
Ââåäåíèå

ßâëåíèå ïîâåðõíîñòíîãî ïëàçìîííîãî ðåçîíàíñà

(ÏÏÐ), ïåðâîíà÷àëüíî ïðåäëàãàâøååñÿ äëÿ äåòåê-

òèðîâàíèÿ ãàçîîáðàçíûõ âåùåñòâ [1], ïîçäíåå ñòàëî

øèðîêî èñïîëüçîâàòüñÿ â áèîõèìè÷åñêèõ èññëå-

äîâàíèÿõ. Ýòîìó ñïîñîáñòâîâàëî ñîçäàíèå øâåäñêîé

êîìïàíèåé «Pharmacia Biosensor AB» â íà÷àëå

90-õ ãã. ïðîøëîãî ñòîëåòèÿ êîììåð÷åñêèõ áèî-

ñåíñîðîâ íà îñíîâå ýòîãî ÿâëåíèÿ, ïðåäíàçíà÷åííûõ

äëÿ àíàëèçà áèîìîëåêóëÿðíûõ âçàèìîäåéñòâèé [2].

Èñïîëüçîâàíèå ìåòîäà ÏÏÐ îòêðûëî íîâóþ ñòðàíèöó

â èçó÷åíèè ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ áèîëîãè÷åñêèõ

ìîëåêóë, ïîçâîëÿÿ ïîëó÷àòü áîëåå ïîëíóþ èíôîð-

ìàöèþ î ìåõàíèçìàõ áèîàôôèííîãî ñâÿçûâàíèÿ ïî

ñðàâíåíèþ ñ èñïîëüçîâàâøèìèñÿ äî ýòîãî êëàññè-

÷åñêèìè ìåòîäàìè (èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç,

ðàäèîðåöåïòîðíûé ìåòîä è äð.).

ÏÏÐ ïîçâîëÿåò ðåãèñòðèðîâàòü ïðîöåññ áèîàô-

ôèííîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó äâóìÿ êîìïîíåí-

òàìè, îäèí èç êîòîðûõ èììîáèëèçèðîâàí íà ïî-

âåðõíîñòè ÷óâñòâèòåëüíîãî ýëåìåíòà, à äðóãîé

ÿâëÿåòñÿ ìîëåêóëàìè àíàëèòà, íàõîäÿùèìèñÿ â

ðàñòâîðå (æèäêîôàçíîé ïðîáå).

Ïðèíöèï ðàáîòû ÏÏÐ-áèîñåíñîðà çàêëþ÷àåòñÿ â

âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè óñëîâèé âîçáóæäåíèÿ

ïîâåðõíîñòíûõ ïëàçìîíîâ ê ïîêàçàòåëþ ïðåëîì-

ëåíèÿ âíåøíåé ñðåäû â òîíêîì ñëîå (ïîðÿäêà 200 íì,

~�/4, ãäå � — äëèíà âîëíû ñâåòà), íåïîñðåäñòâåííî

ïðèìûêàþùåì ê ïîâåðõíîñòè ñåíñîðà. Ñëåäîâà-
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ðåàëüíîãî âðåìåíè. Ðàññìîòðåíû è ñèñòåìàòèçèðîâàíû ìåòîäû èììîáèëèçàöèè áèîìîëåêóë íà

ïîâåðõíîñòè ÏÏÐ-ñåíñîðîâ è ãðàôåíà. Èçëîæåíû ïîäõîäû ê ôóíêöèîíàëèçàöèè ïîâåðõíîñòè

íàíî÷àñòèö, êîòîðûå ýôôåêòèâíî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ âîçáóæäåíèÿ ëîêàëüíîãî ÏÏÐ. Ðàñ-

ñìîòðåíû ïðèìåðû óñèëåíèÿ ÏÏÐ ïðè îäíîâðåìåííîì èñïîëüçîâàíèè íàíî÷àñòèö ìåòàëëîâ è

ãðàôåíà, ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü ñîâìåñòíîãî ïðèìåíåíèÿ ÏÏÐ è ýëåêòðîõèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ.
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òåëüíî, ìåòîä îñíîâàííûé íà ÏÏÐ, îáëàäàåò âûñîêîé

÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê ôîðìèðîâàíèþ íîâîãî àäñîð-

áèðîâàííîãî ñëîÿ íà ïîâåðõíîñòè. Îñíîâíûìè

ïðåèìóùåñòâàìè ìåòîäà ÿâëÿþòñÿ îòñóòñòâèå íåîá-

õîäèìîñòè â äîïîëíèòåëüíûõ ìåòêàõ äëÿ áèîìîëåêóë

è âîçìîæíîñòü èçó÷åíèÿ êèíåòèêè âçàèìîäåéñòâèÿ â

ðåàëüíîì âðåìåíè. Äàííûé ìåòîä íàõîäèò âñå áîëåå

øèðîêîå ïðèìåíåíèå äëÿ èññëåäîâàíèÿ õèìè÷åñêèõ è

áèîëîãè÷åñêèõ âçàèìîäåéñòâèé, î ÷åì ñâèäåòåëü-

ñòâóåò ïîñòîÿííûé ðîñò ÷èñëà ïóáëèêàöèé. Ñåí-

ñîðíûì ïðèëîæåíèÿì è èçìåðåíèÿì íà îñíîâå ÏÏÐ

ïîñâÿùåíî íåñêîëüêî îáçîðîâ [3—12].

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðàññìîòðåíû è ñèñòåìàòè-

çèðîâàíû ðàçíîîáðàçíûå ìåòîäû èììîáèëèçàöèè

áèîëîãè÷åñêîãî êîìïîíåíòà íà ïîâåðõíîñòè ÏÏÐ-ñåí-

ñîðîâ, îñîáîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ ìåòîäàì êîâà-

ëåíòíîé èììîáèëèçàöèè. Ýòî ñâÿçàíî ñ ïîâûøåííîé

çíà÷èìîñòüþ ýòèõ ìåòîäîâ äëÿ óâåëè÷åíèÿ ÷óâ-

ñòâèòåëüíîñòè è óñòîé÷èâîñòè ïîëó÷àåìûõ ðåçóëü-

òàòîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè ÏÏÐ. Òàêæå ðàññìîòðåíû

íîâûå ïîäõîäû ê óâåëè÷åíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìå-

òîäà ÏÏÐ ïðè èñïîëüçîâàíèè íàíî÷àñòèö è ãðàôåíà.

Ìåòîäû ÏÏÐ è ËÏÏÐ:

îñíîâíûå ïðåäñòàâëåíèÿ

Ïîâåðõíîñòíûå ïëàçìîíû (ÏÏ) ïðåäñòàâëÿþò ñî-

áîé ñâÿçàííóþ ìîäó ïîâåðõíîñòíûõ êîëåáàíèé

ýëåêòðîííîãî ãàçà è ýëåêòðîìàãíèòíîãî ïîëÿ, ëîêà-

ëèçîâàííóþ íà ïîâåðõíîñòè ìåòàëëà. Âîçìîæíîñòü

ñóùåñòâîâàíèÿ è óñëîâèÿ âîçáóæäåíèÿ òàêèõ

êîëåáàíèé âûòåêàþò èç ýëåêòðîìàãíèòíîé òåîðèè

Ìàêñâåëëà [13]. Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííîé ñõåìîé

îïòè÷åñêîãî âîçáóæäåíèÿ ÏÏ ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçî-

âàíèå ïðèçìû ïîëíîãî âíóòðåííåãî îòðàæåíèÿ â

ãåîìåòðèè Êðå÷ìàíà [14]. Â ýòîé ãåîìåòðèè òîíêàÿ

ïîëóïðîçðà÷íàÿ ìåòàëëè÷åñêàÿ ïëåíêà (îáû÷íî Au

èëè Ag, âîçìîæíî òàêæå èñïîëüçîâàíèå Al, Cu, Pt)

íàíîñèòñÿ íà îñíîâàíèå ïðèçìû ïîëíîãî âíóòðåííåãî

îòðàæåíèÿ ñ âûñîêèì ïîêàçàòåëåì ïðåëîìëåíèÿ. Ïðè

îòðàæåíèè îò ïîâåðõíîñòè äèýëåêòðèê — ìåòàëë

èíòåíñèâíîñòü ñâåòîâîé âîëíû â ìåòàëëå ýêñïî-

íåíöèàëüíî óáûâàåò ñ óâåëè÷åíèåì ðàññòîÿíèÿ îò

ãðàíèöû ðàçäåëà. Äëÿ äîñòàòî÷íî òîíêîé ïëåíêè

ìåòàëëà (~50 íì äëÿ Au) îòðàæåíèå ñâåòà îò

îñíîâàíèÿ ïðèçìû ïðè îïðåäåëåííîì óãëå ïàäåíèÿ

ïðèâîäèò ê âîçáóæäåíèþ ñâÿçàííîé ìîäû êîëåáàíèé

ýëåêòðîííîé ïëàçìû è ýëåêòðîìàãíèòíîãî ïîëÿ,

ëîêàëèçîâàííîé íà âíåøíåé ïîâåðõíîñòè ìåòàëëè-

÷åñêîé ïëåíêè. Ýòè êîëåáàíèÿ íàçûâàþò ïîâåðõ-

íîñòíûìè ïëàçìîíàìè (ÏÏ) èëè ïîâåðõíîñòíûìè

ïëàçìîí-ïîëÿðèòîíàìè, ïîä÷åðêèâàÿ ðîëü ïîëÿðèçà-

öèè ãàçà ñâîáîäíûõ ýëåêòðîíîâ â âîçíèêíîâåíèè

ýòîãî ýôôåêòà. Âîçáóæäåíèå ÏÏ íîñèò ðåçîíàíñíûé

õàðàêòåð è íàáëþäàåòñÿ ïðè ðàâåíñòâå ÷àñòîòû è

òàíãåíöèàëüíûõ (ïî îòíîøåíèþ ê ãðàíèöå ðàçäåëà)

ñîñòàâëÿþùèõ âîëíîâîãî âåêòîðà âîçáóæäàþùåé

p-ïîëÿðèçîâàííîé âîëíû è ÏÏ. Óãîë ïàäåíèÿ èç-

ëó÷åíèÿ, ïðè êîòîðîì ïðîèñõîäèò âîçáóæäåíèå ÏÏ,

íàçûâàþò ðåçîíàíñíûì óãëîì.

Ïîñêîëüêó ïðè ïîâåðõíîñòíîì ïëàçìîííîì ðåçî-

íàíñå (ÏÏÐ) ýíåðãèÿ âîçáóæäàþùåãî èçëó÷åíèÿ ïå-

ðåõîäèò â ýíåðãèþ ïîâåðõíîñòíûõ ïëàçìîíîâ, ðåçî-

íàíñíîìó óãëó ñîîòâåòñòâóåò ìèíèìóì íà óãëîâîé

çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ñâåòà, îòðàæåííîãî îò

ãðàíèöû ðàçäåëà. Çíà÷åíèå ðåçîíàíñíîãî óãëà çàâè-

ñèò îò äëèíû âîëíû è óãëà ïàäåíèÿ âîçáóæäàþùåãî

èçëó÷åíèÿ íà ãðàíèöó ðàçäåëà, à òàêæå îò (êîìï-

ëåêñíîãî) ïîêàçàòåëÿ ïðåëîìëåíèÿ âíåøíåé ñðåäû â

íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè ê ïîâåðõíîñòè ïëåíêè

ìåòàëëà. Èçìåíåíèå ïîêàçàòåëÿ ïðåëîìëåíèÿ ñðåäû

ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ óñëîâèé ðåçîíàíñà è, ñëåäî-

âàòåëüíî, ê èçìåíåíèþ óãëà ÏÏÐ. Ñóùåñòâîâàíèå

òàêîé çàâèñèìîñòè ñëóæèò îñíîâîé äëÿ èñïîëüçî-

âàíèÿ ÿâëåíèÿ ÏÏÐ â ñåíñîðíûõ ñèñòåìàõ.

Ïîìèìî ïðèçìû ïîëíîãî âíóòðåííåãî îòðàæåíèÿ,

îïòè÷åñêîå âîçáóæäåíèå ÏÏÐ âîçìîæíî îñóùå-

ñòâèòü òàêæå ïðè ïîìîùè âîëíîâîäîâ îïòè÷åñêîãî

äèàïàçîíà è äèôðàêöèîííûõ ðåøåòîê.

ÏÏÐ âîçáóæäàåòñÿ íà ïîâåðõíîñòè, ïðîäîëüíûé

ðàçìåð êîòîðîé èìååò âåëè÷èíó áîëüøå, ÷åì äëèíà

âîëíû ïàäàþùåãî íà ïîâåðõíîñòü ñâåòîâîãî èçëó-

÷åíèÿ. Åñëè õàðàêòåðíûé ðàçìåð ïîâåðõíîñòè ñîèç-

ìåðèì ñ äëèíîé âîëíû, âîçìîæíî âîçáóæäåíèå êàê

ÏÏÐ, òàê è ëîêàëüíîãî ÏÏÐ (ËÏÏÐ).

Ñâîéñòâà íàíî÷àñòèö çíà÷èòåëüíî îòëè÷àþòñÿ îò

ñâîéñòâ îáúåìíîãî ìàòåðèàëà, èç êîòîðîãî îíè ñî-

ñòîÿò. Ýòî ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì ñîîòíîøåíèÿ

ïîâåðõíîñòè è îáúåìà íàíî÷àñòèö, ÷òî ïðèâîäèò ê

óñèëåíèþ ïîâåðõíîñòíûõ ÿâëåíèé. Èñïîëüçîâàíèå

íàíî÷àñòèö äëÿ óñèëåíèÿ ÏÏÐ âîçìîæíî â äâóõ

íàïðàâëåíèÿõ: óñèëåíèå ñèãíàëà çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ

ìàññû àäñîðáèðîâàííûõ ÷àñòèö; óñèëåíèå ñâîéñòâ

ñàìîé ñåíñîðíîé ïîäëîæêè. Â ïåðâîì ñëó÷àå äëÿ

óñèëåíèÿ ìîãóò ïðèìåíÿòüñÿ ïðàêòè÷åñêè ëþáûå

ñôåðè÷åñêèå èëè âûòÿíóòûå íàíî÷àñòèöû è óãëåðîä-

íûå íàíîòðóáêè. Âî âòîðîì ñëó÷àå ýôôåêòèâíî

ïðèìåíåíèå Au/Ag íàíîìàññèâîâ, íàíîðåøåòîê è

ïëàñòèí ãðàôåíà. Óñèëåíèå ñèãíàëà ÏÏÐ ïðè

èñïîëüçîâàíèè ãðàôåíà îáóñëîâëåíî êàê ïåðåíîñîì

çàðÿäà îò ïëàñòèíû ãðàôåíà ê ïëàçìîí-íåñóùåé

ïëåíêå ìåòàëëà (óâåëè÷èâàåòñÿ ïîëå ÏÏÐ è åãî

îòêëèê), òàê è çíà÷èòåëüíûì óâåëè÷åíèåì àäñîðá-

öèîííîé åìêîñòè ïîâåðõíîñòè [15].

