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КНИ-биосенсоры без модификации поверхности использованы для индикации белка VP40
вируса Эбола путём выявления его иммунных комплексов со специфичными моноклональ-
ными антителами (MКA). Показано, что реакция специфичного взаимодействия VP40 и
MКA даёт более выраженный отклик сенсоров, чем прямая адсорбция VP40 или антител
на их поверхность. Образование комплексов антиген — антитело ведёт к накоплению от-
рицательного заряда на поверхности сенсоров. Индикация белка и комплексов белок —
антитело осуществляется в реальном масштабе времени (∼200–300 с на пробу).

Ключевые слова: биосенсор, кремний-на-изоляторе (КНИ), нанопроволока, индикация,
вирус Эбола, белок VP40.

DOI: 10.15372/AUT20190613

Введение. В настоящее время актуальна разработка систем экспресс-индикации раз-
личных форм патогенов, характеризующихся простотой, достоверностью и универсально-
стью, с возможностью получения оперативных данных в реальном масштабе времени.

Нанопроволочные (НП) биосенсоры на основе плёнок кремний-на-изоляторе
(НП КНИ-биосенсоры) являются перспективными устройствами, сочетающими в себе вы-
сокую чувствительность, избирательность, доступность, возможность миниатюризации и
регистрации в режиме реального времени [1–4]. Они позволяют проводить качественный и
количественный анализы биологических веществ в минимальных количествах вплоть до

обнаружения единичных молекул, вирионов, клеток и микроорганизмов [3–7]. Принцип их
действия основан на регистрации модуляции тока, протекающего через нанопроволочный
сенсор, при изменении потенциала на его поверхности. Изменение потенциала вызывает
аналит, который адсорбирован на поверхность сенсора или находится от неё в пределах
длины экранирования Дебая (LD) (рис. 1, a) [8, 9]. В растворах с концентрацией солей
1–100 ммоль значение LD варьируется в пределах 1–10 нм. Для селективного выделения
аналита из раствора требуется модификация поверхности сенсоров, которая включает
в себя создание слоя специфичных рецепторов и переходного слоя сенсор/рецептор.
Однако результатом модификации может быть уменьшение чувствительности сенсоров,
поскольку увеличивается расстояние от его поверхности до частиц аналита.

Целью данной работы является исследование возможности индикации белка VP40 ви-
руса Эбола и его иммунных комплексов со специфичными антителами в реальном масшта-
бе времени с помощью НП КНИ-сенсоров. Для обеспечения максимальной чувствитель-
ности адсорбция аналита осуществлялась непосредственно на поверхность сенсора (без
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Рис. 1. Биосенсор: a — схематическое изображение n-канального КНИ-сенсора
в измерительной ячейке; b — оптическое изображение одно- и многоканальных
сенсоров на кристалле с общей контактной S-шиной; c — АСМ-изображение
фрагмента сенсорного элемента между контактными областями истока S и

стока D

модифицирующих слоёв). Для верификации результатов использовались как одноканаль-
ные, так и многоканальные сенсоры. Результаты исследований показали перспективность
такого подхода для индикации комплексов антиген — антитело в режиме реального вре-
мени и для индикации зарядового состояния комплексов и их компонентов в исследуемых

растворах (величина заряда нами не определена).

Материалы и методы. В качестве сенсоров использовались одно- и многоканаль-
ные НП КНИ-транзисторы. Основные операции, проводимые при их изготовлении, описа-
ны в [10, 11]. Схематическое и оптическое изображения сенсоров, полученные с помощью
атомно-силового микроскопа (АСМ), показаны на рис. 1. Отсечённый слой структур КНИ
(Smart-Cut) имел проводимость p-типа с концентрацией акцепторов 2 · 1016 cм−3. Толщи-
на слоя кремния (Si) равна 28–30 нм, толщина скрытого диэлектрика — 200 нм. Ширина
канала сенсорного элемента, расположенного между контактными областями истока S и
стока D, составляла 3 мкм, длина — 10 мкм. Во время измерений напряжение между
стоком и истоком сенсора VDS = 0, 15 В. Подложка структур КНИ использовалась в каче-
стве управляющего электрода (или затвора BG) для индуцирования электронного канала
проводимости и выбора режима рабочей точки сенсора в подпороговой области IDS(VBG)
зависимостей [12]. Референсный электрод (RE), помещённый во время измерений в вирус-
ную суспензию и суспензию антител, был заземлён.

