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Биосенсоры, работающие на основе эффекта гигантского комбинационного рассеяния света, реа-
лизованного на нанокластерах серебра, модифицированных ДНК-аптамерами, позволяют опреде-
лять вирусы с высокой чувствительностью. Однако измерения в биологических средах затруднены
из-за неспецифической сорбции биомолекул на серебре. Изучены условия пробоподготовки биоло-
гических жидкостей, позволяющих нивелировать неспецифическую сорбцию биомолекул.
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ВВЕДЕНИЕ
Аптамеры на основе нуклеиновых кислот –

перспективные молекулярные узнающие элемен-
ты для терапии и диагностики заболеваний, а так-
же для создания аптасенсоров с целью детектиро-
вания субстанций различной природы. Аптамеры
представляют собой олигонуклеотиды длиной в
несколько десятков нуклеотидов с уникальной
пространственной структурой. Структура апта-
мера топологически комплементарна участку по-
верхности мишени, что позволяет специфически
и высокоаффинно (с константами диссоциации
порядка 10–9 M) связывать всевозможные мише-
ни в различных средах, например, вирусные ча-
стицы в биологических жидкостях [1]. По своему
действию аптамеры аналогичны антителам, но
низкая стоимость их химического синтеза, просто-
та сборки активной структуры и низкая иммуно-
генность дают им дополнительные преимущества
[2]. В настоящее время известны сотни последова-
тельностей аптамеров к разным мишеням, вклю-
чая клетки, вирусы, белки и низкомолекулярные
соединения. Количество последовательностей
аптамеров растет с развитием технологий in vitro
селекции, а также применения секвенирования
следующего поколения для идентификации кан-

дидатов-лидеров [3]. Аптамеры в качестве узна-
ющих элементов – более технологичное реше-
ние, чем широко используемые в рыночных тест-
системах и биосенсорах моноклональные или по-
ликлональные антитела, поскольку структура апта-
меров может быть ренатурирована, и они могут
быть разработаны к любой неимуногенной мише-
ни, включая ионы тяжелых металлов [4], малые мо-
лекулы [5] и естественные метаболиты [6].

Развитие биосенсоров на основе аптамеров
позволит создавать более стабильные и дешевые
экспресс-системы, например, для диагностики
возбудителей острых респираторных вирусных
инфекций (ОРВИ). Низкая чувствительность
современных методов экспресс-диагностики, в
частности, иммунохроматографических (ИХА)
тест-полосок ограничивает их применение, ко-
гда содержание патогенов в клиническом образ-
це достаточно мало. Применение высокочув-
ствительных методов диагностики, в частности,
иммуноферментный анализ (ИФА) или полиме-
разная цепная реакция (ПЦР), возможно только
для специально оборудованной лаборатории и
требует вовлечение лабораторного персонала [7].
В последние годы наблюдается стремительное
развитие методов детектирования молекулярных
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объектов химического или биологического про-
исхождения, основанных на эффектах ГКР (ги-
гантское комбинационное рассеяние или SERS,
surface enhanced Raman scattering). Оно происхо-
дит при возбуждении лазерным излучением по-
верхностного плазмонного резонанса в металле,
за счет чего многократно усиливается локальное
электромагнитное поле вблизи анализируемой
молекулы и, соответственно, увеличивается ин-
тенсивность сигнала рамановского рассеяния бо-
лее чем на 5 порядков. На фоне успехов в сфере
научного приборостроения получилось значи-
тельно уменьшить и удешевить все компоненты
рамановских приборов, что способствовало со-
временному развитию методов идентификации с
помощью ГКР химических и биологических ве-
ществ для аналитических приложений в качестве
альтернативы существующим методам [8]. Усиле-
ние рамановского сигнала в рядовых случаях до-
стигает 106 раз, а для упорядоченных периодиче-
ских металл-диэлектрических массивов – до
108 раз [9, 10]. Столь высокая чувствительность
делает возможным детектирование считанного
числа сорбированных молекул [11]. Сочетание
SERS-спектроскопии как метода детекции и ап-
тамеров в качестве узнающих элементов – новая
область, которая только начинает развиваться.
Именно поэтому для достижения высокой чув-
ствительности и воспроизводимости тест-систем
необходимо создание теоретических основ и про-
ведение поэтапных работ по оптимизации SERS-
систем на основе аптамеров.