Â íàíî÷àñòèöàõ, ðàçìåð êîòîðûõ ìåíüøå äëèíû

âîëíû, âîçáóæäàåòñÿ ËÏÏÐ ïðè ñîâïàäåíèè ÷àñòîòû

âîçáóæäàþùèõ ôîòîíîâ ñ ÷àñòîòîé êîëåáàíèé

ýëåêòðîíîâ ïðîâîäèìîñòè â íàíî÷àñòèöàõ. Êàê è

ÏÏÐ, ËÏÏÐ îáëàäàåò âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê
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ïîêàçàòåëþ ïðåëîìëåíèÿ ñðåäû íåïîñðåäñòâåííî

âáëèçè ïîâåðõíîñòè íàíî÷àñòèö. Òîëùèíà ÷óâ-

ñòâèòåëüíîãî ñëîÿ ËÏÏÐ ñîñòàâëÿåò 15—20 íì.

Ýôôåêò ËÏÏÐ çàâèñèò òàêæå îò ðàçìåðà, ôîðìû è

ýëåêòðîìàãíèòíûõ ñâîéñòâ íàíî÷àñòèö. Äëÿ ïðî-

äîëãîâàòûõ íàíî÷àñòèö ñóùåñòâóåò äâà ïèêà ËÏÏÐ,

êîòîðûå ñâÿçàíû ñ ïðîäîëüíûìè è ïîïåðå÷íûìè

ðàçìåðàìè íàíî÷àñòèö. Äëÿ íàíî÷àñòèö ñ îäèíà-

êîâûìè ïîïåðå÷íûìè ðàçìåðàìè óâåëè÷åíèå ïðî-

äîëüíîãî ðàçìåðà ïðèâîäèò ê ñìåùåíèþ ïðîäîëüíîé

ìîäû â êðàñíóþ îáëàñòü. Èçìåíÿÿ äëèíó íàíî÷àñòèö,

ìîæíî ñäâèãàòü ïîëîæåíèå ïðîäîëüíîé ìîäû â

íóæíûé äèàïàçîí. Äëèíà âîëíû, ïðè êîòîðîé íà-

áëþäàåòñÿ ïèê ïðîäîëüíîé ìîäû ËÏÏÐ, çàâèñèò îò

ñîîòíîøåíèÿ ñòîðîí íàíî÷àñòèö (AR) [16]:

�
max

= 95AR + 420.

Òàê, äëÿ ñâåðõòîíêèõ íàíîïðîâîëîê çîëîòà

(äèàìåòðîì ~1,6 íì è äëèíîé 20—400 íì)

ïðîäîëüíàÿ ìîäà ËÏÏÐ íàáëþäàåòñÿ â ÈÊ-îáëàñòè

ïðè 520 íì [17]. ËÏÏÐ ìîæíî íàáëþäàòü êàê äëÿ

íàíî÷àñòèö, îñàæäåííûõ íà ñòåêëÿííóþ ïîäëîæêó,

òàê è äëÿ íàíî÷àñòèö, ðàñïðåäåëåííûõ ïî îáúåìó

îáðàçöà. Äëÿ ËÏÏÐ ðåãèñòðèðóþò èíòåíñèâíîñòü

ïðîøåäøåãî/îòðàæåííîãî ñâåòà â çàâèñèìîñòè îò

äëèíû âîëíû âîçáóæäàþùåãî èçëó÷åíèÿ.

Ìåòîäû èììîáèëèçàöèè

áèîëîãè÷åñêîãî êîìïîíåíòà

ê ïîâåðõíîñòè ÏÏÐ-áèîñåíñîðîâ

Ìàòðèöû ÏÏÐ-áèîñåíñîðîâ

Êëþ÷åâûì ýòàïîì ñîçäàíèÿ áèîñåíñîðà ÿâëÿåòñÿ

èììîáèëèçàöèÿ áèîëîãè÷åñêîãî êîìïîíåíòà íà ïî-

âåðõíîñòè ÷óâñòâèòåëüíîãî ýëåìåíòà ïðåîáðàçîâà-

òåëÿ ñèãíàëà (òðàíñäüþñåðà). ×óâñòâèòåëüíûé ýëå-

ìåíò ìîæíî ïðåäñòàâèòü â âèäå êîìáèíàöèè ïîä-

ëîæêè (support) è ìàòðèöû (matrix). Â ÏÏÐ-áèî-

ñåíñîðàõ ïîäëîæêà — ýòî ìåòàëëè÷åñêàÿ ïëåíêà, â

êîòîðîé ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ ïëàçìîííàÿ âîëíà. Îïå-

ðàöèÿ èììîáèëèçàöèè ïðåäïîëàãàåò íàëè÷èå ìàò-

ðèöû — ïðîìåæóòî÷íîé ïëåíêè, â êîòîðîé ïðè-

ñóòñòâóþò ôóíêöèîíàëüíûå ãðóïïû, ó÷àñòâóþùèå â

äàëüíåéøåì ñâÿçûâàíèè ñ áèîñïåöèôè÷åñêèì ëè-

ãàíäîì. Â îáùåì ñìûñëå áèîëîãè÷åñêèé êîìïîíåíò

ìîæåò áûòü èììîáèëèçèðîâàí êàê íà ïîâåðõíîñòè

ìàòðèöû (2D-matrix), òàê è â åå îáúåìå (3D-matrix) â

çàâèñèìîñòè îò ðàñïîëîæåíèÿ àêòèâíûõ ôóíêöèî-

íàëüíûõ öåíòðîâ ìàòðèöû [18]. Íåêîòîðûå ìàòðèöû

ÿâëÿþòñÿ êîììåð÷åñêè äîñòóïíûìè è ïðåäñòàâëåíû â

ðàáîòå [19].

Â ñëó÷àå èììîáèëèçàöèè 2D-ìàòðèöû êîëè÷åñòâî

äîñòóïíûõ àêòèâíûõ öåíòðîâ îãðàíè÷èâàåòñÿ ïî-

âåðõíîñòíîé åìêîñòüþ ìàòðèöû (ïîâûøåíèå ïëîò-

íîñòè òàêèõ öåíòðîâ ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ

ñòåðè÷åñêèõ çàòðóäíåíèé íà ïîâåðõíîñòè ñ ñîîò-

âåòñòâóþùèì óìåíüøåíèåì îòêëèêà). Â êà÷åñòâå

2D-ìàòðèöû íàèáîëüøåå ðàñïðîñòðàíåíèå ïîëó÷èëè

ñàìîîðãàíèçóþùèåñÿ ìîíîñëîè (SAM), ñîñòîÿùèå èç

òèîçàìåùåííûõ îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, êîòîðûå

ñàìîïðîèçâîëüíî ôîðìèðóþòñÿ íà çîëîòîé ïîâåðõ-

íîñòè ñåíñîðà ïðè âûäåðæèâàíèè ïîäëîæåê â

ñîîòâåòñòâóþùåì ðàñòâîðå [20, 21]. Äëÿ óïðàâëåíèÿ

ïîâåðõíîñòíîé ïëîòíîñòüþ ìàòðèöû è ïîâûøåíèÿ

ñòåïåíè ñâîáîäû íåîáõîäèìûõ ôóíêöèîíàëüíûõ

ýëåìåíòîâ ôîðìèðóþò ñìåøàííûå äâóêîìïîíåíòíûå

ìîíîñëîè òèîñîåäèíåíèé, â êîòîðûõ äëèííîöå-

ïî÷å÷íûé àëêàíòèîë ñ òðåáóåìîé ôóíêöèîíàëüíîé

ãðóïïîé (R—(CH
2
)
n
—SH) ðàçáàâëÿåòñÿ òèîñîåäè-

íåíèåì ñ áîëåå êîðîòêîé óãëåâîäîðîäíîé öåïüþ [22].

Èììîáèëèçàöèÿ 3D-ìàòðèöû, ôîðìèðîâàíèå êî-

òîðîé îñíîâàíî íà èñïîëüçîâàíèè ïîëèìåðíûõ

ñîåäèíåíèé, îáåñïå÷èâàåò áîëüøåå êîëè÷åñòâî íåîá-

õîäèìûõ àêòèâíûõ öåíòðîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ 2D-àíà-

ëîãîì, ïðè ýòîì îáúåìíûé òèï ìàòðèöû õà-

ðàêòåðèçóåòñÿ óëó÷øåííûìè ñâîéñòâàìè â îòíîøå-

íèè ñîõðàíåíèÿ áèîëîãè÷åñêîãî êîìïîíåíòà ïðè

äëèòåëüíîì õðàíåíèè ñåíñîðà.

3D-ìàòðèöû ïðåäñòàâëåíû ïëåíêàìè ãèäðîãåëåé, â

îáúåì êîòîðûõ äèôôóíäèðóþò íåîáõîäèìûé áèî-

êîìïîíåíò; ïðè ýòîì òàêèå ìàòðèöû âûÿâëÿþò â 100

ðàç áîëüøóþ ïîëåçíóþ åìêîñòü àêòèâíûõ ñâÿçû-

âàþùèõ öåíòðîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ 2D-ìàòðèöàìè [23].

Íàèáîëåå èçâåñòíîé è øèðîêî èñïîëüçóåìîé 3D-ìàò-

ðèöåé ÿâëÿåòñÿ êàðáîêñèìåòèëèðîâàííûé äåêñòðàí

[24]. Äåêñòðàíû ÿâëÿþòñÿ ïðîäóêòàìè ÷àñòè÷íîãî

ãèäðîëèçà êðàõìàëà è ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ãèäðî-

ôèëüíûå, íåçàðÿæåííûå, íåéòðàëüíûå îëèãîñàõà-

ðèäû, ðàñòâîðÿþùèåñÿ â ëþáûõ ñîîòíîøåíèÿõ â âîäå

ñ îáðàçîâàíèåì ãèäðîãåëåé. Áëàãîäàðÿ ñâîèì ãèä-

ðîôèëüíûì ñâîéñòâàì äåêñòðàíû õàðàêòåðèçóþòñÿ

ìàëîé ñïîñîáíîñòüþ ê íåñïåöèôè÷åñêîìó âçàèìî-

äåéñòâèþ ñ áèîëîãè÷åñêèì êîìïîíåíòîì. Âûñîêàÿ

êîíöåíòðàöèÿ ãèäðîêñèëüíûõ ãðóïï â ìàòðèöå

äåêñòðàíà ïîçâîëÿåò ïðîâåñòè õèìè÷åñêóþ ìîäè-

ôèêàöèþ áåç çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà ãèäðîôèëüíîñòü

ìàòðèöû. Äåêñòðàíîâûé ñëîé, ìîäèôèöèðîâàííûé

ìåòèëêàðáîêñèëüíîé ãðóïïîé (—CH
2
COOH) (êàðá-

îêñèìåòèëèðîâàííûé äåêñòðàí, ÑÌ-äåêñòðàí),

îáëàäàåò âûðàæåííîé ñïîñîáíîñòüþ ê êîâàëåíòíîìó

ñâÿçûâàíèþ áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ àêòèâíîé ôóíêöèî-

íàëüíîé ãðóïïû. Ïîëèìåðíûå îëèãîñàõàðèäíûå

öåïî÷êè â äåêñòðàíå õàðàêòåðèçóþòñÿ íåðàçâåòâ-

ëåííîé ñòðóêòóðîé ñ âûñîêîé ñòðóêòóðíîé ãèá-

êîñòüþ ìàòðèöû, ÷òî îáåñïå÷èâàåò ïîâûøåííóþ

äîñòóïíîñòü ñâÿçûâàþùèõ öåíòðîâ ñ ñîîòâåò-

ñòâóþùèì óâåëè÷åíèåì åå ïîëåçíîé åìêîñòè.

Ñåíñîðû íà îñíîâå ïîâåðõíîñòíîãî ïëàçìîííîãî ðåçîíàíñà
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2D-ìàòðèöû ÿâëÿþòñÿ áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè

ïî ñðàâíåíèþ ñ 3D-ìàòðèöàìè ïðè èñïîëüçîâàíèè â

ÏÏÐ-áèîñåíñîðàõ â ñëåäóþùèõ ñëó÷àÿõ: åñëè

öåëåâîé àíàëèò ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñòðóêòóðó,

áîëüøóþ ïî ðàçìåðàì, ÷åì êëåòêè è âèðóñû; ñ öåëüþ

îïðåäåëåíèÿ êèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ; äëÿ äî-

ñòèæåíèÿ ìèíèìàëüíîé ñòåïåíè íåñïåöèôè÷åñêîãî

ñâÿçûâàíèÿ; äëÿ ïîëó÷åíèÿ íèçêîé êîíöåíòðàöèè

èììîáèëèçèðîâàííûõ ëèãàíäîâ íà ïîâåðõíîñòè

ñåíñîðà [25].

Ñëåäóåò îòìåòèòü ñõîæåñòü êèíåòèêè áèîëîãè-

÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ íà ïîâåðõíîñòè ñåíñîðà äëÿ

2D- è 3D-ìàòðèö [26].

Ïëåíêà äåêñòðàíà (3D-ìàòðèöà) îáëàäàåò íèçêèì

óðîâíåì íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ íà ïî-

âåðõíîñòè ÏÏÐ-ñåíñîðà çà ñ÷åò íàëè÷èÿ áîëüøîãî

êîëè÷åñòâà ãèäðîêñèëüíûõ ãðóïï. Äëÿ 2D-ìàòðèö

óõîä îò íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ äîñòèãàåòñÿ çà

ñ÷åò îëèãîýòèëåíãëèêîëåâûõ (ÎÝÃ) ôðàãìåíòîâ,

êîòîðûå âêëþ÷àþò êàê â ìîëåêóëó, ïîñðåäñòâîì

êîòîðîé ôîðìèðóåòñÿ SAM, òàê è íåïîñðåäñòâåííî â

ñòðóêòóðó èììîáèëèçèðóåìîãî ëèãàíäà [27]. Ïðè-

ìåðû äåêñòðàíîâîé è SAM-ìàòðèö ïðåäñòàâëåíû íà

ðèñ. 1.

Ïîìèìî 2D- è 3D-ìàòðèö, îïèñàííûõ âûøå, â

ÏÏÐ-áèîñåíñîðàõ èñïîëüçóþò ñëîèñòûå ìàòðèöû,

ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé ñëîèñòûå ñòðóêòóðû íà

ïîâåðõíîñòè ìåòàëëè÷åñêîé ïîäëîæêè. Ýòè ìàòðèöû

ôîðìèðóþò èç ñëîåâ îêñèäà êðåìíèÿ (SiO
2
) [28, 29],

àìîðôíîãî óãëåðîäà [30] èëè ãðàôåíà [31, 32].

