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Биосенсоры находят все более широкое при-

менение в ряде отраслей науки, промышленности, 

сельского хозяйства, медицины и здравоохранения, 

поскольку позволяют быстро проводить не только 

качественный, но и количественный анализ сложных 

многокомпонентных смесей веществ [4, 22]. 

Биосенсоры состоят из 3 компонентов: систе-

мы распознавания, преобразователя первичного 

сигнала (трансдьюсера) и системы сбора и обра-

ботки данных. Как правило, в качестве биораспоз-

нающего элемента используют ферменты и другие 

специфические биологические объекты – антитела 

или антигены, отдельные клетки, микроорганизмы, 

срезы тканей – в иммобилизованном состоянии, 

обладающие способностью к селективному взаи-

модействию с аналитом. Элемент, отвечающий за 

биологическое распознавание, должен находиться в 

прямом контакте с преобразователем, посредством 

которого химическое или биологическое взаимо-

действие преобразуется в детектирующий сигнал. 

Система сбора и обработки данных служит для уси-

ления, анализа сигнала и отображения результатов 

[4, 20, 34].

Уникальной особенностью биосенсоров является 

высокая специфичность биораспознающего элемен-

та, позволяющая с высокой точностью проводить 

количественный анализ сложных аналитов и опреде-

лять ультрамалые концентрации определенных моле-

кул [2].

Данный обзор посвящен методам иммобили-

зации распознающего элемента на поверхности 

трансдьюсера. При этом к современным и высоко-

технологичным биосенсорам предъявляется ряд 

условий, которым они должны удовлетворять. Им-

мобилизованный биологический материал должен 

сохранять активность как можно дольше; перенос 

молекул аналита к распознающему элементу не дол-

жен быть затруднен; метод иммобилизации должен 

быть применим в достаточно широких диапазонах 

температур, значений рН и давлений и обеспечивать 

хорошую воспроизводимость при серийном произ-

водстве сенсоров [4].

Выделяют 5 основных методов иммобилизации 

белков на поверхности [4, 34, 36]: адсорбция, вклю-

чение в полимер, сшивка, ковалентное связывание и 

капсулирование или изоляция с помощью мембран. 
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Методы функционализации поверхности сенсоров биологическими молекулами

АДСОРБЦИЯ

Первые методы биофункционализации поверх-

ности металлов для биоаналитических приложений 

были основаны на простом принципе физической 

адсорбции белков на активной металлической по-

верхности [15]. Однако исследования показали, 

что необходим более совершенный подход, чтобы 

учесть изменения, происходящие при адсорбции 

молекул, которые могут приводить к существенной 

модификации биологических молекул. Как прави-

ло, используемые металлические подложки, или на-

ноструктуры на основе золота и серебра, обладают 

высокой способностью к спонтанному связыванию 

белков и других молекул. Однако такое «пассивное» 

образование связи с металлическими нанострукту-

рами приводит к снижению биоактивности адсор-

бируемых молекул. Как и в случае со связыванием 

антител в иммуноферментном твердофазном анали-

зе, после их адсорбции на пластиковые поверхности 

наблюдается снижение уровня на 2–10% от общего 

их числа [16].

Адсорбция – наиболее простой метод; она прак-

тически не требует подготовки компонентов сенсора 

и использования специальных химических реагентов. 

При физической адсорбции частицы удерживаются на 

подложке под действием сил Ван-дер-Ваальса, кото-

рые по своей природе делятся на диполь-дипольные, 

индукционные и дисперсионные взаимодействия, а 

также под действием водородных и ионных связей. 

Полученные методом адсорбции элементы обычно 

характеризуются низкой чувствительностью и суще-

ственной зависимостью от температуры и pH. Низкая 

чувствительность элементов, полученных адсорбцией 

белков, объясняется тем, что при адсорбции меняет-

ся конформационное состояние макромолекулы или 

блокируются ее активные центры. Кроме того, био-

логический материал может десорбироваться, умень-

шая чувствительность системы и загрязняя раствор. 

Методом адсорбции пользуются в основном на ста-

дии исследований и для производства дешевых одно-

разовых элементов.