В одной из прошлых работ мы использовали
твердотельные кремниевые SERS-субстраты с
напыленными наноостровками серебра для обна-
ружения вируса гриппа А в образцах. Получилось
достичь предела обнаружения в 104 вирусных ча-
стиц в миллилитре при общей продолжительно-
сти анализа менее 15 мин. В качестве узнающей
молекулы использовался ДНК-аптамер RHA-
0385 к гемагглютинину вируса гриппа А (кон-
станта диссоциации комплекса аптамер-белок –
0.6–5 нM), имеющий широкую специфичность к
гемагглютининам вируса гриппа А [12, 13]: пер-
вичный аптамер с тиольной группой для посадки
на серебряную поверхность и вторичный аптамер
с SERS-активным красителем. Этот подход поз-
волил реализовать сборку по типу “сэндвича” и
определять целые вирусные частицы, но резуль-
таты имели только качественный характер из-за
отсутствия монотонной зависимости интенсив-
ности сигнала от концентрации вируса [14]. Этот
результат способствовал рассмотрению приложе-
ний методики к коллоидным растворам серебря-
ных наночастиц, обладающих SERS-активно-
стью при их агрегации с помощью повышения
ионной силы. При воспроизведении “сэндвич”-
методики для вирусов гриппа А на коллоидных
частицах серебра при росте концентрации частиц

вируса происходило монотонное уменьшение
SERS-сигнала; диапазон определяемых концен-
траций оказался 2 · 105–2 · 106 частиц/мл [15]. В то
время как при определении коронавируса SARS-
CoV-2 была получена монотонная возрастающая ин-
тенсивности сигнала от концентрации вируса с диа-
пазоном определения 5.5 · 104–1.4 · 106 TCID50/мл
[16]. Различия в характере полученных зависимо-
стей могут быть связаны с разным составом биоло-
гических жидкостей, в которых выращивали виру-
сы: в случае вируса гриппа А вирусы находились в
аллантоисной жидкости, представляющей собой
содержимое легочного мешочка куриного эмбрио-
на, а в случае коронавируса – в культуральной сре-
де для выращивания эукариотических клеток. Обе
биологические среды имеют мало общего с реаль-
ными клиническими образцами от пациентов с
симптомами ОРВИ.

Для моделирования применимости методики
в диагностике вирусных заболеваний по образ-
цам биологических жидкостей, в частности, по
мазку из носа или плазме крови необходимо оце-
нить влияние интерферирующих компонентов
среды на зависимость интенсивности сигнала
метки от концентрации аналита. В данной работе
исследованы образцы вируса гриппа А в разных
разбавлениях плазмы крови человека и смыве из
носа человека. Оценивалось минимальное раз-
бавление для сохранения функциональности ме-
тодики, которое нивелирует влияние побочных
компонентов (белков, солей, мембран, малых мо-
лекул, нуклеиновых кислот и др.) на производи-
тельность методики.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Неорганические соли и буферные растворы
были приобретены в Sigma-Aldrich (США) и MP
Biomedicals (Франция). Основной буферный
раствор – так называемый PBS с добавлением хло-
рида калия; финальный состав буфера – pH 7.4,
8 мM Na2HPO4, 140 мM NaCl, 1.5 мM KH2PO4,
20 мM KCl. В качестве аптамеров использовались
следующие модифицированные ДНК-олиго-
нуклеотиды: тиомодифицированный аптамер –
RHA0385-SH – (5'-HS-(CH2)6-TTGGGGTTA-
TTTTGGGAGGGCGGGGGTT-3'), синтезиро-
ванный Синтол (Россия) и аптамер с SERS-ак-
тивной меткой BodipyFL-RHA0385-BDPFL (5'-
BODIPY FL-TTGGGGTTATTTTGGGAGGGC-
GGGGGTT-3'), синтезированный Люмипроб
(Россия).

