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Для создания высокочувствительных биосенсоров на основе полевых транзисторов с крем-
ниевым каналом-нанопроводом проведено изучение единичных взаимодействий антител с про-
стат-специфическим антигеном (ПСА) на поверхности чистого кремния, модифицированного
наночастицами золота диаметром 5 нм. Использован метод цифровой регистрации иммунных
комплексов с помощью сканирующей электронной микроскопии, где в качестве визуализирую-
щей метки антител использовались наночастицы золота диаметром 25 нм. Для расчета плот-
ности наночастиц на поверхности кремния был разработан специальный алгоритм. Для иссле-
дования ковалентной иммобилизации антител применены различные методы химической мо-
дификации кремния с использованием силанов (3-глицидопропилтриметоксисилана (ГОПС),
3-меркаптопропилтриметоксисилана (ГОПС-SH) и 3-аминопропилтриэтоксисилана (АПТЭС)),
бифункциональных реагентов и полиэтиленгликоля. Показано, что методы химической моди-
фикации с использованием ГОПС характеризуются более низким пределом обнаружения про-
стат-специфического антигена (ПСА) — биомаркера опухолей предстательной железы. Изго-
товлены структуры биосенсоров на основе полевых транзисторов с каналами-нанопроводами,
поверхности которых были модифицированы двумя различными методами с использованием
ГОПС, и изучена их чувствительность к рН. Показано, что метод модификации с использова-
нием ГОПС-SH характеризуется максимальным значением рН-чувствительности 70 мВ/pH
и является наиболее перспективным при создании высокочувствительных биосенсоров для
определения биомаркеров.
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ВВЕДЕНИЕ

Для осуществления ранней диагностики различ-
ных патологий человека и развития современно-
го здравоохранения в области персонализирован-
ной медицины необходимо создание новых высоко-
чувствительных экспресс-методов определения низ-
ких концентраций биомаркеров (белков, нуклеи-
новых кислот и др.). Привлекательной техноло-
гией для этих целей являются биосенсоры на ос-
нове полевых транзисторов с каналом-нанопрово-
дом (NWFET) [1]. Метод детектирования биологи-
ческих объектов с помощью таких сенсоров осно-
ван на регистрации изменения проводимости крем-
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ниевого канала-нанопровода транзистора в резуль-
тате изменения электрического заряда при взаи-
модействии анализируемых объектов с распознаю-
щими специфичными биомолекулами, иммобилизо-
ванными на его поверхности. Биосенсоры такого
типа характеризуются высоким значением отноше-
ния площади поверхности нанопровода к его объ-
ему, высокой чувствительностью к изменению за-
ряда/электрического поля вблизи поверхности на-
нопровода, возможностью проведения измерений
в широком диапазоне температур (вплоть до ком-
натной, что имеет решающее значение для изуче-
ния биологических объектов) [2–5]. Большим пре-
имуществом биосенсоров на основе полупроводни-
ковых нанопроводов является возможность опре-
деления с их помощью биомаркеров в режиме ре-
ального времени без использования дополнитель-
ных меток. Кроме того, технология их изготовле-
ния характеризуется высокой надежностью и вос-
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производимостью, а также совместимостью с про-
мышленной кремниевой технологией, что позволя-
ет размещать измерительную электронику в непо-
средственной близости от сенсора. В последнее
время были разработаны различные биосенсорные
устройства на основе NWFET для определения
различных биомаркеров рака, острого инфаркта
миокарда, бактериальных и вирусных инфекций
и других заболеваний [6–10].

