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Введение 

 Пьезокварцевый биосенсор представляет собой 
аналитическое устройство, чувствительным элементом 
которого является пьезокварцевый резонатор с 
электродами, покрытыми рецепторными молекулами. 
Аналитическим сигналом пьезокварцевых сенсоров 
наиболее часто служит уменьшение частоты колебаний 
резонатора при увеличении массы рецепторного слоя в 
результате взаимодействия его с определяемым сое-
динением. Это так называемые гравиметрические 
сенсоры. 
 Пьезокварцевые биосенсоры позволяют осущест-
влять прямую регистрацию биохимических взаимо-
действий без дополнительного введения меток (флуо-
ресцентных, ферментных, радиоактивных, люминесцен-
тных и др.), что выгодно отличает их от аналогичных 
устройств. Они характеризуются малой инерцион-
ностью, легкостью в эксплуатации, портативностью, 
возможностью включения в мультисенсорные системы, 
а также в автоматические системы сбора и обработки 
информации. Уникальной особенностью пьезоквар-
цевых биосенсоров является сочетание высокой 
чувствительности, обеспечиваемой использованием в 
качестве физического преобразователя пьезокварцевого 
резонатора, и селективности, определяемой природой 
применяемых рецепторных молекул. 
 Для повышения селективности и расширения круга 
анализируемых веществ (например, в области меди-
цины, ветеринарии, фармакологии, молекулярной био-

логии, биотехнологии и др.) покрытия электродов 
пьезокварцевых биосенсоров формируют из природных 
биораспознающих соединений, отличающихся уникаль-
но высокой избирательностью взаимодействия. Такими 
соединениями являются специфические функциональ-
ные белки — антитела и ферменты, нуклеиновые 
кислоты ДНК и РНК, антигены и гаптены 
(низкомолекулярные вещества, специфически свя-
зывающиеся с антителами, но не вызывающие их 
образование в организме высших животных) различной 
природы, в том числе гаптен-белковые конъюгаты. 
 Соответственно в зависимости от класса исполь-
зуемых рецепторных макромолекул сенсоры получили 
название иммуно-, энзимо-, ДНК- и аптасенсоров. На-
ряду с природными биоселектирующими молекулами, 
применяют их синтетических аналоги — полимеры с 
молекулярными отпечатками, которые часто называют 
имитаторами антител. 
 К настоящему времени наиболее широкое рас-
пространение среди гравиметрических биосенсоров 
получили иммуносенсоры, высокая избирательность и 
чувствительность которых обусловлена использованием 
в качестве ключевых реагентов антител — защитных 
белков, которые образуются в организме высших 
животных в ответ на введение чужеродных агентов — 
антигенов. Как в живом организме, так и вне его 
антитела способны образовывать иммунные комплексы 
антиген-антитело преимущественно с комплементар-
ным антигеном, несмотря на присутствие большого 
числа других компонентов анализируемой пробы. 
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Рассмотрению теоретических аспектов функцио-
нирования пьезокварцевых биодатчиков и особенностей 
их практического использования при определении 
разнохарактерных аналитов посвящен ряд обзорных 
публикаций [1—6]. 
 Чувствительность пьезокварцевых детекторов сопо-
ставима, а в некоторых случаях превышает анало-
гичные характеристики оптических, спектрофотомет-
рических, электрохимических, флуоресцентных, имму-
ноферментных и других методов регистрации имму-
нохимических взаимодействий, несколько уступая лишь 
рефлектометрии [3, 4]. В отличие от классических 
серологических методов, основанных на иммунохи-
мических взаимодействиях (реакция агглютинации, 
реакция непрямой, или пассивной гемагглютинации, 
иммуноферментный анализ и др.), в которых пред-
усматривается одноразовое применение реагентов, 
иммуносенсоры могут использоваться многократно пос-
ле регенерации биослоя на электроде. Таким образом, 
целесообразно их более широкое внедрение для 
проведения рутинных анализов, так как при этом 
существенно снижается стоимость единичного оп-
ределения. Присутствие органических растворителей, 
уменьшающих, как правило, чувствительность методов 
с использованием меток, не представляет опасности для 
непосредственного взаимодействия антител и анти-
генов, регистрируемого пьезокварцевым детектором [5]. 
Поэтому в методиках анализа с использованием 
пьезокварцевых иммуносенсоров для снижения предела 
обнаружения определяемых соединений возможно 
проведение предварительного экстракционного кон-
центрирования. 
 В предлагаемом обзоре показаны возможности и 
особенности практического применения гравиметри-
ческих биосенсоров для определения высоко- и низ-
комолекулярных биологически активных веществ и 
микроорганизмов в анализе объектов окружающей 
среды, пищевых продуктах и в клинической диаг-
ностике.  

