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Предложен новый тип модификации поверхности многоканальных сенсоров на основе кремния-на-

изоляторе, включающий использование бифункционального реагента карбонилдиимидазола для формиро-

вания интерфейсного слоя вместо модифицированных силанов и зондов для специфической детекции

фрагментов матричной рибонуклеиновой кислоты тропонина (аналита) в качестве маркера инфаркта

миокарда. Исследовано влияние пассивации активированной карбонилдиимидазолом поверхности сенсоров

глицином и аминоэтанолом на заключительном этапе модификации на отклик сенсоров и уровень фонового

сигнала. Показано, что при пикомолярной концентрации аналита в растворе предложенный тип модификации

поверхности с обработкой в глицине обеспечивает высокоспецифичный отклик ∼ 60%. За увеличение

отклика и специфичности сенсоров при детекции аналита после пассивации глицином и аминоэтанолом

ответственны разные механизмы.
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1. Введение

Нанопроволочные сенсоры являются высокочувстви-

тельными аналитическими приборами, предназначен-

ными для качественного и количественного анализа

биологических и химических веществ [1,2]. Одним из

интенсивно развивающихся направлений использования

(целевых назначений) таких устройств в настоящее

время является создание на их основе электронных

детекторов нуклеотидных маркеров социально значимых

заболеваний, например, рака легких [3], рака груди [4],
инфаркта миокарда, и др.

Среди различного вида нанопроволочных сенсоров

особое место занимают многоканальные сенсоры на

основе пленок кремния-на-изоляторе (КНИ). Использо-

вание КНИ обусловлено возможностью массового про-

изводства диагностических Lab-on-Chip систем в рамках

промышленной кремниевой технологии. Многоканаль-

ность сенсорных элементов обеспечивает увеличение

эффективной площади, соответственно, вероятности де-

текции аналита и верификацию результатов.

Принцип действия прибора основан на модуляции

проводимости сенсорного элемента при адсорбции на

его поверхность частиц любой природы (бактерий,
вирусов, белков, ДНК, РНК и др.) [1–6]. Биосенсором
такой прибор становится после формирования на его

поверхности специального рецепторного слоя (или
слоя зондов), способного с высокой селективностью

и специфичностью распознавать частицы аналита в

тестируемом растворе, таким образом, модификация

и контроль состояния поверхности сенсоров являются

одними из ключевых проблем и задач при изготовлении

таких приборов.

Модификация поверхности сенсоров является много-

стадийным процессом и включает в себя: 1) очистку и

активацию поверхности, 2) создание переходного слоя

между твердотельным сенсором и слоем рецепторов

(зондов), 3) формирование слоя зондов, предназначен-

ных для селективного и специфичного выявления ана-

лита, 4) пассивацию поверхности для блокирования

остаточных, непрореагировавших с зондами активных

связей и 5) непосредственно, захват аналита. Одними из

основных требований к процессу модификации поверх-

ности являются минимизация толщины слоев (общая

толщина модифицирующих слоев не должна превышать

дебаевскую длину экранирования в растворе) и миними-

зация плотности непрореагировавших с зондами связей,

которые определяют уровень фонового сигнала (из-за
неспецифичного взаимодействия).
Как правило, для создания интерфейсных слоев

используются функционализированные силаны [7].
Проблемами силанольных покрытий являются:

1) увеличение их плотности из-за относительно

большого размера молекул (0.4 нм и больше) и

2) однородность и воспроизводимость слоев из-за

взаимодействия молекул между собой [8]. Для

пассивации поверхности используют обработки в

глицине, аминоэтаноле, а также введение белковых
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Рис. 1. Оптическое изображение фрагмента кристалла с мно-

гоканальными КНИ-сенсорами. На вставке — схематическое

изображение сечения отдельного сенсорного элемента.

молекул, например, BSA [9]. Однако эти молекулы легко

поляризуются в растворах. Поэтому уровень фонового

сигнала и специфичность взаимодействия между зондом

и аналитом, соответственно, будут определяться типом

интерфейсного слоя и самим аналитом.

Цель данной работы — модификация поверхности

КНИ-сенсоров для детекции РНК-маркеров инфаркта

миокарда. Для этой цели в качестве маркеров бы-

ли использованы фрагменты матричных РНК тропо-

нина (MTN), присутствие которых в крови наблю-

дается при инфаркте миокарда, и биочипы на осно-

ве многоканальных КНИ-сенсоров с короткими олиго-

нуклеотидными зондами тропонина (PTN), комплимен-
тарными к MTN (т. е. специфичность взаимодействия
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Рис. 2. Схематическое изображение модификации поверхности сенсоров на стадиях: 1) активации, 2) формирования интерфейс-

ного слоя CDI, 3) формирования — специфичного слоя зондов, 4) пассивации глицином или аминоэтанолом.

