро-
скопах. Эти методы позволяют выявлять тонкие структуры клеток 
и  слабые сигналы, которые иначе остались бы скрытыми, обеспе-
чивая высокую точность последующего количественного анализа. 
Разработка таких алгоритмов — неотъемлемая часть создания и эф-
фективного использования современного аналитического оборудо-
вания. Мы разработали метод денойзинга TriDeFusion [1], который 
сочетает аналитический денойзинг (Non-Local Means) и нейросете-
вой подход (Modified Noise2Noise). Это позволяет эффективно устра-
нять шум и  артефакты, сохраняя детализацию изображений, что 
особенно важно для анализа данных, полученных с использованием 
прижизненной и экспансионной микроскопии. В свою очередь ней-
росетевой метод деконволюции NeuroDecon [2] обеспечивает высо-
кокачественную трехмерную деконволюцию, в разы превосходящую 
по скорости и  качеству традиционные аналитические методы, что 
критично для обработки изображений объемных объектов.

Следующим этапом обработки изображений является сегмента-
ция и извлечение численных характеристик исследуемых объектов. 
Изучение морфологии дендритных шипиков нейронов — ключевых 
элементов синаптической передачи — позволяет выявлять измене-
ния, связанные с обучением, памятью и нейродегенеративными за-
болеваниями, такими как болезнь Альцгеймера. Для анализа мор-
фологии дендритных шипиков нейронов было создано программное 
обеспечение SpineTool [3, 4], которое автоматизирует сегментацию, 
классификацию и  кластеризацию нейронных структур, открывая 
возможности для глубокого понимания нейронных сетей и их пато-
логий. Это особенно актуально для данных, получаемых с помощью 
высокоразрешающих микроскопов, где точность анализа напрямую 
зависит от качества постобработки.

Исследование активности нейронов с  помощью миниатюр-
ных флуоресцентных микроскопов (таких как Inscopix или UCLA 
Miniscope) позволяет регистрировать динамику нейронных сетей 
в  естественных условиях, что критически важно для понимания 
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механизмов обучения, памяти и развития нейродегенеративных за-
болеваний [5]. Для обработки таких временных рядов, содержащих 
скрытые зависимости и  сложные паттерны, нами разработана мо-
дель NeuroBERT, основанная на архитектуре нейронной сети BERT 
(Bidirectional Encoder Representations from Transformers). Она обеспе-
чивает восстановление сигналов и классификацию состояний ней-
ронов, раскрывая новые возможности для анализа нейробиологиче-
ских данных.

Кроме того, нами разработана мультиагентная система NeuroRAG, 
основанная на технологии Retrieval-Augmented Generation (RAG), 
для работы с научными текстами в области нейробиологии. Она ин-
тегрирует специализированные базы данных и интернет-источники, 
обеспечивая высокую точность и релевантность ответов на биомеди-
цинские запросы, что важно для анализа текстовых данных и мета-
информации, сопутствующей экспериментам.

Таким образом, комплексный подход, сочетающий разработку 
оборудования и  алгоритмов обработки данных, позволяет значи-
тельно расширить возможности нейробиологических исследований 
и повысить эффективность использования аналитической аппарату-
ры.
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Москва, ул. Бутлерова, 15

Оптические методы анализа обеспечивают оперативное бескон-
тактное определение состояния объекта и потому широко исполь-
зуются для наблюдения в биологических исследованиях и  в меди-
цине. НТЦ УП РАН разрабатывает оптические приборы и системы, 
которые основаны на следующих принципах: мультиспектральные, 
гиперспектральные на основе акустооптических фильтров, фу-
рье-спектрометрия. Они имеют различную конструкцию и габариты: 
лабораторные, компактные, портативные, мобильные, в том числе 
способные размещаться на дронах, модули расширения для совре-
менной аппаратуры (рис. 1).

По принципу действия их можно разделить на:
– спектральные приборы, позволяющие зарегистрировать спек-

тральные или цветовые характеристики объектов;



Устные доклады

95

– приборы с частотной селекцией, выделяющие, например, вари-
ации на частоте сердечных сокращений;

– интерферометрические спектральные системы, выявляющие 
структурные элементы;

– комбинированные, сочетающие оптический анализ, например, 
с акустическим, который позволяет определить структуру тканей, 
форму органов или включений эхо-импульсными методами на осно-
ве высокочастотного ультразвука.

В качестве биомедицинских объектов выступают поверхность тела, 
внутренние полости, подповерхностные слои, образцы тканей и ма-
лые живые организмы (например, икра и мальки рыб). Форма получа-
емых объективных данных: оптические изображения, спектры, спек-
тральные изображения, интерферограммы, акустические сигналы.

Среди основных разработанных приборов, устройств и систем 
можно отметить: аналитические системы и модули (гиперспектро-
метры, мультиспектральные видеокамеры, видеокапилляроскопы, 
измерительные оптические эндоскопы, гиперспектральные моду-
ли для микроскопов и эндоскопов), вспомогательное оборудование 
и  специализированные системы (анализатор функционирования 
сердечно-сосудистой системы рыб, система для цветовоспроизведе-
ния, акустооптические фильтры и дефлекторы, беговые дорожки для 
мелких лабораторных животных).

Рис. 1. Основные используемые методы и разрабатываемые приборы
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Существующая совокупность устройств, методов и технологий 
позволяет создавать новые исследовательские и аналитические ком-
плексы для решения разнообразных биомедицинских и других задач.
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К основным характеристикам генетических анализаторов [1, 2] 
относятся длина прочтения, максимальная анализируемая длина, 
время стандартного фрагментного анализа, количество каналов де-
текции флуоресценции, аналитическая чувствительность, динами-
ческий диапазон измерения сигнала в  каждом спектральном диа-
пазоне. Аналитическая чувствительность определяет минимальную 
концентрацию анализируемых реагентов, таких как флуоресцентно 
меченые фрагменты ДНК, или красителей в модельных эксперимен-
тах. Высокая чувствительность имеет большое значение, когда иссле-
дуются образцы с малым количеством ДНК, которое даже после ам-
плификации с  помощью полимеразной цепной реакции позволяет 
получить интенсивности флуоресценции, близкие к сигналу шумов 
или фонового излучения. Поэтому исследования, направленные на 
повышение аналитической чувствительности генетического анали-
затора и определение ее фактического значения, являются актуаль-
ной задачей.

В работе рассмотрено влияние паразитного отражения и  рассе-
яния излучения флуоресценции в линейке капилляров на аналити-
ческую чувствительность генетического анализатора. Отраженное 
и рассеянное излучение создает дополнительную фоновую засветку, 
которое в  ряде случает может превышать информативный сигнал 
флуоресценции. Теоретически показано, что основной вклад в фо-
новую засветку линейки капилляров вносит отражение излучения 
от капилляров с  высокой концентрацией флуорофоров и, соответ-
ственно, высокой интенсивностью флуоресценции. Для рассеяния 
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света в линейке капилляров большую роль играют технологические 
аспекты очистки капилляров [3].

Экспериментальная проверка предложенной модели формиро-
вания фоновой засветки была проведена на стандартной линейке 
капилляров с  8 капиллярами, в  которой один из капилляров был 
заполнен коллоидным раствором на основе квантовых точек и фо-
тополимера. Изображение линейки капилляров, в которой один ка-
пилляр заполнен квантовыми точками (справа), показано на рис. 1. 
Остальные семь капилляров заполнены водой и не люминесцируют. 
Соседние капилляры отражают заметную часть излучения от люми-
несцирующего капилляра, что создает дополнительную фоновую за-
светку и приводит к снижению аналитической чувствительности. 

Теоретически показано, что если интенсивности люминесцен-
ции в  различных капиллярах линейки, отличаются незначительно 

max

min

1Ip
I

= 
 (Imax  — максимальная интенсивность люминесценции 

в одном из капилляров, Imin — интенсивность люминесценции в ка-
пилляре, для которого определяется аналитическая чувствитель-
ность), то капилляры не оказывают существенного влияния друг 

Рис. 1. Линейка капилляров. Один капилляр заполнен квантовыми 
точками (справа). Остальные капилляры отражают заметную часть 

излучения люминесценции от первого капилляра
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на друга. При р = 10 эффективная аналитическая чувствительность 
уменьшается примерно в 2 раза в соседнем капилляре. При р = 100 
эффективная аналитическая чувствительность уменьшается в  3–11 
раз в пределах линейки капилляров. При р = 1000 эффективная ана-
литическая чувствительность падает примерно в 30–110 раз и состав-
ляет 3×10–9...1,1×10–8 М/л. При р = 10 000, эффективная аналитиче-
ская чувствительность падает более чем в 1000 раз (10–7 М/л).

Проверка влияния интенсивного излучения флуоресценции од-
ного из капилляров на соседние капилляры линейки проводилась 
также в приборе «Нанофор 05». Линейка капилляров, в которой один 
из капилляров был заполнен квантовыми точками, помещалась вме-
сто стандартной линейки капилляров. Засветка и  считывание про-
изводились в  стандартном режиме. Высокоинтенсивная флуорес-
ценция в одном из капилляров создает заметную фоновую засветку 
практически во всех капиллярах линейки и  делает невозможным 
проведение корректных измерений. 

Рассматривается целесообразность использования линеек капил-
ляров с большим количеством капилляров и меры по уменьшению 
паразитного отражения в линейке капилляров генетического анали-
затора. Из полученных результатов следует, что для получения высо-
кой аналитической чувствительности концентрация анализируемых 
реагентов должна быть примерно одинаковой во всех капиллярах 
линейки. При использовании линеек капилляров с большим коли-
чеством капилляров следует учитывать их взаимное влияние — от-
ражение излучения флуоресценции с  различной интенсивностью 
и различным спектральным составом. 
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СОСТАВЛЯЮЩИХ НЕРАВНОМЕРНОСТИ ОСВЕЩЕНИЯ  

В ИЗОБРАЖЕНИЯХ СЕКВЕНАТОРА ДНК «НАНОФОР СПС»

В. В. Манойлов*, А. Г. Бородинов, А. И. Петров, И. В. Заруцкий,  
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Неравномерное освещение поля зрения реакционной ячейки 
приводит к ошибкам в оценках параметров объектов флуоресценции 
в  экспериментах по анализу нуклеиновых кислот в  системе парал-
лельного секвенирования [1, 2].

На рис. 1 показано изображение поля зрения из эксперимента, 
проведенного на секвенаторе «Нанофор СПС». Центральная область 
изображения более яркая, а края более темные. Исходный размер 
изображения имел 1950 строк и 2000 столбцов. На рис. 2 показан ре-
зультат обработки изображения, представленного на рис. 1, которое 
было обработано с помощью морфологической операции эрозии со 
структурным элементом disk с  радиусом 20 пикселей, а  затем сгла-
жено с помощью гауссового фильтра нижних частот. Эти процедуры 
позволили выделить из исходного изображения фоновую составля-
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ющую, которая является результатом неравномерности освещения 
реакционной ячейки. 

Существует линейная модель формирования изображения [1, 
3], описывающая связь между истинным изображением 

 и  полученным изображением , которая 
выглядит следующим образом:

                    (1)
  — полученное изображение, искаженное не-

равномерностью освещения.   — истинное изображение, 
  — мультипликативный компонент неравномерности ос-

вещения,  — аддитивный компонент неравномерности ос-
вещения.

Для оценки  аддитивного компонента  исходное 
изображение обрабатывалось скользящим окном в  виде квадрата 
размером 15×15 и  локальный фон был определен как среднее зна-
чение самых тусклых 5  % пикселей этого пиксельного окна. Затем 

Рис. 1. Типичное изображение 
поля зрения, демонстрирующее 

неравномерное освещение

Рис. 2. Результат обработки 
изображения с помощью 

морфологической операции эрозии 
и сглаживанием гауссовым фильтром 

обработки
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полученное среднее значение присваивалось всем пикселям окна. 
В результате для каждого поля зрения формировалось изображение 
фона, которое вычиталось из исходного изображения.

Для оценки  мультипликативного компонента  
использовались три метода фильтрации нижних частот, основанных 
на предположении, что неравномерное освещение является сигна-
лом низкой частоты. 

На рис. 3 показаны профили строк с номерами: 100, 1000 и 1850, 
указанными на рис. 2. Как видно из рис. 3, профили строк изобра-
жения имеют разную форму и амплитуду, что является результатом 
неравномерного освещения. Профили самой яркой средней и самой 
тусклой линий соответствуют строкам 1000, 100 и 1850. На рис. 4 по-
казаны профили этих строк для откорректированного изображения. 
Профили строк откорректированного изображения близки к  пря-
мым линиям и находятся вблизи нуля. 

Рис. 3. Профили 100, 1000 и 1850 
строк изображения, показанного 

на рисунке 2 до проведения 
коррекции неравномерности 

освещения

Рис. 4. Результат коррекции 
аддитивной и мультипликативной 
составляющих неравномерности 

освещения
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В приборах «Нанофор СПС» и Miseq (Illumina), использующих ме-
тод массового параллельного секвенирования, реализована методоло-
гия секвенирования путем синтеза, при которой каждый цикл сопро-
вождается регистрацией четырех флуоресцентных изображений в раз-
личных спектральных диапазонах, соответствующих нуклеотидам A, 
C, G и T. На получаемых изображениях иммобилизованные на под-
ложке кластеры ДНК визуализируются в  виде дискретных областей 
повышенной интенсивности флуоресценции на гетерогенном фоне.

Процедура base-calling заключается в определении последователь-
ности нуклеотидов на основе анализа пространственно-временной 
динамики флуоресцентных сигналов. Традиционные алгоритмы, ос-
нованные на анализе спектральных характеристик интенсивности, 
демонстрируют ограниченную эффективность в условиях значитель-
ной вариабельности сигнала, спектрального перекрытия флуорофо-
ров и наличия систематических артефактов [1]. Предлагаемый метод 
реализует альтернативный подход, основанный на применении ма-
шинного обучения для пространственно-статистического анализа 
кластеров.

Начальный этап алгоритма включает детектирование потенци-
альных кластеров на каждом канале с  использованием метода ло-
кальных максимумов. Для каждого идентифицированного объекта 
производится экстракция региона интереса размером 10×10 пиксе-
лей с центром в точке детекции. Фундаментальным аспектом мето-
дологии является формирование мультиспектральных образцов, где 
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каждый экземпляр представляет собой ансамбль из четырех про-
странственно-коррелированных регионов интереса. Датасет кон-
струируется с соблюдением баланса между позитивными примерами 
(регионы, содержащие валидные кластеры с  аннотацией соответ-
ствующего нуклеотида) и негативными примерами (регионы фона). 
Вектор признаков формируется посредством конкатенации пиксель-
ных значений всех спектральных каналов, создавая входные данные 
размерностью 400 признаков.

Для решения задачи классификации кластеров использовались 
четыре алгоритма машинного обучения, оптимально адаптирован-
ных для обработки многомерных данных:  метод опорных векторов 
(SVM),  алгоритм k-ближайших соседей (KNN),  дерево решений 
(Decision Tree), логистическая регрессия.

Разработанный алгоритм на основе классических методов машин-
ного обучения демонстрирует сопоставимую с нейросетевыми под-
ходами точность при существенно меньших вычислительных затра-
тах. Ключевые преимущества методов включают высокую скорость 
обработки, интерпретируемость результатов, устойчивость к переоб-
учению и детерминированность работы [2]. Данные характеристики 
делают классические методы предпочтительными для применения 
в production-системах обработки геномных данных, где критически 
важны скорость анализа и воспроизводимость результатов.
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РЕАКЦИОННЫХ ЯЧЕЕК ГЕНЕТИЧЕСКОГО АНАЛИЗАТОРА 
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А. Н. Зубик*, Ф. Л. Владимиров, Д. А. Белов, В. Е. Курочкин
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Институт аналитического приборостроения РАН, 198095,  
Санкт-Петербург, ул. Ивана Черных, 31–33, лит. А

Метод массового параллельного секвенирования ДНК заключа-
ется в  одновременном анализе множества колоний одноцепочечных 
фрагментов ДНК посредством синтеза комплементарных цепей моди-
фицированными нуклеотидами с оптической регистрацией, соответ-
ствующих каждому виду нуклеотида флуоресцентных меток. Синтез 
выполняется на одной или двух поверхностях проточной реакционной 
ячейке, помещенной внутрь генетического анализатора для массового 
параллельного секвенирования ДНК (далее  — секвенатор). Изобра-
жения флуоресцентных меток регистрируются с  высоким разреше-
нием с  помощью детектирующей системы секвенатора. Для синтеза 
олигонуклеотидов на поверхности проточной ячейки предварительно 
наносится слой коротких олигонуклеотидов, от плотности и  равно-
мерности нанесенных структур напрямую зависит результат секвени-
рования. Один из способов оценки качества подготовки поверхности 
ячеек заключается в  прикреплении флуоресцентных меток к корот-
ким олигонуклеотидам и  оценки интенсивности и  равномерности 
сигналов флуоресценции по одной или двум поверхностям ячейки. 
Для корректной оценки интенсивности флуоресценции необходимо 
использовать устройство с  известным и  стабильным уровнем флуо-
ресценции с заданными спектральным составом.

Для определения плотности якорных нуклеотидов на поверхно-
сти ячейки в работе [1] было предложено использовать раствор оли-
гонуклеотидов, меченных флуоресцентным красителем (Cy5), кото-
рые обратимо связываются с якорями. Интенсивность формируемо-
го светящегося слоя позволяет оценить плотность и равномерность 
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нанесения якорных нуклеотидов на поверхности ячейки. Однако 
нерешенной задачей является создание калибровочного устройства 
с эталонным уровнем флуоресценции, относительно которого изго-
товленные рабочие ячейки можно разделять по качеству и характе-
ризовать годными либо негодными для дальнейшего использования. 
Применение для калибровки таких же ячеек для секвенирования 
с высоким качеством поверхности осложняется наблюдаемым умень-
шением интенсивности сигнала флуоресценции со временем как за 
счет выцветания красителя Cy5 при многократном сканировании на 
флуоресцентном сканере, так и  за счет возможной деградации по-
верхностного слоя. Поэтому разработка и создание калибровочного 
устройства с известным и стабильным уровнем флуоресценции яв-
ляется актуальной задачей. 

В качестве калибровочного устройства в настоящей работе пред-
ложено использовать стандартные реакционные ячейки для секве-
нирования, заполненные люминофором на основе квантовых точек 
с фотополимером. После заполнения микрофлюидного канала ком-
позиция полимеризовалась под действием УФ-излучения.

Люминофоры на основе квантовых точек обладают высокой яр-
костью флуоресценции, что определяется высокими значениями 
коэффициента экстинкции и  квантового выхода люминесценции, 
имеют широкую полосу возбуждения, что позволяет использовать 
один источник возбуждающего излучения, например, в  диапазо-
не 400–500  нм, для возбуждения люминесценции квантовых точек 
с  различными спектрами люминесценции. Квантовые точки явля-
ются неорганическими материалами и  обладают высокой фотоста-
бильностью, что позволяет использовать мощное лазерное излуче-
ние для возбуждения люминесценции без риска деградации и  вы-
горания люминофора. Спектры люминесценции этих материалов 
имеют весьма узкий и симметричный пик, без всяких длинноволно-
вых хвостов и других особенностей. Положение максимума флуорес-
ценции определяется размером квантовых точек. В устройстве может 
использоваться несколько типов квантовых точек с отличающимися 
спектрами люминесценции, идентичными спектрам основных орга-
нических красителей, используемых для геномного секвенирования.
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Особенностью органических красителей является, то, что исполь-
зование интенсивного лазерного излучения приводит к их быстрой 
деградации и выгоранию, при этом яркость флуоресценции быстро 
падает. Это делает применение органических красителей в калибро-
вочных устройствах малопривлекательным.

Было реализовано калибровочное устройство, в  котором кана-
лы были заполнены композицией с квантовыми точками на основе 
CdS/ZnS (КТ-620) и  фотополимером. После заполнения каналов 
композицией, фотополимер с квантовыми точками полимеризовал-
ся при помощи УФ-осветителя с длиной волны излучения λ = 365 нм 
и мощностью 3,0 Вт. Спектр люминесценции имеет максимум в рай-
оне 620 нм, полуширина спектра — примерно 30 нм. Используемая 
композиция может использоваться для тестирования и  настройки 
каналов с максимумами излучения 600 и 661 нм. 

