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СОВРЕМЕННЫЕ БИОСЕНСОРНЫЕ ПЛАТФОРМЫ  
ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ НУКЛЕОТИДНЫХ МАРКЕРОВ * 

 
 
При решении фундаментальных и прак-

тических задач современной науки в облас-
ти молекулярной биологии, биотехнологии 
и молекулярной диагностики особое внима-
ние уделяют исследованиям, направленным 
на создание простых в экспериментальном 
отношении, недорогих, чувствительных и 
селективных методов анализа, обеспечи-
вающих быстрое выявление в образце био-
молекулярных маркеров [1; 2]. Биосенсор-
ные устройства (БСУ) – аналитические 
системы, сочетающие в себе перечисленные 
качества. В основе действия биосенсоров 
(БС) лежит процесс высокоспецифичного 
распознавания анализируемых молекул [3]. 
Роль БС состоит в обеспечении платформы, 
позволяющей перевести факт обнаружения 
аналита (образования комплекса нуклеотид-
ный зонд / мишень, антиген / антитело, ли-
ганд / рецептор и др.) в аппаратно или визу-
ально регистрируемый сигнал [4]. Одним из 
самых известных примеров БСУ являются 
биочипы [5; 6]. Разработка БСУ требует со-
гласования многих факторов, важное место 
среди которых отведено обеспечению эф-
фективности реализации специфичного 
взаимодействия между распознающим сло-
ем биосенсора и анализируемой молекулой. 
Для достоверной регистрации сигнала БС 

должны обладать высокой чувствительно-
стью и специфичностью к определяемому 
компоненту и возможностью регенерации, 
позволяющей повторное использование сен-
сора без существенной потери его эффек-
тивности. При этом чувствительность сен-
сора главным образом зависит от способа 
детекции формируемого комплекса, а спе-
цифичность определяется природой взаимо-
действия иммобилизованных на БС молекул 
с аналитом и способом детекции реализую-
щегося взаимодействия. 

Разработка БСУ – актуальное направле-
ние фундаментальных и прикладных иссле-
дований. В литературе представлено огром-
ное разнообразие подходов к анализу таких 
биомолекул, как нуклеиновые кислоты и 
белки с использованием различных подло-
жек и способов визуализации аналитическо-
го сигнала. Далее представлены принципы 
действия наиболее распространенных БСУ, 
способы детекции и чувствительность вы-
явления анализируемых молекул. Основной 
акцент сделан на гибридизационный анализ 
нуклеиновых кислот (НК), которые являют-
ся одним из наиболее значимых с диагно-
стической точки зрения аналитов. 

БС – аналитическое устройство, в кото-
ром распознающий элемент содержит мате-
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риал, способный к специфическому связы-
ванию биомолекул [7–10]. В основе работы 
биосенсорных систем лежит реализация 
различных специфичных физико-химиче- 
ских и / или биохимических процессов: об-
разование гибридизационного комплекса 
между комплементарными последователь-
ностями нуклеиновых кислот, фермент-
субстратного комплекса, комплекса лиганда 
с рецептором (антиген / антитело) или же 
накопление продуктов превращения в со-
ставе таких межмолекулярных ассоциатов. 

Распознающий элемент может реагиро-
вать непосредственно на присутствие ана-
лизируемого компонента или генерировать 
сигнал, обусловленный содержанием анали-
та в образце. Далее, на основе того или ино-
го физического принципа образование  
специфического комплекса между распо-
знающим элементом и анализируемым  
веществом переводится в регистрируемый 
сигнал. Существует большое количество 
физических преобразователей (трансдьюсе-
ров), используемых в биосенсорных систе-
мах: оптические, электрохимические, мик-
ромеханические, спектроскопические, 
термические, пьезоэлектрические и др. 
Принципиальная схема организации био-
сенсорных устройств представлена на ри-
сунке. 

Условно все подходы к детекции анали-
та, применяемые в сенсорных технологиях, 
можно разделить на два принципиально 
различных типа: без использования репор-
терных групп («label-free») [11] и в присут-
ствии таковых [12]. В первом случае детек-
тируют непосредственно факт связывания 
анализируемой молекулы с распознающим 
элементом сенсора, который может быть 
зарегистрирован, во втором – в качестве ге-
нераторов сигнала могут выступать репор-
терные группы, позволяющие проводить 
детекцию во время или сразу после форми-
рования специфического комплекса. Разли-
чают прямой метод детекции репортерной 
группы и метод опосредованной визуализа-
ции (например, после проведения фермент-
зависимых реакций), основанный на пре-
вращении специфических субстратов, обес-
печивающих появление регистрируемого 
сигнала. Присутствие анализируемой мише-
ни в образце может быть выявлено как при 
появлении на распознающем элементе сиг-
нала от репортерной группы, так и при «вы-
ключении» исходного сигнала (например, 
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тушение флуоресценции). К соединению, 
используемому в качестве метки, предъяв-
ляются общие требования: простота введе-
ния в систему, детекция в малых количест-
вах, стабильность в условиях проведения 
анализа и хранения [13]. 

