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1. Введение

В последние годы в области биосенсорики
исследователи уделяют все большее внимание
пористому кремнию (ПК) как широко доступ-
ному, дешевому материалу. Его приготовле-
ние не представляет собой сложной процеду-
ры и не требует использования дорогостояще-
го оборудования, и, что самое главное, он при
определенных условиях способен излучать ин-
тенсивную флуоресценцию (ФЛ) в широкой
области спектра. Именно такие уникальные
свойства ПК являются наиболее интересными
для создания биосенсоров, поскольку они
дают возможность разрабатывать дешевые,
простые устройства для выполнения экспресс-
ных анализов без дополнительного использо-
вания каких-либо меченых соединений. Так
как биосенсоры на основе ПК принадлежат к
одним из наиболее интересных разработок по-
следнего десятилетия, представляется целесо-
образным детально остановиться на них и на
самом материале ПК, рассматривая пути его
получения, модификации поверхности, основ-
ные свойства и возможность использования
при изготовлении биосенсоров нового поко-
ления.

2. Механизм формирования ПК

ПК впервые получен в 1956 году при элект-
рохимическом растворении монокристаллов
кремния (МК) в электролитах на основе HF
[1]. Этот процесс происходит очень медленно,
но, пропуская электрический ток между HF и
кремнием, можно значительно ускорить про-
цесс преобразования МК в ПК с глубокими
узкими порами, которые в основном ориенти-
рованы перпендикулярно к поверхности. Наи-

больший интерес к ПК ученые начали прояв-
лять только с 1990-х годов, когда стало извест-
но о ФЛ ПК в условиях комнатной температу-
ры [2-6].
Общая схема получения ПК одним из наи-

более распространенных методов гальвано-
статической анодизации, обеспечивающих
широкий диапазон пористости, предусматри-
вает погружение МК (анода) и металлическо-
го катода в водный раствор HF, где, при нали-
чии дефектов и “+” носителей заряда (отверс-
тий), происходит растворение Si. Это и приво-
дит к постепенному преобразованию МК в
ПК. При этом концентрацию HF удерживают
на уровне 10 — 25% (по весу). Для улучшения
проницаемости HF в поры Si к раствору доба-
вляют этиловый спирт, а для уменьшения воз-
можности образования пузырьков плотность
тока поддерживают на уровне 1 — 100 мА/см2.
Образование ПК происходит, если плотность
тока (j) не превышает определенного крити-
ческого значения (j

кр
). При j<j

кр 
концентрация

ионов F- в зоне реакции очень высока и про-
цесс анодного растворения Si происходит в
двухвалентной форме. При j>j

кр 
концентрация

ионов F- в зоне реакции недостаточная и рав-
новесие смещается в сторону реакции раство-
рения Si в четырехвалентной форме с образо-
ванием пленки SiO

2
, которая легко растворяе-

тся в HF [7]. Особенности ПК (структура, ве-
личина и плотность размещения пор) и его ФЛ
определяются многими параметрами, вклю-
чая характеристики верхнего слоя Si, располо-
женного близко к поверхности, время аноди-
зации, плотность тока, концентрацию раство-
ра, его рН и величину энергии возбуждения
ФЛ [8-12]. Известно несколько модификаций
изготовления ПК, к которым принадлежат:
анодизация в темноте с последующим травле-
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нием на свету, анодизация в магнитном поле,
пульсирующая анодизация [13] и травление
без использования электрического тока и све-
та [14, 15].
Создание ПК тесно связано со спецификой

многоступенчатых химических реакций, кото-
рые протекают на границе разделения Si-HF
при анодной поляризации кремниевого элект-
рода [16].
При плотности тока j < j

кр
, когда процесс

растворения Si ограничен скоростью доставки
дыр, происходят реакции (1) и (2). При j > j

кр

процесс растворения ограничен скоростью до-
ставки ионов F и поэтому доминирующими
являются реакции (1) и (3). Наряду с реакцией
(1), которая требует использования двух дыр,
возможна также реакция с затратой четырёх
дыр, что обеспечивает высокую скорость рас-
творения Si [17]. В результате одновременного
протекания реакций (1) и (4) эффективная вале-
нтность Si проявляется в диапазоне 2 < n

еф
< 4.

Si + 2HF + 2e+ → SiF
2
 + 2H+ (1)

2SiF
2
 → Si + SiF

4
(2)

SiF
4
 + 2HF → H

2
SiF

6

SiF
2
 + 2H

2
O → SiO

2
 + 2HF + 2H+ (3)

SiO
2
 + 4HF → SiF

4
 + 2H

2
O

SiF
4
 + 2HF → H

2
SiF

6

Si + 4HF + 4e+ → SiF
4
 + 4H+ (4)

SiF
4
 + 2HF → H

2
SiF

6

После травления в растворе HF поверхность
Si становится пассированной атомами водоро-
да [18]. Последние по электроотрицательности
похожи на атомы Si, поэтому химические связи
Si-Si подвергаются только слабому влиянию со
стороны связей Si-Н и их прочность существен-
но не изменяется. Именно этим и обеспечивает-
ся химическая инертность Si к ионам F в усло-
виях, когда дыры в приповерхностной области
отсутствуют. Если же дыра достигает поверх-
ности, происходит разрыв связи Si-Н с замеще-
нием H на атом F. Далее, вследствие поляризу-
ющего действия связи Si-F происходит взаимо-
действие со следующим ионом F-, сопровожда-
ющееся образованием молекулы Н

2
 и инжекци-

ей одного электрона в Si. Группы Si-F понижа-

ют электронную плотность связей Si-Si и эти
ослабленные связи легко разрываются, реаги-
руя с НF или Н

2
О. Атомы Si, оставшиеся на по-

верхности, оказываются связанными с водоро-
дом. Если атом Si удаляется с атомарно глад-
кой поверхности, на ней образуется “провал”.
Такая модификация геометрии поверхности в
свою очередь изменяет распределение электри-
ческого поля, и новая дыра направляется имен-
но к этой области.
Если стенкам пор начинает недоставать

дыр, их растворение прекращается. Такое со-
стояние реализуется для кремниевого элект-
рода п-типа, когда к нему приложено поло-
жительное напряжение. В случае Si р-типа на
поверхности создается слой обогащения, по-
этому прекращение реакции растворения сте-
нок пор должно вызываться другими причи-
нами. Допускается, что  это  может  быть
вследствие размерного квантования носите-
лей заряда, которое ведет к увеличению ши-
рины запрещенной зоны и образованию эне-
ргетических барьеров, препятствующих пере-
ходу дыры с кремниевой подложки в участки
между стенками пор [19]. В результате доста-
точно тонкие стенки пор выявляются обед-
ненными дырами и поэтому устойчивыми к
НF. Однако на границе дна пор с электроли-
том энергетические барьеры отсутствуют и
химическое травление в таких участках продо-
лжается без препятствий.
Подсушивание ПК после анодизации явля-

ется важной процедурой, поскольку оказыва-
ет значительное влияние на его ФЛ [9]. С по-
мощью ИК спектроскопии установлено, что
поверхность свежеприготовленного ПК по-
крыта слоем ковалентно связанного H

2
, что

обусловливает образование на поверхности
групп типа SiH, SiH

2
 и SiH

3
. Такой слой H

2
 на-

деляет поверхность низкими рекомбинацион-
ными свойствами, что играет важную роль в
достижении высокой эффективности ФЛ, но
он характеризуется довольно низкой стабиль-
ностью. При хранении ПК на воздухе он ста-
реет вследствие взаимодействия H

2 
поверхнос-

ти с О
2
. Поскольку свежеприготовленный ПК

взаимодействует с О
2
 очень медленно, то и его

оптоэлектронные свойства изменяются посте-
пенно: от нескольких минут до нескольких ме-
сяцев [20]. Скорость и степень окисления ПК
зависит от многих факторов: состава окружа-
ющего воздуха, уровня влажности, степени
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освещенности поверхности и др. [9]. О важнос-
ти влияния кислородной среды на характерис-
тики ПК и его ФЛ при хранении впервые со-
общил Кэнхем в 1991 году [9].
Таким образом, поиск подходов для моди-

фикации ПК с целью улучшения его стабильно-
сти и сохранения ФЛ является весьма важным и
поэтому ниже представлен их короткий обзор.

