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Описывается конструкция датчика на основе акустического резонатора с поперечным электриче-
ским полем, изготовленного из пьезокерамики ЦТС-19 для экспресс-анализа микробных клеток.
Показана возможность обнаружения и идентификации микробных клеток путем регистрации их
специфического взаимодействия с фаговыми мини-антителами непосредственно в суспензии. Вре-
мя анализа не превышает 5 мин.
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ВВЕДЕНИЕ
Определение микробных клеток в объектах

окружающей среды, в том числе в водной среде, с
помощью биосенсорных систем является одним из
актуальных направлений в настоящее время. Ос-
новными требованиями к биосенсорам являются
быстродействие, высокая чувствительность и точ-
ность полученного результата [1]. Этим требовани-
ям вполне удовлетворяют акустические датчики,
обладающие высокой чувствительностью и позво-
ляющие проводить анализ биологических взаимо-
действий за короткое время [2–4]. Среди большого
количества акустических биологических датчиков
можно выделить датчики на основе пьезоэлектри-
ческих резонаторов с поперечным электрическим
полем [5–10]. Такие резонаторы представляют осо-
бый интерес для исследования свойств различных
жидкостей, поскольку в них отсутствует контакт
исследуемого материала с металлическими элек-
тродами. Наличие свободной от электродов по-

верхности позволяет датчику реагировать не
только на механические свойства исследуемого
образца (вязкость), но и на его электрические
свойства (проводимость).

Ранее коллективом авторов были разработаны
акустические биологические и жидкостные дат-
чики на основе резонатора с поперечным элек-
трическим полем с продольной акустической
волной, изготовленного из пластины ниобата ли-
тия [8–11]. Была показана перспективность таких
датчиков для обнаружения и идентификации мик-
робных клеток при их взаимодействии со специ-
фичными антителами непосредственно в суспен-
зии [10]. Однако резонатор из пластины ниобата
лития имел низкую добротность при контакте с
жидкостью, поскольку возбуждение продольной
волны в таком резонаторе приводило к радиацион-
ным потерям в жидкости. Таким образом, пробле-
ма повышения чувствительности таких датчиков
при контакте с жидкостью остается актуальной.

УДК 534.231.3



772

ИЗВЕСТИЯ РАН. СЕРИЯ ФИЗИЧЕСКАЯ  том 85  № 6  2021

БОРОДИНА и др.

Для повышения чувствительности акустиче-
ского биологического датчика при обнаружении
и идентификации бактерий существует, по край-
ней мере, два подхода. Первый подход заключается
в разработке акустической системы, обладающей
высокой чувствительностью к изменению характе-
ристик клеточной суспензии вследствие специфи-
ческого биологического взаимодействия. Второй
подход состоит в выборе наиболее чувствитель-
ного биологического реагента.

В данной работе в качестве чувствительной
акустической сенсорной системы был использо-
ван датчик на основе акустического резонатора с
поперечным электрическим полем, изготовлен-
ный из пластины керамики ЦТС-19. Такой выбор
обусловлен тем, что в датчике преобладала сдви-
говая составляющая механического смещения,
которая не приводила к радиационным потерям
при контакте с жидкостью. Кроме того, пьезоке-
рамика обладает более высоким коэффициентом
электромеханической связи по сравнению с нио-
батом лития [12]. Для реализации второго подхо-
да в качестве чувствительного реагента использо-
вали фаговые мини-антитела, полученные с по-
мощью технологии фагового дисплея. Известно,
что фаговые мини-антитела обладают хорошей
специфичностью к микробным клеткам [13]. По-
мимо этого, использование технологии фагового
дисплея для получения мини-антител, имеет ряд
преимуществ. Во-первых, технология основана
на простых процедурах манипулирования с ДНК
и бактериями, что значительно сокращает время
получения и стоимость стабильных клонов
[14, 15]. Во-вторых, данный метод не требует ис-
пользования животных, длительных процедур
иммунизации и дорогих сред.