В работе использовались: рекомбинантный полноразмерный аналог белка VP40 виру-
са Эбола диаметром ∼2 нм, молярная масса 45 кДа, исходная концентрация 100 мкг/мл
в водном растворе с консервантом ProClin 300; специфичные моноклональные антитела
(MKA, молярная масса 180 кДа) к антигенной детерминанте VP40 и специфичные по-
ликлональные c-антитела в сыворотке крови иммунизированного кролика VP40 с исход-
ной концентрацией 9 мг/мл и 15 мг/мл соответственно; натрий-фосфатный буфер (PBS)
Na2HPO4 0,05 M + NaCl 0,15 M, pH 7,4 в концентрации 1 ммоль. Белок получен от штамма-
продуцента Esherichia coli С600/pQE30-VP40EV. После наработки белок прошёл хромато-
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Расчётное количество моноклональных антител и белка VP40 в 1 мкл пробы

VP40, шт. Проба MKA:PBS MKA, шт.

3,7·107

10−15 3·10−2

10−12 3·101

10−9 3·104

10−6 3·107

10−3 3·1010

графическую очистку на колонке Ni-NTA. Уровень чистоты составлял 99 %. Пробы поли-
клональных c-антител в сыворотке крови также получены разбавлением в PBS в 1015–106

раз. Весь реализуемый в работе биологический материал (белок, штамм-продуцент, плаз-
мида, гибридома, моноклональные и поликлональные антитела) и пробы на его основе

приготовлены во ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора.
Для удаления органических загрязнений и естественного окисла поверхность сенсо-

ров последовательно обрабатывалась в перекисно-аммиачном растворе, в слабом растворе
плавиковой кислоты и промывалась в деионизованной воде.

В экспериментах осуществлялась адсорбция белков VP40, моноклональных и

c-антител на поверхность НП КНИ-сенсора последовательным накоплением. Для приго-
товления проб антитела и белок VP40 разбавлялись PBS. Расчётное число молекул белка
и моноклональных антител в пробах приведено в таблице.

Пробы наносились капельным способом на поверхность биосенсора площадью ∼3 мм2.
Объём капли составлял 1 мкл. Регистрация тока IDS(t), протекающего через сенсор-
ный элемент, проводилась с использованием системы сбора данных NI 6363 (National
Instrument, США).

Результаты и обсуждение. На рис. 2 показаны временны́е IDS(t) зависимости то-
ка сенсора, полученные до и после добавления на его поверхность анализируемых проб:
белка VP40, MKA и c-антител. Также указан отклик сенсоров на пробу — изменение
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Рис. 2. Зависимости IDS(t) сенсора, измеренные при последовательном нанесе-
нии на его поверхность 1 ммоль PBS, целевого белка VP40, проб с MKA, проб

с сывороткой крови и c-антителами
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Рис. 3. Зависимости IDS(t) сенсора, измеренные при последовательном нане-
сении на его поверхность 1 ммоль PBS и проб с MKA (сигнал усреднён по 6

сенсорам)

IDS относительно его значения в PBS. Видно, что последовательное нанесение VP40 и
антител приводит к уменьшению тока сенсора. Отклик сенсора для пробы 10−6 VP40
составляет порядка 14 %. Добавление MKA приводит к более существенному измене-
нию IDS . Для пробы 10−6 MKA, когда концентрации VP40 и MKA становятся сравнимы

с NVP40 ≈ NMKA ≈ 3 · 107/мкл (см. таблицу), отклик сенсора достигает уже ∼70 %.
Уменьшение тока IDS сенсоров при нанесении проб означает накопление отрицатель-

ного заряда на их поверхности. Такой заряд может быть связан как с формированием ком-
плексов антиген — антитело в результате специфичного взаимодействия VP40 и MKA,
так и взаимодействием MKA и сенсора с увеличением концентрации MKA в пробах.