Типы пьезокварцевых биосенсоров 

Гравиметрические пьезокварцевые сенсоры 

 Гравиметрические пьезокварцевые сенсоры обычно 
выполняются в виде тонкого диска из кристалла кварца 
(диаметр 5—16 мм), на обеих сторонах которого путем 
термического напыления сформированы электроды из 
различных металлов — золота, серебра, алюминия, 
никеля, хрома (рис. 1). Пьезоэлектрически активна 
только область между электродами, по мере удаления 
от центра диска колебания резко убывают и чув-
ствительность резонатора существенно снижается. 
 Практическое распространение получили высоко-
частотные (5—15 МГц) пьезокварцевые резонаторы, 
изготовленные из АТ-среза кристалла кварца (наиболее 
термостабильные в интервале от 10 до 50 °С), обычно 
применяемые в качестве пьезоэлектрических детек-
торов для контроля толщины пленок, а также в качестве 
высокочувствительных микро- и нановесов. На основе 

таких резонаторов разработаны гравиметрические 
биосенсоры, реализующие высокоспецифичные взаи-
модействия: антитела—антигены; ферменты—суб-
страты (или эффекторы—ингибиторы и активаторы); 
рецепторы—лиганды (гормоны, цитокинины); авидин—
биотин; протеин А—антитела; ДНК—ДНК или РНК; 
транспортные белки—различные молекулы и ионы) [1, 
7—9]. Эти биосенсоры могут найти применение для 
проведения медико-биологических обследований, а так-
же для санитарно-гигиенического контроля и серти-
фикации качества пищевых продуктов, фармацев-
тических препаратов, для анализа объектов окру-
жающей среды на содержание токсикантов, пестицидов 
и бактериальных загрязнителей. 

Энзимосенсоры 

 В таких устройствах в качестве биораспознающих 
компонентов используются ферменты различной 
специфичности: протеазы, дегидрогеназы, оксидоредук-
тазы, эстеразы и др. С их помощью можно определять 
субстраты и эффекторы ферментов. Известно, что во 
многих ферментативных реакциях масса исходного 
субстрата уменьшается за счет выделения газов или 
увеличивается в результате выпадения осадка. Кроме 
того, действие некоторых ингибиторов приводит к их 
связыванию с активным центром фермента, что также 
вызывает увеличение массы биокомпонента. 
 В 80—90 гг. прошлого века появились работы 
Гульбо с соавт. [10—15] по использованию в качестве 
покрытия пьезокварцевого сенсора пленок на основе 
формальдегиддегидрогеназы и ацетилхолинэстеразы. 
Эти биосенсоры предназначаются, в частности, для 
контроля за содержанием паров фосфорорганических 
соединений в воздухе. Было высказано предположение, 
что присутствующие в пленке молекулы воды под-
держивают конформацию активного центра молекул 
ферментов, что обеспечивает специфические взаи-
модействия с определяемыми веществами в газовой 
фазе [16]. Однако эта гипотеза рядом исследователей не 
была поддержана. 
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Рис. 1. Пьезокварцевый резонатор из АТ-среза кристалла 
кварца: 

1 — шлифованная пластина из α-кварца, срезанная под углом 
35°15′; 2 — металлический электрод; 3 — выводящие кон-
такты 
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ДНК-сенсоры 

 В ДНК-сенсорах в качестве рецепторных молекул 
применяются ДНК (двухцепочечные или одноцепо-
чечные). Такие сенсоры предназначены для оп-
ределения специфических антител, выявляемых при 
аутоиммунных патологиях [17, 18], а также и для 
изучения процессов гибридизации [19] при выявлении 
генетически модифицированных организмов в пищевой 
продукции. 

Аптасенсоры 

 Применение для аффинного взаимодействия ап-
тамеров — молекул некоторых пептидов, коротких 
полимеров нуклеиновых кислот ДНК или РНК, а также 
их фрагментов (линейных олигонуклеотидов) — 
явилось началом разработки аптасенсоров. По спе-
цифичности взаимодействий аптамеры подобны анти-
телам, но отличаются большей устойчивостью и 
способностью к обратимой денатурации, осущест-
вляемой в течение нескольких минут. Аптамеры при-
меняются при изучении биохимических процессов, 
например специфического распознавания белок—
нуклеиновая кислота [20, 21]. Поэтому развитие этого 
направления может стать реальной альтернативой 
высокочувствительным и селективным иммуносенсо-
рам для проведения экологического мониторинга 
токсикантов, генетических исследований, клинической 
диагностики и терапии инфекционных и соматических 
заболеваний, в том числе онкологических. 

