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Разработан прибор для измерения силы аффинных взаимодействий, в том числе в биологических
системах, и описано его устройство, куда входит сменный картридж с кварцевым резонатором для
анализа различных биосистем по сигналу отрыва молекул от поверхности резонатора. Прибор пред-
ставляет собой сенсорное устройство, с помощью которого можно анализировать различные био-
логические объекты, в том числе вирусы, бактерии, а также проводить идентификацию ДНК. Раз-
работано программное обеспечение, позволяющее автоматизировать обработку полученных ре-
зультатов и идентификацию объектов. Прибор может применяться для экспресс-анализа в
медицинских учреждениях и научных лабораториях.
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ВВЕДЕНИЕ

Разработка и создание биосенсоров на протя-
жении последних десятилетий является актуаль-
ным направлением исследований, объединяю-
щим такие далекие на первый взгляд области, как
электроника и биохимия. Большой интерес к
биосенсорам вызван их высокой чувствительно-
стью и малыми размерами. Кроме того, данный
тип устройств перспективен в качестве инстру-
мента для экспресс-диагностики на ранних ста-
диях развития заболеваний.

Биосенсоры – это аналитические устройства,
использующие биологические материалы для
“узнавания” определенных молекул и выдающие
информацию об их присутствии и количестве в ви-
де электрического сигнала. Любой биосенсор со-
стоит из двух принципиальных функциональных
элементов: биоселективной мембраны, использу-
ющей различные биологические структуры, и фи-
зического преобразователя сигнала, трансформи-
рующего его в электрический. Для считывания и
записи информации используют электронные си-
стемы усиления и регистрации сигнала.

На поверхности биоселективной мембраны
иммобилизируют специфичные биологические
молекулы-рецепторы (антитела, антигены), ко-
торые связываются с молекулами искомого веще-
ства. Специфичность партнеров по связыванию
характеризуется их аффинностью, т.е. прочно-
стью связывания активных центров молекулы ан-
титела с детерминантными группами антигена.
Аффинность партнеров по связыванию может
быть определена путем измерения силы разрыва
связи между ними.

Измерение сил разрыва связей в биологиче-
ских молекулах является нетривиальной задачей,
результаты которой могут быть полезны для ши-
рокого круга работ исследовательского и при-
кладного характера, в том числе и при создании
биосенсоров. При исследовании биологических
систем для минимизации вносимых искажений
предпочтительно избегать электромагнитного
воздействия, поэтому особую ценность приобре-
тают методы, основанные на механическом воз-
действии.

Существует ряд методов измерения сил разры-
ва химических связей в молекулярных комплек-
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сах, например методы, основанные на примене-
нии оптических пинцетов [1–3], магнитных пин-
цетов [4], кварцевых резонаторов [5]. Наиболее
широкое применение в исследованиях нуклеино-
вых кислот, и в частности олигонуклеотидов
(ДНК), получил метод атомно-силовой спектро-
скопии, в котором одна цепочка закрепляется на
зонде атомно-силового микроскопа, а комплемен-
тарная – на поверхности подложки [6–8]. В течение
одного цикла приближения и отведения зонда от
поверхности происходит образование и разрыв дуп-
лекса ДНК. При этом, в зависимости от способа
иммобилизации цепочек, внешняя сила может
быть приложена вдоль, поперек либо под углом к
сахар-фосфатному скелету, и разрыв водородных
связей будет происходить в одном из трех режимов:
сдвиговом, с последовательным разделением нук-
леотидов или в смешанном режиме [9]. В случае ре-
ализации сдвигового режима вклад в величину из-
меряемой силы разрыва будут вносить взаимо-
действия между соседними нуклеотидами внутри
каждой цепочки, в то время как при последова-
тельном разделении нуклеотидов вклад в измеря-
емую величину преимущественно будут давать
силы разрыва водородных связей в отдельных па-
рах оснований [10]. Стоит отметить, что величина
силы разрыва связи зависит от множества факто-
ров: солевых условий [10] и температуры среды
[4, 11, 12], в которой проводится измерение дли-
ны олигонуклеотида [7, 12], и скорости движения
зонда. Таким образом, для корректной оценки
экспериментальных данных необходимо учиты-
вать все эти факторы. В данной работе мы ис-