На рис. 3 показан отклик сенсоров на пробы с MKA. Видно, что увеличение концен-
трации антител в пробах 10−15− 10−6 MKA вызывает отклик сенсоров в пределах ∼13 %,
что сравнимо с откликом сенсора на 10−6 VP40 (см. рис. 2). Это позволяет заключить,
что увеличение отклика сенсора, наблюдаемое на рис. 2 при последовательном нанесении
проб с VP40 и MKA, связано с формированием комплексов антиген — антитело. В пробах
10−6 MKA бо́льшая часть связей на поверхности сенсора задействована именно на спе-
цифическую реакцию VP40 и MKA. Действительно, неспецифичное взаимодействие MKA
и сенсора легко разрушить, например, промыванием в PBS. Как показали исследования,
после нанесения пробы 10−3 с концентрацией MKA, существенно превышающей концен-
трацию VP40, при последующем промывании в PBS отклик сенсора составляет∼72 %, т. е.
практически восстанавливается до уровня в пробе 10−6 MKA (∼70 %) с NVP40 ≈ NMKA.
Кроме того, нанесение проб с сывороткой крови, содержащей более 100 различных бел-
ков, и повышение в широком диапазоне концентраций специфичных c-антител приводят
к незначительному (с 70–72 % до 77–81 %) увеличению отклика сенсоров. Поэтому из-
менение IDS сенсора в интервале 2500–4000 с на рис. 2 означает отсутствие фактически
свободных связей на поверхности сенсора с адсорбированными VP40.

Сыворотка крови с c-антителами при взаимодействии с VP40 должна также вызвать
существенное изменение сигнала сенсора IDS(t), так как она содержит более 100 различ-
ных и, важно подчеркнуть, специфичных белков. Внесение сыворотки после накопления
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значительного количества MKA на сенсоре и незначительная его реакция на временно́м

интервале 2500–4000 с (см. рис. 2) означает практически отсутствие свободных связей
между белками сыворотки крови и белком вируса Эбола VP40.

Заключение. Исследования показали, что НП КНИ-сенсоры на основе полевых тран-
зисторов могут использоваться для высокочувствительной индикации взаимодействия ви-
руса Эбола с антителами в реальном масштабе времени и специфичности их реакции.
Реакция специфичного взаимодействия VP40 и MKA (образование комплекса антиген —
антитело) даёт более выраженный отклик биосенсора, чем прямая адсорбция VP40 или
антител на поверхность сенсора. Отклик сенсоров для проб 10−6 VP40 и 10−6 MKA не

превышает 14 %. Максимальное значение отклика биосенсора с адсорбированным на по-
верхность белком VP40 на специфическое взаимодействие с моноклональными антителами
достигается при условии NVP40 ≈ NMKA и составляет для тех же проб порядка 70 %.

Индикация белков с помощью НП КНИ-сенсоров в исследуемых пробах осуществ-
ляется в реальном масштабе времени и составляет 200–300 с на пробу. Для сравнения
аналогичная индикация инфекционных агентов с помощью полимеразной цепной реакции

проводится десятки минут без учёта подготовительных работ [13]. Взаимодействие VP40
и MKA обладает высокой специфичностью. Поэтому КНИ-биосенсоры на основе таких

комплексов могут применяться для индикации вирусов не только в научных целях, но и в
практической медицине, а также для решения задач в области эпидемиологии.

Финансирование. Работа выполнена при поддержке Российского фонда фундамен-
тальных исследований (проект № 18-29-02091). Пробоподготовка проводилась в рамках
Государственного задания 11/16 отраслевой научно-исследовательской программы Роспо-
требнадзора на 2016–2020 гг. «Проблемно-ориентированные научные исследования в об-
ласти эпидемиологического надзора за инфекционными и паразитарными болезнями».
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