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Аннотация 
Цель статьи: Простат-специфический антиген (ПСА) - важный биомаркер, используемый для ранней диагностики 
рака предстательной железы. В работе представлены подложки на основе кремниевых нанонитей, покрытых би-
металлическими наночастицами золота и серебра (AuAg@SiNWs), для высокочувствительной детекции ПСА мето-
дом спектроскопии гигантского комбинационного рассеяния (ГКР). 
Экспериментальная часть: Технология изготовления AuAg@SiNWs основана на простых и доступных методах хи-
мического травления и осаждения металлов, что делает её удобной для масштабирования и применения в меди-
цине. Толщина массива кремниевых нанонитей составляла около 800 нм, при этом биметаллический слой наноча-
стиц формировался преимущественно в верхней части наноструктур и имел толщину 100–200 нм. Для обеспечения 
биоспецифичности сенсора поверхность AuAg@SiNWs была функционализирована антителами. Проведённый 
анализ ГКР-спектров продемонстрировал чёткую зависимость интенсивности характерных амидных пиков (в 
частности, в области 1294 и 1030 см–1) от концентрации ПСА, начиная с 1 нг/мл. Расчётная калибровочная зависи-
мость в диапазоне 0.001–1 мкг/мл показала высокую степень линейности (R2 = 0.96), а устойчивое присутствие 
характерных пиков в спектрах при концентрации 1 нг/мл свидетельствует о высокой функциональной чувстви-
тельности платформы.
Выводы: Полученные результаты подтверждают, что подложки на основе AuAg@SiNWs обладают высоким потен-
циалом для безметочной и высокочувствительной детекции белковых онкомаркеров, таких как ПСА, и могут быть 
использованы в качестве основы для создания компактных биосенсоров в рамках лабораторной диагностики и 
point-of-care систем.
Ключевые слова: кремниевые нанонити, онкомаркер ПСА, спектроскопия гигантского комбинационного рассе-
яния
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1. Введение
Рак занимает первое место среди основных 

проблем для выживания человека из-за его боль-
шой угрозы здоровью во всем мире. Рак проста-
ты является самым распространенным раком 
среди мужчин в возрасте старше 50 лет. Ранняя 
диагностика рака простаты связана с простати-
ческим специфическим антигеном (ПСА), ко-
торый считается золотым стандартом биомар-
кера. ПСА – это 34-кДа одноцепочечный глико-
протеин, секретируемый предстательной желе-
зой [1]. Известно, что увеличение концентрации 
сывороточного ПСА при раке простаты проис-
ходит из-за роста опухолевых клеток, разруше-
ния пораженного органа и попадания антигена 
в общий кровоток. Концентрацию ПСА выше 4 
нг/мл обнаруживают примерно у 80–90 % боль-
ных раком предстательной железы и у 10–20 % 
больных аденомой простаты. 

На сегодняшний день для определения уров-
ня ПСА используются такие методы как имму-
ноферментный анализ (ИФА) [2], иммунохро-
матографический анализ [3], хемилюминес-
центный иммуноанализ [4], полевой транзи-
стор на основе кремниевой нанонити [5], ком-
бинационное рассеяние [6]. Одним из набира-
ющих популярность методов обнаружения ПСА 
является гигантское комбинационное рассея-
ние (ГКР) [7-9]. ГКР представляет собой моди-
фикацию комбинационного рассеяния света, в 
которой наблюдается резкое усиление сигнала 
от молекул, адсорбированных на нанострукту-
рированных поверхностях благородных метал-
лов, чаще всего золота или серебра. Эффектив-
ность ГКР во многом определяется морфологией 
наноструктуры, типом металла и расстоянием 
между анализируемыми молекулами и метал-
лической поверхностью.

