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Введение. Ранняя чувствительная и высокоспецифичная диагностика является одной из важных составляющих 
успешной терапии онкологических заболеваний. Флуоресцентные гидрогели позволяют создавать универсаль-
ные биосенсоры благодаря повышенной емкости связывания биологических распознающих и репортерных 
молекул, возможности проведения высокочувствительной флуоресцентной детекции, а также гибкости комби-
нирования их структурных и функциональных элементов.
Цель исследования –  рассмотреть  принципы  дизайна  и  методические  подходы  к  созданию  биосенсоров 
на основе флуоресцентных гидрогелей для детекции онкомаркеров, а также обобщить и систематизировать 
данные по применяемым в них принципам детекции и генерации детектируемого сигнала.
Результаты.  Флуоресцентные  гидрогели  являются  примером  трехмерных  сенсорных  платформ  –  структур, 
объединяющих репортерную флуоресцентную функцию с биологическими распознающими молекулами, кото-
рые позволяют сохранить уникальные оптические свойства флуоресцентных нанокристаллов на макроуровне. 
Пористая структура гидрогелей позволяет увеличить активную площадь поверхности биосенсоров для трех-
мерной иммобилизации флуоресцентных меток и биологических распознающих молекул, при этом сохраняя 
структуру последних для специфического связывания детектируемых молекул образца, что обеспечивает чув-
ствительность,  превосходящую  традиционные  методы  иммуноферментного  и  иммунохроматографического 
анализа. В качестве биологических распознающих молекул могут выступать не только традиционно применя-
емые антитела, но и ферменты и гликопротеины, аптамеры и олигонуклеотиды, а также полимеры, полученные 
методом молекулярного импринтинга, что расширяет круг специфически детектируемых аналитов.
Заключение. В обзоре представлены примеры биосенсоров на основе флуоресцентных гидрогелей для детек-
ции  маркеров  онкологических  заболеваний,  изложены  подходы  к  получению  этих  гелей,  иммобилизации 
биологических распознающих молекул и принципы генерации оптического детектируемого сигнала. Показаны 
основные преимущества флуоресцентных гидрогелевых биосенсоров перед классическими тестами, применя-
емыми в области экспресс-диагностики онкологических заболеваний.
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Introduction. Early sensitive and highly specific diagnosis is crucial for successful cancer therapy. The use of fluo-
rescent hydrogels (FHG) makes it possible to develop versatile biosensors due to the increased binding capacity of 
biological capture and reporter molecules, sensitive fluorescence detection, and the flexibility of combining their 
structural and functional elements.
Aim. Analyzing the principles of designing biosensors based on FHG for the detection of cancer markers and the 
methodological approaches to their development, as well as summarizing and systematizing the data on the prin-
ciples of detection and target signal generation used in these sensors.
Results. FHG represent 3D sensing platforms, i. e., structures that combine the reporter fluorescence function with 
biological capture molecules, allowing the unique optical properties of fluorescent nanocrystals at the macro level 
to be preserved. The porous structure of hydrogels increases the active surface area of biosensors for 3D immobili-
zation of fluorescent labels and biological capture molecules, while preserving the structure of these molecules, 
which ensures specific binding of the detected molecules of the sample. This ensures a higher sensitivity com-
pared with the traditional methods of immunoenzymatic and immunochromatographic analyses. Not only the tra-
ditionally used antibodies, but also enzymes and glycoproteins, aptamers and oligonucleotides, as well as polymers 
obtained by molecular imprinting, can serve as biological capture molecules, which extends the range of specifi-
cally detectable analytes.
Conclusion. The review presents examples of biosensors based on FHG intended for the detection of cancer mark-
ers and describes approaches to the preparation of FHG and immobilization of biological capture molecules, as well 
as principles of generation of the detected optical signal. The main advantages of fluorescent hydrogel biosensors 
over the classical tests used for quick diagnosis of cancer are shown.
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Введение
Подходы к снижению смертности от злокаче-

ственных новообразований включают ранний низ-
коинвазивный скрининг и разработку и внедрение 
методов терапии онкологических заболеваний (ОЗ). 
Ранняя диагностика обеспечивает при прочих равных 
условиях более высокую выживаемость. Так, паци-
енты с раком предстательной железы (РПЖ) при его 
обнаружении на I стадии имеют практически 100 % 
1-летнюю выживаемость, в то время как при обнару-
жении его на более поздних стадиях выживаемость 
падает до 87,6 %; в случае колоректального рака при 
его обнаружении на I или IV стадии выживаемость 
снижается с 97,7 до 43,9 % соответственно, а в случае 
рака легкого выживаемость на аналогичных стадиях 
снижается с 87,3 до 18,7 % [1]. Однако до 1 / 2 всех ОЗ 
диагностируются только на поздних стадиях [2].