Для определения биомаркеров белковой приро-
ды в качестве распознающих элементов биосенсо-
ров используют специфичные к определяемому со-
единению антитела. Пределы обнаружения биомар-
керов с использованием таких иммуносенсоров на
основе полупроводниковых нанопроводов и иммо-
билизованных на них антителах находятся в диапа-
зоне от наномолей до аттомолей [11–14]. Большой
разброс в достигаемых значениях пределов обна-
ружения объясняется не только свойствами распо-
знающих антител, но и количеством и ориентаци-
ей их активных центров относительно поверхности
нанопровода. Поэтому особое внимание уделяется
различным способам химической модификации по-
верхностей нанопроводов для увеличения плотно-
сти и равномерности заполнения их поверхности
распознающими антителами, что позволяет увели-
чить чувствительность и даже преодолеть теоре-
тический предел Нернста [15–17] для биосенсоров
этого типа. Кроме того, химическая модификация
поверхности, например с помощью полиэлектроли-
тов, может способствовать увеличению длины де-
баевского экранирования (λD) [18–20]. Эта величи-
на определяет толщину двойного электрического
слоя [21, 22], внутри которого возможна регистра-
ция биомаркеров, поскольку область вне двойного
электрического слоя является проводящей и экра-
нирует любой зарядовый/полевой отклик.

Целью данной работы является изучение еди-
ничных взаимодействий антиген–антитело на по-
верхности химически модифицированного кремния
и выбор метода, оптимального для модификации
кремниевых нанопроводов. В предыдущих рабо-
тах нами были показаны преимущества модифика-
ции кремния сферическими наночастицами золота
(НЧЗ) небольшого диаметра (5 нм), на которых ко-
валентно иммобилизовали фрагменты антител с ис-
пользованием их тиоловых групп [7, 23]. Для харак-
теризации способности иммобилизованных антител
образовывать иммунные комплексы использовали
метод цифровой регистрации единичных взаимо-
действий антиген–антитело. Ранее для характери-
зации единичных взаимодействий антиген–антите-
ло было предложено использовать метод атомно-
силовой микроскопии, что позволило охарактери-
зовать сенсорный слой по плотности и равномер-
ности заполнения поверхности распознающими ан-
тителами [24]. В данной работе для регистрации
иммунных комплексов использовался более быст-
рый метод сканирующей электронной микроскопии
(СЭМ), а в качестве визуализирующей метки анти-
тел — НЧЗ диаметром 25 нм.

Задачами работы являлись оптимизация алго-
ритма математической обработки СЭМ-изображе-
ний для определения НЧЗ на поверхности носите-
ля; сравнительное изучение различных методов хи-
мической модификации кремния с использованием
силанов, бифункциональных реагентов и полиэлек-
тролита для увеличения плотности и равномерно-
сти распределения иммобилизованных НЧЗ; выбор
метода химической модификации, перспективного
для создания высокочувствительных биосенсоров
на основе полевых транзисторов с каналами-нано-
проводами. В качестве модельного антигена исполь-
зовали простат-специфический антиген (ПСА), ко-
торый является биомаркером рака предстательной
железы у мужчин.

1. ОПТИМИЗАЦИЯ АЛГОРИТМА
МАТЕМАТИЧЕСКОЙ ОБРАБОТКИ

СЭМ-ИЗОБРАЖЕНИЙ ДЛЯ ЦИФРОВОЙ
РЕГИСТРАЦИИ ЕДИНИЧНЫХ

ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ
АНТИГЕН–АНТИТЕЛО

Схема изучения единичных взаимодействий ан-
тиген–антитело на поверхности кремниевых чипов
представлена на рис. 1. Выявление антигена про-
водили в формате сэндвич-иммуноанализа, в ко-
тором моноклональные антитела одного типа им-
мобилизуются на поверхности кремния с иммо-
билизованными НЧЗ диаметром 5 нм [7], а ан-
титела второго клона, меченые НЧЗ диаметром
25 нм, используются для выявления антигена на
носителе. Для получения половинных фрагмен-
тов иммуноглобулинов G-типа, состоящих из од-
ной тяжелой и одной легкой цепи, использовали
2-меркаптоэтиламин [25]. Данные фрагменты име-
ют свободные тиоловые группы для взаимодей-
ствия с НЧЗ на поверхности кремния. Сфериче-
ские НЧЗ со средним диаметром 25 нм получали
восстановлением золотохлористоводородной кисло-
ты (ЗХВК) цитратом натрия [26], сферические
НЧЗ со средним диаметром 5 нм — восстановле-
нием ЗХВК боргидридом натрия в присутствии
натриевой соли этилендиаминтетрауксусной кисло-
ты (ЭДТА) [27].

