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Контроль и измерения

Рак предстательной железы – одно из наиболее широко распространенных злока-
чественных новообразований у мужчин. Простата специфический антиген (ПСА) – 
наиболее чувствительный, специфичный и единственный значимый онкомаркер для 
раннего выявления и диагностики рака предстательной железы. Пока не существу-
ет устройств, позволяющих проводить экспресс-диагностику ПСА вне лабораторий. 
Проект Центра перспективных технологий, реализуемый в рамках технологической 
платформы "Медицина будущего", направлен на разработку портативных кантилевер-
ных биочипов, не требующих меток и способных обеспечить одностадийное определе-
ние ПСА. 

В России опухоли предста-
тельной железы составля-
ют более 7% от всех злокаче-
ственных новообразований у 
мужчин, занимая четвертое 
место по заболеваемости после 
рака легких, желудка и кожи. 
У мужчин старше 50 лет они 
занимают второе место сре-
ди онкологических заболева-
ний (после рака легких), во 
многих развитых странах по 
частоте являясь второй при-
чиной смертности после сер-
дечно-сосудистых заболева-
ний. В РФ темпы ежегодного 
прироста частоты встречаемо-
сти этого заболевания за пери-
од 1994–2004 годы составили 
87% и наиболее высоки среди 
других видов рака. Столь ши-
рокое распространение данно-
го заболевания ставит его в ряд 

наиболее важных социальных 
проблем [1]. 

Одним из наиболее иссле-
дованных молекулярных мар-
керов при диагностике рака 
предстательной железы яв-
ляется определение уровня 
ПСА, особенно для целей ран-
ней диагностики заболевания 
[2]. ПСА – единственный онко-
маркер, определение которого 
рекомендовано при массовом 
скрининге. Тестирование ПСА 
необходимо проводить у всех 
мужчин старше 40 лет не реже 
одного раза в год, поскольку 
выявленный на ранних стади-
ях рак предстательной железы 
излечим. Его раннее обнару-
жение и надлежащее лечение 
повышают шансы полного из-
лечения от этой тяжелейшей 
болезни. 

ПСА (рис.1) является серино-
вой протеазой и представляет 
собой гликопротеин с молеку-
лярной массой 33 кД, вырабаты-
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Рис.1.	 Трехмерная модель бел-
ка простат-специфиче-
ского антигена (ПСА)
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 В сыворотке белок нахо-

дится в двух формах: сво-
бодной (свПСА) и связанной 
в комплексы с другими бел-
ками,  преимущественно с 
α1-антихимотрипсином. Не
значительная часть ПСА свя-
зана с α2-макроглобулином. 
Содержание свободной формы 
составляет до 20% от общего 
количества ПСА, причем по-
вышение концентрации уров-
ня общего ПСА выше 4 нг/ мл 
свидетельствует о возможном 
наличии рака предстатель-
ной железы. Подобное повы-
шение концентрации также 
может быть обусловлено дру-
гими причинами: доброкаче-
ственной гиперплазией пред-
стательной железы; наличием 
воспаления или инфекции; 
ишемией или инфарктом этой 
железы. Таким образом, повы-
шение только концентрации 
маркера не всегда свидетель-
ствует о злокачественном про-
цессе. Для более адекватной 
диагностики опухолевого за-
болевания необходимо опреде-
ление уровня свободного ПСА 
и оценка концентраций обще-
го и свободного ПСА в кро-
ви [3], причем при концентра-
ции общего ПСА выше 30 нг/
мл вероятность рака простаты 
составляет практически 100%.

Исследования ПСА могут 
применяться для мониторин-
га пациентов с гипертрофией 
железы с  целью раннего выяв-
ления начала злокачественных 
процессов, поскольку увели-
чение уровня ПСА у больных 
при раке предстательной же-
лезы происходит значитель-
но быстрее, чем у пациентов с 
доброкачественной гиперпла-

зией. Существует корреляция 
между содержанием ПСА в 
крови, степенью злокачествен-
ности опухоли и распростра-
ненностью процесса: уровни 
ПСА 10–20 нг/ мл чаще всего 
свидетельствуют о прораста-
нии капсулы, выше 40 нг/мл – 
о наличии метастазов [4]. 

У пациентов с  высоким 
уровнем ПСА необходимо ре-
гулярно проводить монито-
ринг изменения этого пара-
метра с целью распознавания 
злокачественного процесса. 
Многократное определение 
уровней ПСА можно также ис-
пользовать для оценки эффек-
тивности лечения, причем мо-
ниторинг уровня ПСА в крови 
обеспечивает самое раннее, по 
сравнению с другими метода-
ми, обнаружение рецидива и 
метастазирования. 