Наноструктурированные подложки кремния 
в последние годы активно исследуется как осно-
ва для создания ГКР-активных сенсорных чипов. 
Принципиальным их преимуществом является 
высокая степень структурной управляемости, 
позволяющая целенаправленно модифициро-
вать морфологию кремниевой основы на этапе 
синтеза. К таким подложкам относятся кремни-

евые нанонити (КНН), полученные методом ме-
талл-стимулированного химического травления 
(МСХТ) [10, 11]. Путём варьирования параметров 
МСХТ можно контролировать такие характери-
стики, как размер пор, высота и диаметр нано-
нитей, плотность и ориентация наноструктур, а 
также степень их взаимной агрегации. Для при-
дания таким подложкам ГКР-активных свойств, 
КНН дополнительно покрываются серебряными 
и/или золотыми наночастицами [12, 13]. Данные 
структуры уже продемонстрировали свою эф-
фективность в детектировании бактерий [12], а 
также исследовании их чувствительности к ан-
тибиотикам [13]. 

В работе [14] была продемонстрирована воз-
можность детектирования ПСА методом ГКР, ис-
пользуя КНН, покрытые аптамерами. Однако в 
этой работе использовались исключительно се-
ребряные наночастицы, которые, несмотря на 
высокую эффективность усиления сигнала, под-
вержены окислению и структурным изменени-
ям при хранении. Это существенно снижает вос-
производимость и стабильность ГКР-ответа во 
времени, особенно при работе с биологически-
ми жидкостями. Такие подложки уступают по 
надежности биметаллическим системам Au/Ag, 
которые обеспечивают более стабильное плаз-
монное поведение и лучшую химическую устой-
чивость поверхности.

Задачей настоящего исследования являет-
ся разработка и оценка эффективности ГКР-ак-
тивных подложек на основе КНН, модифици-
рованных наночастицами золота и серебра, для 
высокочувствительного детектирования ПСА с 
использованием иммобилизованных антител в 
качестве биоселективного элемента.

2. Методика эксперимента
КНН, модифицированные наночастицами 

золота и серебра (AuAg@SiNW), были получе-
ны методом МСХТ пластины кристаллического 
кремния (c-Si) p-типа проводимости с кристал-
лографической ориентацией (100) и удельным 
сопротивлением 0.8–1.2 Ом·см. Пластина c-Si 
была сначала очищена в ацетоне, затем в изо-
пропаноле с помощью ультразвуковой ванны, 
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затем погружена в 5 M HF для удаления естест-
венного оксида с ее поверхности. 

На первом этапе происходило осаждения зо-
лотых наночастиц на поверхность c-Si путем по-
гружения пластины в раствор 0.01 M AuCl3 : 5 M 
HF в объемном соотношении 1:1 на 15 секунд. На 
втором этапе МСХТ пластина c-Si, покрытая зо-
лотыми наночастицами, была помещена в рас-
твор 30%-ной H2O2 : 5 M HF в объемном соотно-
шении 1:10 на 2 минуты. На этом этапе происхо-
дило травление под золотыми наночастицами, 
что позволяло наночастицам проникать вглубь 
c-Si, тем самым формируя КНН.

После этого полученные массивы КНН поо-
чередно погружались в раствор 0.02 M AgNO3 : 
5 M HF в объемном соотношении 1:1, а затем в 
раствор 0.01 M AuCl3 : 5 M HF в объемном соот-
ношении 1:1 на 30 секунд в каждый. Таким обра-
зом были получены КНН, модифицированные 
наночастицами Ag и Au (AuAg@SiNWs).

Для исследования морфологии полученных 
AuAg@SiNWs использовали сканирующий элек-
тронный микроскоп (СЭМ) Carl Zeiss SUPRA 40. 

Была проведена проверка возможности ре-
гистрации сигнала ПСА методом ГКР при его не-
специфическом взаимодействии с различными 
типами подложек. Установлено, что в отсутствие 
антител, обеспечивающих специфическое свя-
зывание антигена, детектирование ПСА с ис-
пользованием данных наноструктурированных 
подложек оказалось невозможным. Для обеспе-
чения специфического взаимодействия ПСА с 
поверхностью AuAg@SiNWs требовалась предва-
рительная модификация подложек антителами, 
способными к ковалентному присоединению за 
счёт тиольных групп к золотым наночастицам. 