Иммуносенсоры 

 В работе иммуносенсоров обязательно принимают 
участие антитела, выступающие в качестве опреде-
ляемых соединений или распознающих молекул. В 
последнем случае их иммобилизуют на сенсоре или 
вводят в пробу при выполнении конкурентного формата 
анализа. Для создания рецепторных покрытий имму-
носенсора используют различные по природе био-
логически активные вещества: гаптен-белковые конъю-
гаты (с белковыми молекулами связаны низкомолеку-
лярные вещества — салициловая кислота, сульфанил-
амиды, атразин, кокаин и др.,), белки (антитела и 
рекомбинантные фрагменты антител); синтетические 
пептиды (например, HIV-пептид), липополисахариды, 
вирусы, клетки и т.д. 
 Ранние попытки применения пьезокварцевых 
сенсорных систем для измерений в жидких средах были 
неудачными, так как кристалл кварца при погружении в 
анализируемый раствор прекращал осциллировать. 
Поэтому при выполнении анализа сенсор выдерживали 
в жидкой фазе (анализируемом растворе), а приращение 
массы биослоя регистрировали в газовой фазе [16, 22—
24]. Позднее были предложены устройства, обес-
печивающие измерение непосредственно в жидкости, 
при этом сенсор контактирует лишь одной стороной с 
анализируемым раствором [2, 25—27]. Решение проб-
лемы оказалось настолько удачным, что предложенный 
подход получил широкое распространение, поскольку 
позволяет наблюдать за ходом биохимической реакции 

в режиме реального времени. В современных ана-
лизаторах жидкостей пьезокварцевые биосенсоры 
обычно используют в качестве детекторов в проточно-
инжекционном анализе. 

Способы формирования  
биораспознающего слоя сенсора 

 Эффективность работы пьезокварцевого иммуносен-
сора (чувствительность, селективность, воспроизво-
димость результатов определения, продолжительность 
эксплуатации) в первую очередь определяется ка-
чеством биорецепторного слоя [28], к которому 
предъявляются следующие требования: 
 — сохранение высокой активности иммобилизо-
ванных биомолекул; 
 — равномерность распределения активных центров 
связывания по всей площади электрода пьезокварцевого 
резонатора; 
 — физическая и химическая стойкость покрытия 
при контакте с жидкостью, включая устойчивость к 
регенерации; 
 — минимальная масса рецепторного слоя, обес-
печивающая возможность регистрации большей 
величины приращения массы сорбируемого аналита. 
 При выборе способа иммобилизации биомолекул 
необходимо учитывать природу металла, из которого 
сформирован электрод резонатора. Наиболее часто 
используются пьезокварцевые резонаторы с золотыми 
электродами. Однако в последнее время кристаллы 
кварца с серебряными электродами становятся весьма 
привлекательными из-за их относительно низкой 
стоимости [29, 30]. 
 Для закрепления биомолекул на поверхности пьезо-
кварцевого сенсора наиболее часто используются методы 
физической и химической сорбции или их сочетание [31, 32]. 

Физическая сорбция рецепторных молекул 
 Физическая сорбция — наиболее простой и быстрый 
способ закрепления биомолекул на поверхности элект-
рода, осуществляемый путем выдерживания электрода 
в водном растворе биореагента определенной кон-
центрации. Адгезия к металлической поверхности до-
стигается за счет электростатических взаимодействий и 
образования водородных [33] или координационных 
связей между атомами металла электрода и, например, 
атомами серы, входящими в состав белков [34]. Такой 
способ иммобилизации обеспечивает сохранение ак-
тивности белковых молекул [35—37], а также фор-
мирование слоя невысокой плотности [38]. При этом 
почти всегда остается то же число активных центров 
антител, хотя в некоторых случаях отмечают снижение 
функциональной активности из-за конформационных 
изменений молекул [39—41]. Количество сорбиро-
ванного белка, а значит и чувствительность сенсора, 
определяется природой металла и свойствами белка, 
зависящими от pH, ионной силы раствора и темпе-
ратуры, а также от продолжительности экспонирования 
сенсора в растворе биореагентов. В работе [42] по-
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казано, что рецепторное покрытие, полученное при 
инкубировании в течение четырех суток выдерживало 
до 20 измерительных циклов без снижения величины 
аналитического отклика. 
 Данный способ иммобилизации биореагента при-
меняется достаточно часто для получения рецепторных 
покрытий на основе различных антител: козьих антител 
к рицину [43], антител к Vibrio cholera [36], к вирусу 
герпеса [44, 45] и рекомбинантных фрагментов 
специфических антител к вирусу иммунодефицита 
человека (HIV) [46, 47] и т.п. Количество иммо-
билизованных антител и клеток достаточно точно оце-
нивается по разности частотных сдвигов модифици-
рованного и чистого пьезокварцевого кристалла. 
 Основными недостатками метода физической сор-
бции является низкая стойкость формируемого по-
крытия, что сказывается на воспроизводимости 
результатов определения и сроке службы сенсора. Так 
как этот метод не обеспечивает высокой концентрации 
поверхностных функциональных групп, которая дос-
тигается при ковалентной иммобилизации, чувст-
вительность биослоя невысока [36]. 
 Путем физической сорбции часто формируют 
промежуточный слой, достаточно прочно связываю-
щийся как с поверхностью электрода, так и молекулами 
иммунореагентов. Для получения белковой прослойки 
используются конканавалин А (лектин, выделяемый из 
растений) и белок А (полипептид из Staphylococcus 
aureus) [28, 29], образующий достаточно прочные 
комплексы с золотом в нейтральной среде [48]. 
Особенностью белка А является способность специфи-
чески взаимодействовать с молекулами иммуногло-
булинов (особенно класса IgG), не затрагивая активных 
центров антител и способствуя сохранению их ак-
тивности в иммобилизованном состоянии [37, 49]. 
Такой способ обеспечивает не только высокую 
чувствительность рецепторного слоя, но и его 
эластичность, что немаловажно для эффективной и 
стабильной работы пьезокварцевого иммуносенсора. 
Так, сенсоры для определения инсулина [50], некоторых 
вирусов и бактерий [51] с рецеп-
торным покрытием, полученным 
на основе белка А, показали 
высокую чувствительность и 
стабильность работы даже 
спустя несколько месяцев с 
начала их эксплуатации. 
 При иммобилизации природ-
ных биополимеров, содержащих 
как гидрофильные, так и гид-
рофобные участки, учитывают 
необходимость закрепления на 
поверхности электродов соответ-
ствующих фрагментов молеку-
лы. Использование веществ 
небелковой природы для полу-
чения рецепторного слоя рас-
ширяет круг иммунореагентов, 
которые могут применяться в 

