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Öåëü èññëåäîâàíèÿ: îáíàðóæåíèå ìàðêåðà ãåïàòèòà Ñ — ÿäåðíîãî áåëêà HCVcoreAg ñ ïîìîùüþ íàíîïðîâîä-
íîãî äåòåêòîðà íà îñíîâå ñòðóêòóð «êðåìíèé-íà-èçîëÿòîðå» (ÊÍÈ-ÍÏ) ñ ð-òèïîì ïðîâîäèìîñòè, ìîäèôèöèðî-
âàííîé àíòèòåëàìè. Ìåòîäèêà: áûëè èñïîëüçîâàíû ÊÍÈ-ñòðóêòóðû ñ p-òèïîì ïðîâîäèìîñòè. Òîëùèíà îòñå÷åí-
íîãî ñëîÿ êðåìíèÿ ñîñòàâëÿëà 32 íì, ñêðûòîãî îêèñëà (buried oxide, BOX) — 300 íì. Â ýêñïåðèìåíòàõ øèðèíà
ñåíñîðîâ ñîñòàâëÿëà w = 3 ìêì, òîëùèíà t = 32 íì, äëèíà l = 10 ìêì, ÷èñëî íàíîïðîâîäîâ íà êðèñòàëëå 12. Ïî-
âåðõíîñòü íàíîïðîâîäîâ (ÍÏ) ìîäèôèöèðîâàëàñü â ïàðàõ àìèíîïðîïèëòðèýòîêñèñèëàíà (APTES). Àíòèòåëà ïðî-
òèâ HCVcoreAg áûëè êîâàëåíòíî èììîáèëèçîâàíû íà ìîäèôèöèðîâàííóþ ÍÏ-ïîâåðõíîñòü ñ èñïîëüçîâàíèåì
êðîññ-ëèíêåðà äèòèîáèñ (ñóëüôîñóêöèíèìèäèë ïðîïèîíàòà) (DTSSP). Â èçìåðåíèÿõ áûëà èñïîëüçîâàíà æèäêîñ-
òíàÿ êþâåòà îáúåìîì 500 ìêë, äíîì êîòîðîé ÿâëÿëñÿ êðèñòàëë ñ ÍÏ-ñòðóêòóðàìè. Äèàìåòð ÷óâñòâèòåëüíîé çîíû

ñîñòàâëÿë �2 ìì. Ïåðåìåøèâàíèå ðàñòâîðà â êþâåòå îñóùåñòâëÿëîñü ñ ïîìîùüþ ìåøàëêè ïðè ñêîðîñòè 3000
îá./ìèí. Ýëåêòðè÷åñêèå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëèñü ñ ïîìîùüþ ïèêîàìïåðìåòðà ôèðìû Keithley (model 6487,
Keithley, http://www.keithley.com). Ðåçóëüòàòû: äëÿ ÍÏ-áèîñåíñîðà ñ ÊÍÈ-ÍÏ p-òèïà ñ èììîáèëèçîâàííûìè àí-
òèòåëàìè ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü ðåãèñòðàöèè HCVcoreAg â íåéòðàëüíîì è êèñëîì áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ. Ìèíè-
ìàëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ HCVcoreAg, ïðè êîòîðîé áûë îáíàðóæåí áåëîê, ñîñòàâèëà 10-15Ì. Çàêëþ÷åíèå: Ïîêàçàíî,
÷òî ñ ïîìîùüþ áèîñåíñîðà íà áàçå íàíîïðîâîäîâ p-òèïà ñ èììîáèëèçîâàííûìè àíòèòåëàìè ìîæåò áûòü
îáíàðóæåí â ðàñòâîðå áèîìàðêåð âèðóñíîãî ãåïàòèòà Ñ áåç èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîê, â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè.
Êîíöåíòðàöèîííàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü àíàëèçà ñîñòàâèëà ïîðÿäêà 10-15 Ì.
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Aim. To detect HCVcoreAg using a nanowire detector based on silicon-on-insulator structures (SOI-NW) with
p-type conductivity with immobilized antibodies. Methods. Silicon-on-insulator (SOI) structures with p-type con-
ductivity were used. The cut-off layer thickness was 32 nm; the buried oxide (BOX) layer thickness was 300 nm. In

the experiments, the sensor width was w = 3 �m, the thickness was t = 32 nm, the length was l = 10 �m, and the
number of nanowires (NWs) on the crystal was 12. The surface of NWs was modified in aminopropyltriethoxysilane
(APTES) vapor. Antibodies against HCVcoreAg were covalently immobilized onto the modified NW surface using a
dithiobis (sulfosuccinimidyl propionate) (DTSSP) crosslinker. Throughout the measurements, a measuring cell