2.1.Окисление

При получении ПК в условиях освещеннос-
ти, на нем может появляться оксид, в частнос-
ти во время извлечения ПК из раствора и на-
хождения некоторое время на воздухе [21]. Ко-
нтролируемое окисление ПК можно прово-
дить, выдерживая его на воздухе длительное
время при отсутствии освещения. Такое окис-
ление не ухудшает электронных свойств ПК и
не уменьшает интенсивность его ФЛ [12].
Освещение поверхности видимым или УФ све-
том ускоряет ее окисление, что приводит к па-
данию интенсивности ФЛ [22]. При выдержи-
вании ПК на воздухе и дневном освещении
интенсивность ФЛ возрастает [23], причем с
большей скоростью, чем для образцов, кото-
рые находились в темноте. Имеются сведения
[24] о химическом окислении ПК с помощью
Н

2
О

2
 или HNO

3
. Такой ПК характеризуется

повышенной стабильностью, а его ФЛ не из-
меняется. Используя химическую модифика-
цию ПК тэтраэтоксисиланом, достигнуто сох-
ранения интенсивности ФЛ [25]. Существует
возможность модификации ПК путем анодно-
го окисления в электролитах типа HCl и
KNO

3
, в результате чего повышается выход

ФЛ [20, 21]. Электрохимический процесс, ве-
роятно, имеет место на дне пор, но механизм
анодного окисления пока что остается не выя-
сненным. Во время быстрого термического
окисления (900°С в О

2
, в течение нескольких

минут), можно получить поверхность с хоро-
шими электронными свойствами и улучшен-
ной стабильностью [26].

2.2. Нитрозилирование

В процессе обработки ПК в среде N
2
 проис-

ходит замена нестабильных Si-H концевых
групп на более стабильные Si-N, что ведет к
усилению и стабилизации ФЛ [27]. Возможны
также модификации типа Si-N-Si, Si-NH

2
 и Si-

NO
2
 групп [20].

2.3. Галогенирование

Показана возможность модификации ПК
при помещении его в пары галогенов в тече-
ние нескольких минут [20]. При этих условиях
ФЛ гасится, но можно добиться ее восстанов-
ления на воздухе, однако, поверхность стано-
вится окисленной. Галогенирование рассмат-
ривается как интересный промежуточный
этап в дальнейших преобразованиях ПК.

2.4. Модификация поверхности с участием
ионов металлов.

Предложены химические методы модифи-
кации поверхности ПК в растворах хлоридов
металлов CsCl, NaCl, ZnCl

2
, BaCl

2
 и концент-

рированных кислот: HCl, H
2
SO

4
, HNO

3
 и

H
3
PO

4 
[28]. Благодаря такой обработке интен-

сивность ФЛ ПК возрастала, причем в случае
использования растворов хлоридов металлов
она увеличивалась при увеличении их концен-
трации. Модификация ПК [29, 30] гидротер-
мической обработкой в растворе, содержащем
HF и Fe(NO

3
), на протяжении 45-50 минут при

140-142 °С приводит к сильной и стабильной
ФЛ.
Описана термическая модификация ПК

при погружении его на несколько часов в чис-
тые спирты или их растворы в диоксане [31,
32]. Действие Br

2 
на ПК в течение 5 минут при-

водит к его бромированию и он становится
реактивным по отношению к различным
спиртам, сохраняя до 40% интенсивности ФЛ
[20]. В случае модификации ПК алкильными
группами наблюдается лишь незначительное
уменьшение интенсивности ФЛ, в тоже время
присоединение к нему ароматических молекул
вызывает почти полное гашение ФЛ [33]. Аро-
матическим молекулам вообще присуще свой-
ство гасить ФЛ при взаимодействии с ПК [34].
Механизм такого влияния объясняют переда-
чей энергии от Si, находящегося в возбужден-
ном состоянии, к ароматике [33, 34]. Отрица-
тельно влияют на интенсивность ФЛ и орга-
нические растворители [35, 36].
При модификации ПК полимером поли(9-

винил карбазол) в комбинации с TiO интенси-
вность ФЛ повышалась в 2 раза [37]. При соз-
дании светоизлучающих диодов ПК модифи-
цировали полипирролом путем электрохими-
ческой полимеризации при малых плотностях
тока, что позволило получить образцы с улуч-
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шенными свойствами и способностью к обра-
зованию стабильных контактов [38]. В случае
электрохимической модификации ПК путем
анодизации его в электролите HCOOH с 1M
HCOONa карбоксильная группа присоединя-
ется к поверхности путем разрыва Si-Si связей
с образованием новых связей типа SiOC и SiH
[39]. Хотя такая модификация неблагоприят-
ная для ФЛ, она рассматривается как перспек-
тивная и важная для дальнейших превраще-
ний ПК, например, с помощью спиртов. Раз-
работана схема прямой модификации ПК ме-
тильными группами, которые являются наи-
более подходящими для стабилизации поверх-
ности через их небольшой размер и способ-
ность заменять наибольшее количество H-
протонов [20]. Эта схема предусматривает ано-
дирование ПК в электролите, в состав которо-
го входят диэтиловый эфир и CH

3
Li, LiI или

CH
3
MgI при плотности тока на уровне

1-10мА/см2 и длительности процедуры 10 ми-
нут. При этом сохраняется интенсивность ФЛ и
улучшается стабильность ПК во время хране-
ния.
Таким образом, среди большого разнооб-

разия путей превращения ПК очень интерес-
ными являются быстрое термическое окисле-
ние, под действием которого ПК превращает-
ся в довольно стабильный материал, и прямое
метилирование, что способствует сохранению
интенсивности ФЛ и улучшению стабильнос-
ти ПК. Характеристики ФЛ значительно зави-
сят от метода изготовления и обработки ПК.
Образцы ПК могут содержать в себе кристал-
лические нити, сферические образования Si и
аморфные зоны. Все это приводит к тому, что
они не являются однородными, а это, в свою
очередь, вызывает сложность в исследовании
их оптических характеристик. Однако, несмо-
тря на эти недостатки, легкость получения
ПК, его дешевизна, высокая эффективность
ФЛ при комнатной температуре (1-10%) и ее
широкий спектр вызывают значительный ин-
терес к использованию ПК при создании оп-
тических устройств, эффективно работающих
при комнатной температуре, а также биосен-
соров, как аналитических приборов, пригод-
ных к выявлению широкого спектра веществ.