Цель работы – экспериментальное исследова-
ние датчика на основе резонатора с поперечным
электрическим полем, изготовленного из пласти-

ны керамики ЦТС-19, для обнаружения и иден-
тификации микробных клеток при их взаимодей-
ствии с фаговыми мини-антителами.

ОПИСАНИЕ ДАТЧИКА
И МЕТОДИКИ ЭКСПЕРИМЕНТА

Датчик представлял собой резонатор с попе-
речным электрическим полем на основе керами-
ческой пластины ЦТС-19 толщиной 3.54 мм и по-
перечными размерами 20 × 18 мм2 (рис. 1а). Одна
сторона пластины была покрыта алюминиевой
пленкой с зазором в центре шириной 4 мм, т.е.,
обе половины покрытия использовались как
электроды. Этот резонатор служил основанием
жидкостного контейнера объемом 4 мл.

Для проведения исследований резонатор под-
ключался к анализатору импедансов E4990A (Key-
sight Technologies), с помощью которого измеря-
лись действительная и мнимая части электриче-
ского импеданса резонатора в диапазоне частот
50–300 кГц.

Сначала были изучены характеристики резона-
тора с пустым контейнером и с дистиллированной
водой. Затем в контейнер помещали дистиллиро-
ванную воду с микробными клетками и измеряли
частотную зависимость электрического импеданса
датчика. На последнем этапе в контейнер с клеточ-
ной суспензией добавляли специфичные или не-
специфичные мини-антитела и наблюдали за изме-
нениями параметров датчика. Измерения проводи-
ли для различной концентрации клеток, а также
при различном количестве мини-антител, добавля-
емых в клеточную суспензию.

Принцип работы датчика заключался в изме-
нении реальной и мнимой частей электрического
импеданса при изменении проводимости суспен-
зии клеток вследствие биологического взаимо-

Рис. 1. Схема датчика (а), частотные зависимости реальной (б) и мнимой (в) частей электрического импеданса датчика
с пустым контейнером.
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действия микробных клеток со специфичными
фаговыми мини-антителами.

В работе использовали культуры бактерий Azo-
spirillum brasilense Sp245 (IBPPM 219) и Escherichia
coli XL-1 (IBPPM 632), полученные из Коллекции
ризосферных микроорганизмов ИБФРМ РАН
(http://collection.ibppm.ru).

Микробные клетки обоих штаммов выращи-
вали на жидкой питательной среде LB (Luria–
Bertani’s), как описано в [16]. Перед проведени-
ем анализа клетки отмывали в дистиллирован-
ной воде трехкратным центрифугированием
при 2800 g в течение 5 мин, затем ресуспендиро-
вали в небольшом объеме воды (электропро-
водность 1.8 мкСм/см). Оптическую плотность
подготовленной бактериальной суспензии дово-
дили до значений D660 0.4–0.42, что соответство-
вало концентрации 4.5 × 108 кл/мл.

Аффинную селекцию мини-антител из фаго-
вой библиотеки проводили по разработанной ра-
нее методике [16]. Раунды аффинной селекции
(биопаннинга), усиливающие селектированную
библиотеку, повторялись 4 раза. Специфичность
полученных препаратов определяли методом дот-
анализа и методом иммуно-ферментного анализа.

Концентрацию фаговых частиц определяли
методом спектрофотометрии в Центре коллек-
тивного пользования научным оборудованием в
области физико-химической биологии и нано-
биотехнологии “Симбиоз” (ИБФРМ РАН), ис-
пользуя соотношение: A269–А320, что составляло
~1.2 × 1013 вирионов/мл.

ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ
При измерении параметров датчика с пустым

контейнером наблюдалось три резонансных пика
на частотных зависимостях действительной (R)
(рис. 1б) и мнимой (X) (рис. 1в) частей электриче-
ского импеданса резонатора. После добавления в
контейнер дистиллированной воды было обнару-
жено, что добротность каждого резонанса при
контакте с жидкостью значительно выше доброт-
ности резонатора с продольной акустической
волной на основе пластины ниобата лития [8–11].