Стандартная плазма крови человека от здоро-
вых добровольцев была куплена в Siemens (Гер-
мания). Мазок из носа был взят у здорового доб-
ровольца введением тампона в носовую полость и
последующим вымачиванием в 150 мМ KCl. Пе-



ИЗВЕСТИЯ РАН. СЕРИЯ ФИЗИЧЕСКАЯ  том 86  № 4  2022

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВИРУСОВ ГРИППА В БИОЛОГИЧЕСКИХ ЖИДКОСТЯХ 529

ред анализом образцы биологических жидкостей
были разведены рабочим буфером.

Получение вирусов

Наращивание вирусов гриппа проводили в Фе-
деральном научном центре исследований и разра-
ботки иммунобиологических препаратов имени
М.П. Чумакова. Использовали аттенуирован-
ный вариант вируса A/chicken/Kurgan/3654-at/
2005 (H5N1, вирус гриппа А) и B/Victoria/2/1987
(вирус гриппа В). Вирусы выращивали в алланто-
исной полости 10-дневных оплодотворенных ку-
риных яиц. Яйца инкубировали при 37°C, через
48 ч после инфицирования охлаждали при +4°C и
через 16 ч собирали вируссодержащую алланто-
исную жидкость и инактивировали 0.05% глутаро-
вым альдегидом. Добавляли 0.03% NaN3 и хранили
при +4°C. Гемагглютинирующую активность и
концентрацию вируса в вирионах/мл определяли
как описано ранее [15]. Дизайн исследования был
одобрен Этическим Комитетом центра Чумакова
(одобрение № 4 от 2 декабря 2014 г).

Получение серебряных наночастиц

Серебряные наночастицы были синтезирова-
ны в соответствии с методикой Леопольда и
Лендла [17]. В коническую плоскодонную колбу
на 50 мл с 18.7 мл деионизованной воды добавля-
ли 30 мкл 1 М раствора NH2OH∙HCl и 60 мкл 1 М
раствора NaOH. К смеси в колбе добавлялось 1 мл
20 мМ раствора AgNO3. Конечный раствор пере-
мешивался с помощью магнитной мешалки в те-
чение 1 ч при комнатной температуре.

Подготовка растворов аптамеров

Для сборки функциональной структуры апта-
меры нагревали в концентрации 2 мкМ в рабочем
буфере при 95°C в течение 5 мин и остужали при
комнатной температуре перед использованием.

Измерение SERS-спектров

Для регистрации использовался прибор RaPort
(Enhanced Spectrometry, Inc., SanJose, CA, USA)
cдлиной волны лазерного излучения 532 нм и рабо-
чей мощностью 30 мВт. Спектрометр имел спек-
тральный диапазон 160–4000 см–1. Запись спектра
проводилась с экспозицией 400 мс в 25 повторах.
Фокус лазерного луча совпадал с центром стеклян-
ной виалы объемом в 1.5 мл (Аквилон, Москва,
Россия).

Определение вирусов гриппа
с помощью SERS-аптасенсора

Серебряные наночастицы функционализиро-
вали тиомодифицированным аптамером добав-
лением аликвоты аптамера к раствору наноча-
стиц до конечной концентрации 40 нМ с последу-
ющей инкубации при 37°С в течение 1 ч. Далее
функционализированные наночастицы были ис-
пользованы в течение 1–3 ч.

Разведение образцов плазмы крови делали в
рабочем буфере с добавлением стокового раство-
ра вируса гриппа. Аналогично был приготовлен
образец с мазком из носа. 300 мкл вируса в биоло-
гической среде инкубировали с 4 мкл 2 мкМ апта-
мера, меченого BDP-FL в течение 4 мин, далее эту
смесь приливали к 196 мкл раствора функционали-
зированных наночастиц. SERS-спектры снимали
через 4 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве аналитического сигнала была вы-

брана интенсивность полосы при 585 см–1 SERS-
активной метки, введенной в аптамер RHA0385.
Сравнение аптасенсоров с вирусом гриппа в бу-
фере и в мазке из слизистой носа показывает, что
влияние биологической среды из мазка из носа
минимально (рис. 1), есть лишь незначительные
отличия в кривизне получаемой зависимости. Та-
кой результат, вероятно, связан с низким содер-
жанием биомолекул в образце.