Пример использования разработанного калибровочного устрой-
ства для проверки качества подготовки поверхности реакционных 
ячеек в приборе для массового параллельного секвенирования «Нано-
фор СПС» показан на рис. 1, где представлены участки калибровоч-
ного устройства (а), хорошей реакционной ячейки (б) и плохой ячей-
ки (в). Размеры поля зрения составляют 500 × 500 мкм. Усредненный 
уровень сигнала флюоресценции калибровочного устройства состав-
ляет (950 ± 50) о. е., сигнал флюоресценции хорошей ячейки составля-
ет (1010 ± 50) о. е., сигнал флюоресценции плохой реакционной ячей-
ки составляет (480 ± 25) о. е. Отбраковка ячеек проводится по уровню 

Рис. 1. Пример использования калибровочного устройства
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сигнала флюоресценции. Ячейки, у которых сигнал флюоресценции 
ниже порогового значения, заданного уровнем люминесценции ка-
либровочного устройства, имеют недостаточную плотность олигону-
клеотидов на поверхности ячейки и не используются для геномного 
секвенирования ДНК. Изготовленные калибровочные ячейки пока-
зали долговременную стабильность и устойчивость к выгоранию.
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ПОМЕХ СИГНАЛОВ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ ПРИ ОБРАБОТКЕ 
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* gordeevaleksey37@gmail.com

1 СПбАУ РАН им. Ж. И. Алферова, 194021, Санкт-Петербург, ул. Хлопина, 8/3, 
лит. А
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Определение последовательности ДНК позволяет выявлять ге-
нетическую информацию организма, что помогает диагностиро-
вать заболевания, изучать наследственность и  проводить научные 
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исследования. В настоящий момент одним из самых надежных ме-
тодов определения последовательности нуклеотидов ДНК являет-
ся секвенирование по Сэнгеру. Данный метод отличается высокой 
точностью (до 99,99 %), стабильностью результатов, относительной 
простотой интерпретации полученных данных и хорошей воспроиз-
водимостью. 

При этом, качество полученной хроматограммы сильно ухудша-
ется из-за дрейфа базовой линии и перекрестных помех между ка-
налами флуоресценции. Дрейф базовой линии обусловлен неравно-
мерностью фонового сигнала, нестабильностью интенсивности ла-
зерного возбуждения и  колебаниями чувствительности оптической 
системы. Перекрестные помехи возникают из-за частичного спек-
трального перекрытия эмиссионных спектров флуоресцентных кра-
сителей и «просачивания» сигнала между каналами детектирования. 
Эти артефакты приводят к ухудшению соотношения сигнал/шум, 
появлению ложных пиков, усложнению автоматического определе-
ния пиков и сокращению длины достоверного прочтения. Для повы-

Рис. 1. Результат работы программы: а — исходные данные; б — 
очищенные данные
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шения точности дешифровки требуется предварительная цифровая 
очистка сигналов.

Цель работы: разработка программного решения для автоматиче-
ской коррекции базовой линии и компенсации перекрестных помех 
в данных секвенирования по Сэнгеру с последующей нормализаци-
ей очищенных сигналов.

Используемые методы:
Коррекция базовой линии. С целью коррекции базовой линии ис-

пользован итеративный алгоритм, основанный на МНК (метод наи-
меньших квадратов). На каждом шаге аппроксимируется текущая 
базовая линия, после чего точки сигнала, расположенные выше нее, 
исключаются из последующих вычислений. В результате последова-
тельных итераций оценка базовой линии сходится к ее истинному 
значению. Метод не требует предварительной сегментации сигнала 
или определения пиков.

Компенсация перекрестных помех. Для компенсации перекрестных 
помех применяется алгоритм Li-Speed [1], представляющий собой 
оценку обратного отображения между интенсивностями флуорес-
ценции и истинными концентрациями красителей посредством ре-
параметризации. Попарное столкновение каналов осуществляется 
итеративно до достижения устойчивой структуры интенсивностей. 
Для оценки эффективности коррекции может использоваться ме-
трика, основанная на распределении откорректированных данных.

Результаты. Разработанная компьютерная программа принима-
ет на вход сырой сигнал (четыре канала A, G, C, T) и автоматически 
выполняет очистку. На рис. 1 (а) представлены результаты секвени-
рования по Сэнгеру, полученные в ходе эксперимента. Данные по-
сле обработки показаны на рис. 1 (б). Можно наблюдать следующие 
улучшения: 

● Снижение перекрытия соседних пиков.
● Увеличение отношения сигнал/шум.
● Подавление ложных пиков.
● Устранение дрейфа базовой линии.
Таким образом, можно заключить, что предложенное программ-

ное решение значительно повышает качество данных секвенирования 
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по Сэнгеру. Предлагается использовать его в качестве обязательно-
го этапа предобработки полученного в  ходе эксперимента сигнала 
перед его дальнейшим использованием. Практическим результатом 
применения разработанного программного продукта является повы-
шение точности идентификации нуклеотидов и  увеличение длины 
корректно считываемой последовательности.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ОБРАТНЫХ ФУНКЦИЙ ДЛЯ ОБРАБОТКИ 
СИГНАЛОВ В ЗАДАЧЕ СЕКВЕНИРОВАНИЯ ДНК 

А. Я. Логинов*, Б. В. Бардин, В. В. Манойлов, А. И. Петров 
* aleksan1der-logp2014@yandex.ru
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В спектрометрии основная, «полезная» часть сигнала, как прави-
ло, представляет последовательность во времени неотрицательных 
спектральных пиков. Остальные составляющие сигнала, например, 
фоновая составляющая, шумы, помехи обычно удаляются на на-
чальных этапах обработки. При этом на последующих этапах часто 
возникает необходимость анализа нестационарных процессов. Это 
такие процессы, в которых некоторые параметры сигналов меняются 
во времени. Причем время здесь может пониматься условно. В об-
щем случае это та физическая характеристика, в которой калибрует-
ся шкала спектра — ось абсцисс графика. Так, в фотоспектрометрии 
это длина волны фотона, в  масс-спектрометрии  — молекулярная 
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масса, в фотоэлектронной спектрометрии — энергия связи электро-
на в атоме и т. п.

Наиболее характерным примером нестационарного процесса яв-
ляется совокупность сигналов сиквенс-анализа фрагмента ДНК по 
Сэнгеру методом капиллярного электрофореза. Фореграмма  — за-
регистрированные в  результате электрофореза данные, состоит из 
4 спектров или 4 цветовых каналов, именуемых «A», «C», «G» и «T», 
в  единой шкале времени. Один из основных параметров фореграм-
мы — ширина одиночных спектральных пиков на полувысоте. С точки 
зрения информации, одиночный спектральный пик в сигнале кана-
ла «A», «C», «G» или «T» означает тип молекулы ДНК, находящейся 
на конце фрагмента с порядковым номером, которому соответствует 
число молекул в составе фрагмента. При анализе длинных фрагментов 
ДНК — порядка 1000 и более нуклеотидов, значения данного параме-
тра существенно меняются во времени. На рис. 1 показан один из че-
тырех спектров фореграммы, состоящей из порядка 750 нуклеотидов, 
в котором путем многократного дифференцирования четного порядка 
предварительно обнаружены «полезные» пики. В остальных спектрах 
(каналах) пики находятся аналогичным образом. Из обнаруженных во 
всех спектрах пиков формируется общая статистика, состоящая из но-
мера пика, времени его выхода и ширины на полувысоте. Номер пика 
в статистике определяется временем выхода (увеличивается в порядке 
его возрастания). На рис. 2 показана зависимость ширины спектраль-
ных пиков на полувысоте от времени их выхода.

Как видно из рис. 2, ширина пика на полувысоте в течение всей реги-
страции спектра не постоянна. На кривой по сканированным данным 
ближе к концу времени регистрации наблюдается достаточно большое 
количество выбросов. Это обусловлено наложением пиков друг на дру-
га (образованием «пачек»), и при сканировании принимается в расчет 
ширина всей пачки. Поскольку одной из главных задач обработки спек-
тров фореграммы является обнаружение одиночных пиков, в частно-
сти, выделение их из «пачек», непостоянство ширины спектральных 
пиков образует задачу выбора математических средств обработки.

 Преобразование нестационарного спектра в  стационарный 
при некоторых условиях может быть выполнено переносом точек  
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Рис. 1. Предварительный поиск пиков в канале «А» фореграммы 

Рис. 2. Зависимость ширины спектральных пиков на полувысоте от 
времени выхода
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(отсчетов) исходного нестационарного спектра на шкалу выходного 
стационарного спектра со сдвигом по времени, пропорциональным 
отличию интервала параметра нестационарности от некоторого зна-
чения, заданного как соответствующий постоянный интервал вы-
ходного спектра. Этот последний интервал в частном случае может 
быть равным среднему значению интервала в исходном спектре.

В докладе рассматриваются алгоритмы преобразования неста-
ционарных сигналов в  стационарные и  результаты тестирования 
этих алгоритмов. Алгоритмы протестированы на математических 
моделях и  на реальных фореграммах. По результатам разработки 
и тестирования сделаны следующие выводы. 

Использование обратной функции шкалы времени позволяет 
скорректировать нелинейную шкалу времени, которая является од-
ним из элементов нестационарности нестационарных случайных 
процессов в задачах спектрометрии.

Для построения обратной функции шкалы времени необходимо 
произвести обнаружение спектральных пиков, проинтегрировать за-
висимость расстояний между пиками от времени, а затем в получен-
ной функции заменить зависимость переменной по вертикальной 
оси от переменной по горизонтальной оси зависимостью перемен-
ной по горизонтальной оси от переменной по вертикальной оси.

После построения обратной функции отсчеты спектра в  новой 
шкале необходимо вычислять при помощи интерполяции между со-
ответствующими соседними отсчетами шкалы времени.

Интерполяция между соответствующими соседними отсчетами 
шкалы времени может осуществляться методом наименьших ква-
дратов при помощи полинома, степень которого выбирается путем 
минимизации суммы квадратов отклонений между эксперименталь-
ными отсчетами времени и аппроксимирующего полинома. 
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КАПИЛЛЯРОВ НА КАЧЕСТВО СЕКВЕНИРОВАНИЯ ПО 

СЕНГЕРУ
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* KrisstinaVash@yandex.ru

1 Институт аналитического приборостроения РАН, г. Санкт-Петербург, 
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Капиллярный электрофорез, являясь ключевым этапом секвени-
рования ДНК по Сенгеру, критически зависит от состояния поверх-
ности капилляра. Наличие свободных гидроксильных групп связи 
Si-OH на поверхности капилляров и  захват протонов этих групп 
молекулами воды при включении электрического поля порождает 
электроосмотический поток (ЭОП), который направлен в сторону, 
противоположную движению ДНК-фрагментов, что снижает разре-
шение и качество расшифровки нуклеотидной последовательности 
[1]. В  работе проведена оценка влияния модификации внутренней 
поверхности капилляров на качество данных секвенирования ДНК. 
В качестве модифицирующих агентов были выбраны триалкоксиси-
ланы, содержащие 4 функциональные группы различной природы: 
3-Глицидоксипропилтриметоксисилан (1), 3-(Триметоксисилил)
пропил-метакрилат (2), 3-Аминопропилтриэтоксисилан (3), 3-(Три-
этоксисилил)пропилсукциновый ангидрид (4). Для контроля ис-
пользовали капилляры до модификации. 

Внутренняя поверхность предварительно обработанных водным 
раствором соляной кислоты 0,5 М (промывка на насосе 30 минут) 
капилляров модифицировалась путем инкубации в течение 40 минут 
при температуре 23 оС реакционной смесью, содержащей 830 мкл эти-
лового спирта, 150 мкл воды лабораторного качества, 16 мкл уксусной 
кислоты (катализатор гидролиза) и 4 мкл силанизирующего агента. 
После инкубации линейка последовательно промывалась этиловым 
спиртом и водой для удаления непрореагировавших реагентов. 
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Для оценки качества до и после модификации капилляров прово-
дили секвенирование контрольного образца плазмиды pGEM-3Z из 
набора Генсек (ООО «НПФ Синтол», Россия) на приборе «Нанофор 
05» (ИАП РАН, Россия) в соответствии со стандартным протоколом. 
Капилляры заполняли полимером ПДМА-6 (ООО «НПФ Синтол», 
Россия).

Влияние модификации поверхности капилляров оценивали путем 
сравнения результатов расшифровки, полученных на одной и той же 
линейке капилляров ЛК-50 (ИАП РАН, Россия) до и после силани-
зации с помощью программы Mutation Surveyor V5.1 (Soft Genetics, 
США) (табл. 1).

Таблица 1. Сравнение длины расшифровки плазмиды pGEM-3Z  
до и после силанизации

Параметр Контроль 1 2 3 4
Средняя длина 

прочтения (п. н.) 720±5 715±5 690±8 721±5 690±4

Анализ данных не выявил статистически значимого изменения 
длины прочтения после силанизации ни одним из протестирован-
ных модифицирующих агентов по сравнению с контролем. Получен-
ные результаты показывают, что гель на основе полидиметилакри-
ламида (ПДМА), используемый в качестве разделяющей фрагменты 
ДНК среды в капиллярной линейке, обеспечивает высокое качество 
разделения в немодифицированных капиллярах.
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ШАБЛОНОВ ДЛЯ ДАННЫХ МАССОВОГО ПАРАЛЛЕЛЬНОГО 

СЕКВЕНИРОВАНИЯ 

А. Ю. Ямановская*, А. Г. Бородинов, В. В. Манойлов, А. И. Петров,  
В. Е. Курочкин
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Институт аналитического приборостроения РАН, 198095,  
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Массовое параллельное секвенирование (МПС) — это техноло-
гия, обеспечивающая считывание миллионов коротких фрагментов 
ДНК (ридов) [1]. Риды формируются на основе регистрации флуо
ресцентных сигналов, излучаемых множественными кластерами 
ДНК, закрепленными на поверхности реакционной ячейки.

В Институте аналитического приборостроения РАН технология 
МПС реализована в секвенаторе «Нанофор СПС», который обеспечи-
вает полный цикл обработки данных — от регистрации изображений до 
восстановления нуклеотидных последовательностей [2]. Одним из клю-
чевых этапов первичной обработки данных МПС является построение 
шаблона — совокупности координат, каждая из которых соответствует 
отдельному кластеру, являющемуся источником рида [3].

В данной работе представлен альтернативный метод генерации 
шаблонов с  добавлением этапа адаптивного подавления фона. За 
контрольные методы генерации шаблона взяты ПО «Нанофор СПС» 
и ПО компании Illumina «Real-Time Analysis (RTA) software». Пред-
ставленный метод реализован на языке Python в  модуле template 
generator. Описание входных и выходных данных для генерации шаб
лона приведено на рис. 1.

Сравнение методов проводилось по принципу пространственной 
схожести наборов точек в двухмерном пространстве с помощью ра-
нее разработанного модуля Mapped points distribution (MPD). Следует 
отметить, что для каждого тайла можно составить таблицу координат 
его кластеров, однако такая таблица не является шаблоном, так как 
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каждое изображение имеет свою систему координат OТайла на каждом 
цикле и канале в силу физических ограничений оптической системы 
прибора и все кластеры не будут излучать сигнал в течение одного 
цикла только в одном канале.

В результате сравнительного анализа были представлены результа-
ты построения шаблонов от трех различных алгоритмов и сгенериро-
ван отчет о пространственных характеристиках полученных шаблонов. 
Наибольшее совпадение с контрольными методами показал шаблон, 
построенный по принципу подавления базовой линии фона и сравне-
ния локальных областей изображения с ядром Гаусса. Было достигнуто 
покрытие 63 % координат контрольных кластеров RTA при допустимой 
ошибке в 10 пикселей.
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Рис. 1. Описание источника данных для генерации шаблона и формата 
выходных данных
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Современная молекулярная диагностика наследственных за-
болеваний предъявляет высокие требования к оборудованию: оно 
должно быть не только точным, но и  универсальным, эффектив-
ным и  интегрируемым в  рутинную работу клинической лаборато-
рии. Генетический анализатор «Нанофор 05» зарекомендовал себя 
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как надежная платформа для решения широкого спектра задач [1, 2]. 
Первым и  ключевым преимуществом «Нанофора 05» является его 
способность служить единой платформой для разнородных типов 
мутаций. Принцип капиллярного электрофореза с флуоресцентной 
детекцией, лежащий в его основе, обеспечивает высочайшее разре-
шение и точность определения длины фрагментов ДНК. На приме-
ре трех различных диагностических направлений: анализ генов HTT 
(хорея Хантингтона), AR (спинально-бульбарная мышечная атро-
фия) и UGT1A1 (синдром Жильбера) мы наглядно оценили возмож-
ности анализатора.

Ген HTT (хорея Хантингтона). Основная задача здесь — точное 
определение числа CAG-повторов, где от разницы в несколько по-
второв зависит диагноз. «Нанофор 05» блестяще справляется с этим 
благодаря высокому разрешению. На электрофореграммах (рис. 1-1) 
мы получаем четкие, узкие пики, что позволяет однозначно диффе-
ренцировать нормальные аллели от патологических. Опыт показал, 
что прибор исключает ошибки визуальной оценки, присущие ре-
зультатам, полученным при анализе продуктов амплификации в ага-
розном геле, и обеспечивает получение точных данных, критически 
важных для постановки диагноза.

Ген AR (болезнь Кеннеди). Мутация в гене AR также представля-
ет собой экспансию CAG-повторов. Работа с набором для AR также 
подтвердила высокую точность получаемых результатов, позволяю-
щих однозначно отличать число повторов, соответствующее норме 
и патологии (рис. 1-2). 

Ген UGT1A1 (синдром Жильбера). Здесь задача принципиально 
иная: не требуется измерять большие экспансии, а необходимо надеж-
но различать аллели с минимальной разницей в 2 нуклеотида (напри-
мер, генотипы (TA)6/6, 6/7 и 7/7). Именно для такого рода исследо-
ваний особенно важным является возможность однонуклеотидного 
разрешения, которую обеспечивает «Нанофор 05». Опыт валидации 
метода показал 100 % совпадение результатов с данными эталонного 
метода (рис. 1-3).

С практической точки зрения, использование «Нанофора 05» 
оказалось экономически оправданным. Объединение нескольких 
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диагностических услуг на одной платформе снижает удельную 
стоимость одного анализа. Скорость проведения исследования 
и  простота обслуживания прибора позволяют оперативно выда-
вать результаты врачам-клиницистам, что ускоряет постановку 
диагноза для пациентов. 

Рис. 1. Электрофореграммы фрагментного анализа трех разных 
наборов на генетическом анализаторе «Нанофор 05»: 1 — образец 

с генотипом (CAG)26/(CAG)48 в маркере HTT, 2 — образец 
с генотипом (CAG)47/(CAG)47 в маркере AR, 3 — образец с генотипом 

(TA)7/(TA)8 в маркере UGT1A1
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Таким образом, генетический анализатор «Нанофор 05» подтвер-
дил свою эффективность как для анализа динамических мутаций 
(HTT. AR), так и для точного определения коротких тандемных по-
второв (UGT1A1).
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В настоящее время в современных секвенаторах для реализации 
метода массового параллельного секвенирования ДНК используют 
сложные реакционные смеси, содержащие различные ферменты 
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нуклеинового обмена. Так, для направленного расщепления одной 
из цепей в  колониях ДНК, сгенерированных в  ходе мостиковой 
амплификации, используют ферменты Урацил-ДНК-гликозила-
зу из E.coli, выщепляющую из дуплекса нуклеозид dU, что приво-
дит к удалению одной из цепей ДНК (линеаризация первой цепи) 
и Fpg-ДНК-гликозилазу из E.coli, расщепляющую вторую цепь по 
модифицированному аналогу гуанозина 8-oxo-dG (линеаризация 
второй цепи) [1]. Основной проблемой является ограниченный 
срок годности таких ферментов в активном состоянии даже при со-
блюдении рекомендуемых условий хранения (не более 1 года при 
–20 °С). Вторым ограничением является высокая стоимость фер-
мента Fpg-ДНК-гликозилазы.

Для решения указанных проблем нами был разработан подход, 
использующий не ферментативное, а направленное химическое рас-
щепление цепи ДНК. В качестве такой реакции нами была выбрана 
хорошо изученная реакция периодатного расщепления цис-диоль-
ных групп [2]. Для введения диольной группы в  состав синтетиче-
ского олигонуклеотида был разработан четырехстадийный синтез 
(2R,3R)-1-((6-(бис(4-метоксифенил)(фенил)метокси)гексил)ами-
но)-4-((6-(((2-цианоэтокси)(диизопропиламино)фосфинил)окси)
гексил)амино)-1,4-диоксобутан-2,3-диил диацетат (синтез будет 
опубликован отдельно). Затем был синтезирован якорный олиго-
нуклеотид Р7-диол, содержащий внутри вставку диольной группы. 
Были подобраны условия селективного расщепления диольной груп-
пы в  олигонуклеотиде периодатом натрия и  показано, что раствор 
периодата натрия является стабильным в течение года при хранении 
на –20 °С (рис. 1).