Диагностика ОЗ представлена методами визуа-
лизации опухолей, такими как ультразвуковая диа-
гностика, компьютерная, позитронно-эмиссионная, 
магнитная и другие виды томографий, а также мето-
дами молекулярной диагностики, включая секвени-
рование, жидкостную биопсию, иммуногистохимию, 
методы иммуноферментного анализа и многие др. 
[3]. Первая группа методов позволяет детектировать 
опухоли размером от нескольких миллиметров, а так-
же устанавливать их локализацию, но при этом тре-
буют использования дорогостоящего оборудования 
и применяются для скрининга только отдельных ти-
пов ОЗ. В то же время методы молекулярной диагно-
стики позволяют детектировать даже единичные 

раковые клетки [4]. В частности, A. M. Lutz и соавт. 
на основе реальных клинических данных создали 
математическую модель, позволяющую оценивать 
минимальный объем опухоли, которую можно детек-
тировать по сывороточным маркерам CA125 (опухо-
левый антиген CA125) и PSA (простатоспецифи-
ческий антиген) [5]. В результате установлено, что 
существующие тест-системы по выявлению сыворо-
точных онкомаркеров (ОМ) способны диагностиро-
вать опухоли на самых начальных стадиях, когда их 
размер составляет от 0,21 мм3 для PSA и от 0,11 мм3 – 
для CA125.

Чувствительность методов молекулярной диагно-
стики при детекции биомаркеров обусловлена каче-
ством применяемых аффинных меток, например 
антител, а также репортерных меток, применяемых 
для генерации детектируемого сигнала, в качестве 
которых выступают ферменты и хромогенные 
или флуоресцентные красители (ФК). Традиционно 
применяемые тест-системы для экспресс-диагности-
ки представлены системами иммуноферментного 
анализа или иммунохроматографического анализа, 
в которых для детекции применяют пары антител, 
одно из которых служит для связывания аналита, а вто-
рое конъюгировано с метками для детекции, в качестве 
которых чаще всего выступают пероксидаза хрена 
и наночастицы коллоидного золота либо органические 
ФК. При этом связывающие антитела иммобилизуют 
на поверхности лунок планшета, выполненного из 
полистирола или поливинилхлорида, или на нитро-
целлюлозной мембране, что ограничивает объем 
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сенсорной области, по сравнению с системами, в ко-
торых взаимодействие аналитов с аффинными мет-
ками происходит в 3 измерениях. Примером таких 
тест-систем с трехмерной сенсорной областью явля-
ются флуоресцентные гидрогели (ФГГ). Известно, что 
флуоресцентная детекция является самой чувстви-
тельной в сравнении с другими оптическими мето-
дами детекции [6], а выбор оптимального типа флуо-
ресцентных меток (ФМ), например органических 
красителей, флуоресцентных белков (ФБ) или флуо-
ресцентных нанокристаллов (ФНК), зависит от кон-
кретных задач. Использование трехмерной структуры 
пористого гидрогеля (ГГ) позволяет увеличить эф-
фективный объем взаимодействия, а значит, и коли-
чество детектируемых ОМ, детектирующих аффин-
ных молекул и генерирующих детектируемый сигнал 
ФМ, что повышает чувствительность диагностики.

Флуоресцентные гидрогели представляют собой 
полимерные структуры, стабилизируемые ковалент-
ными, гидрофобными, водородными или стати-
ческими связями [7], в которые внедрены ФМ, или 
структуры, образованные из коллоидных нанокри-
сталлов (НК) за счет фазового перехода «золь–гель» 
[8]. Гидрогели обладают разветвленной структурой, 
которая подходит для иммобилизации аффинных, 
флуоресцентных и других меток и вспомогательных 
элементов, и обладает гидрофильностью и пористо-
стью, необходимыми для проникания в гидрогели 
исследуемых аналитов. В большинстве случаев для 
специфического распознавания аналита используют 
функционализацию ГГ аффинными метками, а так-
же особенности самой структуры или  материала ГГ 
[9]. Для генерации детектирующего сигнала в гидро-
геле могут быть использованы особенности свойств 
материалов ГГ, способных растворяться или набухать 
при изменении pH [10], или применение оптических 
меток, генерирующих флуоресцентный [11] или хро-
могенный [12] сигналы, либо соединений, способ-
ных изменять свои электрохимические [13] или элек-
тропроводные [14] свойства. Далее мы рассмотрим 
подходы к созданию ФГГ и принципы применений 
биосенсоров на их основе для детекции ОМ и мета-
болитов при ОЗ.

Свойства флуоресцентных гидрогелей 
и способы их формирования
Применение трехмерных полимерных ГГ в каче-

стве матриц для детекции изучаемых взаимодействий 
позволяет не только перейти от двухмерной модели 
детекции к трехмерной, что позволяет увеличить ем-
кость связывания флуоресцентных и аффинных ме-
ток, но и обеспечивает лучшее сохранение структуры 
биологических молекул. Действительно, иммобили-
зация биомолекул на плоских поверхностях часто 
приводит к их денатурации [15], тогда как использо-