(500 �L volume), whose bottom was a crystal with NW structures, was used. The diameter of sensor area was

�2 mm. The solution in the cell was stirred at 3000 rpm. Electrical measurements were conducted using a Keithley
picoampermeter. Results. The study demonstrated that the NW biosensor with p-type SOI-NWs with immobilized
antibodies was capable for detecting HCVcoreAg in buffer solutions with neutral and acidic pH. The lowest
HCVcoreAg concentration, at which the protein was detectable, was 10-15 Ì. Conclusion. The viral hepatitis C
biomarker can be detected in solutions in real time using a biosensor based on p-type NWs with immobilized anti-
bodies, without using labels. The concentration sensitivity of the analysis was of the order of 10-15 M.
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Ââåäåíèå

Ãåïàòèò Ñ — ðàñïðîñòðàíåííîå çàáîëåâàíèå ïå÷åíè
âûçûâàåìîå âèðóñîì ãåïàòèòà Ñ. Òàê, ïî äàííûì ÂÎÇ,
ýòèì çàáîëåâàíèåì â õðîíè÷åñêîé ôîðìå ñòðàäàåò îêîëî
150 ìëí ÷åë., ïðè÷åì õðîíè÷åñêàÿ ôîðìà ýòîãî çàáîëåâà-
íèÿ ïðèâîäèò ê öèððîçó è ðàêó ïå÷åíè. Îòìå÷àåòñÿ ðîñò
çàáîëåâàíèé ãåïàòèòîì Ñ — äî 500 òûñ. ÷åë. êàæäûé ãîä
ñòàíîâÿòñÿ èíôèöèðîâàííûìè âèðóñîì ãåïàòèòîì Ñ.
Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ïðîâåäåíèå àíòèâèðóñíîé òåðàïèè
íà ðàííåé ñòàäèè ãåïàòèòà Ñ ýôôåêòèâíà â 95% ñëó÷àåâ.
Ïîýòîìó åãî âûÿâëåíèå íà íà÷àëüíîé ñòàäèè ÿâëÿåòñÿ
àêòóàëüíîé çàäà÷åé ñîâðåìåííîé ìåäèöèíñêîé äèàãíîñ-
òèêè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìîëåêóëÿðíóþ äèàãíîñòèêó ãå-
ïàòèòà Ñ ïðîâîäÿò ñ ïîìîùüþ èììóíîôåðìåíòíîãî àíà-
ëèçà (ÈÔÀ) è ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ).
Íåñìîòðÿ íà âûñîêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü, ýòè ìåòîäû
èìåþò ðÿä íåäîñòàòêîâ: äëèòåëüíîñòü âûïîëíåíèÿ àíà-
ëèçà, âûñîêàÿ ñòîèìîñòü àíàëèçàòîðîâ è ðåàêòèâîâ, ÷ó-
âñòâèòåëüíîñòü ê êîíòàìèíàöèè è íåîáõîäèìîñòü èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ìåòîê äëÿ ïîâûøåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè,
÷òî ïðèâîäèò ê ïîëó÷åíèþ ëîæíîïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëü-

òàòîâ. ×óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà ÈÔÀ äîñòèãàåò 
10-11 Ì
[1]. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå â êà÷åñòâå ïåðñïåêòèâíîãî ìàð-
êåðíîãî áåëêà ðàííåé äèàãíîñòèêè ãåïàòèòà Ñ ïðåäïîëà-
ãàåòñÿ èñïîëüçîâàòü ÿäåðíûé áåëîê HCVcoreAg. Òàê, åãî
ïåðâè÷íàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíà
èç âñåõ áåëêîâ ÂÃÑ, ÷òî ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü åãî êàê
íàèáîëåå óíèâåðñàëüíûé áåëêîâûé ìàðêåð [2]. Òàêæå îí
ïîÿâëÿåòñÿ íà 10—15-é äåíü ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ, ÷òî
íà 3—5 äíåé ïîçæå ÐÍÊ âèðóñà ãåïàòèòà Ñ, ò.å. ÿâëÿåòñÿ
ïîòåíöèàëüíûì ìàðêåðîì äëÿ ðàííåé äèàãíîñòèêè.
Â ðÿäå èññëåäîâàíèé ïîêàçàíî, ÷òî ñóùåñòâóåò äîñòîâåð-
íàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó óðîâíåì ÐÍÊ è HCVcoreAg, êî-