Обработка поверхности металла перед иммоби-

лизацией позволяет выявить реакционноспособные 

группы для каждого конкретного взаимодействия 

распознающего вещества с трансдьюсером. Суще-

ствует большое число способов обработки поверх-

ности металла перед иммобилизацией. Наиболее 

часто используемые методы основаны на концепции 

молекулярной самоорганизации тиолов или моле-

кул дисульфидов на поверхности металла. Спонтан-

ное формирование слоев органических дисульфидов 

на золоте показано в работе [27] в рамках изучения 

моделей поверхностей. Образующийся монослой 

приводит к строгому упорядочиванию атомов серы, 

связанных с металлом посредством сил притяжения 

Ван-дер-Ваальса между алкильными группами. Ито-

говый монослой с поразительной длиной цепи пред-

ставляет собой плотно упакованную и обладающую 

высокой стабильностью структуру, ориентированную 

по нормали к металлической поверхности (рис. 1).

Эти нанометровые слои являются коммерчески 

доступными и могут быть синтезированы относи-

тельно просто [35]. Первые самоорганизующиеся мо-

нослои для биосенсоров описаны в конце 80-х годов 

и изначально были разработаны для коммерческих 

биосенсоров [5, 18]. Такие слои могут реагировать, 

образуя связи с различными молекулами или обра-

зовывать в дальнейшем различные химические связи 

для более сложной модификации поверхности.

Возможность присоединять различные функцио-

нальные группы к алкиловым тиолам создает высо-

кую степень пластичности поверхности. В последние 

годы широко исследовались различные способы по-

крытия поверхности [6, 28, 35]. Например, в ранних 

исследованиях [5, 18] предполагалось, что тиоловое 

окончание придает поверхности гидрофильный ха-

рактер, активно связывая при этом различные моле-

кулы с трансдьюсером.

Данный способ получил широкое применение 

в различных областях жизнедеятельности человека. 

Так, был изготовлен [26] биосенсор на основе бакте-

риофагов, иммобилизованных на поверхность квар-

цевых микровесов с помощью физической адсорб-

ции для обнаружения -галактозидазы из кишечной 

палочки. 

Одним из интенсивно развивающихся направле-

ний современной биотехнологии является иммоби-

лизация высокомолекулярных биологически актив-

ных веществ (ВБАВ) в нано- и микрообъекты, такие, 

как липосомы, мицеллы, микро- и наночастицы 

(капсулы, сферы). Такого рода системы используются 

в различных областях промышленности (в том числе 

в каталитических целях) и медицины (в качестве си-

стем направленной доставки и контролируемого вы-

свобождения лекарственных препаратов) [1, 12]. 

ВКЛЮЧЕНИЕ В ПОЛИМЕР

Включение биологического материала в полимер-

ную матрицу является фактически универсальным 

методом, применимым для разных типов распознаю-

щих элементов. Обычно используются такие полиме-

Рис. 1. Схематическое изображение структуры 

самоорганизующегося монослоя на золотой подложке
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ры, как полиметилметакрилат (ПММА) [8], крахмал, 

нейлон, желатин, коллаген и некоторые другие. Если 

матрица состоит из синтетического полимера, его 

получение проводится в присутствии биологическо-

го материала, обычно добавляется сшиватель, чтобы 

отдельные полимерные нити объединились в 3-мер-

ную сетку. При этом биологически активные моле-

кулы оказываются захваченными внутрь полимера. 

Бесспорным достоинством этого метода является его 

универсальность, однако его недостаток в том, что 

сетка затрудняет диффузию и мешает проникнове-

нию аналита. Кроме того, если включаемые в сетку 

молекулы не связаны с ней химически, они могут 

диффундировать из нее через поры. 

Даже если гладкая поверхность подложки сде-

лана гидрофильной, ее свойства могут вызывать де-

натурацию или снижение активности белков [31]. 

При создании ферментативных электрохимических 

сенсоров иногда используют метод электрополиме-

ризации. При этом на электроде создается проводя-

щий гель (например, из декстрана) с включенными в 

него белками. Декстран состоит преимущественно из 

глюкозы, обеспечивающей высокую эластичность и 

растворимость в воде. Иммобилизация производится 

посредством эпоксидной модификации конечного 

гидроксила самоорганизующегося слоя и последую-

щей ядерной реакции в декстране в присутствии ал-

калинов [5, 17, 18] (рис. 2).

Поверхность может быть впоследствии активи-

рована подходящими линкерами для дальнейшей 

иммобилизации. Выбирая различные размеры дек-

страна (от 10 тыс. до более чем 1 млн Да), можно 

сформировать поверхность, удовлетворяющую необ-

ходимым требованиям. Слой, подобный гидрогелю, 

обеспечивает высокую гидрофильность окружения. 