По типу детектируемого сигнала сущест-
вующие биосенсорные устройства можно 
классифицировать на: 

 оптические, основанные на изменении 
характеристик светового потока при появ-
лении специфического связывания аналита с 
распознающим элементом, например, по-
глощении [7], флуоресценции [14], поверх-
ностном плазмонном резонансе [15] и дру-
гих оптических явлений; 

 электрохимические, основанные на 
измерении таких характеристик ячейки, как 
потенциал (потенциометрические) [7], сила 
тока окисления или восстановления элек-
троактивных частиц (амперометрические, 
вольтамперометрические) [11] либо элек-
тропроводность (кондуктометрические) 
[16]; 

 микромеханические [17; 18], основан-
ные на изменении характеристик поверхно-
сти в зависимости от массы вещества, ад-
сорбированного на нее. 

Оптические биосенсоры являются одной 
из важнейших категорий химических сенсо-
ров, их действие основано на анализе по-
глощения (абсорбции) или отражения света 
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(в том числе поверхностный плазмонный 
резонанс) и люминесценции. При этом де-
текция аналита основывается на регистра-
ции изменений характеристик оптических 
сред (коэффициентов преломления, отраже-
ния и др.) от концентраций определяемых 
веществ. Оптические сенсоры позволяют 
при необходимости проводить детекцию 
сигнала в режиме реального времени, что 
дает возможность не только регистрировать 
взаимодействие молекул, но и оценивать 
кинетические характеристики данного про-
цесса. Существует множество оптических 
БС для выявления нуклеиновых кислот 
(НК), они включают использование в каче-
стве репортерных групп флуоресцентных 
[12], хемилюминесцентных соединений [19], 
золотых и серебряных наночастиц [20]. 

Наиболее распространенными репортер-
ными группами в НК-анализе являются 
флуоресцентные красители (флуорофоры), 
обладающие способностью излучать свет 
при возбуждении их коротковолновым све-
том [12]. Способы генерации флуоресцент-
ного сигнала очень разнообразны и чаще 
всего определяются условиями конкретной 
задачи. В анализе НК для детекции сигнала 
в режиме реального времени используют 
принципы взаимного влияния флуорофоров, 
например, резонансный перенос энергии 
флуоресценции (FRET – Fluorescence Reson-
ance Energy Transfer) [21] – метод, основан-
ный на переносе энергии между двумя 
флуорофорами, один из которых является 
донором, a другой – акцептором энергии. 
Таким образом, при сближении двух флуо-
рофоров – донора (Fd) и акцептора (Fa), на-
пример, при «сэндвич»-гибридизации двух 
олигонуклеотидных зондов на комплемен-
тарной ДНК-мишени, возбуждении донора 
(Fd), вместо его флуоресценции будет про-
исходить передача энергии на акцептор (Fa) 
и наблюдаться тушение флуоресценции до-
нора или появление более длинноволнового 
флуоресцентного сигнала от акцептора (см. 
таблицу, А). Примером пары флуорофоров 
донор-акцептор являются флуоресцеин и 
родамин и их производные [21]. 

Реализацию FRET также можно осуще-
ствлять в формате использования специаль-
ных зондов, например, «молекулярных мая-
ков» (molecular beacon) – шпилечных 
олигонуклеотидов, состоящих из последова-
тельности, комплементарной ДНК-мишени, 
и самокомплементарных концевых участков 

с присоединенными флуорофором и туши-
телем на 5'- и 3'-концах соответственно (см. 
таблицу, Б). В естественном состоянии оба 
конца молекулярного маяка находятся в не-
посредственной близости друг от друга, в 
результате чего происходит тушение флуо-
ресценции. В присутствии ДНК-мишени 
молекулярные маяки претерпевают кон-
формационные изменения, формируя гиб-
ридизационный комплекс, флуорофор (Fd) и 
тушитель (Fa) перестают контактировать 
друг с другом и наблюдается увеличение 
интенсивности флуоресценции [22]. Извест-
но использование молекулярных маяков в 
методах гетерофазной гибридизации для 
разработки ДНК-сенсоров [23]. Высокая 
специфичность ДНК-анализа с использова-
нием молекулярных маяков позволяет соз-
давать на их основе тест-системы, опреде-
ляющие не только наличие специфической 
последовательности, но и локальные нару-
шения в ее составе [24]. 

Помимо флуоресцентных красителей в 
качестве репортерных групп применяют 
квантовые точки (quantum dots) – наноча-
стицы полупроводников (например, ZnS, 
CdSe) [25], обладающие собственной флуо-
ресценцией, высокой степенью химической 
и фотохимической стабильности, широкими 
спектрами возбуждения. 

