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Streszczenie 
 

W pracy zostały opisane biosensory proteinowe oraz ich właściwości 
fluorescencyjne. Przybliżono podstawy projektowania biosensorów prote-
inowych oraz strategii stosowanych przy projektowaniu sensorów białko-
wych:rational protein design (racjonalne projektowanie), directed evolution 
(ewolucja ukierunkowana), de novo design (projektowanie białek de 
novo).Zestawiono anality oraz proteiny receptorowe wykorzystywane  
w badaniach fluorescencyjnych. Opisano zastosowania biosensorów  
w medycynie. 
 
Słowa kluczowe: biosensor, fluorescencja, proteina, analit. 
 

Protein based biosensors and their  
fluorescent properties 

 
Abstract 

 
This paper describes the basics of protein  biosensors with particular 
emphasis on their fluorescent properties. Biosensors are classified on 
receptor layers with particular emphasis on protein biosensors. There is 
brought closer  the base of protein sensor design, taking into account three 
strategies commonly use in protein engineering in order to improve 
sensivity, selectivity and stability of protein  biosensor: rational design, 
directed evolution, de novo design. The main construction problems 
encountered in the design of biosensor and ways of they solving have been 
described. The recent research on fluorescent protein biosensors receptor 
layer is presented. In Table 1 there is given the list of proteins and  
appropriate fluorescent methods: FRET (Föster Resonance energy Transfer),  
change in fluorescence emission spectra,  for Zn2+, Glc ,Gal ,Fruc, Arab, 
DMAPIP-b, Ca2+, H2O2, Ca2+, β-CD,CB6, CB7, CFP detection. There is 
described the use of fluorescent protein based biosensors for clinical 
application. Biosensors as modern and widely used tools in environmental, 
medical, food industry have been presented and the future trends in  
scientific research have been given in the paper. 
 
Keywords: Biosensor,  fluorescence ,protein. 
 
1. Biosensory proteinowe 
 

Biosensory to urządzenia analityczne o wysokiej selektywności, 
które coraz częściej znajdują zastosowanie w medycynie [7, 8, 30, 
31] , ochronie środowiska [1, 23] oraz  przemyśle spożywczym [1, 
9, 24, 29]. W medycynie sensory te wykorzystuje się w celach 
diagnostycznych [37], w ochronie środowiska oraz w przemyśle 
spożywczym wykorzystywane są do wykrywania szkodliwych,  
toksycznych substancji mogących powodować efekt genotoksycz-
ny [1]. 

Każdy biosensor składa się z dwóch podstawowych elementów: 
selektywnej części receptorowej oraz części przetwornikowej. 

Część receptorowa stanowi pewnego rodzaju tarczę na po-
wierzchni, której znajdują  się receptory czyli  molekuły biologiczne 
odpowiedzialne za wychwycenie badanej cząsteczki (analitu).  
W części przetwornikowej natomiast następuje zamiana wyniku 
biologicznego oddziaływania pomiędzy molekułami receptora a 
molekułami badanymi na sygnał elektryczny,chemiczny lub inny [1]. 

W dużym uproszczeniu możemy porównać tarczę biosensora 
składającą się z części receptorowej i przetwornikowej do zamka, 
a  cząsteczkę, która podlega detekcji (analit) do klucza. 

W momencie odpowiedniego doboru  zamka  i klucza czyli in-
nymi słowy zgodności analitu z bioreceptorem , pojawia się sy-
gnał, który jest mierzony za pomocą odpowiednich metod zależ-
nych od rodzaju sygnału. 

Schemat budowy biosensora przedstawia rysunek (rys. 1). 
 
 

 
 
Rys. 1.  Zasada działania oraz  schemat budowy biosensora  
Fig. 1.  Principle of effect and diagram of biosensor activities  

 
Ze względu na rodzaj receptora, wpływającego na bioselektyw-

ność czujnika, biosensory możemy podzielić na: enzymatyczne, 
gdy warstwę receptorową stanowi enzym; immunosensory, gdy  
w warstwie receptorowej znajdują się przeciwciała a analitem jest 
antygen; biosensory wykorzystujące wirusy, mikroorganizmy oraz 
biosensory proteinowe, które w warstwie receptorowej posiadają 
cząsteczki białka; 

Powyższy podział biosensorów ilustruje schemat (rys. 2). 
 