Цифровую регистрацию НЧЗ диаметром 25 нм
на поверхности кремниевых чипов проводили с ис-
пользованием растрового сканирующего электрон-
ного микроскопа Supra-40 (Carl Zeiss) со встро-
енным в колонну микроскопа детектором вторич-
ных электронов «InLens». Для подавления шумов
при сохранении изображения использовали режим
усреднения по линиям с коэффициентом 2, что обес-
печило достаточно высокую скорость сканирова-
ния: время получения одного изображения соста-
вило 11 с. Количество НЧЗ в кадре подсчитыва-
ли с использованием программы Gwyddion. При
определении количества регистрируемых единич-
ных комплексов антиген–антитело полагали, что их
число равно числу регистрируемых НЧЗ.
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Рис. 1. Схема экспериментального изучения единичных взаимодействий антител с ПСА на поверхности кремния
с использованием наночастиц золота диаметром 5 и 25 нм: а — антитела к ПСА иммобилизованы ковалентно на
кремнии, модифицированном наночастицами золота диаметром 5 нм; б — схема визуализации иммунных комплек-
сов ПСА с фрагментами антител с использованием конъюгата вторых антител к ПСА с наночастицами золота
диаметром 25 нм; в — пример СЭМ-изображения поверхности кремния с иммунными комплексами, меченными
наночастицами золота

Применение для иммобилизации НЧЗ диаметром
5 нм с последующим выявлением иммунных ком-
плексов с наночастицами большего диаметра созда-
вало определенные трудности при обработке полу-
ченных изображений и подсчете частиц. В предва-
рительных экспериментах было установлено, что,
в зависимости от концентрации использованных ан-
тител, соотношение НЧЗ разного размера на по-
верхности изменяется. При этом для цифровой ре-
гистрации количества образовавшихся иммунных
комплексов нужно определить только крупные на-
ночастицы. Для количественной обработки СЭМ-
изображений был разработан специальный алго-
ритм действий. После получения изображений сна-
чала выделяли все объекты и определяли их раз-
меры (латеральный размер и максимальную высо-
ту). Затем строили зависимость максимальной вы-
соты от латерального размера выделенных частиц
(рис. 2). Из приведенной гистограммы видно, что
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Рис. 2. Зависимость максимальной высоты от латераль-
ного размера наночастиц золота для определения оце-
ночного порогового значения

все объекты разделились на две группы, соответ-
ствующие по размерам крупным и мелким части-
цам. Далее оценивали пороговое значение размера
для выделения более крупных объектов и повтор-
но выделяли объекты, размер которых превышает
оценочное пороговое значение. По зависимости мак-
симальной высоты от латерального размера выде-
ленных частиц (рис. 3) определяли уточненное по-
роговое значение.
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Рис. 3. Зависимость максимальной высоты от латераль-
ного размера выделенных частиц для определения уточ-
ненного порогового значения

Таким образом, был разработан алгоритм обра-
ботки СЭМ-изображений для цифровой регистра-
ции количества НЧЗ диаметром 25 нм (рис. 4). Ал-
горитм включает в себя:

1. выделение всех объектов в кадре изображе-
ния (на рис. 4, а красным цветом выделены
как крупные, так и мелкие НЧЗ);

2. определение оценочного порогового значения
высоты, ниже которой объекты не учитыва-
ются;
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Рис. 4. СЭМ-изображения поверхности кремния с результатами выявления иммунных комплексов в процессе ко-
личественной обработки результатов анализа: а — выделение всех объектов, б — выделение объектов после опре-
деления порогового значения, в — выделение объектов после учета порогового значения, г — выделение объектов
после удаления мешающих объектов

3. построение зависимости максимальной вы-
соты от латерального размера выделенных
НЧЗ;

4. выбор уточненного порогового значения для
отсечения всех объектов небольшого размера,
в том числе мелких НЧЗ (на рис. 4, б красным
цветом выделены только крупные НЧЗ, мел-
кие НЧЗ размером ниже порогового значения
исключены из рассмотрения);

5. выделение и подсчет НЧЗ диаметром 25 нм
(рис. 4, г).