Â ïðèâåäåííûõ ïðèìåðàõ ìàòðèöû ñîäåðæàò

êîíöåâûå ôóíêöèîíàëüíûå ãðóïïû — êàðáîêñè-

ãðóïïó (—ÑÎÎÍ) è àìèíîãðóïïó (—NH
2
), êîòîðûå

ÿâëÿþòñÿ ñâÿçûâàþùèìè öåíòðàìè äëÿ èììîáè-

ëèçàöèè ëèãàíäîâ íà ïîâåðõíîñòü ñåíñîðà.

Â îáùåì ñëó÷àå ñâÿçûâàþùèìè öåíòðàìè â îïè-

ñàííûõ âûøå ìàòðèöàõ ÿâëÿþòñÿ ñëåäóþùèå ôóíê-

öèîíàëüíûå ãðóïïû: êàðáîêñèëüíàÿ ãðóïïà

(—ÑÎÎÍ) äëÿ ãèäðîãåëåâîé äåêñòðàíîâîé ìàòðèöû;

êàðáîêñèëüíàÿ ãðóïïà (—ÑÎÎÍ) è àìèíîãðóïïà

(—NH
2
) äëÿ SAM-ìàòðèöû; ãèäðîêñèëüíàÿ ãðóïïà

(—ÎÍ) äëÿ ñëîèñòîé ìàòðèöû.

Ïðåäñòàâëåííûå ôóíêöèîíàëüíûå ãðóïïû ìîãóò

áûòü òðàíñôîðìèðîâàíû ïðè ïîìîùè èçâåñòíûõ

õèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ [35] â äðóãèå ôóíêöèîíàëüíûå

ñâÿçûâàþùèå ãðóïïû, ïîçâîëÿÿ ïðè ýòîì ðàñøèðÿòü

ôóíêöèîíàëüíûå âîçìîæíîñòè îïèñûâàåìûõ ìàòðèö.
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Ðèñ. 1. Ìàòðèöû, èñïîëüçóåìûå â ÏÏÐ-áèîñåíñîðàõ: à — ÑÌ-äåêñòðàíîâàÿ ìàòðèöà (3D) [24]; á — SAM-ìàòðèöà (2D) [33];

â — SAM-ìàòðèöà ñ ÎÝÃ-ôðàãìåíòàìè (2D) [34].



Òàê, íàïðèìåð, ÑÎÎÍ-ìàòðèöà ìîæåò áûòü ïðåâðà-

ùåíà â NH
2
-, SH- è ÑÍÎ-ìàòðèöû (ðèñ. 2).

Äëÿ ôóíêöèîíàëèçàöèè ïîâåðõíîñòè ñåíñîðîâ

èñïîëüçóþò òàêæå ïîëèìåðíûå ïëåíêè, ïîëó÷àåìûå

ìåòîäîì ïëàçìåííîé ïîëèìåðèçàöèè [36, 37].

Ñôîðìèðîâàííûå íà ïîâåðõíîñòè òàêèì ñïîñîáîì

ïëåíêè õàðàêòåðèçóþòñÿ íàëè÷èåì âûñîêîðåàêöèîí-

íûõ ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï. Ïðåèìóùåñòâîì ìåòîäà

ïëàçìåííîé ïîëèìåðèçàöèè ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü

êîíòðîëÿ ïëîòíîñòè óïàêîâêè çà ñ÷åò âàðüèðîâàíèÿ

ýíåðãåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ èñïîëüçóåìîé ïëàçìû

[37]. Ïðèìåíåíèå ïëåíîê ñ ìîëåêóëÿðíûìè îòïå-

÷àòêàìè ÿâëÿåòñÿ îòäåëüíûì ïåðñïåêòèâíûì íà-

ïðàâëåíèåì ðàçâèòèÿ ñïîñîáîâ èììîáèëèçàöèè è

äåòàëüíî ðàññìîòðåíî â îáçîðå [38].

Ìåòîäû èììîáèëèçàöèè ëèãàíäîâ

ê ïîâåðõíîñòè ìàòðèöû

Â ÏÏÐ-áèîñåíñîðàõ îäíî èç âçàèìîäåéñòâóþùèõ

ñîåäèíåíèé (áèîðàñïîçíàþùèé ýëåìåíò èëè öåëåâàÿ

ìîëåêóëà) èììîáèëèçèðóåòñÿ íà ïîâåðõíîñòü

ñåíñîðà, à âòîðîé âçàèìîäåéñòâóþùèé êîìïîíåíò

(àíàëèò) íàõîäèòñÿ â èññëåäóåìîì ðàñòâîðå. Âûáîð

ñòðàòåãèè äëÿ èììîáèëèçàöèè óïîìÿíóòûõ âûøå

ñîåäèíåíèé çàâèñèò îò èñïîëüçóåìîãî áèîàíàëèòè-

÷åñêîãî ôîðìàòà [39, 40] (òàáë. 1).

Â ôîðìàòå íåïîñðåäñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ áèî-

ðàñïîçíàþùèé ýëåìåíò íàõîäèòñÿ íà ïîâåðõíîñòè

ñåíñîðà. Ïðè êîíòàêòå ñ àíàëèòîì, íàõîäÿùèìñÿ â

ðàñòâîðå, íà ïîâåðõíîñòè ñåíñîðà ôîðìèðóåòñÿ êîì-

ïëåêñ, íàëè÷èå êîòîðîãî äåòåêòèðóåòñÿ ïðè ïîìîùè

ÏÏÐ-ñåíñîðà. Ýòîò ìåòîä èñïîëüçóþò â ñëó÷àå

âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé àíàëèòà â ñðåäå ñ áîëüøèì

ìîëåêóëÿðíûì âåñîì (áîëüøå 5 êÄà). Äëÿ äåòåê-

òèðîâàíèÿ íåáîëüøèõ ìîëåêóë ñ îòíîñèòåëüíî ìà-

ëûì ìîëåêóëÿðíûì âåñîì èñïîëüçóþò ïîñëîéíûé

ôîðìàò îïðåäåëåíèÿ, â êîòîðîì äëÿ óñèëåíèÿ îòêëèêà

èñïîëüçóþò äîïîëíèòåëüíûé áèîðàñïîçíàþùèé

ýëåìåíò.

Äëÿ àíàëèòîâ ñ ìàëûì ìîëåêóëÿðíûì âåñîì, íå

äàþùèì çíà÷èòåëüíîãî ñèãíàëà ÏÏÐ ïðè ïðÿìîì

ñâÿçûâàíèè, äëÿ óâåëè÷åíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè èñ-

ïîëüçóþò êîíêóðåíòíûé è èíãèáèðóþùèé ôîðìàòû

(ñì. òàáë. 1).

Íàðÿäó ñ êëàññè÷åñêèìè ñõåìàìè îïðåäåëåíèÿ àíà-

ëèòîâ èñïîëüçóþòñÿ òàêæå äðóãèå ôîðìàòû. Òàê, äëÿ

îïðåäåëåíèÿ ìàëûõ ìîëåêóë òåñòîñòåðîíà èñïîëüçî-

âàíû ïëåíêè ñ ìîëåêóëÿðíûìè îòïå÷àòêàìè (molecu-

larly imprinted film), ïîëó÷åííûå ïîëèìåðèçàöèåé [41].

Íà îñíîâå ÏÏÐ-èçìåðåíèé ïðåäëîæåí ôîðìàò, ïîçâî-

ëÿþùèé îïðåäåëÿòü áåëîê-áåëêîâûå âçàèìîäåéñòâèÿ

è äèññîöèàöèþ îáðàçîâàâøèõñÿ êîìïëåêñîâ ïîä âîç-

äåéñòâèåì ìàëûõ ìîëåêóë-èíãèáèòîðîâ [42].

Èììîáèëèçàöèÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïðîöåññ ïðè-

êðåïëåíèÿ áèîðàñïîçíàþùåãî ýëåìåíòà èëè öåëåâîé

ìîëåêóëû ê ïîâåðõíîñòè ñåíñîðà äëÿ óìåíüøåíèÿ

ïîäâèæíîñòè è îïðåäåëÿåò ñâîéñòâà ñåíñîðíîãî

ìàññèâà. Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ èììîáèëèçàöèÿ ìîæåò

ïðèâåñòè ê ÷àñòè÷íîé èëè ïîëíîé ïîòåðå áèîëî-

ãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðèâèâàåìîãî êîìïîíåíòà èç-çà

ñëó÷àéíîé îðèåíòàöèè è ñòðóêòóðíîé äåôîðìàöèè.

×òîáû ñîõðàíèòü áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü èììî-
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Ðèñ. 2. Òðàíñôîðìàöèÿ ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï ìàòðèöû.



áèëèçèðóåìîãî êîìïîíåíòà, åãî ñëåäóåò ïðèâèâàòü ê

ïîâåðõíîñòè áåç çíà÷èìîãî âîçäåéñòâèÿ íà åãî

êîíôîðìàöèþ è ôóíêöèîíàëüíîñòü. Âûáîð ïîäõî-

äÿùåãî ìåòîäà èììîáèëèçàöèè îïðåäåëÿåòñÿ ôè-

çèêî-õèìè÷åñêèìè è õèìè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè êàê

ìàòðèöû, òàê è ïðèâèâàåìîãî ê ïîâåðõíîñòè áèîëî-

ãè÷åñêîãî êîìïîíåíòà.

Ôèçè÷åñêàÿ èììîáèëèçàöèÿ ïðîèñõîäèò ïðè

àäñîðáöèè êîìïîíåíòà íà ïîâåðõíîñòè ìàòðèöû ïîä

äåéñòâèåì ìåæìîëåêóëÿðíûõ ñèë, ãëàâíûì îáðàçîì

çà ñ÷åò èîííûõ, ïîëÿðíûõ è âàí-äåð-âààëüñîâûõ

(ãèäðîôîáíûõ) âçàèìîäåéñòâèé. Ïðè òàêîì ñïîñîáå

èììîáèëèçàöèè íå ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå ïðî÷íîé

êîâàëåíòíîé ñâÿçè ìåæäó áèîëîãè÷åñêèì êîìïî-

íåíòîì è ïîâåðõíîñòüþ ìàòðèöû. Ïîëó÷àåìûé â

ðåçóëüòàòå ôèçè÷åñêîé èììîáèëèçàöèè àêòèâíûé

ñëîé ñëó÷àéíûì îáðàçîì îðèåíòèðîâàí, ïîñêîëüêó

êàæäàÿ áèîëîãè÷åñêàÿ ìîëåêóëà ìîæåò ñâÿçûâàòüñÿ ñ

ïîâåðõíîñòüþ â ðàçëè÷íîé îðèåíòàöèè, êîãäà ïðîèñ-

õîäèò ìèíèìèçèðîâàíèå îòòàëêèâàþùèõ âçàèìîäåé-
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Òàáëèöà 1

Áèîàíàëèòè÷åñêèå ôîðìàòû

Ïðèìå÷àíèå.



ñòâèé ìåæäó ìàòðèöåé è áèîëîãè÷åñêèì êîìïîíåí-

òîì. Àäñîðáöèîííàÿ åìêîñòü àêòèâíîé ïîâåðõíîñòè

îãðàíè÷åíà ãåîìåòðè÷åñêèìè ðàçìåðàìè èììîáèëè-

çèðóåìîãî ñîåäèíåíèÿ. Âûñîêàÿ ïëîòíîñòü àäñîð-

áèðîâàííîãî êîìïîíåíòà ìîæåò áëîêèðîâàòü åãî àê-

òèâíûå ó÷àñòêè, ïðåïÿòñòâóÿ äîñòóïíîñòè íåîáõî-

äèìûõ ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï. Î÷åâèäíûì ïðåèìó-

ùåñòâîì ìåòîäà ôèçè÷åñêîé èììîáèëèçàöèè ÿâëÿåò-

ñÿ ïðîñòîòà ôîðìèðîâàíèÿ àêòèâíîãî ñëîÿ íàðÿäó ñ

ìÿãêîñòüþ âîçäåéñòâèÿ íà ïðèêðåïëÿåìûé áèîëîãè-

÷åñêèé êîìïîíåíò. Ê íåäîñòàòêàì ìåòîäà îòíîñÿòñÿ

ñëó÷àéíàÿ îðèåíòàöèÿ ïðèâèâàåìûõ áèîëîãè÷åñêèõ

ìîëåêóë è èõ ñëàáîå çàêðåïëåíèå íà ïîâåðõíîñòè.

Ôèçè÷åñêàÿ àäñîðáöèÿ çà ñ÷åò ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ

ñèë îïèñàíà â ðàáîòå [43], ãäå èîííàÿ ñâÿçü ôîð-

ìèðóåòñÿ ìåæäó êàðáîêñèëüíûì àíèîíîì SAM-ìàò-

ðèöû è ïðîòîíèðîâàííîé àìèíîãðóïïîé ïîëè(L-ëè-

çèíà). Àíàëîãè÷íûé ìåõàíèçì ôèçè÷åñêîé àäñîðá-

öèè ïðîèñõîäèò â ñëó÷àå NH
2
-SAM-ìàòðèöû ïðè åå

âçàèìîäåéñòâèè ñ êàðáîêñèëüíûìè ãðóïïàìè

ïîëè(L-ãëþòàìèíîâîé êèñëîòû) [44].

Íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóåìûì ìåòîäîì èììî-

áèëèçàöèè â ãåòåðîãåííûõ áèîñåíñîðàõ ÿâëÿåòñÿ

ìåòîä êîâàëåíòíîé èììîáèëèçàöèè, êîòîðûé îñíî-

âàí íà îáðàçîâàíèè îäíîé èëè íåñêîëüêèõ êîâà-

ëåíòíûõ ñâÿçåé ìåæäó ôóíêöèîíàëüíûìè ãðóïïàìè

ïîâåðõíîñòè è áèîëîãè÷åñêîãî êîìïîíåíòà. Ñâÿçû-

âàíèå ìåæäó ìàòðèöåé è áèîëîãè÷åñêîé ìîëåêóëîé

ïðîèñõîäèò â ðåçóëüòàòå õèìè÷åñêîãî âçàèìîäåé-

ñòâèÿ ìåæäó íóêëåîôèëüíûì ôðàãìåíòîì ìîëåêóëû

(—NH
2
, —OH, —SH) è ýëåêòðîôèëüíîé ôóíêöèî-

íàëüíîé ãðóïïîé (àêòèâèðîâàííàÿ êàðáîêñèëüíàÿ

ãðóïïà C(O)X, àëüäåãèäíàÿ ãðóïïà CHO, íåíà-

ñûùåííàÿ äâîéíàÿ ñâÿçü X—CH=CH—Y) ñ îáðàçî-

âàíèåì ïðî÷íîé êîâàëåíòíîé ñâÿçè. Â îòëè÷èå îò

ôèçè÷åñêîé ñîðáöèè, êîâàëåíòíàÿ èììîáèëèçàöèÿ

íåîáðàòèìà, ÷òî ïîçâîëÿåò äîñòèãàòü íàèáîëåå ïðî÷-

íîãî çàêðåïëåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé ìîëåêóëû íà ïî-

âåðõíîñòè ìàòðèöû è îáåñïå÷èòü óñëîâèÿ äëÿ ñîõðà-

íåíèÿ ñòàáèëüíîãî îòêëèêà áèîñåíñîðíîãî ñèãíàëà è

óâåëè÷åíèÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòè åãî äåéñòâèÿ.

