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Аннотация: в статье рассматриваются методы технологии xMAP, сфе-

ра применения в области клинических и фундаментальных исследований. 
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В эпоху постгеномного секвенирования возникает необходимость анали-

зировать огромное количество генетической информации, в связи с этим возни-

кает необходимость в технологиях, которые позволяют быстро, экономически 

эффективно и с высокой производительностью выявлять последовательности 

нуклеиновых кислот, которые определяют развитие заболеваний, позволяют 

идентифицировать патогены. Технологические достижения в диагностике рака 

с точным определением местоположения, размера, стадии и молекулярных ха-

рактеристик крайне необходимы для своевременного лечения в связи с высо-

ким уровнем роста смертности. Ранняя диагностика рака быстро развивается 
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благодаря постоянному развитию и совершенствованию технологий, которые 

повышают возможности надежных диагностических подходов [9; 18; 23; 27; 

30]. Несмотря на широкое использование ставшими уже рутинными методами 

анализа ДНК и РНК – ПЦР, ПЦР в режиме реального времени, ПЦР с обратной 

транскрипцией (RT-PCR) и количественная ПЦР с обратной транскрипцией 

(RT-qPCR) или на основе антител иммуноферментный анализ (ELISA), воз-

можности этих методов одновременно обнаруживать несколько аналитов в од-

ной реакции ограничена [2]. Технология xMAP (x – аналит, MAP – мультиана-

литное профилирование), разработана в конце 1990-х годов [24] на основе мик-

росфер, обеспечивает одновременное обнаружение различных аналитов в од-

ном образце. Мультиплексные анализы xMAP в настоящее время доступны для 

анализа нуклеиновых кислот и иммуноанализов, что позволяет типировать ви-

русы, бактерии, грибы, антигены или антитела, в связи с чем широко использу-

ется в фармацевтических, клинических и исследовательских лабораториях [24]. 

Технология xMAP основана на использовании полистироловых микросфер 

размером 5,6 мкм, окрашенные двумя спектрально различными флуорохрома-

ми. Поскольку наборы микросфер различаются по спектральным адресам, их 

можно комбинировать, что позволяет одновременно измерять до 500 различных 

параметров в одном аналите. 

Для обнаружения нуклеиновых кислот в системе xMAP используются раз-

ные химические методы анализа. 

1. Прямая гибридизация меченой целевой ДНК, амплифицированной ПЦР, 

с наборами микросфер, несущими олигонуклеотидные зонды захвата, специ-

фичные для определенной последовательности. Прямая гибридизация самый 

простой метод для распознавания отдельных нуклеотидов [21]. Разработка спе-

цифичных для последовательности зондов захвата и праймеров для ПЦР для 

анализа прямой гибридизации на суспензионной матрице xMAP может быть 

облегчена за счет использования буфера, содержащего тетраметиламмонийхло-

рид (TMAC). TMAC буфферы стабилизирует A-T пары оснований. Для олиго-
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нуклеотидов длиной до 200 пар оснований эффективность гибридизации в 

TMAC является функцией длины идеального совпадения и в меньшей степени 

зависит от состава оснований. Буферы для гибридизации TMAC, выравнивают 

точки плавления различных зондов и увеличивают выход дуплекса. Обычно для 

распознавания отдельных нуклеотидов зонды захвата конструируются так, что-

бы их длина соответствовала примерно 20 нуклеотидам. Последовательность 

зондов комплементарна меченой цепи продукта ПЦР, а SNP или мутация рас-

положены в центре зонда. Зонды модифицируются для обеспечения связывания 

концевого амина и спейсера с карбоксилированными микросферами [9; 11]. На 

температуру плавления зонда влияют длина, последовательность, тип и поло-

жение несовпадающего основания [1], эффективность гибридизации также за-

висит от последовательности и общей вторичной структуры мишени [8]. 

Прямая гибридизация с использованием технологии xMAP используется 

для обнаружения мутаций генов, связанных с гематопоэтическими и миелоид-

ными злокачественными новообразованиями [20]. Набор MEBGEN RASKET-B 

(RASKET-B, MBL, Япония) широко используется для обнаружения 48 различ-

ных мутаций гена RAS, BRAFV600E у пациентов с колоректальным раком [28; 

33]. 

2. Конкурентная гибридизация ДНК. Конкурентная гибридизация анало-

гична прямой гибридизации по дизайну зонда и мишени. Отличием является то, 

что немеченые двухцепочечные мишени, амплифицированные ПЦР, конкури-

руют с мечеными одноцепочечными олигонуклеотидными мишенями за отжиг 

с зондами захвата, специфичными для последовательности, на микросферах. 

3. Химические методы на основе растворов с захватом микросфер. Метод 

заключается в использовании специфичной для последовательности нуклеино-

вых кислот ферментативной реакции с целью определения целевого генотипа с 

последующим захватом и детекцией на поверхность микросферы. Фермента-

тивные методы определения последовательности основаны на различительной 

активности ДНК-полимераз ДНК-лигаз и включают удлинение аллель-
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специфического праймера (ASPE), анализ лигирования олигонуклеотидов 

(OLA) и анализ одной базовой цепи (SBCE) [29]. 