Основанный на глюкозе полимер обладает высокой 

степенью сродства для ковалентной иммобилизации 

белков, что обеспечивает его эффективность при вза-

имодействии с большим числом химических веществ 

[19, 21].

Связывание звеньев полимеров декстрана с по-

верхностью сенсора обеспечивает открытую струк-

туру, на которой иммобилизованные молекулы обла-

дают высокой степенью биоактивности гидратации 

слоя. Этот способ позволяет получить очень хорошее 

согласование между данными, в отличие от резуль-

татов, полученных на платформах, использующих в 

качестве детектирующего метода явление плазмон-

ного поверхностного резонанса (ППР), и методами, 

использующими различные растворы [9]. 

В качестве альтернативы декстрану могут быть 

рассмотрены другие гидрофильные молекулы [5]. 

Например, производные поливинилового спирта и 

полиакриловой кислоты подходят для обнаружения 

ППР-сигнала [10]. Поли-L-лизин используется для 

биосенсоров, применяемых для изучения ДНК бла-

годаря большому положительному заряду. Привлека-

ют внимание обработанные золотые поверхности с 

самоорганизующимися монослоями, используемые 

в дальнейшем для модификации посредством тиоло-

вых групп [11].

СШИВКА

В случаях, когда молекулы биологического ма-

териала связаны между собой или с опорной сет-

кой, говорят о методе сшивки. Фактически сшитые 

распознающие молекулы могут использоваться без 

подложки, если обладают хорошими механическими 

характеристиками. Тем не менее сшивка обычно ис-

пользуется в сочетании с другими методами. Напри-

мер, она может стабилизировать элементы, получен-

ные адсорбцией. Для сшивки обычно используются 

бифункциональные агенты, типичным примером 

сшивателя является глутаровый альдегид.

Некоторые белки являются 

нестабильными и могут дегради-

ровать после иммобилизации на 

поверхность сенсора, даже если 

процесс иммобилизации прошел 

эффективно. Например, ВИЧ-

протеаза со временем разлагается 

на составляющие ее мономеры, 

что приводит к постепенному 

уменьшению молекулярной мас-

сы на поверхности сенсора, а это 

затрудняет снятие кинетик взаи-

модействия, поскольку вклад в 

анализ вносят и маленькие моле-

кулы. Проведение после иммоби-

лизации процедуры активации или 

поперечной сшивки с EDC/NHS 

позволяет достигнуть стабилиза-

ции такого слоя. Использование 

поперечной сшивки определяется 

Рис. 2. Синтез покрытой карбоксиметиловым декстраном поверхности 

сенсора
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эмпирически для каждого конкретного процесса им-

мобилизации; данный процесс не должен влиять на 

активность белка [3, 23].

Рассмотрена стабилизация в процессе иммоби-

лизации [7]; в работе протеинкиназа p38  и GSK3  

были иммобилизованы с помощью связывания через 

аминогруппу в присутствии ингибитора. Такая про-

цедура иммобилизации приводила к формированию 

более стабильного слоя биомолекул на поверхности 

сенсора с гораздо большей степенью активности 

и связывания по отношению к соответствующим 

биомолекулам-партнерам (рис. 3).

КОВАЛЕНТНОЕ СВЯЗЫВАНИЕ

Метод ковалентного связывания является наи-

более распространенным в различных приложениях. 

Как следует из названия, он предполагает создание 

ковалентной связи между биоматериалом и подлож-

кой. Выбор химических реагентов для его реализации 

зависит от типа связываемых молекул и материа-

ла подложки. Обычно метод реализуется в 3 этапа: 

очистка и модификация поверхности подложки, т.е. 

формирование на ней слоя из необходимых функци-

ональных групп, затем – нанесение биоматериала и, 

наконец, удаление несвязанных молекул посредством 

промывания. Очевидно, что последовательность хи-

мических реакций должна быть выбрана так, чтобы 

связи, сформированные на ранних этапах, сохраня-

лись на более поздних. 

Ковалентное связывание белков обычно осущест-

вляется через функциональные группы аминокислот, 

не влияющих на ферментативную активность. Чтобы 

защитить в ходе реакции активный участок фермен-

та, ее проводят в присутствии субстрата.