Êîâàëåíòíîå ñâÿçûâàíèå ñ ïîâåðõíîñòüþ ñåíñîðà

íåâîçìîæíî ïðèìåíèòü â ñëó÷àå èììîáèëèçàöèè

ïåïòèäîâ è áåëêîâ. Â ñòðóêòóðå ýòèõ ñîåäèíåíèé

ñîäåðæèòñÿ ìíîæåñòâî ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï, ñïî-

ñîáíûõ ê íåñïåöèôè÷åñêîìó êîâàëåíòíîìó ñâÿçû-

âàíèþ. Ïîýòîìó äëÿ èììîáèëèçàöèè ïåïòèäîâ è

áåëêîâ èñïîëüçóþò àëüòåðíàòèâíûé ïîäõîä, êîòîðûé

îñíîâàí íà ðåàêöèè áèîõèìè÷åñêîãî ñðîäñòâà

(bioaffinity) ìåæäó ìàòðèöåé è áèîëîãè÷åñêèì

êîìïîíåíòîì è êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ îñíîâîé ìåòîäîâ

áèîàôôèííîé èììîáèëèçàöèè. Íàèáîëüøóþ

ïîïóëÿðíîñòü ïîëó÷èëè ìåòîäû, êîòîðûå îñíîâàíû

íà áèîõèìè÷åñêîì âçàèìîäåéñòâèè ìîëåêóë

ñòðåïò(àâèäèíà) ñ áèîòèíîì (Biotin-Strept(Avidin)

System) [45] (ðèñ. 3, à) è ðåàêöèè

êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ ãèñòèäèíîâûõ ôðàãìåíòîâ

êîíöåâûõ ó÷àñòêîâ ïðîòåèíà ñ õåëàòèðîâàííûìè

èîíàìè íèêåëÿ(II) (His-Tag System) [46] (ðèñ. 3, á).
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Ðèñ. 3. Ìåòîäû áèîàôôèííîé èììîáèëèçàöèè: à — ñòðåïò(àâèäèí)-áèîòèíîâàÿ èììîáèëèçàöèÿ; á — íèêåëü-ãèñòèäèí

êîìïëåêñîîáðàçóþùàÿ èììîáèëèçàöèÿ.



Ê áèîàôôèííîé èììîáèëèçàöèè òàêæå îòíîñÿòñÿ

ìåòîäû, îñíîâàííûå íà âçàèìîäåéñòâèè ðåêîìáè-

íàíòíûõ ïðîòåèíîâ A èëè G ñ F
c
-ôðàãìåíòàìè îïðå-

äåëåííûõ êëàññîâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìëåêîïè-

òàþùèõ. Òàêèì ñïîñîáîì äîñòèãàåòñÿ îïòèìàëüíàÿ

îðèåíòàöèÿ èììîáèëèçèðîâàííûõ ìîëåêóë èììóíî-

ãëîáóëèíîâ íà ïîâåðõíîñòè ñåíñîðà [47]. Ìåòîä

èììîáèëèçàöèè íà îñíîâå òàêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ

(Protein A(G) — Antibody System) ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç

íàèáîëåå ïîïóëÿðíûõ ìåòîäîâ èììîáèëèçàöèè

àíòèòåë íà ïîâåðõíîñòè áèîñåíñîðà [48].

Ìåòîäû êîâàëåíòíîé èììîáèëèçàöèè

Ðàçðàáîòàííûå ñèíòåòè÷åñêèå ìåòîäû îðãàíè÷å-

ñêîé õèìèè ÿâëÿþòñÿ îáùèì îñíîâàíèåì äëÿ

êîâàëåíòíûõ ìåòîäîâ èììîáèëèçàöèè â ÏÏÐ-áèî-

ñåíñîðàõ. Íàëè÷èå ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï êàê â

ìàòðèöå ñåíñîðà, òàê è â áèîëîãè÷åñêîé ìîëåêóëå

ïîçâîëÿåò ïðîâåñòè íàäåæíóþ èììîáèëèçàöèþ òðå-

áóåìîãî êîìïîíåíòà. Â îáùåì ñëó÷àå ìåòîäû

êîâàëåíòíîé èììîáèëèçàöèè ìîæíî ðàçäåëèòü íà

ñëåäóþùèå ãðóïïû [35].

NHS-ìåòîä. Ïðè âçàèìîäåéñòâèè àêòèâèðîâàííîé

êàðáîêñèëüíîé ãðóïïû ñ àìèíîãðóïïîé ïðîèñõîäèò

îáðàçîâàíèå ïðî÷íîé è óñòîé÷èâîé àìèäíîé èëè

ãèäðàçèäíîé ñâÿçè. Àêòèâàöèÿ äîñòóïíîé êàðáîê-

ñèëüíîé ãðóïïû îñóùåñòâëÿåòñÿ ïóòåì åå ýòåðè-

ôèêàöèè N-ãèäðîêñèñóêöèíèëèìèíîì (NHS) èëè åãî

çàìåùåííûì àíàëîãîì (Sulfo-NHS). Òàêèì ñïîñîáîì

ïîâûøàåòñÿ ýëåêòðîôèëüíîñòü ôóíêöèîíàëüíîé

ãðóïïû â îòíîøåíèè íóêëåîôèëüíîãî àãåíòà (àìèíà

èëè ãèäðàçèíà) (ðèñ. 4).

NHS-ìåòîä (ðèñ. 5) ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå èñïîëü-

çóåìûì ñðåäè îñòàëüíûõ ìåòîäîâ êîâàëåíòíîãî ñâÿ-

çûâàíèÿ (áîëüøå 80 % âñåõ èñïîëüçóåìûõ ñëó÷àåâ)

[49]. Îí õàðàêòåðèçóåòñÿ îòíîñèòåëüíîé ïðîñòîòîé,

âîçìîæíîñòüþ åãî ïðîâåäåíèÿ in situ, ìÿãêîñòüþ

óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè [50, 51].

Ìåòîä âîññòàíîâèòåëüíîãî àìèíîàëêèëèðî-

âàíèÿ. Ìåòîä îñíîâàí íà âçàèìîäåéñòâèè àëüäå-

ãèäíîé ãðóïïû è àìèíîãðóïïû ñ îáðàçîâàíèåì

íåóñòîé÷èâîãî îñíîâàíèÿ Øèôôà, êîòîðîå ñòàáèëè-

çèðóåòñÿ âîññòàíîâëåíèåì èìèííîé ñâÿçè (CH=N) ñ

îáðàçîâàíèåì âòîðè÷íîãî àìèíà (ðèñ. 6).

×àñòíûì ñëó÷àåì ýòîãî ìåòîäà ÿâëÿåòñÿ àìèíî-

àëêèëèðîâàíèå ïî Ìàííèõó, ãäå ïðîèñõîäèò òðåõ-

êîìïîíåíòíàÿ êîíäåíñàöèÿ äâóõ àìèíîãðóïï ñ

ìîëåêóëîé ôîðìàëüäåãèäà (ðèñ. 7).

Êîâàëåíòíîå ñâÿçûâàíèå áèîëîãè÷åñêîãî êîìïî-

íåíòà ìîæíî ïðîâîäèòü êàê ñ ÑÍÎ-ìàòðèöåé, êîòîðàÿ
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Ðèñ. 4. Àêòèâàöèÿ êàðáîêñèëüíîé ãðóïïû ñ ïîñëåäóþùèì ïîëó÷åíèåì àìèäà èëè ãèäðàçèäà.

Ðèñ. 5. Èììîáèëèçàöèÿ ïðè ïîìîùè NHS-ìåòîäà.



ôîðìèðóåòñÿ îêèñëåíèåì ÍÎ-ìàòðèöû [49], òàê è ñ

NH
2
-ìàòðèöåé [34] (ðèñ. 8). Èììîáèëèçàöèÿ àìèíî-

àëêèëèðîâàíèåì ïî Ìàííèõó áûëà èñïîëüçîâàíà äëÿ

ïðèâèâêè ê ïîâåðõíîñòè ÏÏÐ-ñåíñîðà ìîëåêóëû

òåòðîäîòîêñèíà â àíàëèòè÷åñêîì ìåòîäå äëÿ îïðå-

äåëåíèÿ íåéðîòîêñèíîâ [52].

Ìåòîä ýïîêñèäíîãî àëêèëèðîâàíèÿ. Ýïîêñèä-

íûé òðåõ÷ëåííûé öèêë ïðè âîçäåéñòâèè íóêëåî-

ôèëîâ ðàñêðûâàåòñÿ ñ îáðàçîâàíèåì ïðî÷íîé êî-

âàëåíòíîé ñâÿçè. Èììîáèëèçàöèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ â

ìÿãêèõ óñëîâèÿõ ïðè íåéòðàëüíûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ

ñðåäû [53] (ðèñ. 9).

Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî ðåàêöèÿ ýïîêñèäèðîâàíèÿ

èñïîëüçóåòñÿ â ïðîöåññå èçãîòîâëåíèÿ ÑÌ-äåêñòðà-

íîâûõ áèî÷èïîâ, â êîòîðûõ äåêñòðàíîâûé êîìïîíåíò

èììîáèëèçèðóåòñÿ íà ïîâåðõíîñòü ñåíñîðà êîâà-

ëåíòíûì ñâÿçûâàíèåì ñ SAM, êîòîðûé ñîäåðæèò

êîíöåâîé ýïîêñèäíûé ôðàãìåíò [24].

Ìàëåèìèäíûé ìåòîä. Â ýòîì ñëó÷àå íåíàñû-

ùåííàÿ äâîéíàÿ ñâÿçü ìàëåèìèäà âçàèìîäåéñòâóåò ñ

òèîãðóïïîé, ïðåòåðïåâàÿ ïðèñîåäèíåíèå ïî Ìèõàý-

ëþ, ñ îáðàçîâàíèåì óñòîé÷èâîé òèîýôèðíîé ñâÿçè

(ðèñ. 10).

Ðåàêöèÿ ñïåöèôè÷íà ïðè çíà÷åíèÿõ ðÍ 6,5—7,5,

ïðè áîëåå âûñîêèõ çíà÷åíèÿõ ðÍ ïðîèñõîäèò âçàèìî-

äåéñòâèå ñ àìèíîãðóïïîé, ÷òî ìîæåò ïðèâåñòè ê

íåæåëàòåëüíîìó ñâÿçûâàíèþ ïðè èììîáèëèçàöèè.

Ìàëåèìèä ðåàãèðóåò áûñòðî, îäíàêî ïðåòåðïåâàåò

ìåäëåííûé ãèäðîëèç â âîäíîé ñðåäå [54].

Ìåòîä äèñóëüôèäíîãî îáìåíà. Ñîåäèíåíèÿ ñ

äèñóëüôèäíîé ñâÿçüþ ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ðåàêöèè

îáìåíà ñ òèîëüíîé ãðóïïîé äðóãîãî ñîåäèíåíèÿ, ÷òî

ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ íîâîãî çàìåùåííîãî

äèñóëüôèäà. Â ïðàêòèêå èììîáèëèçàöèè â îñíîâíîì

èñïîëüçóåòñÿ äèñóëüôèäçàìåùåííûé ïèðèäèí, êîòî-

ðûé â ïðîöåññå ðåàêöèè äèñóëüôèäíîãî îáìåíà

ïðåâðàùàåòñÿ â ëåãêî óõîäÿùóþ ãðóïïó — òèî-

ïèðèäèí [55] (ðèñ. 11).

Òðèàçîëüíûé ìåòîä (ìåòîä äèïîëÿðíîãî öèêëî-

ïðèñîåäèíåíèÿ). 1,3-Äèïîëÿðíîå öèêëîïðèñîåäèíå-

íèå àçèäà è àëêèíà, êàòàëèçèðóåìîå Cu(I), ñ

îáðàçîâàíèåì 1,2,3-òðèàçîëüíîãî ïÿòè÷ëåííîãî öèê-

ëà îòíîñèòñÿ ê êëàññó ðåàêöèé, íàçûâàåìûõ

êëèê-õèìèåé (click chemistry). Ââåäåíèå àçèäíîé èëè

àëêèëüíîé ãðóïïû â ìàêðîìîëåêóëó áèîëîãè÷åñêîãî

êîìïîíåíòà íå ïðèâîäèò ê âûðàæåííîìó èçìåíåíèþ

åãî ñâîéñòâ è ñòðóêòóðû, êðîìå ýòîãî, îáðàçîâàíèå

òðèàçîëüíîãî öèêëà ïðîèñõîäèò íåîáðàòèìî è

êîëè÷åñòâåííî [56] (ðèñ. 12).

Èììîáèëèçàöèÿ áèîëîãè÷åñêîãî êîìïîíåíòà íà

ïîâåðõíîñòü ñåíñîðà îñóùåñòâëÿåòñÿ êàê íà ìàòðèöó,

ôóíêöèîíàëèçèðîâàííóþ àöåòèëåíîâûìè ãðóïïàìè

[56], òàê è íà N
3
-ìàòðèöó (ìàòðèöà àêòèâèðîâàíà

àçèäíûìè ãðóïïàìè) [57] (ðèñ. 13).

Â òàáë. 2 ïðèâåäåíà ñîâîêóïíîñòü ðåàêöèé, èñ-

ïîëüçóåìûõ äëÿ êîâàëåíòíîé èììîáèëèçàöèè áèî-

ëîãè÷åñêîãî êîìïîíåíòà íà ïîâåðõíîñòè ñåíñîðà â
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Ðèñ. 6. Ðåàêöèÿ âîññòàíîâèòåëüíîãî àìèíîàëêèëèðîâàíèÿ.

Ðèñ. 7. Àìèíîàëêèëèðîâàíèå ïî Ìàííèõó.

Ðèñ. 8. Èììîáèëèçàöèÿ ìåòîäîì âîññòàíîâèòåëüíîãî àìè-

íîàëêèëèðîâàíèÿ.