Затем в контейнер добавляли дистиллирован-
ную воду с микробными клетками штамма Sp245 с
различной концентрацией (103, 104, 106, 108 кл/мл).
Было показано, что добавление к воде микробных
клеток с концентрацией 103–106 практически не
влияло на частотные зависимости электрического
импеданса. Добавление клеток с концентрацией
108 кл/мл приводило к уменьшению сигнала дат-
чика. Это объясняется увеличением проводимо-
сти клеточной суспензии по сравнению с дистил-

лированной водой при добавлении клеток с боль-
шой концентрацией [17].

На следующем этапе к клеточной суспензии
добавляли специфичные фаговые мини-антите-
ла. Измерения проводились для разного количе-
ства мини-антител при заданном значении кон-
центрации клеток. В суспензию клеток вносили
1, 2, 4 и 6 мкл мини-антител на 1 мл клеточной
суспензии. Было показано, что добавление к клет-
кам штамма Sp245 специфичных мини-антител
приводит к существенному уменьшению реальной
и мнимой частей электрического импеданса. Ра-
нее было показано, что в качестве информативно-
го параметра для измерения проводимости и вяз-
кости жидкости более предпочтительным является
использование действительной части электриче-
ского импеданса резонатора на резонансной ча-
стоте [9]. Поэтому в данной работе мы также ис-
пользовали этот параметр в качестве аналитиче-
ского сигнала.

Следует отметить, что поведение всех резо-
нансных пиков было одинаковым, поэтому далее
приводятся данные на примере одного резонанс-
ного пика вблизи частоты 97 кГц.

На рис. 2а в качестве примера приведены частот-
ные зависимости реальной части электрического
импеданса датчика для суспензии клеток A. brasi-
lense Sp245 до (кривая 1) и после (кривая 2) добав-
ления специфичных мини-антител. Данные при-
ведены для концентрации клеток 106 кл/мл при
добавлении в клеточную суспензию мини-анти-
тел в количестве 6 мкл/мл.

Видно, что величина реальной части электри-
ческого импеданса резонатора уменьшилась бо-
лее чем в два раза (на 80 кОм) после добавления
специфичных мини-антител. Наблюдаемое изме-
нение параметров датчика произошло благодаря
увеличению проводимости суспензии клеток
вследствие специфического биологического вза-
имодействия микробных клеток со специфичны-
ми к ним реагентами [8, 10].

Одним из основных моментов при развитии
методов обнаружения и идентификации микроб-
ных клеток является исключение неспецифично-
го взаимодействия мини-антител, специфичных
к штамму Sp245, с клетками других штаммов. Для
контрольных экспериментов использовали бак-
терии E. coli XL-1. Выбор данной культуры обу-
словлен близкими размерами с клетками штам-
ма Sp245 и иным таксономическим положением
штамма. Условия проведения эксперимента с
неспецифическим взаимодействием микробных
клеток с мини-антителами были аналогичны
вышеописанным, только в измерительную ячей-
ку вносили бактерии штамма XL-1. Показано, что
при внесении в суспензию клеток E. coli XL-1 ми-
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ни-антител, специфичных в отношении штамма
Sp245, изменений электрического импеданса дат-
чика не наблюдалось.

На рис. 2б приведены частотные зависимости
реальной части электрического импеданса датчи-
ка для суспензии клеток E. coli XL-1 до (кривая 1)
и после (кривая 2) добавления неспецифичных к
данному типу клеток мини-антител. Видно, что в
этом случае параметры датчика практически не
изменились.

