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На примере вируса гриппа А продемонстрирована возможность обнаружения вирусов по изменениям в

спектрах полного отражения пленок макропористого кремния (макро-ПК). Пленки макро-ПК с диаметром

пор около 100 nm изготавливали электрохимическим травлением подложек кристаллического кремния.

Пористость макро-ПК, рассчитанная с помощью модели эффективной среды Бруггемана, составила 75%.

Методом электронной микроскопии показано, что такие высокопористые пленки адсорбируют 50−100 nm

вирусы на своей поверхности и в порах. При этом эффективность адсорбции значительно увеличивается

после функционализации поверхности наноструктур моноклональными антителами, обеспечивающими спе-

цифическое связывание вирусов. Спектры отражения макро-ПК демонстрируют серию интерференционных

полос, амплитуда которых резко изменяется при адсорбции вирусов. Полученные результаты демонстри-

руют возможность простого и эффективного оптического метода диагностики вирусов с использованием

интерференции Фабри-Перо в пленках макро-ПК.
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1. Введение

Оптическая биосенсорика имеет значительные пре-

имущества по сравнению с другими аналитическими ме-

тодами благодаря хорошей чувствительности, удобству

и простоте использования, воспроизводимости и надеж-

ности. Для преобразования сигнала в оптических дат-

чиках можно использовать приемы интерферометрии,

поверхностного плазмонного резонанса, дифракционной

решетки фотонных кристаллов, преобразователей на

основе оптических волноводов, эллипсометрии и т. д. [1].

В настоящее время тонкие пленки пористого крем-

ния (ПК), полученные электрохимическим травлением

монокристаллического кремния, с их огромной площа-

дью поверхности активно используются для создания

различных оптических сенсоров [2]. Пористый кремний

принято классифицировать в соответствии с принципом

IUPAC (International union of pure and applied chemistry),
который определяет тип пористого материала в зависи-

мости от размера пор: микро-ПК для пор диаметром

≤ 2 nm, мезо-ПК для пор диаметром 2−50 nm, макро-

ПК для пор диаметром ≥ 50 nm [3]. Принцип передачи

сигнала может быть основан на таких важных харак-

теристиках ПК, как чувствительность его фотолюми-

несцентных свойств к составу поверхности [4], когда

адсорбция химических [4,5] или биологических моле-

кул [6] приводит к изменению интенсивности и времени

жизни фотолюминесценции. Недавно было показано, что

пористые кремниевые нанонити можно использовать в

качестве чувствительного элемента оптического сенсора

на кислород [7].

Однако наиболее распространенные оптические дат-

чики основаны на интерференции света, возникающей в

тонких пленках ПК различной морфологии [8]. Принцип

действия такого датчика заключается в том, что освеще-

ние тонких пленок ПК белым светом приводит к отраже-

нию от границ раздела среда-ПК и ПК-кристаллический

кремний (c-Si), создавая интерференционную картину,

называемую полосами Фабри−Перо и определяемую

эффективной оптической толщиной пленки [8,9]. Изме-

нение эффективного показателя преломления слоя ПК

после адсорбции биологических молекул и клеток про-

является в сдвиге интерференционных полос и/или изме-

нении их интенсивности [8–12]. Одним из основных пре-

имуществ ПК по сравнению с планарными оптическими

преобразователями является их способность разделять
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различные аналиты, используя морфологические харак-

теристики полученных пористых пленок. В то время как

целые клетки и микроорганизмы не попадают в поры и

могут быть иммобилизованы только на поверхности ПК,

молекулы малых размеров проникают внутрь пор ПК [2].
Также была продемонстрирована возможность усиления

оптического сигнала сенсора с помощью специальных

квантовых точек, введенных в матрицу слоя ПК для

обнаружения молекул биотина [13]. Было показано, что

тонкие пленки ПК можно использовать в качестве опти-

ческого преобразователя для отслеживания изменений

в спектре отражения при связывании определённых

бактерий [14]. Установлена возможность использования

конъюгированных с антителами окисленного ПК для

оптического обнаружения бактерий с помощью подхода

”
прямого захвата клеток“ [14,15]. Кроме того, было

впервые продемонстрировано неспецифическое связыва-

ние вирусов с поверхностью наноструктур из массивов

кремниевых нанонитей и показана возможность исполь-

зования этого эффекта для изготовления неспецифи-

ческого оптического [16] и импеданс-сенсора [17] для

диагностики вирусов.