вание для иммобилизации распознающих молекул 
3D-матриц позволяет сохранить их специфичность 
и чувствительность, необходимые для связывания 
детектируемых аналитов [16]. Эти факторы позволя-
ют увеличить чувствительность детекции для биосен-
соров на основе ФГГ, по сравнению с их аналогами, 
где иммобилизация биологических распознающих 
и вспомогательных молекул происходит на пласти-
ковой подложке или нитроцеллюлозной мембране. 
При иммобилизации распознающих меток в трех-
мерной структуре ГГ их пространственная ориента-
ция становится неважна, так как исследуемый аналит 
в любом случае будет проходить со всех сторон от них, 
что увеличивает чувствительность его детекции. Так, 
Y. Gao и соавт. продемонстрировали, что эффектив-
ность гибридизации ДНК на поверхности в 20–40 раз 
ниже, чем в растворе [17]. При иммобилизации ан-
тител на плоской поверхности они также теряют аф-
финность и специфичность связывания своих анти-
генов, многочисленные примеры этого приведены 
в обзоре N. G. Welch и соавт. [18] – с одной стороны. 
С другой стороны, B. Feng и соавт. показали, 
что при реализации трехмерной организации антител 
даже на плоской поверхности можно добиться повы-
шения чувствительности детекции в 64 раза [19]. Вме-
сте с тем в качестве биологических распознающих 
молекул могут быть использованы как традиционно 
применяемые для этого антитела, так и, как мы уви-
дим далее, ферменты, молекулы нуклеиновых кислот 
и другие биомолекулы. Поскольку физиологической 
средой для биологических молекул являются биоло-
гические жидкости, то логичным требованием к био-
сенсорам является гидрофильность их активной сен-
сорной зоны. Гидрогели представляют собой сеть 
сшитых между собой гидрофильных полимеров, ко-
торые нерастворимы в воде, а также могут сохранять 
свои физико-химические свойства при дегидратации 
и последующем погружении в водную среду [20]. Важ-
но, что это их свойство может быть использовано 
при производстве биосенсоров, которые для увели-
чения срока хранения могут выпускаться в дегидра-
тированном виде.

Один из основных компонентов ФГГ – ФМ, ко-
торые и придают им флуоресцентные свойства. В ка-
честве таких меток могут быть использованы органи-
ческие ФК [21], ФБ и пептиды [22], ароматические 
углеводороды [23], металлические наночастицы [24], 
а также квантовые точки (КвТ) и другие НК [25]. 
Основные требования к ФМ заключаются в возмож-
ности мультиплексной детекции, высокой интенсив-
ности флуоресцентного сигнала (ФС), фотостабиль-
ности, а также возможности надежной и удобной 
иммобилизации ФМ внутри ГГ. Для мультиплексной 
детекции необходимо, чтобы были доступны ФМ 
с различными спектрами флуоресценции, а также 
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чтобы спектры поглощения красителей разных цве-
тов совпадали или перекрывались, что позволило бы 
проводить их одновременное возбуждение одним 
источником излучения с заданной длиной волны. 
Органические ФК и ФБ представлены множеством 
различных цветов во всем диапазоне от видимой 
до ближней инфракрасной области спектра. Однако 
в сравнении с ФНК они обладают большей шириной 
спектров флуоресценции и меньшей шириной спек-
тров поглощения, что затрудняет одновременное 
возбуждение и детекцию ФС [26]. Флуоресцентные 
НК – это полупроводниковые структуры размером 
порядка единиц, иногда десятков нанометров, а их 
оптические свойства, такие как спектр флуоресцен-
ции и поглощения, зависят от их размера, структуры 
и состава. Ядра НК чаще всего представлены элемен-
тами III–V, II–VI или IV–VI групп периодической 
системы и могут содержать верхнюю эпитаксиальную 
неорганическую оболочку, которая улучшает опти-
ческие свойства и делает НК более устойчивыми 
к факторам внешней среды [27]. Покрытие НК эпи-
таксиальной оболочкой из широкозонных материа-
лов ZnS или CdS снижает рекомбинацию пар носи-
телей заряда на поверхностных дефектах ядра 
и подавляет снижение квантового выхода флуорес-
ценции. В зависимости от состава НК различаются 
не только их оптические свойства, но также и их по-
тенциальная токсичность, которая в случае с НК со-
става CdSe, CdT (элементы II–VI групп) или PbS, 
PbSe (элементы IV–VI групп) достаточно высока 
из-за применения тяжелых металлов, которые вред-
ны не только в процессе изготовления и использова-
ния, но также представляют значительную проблему 
при их утилизации. НК InP (элементы III–V групп), 
хотя и не содержат тяжелых металлов, но обладают 
худшими оптическими свойствами по сравнению 
с токсичными аналогами [28]. Безопасной альтерна-
тивой являются тройные НК, ядро которых состоит 
из 3 элементов I–III–VI групп, например состава 
CuInS

2
 (CIS) или AgInS

2
 (AIS). Для улучшения кван-

тового выхода на поверхность НК CIS и AIS наносят 
эпитаксиальные оболочки состава ZnS или ZnS

х
 / Se

1-х
, 

что снижает рекомбинацию зарядов на поверхности 
ядер и увеличивает квантовый выход флуоресценции 
[29]. Флуоресцентные НК обладают размером менее 
боровского радиуса для выбранного материала, бла-
годаря чему в них проявляется эффект размерного 
квантования, что позволяет подстраивать спектры 
флуоресценции под конкретные задачи выбором 
их размера [30]. Фотостабильность, то есть сохране-
ние флуоресцентных свойств при облучении светом, 
у НК выше, чем у органических ФК [31], что позво-
ляет проводить длительное накопление сигнала 
для повышения чувствительности, а также осущест-
влять продолжительную детекцию, например, при ис-

следовании длительных процессов или нескольких 
последовательных образцов, не опасаясь снижения 
уровня ФС со временем.