зонд−аналит определялась гибридизацией комплимен-

тарных пар PTN−MTN). При модификации поверхности

сенсоров в качестве интерфейсного слоя вместо амино-

силанов были использованы ультракороткие (∼ 0.25 нм)
молекулы CDI. Два типа обработок — в глицине и

аминоэтаноле были использованы для пассивации по-

верхности.

Задачами работы были изучение 1) специфичности

детекции MTN и 2) влияния типа пассивирующих об-

работок на отклик сенсоров и уровень фонового сигнала

при детекции MTN.

2. Эксперимент

Многоканальные КНИ-сенсоры были изготовлены на

основе пленок КНИ (Smart-Cut)p-типа проводимости

с конструктивными параметрами: толщина отсеченного

слоя кремния tsi = 30 нм, толщина скрытого диэлек-

трика tbox = 200 нм. Концентрация акцепторов в пленке

КНИ составляла 2 · 1016 см−3. Оптическое и схематиче-

ское изображение сенсора показано на рис. 1. Сенсор-

ные элементы представляли собой полоски кремния-на-

изоляторе шириной 1мкм, имеющие контактные обла-

сти стока-истока на концах. Подложка структур КНИ

использовалась в качестве управляющего электрода,

позволяющего целенаправленно изменять режим прово-

димости сенсорного элемента [10,11].
Чип с набором многоканальных сенсоров был поделен

на две части. На одной из них проводилась модификация

поверхности сенсоров с нанесением зондов (тестовые
сенсоры), на другой — сенсоры были без зондов (ис-
пользовали как референсные).
На рис. 2 схематично показаны основные этапы моди-

фикации поверхности сенсоров.
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Таблица 1. Фрагмент матричной РНК тропонина как маркер инфаркта миокарда и комплиментарные к нему олигонуклеотидные

зонды

Аналит MTN FAM-2’-OMe-(CAGAAGAAGATGAAGAAGAAGAGGAAGCAAAGGAG)

Зонды PTN d(CTTCTTCTCCTTCGTTTCCTC)-NH2

В табл. 1 показаны используемый аналит (фрагмент
матричной РНК тропонина) и комплиментарный к нему
олигонуклеотидный зонд.
Измерялись временны́е зависимости тока сенсо-

ров Ids(t) при последовательном нанесении на их поверх-
ность капельным способом растворов 1мМ фосфатного
буфера (PB), pH 7 или PB с концентрацией MTN в диа-
пазоне 10−12−10−6 М. При измерениях использовался
подпороговый режим работы сенсоров, обеспечивающий
максимальный отклик к заряду, адсорбируемому на
поверхность [10,11]. Более детально способ нанесения
растворов и измерений описан в работе [3]. Отклик
сенсоров на адсорбцию заряда из растворов с аналитом
определялся как

Resp. = (Io
ds − Ids )/Io

ds (1)

или в дифференциальной моде как

Resp.(dif) = (Ids(test) − Ids (ref))/Ids (ref). (2)

Здесь Io
ds — значение тока сенсора в PB до добавления

аналита в раствор, Ids (test) и Ids(ref) — значение тока
тестового и референсного сенсоров соответственно.

3. Результаты и обсуждение

На рис. 3 и 4 показаны типичные временны́е за-
висимости тока сенсоров с непассивированной и пас-
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Рис. 3. Ids(t) зависимости для тестового (1) и референсного

сенсоров (2, 3) в исходном 1-мМ буферном растворе и в РВ с

разной концентрацией MTN. 2 — зависимость 3, приведенная

к уровню сигнала тестового сенсора в РВ. Сенсоры без

пассивации поверхности.
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Рис. 4. Ids (t) зависимости для референсного (1) и тестового

сенсоров (2, 3) в исходном 1-мМ буферном растворе и в РВ с

разной концентрацией MTN. 2 — зависимость 3, приведенная

к уровню сигнала реферонсного сенсора в РВ. Пассивация в

аминоэтаноле — а, глицине — b.

сивированной поверхностью, соответственно, в буфер-

ных растворах и при детекции ими MTN в 1мМ PB,

pH 7. Для сравнения показаны также Ids(t) зависимости,

приведенные к одному уровню (исходному значению

тока Io
ds в PB, до взаимодействия с MTN).

Видно, что независимо от типа пассивирующих об-

работок увеличение концентрации MTN приводит к

уменьшению тока сенсоров, что типично при адсорбции

отрицательно-заряженных частиц на их поверхность.