Методом радикальной сополимеризации [3] поверхность ячеек 
была покрыта «газоном» из олигонуклеотидов Р5 (содержащим dU) 
и  Р7-диол. Полученная ячейка была использована для генерации 
молекулярных колоний и  последующего парноконцевого секвени-
рования контрольной ДНК Phix на секвенаторах «Нанофор СПС» 
(ООО  «НПФ Синтол») и  Miseq (Illumina, США). Полученные ре-
зультаты показали, что эффективность линеаризации второй цепи 
и  качество обратного прочтения сопоставимы с  результатами ана-
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логичного запуска на стандартных ячейках производства компании 
«Иллюмина» с ферментативной линеаризацией. 

В табл. 1 представлены результаты выравнивания чтений, полу-
ченных с  использованием олигонуклеотидов Р5 (содержащим dU) 
и  Р7-диол. Для выравнивания использовался алгоритм BWA-MEM 
и парноконцевые чтения в 75 циклов. 

Таким образом, нами разработан подход, позволяющий про-
водить селективное химическое расщепление цепи ДНК в  ходе 

Рис. 1. Результат расщепления олигонуклеотида 6-FAM-P7-T10-диол 
раствором периодата натрия: А — исходный олигонуклеотид, Б — 

расщепленный по диольной группе олигонуклеотид. Данные получены 
на приборе «Нанофор 05» (ИАП РАН, Россия)

Таблица 1. Показатели выравнивания чтений на референсный геном
Качество Прямое чтение, % Обратное чтение, % 

MAPQ > 30 93 71,6
MAPQ < 30 0,3 0,2
MAPQ < 10 0 0

Невыровненные 6,7 28,2
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реализации методики массового параллельного секвенирования на 
приборах «Нанофор СПС» и  Miseq. Данный подход обеспечивает 
высокое качество парноконцевого секвенирования ДНК, а использу-
емый химический реагент является более стабильным и дешевым по 
сравнению со стандартно применяемым ферментом Fpg-ДНК-гли-
козилазой из E.coli.
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Секвенирование одиночных, не объединенных в кластеры моле-
кул ДНК в  реальном времени интересный и  перспективный метод 
третьего поколения, нацеленный на получение ридов, длительность 
которых составляет тысячи пар нуклеотидов. Получение длинных 
ридов может обеспечить расшифровку фрагментов генома, вклю-
чающих в  себя длинные повторяющиеся и  гомологичные участки. 
На сегодняшний день существует две основных технологии одно-
молекулярного секвенирования, предложенные компаниями Pacific 
Biosciences [1] и Oxford Nanopore Technologies [2].

Высокая стоимость и сложность проведения такого секвенирова-
ния, а также отсутствие достаточного количества первичных данных 
в  свободном доступе диктует необходимость имитационного моде-
лирования систем детектирования для таких приборов. Наличие мо-
дельных первичных данных открывает возможности для разработок 
алгоритмов определения последовательности и  алгоритмов биоин-
форматической обработки без необходимости постоянной работы 
с секвенатором.

Существует несколько программных симуляторов длинных по-
следовательностей, таких как SimLoRD, NPBSS и некоторых других 
[3], позволяющих получать длинные риды с моделированием различ-
ных ошибок чтения. Известен симулятор первичных данных для на-
нопорового секвенирования [4]. Однако не существует симуляторов 
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первичных данных для метода секвенирования одиночных молекул 
внутри наноколодцев — наноструктур, называемых волноводами ну-
левой моды, или ZMW (zero mode waveguide). 

Предлагаемая работа описывает стохастическую имитационную 
модель формирования первичных данных для одномолекулярного 
секвенатора с  многофакторной имитацией сигналов его детектора, 
учитывающую вероятностный характер процесса встраивания мече-
ных нуклеотидов в цепь ДНК. Разработанная на базе предложенной 
модели программа-симулятор первичных цифровых данных обеспе-
чивает на выходе полную имитацию результатов секвенирования 
в стандартных форматах fasta, trace и movie — рис. 1. На вход симуля-

Рис. 1. Симуляция данных одномолекулярного секвенатора для одного 
наноколодца с заданной модельной последовательностью из 100 

нуклеотидов: CCAGCAGTTATTTTGAATTCTTCAGGCGTGTTGACCT
ACCATACCAGTGTCGGCTGAATTGCTGAAATTTTCAGCGGAATGAT

TCTTATTAACTGTTCCC в форматах: а) movie, б) trace
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тора может быть подана сформированная модельная последователь-
ность или реальная последовательность нуклеотидов, полученная из 
геномной базы. 

Симулятор не имеет аналогов и  был использован для распозна-
вания флуоресцирующих нуклеотидов в  сериях изображений пер-
вичных данных, для обнаружения сигналов в алгоритмах base-calling 
и в задачах биоинформатической обработки.
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Субмиллиметровые источники излучения, в  первую очередь ги-
ротроны, стали важным компонентом в  спектроскопии ядерного 
магнитного резонанса с  динамической поляризацией ядер (DNP-
NMR). Преимущество метода — значительное повышение чувстви-
тельности по сравнению с  традиционной ЯМР-спектроскопией, 
достигаемое за счет переноса высокой спиновой поляризации от не-
спаренных электронов на ядра. На практике это позволяет усилить 
ЯМР-сигнал в  десятки-сотни раз, сократить время сбора данных 
на несколько порядков и  исследовать образцы, ранее недоступные 
для ЯМР-анализа, — например, разбавленные растворы, твердые 
биологические материалы или поверхности катализаторов [1]. Эф-
фективность DNP-NMR делает его незаменимым инструментом 
для изучения сложных биологических объектов, таких как крупные 
белковые комплексы, мембранные белки, амилоидные фибриллы 
и нуклеиновые кислоты. Эти молекулы часто характеризуются низ-
кой концентрацией, медленной молекулярной динамикой или низ-
ким естественным содержанием ЯМР-активных ядер (например, ¹³C, 
¹⁵N), что делает их анализ классическими методами ЯМР крайне за-
труднительным.

В современных установках DNP-NMR для генерации когерент-
ного субмиллиметрового излучения требуемой мощности применя-
ются гиротроны [2]. Эти вакуумные приборы обеспечивают выход-
ную мощность в  десятки ватт на частотах электронного спинового 
резонанса (140, 263, 394, 460 ГГц и выше) [3], что соответствует ра-
бочим частотам ЯМР-спектрометров (200, 400, 600 МГц) для ядер ¹H. 
Как и большинство СВЧ-устройств, гиротроны для формирования 
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электронного потока традиционно используют термокатоды. Одна-
ко в компактных приборах малой мощности нагрев катода приводит 
к паразитному тепловыделению, что усложняет конструкцию и мо-
жет вызывать нестабильность выходных параметров.

Перспективной альтернативой для этого класса устройств явля-
ются полевые эмиттеры. Их основные преимущества — отсутствие 
необходимости нагрева и практически безынерционность, что позво-
ляет устранить нагрев и инерционность накала. В лаборатории силь-
ноточной и СВЧ-электроники СПбПУ ведутся работы по разработке 
и исследованию полевых эмиттеров, а также электронно-оптических 
систем (ЭОС) [4–5] для различных электровакуумных приборов. 
Разработанные многоострийные полевые эмиттеры с  двухслойным 
защитным покрытием способны обеспечить токи эмиссии свыше 
100 мА и стабильно работают в условиях технического вакуума. Со-
вместно с коллегами из ИПФ РАН (Нижний Новгород) проводится 
работа над созданием диагностического гиротрона, работающего на 
частоте в 140 ГГц с ЭОС с многоострийным катодом [6–7].

Ранее были исследованы электронные потоки, формируемые 
ЭОС с многоострийным полевым катодом [5]. На данном этапе ос-
новной задачей являлось выведение гиротрона на режим генерации 
и измерение параметров излучения. В ходе экспериментов оценива-
лось влияние на амплитуду выходного сигнала следующих факторов: 
полного тока пучка, энергии электронов и напряженности магнит-
ного поля в центре резонатора. 

Мощность излучения измерялась с помощью калиброванного ди-
одного детектора, установленного на расстоянии 15 см от выходного 
окна гиротрона. Детектор можно было поворачивать относительно 
нормали к оси прибора для оценки диаграммы направленности. Из-
мерения проводились в режиме одиночных импульсов с интервалом 
между ними 5–7 минут.

Основным результатом работы стала демонстрация работоспо-
собности гиротрона с  многоострийным полевым эмиттером. При 
токе пучка ~100 мА была достигнута пиковая выходная мощность 
около 13 Вт, что достаточно для ряда спектроскопических приложе-
ний, включая DNP-NMR. 
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При моделировании радиочастотных ионных ловушек, транспор-
тирующих устройств и фокусирующих воронок с геометрией элект-
родов типа SRIG (Stacked Ring Ion Guides), называемых также «эта-
жерка» (см. рис. 1 и ссылку [1]), полезным инструментом являются 
аналитические решения для электрических потенциалов соответ-
ствующих электрических полей. Несмотря на то, что эти аналитиче-
ские выражения используют специальные функции математической 
физики, выигрыш в  скорости моделирования оказывается колос-
сальным.

В докладе исследуются элементарные формулы для цилиндриче-
ских и конических каналов типа «этажерка», где формирующие ка-
нал плоские диафрагмы могут иметь некруговую форму или даже ис-
пользовать мультипольное сегментирование. Применение линейных 
комбинаций рассматриваемых аналитических выражений позволяет 
значительно разнообразить список вариантов потенциалов электри-
ческого поля и, соответственно, список конструкций транспортиру-
ющих устройств, предназначенных для исследования.

На примере транспортирующего устройства с квадрупольным 
сегментированием круговых диафрагм, которое рассматривается 
в [2], с помощью элементарных вычислений псевдопотенциала вы-
сокочастотного электрического поля (см. [1, 3]) показано, что это 
устройство неработоспособно. Действительно, в стенках профиля 
радиочастотного псевдопотенциального барьера, ограничивающе-
го ионы от разбегания в разные стороны, в определенных точках  
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имеются существенные «дырки» в диагональном направлении, через 
которые возможна утечка ионов. В силу этого в макете устройства [2] 
авторам разработки приходится использовать неоправданно широ-
кие диафрагмы, чтобы избежать утечек ионов в моменты пересече-
ния ионами критических сечений канала, где псевдопотенциальный 
барьер будет разомкнутым. Показано, что работоспособность этого 
устройства можно восстановить, если использовать развернутые на 
половину мультипольного угла соседние мультипольно-сегменти-
рованные электроды или же использовать для идентичных мульти-
польно-сегментированных электродов устройства четырехфазные 
электрические напряжения.

Также рассматривается функционирование конических ионных 
воронок с меняющимися по линейному или квадратичному закону 
радиусами плоских диафрагм (в том числе некруговых и мульти-
польно-сегментированных), расположенных с постоянным шагом 
сдвига вдоль прямолинейного канала транспортировки. Рассматри-
ваемые радиочастотные цилиндрические каналы транспортировки 
и ионные воронки могут использовать двухфазные высокочастотные 
электрические напряжения [1], или четырехфазные высокочастот-
ные электрические напряжения [4], или амплитудно-модулирован-

Рис. 1. Конфигурация кольцевых электродов радиочастотных 
цилиндрических ловушек типа «этажерка»: А) ловушка 

с цилиндрическим профилем канала и круговыми электродами, 
Б) ловушка с цилиндрическим профилем канала и идентичными 

квадрупольно-сегментированными электродами, В)  ловушка 
с цилиндрическим профилем канала и развернутыми относительно 

друг друга квадрупольно-сегментированными электродами
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ные высокочастотные электрические напряжения, обеспечивающие 
эффект транспортировки ионов по методу А-волны [5]. Для модели-
рования соответствующих высокочастотных электрических полей 
используются аналитические формулы, частным случаем которых 
являются формулы, опубликованные в [6]. 

Более полный список работ авторов доклада, в которых исследу-
ются аналитические модели электрических полей радиочастотных 
воронок со сложным профилем транспортирующего канала и слож-
ной формой ограничивающих канал электродов, был удален по тре-
бованию рецензента из-за подозрения в избыточном самоцитирова-
нии. К сожалению, работы других авторов, посвященные исследо-
ванию радиочастотных воронок и анализу особенностей их работы, 
используют исключительно численно рассчитываемые электриче-
ские поля без привлечения аналитических моделей (в силу сложно-
стей нахождения аналитических решений уравнения Лапласа), что 
делает получаемые этими авторами результаты существенно менее 
прозрачными и менее общими. Примером является, в частности, 
транспортирующее устройство с квадрупольным сегментированием 
круговых диафрагм, которое рассматривается в [2], неустранимые 
дефекты функционирования которого так и остались не замеченны-
ми авторами предлагаемой конструкции.
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ТРАНСПОРТИРУЮЩАЯ РАДИОЧАСТОТНАЯ ВОРОНКА 
СЛОЖНОЙ ФОРМЫ КАК ИНТЕРФЕЙСНЫЙ ЭЛЕМЕНТ ДЛЯ 

СОГЛАСОВАНИЯ АКСЕПТАНСА МАСС-АНАЛИЗАТОРА  
И ЭМИТТАНСОВ ВАРЬИРУЕМЫХ ИСТОЧНИКОВ ИОНОВ 
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Вопрос эффективного согласования эмиттанса источника ионов 
(области фазового пространства, соответствующего ионам на выходе 
источника) и  аксептанса масс-анализатора (области фазового про-
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странства, соответствующего ионам, проходящих без помех сквозь 
масс-анализатор от входа и  вплоть до детектора) является важным 
при оптимизации такой важной характеристики масс-спектроме-
трического прибора, как чувствительность. Специфический харак-
тер приобретает эта проблема при использовании одной и  той же 
схемы масс-анализатора в  разных прикладных задачах с  разными 
требованиями для входной пробы и. соответственно, с разными спо-
собами ионизации пробы (либо с одним и тем же способом иониза-
ции пробы, но работающим в различных режимах ионизации). В та-
ких случаях представляется более эффективным вместо подстройки 
в каждом отдельном случае параметров аксептанса масс-анализатора 
под тот или иной эмиттанс ионного источника использовать относи-
тельно простое переходное устройство (возможно, с настраиваемы-
ми параметрами), которое обеспечит согласование фиксированного 
аксептанса масс-анализатора и  переменного эмиттанса источника 
или источников ионов.

В работе исследуются возможности использования для этой цели 
газонаполненной радиочастотной воронки с  высокочастотными 
электрическими напряжениями, обеспечивающими транспорти-
рующий эффект А-волны [1, 2]. Профиль последовательности кру-
говых диафрагм и  периодически повторяющиеся высокочастотные 
напряжения, прикладываемые к сгруппированным в четверки кру-
говым диафрагмам, показаны на рис. 1.
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Здесь ,...2,1,0=k  это номер группы из четырех последовательных 

электродов с  электрическими напряжениями ( )tU a , ( )tUb , ( )tUc   
и  ( )tUd  соответственно; RU  это амплитуда высокочастотных элек-
трических напряжений, изменяющихся во времени t  в соответствии 
с  (1); Ω  это «медленная» круговая частота 100  %-й амплитудной 
синусоидальной и  косинусоидальной модуляции несущего высо-
кочастотного синусоидального электрического напряжения; ω  это  
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«быстрая» круговая частота несущего высокочастотного синусои-
дального электрического напряжения; ϕ  это начальная фаза несу-
щего высокочастотного синусоидального электрического напряже-
ния. При необходимости вместо синусоидальных напряжений могут 
использоваться импульсные.

Транспортирующий эффект основан на использовании высоко-
частотных электрических полей с бегущей синусоидальной волной 
псевдопотенциала вдоль оси устройства [1, 2]. Метод псевдопотен-
циала для анализа движения заряженных частиц в высокочастотных 
электрических полях подробно излагается в монографиях [3, 4].

Профиль радиочастотной воронки, показанный на рис. 1, обеспе-
чивает захват ионов в  широком диапазоне координат, углов, кине-
тических энергий и масс с последующим охлаждением ионов за счет 
столкновений ионов с молекулами нейтрального газа и фокусиров-
кой пучка ионов в  узкий «шнур» с  практически одинаковым гомо-
генизированным фазовым объемом на выходе. Высокочастотные 
напряжения вида (1) обеспечивают на оси системы бегущую волну 
псевдопотенциала, то есть эффект А-волны [1, 2], когда ионы груп-
пируются в компактные сгустки и транспортируются от входа к вы-
ходу с единой групповой скоростью, зависящей лишь от параметров 
приложенных высокочастотных напряжений. А-волна обеспечивает 
отсутствие высокочастотного электрического поля на оси системы 
в  точках минимума псевдопотенциала, где концентрируются сгуст-

Рис. 1. Конфигурация кольцевых электродов радиочастотной 
конической воронки с расширяющимся выходом и периодически 

повторяющиеся высокочастотные напряжения ( )tU a , ( )tUb , ( )tUc  
и  ( )tUd , прикладываемые к последовательно расположенным 

электродам
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ки ионов, что препятствует их паразитной фрагментации. Также 
транспортировка с  помощью А-волны позволяет делать выходную 
диафрагму существенно меньше при сохранении прежней эффек-
тивности вывода ионов в высоковакуумную область, что значитель-
но облегчает работу вакуумных насосов системы дифференциальной 
откачки. Обратная воронка на выходе устраняет резкий скачок высо-
кочастотного электрического поля и соответствующий ему концен-
трированный радиочастотный барьер, рассеивающий ранее сфоку-
сированные ионы.

При моделировании работы рассматриваемых устройств исполь-
зовались псевдопотенциальная модель движения заряженных частиц 
в высокочастотных электрических полях [3, 4] и аналитические элек-
трические потенциалы радиочастотных воронок, предложенные, 
в частности, в [5]. Более полный список работ авторов, посвященных 
исследованию аналитических моделей электрических полей радио-
частотных воронок со сложным профилем транспортирующего ка-
нала и его электродов, был удален по требованию рецензента из-за 
подозрения в избыточном самоцитировании. 
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ФУНКЦИОНАЛИЗАЦИЯ МИШЕНИ ДЛЯ МАЛДИ-МАСС-
СПЕКТРОМЕТРИИ МЕТАЛЛ-АФФИННЫМИ СОРБЕНТАМИ 

НА ОСНОВЕ СТЕАРАТОВ ЛАНТАНОИДОВ
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Санкт-Петербург, ул. Ивана Черных, 31–33, лит. А

Метод масс-спектрометрии с  матрично-активированной ла-
зерной десорбцией/ионизацией (МАЛДИ-МС) является распро-
страненным инструментом для анализа органических молекул.  
К главным преимуществам метода относятся быстрота анализа, вы-
сокое разрешение и чувствительность, а также способность детек-
тировать обширный круг соединений. Однако сложная и многоста-
дийная пробоподготовка, предшествующая анализу, часто сводит 
на нет эти достоинства, требуя больших временных затрат и приво-
дя к потерям анализируемого вещества. В последние годы для по-
вышения эффективности анализа разрабатываются подходы по со-
вмещению различных процедур пробоподготовки с  МАЛДИ-МС. 
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Это привело к  созданию протоколов, объединенных концепцией 
«лаборатория-на-мишени» [1]. В  рамках этой концепции, напри-
мер, был предложен метод интеграции металл-аффинной хро-
матографии, разделения белков, основанного на их избиратель-
ном связывании с  ионами металлов, в  алгоритм с  последующим  
МАЛДИ-МС анализом [2]. 

В данной работе исследуются новые сорбционные материалы на 
основе стеаратов лантаноидов, представляющих интерес ввиду боль-
шого ионного радиуса, переменных валентностей и больших коор-
динационных возможностей, что должно способствовать усилению 
взаимодействия с целевыми молекулами, повышая чувствительность 
анализа. В основе исследования лежит успешный опыт работы [3], 
где сорбционный материал на основе тонкой пленки стеарата лан-
тана использовался в качестве металл-аффинного сорбента для обо-
гащения аддукта триптического пептида LLGNVLVC112VLAHHFGK 
β-субъединицы глобина человека (HHb) с  хлорсодержащими ксе-
нобиотиками, а также продуктами окисления диклофенака. Таким 
образом, актуальна цель работы: получить на поверхности МАЛДИ-
мишени и  исследовать новые сорбенты, содержащие атомы метал-
лов, принадлежащих к ряду лантаноидов.

