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Микрофлюидная платформа на основе одномерного фотонного

кристалла для безметочной оптической детекции олигонуклеотидов
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Циркулирующие внеклеточные нуклеиновые кислоты малого размера являются одним из клинически

значимых классов биомаркеров различных патологий человека, включая аутоиммунные, онкологические

и инфекционные заболевания. Для обнаружения циркулирующей ДНК (цДНК) в жидкостных пробах

используется метод полимеразной цепной реакции в реальном времени, основанный на амплификации

молекул цДНК и определении степени накопления флуоресцентного сигнала от репортерной метки во

времени. В настоящее время представляется актуальной разработка новых альтернативных подходов к

быстрой и высокоточной детекции цДНК малого размера. Оптические биосенсоры безметочной детекции

на основе анализа изменений распространения поверхностных волн на поверхности одномерного фотонного

кристалла могут быть адаптированы для обнаружения олигонуклеотидов, а их комбинация с микрофлюидной

платформой позволяет миниатюризировать и увеличить производительность биоаналитической процедуры.

В настоящем исследовании продемонстрирована возможность оптической безметочной детекции низкомо-

лекулярной одноцепочечной ДНК с различным количеством нуклеотидных оснований без дополнительной

амплификации сигнала в микрофлюидном режиме с использованием биосенсора на основе одномерного

фотонного кристалла.
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Введение

Разработка новых подходов к быстрой и высокоточной

детекции жидкостных аналитов является одним из важ-

ных направлений в области клинической диагностиче-

ской практики [1]. Использование микрофлюидных тех-

нологий с этой целью позволяет эффективно увеличить

производительность детекции, миниатюризировать и ав-

томатизировать аналитическую процедуру путем умень-

шения количеств используемых реагентов в том числе за

счет используемого внешнего оборудования (детектор,
перистальтические насосные системы) и обеспечения

минимального вмешательства пользователя [2]. Методы

оптической безметочной и быстрой детекции жидкост-

ных аналитов находят широкое применение в клини-

ческой диагностике, поскольку могут использоваться

в широком концентрационном диапазоне аналитов, не

требуют использования оптических (флуоресцентных
или хромогенных) меток и могут быть адаптированы

для многопараметрического и высокопроизводительного

анализа [3].

Для безметочного обнаружения онкомаркеров [4], бак-
териальных токсинов [5] и других биомаркеров [6] могут
быть использованы оптические сенсоры на основе одно-

мерных фотонных кристаллов. Их многослойная струк-

тура, характеризующаяся периодическим изменением

индекса преломления в одномерном измерении, позво-

ляет поддерживать дальнодействующее распространение

оптических волн по своей поверхности, что обеспечи-

вает сверхчувствительную детекцию биомолекул и ре-

гистрацию биомолекулярных взаимодействий [7]. Такие
оптические биосенсорные платформы универсальны и

позволяют использовать специфические биораспознаю-

щие молекулы, ковалентно связанные с поверхностью

сенсора, для высокоточной детекции жидкостных анали-

тов.

Циркулирующие внеклеточные нуклеиновые кислоты

являются важным классом диагностических маркеров

аутоиммунных, онкологических и инфекционных заболе-

ваний человека [8]. Стандартным подходом для детекции

циркулирующей ДНК (цДНК) является метод поли-

меразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-
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РВ). Однако в связи с необходимостью амплификации

и анализа накопления сигнала флуоресценции репор-

терной метки метод ПЦР-РВ является времязатрат-

ной процедурой. Кроме того, данный метод требует

наличия дорогостоящего оборудования и специальных

диагностических наборов [9]. В связи этим разработка

альтернативных и универсальных подходов обнаружения

нуклеиновых кислот, в том числе и адаптация с этой

целью уже существующих методов оптической детекции,

является актуальной биоаналитической задачей. В насто-

ящем исследовании продемонстрирована возможность

оптической безметочной детекции низкомолекулярной

одноцепочечной ДНК, представляющей собой олигонук-

леотиды с различным количеством оснований, в проточ-

ном режиме с помощью микрофлюидной платформы и

биосенсора на основе анализа изменений распростра-

нения поверхностных волн в одномерном фотонном

кристалле (ПВ ФК).