Ðèñ. 9. Ðåàêöèÿ ýïîêñèäíîãî àëêèëèðîâàíèÿ.

Ðèñ. 10. Ìàëåèìèäíûé ìåòîä èììîáèëèçàöèè.



ñëó÷àå ÑÌ-äåêñòðàíîâûõ ÏÏÐ-áèî÷èïîâ (BiaCore)

[19].

Ïîäõîäû ê óíèôèêàöèè ìåòîäîâ

êîâàëåíòíîé èììîáèëèçàöèè

Êàê óæå óïîìèíàëîñü, êîâàëåíòíàÿ èììîáèëèçà-

öèÿ áèîëîãè÷åñêîãî êîìïîíåíòà ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò

àêòèâíûõ ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï êàê íàõîäÿùèõñÿ

íà ïîâåðõíîñòè ñåíñîðà, òàê è ïðèíàäëåæàùèõ áèî-

ëîãè÷åñêîìó êîìïîíåíòó. Ïîýòîìó òðåáóåìàÿ ôóíê-

öèîíàëèçàöèÿ ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíà íà ïîâåðõ-

íîñòè ñåíñîðà èëè íà áèîëîãè÷åñêîì êîìïîíåíòå.

Íàèáîëåå ðàöèîíàëüíûì ïîäõîäîì, ïî-âèäèìîìó,

ÿâëÿþòñÿ îïåðàöèè íà ïîâåðõíîñòè ñåíñîðà, ïîñêîëü-

êó ìàíèïóëÿöèè ñ áèîëîãè÷åñêèì êîìïîíåíòîì çà-

÷àñòóþ ïðèâîäÿò ê åãî ñòðóêòóðíûì è ôóíêöèî-

íàëüíûì èçìåíåíèÿì. Íàèáîëåå óïîòðåáèòåëüíûìè

ìàòðèöàìè â ïðîöåññàõ êîâàëåíòíîé èììîáèëèçàöèè

ÿâëÿþòñÿ COOH- è NH
2
-ìàòðèöû, ôóíêöèîíàëüíûå

ãðóïïû êîòîðûõ ëåãêî òðàíñôîðìèðóþòñÿ ñ îáðàçî-

âàíèåì äðóãèõ ôóíêöèîíàëüíûõ ìàòðèö (ñì. ðèñ. 2).

Ïîâåðõíîñòü ñåíñîðà ôóíêöèîíàëèçèðóþò è

ïðîèçâîäÿò èììîáèëèçàöèþ ïðè ïîìîùè îïèñàííûõ

âûøå ìåòîäîâ. Áèîëîãè÷åñêèé êîìïîíåíò ñîäåðæèò

ñâîáîäíûå àìèíî(-NH
2
)- èëè òèî(-SH)ãðóïïû, ó÷à-

ñòâóþùèå â ðåàêöèè èììîáèëèçàöèè. Åñëè â êà÷åñòâå

áèîëîãè÷åñêîãî êîìïîíåíòà èñïîëüçóþòñÿ ñàõàðà, èõ

ãèäðîêñèëüíûå (—ÎÍ) ãðóïïû îêèñëÿþòñÿ äî àëüäå-

ãèäíûõ (—ÑÍÎ) ãðóïï (òàáë. 3).

Ìåòîäû ôóíêöèîíàëèçàöèè

ïîâåðõíîñòè íàíî÷àñòèö

Ïîâåðõíîñòíàÿ ôóíêöèîíàëèçàöèÿ íàíî÷àñòèö

ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ ìàòðèöû, êîòîðàÿ ó÷àñòâóåò

â äàëüíåéøèõ ïðîöåññàõ èììîáèëèçàöèè íà ïîâåðõ-

íîñòè íàíî÷àñòèö íåîáõîäèìûõ áèîëîãè÷åñêèõ êîì-

ïîíåíòîâ. Òàê êàê íàíî÷àñòèöû îáëàäàþò ìàëûìè

ðàçìåðàìè, ê íèì íåâîçìîæíî ïðèìåíèòü êëàññè-

ôèêàöèþ ìàòðèö, êîòîðàÿ èñïîëüçóåòñÿ â ñëó÷àå

ïëåíîê (2D-, 3D- è ñëîèñòûå ìàòðèöû).

Â áîëüøåé ÷àñòè ñëó÷àåâ íàíî÷àñòèöû, îáëà-

äàþùèå ïëàçìîííûì ýôôåêòîì (íàíî÷àñòèöû çîëîòà

è ñåðåáðà), ïîëó÷àþò âîññòàíîâëåíèåì Au(III) è Ag(I)

öèòðàòîì íàòðèÿ, êîòîðûé â ïðîöåññå ïîëó÷åíèÿ

íàíî÷àñòèö âûïîëíÿåò ðîëü âîññòàíîâèòåëÿ è

ñòàáèëèçèðóþùåãî àãåíòà. Êîëëîèäíàÿ ñèñòåìà ñòà-

íîâèòñÿ óñòîé÷èâîé çà ñ÷åò äåéñòâèÿ îòòàëêèâàþùèõ

ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ ñèë ìåæäó êîëëîèäíûìè ÷àñòè-

öàìè, êîòîðîå îáóñëîâëåíî îòðèöàòåëüíûì çàðÿäîì

öèòðàò-àíèîíîâ. Ýòè àíèîíû ëåãêî çàìåùàþòñÿ

äðóãèìè ìîëåêóëàìè, êîòîðûå ñîäåðæàò ãðóïïû,

èìåþùèå âûñîêîå ñðîäñòâî ê ïîâåðõíîñòè çîëîòà

èëè ñåðåáðà (—SH, —CN, —NH
2
). Ïîñðåäñòâîì ýòèõ

ãðóïï îñóùåñòâëÿåòñÿ àäñîðáöèÿ áåëêîâ èëè ìîëåêóë

ÄÍÊ íà ïîâåðõíîñòü íàíî÷àñòèöû.

Äëÿ òîãî ÷òîáû ñòàëî âîçìîæíûì ïðèìåíåíèå

íàíî÷àñòèö â áèîàíàëèòè÷åñêèõ ìåòîäàõ, íåîáõî-

äèìî ñëåäîâàòü îïðåäåëåííîé ñòðàòåãèè ïîâåðõíîñò-

íîé ôóíêöèîíàëèçàöèè ýòèõ íàíî÷àñòèö, êîòîðàÿ

çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ôóíêöèîíàëèçàöèÿ äîëæíà

ïðèâîäèòü ê õîðîøåé ðàñòâîðèìîñòè íàíî÷àñòèö â

âîäíîé ñðåäå, îáåñïå÷èâàòü íåîáõîäèìóþ ïîâåðõ-

íîñòíóþ ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ïðè ñâÿçû-

âàíèè ñ áèîëîãè÷åñêèì êîìïîíåíòîì è ïðåäîñòàâ-

ëÿòü óñëîâèÿ äëÿ ñîõðàíåíèÿ êîëëîèäíîé óñòîé-

÷èâîñòè íàíî÷àñòèö.

Òàêàÿ ñòðàòåãèÿ ðåàëèçóåòñÿ ïðè ïîìîùè ðåàêöèé

òàê íàçûâàåìîãî ëèãàíäíîãî îáìåíà (ligand exchange

reaction), êîòîðûå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïðîöåññ

çàìåùåíèÿ èñõîäíûõ ëèãàíäîâ (âûñòóïàþùèõ â ðîëè

ñòàáèëèçèðóþùèõ àãåíòîâ ïðè ïîëó÷åíèè íàíî-

÷àñòèö) ãèäðîôèëüíûìè ëèãàíäàìè, êîòîðûå õàðàê-
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Ðèñ. 11. Èììîáèëèçàöèÿ ìåòîäîì äèñóëüôèäíîãî îáìåíà.

Ðèñ. 12. Ðåàêöèÿ 1,3-äèïîëÿðíîãî öèêëîïðèñîåäèíåíèÿ.

Ðèñ. 13. Òðèàçîëíûé ìåòîä èììîáèëèçàöèè.



òåðèçóþòñÿ áîëåå ïðî÷íîé ñòåïåíüþ ñâÿçûâàåìîñòè ñ

ïîâåðõíîñòüþ íàíî÷àñòèöû. Èñõîäíûé ñòàáèëèçè-

ðóþùèé ñëîé â îñíîâíîì ñîñòîèò èç öèòðàò-àíèîí-

íîé îáîëî÷êè (ïðè ïîëó÷åíèè íàíî÷àñòèö öèòðàòíûì

ìåòîäîì) èëè èç ãèäðîôîáíîãî ëèãàíäíîãî ñëîÿ (ïðè

èñïîëüçîâàíèè äëèííîöåïî÷å÷íûõ àëêàíòèîëîâ äëÿ

ïîëó÷åíèÿ êîëëîèäîâ) [58, 59]. Ìîëåêóëà, íà

êîòîðóþ îáìåíèâàåòñÿ èñõîäíûé ñòàáèëèçèðóþùèé

ëèãàíä, ñîäåðæèò â ñåáå äâå ôóíêöèîíàëüíûå ãðóï-

ïû: òèîëüíóþ (—SH) èëè äèñóëüôèäíóþ (—S—S—)

ãðóïïó, ïðè ïîìîùè êîòîðîé ïðîèñõîäèò ïðî÷íîå

ñâÿçûâàíèå ìîëåêóëû ñ ïîâåðõíîñòüþ íàíî÷àñòèöû

çà ñ÷åò âûñîêîãî ñðîäñòâà àòîìà ñåðû ê çîëîòó èëè

ñåðåáðó, è êîíöåâóþ àêòèâíóþ ãðóïïó, ïðè ïîìîùè

êîòîðîé ïðîèñõîäèò èììîáèëèçàöèÿ áèîëîãè÷åñêîãî

êîìïîíåíòà ê ïîâåðõíîñòè íàíî÷àñòèöû (ãèäðîêñèëû

(—ÎÍ), êàðáîêñèëû (—COOH), àìèíû (—NH
2
),

àçèäû (—N
3
), ìàëåèìèäû, ñàõàðà, àìèíîêèñëîòû,

ïåïòèäû, áåëêè, íóêëåèíîâûå êèñëîòû) (ðèñ. 14)

[60—62].

Ïîâåðõíîñòíàÿ ôóíêöèîíàëèçàöèÿ íàíî÷àñòèö

îáåñïå÷èâàåò õîðîøóþ ðàñòâîðèìîñòü íàíî÷àñòèö â

âîäíîé ñðåäå, íàëè÷èå òðåáóåìûõ ôóíêöèîíàëüíûõ

ãðóïï íà ïîâåðõíîñòè íàíî÷àñòèö è êîëëîèäíóþ

óñòîé÷èâîñòü â ñòàíäàðòíûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ

óñëîâèÿõ.

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ïðîèçâîäèòñÿ èììîáèëè-

çàöèÿ áèîëîãè÷åñêîãî êîìïîíåíòà íà ïîâåðõíîñòü

íàíî÷àñòèö. Êàê è äëÿ ïëåíî÷íûõ ìàòðè÷íûõ

ñòðóêòóð, ìåòîäû èììîáèëèçàöèè íà ïîâåðõíîñòè

íàíî÷àñòèö äåëÿòñÿ ïî òèïó ñâÿçûâàíèÿ íà ôèçè-

÷åñêèå, áèîàôôèííûå è êîâàëåíòíûå ìåòîäû èììî-

áèëèçàöèè [63] (ðèñ. 15).
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Òàáëèöà 2

Êîâàëåíòíàÿ èììîáèëèçàöèÿ ÑÌ-äåêñòðàíîâûõ áèî÷èïîâ

Ïðèìå÷àíèå. PDEA — 2-(2-ïèðèäèíèëäèòèî)ýòàíîëàìèí; EMCH — ãèäðàçèä N-[�-ìàëåèìèäîêàïðîíîâîé êèñëîòû].

_______________________________________________________________________________________
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Òàáëèöà 3

Óíèôèêàöèè ìåòîäîâ êîâàëåíòíîé èììîáèëèçàöèè

Ïðèìå÷àíèå. L — ëèãàíä.

________________________________________________________________________________

Ðèñ. 14. Ðåàêöèÿ ëèãàíäíîãî îáìåíà.



Ìåòîäû ôóíêöèîíàëèçàöèè

ïîâåðõíîñòè ãðàôåíà

Ãðàôåí, èñïîëüçóåìûé â ïðàêòè÷åñêèõ öåëÿõ, ÿâ-

ëÿåòñÿ îêèñüþ ãðàôåíà è ïðåäñòàâëÿåò ìîíîñëîéíûé

ìàòåðèàë, ïîëó÷àåìûé îòøåëóøèâàíèåì îêèñëåí-

íîãî ãðàôèòà. Ìîíîñëîéíàÿ ïëàñòèíêà îáû÷íîãî ãðà-

ôèòà õàðàêòåðèçóåòñÿ âàí-äåð-âààëüñîâîé òîëùèíîé

ïîðÿäêà 0,34 íì, îäíàêî ìîíîñëîéíàÿ ïëàñòèíêà

îêèñè ãðàôåíà îáëàäàåò áîëüøåé âåëè÷èíîé òîë-

ùèíû áëàãîäàðÿ ñìåùåíèþ sp
3
-ãèáðèäèçèðîâàííûõ

àòîìîâ óãëåðîäà âûøå è íèæå èñõîäíîé ãðàôåíîâîé

ïëîñêîñòè è íàëè÷èþ êîâàëåíòíî ñâÿçàííûõ àòîìîâ

êèñëîðîäà íà ïîâåðõíîñòè. Îïòè÷åñêèå ñâîéñòâà

îêñèäà ãðàôåíà îáóñëîâëåíû íàëè÷èåì êèñëîðîä-

ñîäåðæàùèõ ãðóïï —Î, —ÎÍ è —ÑÎÎÍ [64].

Ïîâåðõíîñòü ïëàñòèíêè ãðàôåíà èìååò ñèëüíûé

îòðèöàòåëüíûé çàðÿä, êîòîðûé îáóñëîâëåí èîíèçà-

öèåé êàðáîêñèëüíûõ è ãèäðîêñèëüíûõ ãðóïï, âõî-

äÿùèõ â ñîñòàâ ãðàôåíà. Èçó÷åíèå ñîñòàâà êèñëî-

ðîäñîäåðæàùèõ ãðóïï ïðè ïîìîùè ñïåêòðîñêîïèè

ßÌÐ
13

Ñ ïîêàçàëî, ÷òî áàçàëüíàÿ ïëîñêîñòü ïëàñòèí-

êè ãðàôåíà ñîñòîèò èç ãèäðîêñèëüíûõ è ýïîêñèäíûõ

ãðóïï ñ ìàëûì ñîäåðæàíèåì êàðáîêñèëüíûõ ãðóïï íà

êðàÿõ ïëàñòèíêè. Ýòè ôóíêöèîíàëüíûå ãðóïïû

îáåñïå÷èâàþò àêòèâíûå öåíòðû äëÿ ðàçëè÷íûõ ðå-

àêöèé ïîñëåäóþùåé èììîáèëèçàöèè áèîëîãè÷åñêîãî

êîìïîíåíòà ê ïîâåðõíîñòè ãðàôåíà. Ìåòîäû

ïðèãîòîâëåíèÿ è ôóíêöèîíàëèçàöèè ãðàôåíà ðàñ-

ñìîòðåíû â îáçîðå [65], çäåñü æå îñâåùåíû ïî-

òåíöèàëüíûå âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ñåíñîðîâ

íà åãî îñíîâå.