пользуем методику определения силы отрыва по
искажениям на вольт-частотной зависимости
кварцевого резонатора, появляющимся при от-
рыве помещенной на нем частицы, и представим
прибор для получения вольт-частотной зависи-
мости [13]. При отрыве частицы от поверхности
на резонансной кривой появляются искажения.
По местоположению и величине искажений на
резонансной кривой, зная силу связывания веще-
ства с поверхностью, можно определить массу
оторванного вещества. И наоборот, зная величи-
ну оторванной массы, можно определить силу
связывания вещества с поверхностью [14]. Резо-
нансная кривая кварцевого резонатора часто зна-
чительно отличается от идеальной, что может
быть связано с химической обработкой поверх-
ности резонатора, наличием объектов на поверх-
ности, а также качеством самого кварца. Поэтому
необходимо знать причины появления искаже-
ний и учитывать их при обработке полученных
результатов.

Сила разрыва связи может быть измерена пу-
тем сканирования явлений отрыва молекул от по-
верхности кварцевых микровесов.

Кварцевые микровесы являются разновидно-
стью пьезосенсоров и представляют собой тон-
кую пластинку, вырезанную из монокристалла
кварца. При наложении на нее переменного
электрического поля возникают механические
автоколебания пластинки с частотой порядка не-
скольких мегагерц, которые определяются свой-
ствами кристалла и состоянием его поверхности.
Так как изменение частоты резонатора пропор-
ционально массе покрытия, данный тип сенсоров
получил название “кварцевых микровесов”
(Quartz Crystal Microbalance – QCM). При увели-
чении массы поверхностного слоя частота коле-
баний кварца меняется в соответствии с уравне-
нием Сауэрбрея (Sauerbrey) [15]:

где ηq, ρq – плотность и жесткость материала
кварцевой пластинки, n – номер гармоники, f0 –
базовая частота колебаний, Δm – масса материа-
ла, осажденного на поверхность пластины.

В составе биосенсоров QCM применяют для
прямого измерения прироста массы поверхностно-
го слоя в результате аффинных взаимодействий –
образования комплекса антиген–антитело или свя-
зывания комплементарных нуклеотидных после-
довательностей ДНК-зонда и однонитевой ДНК
в анализируемом растворе.

В работе [14] предложено использовать QCM
для измерения силы разрыва физических и хими-
ческих связей. В данном подходе кварцевый резо-
натор работает в активном режиме, т.е. измеряет-
ся не изменение массы по изменению частоты, а
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Рис. 1. Схема для измерения амплитудно-частотной
зависимости. ГС – генератор напряжения, КР – квар-
цевый резонатор, ТрТ – трансформатор тока, ЛУ –
логарифмический усилитель (AD8307), Осц – осцил-
лограф Tektronix TDS2012 (используется как аналого-
цифровой преобразователь), ПК – персональный
компьютер.
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регистрируется акустический сигнал, возникаю-
щий при отрыве молекулы от поверхности квар-
цевого резонатора при постепенном увеличении
амплитуды его осцилляций. Присутствие объекта
на поверхности резонатора приводит к незначи-
тельному искажению формы колебаний мембра-
ны. При массе объекта, составляющей 10–12 от
массы пластины кварца, изменения частоты го-
раздо ниже, чем дает фон температурных неодно-
родностей материала кварца. Несмотря на то, что
наличие или отсутствие малого объекта на по-
верхности не может быть зафиксировано (по мас-
се), момент отрыва определяется, поскольку в ре-
зонаторной пластинке возникает переходный
процесс в виде акустического шума, что и приво-
дит к появлению искажений на вольт-частотной
зависимости. Сигнал указывает не только на при-
сутствие аналита, но и на его количество, а также
на сродство к рецептору. И важный вопрос – как
зафиксировать этот сигнал?