Вследствие вышесказанного, 
для диагностики и мониторин-
га необходимо иметь портатив-
ные и недорогие устройства, 
позволяющие проводить в 
клинической лаборатории или 
даже в кабинете врача экс-
пресс-диагностику количе-
ственного содержания ПСА 
в крови пациента.

Наиболее эффективно ПСА 
определяется при иммуно-
ферментном анализе, причем 
наиболее быстрым является 
"сэндвич"-метод, основанный 
на использовании иммобили-
зованных и меченых фермен-
том специфических антител.

В такой схеме предполага-
ется одновременное исполь-
зование двух антител разной 
специфичности, т.е. направ-
ленных к разным антигенным 
детерминантам определяемо-
го белка. Один тип антител 
иммобилизуется на подложке 

и используется для улавлива-
ния антигена из определяемо-
го раствора, например, сыво-
ротки крови. Во второй тип 
антител вводится метка, и их 
используют на второй стадии 
анализа для выявления им-
мунных комплексов антиген–
антитело на подложке, обра-
зовавшихся на первой стадии 
анализа.

Принцип определения ПСА 
(рис.2) заключается в следу-
ющем: к носителю с иммоби-
лизованными антителами до-
бавляют раствор, содержащий 
анализируемый антиген.

На первой стадии инкуба-
ции на твердой фазе образу-
ется специфический комплекс 
антиген–антитело. Затем носи-
тель отмывается от несвязав-
шихся компонентов и добав-
ляются меченные ферментом 
антитела. После вторичной 
инкубации и удаления с фер-
ментом избытка конъюгата ан-
тител определяется фермента-
тивная активность носителя, 
пропорциональная начальной 
концентрации исследуемого 
антигена. 

Реакция проводится в две 
стадии с применением флуо-
ресцентных меток, что значи-
тельно увеличивает длитель-
ность и стоимость анализа. 
Для количественного анализа 
необходимо использовать спек-
трофотометры, т.е. исследова-
ния должны проводиться ис-
ключительно в лабораторных 
условиях.

Задача проекта – создание 
микрочипов,  позволяющих 
производить одностадийное 
определение ПСА без приме-
нения меток вне лабораторий.

Одно из важнейших направ-
лений высокоспецифического 
распознавания на основе анти-
тел – создание микрокантиле-
верных чипов – механических 
передатчиков для одновремен-
ного выявления антигенов или 
нескольких видов одного анти-
гена. Принцип работы таких 
микрочипов основан на изме-
рении возникающего при меж-
молекулярном взаимодействии 
изгиба кантилеверного датчи-
ка (рис.3). 
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Рис.2.	 Схема иммуноферментного анализа по принципу 
«сэндвич»-метода
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Отличительная особенность 
наномеханических кантиле-
верных от других сенсорных 
систем – устойчивость к не-
специфическому связыванию, 
достигаемая за счет использова-
ния одного контрольного кан-
тилевера, модифицированного 
неспецифическими антитела-
ми. Полезный – это разностный 
сигнал между тестовым (сен-
сорным) и контрольным кан-
тилеверами, причем их изгиб 
можно определять с помощью 
лазерно-оптической системы. 

Подобные устройства изго-
тавливаются следующим об-
разом: на золотой поверхно-
сти кантилевера формируется 
сенсорный слой молекул спец-
ифических либо контрольных 
антител. При взаимодействии 
сенсорного слоя с раствором 
определяемого антигена обра-
зуются иммунные комплексы. 
В результате межмолекулярных 
перестроений в адсорбирован-
ном слое возникают латераль-
ные напряжения, приводящие 
к изгибу кантилевера. 

Использование в качестве сен-
соров на биохимические объек-
ты кантилеверных систем на-
ходит применение в различных 
областях: при разработке спосо-
бов идентификации, в медици-
не и оборонной промышленно-
сти [5–13]. Сенсоры, в которых 
поверхность кантилевера по-
крыта биологически активным 

соединением, способны быстро 
фиксировать анализируемое ве-
щество, они обладают высокой 
чувствительностью и могут од-
новременно обеспечивать мно-
жество параллельных испыта-
ний [14]. 

В результате реализации 
данного проекта планируется 
на основе кантилеверных био-
чипов создать прибор для экс-
пресс-диагностики рака пред-
стательной железы, причем 
технология таких биочипов по-
зволит значительно сократить 
время анализа и сделать диа-
гностический прибор порта-
тивным. 

