
Оптика и спектроскопия, 2023, том 131, вып. 10

18

Резонансный перенос энергии в гидрогелях на основе квантовых

точек и распознающих антител: прототип системы нанофотонной

иммунодиагностики
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В последние годы увеличилось количество научных исследований, посвящённых исследованию структур-

ных и оптических свойств гидрогелей на основе различных наночастиц. Благодаря своей высокой пористости

и совместимости с живыми тканями гидрогели предоставляют собой перспективную основу для разработки

чувствительных и специфичных детекторов биомолекул (биосенсоров). Настоящее исследование посвящено

определению эффективности фёрстеровского резонансного переноса энергии (FRET) в системах гидрогелей,

содержащих квантовые точки состава CdSe/ZnS, диаминовые производные полиэтиленгликоля (ПЭГ) с

разной молекулярной массой и молекулы иммуноглобулинов, меченных флуорофором AlexaFluor 633.

Предложенная система является прототипом нанофотонного диагностикума, в котором иммуноглобулины,

меченные органическими флуорофорами, служат
”
выявляющими“ метками для детекции биомаркеров

заболеваний. Показано, что представленные прототипы обладают эффективностью FRET энергии между

квантовыми точками гидрогеля (доноры энергии) и флуорофором AlexaFluor 633 (акцепторы энергии),
достигающей 87%. Полученные данные демонстрируют возможность использования созданных гидрогелей

на основе квантовых точек и диаминовых производных ПЭГ в высокочувствительном и специфичном

иммуногистохимическом анализе биомаркеров, основанном на FRET, обеспечивающим высокое отношение

полезного детектируемого сигнала к фону.
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Введение

При создании различных биосенсорных систем ча-

сто используют метод флуоресцентной детекции, что

объясняется высокой чувствительностью этого эффек-

та. Среди методов флуоресцентной детекции использо-

вание фёрстеровского резонансного переноса энергии

(FRET), при котором близко расположенные доноры

и акцепторы энергии характеризуются высокой степе-

нью перекрывания спектра флуоресценции первых со

спектром поглощения вторых, обеспечивает рекордно

высокие отношения полезного сигнала к фоновому при

эффективности переноса энергии, достигающей 100%.

Полупроводниковые нанокристаллы, квантовые точки

(КТ), обладают широким спектром поглощения, высо-

ким квантовым выходом, повышенной устойчивостью

к фотообесцвечиванию, а также узким спектром ис-

пускания флуоресценции, положение максимума кото-

рого зависит от размера частиц. Такие свойства КТ

обусловливают их широкое применение при создании

биосенсорных систем и биовизуализации [1].

Сенсорные системы на основе КТ, использующие

принцип FRET, были разработаны ранее для детекции

нуклеиновых кислот, белков, малых молекул и токси-

нов [2]. Сенсоры на основе флуоресцентных гидроге-

лей, состоящих из КТ, имеют такие преимущества, как

большая ёмкость для связывания молекул за счёт трёх-

мерной структуры гидрогеля, возможность настройки

свойств гелевой матрицы для детектирования различных

аналитов, а также многоразовое использование биосен-

соров [3]. В таких системах часто используют прин-

цип регистрации тушения флуоресценции по механизму

FRET, как, например, в биосенсоре для детектирования

прогестерона на основе иммобилизованных в гидрогеле

КТ состава CdSe/CdS/ZnS и меченных молекул ДНК [4],
а также в сенсорах на основе гибридных плёнок, содер-

жащих КТ состава CdTe, созданных для детектирования

дофамина [5]. Кроме регистрации тушения флуоресцен-

ции, при использовании в сенсоре принципа FRET также

возможна и регистрация испускаемой акцептором флу-

оресценции при условиях существенного перекрывания

спектров флуоресценции и поглощения донора и акцеп-

тора соответственно и их расположения на расстояниях
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от 1 до 10 nm друг от друга. Например, была показана

высокая эффективность FRET в конъюгатах КТ состава

CdSe/ZnS с органической меткой AlexaFluor647 [6]. При

этом вопросы, связанные с увеличением эффективности

переноса энергии по механизму FRET, который лежит

в основе многих сенсорных систем, редко становятся

предметом исследований в этой области.