Экспериментальная часть

Сенсорная система

Для безметочной оптической детекции использовали

сенсорную систему на основе одномерного фотонно-

го кристалла, представляющего собой подложку раз-

мером ∼ 22× 25mm из стекла типа BK-7 с напы-

ленным покрытием чередующихся слоев оксида крем-

ния (SiO2) и оксида титана (TiO2), как это было

описано ранее [10]. Напыленные слои образовывали

структуру TiO2(SiO2/TiO2)5SiO2, поддерживающую p-
поляризованную поверхностную моду при 500 nm и об-

ладающую эффективным показателем преломления 1.38.

Толщины слоев оксида титана и оксида кремния состав-

ляли 64 и 214.3 nm соответственно, а толщина внешнего

слоя оксида кремния составляла 298.8 nm. Детекцию

взаимодействия модельных олигонуклеотидов различной

длины с поверхностью фотонного кристалла проводили

посредством визуализации предварительно биофункци-

онализированной поверхности фотонного кристалла по-

сле его установки на поверхности призмы, смонтирован-

ной в конфигурации Кречмана. При этом длина волны

возбуждения фотонного кристалла составляла 500 nm

и соответствовала промежуточному положению между

максимумами синего (∼ 460 nm) и зеленого (∼ 545 nm)
пикселей цветной камеры, регистрирующей изменения в

изображении поверхности фотонного кристалла.

Возбуждение фотонного кристалла при данной длине

волны, как правило, приводит к появлению резонансного

пика. Сдвиги положения резонансного пика фотонного

кристалла, связанные с детектируемыми межмолекуляр-

ными взаимодействиями на поверхности сенсора, учи-

тывали путем анализа изменения интенсивностей обоих

пикселей с последующим конвертированием изменений

их интенсивностей в изменение толщины молекулярного

слоя на поверхности сенсора [10].

Описанные изменения представляли в виде сенсо-

грамм, демонстрирующих изменение толщины молеку-

лярного слоя на поверхности сенсора с течением време-

ни при введении рабочих буферных растворов и раство-

ров модельных одноцепочечных ДНК-олигонуклеотидов,

взаимодействующих с распознающими элементами, хи-

мическими иммобилизованными на поверхности фотон-

ного кристалла.

Биофункционализация поверхности

Для биофункционализации фотонного кристалла с

помощью химического ковалентного связывания распо-

знающих элементов предварительно осуществляли мо-

дификацию его поверхности путем инкубации в 1% рас-

творе (3-аминопропил)триэтоксисилана (Merck Group,

Франция) в ацетоне (Acros Organics/Thermo Fischer

Scientific, Франция). Затем поверхность фотонного кри-

сталла активировали путем инкубации в 2.5% рас-

творе глутарового альдегида (Merck Group, Франция)
в 0.02М фосфатно-солевом буфере (ФСБ), рН 7.4 в

течение 60min. После тщательного промывания по-

верхности раствором 0.02М ФСБ, рН7.4 на активи-

рованную поверхность фотонного кристалла наносили

с помощью дозатора аликвоты объемом 1µl рабочих

растворов нейтравидина (НА, Thermo Fischer Scientific,

Франция) в 0.02М ФСБ, рН7.4 с концентрациями 1.0,

1.5 и 2.0mg/ml и проводили инкубацию в течение 5min.

Избытки раствора НА удаляли с поверхности фотонного

кристалла путем продувки и монтировали подложку на

поверхность призмы.