Сорбенты формировали путем нанесения небольшой капли вод
ного раствора нитратов лантаноидов, затем последовательно трижды 
наслаивали раствор насыщенной стеариновой кислоты в н-гексане. 
После чего убирали каплю и  повторяли процедуру еще раз. После 
формирования 6 монослоев стеарата металла (FМе, где Ме — La, Ce, 
Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu) удаляли избытки соли 
путем промывания сорбента деионизованной водой и  высушивали 
сорбенты на воздухе.

Эффективность сорбента в  значительной степени зависит от 
площади его поверхности, доступной для взаимодействия с  анали-
том. Исследование при помощи световой микроскопии показало, 
что нанесение первого монослоя стеариновой кислоты уже приво-
дило к образованию структуры из множества концентрических ко-
лец. Увеличение числа монослоев до двух и четырех сопровождалось 
значительным увеличением количества материала. Наибольшая  
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удельная яркость пятна в пределах ячейки была достигнута при фор-
мировании шести монослоев. 

Структурное звено было установлено методом МАЛДИ-МС. Ис-
следование морфологии сорбентов, проведенное с  помощью атом-
но-силовой микроскопии, подтвердило наличие развитой поверхно-
сти с волнообразным рельефом. Данные сканирующей электронной 
микроскопии показали, что FMe формируется в виде концентриче-
ских окружностей с рыхлыми неровными краями, расходящихся от 
центра нанесения капли водного раствора соли металла. Быстрое 
испарение стеариновой кислоты в гексане по краям пятна вызывает 
наползание и деформацию новых участков слоя на предыдущие, что 
приводит к их разворачиванию в плоскости. Таким образом, процесс 
коллапсирования FMe начинается по периметру водной капли и да-
лее распространяется по зоне растекания гексана.

Для оценки сорбционных свойств FMe в  качестве модельного 
объекта исследования был выбран HHb, модифицированный ксе-
нобиотиком N1-(4-хлорфенил)-2-хлорацетамид (ССAn). Выбор 
HHb обусловлен его мажорной ролью в  составе крови; наличием 
в  его α- (С-104) и  β-субъединице (C-112 и  C-93) цистеина, являю-
щегося мишенью для алкилирующих агентов. Кроме того, дли-
тельное время жизни белка в  организме позволяет детектировать 
накопленные аддукты при ретроспективном анализе. Два трипти-
ческих пептида β-субъединицы с  подходящими для МАЛДИ-МС 
массами обладают разными значениями pI (m/z 1719,97 для пептида 
LLGNVLVC112VLAHHFGK и  pI= 8,84, смещенное в  щелочную об-
ласть, и m/z 2529,22 для пептида GTFATLSELHC93DKLHVDPENFR 
и pI= 5,17, смещенное в щелочную область), что позволяет оценить 
эффективность экстракции в разных условиях.

Анализ полученных после проведения металл-аффинной экс-
тракции МАЛДИ-масс-спектров подтвердил, что все исследуемые 
структуры обладают сорбционными свойствами. Проведение ме-
талл-аффинной экстракции позволяет значительно увеличить ин-
тенсивность целевых сигналов аддуктов белка с  хлорсодержащим 
ксенобиотиком, при этом общее количество примесных сигналов 
в масс-спектре снижается. То есть все исследуемые структуры про-
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являют специфичность по отношению к хлорсодержащим пепти-
дам.

В ходе работы получено 13 новых металл-аффинных сорбентов на 
основе стеаратов лантаноидов. Все структуры, сформированные не-
посредственно на МАЛДИ-мишени шестикратным нанесением сте-
ариновой кислоты в н-гексане на каплю водной субфазы, содержа-
щей ионы металлов, характеризуются развитым рельефом, наличием 
структурного звена MeSt₂⁺ и достаточной площадью поверхности для 
эффективного связывания с аналитом. Это позволяет применять их 
для специфического обогащения аддуктов белков с  хлорсодержа-
щими соединениями, являющимися широко распространенными 
промышленными и бытовыми токсикантами. Среди изученных сор
бентов структура FGd продемонстрировала наибольшую универ-
сальность, проявив высокий уровень селективности в целом, а также 
специфичность как к щелочным, так и к кислым аддуктам.
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Поиск и идентификация реактивных метаболитов является од-
ним из важнейших этапов исследований при оценке токсичности 
новых лекарственных средств и  других ксенобиотиков. На сегод-
няшний день существует ряд подходов к in vitro моделированию 
биотрансформации ксенобиотиков, среди которых широкое рас-
пространение получили неферментативные методы с последующей 
инкубацией продуктов окисления с улавливающим агентом, в ка-
честве которого часто используется низкомолекулярный трипептид 
глутатион (GSH). Среди методов определения метаболитов ксено-
биотиков и  их аддуктов эффективно применяется масс-спектро-
метрия с  матрично-активированной лазерной десорбцией/иони-
зацией (МАЛДИ-МС). Значительный интерес представляет разра-
ботка подходов для моделирования метаболизма непосредственно 
на подложке для МАЛДИ (мишени) с последующим МС-анализом 
как продуктов окисления, так и  их конъюгатов с  улавливающим 
агентом, что может существенно сократить общее время исследова-
ния. Соответственно, целью работы являлась разработка системы 
экспрессного скрининга реактивных метаболитов ксенобиотиков, 
позволяющей проводить все необходимые этапы эксперимента на 
поверхности МАЛДИ-мишени.

Была разработана схема моделирования метаболизма ксенобио-
тиков на основе УФ-индуцированного фотокаталитического окис-
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ления в присутствии наночастиц TiO2 (УФ/TiO2-ФКО), включающая 
следующие этапы: 1) нанесение на ячейки мишени 2 мкл водной су-
спензии TiO2 (2 мг/мл, рутил:анатаз = 4:1) и ее высушивание; 2) на-
несение на функционализированные ячейки растворов GSH и ксе-
нобиотика (общий объем 10 мкл); 3) выдерживание мишени под лам-
пой УФ-излучения (λmax = 405 нм, 30 минут); 4) перенос раствора на 
соседнюю ячейку и добавление матрицы (2,5-дигидроксибензойная 
кислота), МАЛДИ-МС-анализ. Затем на примере ряда лекарствен-
ных средств с  изученным метаболизмом (индапамид, диклофенак, 
амлодипин, амиодарон) продемонстрирована эффективность пред-
ложенного подхода. В  случае амиодарона и  амлодипина был обна-
ружен ряд метаболитов, которые не демонстрировали реакционной 
способности по отношению к GSH, что согласуется с литературны-
ми данными. Для диклофенака и индапамида были найдены также 
аддукты их продуктов окисления с GSH. Предложенный подход был 
апробирован при исследовании двух соединений с неизвестным ме-
ханизмом метаболизма, а также адаптирован для анализа метабо-
литов пестицидов (карбендазим, имидаклоприд, хлорсульфурон). 
В  связи с  нерастворимостью пестицидов в  воде их растворы были 
предварительно нанесены на функционализированные TiO2 ячейки 
мишени и высушены, после чего на них наносился водный раствор, 
содержащий GSH, и  далее окисление проводилось по схеме, опи-
санной выше. По результатам МАЛДИ-МС был детектирован ряд 
сигналов, соответствующих метаболитам исследуемых соединений, 
описанным в  литературе, а также потенциальным продуктам био-
трансформации.

Таким образом, была разработана система экспрессного скри-
нинга реактивных метаболитов ксенобиотиков, позволяющая про-
водить моделирование метаболизма ксенобиотиков с использовани-
ем УФ/TiO2-ФКО непосредственно на поверхности МАЛДИ-мише-
ни. Методика позволяет осуществлять исследование одновременно 
нескольких ксенобиотиков с  низкими временными и  ресурсными 
затратами.
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Для клинического применения тканеинженерные конструкции 
должны обладать метаболической активностью и сосудистой сетью, 
аналогичной человеческим тканям и органам. Современные методы 
биопечати, использующие стандартные гомогенные биочернила, 
направлены на воспроизведение структурной сложности нату-
ральных тканей [1]. Добавление в такие чернила микрогелей с жи-
выми клетками дает возможность точно управлять структурными 
и  функциональными параметрами конкретной ткани, создавая 
масштабируемую модель для изучения патологических процессов 
и  оценки цитотоксичности лекарственных средств [2]. Цель на-
шей работы — создание тканеинженерных моделей для тестиро-
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вания препаратов на основе композитных биочернил, состоящих 
из гидрогелевого раствора и  микрогелей с  инкапсулированными 
живыми клетками, полученных методом капельной микрофлюи-
дики.

В первой серии экспериментов мы изготовили тестовые кон-
струкции из гомогенного биочернила на основе альгината/Pluronic 

Рис. 1. 3D-биопечать тканеинженерных конструкций с клетками 
CT26-eGFP. а) Конфокальные флуоресцентные изображения 

тестовой решетки, напечатанной из гомогенного раствора альгината/
Pluronic F-127, с клетками CT26 eGFP во время культивирования 

in vitro (масштабная линейка составляет 500 мкм). b) График 
жизнеспособности клеток в напечатанной конструкции с 1-го по 12-й 
день. Клетки CT26 eGFP находятся в гомогенном растворе альгината/

Pluronic F-127. c) Конфокальные флуоресцентные изображения 
тестовой решетки, напечатанные гетерогенным раствором альгината/ 

Pluronic F-127 с желатиновыми микрогелями, содержащими клетки 
CT26 eGFP, во время культивирования in vitro (масштабная линейка 

составляет 500 мкм). d) График жизнеспособности клеток CT26 eGFP 
в тканеинженерной конструкции, изготовленной из гетерогенных 

биочернил с желатиновыми микрогелями (n = 3). На рис. a), c) 
вставками показаны увеличенные изображения тестируемых структур 
в светлом полем с флюоресцентными метками (масштабная линейка 

составляет 100 мкм)
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F-127 с клетками CT26 eGFP (рис. 1, а). В полученных структурах 
клетки формировали изолированные скопления, увеличивались 
в  размерах и  образовывали сфероиды в  процессе культивирова-
ния. Показатель их жизнеспособности в первые 7 дней был ниже 
85 %, но к 12-му дню возрос до 95 % (рис. 1, b), что свидетельствует 
о существенном повреждении клеток непосредственно в процессе 
печати.

Затем мы изготовили трехмерную решетчатую структуру, ис-
пользуя гетерогенные биочернила, где клетки CT26-eGFP были 
предварительно инкапсулированы в  желатиновые микроге-
ли (рис.  1, с). Наличие микрогелей снижает вязкость конечно-
го состава, что влияет на пространственное разрешение печати. 
Поэтому для модели решетки мы установили расстояние 1,6 мм 
между соседними параллельными линиями, что позволило полу-
чить толщину нити 0,6 ± 0,1 мм. В этом случае жизнеспособность 
клеток изначально превышала 90 % и достигла 95 % к 10-му дню 
(рис. 2, d). Более того, на 5-й день культивирования число клеток 
возросло, и  они распространились по внутренней поверхности 
микрогелей (рис. 2, с(ii)). К 10-му дню клетки полностью запол-
нили весь объем микрогелей (рис. 2, с(iii)). Важно, что как на 5-й, 
так и на 10-й день клетки продолжали рост внутрь микрогелей, не 
мигрируя на поверхность планшета, что указывает на их высокую 
адгезию к альгинатной матрице.
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Молекула PLGA представляет собой полимер с  высокой биосо-
вместимостью и биодеградируемостью, что позволяет использовать 
его как материал наноконтейнеров для разработки инновационных 
препаратов для лечения таких заболеваний, как рак и диабет, и не-
которые подобные препараты уже прошли клинические испытания 
[1]. Во многих случаях PLGA-наночастицы формируются в результа-
те процесса наноосаждения (от англ. nanoprecipitation), когда поток 
органической фазы перемешивается с  потоком водной фазы. По-
добные реакции проводят в том числе в микрофлюидных системах, 
использование которых может предоставить возможность контро-
лировать перемешивание малых объемов фаз с высокой скоростью 
потока. Для подобных задач в исследованиях используют вариации 
так называемых микрофлюидных миксеров типа «елочка» для полу-
чения частиц размером от 100 нм с различной степенью инкапсуля-
ции гидрофильных веществ. В  данной работе производится синтез 
PLGA-наночастиц размером меньше 100 нм при помощи включения 
в их структуру прямо во время синтеза Pluronic F127 для формирова-
ния стериновой оболочки.

Для проведения синтеза были использованы растворы PLGA 
с молекулярной массой 25 кДа и 130 кДа в ацетоне. После раство-
рения PLGA в  ацетоне с  концентрацией 2 мг/мл в  раствор был 
добавлен этиловый спирт до объемной концентрации в  10  % для 
уменьшения летучести и  увеличения смешиваемости с  водной 
фазой. В  качестве водной фазы использовался раствор Pluronic 
F127 с  массовой концентрацией в  1  %. Для проведения синтеза  
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наночастиц методом наноосаждения использовался микрофлюид-
ный контроллер давлений (ФЛИКСБИО, Россия), с помощью ко-
торого осуществлялся ввод жидкостей в  микрофлюидный миксер 
типа «елочка». Размер и полидисперсность полученной суспензии 
наночастиц определялись при помощи лазерной корреляционной 
спектроскопии (DLS) на приборе Malvern Zetasizer Nano S. Перед 
анализом проводился 12-часовой диализ суспензии для удаления 
остатков ацетона, этанола и  Pluronic F127. В  результате были по-
лучены суспензии наночастиц из молекул PLGA с разной молеку-
лярной массой. Анализ размера и полидисперсности показал, что 
использование PLGA с  длиной молекул 130 кДа приводит к фор-
мированию агрегатов размерами 400 нм и 5 мкм, в то время как из 
молекул с молекулярной массой 25 кДа формируется суспензия на-
ночастиц со средним гидродинамическим диаметром в 78 нм и ин-
дексом полидисперсности ~0,080.

В данной работе была разработана методика синтеза PLGA на-
ночастиц со стериновой оболочкой из Pluronic F127 размером менее 
100 нм. Подобный размер может позволить использовать наночасти-
цы в качестве наноконтейнеров для доставки лекарственных препа-
ратов.
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Одним из перспективных методов зондовой диагностики мате-
риалов является сканирующая капиллярная микроскопия (СКМ). 
Преимуществом данного метода является возможность бесконтакт-
ного измерения биообъектов в жидкости с разрешением вплоть до 10 
нм, что важно для изучения морфологии мембран клеток, бактерий, 
костной и жировой ткани [1, 2]. Однако на сегодняшний день ком-
мерчески доступные стандартные калибровочные тестовые образцы 
для СКМ отсутствуют как на международном уровне, так и в рамках 
государственной системы обеспечения единства измерений. Отсут-
ствие работ по созданию тестовых объектов также ограничено и осо-
бенностями подбора образцов для СКМ, в котором допускается из-
мерение преимущественно мягких образцов.

В рамках работы освоена технология изготовления нанопи-
петок методом тепловой вытяжки, включая программирование 
установки и  исследование влияния ее параметров на геометрию 
пипетки. Изучена форма, размеры и ионная проводимость пипе-
ток с помощью методов сканирующей электронной микроскопии 
и  вольтамперометрии. При размерах апертуры пипетки менее 
100 нм обнаружена разница в проводимости при разных полярно-
стях напряжения, что было учтено при использовании подобных 
пипеток в измерениях.

Разработана технология нанесения и  закрепления латексных ча-
стиц на диэлектрические подложки. На гладкие подложки кремния на-
носился тонкий слой акрила. Для повышения гидрофильных свойств 
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и связывания наносфер до нанесения водной эмульсии проводилась 
активации химических связей акрила за счет воздействия на образец 
импульсами переменного тока высокой частоты (215 МГц) и малой 
силы (100–300 мА). Сферы разного диаметра (200 нм, 150 нм, 50 нм, 
20 нм) и разной полярности заряда наносились тонким слоем путем 
центрифугирования наносимой эмульсии. Подобраны оптимальные 
параметры нанесения сфер, а также контроль их закрепления и гео-
метрии при использовании методов атомно-силовой микроскопии 
(АСМ) и  сканирующей электронной микроскопии (СЭМ). Резуль-
таты измерений в виде конволюции геометрии наносферы и зонда 
позволяют оценить субмикронные апертуры пипетки в методе СКМ.

Установлено, что перспективным также является использование 
метода штамповки углублений и выступов в слое поликарбоната для 
создания калибровочных структур. Выявлено, что питы, представ-
ляющие собой набор углублений/выступов одинаковой глубины 
(высоты), ширины и  периода дорожек компакт-диска, позволяют 
использовать их в качестве тестовых образцов. Такие структуры спо-
собны обеспечить калибровку сканирующих микроскопов по трем 
осям, что значительно повышает точность и надежность метода при 
измерениях. Кроме того, выявлены и устранены артефакты изобра-
жений в АСМ и СКМ, изучена их природа, заключающаяся в нали-
чии шумов при сканировании на границе перепада высот, что, пред-
положительно, возникает за счет многократного взаимодействия 
зонда со стенками структуры при его неортогональной ориентации 
к поверхности образца.

По результатам измерений были успешно выполнены калибровки 
пьезокерамики на приборе СКМ для повышения точности измере-
ний по всем трем координатам XYZ, таким образом, разработанные 
образцы были успешно использованы в качестве калибровочных те-
стовых мер для метода СКМ.
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Повышенное давление интерстициальной жидкости в  опухоли 
является барьером для транспорта лекарственных препаратов к ра-
ковым клеткам. Так, значения давления могут достигать 13,3 кПа [1]. 
Исследование поведения клеток в таких экстремальных условиях по-
зволит повысить эффективность применения препаратов. Для про-
ведения экспериментов над клеточными культурами удобно исполь-
зовать микрофлюидные системы, в микроканалы которых возможна 
подача высокого давления. 

Целью данной работы являлась разработка полимерного микро-
флюидного чипа, предназначенного для клеточных исследований 
при повышенных давлениях. Для этого в качестве материалов мик
рофлюидной системы были выбраны жесткие, термопластичные, 
биосовместимые и  прозрачные полимеры: полиметилметакрилат 
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(ПММА) для герметизирующего слоя, полиэтилентерефталат (ПЭТ) 
для подложки и слоя микроканалов толщиной 300 мкм. 

Технология производства включает следующие этапы: инфра-
красную лазерную резку для формирования функциональных слоев 
системы, релаксацию механических напряжений заготовок в  горя-
чей воде, обезжиривание поверхностей, их обработку коронным раз-
рядом, термокомпрессионное связывание в  плоском термопрессе, 
монтаж фитингов. 

Для проверки функциональности чипа в  клеточных исследо-
ваниях был проведен эксперимент по наблюдению за поведени-
ем эмбриональных мезенхимных стволовых клеток (FetMSC) при  
повышении давления в микроканалах. Для подготовки поверхности 
каналов микрофлюидного чипа были аминированы 2 % раствором 

Рис. 1. Результаты эксперимента при повышении давления 
в микроканале на: а) 0 кПа, б) 5 кПа
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APTMS (3-аминопропилтриметоксисилан) в  изопропиловом спир-
те, после чего был иммобилизован бычий сывороточный альбумин 
в качестве белка для прикрепления биологических клеток. 

Подача повышенного давления была осуществлена шприцом, сое-
диненным силиконовыми трубками со входом и выходом микрокана-
ла, а также с манометром, что позволило поддерживать необходимое 
значение давления. Наблюдение за экспериментом произведено в си-
стеме цитометрии ExFluorer LCI, позволяющей поддерживать такие 
параметры среды, как температура и содержание углекислого газа.

Клетки FetMSC были инкубированы с  двумя флуоресцентными 
красителями: TMRM — красителем, накапливающемся в митохон-
дриях в зависимости от митохондриального мембранного потенциа-
ла (ММП), и H2DCFDA — индикатором активных форм кислорода 
(АФК). Снижение сигнала TMRM при повышении давления говорит 
о падении ММП, то есть о нарушении работы митохондрий, которые 
начинают производить большое число АФК, в  соответствии с  уве-
личением сигнала H2DCFDA (рис. 1). Такое увеличение выделения 
АФК может привести к повреждению клеток и их гибели [2].