Целью настоящей работы являлось изучение возмож-

ности детектирования вирусов на примере вируса грип-

па А с использованием в качестве сенсорных элементов

наноструктурированных пленок Фабри−Перо макро-ПК

при неспецифическом и специфическом связывании ви-

русов. Для этого была разработана методика получения

пленок макропористого кремния с порами диаметром

около 100 nm, исследована морфология полученных на-

ноструктур, разработана методика функционализации

пленок моноклональными антителами к вирусам и ис-

следовано изменение в спектрах интерференции после

адсорбции вирусов на примере вируса гриппа А.

2. Методика эксперимента

2.1. Синтез наноструктур

Пленки макро-ПК были получены электрохимиче-

ским травлением подложек c-Si проводимости p-типа
с кристаллографической ориентацией (100) и удельным

сопротивлением 1−5m�·сm в растворе плавиковой кис-

лоты (HF) и этанола (C2H5OH) в соотношении 1 : 3

в тефлоновой ячейке при плотности тока травления

50mA/сm2. Исходные пластины c-Si перед травлением

были очищены от поверхностного оксида путём погру-

жения в 5М HF. Для получения однородных пленок

макро-ПК использовали метод
”
жертвенного травле-

ния“ [18]. Для этого первый протравленный в течение

30 s пористый слой удалялся с поверхности c-Si путем

погружения подложки с пленкой в раствор 2М NaOH на

2min. Затем подложка c-Si промывалась в дистиллиро-

ванной воде и вновь травились в растворе HF:C2H5OH

в соотношении 1 : 3 2−3min, где происходило итоговое

формирование пленки макро-ПК.

100 nm

100 nm

1 mm

a

b

Рис. 1. Микрофотографии РЭМ образца ПК: (a) вид сверху,

(b) вид сбоку (на вставке представлена увеличенная область).

2.2. Неспецифическое и специфическое
связывание вируса гриппа А с
поверхностью наноструктур

В работе использовали вирус гриппа А (New
Caledonia/20/99(H1N1)). При неспецифическом связы-

вании вирусов с макро-ПК образцы инкубировали в

физиологическом растворе (ФР, 0.9% раствор NaCl в

воде), содержащем 50µg/ml вируса гриппа А, в течение

1 h. Затем пленки промывали 3 раза по 1min в ФР с

0.05% Твин-20 и высушивали в сушильном шкафу Binder

при 37◦С.

Для специфического связывания вирусов разра-

ботана методика функционализации макро-ПК мо-

ноклональными антителами. Использовали монокло-

нальные антитела к гемагглютинину Н1 вируса

гриппа А (клон IA139) (Хайтест, Москва), 3-

аминопропилтриэтоксисилан (APТES, Sigma-Aldrich) и

глутаровый альдегид (25%, Sigma-Aldrich). Образцы

макро-ПК инкубировали в течение 30min в перекиси

водорода (33%), тщательно промывали 3 раза дистилли-

рованной водой, а затем инкубировали в 10% растворе

APТES в этаноле в течение ночи при интенсивном пере-

мешивании. После отмывки пористых пленок в этаноле

(1 раз) и дистиллированной воде (5 раз) их инкубирова-

ли в течение 1 h в 2.5% растворе глутарового альдегида

в ФР при перемешивании при комнатной температуре.
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Рис. 2. Спектры полного отражения пленки макро-ПК до (1)
и после (2) неспецифической адсорбции вируса гриппа А.