 

enzymatyczne

wykorzystujące 
kwasy 

wykorzystujące 
wirusy 

wykorzystujące 
mikroorganizmy

Immuno-sensory

proteinowe 

 

BIOSENSORY

 
 
Rys. 2.  Rodzaje biosensorów (przykłady). Podział ze względu na rodzaj receptora 
Fig. 2.  The type of biosensor (examples). Distribution by type of receptor 

 
Ze względu na rodzaj przetwornika oraz powierzchnie czynną 

biosensora mającą istotny wpływ na czułość biosensora można 
wyróżnić:  biosensory piezoelektryczne - przetwarzające zmiany 
kształtu na napięcie elektryczne i wskazujące na zmiany masy, 
termometryczne, magnetyczne oraz elektrochemiczne, które dalej 
dzielą się na potencjometryczne i amperometryczne oraz biosen-
sory optyczne- wykorzystujące pomiary świetlne, dokonywane  
w spektrofluorymetrze. 

Przy projektowaniu biosensorów należy zatem do analizowanej 
substancji (analitu)  dobrać odpowiednio część receptorowo-
przetwornikową w taki sposób, aby zagwarantować powstanie 
sygnału, a następnie do otrzymanego sygnału dobrać metodę 
pomiaru oraz metodę analizy. 
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W przypadku  biosensorów proteinowych wykorzystuję się po-
miary spektrofluorymetryczne bazujące na pomiarze światła po-
wstającego na skutek oddziaływania analitu z częścią receptorowo 
– przetwornikową. 

Przy tego typu sensorach należy jednak poprzez dobór odpo-
wiedniej proteiny (naturalnie fluoryzującej) bądź znakowanej 
fluorescencyjnie (proteiny niefluoryzujące), w części receptoro-
wo-przetwornikowej zagwarantować powstanie mierzalnego, 
optycznego sygnału, na bazie, którego dokonuję się doboru meto-
dy analizy fluorescencyjnej. 

Wśród dostępnych i powszechnie stosowanych technik fluore-
scencyjnych wyróżnić można: zmiana intensywności fluorescencji 
[3, 11-15], FRET czyli (Föster resonance energy transfer)[10-16, 
27, 32], FLIM (fluorescence life time imaging) [33, 34] oraz FCS 
( fluorescent corelation spectroscopy) [22]. 

 
2. Podstawy projektowania biosensorów 

proteinowych 
 

Przy projektowaniu biosensorów należy zwrócić uwagę na na-
stępujące parametry użytkowe: dokładność, powtarzalność wyni-
ków, czułość, selektywność, czas detekcji a także czas życia sen-
sora czyli stabilność, zależną od trybu jego przechowywania  
i użytkowania. W przypadku sensorów biologicznych, a szczegól-
nie w przypadku sensorów proteinowych otrzymanie zgodności 
wszystkich parametrów stanowi dalej wyzwanie dla naukowców 
oraz konstruktorów ze względu na procesy denaturacyjne białka  
w warstwie receptorowo-przetwornikowej, które zachodzą  
z upływem  czasu. 

W przypadku białek globularnych ograniczenie stanowi rów-
nież ich kulistość, która ogranicza detekcję oraz poziom stabilno-
ści proteiny [2]. 

Obecnie w  celu poprawy czułości, selektywności, stabilności, 
powiązania proteiny z warstwą receptorowo-przetwornikową oraz 
poprawienia przesyłu  sygnału wewnątrz środowiska biologiczne-
go stosuje się trzy strategie nazwane odpowiednio: rational prote-
in design , co można tłumaczyć jako (racjonalne projektowanie), 
directed evolution (ewolucja ukierunkowana) de novo design  
(projektowanie białek de novo). Każda z nich ma  na celu poprawę 
komponentów biosensora a jednocześnie każda z nich posiada 
pewnego rodzaju ograniczenia w zastosowaniu. 

I tak rational protein design dotyczy mutacji genów lub protein  
i koncentruje się wokół identyfikacji zmian prowadzących  
do zaburzenia prawidłowej funkcji genu lub białka, a directed 
evolution prowadzi do wzmacniania, bądź wprowadzanie mutacji 
w celu wzmocnienia pożądanych cech. 

De novo protein design zakłada projektowanie proteiny od pod-
staw z uwzględnieniem jej kompletnej struktury, stopnia pofałdo-
wania, fizycznych sił , które stabilizują proteinę (siły van der 
Walsa, elektrostatyczne oddziaływania oraz energie środowiska 
przy jednoczesnym uwzględnieniu interakcji pomiędzy amino-
kwasami) [2]. 