В результате была разработана технология формирования поли-
мерных микрофлюидных чипов, применимых для проведения экспе-
риментов над клеточными структурами при повышенных давлениях. 
С  помощью изготовленных чипов проведено наблюдение за пове-
дением мезенхимных стволовых клеток при увеличении давления, 
зафиксировано снижение митохондриального мембранного потен-
циала и усиление выделения активных форм кислорода. Дальнейшее 
развитие работы направлено на исследование различных топологий 
микроканалов, разработку новых экспериментов с  гетерогенными 
биологическими клетками.
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Белок FGF-21, играющий важную роль в регуляции углеводного 
и липидного обмена, рассматривается как перспективный терапев-
тический агент [1]. При его получении с помощью рекомбинантной 
экспрессии в  E.coli к нему добавляют His-метку, что значительно 
упрощает последующую очистку. Однако эта метка может негатив-
но влиять на биологическую активность белка и провоцировать не-
желательный иммунный ответ, в связи с чем ее необходимо удалять. 
Наиболее специфичным способом удаления является ферментатив-
ное расщепление с помощью TEV-протеазы. В данной работе для по-
вышения эффективности этого процесса предлагается использовать 
микрофлюидный подход [2].

В рамках исследования разработан гибридный микрофлюидный 
ферментный реактор размером 75×25 мм с рабочим объемом до 60 мкл 
(см. рис. 1). Конструкция реактора состоит из слоев ПММА и ПЭТ, 
в  которых микроканалы сформированы методом лазерной абляции, 
а затем соединены термокомпрессионным методом. Для подключе-
ния внешнего оборудования (шприцевого насоса) были изготовлены 
3D-печатные входные порты. С  целью закрепления TEV-протеазы 
внутренняя поверхность каналов модифицирована тремя разными 
методами: с  использованием химии NHS/EDC, CDI и  глутарового 
альдегида. Успешность иммобилизации фермента контролировали 
с помощью флуоресцентного красителя FITC и Ponceau S.

Эксперименты подтвердили, что изготовленный микрофлюидный 
реактор обладает стабильной конструкцией и  устойчив к  рабочим 
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условиям. Все три метода модификации поверхности позволили до-
стичь эффективной адсорбции TEV-протеазы. При этом наилучшие 
показатели стабильности и воспроизводимости продемонстрировал 
метод на основе CDI. В ходе тестирования системы успешно дока-
зана возможность ферментативного отщепления His-метки от белка 
FGF-21 в условиях микрофлюидного чипа.

Таким образом, созданный лабораторный прототип микрофлю-
идного реактора обеспечивает эффективную иммобилизацию фер-
мента и  пригоден для очистки рекомбинантных белков, таких как 
FGF-21. Представленная технология открывает перспективы для 
миниатюризации процессов ферментативной обработки, позволяя 
сократить время реакции и расход реагентов, что особенно востре-
бовано в области биомедицинских исследований и разработки био-
сенсоров.
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Рис. 1. Образец изготовленного микрофлюидного ферментного 
реактора
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Более 40 лет назад появились первые предположения о том, что 
различные опухолевые клетки чувствительны к недостатку аргинина. 
В последние годы из-за роста количества онкологических заболева-
ний возросла потребность в  разработке новых противоопухолевых 
препаратов. В  связи с  этим стала актуальной разработка штаммов 
стрептококков, способных подавлять рост некоторых видов раковых 
опухолей путем расщепления L-аргинина [1, c. 5068; 2, c. 700]. Но для 
определения наиболее эффективного штамма требуется оценка ак-
тивности фермента аргининдеиминазы, являющегося основой этой 
новой терапии. Поэтому нами была разработана методика, позволя-
ющая в короткие сроки проводить сравнительный анализ активно-
сти данного фермента в различных штаммах.

Аргининдеиминаза (ADI) — фермент, расщепляющий аргинин до 
цитруллина [3, c. 355; 4, c. 136; 5, c. 20]. Недостаток питательных ве-
ществ в опухоли запускает эволюционно законсервированный эука-
риотический процесс, называемый макроаутофагией (аутофагией), 
при котором органеллы и объемные белки перерабатываются лизо-
сомальной активностью [2, c. 700]. 

В основе методики определения активности аргининдеиминазы 
была положена реакция ферментативного деаминирования с после-
дующим определением выделившегося аммиака с помощью вольтам-
перометрического аммиачного сенсора на основе сульфата меди (II), 
покрытого полимерной мембраной типа «Нафион» (см. рис. 1). В ка-



Стендовые доклады

159

честве субстрата выступал непосредственно L-аргинин, продуктом 
реакции является цитруллин (1:1). В процессе работы были опреде-
лены степени влияния субстрата, бульона Тодда — Хьюита (чистым 
и при наличии в нем культуры) на аналитический сигнал.

За счет того, что ионы меди могут образовывать устойчивые ком-
плексы с  аммиаком (lgβ4 = 12,03), возможно вольтамперометриче-
ское детектирование выделяющегося аммиака с  помощью реакции 
комплексообразования, лежащей в  основе работы вольтампероме-
трического аммиачного сенсора на основе сульфата меди (II). Но 
фосфатный буфер, который обеспечивает максимальную активность 
бактерий при pH = 5–6 [5, c. 20], а соответственно и фермента ар-
гининдеиминазы, не позволяет определять малые количества амми-
ака, поскольку при этих рН комплексы не образуются. В  качестве 
решения была предложена схема, по которой производятся изме-
рения сначала при непосредственной активности бактерий, а затем 
после остановки реакции посредством добавок концентрированного 
NaOH (поскольку при pH > 9 бактерии не являются жизнеспособ-
ными).
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Рис. 1. Реакция деаминирования аргинина
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При разработке микрофлюидных диагностических устройств ис-
пользуют два подхода: моделирование процессов [1] и эксперимен-
тальные методы [2]. Каждый подход имеет ограничения: модели без 
проверки теряют достоверность, а эксперименты без теоретической 
основы — предсказательность. Отсутствие их согласованного приме-
нения мешает осуществить плавный переход от разработки к произ-
водству и существенно замедляет трансляцию технологий из лабора-
тории в клинические или промышленные условия.

Одним из ключевых элементов микрофлюидных систем являют-
ся капиллярные клапаны, обеспечивающие управление движением 
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жидкости в  системах. В  работе рассмотрены капиллярные клапа-
ны, для которых моделирование и эксперимент использовались как 
взаимодополняющие инструменты. На основе расчетов в COMSOL 
Multiphysics с  использованием уравнения Лапласа [2–3] и  параме-
тров поверхностного натяжения (рис. 1) были определены зависи-
мости давления прорыва от диаметра апертуры и  угла смачивания. 
Экспериментальная проверка включала изготовление 3D-печатных 
моделей сегментов чипов и измерение давления прорыва столбиком 
жидкости. Контактные углы определялись методом оптической мик-
роскопии.

Согласно теоретическим расчетам, давление прорыва клапанов 
для диаметров апертур капиллярного клапана 0,3–1 мм составило 
432–130 Па соответственно. 2D-моделирование показало, что для 
корректной работы капиллярный клапан должен быть изготовлен 
из гидрофобного материала (рис. 1, А–B). 3D-моделирование было 
проведено для капиллярного клапана диаметром 0,3 мм и контакт-
ным углом 67,5°, размеры каналов до клапана и после клапана со-
ставили 3 мм; 0,8 мм; 0,8 мм (Ш×Г×В). В результате прорыв клапа-
на в модели произошел при давлении 430 Па (рис. 1, D).

Для проверки модели были изготовлены каналы методом фото-
полимерной 3D-печати. Капиллярный клапан изготовлен из акри-
лового клеевого материала ARcare 90445 с  контактным углом 117° 
и  диаметрами апертур, рассчитанными теоретически выше. Экс-
периментальные значения давления прорыва клапана составили 

  А)           B)                C)                 D)
Рис. 1 Раздел фаз в 2D-сечении капилляра: воздух (белый) и вода 

(черный) для трех значений угла смачиваемости стенок через 0,001 с. (A) 
Угол смачивания 112,5°, внешнее давление 227 Па. (B) Угол смачивания 

67,5°, внешнее давление на жидкость 0 Па. (C) Угол смачивания 
90°, внешнее давление на жидкость 0 Па. (D) 3D-модель прорыва 
капиллярного клапана диаметром 0,3 мм с углом смачивания 67,5°



АналитБиоПрибор-2025

162

326–176 Па соответственно размерам апертуры. Таким образом, 
расхождение с расчетными значениями составило в среднем 13,6 %, 
расхождение с  3D-моделью составило 15  %, что подтверждает до-
стоверность модели.

Полученные результаты показывают, что расхождение между рас-
четами и измерениями в большинстве режимов работы оказывается 
умеренным и не критическим для инженерных решений. Интеграция 
моделирования на ранних этапах позволяет сократить число экспе-
риментальных итераций, быстрее отбирать геометрию и материалы 
и снижать стоимость прототипирования. Такой подход может стать 
эффективным инструментом при создании микрофлюидных систем 
для point-of-care диагностики.
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Грипп — инфекционное респираторное заболевание, циркулирую-
щее и вызывающее сезонные эпидемии. По оценкам Всемирной орга-
низации здравоохранения, каждый год из 1 миллиарда случаев сезонно-
го гриппа 3–5 миллионов случаев составляет тяжелая форма заболева-
ния. Одним из способов лечения, ограничивающим продолжительность 
и тяжесть инфекции, являются противовирусные препараты. Среди них 
наиболее перспективны ингибиторы одного из гликопротеинов грип-
па — нейраминидазы. Доказанной эффективностью ингибиции нейра-
минидазы обладает препарат осельтамивир. Однако некоторые штаммы 
гриппа могут стать устойчивыми к осельтамивиру благодаря мутациям 
в  гене, кодирующем нейраминидазу. Наиболее часто встречающейся 
такой мутацией является H275Y. 

Мутантные штаммы вируса гриппа необходимо выявлять для подбо-
ра эффективной терапии. Высокая стоимость, длительность проведения 
и низкая точность ограничивают применение классических молекуляр-
ных методов диагностики. Данные недостатки может решить новый диа-
гностический подход, использующий Cas-нуклеазы систем CRISPR-Cas.

Эффекторный комплекс CRISPR-Cas системы формируется из 
Cas-нуклеазы и направляющих РНК. Узнавание мишени и последую-
щее высокоспецифичное внесение разрыва осуществляется за счет ком-
плементарного взаимодействия gРНК с целевым участком чужеродной 
нуклеиновой кислоты — протоспейсером. Для распознавания мишени 
Cas-эффекторам также необходимо наличие примыкающего к прото-
спейсеру специфического PAM-мотива (Protospacer Adjacent Motif). Это 
короткая консервативная последовательность нуклеотидов, отсутствие 
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которой блокирует образование двунитевого разрыва в ДНК. Способ-
ность Cas-нуклеаз быть нацеленными на заданные участки ДНК с по-
мощью синтетических РНК и осуществлять разрезание только при на-
личии специфичного PAM-мотива открывает широкие практические 
возможности. Это свойство является основой для создания диагности-
ческих систем, способных детектировать специфические нуклеотидные 
последовательности, например, вирусные гены.

Целевая мутация H275Y представляет собой замену C на T в первом 
нуклеотиде кодона гистидина (CAC/CAT), что приводит к образованию 
кодона тирозина (TAC/TAT). Принцип работы разрабатываемой плат-
формы основан на использовании нуклеазы, PAM-мотив которой чув-
ствителен к однонуклеотидным заменам в целевой позиции. В данной 
системе замена цитозина на тимин (C/T) в сайте PAM нарушает рас-
познавание мишени. Таким образом, расщепление ДНК наблюдается 
для последовательности дикого типа и отсутствует для мутанта. Данное 
различие возможно детектировать в лабораторных условиях. На основе 
анализа PAM-предпочтений нуклеаз, охарактеризованных в лаборато-
рии, была отобрана нуклеаза CcCas9 (PAM: 5’-NNNNGNA-3’). 

Разрабатываемая диагностическая платформа должна быть уни-
версальна к различным вариантам дикого и  мутантного вируса  
гриппа. Поэтому для выявления разнообразия и  распространен-
ности вариантов был проведен биоинформатический анализ 81 185 
последовательностей нейраминидазы H1N1 из базы GISAID. В ре-
зультате были выявлены наиболее частые варианты последователь-
ности, примыкающей к позиции 275 с  3’ конца. Данная последо-
вательность была выбрана в качестве спейсера направляющей crР-
НК. В ходе оптимизации длины спейсера было установлено, что 
ее уменьшение до 18 нуклеотидов позволяет сократить количество 
необходимых вариантов до 10 без снижения эффективности работы 
CcCas9. 

Для проверки широты охвата диагностики были сконструиро-
ваны синтетические ДНК-мишени, воспроизводящие эти 10 вари-
антов целевого региона. Подобраны оптимальные концентрации 
компонентов для реакции in vitro: 1200 нМ CcCas9 и 300 нМ каждой 
crРНК в составе смеси. Разработанный набор crРНК демонстрирует 
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высокую возможность расщепления всех вариантов мишени, при-
мыкающей к нужной мутации.

Из коллекции НИИ гриппа им. А. А. Смородинцева были получены 
изоляты, соответствующие первому и третьему по частоте вариантам. 
Для каждого штамма была получена РНК, которая затем была переведе-
на в двуцепочечную ДНК, содержащую мишень для CcCas9. После чего 
с их помощью проведены реакции in vitro расщепления целевых фраг-
ментов ДНК нуклеазой CcCas9. Нуклеаза CcCas9 расщепила фрагмент 
ДНК дикого типа, распознав гуанин в целевой позиции, в то время как 
в присутствии мутации расщепления практически не наблюдалось.

В ходе работы было экспериментально подтверждено, что соз-
данная диагностическая платформа на основе CRISPR-Cas системы 
позволяет эффективно расщеплять ДНК, соответствующую дикому 
типу вируса гриппа, и не проявляет активности в отношении мутант-
ного варианта. РРазработанную диагностическую платформу плани-
руется интегрировать в qPCR для лабораторного анализа.
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Автоматическая классификация электрокардиосигналов (ЭКС) 
с помощью нейронных сетей (НС) представляет собой одну из клю-
чевых задач в медицине и биоинженерии. В последние годы наблю-
дается непрерывный рост интереса к алгоритмам машинного обуче-
ния и их приложениям в диагностике заболеваний сердечно-сосу-
дистой системы, в частности, острой ишемии миокарда (ОИМ) [1]. 
Основным способом выявления маркеров развития данной пато-
логии является стандартная электрокардиография (ЭКГ С), одна-
ко его диагностическая чувствительность составляет всего 56 % [2]. 
В  связи с  этим в  лаборатории №  235 «Радиоэлектронные и  опто
электронные приборы ранней диагностики заболеваний человека» 
Института аналитического приборостроения Российской акаде-
мии наук ведется разработка нового метода электрокардиографии 
сверхвысокого разрешения (ЭКГ СВР), позволяющего производить 
анализ тонкой структуры электрокардиосигналов сверхвысокого 
разрешения (ЭКС СВР) с целью выявления и фиксации патологи-
ческих изменений, связанных с развитием ОИМ, не только в клас-
сических амплитудных и  частотных областях обработки ЭКС, но 
также и в областях, которые считаются помехами [3]. Расширенные 
диапазоны регистрации ЭКС СВР делают большинство стандарт-
ных алгоритмов анализа полученных данных малоэффективными, 
в  то время как сверточные НС показывают многообещающие ре-
зультаты в  анализе сложных биомедицинских данных, открывая 
новые возможности для ранней диагностики и мониторинга состо-
яния пациентов.
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Для обучения и тестирования модели в рамках исследования ис-
пользовался набор данных, состоящий из 89 записей ЭКС СВР со 
средней длительностью 77 минут. Эти данные были получены в ходе 
экспериментов по моделированию ОИМ на подопытных крысах, 
проводимых совместно со структурным подразделением Центра Ал-
мазова — Институтом экспериментальной медицины. Записи были 
разбиты на три ключевые стадии: «стабилизация», «ишемия» и «ре-
перфузия» [4]. Этап предварительной обработки ЭКС СВР включал 
в  себя фильтрацию помех, нормализацию амплитуды для устране-
ния разницы в значениях ЭКС, полученных в различных условиях, 
и ресемплинг, чтобы привести все сигналы к одной длине (1 секун-
да) [5]. Далее полученный набор данных был разбит на обучающую 
и тестовую выборки в соотношении 80/20 для того, чтобы оценить 
работоспособность модели на независимых данных и  избежать пе-
реобучения.

Для классификации БЭС СВР была разработана модель, состоящая 
из НС нескольких типов: трансформера, долгой краткосрочной па-
мяти (Long short-term memory; LSTM) и сверточной [6–8]. Схема мо-
дели представлена на рис. 1. Энкодер сети-трансформера отвечает за 
сбор и обработку входных данных, преобразовывая их в сжатое пред-
ставление, что позволяет выделить ключевые признаки. LSTM-сеть 
предназначена для предсказания последовательных данных на основе 
поступающего ей на вход контекста с  учетом временных зависимо-
стей. Второй компонент сети-трансформера (декодер) разворачивает 
сжатые данные, полученные от LSTM-сети, в окончательные выход-
ные данные, которые могут быть использованы для классификации.  

Рис. 1. Схема модели для классификации ЭКС СВР



АналитБиоПрибор-2025

168

Классификатор на основе архитектуры AlexNet, состоящий из 12 сло-
ев, оценивает вероятность принадлежности поступающего на вход 
модели предсказанного ЭКС СВР к одному из трех классов, соответ-
ствующих этапам эксперимента. Таким образом можно определить 
момент времени, когда начинают проявляться ранние маркеры острой 
ишемии миокарда, на основе имеющихся данных ЭКГ СВР.

В результате проведенных испытаний были получены многообе-
щающие результаты. Разработанная модель может определить начало 
острой ишемии миокарда в среднем на 95,4 секунды раньше, чем явно 
проявляются стандартные признаки данной патологии. При этом точ-
ность прогноза для этапа «стабилизация» составляет 91,4 %, для эта-
па «ишемия» — 87,1 %, для этапа «реперфузия» — 93,4 %. Однако для 
решения таких задач, как классификация и кластеризация ЭКС, тре-
буются значительные вычислительные ресурсы на обучение сложных 
моделей, что может ограничивать их использование в  клинической 
практике. Помимо этого, высокое разрешение сигналов может приве-
сти к переобучению, особенно если количество размеченных данных 
ограничено. Поэтому дальнейшие исследования в области примене-
ния НС для обработки и анализа ЭКС СВР являются актуальными.
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ОБНАРУЖЕНИЕ ХАРАКТЕРНЫХ ТОЧЕК 
ЭЛЕКТРОКАРДИОСИГНАЛА НА ОСНОВЕ ДРОБНЫХ 

ПРЕОБРАЗОВАНИЙ

Е. П. Логачев
zhenya.logachev.94@mail.ru

Институт аналитического приборостроения РАН, 198095,  
Санкт-Петербург, ул. Ивана Черных, 31–33, лит. А

Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) — основная причина 
смертности по данным ВОЗ, с  ишемической болезнью сердца как 
наиболее распространенной причиной летальных исходов. Суще-
ствуют различные методы регистрации электрокардиосигналов, 
включая ЭКГ расширенного амплитудного и частотного диапазона, 
которая фиксирует сигналы в расширенных диапазонах амплитуды 
и частоты [1–3]. 

Детекция характерных точек, таких как экстремумы и точки пе-
ресечения с изолинией, составляет фундаментальный этап анализа 
сигнала. В то время как традиционный анализ вариабельности сер-
дечного ритма и усредненная кардиография фокусируются на выяв-
лении поздних потенциалов, раскрытие комплексных закономерно-
стей, зависящих от амплитуды пиков, невозможно без применения 
современных математических аппаратов. К ним относятся методы 
дробного исчисления, нечеткой логики и алгоритмов поиска скры-
тых маркеров, что в совокупности позволяет перейти от описатель-
ного анализа к прогностическому моделированию. 