При обработке результатов полагали, что число об-
разовавшихся иммунных комплексов будет равно
числу НЧЗ за вычетом числа наночастиц, связав-
шихся неспецифично на контрольной зоне такой же
площади с иммобилизованными антителами, неспе-
цифичными к ПСА.

Для определения результатов образования еди-
ничных иммунных комплексов определяли количе-
ство НЧЗ диаметром 25 нм в кадре и затем опре-
деляли величину плотности частиц на 1 мкм2. Ко-
личество НЧЗ, наблюдаемых в кадре, зависело от
увеличения электронного микроскопа и, соответ-
ственно, размера кадра. При большом размере кад-

ра получались более точные значения числа ча-
стиц, однако разрешение изображения с увеличе-
нием размера кадра падало, что уменьшало раз-
решение отдельных частиц. Поэтому были выбра-
ны три различных увеличения, которые позволяли
наиболее точно определить среднюю плотность по-
саженных частиц. При использовании увеличений
150 КХ, 75 КХ, 35 КХ площадь кадра, соответ-
ственно, составляла величину 2,8 мкм2, 11,3 мкм2,
52,0 мкм2. Было определено, что оптимальным уве-
личением для подсчета частиц является увеличение
75 КХ, а для получения хорошей воспроизводимо-
сти (коэффициент вариации не более 10%) доста-
точно усреднить значения, рассчитанные для трех
фрагментов одной зоны носителя.

2. ХИМИЧЕСКАЯ МОДИФИКАЦИЯ
КРЕМНИЯ ДЛЯ КОВАЛЕНТНОЙ

ИММОБИЛИЗАЦИИ СПЕЦИФИЧНЫХ
АНТИТЕЛ

Для обеспечения ковалентной иммобилизации
НЧЗ диаметром 5 нм в работе исследованы различ-
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ные методы химической модификации кремниевых
чипов, включающие использование силанов 3-гли-
цидопропилтриметоксисилана (ГОПС) и 3-ами-
нопропилтриэтоксисилана (АПТЭС), бифункцио-
нальных реагентов (меркаптоянтарной кислоты
и меркаптоэтиламина) и модифицированного тио-
ловыми группами полиэтиленгликоля (ПЭГ). Для
модификации кремния использовали два метода
с ГОПС и три метода с АПТЭС. Исследованные
методы химической модификации кремния включа-
ли:

1. двухстадийную модификацию с ГОПС и мер-
каптоэтиламином;

2. модификацию с использованием 3-меркапто-
пропилтриметоксисилана (ГОПС-SH);

3. двухстадийную модификацию с АПТЭС
и меркаптоянтарной кислотой;

4. двухстадийную модификацию с АПТЭС
и модифицированным полиэтиленгликолем
СООН-ПЭГ-SH в присутствии карбодиимида;

5. двухстадийную модификацию с АПТЭС и мо-
дифицированным полиэтиленгликолем СНО-
ПЭГ-SH в присутствии боргидрида натрия.
(табл. 1).

Во всех методах связывание ГОПС или АПТЭС
с поверхностью кремния осуществлялось через си-
лановые группы модифицирующего реагента, для
связывания НЧЗ использовали силан с введенной
тиоловой группой (метод 2), либо использовали до-
полнительные реагенты, имеющие тиоловые груп-
пы (методы 1, 3-5 с использованием меркаптоэтил-
амина, меркаптоянтарной кислоты, ПЭГ с SH-груп-
пами).

После химической модификации на поверхности
кремния иммобилизовали НЧЗ диаметром 5 нм,
а на них иммобилизовали фрагменты антител
к ПСА. Для уменьшения неспецифической сорб-
ции конъюгата антител с НЧЗ 25 нм поверхность
наночастиц диаметром 5 нм обрабатывали цисте-
ином. Далее последовательно инкубировали чипы
в растворах с антигеном и конъюгатом антител
с НЧЗ диаметром 25 нм и после отмывки прово-
дили цифровую регистрацию иммунных комплек-
сов методом СЭМ. Эффективность химической мо-
дификации кремния оценивали по нескольким па-
раметрам: рассчитывали среднюю плотность НЧЗ
диаметрами 5 и 25 нм, определяли наличие неравно-
мерности в распределении наночастиц на поверхно-
сти, их локальную агломерацию, а также величину
неспецифического связывания.

3. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ
РЕЗУЛЬТАТОВ ЦИФРОВОЙ

СЭМ-РЕГИСТРАЦИИ ИММУННЫХ
КОМПЛЕКСОВ

НА МОДИФИЦИРОВАННОМ КРЕМНИИ

При обработке результатов взаимодействий ПСА
с антителами на поверхности кремния определяли
плотности иммобилизованных наночастиц диамет-
ром 5 нм и наночастиц диаметром 25 нм, использо-
ванных в качестве метки иммунных комплексов на
носителе. Полученные результаты представлены на
рис. 5. Все использованные методы модификации
можно разбить на несколько групп:

а) методы, характеризующиеся большим количе-
ством иммобилизованных на кремнии мелких
НЧЗ диаметром 5 нм (методы 5, 4, 3);

б) методы, характеризующиеся большим количе-
ством НЧЗ диаметром 25 нм в составе иммун-
ных комплексов (методы 2, 1, 5).

Рис. 5. Зависимость плотности наночастиц золота, ре-
гистрируемых на кремнии, от способа иммобилизации.
Синий цвет — плотность наночастиц диаметром 25 нм,
красный цвет — плотность наночастиц диаметром 5 нм

Для разработки высокочувствительных биосен-
соров на основе полевых транзисторов с кана-
лом-нанопроводом принципиальное значение име-
ет обеспечение высокой плотности иммунных ком-
плексов на поверхности носителя. Полученные ре-
зультаты показывают, что методы модификации
кремния с использованием АПТЭС и бифункцио-
нальных реагентов характеризовались максималь-
ным количеством иммобилизованных небольших
НЧЗ. Однако количество образовавшихся иммун-
ных комплексов на кремнии, модифицированном
данными методами, было небольшим, за исключе-
нием метода 5, из чего можно заключить, что толь-
ко небольшая часть антител была способна взаимо-
действовать с антигеном. При этом методы модифи-
кации с использованием ГОПС (методы 1, 2) обеспе-
чивали хорошую плотность выявляемых НЧЗ диа-
метром 25 нм и, соответственно, количество образо-
вавшихся иммунных комплексов.
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Таблица 1. Методы химической модификации поверхности кремния, исследованные в работе

Метод химической модификации Схема модификации

1 ГОПС с меркаптоэтиламином

2 ГОПС-SH

3 АПТЭС с меркаптоянтарной кислотой

4 AПТЭС с COOH-ПЭГ-SH

5 AПТЭС с COH-ПЭГ-SH

Анализ всех исследованных методов химической
модификации кремния показывает, что не всегда
большое число иммобилизованных мелких НЧЗ
позволяет получить большое число молекул анти-
тел с доступными активными центрами для вза-
имодействия с антигеном. Важным фактором яв-
ляется равномерность распределения наночастиц
на поверхности и отсутствие их конгломератов.
Максимальной плотностью иммунных комплексов
на поверхности кремния характеризовались мето-
ды модификации кремния с использованием ГОПС-
SH (метод 2) и ГОПС с меркаптоэтиламином (ме-
тод 1). Для оценки применимости выбранных мето-
дов модификации кремния для определения ПСА
в формате сэндвич-иммуноанализа были получены
концентрационные зависимости определения ПСА
в буферном растворе. Для этого были изготовлены
кремниевые чипы, модифицированные ГОПС-SH
и ГОПС с меркаптоэтиламином. Далее на кремнии
были иммобилизованы НЧЗ диаметром 5 нм и на
них — фрагменты антител к ПСА. После взаимо-
действия антител на кремнии, модифицированном
НЧЗ диаметром 5 нм, со стандартными растворами
ПСА с разной концентрацией и инкубацией с рас-
твором конъюгата антител с НЧЗ диаметром 25 нм
были определены значения плотности наночастиц
на носителе методом СЭМ. Полученные концентра-
ционные зависимости представлены на рис. 6.

