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Развитие
 

биоаналитических
 

методов

конец
 

19 века конец
 

20 века Лабораторные
 

прототипы
 2006-2009 года
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Развитие
 

биоаналитических
 методов

Биосенсоры

Биочипы

Наносенсоры
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Биосенсоры

Сенсоры, включающие
 

в
 

себя
 биологический

 
материал
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«Первый
 

биосенсор»

Дегустатор (чашник, крайничий) – предотвращение
отравления…

(…до
 

нашей
 

эры…)
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Первый
 

биосенсор
 

–
 

ферментный
 

электрод
 (Лиланд

 
С. Кларк-младший, 1962 г.)
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Создание
 

планарных
 

электродов
1.

 

Выбор
 

материала: золото, графит

2.
 

Выбор
 

оптимальной
 

подложки
 

для
 

нанесения
 

электродов

3.
 

Выбор
 

оптимальной
 

конструкции
 

электродов

4.
 

Разработка
 

метода
 

иммобилизации
 

и
 

стабилизации
 

фермента

5.
 

Обработка
 

и
 

анализ
 

данных

Графитовый
 

электрод

Система
включения

 
ячейки

Рабочий
 

электрод
и

 
электрод

 
сравнения

Д
ет
ек
то
р

Исследуемый
образец

Капиллярная

 

ячейка
V=3µl
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Биосенсоры: 
основные

 
компоненты

 
и

 
функции

селектор преобразователь детектор

детекторпреобразователь

А
Н
А
Л
И
Т
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Биоанализ
 

и
 

биосенсоры

Биоанализ
Взаимодействие Разделение Регистрация

Биосенсор
Взаимодействие=регистрация
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Биосенсоры
 нано

 
и

 
микромолярные

 
концентрации

Каталитические
сенсоры

эффектор

Массоперенос

Количественный
анализ

Аффинные
 

сенсоры
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12

Субстратное
 

усиление



13
Элементы

 
«селекторы»

 
биосенсоров
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Микробные
 

биосенсоры

Принцип
 

действия
 

микробного
 

биосенсора
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Клеточные
 

биосенсоры

Детектор

Рецепторы



16

Основные
 

типы
 

иммуносенсоров
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Тканевые
 

биосенсоры

Субстрат
Глутамин
Аденозин
Аденозин-5-монофосфат
Гуанин
Пероксид

 
водорода

Глутамат
Пируват
Мочевина
Фосфат/фторид-ионы
Допамин
Тирозин
Цистеин
Глутамин

Биокаталитический материал
Клетки

 
почки

 
свиньи

Клетки
 

слизистой
 

мыши
Мышца

 
кролика

Печень
 

кролика
Печень

 
быка

Жёлтая
 

тыква
Кукурузное

 
зерно

Мука
 

из
 

бобов
Клубень

 
картофеля

Мякоть
 

банана
Сахарная

 
свёкла

Лист
 

огурца
Митохондрии

 
почки

 
свиньи
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Принципы
 

электрохимии

Электрохимическая
система.

Рабочий
 

электрод
с

 
радиусом

 
r

Электрический
эквивалент
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Электрохимические
 

методы

+ разрешение
 

по
 

току
+ разрешение

 
во

 
времени

- селективность
- потенциал

 
приложен

 
постоянно

+ селективность
+ разрешение

 
во

 
времени

+ потенциал
 

не
 

приложен
 

постоянно
- разрешение

 
по

 
току

- емкостные
 

токи

+ разрешение
 

во
 

времени
+ потенциал

 
не

 
приложен

 
постоянно

Средняя
 

селективность
- разрешение

 
по

 
току

- емкостные
 

токи

+ селективность
+ разрешение

 
по

 
току

- разрешение
 

во
 

времени
- потенциал

 
приложен

 
постоянно

Амперометрия
 

(стац.)