В зависимости от типа флуоресцентной метки, 
ФГГ на их основе могут быть получены различными 
путями. Например, ФБ или органические ФК могут 
быть внедрены в уже готовые ГГ (рис. 1, а) [32]. ФГГ 
на основе НК также могут быть получены путем пост-
синтетического внедрения НК в ГГ. Например, C.Y. Li 
и соавт. использовали подобный способ для внедре-
ния углеродных КвТ в гели из полиметакриловой 
кислоты, а иммобилизацию в гидрогеле проводили 
за счет образования водородных связей между ами-
ногруппами оболочки КвТ и карбоксильными груп-
пами полимера, из которого состоял ГГ [33]. Также 
внедрение ФМ может быть проведено в ходе поли-
меризации ГГ (рис. 1, б). В этом случае, как показано 
в работе J. Xu и соавт. [34], поверхность НК может 
быть функциона лизирована химическими соедине-
ниями, которые вызывают полимеризацию метил-
метакрилата или глицидилметакрилата и могут вы-
ступать в качестве сшивок для мономеров. В другой 
работе T. Yang и соавт. описали полимеризацию ФГГ 
на основе акриловой кислоты и акриламида с НК со-
става CdS с использованием гамма-излучения в каче-
стве инициатора полимеризации [35]. Стоит отметить, 
что оба указанных способа требуют дополнительных 
процедур для получения равномерного распределе-
ния ФМ во всем объеме, например обработки ульт-
развуком [36]. Формирование ФГГ также возможно 
в процессе фазового перехода «золь–гель» (рис. 1, в). 
Например, N. Gaponik и соавт. описали возможность 
гелеобразования для НК состава CdTe, поверхность 
которых функционализирована соединениями, со-
держащими тиольные группы [37]. M. Hörner и соавт. 
описали ГГ на основе производных полиэтиленгли-
коля с внедренным в него ФБ mCherry, который полу-
чали в процессе фазового перехода «золь–гель» [38].

Детекция аналитов с помощью ФГГ
Детекция аналитов с помощью ФГГ основана 

на детекции изменений их оптических свойств, ко-
торые связаны либо с тушением флуоресценции опти-
ческих меток, либо с появлением новых ФС (рис. 2). 
Вместе с тем благодаря гибкости структуры и состава 
ФГГ существует множество механизмов, вызываю-
щих тушение или изменение спектров флуоресцен-
ции. Тушение флуоресценции, как правило, основано 
на переносе энергии от ФМ к неизлучающим ком-
понентам, например по механизму ферстеровского 
резонансного переноса энергии, а изменения в спек-
тре связаны с активацией новых ФМ, в том числе 
и по указанному механизму. Стоит отметить, что ту-
шение флуоресценции также возможно за счет де-
градации НК или за счет деградации структуры ГГ, 
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приводящей к агрегации НК и снижению их флуо-
ресценции [39].

Раковый антиген CA19–9 является одним из 
скрининговых маркеров, которые применяются при 
диагностировании рака поджелудочной железы 
(РПЖЖ) и одобрены Управлением по контролю ка-
чества пищевых продуктов и лекарственных средств 

(FDA) США с 2002 г. [40]. A.M.L. Piloto и соавт. со-
здали биосенсор на основе целлюлозного ГГ и НК 
состава CdTe для детекции CA19–9 [41]. В качестве 
аффинных меток, селективно связывающих CA19–9, 
использовали полимер, полученный методом моле-
кулярного импринтинга, которым затем покрывали 
НК, а их, в свою очередь, включали в целлюлозный 

Рис. 1. Способы получения флуоресцентных гидрогелей: а – внедрение флуоресцентных меток (ФМ) в готовый гидрогель (ГГ); б – внедрение 
ФМ в ГГ на этапе его полимеризации; в – внедрение ФМ в ГГ в ходе фазового перехода «золь–гель». Желтый круг –флуоресцентная метка; 
синяя линия – мономер для синтеза ГГ

Fig. 1. Methods of obtaining fluorescent hydrogels: a – the introduction of fluorescent labels into the polymerized hydrogel; b – introduction of fluorescent 
labels into the hydrogel at the stage of its polymerization; c – incorporation of fluorescent labels into the hydrogel during the sol–gel phase transition. 
Yellow circle – fluorescent label; blue line – monomer for hydrogel synthesis

Рис. 2. Пути изменения оптических свойств флуоресцентных гидрогелей

Fig. 2. Ways to change the optical properties of fluorescent hydrogel
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ГГ. В результате при контакте с ГГ CA19–9 селек-
тивно связывался с полимером на поверхности НК, 
вызывая снижение их флуоресценции. Авторами по-
казано, что применение ГГ позволило повысить ста-
бильность полимера, полученного методом молекуляр-
ного импринтинга, а также достичь чувствительности 
детекции до 1,58 × 10–3 Ед / мл. В результате была про-
демонстрирована детекция CA19–9 в образцах сыво-
ротки в диапазоне от 2,76 × 10–2 до 5,23 × 102 Ед / мл 
с высокой специфичностью и селективностью, что 
хорошо коррелирует с пороговым значением концен-
трации CA19–9 при диагностике РПЖЖ, которое 
составляет порядка 23 Ед / мл.

