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В данной работе мы представляем оригинальный КМОП-совместимый метод изготовления сен-
сорной системы на основе полевых транзисторов с каналом-нанопроводом и показываем результаты
использования этой системы для количественного определения концентрации тиреотропного гор-
мона (ТТГ) в модельной сыворотке крови. Метод изготовления основан на использовании процесса
реактивно-ионного травления верхнего слоя кремния на изоляторе через маску, сформированную
с помощью электронно-лучевой литографии. Принцип детектирования основан на регистрации
изменения проводимости канала транзистора при селективном взаимодействии определяемого
вещества со специфическими биомолекулами на его поверхности. Были изготовлены полевые
транзисторы с каналом-нанопроводом шириной 70−90 нм и длиной 3−5 мкм с изолирован-
ными от контакта с окружающей жидкостной средой подводящими электродами. В качестве
модельного антигена использован белок — тиреотропный гормон гипофиза (ТТГ), в качестве
распознающих биомолекул использовали фрагменты специфических к ТТГ антител, ориентировано
иммобилизованных на поверхности нанопроводов. Были исследованы условия биоспецифических
взаимодействий антител с ТТГ. Предел обнаружения ТТГ составил 1 × 10−4 мкМЕ/мл, что
существенно лучше, чем у применяемых в настоящее время методов стандартного твердофазного
иммуноферментного анализа.

Ключевые слова : биосенсор, нанопровод, полевой транзистор, микрочип, кремний-на-изоляторе,
электронно-лучевая литография, сэндвич-иммуноанализ, наночастицы золота, тиреотропный гор-
мон.
УДК: 538.9, 538.91, 621.382.323, 655.226, 53.082.9, 543.9, 57.083.3, 571.27, 577.175.324.
PACS: 87.85.fk, 62.23.Hj, 81.07.Gf, 85.30.Tv, 81.16.Nd, 82.47.Rs, 87.14.Lk.

ВВЕДЕНИЕ

Сенсоры на основе полевых транзисторов с ка-
налом-нанопроводом обладают уникальными харак-
теристиками, такими как малый размер, высокая
чувствительность, простота массового производства,
универсальность и сравнительно низкая себесто-
имость [1–3]. Они нашли свое применение при
анализе распределения электрического потенциала
в различных объектах [4–6], для детектирования
неорганических молекул в газах [7], мониторинге
загрязненности воздуха [8] и для распознавания
отдельных молекул ДНК [9], белков [10] и виру-
сов [11].
Научные исследования при разработке биосенсо-

ров на основе полевых транзисторов затрагивают
область поиска различных наноматериалов (кремни-
евых нанонитей, графена [12, 13] и дихалькогенидов
переходных металлов [14–16]), необходимых для
производства полевых транзисторов, а также направ-
лены на развитие высокотехнологических процессов
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при их изготовлении. По сравнению с химически
выращенными сенсорными элементами [1, 5, 8, 11]
особенный интерес для исследователей в настоящее
время представляют нанопровода, изготовленные из
материала кремний-на-изоляторе (КНИ) стандарт-
ными методами, используемыми в современной на-
ноэлектронике: электронной литографии и травле-
нии [2, 17–21]. Такая технология имеет большие
перспективы вследствие возможности быстрой ин-
теграции сенсоров в портативные тестовые системы
для использования в клинической лаборатории, при
тестировании на месте оказания первой медицинской
помощи или в полевых условиях [22].
Биосенсорные системы на основе полевых тран-

зисторов с каналом-нанопроводом представляют со-
бой мощную диагностическую платформу благода-
ря возможности проведения диагностики в режиме
реального времени [23] с высокой чувствительно-
стью, специфичностью и не требующей введения
дополнительных меток [24, 25]. Поэтому актуаль-
ной задачей является создание таких биосенсоров
для быстрого и точного определения биологиче-
ски активных соединений, онкомаркеров и гормонов
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для ранней диагностики онкологических заболева-
ний [17, 26–29]. В ближайшей перспективе наиболее
обширной нишей применения подобных сенсоров
останется область лабораторной диагностики, в том
числе с возможностью индивидуального примене-
ния [30]. Особенно это касается заболеваний, ди-
агностика и контроль лечения которых зависят от
определения или мониторинга очень низких кон-
центраций характеристического маркера. Например,
в случае врожденного гипотериоза в сыворотке крови
больных фиксируется низкий уровень тиреотропного
гормона (ТТГ) или его полное отсутствие и предел
обнаружения метода должен быть ниже предельного
нижнего значения диапазона концентраций данного
гормона [31]. Поэтому существует необходимость
разработки простого ультрачувствительного метода
анализа ТТГ.
ТТГ характеризует нормальную работу щитовид-

ной железы [32, 33]. Отклонения от нормы в область
высоких или низких концентраций свидетельству-
ют о наличии серьезных заболеваний. ТТГ явля-
ется гликопротеном с молекулярной массой около
30 000 Да. Он синтезируется в гипофизе и участ-
вует в регуляции продукции основных тиреоидных
гормонов (T3 и T4). Сегодня ТТГ является наи-
более чувствительным маркером уровня продукции
тиреоидных гормонов и количественное определение
его концентрации в сыворотке крови в комплек-
се с другими клинико-лабораторными показателями
определяет лечебно-диагностическую тактику при
заболеваниях щитовидной железы [34].
В настоящей работе мы представляем оригиналь-