В настоящей работе была изучена эффективность

FRET в гидрогелях разной морфологии, созданных на

основе КТ состава CdSe/ZnS, модифицированных ци-

стеином (далее CdSe/ZnS-Cys), с использованием ди-

аминовых производных полиэтиленгликоля с разной

молекулярной массой, и акцептора, представляющего

собой конъюгат иммуноглобулина G (IgG) и флуорес-

центной метки AlexaFluor633. Изученная система пред-

ставляет собой прототип нанофотонного диагностикума,

в котором иммуноглобулины, меченные органическими

флуорофорами, служат
”
выявляющими“ метками для

детектирования биомаркеров заболеваний.

Методы

Изготовление гелей на основе КТ состава
CdSe/ZnS

КТ состава CdSe/ZnS были синтезированы в соответ-

ствии с протоколом, описанным ранее [7]. Солюбили-
зацию полученных КТ состава CdSe/ZnS проводили с

использованием DL-цистеина [8]. Полученный водный

раствор КТ CdSe/ZnS-Cys переводили в 0.05М боратный

буфер, pH 8.5, с использованием хроматографической

колонки с Сефадекс G-25.

Для приготовления образцов гелей к 10 µL рас-

твора КТ CdSe/ZnS-Cys в 0.05М боратном буфе-

ре (pH 8.5) добавляли EDC, s-NHS и диамино-

ПЭГ со средней молекулярной массой 3400 g/mol

(poly(ethylene glycol) bis(amine), average Mn 3400, Sigma-

Aldrich, кат. №P9906), далее ПЭГ3400, для достиже-

ния оптимальных молярных соотношений, определён-

ных ранее (EDC/КТ — 5000/1, NHS/EDC — 10/1,

ПЭГ/КТ — 1000/1). В опытные образцы добавляли ме-

ченные иммуноглобулины IgG-AlexaFluor633 (goat anti-
human IgG (H+L) cross-adsorbed secondary antibody,

AlexaFluorTM633, Invitrogen, кат. №A21091) для до-

стижения молярных соотношений IgG-AlexaFluor633/КТ,

равных 0.1/1, 0.5/1 и 1/1. В контрольный образец добав-

ляли буфер 0.05MES (pH 6.0) в объёме, соответствую-

щем объёму добавляемых меченных иммуноглобулинов,

инкубировали в течение 24 h при 25◦C в темноте, после

инкубации отбирали надгелевую жидкость и добавляли

30 µl воды MilliQ для отмывки.

Для приготовления образцов гидрогелей с ранее опре-

делённым оптимальным молярным соотношением ме-

ченных иммуноглобулинов к КТ помещали в пробирку

раствор КТ состава CdSe/ZnS-Cys объемом в 0.05М 10µl

М боратном буфере (pH 8.5), добавляли EDC, s-NHS

и диамино-ПЭГ со средней молекулярной массой 400

или 2000 g/mol (poly(ethylene glycol) diamine, average

Mn 400, Sigma-Aldrich, кат. №909149; poly(ethylene
glycol) diamine, average Mn 2000, Sigma-Aldrich, кат.

№753084), далее ПЭГ400 и ПЭГ2000, и меченные им-

муноглобулины IgG-AlexaFluor633 для достижения опти-

мальных молярных соотношений, определённых ранее

(EDC/КТ= 5000/1, NHS/EDC= 10/1, ПЭГ/КТ= 1000/1,

IgG-AlexaFluor633/КТ= 1/1). Также для сравнения раз-

ных методов получения гелей готовили образец, содер-

жащий КТ состава CdSe/ZnS и меченные иммуногло-

булины IgG-AlexaFluor633, гелеобразование в котором

индуцировали добавлением 20µl раствора 0.1М MgCl2.