ýôôèöèåíò êîððåëÿöèè ñîñòàâëÿåò 0,73—0,98 â çàâèñè-

ìîñòè îò âèðóñíîé íàãðóçêè ïàöèåíòà [3, 4]. Â íàñòîÿùåå

âðåìÿ HCVcoreAg ñëîæíî îïðåäåëÿòü â êðîâè ïàöèåíòîâ

ìåòîäîì ÈÔÀ íà ðàííåé ñòàäèè, òàê êàê åãî êîíöåíòðà-

öèÿ â êðîâè çà÷àñòóþ ìåíüøå, ÷åì 10-13 M [5]. Ïîýòîìó

àêòóàëüíîé ïðîáëåìîé â äèàãíîñòèêå ãåïàòèòà Ñ ÿâëÿåò-

ñÿ ñîçäàíèå íîâûõ äèàãíîñòè÷åñêèõ óñòðîéñòâ ñ ÷óâñòâè-

òåëüíîñòüþ íà óðîâíå 10-13 M è âûøå. Ïðè÷åì ýòè ñèñòå-

ìû äîëæíû îáëàäàòü âûñîêèì áûñòðîäåéñòâèåì, à òàêæå

áûòü ïðîñòûìè, ò.å., íàïðèìåð, íå òðåáîâàòü èñïîëüçîâà-

íèÿ äîïîëíèòåëüíûõ ìåòîê, àìïëèôèêàöèè äåòåêòèðóå-

ìûõ ìîëåêóë è ò.ä. Ê òàêèì ñèñòåìàì îòíîñÿòñÿ íà-

íîïðîâîäíûå áèîñåíñîðû — ÷óâñòâèòåëüíûì ýëåìåíòîì

êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ íàíîïðîâîä [6—8]. Íàíîïðîâîäíûé