3. Пористый кремний и сенсорные
устройства

Применение ПК для обеспечения связи био-
логической и кристаллической систем, исходя
из его способности присоединяться к костям,
является одним из перспективных направле-
ний. Создание таких биочипов на основе ПК,
которые можно было бы вводить в организм,
позволило бы проводить функциональную эле-
ктронную стимуляцию органов, программиро-
ванную доставку лекарств и др. [40, 41].
В качестве примеров использования ПК в

оптических приборах можно привести свето-
излучаемые диоды [6, 11, 42-44] и фотогальва-
нические элементы, которые являются весьма
перспективными при создании солнечных эле-
ментов [45]. Благодаря возможности получе-
ния ПК с различными характеристиками по-
ристости можно подобрать образцы с эффек-
тивным показателем преломления света в до-
вольно широкой области — 1,1-2,6. Благодаря
этому ПК является пригодным материалом
для создания многослойных оптических филь-
тров как в области видимого, так и инфракра-
сного света [46].
На сегодняшний день уже предложено не-

сколько биосенсоров на основе ПК для анали-
за ряда веществ. Одним из простейших вариа-
нтов является использование развитой повер-
хности ПК в реакторах для иммобилизации
ферментов [47]. Именно развитость и значите-
льная химическая реактивность поверхности
ПК используется при создании ионных биосе-
нсоров. Принцип их работы состоит в измере-
нии емкости ПК и иммобилизованной ионо-
форной мембраны при появлении на поверх-
ности исследуемых ионов. Возможность раз-
работки таких устройств продемонстрирова-
на на примере определения ионов Na+ [48].
Предложено использовать ПК и в качестве
проводника света при создании оптических
сенсоров [49], а также продемонстрирована
возможность использования толстых окислен-
ных образцов ПК в качестве эффективного те-
плового изолятора для калориметрических
биосенсоров [50]. Тепловая проводимость ПК
уменьшается при увеличении плотности тока
и времени анодизации в процессе его получе-
ния. Как результат этого ПК проявляет наилу-
чшие термоизолирующие свойства среди ма-
териалов, уже использованных ранее при соз-
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дании калориметрических биосенсоров. Раз-
работаны сенсоры на основе ПК для измере-
ния влажности воздуха [51, 52]. Принцип их
работы состоит в измерении незначительных
изменений в емкости, возникающих в резуль-
тате конденсации воды на поверхности ПК,
размещенного на термоэлектрическом охла-
дителе. Такой же принцип относительно изме-
рения изменений емкости был использован и
при разработке сенсора для определения спир-
та в парах воздуха [53]. Созданы потенциомет-
рические биосенсоры, основанные на измере-
нии кривых емкость-напряжение [54-56]. ПК в
данном случае используют в качестве матрик-
са для иммобилизации фермента пеницинила-
зы. Биосенсор имеет чувствительность к пени-
циллину на уровне 0,1 ммол/л и она может
быть повышена путем нанесения на пористую
поверхность Si

3
N

4
.

Разработан интерферометрический биосен-
сор на основе ПК [57]. Принцип его работы со-
стоит в том, что взаимодействие света, отра-
жающегося от верхней и нижней поверхности
ПК, приводит к появлению соответствующей
интерференционной картины, вид которой за-
висит от эффективной оптической толщины
образца. Таким образом, изменение эффекти-
вной оптической толщины, возникающей в ре-
зультате специфического взаимодействия би-
омолекул на поверхности, является парамет-
ром, который и измеряется. Данный биосен-
сор с довольно высокой чувствительностью
регистрирует биотин (чувствительность —
10-12 моль/л), дигоксигенин (10-6 моль/л), оли-
гомеры ДНК, которые содержали 16 нуклео-
тидных оснований (10-15 моль/л), стрептави-
дин (10-14 моль/л) и IgG (10-8 моль/л). О биосен-
соре именно с таким принципом измерения со-
общалось и в работе [58]. Его эффективность
проверяли при регистрации взаимодействия
между биотином и стрептавидином. В следую-
щей работе [59] эти же исследователи предста-
вили усовершенствованный вариант биосен-
сора, ПК которого активировали озоном, а
потом модифицировали гидрофильным бел-
ком, а к последнему пришивали белок А, спо-
собный специфически связываться с IgG. Та-
кая модификация ПК не только позволяла
проводить эффективную иммобилизацию им-
мунных компонентов, но и способствовала
увеличению стабильности ПК при работе в
водных средах.

Используя метод элипсометрии для регист-
рации взаимодействий биотина со стрептави-
дином, показана возможность создания био-
сенсора на основе ПК [60]. Его чувствитель-
ность по отношению к биотину была на уров-
не 40 мкмоль/л. На этом же принципе предло-
жено использование ПК для регистрации раз-
нообразных паров (например, ацетона, мета-
нола, воды) в воздухе [61]. Минимальная опре-
деляемая концентрация ацетона равнялась
12 мкг/мл. На основании открытого свойства
SO

2
 гасить ФЛ ПК, предложена модель опти-

ческого биосенсора для определения этого
экологически вредного газа [62]. О возможно-
сти использования ПК для разработки газо-
вых сенсоров сообщалось также в работе [63],
в которой исследовали электрические харак-
теристики (зависимость силы тока от прило-
женного напряжения) структуры золото-ПК в
условиях наличия разнообразных газов.
Таким образом, сегодня ПК оказывается

достаточно перспективным материалом при
разработке не только оптических устройств,
таких как светоизлучающие диоды, фотогаль-
ванические элементы и оптические фильтры,
но и биочипов, которые можно вводить в ор-
ганизм и направлять лечение и диагностику с
их помощью, а также для создания сенсоров
вообще и биосенсоров, в частности. Хоть ин-
терес исследователей к этой области и доста-
точно высок, все же пока что мало сведений
относительно использования ПК, а особенно
его ФЛ, в биосенсорной технологии, несмотря
на то, что ПК благодаря своей дешевизна,
простоте изготовления, способности к эффек-
тивной ФЛ представляет собой едва ли не наи-
лучший и наипригоднейший материал для би-
осенсорики.

4. Изготовление пористого кремния,
иммобилизация на нем биологического
материала и измерение интенсивности его
фотолюминесценции [64-69]

В своих исследованиях мы использовали
для изготовления образцов ПК пластины МК
(р-тип, удельное сопротивление ρ=10 Ом·cм).
Их сначала обрабатывали компьютерно-кон-
тролируемым сфокусированным лучом YAG:
Nd (иттрий алюминиевый гранат, легирован-
ный Nd3+) лазера (λ=1,06 мкм, длительность
импульса τ = 2x10-4 c, энергия E = 0,3 Дж) в ре-
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жиме сканирования по поверхности, а затем
смесью HF:HNO

3
:H

2
O = 1:3:5 (по объему) в те-

чение 3-10 мин. После этого пластины ПК раз-
резали на отдельные части размером 4х4 мм2.
Глубину и диаметр пор ПК контролировали с
помощью микроскопии атомных сил (AFM).
Для наблюдения видимой ФЛ, ПК помеща-

ли в кварцевую ячейку объемом 2 мл и подвер-
гали действию He-Cd лазера (λ = 440 нм,
P = 0,001 Вт). Интенсивность ФЛ измеряли с
помощью устройства, включающего стандар-
тный монохроматор УМ-2, фотоумножитель
ФЕУ-83 и персональный компьютер.
Перед иммобилизацией биомолекул ПК

промывали спиртом и несколько раз дистил-
лированной водой, после чего образцы высу-
шивали при комнатной температуре в ламина-
рно-чистых условиях. Процесс иммобилиза-
ции осуществляли пассивной сорбцией. Для
этого ПК погружали в раствор одного из ком-

понентов иммунной реакции, что были взяты
в необходимых концентрациях, и выдержива-
ли там в течение определенного времени (кон-
центрации растворов и время иммобилизации
определяли экспериментально для каждого
отдельного случая). Поверхность ПК после
иммобилизации одного из компонентов имму-
нной реакции промывали забуференным фи-
зиологическим раствором (ЗФР) на основе
Na-фосфатного буфера (20 ммоль/л, рН 7,3) и
NaCl (140 ммоль/л), затем высушивали. ПК с
иммобилизованными биокомпонентами испо-
льзовали в дальнейших экспериментах. Глу-
бина пор составляла 10-200 нм, а их диаметр
(d) и ширина “возвышений” (кремниевых кри-
сталлитов) — 50-400 нм (рис. 1). Соответствен-
но классификации ПК на микропористые
(d<2 нм), мезопористые (2<d<50 нм) и макро-
пористые (d>50 нм), приведенной в роботе
[56], полученные нами образцы, можно отнес-
ти к макропористым.