На основании измеренных частотных зависи-
мостей реальной части электрического импеданса
датчика, были построены зависимости изменения
максимального значения действительной части
электрического импеданса (∆Rmax) от концентра-
ции мини-антител, добавляемых к клеточной сус-
пензии. На рис. 3а в качестве примера приведены
зависимости ∆Rmax от количества мини-антител,
добавляемых в суспензию клеток с концентраци-
ей 106 кл/мл. Видно, что с увеличением концен-

Рис. 3. (а) Зависимость ∆Rmax резонатора из керамики ЦТС-19 от концентрации мини-антител (m), добавленных к
суспензии клеток A. brasilense Sp245 для резонансного пика вблизи частоты 97.8 кГц. Концентрация клеток составляет
106 кл/мл. (б) Зависимость ∆Rmax резонатора из керамики ЦТС-19 от концентрации клеток A. brasilense Sp245 (n) для
резонансного пика вблизи частоты 97.8 кГц при добавлении специфичных мини-антител в количестве 6 мкл/мл.
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трации мини-антител значение ∆Rmax увеличива-
ется. Добавление мини-антител в количестве
1 мкл на 1 мл клеточной суспензии приводит к из-
менению ∆Rmax на 53 кОм. Наибольшее значение
∆Rmax оказалось равным 80 кОм при добавлении
мини-антител с концентрацией 6 мкл/мл.

Были также построены зависимости ∆Rmax от
концентрации клеток для фиксированного значе-
ния количества специфичных мини-антител, до-
бавляемых к суспензии клеток. На рис. 3б в каче-
стве примера представлена зависимость ∆Rmax от
концентрации клеток A. brasilense Sp245 при добав-
лении в контейнер с суспензией клеток специфич-
ных мини-антител в количестве 6 мкл/мл. Видно,
что наибольшее изменение Rmax достигается при
добавлении специфичных мини-антител к суспен-
зии клеток с концентрацией 103–106 кл/мл и со-
ставляет порядка 70–80 кОм. Для концентрации
клеток 108 кл/мл, ∆Rmax становится существенно
меньше (порядка 30 кОм). Это связано с тем, что
добавление к дистиллированной воде клеток с кон-
центрацией 108 кл/мл приводит к некоторому уве-
личению проводимости суспензии клеток еще до
добавления специфичных реагентов [17]. Последу-
ющее добавление специфичных мини-антител при-
водит к менее значительному изменению проводи-
мости при специфическом биологическом взаимо-
действии и, как следствие, к менее значительному
изменению параметров датчика.

Таким образом, показано, что значительные
изменения реальной части электрического импе-
данса датчика при специфичных взаимодействи-
ях микробных клеток A. brasilense Sp245 c фаговы-
ми мини-антителами наблюдались даже при не-
большой концентрации клеток (103 кл/мл) и
малом количестве мини-антител (1 мкл/мл). При
этом время анализа не превышало 5 минут.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенные исследования показали, что вза-
имодействие микробных клеток Azospirillum brasi-
lense Sp245 со специфичными фаговыми мини-
антителами приводит к существенному измене-
нию электрического импеданса датчика на основе
резонатора с поперечным электрическим полем из
керамики ЦТС-19. Датчик обладает высокой чув-
ствительностью и быстродействием. Время анали-
за не превышает 5 мин. Контрольные эксперимен-
ты по исследованию взаимодействий микробных
клеток E. coli XL-1 с неспецифичными реагентами
показали отсутствие изменений электрического
импеданса датчика. Полученные результаты пока-
зали перспективность применения датчика на ос-
нове резонатора с поперечным электрическим по-

лем, из пластины керамики ЦТС-19, не только для
обнаружения, но и для идентификации бактерий.

Работа выполнена при частичном финансиро-
вании Министерством науки и высшего образо-
вания РФ в рамках государственного задания, и
при частичном финансировании РФФИ (проек-
ты № 19-07-00304а и 20-07-00602а). 
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Determination of a microbial cells in their interaction with phage mini-antibodies
by the sensor based on a PZT resonator with a lateral electric field
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O. S. Larionovac, O. I. Guliyc, d
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A sensor based on a PZT resonator with a lateral electric field for express analysis of microbial cells is present-
ed. The possibility of detecting and identifying microbial cells by recording their specific interaction with
phage mini-antibodies directly in suspension has been shown. The analysis time did not exceed 5 minutes.
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