E. Ahmadi-Sangachin и соавт. описали биосенсор 
на основе ФГГ, состоящего из молекул одноцепочеч-
ной ДНК (оцДНК) в качестве материала ГГ и нано-
кластеров серебра в качестве ФМ для детекции PSA, 
который является одним из традиционно измеряемых 
ОМ при диагностике РПЖ [42]. Представлено, что ГГ 
образован из двух видов структур: Y-образных ДНК 
(Y-ДНК), состоящих из 3 частично комплементарных 
оцДНК, и линкерных ДНК (Л-ДНК) структур, со-
стоящих из аптамера, селективно связывающего PSA, 
и комплементарного аптамеру участка оцДНК. В от-
сутствие PSA оцДНК образовывали стабильный ГГ 
за счет комплементарных взаимодействий между 
участками Y-ДНК и Л-ДНК структур. К полученно-
му таким способом ГГ добавляли раствор AgNO

3
 

и NaBH
4
, что приводило к формированию нанокла-

стеров серебра в петлевых доменах Y-ДНК структур 
и придавало ГГ флуоресцентные свойства. Для опре-
деления PSA чистый белок добавляли в раствор 
Л-ДНК структур, а затем полученную смесь добав-
ляли в раствор Y-ДНК структур с нанокластерами 
серебра. В результате специфического связывания 
аптамера с PSA нарушается образование Л-ДНК 
структур, что нарушает формирование ГГ и приводит 
к его агрегации и снижению интенсивности флуорес-
ценции. Авторам удалось детектировать PSA в диа-
пазоне от 0,05 до 8 нг / мл с чувствительностью детек-
ции до 4,4 пг / мл, в том числе в образцах сыворотки 
крови. Следует отметить простоту проведения ана-
лиза и низкую стоимость изготовления биосенсора, 
что свидетельствует о высоком потенциале предла-
гаемой разработки.

Развитие методов секвенирования и высокочув-
ствительной детекции ДНК и РНК привело к тому, 
что они все чаще стали применяться для диагностики 
ОЗ, и уже создаются биосенсоры на основе ФГГ для 
детекции нуклеиновых кислот. МикроРНК (мкРНК) 
регулируют экспрессию множества генов на пост-
трансляционном уровне. Например, мкРНК-21 ас-
социирована с раком молочной железы (РМЖ), ра-
ком легких и РПЖ, а также множеством других ОЗ 
и является одной из первых обнаруженных мкРНК, 

которая регулирует гены супрессоров опухоли, свя-
занные с пролиферацией, апоптозом и инвазией. 
Ознакомиться с ролью мкРНК-21 в качестве биомар-
кера ОЗ можно в обзоре D. Bautista-Sánchez и соавт. 
[43]. S. Mohammadi и соавт. в работе описали созда-
ние биосенсора на основе ФГГ из хитозана и угле-
родных КвТ для детекции мкРНК-21 [44]. Для этого 
из хитозана, содержащего -NH

2
 / -OH группы, угле-

родных КвТ, содержащих -COH группы, и этиленди-
аминтетрауксусной кислоты, содержащей -COOH 
группы, был получен ФГГ, стабилизированный во-
дородными связями, обработан ультразвуком до пол-
ного разрушения ГГ, после чего к нему был добавлен 
функционализированный амином оцДНК-зонд. 
Связывание мкРНК-21 с ДНК-зондом на поверхно-
сти углеродных КвТ приводит к реорганизации струк-
туры получаемого ГГ, в результате чего происходила 
частичная агрегация КвТ и снижение флуоресценции 
ГГ. В экспериментах с чистой мкРНК-21 удалось до-
биться линейного диапазона детекции при концентра-
циях мкРНК-21 в диапазоне от 0,1 до 125 фМ и лимита 
детекции в 0,03 фМ. Между тем неспецифического 
снижения флуоресценции при использовании мкРНК 
всего с одной нуклеотидной заменой в последователь-
ности не было обнаружено. Эксперименты по детек-
ции клеток линии РМЖ MCF-7, экспрессирующих 
мкРНК-21, показали, что раковые клетки могут быть 
детектированы при концентрации от 310 клеток / мл.