В работе [13] было показано, что сигнал отрыва
можно зафиксировать из анализа вольт-частот-
ной зависимости. Блок-схема измерительной
установки, собранной на основе готовых прибо-
ров, представлена на рис. 1. На кварцевый резо-
натор (КР) от генератора (ГС) подается перемен-
ное напряжение, и проводится сканирование в
области резонансной частоты. Увеличение на-
пряжения на поверхности резонатора вызывает
увеличение амплитуды сдвиговых осцилляций.
При каждом значении напряжения записывается
амплитудно-частотная характеристика с проходом
через резонансную частоту. Затем напряжение
увеличивают и сканирование повторяют. Ампли-
туда сдвиговых осцилляций зависит от величины
прикладываемого напряжения. При определенной
величине напряжения (пороговое напряжение)
инерционные силы сравниваются по величине с
силой разрыва связи, и связанные с поверхностью
молекулы отрываются. Таким образом, получают
семейство амплитудно-частотных характеристик,
снятых при разных значениях напряжения. Вели-

Рис. 2. Функциональная схема прибора. АЦП – аналого-цифровой преобразователь.
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чина силы разрыва связи может быть определена
из порогового напряжения. При отрыве молеку-
лы от поверхности резонатора на амплитудно-ча-
стотной характеристике в области резонансной
частоты наблюдаются искажения. Форма этих
искажений зависит от типа и количества связей, а
также от положения молекулы на поверхности
резонатора.

Вследствие того, что измерения проводятся в
окрестности резонансной частоты, даже малые
воздействия на колебательную систему вызывают
значительные искажения амплитудно-частотной
характеристики, чем и объясняется высокая чув-
ствительность данного метода (<1% от монослоя).
Эта методика позволяет изучать поведение мак-
ромолекул, поскольку по диапазону сил она ле-
жит в области водородных связей, которые игра-
ют большую роль в биологических системах. Дру-
гая важная ее черта – эта методика не вносит
искажений в измеряемый сигнал. В данной работе
описан прибор для измерения сил разрыва связи.

ПРАКТИЧЕСКАЯ РЕАЛИЗАЦИЯ ПРИБОРА
Функциональная схема прибора приведена на

рис. 2. Общее управление режимом работы прибо-
ра, а также взаимодействие с персональным ком-
пьютером обеспечивается микроконтроллером
STM32F103. Получение управляющих команд и
передача текущих измерений в ПК осуществляется
через USB-интерфейс. Для реализации аппарат-
ной части USB-интерфейса используется встро-
енный в микроконтроллер интерфейсный мо-
дуль. При получении управляющей команды
микроконтроллер определяет параметры требуе-
мого выходного измерительного сигнала и соот-
ветствующим образом настраивает генератор си-
нусоидального сигнала и усилитель мощности.
Генератор синусоидального сигнала выполнен на
интегральной схеме (и.с.) DDS (Direct Digital Syn-
thesizer – схема прямого цифрового синтеза)
AD9852. Частота выходного сигнала изменяется
прямым программированием внутренних реги-

стров и.с. генератора. Усилитель мощности со-
бран на двух и.с. – AD8336 и ADA4870: AD8336
обеспечивает регулирование амплитуды выход-
ного синусоидального сигнала, а ADA4870 – уси-
ление сигнала по мощности. С выхода усилителя
мощности сигнал подается на измерительную
ячейку.

В процессе проведения измерения фиксирует-
ся изменение тока, протекающего через измери-
тельную ячейку (картридж). Датчиком тока слу-
жит трансформатор тока на ферритовом кольце
(см. рис. 1). На выходе трансформатора формиру-
ется выходное переменное напряжение, пропор-
циональное протекающему через ячейку току.
Это напряжение, усиленное и выпрямленное ло-
гарифмическим усилителем, подается на анало-
го-цифровой преобразователь АЦП (рис. 2). В ка-
честве усилителя используется и.с. AD8307. На
выходе усилителя формируется постоянное на-
пряжение, пропорциональное логарифму ампли-
туды напряжения на входе. Для оцифровки вы-
ходного сигнала усилителя используется 16-раз-
рядный АЦП последовательного приближения
AD7680. Оцифрованные значения входного на-
пряжения передаются в микроконтроллер через
последовательную 4-проводную шину SPI. Такто-
вая частота шины SPI составляет 5 МГц. По этой
же шине осуществляется управление генератором
синусоидального сигнала, усилителем мощности
и термостатом.

