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Резюме 
 
Многопараметрические суспензионные системы последнего поколения способны обеспечить высокоточ-

ный и одновременный количественный анализ специфических маркеров различных заболеваний в клинических 
пробах биологических жидкостей организма человека. Разработанные нами суспензионные микрочипы на ос-
нове микросфер, кодированных флуоресцентными НК, имеют преимущества по сравнению с существующими 
аналогами с точки зрения улучшенных многопараметрических возможностей, оптических свойств, простоты и 
дешевизны исполнения анализа. Мы адаптировали такую суспензионную систему для одновременного количе-
ственного определения двух форм ПСА в сыворотке крови человека в формате многопараметрического анализа 
с помощью классической проточной цитометрии. В настоящем исследовании оценены основные аналитические 
характеристики, такие как аналитическая (предельная) чувствительность, воспроизводимость, достоверность и 
точность анализа, линейные диапазоны определяемых концентраций онкомаркеров и потенциал разработанной 
системы по сравнению со стандартным иммуноферментным методом ELISA. Полученные экспериментальные 
данные свидетельствуют о том, что разработанная диагностическая система позволяет с высокой точностью, 
аккуратностью и достоверностью одновременно определять количественное содержание двух форм ПСА в об-
разцах сыворотки крови пациентов. 
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Abstract 
 
Multiplexed suspension systems of anew generation are capable to provide precise quantitative profiling of mul-

tipledisease-specific markers in human body fluids. We have developed suspension microarrays based on microbeads 
encoded with fluorescent nanocrystals, that show undeniable advantages overavailable analogues in terms of improved 
multiplexing capabilities, physical and optical properties, low cost and simplicity of analysisperformance. We have 
adapted QD-encoded suspension microarrays for the simultaneous detection of two forms of prostate-specific antigen 
(PSA) in human serum by means of classical flow cytometry. In the present study, we describe in detail the designed 
system properties including evaluation the microarray for quantitative analysis of serum markers in comparison to stan-
dard clinical approach ELISA, as well asestimation of the most important analytical characteristics, such as analytic 
sensitivity (limit of detection), reproducibility, reliability and accuracy of the analysis, the linear rangesfor detectable-
marker concentrations. Experimental data suggested that the developed diagnostic system quantifies two forms of PSA 
in blood serum samples of patients with high accuracy, precision and reliability. 
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Введение 
 
Стандартный метод ИФА признан «золотым 

стандартом» лабораторной диагностики онкологи-
ческих заболеваний и широко используется в кли-
нической практике для количественной детекции 
растворимых онкомаркеров в биологических жид-
костях организма человека. Такой метод обладает 
высокой чувствительностью, точностью и эффек-
тивностью анализа, однако позволяет единовре-
менно детектировать только один маркер в образце, 
а для последовательного анализа профиля маркеров 
становится дорогим, затратным по времени и тре-
бует больших объемов образцов [7; 17]. В настоя-
щее время одним из основных аналитических ме-
тодов для одновременного определения полного 
профиля растворимых маркеров в клиническом 
образце является многопараметрический анализ с 
использованием планарных микрочипов. Микрочи-
пы, представляющие собой массивы индивидуаль-
ных микроэлементов, содержащих различные зон-
ды (ДНК, РНК, олигонуклеотиды, белки, пептиды, 
сахариды и др.), позволяют проводить многопара-
метрический анализ [4; 11; 12]. Тем не менее, за-
частую свойства неподвижного планарного носите-
ля в формате микрочипа значительно снижают чув-
ствительность, эффективность и скорость детекции, 
а также ограничивают выбор анализируемых пара-
метров [8; 14; 15]. 

В последнее время ведутся активные разра-
ботки по созданию многопараметрической суспен-
зионной системы на основе кодированных микро-
частиц с иммобилизованными на их поверхности 
биологическими зондами [2; 16]. Такие простран-
ственные системы детекции имеют значительные 
преимущества перед твердофазными планарными 
микрочипами.  

Они характеризуются эффективной кинети-
кой связывания; обладают расширенным линейным 
диапазоном определяемых концентраций; позво-
ляют с высокой чувствительностью и точностью 
измерять уровень нескольких растворимых марке-
ров одновременно в одном биологическом образце 
с помощью проточной цитометрии [9; 18]. 