Еще одним представителем мкРНК, ассоциирован-
ной с различными видами ОЗ, является мкРНК-141. 
Так, изменение уровня экспрессии мкРНК-141 на-
блюдается при многих видах рака; в частности, 
при раке яичников, РПЖ, щитовидной железы и мо-
чевого пузыря наблюдается повышенная экспрессия 
мкРНК-141, а при раке желудка, РПЖЖ и РПЖ экс-
прессия мкРНК-141, наоборот, снижена [45]. C. Li 
и соавт. сконструировали биосенсор на основе ГГ, 
состоящего из ДНК, функционализированной ин-
теркалирующим красителем SYBR Green I, или НК 
состава CdTe, конъюгированными с ДНК зондами, 
для детекции мкРНК-141 [46]. Для получения ГГ они 
использовали ДНК с акридитом на 5'-конце, который 
содержит метакриловую группу и позволяет включать 
ДНК в структуру акриламидных гелей. Для детекции 
целевой мкРНК-141 была использована гибридиза-
ционная цепная реакция в комбинации с технологи-
ей амплификации ДНК – DNA walker, которая при 
обнаружении целевой нуклеотидной последователь-
ности позволяет резко увеличить количество двух-
цепочечной ДНК в смеси. Применение структуры ГГ 
позволяет повысить стабильность применяемых 
ДНК-зондов и многократно увеличить емкость свя-
зывания исследуемых молекул РНК и ФМ, что 
 позволяет достичь чувствительности детекции 
на уровне 10–4 фМ, это на 2–4 порядка превосходит 
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чувствительность детекции с помощью других ме-
тодов каскадной амплификации РНК с флуоресцент-
ной детекцией [47].

Фолатный рецептор служит для транспорта 
внутрь клеток фолата (витамина В

9
), играющего ак-

тивную роль в эпигенетической регуляции, синтезе 
нуклеиновых кислот, делении и росте клетки, поэто-
му опухолевые клетки требуют большого количества 
фолата. G. Zhang и соавт. использовали ФГГ, вклю-
чающий конъюгаты НК с фолиевой кислотой, для де-
текции раковых клеток, на поверхности которых 
оверэкспрессирован фолатный рецептор [48]. Предел 
детекции с помощью сконструированного ими био-
сенсора составил порядка 104 клеток / мл в случае 
с клеточными линиями MCF-7 (РМЖ) и HeLa (рак 
шейки матки). При этом неспецифического сигнала 
на клеточных линиях A549 (рак легких) и 3Т3 (фи-
бробласты мыши), которые не экспрессируют фолат-
ный рецептор, не обнаружено.

Фермент лакказа обладает противоопухолевой 
активностью против клеток РМЖ, предотвращая свя-
зывание 17β-эстрадиола с эстрогеновым рецептором 
и блокируя миграцию и инвазию раковых клеток [49]. 
C. Ruiz-Palomero и соавт. описали создание ФГГ для 
детекции лакказ, чувствительность которого не за-
висит от их ферментативной активности [50]. Для 
этого они синтезировали ФГГ из наноцеллюлозы 
и КвТ из графена, дополнительно легированных се-
рой и азотом для придания им необходимых оптичес-
ких свойств. Лакказа, взаимодействуя с графеновыми 
слоями, стабилизированными наноцеллюлозой, вы-
зывает перенос энергии и тушение флуоресценции 
КвТ, что позволяет детектировать изменение сигнала 
при концентрации лакказы всего 0,048 Ед / мл.

Спермин является маркером нарушения биохи-
мических процессов, ассоциированных со злокаче-
ственными опухолями, и имеет диагностический 
потенциал для детекции рака на ранних стадиях [51]. 
R. R. Nair и соавт. в работе описали высокоселектив-
ный биосенсор спермина / спермидина на основе ГГ 
с синтезированным ими ФК – 3-((7-гидрокси-4-ме-
тилкумарин) метилен) аминофенилбороновой кис-
лотой (КБ) [52]. Для получения ФГГ краситель КБ 
был растворен в буфере, прогрет до 90 °С, при посто-
янном перемешивании к нему была добавлена ага-
роза, а после ее полного растворения смесь охлаждали 
для формирования ГГ. При контакте КБ со сперми-
ном / спермидином происходило усиление флуорес-
ценции КБ за счет снижения неизлучательного пе-
реноса фотовозбужденных электронов в КБ. 
В результате авторам удалось детектировать спермин 
в диапазоне концентраций от 6 мкМ до 2,5 мМ, в том 
числе и в образцах сыворотки крови и мочи.

Глутатион является важным регуляторным со-
единением клетки, участвует в активации ферментов, 

регуляции экспрессии генов, передачи сигналов, 
а также является одним из самых распространенных 
клеточных антиоксидантов, помогая противостоять 
активным формам кислорода. Повышенный уровень 
глутатиона наблюдается во множестве раковых кле-
ток, а пониженный его уровень способствует окис-
лительному стрессу, связанному с прогрессией опу-
холей [53]. Оригинальный пример использования 
ФГГ для детекции глутатиона предложили R. Wu 
и соавт. [54], которые синтезировали ФГГ путем на-
грева смеси аминированного полиакриламида и флуо-
ресцеина, с последующем гидролизом гидроксидом 
натрия и промывкой этанолом и водой. Полученный 
ГГ помещали в стеклянную пипетку Пастера с заку-
поренным нижним концом и тонкими отверстиями 
по всей длине, которые позволяют проникать внутрь 
исследуемым аналитам, но не пропускают частицы 
ФГГ. При добавлении Cu2+ объем ФГГ уменьшался, 
а добавление глутатиона приводило к конкурентному 
связыванию ионов Cu2+ и восстановлению объема ГГ 
и его флуоресцентных свойств. Полученный таким 
образом биосенсор позволяет детектировать глутати-
он в диапазоне от 2,0 × 10–6 до 1,2 × 10–4 моль / л 
и не чувствителен к таким соединениям, как амино-
кислоты, витамин С, дофамин и др.