Эффект усиленного поверхностью ги-
гантского комбинационного рассеяния 
(ГКР) (Surface-Enhanced Raman Scattering 
Spectroscopy) [26] – один из современных 
методов обнаружения и идентификации 
биомолекул с высокой чувствительностью, 
вплоть до детекции одиночных молекул. 
Огромное (в ряде случаев до 10 порядков) 
усиление комбинационного рассеяния света 
молекулами, находящимися вблизи поверх-
ности металлических подложек, обусловле-
но двумя механизмами: электромагнитным, 
связанным с увеличением локального элек-
тромагнитного поля вблизи поверхности, и 
молекулярным, т. е. за счет образования но-
вых возбужденных состояний комплекса 
молекула-металл (см. таблицу, В). В качест-
ве таких поверхностей могут быть исполь-
зованы металлические пленки с высокой 
шероховатостью, например, электроды в 
электрохимической ячейке после проведе-
ния этапа травления их поверхности в ходе 
окислительно-восстановительного цикла, 
стеклянные поверхности, покрытые сло- 
ем серебра, металлические наночастицы
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Примеры биосенсорных устройств  
для гибридизационного анализа нуклеиновых кислот 

 

№ 
Основа системы 
детекции 

Система анализа 

НК-зонды 
НК-матрица

 
Сигнальный продукт 

С
сы
лк
а 

Оптические биосенсоры 

А 

Резонансный 
перенос энергии 
флуоресценции 
(FRET) 

Fa

акцептор и донор 
флуоресценции

Fd

FaFd

FRET

сигнал
[21] 

Б 
«Молекулярные 
маяки» 

FdFa
сигнал

Fd Fa

 

[22] 

В 
Гигантское ком-
бинационное 
рассеяние (ГКР) 

Au

поверхность
Ag

лазер

Au
Ag

ГКР

 

[28] 

Г 
Хемилюминес-
ценция биотин

стрептавидин

пероксидаза
 хрена

 

NH
N

NH2 O

O

O
O

NH2 O

O

3-амино-фталат

люминол-анион

(свет)
 

[34] 

Д 
Колориметриче-
ская детекция биотин

стрептавидин

пероксидаза
 хрена

окрашенный
 осадок

хромогенные
субстраты

 

[40] 

Е 

Колориметриче-
ская детекция с 
использованием 
коллоидного 
золота 

раствор красного цвета

Au
Au

Au
 

раствор синего цвета

 

[20] 
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Продолжение таблицы 
 

№ 
Основа системы 
детекции 

Система анализа 

НК-зонды 
НК-матрица

 
Сигнальный продукт 

С
сы
лк
а 

Электрохимические биосенсоры 

Ж 
Кремниевые на-
нопроводники 

поверхность
  

[53] 

З 

Окисление гуа-
ниновых основа-
ний ДНК-
мишени 

НК-зонды без
G-оснований

Ru(bpy)3
3+

Ru(bpy)3
2-

-e- Ru(bpy)3
3+

Ru(bpy)3
2-

-e-

+e-

G-содержащая
НК-матрица

 G

 G
[58] 

И 
Малобороздоч-
ные лиганды 

поверхность
малобороздочный лиганд

 

e-

 

[60] 

К Интеркаляторы поверхность
интеркаля  тор  

e-

 

[61] 

Л Ферроцен поверхность

зонд с ферроценом
e-

 

[46] 

М 
Электрохимиче-
ская фермента-
тивная система 

ДНК-РНК дуплекс

эстераза

поверхность

[66] 

Микромеханические биосенсоры 

Н Липосома 

 

НК-зонды, 
содержащие биотин

авидин, липосома
  

[69] 

микроРНК

эстераза

поверхность
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Окончание таблицы 
 

№ 
Основа системы 
детекции 

Система анализа 

НК-зонды 
НК-матрица

 
Сигнальный продукт 

С
сы
лк
а 

О 

ЭККМ при ис-
пользовании 
«наноамплико-
нов» 

 

комплекс

наноампликоны

 

[17] 

П Кантилевер 

х
 

х

 

[80] 

 
 
 
в коллоидных суспензиях и др. Спектры 
ГКР регистрируют с помощью стандартной 
аппаратуры для получения спектров комби-
национного рассеяния [27]. 

Детекция молекул методом ГКР имеет 
ряд преимуществ по сравнению с флуорес-
ценцией. Рамановский краситель (ГКР-
активная молекула) может быть как флуо-
ресцентным, так и нефлуоресцентным, а его 
незначительная химическая модификация 
может привести к образованию красителя с 
резко различающимся от исходного Рама-
новским спектром, даже если оба красителя 
имеют фактически неразличимые флуорес-
центные спектры. Кроме того, полосы по-
глощения в УФ-области спектра и полосы 
испускания флуоресцентных красителей 
достаточно широкие и максимальное число 
молекулярных флуорофоров, которые могут 
использоваться в одном эксперименте, ог-
раничено 3 или 4 остатками. Широкие поло-
сы поглощения и испускания света флуоро-
форами могут накладываться друг на друга. 
В ГКР-спектре те же самые красители име-
ют более узкие сигналы, что потенциально 
позволяет использовать в системе большее 
число репортерных групп, а следовательно, 
и выявлять большее число аналитов в одном 

мультиплексном анализе [28]. Возможно 
выявление анализируемой последовательно-
сти ДНК, основанное как на появлении сиг-
нала ГКР [29], так и на его исчезновении 
[30], например, при использовании шпилеч-
ных ДНК-зондов, несущих ГКР-активную 
метку и иммобилизованных на золотые на-
ночастицы (по аналогии с «молекулярными 
маяками»). Повышение чувствительности 
анализа выявления ДНК методом ГКР реа-
лизуют с использованием золотых наноча-
стиц, а усиления сигнала добиваются путем 
нанесения металлического серебра на их 
поверхность [28]. 