Разработка суспензионных микрочипов в 
клинической диагностике имеет важное медицин-
ское значение, т.к. подобные системы для про-
странственного анализа образцов биологических 
жидкостей малого объема являются экономичной и 
эффективной альтернативой традиционным ИФА-
системам. Принцип количественной детекции он-
комаркеров в сыворотке крови человека основан на 
взаимодействии определяемого АГ с распознаю-
щими молекулами, химически связанными с по-
верхностью оптически кодированных микрочастиц 
и с флуоресцентно мечеными детекторными моле-
кулами. Анализ флуоресцентного сигнала прово-
дится с помощью классической проточной цито-
метрии [1; 6]. Каждому анализируемому маркеру 

присваивается индивидуальный оптический код 
популяции микросфер, который помогает количе-
ственно дифференцировать данный маркер в тести-
руемом биологическом образце. При смешивании 
нескольких популяций флуоресцентных микро-
сфер, оптические коды которых присвоены разным 
биомолекулам, реализуется возможность многопа-
раметрического количественного определения 
профиля специфических маркеров в одном образце 
[1; 6; 13; 18]. 

Ранее были продемонстрированы преимуще-
ства таких суспензионных микрочипов по сравне-
нию с существующими аналогами с точки зрения 
улучшенных многопараметрических возможностей, 
оптических свойств, простоты и дешевизны испол-
нения анализа [1; 3; 5; 6]. Однако одним из сущест-
венных моментов в процессе создания новой диаг-
ностической системы является ее валидация с ис-
пользованием клинического материала. Важны 
также оценка аналитических характеристик и срав-
нительный анализ разрабатываемой системы со 
стандартными методами (ИФА) с целью дальней-
шего внедрения в клинико-лабораторную практику. 

Цель исследования – оценка аналитических 
характеристик суспензионной системы нового поко-
ления на основе микросфер, кодированных флуорес-
центными НК, для многопараметрической детекции 
онкомаркеров в сыворотке крови человека.  

 
Материалы и методы 
 
Образцы сыворотки крови здоровых доноров 

и больных РПЖ были предоставлены отделением 
онкоурологии НИИ КО и отделом клинической 
иммунологии ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» 
Минздрава России. Общее количество образцов 
сыворотки крови человека для количественного 
определения двух форм (общей и свободной) ПСА 
составило 68 (табл. 1).  

Стабильные водорастворимые флуоресцент-
ные НК и кодированные микросферы были получе-
ны в соответствии с описанными ранее протокола-
ми [16; 21; 22] в лаборатории нано-биоинженерии 
НИЯУ «МИФИ».  

 
Многопараметрический  
иммунодиагностический  
анализ образцов сыворотки  
с помощью суспензионной системы  
флуоресцентных микросфер 
Количественная детекция информативных 

онкомаркеров с помощью разработанной суспензи-
онной системы микросфер, кодированных КТ, ос-
новывалось на формировании иммунодиагностиче-
ского комплекса, состоящего из улавливающего 
АГ-специфического АТ, связанного на поверхности 
микрочастицы с помощью прямой конъюгации де-
тектируемого АГ (онкомаркера); биотинилирован-
ного детекторного АГ-специфического АТ; визуа-
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лизирующего конъюгата стрептавидина с органи-
ческим флуоресцентным красителем (Tri-COLOR, 
TC; табл. 2).  

Флуоресцентные АГ-специфические микро-
сферы последовательно инкубировались со всеми 
элементами иммунодиагностического комплекса. 
Все АГ-специфические микросферы были откалиб-
рованы с помощью набора стандартов, содержащих 
известные концентрации соответствующего АГ 
(Fujirebio Diagnostics, Швеция), на основании этих 
данных были построены калибровочные кривые 
для определения концентрации каждого АГ в сыво-
ротке крови.  

Суспензионные смеси микросфер инкубиро-
вали с 50 мкл образца сыворотки крови, затем с 
биотинилированными детекторными АТ, и визуа-
лизировали иммунодиагностические комплексы с 
помощью конъюгата стрептавидина с флуорес-
центным красителем Tri-COLOR. Полученные об-
разцы анализировали с помощью проточной цито-
метрии (FACSCantoII, Becton Dickinson, США). 