Быстрая
 

сканирующая
 

вольтамперометрия

Хроноамперометрия

Дифференциальная
 

импульсная
вольтамперометрия
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Микроэлектроды
 

из
 

углеродного
 

волокна
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Планарные
 

микроэлектроды
 на

 
керамической

 
подложке
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1

3 4 5

2
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Химически
 

чувствительные
 

полевые
 

транзисторы

Схема
 

ПТ
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Химически
 

чувствительные
 

полевые
 транзисторы
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Светоадресуемые
 потенциометрические

 
системы

 
(LAPS)
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Quartz crystal microbalance (QCM)

Деформации
 

пластины
 

под
 

действием
 

разности
 

потенциалов
(обратный

 
пьезоэффект)

Кварцевая
 

пластина
Верхний

 
электрод

Нижний
 

электрод

Кварцевые
 

микровесы

Генерация
 

горизонтальных
 

сдвиговых
 

колебаний
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Кварцевые
 

микровесы
 

(QCM): принцип

Для
 

жестких
 

тонких
 

пленок
 

Δf ~ Δm

2
0

1/2

2
( )q q

ff m
ρ μ
−

Δ = Δ

Δf
 

:
 

измеряемый
 

сдвиг
 

частоты
 

резонанса
Δm:

 
изменение

 
массы

 
на

 
единицу

 
площади

 
(г/см²)

f0

 

: резонансная
 

частота
 

колебаний
 

пьезокристалла
ρq

 

: плотность
 

кварца,
 

2.648 г/см3.
μq

 

: модуль
 

упругости
 

кварца
 

(сдвиговый),
 2.947·1011

 

г/(см×с²)

Для
 

5 МГц-кристалла
 

с
 

тепловым
 

дрейфом
 

резонанса
 

± 0.1Гц
 

Δm
 

≈
 

2 нг/см2

Уравнение
 

Сауэрбрея:
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Микрогравиметрические
 

сенсоры
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Кварцевые
 

микровесы
 

с
 

контролем
 диссипации

 
энергии

 
(QCM-D): принцип

2 1
2
Диссипация энергии за периодD

f Q Полная энергия осциллятораπ
Γ    

= = =
   

Для
 

вязко-упругих
 

тонких
 

пленок
 

Δf и
 

ΔD связаны
 

как
 

с
 

массой
 пленки

 
(dпл

 

, ρпл
 

), так
 

и
 

ее
 

вязко-упругими
 

характеристиками
 (ηпл

 

, μпл
 

).
 

Интерпретация
 

данных
 

осуществляется
 

на
 

основании
 модели, предложенной

 
Войновой.

Viscoelastic

 

model of Voinova

 

et coll, Physica

 

Scripta, 1999, 59, 391.
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Приборное
 

оформление



32

Области
 

применения
 

QCM (-D)

Изучение
 

межмолекулярных
 

взаимодействий
Количественное

 
определение

 
скоростей

 
реакций

 
ассоциации

 
и

 диссоциации, констант
 

связывания, быстрый
 

скрининг
 

партнеров
Изучение

 
и

 
контроль

 
процессов

 
формирования

 
тонких

 
пленок

Микро-
 

и
 

наноэлектроника, функционализация
 

поверхностей
Сенсорные

 
устройства

Газовые
 

сенсоры, биосенсоры
Биосовместимые

 
материалы

Взаимодействие
 

клеток
 

с
 

поверхностью, адсорбция
 

белков
 

и
 полимеров, биодеградация

 
поверхностей

 
и

 
пленок
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Гибридизация
 

ДНК

Стрептавидин

 на

 

липидном

 

бислое

Иммобилизация

 биотинилированного

 ДНК-зонда

 

(15 оснований)

Гибридизацияfc
 

= full complement; mm1 –
 

1 mismatch
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Активная область: ~0.2 cm2

Измеряемая
 

масса D-фактор

in air (1 bar) ~1 ng/cm2

in water (25 °C) ~5 ng/cm2
~2×10-8

~3×10-7

Диапазон
 

толщин
 

вязко-упругих
 

плёнок: nm -
 

μm

A monolayer (<100% surface coverage) of Myoglobin

 

(17800 Da) corresponds to 10 Hz. 
Detection limit is approximately 0.2 Hz

Основные
 

характеристики
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«+»
 

и
 

«-»
 

QCM(D)

Достоинства:

Дает возможность в реальном времени наблюдать за процессами, 
происходящими на поверхности, в частности за взаимодействием
биомолекул в физиологических условиях без использования каких-либо
меток

Высокая чувствительность (до 0.1 нг/см2, что составляет менее 1% 
заполнения поверхности для белка с молекулярной массой 30 кДа)

Одновременное получение информации о массе пленки на
поверхности и ее вязко-упругих характеристиках

Недостатки:

Масса, определяемая методом QCM(D) включает в себя связанные
компоненты раствора (вода, ионы и проч.)