качестве распознающих элементов иммуносенсоров. 
Предложен способ формирования рецепторного слоя 
иммуносенсора на основе дифильных молекул липопо-
лисахаридов, выделенных из бактерий Escherichia coli 
[52] и Yersinia enterocolitica [53, 54]. Для определения в 
биологических жидкостях антител, образующихся в 
ответ на попадание микроба в организм высших 
животных и человека, особенно важно обеспечивать 
пространственную доступность углеводной части мак-
ромолекул липополисахаридов, а точнее О-специфи-
ческих полисахаридов. Активация поверхности элект-
родов липидами способствует направленной ориен-
тации О-специфических полисахаридных цепей в 
сторону водного раствора, содержащего антитела 
(рис. 2а). Благодаря природной ковалентной связи 
между липидной и углеводной областями в молекуле 
липополисахарида исключается необходимость прове-
дения дополнительных стадий кросс-связывания 
биомолекул с подложкой. При этом полисахаридные 
антигенные детерминанты (участок полисахаридной 
цепи, обеспечивающий специфическое связывание) 
остаются пространственно доступными для взаимо-
действия с активными центрами антител. При закреп-
лении молекул липополисахарида на поверхности более 
гидрофильного модификатора (силоксан) возникает 
противоположная ориентация биомолекул (рис. 2б), что 
приводит к инактивации части углеводных детерминант 
и, следовательно, к снижению эффективности имму-
нохимического взаимодействия иммобилизованных 
молекул со специфическими антителами. 

Химическое закрепление рецепторных молекул 
 Методом химической сорбции получают насы-
щенные, плотные, трудно разрушаемые слои, устой-
чивые в жидких средах [55]. При ковалентной 
иммобилизации достигается более прочное закрепление 
биослоя на электроде сенсора, что снижает потери 
рецепторных молекул при длительном контакте с 
жидкостью, обеспечивает более высокую вос-
производимость аналитического сигнала и возможность 
многократного использования биослоя после его 

а б 

 
Рис. 2. Схема взаимодействия антител с липополисахаридами (ЛПС), иммоби-
лизованными на гидрофобной подложке (а) и на гидрофильной подложке (б) 
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регенерации. Химическая сорбция способствует защите 
функциональной активности белков на длительное 
время (до двух лет). Однако в отдельных случаях 
возможно снижение количества активных центров 
антител при использовании жестко действующих 
химических реагентов [56]. 
 Разновидностью метода химической сорбции 
является распространенный метод кросс-сшивки.  
Кросс-сшивку осуществляют с помощью различных 
гомо- и гетеробифункциональных реагентов (кросс-
линкеров), например, гидразид- и сукцинимидсодер-
жащих производных, но чаще всего применяется 
глутаровый альдегид, который легко вступает в 
реакцию с аминогруппами белков, образуя допол-
нительные метиленовые мостики в белковой молекуле. 
 Практически все методы химической иммоби-
лизации осуществляются в несколько стадий (рис. 3). 
Поверхность электрода сенсора активируют нанесением 
прочной тонкой пленки (подложки), содержащей 
активные функциональные группы, необходимые для 
последующей иммобилизации белковых молекул. 
 Более высокая прочность связывания биомолекул 
достигается на матрице из полиэтиленамина [57, 58] или 
полиэтиленимина [57]. Привлекательны полимерные 
матрицы, полученные путем электрополимеризации 
[59] или методом тлеющего разряда [25], исключающие 
использование токсичных растворителей, например 
метанола. К полученной таким образом пленке 
белковые молекулы прикрепляют ковалентно, однако 
пока этот способ используется редко. 
 Наибольший интерес исследователей вызывает 
формирование подложки из самоорганизованных моно-
слоев на основе кремнийорганических соединений, 
тиоловых производных, цистамина, цистимина для 
закрепления биомолекул. Получаемые таким образом 
наноструктурированные покрытия имеют ряд дос-
тоинств: минимальную массу, однородность, равно-
мерное распределение и пространственную доступность 
функциональных групп для закрепления рецепторных 
молекул, высокую механическую прочность и 
химическую стабильность [60, 61]. 
 Широко используемым приемом формирования под-
ложки из самоорганизованных монослоев является 
силанизация [5, 62—66] с помощью γ-аминопропил-
триэтоксисилана и γ-глицидоксипропилтриметоксиси-
лана с активными амино- и алкоксигруппами, соот-