Ostatecznie proces projektowania biosensora obywa się  
w dwóch krokach: pierwszy z nich to konstrukcja rusztowania  
i jego zdolności do przesyłania sygnału , drugi to kreowanie ak-
tywnej strony biosensora czyli konstruowaniu odpowiedniej war-
stwy receptorowej z właściwym wyborem substancji bioselektyw-
nie czułych. 

Dobór właściwej warstwy receptorowej stanowi najczulsze 
ogniwo przy projektowaniu biosensorów, ze względu na to, że 
warstwa ta musi spełniać jednocześnie kilka warunków, a miano-
wicie: posiadać odpowiednią czułość, zapewniać selektywność 
oraz odpowiedni wskaźnik koncentracji , powinna pozostać stabil-
na po integracji jej z ciałem stałym. Ponadto powinna posiadać 
właściwości przewodzące czyli innymi słowy w warstwie recepto-
rowej powinny znajdować się molekuły, które posiadają zdolności 
absorpcyjne bądź fluorescencyjne zmieniające się na skutek reak-
cji z analitem. Ważne jest również, aby rozpoznany element (ana-
lit) wykrywany był przez warstwę  poprzez jedną reakcję np. 

emisję fluorescencyjną, a z kolei przebieg tej reakcji nie był za-
leżny od chemicznych warunków otoczenia takich np. jak pH. 

Ponadto warstwa ta po przeprowadzonej reakcji powinna się 
regenerować, tak, aby kolejna reakcja ( kolejne wykrywanie anali-
tu) było możliwe z zachowaniem takiej samej dokładności [6]. 

Kluczowym problemem budowy biosensorów jest unierucho-
mienie warstwy receptorowej na powierzchni przetwornika sygna-
łu, który odpowiedzialny jest za stabilizację biomateriału oraz 
wymagana bliskość czujnika i odbiornika. Aby problem  zminima-
lizować wykorzystuje  się: absorpcję fizyczną, usieciowienie 
molekuł, wiązania kowalencyjne. Zastosowanie wyżej wymienio-
nych metod umożliwia czułe, szybkie i dokładne wykrywanie 
nawet małych stężeń analizowanych substancji, które mogą mieć 
wpływ toksyczny, mutagenny oraz rakotwórczy na organizmy 
żywe [4]. 
 
3. Badania  fluorescencyjne warstw  

receptorowych biosensorów proteinowych 
 

Dokonując przeglądu aktualnej literatury dotyczącej  białko-
wych biosensorów fluorescencyjnych. Zauważyć można,że grupy 
badawcze koncentrują swoje wysiłki wokół dwóch zasadniczych 
problemów naukowych. 

Pierwszy z nich to unieruchomienie biologicznej warstwy re-
ceptorowej oraz dobór odpowiedniego przetwornika dobrze 
transmitującego uzyskany sygnał [1, 28, 35, 38-40]. 

Drugi to badanie selektywności warstwy receptorowej oraz 
próby stabilizacji materiału biologicznego w tej warstwie [3, 10-
16, 36].  

Przegląd wyników badań nad odpowiednim doborem analitu 
oraz białka w warstwie receptorowej a także zastosowanej metody 
badawczej przedstawia tabela (tab. 1). 

 
Tab. 1.  Zestawienie analitów oraz protein receptorowych wykorzystywanych  

w  badaniach fluorescencyjnych 
Tab. 1.  Summary of analyte and receptor proteins use in studies of fluorescent 
 

L.P analit 
proteina 

 w warstwie 
receptorowej 

metoda 
 fluorescencyjna literatura 

1 
Glc ,Gal 

Fruc Arab 

GGBP  
i jej mutacje 

(BD18, BD21, 
BD24) 