ФЛ высокой интенсивности для ПК р-типа
наблюдают в широкой области спектра — от
инфракрасного к ультрафиолетовому свету, в
зависимости от пористости и характера его
химической обработки. Выделяют четыре

типа спектров ФЛ, а именно в: (1) близкой к
инфракрасной; (2) красной; (3) синий и (4) уль-
трафиолетовой (УФ) областях [70, 71].
ФЛ в красной области спектра была откры-

та первой, в 1990 году [6, 64], и она на сегодня
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Рис. 1. Вид поверхности ПК
и ее срез при исследовании

методом AFM
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есть наиболее изученной. В 1992 году были
опубликованы данные относительно наблю-
дения слабой, но быстрой ФЛ ПК в синий об-
ласти [70]. Позднее, в 1993 году была получена
сильная синяя ФЛ ПК, который окислялся
при повышенных температурах [5]. В дополне-
ние к этим двум видимым спектрам ФЛ ПК
также способен излучать свет в ИК области
спектра, но такого рода ФЛ не получила боль-
шой заинтересованности. Впервые о ней было
сообщено в 1993 году [70]. Время спонтанного
падения интенсивности этой ФЛ составляет от
50 наносекунд до 50 микросекунд, а максимум
лежит в области 1.5 — 1.1 мкм. Такая ФЛ зави-
сима от температуры и характеризуется неэкс-
поненциальным характером спонтанного па-
дения интенсивности. ФЛ в УФ области есть
наименее изученной. О ней было сообщено
Янгом с соавт. в 1993 году [70].
Наиболее интересной для исследователей и

наиболее изученной есть ФЛ в видимой облас-
ти спектра. Характеристики ФЛ в значитель-
ной мере зависят от метода приготовления ПК
и его дальнейшей обработки. Природа ФЛ
ПК остается до конца не выясненной, чем по-
ясняется существование ряда моделей, о кото-
рых речь будет идти ниже.
Нами исследованы стационарные спектры

ФЛ и величина интенсивности ФЛ в ее макси-
муме в зависимости от плотности энергии лазе-
рного луча, используемого при приготовлении
ПК. Установлено, что ПК, полученный при во-
збуждении He-Cd лазером с λ = 440 нм и мощ-
ностью P = 0,001 Вт [72], способен к видимой
ФЛ с максимумом интенсивности при длине
волны 650 нм с полушириной полосы ~ 400 мэв.
С увеличением плотности энергии лазера от
11,5 до 33,5 Дж/см2 интенсивность ФЛ увеличи-
вается. Эти данные согласовываются с резуль-
татами, представленные в [74]. Спонтанное па-
дение интенсивности ФЛ ПК при 300 К описы-
вается растянутой экспонентой и происходит
на протяжении ≥ 200 микросекунд [64-66].

5. Исследование характеристик
фотолюминесценции при взаимодействии
пористого кремния с разными растворами и
иммунными компонентами [64-69]

Поскольку ФЛ довольно нестабильна в пе-
рвые 2-4 недели после приготовления ПК [74],
его предварительно стабилизировали путем

выдерживания на воздухе при дневном осве-
щении.
Возбуждая ПК He-Cd лазером, измеряли

интенсивность ФЛ при контакте ПК с возду-
хом; дистиллированной водой; буферами —
Na-фосфатном (20 ммоль/л, рН 7,3), трис-HCl
(20 ммоль/л, рН 7,3); приведенными выше бу-
ферными растворами, содержащими NaCl в
физиологической концентрации (ЗФР); раст-
ворами: бычьего сывороточного альбумина
(БСА); иммуноглобулина (IgG) кролика; IgG
овцы к IgG кролику; миоглобина (Мb) челове-
ка; моноклональних IgG мыши к Мb человека
и поликлональных антител (АТ) к ним, что
были приготовлены на основе ЗФР в широком
диапазоне концентраций (от 10 до 1000 мг/л).
Установлено, что независимо от природы ис-
пользованных сред, в которых выдерживали
ПК при регистрации ФЛ, ее интенсивность ос-
тавалась стабильной на протяжении первого
часа измерений. Незначительное падение этой
интенсивности наблюдается лишь на протяже-
нии 2–4-го часа измерений. Значение интенси-
вности ФЛ за эти промежутки времени умень-
шилось на 7%, 15 %, и 25% соответственно
(рис. 2). На основании полученных результа-
тов можно говорить о стабильности ФЛ в лю-
бом из растворов на протяжении первых 2 ча-
сов измерений.

Рис. 2. Изменение интенсивности ФЛ во времени
при условиях контакта ПК с дистиллированной
водой, буферными растворами, растворами АТ и
АГ — Кривая 1, и при условии образования ком-
плекса [АГ-АТ] на его поверхности — Кривая 2.



71

В следующих экспериментах на поверх-
ность ПК иммобилизовали IgG кролика и Мb
человека. Процесс иммобилизации длился 1
час, а растворы АГ использовали в широком
диапазоне концентраций — от 10 до 1000 мг/л.
Все другие процедуры иммобилизации были
общими для любых биокомпонентов. Полу-
ченные образцы потом погружали в растворы
соответствующих специфических АТ в конце-
нтрациях соответствующих концентрациям
иммобилизованных АГ, позволяя образова-
нию специфического иммунного комплекса на
поверхности ПК. Интенсивность ФЛ измеря-
ли по прохождению 12, 30, 40, 70 и 100 минут
после контакта АГ поверхности с АТ раство-
ра. Полученные результаты свидетельствуют
о значительном уменьшении интенсивности
ФЛ ПК по мере увеличения времени на обра-
зование специфического иммунного комплек-
са на поверхности. При сравнении временных
характеристик ФЛ образцов ПК одной груп-
пы, но с разными концентрациями образован-
ного иммунного комплекса на поверхности,
оказалось, что в любом случае присутствие
иммунного комплекса приводит к гашению
ФЛ. Скорость этого процесса зависит от коли-
чества образованных на поверхности ПК ком-
плексов [АГ-АТ] и, таким образом, от концен-
трации иммунных компонентов, которые
определяются, и тех, что иммобилизованы на
поверхности. Прежде всего было установлено,
что концентрация IgG кролика в растворе ра-
вная 100 мг/л есть оптимальной для его иммо-
билизации на поверхности ПК. Для изучения
влияния неспецифичных взаимодействий на
характеристики ФЛ образцы ПК с иммобили-
зованными на поверхности IgG кролика и Мb
человека погружали в растворы БСА, Hb и ка-
зеина в концентрациях 1-2 г/л и измеряли ин-
тенсивность ФЛ. Оказалось, что степень паде-
ния интенсивности ФЛ во времени не отличае-
тся от такого, если чистый ПК выдерживали в
буферных растворах или же растворах отдель-
ных иммунных компонентов. Для создания
полной картины влияния иммунного компле-
кса, который формируется на поверхности
ПК, на интенсивность излучаемой им ФЛ, изу-
чали, каким образом изменятся характеристи-
ки ФЛ, если сначала на поверхность иммоби-
лизовали АТ, а потом приводили их в контакт
с растворами АГ. Спектры ФЛ в этом случае
оказались идентичными спектрам, когда сна-

чала иммобилизовали различные вещества,
как антигены, а потом они взаимодействовали
с растворами АТ.