ветственно. Прикрепление антител к силоксановым 
пленкам, осуществляемое через аминогруппы или 
карбонильные группы бифункциональных кросс-лин-
керов [67], обеспечивает формирование плотных по-
крытий (74—220 нг/см2), сохраняющих высокий уро-
вень специфического антигенного связывания (до 92%). 
 Другой распространенный подход к получению 
монослоя связан с использованием серосодержащих 
соединений (тиолы и дисульфиды), необратимо сор-
бирующихся на поверхности золота за счет коорди-
национных связей между атомами серы и золота. 
Наиболее изучены покрытия на основе алкантиолов. 
Поскольку монослои ориентируются и стабилизи-
руются за счет ван-дер-ваальсовых сил между мети-
леновыми группами, увеличение длины цепи алкан-
тиолов (свыше 10 метиленовых групп) приводит к более 
упорядоченным структурам монослоев [34]. 
 Предложены эффективные способы иммобилизации 
гаптен-белковых конъюгатов с использованием для 
активации поверхности электрода (Au) силоксана и 
липоевой кислоты [68]. m= =*2,",!%"=……%L C%"е!.-
…%“2, .ле*2!%д= C!%,“.%д,2 …еC%“!ед“2"е……%е *%"=-
ле…2…%е “" ƒ/"=…,е K,%м%ле*3л “ !е=*ц,%……/м, 
г!3CC=м, л,…*е!%". Биорецепторные слои сенсоров, 
полученные этими способами, характеризуются вы-
сокой механической прочностью, устойчивостью к 
действию регенерирующих растворов и высокой био-
логической активностью иммобилизованных конъю-
гатов. 
 Эффективным представляется комбинирование раз-
личных способов прикрепления молекул к поверхности 
электродов пьезокварцевых гравиметрических сенсоров. 
Так, например, методом физической сорбции могут быть 
иммобилизованы как антитела, так и белковые под-
ложки, к которым рецепторные молекулы иммуно-
глобулинов прикрепляют с использованием кросс-
линкеров или специфических взаимодействий (авидин—
биотин). Это открывает возможность целенаправленного 
выбора биораспознающих молекул, предназначенных 
для определения различных по природе аналитов [69].  
 Важным качеством иммуносенсоров является воз-
можность регенерации биослоя после каждого акта 
определения. Так как иммунный комплекс стаби-
лизируется электростатическими взаимодействиями, 
ван-дер-ваальсовыми силами, водородной связью, то 
повышение ионной силы регенерирующих растворов 

может вызвать конформационные изменения 
активного центра биомолекул. При этом 
аналит десорбируется с рецепторной повер-
хности, а у иммобилизованных биомолекул 
восстанавливается число центров связыва-
ния. Наиболее часто используют кислые или 
щелочные регенерирующие растворы: 
буферный раствор на основе 0,2 М глицина и 
соляной кислоты (рН = 2,5) [70]; 0,2 M 
раствор глицина [5]; 0,001 М НС1 [31]; 0,1 M 
НС1 [5]; 0,5 M Н2Сr2О7 [31]; 1 М HCOOH 
[62], 0,001—0,1 M NaOH [5]; растворы 
органических растворителей, в частности 

 

Рис. 3. Схема иммобилизации биомолекул на электроде путем хими-
ческой сорбции. 

Стадии иммобилизации: (1) — активация поверхности металла электрода 
(Au); (2) — модификация функциональных групп; (3) — иммобилизация 
белковой молекулы 
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30—50%-ный метанол [5], 6—8 М (NH2)2CO [71] и 
другие денатурирующие реагенты. Имеются данные о 
применении 0,15—3 М раствора KSCN [64, 65], эффек-
тивность регенерирующего действия которого зависит 
от природы иммунореагентов. Регенерация этим 
раствором обеспечивает возможность использования 
биорецепторного слоя до 20 раз без снижения его 
активности. 
 Для полного очищения металлической поверхности 
электрода сенсора применяют более концентри-
рованные растворы щелочей и кислот: 0,5—1,2 М NaOH 
(pH 11—13); 0,5—1,2 M НСl (pH 1—2), а также концен-
трированную соляную кислоту. После промывания и 
высушивания на пьезокварцевом резонаторе можно 
формировать новый биочувствительный слой. 