 
Твердофазный иммуноферментный анализ  
на 96-луночном планшете (ИФА-наборы) 
Концентрации опухолевых маркеров в ис-

следуемых образцах сыворотки крови, измеренные 
с помощью разработанной суспензионной системы, 
кодированных КТ, сопоставляли с концентрациями, 
измеренными методом ИФА, с использованием 
диагностических наборов фирмы «Fujirebio 
Diagnostics» (Швеция) для свободного (кат. № 350-
10) и общего (кат. № 340-10) ПСА согласно прила-
гающимся к наборам инструкциям.  

 
Статистика 
Результаты измерения концентрации опухо-

левых маркеров с помощью разработанной суспен-
зионной системы микросфер, кодированных КТ, и 
«золотого стандарта» диагностики (ИФА, «Fujirebio 
Diagnostics», Швеция) были обработаны с исполь-
зованием пакетов программ Microsoft Excel 2010 и 
OriginPro (версия 8.5 SR1).  

Для установления связи между результатами 
измерений уровней опухолевых маркеров в сравни-
ваемых тест-системах применяли регрессионный 
анализ и коэффициент корреляции. 

 
Результаты и обсуждения 
 
При оценке аналитических характеристик 

руководствовались рекомендациями и требования-
ми, предъявляемыми к клинико-диагностическим 
методам [10], а также клиническими протоколами, 
используемыми при разработке и применении 
стандартных иммунометрических диагностических 
систем в формате 96-луночного планшета, а именно 
одностадийного «сэндвич»-иммуноанализа как 
наиболее простого и технологически приемлемого 
для клинического использования.  

Исследованные аналитические характери-
стики включали: изучение стабильности (воспроиз-
водимости) калибровочной кривой, определение 

аналитической (предельной) чувствительности, 
проведение специальных тестов на достоверность, 
надежность и точность определения маркера (тесты 
на «открытие» и линейность).  

 
Воспроизводимость анализа 
 
Воспроизводимость калибровочных кривых 

оценивали внутри одного эксперимента, а также в 
серии независимых экспериментов с помощью КВ, 
равного отношению стандартного отклонения к 
средней величине, выраженному в процентах и СО. 
Воспроизводимость калибровочной кривой в ли-
нейном диапазоне определяемых концентраций 0–
10 нг/мл и 0–60 нг/мл для свободного и общего 
ПСА соответственно, полученных внутри одного 
эксперимента, была высокой, КВ 0–9 % (рис. 1). В 
серии трех независимых экспериментов на микро-
сферах, конъюгированных с новыми порциями АГ-
специфических АТ, воспроизводимость оказалась 
ниже, КВ составил 3–31 % (рис. 2). 

Это объясняется различиями в количестве 
эффективно конъюгированных АГ-специфических 
АТ на поверхности микросфер, а также в количест-
ве микросфер, используемых для анализа образца. 
В каждом независимом эксперименте микросферы, 
конъюгированные с новыми порциями АТ, калиб-
ровались заново с помощью стандартов, и сыворо-
точные концентрации свободного и общего ПСА 
определялись с помощью соответствующих калиб-
ровочных кривых (табл. 3). 

Воспроизводимость измерений уровней об-
щего и свободного ПСА в образцах сыворотки кро-
ви была удовлетворительной внутри одного экспе-
римента. КВ не выходил за пределы допустимых 
10 % при концентрациях ПСА общего 0,5–60 нг/мл 
и ПСА свободного 0,07–10 нг/мл. 

 
Аналитическая чувствительность 
Аналитическая чувствительность определя-

ется как наименьшее количество вещества, которое 
можно достоверно детектировать с помощью диаг-
ностического метода.  

Предельные нижние значения концентраций 
сывороточных онкомаркеров, определяемых с по-
мощью разработанной суспензионной системы, 
составили 0,07 нг/мл для свободного и 0,12 нг/мл 
для общего ПСА, что сопоставимо с чувствитель-
ностью стандартных иммуноферментных систем. 

 
Линейный диапазон  
определяемых концентраций  
С помощью разработанной диагностической 

системы на всех участках калибровочной кривой 
оценивался линейный диапазон определяемых кон-
центраций в эксперименте с серией последователь-
ных двукратных разведений образцов сыворотки 
(тест на линейность).  