ный технологический метод изготовления сенсорной
системы на основе полевых транзисторов с кана-
лом-нанопроводом для количественного определения
концентрации тиреотропного гормона в модельной
сыворотке крови. Данный метод является полно-
стью КМОП- (комплементарный металл-оксид-полу-
проводник) совместимым и основан на стандартных
процессах, используемых в современной микроэлек-
тронике, таких как фото- и электронная литография,
реактивно-ионное травление, напыление тонких пле-
нок.
В качестве распознающих элементов биосенсора

были использованы фрагменты высокоаффинных мо-
ноклональных антител к ТТГ, иммобилизованные на
поверхности канала-нанопровода в процессе химиче-
ской модификации его поверхности. Они способны
селективно связываться с определяемым гормоном
(аналитом) как в буферном растворе, так и в ре-
альных образцах биологической жидкости, например
сыворотке крови. Взаимодействие антител и аналита
изменяет поверхностный потенциал полупроводни-
кового канала-нанопровода, вызывая модуляцию его
проводимости, которую регистрируют детектирую-
щей системой.

1. МЕТОДИКА ИЗГОТОВЛЕНИЯ ОБРАЗЦОВ

Процесс изготовления основного элемента систе-
мы — наноразмерного сенсора на основе полевого
транзистора с каналом-нанопроводом — опирается на
ранее проведенные исследования [6, 17, 21, 35, 36].
Суть этого процесса заключается в формировании
структуры в верхнем монокристаллическом слое

кремния пластины кремния на изоляторе методом
реактивно-ионного травления (РИТ) через маску,
сформированную с помощью электронно-лучевой ли-
тографии. В этой работе мы подробно описываем
все основные этапы формирования структуры, ко-
торые были существенно оптимизированы с целью
повышения надежности и воспроизводимости изго-
тавливаемых биосенсоров.
Для изготовления экспериментальных структур,

использовались коммерчески доступные пластины
КНИ фирмы Soitec R©, созданные по технологии
UniBond с толщиной верхнего слоя кремния 110 нм
и изолирующего промежуточного слоя термического
оксида 200 нм. Толщина поддерживающей крем-
ниевой подложки составляла 750 мкм. Ориентация
кремния — <100>, легирование — p-типа/бор,
удельное сопротивление 8.5−12 Ом · см. Перед нача-
лом работы поверхность пластины полностью очища-
лась в 32%-м растворе NH4FHF, который смывали
протоком деионизованной воды. После этого пласти-
на выдерживалась более суток в сухой и чистой
атмосфере до образования однородного естественно-
го защитного окисла на поверхности кремния [37].
Использовались кусочки пластин КНИ размером
12 × 12 мм2, на каждом из которых одновременно
изготавливались по 4 одинаковых образца (чипа).

Формирование центральной части образца
и увеличение толщины диэлектрика на всей по-
верхности образца
На первом этапе из верхнего слоя кремния

в центре чипа вырезалась предварительная макро-
размерная структура для последующего формиро-
вания в ней наноразмерных каналов сенсора. Эта
структура представляла собой квадрат, размером
∼ 100 × 100 мкм2, из которого в область до
240 × 240 мкм2 выходили дорожки, рисунок ко-
торых соответствовал планируемому расположению
металлических транспортных контактных линий на
чипе (рис. 1, а). Для изготовления этой предвари-
тельной структуры использовалась позитивная ре-
зистная маска, сформированная из двух слоев элек-
тронного резиста на основе полиметилметакрилата
ПММА (A4,MCC -Microchem) суммарной толщиной
∼ 400 нм. Слои поочередно наносились методом цен-
трифугирования и высушивались на горячей плитке
при температуре 160◦С. Засветка рисунка произ-
водилась в глубоком ультрафиолетовом излучении
(λ = 200 нм) с помощью кварцевого фотошабло-
на по всей поверхности образца, за исключением
центральных областей. Незакрытые маской участки
кремниевого слоя удалялись до нижележащего слоя
оксида кремния (рис. 2, а) с помощью анизотропного
реактивно-ионного травления во фторсодержащей
плазме (SF6, 0.2Па, 50Вт). Длительность процес-
са контролировалась методом лазерной рефлекто-
интерферометрии.
Затем происходило увеличение толщины диэлек-

трика на всей поверхности образца, за исключением
центральной его части (рис. 1, б, рис. 2, б) для
дополнительной изоляции транспортных контактных
линий от проводящей кремниевой подложки из-за
несовершенства диэлектрического слоя КНИ. Про-
цедура минимизировала паразитные токи утечки
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Рис. 1. Изображение в оптическом микроскопе (а) предва-
рительной макроразмерной кремниевой структуры в цен-
тральной части образца; (б) дополнительные слои SiO∗