Микрофлюидная платформа

Для проведения детекции аналитов использовали мик-

рофлюидную ячейку, снабженную двумя отверстиями

(на вход/выход) и металлическими коннекторами для

фиксации трубок с внутренним диаметром 0.51mm и

пропускания растворов аналитов в проточном режи-

ме с помощью 3-канального перистальтического насо-

са Ismatec Reglo ICC, США, управляемого с помо-

щью компьютера. В структуре микрофлюидной ячейки

предусмотрен один канал глубиной 5−50µl и объе-

мом 0.5−5µl. После сборки микрофлюидной платфор-

мы производили заполнение микрофлюидной ячейки

рабочим буферным раствором (0.02М ФСБ, рН7.4)
со скоростью 30µl/min. После заполнения осуществ-

ляли впрыскивание растворов со скоростью потока

30µl/min в следующей последовательности: рабочий

буферный раствор (0.02М ФСБ, рН7.4) — 600 s;

блокирующий буферный раствор (2mg/ml раствора

бычьего сывороточного альбумина (БСА) в 0.02М

ФСБ, рН7.4) — 600 s; 0.001µM−10µM растворы мо-

дельных одноцепочечных ДНК-олигонуклеотидов, со-

держащих 30 или 50 оснований тимидина и биоти-

нилированных по 5′-концу (Eurofins Genomics, Герма-

ния) в 0.02М ФСБ, рН7.4; рабочий буферный рас-
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ssDNA analytes

Microfluidic chamber

Neutravidin coating

1D photonic crystal

Рис. 1. Схема обнаружения модельных одноцепочечных ДНК-

олигонуклеотидов в потоке с помощью микрофлюидной плат-

формы и сенсора на основе одномерного фотонного кристалла.

Стрелками обозначены направления впрыскивания и удале-

ния аналита из микрофлюидной платформы. Обозначения:

ssDNA — одноцепочечная ДНК; 1D photonic crystal — одно-

мерный фотонный кристалл; neutravidin coating — покрытие

поверхности фотонного кристалла нейтравидином; microfluidic

chamber — микрофлюидная ячейка.

твор (0.02М ФСБ, рН7.4) — 400−600 s. Все ис-

пользуемые для впрыскивания в микрофлюидную си-

стему растворы были предварительно дегазированы с

помощью ультразвуковой бани Elma Sonics, Герма-

ния.

Результаты и обсуждение

В результате проведения предварительной актива-

ции и биофункционализации на поверхности фотонно-

го кристалла был химически иммобилизован биотин-

связывающий рекомбинантный белок НА. Перед его

нанесением поверхность сенсора была аминосилани-

зирована и активирована глутаровым альдегидом для

обеспечения эффективного связывания белковых моле-

кул. Первичные аминогруппы в составе поверхностно-

го слоя АПТЭС вступают в реакцию с глутаровым

альдегидом с образованием оснований Шиффа, что

позволяет химически связать НА посредством кова-

лентного связывания первичных аминогрупп в амино-

кислотной последовательности белка с поверхностью

сенсора [11]. Вследствие особенностей структуры НА

его ковалентное связывание с поверхностью фотонного

кристалла обеспечивает стерическую доступность в мик-

рофлюидном режиме как минимум 2 из 4 имеющихся

сайтов связывания биотинилированного аналита [12]
(рис. 1).
В результате использования в реакции растворов НА

с различной концентрацией эффективность ковалентно-

го связывания НА с поверхностью сенсора составила

96.2± 0.5%. После установки биофункционализирован-

ного сенсора в микрофлюидную платформу рабочие

Максимальный прирост средней толщины поверхности сенсо-

ра после последовательных впрыскиваний растворов модель-

ных аналитов — биотинилированных одноцепочечных ДНК-

олигонуклеотидов с различным количеством оснований

Аналит Mean damax , nm

Плотность покрытия сенсора

нейтравидином

1.2mg/mm2 1.8mg/mm2 2.4mg/mm2

Одноцепочечная ДНК 0.43601 0.39985 0.29696

(50 оснований)
Одноцепочечная ДНК 0.34374 0.30351 0.23526

(30 оснований)

буферы и растворы исследуемых аналитов вводили в

проточном режиме до выхода сигнала от сенсора на пла-

то. Для уменьшения неспецифического связывания по-

верхность сенсора обрабатывали блокирующим буфером

в проточном режиме, после чего осуществляли после-

довательные впрыскивания растворов модельных биоти-

нилированных одноцепочечных ДНК-олигонуклеотидов

вплоть до выхода уровня сигнала от сенсора на плато

(рис. 2).

