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Анализ нуклеиновых кислот остаётся актуальным направлением в развитии медицин-
ской диагностики. Современные ультрачувствительные диагностические системы позво-
ляют преобразовать специфичное взаимодействие при проведении анализа в аппаратно-
регистрируемый сигнал. Пример таких диагностических устройств— биосенсоры на осно-
ве КНИ (кремний-на-изоляторе) полевых транзисторов. В данной работы использовались
стеклянные поверхности (в качестве Si/SiO2-поверхности КНИ-биосенсора) для оптимиза-
ции и апробации всех этапов анализа. Продемонстрирована эффективная иммобилизация
электронейтральных аналогов олигонуклеотидов на Si/SiO2-поверхность после активации
Si-OH групп 3-глицидоксипропилтриметоксисиланом или карбонилдиимидазолом. В усло-
виях низкой концентрации соли и при её отсутствии показана возможность детекции РНК-
мишени на модельных стеклянных поверхностях в режиме параллельного анализа. Про-
демонстрированы регенерация Si/SiO2-поверхности сенсоров для проведения повторного
анализа, а также стабильность сенсоров при длительном хранении.
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Введение. Современные тенденции развития медицины лежат в области её персо-
нализации: лечения, диагностики и мониторинга пациентов. Процедура диагностики в
условиях медучреждений и на дому требует создания устройств, не уступающих по ха-
рактеристикам тестам, выполненным на специализированном лабораторном оборудовании
высококвалифицированными специалистами. Такие устройства, к которым в настоящее
время относят современные биосенсоры [1], должны удовлетворять определённым требо-
ваниям: минимально возможный объём исследуемого образца, быстрый ответ, простота
использования, автоматическая подстройка, высокая точность, воспроизводимость анали-
за. Для создания высокотехнологичных диагностических биосенсоров используют большое
количество трудоёмких и дорогостоящих операций [2]. При этом, кроме непосредственно
получения биосенсора, необходимо детально отработать все этапы анализа. В связи с этим
возникают вопросы о модельной системе, которая позволит сымитировать и этапы анали-
за, и последующую апробацию на диагностическом биосенсоре.

Ранее [3] с помощью биосенсора, созданного на базе полевых транзисторов кремний-
на-изоляторе (КНИ), мы показали принципиальную возможность выявления анализируе-
мой нуклеиновой кислоты (НК-мишени). Данная система детекции основана на изменении
проводимости сенсора за счёт изменения заряда на его поверхности и в непосредственной

близости. Заряд изменяется при образовании гибридизационного комплекса между неза-
ряженным олигонуклеотидом (ОН-зондом), иммобилизованным на поверхность сенсора, и
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Таб л иц а 1

Структура комплексов ОН-зонд/РНК-мишень и их стабильность (Tпл,
◦C)

в деионизированной воде (1) и низкосолевых условиях (10 мМ KРВ, pH 7,5) (2)

Обозначение ОН-зонд/РНК-мишень Tпл (1) Tпл (2)

ФГ1/M1
5′GUCUUCCUUCUCCGCUU – (СН 2)6 – NH2

CAGAAGGAAGAGGCGAAGCGGAG – FAM 5′
67 82

ФГ2/M2
5′UAACCGAUUUCAGAUUU – (СН 2)6 – NH2

AUUGGCUAAAGUCUACCACGAUC – FAM 5′
53 63

ФГ3/M3
5′GCCAGCUGCACAUGCUU – (СН 2)6 – NH2

CGGUCGACGUGUACGGCGUCCGG – FAM 5′
73 70

Примечание: полужирным шрифтом выделены последовательности фосфорилгуанидино-
вых олигонуклеотидов, содержащих модифицированные звенья∗, курсивом — 2′-OMe-
рибоолигонуклеотиды