Главные достоинства метода ковалентного связы-

вания состоят в том, что, с одной стороны, он обеспе-

чивает надежную связь биоматериала с подложкой, а 

с другой – позволяет создавать сенсоры с длительным 

временем жизни [4].

Различные функциональные группы могут быть 

закреплены на поверхности, делая возможным обра-

зование стабильных связей с другими подходящими 

функциональными группами. Такое внедрение мо-

жет включать активацию 1 или 2 функциональных 

групп, которые в результате преобразуются в более 

реакционноспособную форму. В частности, исполь-

зуемые белки также изначально нуждаются в подго-

товке при относительно мягких условиях и в водном 

растворении, что происходит при определенных 

условиях.

Возможность того, что на поверхности сенсора 

будет прицеплена функциональная группа, весьма 

привлекательна как основная стартовая поверхность 

для использования с целым рядом связующих эле-

ментов. Покрытие поверхности карбоксиметило-

вым декстраном, описанное в предыдущем разделе, 

включает в качестве функциональной группы ради-

кал карбоновой кислоты, что может использоваться 

как для образования прямой связи, так и для обмена 

функциональными группами. Карбоксильные груп-

пы могут вступать в прямую реакцию с аминогруппа-

ми или участвовать в реакциях замещения с тиолами, 

альдегидами, солями карбоновой кислоты и процеду-

рах захвата биотина.

Следует отметить, что самым широко используе-

мым способом иммобилизации белка является обра-

ботка поверхности карбоксиметиловым декстраном с 

последующим связыванием с помощью аминов [24].

Распространен подход, включающий связывание 

карбоксильных групп на поверхности сенсора с ре-

акционноспособными нуклеофильными группами. 

Наиболее часто используемый нуклеофил – амино-

группа в радикале лизина, но часто используются так-

же гидроксильные группы. Карбоксильные группы 

легко образуют связи с декстраном или другими ги-

дроксилсодержащими слоями на поверхности. Была 

изучена [13] оптимизация связывания белков на по-

верхности сенсора посредством карбоксиметила.

Образование активных сложных эфиров может 

происходить при различных условиях, зависящих от 

молекулярного типа. При низкой ионной силе буфе-

ра, в случае если поверхность отрицательно заряжена 

и белок имеет положительный заряд, у поверхности 

достигается высокая концентрация белков, что ока-

зывает благоприятное воздействие на нуклеофилы 

белков при образовании сложных эфиров. Подходя-

щий буферный раствор, в котором достигаются по-

добные условия, обычно получают из 10 mM ацетат-

ного буфера с pH 4–6, в котором большая часть всех 

белков является положительно заряженной [13].

Рис. 3. Сравнение степеней активности и связывания 

поверхностей незащищенного и защищенного (стабили-

зированного) p38 . Ингибитор (1 мкг) в более чем 

2 ячейки, содержащие p38 . Одна поверхность 

содержала p38 , имобилизованный посредством 

стандартного связывания с помощью аминогрупп 

(красная), другая содержала p38 , стабилизированный 

с помощью ингибитора (синяя) [27]
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Поскольку аминогруппы довольно быстро теряют 

реакционную способность при нахождении в водном 

буферном растворе [32], биофункционализированная 

таким образом поверхность не может сохранять свою 

активность в течение длительного времени.

Аминное связывание может происходить в случае 

близкого расположения к активной группе или если 

молекуле не хватает аминогрупп (что может быть не-

возможным в случае, если присутствуют какие-то 

химические ограничения). Эффективной альтер-

нативой связыванию посредством аминов является 

связывание посредством тиолов, которое основы-

вается на реакциях с участием тиол-избирательных 

соединений [14]. В качестве тиол-реактивных групп 

в основном используются активные дисульфиды, та-

кие, как пиридил дисульфид или его производные, 

хотя малеимид и производные ацилгалогенидов так-

же являются подходящей альтернативой. Тиоловые 

группы могут быть также закреплены на поверхности 

сенсора и вступать в реакции с молекулами посред-

ством тиол-реактивных групп или, наоборот, всту-

пать в реакцию с поверхностью тиоловой группы и 

иммобилизоваться молекулой (рис. 4).

Различные соединения для модификации, осно-

ванные на эфирах активных дисульфидов, малеими-

дов или ацилгалогенидов, коммерчески доступные. 