Современные исследования показывают, что риск 
возникновения и развитие различных типов рака 
коррелируют с дофаминовым сигнальным путем и до-
фаминовыми рецепторами, и рассматривают их в ка-
честве возможных путей противоопухолевой терапии 
[55]. Биосенсор на основе флуоресцентного ГГ для де-
текции дофамина может быть основан на его распоз-
навании не с помощью традиционно применяемых 
антител, а на использовании фермента тирозиназы, 
которая катализирует его окисление до дофамин-о- 
хинона [56]. Для получения ФГГ авторы использова-
ли НК состава CdTe, поверхность которых была 
функционализирована меркаптоянтарной кислотой, 
в результате чего ФГГ формировался в ходе фазового 
перехода «золь–гель». Полученный ФГГ имел размер 
пор примерно 10–50 нм, что подходит для инкапсу-
лирования в его структуре белковых молекул. Для 
внедрения тирозиназы ГГ был разрушен ультразвуком 
и смешан с тирозиназой, после чего структура ГГ 
была восстановлена для иммобилизации фермента 
в порах ГГ. При контакте полученного ФГГ с дофа-
мином тирозиназа катализирует его окисление до 
дофамин-о-хинона, который гасит флуоресценцию 
НК CdTe. Сконструированный таким образом био-
сенсор обладает пределом обнаружения дофамина 
5,0 × 10–8 моль / л, и он подходит для определения до-
фамина в диапазоне от 5,0 × 10–5 до 1,0 × 10–3 моль / л.

Метаболические нарушения являются одной из 
возможных причин развития ОЗ, а гиперурикемия – 
одной из частых причин метаболических нарушений. 



24

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  4'2023  ТОм 22    vol. 22

Обзоры литературы | Reviews

Биосенсоры на основе флуоресцентных гидрогелей для детекции онкомаркеров и метаболитов при онкологических заболеваниях

Biosensors based on fluorescent hydrogels for detection of cancer markers and metabolites associated with cancer

Аналит 
Analyte

Тип аналита 
Type of analyte

Диапазон измерения 
Measurement range

Лимит детекции 
Limit of detection

Ссылка 
Reference

CA19-9
Маркер, применяемый при диагностировании 

рака поджелудочной железы 
The marker used in the diagnosis of pancreatic cancer

2,76 × 10–2 
5,23 × 102 Ед / мл 

5,23 × 102 U / ml

1,58 × 10–3 Ед / мл 
1,58 × 10–3 U / ml

[41] 

PSA
Маркер, применяемый при диагностировании 

рака предстательной железы 
The marker used in the diagnosis of prostate cancer

0,05–8 нг / мл 
0,05–8 ng / ml

4,4 пг / мл 
4,4 pg / ml

[42] 

мкРНК-21 
miRNA-21

Маркер при раке молочной железы, предстатель-
ной железы, колоректальном раке и др. 

The marker of breast cancer, prostate cancer, colorectal 
cancer, etc.

0,1–125 фМ 
0,1–125 fM

0,03 фM 
0,03 fM

[44] 

мкРНК-141 
miRNA-141

Маркер при раке молочной железы, желчного 
пузыря, предстательной железы и др. 

The marker of breast cancer, gallbladder cancer, prostate 
cancer, etc.

10–4 фМ – 10 пМ 
10–4 fM – 10 pM

10–4 фМ 
10–4 fM

[46] 

Фолатный 
рецептор 
Folate 
receptor

Фолатный рецептор оверэкспрессирован на по-
верхности некоторых типов раковых клеток, на-

пример при раке легкого, почек, молочной железы 
и яичников 

The folate receptor is overexpressed on the surface of some 
cancer cell, for example in lung, kidney, breast, and ovarian 

cancer cells

 – 104 клеток / мл 
104 cellls / mL

[48] 

Спермин 
Spermine

Маркер нарушения биохимических процессов, ас-
социированных со злокачественными опухолями 
The marker of impaired biochemical processes, associated 

with malignant tumors

6 мкМ – 2,5 мМ 
6 µM – 2,5 mM

6 мкМ 
6 µM

[52] 

Глутатион 
Glutathione

Повышенный уровень глутатиона наблюдается 
во множестве раковых клеток, а пониженный 

способствует окислительному стрессу, связанному 
с прогрессией опухолей 

Elevated glutathione level are found in many cancer cells, 
while decreased levels contribute to oxidative stress associated 

with tumor progression

2,0–120 × 10–6 моль / л 
2,0–120 × 10–6 mol / L

2,0 × 10–6 моль / л 
2,0 ×10–6 mol / L

[54] 

Дофамин 
Dopamine

Дофаминовый сигнальный путь рассматривается 
как один из возможных путей противоопухолевой 

терапии 
The dopamine signaling pathway is considered as one  

of the possible pathway for antitumor therapy

5,0–100 × 10–5 моль / л 
5,0–100 × 10–5 mol / L

5,0 × 10–8 моль / л 
5,0 × 10–8 mol / L

[56] 