Выбранные методы модификации кремния поз-
волили получить концентрационные зависимости
в широком диапазоне концентраций ПСА от 1 до

ПСА, нг мл
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Рис. 6. Концентрационные зависимости определения
простат-специфического антигена на кремниевых чи-
пах: красная кривая — фрагменты антител к ПСА им-
мобилизованы на кремнии, модифицированном ГОПС-
SH через наночастицы золота диаметром 5 нм; синяя
кривая — фрагменты антител к ПСА иммобилизованы
на кремнии, модифицированном ГОПС и меркаптоэтил-
амином через наночастицы золота диаметром 5 нм

100 нг/мл, что составляет два порядка величины.
Предел обнаружения ПСА составил 0.8 нг/мл для
метода модификации 1 и 0.3 нг/мл для метода мо-
дификации 2.
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4. ОПРЕДЕЛЕНИЕ
РН-ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ПОЛЕВЫХ

ТРАНЗИСТОРОВ С КАНАЛАМИ,
ХИМИЧЕСКИ МОДИФИЦИРОВАННЫМИ

ДВУМЯ РАЗЛИЧНЫМИ МЕТОДАМИ
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ГОПС

Для оценки применимости двух выбранных ме-
тодов химической модификации кремния на ос-
нове ГОПС было проведено сравнительное изу-
чение рН-чувствительности биосенсоров, каналы
которых были модифицированы с использовани-
ем этих методов. Для изготовления эксперимен-
тальных структур транзисторов использовались
стандартные пластины КНИ фирмы Soitec, со-
зданные по технологии UNIBONDr с толщиной
верхнего слоя кремния 110 нм и изолирующего
промежуточного слоя термического оксида SiO2

200 нм. Толщина поддерживающей кремниевой
подложки составляла 750 мкм. Ориентация крем-
ния — <100>, легирование — р-типа/бор, удель-
ное сопротивление — 8.5–11.5 Ом·см. Процесс
изготовления экспериментальных образцов про-
водился с использованием как оптической, так
и электронной литографии. Электронная лито-
графия применялась при формировании элемен-
тов наноструктуры транзистора и близлежащих
областей, оптическая — для формирования кон-
тактных площадок и диэлектрических слоев. Все
этапы были подробно описаны в предыдущих
работах [20, 22, 28], ниже кратко перечислены
основные этапы.

На первом этапе на поверхности кремниевого
слоя пластины КНИ с помощью электронной ли-
тографии вакуумного напыления алюминия фор-
мировалась маска для последующего переноса ри-
сунка структуры в кремниевый слой. Незакры-
тые маской участки кремниевого слоя удалялись
до нижележащего слоя SiO2 с помощью анизо-
тропного реактивно ионного травления (РИТ) во
фторсодержащей плазме. Затем происходило уве-
личение толщины диэлектрика на всей поверхно-
сти образца, за исключением центральной его ча-
сти для дополнительной изоляции металлических
контактных площадок от проводящей кремниевой
подложки, для минимизации паразитных токов
утечки между транспортными контактами образ-
ца и управляющим затвором-подложкой. Утолще-
ние производилось двумя последовательными на-
пылениями слоев SiO2 толщиной по 200 нм на
поверхность образца, за исключением централь-
ных областей размером ∼150 мкм2. На следу-
ющем этапе происходило изготовление контакт-
ных площадок к кремниевому слою: в централь-
ной части чипа размером ∼100 мкм2 с помо-
щью электронной литографии экспонировался ри-
сунок контактных площадок, а на больших пло-
щадях применялась оптическая литография че-
рез специально изготовленные кварцевые шаблоны.
В качестве материала использовались металли-
ческие пленки из титана, нанесенного методом

магнетронного напыления. Изготовленный образец
(рис. 7) вклеивался в специальный керамический
держатель, контакты которого соединялись с по-
мощью ультразвуковой пайки тонкой алюминие-
вой проволокой (∼25 мкм) с незакрытыми ди-
электриком участками контактных площадок на
чипе. Изоляция открытых проводов и контактов
от жидкостной среды проводилась с помощью
силиконового герметика. Рабочие области остава-
лись незакрытыми.