Преимуществом модификации белка является ми-

нимизация числа активных состояний, что позволяет 

избегать перекрестных сшивок. Таким образом, даже 

если реагенты находятся вместе с аминогруппами, 

реакция может быть управляемой и сохранять хими-

ческую активность.

Дисульфиды могут образовывать связи в очень 

мягких условиях, в случае пиридилдисульфидов даже 

в кислотообразующем буферном растворе [33]. Би-

сульфитный мостик подвергается реакции замещения 

с соединениями свободных тиолов, которые могут 

ограничивать стабильность при определенных усло-

виях. Например, буферные растворы с добавлением 

тиолов (таких, как меркаптоэтанол) могут приводить 

к расщеплению бисульфитного мостика и диссоциа-

ции иммобилизованно связанных партнеров. Подоб-

ный эффект может приводить к повторной модифи-

кации поверхности. После расщепления реактивного 

тиола при мягких алкалиновых условиях остаточные 

тиоловые группы на поверхности сенсора могут быть 

использованы для иммобилизации дисульфидсодер-

жащих молекул [30].

Хотя иммобилизация белков посредством амино-

группы обычно не уменьшает число энергетических 

степеней свободы макромолекул или существенно не 

изменяет их параметры взаимодействия [25], тем не 

менее желательно наличие белка для его связи с пар-

тнером в прямой и однородной ориентации. Это мо-

жет быть реализовано посредством химической мо-

дификации определенной области белка в растворе 

для контроля степени протекающих изменений или 

управления процессом иммобилизации. 

Образование связей при определенном pH может 

также повлиять на активность. Например, если из-

вестно пространственное распределение заряженных 

аминокислот, становится возможным предсказать 

ориентацию, в которой белок будет иммобилизо-

ван на поверхность сенсора при данном рН (рис. 5). 

С другой стороны, можно препятствовать иммоби-

лизации белка на поверхность посредством исклю-

чения состояний, необходимых для взаимодействия, 

при изучении в присутствии аналита в ходе процесса 

иммобилизации [7].

КАПСУЛИРОВАНИЕ ИЛИ ИЗОЛЯЦИЯ 

С ПОМОЩЬЮ МЕМБРАН

Один из распространенных методов, исполь-

зуемых при создании электрохимических сенсоров, 

состоит в том, что ферменты размещаются вблизи 

электрода, отделенные от остального раствора по-

лупроницаемой мембраной, через которую могут 

проходить молекулы аналита и продукты каталити-

Рис. 4. Иммобилизация биологических молекул на поверхности сенсора посредством ее модификации тиолами
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ческой реакции. Фактически ферменты находятся 

в свободном состоянии, однако они локализованы 

в одной части измерительной ячейки. Этот метод 

иногда называют микрокапсулированием. Один из 

наиболее известных примеров – полимер Nafion; 

из него изготавливаются отрицательно заряженные 

мембраны, которые часто используются в сенсорах 

на глюкозу [4].

Мембранные белки, участвующие в переносе мо-

лекул через мембрану клетки, довольно трудно ис-

пользовать in vitro, так как они являются активными 

только когда их гидрофобные межмембранные об-

ласти встроены в естественную структуру. Для сохра-

нения данной структуры требуется окружение, очень 

близкое к этой гидрофобной среде, что превращается 

в большую практическую проблему в случае исполь-

зования обычного водного окружения в большинстве 

in vitro-систем. 

Однако изучение гидрофобных белков возмож-

но посредством использования протоколов, специ-

ально разработанных для этих целей. Например, 

белки могут быть предварительно внедрены в липо-

сомы и затем иммобилизованы на гидрофобную по-

верхность сенсора. Было обнаружено, что липидные 

бислои образуют связи с поверхностью сенсора че-

рез гидрофильные спейсеры, иммобилизованные на 

золотую поверхность сенсора, на которой находятся 

мембранные белки, участвующие в процессах пере-

носа через мембрану клетки [29]. Основной акцент 

данной методики делается на помещение чувстви-

тельных областей белков в липидную среду, в ко-

торой они сохраняют свою естественную функцио-

нальную структуру.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Сегодня биосенсоры в связи 

с их высокой чувствительностью 

и компактными размерами полу-

чили широкое распространение в 

различных сферах жизни челове-

ка. Например, они используются в 

клинической диагностике для про-

ведения биохимических анализов, 

в фармакологии, для экологиче-

ского мониторинга окружающей 

среды, в системах безопасности и 

во многих других областях.

