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Представлены результаты индикации вируса осповакцины с помощью нанопроволочных

биосенсоров, изготовленных на основе плёнок кремний-на-изоляторе. В экспериментах ис-
пользовались: вирус осповакцины, штамм ЛИВП из коллекции ФБУН ГНЦ вирусологии и
биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора, сыворотка крови кролика, содержащая специ-
фические поликлональные антитела к вирусу осповакцины. Исследования показали, что на
разделе фаз «поверхность сенсора — вирусная суспензия» поливалентная сыворотка крови

электрически нейтральна, вирус осповакцины положительно заряжен, комплексы поли-
валентной сыворотки крови и вируса осповакцины имеют эффективный отрицательный

заряд.
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Введение. В истории человечества были примеры катастрофических последствий,
вызванных эпидемиями и пандемиями. По мнению некоторых экспертов, общие человече-
ские потери в новейшей истории от различных эпидемий превосходят сотни миллионов

человек [1–4]. Эпидемии более эффективно предотвращаются, если удаётся оперативно
выявить вызывающий их инфекционный агент. В настоящее время определённую угрозу
человечеству могут представлять ортопоксвирусы [3]. Исходя из этого актуальной явля-
ется задача их экспресс-индикации. Такая задача решается в данной работе для одного из
представителей семейства ортопоксвирусов — вируса осповакцины.

Синергетический эффект между научными достижениями в области технических

средств: контроля, методов экспресс-индикации патогенов в биомедицинских образцах,
экспресс-отбора проб и их пробоподготовки, несомненно, позволит предотвратить скры-
тый характер применения бактерий, вирусов, токсинов с элементами биотерроризма.

Целью работы являлась индикация вируса осповакцины с помощью нанопроволоч-
ных (НП) сенсоров на основе полевых транзисторов кремний-на-изоляторе (КНИ).

Материалы и методы. В экспериментах использовались: биосенсоры на осно-
ве n-канальных нанопроволочных транзисторов (Институт физики полупроводников

им. А. В. Ржанова СО РАН, Россия); сыворотка крови кролика, содержащая специфи-
ческие поликлональные антитела (anti-body (AB)) к вирусу осповакцины (1 мл), титр в
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Рис. 1. Нанопроволочные биосенсоры и их структура: а — оптические изоб-
ражения одно- и многоканальных сенсоров с контактными областями истока S
и стока D и открытой для доступа аналита поверхностью; b — схематическое

изображение биосенсора, RE — референсный (платиновый) электрод

иммуноферментной реакции против антигена осповакцины 1:50 000 (ФБУН ГНЦ вирусо-
логии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора, Россия); суспензия вируса осповак-
цины (VOV, штамм ЛИВП из коллекции ФБУН ГНЦ вирусологии и биотехнологии «Век-
тор» Роспотребнадзора, Россия), инфекционный титр которой, по нашей оценке, состав-
лял 108 шт/мл, а физический титр — 109 шт/мл; 2 %-ный раствор бета-пропиолактона,
чистота 99 % (производство Cfm Oskar Tropitzsch GmbH, Германия); автоматические пи-
петки 1–2 мкл и 10–100 мкл (Ленпипет, Россия); атомно-силовой микроскоп АСМ SOLVER
P47BIO NT-MDT (Россия); электронный микроскоп JEM 1400 (Jeol, Япония) с цифровой
камерой Jeol и цифровой камерой бокового вывода с программным пакетом iTEM (SIS,
Германия).

Вирус инактивировали бета-пропиолактоном. В пробирку с 0,5 мл VOV вносили

25 мкл 2 %-ного раствора бета-пропиолактона и инкубировали 2 ч при температуре 37 ◦C.
На рис. 1, a показаны оптические изображения используемых в работе одно- и много-

канальных сенсоров. Сенсоры были изготовлены на плёнках КНИ (SmartCut) с толщиной
отсечённого слоя кремния 28–30 нм. Толщина скрытого диэлектрика (BOX, buried oxide)
составляла 200 нм. Ширина сенсорного элемента W (с открытой для доступа аналита по-
верхностью), расположенного между контактными областями истока S и стока D, состав-
ляла 1 или 3 мкм, длина L — 10 мкм. Многоканальные сенсоры, содержащие 12 элементов
с W = 3 мкм, были использованы для увеличения эффективной площади соответственно
вероятности адсорбции аналита на их поверхность. Основные этапы изготовления сен-
соров описаны в [5]. Во время измерений напряжение между стоком и истоком сенсора
составляло Vds = 0,15 В. Подложка структур КНИ (Si-Sub, рис. 1, b) использовалась в
качестве управляющего электрода (затвора bg). Напряжение на bg обеспечивало выбор
режима рабочей точки сенсора в подпороговой области Ids(Vbg)-зависимости с оптималь-
ным откликом к аналиту [6]. Непосредственно перед началом эксперимента сыворотку
c поликлональными антителами к VOV разводили в деионизованной воде (DI) 100 раз. По-
лученную суспензию объёмом 1 мкл капельным способом наносили на поверхность чипа с
набором сенсорных элементов. В течение одной минуты осуществлялась экспозиция сус-
пензии с целью естественной адсорбции поликлональных антител на поверхность сенсора.
Результаты адсорбции контролировались с помощью атомно-силовой микроскопии (АСМ)
(рис. 2).