2
(обозначены символом ∗) для изоляции транспортных
контактных линий от проводящей кремниевой подложки;
(в, г) схематическое изображение структуры на этих эта-

пах

между проводящими линиями и управляющим элек-
тродом (затвором) — подложкой. Пластины КНИ
с более толстым слоем изолирующего диэлектрика
не использовались, поскольку существенно умень-
шали емкость между управляющим электродом (под-
ложкой) и каналом транзистора, что, в свою очередь,
требовало приложения больших напряжений для
управления транзистором. Утолщение производилось

тремя последовательными нанесениями диэлектриче-
ских слоев оксида кремния толщиной по 200 нм на
всю поверхность образца, за исключением централь-
ных областей размером ∼ 150 × 150 мкм2, которые
перед каждым напылением закрывались стандартной
двухслойной резистной маской на основе ММА—
МАА/ПММА толщиной ∼ 500 нм. В этом случае
сушка слоев происходила при температурах 180
и 160 ◦С, соответственно. Оксид кремния наносил-
ся методом высокочастотного (ВЧ) магнетронного
распыления в атмосфере чистого кислорода при
давлении 2×10−3 мбар со скоростью около 0.2 нм/с.
При использовании такого метода нанесения ди-

электрической пленки из-за попадания распыляемого
материала на вертикальную часть маски и невоз-
можности его полного удаления вместе с ней на
границе дополнительных слоев оксида кремния мо-
гут оставаться достаточно высокие вертикальные
стенки («заборы»). При дальнейшем формировании
металлических транспортных контактных линий на
чипе такие артефакты нарушают сплошность метал-
лического слоя, наносимого поверх дополнительной
изоляции, и, соответственно, приводят к потере его
проводимости. Для преодоления возникающих про-
блем был разработан метод выравнивания границы
дополнительных слоев SiO2: на образце еще раз
формировалась резистная маска на основе двух слоев
ПММА, в которой в месте расположения границы
дополнительных изолирующих слоев засвечивались
окна над сформированными ранее кремниевыми до-
рожками, выходящими из центральной части об-
разца в область до 240 × 240 мкм2 (рис. 3, а).
Через эти окна в 32% растворе NH4FHF про-
исходило стравливание острых стенок («заборов»)
(рис. 3, в, рис. 3, б, в). Предварительно сформиро-
ванная кремниевая дорожка служила «стоп слоем»
в этом процессе. Одновременно происходила очистка
кремния от естественного оксида, что обеспечива-
ло в конечном счете надежное соединение между
металлическими контактами площадками и рабочим
слоем кремния. В результате выполненных операций
в центральной части образца оставалась открытой
область верхнего слоя кремния пластины КНИ раз-
мером ∼ 100 × 100 мкм2, с выходящими из нее
кремниевыми дорожками, а вся остальная поверх-
ность образца была покрыта слоем оксида кремния
суммарной толщиной ∼ 0.8 мкм2.

Формирование кремниевого нанопровода-канала
транзистора
Изготовление основного чувствительного элемен-

та полевого транзистора — кремниевого канала-
нанопровода — производилось с помощью реактивно-
ионного травления (РИТ) через маску, сформирован-
ную методами электронно-лучевой литографии. Экс-
понирование рисунка нанопроводов в центральных
областях чипа происходило с помощью электронного
литографа (сканирующий электронный микроскоп
«Supra-40» Carl Zeiss c литографической приставкой
«ELTHY Quantum» Raith). Для формирования струк-
туры нанопроводов, требующей литографии высокого
разрешения, использовались токи пучка ∼ 20 пА
при ускоряющем напряжении ∼ 20 кВ. Более гру-
бые рисунки подводящих элементов экспонировались
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Рис. 2. Схематичное изображение основных этапов изготовления образца: (а) предварительная макроразмерная крем-
ниевая структура в центральной части образца; (б) дополнительные слои SiO∗

2 (обозначены символом ∗) для изоляции
транспортных контактных линий от проводящей кремниевой подложки; (в) удаление паразитных вертикальных стенок
на границе слоев диэлектрика; (м1–3) различные варианты изготовления маски для травления кремния: (м1) маска из
алюминия, сформированная с помощью позитивного резиста; (м2) маска из негативного резиста; (м3) двхуслойная маска
ПММА/HSQ; (г) маска для травления кремния; (д) формирование кремниевых нанопроводов методом реактивно-ионного
травления; (е) формирование металлических контактов; (ж) изоляция подводящих электродов; (з) корпусирование

и формирование контактов к держателю образца; (и) герметизация чипа для жидкостных измерений
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Рис. 3. Изображение в оптическом (а) и электронном (б)
микроскопах протравленных окон для формирования ров-
ной ступеньки на границе дополнительных диэлектриче-

ских слоев

при токе ∼ 250 пА. В качестве маски (рис. 2, г)
использовались как пленки из алюминия, так и слои
негативного электронного резиста.
В первом случае рисунок маски формировал-