В основном действие биосен-

соров направлено на детектиро-

вание различных органических 

молекул, которые играют важную 

роль в живых организмах: высоко-

молекулярных (такие, как белки, 

ДНК) и низкомолекулярных (на-

пример, глюкозы и мочевины).

Важнейшей характеристикой 

сенсора является селективность, 

она отражает способность детектировать опреде-

ленный аналит и не реагировать на посторонние 

вещества. Селективность определяется свойствами 

распознающего элемента, он находится в непосред-

ственном контакте с исследуемым образцом и отве-

чает за химические и биохимические реакции, про-

текающие в процессе анализа. В данном обзоре были 

рассмотрены основные методы функционализации 

поверхности биологических сенсоров.

Наиболее часто распознающими элементами био-

сенсоров являются ферменты – высокоспецифич-

ные катализаторы биохимических реакций. В состав 

фермента входят 1 или несколько белковых молекул, 

иногда присутствует небелковая часть. Каталитиче-

ская активность ферментов значительно выше, чем у 

любых искусственных катализаторов, ферменты уве-

личивают скорость реакции в 103–107 раз. 

Наиболее универсальным направлением разви-

тия являются биосенсоры, использующие антитела, 

так как могут быть изготовлены для связывания чрез-

вычайно широкого класса веществ.

Антитела – это сложные белковые молекулы, 

построенные из нескольких субъединиц. Взаимо-

действие антиген – антитело считается наиболее се-

лективным для применения в биосенсорах. С точки 

зрения физики, это взаимодействие осуществляется 

теми же по природе силами, что и взаимодействие 

фермента с субстратом: вандерваальсовыми силами, 

ионными, гидрофобными и гидрофильными взаи-

модействиями, водородными связями. Сложность 

применения антител в биосенсорах состоит в том, 

что акт связывания антигена часто сложно зареги-

Рис. 5. Заряд белка становится отрицательным или положительным 

в зависимости от рН буфера, в котором он растворен. Распределение 

заряда на поверхности белка зависит от ориентации, в которой он будет 

находиться при приближении к заряженной поверхности
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стрировать. Это является общим недостатком аф-

финных биосенсоров и требует применения специ-

альных методов. 

Адсорбция – наиболее старый из существующих 

способов иммобилизации ферментов. Удерживание 

адсорбированной молекулы фермента на поверхно-

сти носителя может обеспечиваться за счет неспе-

цифических вандерваальсовых взаимодействий, во-

дородных связей, электростатических и гидрофоб-

ных взаимодействий между поверхностью биосенсо-

ра и поверхностными группами белка. Вклад каждого 

из типов связывания зависит от химической природы 

поверхности биосенсора и функциональных групп на 

поверхности молекулы фермента. Преимуществом 

данного метода являются доступность и дешевизна 

сорбентов, выступающих в роли носителей. Им также 

можно придать любую конфигурацию адсорбцион-

ной матрицы. К сожалению, прочность связывания 

фермента с носителем не всегда достаточно высока, 

что ограничивает применение метода. К недостаткам 

адсорбционной иммобилизации следует отнести от-

сутствие общих рекомендаций, позволяющих пра-

вильно выбрать оптимальные условия иммобилиза-

ции конкретного фермента. 

Некоторых из перечисленных затруднений мож-

но избежать при иммобилизации ферментов путем 

включения в гели. Молекулы фермента включаются в 

3-мерную сетку из тесно переплетенных полимерных 

цепей, образующих гель. Среднее расстояние между 

соседними цепями в геле меньше размера молекулы 

включенного фермента, поэтому он не может поки-

нуть полимерную матрицу и выйти в окружающий 

раствор, т.е. находится в иммобилизованном состоя-

нии. Дополнительный вклад в удерживание фермента 

в сетке геля могут вносить также ионные и водород-

ные связи между молекулой фермента и окружающи-

ми ее полимерными цепями. Пространство между 

полимерными цепями в геле заполнено аналитом, 

на долю которого обычно приходится значительная 

часть объема геля. 