äåòåêòîð ìîæåò áûòü àäàïòèðîâàí äëÿ îáíàðóæåíèÿ ìíî-

ãèõ áåëêîâûõ ìàðêåðîâ, ñâÿçàííûõ ñ ðàçëè÷íûìè çàáîëå-

âàíèÿìè. Äëÿ áèîñïåöèôè÷åñêîé äåòåêöèè ýòèõ ìàðêå-

ðîâ íåîáõîäèìà ìîäèôèêàöèÿ íàíîïðîâîäà áèîñåíñîðà

ñ ïîìîùüþ çîíäîâ, â êà÷åñòâå êîòîðûõ îáû÷íî èñïîëü-

çóþòñÿ àíòèòåëà. Ðàííåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íà-

íîïðîâîäíûé áèîñåíñîð ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ

âûÿâëåíèÿ ìàðêåðîâ ãåïàòèòà Â, îíêîçàáîëåâàíèé ïðè

èñïîëüçîâàíèè àíòèòåë è àïòàìåðîâ â êà÷åñòâå áèîñïå-

öèôè÷åñêèõ ìîëåêóëÿðíûõ çîíäîâ [8—10]. Îäíàêî

â óêàçàííûõ ðàáîòàõ áûë èñïîëüçîâàí ÊÍÈ-ÍÏ

áèîñåíñîð n-òèïà. Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå èçó÷àëè

âîçìîæíîñòü àäàïòàöèè íàíîïðîâîäíîãî áèîñåíñîðà äëÿ

âûÿâëåíèÿ áåëêîâîãî ìàðêåðà ãåïàòèòà Ñ íà ïðèìåðå

äåòåêöèè HCVcoreAg. Äëÿ ýòîãî ìû èñïîëüçîâàëè

â êà÷åñòâå çîíäîâ àíòèòåëà äëÿ áèîñïåöèôè÷åñêîé

äåòåêöèè HCVcoreAg è ÍÏ-äåòåêòîð p-òèïà

ïðîâîäèìîñòè.
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Ìåòîäèêà

Ðåàêòèâû. 3,3’-äèòèîáèñ(ñóëüôîñóêöèíèìèäèë ïðî-
ïèîíàò) (êðîññ-ëèíêåð DTSSP) ïðèîáðåòåí ó ôèðìû
«Pierce», äèìåòèëñóëüôîêñèä (DMSO) è àìèíîïðîïèë-
òðèýòîêñèñèëàí (APTES) ïðèîáðåòåí â Sigma Aldrich
(USA). 1 ìM, 50 ìÌ êàëèé-ôîñôàòíûé áóôåð (pH 7,4,
KÔÁ) è 1 ìM êàëèé-ôòàëàòíûé áóôåð (pH 5,1) ïðèãîòîâ-
ëåíû èç ñîîòâåòñòâóþùèõ ñîëåé (Ðåàõèì, Ðîññèÿ). Âñå áó-
ôåðû áûëè ïðèãîòîâëåíû íà îñíîâå äåèîíèçîâàííîé
âîäû, ïîëó÷åííîé íà óñòàíîâêå Milli-Q (Millipore, USA).

Áåëêè. Ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà ïðîòèâ
HCVcoreAg (êëîí 1E5, ñïåöèôè÷íîñòü — ó÷àñòîê 1-80 à.î.
êîð-áåëêà ÂÃÑ), (Virogen, ÑØÀ); ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê
êàïñèäà âèðóñà ãåïàòèòà Ñ (HCVcoreAg) (22 êÄà) ìîäèôè-

öèðîâàííûé �-ãàëàêòîçèäàçîé (114 êÄà) ñ N-òåðìèíàëü-
íîãî êîíöà, ñòîê-ðàñòâîð 10-7Ì â ôîñôàòíî-ñîëåâîì
áóôåðå (Virogen, ÑØÀ).

Èçãîòîâëåíèå ÍÏ-ñåíñîðîâ. Êîíñòðóêöèÿ è õàðàêòåðèñ-
òèêè ÊÍÈ-ÍÏ òðàíçèñòîðîâ, êîòîðûå áûëè èñïîëüçîâàíû
â êà÷åñòâå ñåíñîðíûõ ýëåìåíòîâ ïîäðîáíî îïèñàíû â [8, 11,
12]. Êîðîòêî: èñïîëüçîâàíû ÊÍÈ-ñòðóêòóðû ñ p-òèïîì
ïðîâîäèìîñòè. Òîëùèíà îòñå÷åííîãî ñëîÿ êðåìíèé ñîñòàâ-
ëÿëà 32 íì, ñêðûòîãî îêèñëà (buried oxide, BOX) — 300 íì.
Â ýêñïåðèìåíòàõ øèðèíà ñåíñîðîâ ñîñòàâëÿëà w = 3 ìêì,
òîëùèíà t = 32 íì, äëèíà l = 10 ìêì, ÷èñëî íàíîïðîâîäîâ
íà êðèñòàëëå 12. Ñõåìà ÍÏ-áèîñåíñîðà îïèñàíà â [8, 13].
Â ýòîé ñõåìå èñïîëüçîâàíà æèäêîñòíàÿ êþâåòà îáúåìîì
500 ìêë, äíîì êîòîðîé ÿâëÿëñÿ êðèñòàëë ñ ÍÏ-ñòðóêòóðàìè.

Äèàìåòð ÷óâñòâèòåëüíîé çîíû ñîñòàâëÿë 
2 ìì.
Ïåðåìåøèâàíèå ðàñòâîðà â êþâåòå îñóùåñòâëÿëîñü
ñ ïîìîùüþ ìåøàëêè ïðè ñêîðîñòè 3000 îá./ìèí.