Êàê è â äðóãèõ ñëó÷àÿõ, ìåòîäû èììîáèëèçàöèè íà

ïîâåðõíîñòü ãðàôåíà ìîæíî òàêæå ðàçäåëèòü íà

ôèçè÷åñêèå è õèìè÷åñêèå. Ïðè íåêîâàëåíòíîé èììî-

áèëèçàöèè âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ïîâåðõíîñòüþ è

áèîëîãè÷åñêèì êîìïîíåíòîì ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò

ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ è âàí-äåð-âààëüñîâûõ ñèë.

sp
2
-Êîíôèãóðàöèÿ ïëàñòèíêè ãðàôåíà îáåñïå÷èâàåò

�—�-âçàèìîäåéñòâèå ñ àðîìàòè÷åñêèìè è ñîïðÿæåí-

íûìè ñîåäèíåíèÿìè. Îêñèä ãðàôåíà ãèäðîôèëüíûé,

â îòëè÷èå îò ãèäðîôîáíîãî ãðàôåíà [66], îêñèä

îáëàäàåò âûñîêîé àäñîðáöèîííîé ñïîñîáíîñòüþ è

âîçìîæíîñòüþ ñâÿçûâàòüñÿ ñ áèîìîëåêóëàìè. Ãèäðî-

ôîáíûå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ãðàôåíîì è îêñèäîì

ãðàôåíà èñïîëüçóþò äëÿ èììîáèëèçàöèè ÄÍÊ [67],

ïîëèìåðîâ è äð.

Êîâàëåíòíûå ìåòîäû èììîáèëèçàöèè îñóùå-

ñòâëÿþòñÿ çà ñ÷åò êðàåâûõ êàðáîêñèëüíûõ ãðóïï è

áàçàëüíûõ ýïîêñèäíûõ (ãèäðîêñèëüíûõ) ãðóïï. Èõ

âçàèìîäåéñòâèå ñ èçîöèàíàòàìè ïðèâîäèò ê îáðàçî-

âàíèþ óñòîé÷èâûõ àìèäîâ è êàðáàìàòîâ. Ìåòîäàìè

Ñåíñîðû íà îñíîâå ïîâåðõíîñòíîãî ïëàçìîííîãî ðåçîíàíñà

277

Ðèñ. 15. Ìåòîäû èììîáèëèçàöèè íà ïîâåðõíîñòè íàíî÷àñòèö: 1, 2 — ôèçè÷åñêàÿ èììîáèëèçàöèÿ; 3, 4 — áèîàôôèííàÿ

èììîáèëèçàöèÿ; 5—9 — êîâàëåíòíàÿ èììîáèëèçàöèÿ.



ôóíêöèîíàëüíîé òðàíñôîðìàöèè áûëè ïîëó÷åíû

ìàòðèöû ãðàôåíà, ñîäåðæàùèå àìèíîãðóïïû (NH
2
), ê

êîòîðûì ïðèìåíèìû ìåòîäû èììîáèëèçàöèè, îïè-

ñàííûå â ïðåäûäóùèõ ðàçäåëàõ. Ïîñêîëüêó ïîâåðõ-

íîñòü ãðàôåíà õàðàêòåðèçóåòñÿ sp
2
-ãèáðèäèçàöèåé

àòîìîâ óãëåðîäà, äëÿ êîâàëåíòíîé èììîáèëèçàöèè

èñïîëüçóþòñÿ õèìè÷åñêèå ðåàêöèè, îñíîâàííûå íà

òàêîì ñâîéñòâå àòîìîâ, — ðåàêöèè àçîñî÷åòàíèÿ,

ôîòîõèìè÷åñêèå ðåàêöèè ïðèñîåäèíåíèÿ è ðåàêöèÿ

Äèëüñà — Àëüäåðà. Äëÿ êîâàëåíòíîé èììîáèëèçàöèè

ê ïîâåðõíîñòè ãðàôåíà ÷àñòî èñïîëüçóþò òðèàçîëü-

íûé ìåòîä èììîáèëèçàöèè [68, 69]. Áîëüøèíñòâî

ðåàêöèé äëÿ êîâàëåíòíîé ôóíêöèîíàëèçàöèè óãëå-

ðîäíûõ íàíîòðóáîê, îïèñàííûõ â ðàáîòå [70], ìîãóò

òàêæå ïðèìåíÿòüñÿ è äëÿ ãðàôåíà.

Íîâåéøèå ðàçðàáîòêè è ïðèìåíåíèÿ

ñåíñîðîâ íà îñíîâå ÏÏÐ è ËÏÏÐ

Èñïîëüçîâàíèå íàíî÷àñòèö

äëÿ ïîâûøåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè

Ñóùåñòâåííûé âêëàä â ÷óâñòâèòåëüíîñòü äàåò

èñïîëüçîâàíèå íàíî÷àñòèö (Í×), ìàññà êîòîðûõ

çíà÷èòåëüíî áîëüøå ìàññû èññëåäóåìûõ ìîëåêóë.

Îáçîð [71] ïîñâÿùåí èñïîëüçîâàíèþ çîëîòûõ íàíî-

÷àñòèö äëÿ óñèëåíèÿ ñèãíàëà ÏÏÐ. Â íåì ðàññìîò-

ðåíû ðàçëè÷íûå ñîñòàâëÿþùèå ïîâûøåíèÿ ÷óâñòâè-

òåëüíîñòè — óâåëè÷åíèå ìàññû àäñîðáèðîâàííûõ

÷àñòèö, óâåëè÷åíèå ñîîòíîøåíèÿ ïëîùàäè ïîâåðõ-

íîñòè è âçàèìîäåéñòâèå ïîëÿ ËÏÏÐ ñ ÏÏÐ. Îáçîð

[72] ïîñâÿùåí ïðèìåíåíèþ íîâûõ íàíîñòðóêòóð

çîëîòà (íàíî÷àñòèö è íàíîïðîâîëîê) â ñåíñîðíûõ

ïðèëîæåíèÿõ. Â îáçîðå [15] ðàññìàòðèâàåòñÿ èñïîëü-

çîâàíèå ðàçëè÷íûõ òèïîâ íàíî÷àñòèö äëÿ áèîëîãè-

÷åñêèõ è õèìè÷åñêèõ ñåíñîðîâ. Ïåðñïåêòèâíûì ÿâ-

ëÿåòñÿ ñîâìåñòíîå ïðèìåíåíèå âîëíîâîäîâ ñ ïî-

êðûòèåì íàíî÷àñòèöàìè çîëîòà [73]. Äëÿ îòîæäå-

ñòâëåíèÿ íåèçâåñòíûõ ìîëåêóë â ïðîáå âîçìîæíî

èñïîëüçîâàòü ñîâìåùåíèå ËÏÏÐ èçìåðåíèé ñ óñè-

ëåííûì ïîâåðõíîñòüþ êîìáèíàöèîííûì ðàññåÿíèåì.

Âûñîêî÷óâñòâèòåëüíàÿ ñõåìà îïðåäåëåíèÿ ïðî-

òðîìáèíà ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõ òèïîâ àïòàìåðîâ*

ïðåäëîæåíà â ðàáîòå [74]. Îäèí áèîòèíèëèðîâàííûé

àïòàìåð ïðîòðîìáèíà (ÒÂÀ15) èììîáèëèçèðîâàëè íà

ïîâåðõíîñòü ñåíñîðà, ïîêðûòóþ äåêñòðàíîì è ìîäè-

ôèöèðîâàííóþ ñòðåïòàâèäèíîì, à äðóãîé àïòàìåð

ïðîòðîìáèíà, ìîäèôèöèðîâàííûé òèîëîì (ÒÂÀ29),

èììîáèëèçèðîâàëè íà íàíî÷àñòèöàõ çîëîòà (AuÍ×).

×åðåç ÿ÷åéêó ñåíñîðà ñíà÷àëà ïðîïóñêàëè ðàñòâîð

àíàëèòà, à ïîòîì ðàñòâîð AuÍ× ñ ÒÂÀ29, êîòîðûå

ñâÿçûâàþòñÿ ñ ïðîòðîìáèíîì. Îòêëèê ñåíñîðà ëè-

íåéíî ïðîïîðöèîíàëåí êîíöåíòðàöèè ïðîòðîìáèíà â

äèàïàçîíå 0,5—75 íÌ. ×óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà

0,1 íÌ. Ñåíñîð ìîæíî ðåãåíåðèðîâàòü 2 M ðàñòâîðîì

NaCl. Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ 100 öèêëîâ èììîáèëèçà-

öèè-ðåãåíåðàöèè ÷óâñòâèòåëüíîñòü ñíèçèëàñü ìåíåå

÷åì íà 5 %. Ïîäîáíàÿ ñõåìà áûëà èñïîëüçîâàíà äëÿ

îïðåäåëåíèÿ ïðîãåñòåðîíà [75].

Îáû÷íî â ýêñïåðèìåíòàõ ïî ÏÏÐ ñ íàíî÷àñòèöàìè

Au ïîâåðõíîñòü ïëîñêîé ïëåíêè çîëîòà ïîêðûâàþò

àíàëèòîì ìèøåíè, à ïîâåðõíîñòü íàíî÷àñòèö —

àíàëèòîì çàõâàòà. Îáðàçóåòñÿ ñòðóêòóðà èç

íàíî÷àñòèö, îòäåëåííûõ îò ïîâåðõíîñòè ñåíñîðà

ìîëåêóëàìè ìèøåíè è çàõâàòà. Â ðàáîòå [76]

ïîêàçàíî, ÷òî ìàêñèìàëüíîå óñèëåíèå ñèãíàëà ÏÏÐ

ïðè âçàèìîäåéñòâèè AuÍ× ñ ïëîñêîé ïîâåðõíîñòüþ

çîëîòà ïðîèñõîäèò ïðè òîëùèíå ïðîìåæóòî÷íîãî

ñëîÿ, ðàâíîé 5 íì, è ïðåäëàãàþò èñïîëüçîâàòü

äèòèîòðåòèîë (ditiothrethiol) äëÿ îáåñïå÷åíèÿ íóæ-

íîãî çàçîðà. Äëÿ ñôåðè÷åñêèõ AuÍ× ðàçìåðîì îò 40

äî 80 íì ìàêñèìàëüíîå óñèëåíèå ñèãíàëà ÏÏÐ

íàáëþäàåòñÿ äëÿ ÷àñòèö ðàçìåðîì 40 íì (âîçáóæ-

äåíèå ëàçåðîì ñ äëèíîé âîëíû 785 íì).

Ïðèìåíåíèå ãðàôåíà

äëÿ óñèëåíèÿ ÏÏÐ

Ãðàôåí ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé äâóìåðíóþ ãåêñàãî-

íàëüíóþ ðåøåòêó óãëåðîäà òîëùèíîé â îäèí àòîì.

Ýòîò ìàòåðèàë èìååò óíèêàëüíûå ìåõàíè÷åñêèå è

õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà [77], â ÷àñòíîñòè ìàêñèìàëüíî

èçâåñòíóþ ïîäâèæíîñòü ýëåêòðîíîâ [78], ñèëüíî

ïîãëîùàåò ñâåò â âèäèìîé è áëèæíåé ÈÊ-îáëàñòè

ñâåòà [79]. Ãðàôåí èìååò ðåêîðäíî áîëüøîé êîýô-

ôèöèåíò òåïëîïðîâîäíîñòè, âñëåäñòâèå ÷åãî ÏÏÐ

äàåò îñíîâíîé âêëàä â ôîòîòåðìè÷åñêèå ýôôåêòû â

ìàòåðèàëàõ íà îñíîâå ãðàôåíà [80].

Â ðàáîòå [81] ïðåäñòàâëåí òåîðåòè÷åñêèé ðàñ÷åò

ñå÷åíèÿ ïîãëîùåíèÿ è ðàññåèâàíèÿ äëÿ ñèñòåìû

AuÍ× â âîäíîì ðàñòâîðå áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî

àëüáóìèíà (ÁÑÀ) íà ïîäëîæêå èç ãðàôåíà. Ïîêàçàíî,

÷òî àäñîðáöèÿ ÁÑÀ íà AuÍ× ïðèâîäèò ê îñëàáëåíèþ

ñèë Âàí-äåð-Âààëüñà ìåæäó Í× è óñèëèâàåò

ñòàáèëüíîñòü ÷àñòèö. Îáîñíîâàíî êðàñíîå ñìåùåíèå

ïèêà ïëàçìîííîãî ðåçîíàíñà ïðè íàëè÷èè ÁÑÀ.

Ïðåäëîæåíà íîâàÿ ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ìåòîäèêà

äëÿ èññëåäîâàíèÿ òðîïèçìà** ïàòîãåííûõ áàêòåðèé

íà îñíîâå èñïîëüçîâàíèÿ ýëåêòðîôîðåçíîãî/ýëåêòðî-

ôîðåòè÷åñêîãî îñàæäåíèÿ ïëåíîê ðåäóöèðîâàííîãî

îêñèäà ãðàôåíà (ÐÎÃ) íà ïîâåðõíîñòü çîëîòîé

ïîäëîæêè äëÿ âîçáóæäåíèÿ ÏÏÐ [82]. Äëÿ ìîäè-

Å. Â. Øèíêàðåíêî, Ñ. À. Êðàâ÷åíêî
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________

* Íåáîëüøèå ìîëåêóëû íóêëåèíîâûõ êèñëîò, êîòîðûå

ìîãóò âûïîëíÿòü ôóíêöèè âûñîêîñïåöèôè÷åñêèõ ðåöåï-

òîðîâ íèçêîìîëåêóëÿðíûõ îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé.

________

** Òðîïèçì — ðåàêöèÿ îðèåíòèðîâàíèÿ êëåòêè, ò. å.

íàïðàâëåíèå ðîñòà èëè äâèæåíèÿ êëåòîê îòíîñèòåëüíî

ðàçäðàæèòåëÿ.