6. Природа фотолюминесценции пористого
кремния

Для объяснения эффекта падения ФЛ в кра-
сной области спектра при образовании специ-
фического иммунного комплекса на поверхно-
сти ПК нами была предложена гипотеза. Для
детального ознакомления с ней, предлагаем
рассмотреть основные существующие модели
ФЛ ПК, с учетом которых, и была сформули-
рована эта гипотеза.

6.1. ФЛ в красной области спектра

Для объяснения природы ФЛ ПК предло-
жен ряд моделей: в основу первой из них по-
ложены квантово-размерные эффекты, а су-
ществование второй — связывают с вещест-
вами на поверхности кремниевых нитей или
кластеров.
Первой попыткой объяснить видимую ФЛ

ПК была квантово-размерная модель [2]. Она
предусматривает ФЛ вследствие рекомбина-
ции электронно-дырочных пар в Si-кристал-
литах, а квантово-размерный эффект обуслов-
ливает большую энергию излучения, чем энер-
гия запрещенной зоны объемного кремния.
Основными обстоятельствами, поддерживаю-
щими эту, наиболее распространенную мо-
дель, есть: (1) наличие кристаллитов с разме-
рами в границах нанометров; (2) наблюдение
ФЛ во всех типах структур, кроме структур с
максимальным диаметром пор; (3) наличие
корреляции между размерами кремниевых
кристаллов и спектральным положением мак-
симума ФЛ; (4) отсутствие связи существова-
ния ФЛ с наличием или отсутствием полиси-
ланов на поверхности, поскольку полуширина
полосы ФЛ значительно меньшая, чем полу-
ширина полосы ФЛ полисиланов. За кванто-
во-размерную модель объяснения природы
ФЛ высказываются многие [26, 29-37, 70, 75-
81], а другие не отвергают возможность ее су-
ществования наряду с моделями, основанны-
ми на механизмах ФЛ иной природы [71, 82].
Альтернативные объяснения базируются на
том, что ФЛ может излучаться не кристалли-
тами, а неблагоустроенной фазой аморфного
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Si и, как доказательство, указывают на нали-
чие в ПК большого количества именно такой
фазы с сильной ФЛ. Однако существуют дан-
ные о высокой интенсивности ФЛ у ПК с от-
сутствующей аморфной фазой [6].
Следующая гипотеза, рассматривает Si

2
 в

качестве люминофора. Она предложена из на-
блюдения значительного уменьшения интен-
сивности ФЛ р-Si после термической десорб-
ции Н

2
 от ПК и возможности восстановления

ФЛ путем кратковременной обработки с по-
мощью HF, восстанавливающей слой Н

2
 на

поверхности [30]. При объяснении выдвинуто-
го предположения исходят из того, что при де-
сорбции Н

2
 получаются оборванные связи Si,

которые могут выступать как безлучеиспуска-
тельные центры [62, 83, 84].
Другие гипотезы предусматривают, что

люминесценция все же происходит от специ-
фических связей или молекул, расположенных
на поверхности, хотя адсорбция может иметь
место в нанокристаллитах ПК. Одна из наибо-
лее распространенных гипотез рассматривает
силоксаны как источник люминесценции [85].
Оптические свойства силоксанов (Si

6
O

3
H

6
) и

целого ряда похожих на них химических ком-
понентов действительно очень подобные ха-
рактеристикам р-Si. Однако, силоксаны едва
ли есть центрами люминесценции в ПК, по-
скольку можно приготовить такие образцы, в
которых Si-Н и Si-О связи будут отсутство-
вать, но ПК будет излучать сильную ФЛ в кра-
сной области [6].
Третий тип гипотез, альтернативных кван-

тово-размерной, объясняет ФЛ с точки зрения
наличия дефектов в р-Si [71]. Ее не так легко
отвергнуть, наоборот, она довольно убедите-
льно объясняет ФЛ, измеренную в некоторых
образцах ПК. В соответствии с этой гипотезой
ФЛ в красной области связана с дефектами в
диоксиде Si. Известно, что SiO

2
 может излу-

чать довольно эффективную ФЛ. Детальнее
это будет проанализировано при объяснении
ФЛ в синей области. Что же касается гипотезы
о дефектах в SiO

2
, то ее недостатком есть то,

что ПК, в котором отсутствует кислород, спо-
собен к эффективной ФЛ в красной области.
Гипотеза, предусматривающая существование
флуорофоров с ОН-группами в структуре,
типа Si(O)H

2
, Si(O)H(OH), Si(O)(OH)

2
,

Si(O)H(OSiH
3
), Si(O)(OH)(SiH

3
)

2
, которые яв-

ляются аналогичными дефектами (или

центрами) поверхности, и которые ответст-
венны за ФЛ, предложена в [86].

6.2. ФЛ в синей области спектра

Существует три модели для объяснения ФЛ
в этой области спектра. Первая из них предус-
матривает, что ФЛ происходит от с-Si нанок-
ристаллитов маленького размера [6]. После
сильного окисления большое их количество
превращается в SiO

2
, поэтому средний размер

любых остатков с-Si может быть очень мале-
ньким и не будет превышать 1 нм. В соответст-
вии с теорией для таких размеров с-Si макси-
мум спектра должен приближаться до 3 эВ,
что, как уже отмечалось выше, и есть характе-
ристикой ФЛ в синей области. Однако, эта
модель неспособна объяснить результаты экс-
периментов по гашению ФЛ от окисленного
р-Si. Поскольку остатки с-Si окружены слоем
оксида кремния толщиной, по крайней мере, в
несколько монослоев, синяя ФЛ должна быть
нечувствительной к окружающей химической
среде, но если окисленный р-Si с синей ФЛ по-
ддается действию метанола наблюдается об-
ратное гашение ФЛ. Таким образом, эта мо-
дель не может полностью объяснить природу
ФЛ. Другая гипотеза описывает ФЛ как ре-
зультат наличия или SiO

2
 на остатках с-Si, или

границы деления SiO
2
/Si. Она поддерживается

в ряде работ [87-93]. Соответственно третьей
гипотезе ФЛ излучается не самым SiO

2
, а ве-

ществами, присутствующими на его поверхно-
сти. В некоторых случаях при хранении ПК в
атмосфере с большим разнообразием веществ
(пары воды, диоксид углерода и др.) интенсив-
ность синей ФЛ увеличивается больше, чем на
порядок [70]. Предполагается [70, 82, 93], что
за синюю ФЛ отвечают силанольные молеку-
лы, но пока что относительно их роли все еще
существуют значительные споры, поскольку
синюю ФЛ наблюдали в образцах ПК, где от-
сутствовали эти молекулы [6].
Таким образом, как можно видеть из при-