Ìîäèôèêàöèÿ ïîâåðõíîñòè ñåíñîðà. Ïîâåðõíîñòü ÍÏ-÷è-
ïà áûëà îáðàáîòàíà ïî ïðîöåäóðå, àíàëîãè÷íîé [13] ðàñòâî-
ðàìè H2O2 â âîäå è HF â CH3OH äëÿ óäàëåíèÿ îðãàíè÷åñ-
êèõ çàãðÿçíåíèé. Äàëåå ïîâåðõíîñòü ÍÏ-÷èïà îáðàáàòûâà-
ëàñü â îçîíàòîðå äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ãèäðîêñèëüíûõ ãðóïï
íà ïîâåðõíîñòè íàíîïðîâîäîâ [13] è ñèëàíèçèðîâàëàñü
â ïàðàõ APTES ïî ïðîòîêîëó àíàëîãè÷íîìó [8, 13].

Êîâàëåíòíàÿ èììîáèëèçàöèÿ ìîëåêóëÿðíûõ çîíäîâ.

Àíòèòåëà ïðîòèâ HCVcoreAg áûëè êîâàëåíòíî èììîáè-
ëèçîâàíû íà ìîäèôèöèðîâàííóþ ÍÏ-ïîâåðõíîñòü ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì êðîññ-ëèíêåðà DTTSP [14]. Äëÿ ýòîé öåëè
ðàñòâîðû (V = 3 íë), ñîäåðæàùèå àíòèòåëà ïðîòèâ öåëåâî-
ãî áåëêà (10-8Ì) â KÔÁ (50 ìM, pH 7,4) áûëè ïðåöèçèîí-
íî íàíåñåíû íà àêòèâèðîâàííóþ ñ ïîìîùüþ DTTSP ïî-
âåðõíîñòü îòäåëüíûõ íàíîïðîâîäîâ. Íàíåñåíèå ðàñòâîðîâ
îñóùåñòâëÿëîñü ñ ïîìîùüþ áåñêîíòàêòíîé ðîáîòèçèðî-
âàííîé ñèñòåìû «Piezorray» (PerkinElmer, Inc., ÑØÀ).
Ðàñòâîðû èíêóáèðîâàëèñü íà ïîâåðõíîñòè ÍÏ â òå÷åíèå
30 ìèí ïðè T = 15°C è 80% âëàæíîñòè. Ïîñëå ýòîãî
ïîâåðõíîñòü ÍÏ-÷èïà áûëà ïðîìûòà â äåèîíèçîâàííîé
âîäå â òå÷åíèå 30 ìèí.

Ïðèãîòîâëåíèå ðàñòâîðîâ HCVcoreAg â áóôåðå. Ðàñòâî-
ðû HCVcoreAg ñ êîíöåíòðàöèÿìè â äèàïàçîíå îò 10-13M
äî 10-15M áûëè ïðèãîòîâëåíû èç èñõîäíîãî ðàñòâîðà áåë-
êà (0,1 ìêÌ â 50 ìÌ ÊÔÁ, pH 7,4) c ïîìîùüþ ïîñëåäîâà-
òåëüíîãî äåñÿòèêðàòíîãî ðàçáàâëåíèÿ â ðàáî÷èõ áóôåðàõ
äâóõ òèïîâ: äëÿ èçìåðåíèé â íåéòðàëüíîì (1 ìÌ ÊÔÁ,
pH 7,4) è êèñëîì (1 ìÌ êàëèé-ôòàëàòíûé áóôåð, pH 5,1)
ðàñòâîðàõ. Íà êàæäîì ýòàïå ðàçáàâëåíèÿ ðàñòâîð âûäåð-
æèâàëñÿ íà øåéêåðå â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 10°Ñ. Ðàñòâîðû
áåëêà ãîòîâèëèñü íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä èçìåðåíèÿìè.

Ýëåêòðè÷åñêèå èçìåðåíèÿ. Ýëåêòðè÷åñêèå èçìåðåíèÿ
ïðîâîäèëèñü ñ ïîìîùüþ ïèêîàìïåðìåòðà ôèðìû Keithley
(model 6487, Keithley, http://www.keithley.com). Âî âðåìÿ
èçìåðåíèé ïîäëîæêà ñòðóêòóð ÊÍÈ áûëà èñïîëüçîâàíà
â êà÷åñòâå óïðàâëÿþùåãî ýëåêòðîäà (çàòâîðà òðàíçèñòî-
ðà). Çàâèñèìîñòü òîêà ñòîêà-èñòîêà îò íàïðÿæåíèÿ íà çà-
òâîðå Ids (Vg), äëÿ ÊÍÈ-ÍÏ p-òèïà áûëà ïîëó÷åíà ïðè