ся в слое позитивного электронного резиста
ПММА950К (MCCA4) толщиной ∼ 200 нм.
Доза экспозиции составляла 270−300 мкКл/см2.
После проявления экспонированных участков рези-
ста (рис. 2,м1а), на образец наносился тонкий слой
(10 нм) алюминия в высоковакуумной установке
напыления L-560 (Leybold) методом электронно-
лучевого испарения. Неэкспонированные области
ПММА удалялись в ацетоне (lift-off). В результате
на поверхности образца оставался рисунок структу-
ры из алюминиевой пленки (рис. 2,м1в, рис. 4), со-
ответствующий открытым (экспонированным) участ-
кам резиста. Во втором случае для формирования
маски использовался негативный резист ma-N 2403
толщиной 300 нм. Резистный слой с рисунком
структуры экспонировался электронным лучом с до-
зой 150 мкКл/см2, а затем проявлялся в течении
30 с в специальном проявителе ma-D525, в кото-
ром неэкспонированные участки резиста удалялись
(рис. 2,м2). В результате на поверхности образца

1 мкм

Рис. 4. Изображение в электронном микроскопе маски
из алюминия

оставался рисунок структуры из резиста, соответ-
ствующий проэкспонированным участкам резистного
слоя. Также было опробовано использование элек-
тронного негативного резиста высокого разреше-
ния XR-1541-002 на основе водород-силсесквиоксана
(Hydrogen silsesquioxane — HSQ). Особенность этого
резиста заключается в особой стойкости к травлению
после экспонирования, поэтому для его удаления
с поверхности кремния после процесса РИТ нано-
сился подслой другого резиста (рис. 2,м3а), в нашем
случае это ПММА950К (MCCA4). Оптимальные
толщины для такой маски равнялись 10 нм HSQ
и 400 нм ПММА, доза экспозиции составляла
величину 250 мкКл/см2. Рисунок проявлялся в спе-
циальном проявителе MF-CD-26 в течение 60 с
(рис. 2,м3в).
Алюминиевая пленка обладает большей стойко-

стью к воздействию плазмы при переносе рисунка
в низлежащий слой кремния по сравнению с резист-
ным слоем, но использование маски из негативного
резиста позволяет исключить этап вакуумного на-
пыления, что сокращает количество операций, необ-
ходимых для изготовления образцов. Кроме того,
использование маски из негативного резиста позво-
ляет избежать возникновения различных дефектов
на границе рабочего слоя кремния и изолирующе-
го оксида [38], образующихся за счет тормозного
рентгеновского излучения при формировании алюми-
ниевой маски методом электронно-лучевого испаре-
ния. Однако меньшая стойкость негативных резистов
к воздействию плазмы приводит к необходимости ис-
пользования более толстых резистных слоев, а в слу-
чае использования высоко разрешающего резиста
HSQ необходимо проведение дополнительного про-
цесса реактивно-ионного травления в кислородной
плазме для переноса проявленного рисунка в допол-
нительный низлежащий слой ПММА (рис. 2,м3–4).
Резюмируя, можно сказать, что традиционное ис-
пользования алюминиевой маски приводит к более
стабильным и воспроизводимым результатам.
Тонкопленочные структуры из алюминия или из

негативного резиста использовались в качестве мас-
ки в последующем процессе анизотропного реак-
тивно-ионного травления во фторсодержащей плазме
(SF6, 0.2Па, 50Вт, установка RDE-300 Alcatel): неза-
крытые маской участки кремниевого слоя удалялись
до нижележащего слоя SiO2 (рис. 2, д, рис. 5).
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Рис. 5. Изображение в электронном микроскопе протрав-
ленной кремниевой структуры: (а) группы нанопроводов
с центральной части чипа, (б) отдельного нанопровода

длиной 4 мкм и толщиной 90 нм

Длительность процесса контролировалась методом
лазерной рефлектоинтерферометрии. Поскольку пло-
щадь поверхности образца, с которой травлением
удалялся кремниевый слой, была небольшой и точ-
ное позиционирование лазерного луча (диаметром
∼ 1.5 мм) на открытых участках кремния было
затруднительным, для контроля процесса травле-
ния использовались специальные образцы-свидетели
(reference sample) с большой площадью открытой
поверхности верхнего слоя кремния пластины КНИ.
В качестве таких образцов оптимальным было ис-
пользование новых пластин КНИ, являющихся заго-
товками для следующей серии образцов, на которых
одновременно проходил первый процесс формиро-
вания предварительной макроразмерной структуры
центральной части образца (рис. 2, а). После трав-
ления остатки алюминиевой маски удалялись в сла-
бощелочном растворе КОН, который не затрагивал
структуры из кремния. В случае использования
негативных резистов удаление остатков маски про-
изводилось в ацетоне. Фотографии протравленных
структур в электронном микроскопе показаны на
рис. 5, в центральной части образца изготавливались
по 6 транзисторов с длиной нанопровода 3−5 мкм
и шириной 70−90 нм.
Формирование металлических контактных пло-

щадок и их изоляция от воздействия жидкостной
среды
Для изготовления контактных площадок к крем-

ниевому слою использовалась как оптическая,
так и электронная литография по аналогичному
двухслойному позитивному электронному резисту