Практическое применение пьезокварцевых 
биосенсоров для анализа жидких сред 

 Пьезокварцевые иммуносенсоры зарекомендовали се-
бя как удобные инструменты для проведения био-
химических и клинических обследований, сертификации 
пищевых продуктов и фармацевтических препаратов, 
мониторинга объектов окружающей среды. Они также 
используются для изучения кинетики биохимических 
взаимодействий и характеристики перекрестного 
связывания иммунореагентов [64, 72–74]. 
 Перечень компонентов, определяемых с использова-
нием пьезокварцевых сенсоров, разнообразен — это 
высоко- и низкомолекулярные соединения, сомати-
ческие и бактериальные клетки, вирусы и фаги. В 
зависимости от массы аналитов применяют различные 
методики выполнения иммуноанализа [17, 75]. Опреде-
ление крупных частиц (бактерии, вирусы, биологически 
активные макромолекулы — антитела, белковые 
антигены, нуклеиновые кислоты) обычно проводят 
путем прямого детектирования, осуществляемого в 
одну стадию. При пропускании через сенсор 
анализируемой пробы определяемые компоненты 
специфически связываются с иммобилизованными на 
поверхности электрода рецепторными молекулами, 
образуя иммунокомплекс, а остальные вещества 
уносятся с потоком раствора-носителя. Возрастание 
массы электрода за счет образованного иммунного 
комплекса приводит к уменьшению резонансной 
частоты сенсора пропорционально концентрации 
аналита в пробе (рис. 4). Такой анализ выполняется как 
в статическом, так и проточном режиме. Электроды 
сенсора модифицируют антигенами (молекулы ДНК, 
бактериальные антигены, гаптен-белковые конъюгаты, 
клетки и др.) или моноклональными антителами, а 
также сыворотками, содержащими поликлональные 
антитела. 
 Для определения низкомолекулярных соединений — 
лекарственных препаратов, гормонов, алкалоидов, 
пестицидов, метаболитов, экотоксикантов, активаторов 
роста и других биологически активных веществ, как 
правило, используют конкурентный формат имму-
ноанализа [76] (рис. 5), поскольку при связывании 
низкомолекулярных веществ (гаптенов) приращение 

массы биочувствительного слоя незначительно. Для 
проведения анализа по конкурентной схеме на 
поверхности сенсора иммобилизуют гаптен-белковые 
конъюгаты на основе определяемого соединения. В 
анализируемую пробу, содержащую гаптен,  вводят 
фиксированное количество специфичных антител, 
которые могут связываться как с иммобилизованным, 
так и со свободным гаптеном. В этом случае чем ниже 
концентрация определяемого гаптена в пробе, тем 
большее количество антител связывается с иммоби-
лизованным гаптеном и соответственно больше ве-
личина аналитического сигнала сенсора. По чувстви-
тельности конкурентный метод превосходит прямой 
[77, 78] и в настоящее время для определения низкомо-
лекулярных веществ этот метод используется наиболее 
часто. 

Анализ пищевых продуктов и объектов 
окружающей среды 

 Возрастание требований к качеству и безопасности 
продуктов питания вызвано поступлением на рынок 
опасных для здоровья продуктов, которые могут со-
держать токсичные соединения, в том числе антропо-
генного происхождения. Попадание загрязняющих 
веществ в окружающую среду со сточными водами 
промышленных и сельскохозяйственных предприятий, 
содержащих остатки ядохимикатов, удобрений, 
стимуляторов роста и других веществ, приводит к 
накапливанию токсикантов в рыбных, овощных, 
мясных и молочных пищевых продуктах. Практика 
применения пьезоиммуносенсоров демонстрирует 
широкие возможности этих аналитических устройств 
для определения остаточных количеств поллютантов 
(табл. 1).  
 Как следует из литературных источников, мно-
гочисленную группу составляют пьезокварцевые сен-

Рис. 4. Схема прямого определения антител: 

1 — антиген (гаптен), 2 — антитело, 3 — неспецифические 
компоненты смеси 

Рис. 5. Схема непрямого/конкурентного анализа: 