Непосредственно перед индикацией готовили серию десятикратных последовательных

разведений вируса осповакцины в DI. Разведение осуществлялось в целях получения сус-
пензии с низкой электрической проводимостью и исследования зависимости величины тока
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Рис. 2. АСМ-изображение слоя молекул поликлональной сыворотки на поверх-
ности кремния

биосенсора от концентрации вируса осповакцины в тестируемой суспензии. Внесение раз-
ведений сыворотки крови кролика и вируса осповакцины проводили капельным способом

с использованием автоматической пипетки. Объём капли составлял ∼1 мкл. Реакция био-
сенсора на внесение суспензий сыворотки и вируса контролировалась через регистрацию

временно́й зависимости тока сенсоров Ids(t) с использованием системы сбора данных NI
6363 (National Instrument, США).

Результаты и обсуждение. Для индикации и определения физического титра ви-
русных частиц суспензия исследовалась методом негативного контрастирования в про-
свечивающем электронном микроскопе. Обнаружены типичные для вируса осповакцины
частицы размером около 280 × 200 нм и с характерными морфологическими признаками.
Физический титр этих частиц составил 109 шт/мл (рис. 3).

На рис. 4 показаны зависимости Ids(t) для двух сенсоров, полученных при внесении
на поверхность суспензии с вирусами осповакцины разной концентрации. Расстояние меж-
ду сенсорами на чипе составляло ∼1,5 мм. Абсолютные значения изменения сенсоров Ids
различаются, что отражает статистический характер физической адсорбции частиц по
площади чипа. Общей тенденцией является уменьшение сенсоров Ids с уменьшением раз-
ведения исходной суспензии VOV : DI. Поскольку тестируемая суспензия, кроме VOV, со-
держит белки питательной среды (см. рис. 3), то наблюдаемое на рис. 4 поведение (умень-
шение тока сенсоров) Ids означает, что эффективный заряд частиц, адсорбируемых на
поверхность и в пределах длины экранирования Дебая (LD) от поверхности сенсоров (см.
рис. 1, b), в исследуемой суспензии является отрицательным.

На рис. 5, а показаны временны́е зависимости тока Ids(t), полученные после последо-
вательного добавления на поверхность многоканального сенсора анализируемых проб —
поликлональной сыворотки c антителами AB и вируса осповакцины. Реперные точки на
рис. 5: DI — момент внесения деионизованной воды, АВ — момент внесения суспензии по-
ликлональной сыворотки с антителами, VOV — суспензия с вирусами осповакцины разной

концентрации. Сразу после внесения DI или анализируемых проб начинается экспоненци-
альный процесс стабилизации тока сенсора Ids(t) с выходом на насыщение. Видно, что
последовательное нанесение суспензии поликлональной сыворотки с АВ практически не

изменяет стационарного значения Ids , что указывает на нейтральный характер её воздей-
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Рис. 3. Две частицы, морфологически идентифицированные как Orthopoxvirus.
Изображение получено при определении физического титра вирусных частиц в

исходной суспензии. Электронная микрофотография. Негативное контрастиро-
вание. Окраска 2 %-ным водным раствором уранилацетата
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Рис. 4. Зависимости Ids(t) для двух одноканальных сенсоров на чипе (при-
ведённые к одному уровню Ids в суспензии VOV : DI = 10−6), полученные после
добавления на поверхность чипа суспензии с вирусом осповакцины разной кон-

центрации
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Рис. 5. Зависимости Ids(t) многоканального сенсора, полученные при внесении
сыворотки AB и после последовательного добавления на поверхность сенсора DI

и вируса осповакцины: при Vbg = 54 В (а) и Vbg = 60 В (b)

ствия на сенсор. Вирусная суспензия осповакцины в разведении 10−15 раз на временно́м