ММА-МАА/ПММА, как и при формировании ди-
электрических слоев на начальных этапах изготов-
ления образца. Резистный слой с рисунком крупных
контактных площадок экспонировался УФ излучени-
ем (λ = 200 нм) через соответствующий кварцевый
фотошаблон. В центральной части чипа размером
∼ 100×100 мкм2 для формирования контактных пло-
щадок использовалась электронная литография, поз-
воляющая точно (∼ 30 нм) совместиться с уже обра-
зованной в кремниевом слое структурой (рис. 2, е).
В качестве материала для контактных площадок
использовались металлические пленки из титана, на-
несенные методом магнетронного напыления (разряд
Ar, 1.2×10−2 мбар, 400Вт, установка Z-400 LeyBold).
В месте контакта металла со слаболегированным
кремнием образовывались барьеры Шоттки, которые
не оказывали влияния на основные характеристики
транзисторов. Их величина для титана в случае
электронной проводимости составляет 0.28 эВ [20].
Фотографии образца на этом этапе изготовления
представлены на рис. 6.
Изоляция токопроводящих Ti электродов от кон-

такта с жидкостной рабочей средой осуществлялась
в нескольких процессах. Вся поверхность образца,
за исключением контактных площадок по краям
и центральных областей с кремниевыми структу-
рами транзисторов, покрывалась тремя слоями ди-
электрика оксида кремния толщиной по 200 нм
методом магнетронного напыления. Для каждого
слоя подготавливалась отдельная резистная маска,
которая полностью закрывала Ti электроды, при-
чем каждый следующий слой маски имел большую

1 мкм00

2 мкм

а

б

Рис. 6. Изображение в оптическом (а) и электронном (б)
микроскопе нанопороводов с металлическими контактами
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площадь покрытия. Литография выполнялась анало-
гично вышеописанному образом: при формировании
рисунка структуры поверхность образца с резистным
слоем вначале засвечивалась оптическим методом,
а в центральной его части экспонирование резиста
происходило с помощью электронной литографии
(рис. 2,ж, рис. 7). Многослойное покрытие обес-
печивало более надежную изоляцию металлических
проводящих проводов от жидкостной среды — один
слой не всегда получался сплошным из-за отсутствия
идеально чистых условий при изготовлении образ-
цов.
Далее готовые образцы помещались в специ-

альный керамический держатель, контакты кото-
рого соединялись тонкой алюминиевой проволокой
(∼ 30 мкм в диаметре) с незакрытыми диэлектриком
участками контактных площадок на чипе с помощью
ультразвуковой пайки («Wedge Wire Bonder 7476»,
West Bond, рис. 2, з). Изоляция открытых проводов
и контактов от жидкости производилась с помощью
силиконового герметика (рис. 2,и). Таким образом,
без дополнительной изоляции оставались только
каналы-нанопровода и небольшие участки истока
и стока транзисторов, поверхность которых покры-
вал естественный слой оксида кремния толщиной
∼ 2 нм. Такая конструкция образцов позволяла про-
водить измерения отклика наноразмерных сенсоров
при воздействии исследуемого аналита практически
только на канал транзистора. Вклады контактного

а

б

20 мкм

1 мкм

Рис. 7. Изображение в электронном микроскопе централь-
ной части (а) образца, контактные площадки которого
полностью покрыты слоем изолирующего диэлектрика
и увеличенная фотография отдельного нанопровода (б)

длиной 3 мкм и толщиной 90 нм

сопротивления Ti—Si электродов истока и стока и со-
противления небольших открытых участков истока
и стока в суммарное сопротивление транзисторов
были незначительными (менее 1%) ввиду их малости
по сравнению с сопротивлением канала-нанопровода.

2. МОДИФИКАЦИЯ ПОВЕРХНОСТИ
НАНОПРОВОДА

Модификацию рабочей поверхности нанопровода,
предварительно обработанного кислородной плазмой,
проводили 0.2М раствором меркаптопропилтриме-
токсисилана (МПТМС) в сухом толуоле в течение
12 часов при температуре 80◦С. Затем нанопро-
вод промывали раствором толуола, метанола и ди-
стиллированной воды для удаления несвязавшего-
ся МПТМС. На рабочую поверхность нанопровода
наносили раствор золотых наночастиц диаметром
3−5 нм и выдерживали в течение двух часов.
Затем отмывали водой. Плотность и равномерность
покрытия золотыми наночастицами контролировали
с использованием сканирующего электронного мик-
роскопа [45].

Получение наночастиц диаметром 3−5 нм
Наночастицы золота (НЧЗ) со средним диаметром

5 нм готовили восстановлением золотохлористово-
дородной кислоты (III) борогидридом натрия в при-
сутствии ЭДТА (Этилендиаминтетрауксусная кисло-
та) [39]: 0.2мл свежеприготовленной 1% HAuCl4
и 0.5мл 0.2М карбоната калия добавляли к 45мл
0.3мМ ЭДТА при 40◦С при перемешивании. Затем
добавляли 0.125мл 0.5% борогидрида натрия и по-
лучали красно-коричневый золь с пиком поглощения
510 нм.