Каждому опытному образцу соответствовал контроль-

ный образец, в который добавляли буфер 0.05MES

(pH 6.0) в объёме, соответствующем объёму добавля-

емых меченных иммуноглобулинов. Все образцы ин-

кубировали в течение 24 h при 25◦C в темноте, а

после инкубации отмывали, как описано в предыдущем

разделе.

Инструментальные методы исследований

Спектры флуоресценции растворов КТ регистриро-

вали на спектрофлуориметре Cary Eclipse (Agilent
Technologies). Спектры флуоресценции образцов ге-

лей на основе КТ состава CdSe/ZnS-Cys, содержащих

диамино-ПЭГ, а также меченные иммуноглобулины IgG-

AlexaFluor633, регистрировали при помощи интегри-

рующей сферы и подключенного к ней спектрометра

HR2000+ES (Ocean Optics). Значение квантового выхо-

да (КВ) флуоресценции образцов определяли согласно

процедуре, описанной в работе [9] и руководстве [10].

Время-разрешенные исследования флуоресценции об-

разцов гелей проводили с использованием систе-

мы, включающей полупроводниковый диодный лазер

PicoQuant с длиной волны 398 nm, драйвер лазерного

модуля Taiko PDL M1 (PicoQuant), монохроматор M266

(SolarLaserSystems) и лавинный фотодиод (MPD). Воз-
буждение флуоресценции исследуемых образцов осу-

ществляли с частотой следования импульсов 100 kHz

и средней энергией импульса 180 µW. Функцию откли-

ка системы оценивали с использованием диффузного

отражателя, при этом она составила ∼560 ps. Полу-

ченные кривые затухания флуоресценции исследуемых

систем гелей аппроксимировали функцией I(t), полагая
закон изменения (1) флуоресценции двухэкспоненциаль-

ным [11]:

I(t) = I0 + q1e
− t

τ1 + q2e
− t

τ2 , (1)

где I(t) — интенсивность флуоресценции, t — время,

I0 — константа при аппроксимации данных, q1, q2 —

коэффициенты аппроксимированной функции при соот-

ветствующих экспоненциальных множителях, τ1, τ2 —

характерные времена затухания, соответствующие быст-

рому и медленному компонентам кинетики затухания

флуоресценции системы.
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Рис. 1. Спектры ФЛ (черные линии) и оптического поглоще-

ния (красные линии) компонентов исследуемых гелей: раствор

QD (КТ) состава CdSe/ZnS-Сys в 0.1М NaOH (штриховые
линии) и меченных органическим красителем иммуноглобули-

нов — конъюгата IgG с красителем AlexaFluor633 (сплошные
линии). Заштрихованная область показывает степень спек-

трального перекрывания испускания ФЛ донора и поглощения

акцептора.

Среднее время затухания люминесценции (τcp) вычис-

ляли согласно выражению (2) как средневзвешенное по

амплитуде время жизни [12]:

τcp =
q1τ1 + q2τ2

q1 + q2

. (2)

Результаты и обсуждение

Передача энергии по механизму FRET представля-

ет собой физический процесс, в результате которого

происходит безызлучательный перенос энергии от одно-

го возбужденного молекулярного флуорофора (донора)
к другому флуорофору (акцептору) посредством меж-

молекулярного дальнодействующего диполь-дипольного

взаимодействия. Эффективность FRET зависит от рас-

стояния между донором и акцептором как функция,

обратная шестой степени этой величины [13]. В си-

стемах, где наблюдается эффективный FRET, оптималь-

ные расстояния между донором и акцептором обычно

лежат в пределах 1−10 nm [14]. Одним из основных

параметров, которые применяют для оценки эффектив-

ности FRET в исследуемых системах, является радиус

Фёрстера (R0) — расстояние, на котором половина

энергии возбуждения донора передается акцептору. Как

правило, это расстояние составляет 3−10 nm [15]. Дру-
гим важным параметром, используемым для оценки

эффективности FRET в конкретной системе, является

интеграл перекрывания J(λ) между спектром испускания

ФЛ донора и спектром оптического поглощения акцеп-

тора [16].