ôèêàöèè ïîâåðõíîñòè ÐÎÃ èñïîëüçîâàëè ëèãàíäû ñ

ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ çàðÿäà. Ñäåëàí âûâîä, ÷òî

ýëåêòðîñòàòè÷åñêèå âçàèìîäåéñòâèÿ áîëåå ñóùå-

ñòâåííû, ÷åì �—�-âçàèìîäåéñòâèÿ çàõâàòà, è

àôôèííîñòü áàêòåðèé îïðåäåëÿåòñÿ ëîêàëüíûì çà-

ðÿäîì âáëèçè ñâÿçûâàþùèõ ñàéòîâ. Ïðè èññëåäî-

âàíèè áàêòåðèé ñ ïîìîùüþ áàêòåðèîôàãîâ âàæíîå

çíà÷åíèå èìååò ñîîòíîøåíèå èõ ðàçìåðîâ [83].

Èñïîëüçîâàíèå ÐÎÃ ïîçâîëÿåò èññëåäîâàòü ðàçëè÷-

íûå øòàììû E. colli áåç îãðàíè÷åíèé â ðàçìåðàõ

áàêòåðèîôàãîâ [82].

ÏÏÐ-ñåíñîð íà îñíîâå îêñèäà ãðàôåíà ïîçâîëÿåò

ðåãèñòðèðîâàòü ñâÿçûâàíèå ïðîòåèíîâ [64]. Â ðàáîòå

èñïîëüçîâàíî îñàæäåíèå ïëàñòèí îêñèäà ãðàôåíà íà

ïîâåðõíîñòü ïëåíêè çîëîòà, îáðàáîòàííóþ öèñòàìè-

íîì. Ïîêàçàíî, ÷òî èñïîëüçîâàíèå îêñèäà ãðàôåíà â

ÏÏÐ-ñåíñîðàõ ïîçâîëÿåò óâåëè÷èòü ïîðîã îïðåäå-

ëåíèÿ ñ 10 íã/ìë äî 100 ïã/ìë è ðàñøèðèòü ëèíåéíûé

äèàïàçîí èçìåðåíèÿ êîíöåíòðàöèè ïðîòåèíîâ.

Àâòîðû [84] èñïîëüçîâàëè àíàëîãè÷íóþ ìîäåëü ñ

ïðèçìîé èç õàëüêîãåíèäíîãî ñòåêëà. Òî÷íîñòü äàí-

íîãî ñåíñîðà âîçðàñòàåò â 16 ðàç â áëèæíåé ÈÊ-îá-

ëàñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ âèäèìîé îáëàñòüþ.

Ïðåäëîæåí ñóïåð÷óâñòâèòåëüíûé ìåòîä äëÿ

äåòåêòèðîâàíèÿ ÄÍÊ-ãèáðèäèçàöèè [85]. ÏÏÐ-÷èïû

ñ ãðàôåíîâûì ïîêðûòèåì íåêîâàëåíòíî ìîäèôèöè-

ðîâàëè çîëîòûìè íàíîçâåçäàìè, íåñóùèìè îäíîíè-

òåâûå ÄÍÊ. Íàíîçâåçäû óäåðæèâàëèñü çà ñ÷åò

âçàèìîäåéñòâèÿ ÄÍÊ ñ ïîâåðõíîñòüþ ãðàôåíà. Ïðè

ãèáðèäèçàöèè ñ êîìïëåìåíòàðíîé ÄÍÊ ïðîèñõîäèò

äåñîðáöèÿ íàíîçâåçä ñ ïîâåðõíîñòè ñåíñîðà. Ïðåäåë

÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåòîäà ~0,5�10
–15

Ì, à ëèíåéíûé

äèàïàçîí èçìåðåíèé — äî 10
–8

Ì. Íà îñíîâå

èçëîæåííîé êîíöåïöèè âîçìîæíî èññëåäîâàíèå

êîìïëåìåíòàðíûõ ÄÍÊ ñ áîëüøîé òî÷íîñòüþ.

Äðóãîé ìåòîä äåòåêòèðîâàíèÿ ÄÍÊ-ãèáðèäèçàöèè

íà ãðàôåíîâîì ïîêðûòèè îñíîâàí íà íåïðÿìîì

êîíêóðåíòíîì èíãèáèðîâàíèè [67]. Êîíêóðèðóþùèì

ðåàãåíòîì âûñòóïàþò ÀuÍ× ñ èììîáèëèçèðîâàííû-

ìè îäèíî÷íûìè ÄÍÊ. Ïðåäåë ÷óâñòâèòåëüíîñòè

ìåòîäà 10 ôM, ëèíåéíûé äèàïàçîí îò 10
–14

äî10
–6

Ì.

Âûèãðûø â ÷óâñòâèòåëüíîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ

íåìîäèôèöèðîâàííîé êîíêóðèðóþùåé ìåòêîé

ñîñòàâëÿåò 10
7
.

Â ðàáîòå [77] ïðåäëîæåíà ìåòîäèêà âûðàùèâàíèÿ

íàíî÷àñòèö ñåðåáðà (AgÍ×) íà êâàíòîâûõ òî÷êàõ

(ÊÒ) ãðàôåíà. Ïîñëåäíèå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïëàñ-

òèíû ãðàôåíà ñ ïðîäîëüíûìè ðàçìåðàìè <100 íì.

Ïðè ýòîì ÊÒ ãðàôåíà ïîëíîñòüþ âûïîëíÿþò ôóíê-

öèè ñòàáèëèçàòîðà è âîññòàíîâèòåëÿ. Îêðàñêà ðàñ-

òâîðà ïîëó÷åííûõ ñòðóêòóð òóñêíååò â ïðèñóòñòâèè

Í
2
Î

2
ïðîïîðöèîíàëüíî êîíöåíòðàöèè ïîñëåäíåãî.

Ýòî ïîçâîëÿåò ïðîèçâîäèòü êîëîðèìåòðè÷åñêîå îïðå-

äåëåíèå Í
2
Î

2
. ×óâñòâèòåëüíîñòü äàííîãî ìåòîäà êàê

ìèíèìóì íà ïîðÿäîê âûøå ðàíåå èçâåñòíûõ ìåòîäîâ

îïðåäåëåíèÿ Í
2
Î

2
.

Íà îñíîâå ãðàôåíà ñîçäàí ÷óâñòâèòåëüíûé è

ðåãåíåðèðóåìûé ýëåêòðîõèìè÷åñêèé ÏÏÐ-ñåíñîð

äëÿ îïðåäåëåíèÿ �-òðîìáèíà [86]. Ñîïðîòèâëåíèå

ïåðåíîñà çàðÿäà ëèíåéíî ñâÿçàíî ñ ëîãàðèôìîì

êîíöåíòðàöèè �-òðîìáèíà â äèàïàçîíå

0,03—200 íÌ.

Äëÿ âèçóàëèçàöèè ãðàíèö ðàçäåëà ìåæäó

îòäåëüíûìè êðèñòàëëè÷åñêèìè ôðàãìåíòàìè ãðà-

ôåíà èñïîëüçóåòñÿ âîçáóæäåíèå ïîâåðõíîñòíûõ

ïëàçìîíîâ ñ ïîìîùüþ íàíîàíòåííû â èíôðàêðàñíîì

äèàïàçîíå [87]. Ïðåäëîæåííàÿ ìåòîäèêà îñíîâàíà íà

àíàëèçå èíòåðôåðåíöèîííûõ êàðòèí è ïîçâîëÿåò

âûÿâëÿòü ãðàíèöû îòäåëüíûõ ôðàãìåíòîâ, à òàêæå

èññëåäîâàòü îïòè÷åñêèå è ýëåêòðîííûå ñâîéñòâà

êîíêðåòíûõ ãðàíèö ðàçäåëà ìåæäó ïëàñòèíàìè

ãðàôåíà.

Âëèÿíèå ïàðàìåòðîâ ÏÏÐ-ñåíñîðîâ

íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü

Íåñìîòðÿ íà áóðíîå è äîâîëüíî äëèòåëüíîå èñ-

ïîëüçîâàíèå ÿâëåíèÿ ÏÏÐ, âñå åùå íå îïðåäåëåíû

èäåàëüíûå ïàðàìåòðû ñåíñîðîâ. Ðÿä ïîñëåäíèõ ðàáîò

ïîñâÿùåí âëèÿíèþ íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà

òàêèõ ïàðàìåòðîâ, êàê îáúåì ÿ÷åéêè [88] è òåðìî-

ñòàáèëüíîñòü èçìåðåíèé [89]. Äëÿ ïîâûøåíèÿ

÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåòîäà ÏÏÐ ïðåäëîæåíî èñïîëü-

çîâàòü äèýëåêòðè÷åñêîå ïîêðûòèå èëè áè- è òðåõ-

ñëîéíûå ìåòàëëè÷åñêèå íåñóùèå ñëîè [90], à òàêæå

ïîðèñòûå ìåòàëëè÷åñêèå ïëåíêè, îñàæäåííûå ïî

íåòðàäèöèîííîé òåõíîëîãèè [91].

Îñîáåííîñòè äèçàéíà ñåíñîðîâ íà îñíîâå ÏÏÐ è

ËÏÏÐ ðàññìàòðèâàþòñÿ â ðàáîòå [92]. Â ðàáîòå [93]

îïèñàíî ýôôåêòèâíîå ïðèëîæåíèå, êîòîðîå ïîçâî-

ëÿåò îïðåäåëÿòü êîíöåíòðàöèþ è êîíñòàíòû ñâÿçû-

âàíèÿ íà îñíîâå ÏÏÐ-èçìåðåíèé.

Íåêîòîðûå ïðèìåðû

ïðàêòè÷åñêèõ ïðèìåíåíèé ñåíñîðîâ

íà îñíîâå ÏÏÐ è ËÏÏÐ

Ñåíñîðû íà îñíîâå ÏÏÐ ïðèìåíÿþò â òàêèõ

îáëàñòÿõ, êàê ìåäèöèíñêàÿ äèàãíîñòèêà è ìîíè-

òîðèíã ëå÷åíèÿ, áèîòåõíîëîãèÿ [94], ìîíèòîðèíã

îêðóæàþùåé ñðåäû, òåñòèðîâàíèå áåçîïàñíîñòè

ïðîäóêòîâ [95], ôàðìàöåâòè÷åñêèå ïðèëîæåíèÿ [10,

96]. Îòäåëüíûé îáçîð ïîñâÿùåí ïðèìåíåíèþ ÏÏÐ

äëÿ êëèíè÷åñêèõ àíàëèçîâ [7].

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ êëåòîê òðåáóþòñÿ ñïåöèàëüíûå

óñëîâèÿ. Íàïðèìåð, êëåòêè àêòèâíûõ áàêòåðèé ìîãóò

ïðåäñòàâëÿòü îïðåäåëåííóþ îïàñíîñòü, êóëüòóðû æè-

âûõ êëåòîê, êàê ïðàâèëî, òðåáóþò ñòåðèëüíûõ óñëî-

âèé, ñòàáèëüíîãî ñîñòàâà ïèòàòåëüíîé ñðåäû è ìîãóò

ñóùåñòâîâàòü â îãðàíè÷åííîì òåìïåðàòóðíîì äèà-

Ñåíñîðû íà îñíîâå ïîâåðõíîñòíîãî ïëàçìîííîãî ðåçîíàíñà
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ïàçîíå. Îáçîð [11] ïîñâÿùåí èñêëþ÷èòåëüíî èç-

ìåðåíèÿì íà îñíîâå ÏÏÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì æèâûõ

êëåòîê. Â íåì òàêæå ðàññìîòðåíû ìåòîäû èììî-

áèëèçàöèè êëåòîê íà ïîâåðõíîñòè. Àâòîðû [97]

ïðîäåìîíñòðèðîâàëè âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ

êëåòîê â êà÷åñòâå àíàëèòîâ.

Â ðàáîòå [98] ðàññìîòðåíû ðåàêöèè âçàèìî-

äåéñòâèÿ êàðîòèíîèäîâ ñ òàêèìè áåëêàìè, êàê

àëüáóìèí ñûâîðîòêè ÷åëîâåêà, 	-ëàêòîãëîáóëèí è äð.

ñâÿçûâàþùèå áåëêè; ïîêàçàíî, ÷òî ÏÏÐ-ñåíñîðû

ìîãóò ñ óñïåõîì ïðèìåíÿòüñÿ äëÿ èññëåäîâàíèÿ

ìåõàíèçìîâ ñâÿçûâàíèÿ ñî çíà÷èòåëüíîé ýêîíîìèåé

âðåìåíè è ìàòåðèàëà îáðàçöîâ.

Ðàçðàáîòàí ðåãåíåðèðóåìûé ñåíñîð äëÿ îïðåäå-

ëåíèÿ â ñûâîðîòêå àíòèãåíà ïëîñêîêëåòî÷íîé

êàðöèíîìû íà îñíîâå âîçáóæäåíèÿ ËÏÏÐ [99].

Ëèíåéíûé äèàïàçîí èçìåðåíèé ñîñòàâëÿåò

0,1—1000 ïÌ. Ðåãåíåðàöèÿ 50 ìÌ ðàñòâîðîì

ãëèöèí — ÍÑl (ðÍ 2,0) ïîçâîëÿåò ñîêðàòèòü âðåìÿ

èçìåðåíèé è ñòîèìîñòü àíàëèçà. Ñåíñîð èìååò âû-

ñîêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü è ñåëåêòèâíîñòü, íå òðåáóåò

äîïîëíèòåëüíûõ ðàçâåäåíèé è äëèòåëüíîãî âðåìåíè

ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà.

Äëÿ áîëüíûõ ñ ãëèîìîé ãîëîâíîãî ìîçãà èñ-

ñëåäîâàíèÿ ýðèòðîöèòàðíîé ìàññû êðîâè ñ ïîìîùüþ

ÏÏÐ [100] äàþò âîçìîæíîñòü îïðåäåëÿòü ñòåïåíü

çëîêà÷åñòâåííîñòè îïóõîëè.