Получение фрагментов антител и их иммобили-
зация
Раствор моноклональных антител, специфичных

к ТТГ, диализовали в течение ночи против 0.01М
Na-фосфатного буфера (0.15М NaCl, 5mM ЭДТА,
рН 6.0). После этого добавляли 12 мг меркаптоэтил-
амина (МЭА) и инкубировали в течение 1.5 ч при
температуре 37◦С. Разделяли на колонке «Sephadex-
G25» в буфере с ЭДТА. Процесс получения фраг-
ментов антител контролировали с использованием
методов SDS−электрофореза, который проводили по
стандартной методике [40] в 9% геле. При прове-
дении электрофореза был использован буфер для
нанесения образца, не содержащий меркаптоэтанол.
Полученные фрагменты антител иммобилизовали
на поверхности нанопроводов, покрытых золотыми
наночастицами, с использованием собственных тио-
ловых групп, образующихся в процессе расщепления
молекулы антитела на два одинаковых фрагмента,
содержащих одну тяжелую и одну легкую цепь, за
счет разрыва −S−S− связей между ними. Такой
метод иммобилизации позволяет избежать дополни-
тельной модификации антител и дает возможность
ориентировано иммобилизовать антитела на поверх-
ности золота и сократить расстояние от активных
центров антител до поверхности нанопровода. Для
этого на поверхность нанопроводов наносили 1мкл
растворов фрагментов антител с концентрацией
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100 мкг/мл в 0.1М К−фосфатном буфере (pH= 7.4)
с добавлением 0.15М NaCl и инкубировали в те-
чение 1 ч при T = 37◦С, затем отмывали три раза
по 5мин в фосфатно-солевом буферном растворе, со-
держащем 0.1% Tween 20 (ФСБТ) от не вступивших
в реакцию антител. После иммобилизации прово-
дили блокирование свободных центров связывания
белков на поверхности нанопроводов для уменьше-
ния неспецифических реакций с помощью 1%-го
бычьего сывороточного альбумина (БСА) и 1%-го
казеина в ФСБ (1 ч, 37◦С).

3. МЕТОДИКА ИЗМЕРЕНИЙ

Структуры биосенсоров — полевых транзисторов
с каналом-нанопроводом — формировались в верх-
нем слое пластины КНИ. Кремниевая подложка
пластины использовалась в качестве основного за-
твора транзисторов с управляющим напряжением
от −7 В до + 7 В. Близкие друг другу вольт-
амперные и затворные характеристики транзисторов,
расположенных на одном чипе, позволяли установить
с помощью единого управляющего затвора их опти-
мальные рабочие точки.
Сигналы откликов биосенсоров на воздействие

биологической среды измерялись в режиме реально-
го времени после помещения капли раствора нужно-
го состава объемом ∼ 100 мкл на центральную часть
чипа. Слой герметика, покрывающий по периметру
чипа подводящие провода, служил своеобразным
ограничителем, препятствующим вытеканию капли
за пределы центральной части (∼ 2×2 мм2) образца.
В каплю раствора погружался AgCl электрод срав-
нения, который служил дополнительным затвором
для транзистора и использовался для подстройки
его рабочей точки и определения чувствительно-
сти к рН. Смена состава раствора осуществлялась
удалением исходной капли и помещением следующей
с требуемым составом. Процедура смены состава рас-
твора повторялась трижды для увеличения точности
воздействия.
Характерные зависимости транспортного тока I

транзисторов от напряжений на управляющих (ос-
новном и дополнительном) электродах показаны на
рис. 8, а. Выбранный режим измерения, проводи-
мый при низких транспортных токах транзисторов
и малых напряжениях смещения, исключал нагрев
нанопроводов [41] и обеспечивал максимальную
чувствительность сенсоров, которая реализуется в
подпороговой области полевого транзистора [35].
Отклики на внешние воздействия регистрирова-
лись одновременно двумя транзисторами-сенсорами.
Оба транзистора-сенсора, модифицированные оди-
наковым образом, демонстрировали синхронность
откликов (рис. 8, б) на внешнее воздействие.
Рабочие точки транзисторов устанавливались в об-

ластях значений транспортных и затворных напря-
жений, где отклики сенсоров имели примерно оди-
наковую величину. Установку рабочих точек тран-
зисторов было удобно производить по синхронному
измерению изменений рН. Метод синхронного из-
мерения по двум или более независимым каналам
может быть особенно полезен при низких уров-
нях сигналов от сенсоров. В таких случаях можно
применять корреляционный метод для выделения
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Рис. 8. Зависимость транспортного тока двух тран-
зисторов от напряжения на управляющих электродах:
красным и сиреневым цветом показаны зависимости от
напряжения на дополнительном затворе (Vref, электрод
сравнения) при фиксированном напряжении на затворе-
подложке Vg = 5.5 В, нижняя шкала; синий и зеленый —
зависимости от напряжения на затворе-подложке Vg при
фиксированном на напряжении дополнительном затворе
Vref = 700 мВ, верхняя шкала; Vsd = 100 мВ — напря-
жение исток—сток (а) и cинхронные отклики величины
транспортного тока двух транзисторов при добавлении
растворов ТТГ(1 мкМЕ/мл) и БСА (1 мг/мл) при фик-
сированном напряжении на затворе и дополнительном

электродах (б)

полезного сигнала, который позволяет «вычесть»
из измеряемых сигналов некоррелированные шумы
сенсоров.