Полученные сенсограммы показывают, что существен-

ный рост сенсорного сигнала наблюдается при введении

0.1µM растворов обоих типов олигонуклеотидов и для

всех анализируемых плотностей покрытия поверхно-

стей сенсоров распознающим элементом (НА). При

этом максимальный уровень насыщения сигнала, сви-

детельствующий о максимально возможном связывании

аналитов с поверхностью, наблюдается при введении

1−10µM растворов обоих типов олигонуклеотидов. Ве-

личины максимального прироста толщины слоя поверх-

ности сенсора при анализе связывания обоих типов

аналитов после проведения полного цикла титрования

представлены в таблице.

При увеличении концентрации раствора НА, исполь-

зуемого для модификации поверхности фотонного кри-

сталла, отмечается снижение максимального прироста

толщины слоя поверхности сенсора (Mean damax) в

случае детекции обоих типов олигонуклеотидов, что

может быть обусловлено агрегацией данного белка на

поверхности сенсора при увеличении его содержания в

реакционной смеси при биофункционализации, приводя-

щей к формированию многослойного белкового покры-

тия. Этот эффект затрудняет распознавание биотинили-

рованных субстратов, в частности олигонуклеотидов с

большей молекулярной массой (50 оснований, молеку-

лярная масса ∼ 15.5 kDa) по сравнению с олигонуклео-

тидами с меньшей молекулярной массой (30 оснований,

молекулярная масса ∼ 9.2 kDa) [13].
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Рис. 2. Сенсограммы, полученные в результате детекции биотинилированных одноцепочечных ДНК-олигонуклеотидов, содержа-

щих последовательности (а) 50 или (b) 30 нуклеотидных оснований, с помощью одномерного фотонного кристалла, поверхность

которого была функционализирована биотин-связывающим белком нейтравидином. Стрелками на рисунке обозначено начало

впрыскивания растворов олигонуклеотидов. Цифрами обозначены вводимые концентрации растворов олигонуклеотидов (µM).
Обозначения: RB — рабочий буфер; BB — блокирующий буфер; ssDNA (50 bases) — одноцепочечная ДНК, содержащая

50 нуклеотидных оснований; ssDNA (30 bases) — одноцепочечная ДНК, содержащая 30 нуклеотидных оснований. Цифрами справа

обозначены сенсограммы, полученные при использовании фотонных кристаллов с различной плотностью покрытия их поверхности

нейтравидином: 1 — 1.2 µg/mm2, 2 — 1.8 µg/mm2, 3 — 2.4 µg/mm2 . Каждая представленная сенсограмма представляет собой

усредненные показания трех сенсограмм.

Заключение

Данные, полученные в настоящей работе, демонстри-

руют возможность обнаружения низкомолекуляной ДНК

с различным количеством оснований в проточном ре-

жиме с помощью микрофлюидной платформы и опти-

ческого безметочного сенсора на основе одномерного

фотонного кристалла. Таким образом, в результате хи-

мической модификации поверхности фотонного кристал-

ла достигается эффективная иммобилизация распознаю-

щего элемента сенсора — биотин-связывающего белка

НА, что обеспечивает надежное обнаружение низкомо-

лекулярных одноцепочечных ДНК, меченых биотином,

в минимальной концентрации 0.1µM без дополнитель-

ного усиления сигнала. В дальнейшем разрабатываемая

микрофлюидная платформа безметочной оптической де-

текции может быть адаптирована для обнаружения вне-

клеточных циркулируюших нуклеиновых кислот малого

размера в клинических жидкостных пробах.
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