Поверхностный плазмонный резонанс 
(ППР) применяют при разработке высоко-
чувствительных методов регистрации  
специфических межмолекулярных взаимо-
действий на границе сенсорного металлизи-
рованного слоя и анализируемого раствора 
[31]. Призмы, используемые как оптические 
элементы в методе ППР, обычно изготавли-
вают из кварца, сенсорную поверхность ко-
торых покрывают тонкой пленкой металла 
(Au, Ag, Al или Cu). Поверхностные плаз-
моны реализуются на границе твердого тела 
(металла или полупроводника) и представ-
ляют собой квантовые осцилляции поверх-
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ностных зарядов, возникающих на границе 
раздела фаз под действием внешних элек-
тромагнитных полей. Поверхностные плаз-
моны могут возбуждаться электронными 
пучками или светом. Свет лазера, проходя 
через призму, падает на металлическую по-
верхность и отражается от нее по всем на-
правлениям за исключением критического 
угла θ. Величина θ строго зависит от коэф-
фициента преломления слоя, прилегающего 
к поверхности сенсора, и изменяется при 
появлении на поверхности анализируемых 
молекул. Таким образом, оценивая измене-
ния критического угла, можно определить 
изменения, происходящие на поверхности 
сенсора. В случае конструирования ДНК-
сенсоров с использованием ППР НК-зонд 
иммобилизуют на сенсорную поверхность и 
детектируют изменение показателя прелом-
ления после образования комплекса с  
анализируемой ДНК без использования ре-
портерных групп. Фиксируя изменения  
коэффициента преломления в режиме ре-
ального времени, можно определить коли-
чество ДНК-мишени, провести оценку  
кинетических параметров процесса связы-
вания. Чувствительность ППР-опосредо- 
ванной детекции НК составляет порядка  
10–9 М [15], а в ряде случаев при использо-
вании золотых наночастиц может достигать 
~10–15 М [32]. 

Хемилюминесценцией (ХЛ) называется 
люминесценция, реализуемая в результате 
химической реакции. ХЛ имеет две стадии: 
химическую, в которой происходит форми-
рование продукта реакции, находящегося в 
возбужденном электронном состоянии, и 
физическую, когда данный продукт при пе-
реходе в основное электронное состояние 
испускает свет. Измерение ХЛ биологиче-
ских проб является чувствительным мето-
дом исследования биомолекул, применяе-
мым как в лабораторной, так и клинической 
практиках [33]. Химические активаторы  
ХЛ – это соединения, вступающие в хими-
ческие реакции, например, с активными 
формами кислорода или органическими 
свободными радикалами, в ходе которых 
образуются молекулы, находящиеся в не-
стабильном возбужденном электронном со-
стоянии. Хорошо известными примерами 
таких активаторов могут служить люминол 
и близкие ему по химической структуре со-
единения. Отсутствие необходимости воз-
буждения светом и нулевое фоновое свече-

ние являются преимуществами таких систем 
перед флуоресцентными методами. Часто в 
хемилюминесцентном анализе применяют 
фермент-опосредованные системы детекции 
с использованием таких ферментов, как пе-
роксидаза хрена [34], щелочная фосфатаза 
[19], глюкозооксидаза [35] и др., генери-
рующих хемилюминесцентный сигнал в ре-
зультате протекания ферментативного пре-
вращения специальных субстратов. Так, 
хемилюминесцентное окисление люминола, 
катализируемое пероксидазой хрена в со-
ставе конъюгата со стрептавидином, ис-
пользовали для детекции биотинилирован-
ной ДНК [34] (см. таблицу, Г). Предел 
обнаружения модельной последовательно-
сти ДНК составил 5 × 10–11 М. 

Отдельно отметим системы детекции 
биомолекул, основанные на биолюминес-
ценции. В качестве генераторов аналитиче-
ского сигнала в этом случае могут высту-
пать выделенные из биолюминесцентных 
организмов фотопротеины, например, обе-
лин [36] или акварин [37]. Благодаря высо-
кому квантовому выходу фотохимической 
реакции, возможности получения рекомби-
нантных фотопротеинов и их стабильных 
конъюгатов с другими биомолекулами,  
а также наличию современной фоточувстви-
тельной техники такие метки успешно ис-
пользуют в аналитических системах для оп-
ределения различных биомолекулярных 
маркеров [37–39], включая ДНК [36]. Био-
люминесцентные системы детекции позво-
ляют достоверно выявлять анализируемую 
последовательность ДНК в концентрации 
10–11 М [36]. 