В работе реализованы и протестированы три подхода к автомати-
ческому выявлению R-пиков в ЭКГ на основе современных методов 
анализа сигналов, а именно дробное исчисление и нечеткая логика. 
Первый метод использует дробные производные и амплитудные оги-
бающие: он прост в  реализации и  чувствителен к крутым фронтам 
QRS, но подвержен влиянию шумов (рис. 1). Второй метод осно-
ван на дробном непрерывном вейвлет-преобразовании и  дробном 
дифференцировании мощности (рис. 2), что обеспечивает высокую 
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устойчивость к шумам и точное выделение QRS-комплексов во вре-
менно-частотной области, хотя требует значительных вычислитель-
ных ресурсов. Третий метод применяет дробное и кратковременное 
преобразование Фурье, позволяя фиксировать локальные энергети-
ческие всплески, характерные для QRS, но ограничен разрешени-
ем по времени и частоте. Четвертый метод основан на применении 
алгоритма нечеткой кластеризации (fuzzy c-means) к спектру вей-
влет-преобразования мощности, что обеспечивает гибкое и  устой-
чивое выделение характерных гребней. Благодаря нечеткой природе 
кластеризации, границы между сегментами становятся плавными, 
что адекватно отражает физическую неопределенность локализации 
сигналов во времени и частоте. После кластеризации осуществляет-
ся фильтрация центров масс выделенных гребней вдоль временной 

Рис. 1. Этапы поиска S-зубцов при помощи дробных производных

Рис. 2. Этапы работы алгоритма, основанного на дробном 
непрерывном вейвлет-преобразовании
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оси, что позволяет подавить шумовые компоненты и усилить реле-
вантные временные структуры. Предложенный подход демонстриру-
ет высокую эффективность в задачах анализа нестационарных сиг-
налов, где требуется точное выделение динамических особенностей. 

На основе проведенного качественного анализа четырех пред-
ложенных подходов к детекции R-пиков в электрокардиосигнале 
с  использованием различных математических аппаратов (дробное 
исчисление, вейвлет-анализ, нечеткая логика) были получены сле-
дующие выводы.

Временной подход на основе дробных производных, несмотря на 
простоту реализации и высокую чувствительность к крутым фрон-
там QRS-комплексов, оказался неприменим для обработки зашум-
ленных данных из-за фундаментального свойства операции диффе-
ренцирования усиливать высокочастотные шумовые компоненты.

Все временно-частотные подходы (на основе дробного непре-
рывного вейвлет преобразования, дробного кратковременного Фу-
рье-преобразования и нечеткой кластеризации) продемонстрирова-
ли значительно более высокую устойчивость к артефактам и вариа-
циям амплитуды по сравнению с временным методом.

Наилучший компромисс между точностью детекции и устойчиво-
стью к помехам обеспечил подход на основе дробного непрерывного 
вейвлет-преобразования. Его ключевое преимущество заключается 
в способности адаптивно подавлять шумовые компоненты без су-
щественных потерь полезной информации о морфологии QRS-ком-
плекса.

Подход на основе нечеткой кластеризации также показал высо-
кую эффективность, особенно в условиях нестационарных сигналов, 
а его вычислительная сложность может быть оптимизирована для 
практического применения.

Таким образом, проведенное исследование подтвердило перспек-
тивность использования временно-частотных подходов, в особен-
ности метода на основе дробного непрерывного вейвлет-преобра-
зования, для надежной детекции характерных точек в зашумленных 
электрокардиосигналах расширенного диапазона.
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ДЛЯ МОНИТОРИНГА МИКРОЦИРКУЛЯЦИИ  
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Современные медицинские исследования демонстрируют растущий 
научный интерес к изучению микроциркуляции, что вполне оправдано, 
учитывая, что нарушения в капиллярной сети — ответственной за тка-
невый метаболизм — лежат в основе многочисленных патологических 
состояний [1]. Широкий спектр заболеваний может нарушать микро-
циркуляторную сеть кожи и инициировать местное воспаление. Пато-
логические изменения проявляются в первую очередь в капиллярах из-
за их малого размера и высокой плотности.

Функциональные провокационные тесты получили широкое рас-
пространение для выявления скрытых гемодинамических нарушений 
и  оценки реактивности капиллярной сети [1]. К ним относятся: ок-
клюзионные тесты, измеряющие резерв кровотока при прекращении 
артериального притока; дыхательные тесты, оценивающие сосудистую 
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реактивность через симпатически опосредованный мик рососудистый 
спазм; постуральные тесты, оценивающие веноартериолярные реак-
ции; и термические нагрузки. Особую ценность представляют тепловые 
провокационные тесты.

Данное исследование посвящено применению миниатюрного 
оптического датчика для мониторинга изменений микроциркуля-
ции во время проведения тепловых проб (при нагревании и  охлаж-
дении). Экспериментальная установка миниатюрного оптического 
датчика для мониторинга микроциркуляции подробно описана в  ра-
боте  [2]. Оптический датчик содержит лазер, оптику (собирающую 
линзу и  оптическое волокно), детектирующую часть (фотодетектор 
и  аналого-цифровой преобразователь) и  анализирующую систему. 
Лазерное излучение проходит через собирающую линзу (размер пятна 
2 мм) и попадает на участок кожи. Излучение, рассеянное на эритро-
цитах, регистрируется оптическим фотодетектором с использованием 
оптического волокна. Далее сигнал подается на анализирующую систе-
му. С помощью специальной программы строится автокорреляционная 
функция и вычисляется время корреляции, из которого находится ско-
рость кровотока. 

Измерения скорости кровотока проводились на подушечке ука-
зательного пальца как в состоянии покоя, так и при нагревании и ох-

Рис. 1. Результаты измерений скорости кровотока при проведении 
тепловой пробы для одного добровольца в течение 30-минутного 

периода
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лаждении. На рис. 1 представлены измерение скорости кровотока при 
проведении тепловой пробы для одного добровольца в течение 30-ми-
нутного периода.

Как видно на рис. 1, средняя скорость кровотока для добровольца 
в нормальных условиях (отметка 5 минут) согласуется с литературны-
ми данными и составляет 1,6 мм/с. После применения холодовой про-
бы, скорость значительно снизилась из-за сужения капилляров до 0,02 
мм/с. После 15-й минуты наблюдалось постепенное восстановление 
до исходного уровня к 20-й минуте. После этого было зафиксировано 
дальнейшее увеличение скорости кровотока (2 мм/с), обусловленное 
расширением капилляров, вызванным термическим ответом на холо-
довое воздействие. В то время как при нагревании (на 10 минуте) на-
блюдалось заметное увеличение скорости кровотока (до 3 мм/с) и также 
постепенное восстановление до исходного уровня к 20-й минуте.

Таким образом, количественное определение скорости кровотока 
с  помощью оптического датчика во время локальных тепловых проб 
дает ключевое представление о целостности капиллярной сети. Этот 
метод особенно полезен для раннего выявления микрососудистых на-
рушений на стадии, когда изменения остаются обратимыми и функци-
ональными. Отслеживание тонких сосудистых изменений позволяет 
принимать профилактические меры для избежания серьезных ослож-
нений, таких как язвы и некроз.

Перспективы дальнейших исследований связаны с  расширением 
клинической валидации разработанного метода, включая обследование 
пациентов с различными формами сосудистой патологии, а также с оцен-
кой эффективности датчика в условиях длительного мониторинга.
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Современная медицина активно развивает методы диагностики 
по анализу метаболитов — продуктов обмена веществ в организме. 
Суть метода заключается в  том, что при различных заболеваниях 
метаболический профиль человека меняется. Например, уровень 
аммиака может указывать на определенные проблемы со здоровьем. 
Удобным способом измерения таких метаболитов является анализ 
выдыхаемого воздуха. Этот метод полностью неинвазивен, недорог 
и прост, что позволяет использовать его для массовых проверок на-
селения.

Для градуировки печатного электрода использовалась модельная 
газовая смесь, состав которой имитировал выдыхаемый человеком 
воздух, обогащенный парами воды и аммиака.

Концентрацию аммиака в модельной газовой смеси, имитирующей 
выдыхаемый воздух, определяли методом ионной хроматографии.

Процедура анализа состояла в  следующем: 25 мл исследуемого 
раствора помещали в чашку Петри под герметичный пластмассовый 
купол с  затвором. В  течение 3 часов пары аммиака насыщали воз-
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душное пространство под куполом (влажность и  температура кон-
тролировалась гигрометром). Затем через открытое отверстие с по-
мощью компрессора прокачивали воздух через склянку Дрекселя 
с 0,1 М H2SO4 (скорость 0,6 л/мин). Содержание аммиака в конечном 
растворе серной кислоты определяли при помощи ионного хромато-
графа.

На заключительном этапе работы было проведено непосредствен-
ное детектирование аммиака с использованием электрохимических 
сенсоров.

В работе использовались коммерческие трехэлектродные сенсоры 
производства «Poten» (Китай). Конструкция сенсора представляет 
собой подложку из полиэтилентерефталата (ПЭТ), на которой мето-
дом трафаретной печати наносились графитовые рабочий и вспомо-
гательный электроды, а также серебряный электрод сравнения и то-
копроводящие контакты. В  качестве модифицирующего раствора 
был выбран сульфат меди. Это решение было обусловлено способ-
ностью ионов меди, как и некоторых других d-элементов, к образо-
ванию прочных координационных соединений с аммиаком. Данная 
реакция комплексообразования характеризуется значительным сме-

Рис. 1. Зависимость увеличения высоты пика аммиака от концентрации 
аммиака в газовой фазе, определенной из хроматографического 

эксперимента
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щением равновесия в сторону образования продуктов. Ключевыми 
преимуществами используемых электродов являются их высокая се-
лективность по отношению к аммиаку и отсутствие чувствительно-
сти к воде.

В герметичный купол объемом 3,7 л помещали чашку Петри 
с 25 мл раствора аммиака и выдерживали в течение 3 часов для до-
стижения равновесного распределения паров в  воздушной среде. 
Затем с помощью компрессора воздух из купола через силиконовый 
шланг подавали в  измерительную камеру с  установленным элект-
родом. Продолжительность продувки составляла 100 секунд. После 
этого регистрировали электрохимический отклик, анализ которого 
проводили по верхнему пику на циклической вольтамперограмме 
(ЦВА) (см. рис. 1).

Уравнение регрессии y = 10 + 5·x
R-Square (COD) 0,999

В результате работы была установлена зависимость между высо-
той пика ЦВА и концентрацией аммиака, которая позволяет коли-
чественно определять аммиак в газовой фазе. Данная методика пер-
спективна для применения в клинической диагностике по метаболи-
там выдыхаемого воздуха.
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Метод твердотельной нанопоровой детекции позволяет в  реаль-
ном времени наблюдать динамику белок-белковых взаимодействий. 
В  данной работе были зарегистрированы образования функцио-
нального комплекса между 20S протеасомой, ее активатором PA28 
и субстратом [1]. Было также показано, как сигналы тока отражают 
изменение комплекса (рис. 1).

Принцип работы используемого метода основан на использова-
нии экспериментальной ячейки, разделенной мембраной с единич-
ной нанопорой на два отдельных отсека — цис и транс. Оба отсека 
наполняются буферным раствором 0,1 M KCl в  PBS. После погру-
жения AgCl электродов при приложении разности потенциалов, 
которая варьировалась в диапазоне от –300 до +300 мВ, возникает 
ионный ток. Состав буфера и величина приложенного напряжения 
являются одними из ключевых параметров, так как они напрямую 
влияют на величину ионного потока через пору.

Когда молекула входит в пору или приближается к ее входу, она 
частично блокирует поток ионов, что вызывает характерные изме-
нения тока [2]. Характер этих изменений зависит от размера, заряда 
и поведения молекулы. Так, малые молекулы, сопоставимые с раз-
мерами поры, вызывают кратковременные спады тока небольшой 
амплитуды, так как практически мгновенно проходят через нанопору. 
В отличие от них, крупные молекулы или надмолекулярные комплек-
сы могут фиксироваться внутри, создавая длительные, устойчивые 
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падения тока. Также наблюдаются сложные сигналы, такие как сту-
пенчатые блокировки, которые могут указывать на поэтапную пере-
стройку или диссоциацию молекулы прямо внутри поры. Помимо 
дискретных событий, может наблюдаться и  постепенное снижение 
базового уровня тока, что, как правило, свидетельствует о засорении 
поры или адсорбции молекул на ее поверхности. Таким образом, 
анализируя форму, амплитуду и  длительность этих токовых сигна-
лов, можно делать выводы о природе и динамике изучаемых биофи-
зических процессов.

Литература
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Рис. 1. Зависимость тока от времени, отражающая взаимодействие 
20S протеасомы с нанопорой: (а) — буферный раствор; (б) — введение 
в систему протеасомы с последующим снижением уровня тока; (в) — 

блокировка нанопоры; (г) введение комплекса РА28+МВР
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Современная нейрофизиология преимущественно ориентиро-
вана на исследование активности нейронных сетей мозга с исполь-
зованием электрофизиологических методик и прижизненной каль-
циевой визуализации. Их интеграция позволяет в  одном и  том же 
животном in vivo одновременно фиксировать оптические и электри-
ческие сигналы, что существенно расширяет возможности изучения 
механизмов нейродегенеративных заболеваний, в том числе болезни 
Альцгеймера.

В данной работе применялись миниатюрная однофотонная флуо
ресцентная микроскопия и регистрация локальных полевых потен-
циалов с  использованием беспроводного модуля [1]. Параллельно 
оценивали ассоциативное обучение и память в парадигме обуслов-
ливания страха у двух групп мышей: линии 5xFAD (модель болезни 
Альцгеймера) и мышей дикого типа.

Анализ электрофизиологических записей во время теста показал, 
что у мышей дикого типа амплитуда локальных полевых потенциалов 
выше, чем у 5xFAD. Данные визуализации также продемонстрирова-
ли, что у животных дикого типа на базовом уровне страха возрастает 
максимальное число одновременно активных нейронов и количество 
кальциевых событий на нейрон по сравнению с модельной группой.

Полученные результаты обучения и  формирования условно-
го страха показали выраженные различия в  поведенческих паттер-
нах двух групп животных: на 3-й и 10-й дни эксперимента выявили  
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выраженные различия между группами, что указывает на существен-
ный дефицит ассоциативного обучения и памяти у мышей 5xFAD.

В совокупности полученные данные демонстрируют снижение 
нейронной активности и  нарушения пространственного кодиро-
вания в модели 5xFAD, подчеркивая важность ранней диагностики 
и своевременного вмешательства при данном заболевании [2]. По-
следующая работа по устранению имеющихся ограничений исследо-
вания, в свою очередь, может способствовать разработке новых тера-
певтических подходов, направленных на поддержание когнитивных 
функций и замедление прогрессирования болезни Альцгеймера. 
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Адреналин (АД) — это гормон, который относится к группе ка-
техоламинов, вырабатываемых надпочечниками, и  является одним 
из самых активных нейромедиаторов. Кратковременное повышение 
уровня АД тренирует сердечную мышцу, но длительное превыше-
ние может привести к перегрузке сердца и сосудов, что увеличива-
ет риск сердечно-сосудистых заболеваний. Регулярный мониторинг 
уровня АД может помочь в выявлении опухолей, новообразований 
и других патологий, связанных с надпочечниками. Значительно по-
высить чувствительность вольтамперометрического метода анализа 
позволяют химически модифицированные электроды (ХМЭ). Осо-
бый интерес представляют ХМЭ на основе электрополимеризован-
ных молекулярно импринтированных полимеров (МИП), которые 
обладают способностью к высокоспецифичному взаимодействию 
с шаблоном, что улучшает селективность определения.

В настоящей работе оценена возможность использования 
стеклоуглеродного электрода (СУЭ), модифицированного МИП из 
никотинамида (МИП-СУЭ) для вольтамперометрического опреде-
ления АД.

Формирование МИП на поверхности СУЭ проводили путем 
электрополимеризации из раствора никотинамида в  присутствии 
молекулы-шаблона АД в условиях циклической вольтамперометрии. 
Удаление молекул-шаблона из матрицы полиникотинамида прово-
дили путем многократного сканирования потенциала до достиже-
ния стабилизации тока. С  целью разработки модифицированного  
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электрода, обладающего высокой чувствительностью, были проведе-
ны исследования по подбору условий электрополимеризации МИП. 
Рассмотрены зависимости от количества циклов формирования 
и переокисления полимера, скорости сканирования, концентрации 
молекулы-шаблона и мономера. По полученным данным были вы-
браны оптимальные условия формирования пленки МИП.

На немодифицированном СУЭ в кислой среде на анодной ветви 
регистрируется пик окисления АД при Еп 0,95 В, который сильно 
растянут по оси потенциалов. При переходе на электрод МИП-СУЭ, 
благодаря электронопроводящим свойствам образующейся поли-
мерной пленки, наблюдается смещение пика окисления АД в  ка-
тодную область на 350 мВ и увеличение высоты тока окисления АД 
в 4 раза по сравнению с немодифицированным СУЭ. Линейная зави-
симость анодного тока от концентрации АД наблюдается в интерва-
ле 5×10–7...5×10–3 моль/л. По угловому коэффициенту билогарифми-
ческой зависимости тока пика окисления АД от скорости наложения 
потенциала установлено, что процесс контролируется химической 
реакцией. 

Разработан способ вольтамперометрического определения АД на 
предлагаемом модифицированном электроде. Предложенный спо-
соб позволяет проводить селективное определение АД в присутствии 
соединений, проявляющих электрохимическую активность в этой же 
области потенциалов. Правильность методики определена методом 
введено-найдено. Предложенный способ вольтамперометрического 
определения АД апробирован при анализе некоторых лекарствен-
ных средств.
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Одной из часто встречающихся причин слепоты и слабовидения 
являются дегенеративные заболевания сетчатки, в  частности, пиг-
ментный ретинит и возрастная макулярная дегенерация. В процессе 
патогенеза данных заболеваний происходит гибель фоторецепторов, 
в то время как остальные слои сетчатки остаются частично функцио-
нирующими, что открывает возможность для ее искусственной сти-
муляции с помощью зрительных имплантов — массивов микроэлек-
тродов, которые выполняют функции утраченных фоторецепторов. 
Современные хирургические методики позволяют устанавливать 
данные электронные устройства в глаз человека. Слепые пациенты 
при помощи таких зрительных «протезов» начинают ориентировать-
ся в пространстве и даже читать крупные контрастные буквы [1]. Тем 
не менее, несмотря на впечатляющие результаты в области нейропро-
тезирования сетчатки, изготовление и  установка таких имплантов 
являются дорогостоящими и трудоемкими процессами, что снижает 
покупательскую способность пациентов, в результате чего производ-
ство таких приборов становится экономически невыгодным [2]. Для 
преодоления данного экономического барьера нами была разработа-
на технология изготовления гибких полиимидных биоэлектронных 
приборов с медно-оловянными электродами, которая не использует 
стандартное фотолитографическое оборудование и дорогие расход-
ные материалы. Для процесса литографии применялся биологиче-
ский флуоресцентный микроскоп Zeiss Observer.Z1 (Zeiss, Герма-
ния), оснащенный моторизированным столиком, и специально на-
писанное программное обеспечение PiPer4, позволяющее им управ-
лять в соответствии с заданным рисунком-фотошаблоном (ср. с [3, 
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4]). Данная технология позволила нам создать прототип зрительного 
импланта (рис. 1), который обладает оптимальными размерами для 
субретинальной имплантации. Прототип устройства имеет 4  элек-
трода размером 200×200 мкм2 (размер аналогичен системе Argus II 
[5]), от которых идут токоведущие дорожки к 4 контактным площад-
кам размером 12 мм2, а общая длина устройства составляет 18 мм.