Сигналы откликов нанопроводов измерялись
в режиме реального времени путем помещения
аликвоты 0.1 М фосфатного буферного раствора
с разным значением рН объемом 50–100 мкл на от-
крытую поверхность чипа (рис. 7, б ). В этот рас-
твор погружался AgCl электрод сравнения, кото-
рый одновременно служил дополнительным затво-
ром транзистора и использовался для подстройки
его рабочей точки. Измерения проводились при низ-
ких транспортных токах транзисторов и малых на-
пряжениях смещения, что исключало нагрев нано-
провода и обеспечивало его максимальную чувстви-
тельность, которая обычно реализуется в подпоро-
говой области полевого транзистора [17].

Для измерения чувствительности нанопровода к
изменениям pH устанавливалась оптимальная рабо-
чая точка транзистора: Vsd = 100 мВ, Vg = 5− 6 В,
Vref = 450− 600 мВ. Чувствительность к рН опре-
делялась как dVref/dpH .

На рис. 8, а, б представлены полученные зависи-
мости токовых откликов транзисторов с кремние-
выми нанопроводами, модифицированными двумя
методами с использованием ГОПС с иммобилизо-
ванными фрагментами антител к ПСА, от значе-
ния рН буферного раствора. При тестировании на-
нопровода, модифицированного ГОПС и меркапто-
этиламином, в буферном растворе с pH = 7.0 на-
пряжение на электроде сравнения в начальный мо-
мент времени составляло Vref =450 мВ (рис. 8, а).
Начальный уровень тока транзистора был равен ве-
личине ∼7.3 нА, напряжение на электроде сравне-
ния составляло 450 мВ. При уменьшении pH бу-
ферного раствора до значения 4.5 ток через тран-
зистор возрастал до уровня ∼15.6 нА, а напряже-
ние на электроде сравнения понижалось до значе-
ния Vref =300 мВ. Таким образом, изменение pH
буферного раствора на величину в 2.5 единицы со-
ответствовало изменению напряжения на электро-
де сравнения на 150 мВ, что соответствует величине
чувствительности нанопровода к рН — 60 мВ/pH.

Аналогичные измерения были проведены для
транзистора с нанопроводом, модифицированным
ГОПС-SH и НЧЗ с иммобилизованными фрагмен-
тами антител (рис. 8, б ). При изменении pH буфер-
ного раствора от 7.0 до 5.0 (на 2 единицы величины)
напряжение на электроде сравнения изменилось на
140 мВ, что соответствует величине чувствительно-
сти нанопровода к рН, равной 70 мВ/pH.

Таким образом, метод модификации кремния
с использованием ГОПС-SH является более чув-
ствительным в отношении регистрации протонов
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а б

Рис. 7. Изображение в электронном микроскопе изготовленного нанопровода (а) и фотография измерительной
ячейки (б )

Время, с (отн.)

I,  A
ба I,  A

Время, с (отн.)

Рис. 8. Зависимость токового отклика полевого транзистора с каналом-нанопроводом от значения рН буферного
раствора: а — нанопровод на основе кремния, модифицированного ГОПС и меркаптоэтиламином, золотыми нано-
частицами и фрагментами антител к ПСА, б — нанопровод на основе кремния, модифицированного ГОПС-SH,
золотыми наночастицами и фрагментами антител к ПСА

и перспективным для использования в биосенсорах
на основе полевых транзисторов с каналом-нано-
проводом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Применение биосенсоров в клинической меди-
цине для персонализированной ранней диагности-
ки различных патологий требует высокой чувстви-
тельности определения биомаркеров при обеспе-
чении высокой надежности и воспроизводимости
результатов измерений. Для создания новых под-
ходов повышения чувствительности иммуносенсо-
ров на основе транзисторов с каналом-нанопрово-
дом проведено изучение различных методов хими-
ческой модификации поверхности кремния с ис-
пользованием силанов, бифункциональных реаген-
тов и полимеров для ковалентной иммобилизации

наночастиц золота. Для регистрации результатов
единичных взаимодействий антиген–антитело на
поверхности кремниевых нанопроводов использо-
ван анализ СЭМ-изображений сэндвич-иммуноком-
плексов, меченных НЧЗ диаметром 25 нм, что поз-
волило повысить специфичность их определения по
сравнению с методом атомно-силовой микроскопии.