На рис. 1 приведены соответствующие спектры для ис-

следуемой системы на примере геля, изготовленного на

основе КТ, диамино-ПЭГ и IgG-AlexaFluor633. Анализи-

руя спектры, представленные на рис. 1, можно убедиться

в настолько существенном спектральном перекрывании

спектра испускания ФЛ донора и спектра оптического

поглощения акцептора, что для исследуемых систем

эффективность FRET может иметь значения выше 50%.

Эффективность FRET можно вычислить, используя ве-

личины средневзвешенного по амплитуде времени зату-

хания флуоресценции, согласно выражению [12]

EFRET = 1−
τDA

τD
, (3)

где τD и τDA — средние времена затухания ФЛ донора

ФЛ в исследуемом образце в отсутствие и в присутствии

акцептора соответственно.

Для сравнения эффективности FRET были изготов-

лены две серии образцов гидрогелей на основе КТ со-

става CdSe/ZnS-Cys, диамино-ПЭГ и IgG-AlexaFluor633.

В первой серии образцов при одинаковой средней

молекулярной массе полимера (3400 g/mol) варьиро-

вало молярное соотношение между акцептором, IgG-

AlexAFluor633, и донором — КТ состава CdSe/ZnS-Сys

(IgG-AF633/КТ= 0.1:1, 0.5:1 или 1:1). Образцы второй

серии имели одинаковое молярное соотношение между

донором и акцептором, но были изготовлены с исполь-

зованием диамино-ПЭГ с разной средней молекулярной

массой — 400 и 2000 g/mol.

Кривые затухания ФЛ изготовленных образцов для

двух серий представлены на рис. 2. По результатам из-

мерения первой серии образцов, нами было определено,

что наибольшая эффективность FRET достигалась при

соотношении 1:1, в связи с чем это соотношение было

выбрано для приготовления второй серии образцов.

Из рис. 2, а можно видеть, что кривая затухания ФЛ

КТ состава CdSe/ZnS-Сys для их раствора в 0.1М NaOH

находится ниже аналогичной кривой для геля на основе

таких КТ, т. е. среднее время затухания ФЛ КТ (12 ns),
находящихся в растворе, является меньшим, чем для

твердого геля, даже в присутствии небольшого коли-

чества акцептора. Такая ситуация возможна из-за того,

что для первичной солюбилизации КТ были использо-

ваны относительно короткие цистеиновые лиганды, что

не позволяет эффективно изолировать неорганическую

часть КТ от внешней среды, вызывающей частичное

тушение ФЛ. Кроме того, образование водородных

или электростатических связей между поверхностными

группами КТ, солюбилизированных цистеином, может

приводить к частичной агрегации, также подавляющей

их ФЛ [17,18]. При дальнейшем образовании геля рас-

стояние между соседними КТ увеличивается за счет

включения в структуру геля длинных молекул диамино-

ПЭГ, в результате чего эти процессы тушения подавля-

ются, что и приводит к увеличению среднего времени

затухания ФЛ геля.

Оптика и спектроскопия, 2023, том 131, вып. 10
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Рис. 2. Кривые затухания ФЛ КТ (QD) состава CdSe/ZnS-Cys в растворе и в образцах гелей, полученных на их основе,

с использованием диаминовых производных ПЭГ с молекулярной массой 3400 g/mol и с добавлением IgG-AlexaFluor633 в

соотношениях 0.1:1, 0.5:1 и 1:1 (a) и в образцах гелей, полученных с использованием диаминовых производных ПЭГ с

молекулярной массой 400 и 2000 g/mol и с добавлением IgG-AlexaFluor633 в соотношении 1:1 (b).