На вставке представлено быстрое преобразование Фурье ин-

терференционных спектров.

Затем образцы тщательно промывали дистиллированной

водой (5 раз) и инкубировали в растворе 15µg/ml спе-

цифических моноклональных антител в ФР (500µl/plate
5× 5 mm) в течение 1 h при комнатной температуре при

перемешивании. Образцы промывали (3 раза в 650µl ФР

с 0.05% Твин-20/пластинка) и затем использовали для

проведения иммунохимической специфической реакции

с вирусом.

При специфическом связывании вирусов образцы

макро-ПК, функционализированные антителами, инкуби-

ровали в ФР, содержащем 50µg/ml вируса гриппа А, в

течение 1 h. Затем пленки промывали 3 раза в ФР с

0.05% Твин-20 и высушивали в сушильном шкафу Binder

при 37◦С.

Для получения микрофотографий образцов с адсорби-

рованными вирусами после их нанесения и высушивания

в течение 5min в сушильном шкафу Binder при 37◦С

проводили фиксацию в течение 1.5 h в глутаровом аль-

дегиде (2.5% в ФР), затем по 10min последовательно в

50, 70, 80 и 96% водных спиртовых растворах.

2.3. Исследование морфологии и оптических
свойств образцов

Структурные свойства полученных образцов изучали

с помощью растрового электронного микроскопа (РЭМ)
Carl Zeiss Supra 40. Спектры полного отражения ПК в

спектральной области от 12000 до 20000 сm−1 измеряли

на спектрометре Perkin Elmer Lambda 950, оборудован-

ном интегрирующей сферой.

3. Экспериментальные результаты и
их обсуждение

Микрофотографии РЭМ образца макро-ПК, вид свер-

ху и сбоку, представлены на рис. 1. Видно, что диаметр

пор составляет около 100 nm (рис. 1, а и вставка к

рис. 1, b), а сами поры представляют собой верти-

кально ориентированные вдоль кристаллографического

направления [100] каналы с гладкими стенками. Толщина

пористого слоя составляет около 2µm (рис. 1, b).
В спектрах полного отражения макро-ПК (рис. 2) на-

блюдаются полосы, связанные с интерференцией Фабри-

Перо в тонких плёнках при отражении двух лучей

от границы воздух−макро-ПК и макро-ПК−c-Si. Для

исходного образца макро-ПК рассчитан эффективный

показатель преломления (nef = 1.3) согласно [19] фор-

муле

nef =
1

2L1k
, (1)

где L — толщина пленки макро-ПК, 1k — расстояние

между интерференционными пиками на рис. 2 (кри-
вая 1). Эффективную диэлектрическую проницаемость

образцов εef) определяли по формуле

εef = n2
ef. (2)

Для расчёта пористости образца использовали модель

эффективной среды Бруггемана [20]:

f air

εef − εair

εef + l(εair − εef)
+ f Si

εef − εSi

εef + l(εSi − εef)
= 0 (3)

где εair = 1 — диэлектрическая проницаемость воздуха,

εSi = 11.8 — диэлектрическая проницаемость кремния,

l = 0.5 — фактор деполяризации для цилиндра (поры в

макро-ПК можно рассматривать как цилиндры), f air —

фактор заполнения воздуха (пористость макро-ПК), а

f Si — фактор заполнения кремния. При этом выпол-

няется соотношение f air + f Si = 1. Пористость пленки

макро-ПК, рассчитанная согласно представленной моде-

ли, составила 75%.

На вставке к рис. 2 представлены результаты быстро-

го преобразования Фурье (fast Fourier transform, FFT)
полученных интерференционных спектров, где по оси

абсцисс отложена эффективная оптическая толщина об-

разца (2Ln), а по оси ординат — амплитуда сигна-

ла [21]. Заметно незначительное уменьшение амплитуды

сигнала после неспецифической адсорбции вирусов, что

можно связать с рассеянием света при введении в

пористую матрицу макро-ПК вирусных частиц.