участке 1500 и 2000 с (см. рис. 5, а) приводит к уменьшению тока Ids(t). Подобная реакция
возможна лишь при воздействии отрицательного заряда на поверхность сенсора. Можно
сделать вывод, что комплекс АВ—VOV в исследуемой суспензии на разделе фаз «нано-
проволока — вирусная суспензия» имеет отрицательный заряд. Однако численные оценки
показывают, что вероятность наличия целостного вируса на поверхности нанопроволоки
транзистора в указанном разведении крайне мала. Поэтому реакцию сенсора на внесение
вирусной суспензии с низкой концентрацией VOV мы связываем с наличием большого ко-
личества отрицательно заряженных белков в суспензии. Аналогичные реакции продемон-
стрированы в [7, 8]. Следует отметить, что в диапазоне разведений VOV : DI = 10−12–10−2

(рис. 5, b) наблюдается немонотонная зависимость Ids(t). Такое поведение тока сенсоров
возможно при адсорбции частиц разного знака, например, если VOV положительно за-
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ряжены. Действительно, избыточное внесение вируса осповакцины (в разведении 10−1 в

интервале 5000–7000 с) даёт явное увеличение тока сенсора, характерное при адсорбции
положительно заряженных частиц. Реакция (уменьшение) Ids на последующее внесениеAB
подтверждает, что комплексы антиген+антитело в результате специфичного взаимодей-
ствия поливалентной сыворотки и вируса осповакцины в исследуемой суспензии имеют

отрицательный заряд.
Таким образом, сложный характер зависимости Ids(t) сенсоров при индикации AB

и VOV в исследуемых суспензиях объясняется тремя процессами адсорбции: отрицатель-
но заряженных белков, положительно заряженных VOV и отрицательно заряженных ком-
плексов AB—VOV.

Полученные оригинальные результаты и сравнение возможностей метода и техноло-
гии индикации вируса осповакцины с помощью КНИ-транзисторов с подобными, например
полимеразной цепной реакцией иммунохимическим методом, подтверждают его высокую
эффективность и технологичность [8–16]. Авторы полагают, что метод индикации пато-
генов с помощью используемых сенсоров имеет хорошие перспективы практического при-
менения в медицине, вирусологии, в частности в целях мониторинга эпидемиологической
ситуации в местах скопления большого количества людей (метро, стадионах, аэропортах
и др.) [17]. Он также может быть востребован и для нужд сельского хозяйства и животно-
водства. Использование сенсоров в медицине как средства измерения требует их сертифи-
кации в качестве медицинского изделия и решения ряда задач, связанных с определением
величины достоверности результатов. Очевидно, в единичном эксперименте отсчёты слу-
чайной величины тока Ids(t) для каждого разведения, представленные на рис. 4, не могут
быть предсказаны с необходимой точностью. Существует общее правило: если достовер-
ность измерений не определена, то есть основания результаты измерений считать оценкой
и даже ставить их под сомнение. На практике ожидаемая точность (функция достоверно-
сти) результатов измерения случайной физической величины, например Ids(t), достигается
сбором и анализом результатов репрезентативной выборки. С позиции метрологии досто-
верность является итогом решения комплекса задач, включающих использование атте-
стованных методик, средств измерений утверждённого типа, поверки средств измерений,
единиц измерений, допущенных к применению в России и др. Поверенные средства из-
мерения устраняют фактор субъективности в интерпретации результатов, который ещё
встречается в медицине. С позиции математической статистики достоверность измерений
определяется в том числе с учётом использования априорной или безусловной вероятности

отклонения результатов измерения от истинного значения измеряемой величины. В край-
нем случае достоверность измерений сверху находится из неопределённости по типу A
путём статистического анализа ряда наблюдений [18]. Очевидно также, что применяемые
в работе многоканальные сенсоры увеличивают достоверность получаемых результатов.
Так, каждая точка, представленная на рис. 5, a, b, является результатом усреднения по 12
сенсорным элементам.

Заключение. Поливалентная сыворотка является электрически нейтральной на раз-
деле фаз «поверхность нанопроволоки — вирусная суспензия»; вирус осповакцины являет-
ся электрически положительным на разделе фаз «поверхность нанопроволоки — вирусная

суспензия»; комплексы поливалентной сыворотки и вируса осповакцины имеют отрица-
тельный заряд на разделе фаз «поверхность нанопроволоки — вирусная суспензия»; вре-
мя эффективной индикации вируса осповакцины поливалентной сывороткой с помощью

НП КНИ-сенсоров в исследуемых пробах осуществляется в реальном масштабе времени и
составляет 200–300 с на одну пробу; чувствительность НП КНИ-сенсоров позволяет осу-
ществлять индикацию белков VOV, находящихся в суспензии.
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