Получаемые характеристики являются усредненными по площади, 
для более корректной интерпретации данных QCM(D) необходимо
использовать в сочетании с АСМ или электронной микроскопией

Высокая стоимость оборудования, что ограничивает использование
QCM(D) в биоаналитических целях
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Спектроскопия
 

внутреннего
 отражения

 
(СВО)
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Спектроскопия
 

внутреннего
 отражения

 
(СВО)

1
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Нарушенное
 

полное
 

внутреннее
 отражение

 
(НПВО) и

 
НПВО

 
с

 флуоресценцией
 

(НПВОФ)

В методе НПВО измеряют ослабление
отражённого света как функцию его длины
волны.
В спектроскопии НПВОФ используют
флуоресцирующие вещества и, таким образом, 
поглощенная энергия частично вновь излучается
в виде флуоресцентного света, который и
детектируется.
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НПВО
 

ячейка
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НПВОФ
 

ячейка
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Поверхностный
 

плазмонный
 

резонанс
Surface Plasmon Resonance (SPR)

Поверхностный
 

плазмон
 

-
 

коллективные
 

колебания
 

свободного
 

электронного
 газа

 
на

 
границе

 
металла

 
с

 
диэлектриком

2 Au р ра
sp

Au р ра

k
ε επ

λ ε ε
−

−

 
=  

+
Волновой

 
вектор

 
поверхностного

 
плазмона:

Условие
 

резонанса: 0 0 2 sinsp ph призмыk k nπ ϕ
λ

= =  
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Поверхностный
 

плазмонный
 

резонанс

Изменение
 

локальной
 

диэлектрической
 

проницаемости
 

вблизи
 поверхности

 
вследствие, например, взаимодействия

 
свободного

 лиганда
 

с
 

иммобилизованным
 

рецептором
 

вызывает
 

сдвиг
 положения

 
резонанса

Чувствительность
 

метода
 

SPR составляет
 

около
 

0.1 -
 

1 пг/мм2
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Сенсограмма

* RU –
 

resonance units. Единица
 измерения, активно

 
используемая

 компанией
 

BiaCore®. 
1000 RU = 0.1°

 
сдвига

 
положения

 резонанса.
1 RU

 
приблизительно

 
соответствует

 связыванию
 

1 пг белка на мм2 сенсора.
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Фазы
 

сенсограммы
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Подготовка
 

поверхности
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Подготовка
 

поверхности

Водное окружение (гидрогель, 
содержащий 97-98% воды).
Мобильность (цепи не
«прошиты»).
Эффективное использование
«эванесент»-поля (толщина
около 100нм).
Увеличение чувствительности
(больше мест связывания, чем
на гладкой поверхности).
Возможность ковалентной
иммобилизации через
карбоксильные группы.
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Анализ
 

сенсограмм
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Области
 

применения
 

SPR
В целом те же, что

 
и

 
у

 
QCM(D),

 
за

 
небольшими

 
исключениями

Изучение
 

межмолекулярных
 

взаимодействий
Количественное

 
определение

 
скоростей

 
реакций

 
ассоциации

 
и

 диссоциации, констант
 

связывания, быстрый
 

скрининг
 

партнеров
Изучение

 
и

 
контроль

 
процессов

 
формирования

 
тонких

 
пленок

Ленгмюровские
 

пленки, пленки, образованные
 

по
 

технологии
 слой-за-слоем

 
(LBL)