Электроды и  токоведущие дорожки являются «внутриглазной» 
частью устройства, а контактные площадки закрепляются снаружи 
глаза на склере с помощью ленты из силикона 40 SilcoPlat (Shenxhen 
YiJiasan Silicone Co., Itd, Китай). Через контактные площадки воз-
можно подключение внешних устройств, позволяющих производить 
электрическую стимуляцию сетчатки или регистрировать ее соб-
ственную активность. Разработанный нами технологический про-
цесс и использование доступных расходных материалов позволят су-
щественно сократить расходы при изготовлении зрительных проте-
зов, сделав их более доступными для пациентов и обеспечивая таким 
образом для них возможность снова увидеть мир.
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Рис. 1. Изготовленный прототип зрительного импланта (слева) 
и фотография его микроэлектродного массива (справа). Маркер 

соответствует 100 мкм
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PIPER4 И NELM — ОТКРЫТЫЕ ПРОГРАММНЫЕ ПАКЕТЫ 
ДЛЯ СОЗДАНИЯ БИОЭЛЕКТРОННЫХ ПРИБОРОВ  

И ОБРАБОТКИ ПОЛУЧАЕМЫХ С ИХ ПОМОЩЬЮ ДАННЫХ 

Н. А. Бойцова*, А. А. Абелит, Д. Д. Ступин
* natab2002@yandex.ru

СПбАУ РАН им. Ж. И. Алферова, 194021, Санкт-Петербург, ул. Хлопина, 8/3, 
лит. А

Несмотря на то, что сегодня биоэлектронные технологии до-
стигли значительного прогресса в  области биосенсорной инже-
нерии, тераностике и  нейропротезировании, их дальнейшее раз-
витие и  распространение ограничиваются как экономическими 
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факторами, связанными с высокой стоимостью производства и об-
служивания биоэлектронных приборов, так и  с фундаментальны-
ми проблемами анализа и  обработки биологических данных [1–3]. 
В  частности, сегодня для изучения биоимпедансных явлений, как 
правило, используется малоинфоративный Cell Index подход, а для 
изготовления самих биоимпдеансных сенсоров применяется дорогое 
литографическое оборудование [1]. В настоящей работе мы предла-
гаем два программных продукта, которые позволяют как уменьшить 
стоимость производства биоэлектронных приборов для биологиче-
ских лабораторий, так и значительно повысить эффективность вы-
деления полезного сигнала из биоимпедансных спектров. Первый 
программный продукт  — PiPer4 (π/4)  — представляет собой напи-
санный на языке Delphi драйвер-САПР, который через WinAPI-ин-
терфейс способен подключаться к биологическим флуоресцентным 
микроскопам, оснащенным моторизированными столиками, пре-
вращая их таким образом в безмасочные литографические машины. 
Второй программный продукт — многофункциональный анализатор 
импедансных спектров NELM [4], написанный на языке MatLab/
GNU Octave,  — предназначен для сопоставления биоимпедансных 
спектров с  различными теоретическими и  феноменологически-
ми моделями (эквивалентными схемами) с  помощью нелинейного 
комплексного метода наименьших квадратов [5]. Оба программных 
пакета являются открытыми продуктами, что позволяет с минималь-
ными затратами для ученых-биологов наладить применение в  их 
лабораторной практике биоэлектронных технологий. В  частности, 
с  помощью пакета PiPer4 возможно изготовление мультиэлектро-
ных матриц с электродами 50–100 мкм, а применение пакета NELM 
позволяет одновременно изучать и различать биологические, физи-
ческие и химические феномены, которые возникают на границе ме-
талл / электролит / живая материя. Мы надеемся, что разработанные 
нами программные решения сделают биоэлектронные технологии 
доступными для большинства научных и медицинских центров и тем 
самым позволят справиться с современными актуальными пробле-
мами здравоохранения, биосенсорной инженерии и  прикладной 
биологии.
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На сегодняшний день одной из быстроразвивающихся областей 
в  биоэлектроники является разработка импедансных цитосенсо-
ров [1–3], в  частности мультиэлектродных матриц (МЭМ). Хотя 
коммерческие МЭМ уже сегодня широко применяются в биологии 
и медицине, задача поиска и апробации перспективных материалов 
для изготовления новых типов МЭМ остается по-прежнему актуаль-
ной. Например, в последнее время возрос интерес к МЭМ на основе 
кремния [4–6], широко применяющегося в  электронной промыш-
ленности. Однако, как и  большинство материалов, используемых 
для создания электродов МЭМ [7], кремний является непрозрач-
ным, следовательно, возникает необходимость в  оптическом кон-
троле взаимодействия клеток с биоэлектродами на его основе. В дан-
ной работе мы предлагаем доступную с точки зрения затрат времени 
и денег технологию прижизненной визуализации клеток на непро-
зрачных поверхностях при помощи красителя ABDS [8], который 
изготавливается из чернил красного перманентного маркера. Для 
апробации предложенного метода визуализации, мы использовали 
клетки HeLa, рассеянные на поверхность МЭМ-подобного устрой-
ства, представляющего собой чашку Петри из кремниевой подложки 
и  PETG-кольца, изготовленного с  помощью 3D-печати. В  резуль-
тате мы обнаружили, что при 20×-увеличении изображения клеток 
в  отраженном свете не позволяют делать выводы об их количестве 
и состоянии, в то же время клетки, окрашенные с помощью ABDS, 
хорошо различимы даже на краю чашки Петри, где особенно силь-
ны вызванные образованием мениска клеточной среды оптические 
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искажения фотографий. Ранее аналогичный эффект мы наблюдали 
с помощью красителя Hoechst [9], стоимость которого значительно 
превышает стоимость ABDS. Таким образом, в ходе данной работы 
мы создали простой и экономически эффективный метод визуализа-
ции живых клеток на непрозрачных поверхностях с помощью краси-
теля на основе чернил красного перманентного маркера и успешно 
апробировали его на примере кремниевой подложки. Мы надеемся, 
что предложенный нами метод позволит существенно упростить раз-
работку новых цитосенсоров и подбор оптимальных материалов для 
их изготовления.
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РАЗРАБОТКА ГИБРИДНОЙ МИКРОФЛЮИДНОЙ СИСТЕМЫ 
НА ОСНОВЕ ПЛЕНОЧНОГО ФОТОРЕЗИСТА ДЛЯ СИНТЕЗА 

МАГНИТНЫХ ЛИПОСОМ 
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Магнитные липосомы являются перспективным инструментом 
в биомедицине, в частности, для целевой доставки лекарств в онко-
логии. Однако их широкому применению препятствует ограничен-
ность надежных и воспроизводимых методов синтеза. Перспектив-
ным подходом является микрокапельный синтез в микрофлюидных 
системах (МФС), но ключевой проблемой становится использова-
ние в  синтезе агрессивных органических растворителей, которые 
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разрушают стандартные полимерные материалы МФС, такие как 
полидиметилсилоксан. В  качестве материала для создания микро-
флюидных каналов был выбран пленочный фоторезист ORDYL FP 
440. Его главное преимущество — способность приобретать высокую 
химическую стойкость после термической обработки. Для создания 
герметичной системы применено термокомпрессионное соединение 
слоев фоторезиста при температуре 180 °C в течение 60 минут. Этот 
процесс не только обеспечивает прочное и герметичное соединение, 
но и  дополнительно повышает химическую стабильность фоторе-
зиста за счет его задубливания.

Методом фотолитографии на стеклянной подложке создается 
система микроканалов шириной 100 мкм с  узлами смешения (30 
и  60  мкм). Верхнее стекло с  отверстиями для ввода реагентов, по-
крытое фоторезистом, соединяется с функциональным слоем мето-
дом термокомпрессии. Проведены испытания на стойкость к хлоро-
форму. Функциональный слой сохранил целостность после 5 часов 
экспозиции, что существенно превышает требуемое время синтеза. 
В изготовленной МФС успешно продемонстрировано образование 
капель аэросила (рис. 1), что подтверждает применимость системы 
для задач микрокапельного синтеза.

Полученные результаты подтверждают функциональность 
и устойчивость разработанной МФС к агрессивным средам, что от-
крывает возможности ее применения в синтезе магнитных липосом 
и других функциональных наноматериалов.

Рис. 1 Изготовленная МФС и сформированные в ней капли
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ДЛЯ ПРИМЕНЕНИЯ В БИОМЕДИЦИНСКИХ ИЗДЕЛИЯХ 
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У многих ученых, связанных с разработкой новых устройств, воз-
никают вопросы о необходимости изготовления макетных образцов. 
В  своем докладе мы бы хотели рассказать о технологических воз-
можностях изготовления прецизионных устройств, используя мето-
ды и процессы микроэлектронного производства. А также привести 
примеры изготовленных устройств различного назначения. 

В рамках доклада рассказывается о технологических возможностях, 
приводятся выполняемые операции, с указанием достижимого разре-
шения, рассказывается о методах контроля заданных параметров. 
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Преимуществами применения возможностей микроэлектрон-
ного производства являются: получение прецизионной топологии, 
соответствующей исходным чертежам, использование особо чистых 
материалов, производство в чистых помещениях. Последние два 
пункта обеспечивают высокую воспроизводимость (повторяемость) 
получаемых образцов и минимальное загрязнение рабочих поверх-
ностей образцов посторонними примесями, что особенно важно для 
дальнейшего проведения анализов биологических сред. 

Среди наиболее важных применяемых операций хотелось бы вы-
делить следующие: фотолитография с получаемым минимальным 
рисунком 3–5 мкм; химическое травление металлов, диэлектриков, 
глубокое изотропное и анизотропное травление кремния, практиче-
ский опыт травления стекол с сохранением оптической прозрачно-
сти поверхности; получение биологически нейтрального слоя SiO2 
термически и плазмохимически; напыление тонких пленок метал-
лов, различными методами вакуумного напыления: электроннолуче-
вым, магнетронным и термическим. Из недавно освоенных опера-
ций наше предприятие стало применять: анодную сварку кремние-
вых и  стеклянных пластин и электроэрозионную прошивку отвер-
стий в боросиликатном стекле толщиной 200–2000 мм. 

В части доклада, связанной с изготовлением макетов, приведены 
примеры реально изготовленных устройств, таких как, например: 

1. Биочипы – ячейки для проведения анализов биологических 
сред на наличие широкого спектра веществ. 

2. Мастер-формы – модули, представляющие собой инверсное 
изображение в кремниевой подложке. Используются в дальнейшем 
в качестве мастер-формы для получения отпечатка в силиконе.  

3. Микрофлюидные чипы (МФЧ) – модули, используемые для 
смешивания реактивов и проведения анализов на патогены или 
секвенирования ДНК. 

Это наиболее широко представленная группа устройств. 
4. Капилляный чип – модуль, состоящий из кремниевой пласти-

ны с V-образными канавками, в которые затем будут уложены мик
рокапилляры, а также пластмассовой оправки. В кремниевой пла-
стине лазерной резкой сформировано сквозное отверстие. 
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РЕГИСТРАЦИЯ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 
ОДИНОЧНЫХ БЕЛКОВЫХ МОЛЕКУЛ С ПОМОЩЬЮ 
ТВЕРДОТЕЛЬНОГО НАНОПОРОВОГО БИОСЕНСОРА

Н. В. Ваулин1, *, Л. М. Друян2, Д. В. Лебедев1, 3, А. С. Букатин1, 3, И. С. Мухин1

* nikitavaylin@mail.ru

1 СПбАУ РАН им. Ж. И. Алферова, 194021, Санкт-Петербург, ул. Хлопина, 8/3, 
лит. А
2 Университет ИТМО, Санкт-Петербург, 197101, Кронверкский пр., д. 49
3 Институт аналитического приборостроения РАН, 198095,  
Санкт-Петербург, ул. Ивана Черных, 31–33, лит. А

В настоящее время одиночные твердотельные нанопоры находят 
широкое применение в областях детектирования органических и не-
органических молекул аналита, моделирования трансмембранного 
транспорта, изучения механизмов связывания белковых молекул, 
преобразования энергии, а также в качестве селективных сенсоров 
сверхмалых концентраций аналита [1]. Работы по улучшению сен-
сорных свойств нанопор и развитию методов управления нанопоро-
вым ионным и молекулярным транспортом направлены на улучше-
ние пространственного разрешения детектирования и анализ про-
ходящих через пору молекул [2]. Крайне перспективным подходом 
к применению твердотельных нанопор является поиск и апроба-
ция новых методов анализа биологических соединений, в особен-

5. Свободноподвешенная твердотельная мембрана – ячейка, 
представляющая собой кремниевую пластину, в которой анизотроп-
ным травлением получены отверстия, внутри которых остается мем-
брана из нитрида кремния. Может применяться в качестве подложки 
в просвечивающих электронных микроскопах или в качестве одно-
молекулярного сита при формировании в мембране отверстия. 
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ности широкого класса белковых молекул. Реализуя возможность 
проводить безметочное детектирование и  анализ молекул аналита, 
находящихся в близких к естественным условиях, твердотельные на-
нопоры могут стать продвинутым инструментов для исследования 
динамики функциональной и конформационной активности белко-
вых соединений в реальном времени.

Данная работа посвящена развитию метода фиксации одиноч-
ных белковых молекул в области поры под действием приложенного 
электрического поля. Фиксация белка в поре в течение длительного 
времени открывает возможности по исследованию динамики изме-
нений его свойств при взаимодействии с другими молекулами в ре-
альном времени.

Твердотельный нанопоровый сенсор представляет собой одиноч-
ное отверстие диаметром 8–10 нм, сформированное в свободнопод-
вешенной SiNx мембране толщиной ~30 нм. Стоит отметить, что SiNx 
мембрана, а значит и стенки нанопоры, обладает отрицательным по-
верхностным зарядом, что приводит к образованию двойных элек-
трических слоев (ДЭС) в растворе электролита. Электрохимические 
измерения проводились с  использованием измерительной ячейки, 
представляющей собой cis- и  trans-объемы электролита, разделен-
ные SiNx мембраной. Объемы ячейки включают в себя измеритель-
ные Ag/AgCl электроды и капилляры для ввода и отвода электролита. 
В качестве электролита использовалась смесь (1:1) водных растворов 
0,1М KCl и 0,01М PBS (pH ~7,4). В качестве аналита были выбраны 
молекулы 20S протеасомы, представляющие собой крупные белко-
вые соединения с молекулярной массой ~700 кДа, длиной 15 нм и ди-
аметром 11,5 нм, а также обладающие отрицательным электрическим 
зарядом. В клетках живых организмов протеасомы выполняют функ-
ции протеолиза малых белковых соединений. 20S протеасомы были 
предварительно смешаны с гептамерными регуляторными частица-
ми PA28, связывающимися с α-кольцом протеасомы и способству-
ющими эффективному протеолизу малых белковых молекул за счет 
открытия прохода в  протеолитическую полость. В  качестве малых 
белков использовались молекулы основного белка миелина (MBP) 
с массой ~18,5 кДа и положительным электрическим зарядом.
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На первом этапе эксперимента были проведены потенциоста-
тические измерения нанопорового ионного тока в чистом растворе 
электролита. Примеры потенциостатических кривых при прямой 
(+300 мВ) и  обратной (–300 мВ) полярностях напряжения показа-
ны на участке № 1 рис. 1. В условиях чистого электролита уровень 
нанопорового тока демонстрирует хорошую стабильность на уровне 
1,18 нА и –1,58 нА для прямой и обратной полярности соответствен-
но. При добавлении в cis-объем электролита комплексных соедине-
ний, состоящих из 20S протеасом и PA28 регуляторных частиц, по-
тенциостатические кривые демонстрируют существенное снижение 
уровня тока при обоих полярностях напряжения, см. участок № 2 
рис. 1. Снижение уровня тока сигнализирует о фиксации комплекс-
ной молекулы в области поры посредством как электроосмотическо-
го потока (обратная полярность) так и  сил электрофореза (прямая 
полярность). При добавлении в cis-объем ячейки молекул MBP, см. 
участок № 3 рис. 1, при прямой полярности напряжения уровень 
тока начинает возвращаться к уровню чистого буферного раствора, 

Рис. 1. Примеры потенциостатических кривых, демонстрирующих 
динамику ионного тока в случаях чистого раствора электролита — 
участок № 1; после добавления комплексных молекул 20S+PA28 — 

участок № 2; после добавления молекул MBP — участок № 3
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что может говорить об удалении комплексной молекулы из области 
поры. При обратной полярности напряжения события фиксации 
продолжают наблюдаться. Разблокировка поры при прямой поляр-
ности может объясняться связыванием молекул MBP с гептамером 
PA28 комплексной молекулы. Связывание положительно заряжен-
ных MBP с  отрицательно заряженным комплексом будет смещать 
суммарный заряд образованной молекулы в  нейтральную область, 
тем самым ослабляя силу электрофореза. При ослаблении сил элек-
трофореза, комплексная молекула (20S+PA28+MBP) будет выталки-
ваться из поры электроосмотическим потоком.

Таким образом, реализованный в работе подход позволяет в ре-
альном времени регистрировать динамику комплексообразования 
одиночных молекул, зафиксированных в области твердотельной на-
нопоры.

Литература
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ОПЫТ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ГЕНЕТИЧЕСКОГО АНАЛИЗАТОРА 
«НАНОФОР 05» ДЛЯ ОЦЕНКИ КАЧЕСТВА ГЕНОМНЫХ 

БИБЛИОТЕК НА ПРИМЕРЕ ОБРАЗЦОВ, ПРИГОТОВЛЕННЫХ 
НАБОРАМИ SYNTERA 2 ДНК И NEB

Ю. А. Монахова1, 3, *, Я. И. Алексеев1, 2, А. И. Петров2, Э. В. Адельшина2,  
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2 Институт аналитического приборостроения РАН, 198095,  
Санкт-Петербург, ул. Ивана Черных, 31–33, лит. А 
3 Всероссийский научно-исследовательский институт сельскохозяйственной 
биотехнологии, 127550, Москва, ул. Тимирязевская, 42

Современная биология немыслима без высокопроизводительно-
го секвенирования ДНК, прочно вошедшего в практику персонали-
зированной медицины, эволюционных исследований и  микробио-
логии. Однако путь от молекулы ДНК к расшифрованному геному 
представляет собой сложный процесс, где каждый этап критически 
важен для получения корректного результата исследования. Работа 
генетического анализатора для МПС была бы невозможна без тща-
тельной подготовки образца, которая включает в себя: расщепление 
геномной ДНК для получения фрагментов заданного размера, таг-
ментацию для мультиплексирования и  последующей идентифика-
ции прочтений, а также обязательный контроль качества библиотек 
перед запуском в секвенатор.

Геномная библиотека из образца ДНК E.coli  — вида грамо-
трицательных палочковидных бактерий была подготовлена набо-
ром «SyntEra 2 ДНК» (ООО «НПФ Синтол», Россия) методом таг-
ментации (рис. 1-1 «С5»). Геномная библиотека из образца ДНК 
Saccharomyces cerevisiae — одноклеточного гриба из класса сахароми-
цетов была подготовлена набором «NebNext Ultra 2» (NEB, Велико-
британия) с предварительной ультразвуковой фрагментацией геном-
ной ДНК (рис. 1-2 «Е6»).
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Рис. 1. Электрофореграммы двух геномных библиотек и параметры 
загрузки пула библиотек в секвенатор (3), 1 — геномная библиотека «С5» 

приготовлена набором «SyntEra 2 ДНК» максимум распределения 348 
п. н., 2 — геномная библиотека «Е6» приготовлена набором «NebNext 

Ultra2» максимум распределения 620 п. н. Анализ в неденатурирующих 
условиях на генетическом анализаторе «Нанофор 05»

1

3

2



АналитБиоПрибор-2025

202

 Оценка качества библиотек проведена с помощью капиллярно-
го электрофореза на генетическом анализаторе «Нанофор 05» [1, 2] 
в неденатурирующих условиях на линейке капилляров длиной 25 см 
до оптического окна и в полимере ПДМА 1.5.

Анализ проведен при помощи программного обеспечения «ДНК 
НД» (ИАП РАН, Россия), позволяющего с высокой точностью оце-
нить распределение длин фрагментов ДНК и  их концентрацию по 
калибровочной кривой стандарта длин.

Проведение последующего секвенирования геномных библиотек 
осуществлено на платформе MiSeq (Illumina, США). Использован 
набор реагентов MiSeq Reagent kit v2 500 cycles с концентрацией пула 
библиотек 12 пМ. Показана эффективность ПО «ДНК НД» для оцен-
ки длин фрагментов библиотек. Пулирование произведено коррект
но, что видно по равномерности загрузки в секвенатор библиотек из 
разных групп образцов (рис. 1-3). 

Суммарный выход по образцам S11 и D1 после полногеномного 
секвенирования составил 1,2 и 1,7 млн парных прочтений в режиме 
PE250 и PE300, что соответствует расчетному покрытию 130X и 84X 
в  случае геномов бактерии кишечной палочки Escherichia coli 4,6 
млн п. н. (NCBI RefSeq GCF_000005845.2) и дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae 12,1 млн п. н. (NCBI RefSeq GCF_000146045.2). Среднее ка-
чество первых 200 позиций в прямом и обратном прочтениях обоих 
образцов составляет выше Q30. Контроль качества данных секвенир-
воания проводился с  помощью FastQC (v0.12.1) и  MultiQC (v1.30). 
Сборка проведена с  помощью конвейера Unicycler (v0.5.1). Вырав-
нивание исходных прочтений обоих образцов было выполнено через 
bwa mem (v0.7.18), сбор статистик — samtools stats и samtools coverage 
(v1.21).