Vg = 0 � (-70) V è Vds = -0,2 V. Äëÿ ðåãèñòðàöèè áåëêà ñ ïî-
ìîùüþ ÍÏ-áèîñåíñîðà, ðàñòâîð áåëêà HCVcoreAg
(150 ìêë â 1 ìM KÔÁ, pH 7,4 èëè â 1 ìM êàëèé-ôòàëàò-
íîì áóôåðå, pH 5,1) äîáàâëÿëñÿ â èçìåðèòåëüíóþ êþâåòó,
ñîäåðæàùóþ 300 ìêë áóôåðíîãî ðàñòâîðà. Âðåìåííûå çà-
âèñèìîñòè òîêà Ids(t) ïðè Vg = (-45) V è Vds = (-0,2) V.
Â öåëÿõ ïîâûøåíèÿ âðåìåííîé ñòàáèëüíîñòè ðàáîòû
ÍÏ-áèîñåíñîðà èñïîëüçîâàëñÿ äîïîëíèòåëüíûé
Pt-ýëåêòðîä, ïîãðóæåííûé â ðàñòâîð èçìåðèòåëüíîé
ÿ÷åéêè, àíàëîãè÷íî [8, 13, 15].
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Ðèñ. 2. Ðåçóëüòàòû îáíàðóæåíèÿ HCVcoreAg â áóôåðíîì ðàñòâîðå ïðè

pH 7,4. �Ids(t) çàâèñèìîñòè äëÿ ÍÏ-÷èïîâ ñ êîâàëåíòíî èììîáèëèçî-
âàííûìè àíòèòåëàìè. Êîíöåíòðàöèÿ HCVcoreAg: Ñ = 10-15Ì(1),
10-14Ì(2), 10-13Ì(3). Óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà: 1ìÌ êàëèé-ôîñôàòíûé
áóôåð pH = 7,4; Vg -45Â; Vds = -0,2Â; V = 300ìêë. Ñòðåëêè óêàçûâàþò
äîáàâëåíèå ðàñòâîðà HCVcoreAg è îòìûâî÷íîãî áóôåðà. Ïî îñè
îðäèíàò — èçìåíåíèå ïðîâîäèìîñòè ÍÏ-áèîñåíñîðà ïîä äåéñòâèåì
áåëêà HCVcoreAg.

Ðèñ. 1. Ðåçóëüòàòû îáíàðóæåíèÿ HCVcoreAg â áóôåðíîì ðàñòâîðå ïðè

pH 5,1. �Ids(t) çàâèñèìîñòè äëÿ ÍÏ-÷èïîâ ñ êîâàëåíòíî èììîáèëèçî-
âàííûìè àíòèòåëàìè. Êîíöåíòðàöèÿ HCVcoreAg: Ñ = 10-15Ì(1),
10-14Ì(2), 10-13Ì(3). Óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà: 1 ìÌ ôòàëàòíûé áóôåð;
pH = 5,1; Vg -45Â; Vds = -0,2Â; V = 300 ìêë. Ñòðåëêè óêàçûâàþò äîáàâ-
ëåíèå ðàñòâîðà HCVcoreAg è îòìûâî÷íîãî áóôåðà. Ïî îñè îðäèíàò —
èçìåíåíèå ïðîâîäèìîñòè ÍÏ-áèîñåíñîðà ïîä äåéñòâèåì áåëêà
HCVcoreAg.



Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Áèîñïåöèôè÷åñêàÿ äåòåêöèÿ HCVcoreAg áûëà ïðîâå-
äåíà â äâóõ òèïàõ áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ — íåéòðàëüíîì
(1 ìÌ, KÔÁ, pH = 7,4) è êèñëîì (1 ìÌ êàëèé-ôòàëàòíîì,
pH 5,1) ñ ïîìîùüþ íàíîïðîâîäíîãî áèîñåíñîðà. Ñåíñîð-
íûå ýëåìåíòû áûëè êîâàëåíòíî ñåíñèáèëèçèðîâàíû
àíòèòåëàìè ïðîòèâ öåëåâîãî áåëêà.

Ðåãèñòðàöèÿ HCVcoreAg â êèñëîì áóôåðíîì ðàñòâîðå.