Сенсорные
 

устройства
Биосенсоры

 
и

 
химические

 
сенсоры

Биосовместимые
 

материалы
Взаимодействие

 
клеток

 
с

 
поверхностью, адсорбция

 
белков

 
и

 полимеров, биодеградация
 

поверхностей
 

и
 

пленок
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SPR Imaging

Изображение
 

на
 

CCD-камере. Белые
 

участки
 

соответствуют
 

зонам
 

с
 

низким
 уровнем

 
связывания, темные

 
–

 
с высоким. Усреднение

 
сигнала

 
по

 
площади

 зоны
 

дает
 

количественную
 

характеристику
 

степени
 

связывания
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«+»
 

и
 

«-»
 

SPR

Достоинства:

Дает возможность в реальном времени наблюдать за процессами, 
происходящими на поверхности, в частности за взаимодействием
биомолекул в физиологических условиях без использования каких-либо
меток

Высокая чувствительность (до 0.1 пг/мм2), что позволяет изучать даже
относительно низкомолекулярные вещества (от 400 Да)

В случае SPR Imaging - высокая производительность за счет
проведения одновременно до нескольких сот измерений.

Недостатки:

Как и в случае QCM-D, получаемые характеристики являются
усредненными по площади, для более корректной интерпретации
данных SPR необходимо использовать в сочетании с АСМ или
электронной микроскопией
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ДНК
 

-чипы

Гибридизация
 

образцов
Детекция

 
образовавшихся

комплексов

Введение
флуоресцентной

 
метки
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Предварительное
 

введение
 

флуоресцентной
 

метки
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Изготовление
 

ДНК-чипов
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Нанесение
 

генетического
 

материала
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АСМ-изображение
 

поверхности
 

ДНК-
 чипа

 
до

 
и

 
после

 
иммобилизации

 
зонда
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АСМ-изображение
 

поверхности
 

ДНК-
 чипа

 
до

 
и

 
после

 
гибридизации
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Типичный
 

вид
 

ДНК-чипа
 

после
 

анализа
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Биологические
 

микрочипы, содержащие
 иммобилизованные

 
в

 
гидрогеле

 
нуклеиновые

 кислоты, белки
 

и
 

другие
 

соединения
 

и
 

частицы

МАГИК – чип (Матрица Гель-
Иммобилизованных

Компонентов на микрочипе)
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60

Молекулярные
 

взаимодействия
 

на
 поверхностных

 
и

 
МАГИК-микрочипах
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Анализатор
 

биочипов
 

с
 

портативным
 флуоресцентным

 
микроскопом, 

разработанный
 

в
 

ИМБ
 

РАН
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Сравнение
 

характеристик
 поверхностных

 
и

 
гелевых

 
биочипов

Поверхностные
-

 

Быстрая
 

кинетика
 гибридизации.

-

 

Подложка
 

вносит
 

существенную
 неоднородность

 
в

 
процессы

 гибридизации
 

и
 

детекции.
-

 

Хранение
 

при
 

комнатной
 температуре

 
– 2 месяца.

Гелевые
-

 

Взаимодействие
 

между
 молекулами

 
ДНК

 
примерно

 такое
 

же, как
 

в
 

растворе
 

(не
 требуется

 
линкер

 
длиной

 
около

 15-30 п.н.).
-

 

Общее
 

число
 

иммобилизуемых
 зондовых

 
молекул

 
на

 
2-3 

порядка
 

выше, более
 

сильный
 флуоресцентный

 
сигнал.

-

 

Сигналы
 

флуоресценции, 
дискриминация

 
между

 совершенными
 

и
 несовершенными
 

комплексами
 выше

 
уже

 
на

 
ранней

 
стадии

 гибридизации.
-

 

Хранение
 

при
 

комнатной
 температуре

 
– 1 год.