Определены параметры тестов для анализов генотипирования на основе 

ферментативной реакции xMAP [29; 32]. Аллель-специфичные олигонуклеоти-

ды разработаны таким образом, чтобы их температура плавления составляла 

51–56°C. Уникальная последовательность захвата для каждой аллели встроена в 

5'-конец олигонуклеотида. Для SBCE проводятся индивидуальные реакции для 

каждого из четырех возможных нуклеотидов, при этом используется термоста-

бильная полимераза для включения одного меченного биотином ddNTP (дидез-

оксинуклеотиды). Удлинение происходит только в том случае, если в реакции 

присутствует нуклеотид, комплементарный последовательности, расположен-

ной непосредственно за праймером. Микросферы внутри помечены флуорес-

центными красителями и соединены с захватывающими олигонуклеотидами 

(анти-TAG), оптимизированными для изотермического анализа с минимальной 

перекрестной реактивностью. Микросферы FlexMAP позволяют мультиплекс-

ное генотипирование до 50 двуаллельных SNP и совместимы с большинством 

химических методов обнаружения SNP, таких как ASPE, OLA и SBCE. 

4. SNP-генотипирование. SNP (Single Nucleotide Polymorphism) являются 

наиболее распространенной вариацией последовательностей в геноме человека. 

Широко используются для генотипирования SNP метод прямой гибридизации 

[17] захвата микросфер на основе раствора с использованием OLA, SBCE и 

ASPE [15]. SNP служат маркерами, для идентификации специфичных локусов 

для диагностики заболеваний, прогнозирования чувствительности к лекар-

ственным препаратам. Так, в частности, разработаны 32-плексных SNP для од-

новременного определения генотипов восьми различных полиморфных генов; 

для генотипирования девяти SNP, расположенных рядом с локусом ApoE из 

семи образцов ДНК [14]. Используя систему захвата/адресации 

ZipCode/cZipCode определены генотипы 58 SNP в гене ApoE [5]. Разработан 

аналогичный анализ генотипирования варианта Glu96 локуса HLA DPB1 и 
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восьми SNP в локусе HLA DPA1 [3]. Описан анализ генотипирования SNP для 

генов цитохрома P450 (CYP) 2C9 и 2C19 [22]. Проводили сравнительный ана-

лиз прямой гибридизации с ASPE, OLA или SBCE с захватом на адресованные 

микросферы для генотипирования четырех SNP в 58 линиях сои [17]. 

Скрининг генетических заболеваний. Описано несколько исследований с 

использованием технологии xMAP для обнаружения мутаций гена бета-

глобина [6], мутаций в гене трансмембранного регулятора муковисцидоза 

(CFTR) [4; 10], генотипа 27 мутаций и 4 полиморфизмов в гене CFTR [16], ге-

нотипа полиморфизма 5T/7T/9T в интроне 8 гена CFTR [13], мутаций, связан-

ных с предрасположенностью к тромбофилии [19]. Разработан анализ 

BARCODE-ALL который сочетает в себе мультиплексную ПЦР с мультиплекс-

ной прямой гибридизацией на основе xMAP для обнаружения семи транскрип-

тов слияния, возникающих в результате хромосомных транслокаций, которые 

возникают при детском лимфобластном лейкозе [31]. 

HLA-типирование ДНК. Классифицированы аллели HLA с помощью сус-

пензионной матрицы xMAP [12]. 

Обнаружение микробов. Описано несколько примеров использования тех-

нологии xMAP для обнаружения бактериальных, вирусных и грибковых пато-

генов в окружающей среде [25; 26], проведена идентификация 17 различных 

грамотрицательных или грамположительных бактерий с вариабельными после-

довательностями 16S рДНК [32], бактериальных патогенов вызывающих забо-

левания ЖКТ [11], изолятов Mycobacterium Tuberculosis (Mtb) [7] и Trichosporon 

spp [8]. 

На сегодняшний день существуют коммерчески Luminex® xMAP™ доступ-

ные наборы для обнаружения нуклеиновых кислот разработанные с применением 

технологии xMAP: Ambion Diagnostics (диагностика Муковисцидоза), Marligen 

Biosciences (выявление полиморфизмов митохондриальной ДНК, SNP Y-

хромосомы), One Lambda (HLA-типирование ДНК), Proactive Medical Technologies 

(обнаружение SARS-CoV, грипп A и B, парагрипп 1 и 3, RSV), Tepnel Lifecodes 



Издательский дом «Среда» 

 

6     https://phsreda.com 

Содержимое доступно по лицензии Creative Commons Attribution 4.0 license (CC-BY 4.0) 

(типирование HLA A, B, C, DRB, DQB), TM Bioscience (SNP-генотипирование ци-

тохром P450: CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6; скрининг генетических заболеваний). 

Ожидается, что в будущем гораздо больше приложений на основе xMAP для об-

наружения нуклеиновых кислот станут коммерчески доступными, а технология 

xMAP будет более широко использоваться для количественного обнаружения 

нуклеиновых кислот и профилирования экспрессии генов. 

Статья написана и доклад выполнен в рамках Дополнительного соглаше-

ния №073-03-2024-060/1 от 13.02.2024 к Соглашению о предоставлении субси-

дии из федерального бюджета на финансовое обеспечение выполнения госу-

дарственного задания на оказание государственных услуг (выполнения работ) 

№073-03-2024-060 от 18.01.2024, заключенным между ФГБОУ ВО «УлГПУ им. 

И.Н. Ульянова» и Министерством просвещения Российской Федерации. 
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