Характеристики ФЛ образцов КТ (QD) в растворе и гидрогелей из КТ состава CdSe/ZnS-Cys, полученных с использованием

диаминовых производных ПЭГ с разной молекулярной массой и добавлением IgG-AlexaFluor633 в разных соотношениях.

Измеренные величины представлены с учётом погрешности

Образец τ , ns Эффективность Квантовый выход Квантовый выход Доля эмиссии

FRET, % флуоресценции акцептора, % акцептора, %

исследуемой системы, %

Solution-QD 11.84± 0.32 − 34.89± 3.49 − −

gQD-PEG 3400 17.28± 0.85 − 17.09± 1.72 − −

gQD-PEG 3400-AF633 (0.1:1) 12.22± 0.29 29.28± 3.85 16.67± 1.66 3.29± 0.33 19.73± 2.79

gQD-PEG 3400-AF633 (0.5:1) 5.54± 0.16 67.94± 1.82 11.34± 1.13 7.12± 0.72 62.73± 8.91

gQD-PEG 3400 -AF633 (1:1) 3.87± 0.09 77.59± 1.30 14.63± 1.46 12.72± 1.27 86.94± 12.27

gQD-PEG 2000 11.99± 0.37 − 25.04± 2.50 − −

gQD-PEG 2000-AF633 (1:1) 3.27± 0.25 72.73± 2.23 17.26± 1.73 15.03± 1.50 87.08± 12.32

gQD-PEG 400 15.72± 0.46 − 22.76± 2.28 − −

gQD-PEG 400-AF633 (1:1) 2.98± 0.12 81.04± 0.87 11.33± 1.13 9.94± 0.99 87.73± 12.37

gQD-MgCl2 17.66± 0.57 − 17.20± 1.72 − −

gQD-AF633 (1:1)-MgCl2 3.65± 0.12 79.33± 0.92 5.97± 0.60 1.87± 0.19 31.32± 4.48

Далее, используя выражения (2) и (3), для каждого из

исследуемых образцов были рассчитаны значения τcp и

EFRET (таблица).

Как видно из результатов, приведенных в таблице, для

гелей на основе КТ, диамино-ПЭГ и иммуноглобулинов,

меченных AlexaFluor633, возможно достижение значи-

тельных величин эффективности FRET (до 87%), что

свидетельствует о перспективности использования таких

гелей для создания на их основе сенсорных систем.

Так, в сравнении с гелем, образованном при добавлении

к раствору КТ и красителя - простого неорганическо-

го сшивающего агента MgCl2 (образец gQD−AF633

(1:1) — MgCl2), эффективность FRET составляет всего

31%, что может быть связано с малой пористостью

геля, недостаточной для эффективной интернализации

в порах геля конъюгата IgG-AlexaFluor633. Кроме того,

важно отметить и тот факт, что длина используемого

в процессе гелирования диамино-ПЭГ практически не

влияет на эффективность переноса энергии, что может

служить преимуществом при использовании гелей для
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Рис. 3. Схема, иллюстрирующая процедуру определения аб-

солютного КВ ФЛ в интегрирующей сфере. λ∗ — характерная

длина волны разделения двух спектров ФЛ, позволяющая полу-

чить численные значения для величин EQD и EAF633 . В настоя-

щей работе λ∗ принималось за длину волны, соответствующую

значению локального минимума между максимумами ФЛ КТ и

красителя AlexaFluor633.

детектирования биомолекул. Так, изменяя размер пор

за счет применения диамино-ПЭГ определенной молеку-

лярной массы, можно изменять проницаемость пор для

тех или иных биомолекул, что положительно влияет на

селективность анализа.

С целью дополнительного подтверждения определен-

ных величин эффективности FRET при использовании

интегрирующей сферы для каждого из исследованных

образцов были определены величины КВ ФЛ гелей

как системы в целом, так и для акцептора отдельно,

что позволило определить долю эмиссии акцептора

относительно всей исследуемой системы и тем самым

дать альтернативную оценку эффективности переноса

энергии.