63

Ускорение
 

иммунореакций
 

за
 

счёт
 электрического

 
и

 
магнитных

 
полей

УскорениеУскорение
 

реакцийреакций
 

нана
 

поверхностиповерхности
 

чиповчипов

Поток

ММагнитММ

 
агнитагнитМ

 
агнит

�Э

 

�лектрическое
поле

Магнит

Электрическое

 

полеЭлектрическое
поле

Магнит

Поток



64

Микросферы

Иммуноанализ
 

с
 

использованием
 микросфер
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Микросферы

 

               

5.6 микрон
Набор 

микросфер 26 

Набор 
микросфер 21 

Миросферы 
заполнены 
смесью 

красителей 

10 уникальных концентраций 
красного красителя 10 уникальных концентраций 

инфракрасного красителя 

Микросферы

10 концентраций
красителя

 
№1

10 концентраций
красителя

 
№2

Микросферы
5-6 мкм

Микросферы
заполнены
смесями
красителей
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Регистрация
 

сигналов
 

от
 

микросфер
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Получение
 

наночастиц. Явление
 

бифуркации
 на

 
нанометровом

 
уровне

Стабильное состояние, в которое, в конце концов, перейдет
метастабильный кластер, предсказать невозможно.
Образно говоря, в точке бифуркации природа бросает жребий, чтобы
решить, в каком из различных ответвлений останется кластер.
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Эмульсионная
 

полимеризация
 

на
 

поверхности
НРЧ

 
и

 
их

 
инкапсулирование
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Полупроводниковые
 

наночастицы
 

–
 квантовые

 
точки

InAs
CdS
CdSe
CdTe CdSe

ZnS

ZnS
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Стратегия
 

получения
 

коньюгатов
 наночастиц

 
и

 
биомолекул
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Углеродные
 

нанотрубки: образование
 

из
 графеновых

 
листов
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Раствор
 

SWNT, модифицированных
 октадециламином
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1-Pyrenebutanoic
 

acid succinimidyl
 

ester (1-PBA),
адсорбированный

 
на

 
стенки

 
SWNT,

используется
 

для
 

иммобилизации
 

белков.
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Функционализация
 

УНТ
 

ДНК
 

для
 

нанесения
 на

 
золотые

 
электроды



76

Модификация
 

наночастиц
 

золота
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Схема
 

процессов
 

при
 

взаимодействии
 

излучения
 

с
 веществом: a –

 
поглощение

 
в

 
оптической

 
области; b –

 поглощение
 

в
 

ИК-области; c –
 

комбинационное
 рассеяние

 
света, вверху

 
–

 
стоксово, внизу

 
–

 антистоксово
 

(рисунок
 

с
 

сайта
 

http://www.phys.nsu.ru)
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КРС
 

было
 

открыто
 

Г. С. Ландсбергом
 

и
 

Л. И. 
Мандельштамом

 
в

 
1928 г. при

 
исследовании

 рассеяния
 

света
 

в
 

кристаллах
 

и
 

одновременно
 

Ч. 
В. Раманом

 
и

 
К. С. Кришнаном

 
при

 
исследовании

 рассеяния
 

света
 

в
 

жидкостях

Ч. В. Раман К. С. Кришнан Г.
 

С.
 

Ландсберг Л.
 

И.
 Мандельштам
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Теория
 

эффекта
 

КРС

Интенсивность линий КРС в
большинстве случаев весьма мала, 
причём при обычных температурах
интенсивность антистоксовых линий
Iacт, как правило, значительно
меньше интенсивности стоксовых
линий Icт. 
Поскольку вероятность рассеяния
пропорциональна числу
рассеивающих молекул, то
отношение Iacт/Icт определяется
отношением населённостей
основного и возбуждённого уровней.
При обычных температурах
населённость возбуждённых уровней
невелика и, следовательно, 
интенсивность антистоксовой
компоненты мала. С повышением
температуры их населённость
возрастает, что приводит к
увеличению интенсивности
антистоксовых линий. 
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Теория
 

эффекта
 

КРС

Интенсивности линий спектров КРС чрезвычайно
слаба и составляет примерно
10-5 ¸ 10-6 интенсивности рассеиваемой рэлеевской
компоненты падающей световой волны. 
Чувствительность – одна из 1011 молекул
Поэтому для наблюдения спектров КРС
необходимо сконцентрировать интенсивный пучок
света на изучаемом объекте. 
В качестве источника возбуждающего света чаще
всего применяют ртутную лампу, а с 60-х гг. 
прошлого столетия — лазерный луч. Рассеянный
свет фокусируется и попадает в спектрограф, где
спектр КРС регистрируется фотографическим или
фотоэлектрическим методами.
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Гигантские
 