Для этого были приготовлены и проанализи-
рованы серийные разведения образцов сыворотки 
(в диапазоне от 1 : 4 до 1 : 500) с высокими концен-
трациями 239,4 и 309,7 нг/мл общего ПСА.  
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Таблиц а  1  
Образцы сыворотки крови для количественной детекции свободного и общего ПСА 

№ п/п Исследуемые группы Средний 
возраст, лет n больных n образцов 

сыворотки 

1 Здоровые доноры 30,0 6 6 

2 Больные РПЖ 67,0 29 29 

3 Больные ДГПЖ 66,0 33 33 

ВСЕГО 68 
 

Таблиц а  2   
Оптические коды и состав специфических иммунодиагностических комплексов на частице для многопарамет-
рической детекции онкомаркеров 

Популяция микросфер Анализируемый 
онкомаркер 

Улавливающие  
АГ-специфические АТ 

Детекторные 
АГ-специфические АТ 

4,08 мкм, КТ 515 нм Свободный ПСА PSA30 (Fujirebio) PSA66 (Fujirebio) 
4,08 мкм, КТ 581 нм Общий ПСА PSA10 (Fujirebio) PSA66 (Fujirebio) 

 
Таблиц а  3  

Воспроизводимость данных анализа образцов сыворотки крови в трех независимых экспериментах 
Свободный ПСА, нг/мл Общий ПСА, нг/мл % свободного ПСА 

Образец 
среднее СО КВ, % среднее СО КВ, % среднее СО КВ, % 

А 1,20 0,06 5,2 16,17 1,44 8,9 7,42 0,84 6,6 
Б 0,58 0,21 36,9 3,25 0,84 25,9 17,85 1,07 6,8 

 
Таблиц а  4  

Оценка надежности определения уровня свободного и общего ПСА в смешанных образцах сыворотки 

 

 
 
Рис. 1. Калибровочные кривые в трех повторах внутри одного эксперимента для количественного определения 
свободного (А) и общего (Б) ПСА. 

Эксперимент 1 Эксперимент 2 
Образец сыворотки Свободный 

ПСА, нг/мл 
Общий 

ПСА, нг/мл 
Свободный 
ПСА, нг/мл 

Общий 
ПСА, нг/мл 

В 1,152 15,15 1,24 9,39 
Г 0,473 3,84 0,44 2,65 

Смесь (В+Г) (измеренная) 0,74 8,8 0,73 5,5 
Смесь (В+Г) (расчетная) 0,8125 9,495 0,84 6,02 

Эффективность детекции, % 91,1 92,7 86,9 91,4 
Эффективность детекции, % (среднее для двух экспериментов): 
Свободный ПСА – 89%; Общий ПСА – 92% 
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Рис. 2. Калибровочные кривые в серии трех независимых экспериментов для количественного определения 
свободного (А) и общего (Б) ПСА 
 

 
 
 
Рис. 3. Тест на линейность с использованием образца сыворотки крови с высоким уровнем ПСА общего (А) и 
свободного ПСА (Б) 
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Рис. 4. Линии регрессии уровней свободного ПСА 
(А), общего ПСА (Б) и рассчитанного процентного 
содержания ПСА (В), измеренных с помощью ди-
агностической суспензионной системы на основе 
микросфер, кодированных КТ, и ИФА «Fujirebio 
Diagnostics. 

 
Конечную концентрацию каждого маркера 

оценивали путем умножения концентрации, измерен-
ной в разведенном образце, на разведение и выражали 
в процентах относительно исходного образца (рис. 3, 
А, Б).  

Поскольку концентрации свободного и общего 
ПСА в неразведенных образцах  в 4–5 раз превышали 
максимальную концентрацию онкомаркера в калиб-
ровочной пробе и не могли быть установлены по ка-
либровочной кривой, за исходные концентрации бы-
ли приняты значения, полученные при разведении 
образцов в 4–5 раз (100 %).  

При одновременном определении концентра-
ций свободного и общего ПСА в приготовленных 
образцах наблюдалась достоверная линейная корре-
ляция между измеренным и расчетными значениями, 
не отличавшимися более, чем на 15 % в динамиче-
ских диапазонах 0,07–7,5 нг/мл для свободного и 0,5–
60 нг/мл для общего ПСА.  

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствуют о том, что разработанная диагностиче-
ская суспензионная система на основе флуоресцент-
ных микросфер, предназначенная для одновремен-
ного определения двух форм ПСА, позволяет полу-
чать достоверные результаты теста на линейность в 
диапазоне использованных коммерческих калибро-
вочных стандартов при разведении образца сыво-
ротки крови с высоким содержанием ПСА. 