Одним из самых простых способов де-
текции ДНК является колориметрический 
метод, основанный на установлении присут-
ствия вещества или его концентрации по 
интенсивности окраски растворов, которую 
определяют либо визуально, либо спектро-
фотометрически. Преимуществом колори-
метрических подходов является простота 
анализа. Методы колориметрической детек-
ции с использованием ферментных систем 
подобны хемилюминесцентным способам, 
однако вместо хемилюминесцентных суб-
стратов в данном случае используют хромо-
генные, при ферментативном превращении 
которых наблюдается накопление цветных 
продуктов, например, синего осадка при 
контакте щелочной фосфатазы с субстрата-
ми BCIP (5-бром-4-хлор-3-индолилфосфат 
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динатриевая соль) и NBT (нитротетразолие-
вый синий) [40] (см. таблицу, Д). Такой сиг-
нал можно регистрировать в том числе и 
визуально. Однако следует учитывать, что 
фермент-опосредованный анализ требует 
четкого выполнения нескольких жестко 
регламентированных по времени и связан-
ных между собой этапов. Кроме того, фер-
ментативные системы анализа дороги и тре-
буют строгого контроля каталитической 
активности. 

Помимо ферментативных систем широ-
кое развитие получили колориметрические 
схемы детекции ДНК с использованием на-
ночастиц золота, что обусловлено способ-
ностью коллоидного золота менять цвето-
вую окраску раствора при переходе из 
состояния одиночных частиц (красный цвет) 
к агрегированным (синий цвет) [41; 42] (см. 
таблицу, Е). Процесс агрегации золотых на-
ночастиц в растворе может быть зафиксиро-
ван спектрофотометрически или визуально. 
Данный подход позволяет детектировать  
10–9–10–12 М ДНК-мишени [43]. В случае 
перенесения данного подхода в гетерофаз-
ный формат анализа возможно усиление 
сигнала путем дополнительного осаждения 
металлического серебра на поверхности зо-
лотых частиц, что позволяет выявлять ДНК-
мишень в ультранизких концентрациях (до 
10–18 М) [44]. 

Электрохимические сенсоры широко ис-
пользуют для анализа различных классов 
соединений, в том числе и последовательно-
стей ДНК [45]. В электрохимическом сенсо-
ре определяемый компонент реагирует с 
чувствительным слоем непосредственно на 
электроде или в объеме слоя раствора вбли-
зи электрода. В связи с тем, что электрохи-
мические реакции передают электрический 
сигнал, нет необходимости в устройстве 
преобразования сигнала, а детекция может 
быть осуществлена электрохимическим 
анализатором [45]. Простота электрохими-
ческих систем, экономичность, возможность 
миниатюризации и создания портативных 
устройств, обеспечивающих чувствитель-
ную и селективную детекцию анализируе-
мых веществ, позволяют использовать такие 
устройства не только в исследовательских, 
но и в практических целях. В зависимости 
от способа измерения сигнала электрохими-
ческие сенсоры можно разделить на потен-
циометрические, измеряющие потенциал 
ячейки, пропорциональный логарифму кон-

центрации определяемого вещества; вольт-
амперометрические (амперометрические), 
измеряющие силу тока, проходящего через 
поверхность электрода, величина которого 
прямо пропорциональна концентрации 
электрохимически активного (т. е. способ-
ного к окислению или восстановлению) 
анализируемого вещества; кондуктометри-
ческие, измеряющие электропроводность 
аналитической ячейки, которая чувстви-
тельна к изменению состава раствора при 
реализации химической реакции или ком-
плексообразования [7]. 

Существующие электрохимические под-
ходы к детекции НК можно разделить на 
методы с использованием репортерных 
групп, например, ферроцен [46], наночастиц 
[47], малобороздочных лигандов [48], ин-
теркаляторов [49] и без таковых («label-
free») [11]. 

Все большее распространение благодаря 
своей простоте получают методы выявления 
НК, основанные на окислительно-восста- 
новительных реакциях, происходящих не-
посредственно с ДНК. При этом количество 
ДНК, восстановленной или окисленной, 
может свидетельствовать о количестве 
ДНК-мишени, образовавшей комплекс с 
НК-зондом, присоединенным к поверхности 
электрода [11]. Наиболее электрохимически 
активным азотистым основанием является 
гуанин, параметры окисления которого чет-
ко отличимы от окисления других основа-
ний [50]. 

Авторами [11] описана детекция ДНК  
с использованием метода дифференциаль-
ной импульсной вольтамперометрии, осно-
ванной на окислении остатков гуанина в 
последовательности НК-зонда, иммобили-
зованного на электрод. Образование ДНК-
дуплекса приводило к предотвращению 
окисления гуанина и, следовательно, к сни-
жению величины регистрируемого сигнала. 
Для повышения чувствительности (вплоть 
до 2,7 × 10–10 М) и специфичности метода в 
качестве зондов авторы использовали пеп-
тидил нуклеиновые кислоты (ПНК). ПНК – 
аналог ДНК, в котором отрицательно заря-
женный сахарофосфатный остов заменен 
незаряженной псевдопептидной цепочкой, 
состоящей из повторяющихся остатков  
N-(2-аминоэтил) глициновых звеньев, свя-
занных амидными связями. Другим спосо-
бом усовершенствования таких систем де-
текции можно считать использование  
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НК-зондов, в которых остатки гуанина за-
менены инозином, предпочтительно связы-
вающимся с цитозиновыми основаниями.  
В этом случае при гибридизационном ана-
лизе появление сигнала окисления гуанина 
свидетельствует об образовании комплекса 
именно с ДНК-аналитом, содержащим ре-
портерные остатки гуанина. 