нелинейно-оптические
 явления

 
на

 
поверхности

 
металлов

В 1974 году в работе Флейшмана и соавторов
было показано, что эффективность получения
спектров комбинационного рассеяния может
быть повышена в миллионны раз и более при
адсорбции анализируемого соединения на
поверхности наночастиц металлов. 
Это явление получило название Surface-
enhanced Raman Scattering (SERS).
Fleischmann M, Hendra PJ, McQuillan AJ. 
Raman Spectra of Pyridine Adsorbed at a Silver 
Electrode. Chemical Physics Letters, 1974; 
26(2), 163-6.
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ГКР
 

(SERS)

Существенное усиление сигнала (в 104 – 106

обычно, 108 – 1014 иногда) сигнала при адсорбции
вещества на поверхности.
Электромагнитное усиление (EME).
Химическое усиление (CE).
Наночастицы металлов – Au, Ag, Cu, Li, Na, K. 
Плохо – Pt, Pd.
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SERS
 (демонстрация

 
LSPR)
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Портативные
 

КР-приборы
 

для
 

определения
 

ОВ
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SERS
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EF = 2 x 105EF = 2 x 109

Высокочувствительное
 

и
 специфическое

 
определения

 
ВВ

Dye detection Landmine detection
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Tip-Enhanced Raman Spectroscopy (TERS)
 

–
 

2000 г.
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TERS
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TERS для
 

определения
 

единичных
 молекул

 
ДНК
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Иммуносенсоры
 

на
 

основе
 

нанотрубок
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Наноструктуры
 

золота
 

–
 

плазмонный
 

резонанс
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Наноструктуры
 

золота
 

–
 

плазмонный
 

резонанс
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Иммунохроматография



94

Плазмон-экситонные
 

взаимодействия

+

-
hv

electron

hole

+

-

+

-
Induced dipole in gold NP

+

-

+

-
Field-induced 
Emmission

 

in 
CdTe NP

Characteristic time of 
emission is 0.1-30 ns

Characteristic time of 
PEG relaxation is micro sec.

Optical emission probes the 
original state of the yo-yo
conjugate.

Jaebeom
 

(Jim) Lee, Alexander 
Govorov, Nicholas A. Kotov

University of Michigan, Ann Arbor, 
MI
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Биоспецифические
 

коньюгаты

Antigen-antibody 
or 

biotin-streptavidin
affinity pairs

Different pairs of 
CdTe, Te, CdSe, Ag, Se

nanowires

CdTe and Te nanowires with 
CdTe and Au nanoparticles

Jaebeom
 

(Jim) Lee, 
Alexander Govorov, 
Nicholas A. Kotov

University of Michigan, 
Ann Arbor, MI
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HOPG, mica, Si

Polyanion, polycation

BSA

БиосенсорныеБиосенсорные
 

системысистемы
 

нана
 

основеоснове
 

СЗМСЗМ
длядля

 
определенияопределения

 
крупныхкрупных

 
белковыхбелковых

 
антигеновантигенов

KurochkinKurochkin
 

I.N., I.N., ChernovChernov
 

S.F., S.F., PavelevPavelev
 

A.B. Biosensor system A.B. Biosensor system 
based on atomic force microscopy. // In: Materials of The 3based on atomic force microscopy. // In: Materials of The 3--d d 
world cworld coongressngress

 
on biosensors. New Orleans. 1994on biosensors. New Orleans. 1994..
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БиосенсорныеБиосенсорные
 

системысистемы
 

нана
 

основеоснове
 

СЗМСЗМ
 длядля

 
определенияопределения

 
крупныхкрупных

 
белковыхбелковых

 антигеновантигенов
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ОпределениеОпределение
 

единичныхединичных
 

комплексовкомплексов
 

антигенантиген--
 антителоантитело: : высокочувствительныйвысокочувствительный

 
анализанализ

 
белковыхбелковых

 антигеновантигенов
 

методамиметодами
 

зондовойзондовой
 

микроскопиимикроскопии
1,3

 
(фг)

 
13

 
130

 
1300
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