1 — иммобилизованный антиген (гаптен), 2 — свободный 
антиген, 3 — антитело 
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соры, предназначенные для определения пестицидов. 
Методики определения пестицидов различаются по 
формату (прямое, конкурентное детектирование) и 
условиям проведения анализа (статический, проточно-
инжекционный режимы). Так, детектирование хлораце-
танилидных гербицидов (алахлор, ацетохлор, бутахлор) 
осуществляют по конкурентной схеме методом 
«окунуть и высушить» [80, 82]. Предел обнаружения 
алахлора и ацетохлора составляет 0,02 нг/мл, а 
бутахлора — 0,002 нг/мл, что позволяет использовать 
сенсоры для определения гербицидов на уровне ПДК и 
ниже в питьевых, поверхностных и подземных водах. 
Даже при использовании в качестве рецепторных 
молекул поликлональных антител возможно селек-
тивное определение гербицидов в сложных по составу 
пробах, так как перекрестные взаимодействия антител 
со структурными аналогами не превышают 4%. 
Анализом в проточном режиме можно измерять более 
высокие концентрации (нижняя граница определяемых 
концентраций, например, ацетохлора составляет 
20 нг/мл [79]). 
 Наибольшее количество публикаций посвящено 
сенсорам для определения атразина и 2,4-дихлор-
феноксиуксусной кислоты. Методики определения 
отличаются природой используемых рецепторных 
молекул и форматом выполнения анализа. Проведение 
иммуноанализа по прямому формату позволяет 
определять более низкие концентрации атразина 
(0,01 нг/мл) [62], что возможно связано с изменением 
вязкоэластичных свойств пограничных слоев жидкости 
при образовании иммунных комплексов. 
 Для формирования рецепторных покрытий поли-
меры с молекулярными отпечатками рассматриваются 
как альтернатива биореагентам [96, 97]. Синтетические 
имитаторы, заменяющие биомолекулы, характери-
зуются более высокой стабильностью и низкой 
стоимостью, чем привлекают возрастающее внимание 
исследователей. Однако в большинстве случаев био-
миметические сенсоры показывают более низкую 
чувствительность по сравнению с иммуносенсорами. 
Например, предел обнаружения атразина и 2,4-ди-
хлорфеноксиуксусной кислоты на 3—4 порядка выше 
(100 и 22,1 нг/мл, соответственно) по сравнению с 
аналогичной величиной для иммуносенсоров [87]. 

Для определения в речной воде низкомолекулярных 
фосфорорганических токсикантов, являющихся инги-
биторами холинэстеразы (параоксон, диизопропил-
фторофосфат, хлорпирифос, хлорфенвинфос), предло-
жены энзимосенсоры. Анализ проводят по конку-
рентной схеме: в анализируемую пробу вводят хо-
линэстеразу, а в качестве материала для рецепторного 
покрытия используют производное кокаина — бензоил-
этионин-1,8-диамин-3,4-диоксиоктан. Предел обнару-
жения фосфорорганических пестицидов в речной воде 
составляет 0,02 нг/л [85]. Такой сенсор может быть 
также полезен для анализа мочи в судебно-медицинской 
экспертизе, поскольку отмечена корреляция концен-
трации токсикантов с продолжительностью воздействия 
фосфорорганических соединений на организм. 

 Широкое применение эмульгаторов, красителей и 
детергентов в производстве пищевых продуктов, кос-
метических средств и полимерных упаковочных 
материалов приводит к загрязнению объектов окру-
жающей среды и выпускаемой продукции эндо-
кринными ядами (бисфенол А, нонилфенол, линейные 
алкилбензолсульфонаты, эфиры фталевой кислоты и 
др.). Предложены пьезокварцевые иммуносенсоры для 
определения в проточно-инжекционном режиме сле-
довых концентраций нонилфенола и бисфенола А в 
водных растворах [88, 89]. Показано, что рецепторный 
слой может быть сформирован не только на основе 
гаптен-белковых конъюгатов, но и из молекул опре-
деляемого соединения (бисфенол А), которые закреп-
ляют на поверхности подложки с помощью кросс-
линкеров при УФ-облучении [88]. Сенсоры позволяют в 
течение нескольких минут обнаружить в природных 
водах, косметических средствах и продуктах питания, 
хранящихся в упаковке из полимерных материалов, 
присутствие нонилфенола и бисфенола А на уровне 0,8 
и 0,5 нг/мл, соответственно. 
 Предложен сенсор для проточного определения 
сульфаниламидов — противомикробных лекарственных 
веществ, применяемых для лечения животных и птиц, 
что приводит к их накоплению в сельскохозяйственной 
продукции и объектах окружающей среды. Разра-
ботанный пьезокварцевый биосенсор на основе сульфа-
метоксазол-белкового конъюгата характеризуется 
групповой специфичностью. Это обусловлено приме-
нением в качестве рецепторных молекул поликло-
нальных антител, перекрестно реагирующих с суль-
фаметазином, гемисукцинатом сульфаметазина, стреп-
тоцидом, являющихся структурными аналогами суль-
фаметоксазола. Сенсор предназначен для определения 
достаточно низких концентраций сульфопрепаратов 
(0,15 нг/мл) в объектах окружающей среды (почва, 
речная вода) и в пищевых продуктах (молоко, куриное 
мясо, яйца) [2, 65, 98, 99]. 
 Разработаны методики определения в водных 
растворах биотоксинов, продуцируемых водорослями. 
Например, для определения окадаевой кислоты (ос-
новной токсин водорослей) разработаны иммуносен-
соры, чувствительность которых значительно меняется 
в зависимости от применяемых рецепторных молекул и 
способа получения распознающего слоя [90]. Так, 
сенсор с рецепторным покрытием на основе гаптен-
белкового конъюгата, ковалентно закрепленного на 
подложке из полиэтиленимина, позволяет в кон-
курентном формате анализа выявлять токсин с 
пределом обнаружения 1900 нг/мл. Использование в 
качестве распознающих молекул антител, закрепленных 
с помощью гидрогеля на основе бычьего сывороточного 
альбумина, делает возможным изменение формата 
иммуноанализа на прямое детектирование и снижение 
более чем в 500 раз предела обнаружения низко-
молекулярного токсина. 
 Актуальным в настоящее время является вопрос о 
выявлении генетически модифицированных орга-
низмов. Пьезосенсоры на основе ДНК или олиго-