Схема, иллюстрирующая процедуру определения КВ

геля в целом и акцептора отдельно, представлена

на рис. 3 на примере спектра ФЛ образца геля на

основе КТ состава CdSe/ZnS-Cys (QD) и конъюгата

IgG-AlexaFluor633 (AF633), взятых в молярном соот-

ношении 1:1. Поскольку в данном случае максимумы

эмиссии КТ и красителя демонстрируют отличное спек-

тральное разделение, при расчёте КВ можно рассмат-

ривать интегральную эмиссию геля в целом как сумму

интегральной эмиссии отдельных компонентов.

При использовании интегрирующей сферы КВ всей

системы вычисляли согласно выражению

QY =
EQD + EAF633

SDE − SQD

, (4)

где EQD и EAF633 — интегральные интенсивности ФЛ КТ

и красителя соответственно, а SDS и SQD — интеграль-

ные интенсивности сигналов в области возбуждающего

излучения при регистрации спектров диффузного отра-

жателя и исследуемого геля соответственно.

Величину КВ ФЛ акцептора вычисляли согласно сле-

дующему выражению (5):

QY ∗ =
EAF633

SDE − SQD

. (5)

В таком случае вклад в общую эмиссию ФЛ для

акцептора (EAF633) IgG-AlexAFluor633 будет составлять

�AF633 =
QY ∗

QY
100%. (6)

С использованием приведенных расчетов нами была

дана альтернативная оценка эффективности FRET в

исследуемых гелях; соответствующие величины также

приведены в таблице.

Рисунок 4 демонстрирует корреляцию между эф-

фективностями FRET между донором и акцептором,

определёнными из экспериментов по измерению времен

затухания ФЛ и величин вклада эмиссии акцептора в

КВ для системы в целом для серии изготовленных

гелей на основе КТ, диамино-ПЭГ и конъюгатов IgG и

флуоресцентной метки AlexaFluor633.

Таким образом, результаты проведенных исследова-

ний позволяют сделать вывод о том, что в рассматри-

ваемых системах возможно реализовать FRET между

донором (основой геля) и ФЛ-меткой, имеющей отно-

сительно небольшой физический размер, с эффектив-

ностью, достигающей 87%. Сделанный вывод позволя-

ет предложить использование приготовленных гелей в

качестве основы биосенсорных систем, в которых в

качестве аналитического сигнала будет выступать ФЛ

акцептора. При этом, как видно из полученных ре-

зультатов, эффективность FRET практически не зависит
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Рис. 4. Корреляция между величинами эффективности FRET

в двух сериях исследуемых образцов гелей, определенными в

экспериментах по измерению времен затухания ФЛ (черные
линии) и по определению доли эмиссии акцептора в общем

КВ образцов (красные линии).
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от длины сшивающего агента, что позволяет, в свою

очередь, варьировать размер пор геля и адаптировать

его к различным типам анализируемых молекул — от

низкомолекулярных соединений до крупных белковых

молекул.

Заключение

В настоящем исследовании был представлен метод

получения гелей из КТ состава CdSe/ZnS, модифи-

цированных цистеином, с использованием диаминовых

производных полиэтиленгликоля и иммуноглобулинов,

меченных красителем AlexaFluor633. Было показано,

что у подобных гелей эффективность FRET более чем

в 2 раза превышает таковую для гелей, полученных

с помощью низкомолекулярных сшивающих агентов.

В частности, методом оценки доли эмиссии акцептора

в такой системе было показано, что при соотношении

донор: акцептор= 1:1 возможно достижение величин эф-

фективности FRET до 87%. Этот результат подчеркивает

перспективы использования гидрогелевых материалов в

различных областях биомедицинских исследований. Воз-

можность высокоэффективной передачи энергии в таких

системах открывает возможности разработки биосенсо-

ров, обеспечивающих точные и высокочувствительные

методы анализа биомолекул и мониторинга биохими-

ческих процессов, а также технологии создания нового

поколения биомедицинских терапевтических агентов на

основе гидрогелевых систем.
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