Íà ðèñ. 1 ïðèâåäåíû õàðàêòåðíûå çàâèñèìîñòè îòêëèêà

(�Ids(t)) ÍÏ-áèîñåíñîðà ïðè äîáàâëåíèè ðàñòâîðà
HCVcoreAg â èçìåðèòåëüíóþ êþâåòó. Âèäíî, ÷òî ïðè äî-
áàâëåíèè HCVcoreAg áåëêà â êèñëîì áóôåðå íàáëþäàåòñÿ
óìåíüøåíèå ïðîâîäèìîñòè, îáóñëîâëåííîå àäñîðáöèåé
ìîëåêóë íà ïîâåðõíîñòü íàíîïðîâîäà. Íàáëþäàåòñÿ òàêæå
óìåíüøåíèå âåëè÷èíû ñèãíàëà áèîñåíñîðà ïðè óìåíüøå-
íèè êîíöåíòðàöèè äîáàâëÿåìîãî áåëêà â äèàïàçîíå êîí-
öåíòðàöèé îò 10-13 äî 10-15 Ì. Ìèíèìàëüíàÿ êîíöåíòðà-
öèÿ HCVcoreAg, ïðè êîòîðîé áûë îáíàðóæåí áåëîê,
ñîñòàâèëà 10-15 Ì.

Ðåãèñòðàöèÿ HCVcoreAg â íåéòðàëüíîì áóôåðíîì ðàñ-

òâîðå. Íà ðèñ. 2 ïðèâåäåíû õàðàêòåðíûå çàâèñèìîñòè îò-

êëèêà (�Ids(t)) ÍÏ-áèîñåíñîðà ïðè äîáàâëåíèè ðàñòâîðà
HCVcoreAg â èçìåðèòåëüíóþ êþâåòó. Âèäíî, ÷òî ïðè äî-
áàâëåíèè HCVcoreAg íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå ïðîâîäè-
ìîñòè, îáóñëîâëåííîå àäñîðáöèåé ìîëåêóë íà ïîâåð-
õíîñòü íàíîïðîâîäà. Íàáëþäàåòñÿ òàêæå óìåíüøåíèå âå-
ëè÷èíû ñèãíàëà áèîñåíñîðà ïðè óìåíüøåíèè êîíöåíòðà-
öèè äîáàâëÿåìîãî áåëêà îò 10-13 äî 10-15 Ì. Ìèíèìàëüíàÿ
êîíöåíòðàöèÿ HCVcoreAg, ïðè êîòîðîé áûë îáíàðóæåí
áåëîê, ñîñòàâèëà 10-15Ì.

Áûëî ïîëó÷åíî, ÷òî ÍÏ-òðàíçèñòîðû íà îñíîâå ñòðóê-
òóð ÊÍÈ ñ èììîáèëèçîâàííûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ
HCVcoreAg ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ îáíàðóæåíèÿ
áåëêîâîãî ìàðêåðà ãåïàòèòà Ñ. Ìèíèìàëüíàÿ êîíöåíòðà-
öèÿ HCVcoreAg, ïðè êîòîðîé îáíàðóæåí áåëîê, ñîñòàâèëà
10-15Ì, ÷òî ñðàâíèìî ñ óðîâíåì ÷óâñòâèòåëüíîñòè äîñòè-
ãàåìîãî íà ìèðîâîì óðîâíå äðóãèìè èññëåäîâàòåëüñêèìè
ãðóïïàìè â îáëàñòè íàíîïðîâîäíîé äåòåêöèè áåëêîâ, íà-
ïðèìåð [15]. Îòìåòèì ïðè ýòîì ÷òî øèðèíà íàíîïðîâîäà

äîñòèãàëà çíà÷èòåëüíîé âåëè÷èíû 
3 ìêì â îòëè÷èå îò


50 íì â [15].