Однако применение данных методов за-
труднено значительными фоновыми токами 
в условиях, требуемых для прямого окисле-
ния ДНК [51]. Кроме того, неспецифиче-
ский сигнал в такой системе анализа может 
появляться за счет ДНК, неспецифически 
адсорбированной на электроде. 

При разработке электрохимических сен-
соров для определения НК используют ме-
тоды, основанные на изменении электриче-
ских свойств поверхности: импеданса 
(полного сопротивления), адмиттанса (пол-
ной проводимости), емкости системы. Такие 
трандьюсеры позволяют детектировать про-
цессы, сопровождающиеся изменением об-
щего числа растворенных ионов, их заряда 
или подвижности. При изучении зависимо-
сти величин сопротивления или проводимо-
сти от частоты переменного тока получают 
спектры адмиттанса или импеданса. Соот-
ветствующий подход называется электро-
химической импедансной спектроскопией 
(ЭИС) [7]. Примерами поверхностей, спо-
собных менять электрохимические свойства, 
являются полимерные пленки (производные 
политиофена) [16] (с чувствительностью  
5 × 10–10 М [52]), кремниевые нанопроволо-
ки (с чувствительностью 10–12–10–15 М) [53] 
(см. таблицу, Ж). Взаимодействие иммоби-
лизованного на поверхности нанопроволоки 
ПНК-зонда с анализируемой мишенью и 
формирование гетеродуплекса ПНК-ДНК 
приводит к появлению вблизи поверхности 
проводника отрицательных зарядов высокой 
плотности. Такое изменение окружения рез-
ко меняет сопротивление нанопроводника, 
что достоверно регистрируется и позволяет 
выявлять ДНК-аналит в концентрациях  
~10–14 М [53]. 

Другим перспективным подходом при 
конструировании электрохимических био-
сенсоров является использование нанотру-
бок или наноканалов, формируемых биомо-
лекулами [54; 55] или неорганическими 
материалами [56]. Так, показано, что пере-
мещение отдельных молекул одноцепочеч-
ной ДНК через нанопоры (радиус 1,4 нм), 

сформированные α-гемолизином (из Staphy-
lococcus aureus) в липидной мембране, 
можно достоверно регистрировать, анали-
зируя ионный ток в электрической ячейке 
[54]. Однако БС, основанные на использо-
вании биологических наноканалов, облада-
ют рядом недостатков (фиксированный  
размер пор, неустойчивость двойного ли-
пидного слоя при изменении внешних пара-
метров [55]), что ограничивает возможность 
их применения. Решить эти проблемы мож-
но при использовании наноканалов, сфор-
мированных в стабильных неорганических 
материалах. Например, показана возмож-
ность селективного выявления одноцепо-
чечной ДНК (в концентрации 10–11 М) при 
ее прохождении сквозь кремниевые мем-
браны с наноканалами диаметром 20 нм 
[57]. В этом случае поверхность нанокана-
лов модифицировали шпилечными олиго-
нуклеотидными зондами, что уменьшало 
эффективное сечение каналов до 1–2 нм и 
позволяло достигать достоверное изменение 
электрической проводимости в ячейке при 
прохождении ДНК-аналита сквозь мем- 
брану. 

Прогресс в создании электрохимических 
биосенсоров стал возможен благодаря ис-
пользованию в качестве окислителей медиа-
торов – диффузионно-подвижных низкомо-
лекулярных веществ, которые служат 
переносчиками электронов. Преимущества 
медиаторов состоят в обратимости окисли-
тельно-восстановительных процессов, низ-
ких потенциалах окисления-восстановления 
и легкости поддержания постоянной кон-
центрации. В качестве медиаторов обычно 
используют катионы переходных металлов 
(ионы Fe3+, Ru3+и Os3+) и их комплексы (гек-
сацианоферат [Fe (CN6)]

3–), ферроцен, ряд 
органических красителей, например, мети-
леновый синий [45]. 

Пример БСУ для опосредованного опре-
деления ДНК с помощью полипиридиловых 
комплексов Ru (II) и Os (II) представлен в 
работе M. E. Napier et al. [58] (см. таблицу, 
З). В этом случае наличие ДНК-аналита,  
т. е. остатков гуанина в его составе, обеспе-
чивает реализацию каталитического цикла 
Ru (bpy)3

2+ → Ru (bpy)3
3+ → Ru (bpy)3

2+ (bpy 
= 2,2'-бипиридин). Отсутствие гуанина в 
составе НК-зонда приводит к однократному 
окислению Ru (bpy)3

2+, тогда как полный 
цикл происходит только при наличии гуа-
нина. Этот принцип применен для обнару-
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жения ДНК на немодифицированном элек-
троде, изготовленном из сплава индия с ок-
сидом олова [58]. Чувствительность метода 
достигала 5,5 × 10–11 М ДНК-мишени, выяв-
ление различных последовательностей ДНК 
может быть реализовано в режиме парал-
лельного анализа [59]. 