В 10% плазме крови человека аптасенсор не
работает, поскольку отсутствует ГКР-эффект,
что, вероятно, обусловлено высокой концентра-
цией белков в образце (около 1 мМ). Аптасенсор

Рис. 1. Работоспособность аптасенсора для определе-
ния вируса гриппа А в мазке из носа (квадраты) в
сравнении с буфером (круги). Сигнал SERS получен
от аптамера, меченого красителем BDP FL.
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может работать в 1% плазме крови (рис. 2), но ин-
тенсивность SERS снижена в 4 раза по сравнению
с буфером. Дальнейшее разбавление плазмы кро-
ви до 0.1% раствора дает сопоставимую эффек-
тивность сенсоров (рис. 3). Увеличение концен-
трации вируса гриппа А дает монотонное падение
SERS-сигнала в диапазоне концентраций 5 · 105–
5 · 107 частиц/мл. Контрольный вирус – вирус
гриппа В – незначительно влияет на SERS-сиг-

нал. Помимо изменения SERS, происходят цве-
товые переходы, связанные с нарушением агрега-
ции наночастиц при высокой концентрации ви-
руса гриппа А. Цветовой переход описан нами
ранее в сходном аптасенсоре, где агрегация нано-
частиц происходила в пятикратном буфере, одна-
ко, в прошлой постановке эксперимента невоз-
можно было отличить вирус гриппа А от кон-
трольного вируса по изменению SERS [18].

Полученные данные указывают на необходи-
мость разбавления биологических жидкостей с вы-
соким содержанием биомолекул. Ранее было пока-
зано, что серебряные наночастицы способны не-
специфически взаимодействовать с белками, что
приводит к образованию белковой короны на по-
верхности наночастиц [19]. Вирус гриппа А спосо-
бен адсорбировать немодифицированные наноча-
стицы серебра [20]. Ранее нами было показано,
что модификация наночастиц аптамером к опре-
деленному белку приводит к появлению специ-
фической сорбции наравне с неспецифической
[21]. Как показывает данная работа, тщательный
подбор условий позволяет разделить специфи-
ческую и неспецифическую сорбцию на нано-
частицах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Способность определять в биологических жид-
костях вирусы гриппа А с помощью SERS-аптасен-
сора на основе коллоидного серебра зависит от
двух конкурирующих процессов – специфической
сорбции вирусов и неспецифической сорбции био-

Рис. 2. Работоспособность аптасенсорадля определе-
ния вируса гриппа А в 1% плазме крови человека
(квадраты) в сравнении с вирусом в буфере (круги).
Сигнал SERS получен от аптамера, меченого краси-
телем BDP FL.
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Рис. 3. Работоспособность аптасенсорадля определения вируса гриппа А в 0.1% плазме крови человека (квадраты) в
сравнении с вирусом в буфере (круги) и вирусом гриппа В в 0.1% плазме крови (звезды). Сигнал SERS получен от ап-
тамера, меченого красителем BDP FL (а). Цветовой переход аптасенсора для вирусов гриппа А и В, концентрации ви-
русов в виалах (частиц/мл) приведены над фотографией (б).
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молекул на наночастицах. Полученные результаты
свидетельствуют о необходимости разбавления об-
разцов плазмы крови в 1000 раз, что соответствует
примерно 1 мкг/мл суммарного белка.

Исследование выполнено при поддержке Рос-
сийского научного фонда (проект № 18-74-10019).
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Influenza virus determination in biological fluids with SERS-based biosensor
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Biosensors operating on the basis Surface-enhanced Raman spectroscopy implemented on silver nanoclus-
ters modified with DNA aptamers can be applied to detect viruses with high sensitivity. However, measure-
ments in biological media are difficult due to the nonspecific adsorption of biomolecules on silver. We studied
the conditions of sample preparation of biological f luids that allow reduction of the nonspecific sorption of
biomolecules.
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