веденного многообразия существующих гипо-
тез на сегодня пока что не существует единого
мнения относительно объяснения ФЛ. Любая
из гипотез имеет своих приверженцев, кото-
рые находят ее подтверждения, и критиков,
которые указывают на возможные существую-
щие возражения ее справедливости.
Исходя из приведенных сведений, объясня-
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ющих ФЛ в красной области спектра, мы от-
даем предпочтение туннельному механизму
рекомбинации носителей при возбуждении в
нанокристаллитах, или в оксиде, или в интер-
фейсе, а также считаем роль водорода на пове-
рхности важной для генерации и гашения ФЛ.
Такое объяснение есть результатом анализа
возможных причин падения ФЛ при условии
образования иммунного комплекса на поверх-
ности ПК. К ним принадлежат следующие: из-
менение поглотительной способности в раст-
воре при образовании комплекса [АГ-АТ] от-
носительно ФЛ ПК; изменение характеристик
возбуждающего лазерного луча; изменение
оптических параметров раствора под действи-
ем луча лазера, который возбуждает ФЛ ПК;
действие иммунных компонентов, или же про-
цесса их взаимодействия, на рекомбинацион-
ный процесс фото носителей в ПК. Поглоще-
ние света, как на длине волны лазерного воз-
буждения (λ=440 нм), так и в широкой полосе
ФЛ ПК, отсутствует в растворах АГ и АТ, а
также их комплексов. Более того, отсутствие
влияния растворов и отдельных иммунных
компонентов на ФЛ ПК, подтверждается на-
шими результатами. В частности, установле-
но, что при погружении образцов ПК в буфер-
ные растворы и в растворы, содержащие отде-
льные иммунные компоненты, интенсивность
ФЛ остается постоянной на протяжении пер-
вых двух часов измерений, с незначительным
снижением ее в течение следующего периода
наблюдения. Поэтому на наш взгляд, наибо-
лее возможной причиной гашения ФЛ ПК мо-
жет быть эффективная активация рекомбина-
ционного безызлучательного канала за счет
возможной депассивации поверхности крис-
таллитов (разрыв связи Н с Si в его пористой
структуре) и включение поверхностных безыз-
лучательных уровней в рекомбинационный
процесс. Мы считаем, что водород, оторван-
ный от поверхности ПК при образовании спе-
цифического иммунного комплекса на его по-
верхности, вероятно, захватывается им. Полу-
чение доказательств относительно такого от-
рыва Н

2
 в процессе образования иммунного

комплекса дало бы весомые аргументы отно-
сительно роли оборванных связей Si в качест-
ве рекомбинационных поверхностных
центров, конкурирующих с лучеиспускатель-
ной рекомбинацией ПК, а, с другой стороны,
оказало бы содействие углублению представ-

лений о физико-химических процессах АГ-АТ
взаимодействия.

7. Разработка иммунного биосенсора на
основе фотолюминесценции пористого
кремния для определения миоглобина [94-97]

7.1. Исследование характеристик
иммунного биосенсора при определении
концентрации Mb в модельных растворах

В экспериментах иммобилизовали монок-
лональные АТ мыши к Mb человеку на повер-
хности ПК путем физической адсорбции.
Прежде всего, установили, какое есть опти-

мальное время иммобилизации АТ к Mb на
поверхности ПК. Для этого образцы ПК расп-
ределили на 4 группы, отличающиеся по вре-
мени иммобилизации АТ, а именно: на протя-
жении 15 (1-ая группа), 30 (2-ая группа), 60 (3-я
группа) и 90 (4-ая группа) минут из раствора
при концентрации 100 мг/л. Все растворы го-
товились на ЗФР. Образование иммунного
комплекса происходило при контакте иммо-
билизованных на поверхности АТ с раство-
ром Mb, концентрация которого равнялась
100 мг/л.
Оказалось, что скорость изменения интен-

сивности ФЛ для образцов ПК 1-ой и 2-ой
групп была значительно меньшей, чем для об-
разцов, которые принадлежали к 3-ой и 4-ой
группам. Вместе с тем, характеристики ФЛ
ПК, отнесенных к 3-ой и 4-ой группам, оказа-
лись очень похожими. Данные результаты
стали основанием для вывода, что оптималь-
ным для проведения иммобилизации АТ к Mb
на поверхность ПК есть время равное 60 мин.
В дальнейшем было показано, что концент-

рация 100 мг/л АТ к Mb является оптимальной
при их иммобилизации.
Для более полного представления о процес-

се взаимодействия иммунных компонентов с
ПК и о его особенностях, поверхность скани-
ровали с помощью AFM (рис. 3 и 4). В одном
случае на поверхности ПК был иммобилизо-
ванный Mb (концентрация раствора 100 мг/л,
время — 60 минут), а во втором — на ней при-
сутствовал образованный специфический им-
мунный комплекс [Mb-AT] (концентрация
АТ–100 мг/л, время взаимодействия — 60 ми-
нут). Можно видеть определенные характер-
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ные отличия в AFM чистой поверхности ПК
(рис. 1), после иммобилизации на ней Mb

(рис. 3) и после образования на ней иммунно-
го комплекса (рис. 4).

Рис. 3. Вид поверхности ПК
с иммобилизованным Mb (время

иммобилизации — 60 мин, концентрация
раствора — 100 мг/л) и ее вертикальный
разрез при исследовании методом AFM

Рис. 4. Вид поверхности ПК с образованным
имунным комплексом [Mb-АТ] и ее поперечное
пересечение при исследовании методом AFM



75

Для определения чувствительности разра-
ботанного биосенсора, поверхность ПК после
иммобилизации на нем АТ приводили в кон-
такт с растворами Mb в диапазоне концентра-
ций от 1 мкг/л до 10 мг/л и выдерживали там
15 минут, после чего измеряли интенсивность
ФЛ. Оказалось, что удается определить Mb в
концентрации 10 мкг/л, а линейный отрезок
графика зависимости характеристик ФЛ от
его содержания в растворе лежит в диапазоне
0,01-1 мг/л.
Чувствительность анализа Mb методом

ELISA составляет 0,5 мкг/л, а диапазон линей-
ной зависимости экстинкции от концентрации
Mb находится в пределах 0,5 мкг/л — 1 мг/л.
Общее время, необходимое для осуществле-

ния одного анализа иммунным биосенсором
на основе ФЛ ПК составляет около 80 мин,
учитывая продолжительность всех подготови-
тельных этапов, а методом ELISA — более 6
часов. Больше того, иммунный биосенсор бо-
лее прост в использовании и не требует конъ-
югатов иммунных компонентов с ферментати-
вными метками.
Изучали и операционную стабильность

разработанного биосенсора. Для разруше-
ния иммунных комплексов ПК после каждо-
го цикла измерений обрабатывали раство-
ром HСl (0,1н) или ацетатного буфера (50
ммол/л, рН 2,2) на протяжении 5 мин, после
чего его промывали ЗФР, высушивали и исс-
ледовали ФЛ. После первого цикла измере-
ний интенсивность ФЛ уменьшилась на 50 %
по сравнению с ее первоначальным уровнем.
Затем такие образцы ПК помещали в раст-
вор Mb (100 мг/л) на 60 мин, после чего их
снова обрабатывали в кислой среде по про-
цедуре, описанной выше. После второй об-
работки растворами с низким значением рН
интенсивность ФЛ уменьшилась почти до 0.
Мы предположили, что причиной такого па-
дения интенсивности ФЛ является неполное
разрушение иммунных комплексов или же
повреждение ПК в результате действия раст-
воров с низким рН. Все же последнее обстоя-
тельство кажется более вероятным, посколь-
ку известно, что ФЛ ПК весьма чувствитель-
на к условиям среды.
Следовательно, исходя из операционной