Мочевая 
кислота 
Uric acid

Мочевая кислота является проонкогенным 
 фактором 

The uric acid is a pro-oncogenic factor

60–2000 мкМ 
60–2000 µM

50 мкМ 
50 µM

[58] 

Повышенный уровень мочевой кислоты в крови кор-
релирует с общим уровнем воспаления и окислитель-
ным стрессом, а также может выступать проонкоген-
ным фактором [57]. N. E. Azmi и соавт. разработали 
биосенсор на основе ФГГ для детекции мочевой 
кислоты в привычном формате 96-луночного план-
шета [58]. Для этого они использовали НК состава 
CdS, функционализированные меркаптопропионо-
вой кислотой, которая позволяет получать на их ос-
нове ФГГ. При этом для формирования ГГ исполь-

зовали конъюгаты НК, ковалентно связанные 
с ферментом уриказой и пероксидазой хрена, полу-
ченные в ходе N-гидроксисульфосукцинимидной 
и 1-[3-(диметиламино)-пропил]3-этилкарбодиимид-
ной реакций. Биосенсор получен путем смешивания 
компонентов ГГ: аминопропил-триметоксисилана, 
3-глицидоксипропил-триметоксисилана и этанола, 
добавления конъюгат НК и ферментов и последую-
щего раскапывания полученной смеси в 96-луночный 
планшет для формирования ГГ. При добавлении мо-
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чевой кислоты она окисляется уриказой с образова-
нием перекиси водорода, которая затем окисляется 
пероксидазой хрена до кислорода и вызывает тушение 
флуоресценции НК. Работоспособность сконструи-
рованного биосенсора проверена на клинических 
образцах мочи без ее предварительной пробоподго-
товки и показала, что он позволяет детектировать 
мочевую кислоту с чувствительностью до 50 мкМ 
в диапазоне от 60 до 2000 мкМ.

Еще одним из развивающихся направлений в ди-
агностике ОЗ на ранних стадиях является исследова-
ние нетипичного гликозилирования белков [59]. 
Y. Koshi и соавт. разработали 6 различных ФГГ, каж-
дый на основе одного из лектинов, флуоресцентно 
меченных флуоресцеином, обладающих специфич-
ностью к связыванию различных карбогидратов [60]. 
Перед анализом к ФГГ добавляли специфичные к дан-
ному лектину молекулы гасителей флуоресценции, 
что приводило к снижению общего ФС, конъюгиро-
ванного с лектином флуоресцеина, причем добавление 
исследуемых образцов, содержащих белки, гликози-
лированные сахаридами, которые имеют большее 
сродство к лектинам, вызывало высво бождение га-
сителя и увеличение ФС. С помощью созданного 
биосенсора исследованы различные гликопротеины, 
а также клеточные раковые линии. Полученные дан-
ные позволили провести исследования уникальных 
профилей гликозилирования и типирование различ-
ных клеток для определения уровня их клеточной 
адгезии и межклеточного сигналинга. При этом ока-
залось, что чувствительность детекции может быть 
подстроена под конкретные задачи путем варьиро-
вания количества молекул гасителя флуоресценции, 
а типичные лимиты детекции с помощью сконстру-
ированного биосенсора достигали 1 мМ для глюкозы 
и 30 мкМ – для гликопротеина Ribo B.

Несмотря на то что биосенсоры на основе ФГГ 
являются сравнительно новой разработкой, уже су-

ществует множество примеров их использования 
для детекции ОМ и метаболитов, связанных с разви-
тием различных ОЗ (см. таблицу).

Заключение
Флуоресцентные гидрогели и биосенсоры 

на их основе позволяют детектировать аналиты в бо-
лее удобном формате с высокой чувствительностью. 
Гидрогели позволяют иммобилизовать большее ко-
личество распознающих молекул, сохранить их струк-
туру, а также ориентировать все участки связывания 
аналита в сторону раствора, что обеспечивает макси-
мальную специфичность и чувствительность детек-
ции. Кроме того, использование ФС позволяет по-
высить чувствительность детекции аналитов 
по сравнению с методами хромогенной окраски, 
традиционно применяемыми в системах иммунофер-
ментного анализа и иммунохроматографического 
анализа. Поскольку изменение уровня ФС в боль-
шинстве случаев обратимо, то биосенсоры на основе 
ФГГ могут использоваться несколько раз для анали-
за различных образцов, что снижает издержки на про-
ведение анализа. Применение в ГГ в качестве ФМ 
НК КвТ обеспечивает повышение чувствительности 
и стабильности биосенсоров.

Сегодня биосенсоры на основе ФГГ используют-
ся для детекции ОМ и метаболитов, связанных с раз-
витием различных ОЗ. На основе ФГГ действуют 
биосенсоры, работающие в проточном режиме, на-
пример, при их интегрировании в микрофлюидные 
устройства, в классическом формате 96-луночного 
планшета, совместимые с флуоресцентными ридерами, 
или в формате сенсорных микроволокон. Существует 
также множество примеров ФГГ-биосенсоров для де-
текции ионов металлов, антибиотиков и бактерий, 
а расширение спектра детектируемых аналитов и вне-
дрение биосенсоров на основе ГГ в клиническую 
практику является вопросом ближайшего будущего.
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