Для разработки электрохимических ме-
тодов анализа последовательностей ДНК 
успешно используют стратегии с примене-
нием в качестве репортеров окислительно-
восстановительных молекул, способных не-
ковалентно связываться с ДНК-дуплексом, 
например, малобороздочных лигандов, та-
ких как Hoechst 33258 [60] или интеркаля-
торов, например, метиленовый синий [49], 
доксорубицин [61], этидий бромистый [62], 
а также других красителей и антибиотиков. 
При использовании данного подхода предел 
обнаружения анализируемой последова-
тельности ДНК составляет ~10–11 М [48] (см. 
таблицу, И, К). 

В электрохимическом анализе популяр-
ны методы с использованием репортерных 
групп, в качестве которых могут выступать 
окислительно-восстановительно активные 
соединения, в частности ферроцен и его 
производные [63]. Благодаря низкому окис-
лительно-восстановительному потенциалу, а 
также стабильности окисленных и восста-
новленных форм ферроцен используется в 
качестве репортерной группы при анализе 
ДНК. Чаще всего ферроцен в составе моди-
фицированного нуклеозидтрифосфата или 
олигонуклеотида вводят в систему электро-
химической детекции при ферментативном 
удлинении последовательности ДНК. В та-
кой системе ДНК-процессирующие фермен-
ты могут не только участвовать в процессе 
формирования продукта, но и обеспечивать 
дополнительную селективность анализа. 
Предложена стратегия выявления точечных 
мутаций, основанная на окислении ферро-
ценовой метки, которая оказывается в непо-
средственной близости к поверхности элек-
трода после лигирования сформированного 
дуплекса и последующего удаления анали-
зируемой ДНК [46] (см. таблицу, Л). Чувст-
вительность выявления анализируемой ДНК 
методом инверсионной вольтамперометрии 
составила ~10–12 М. 

Использование ферментов в электрохи-
мическом ДНК-анализе получило широкое 
распространение благодаря их способности 
преобразовывать единичные случаи форми-

рования гибридизационного комплекса в 
детекцию большого числа образуемых фер-
ментом сигнальных молекул, что ведет к 
существенному усилению регистрируемого 
сигнала. Обычно в электрохимических сен-
сорах используют пероксидазу хрена [64], 
глюкозооксидазу [65], эстеразу [66] и дру-
гие ферменты, которые являются относи-
тельно устойчивыми, недорогими и облада-
ют высокой каталитической активностью. 
Создание таких сенсоров возможно при ус-
ловии, что удается подобрать такой продукт 
ферментативной реакции, который является 
электрохимически активным, т. е. способен 
быстро и желательно обратимо окисляться 
или восстанавливаться на электроде при на-
ложении на него соответствующего потен-
циала. Примером электрохимического обна-
ружения НК с использованием фермента 
эстеразы является селективная детекция 
микроРНК в составе сигнального четырех-
компонентного гибридизационного ком-
плекса, сформированного на поверхности 
электрода (см. таблицу, М). При образова-
нии гибридизационного комплекса фермент 
в составе олигонуклеотидного конъюгата 
оказывается в непосредственной близости 
от электрода и обеспечивает превращение 
субстрата p-аминофенилбутират в p-амино- 
фенол, который, в свою очередь окисляясь 
на электроде, дает достоверно регистрируе-
мый электрохимический сигнал. В отсутст-
вие микроРНК гибридизационный комплекс 
вблизи электрода оказывается нестабиль-
ным и аналитический сигнал не наблюдает-
ся. Предложенный прототип биосенсора  
позволяет детектировать микроРНК с пре-
делом обнаружения ~10–12 М. 

Другим примером успешного примене-
ния ферментативных систем в электрохими-
ческих биосенсорах является подход к  
выявлению ДНК цитомегаловируса, разра-
ботанный с использованием биотинилиро-
ванных олигонуклеотидных зондов и конъ-
югата стрептавидин-пероксидаза хрена. 
Фермент катализирует превращение o-фе- 
нилендиамина в 2,2'-диаминобензол, кото-
рый как электрохимически активный  
продукт [67] может быть обнаружен диффе-
ренциальной импульсной вольтамперомет-
рией. В такой системе чувствительность вы-
явления анализируемой ДНК составила  
~10–16 М. 

Рассмотрим микромеханические (пьезо-
электрические) сенсоры. Пьезоэлектричест-
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во – явление возникновения поляризации 
диэлектрика под действием механических 
напряжений (прямой пьезоэлектрический 
эффект) и возникновения механических де-
формаций под действием электрического 
поля (обратный пьезоэлектрический эф-
фект). Прямой и обратный пьезоэлектриче-
ский эффекты наблюдаются в одних и тех 
же кристаллах – пьезоэлектриках. В сенсо-
рах применяют как природные (кварц, тур-
малин), так и керамические пьезоэлектрики 
(титанаты бария и свинца и др.), подобными 
свойствами обладают и некоторые поли-
мерные материалы (поливинилиденфторид). 
Каждый кристалл имеет собственную резо-
нансную частоту колебаний, которая может 
зависеть от его окружения. Значение такой 
резонансной частоты зависит от массы как 
самого кристалла, так и адсорбированного 
на нем материала, что может быть измерено 
с исключительно высокой точностью [7]. 