стабильности разработанного биосенсора,
можно сделать вывод, что ПК не пригоден для
многократного использования. Однако, по-

скольку МК, из которого изготовляют ПК,
есть довольно дешевым и широко распростра-
ненным материалом, а процесс получения ПК,
способного к ФЛ, не сложный и не дорогой, то
невозможность многократного использова-
ния ПК не является проблемой. Учитывая
приведенные выше преимущества ПК, можно
прийти к выводу, что его недостаток, связан-
ный с невозможностью многоразового испо-
льзования, не является существенным при ре-
шении вопроса о перспективности практичес-
кого применения иммунных биосенсоров на
основе ФЛ ПК.

7.2. Применение разработанного иммунного
биосенсора на основе ФЛ ПК для определения
Mb в сыворотке крови человека [66]

Использовали сыворотки крови 3-х здоро-
вых лиц, которые смешивали и готовили 3-и
образца: не разведенные, разведенные в соот-
ношении 1:10 и 1:100. Разведение выполняли с
помощью ЗФР. ПК с АТ на поверхности (вре-
мя иммобилизаци — 60 мин, концентрация
АТ — 100 мг/л) погружали в приготовленные
образцы на 15 мин, после чего измеряли инте-
нсивность ФЛ. Полученные результаты пред-
ставлены на рис. 5, где для их лучшей иллюст-
рации также приведены значения ФЛ при вы-
держке ПК с АТ на поверхности на протяже-
нии 15 мин в буферном растворе Mb концент-
рацией 0,1 мг/л (N0).

Рис. 5. Изменение интенсивности ФЛ в случае
погружения образца ПК с иммобилизованными
АТ (100 мг/л; 60 минут) на 15 минут в буферный
раствор с Mb (0,1 мг/л) (N0) и сыворотку крови
человека: неразведенную (N1); разбавленную ЗФР
в соотношении 1:10 (N2) и 1 : 100 (N3)
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При использовании неразбавленной сыво-
ротки (N1) интенсивность ФЛ уменьшилось
на 30% относительно исходного уровня, в то
время как для образцов разбавленных сыворо-
ток (N2 и N3), оно приближалось до 100%.
Для объяснения изменений интенсивности ФЛ
в вариантах опыта с неразбавленной сыворот-
кой мы выдвинули два предположения. Пер-
вое из них базируется на том, что сыворотка
здоровых людей в норме может содержать Mb
в концентрациях 100-150 мкг/л, что и есть при-
чиной падения ФЛ. Подтверждением чего есть
тот факт, что значение интенсивности ФЛ для
образцов с неразбавленной сывороткой (N1),
в незначительной мере отличается от величи-
ны интенсивности ФЛ для тех образцов, кото-
рые содержали Mb при концентрации
100 мкг/л (N0). Второе предположение имеет в
своей основе неспецифичное влияние других
белков сыворотки, но оно менее вероятно,
поскольку в ранее было показано, что другие
белковые компоненты сыворотки не влияют
на характеристики ФЛ.
Для подтверждения сделанных предполо-

жений к образцам разбавленной (1:10) сыво-
ротки прибавляли разные количества Mb из
растворов с исходными концентрациями от 1
мкг/л до 10 мг/л, после чего их использовали
в дальнейших экспериментах для исследова-
ния влияния на характеристики ФЛ. Образцы
ПК с АТ на поверхности (время иммобилиза-
ции — 60 мин, концентрация раствора АТ —
1 мг/л) погружали в образцы сывороток, при-
готовленные как указано выше, и определяли
интенсивность ФЛ. На рис. 6 представлены
полученные данные, которые для более на-
глядного восприятия, приведенные вместе с
калибровочной кривой (1) для определения
концентрации Mb в буферных растворах.
На основе полученных результатов можно

прийти к выводу, что разность в интенсивно-
сти ФЛ ПК при измерении содержания Mb в
буферном растворе (кривая 1) и разбавленной
сыворотке (кривая 2) не является значитель-
ной, и проявляется в большей мере при мале-
ньких концентрациях добавленного Mb. Это,
вероятно, свидетельствует о наличии опреде-
ленной начальной концентрации гемопроте-
ида в сыворотке. Более того, кривая зависи-
мости интенсивности ФЛ от концентрации
Mb в сыворотке имеет тот же линейный учас-
ток, как и при определении Mb в буферном

растворе. Он находится в диапазоне от 0,01
до 1 мг/л.

Рис. 6. Изменение интенсивности ФЛ при погру-
жении образца ПК с иммобилизованными АТ
(100 мг/л, 60 минут) на 15 минут в: буферные ра-
створы Mb разных концентраций (Кривая 1) и сы-
воротку крови человека, разбавленный ЗФР 1:10,
к которой прибавляли разные концентрации Mb
(Кривая 2)

В сыворотке здоровых людей концентра-
ция Mb колеблется в пределах 10–100 мкг/л с
небольшими отклонениями в сторону высо-
ких концентраций при развитии таких болез-
ней, как почечная недостаточность, дистро-
фия мышц, бронхиальная астма, нервно-мы-
шечные заболевания и травмы. Особое повы-
шение концентрации Mb (>100-200 мкг/л) мо-
жет быть первым признаком развития инфа-
рктного состояния. Скорость диагностики
инфаркта миокарда и успех его лечения в
значительной мере зависят от возможности
экспрессного определения содержания Mb
(концентрации до 1 мг/л присуща острому
развитию болезни). Разработанный иммун-
ный биосенсор дает возможность опреде-
лять Mb как в сыворотке здоровых людей,
так и пациентов с острой формой инфаркт-
ного состояния.
Было проанализировано три типа сыворо-

ток: от здоровых лиц (І группа), от лиц с нача-
льной формой инфаркта миокарда (ІІ группа)
и от пациентов с признаками острого инфарк-
тного состояния (ІІІ группа). Всего обследова-
но 15 лиц — по 5 от каждой группы. Образцы
сывороток больных разводили 1:10 с помо-
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щью ЗФР, а здоровых лиц — оставляли не раз-
веденными. Все образцы подвергали анализу с
помощью оптического иммунного биосенсора

и стандартного метода ELISA. Данные
табл. 1, представляют собой среднее значение
трех измерений.