Литература
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при секвенировании ДНК / Волков А.  А., Волков И.  А., Плугов  А.  Г., 
Кулябина Е.  В., Мелкова О.  Н., Лавров Г.  С., Бочарова Д.  В., 
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2.  Проблемы, возникающие при контроле качества геномных библиотек 
с  использованием метода капиллярного электрофореза на приборе 
Нанофор 05. Ващенко К. Д., Адельшина Э.В. Биология  — наука XXI 
века. Сборник тезисов 27-й Пущинской школы-конференции молодых 
ученых с международным участием. Пущино, 2024

РАЗРАБОТКА ОПТИЧЕСКИ ПРОЗРАЧНОГО ТЕРМОЦИКЛЕРА 
ДЛЯ МИКРОФЛЮИДНЫХ ЧИПОВ

Н. П. Жуков, Р. Р. Морозов, В. А. Круглов, Д.А. Белов*

* belov.da@list.ru

Институт аналитического приборостроения РАН, 198095,  
Санкт-Петербург, ул. Ивана Черных, 31–33, лит. А

Использование микрофлюидных чипов (МФЧ) в  современ-
ных методах генетического анализа позволяет уменьшить расход 
используемых материалов и  реактивов, размер оборудования, 
а также ускорить процесс анализа [1]. Одним из факторов, опре-
деляющих качество проводимого исследования с использованием 
МФЧ, является точный контроль температуры во время проведе-
ния исследования. Высокая погрешность измерения температуры 
и  неравномерность температурного поля могут привести к сни-
жению эффективности проводимых реакций и некорректным ре-
зультатам [2]. В литературе [3–5] описан ряд методов обеспечения 
температурных режимов в планарном МФЧ, но они в разной сте-
пени не обладают необходимыми параметрами, такими как опти-
ческая прозрачность, возможность нагрева до температур свыше 
70  °С, а  также возможность длительного нагрева. Одним из под-
ходов к  созданию необходимого метода является использование 
оптически прозрачных элементов с нанесением на них покрытия 
из оксида индия-олова (ITO).
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При подаче тока на поверхность пластины с покрытием ITO вы-
полняется ее нагрев с одной стороны, при этом обеспечивается оп-
тический доступ к МФЧ и возможность длительного нагрева до тем-
ператур свыше 70 °С.

Для проведения генетических исследований, таких как полиме-
разная цепная реакция или плавление ДНК, требуется обеспечить 
возможность изменения температуры реактивов внутри МФЧ в ди-
апазоне от 40 до 95 °С, с точностью поддержания температуры не ме-
нее 1 °С.

Экспериментальное исследование предложенного термоциклера 
на основе ITO-покрытия проводилось с  использованием стеклян-
ной пластины размером 50×50 мм и толщиной 1 мм, с нанесенным 
покрытием ITO. К пластина крепился МФЧ из полидиметилсилок-
сана 50×33 мм и толщиной 4 мм. В качестве контрольно-измеритель-
ного прибора использовались тепловизионная камера и два датчика 
температуры TMP117. Использование нескольких датчиков темпе-
ратуры позволяет усреднять полученные данные, а также контроли-
ровать распределение теплового поля на поверхности нагревателя. 
Для обеспечения контакта между управляющей платой и  стеклян-
ной пластиной с нанесенным покрытием из ITO были прикреплены 
медные контактные площадки. Сопротивление между контактными 
площадками составило 8 Ом.

Для контроля силы тока, проходящего через нагреватель, исполь-
зовался ПИД-регулятор. Значения задаваемого тока зависели от 
усредненных данных с двух датчиков температуры. Ток задавался по-
средством управления затворами транзисторов в полумостовой схеме, 
а значения тока контролировались с использованием датчиков тока.

На рис. 1, а, представлен график изменения температуры поверх-
ности нагревательного элемента и  МФЧ при нагреве его до 50 °С. 
Видно, что нагрев МФЧ от 32 до 50 °С занимает от 140 до 150 секунд. 
На рис. 1, б, изображены максимальные и  минимальные значения 
температур, зафиксированные при перемещении датчиков по пло-
щади соприкосновения нагревателя и МФЧ. 

При работе ПИД-регулятора температура меняется с определен-
ным отклонением, зависящим от коэффициентов регулирования. 
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Максимальное отклонение температуры составило 0,8 °С. Значение 
температур на разных измерительных полках представлены в табл. 1.

Таблица 1. Значения температуры на разных измерительных полках
Номер измерения 1 2 3 4 5

Максимальная температура 50,7 60,8 70,8 80,8 90,8
Требуемое значение температуры 50 60 70 80 90
Отклонение температуры ниже нормы 49,7 59,6 69,7 79,8 89,8

Использование оптически прозрачного ITO-нагревателя по па-
раметрам нагрева уступает коммерчески доступным устройствам, 
однако позволяет проводить термоциклирование МФЧ с  обеспе-
чением оптического доступа с обеих сторон. Актуальным являются 
дальнейшие исследования, направленные на увеличение мощности 
термоциклера и уменьшение неравномерности температурного поля 
МФЧ.

        а                б
Рис. 1. Температурные данные: а) сравнение температуры 

нагревательного элемента и МФЧ, б) максимальное и минимальное 
значения температур рабочей поверхности нагревателя на разных 

измерительных полках
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СРАВНЕНИЕ АЛГОРИТМОВ ОБРАБОТКИ ГРАФИКОВ 
ПЛАВЛЕНИЯ ДНК

Р. Р. Морозов, Д. А. Белов*

* belov.da@list.ru

Институт аналитического приборостроения РАН, 198095,  
Санкт-Петербург, ул. Ивана Черных, 31–33, лит. А

Анализ ДНК методом плавления высокого разрешения активно 
используется, поскольку позволяет быстро, эффективно и  эконо-
мично определять характеристики нуклеиновых кислот для профи-
лирования последовательностей ДНК [1], сканирования мутаций [2] 
и других целей [3, 4]. Существуют различные алгоритмы обработки 
графиков плавления ДНК, состоящие как минимум из двух этапов: 
(i) фильтрации сигнала и  (ii) определения и  удаления базовой ли-
нии — неинформативного фонового сигнала, накладывающегося на 
график плавления ДНК. Существует два распространенных алгорит-
ма ее удаления.

1. Метод базовой линии. Этот метод нормализует график плавле-
ния в зависимости от углов наклона его ветвей и использовался в со-
четании с термодинамическими исследованиями денатурации ДНК 
и РНК с использованием ультрафиолетового поглощения [5], а также 
определения генетического разнообразия [6].

В первую очередь определяются температуры начала и  конца 
плавления ДНК Т1 и Т2, где Т1 определяется как максимальное значе-
ние температуры, при котором плавление еще не началось, а Т2 как 
минимальное значение температуры, при котором плавление уже за-
кончилось.

Далее участки графика плавления до и после Т1 и Т2 линейно ап-
проксимируются. Полученные отрезки L0 и L1 экстраполируются на 
весь температурный интервал. Они называются нижней и  верхней 
базовыми линиями. После этого сигнал обрабатывается по формуле 
(1):
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где: M — интенсивность флуоресценции сигнала плавления ДНК, — 
суммарная интенсивность флуоресценции сигнала плавления и базо-
вой линии, — значения нижней базовой линии, — значения верхней 
базовой линии. Экспериментальный график плавления представлен 
на рис. 1, а, результат обработки сигнала плавления по методу базо-
вой линии представлен на рис. 1, б.

2. Метод удаления экспоненциального фона [7]. Суть метода  — 
подбор такой экспоненциальной функции, вычитание которой 
из графика плавления приведет к тому, что значения производной 
в точках Т1 и Т2 станут равны нулю. Соответственно, первым этапом 
этого алгоритма также является определение этих точек. 

Последующие преобразования описываются формулами (2)–(5): 
B(T) — экспоненциальная функция, B0 — постоянный сдвиг, C и a — 
коэффициенты экспоненциальной функции. В  некоторых случаях 
расчет экспоненциальной функции может производиться по линей-
но аппроксимированным участкам из метода базовой линии [8]. Ре-
зультат обработки сигнала плавления по методу удаления экспонен-
циального фона представлен на рис. 1, в.

F(T) = M (T) + B(T)                                                  (2)

0

*( 1 )( ) * a T TB T B C e −= +                                              (3)

	       а			          б    			             в
Рис. 1. а) Экспериментальный график плавления, б) график плавления, 

обработанный по методу базовой линии, в) график плавления, 
обработанный по методу удаления экспоненциального фона
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Ключевым фактором, ограничивающим возможности метода ба-
зовой линии, является наклон линейных участков графика плавле-
ния. У экспериментальных сигналов плавления они не параллельны, 
и прямые, построенные по этим участкам, пересекаются при опреде-
ленной температуре. В точке их пересечения обработанный сигнал 
плавления из-за деления на ноль не существует, а в области вокруг 
их пересечения получаются некорректные значения. Метод удаления 
экспоненциального фона не имеет таких ограничений использова-
ния, как метод базовой линии, при этом в большей степени меняет 
форму графика плавления при обработке. 

Таким образом, более предпочтительным ввиду своей универ-
сальности является метод удаления экспоненциального фона. 

Общим в  обоих методах является необходимость определения 
температур начала и  конца плавления ДНК Т1 и  Т2. Единого алго-
ритма определения этих температур на текущий момент не существу-
ет. С этой целью применяются различные варианты пороговых из-
менений, построения касательных и статистические методы. Более 
точным вариантом является построение касательных к первой про-
изводной сигнала плавления. Для преодоления ограничений опи-
санных методов целесообразно в будущем использовать полную или 
частичную аппроксимацию сигнала плавления.
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Лактоферрин  — мультифункциональный белок, участвующий 
в  регуляции иммунного ответа, защите слизистых оболочек и  ан-
тибактериальной активности [1]. Повышение его концентрации 
в  биологических жидкостях служит индикатором воспалительных 
и инфекционных процессов, включая заболевания дыхательных пу-
тей, мочеполовой системы и  кишечника. В  связи с  этим актуальна 
разработка простых, чувствительных и  быстрых инструментов для 
детектирования лактоферрина в  клинически значимых диапазонах 
концентраций.

В работе представлена импедиметрическая биосенсорная систе-
ма, основанная на наноструктурированных покрытиях из оксида 
цинка (ZnO) и пептидных распознающих элементах. Использование 
наностержней ZnO обусловлено их высокой электропроводностью, 
развитой поверхностью и  химической стабильностью, что делает 
этот материал перспективным для электрохимических сенсоров [2].

Затравочный слой ZnO наносили методом ультразвукового 
спрей-пиролиза при температуре 380 °C на подложки с  гребенча-
тыми электродами из нихрома, после чего проводили низкотемпе-
ратурный гидротермальный рост наностержней при 85 °C в  вод-
ном растворе нитрата цинка и  гексаметилентетрамина [3]. Такая  
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технология обеспечивает контролируемую морфологию и однород-
ность покрытия. Для последующей функционализации поверхно-
сти применяли силанизацию 3-аминопропилтриметоксисиланом 
(APTMS), формируя аминогруппы для ковалентного связывания 
биолигандов. Затем вводили кросслинкер MBS (m-maleimidobenzoyl-
N-hydroxysuccinimide ester), обеспечивающий стабильное связы-
вание пептидов через реакцию малеимидной группы с  тиольными 
остатками. В качестве распознающего элемента использовали пептид 
LETI-13, комплементарный активным участкам лактоферрина.

Рентгеновская фотоэлектронная спектроскопия (РФЭС) под-
твердила эффективность функционализации: после силанизации 
наблюдалось снижение интенсивности пиков Zn 2p, указывающее на 
образование поверхностного слоя, а появление пика N 1s свидетель-
ствовало о присутствии аминогрупп. После конъюгации пептидов 
наблюдалось увеличение интенсивности соответствующих сигналов, 
что подтверждает успешное связывание биомолекул.

Измерения проводились с использованием потенциостата-гальва-
ностата PS-50 с модулем FRA в диапазоне частот 1 Гц — 0,5 МГц при 
амплитуде переменного сигнала 10 мВ. После инкубации сенсоров 
с растворами лактоферрина в буфере PBS (20–2000 нг/мл) в течение 

 		     а   					      б
Рис. 1. Диаграмма Найквиста для биосенсора лактоферрина при 

вариации концентрации биоамаркера в растворе от 2 до 2000 нг/мл:  
а) в двойном логарифмическом масштабе; б) в логарифмическом 

масштабе
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20 минут фиксировались диаграммы Найквиста. Увеличение радиуса 
полуокружности свидетельствовало о росте сопротивления переноса 
заряда (Rct) при увеличении концентрации белка. 

Таким образом, разработанный наноструктурированный биосен-
сор на основе ZnO-пептидных конъюгатов сочетает в себе простоту 
изготовления, химическую стабильность, высокую чувствительность 
и селективность. Использование импедиметрического метода реги-
страции позволяет проводить анализ без меток, обеспечивая ком-
пактность, низкую себестоимость и возможность интеграции сенсо-
ра в микрофлюидные диагностические системы для экспресс-оцен-
ки воспалительных состояний и инфекций.
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Развитие микро- и оптоэлектроники, в частности технологий об-
работки проводящих слоев методом лазерной абляции, позволяет 
достичь разрешения, сопоставимого с  классической фотолитогра-
фией, что особенно актуально в  задачах изготовления проводящих 
слоев на рельефных полимерных подложках [1].

В данной работе представлены результаты оптимизации техно-
логии изготовления гибких электродных матриц на основе полиди-
метилсилоксана (PDMS) с применением методов лазерной абляции 
тонкопленочных металлических слоев. Использование оптоволо-
конного Nd:YAG лазера с наносекундными импульсами в сочетании 
с  гальванометрическими зеркалами позволяет достичь разрешения 
гравировки порядка 10 мкм и скорости обработки порядка 10 см2/час, 
что, с учетом возможности адаптировать дизайн перед каждой обра-
боткой, а также значительно меньшей стоимости оборудования, де-
лает эту технологию наиболее предпочтительной для изготовления 
мелкосерийных или индивидуальных устройств для электрокортико-
графии [2], биоэлектронных интерфейсов и компонентов оптоэлек-
троники.

В результате оптимизации параметров лазерной абляции (мощ-
ности, частоты, длительности импульсов и  скорости перемещения 
лазерного пятна) были подобраны режимы, обеспечивающие отсут-
ствие гарта и деламинации подложек. 

Электромеханические испытания подтвердили надежность и вы-
сокую производительность предложенного метода: все изготов-
ленные тестовые образцы мультиэлектродных матриц имеют ста-
бильность при циклических растяжениях до 10  % длины и  потерю  
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проводимости не более 5 %, а время обработки одного функциональ-
ного прототипа составляет всего 30 минут. 

Таким образом, разработанная технология применима для созда-
ния систем нейроинтерфейсов и гибкой оптоэлектроники.
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ПЛАТФОРМЕННОЕ РЕШЕНИЕ ДЛЯ IVD: ПРИБОРЫ И ПО
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Иммунохроматографические тесты (ИХА) за последние годы 
эволюционировали от простых экспресс-систем до полноценного 
клинико-лабораторного инструмента благодаря платформенным 
решениям — анализаторам, обеспечивающим точное считывание, 
обработку и  цифровую передачу результатов, что напрямую вли-
яет на скорость и  достоверность клинических решений. Сегодня 
ИХА-анализаторы применяются от инфекционной и гормональной  
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диагностики до кардио-, онко- и метаболических маркеров и услов-
но делятся на две группы: настольные лабораторные системы и ком-
пактные POCT-решения для использования у постели пациента, 
позволяющие получать клинически значимый результат за считан-
ные минуты без направления образца в центральную лабораторию. 
Технологически они используют оптическую, флуоресцентную 
и хемилюминесцентную детекцию с цифровой обработкой изобра-
жений, включая алгоритмы ИИ, что повышает чувствительность, 
снижает ошибки и  обеспечивает количественную оценку показа-
телей, критически важную для экстренных клинических сценариев 
(например, определение кардиомаркеров и  маркеров воспаления) 
[1]. 

Большое внимание уделяется интеграции приборов с медицин-
скими информационными системами. Почти все современные ре-
шения поддерживают подключение к ЛИС/МИС через интерфей-
сы USB, Ethernet или Bluetooth и передачу данных в формате HL7, 
что обеспечивает непрерывный цифровой поток информации — от 
момента взятия биоматериала до внесения результата в  электрон-
ную медицинскую карту пациента [2]. Многие производители, та-
кие как LumiraDx, Roche, DIALUNOX и MedIUL, предлагают об-
лачные сервисы, которые позволяют хранить результаты, формиро-
вать отчеты и проводить анализ данных в реальном времени. Такие 
системы не только автоматизируют документооборот, но и  дают 
возможность удаленного контроля качества и  централизованного 
управления оборудованием. 

Отдельного внимания заслуживают мобильные платформы, ос-
нованные на использовании смартфонов. Разработки NutriPhone, 
FeverPhone, GNSPLEX и аналогичные решения превращают камеру 
телефона в миниатюрный анализатор, способный проводить коли-
чественные измерения без дополнительного оборудования. Полу-
ченные результаты могут быть мгновенно переданы по электронной 
почте, через мессенджеры или напрямую в облако [3]. Подобные тех-
нологии особенно актуальны для телемедицины и регионов с огра-
ниченным доступом к лабораторным ресурсам, где ценятся просто-
та, мобильность и доступность диагностики. 
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Современные тенденции в развитии ИХА-анализаторов сводятся 
к четырем направлениям: переходу от качественного к количествен-
ному анализу для повышения клинической информативности; росту 
мультиплексности, позволяющей определять несколько маркеров из 
одной пробы и тем самым ускорять и уточнять диагностику; актив-
ной цифровизации и интеграции, создающей единый контур данных 
с удаленным мониторингом, аналитикой и автоматическим контро-
лем качества; а также минимизации человеческого фактора, когда 
приборы автоматически определяют тип теста, сканируют, анализи-
руют изображение и формируют заключение без участия оператора. 
Будущее ИХА-анализаторов — за компактными, интеллектуальны-
ми и взаимосвязанными решениями, объединяющими точность ла-
бораторных методов, удобств и инструменты цифровой интеграции, 
формируя единую диагностическую экосистему, где прибор, ПО 
и аналитика работают как единое целое.
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ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКОЕ ДЕТЕКТИРОВАНИЕ ЛАКТАТА  
С ПРИМЕНЕНИЕМ НАНОСТРУКТУРИРОВАННЫХ 

ПОКРЫТИЙ НА ОСНОВЕ ОКСИДА И ГИДРОКСИДА НИКЕЛЯ

А. В. Полидаускайте*, Н. О. Ситков, И. К. Хмельницкий
* moonorchard@yandex.ru

Санкт-Петербургский государственный электротехнический университет 
«ЛЭТИ» им. В. И. Ульянова (Ленина), 197376, Санкт-Петербург, 
Инструментальная, 2

Разработка экспресс-методов контроля уровня лактата в биологи-
ческих жидкостях является важной задачей в клинической, спортив-
ной медицине, а также при создании систем персонализированно-
го здоровья [1]. Определенная перспектива наблюдается в создании 
и изучении неферментативных электрохимических сенсоров, кото-
рые лишены недостатков ферментативных аналогов, таких как высо-
кая стоимость и низкая стабильность. 

Для данных сенсоров высоким потенциалом обладают такие со-
единения, как оксид и гидроксид никеля (NiO и Ni(OH)2). Окисли-
тельно-восстановительная пара Ni2+/Ni3+ позволяет добиться доста-
точно хорошей электрокаталитической активности, что в свою оче-
редь подтверждает перспективность таких соединений для длитель-
ного, но при этом недорогого мониторинга [2].

Полученные покрытия наносились на три вида подложек (крем-
ний, стекло, пластик), а затем исследовались с помощью растровой 
электронной микроскопии (РЭМ), соответствующие результаты 
представлены на рис. 1. Исследование морфологии подтвердило 
формирование развитой наноструктурированной поверхности, ха-
рактеризующейся однородным распределением слоя. Для повыше-
ния чувствительности вводилась перфторированная катионообмен-
ная мембрана (Nafion): она обеспечивает подавление влияния инги-
биторов, таких как аскорбиновая или мочевая кислота. 

Мониторинг лактата с  применением разработанных покрытий 
на основе оксида и гидроксида никеля может обеспечить достаточно 
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быструю оценку метаболического состояния организма, а это имеет 
большое значение при диагностике гипоксии, сепсиса, и оценке фи-
зических нагрузок.
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Рис. 1. Морфология наноструктурированных покрытий, полученных 
с использованием РЭМ: а — NiO (50 мкм); б — Ni(OH)2 (200 мкм)
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