* — фрагмент остова ФГ ОН,
B — азотистое основание

анализируемой НК-мишенью. Подобного рода биосенсоры известны, и, как правило, для их
создания применяют пептидилолигонуклеотиды [4] и морфолиновые олигонуклеотиды [5],
синтез которых нетривиален, трудо- и ресурсозатратен. Впервые [3] использовались элек-
тронейтральные фосфорилгуанидиновые (ФГ) олигонуклеотиды (табл. 1), которые были
разработаны в Институте химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН

(совместно с ООО «НооГен», Россия). Существенное преимущество ФГ перед морфолино-
выми и пептидилолигонуклеотидами состоит в возможности получения в формате стан-
дартного рутинного твердофазного автоматического синтеза НК [6–8]. Таким образом,
если речь идёт о затратности и импортозамещении, то ФГ перспективны как зонды при
разработке биосенсорных устройств, в которых формирование специфического сигнала ас-
социировано с изменением локального заряда вблизи сенсорной поверхности.

Представленная работа посвящена изучению и оптимизации всех этапов анализа,
необходимых для создания КНИ-биосенсора: иммобилизации на кремниевую поверхность
ФГ-зондов (т. е. функционализация сенсорного элемента); последующей гибридизации
ФГ-зондов с анализируемой НК-мишенью; регенерации поверхности биосенсора для про-
ведения повторного анализа. В рамках данной работы предложено использовать стекло в
качестве имитации Si/SiO2-поверхности КНИ-биосенсора. На этой поверхности показаны
эффективное выявление НК-мишеней как в индивидуальном виде, так и в смеси (в том
числе при длительном хранении изготовленных чипов), а также возможность её многора-
зового использования. В конце апробированы все этапы анализа на КНИ-биосенсоре при
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выявлении модельных НК и продемонстрировано успешное выявление ФГ-зондами РНК-
мишеней (чувствительностью 10−12 моль) в воде и/или низкосолевых условиях.

Материалы и методы. В данной работе использовали 3-глицидоксипропилтримето-
ксисилан (ГОПТС), Tween-20, формамид (Aldrich Chemical Co. LLC); карбонилдии-
мидазол (КДИ) (AcrosOrganics); ацетонитрил (PanReac AppliChem); калий фосфатный
буфер (KPB, pH 7,5) (10 мМ K2HPO4, 10 мМ KH2PO4, pH 7,4) (Росмедбио); ка-
лия бихромат, серную кислоту (Реахим); этиловый спирт (EtOH) (Кемеровская фар-
мацевтическая фабрика). Водные растворы приготовлены на основе деионизированной

H2O (18 МΩ). Флуоресцентно-меченые РНК-мишени М1–М3 синтезированы в ИХБФМ

СО РАН, 3′-аминосодержащие фосфорилгуанидиновые олигонуклеотиды ФГ1–ФГ3 синте-
зированы ООО «НооГен».

Иммобилизацию ОН на сенсорную поверхность проводили двумя способами:
на основе активации Si-OH групп 3-глицидоксипропилтриметоксисиланом (ГОПТС-
методика I) и карбонилдиимидазолом (КДИ-методика II) с последующим присоединени-
ем 3′-аминосодержащего ФГ в ручном режиме и на поверхность эпоксисилановых стёкол
(EpoxySlides, TekdonInc., США) размерами 75×25×1 мм методом автоматической контакт-
ной печати. В ручном режиме поверхность стёкол (Corning, США) размерами 75 × 25 мм
толщиной 0,96–1,06 мм 15 мин обрабатывали 15 мл 10 %-ным бихроматом калия в концен-
трированной серной кислоте, отмывали H2O (3×10 мл) и EtOH (1×10 мл), выдерживали
24 ч в растворе 5 %-ного ГОПТС в спирте или 1 %-ного КДИ в ацетонитриле (10 мг/мл),
промывали спиртом или ацетонитрилом соответственно (3×10 мл) и высушивали на возду-
хе. Далее ОН ФГ1–ФГ3 (0,33 мкл на точку) вручную раскапывали на Si/SiO2-поверхность.
Стёкла помещали в чашку Петри на водяную подушку. Через 20 ч стёкла отмывали H2O
(2 × 10 мл), EtOH (2 × 10 мл) и ацетонитрилом (1 × 10 мл), высушивали на воздухе.
КНИ-биосенсоры получали согласно способу (II).