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî õàðàêòåð îòêëè-
êà ÍÏ-áèîñåíñîðà çàâèñèò îò êèñëîòíîñòè áóôåðà. Òàê
ïðè äîáàâëåíèè àíàëèçèðóåìîãî ðàñòâîðà, äëÿ èñïîëüçóå-
ìûõ â äàííîé ðàáîòå íàíîïðîâîäîâ p-òèïà, â íåéòðàëüíîé
ñðåäå íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå ïðîâîäèìîñòè (ðèñ. 2), à
â êèñëîé ñðåäå — óìåíüøåíèå ïðîâîäèìîñòè (ðèñ. 1).
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî áèîìîëåêóëà HCVcoreAg âçàè-
ìîäåéñòâóåò ñ ÍÏ-ñåíñîðîì êàê ìíîãîäîìåííûé äèïîëü,
à íå êàê çàðÿæåííàÿ ÷àñòèöà. Ïî äàííûì ïðîèçâîäèòåëÿ
ðåêîìáèíàíòíûé HCVcoreAg ÿâëÿåòñÿ ñòðóêòóðîé, ñîäåð-

æàùåé ôðàãìåíòû àíòèãåíà HCVcoreAg è �-ãàëàêòîçèäà-
çû. Ñëåäîâàòåëüíî, äåòåêòèðóåìàÿ áèîìîëåêóëà â ðàñòâî-
ðå ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ïðîòÿæåííîé ñòðóêòóðîé, è ïîëó÷åí-
íûé ðåçóëüòàò ìîæíî îáúÿñíèòü ñëåäóþùèì îáðàçîì.
Â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ ÊÍÈ-ÍÏ p-òèïà ïðîâîäèìîñòè
íà çàòâîð ÷èïà ïîäàåòñÿ îòðèöàòåëüíîå íàïðÿæåíèå, îðè-
åíòèðóþùåå ñëîæíóþ ìîëåêóëó, îïðåäåëåííûì îáðàçîì.
Çàðåãèñòðèðîâàííîå ñâÿçûâàíèå ìîëåêóëû HCVcoreAg
ñ èììîáèëèçîâàííûìè àíòèòåëàìè â íåéòðàëüíîé ñðåäå
(ðèñ. 2) ñâèäåòåëüñòâóåò î âçàèìîäåéñòâèè àíòèòåëà
ñ îòðèöàòåëüíîé ÷àñòüþ äèïîëÿ HCVcoreAg, ÷òî âûçûâàåò

îòêðûâàíèå ñåíñîðà (ò.å. óâåëè÷èâàåòñÿ îòðèöàòåëüíûé
çàðÿä ó ïîâåðõíîñòè è óâåëè÷èâàåòñÿ ïðîâîäèìîñòü
íàíîïðîâîäà).

Ïðîòèâîïîëîæíûé õàðàêòåð îòêëèêà ÍÏ-ñåíñîðà íà-
áëþäàåòñÿ ïðè ïåðåõîäå îò íåéòðàëüíîé ñðåäû ê êèñëîé
— ïðè äîáàâëåíèè àíàëèçèðóåìîãî ðàñòâîðà ïðîâîäè-
ìîñòü ÍÏ-ñåíñîðîâ óìåíüøàåòñÿ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî â êèñëîé ñðåäå ÷àñòü îòðèöàòåëüíîãî äîìåíà äèïîëÿ
HCVcoreAg ïðèîáðåòàåò ïîëîæèòåëüíûé çàðÿä, íàïðèìåð
çà ñ÷åò ïðîòîíèðîâàíèÿ. Â ýòîì ñëó÷àå ïðîèñõîäèò âçàè-
ìîäåéñòâèå çàðÿæåííîãî ïîëîæèòåëüíî äîìåíà
áèîìîëåêóëû ñ èììîáèëèçîâàííîé àíòèòåëàìè, ÷òî è
âûçûâàåò îòêëèê ÍÏ-ñåíñîðà p-òèïà.

Òàêèì îáðàçîì, ïîêàçàíî, ÷òî ñ ïîìîùüþ ÍÏ-áèîñåí-
ñîðà áèîìàðêåð âèðóñíîãî ãåïàòèòà Ñ ìîæåò áûòü îáíàðó-
æåí â ðàñòâîðå áåç èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîê, â ðåæèìå ðåàëü-
íîãî âðåìåíè. Êîíöåíòðàöèîííàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü àíà-
ëèçà ñîñòàâèëà ïîðÿäêà 10-15 Ì ïðè èñïîëüçîâàíèè
ÊÍÈ-ÍÏ p-òèïà ñ èììîáèëèçîâàííûìè àíòèòåëàìè
â êà÷åñòâå ìîëåêóë-çîíäîâ.
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