4. РЕЗУЛЬТАТЫ

Лабораторные методы, применяемые в настоящее
время, основаны преимущественно на двух типах им-
муноанализа: конкурентном, используемом для опре-
деления гормонов или пептидов небольшого размера,
и сэндвич-методе, используемом для определения
более крупных белков (например, ТТГ) с различны-
ми детектирующими методами — оптическими, хе-
милюминесцентными, электрохимическими [42–44].
Все эти методы обладают рядом недостатков: необ-
ходимостью подбора пары высокоаффинных анти-
тел к неперекрывающимся антигенным детерминан-
там, необходимости введения дополнительных меток
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для детекции образовавшихся комплексов антиген—
антитело. Разработанный нами высокочувствитель-
ный метод с использованием полевых транзисторов
позволяет избежать указанных недостатков.
В данном биосенсоре были использованы фраг-

менты антител только одного моноклона, которые
распознают и селективно связываются с опреде-
ляемым антигеном. Равновесная константа обра-
зования комплекса антиген—антитело (константа
аффинности) для данного моноклона составляет
(3.2 ± 0.8) × 109 М−1 [45]. Такое аффинное вза-
имодействие очень сильное и способно изменить
электронные свойства белков, являющихся по сути
затворами транзистора. В результате при соединении
двух биологических молекул — антигена и анти-
тела — меняются соответствующие поверхностные
потенциалы, которые регистрируют измерительной
системой по увеличению или уменьшению протека-
ющего по транзистору тока. Таким образом, пред-
ставленные биосенсоры не требуют дополнительного
введения метки, так как позволяют зарегистрировать
непосредственное образование биокомплекса.
Чувствительность биосенсора зависит от метода

иммобилизации биомолекул, их аффинности и селек-
тивности, толщины полученного биоспецифического
слоя и размера самого нанопровода. С одной сто-
роны, чем меньше сечение нанопровода, тем более
чувствительным получается наносенсор. С другой
стороны, уменьшение площади поверхности нанопро-
вода ограничивает количество вещества вблизи его
поверхности, что ведет к уменьшению динамического
диапазона регистрируемых концентраций. Мы ис-
пользуем оригинальный метод иммобилизации, кото-
рый способствует увеличению эффективной площади
поверхности нанопровода за счет предварительной
иммобилизации на его поверхности наночастиц зо-
лота диаметром 3−5 нм.
При регистрации белков чувствительность сен-

соров с золотыми наночастицами в несколько раз
превышала чувствительность сенсоров, модифициро-
ванных традиционными методами, а при регистрации
изменения рН удалось достичь значения 70 ± 1 мВ
на единицу изменения рН.
В работе использовалась оригинальная методика

иммобилизации антител на поверхности золотых
частиц без их дополнительной модификации [17, 18].
Кроме того, применение не целых молекул иммуно-
глобулинов класса G, а их фрагментов позволяло
сократить расстояние до поверхности нанопровода
и ориентировано иммобилизовать антитела. Для это-
го был использован метод расщепления молекул
антител на два одинаковых активных фрагмента, со-
держащих одну тяжелую и одну легкую цепь, за счет
разрыва −S−S− связей между ними с образованием
собственных несвязанных тиоловых групп. Получен-
ные фрагменты обладают высокой активностью, что
было подтверждено методами иммуноблоттинга.
Для тестирования возможности работы экспери-

ментальных образцов транзисторов на основе крем-
ниевых нанопроводов в жидкостной биологической
среде изучали зависимость амплитуды их отклика
от величины ионной силы используемого раствора.
В растворах электролитов наблюдается экранирова-

ние зарядов заряженных частиц, расположенных вне
двойного электрического слоя, формирующегося на
границе жидкости и твердого тела. При повышении
концентрации электролита наблюдается уменьшение
толщины этого слоя, которая определяется длиной

Дебая λD =
√
εε0kT/2Ie20 (в случае водного раство-

ра λD ∼ 0.32 I−1/2), где I — ионная сила буферного
раствора в М, а λD — в нанометрах [17, 46–48].
Экспериментально было определено, что для обес-
печения сопоставимости длины Дебая с размером
исследуемых молекул, ионная сила раствора должна
быть в 100 раз меньше своего физиологического
значения в сыворотке крови. Поэтому для дальней-
ших экспериментальных исследований были приго-
товлены стандартные растворы исследуемых белков
в 0.1мМ фосфатном буфере, содержащем 1.5мМ
NaCl.
Тестирование биосенсоров с использованием рас-

творов ТТГ в буферах с различным значением рН
показало инверсию их отклика в диапазоне значений
рН 7.7− 8.0. Из литературных данных известно, что
это значение соответствует рI тиреотропного гормо-
на [49, 50], и инверсию сигнала можно объяснить
прохождением через изоэлектрическую точку.
Калибровочную кривую (рис. 9) для измерений