Метод СЭМ впервые применен для цифровой ре-
гистрации индивидуальных взаимодействий анти-
ген–антитело на поверхности кремния с использо-
ванием наночастиц золота в качестве метки. Осо-
бенностью данного исследования является одновре-
менное использование НЧЗ для двух целей: ча-
стиц диаметром 5 нм для иммобилизации фраг-
ментов специфичных антител в качестве распозна-
ющих элементов биосенсора и частиц диаметром
25 нм в качестве метки иммунных комплексов. Раз-
решающая способность электронного микроскопа
составляет величину порядка 1 нм, что позволило
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надежно регистрировать сферические НЧЗ разно-
го диаметра на поверхности кремния и различать
наночастицы диаметром 5 и 25 нм и реализовать
качественно новые возможности СЭМ для изуче-
ния механизмов единичных взаимодействий. В про-
цессе работы предложен специальный алгоритм
расчетов для определения плотности наночастиц
на поверхности носителя.

Оптимизация метода химической модификации
кремния с использованием силанов и мембранопо-
добных соединений позволила обеспечить высокую
плотность размещения наночастиц при сохранении
активности и доступности антител для взаимодей-
ствия с антигеном. Показано, что модификация
кремниевой поверхности с ГОПС позволяет опре-
делить ПСА — биомаркер опухолей предстательной
железы с низким пределом обнаружения. Методы
химической модификации поверхности кремниево-
го нанопровода с ГОПС были использованы в тех-

нологии изготовления полевых транзисторов с ка-
налом-нанопроводом и определения их рН-чувстви-
тельности. Метод модификации кремния с ГОПС-
SH характеризуется максимальным значением рН-
чувствительности 70 мВ/pH и является перспектив-
ным для создания высокочувствительных биосенсо-
ров для определения биомаркеров. Использование
методов, обеспечивающих ковалентную иммобили-
зацию наночастиц на кремниевом нанопроводе и ко-
валентную иммобилизацию антител на поверхности
наночастиц, позволяет создавать биосенсоры, при-
годные для многоразового использования.

Работа выполнена при поддержке Программы
развития МГУ (проект № 24-Ш06-07). В рабо-
те использовалось оборудование Учебно-методиче-
ского центра литографии и микроскопии МГУ
им. М.В. Ломоносова.
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БИОФИЗИКА И МЕДИЦИНСКАЯ ФИЗИКА

Here we report a study of single interactions of antibodies with prostate-specific antigen (PSA) on the surface
of pure silicon modified with 5 nm gold nanoparticles to create highly sensitive biosensors based on field-effect
transistors with a silicon nanowire channel (FET). The method of digital registration of immune complexes
by the scanning electron microscopy technique with gold nanoparticles 25 nm in diameter as a visualizing
label of antibodies was used. A special algorithm was developed to calculate the density of nanoparticles
on the silicon surface. To study the covalent immobilization of antibodies, different methods of chemical
modification of silicon using (3-glycidoxypropyltrimethoxysilane (GOPS), 3-mercaptopropyltrimethoxysilane
(GOPS-SH), and 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES), bifunctional reagents and polyethyleneglycol were
used. It was shown that chemical modification methods using GOPS are characterized by a lower detection
limit of PSA, a biomarker of prostate tumors. The structures of biosensors based on field-effect transistors with
nanowires channels, with surfaces, modified by two different methods using GOPS, were fabricated, and their
sensitivity to pH was studied. It was shown that the modification method using GOPS-SH is characterized
by a maximum pH sensitivity of 70 mV/pH and is the most promising for the creation of highly sensitive
biosensors for determination of biomarkers.

PACS: 87.85.fk, 62.23.Hj, 81.07.Gf, 85.30.Тv, 81.16.Nd, 82.47.Rs, 87.14.Lk.
Keywords: biosensor, Scanning Electron Microscopy, field-effect transistors, silicon nanowire, gold
nanoparticles, immune complexes, digital registration.
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