Zmiana intensywno-
ści fluorescencji 

11 

2 Zn2+ BFC 
Zmiana intensywno-
ści fluorescencji 

12 

3 DMAPIP-b BSA 
Zmiana intensywno-
ści fluorescencji 

13 

4 Ca2+ GPCR FRET 10 

5 H2O2 HyPer 
Zmiana intensywno-
ści fluorescencji 

14 

6 Ca2+ YFP 
Zmiana intensywno-
ści fluorescencji 

15 

7 

β-CD 

CB6 

CB7 

BSA, HSA,  
γ-Globulina 

Zmiana intensywno-
ści fluorescencji 

3 

8 CFP YFP FRET 16 

 
Zmiana intensywności w widmach fluorescencyjnych białek 

posłużyła do  detekcji jonów Zn+2 przez BFC (Blue Fluorescent 
Protein) [12] oraz Ca+2  przez YFP (Yellow Fluorescent Protein) 
[15], a także cukrów: glukozy (Glc) galaktozy (Gal),  fruktozy, 
arabinozy [11] przez białko GGBP (glucose/galactose binding 
protein) i jego mutacje [3], oraz nadtlenku wodoru (H2O2) przez  
białko Hyper [14] .Udowodniono również reaktywność pomiędzy 
białkami BSA (Bovine Serum Albumin), HSA (Human Serum 
Albumin) i γ- globuliną z β-CD (β-cyklodextrin), CB6 (Cucrur-
bit[6]uril), CD7(Cucrurbit[7]uril) [7] oraz DMAPIP (2-(4”-N,N-
dimethylamxino)phenylimidazo[4,5-b]pyridime z BSA [13]. 
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Na podstawie transferu energii pomiędzy donorem a akcepto-
rem  (FRET) stwierdzono wykrywanie jonów  Ca+2 przez GPCR 
(G protein- coupled receptors) – ludzkimi reprezentantami rodziny 
800 genów,  które odgrywają kluczową rolę w wielu fizjologicz-
nych procesach określających np. zapach czy smak [10] oraz  
reaktywność pomiędzy białkami CFP (Cyjan fluorescet protein)  
a YFP ( yellow fluorescent protein) [8]. 

Jak przewidują naukowcy [10-16] badania reaktywności  biał-
kowych warstw receptorowych  i odpowiednich analitów są bar-
dzo przyszłościowe i przeciągu najbliższych lat z pewnością będą 
się rozwijały, ponieważ dobór odpowiednich komponentów bio-
sensora stanowi podstawę powstania sygnału. 
 
4. Zastosowanie  biosensorów  w medycynie 

ze szczególnym uwzględnienie sensorów 
fluorescencyjnych 

 
Wraz z rozwojem zainteresowań tematyką biosensorową wzra-

sta również liczba zastosowań biosensorów. 
Obecnie biosensory powszechnie stosuje się w ochronie środo-

wiska [1, 4, 21] gdzie technologie biosensorowi stanowią według 
dyrektyw Unii Europejskiej podstawowe, szybkie i ekonomiczne 
narzędzie biomonitoringu środowiskowego [4], a także coraz 
powszechnie stosowane są w medycynie w celu detekcji neuro-
transmiterów takich jak (acetylocholina czy dopomina, biomole-
kuł (np. cholesterol, glukoza) czy biomarkerów rakotwórczych 
(białko reaktywne C (CRP)) [17]. Fluorescencyjne biosensory 
mają szerokie zastosowanie podczas prac związanych z rozwojem 
nowych leków [18, 25] czy diagnostyce medycznej [19, 20, 26]. 
 
5. Podsumowanie 
 

Na podstawie przeprowadzonego studium literaturowego, śle-
dząc najnowsze trędy w badaniach nad biosensoryką można wnio-
skować, że biosensory mają szerokie zastosowanie w wielu gałę-
ziach przemysłu, a prace naukowców, inżynierów, konstruktorów 
nad ciągłym ich udoskonaleniem cały czas się rozwijają. Z roku 
na rok rośnie liczba publikacji naukowych poświęconych temato-
wi biosensorów i tak w 1993 roku według Web of Science było 
298, a w roku 2012 liczba ich wzrosła do  2423, świadczy to  
o dynamicznym rozwoju zainteresowań tym tematem. 

Jednocześnie warto podkreślić, że tematyka jest niezwykle cie-
kawa i zgłębiając w szczegółach obszar zainteresowań  wybranym 
typem biosensorów (np. biosensorami proteinowymi) można 
powiedzieć, że stanowi ona cały czas szerokie pole badawcze,  
a ciągłe próby naukowców nad rozwiązaniem problemów kon-
strukcyjnych w przyszłości przyniosą zapewne wymierne efekty  
w postaci prototypu idealnego biosensorora (proteinowego), który 
byłby czuły, selektywny, stabilny i zdolny do wielokrotnego 
wykorzystania. 
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