Авторы статьи выража-
ют искреннюю благодарность 
О.В.Синицыной, Д.В.Колесову 
за активное участие в экспери-
ментальном и конструктивном 
обсуждении полученных ре-
зультатов.

 Работа выполнена при под-
держке Министерства образова-
ния и науки РФ в рамках ФЦП 
"Исследования и разработки по 
приоритетным направлени-
ям развития научно-техноло-
гического комплекса России на 
2007-2013 годы", Госконтракт 
№ 16.512.11.2265.

Литература
1.	Чиссов В.И., Старинский 

В.В. ,  Пет рова Г.В.  Злока
чественные новообразования в 
России в 2004 году. – М.: 2006.

2.	Матвеев Б.П. Клиническая 
онкоурология. – М.: 2003.

3.	Miller K., Abrahamsson 
P.А., Akakura K., Debruyne 
Frans M.J., Evans C.P., Klotz L. 
The Continuing Role of PSA in 
the Detection and Management 
of Prostate Cancer. Eur Urol 
2007,Suppl 6, 327–333.

4.	Пушкарь Д.Ю. Простат-
специфический антиген и би-
опсия предстательной железы. 
– М.: 2003.

5.	Wu, G.  H . ;  Ji ,  H .  F. , 
Hansen K., Thundat T., Datar 
R .,  Cote R .,  Hagan M. F. , 
Chakraborty A. K., Majumdar 
A. Origin of nanomechanical 
canti lever motion generated 
from biomolecular interactions. 
– Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 
2001, v.98, р.1560–1564.

6.	McKendry R., Zhang J. Y., 
Arntz Y., Strunz T., Hegner 
M., Lang H.P., Baller M. K., 
Certa U., Meyer E., Guntherodt 
H.  J . ,  Gerber C .  Mult iple 
label-f ree biodetect ion and 
qu a nt it at ive  DNA-bi nd i ng 
assays on a nanomechanical 
cantilever array. – Proc. Nat.
Acad. Sci. U.S.A., 2002, v.99, р. 
9783–9788.

7.	Fritz J., Baller M. K., Lang 
H. P., Rothuizen H., Vettiger 
P., Meyer E., Guntherodt H. J., 
Gimzewski J. K. Translating 
Biomolecular Recognition into 
Nanomechanics Science, 2000,  
v.288, р.316–318.

8.	Hansen K., Ji H., Wu G. H., 
Datar R., Cote R., Majumdar 
A. Effect of single nucleotide 
poly mor ph i sm s (SNPs)  on 
Nanomechanica l  Mot ion.  – 
Anal. Chem., 2001, v.73, р.1567–
1571.

9.	Liu F. ;  Zhang Y. ,  Ou-
Yang Z. Flexoelectric origin 
of nanomechanic deflection in 
DNA- microcantilever system. – 
Biosens. Bioelectron, 2003, v.18, 
р.655–660.

10.	 Hagan M.F., Majumdar  A., 
Chakraborty A.K., Nanomecha
nical forces generated by surface 
grafted DNA. – J. Phys. Chem. B, 
2002, v.106, р.10163–10173.

11.	 Alvarez M., Carrascosa 
L.G., Moreno, M., Calle A., 
Zaballos A., Lechuga L .M., 
Mar t inez A.C.,  Tamayo J. , 
Nanomechanics of the formation 
o f  D N A  s e l f - a s s e m b l e d 
monolayers and hybridization 
on microcantilevers. – Langmiur, 
2004, v.20, р.9663–9668.

12.	 Hansen K.M., Thundat 
T., Microcantilever biosensors. – 
Methods, 2005, v. 37, р.57–64.

13.	 Stachowiak J.C., Yue M., 
Castelino K., Chakraborty A., 
Majumdar A., Chemomechanics 
of surface stresses induced by 
DNA hybridization. – Langmuir, 
2006, v.22, р.263–268.

14.	 Yu e  M . ,  L i n  H . , 
Dedrick D.E., Satyanarayana 
S., Majumdar A., Bedekar A.S., 
Jenkins J.W.,  Sundaram S. 
A 2-D microcantilever array 
for multiplexed biomolecular 
analysis. – J. Microelectromech. 
Syst., 2004, v.13, р.290–299.

Рис.3.	 Сенсорный чип из тесто-
вых и контрольных кан-
тилеверов (определение 
положения кантилеве-
ра осуществляется с по-
мощью лазерно-оптиче-
ской системы)