Для иммобилизации ферментов в геле существу-

ет 2 основных способа. При одном из них фермент 

помещают в раствор мономера, а затем проводят 

полимеризацию, в результате чего образуется по-

лимерный гель с включенными в него молекулами 

фермента. В реакционную смесь часто добавля-

ют бифункциональные (содержащие в молекуле 

2 двойные связи) сшивающие агенты, которые при-

дают образующемуся полимеру структуру 3-мерной 

сетки. В другом случае фермент вносят в раствор 

готового полимера, который затем каким-либо об-

разом переводят в гелеобразное состояние. Способ 

иммобилизации ферментов путем включения в по-

лимерный гель позволяет создавать препараты лю-

бой геометрической конфигурации, обеспечивая 

при этом равномерное распределение биокатализа-

тора в объеме носителя. 

Метод универсален, применим для иммобили-

зации практически любых ферментов, полифер-

ментных систем, клеточных фрагментов и клеток. 

Фермент, включенный в гель, стабилен, надежно 

защищен от инактивации вследствие бактериаль-

ного заражения, так как крупные клетки бактерий 

не могут проникнуть в мелкопористую полимерную 

матрицу. В то же время эта матрица может создавать 

значительные препятствия для диффузии субстрата 

к ферменту, снижая каталитическую эффективность 

иммобилизованного препарата, поэтому для высоко-

молекулярных субстратов данный метод иммобили-

зации неприменим вообще. 

Общий принцип иммобилизации ферментов 

с использованием мембран заключается в том, что 

раствор фермента отделяется от раствора субстрата 

полупроницаемой перегородкой. Полупроницаемая 

мембрана легко пропускает небольшие молекулы 

субстрата, но непреодолима для крупных молекул 

фермента. Существующие модификации этого ме-

тода различаются лишь способами получения по-

лупроницаемой мембраны и ее природой. Раствор 

фермента можно включать внутрь микрокапсул, 

представляющих собой замкнутые сферические пу-

зырьки с тонкой полимерной стенкой (микрокап-

сулирование). При двойном эмульгировании полу-

чается эмульсия из капель органического раствора 

полимера, содержащих еще более мелкие капли рас-

твора фермента. Через некоторое время раствори-

тель затвердевает, образуя сферические полимерные 

частицы с иммобилизованным в них ферментом. 

К модификациям метода иммобилизации фермен-

тов с использованием полупроницаемых оболочек 

относятся также включение в волокна (при этом 

вместо капель, содержащих ферменты, получаются 

нити) и включение в липосомы. Применение си-

стем мембранного типа позволяет получать иммо-

билизованные препараты с высоким содержанием 

фермента. Метод, как и предыдущий, достаточно 

универсален, т.е. применим как к ферментам, так 

и к клеткам, а также их фрагментам. Благодаря вы-

сокому отношению поверхности к объему и малой 

толщине мембраны удается избежать значительных 

диффузионных ограничений скорости фермента-

тивных реакций. Основной недостаток мембранных 

систем – невозможность ферментативного превра-

щения высокомолекулярных субстратов. 

Рассмотренные выше методы относятся к фи-

зическим методам иммобилизации ферментов. 

Главным отличительным признаком химических 

методов иммобилизации является то, что путем хи-

мического взаимодействия на структуру фермента в 

его молекуле создаются новые ковалентные связи, в 

частности, между белком и поверхностью сенсора. 

Такие системы обладают по крайней мере 2 важны-

ми достоинствами. Во-первых, ковалентная связь 

фермента с поверхностью биосенсора обеспечива-
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Методы функционализации поверхности сенсоров биологическими молекулами

ет высокую прочность образующейся системы. При 

широком варьировании таких условий, как рН и тем-

пература, фермент не десорбируется с поверхности 

и не загрязняет продукты катализируемой им реак-

ции. Это особенно важно для обеспечения устойчи-

вых, воспроизводимых результатов в аналитических 

системах. Во-вторых, химическая модификация 

ферментов способна приводить к существенным 

изменениям их свойств, таких, как селективность, 

активность и стабильность. 

Из всех методов иммобилизации наиболее гиб-

ким и распространенным является метод ковалент-

ного связывания. В каждом конкретном случае он 

требует тщательного выбора химических реагентов 

для модификации поверхности; для многих систем 

он обеспечивает размещение монослоя биоматериа-

ла на подложке. Однако в случае серийного изготов-

ления биосенсоров метод ковалентного связывания 

кажется малопривлекательным из-за сложности и 

дороговизны, поэтому в промышленных процессах 

чаще используются те или иные методы физической 

иммобилизации.

* * *
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