На поверхность эпоксисилановых стёкол (TekdonInc., EpoxySlides, США) размера-
ми 75 × 25 × 1 мм методом автоматической контактной печати (согласно протоколу
BioRadBioOdysseyCalligrapher, США) добавляли олигонуклеотиды ФГ1–ФГ3 (1 нл из

5 × 10−5 М на точку), отмывали H2O (3 × 5 мл). Точку печати каждого зонда дубли-
ровали. Все стёкла и КНИ-биосенсоры использовали сразу или хранили на воздухе при
+4 ◦C в темноте.

Гибридизационный анализ иммобилизованных ОН-зондов с НК-мишенью.
На Si/SiO2-поверхность добавляли 10 мкл анализируемой смеси (5 мкл/см2), содержащей
НК-мишень (10−5–10−7 М) в H2O или в 10 мМ KРВ (pH 7,5), 0,125 % Tween-20 и (если
оговорено) формамид (5–20 %). Смесь инкубировали 30 мин при комнатной температуре,
отмывали H2O (3×1 мл). Интенсивность флуоресценции на стекле фиксировали лазерным
сканером PerkinElmerScanArrayExpress (PerkinElmer, США).

Для денатурации гибридизационного комплекса стёкла после анализа выдерживали

при 60 ◦C в 50 мл раствора 10 мМ KРВ, содержащего 20 % EtOH, 1 % Tween-20, через 1 ч
стёкла отмывали EtOH (3 × 5 мл), высушивали на воздухе и использовали повторно.

В случае КНИ-биосенсора на его поверхность, ограниченную инертным пластиковым
цилиндром высотой 5 мм, наносили раствор НК-мишени (10−5 М) в воде или 10 мМ
KРВ. Записывали вольт-амперные характеристики каждой проволоки. Для этого пода-
вали развёртку напряжения от 0 до 30 В с шагом 1 В через каждые 0,3 с и фиксировали
модуляцию тока через проволоку с помощью пиковольтамперметра KEITHLEY 6430.

Результаты и обсуждение. При разработке диагностических НК-биосенсоров клю-
чевыми этапами являются функционализация сенсорного элемента (или иммобилизация
олигонуклеотидных ОН-зондов) и последующее формирование комплекса между иммоби-
лизованным ОН-зондом и анализируемой нуклеиновой кислотой (НК-мишенью). Открытая
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поверхность КНИ-элемента представляет собой кремниевую проволоку, которая располо-
жена на изоляторе между контактными областями стока/истока и, как правило, покрыта
естественным или специально сформированным слоем SiO2. Поэтому стеклянная поверх-
ность была предложена как модельная, имитирующая Si/SiO2-поверхность кремниевой
микропроволоки. В качестве анализируемых мишеней были выбраны фрагменты диагно-
стически значимых РНК (М1–М3, см. табл. 1). Мишень М1 соответствовала фрагменту
WHSC2 (NELFA) (компонент фактора негативной регуляции элогации РНК полимераз-
ной II),М2 — фрагменту hsa-miR-29a-3p (микроРНК, участвующей в регуляции ключевых
клеточных процессов) [9],М3 — фрагменту hsa-miR-451a (микроРНК, регулирующей диф-
ференцировку эритроцитов в норме) [10]. Для разработки эффективного микропроволочно-
го биосенсора необходимо оптимизировать условия его функционализации, позволяющие
минимизировать заряд на поверхности проволоки [11]. Отработку условий функционали-
зации сенсорного элемента проводили на примере электронейтральных олигонуклеотидов

ФГ1–ФГ3, комплементарных РНКМ1–М3, содержащих на 5′-конце флуоресцентную метку
(см. табл. 1). Процесс функционализации валидировали по флуоресцентному сигналу зоны
нанесения положительного контроля иммобилизации, в качестве которого выступал неком-
плементарный ОН, содержащий флуоресцентную метку (5′-FAM-CCTCGACTACGG).