На рис. 3 представлены спектры полного отражения

модифицированной антителами пленки макро-ПК до (1)
и после (2) адсорбции вирусов.

Отметим, что адсорбция вирусов в случаях как

неспецифического, так и специфического связывания

с поверхностью макро-ПК происходит без изменения

эффективной оптической толщины образцов. Это можно

Оптика и спектроскопия, 2023, том 131, вып. 9
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Рис. 3. Спектры полного отражения образца функционализи-

рованного антителами макро-ПК до (1) и после (2) адсорбции

вируса гриппа А. На вставке представлено FFT интерференци-

онных спектров.

200 nm

a

b

200 nm

Рис. 4. Микрофотографии РЭМ, вид сверху, пленок макро-

ПК при неспецифическом (а) и специфическом (b) связывании
вируса гриппа А.

объяснить отсутствием изменения neff пленки макро-

ПК после адсорбции вирусов из-за близости показателя

преломления вирусов, равного 1.5 [22], и показателя

macro- Sip

c-Si

macro- Si@p

antibody

c-Si

Рис. 5. Схематичное представление снятия оптического сиг-

нала сенсорного отклика по изменению амплитуды интерфе-

ренционных спектров пленок макро-ПК при неспецифическом

и специфическом связывании вирусов с поверхностью нано-

структур.

преломления пористой пленки. Однако в спектрах FFT

пленок макро-ПК, функционализированных антителами,

наблюдается падение амплитуды сигнала в 2.2 раза по-

сле адсорбции вирусов. Это можно связать с эффектив-

ным взаимодействием вирусов с пористой поверхностью

образцов, покрытой антителами.

На рис. 4 представлены микрофотографии РЭМ об-

разцов макро-ПК, вид сверху, после неспецифического

и специфического связывания вируса гриппа А с

поверхностью пленок.

Видно, что при неспецифическом связывании наблю-

даются лишь единичные вирионы на поверхности и в

порах пленок макро-ПК, в то время как при специфи-

ческом связывании фактически вся поверхность пленок

покрыта вирусными частицами. Данный результат мож-

но объяснить тем, что при неспецифическом связывании

вирус взаимодействует с поверхностью пористых пленок

за счёт сил Ван-дер-Ваальса [23], и при промывании

образца большая часть вируса смывается. При специфи-

ческой адсорбции вирус прочно ковалентно связывается

с антителами на поверхности макро-ПК и практически

не удаляется при промывании. На рис. 5 приведено

схематическое представление описанного выше взаи-

модействия вирусов с поверхностью макро-ПК при их

неспецифическом и специфическом связывании, а также

механизм получения оптического сигнала сенсорного

отклика.

4. Заключение

Разработана методика получения пленок макропори-

стого кремния с диаметром пор около 100 nm, а также
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методика функционализации поверхности пленок моно-

клональными антителами к вирусам гриппа А. Показано,

что в спектрах полного отражения образцов наблюдает-

ся серия интерференционных полос, амплитуда которых

изменяется после адсорбции вирусов. Пористость об-

разцов, рассчитанная с помощью модели эффективной

среды Бруггемана, составила 75%. Анализ микрофо-

тографий РЭМ показал, что такая морфология нано-

структур обеспечивает эффективную неспецифическую

и специфическую адсорбцию вирусов. Неспецифическое

связывание может быть обусловлено взаимодействиями,

возникающими между развитой пористой поверхностью

наноструктур и поверхностью вирионов. При этом функ-

ционализация моноклональными антителами обеспечи-

вает прочное связывание вирусов, что подтверждается

резким падением амплитуды FFT интерференционных

спектров пористых пленок. Представленные в работе

сенсорные системы на основе макропористого кремния

могут быть универсальными и использоваться для раз-

работки сенсоров на разные типы вирусов.

Полученные результаты открывают возможность ис-

пользования пленок макро-ПК в качестве эффективных

интерференционных оптических датчиков для диагно-

стики вирусов.
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