Ïëàçìîííûå ñîâåðøåííûå ïîãëîòèòåëè

Ñ ðàçâèòèåì íîâûõ òåõíîëîãèé äëÿ ñîçäàíèÿ

ïîâåðõíîñòåé äëÿ âîçáóæäåíèÿ ëîêàëüíîãî ïëàç-

ìîííîãî ðåçîíàíñà (ËÏÏÐ) âîçíèêëî íîâîå íàïðàâ-

ëåíèå — ïëàçìîííûå ñîâåðøåííûå ïîãëîòèòåëè

(ÏÑÏ, plasmonic perfect absorbers) [101]. Íàèáîëåå

òèïè÷íîé ãåîìåòðèåé äëÿ ÏÑÏ ÿâëÿåòñÿ ñëîé ïåðèî-

äè÷åñêèõ ìåòàëëè÷åñêèõ íàíî÷àñòèö, îòäåëåííûé

äèýëåêòðè÷åñêîé ïðîñëîéêîé îò ìåòàëëè÷åñêîé

ïëåíêè, íàíåñåííîé íà ñòåêëÿííóþ ïîäëîæêó. Â

òàêîé ñèñòåìå óñèëåíèå ñèãíàëà ïðîèñõîäèò êàê çà

ñ÷åò ÏÏÐ íà ïëîñêîé ïîâåðõíîñòè ìåòàëëè÷åñêîé

ïëåíêè, òàê è çà ñ÷åò óñèëåíèÿ íà äâóìåðíîé ðåøåòêå

íàíîîáúåêòîâ. Âàðüèðóÿ ïàðàìåòðû ñèñòåìû, ìîæíî

âàðüèðîâàòü îïòèìàëüíóþ äëèíó âîëíû, êîòîðàÿ

ìîæåò ñäâèãàòüñÿ âïëîòü äî òåðàãåðöîâîãî äèàïàçîíà

[102]. Â ðàáîòå [101] òåîðåòè÷åñêè èññëåäîâàíû ìîäû

ÏÑÏ ãåîìåòðèè äëÿ âîëí â äèàïàçîíå 600—1500 íì

äëÿ óãëîâ âîçáóæäåíèÿ 0
—70
, ïðîàíàëèçèðîâàíû

ñïåêòðû ðàññåèâàíèÿ, îòðàæåíèÿ è ïðîïóñêàíèÿ. Äëÿ

áèîñåíñîðíûõ ïðèëîæåíèé ïðåäëîæåíî èñïîëüçî-

âàòü âòîðîé ïèê ïîãëîùåíèÿ, ïîëîæåíèå êîòîðîãî

çàâèñèò îò óãëà âîçáóæäåíèÿ. Ïîëíîå ïîãëîùåíèå

äëÿ ñõåìû, ðàññìîòðåííîé â ðàáîòå [101], íàáëþ-

äàåòñÿ ïðè � = 950,9 íì è � = 54,1
.

Ñî÷åòàíèå ÏÏÐ ñ ýëåêòðîõèìè÷åñêèìè

èññëåäîâàíèÿìè

Ñî÷åòàíèå ÏÏÐ ñ ýëåêòðîõèìè÷åñêèìè èññëåäî-

âàíèÿìè ïðèâîäèò ê íîâûì âîçìîæíîñòÿì, êîòîðûå

èñïîëüçîâàíû â ðÿäå ðàáîò [103—108].

Â ðàáîòå [103] ïðèìåíåíà ãåîìåòðèÿ Êðå÷ìàíà ñ

âîçäåéñòâèåì âíåøíåãî íàïðÿæåíèÿ íà Au-ýëåêòðî-

äû. Ïðåäëîæåíà òåîðåòè÷åñêàÿ ìîäåëü, êîòîðàÿ

ó÷èòûâàåò íåîäíîðîäíîñòü ïîâåðõíîñòè è çàâèñè-

ìîñòü ïàðàìåòðîâ ñèñòåìû îò íàïðÿæåíèÿ è

ïîçâîëÿåò ðàññ÷èòàòü êîëè÷åñòâî àäñîðáèðîâàííûõ

áèîìîëåêóë ïðè âîçäåéñòâèè âíåøíåãî ïîëÿ.

Ïðè âîçáóæäåíèè ÏÏÐ íà äèôðàêöèîííûõ ðå-

øåòêàõ ñ íàïûëåííûì îñòðîâêîâûì ñëîåì ìåäè íà

ïîâåðõíîñòè âîçìîæíî ïåðåêëþ÷åíèå ìåæäó

ðàçëè÷íûìè ðåçîíàíñíûìè äëèíàìè âîëí ïðè ïðè-

êëàäûâàíèè âíåøíåãî íàïðÿæåíèÿ [104]. Ýëåêòðî-

õèìè÷åñêèå ÏÏÐ-èçìåðåíèÿ ïðèìåíÿþòñÿ äëÿ îïðå-

äåëåíèÿ êîýôôèöèåíòà ïåðåíîñà êâàçèîáðàòèìîé

îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíîé ðåàêöèè [105].

Ðàáîòà [106] ïîñâÿùåíà ñîâìåùåííûì èññëåäîâà-

íèÿì ËÏÏÐ è ýëåêòðîõèìè÷åñêîé èìïåäàíñ-ñïåêòðî-

ñêîïèè íà îñàæäåííîì íà ñòåêëÿííóþ ïîäëîæêó îê-

ñèäå èíäèÿ è îëîâà (ÎÈÎ), ìîäèôèöèðîâàííîì íàíî-

÷àñòèöàìè Au. Öèêëè÷åñêàÿ âîëüòàìïåðîìåòðèÿ ïðè-

ìåíÿëàñü äëÿ îñàæäåíèÿ AuÍ× íà ïîâåðõíîñòü ÎÈÎ.

Ïîêàçàíî, ÷òî ðàçìåð êëàñòåðîâ AuÍ× ñóùåñòâåííî

çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè KCl â ðàñòâîðå è îò ïðèëî-

æåííîãî ïîòåíöèàëà. Äàííàÿ ñõåìà ïðàêòè÷åñêè

ïðèìåíÿëàñü äëÿ îáíàðóæåíèÿ ÄÍÊ-ãèáðèäèçàöèè

ñîîòâåòñòâóþùåé òî÷å÷íîé ìóòàöèè Fi â ãåíå àïî-

ëèïîïðîòåèíà Å, ñâÿçàíîé ñ ïðîãðåññèðîâàíèåì áîëåç-

íè Àëüöãåéìåðà. Ìèíèìàëüíûå ðåãèñòðèðóåìûå êîí-

öåíòðàöèè ñîñòàâëÿëè 512 è 286 íÌ ñîîòâåòñòâåííî

äëÿ ËÏÏÐ è ýëåêòðîõèìè÷åñêîé èìïåäàíñ-ñïåêòðî-

ñêîïèè. Ïîõîæàÿ ñõåìà ïðèìåíåíà â ðàáîòå [107], íî

íàíî÷àñòèöû çîëîòà íàíîñèëè ìåòîäîì íàíîñôåðíîé

ëèòîãðàôèè. Èññëåäîâàíû ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíå-

íèÿ �S îëèãîìåðîâ ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ ìàëûìè

ìîëåêóëàìè.

Â ðàáîòå [108] ýëåêòðîõèìè÷åñêèå ÏÏÐ-èçìåðåíèÿ

èñïîëüçîâàíû äëÿ èññëåäîâàíèÿ èììîáèëèçàöèè

àíòèòåë è âëèÿíèÿ êîíòðîëÿ îðèåíòàöèè ñâÿçû-

âàþùèõ ñàéòîâ àíòèãåíà. Ïîðîã îïðåäåëåíèÿ áèî-

òèíà ñîñòàâëÿåò 0,102 íã/ìë.

Çàêëþ÷åíèå

Â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ òðåõ äåñÿòèëåòèé ñâîåãî

ðàçâèòèÿ ìåòîä ïîâåðõíîñòíîãî ïëàçìîííîãî ðåçî-

íàíñà íàøåë øèðîêîå ïðèìåíåíèå â ðàëè÷íûõ îá-

ëàñòÿõ èññëåäîâàíèé, ñâÿçàííûõ ñ àôôèííûìè

áèîìîëåêóëÿðíûìè âçàèìîäåéñòâèÿìè: ïðè èçó÷å-

íèè èììóíîëîãè÷åñêèõ ðåàêöèé, ñâîéñòâ ïîëèêëî-

íàëüíûõ àíòèòåë, êîíôîðìàöèîííûõ õàðàêòåðèñòèê

Å. Â. Øèíêàðåíêî, Ñ. À. Êðàâ÷åíêî
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áåëêîâûõ ìîëåêóë, äëÿ êàðòîãðàôèðîâàíèÿ ýïèòîïîâ

ñâÿçûâàíèÿ, îïðåäåëåíèÿ ïàðàìåòðîâ âçàèìî-

äåéñòâèé ôåðìåíò — ñóáñòðàò, ÄÍÊ-ãèáðèäèçàöèè,

äèàãíîñòèêè âèðóñíûõ çàáîëåâàíèé è ìíîãèõ äðóãèõ.

Ââèäó òàêîãî ìíîãîîáðàçèÿ îáúåêòîâ èññëåäîâàíèÿ

äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ áèîðåöåïòîðíûõ ñëîåâ íà ïî-

âåðõíîñòè ÏÏÐ-ñåíñîðîâ ïîòðåáîâàëàñü ðàçðàáîòêà

ðàçíîîáðàçíûõ ìåòîäîâ èììîáèëèçàöèè áèîëîãè-

÷åñêèõ êîìïîíåíòîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ óñëîâèÿì

êîíêðåòíûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ñèòóàöèé.

Îñîáåííî âàæíóþ ðîëü òåõíîëîãèÿ èììîáèëèçà-

öèè áèîìîëåêóë íà òâåðäîé ïîâåðõíîñòè ïðèîáðåòàåò

ïðè ñîçäàíèè âûñîêîýôôåêòèâíûõ èììóíîñåíñîðîâ.

Èäåàëüíàÿ ìåòîäèêà èììîáèëèçàöèè àíòèòåë äîëæíà

óäîâëåòâîðÿòü î÷åíü âûñîêèì òðåáîâàíèÿì, êîòîðûå

âêëþ÷àþò: îïòèìàëüíóþ è åäèíîîáðàçíóþ îðèåí-

òàöèþ ìîëåêóë íà ïîâåðõíîñòè ñåíñîðà, ìèíèìàëüíî

âîçìîæíîå âîçäåéñòâèå íà èõ êîíôîðìàöèþ è ìÿãêèå

óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ ïðîöåññà èíêóáàöèè.

Áîëüøîå ðàçíîîáðàçèå ìåòîäîâ èììîáèëèçàöèè,

ðàçðàáîòàííûõ ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè, â áîëüøèí-

ñòâå ñëó÷àåâ ïîçâîëÿåò âûáðàòü îïòèìàëüíûå âà-

ðèàíòû äëÿ êàæäîãî êîíêðåòíîãî èññëåäîâàíèÿ.

Âìåñòå ñ òåì ïðîäîëæàåòñÿ èíòåíñèâíûé ïîèñê

íîâûõ ïîäõîäîâ è ìåòîäîâ äëÿ ðàñøèðåíèÿ âîç-

ìîæíîñòåé ìåòîäà ÏÏÐ. Ïðè ýòîì â ïîñëåäíåå âðåìÿ

àêöåíò äåëàåòñÿ íà âíåäðåíèå íàíîòåõíîëîãèé è

èñïîëüçîâàíèå íîâûõ ìàòåðèàëîâ, òàêèõ êàê ãðàôåí,

óãëåðîäíûå íàíîòðóáêè è íàíî÷àñòèöû çîëîòà.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Áåêåòîâó Ã. Â. çà

ïîëåçíîå îáñóæäåíèå ðàáîòû. Ïåðâûé àâòîð áëà-

ãîäàðèò Øâåéöàðñêèé íàöèîíàëüíûé íàó÷íûé ôîíä

(SNSF, Áåðí) çà ïîääåðæêó è ÷àñòè÷íîå ôèíàíñèðî-

âàíèå íàñòîÿùåé ðàáîòû ïî ïðîåêòó IZ73Z0_152661

(SCOPES).
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ìåòîäè ïîâåðõíåâî¿ ôóíêö³îíàë³çàö³¿ òà ï³äâèùåííÿ ÷óòëèâîñò³

Î. Â. Øèíêàðåíêî, Ñ. Î. Êðàâ÷åíêî
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Ïðîàíàë³çîâàíî îñîáëèâîñò³ âèêîðèñòàííÿ ìåòîäó ïîâåðõíåâîãî ïëàçìîííîãî ðåçîíàíñó (ÏÏÐ) ç

ìåòîþ ñòâîðåííÿ ñåíñîð³â äëÿ ìîí³òîðèíãó á³îìîëåêóëÿðíèõ âçàºìîä³é ó ðåæèì³ ðåàëüíîãî ÷àñó.

Ðîçãëÿíóòî òà ñèñòåìàòèçîâàíî ìåòîäè ³ììîá³ë³çàö³¿ á³îìîëåêóë íà ïîâåðõí³ ÏÏÐ-ñåíñîð³â ³

ãðàôåíó. Âèêëàäåíî ï³äõîäè äî ôóíêö³îíàë³çàö³¿ ïîâåðõí³ íàíî÷àñòèíîê, ÿê³ åôåêòèâíî

âèêîðèñòîâóþòüñÿ äëÿ çáóäæåííÿ ëîêàëüíîãî ÏÏÐ. Ðîçãëÿíóòî ïðèêëàäè ï³äñèëåííÿ ÏÏÐ ïðè

îäíî÷àñíîìó âèêîðèñòàíí³ íàíî÷àñòèíîê ìåòàë³â ³ ãðàôåíó, ïîêàçàíî ìîæëèâ³ñòü îäíî÷àñíîãî

çàñòîñóâàííÿ ÏÏÐ ³ åëåêòðîõ³ì³÷íèõ ìåòîä³â.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ïîâåðõíåâèé ïëàçìîííèé ðåçîíàíñ (ÏÏÐ), ëîêàëüíèé ïîâåðõíåâèé ïëàçìîííèé ðåçîíàíñ

(ËÏÏÐ), á³îñåíñîðè, ôóíêö³îíàë³çàö³ÿ, ³ììîá³ë³çàö³ÿ, íàíî÷àñòèíêè çîëîòà, ãðàôåí, åëåêòðîõ³ì³÷í³ ìåòîäè

àíàë³çó.

Surface Plasmon Resonance Sensors:

Methods of Surface Functionalization and Sensitivity Enhancement

O. V. Shynkarenko, S. A. Kravchenko

V. E. Lashkaryov Institute of Semiconductor Physics, National Academy of Sciences of Ukraine

Prosp. Nauky, 41, Kyiv 03028, Ukraine. E-mail: o.shynkarenko@isp.kiev.ua

Surface plasmon resonance (SPR) biosensing have proved to be exceedingly powerful technique for quan-

titative label-free real-time monitoring of biomolecular interactions. In this review article, various immo-

bilization techniques developed to date are systematized, with the special emphasis on the covalent

binding and the use of nanoobjects: metal nanoparticles and graphene sheets. Approaches to the surface

functionalization of nanoparticles that are effectively used for local SPR exitation are described. The lat-

est developments and challenges in applications of SPR sensors are reviewed. In addition, examples of

combined SPR and electrochemical methods are given.

Key words: surface plasmon resonance (SPR), local surface plasmon resonance (LSPR), biosensors, functionalization,

immobilization, gold nanoparticles, graphene, electrochemical measurements.
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