Таблица 1
Определение концентрации Mb в сыворотках здоровых людей и больных

на инфаркт миокарда разной степени тяжести

Концентрация Mb, мкг/л
ELISA-метод

Тип/№ образца сыворотки 1 2 3 4 5
І группа 14,3±0,58 19,7±1,53 22,0±1,43 22,6±1,52 29,3±1,27
ІІ группа 21,1±1,13 15,8±0,93 17,5±0,82 17,9±0,92 22,7±1,33
ІІІ группа 61,2±2,55 42,4±2,04 51,8±2,32 68,9±2,93 45,6±1,86

Иммунный биосенсор на основе ФЛ ПК
І группа 15,3±1,82 18,6±1,67 21,4±2,07 23,3±2,39 31,2±3,28
ІІ группа 20,6±1,87 16,3±1,57 18,3±1,67 17,3±1,82 21,8±2,24
ІІІ группа 58,7±5,82 40,6±3,87 54,3±5,16 71,6±6,79 43,3±4,41

Оказалось, что разность между данными,
полученными с помощью иммунного биосен-
сора и метода ELISA, не является статистичес-
ки значимой. Все же приведенные данные ука-
зывают на то, что иммунный биосенсор есть
несколько менее точным по сравнению с мето-
дом ELISA, что, вероятно, вызвано использо-
ванием образцов ПК, полученных из разных
пластин МК. Такой недостаток может быть
устранен путем усовершенствования техноло-
гии производства ПК, сортировки и маркиро-
ванию его отдельных образцов. С помощью
иммунного сенсора на основе ФЛ ПК можно
проводить анализы за значительно более ко-
роткий срок времени, чем с использованием
метода ELISA, и как уже отмечалось, он есть
значительно более простым в использовании
и не требует дорогих конъюгатов АГ или АТ с
ферментными метками.

7.2. Сравнение характеристик
разработанного оптического иммунного
биосенсора на основе ФЛ ПК с другими
существующими методами определения Mb

Для лучшего анализа характеристик разра-
ботанного иммунного биосенсора на основе
ФЛ ПК считаем необходимым сравнить их с
характеристиками существующих методов
определения Mb.
До недавнего времени для определения Mb

применяли радиоиммунный анализ [98, 99,
100], время проведения которого длится боль-
шее 3 часов, что значительно лимитирует ис-
пользование его для диагностики начальных

стадий развития инфаркта миокарда. Учиты-
вая важность экспрессного определения при-
роста концентрации Mb для успешной регист-
рации начала и степени развития инфарктно-
го состояния, исследователи искали новые,
более быстрые, простые, дешевые, и в тоже
время чувствительные методы его выявления в
сыворотке крови. Это привело к появлению
ряда альтернативных методов. Один из них —
так называемый хемилюминесцентный метод
[101], который базируется на окислении люми-
нола атомарным кислородом, образующимся
при распаде Н

2
О

2
 в присутствия гема. Окисле-

ние сопровождается излучением света, интен-
сивность которого прямо пропорциональна
концентрации гема в реакционной среде. С це-
лью дифференциального определения Mb и
Hb, образцы предварительно подвергают хро-
матографии. Другой подход для определения
уровня Mb разработан на основе гетерогенно-
го иммуно-ферментного анализа, когда в ка-
честве твердой фазы использовали микротит-
ровальные планшеты, а в качестве маркера —
пероксидаза хрена [102]. Время анализа соста-
вляет большее 1,5 часа. В литературе имеется
сообщение об использовании одностадийно-
го, флуоресцентного иммуноанализа для
определения уровня Mb [98]. Для его проведе-
ния получают два типа моноклональных АТ к
Mb, которые отличаются разной эпитопной
специфичностью. Один тип АТ пассивно адсо-
рбируют на поверхности латексных частиц, а
вторые АТ метят флуоресцеином. После того,
как происходит иммунная реакция, удаляют
компоненты, несвязанные с латексными час-
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тицами, путем фильтрации под небольшим да-
влением, и каждую ячейку с образованным
иммунным комплексом облучают при длине
света 485 и 590 нм. Флуоресценцию измеряют
при 535 и 620 нм для количественного опреде-
ления соответственно образованного компле-
кса [Mb — флуоресцеин меченные АТ] и при-
сутствующих латексных частиц. Наименьшая
концентрация, которую можно определить с
помощью такого метода, составляет 7 мг/л, а
продолжительность анализа близко 1 час. Ме-
тодом турбидиметрической агглютинации ла-
текса можно определить содержание Mb на
протяжении 10 минут с чувствительностью ра-
вной 96 мкг/л [103]. Применяя флуорометриче-
ский иммуноанализ, Mb регистрируют при
концентрации 110 мкг/л за 8 минут [104]. В
этом анализе используют два типа АТ, один из
них иммобилизируют на твердой фазе, а дру-
гой — находится в растворе. Последний конъ-
югирован со щелочной фосфатазой, расщеп-
ляющей 4-метил-умбеллиферил фосфат и про-
дуцирующей метилумбеллиферон, способный
к флуоресценции.
Еще один метод предложен на основании

коммерческого иммуносорбента и двух типов
моноклональных АТ. Чувствительность этого
метода — 110 мкг/л, а продолжительность
анализа — 1 час [105]. Разработан иммунный
биосенсор для определения Mb, используя
ион-селективные полевые транзисторы
(ИСПТ) и химическую реакцию окисления ас-
корбиновой кислоты в дегидроаскорбиновою
атомарным кислородом, появляющимся во
время каталитического расщепления Н

2
О

2
 [94,

95]. Его чувствительность около 1 мкг/л при
общем времени проведение 1 анализа до 60
мин. Другой метод для регистрации Mb разра-
ботан на основе эффекта поверхностного пла-
змонного резонанса (ППР) [106]. Его чувстви-
тельность составляет 1 мкг/л.
Все предложенные методы являются или же

достаточно продолжительными, или же недо-
статочно чувствительными, или же они не сов-
сем простые и дешевые, или же имеют опреде-
ленную комбинацию этих недостатков, что
значительно ограничивает клиническое испо-
льзование Mb в качестве биохимического мар-
кера инфаркта миокарда. Что же касается ре-
гистрации Mb биосенсором на основе ФЛ ПК,
то его чувствительность на уровне 10 мкг/л
при общем времени анализа, включая продол-

жительность всех подготовительных этапов,
80 мин. Такой уровень чувствительности раз-
работанного оптического иммунного биосен-
сора соответствует большинству предложен-
ных методов. Сравнение же продолжительно-
сти проведения анализа с помощью разрабо-
танного биосенсора и других методов в по-
лной мере невозможно из-за того, что в неко-
торых работах исследователи, говоря о време-
ни анализа, не уточняют о какой же продол-
жительности (общей, с учетом всех подготови-
тельных этапов, продолжительности или о
проведении одного измерения) идет речь. По-
этому наиболее полно временные характерис-
тики предложенного иммунного биосенсора
можно сравнить лишь с характеристиками из-
вестных, традиционно используемых методов,
типа ELISA. Общее время анализа иммунным
биосенсором было значительно меньше, чем
методом ELISA. Кроме того, его можно сок-
ратить за счет использования ПК с заблагов-
ременно иммобилизованными специфически-
ми АТ. Можно уменьшить и время, отведен-
ное на образование иммунного комплекса (ли-
митирующей стадии во время любых иммуно-
химических реакций) и на проведение измере-
ний не в стационарном, а в кинетическом ре-
жиме.
Иммунный биосенсор на основе ФЛ ПК

имеет ряд преимуществ, а именно в: 1) отсутст-
вии необходимости использования любых ме-
ток; 2) распространенности и дешевизне нача-
льного материала (МК) для изготовления сен-
соров, 3) простоте их создания и использова-
ния в работе. Кроме того, возможность авто-
матического производства сенсорных уст-
ройств и их одноразового использования (что
сокращает общее время анализа из-за отсутст-
вия необходимости очистки поверхности по-
сле предшествующего опыта и ее подготовки к
следующим измерениям) дает возможность
рассматривать оптический иммунный биосен-
сор на основе ФЛ ПК в качестве перспектив-
ного инструментального средства для медици-
нской диагностики.
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