Широкое распространение получили 
системы и устройства на базе так называе-
мых кварцевых кристаллических микрове-
сов (ККМ) [7]. Анализатор работает на ос-
нове метода взвешивания микровесами 
определяемого компонента, сорбированного 
чувствительным слоем. Однако при исполь-
зовании этой системы отмечены проблемы, 
связанные с недостатком чувствительности 
и высоким уровнем шума. Существует мо-
дификация ККМ со специальной схемой 
усиления сигнала, называемая электрохи-
мическими кварцевыми кристаллическими 
микровесами (ЭККМ). Устройство детекти-
рует изменение массы электрода, происхо-
дящее вследствие адсорбции или десорбции 
вещества в поверхностном монослое, осаж-
дения или растворения электроактивных 
веществ в ходе окислительно-восстанови- 
тельных процессов. За счет включения оли-
гонуклеотидных зондов в состав покры-
вающего пьезокристалл слоя можно достичь 
существенно более высокой чувствительно-
сти сенсоров [17]. Известны ЭККМ-био- 
сенсоры для выявления НК-дуплексов, со-
держащих наночастицы (золотые [17], Fe3O4 

[68]), липосомы [69]) либо не содержащих 
репортерные группы [16]. Усиление сигнала 
в формате ЭККМ может быть достигнуто и 
с использованием уже описанных ранее 
ферментативных меток (конъюгат авидин-
щелочная фосфатаза и 5-бром-4-хлор-3-
индолил фосфат [70] с пределом чувстви-
тельности ~3 × 10–16 М) или с помощью ме-

ток на основе липосом и дендримерных 
структур (см. таблицу, Н) [69] (предел чув-
ствительности к ДНК-аналиту 5 × 10–12 и  
10–13 М соответственно), а также с примене-
нием золотых наночастиц, например,  
модифицированных случайным набором 
тетрануклеотидов, названных авторами «на-
ноампликонами» (см. таблицу, О) [17]. Пре-
дел выявления одноцепочечной геномной 
ДНК с помощью наноампликонов составил 
1,7 × 10–19 М, что является максимальным 
уровнем чувствительности среди рассмот-
ренных аналитических приемов. 

Кроме того, показано, что при использо-
вании белка MutS с помощью ЭККМ-био- 
сенсора удается различать совершенные 
ДНК-дуплексы и дуплексы с некомплемен-
тарными участками [71]. Предел обнаруже-
ния дцДНК, содержащей несоответствия 
(мисматч T / G или нуклеотидные выпетли-
вания), составил 10–9 М. 

Другой тип БСУ, позволяющий прово-
дить регистрацию малых масс, – это микро-
скопические резонансные системы –  
микровесы на основе кантилеверов для 
атомно-силовой микроскопии (АСМ), кото-
рые позволяют достичь порога чувствитель-
ности вплоть до одиночных молекул [20; 
72]. Кантилевер для АСМ обычно представ-
ляет собой зонд в виде иголочки, выращен-
ной из прочного неорганического материала 
на конце гнущейся балки. Кантилеверы мо-
гут эффективно применяться для изучения 
химических процессов, происходящих при 
связывании специфических молекул на  
их поверхность, что позволяет создавать  
на их основе высокочувствительные био-
сенсоры, способные обнаруживать, напри-
мер, НК-аналит без использования репор-
терных групп [73–78]. Общий принцип 
работы сенсора в этом случае можно пред-
ставить следующим образом. В результате 
взаимодействия модифицированной по-
верхности кантилевера и детектируемого 
вещества возникает разность сил поверхно-
стного натяжения на противоположных сто-
ронах кантилевера, под действием которой 
кантилевер изгибается. Такой изгиб регист-
рируется при помощи оптической лазерной 
системы [72]. Часто в сенсорном устройстве 
используют не один кантилевер, а их набор, 
прикрепленный на общем основании [72; 
79]. Продемонстрировано, что регистрация 
оцДНК использованием такого типа сенсо-
ров с двумя кантилеверами позволяет вы-
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явить аналит в концентрации до 10–11 М [80] 
(см. таблицу, П). 

 
Заключение 
 
Представлены основные подходы к ана-

лизу нуклеиновых кислот и конструирова-
нию на их основе биосенсорных систем, 
обеспечивающих быстрое, высокоспеци-
фичное и чувствительное выявление анали-
зируемых молекул. Следует отметить, что 
все описанные подходы применяют не толь-
ко при анализе нуклеиновых кислот, осно-
ванных на способности НК образовывать 
комплексы с комплементарными последова-
тельностями, но и при анализе других  
молекул, обеспечивающих формирование 
специфичного комплекса. Биосенсорные 
устройства позволяют с высокой чувстви-
тельностью и специфичностью выявлять 
биомолекулы, что в настоящее время явля-
ется важной научной и практической зада-
чей. С каждым днем совершенствуются тех-
нологии, разрабатываются новые подходы к 
созданию биосенсорных устройств, позво-
ляющих быстро и достоверно получить ин-
формацию о наличии интересующих моле-
кулярных маркеров. 
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