Однако 1) соотношения исходных (в PB до добавления
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Таблица 2. Соотношение исходных (в 1 мМ РВ без аналита)
значений токов тестовых и референсных сенсоров с различным

типом пассивирующих обработок

Тип обработки Без обработки Аминосилан Глицин

Io
ds(test):I

o
ds (ref) 2 : 1 1 : 2 1 : 8.7

MNT в раствор) значений токов Io
ds и 2) изменения Ids

в растворах с MNT для тестовых и референсных сенсо-

ров различны для случаев пассивированной и непасси-

вированной поверхности. В случае непассивированной

поверхности значение тока в PB Io
ds для тестовых сен-

соров больше, чем для референсных, Io
ds (test) > Io

ds(ref)
(рис. 3). Для сенсоров с пассивированной поверхностью

имеет место обратное соотношение Io
ds (test) < Io

ds(ref)
(рис. 4). Соотношения токов Io

ds для сенсоров с раз-

личным типом пассивации поверхности приведены в

табл. 2.

На рис. 5 показаны отклик cенсоров с разным типом

модификации поверхности на детекцию MTN, опреде-

ленный относительно исходного значения Io
ds в РВ, и

отклик тестовых сенсоров в дифференциальной моде

как изменение тока тестовых сенсоров Ids относительно

тока Ids референсных сенсоров при одинаковом (приве-
денном) значении Io

ds .

Видно, что в случае непассивированной поверхно-

сти отклик референсных сенсоров больше, чем для

тестовых. Для пассивированной поверхности отклик ре-

ференсных сенсоров, определяющий уровень фонового

сигнала от неспецифического взаимодействия сенсор–
аналит, явно меньше отклика тестовых сенсоров. Для
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Рис. 5. Resp. — (1, 3−6, 8) и Resp.(diff) — (2, 7) для тестовых

(закрашенные и полузакрашенные символы) и референсных

(незакрашенные символы) сенсоров без пассивации (4, 6) и

с пассивацией поверхности в глицине (1, 2, 5) и аминоэтано-

ле (3, 7, 8).

пико-мольной концентрации MTN в растворе отклик

тестовых и референсных сенсоров составляет соответ-

ственно ∼ 70 и 30% после обработок в глицине и ∼ 35

и 15% после обработок в аминоэтаноле. В диффе-

ренциальной моде отклик сенсоров составляет ∼ 60

и 20% после обработок в глицине и аминоэтаноле

соответственно и увеличивается с увеличением концен-

трации MTN. Таким образом, в случае непассивиро-

ванной поверхности наблюдается ложноотрицательный

результат: Resp.(test) < Resp.(ref). Пассивация поверх-

ности независимо от ее типа позволяет выделять сиг-

нал от специфического взаимодействия (гибридизации)
FTN и MTN.

Хорошо известно, что в растворах с pH 7 про-

водимость n-канальных сенсоров блокируется отрица-

тельным зарядом электролита. Поэтому соотношения

Io
ds(test) > Io

ds (ref) и Resp.(test) < Resp.(ref) для сенсо-

ров с непассивированной поверхностью означает, что

CDI-модифицированные сенсоры (без зондов и без

пассивации поверхности) более чувствительны к от-

рицательному заряду в электролите, чем сенсоры, в

которых часть связей на поверхности занята зондами.

Это может быть результатом того, что отрицательный

заряд, распределенный по длине зонда или (после
гибридизации) комплекса зонд−аналит, пространсвенно

удален от поверхности сенсора и частично экрани-

рован зарядом подвижных ионов РВ, т. е. модифика-

ция специфичными зондами уменьшает чувствитель-

ность сенсорных элементов, однако повышает их спе-

цифичность.

Целевым назначением пассивирующих обработок яв-

ляется уменьшение фонового сигнала от неспецифич-

ного взаимодействия сенсор−аналит и тем самым вы-

деление правильного сигнала от специфического взаи-

модействия зонд−аналит. Как видно из рис. 5, после

обработки аминоэтанолом действительно наблюдается

уменьшение отклика референсных и увеличение от-

клика тестовых сенсоров по сравнению со случаем

непассивированной поверхности, т. е. результат такой

обработки может быть объяснен блокированием ами-

ноэтанолом неспецифичного взаимодействия с MTN.

Однако обработка глицином практически не изменяет

отклик к неспецифичному взаимодействию референс-

ных сенсоров с МTN, но при этом обеспечивает мак-

симальный отклик тестовых сенсоров. Это позволяет

заключить, что причины (механизмы) увеличения от-

клика тестовых сенсоров (и их специфичности соот-

ветственно) для обработок в аминоэтаноле и глицине

различны.