 
Тест на «открытие» 
Данный тест позволяет оценить достоверность 

и эффективность диагностической системы для коли-
чественной детекции анализируемых маркеров.  

В эксперименте использовали сыворотки кро-
ви человека с различными концентрациями свободно-
го и общего ПСА, предварительно измеренными с 
помощью разработанной диагностической суспензи-

онной системы. Образцы смешивались в равных со-
отношениях, и эта смесь также анализировалась с 
помощью разработанной диагностической системы.  

Сравнивали ожидаемую концентрацию, кото-
рая должна была получиться при смешивании сыво-
роток с известными концентрациями, с концентраци-
ей, определенной экспериментально.  

Сравнительный анализ показал, что различие 
расчетных и измеренных значений концентраций он-
комаркеров в смеси образцов сыворотки составляло 
не более 11 % для свободного и 8 % для общего ПСА 
(табл. 4), что удовлетворяет требованиям для диагно-
стических систем. 

Таким образом, полученные данные позволяют 
сделать вывод, что разработанная диагностическая 
система позволяет с высокой точностью определять 
количественное содержание ПСА в образцах сыворот-
ки крови.  

Эффективность количественной детекции он-
комаркеров в смеси образцов составляет 100±13,1 % 
для свободного и 100±8,6 % для общего ПСА.  

 
Сравнение результатов измерения  
двух форм ПСА в суспензионной системе  
на основе микросфер  
и ИФА «Fujirebio Diagnostics» 
Регрессионный анализ 
В данном исследовании на клиническом ма-

териале (68 образцов сыворотки крови) проведено 
измерение уровней ПСА общего и ПСА свободного 
в суспензионной системе и сопоставление их с дан-
ными, полученными для этих же образцов в тради-
ционной системе ИФА – «Fujirebio Diagnostics».  

Показана высокая степень корреляции ре-
зультатов измерений, полученных с помощью раз-
работанной многопараметрической суспензионной 
системы на основе флуоресцентных микросфер и 
стандартного ИФА.  

Коэффициенты корреляции r составляли 
0,948 для свободного и 0,941 для общего ПСА. 
Уровень значимости корреляции был высоким, 
р<0,0001.  

На основании данных определения сыворо-
точных концентраций ПСА с помощью двух диаг-
ностических методов были построены линии рег-
рессии, свидетельствующие о близкой эквивалент-
ности методов (рис. 4, А, Б, В). 

 
Заключение 
 
В настоящее время нанотехнологии, осно-

ванные на использовании НК и микросфер, коди-
рованных флуоресцентными КТ, находятся на эта-
пе развития для дальнейшей интеграции в клинико-
диагностическую практику.  

Ранее нами были получены первые результа-
ты применения таких систем в протеомике для 
идентификации ауто-АТ в сыворотке крови паци-
ентов [20].  

Эти исследования открыли широкие пер-
спективы для применения разработанных суспен-
зионных микрочипов для многопараметрической 
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детекции целого спектра растворимых маркеров 
белковой природы с высокой точностью и чувстви-
тельностью.  

С помощью диагностической суспензионной 
системы на основе микросфер, кодированных КТ, 
можно одновременно детектировать минимальные 
количества различных онкомаркеров в сыворотке 
крови человека [19]. 

Нами была разработана такая многопарамет-
рическая суспензионная система нового поколения 
адаптированная для количественной детекции двух 
форм ПСА — маркеров РПЖ в сыворотке крови 
человека [1; 6].  

Были продемонстрированы возможности по-
добных суспензионных микрочипов с точки зрения 
информативности и полноты анализа спектра спе-
цифических онкомаркеров, простоты и доступно-
сти проведения анализа.  

Аналитические характеристики разработан-
ных суспензионных систем для многопараметриче-
ского анализа были сопоставимы с характеристи-
ками стандартного иммуноферментного метода.  

Таким образом, разработанные суспензион-
ные микрочипы, кодированные КТ, позволяют од-
новременно проводить количественные измерения 
двух форм ПСА.  

 
 
 
Данная работа финансировалась Министер-
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российские образовательные учреждения высшего 
профессионального образования (проф. Игорь Ру-
фаилович Набиев, грант № 11.G34.31.0050, 
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