Восстановление дисульфидных мостиков в 
молекулах антител с целью генерации свобод-
ных тиольных групп осуществлялось в соот-
ветствии с методикой, описанной в работе [15]. 
К 1 мг моноклональных антител (мАт), специ-
фичных к ПСА (клон 5А6, Хайтест, Москва) в 
10  мМ фосфатно-солевом буферном растворе, 
рН 7.3 (ФБР), содержащем 5 мМ ЭДТА добавляли 
12 мг 2-меркапотоэтаноламина и инкубировали 
1.5 часа при 37 °С. Низкомолекулярные компо-
ненты реакции были удалены с использованием 
обессоливающей гель-фильтрационной колон-
ки PD-10 на основе Сефадекса G-25 (GE Health-
care, США). 

Для длительного хранения итоговый раствор 
восстановленных антител хранили при –20 °С в 
50%-ном глицерине. AuAg@SiNWs инкубиро-

вали в растворе восстановленных антител (10 
мкг/мл в физиологическом растворе) в течение 
1 часа при комнатной температуре при слабом 
перемешивании, после чего отмывали 3 раза по 
1 минуте физиологическим раствором, содержа-
щим 0.1 % Тween 20. AuAg@SiNWs с иммобили-
зованными восстановленными антителами ин-
кубировали в растворе ПСА в физиологическом 
растворе в диапазоне концентраций 0–1000 нг/
мл в течение 1 часа при комнатной температуре 
при слабом перемешивании, после чего отмы-
вали 3 раза по 1 минуте физиологическим рас-
твором, содержащим 0.1 % Тween 20. 

Спектры ГКР измеряли с помощью конфо-
кального микроскопа Confotec™ MR350 с ла-
зерным возбуждением на длине волны 633 нм 
и мощностью 1 мВт.

3. Результаты и обсуждение
СЭМ микрофотография полученных подло-

жек AuAg@SiNWs представлена на рис. 1. Слой 
КНН имеет толщину приблизительно 800 нм, в 
то время как биметаллический слой наночастиц 
в верхней части нанонитей варьируется от 100 
до 200 нм. Такая толщина слоя предполагает до-
статочно плотное покрытие для оптимального 
плазмонного усиления. Большие частицы на по-
верхности КНН являются серебряными наноча-
стицами, в то время как светлые точки на их по-
верхности являются золотыми наночастицами. 
Светлые точки на границе нанонити – подлож-
ка c-Si соответствуют золотым наночастицам, 
которые проникли вглубь структуры при фор-
мировании КНН.

На рис. 2 представлен ГКР-спектр, зареги-
стрированный от образца модифицированных 

Рис. 1. Микрофотография СЭМ образца AuAg@
SiNWs
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антителами подложек AuAg@SiNWs после инку-
бации с раствором ПСА в концентрации 1 мкг/
мл. Пик при 520 см–1 соответствует оптической 
фононной моде c‑Si, формирующего основу на-
нонитей. Увеличение фонового сигнала связано 
с фотолюминесценцией КНН.

Остальные пики в спектре можно отнести к 
вибрациям биомолекул белковой природы: пик 
на 1000 см–1 соответствует симметричному рас-
тяжению фенильной группы, характерному для 
ароматической α-аминокислоты фенилаланина, 
входящей в состав большинства белков. Полосы 
в диапазоне 1110–1260 см–1 соответствуют ко-
лебаниям амида III; полоса на 1294 см–1 – рас-
тяжениям связей C–N и N–H в амиде III; пик на 
1460 см–1 связан с деформационными колебани-
ями угла C–NH в амиде II; а сигнал на 1600 см–1 – 
с колебаниями C=O пептидной связи в амиде 
I [14, 16]. Эти наблюдения подтверждают воз-
можность эффективного и точного детектиро-
вания белка ПСА с использованием разрабо-
танных композитных подложек AuAg@SiNWs 
методом ГКР.