В данной работе для иммобилизации ОН на Si/SiO2-поверхность использовалось
два подхода: первый основан на активации Si-OH групп 3-глицидоксипропилтримето-
ксисиланом с последующим присоединением 3′-аминосодержащего ФГ, во втором в каче-
стве активатора применяли карбонилдиимидазол. В случае силановой химии на Si/SiO2-
поверхности образуется слой толщиной 1–10 нм [12]. Использование КДИ обеспечивает

более короткий линкер между поверхностью и иммобилизованным ОН. Данный факт име-
ет особое значение при конструировании биосенсора, так как существует понятие «деба-
евский радиус экранирования», который описывает расстояние распространения заряда
в проводящих средах и зависит от ионной силы раствора (составляет порядка 10 нм для
стандартных буферных условий [13]). В таком случае для достоверной регистрации НК-
мишени необходимо минимизировать расстояние между поверхностью микропроволоки и

анализируемой молекулой и/или уменьшить ионную силу раствора. Оба подхода должны
были обеспечить необходимое расстояние между анализируемым комплексом и поверхно-
стью сенсора. Следует отметить, что КДИ и ГОПТС с течением времени самопроизвольно
гидролизуются на воздухе и в воде, что позволяет избежать дополнительной стадии бло-
кирования.

Известно, что ионная сила раствора влияет на параметры «дебаевского радиуса экра-
нирования» поверхности [14]. Этот фактор может негативно сказываться на результате
анализа (повышение ионной силы снижает чувствительность и специфичность выявления
НК-мишени с помощью КНИ-биосенсора). Отсутствие заряда у иммобилизованного ФГ-
зонда позволяет рассчитывать на образование гибридизационного комплекса в бессолевых

(деионизированная вода) и низкосолевых (КРВ) условиях. Предварительно методом тер-
мической денатурации было показано, что все ОН в этих условиях способны формировать
комплементарные комплексы с РНК (см. табл. 1). Стабильность комплементарных ком-
плексов варьировала от 53 ◦C (ФГ2/М2 в воде) до 82 ◦C (ФГ1/М1 в 10 мМ KРВ), т. е.
зависела от нуклеотидной последовательности комплекса. Это может объясняться образо-
ванием различных внутримолекулярных комплексов, а также стабильностью шпилечных
структур РНК-мишеней.

При иммобилизации на Si/SiO2-поверхность эпоксисилановых стёкол методом авто-
матической контактной печати, помимо специфичных ОН (ФГ1–ФГ3), наносили положи-
тельный (К+) и отрицательный (К−) контроли. Сигнал К+ не зависел от наличия или

отсутствия флуоресцентной РНК-мишени, сигнал К− демонстрировал отсутствие неспе-
цифических взаимодействий в зонах иммобилизации ОН. В трёх повторах были нанесены
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Рис. 1. Сканированные изображения стёкол после гибридизации в Н2О: с
флуоресцентно-меченой мишенью М1 (a), М2 (b), М3 (c) и смесью М1 и М3 (d)
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Рис. 2. Сканированные изображения стёкол: после гибридизации (a), дена-
турации в 20 % EtOH, 10 мМ KPB pH 7,5, 1 % Tween-20 (b) и повторной

гибридизации (c) мишени М3

ФГ и К+, К− — в шести. Видно, что в водных условиях все ФГ-зонды (ФГ1–ФГ3) спо-
собны успешно выявлять соответствующие им РНК М1–М3 (рис. 1, a—c), а также их
смеси (например, М1 и М3 (рис. 1, d)) в режиме параллельного анализа. В ряде случаев
при комнатной температуре наблюдали сигнал от неспецифического НК/НК-связывания,
полностью нивелировать данный эффект удалось при добавлении формамида (5–20 %) в
гибридизационную смесь.

