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Состав и структура слоя биораспознающих молекул на поверхности электрода являются одними из 

определяющих факторов в прогнозе эффективности работы электрохимических биосенсоров. Для контроля 
воспроизводимости и стабильности работы биосенсоров, необходима разработка новых или усовершен-
ствование уже существующих методов характеризации биологических слоев на твердых поверхностях. В 
данной работе с использованием метода конфокальной лазерной сканирующей микроскопии проводилась 
визуализация слоев ДНК-аптамеров (одноцепочечных молекул ДНК), способных специфически связывать-
ся с белками-онкомаркерам рака легкого, на поверхности золотых дисковых электродов.  

 

Биосенсоры – сенсоры, содержащие в своем составе биологические распознаю-

щие компоненты, позволяющие специфически обнаруживать присутствие целевых 

определяемых объектов (простых веществ, сложных органических и биологически ак-

тивных веществ, цельных клеток, бактерий, вирусов и т. д.) в анализируемой пробе 

(газ, жидкость, твердое тело, вода, кровь, выдыхаемый воздух и т. д.). В зависимости от 

природы детектора, лежащего в основе сенсора, биосенсоры могут быть оптическими, 

пьезоэлектрическими, гравиметрическими и т. п. Электрохимические биосенсоры 

представляют собой систему электродов, находящуюся в контакте с биологическим 

распознающим компонентом. Чаще всего, распознающий биокомпонент химически 

связывается с поверхностью индикаторного электрода, на котором формируется отклик 

и с которого регистрируется сигнал электрохимического биосенсора.  

Электрохимический отклик системы крайне чувствителен к состоянию границы 

раздела электрод/раствор электролита (жидкость, которой наполняется ячейка с элек-

тродами). Изменение состояния слоя распознающих биомолекул на поверхности элек-

трода до и после контакта с определяемыми объектами фиксируется по изменению от-

клика электрода. 

Для получения полезного сигнала электрохимического биосенсора, необходимо 

обеспечить получение воспроизводимого и стабильного слоя распознающих биомоле-

кул на поверхности индикаторного электрода. Оценку воспроизводимости и стабиль-

ности получаемого слоя, в основном, проводят косвенными методами – по измерению 

площади электроактивной поверхности электрода (например, в [1]) и оценке блокиров-

ки его поверхности (например, в [2]) или по изменению сопротивления переноса заряда 

на границе раздела электрод/электролит (например, в [1]) после формирования слоя 

биомолекул. Однако, косвенные методы, позволяя оценить долю заполнения поверхно-

сти электрода, не способны дать достаточно полную информацию о составе и структу-

ре получаемого слоя. Чаще всего для получения визуальной информации о формирую-

щемся слое биомолекул используют атомно-силовую микроскопию (АСМ) [3]. Этот 

метод имеет достаточно высокое разрешение и может позволить видеть отдельные 

крупные молекулы на поверхности электрода. Однако, его применение ограничено, так 

как на качество получаемого сигнала сильное влияние оказывает среда. При высушива-

нии или при помещении в неподходящую среду, биомолекулы могут разрушиться или 

потерять свою рабочую конформацию, нарушив тем самым структуру всего слоя. По 

этой причине, регистрация визуальной информации должна проводиться в жидкости – 

в водных растворах, позволяющих биомолекулам сохранять свою «рабочую» форму. 

Поэтому, привлечение, например, электронной микроскопии, требующей вакуумирова-

ния, неприемлемо, а применение АСМ довольно сильно ограничено.  

Нами впервые было предложено применение метода конфокальной лазерной ска-

нирующей микроскопии (confocal laser scanning microscopy, CLSM) для визуализации 
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биослоёв на поверхности индикаторных электродов [4, 5]. Основной задачей подбора 

условий регистрации изображений данным методом заключается в определении обла-

сти спектра, включающей наиболее интенсивную полосу автофлуоресценции биообъ-

екта или флуоресценции метки, связанной с изучаемыми биомолекулами. Сложной за-

дачей является визуализации двухкомпонентных слоёв. В случае слабо интенсивной 

автофлуоресценции, эта задача становится еще более трудной.  

В данной работе с использованием метода CLSM проводилась визуализация слоев 

ДНК-аптамеров (одноцепочечных молекул ДНК), специфичных к онкомаркерам рака 

легкого, на поверхности золотых дисковых электродов. Исследовались слои двух апта-

меров LC-17 и LC-18 из серии разработанных ранее научной группой из КрасГМУ под 

руководством Кичкайло А.С. [6] и способных специфически связываться с опухолевыми 

маркерами рака легкого. Было обнаружено, что один из аптамеров обладает автофлуо-

ресценцией достаточно сильной, чтобы служить самостоятельным сигналом для визуа-

лизации слоя с привлечением метода CLSM. При возбуждении лазером с длиной волны 

405 нм, максимум автофлуоресценции LC-18 находится в достаточно широкой области 

415-464 нм. При визуализации получаемого сигнала можно наблюдать распределение 

слоя ДНК-аптамера LC-18 на поверхности золотого дискового электрода. Однако, апта-

мер LC-17 имеет слабую интенсивность автофлуоресценции при тех же условиях, что не 

позволяет достоверно обнаружить его присутствие на поверхности электрода.  

Таким образом, в случае с ДНК-аптамером LC-17 необходимо дополнительно мо-

дифицировать молекулы аптамера флуоресцентными метками, чтобы стала возможной 

визуализация его слоя на поверхности электрода. В этом случае необходимо будет убе-

диться, что введенный модификатор (метка) не влияет на конформацию молекулы ап-

тамера и не будет снижать (или напротив, повышать) его способность связываться с 

поверхностью электрода. Кроме того, введение дополнительного агента в состав био-

молекулы может повлиять на межмолекулярные латеральные взаимодействия в апта-

мерной «пленке», что скажется на структуре получаемого биораспознающего слоя. 

Оценку возможности таких изменений при введении флуоресцентной метки необходи-

мо проводить с привлечением других методов, в том числе – оптических, электрохими-

ческих. Данные исследования запланированы к проведению в ближайшем будущем.  
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