Измерительная ячейка представляет собой
сменный картридж, изготовленнный из пластика
(см. рис. 3). Ячейка состоит из нижнего основа-
ния 2 с контактами 1 и верхней крышки 3, внутри
ячейки находится кварцевый резонатор 4. По пе-
риметру кварцевый резонатор уплотняется сили-
коновыми прокладками. Верхняя и нижняя части
ячейки соединяются и удерживаются с помощью
четырех магнитов.

Кварцевый резонатор был изготовлен из поли-
рованных кварцевых пластин диаметром 8.25 мм
(АТ-срез), срез сделан под углом 35о (кварц рабо-

Таблица 1. Структура пакета

Поле Размер, байт Описание Примечания

Start 1 Маркер начала пакета Больше нигде в потоке не встречается, что позволяет однозначно 
определить начало пакета

Cmd 1 Команда Всегда имеет нулевой старший бит, таким образом, доступно не 
более 128 различных команд

Len 2 Длина поля данных Количество полезных байт данных

Data N Данные Поле присутствует, только если длина Len не равна нулю

CRC 1 Контрольная сумма Рассчитывается, начиная с поля Start и заканчивая последним 
байтом поля данных
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тает в сдвиговой моде), что было сделано для по-
лучения колебаний с максимальной амплитудой.
На центральную часть пластин с обеих сторон на-
носились электроды – слой хрома толщиной 20–
30 нм для увеличения адгезии, затем слой золота
толщиной 100–120 нм в виде круга ∅4 мм. Резо-
нансная частота кварца составляла 14.3 МГц.
В зависимости от модифицирования поверхно-
сти кварцевого резонатора картридж может быть
использован для обнаружения вирусов, фагов,
различных видов бактерий или для измерения си-
лы разрыва связи. При подготовке поверхности
мы использовали стандартные методы, разрабо-
танные для объемных образцов, но применили их
к поверхности [13]. Схема модифицирования по-
верхности для изучения олигонуклеотидов вы-
глядит следующим образом. Сначала делали мо-
нослойное покрытие поверхности золота (элек-
трода) тиолом, для этого использовали тиол с
концевой функциональной СООН-группой. Ре-
акция протекает в растворе метанола в течение 12 ч.
Затем полученный образец промывается с ис-
пользованием ультразвуковой ванны, и прово-
дится активация поверхности с использованием
EDC/NHS-процедуры [16]. Для этого в буфере
MES растворяли EDC и NHS и наносили на по-
верхность в виде капли, затем выдерживали в те-
чение 20 мин, промывали деионизованной водой
и наносили 2 мкл раствора олигонуклеотида кон-
центрацией 10–9 М с концевой NH2-группой; вре-
мя реакции 2 ч. Молекула олигонуклеотида при-
шивается к поверхности по аминной группе.

При проведении измерений температура из-
мерительной ячейки стабилизируется при помо-
щи термостата. Значение температуры ячейки за-
дается с помощью ПК. Поддержание температу-
ры на установленном уровне осуществляет
микроконтроллер. Для измерения текущей тем-
пературы используется и.с. ADT7310. В качестве
нагревательного элемента использован полевой
транзистор IRLI520NPBF.