На рис. 3 представлены спектры ГКР, заре-
гистрированные от подложек AuAg@SiNWs по-
сле инкубации с различными концентрациями 
ПСА: от 1 мкг/мл до 1 нг/мл. Спектр, соответст-
вующий наибольшей концентрации, приведён 
вверху (чёрный), спектр контрольной подлож-
ки с антителами без ПСА - внизу (фиолетовый). 
Спектры представлены после вычитания фото-
люминесцентного фона и вертикально смеще-
ны для наглядности.

Следует отметить, что спектры ПСА и анти-
тел демонстрируют сходные особенности, что 
обусловлено их общей белковой природой. Од-
нако в спектрах ПСА отчётливо проявляются по-
лосы в области 1294 см-1 и 1030 см-1, интенсив-
ность которых существенно превышает анало-
гичные сигналы в спектрах антител. Это указы-
вает на вклад молекул ПСА в усиление ГКР-от-
клика и подтверждает возможность их селектив-
ной детекции на фоне белковых матриц.

На рис. 4 представлена калибровочная зави-
симость интенсивности ГКР-сигнала в области 
1294 см–1 от концентрации ПСА в диапазоне от 
1 нг/мл до 1 мкг/мл. Линейная аппроксимация 
экспериментальных данных описывается урав-
нением y = 1969.1 + 411.4x, с коэффициентом де-
терминации R2 = 0.96, что свидетельствует о вы-
сокой степени корреляции между концентраци-
ей антигена и интенсивностью спектрального 
отклика. Наблюдаемая линейная зависимость 
подтверждает возможность количественного 
анализа ПСА на основе интенсивности амидно-
го пика в ГКР-спектре. В диапазоне низких кон-
центраций, начиная с 1 нг/мл, отчётливо реги-
стрируется специфический сигнал, что демон-
стрирует чувствительность разработанной сен-
сорной платформы.

Рис. 2. ГКР-спектр ПСА, адсорбированного на под-
ложке AuAg@SiNWs с концентрацией 1 мкг/мл

Рис. 3. Спектры ГКР, зарегистрированные от под-
ложек AuAg@SiNWs после инкубации с различны-
ми концентрациями ПСА: от 1 мкг/мл до 1 нг/мл
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4. Заключение
В работе представлена разработка и экспе-

риментальная оценка воспроизводимых и чув-
ствительных подложек для ГКР, основанных на 
массивах кремниевых нанонитей, модифици-
рованных биметаллическими наночастицами 
золота и серебра (AuAg@SiNWs). Использован-
ные методы химического травления и металло-
осаждения являются технологически простыми, 
масштабируемыми и совместимыми с кремни-
евой микроэлектроникой, что делает предло-
женный подход перспективным для практиче-
ской реализации.

Толщина массива кремниевых нанонитей со-
ставляла около 800 нм, при этом биметалличе-
ский слой наночастиц формировался преиму-
щественно в верхней части наноструктур и имел 
толщину 100–200 нм. Такая архитектура обеспе-
чивает плотное и локализованное размещение 
наночастиц металлов, способствующее форми-
рованию горячих точек и эффективному плаз-
монному усилению сигнала.

Для обеспечения биоспецифичности сенсо-
ра поверхность AuAg@SiNWs была функциона-
лизирована антителами, специфичными к про-
статическому специфическому антигену. Про-
ведённый анализ ГКР-спектров продемонстри-
ровал чёткую зависимость интенсивности харак-
терных амидных пиков (в частности, в области 

1294 и 1030 см–1) от концентрации ПСА, начиная 
с 1 нг/мл. Расчётная калибровочная зависимость 
в диапазоне 0.001–1 мкг/мл показала высокую 
степень линейности (R2 = 0.96). Устойчивое при-
сутствие характерных пиков в спектрах при кон-
центрации 1 нг/мл свидетельствует о высокой 
функциональной чувствительности платформы.

Полученные результаты подтверждают, что 
подложки на основе AuAg@SiNWs обладают вы-
соким потенциалом для высокочувствитель-
ной детекции белковых онкомаркеров, таких 
как ПСА, и могут быть использованы в качестве 
основы для создания компактных биосенсоров 
в рамках лабораторной диагностики и point-of-
care систем.
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