Для демонстрации возможности регенерации и повторного использования Si/SiO2-
поверхности, а впоследствии и КНИ-транзисторов был проведён поиск условий денатура-
ции сформировавшегося комплекса зонд/мишень. Полное удаление мишени (т. е. разруше-
ние НК-дуплексов и отсутствие сигнала) наблюдали после обработки Si/SiO2-поверхности
раствором, содержащим 20 % EtOH/10 мМ KPB, pH 7,5/1 % Tween-20. Стабильность свя-
зи ОН-зонда с поверхностью контролировали по интенсивности сигнала К+. Было успешно
проведено три раунда анализа (гибридизация— денатурация— повторная гибридизация).
Видно (рис. 2), что для ФГ3 наблюдается интенсивный сигнал при повторной гибридиза-
ции. Следует отметить высокую стабильность сенсорной поверхности с иммобилизованны-
ми ФГ-зондами. Эффективность гибридизационного анализа не снижалась по истечении
3 месяцев с момента изготовления биосенсорной поверхности.

Таким образом, все этапы гетерофазного гибридизационного анализа исследованы
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Рис. 3. Зависимость стокозатворных характеристик микропроволочного тран-
зистора (3 мкм) с иммобилизованным ФГ1-зондом до и после гибридизации

с М1-мишенью в зависимости от зоны: a — контрольная зона без зонда,
b — полностью комплементарный зонд

на Si/SiO2-поверхности, имитирующей поверхность кремниевой микропроволоки, в це-
лях их дальнейшей апробации на КНИ-биосенсоре. Подобраны условия функционализации
Si/SiO2-поверхности и формирования слоя ФГ-зондов, оптимизированы условия выявления
мишеней, показано повторное использование сенсорной поверхности.

На заключительном этапе был использован прототип биосенсорного устройства на

основе КНИ-транзисторов, содержащий 12 сенсорных элементов (проволоки размерами
10 × 3 мкм), на которые иммобилизовали вышепредставленные ФГ-зонды. При проведе-
нии гибридизационного анализа были определены стокозатворные характеристики каж-
дой проволоки по аналогии с работой [3]. Гибридизация иммобилизованного ФГ1-зонда с
РНК-мишенью М1 (10−12 М) меняет отклик сенсора (рис. 3, b) по сравнению с сигналом
сенсорного элемента без ОН-зонда (рис. 3, a). При этом линии стокозатворных характери-
стик остаются параллельными друг другу (см. рис. 3, b). Непараллельное смещение сто-
козатворных характеристик (см. рис. 3, a) свидетельствует о неспецифической сорбции
компонентов гибридизационной смеси на поверхность кремниевой проволоки, поскольку
изменение её состояния происходит в процессе увеличения подаваемого напряжения. За-
метим, что в отличие от проточных реакторов, имеющих накопительный эффект, скорость
и эффективность гибридизации в нашем случае в большей степени определяются диффузи-
ей. Поэтому продемонстрированная здесь пикомолярная чувствительность по отношению
к мишени может быть сопоставима с уровнями фемтомолярных концентраций для про-
точных реакторов [5]. Таким образом, показана возможность выявления маркерных фраг-
ментов микро- и матричных РНК, ассоциированных с немелоклеточным раком лёгкого,
с использованием КНИ-биосенсора и после проработанных этапов анализа на стеклянной
поверхности.

Заключение. В рамках данной работы продемонстрировано использование стеклян-
ной поверхности в качестве имитации Si/SiO2-поверхности КНИ-биосенсора. Проведены
исследования на модельной валидированной системе, которая позволила сымитировать
все этапы анализа для их детальной проработки и последующей апробации на диагности-
ческом КНИ-биосенсоре. Разработанная система гетерофазного гибридизационного анали-
за на стеклянных чипах с использованием незаряженных фосфорилгуанидиновых анало-
гов нуклеиновых кислот успешно адаптирована на КНИ-биосенсор с чувствительностью
10−12 М.
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