После включения прибора проводится внут-
ренняя инициализация, и устройство переходит в
режим ожидания команд. Ниже представлен пе-
речень основных команд:

CMD_STOP – остановить процесс;
CMD_START – запустить процесс;
CMD_GETSTATUS – получить статус устрой-

ства;
CMD_GETPARAM – получить параметр;
CMD_SETPARAM – установить параметр;
CMD_GETT – температура;
CMD_GETADC – данные АЦП.
Для начала работы передаются необходимые

параметры и подается команда “Запустить про-
цесс”. Устройство устанавливает параметры и пе-
редает полученные значения АЦП в управляю-
щий компьютер. Процесс установки и передачи
повторяется необходимое количество раз. Про-
цесс работы можно в любой момент остановить
командой “Остановить процесс”.

Передача команд и данных осуществляется в
виде последовательности байтов. Протокол пере-
дачи основан на модифицированном варианте

Рис. 4. Интерфейс управляющей программы.
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ДУЛЬЦЕВ и др.

пакетов протокола WAKE. Структура пакета пе-
редачи представлена в таблице 1.

Чтобы маркер начала пакета однозначно опре-
делялся в потоке данных, используется символ
подмены:

Если в потоке данных встречаются байты, зна-
чения которых совпадают с кодом начала пакета
или символа подмены, производится подмена
этих байт управляющими ESC-последовательно-
стями.

В управляющем компьютере устройство опо-
знается как виртуальный COM-порт. После за-
пуска программы требуется выбрать порт под-
ключения (см. рис. 4). Программа регулярно про-

Байт данных Передаваемая последовательность
C0 DB, DC
DB DB, DD

веряет статус устройства. Статус индицируется на
соответствующей кнопке. В полях необходимо
ввести параметры работы. При нажатии клавиши
Enter параметр передается в устройство. После
нажатия кнопки Start на графике начинают появ-
ляться результаты измерения. Время измерения
зависит от выбранных параметров количества и
времени.

Данный прибор был протестирован с использо-
ванием картриджей различных типов. В качестве
примера на рис. 5 показано, как взаимодействует
бактерия Staphylococcus aureus (концентрация 109

бактерий в 1 мл в PBS-буфере). На рис. 5a, 5б пока-
заны вольт-частотные зависимости для картри-
джей разных типов, поверхности которых имеют
разную модификацию: один тип дает специфиче-
ское связывание поверхности с бактериями (рис. 5б),
а второй – неспецифическое (рис. 5a). Более по-

Рис. 5. Амплитудно-частотные зависимости для Staphylococcus aureus (109 бактерий в 1 мл, в буфере PBS) в случае не-
специфического (а) и специфического (б) связывания. После инкубации в течение часа картриджи промывали де-
ионизованной водой, а затем проводили измерения в жидкости, в буфере PBS. Сигнал после обработки – зависимость
сигнала отрыва от напряжения сканирования: в – неспецифическое связывание, г – специфическое связывание.
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дробно про модифицирование кварцевых резона-
торов для определения бактерий разных типов
можно посмотреть в работе [17]. Нами разработа-
на процедура математической обработки полу-
ченных вольт-частотных зависимостей, которая
зависит от типа бактерий и их количества; мето-
дика подробно описана в работе [18]. Эту проце-
дуру удалось полностью оптимизировать с помо-
щью компьютера. Результаты работы программы
показаны на рис. 5в, 5г, где приведена зависи-
мость сигнала отрыва от напряжения сканирова-
ния.. По величине сигнала можно судить о коли-
честве объектов на поверхности, а по значению
напряжения, при котором происходит отрыв, – о
силе связывания. Таким образом, можно опреде-
лить, специфически связана данная бактерия с
поверхностью или нет, и по этим данным можно
определить тип бактерий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработан и изготовлен прибор, позволяю-
щий измерять силу разрыва связей биообъектов.
Данный тип устройств перспективен в качестве
инструмента для экспресс-диагностики на ран-
них стадиях развития заболеваний. В устройстве
используется принцип измерения силы аффин-
ных взаимодействий по сигналу отрыва молекул
от поверхности кварцевого резонатора, и поэтому
прибор может найти широкое применение при
создании различных биологических сенсоров на
основе аффинных взаимодействий.
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