Как отмечалось выше, проводимость сенсоров бло-

кируется отрицательным зарядом на их поверхности.

Пассивирующие обработки приводят к соотношению

Io
ds(test) < Io

ds (ref) в КРВ. Это означает, что в РВ (до
введения МTN) эффективный отрицательный заряд на

поверхности тестовых сенсоров с зондами по абсолют-

ной величине больше, чем на поверхности референс-

ных сенсоров |Q−

eff(test)| > |Q−

eff(ref)| (т. е. пассивирую-
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щие обработки позволяют
”
выявлять“ отрицательный

заряд зондов). При этом соотношение Io
ds(test)/Io

ds(ref)
меньше (|Q−

eff(test)/|Q
−

eff(ref)| соответственно больше)
после обработок в глицине, чем после обработок в

аминоэтаноле (см. табл. 2). В РВ возможны только

перезарядка и экранирование иммобилизованных на

поверхность сенсоров комплексов (в частности, зон-

дов и CDI-глицин или CDI-аминоэтанол) подвижны-

ми ионами электролита. Плотность зондов на поверх-

ности тестовых сенсоров (в условиях эксперимента)
одинакова. Поэтому полученные соотношения логич-

но объяснить эффектом экранирования отрицательного

заряда комплексов CDI-глицин или CDI-аминоэтанол

подвижными положительными ионами электролита, при-

чем более эффективным для комплексов CDI-глицин.

Это действительно возможно, поскольку глицин яв-

ляется легко поляризуемой молекулой и имеет бо-

лее отрицательную СООH-группу по сравнению с

OH-группой аминоэтанола. В этом случае увеличение

отклика глицин-модифицированных сенсоров, по срав-

нению с модификацией аминоэтанолом, объясняется

эффектом частичного экранирования отрицательного за-

ряда глицин-модифицированной поверхности и, соот-

ветственно, уменьшением кулоновского отталкивания

для отрицательно заряженных МTN при их взаимодей-

ствии с FTN.

4. Заключение

Предложен новый тип модификации поверхности

КНИ-сенсоров для специфической детекции РНК-марке-

ров инфаркта миокарда, который включает использо-

вание CDI-интерфейсного слоя вместо силанольного и

FTN-зондов для специфической детекции фрагментов

матричной РНК тропонина в качестве маркеров инфарк-

та миокарда.

Показано, что КНИ-сенсоры, полученные с помощью

оптической литографии с шириной сенсорного элемента

1 мкм, способны уверенно детектировать пикомольный

уровень концентрации MTN в 1мМ PB, pH 7. При

этом отклик сенсоров в дифференциальной моде состав-

ляет ∼ 60 и 20% после пассивирующих обработок в

глицине и аминоэтаноле соответственно.

Получено, что использование сенсоров с CDI-модифи-

цированной поверхностью (без пассивации) в качестве

референсных при детекции MTN может приводить к

ложноотрицательному результату, когда отклик рефе-

ренсных сенсоров на неспецифическое взаимодействие

больше, чем отклик тестовых сенсоров на специфиче-

ское взаимодействие зонд−аналит.

Обработка глицином CDI-модифицированной поверх-

ности сенсоров более эффективна для специфичной

детекции РНК-маркеров, чем обработка аминоэтанолом.

Обработки аминоэтанолом подавляют неспецифичное

взаимодействие, обработки глицином не влияют на уро-

вень фонового сигнала. Увеличение отклика сенсоров и

специфичности взаимодействия с сенсорными элемента-

ми после обработок в глицине качественно объяснено

эффектом экранирования отрицательно заряженной гли-

цинмодифицированной поверхности и уменьшением ку-

лоновского отталкивания для отрицательно заряженных

МTN при их специфичном взаимодействии с FTN.
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Abstract A new type of surface modification of multichannel

silicon-on insulator based sensors was proposed, including the use

of a bifunctional reagent carbonyldiimidazole for the formation of

a interface layer instead of modified silanes, and troponine probes

for specific detection of fragments of the troponin template RNA

(analyte) as a marker of a heart attack myocardium. Impact

of glycine and aminoethanol passivation of carbonyldiimidazole-

activated surface of sensors at the final stage of modification

(before applying the analyte) on the response of the sensors and

the background signal level was studied. It was shown that at a

picomolar concentration of an analyte, the proposed type of surface

modification with treatment in glycine provides a highly specific

response of ∼ 60%. Different mechanisms are responsible for the

increase in response and specificity of the sensors at detection of

the analyte after passivation with glycine and aminoethanol.
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