стандартных образцов получали при разведении
ТТГ известной концентрации в растворе нулевой
сыворотки (сыворотки теленка, которая не содер-
жит собственного тиреотропного гормона — «ну-
левая сыворотка теленка») и разбавляли в 100 раз
0.1мМ фосфатным буферным раствором, содержа-
щим 1.5мМ NaCl.
Предел обнаружения биосенсора, определенный

как три статистически значимых отклонения отклика
от сигнала шума, составил 0.0001 мкME/мл, что на
три порядка ниже, чем у применяемых в настоящее
время методов стандартного твердофазного иммуно-
ферментного анализа. Разработанная измерительная
система обладает достаточной чувствительностью
для исследования биологических образцов жидко-
сти, например, сыворотки крови при разведении
в 100 раз, что способствует снижению матричного
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Рис. 9. Калибровочная зависимость отклика нанопровода
от концентрации тиреотропного гормона в биологической

среде (сыворотке крови)
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Таблица. Сравнительные характеристики чувствительности различных методов определения ТТГ

Сенсор
Чувствительность,

Ссылка
мкUI/мл

Microfluidic immunosensor 0.00087 [51]
Chemiluminescent biosensor 0.004 [42]
Electrochemical immunoassay 0.005 [43]
Electrochemical immunoassay 2.4 [44]

Electrochemiluminescence immunosensor 0.02 [52]
Immuno-polymerase chain reaction assay (IPCRА) 0.1 [53]

Сhemiluminescence immunosensors 0.011 [54]
Полевые транзисторы с каналом-нанопроводом 0.0001 в этой работе

эффекта компонентов биологического образца. В таб-
лице обобщаются и сравниваются аналитические
характеристики различных сенсоров для определе-
ния тиреотропного гормона.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в работе разработан оригиналь-
ный сенсор для определения ТТГ — онкомаркера
щитовидной железы на основе биосенсора — транзи-
стора с каналом-нанопроводом, характеризующийся
высокой чувствительностью, низким пределом об-
наружения, превосходящим существующие аналоги.
Достигнутые аналитические характеристики сенсор-
ной системы позволят проводить определение гормо-
на в сыворотке крови человека при ее разбавлении
в 100 раз. Разработанный метод не требует для
проведения анализа использования образцов с боль-
шим объемом. Предложенный биосенсор обладает
большим потенциалом для широкого использования
в клинических лабораториях, поскольку он легко
масштабируется, имеет низкую стоимость, высокую
чувствительность, короткое время анализа и не тре-
бует дополнительного введения метки.
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сийского научного фонда (грант № 16-12-00072).
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A Sensor System Based on a Field-Effect Transistor with a Nanowire Channel
for the Quantitative Determination of Thyroid-Stimulating Hormone

I. I. Tsiniaikin1,2,a, G.V. Presnova3, I. V. Bozhev1,2, A.A. Skorik1, M.Yu. Rubtsova3, A.A Kamalov4,
S. T. Matskeplishvili4, O.V. Snigirev1,2, V.A. Krupenin1,2, D.E. Presnov1,2,5,b.
Lomonosov Moscow State University. Moscow 119991, Russia.
1Cryoelectronics laboratory, Faculty of Physics; 2Quantum Technology Centre;
3Enzymology Division, Chemistry Department. Moscow 119991, Russia.
4Medical Research and Education Center. Moscow 119192, Russia;
5Skobeltsyn Institute of Nuclear Physics. Moscow 119991, Russia.
E-mail: aii.tcinyaykin@physics.msu.ru, bdenis.presnov@physics.msu.ru.

Here we present an original CMOS compatible technique for fabrication a sensor system based on field-effect
transistors with a nanowire channel and its application for the quantitative determination of thyroid-stimulating
hormone (TSH) in model blood serum. The fabrication process is based on the reactive-ion etching of the upper
layer of silicon on insulator through a mask formed by electron beam lithography. The detection is based on
measuring the change in the conductivity of the transistor during the selective interaction of the analyte with
specific biomolecules on its surface. There were fabricated field-effect transistors with a nanowire channel of
70–90 nm wide and 3–5 µm in long and a contact leads completely insulated from the analyte fluid. As the
model antigen protein TSH of the pituitary gland, and as the recognition biomolecules — the specific to TSH
fragments of antibodies were used, which were oriented immobilized on the nanowires surface. We carefully
studied the conditions for biospecific interaction of antibodies with TSH. The detection limit of TSH was found
to be 1 × 10−4 µIU/mL, which is significantly lower in comparison with currently used methods of standard
enzyme-linked immunosorbent assay.
Keywords: biosensor, nanowire, field-effect transistor, microchip, silicon on insulator, electron beam lithography,
sandwich immunoassay, gold nanoparticles, thyroid-stimulating hormone.
PACS: 87.85.fk, 62.23.Hj, 81.07.Gf, 85.30.Tv, 81.16.Nd, 82.47.Rs, 87.14.Lk.
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