Т. Н. Ермолаева, Е. Н. Калмыкова, О. Ю. Шашканова 
  

 24

Таблица 1 

Примеры определения токсикантов в объектах окружающей среды и пищевых продуктах  
с помощью пьезокварцевых иммуносенсоров 

Определяемый 
компонент 

Рецепторный 
реагент/матрица 

Объект анализа Предел обнаружения, 
линейный интервал 

определяемых содержаний, 
нг/мл 

Литература 

Ацетохлор Гаптен-белковый конъю- 
гат/4-аминотиофенол или 
сукцинимидилпропионат 

Поверхностная и питьевая 
воды 

20 [79] 

 Гаптен-белковый 
конъюгат/силоксан  

Почва, молоко, яблочный сок 0,02 [80] 

Алахлор Гаптен-белковый 
конъюгат/силоксан 

Колбасные изделия 0,02 [81] 

Бутахлор Гаптен-белковый 
конъюгат/силоксан  

Рисовая крупа 0,002 [82] 

ПМО* Водные среды 100 [83] 

Конкурентный способ 0,025 [27, 84] 

Атразин 

Прямое определение 
Пищевые продукты и 
объекты окружающей среды 0,01 [62] 

Параоксон, 
диизопропил-
фторофосфат, 
хлорпирифос, 
хлорфенвинфос 

Производное кокаина /  
11-меркаптомоноундека- 
новая кислота 

Речная вода 0,02 [85] 

Гаптен-белковый 
конъюгат/аминотиофенол 

Пищевые продукты и 
объекты окружающей среды 

0,24—0,27 [86] 2,4-Дихлорфенокси-
уксусная кислота 

ПМО* Водные среды 22,1 [87] 

Бисфенол А Гаптен-белковый 
конъюгат/силоксан 

Поверхностные воды, 
упаковочная тара для 
пищевых продуктов 

0,5 [88] 

Нонилфенол Гаптен-белковый 
конъюгат/силоксан 

Поверхностные воды 0,8 [89] 

Гексахлорбензол ПМО* Водные среды 2,85•10–3 [90] 

Полиароматические 
углеводороды 

Антитела/силоксан Водные среды 0,01 мкмоль/л 
(10–5 моль/л) 

[91, 92] 

Сульфаметоксазол Гаптен-белковый 
конъюгат/силоксан 

Пищевые продукты,   
объекты окружающей среды, 
лекарственные препараты 

1—50; 
0,15 

[65, 93] 

Т-2 микотоксин Антитела/полиаллиламингид-
рохлорид или белок А 
(электростатическая 
адсорбция) 

Водные растворы 0,1—150 [94] 

Окадаевая кислота Гаптен-белковый 
конъюгат/полиэтиленимин 
(кросс-сшивка); гидрогель на 
основе антитела и БСА** 

Объекты окружающей среды 1900 [95] 

*ПМО — полимеры с молекулярными отпечатками, синтетический аналог иммунореагентов. 
**БСА — бычий сывороточный альбумин. 
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нуклеотидов, позволяющие обнаруживать комплемен-
тарные участки молекул ДНК или РНК при гибри-
дизации, могут быть успешно использованы для этой 
цели, что продемонстрировано в работах по оценке 
качества пищевых продуктов [100, 101]. Полученные 
данные свидетельствуют о способности сенсора к 
чувствительному и специфичному обнаружению гене-
тически модифицированных организмов в результате 
проведения гибридизации между генным фрагментом 
(одноцепочечная молекула ДНК), иммобилизованным 
на поверхности сенсора и отвечающим за проявления 
мутаций, и ДНК, извлеченной из исследуемого 
материала. 

Клиническая диагностика 
 Экспрессность измерений с использованием пьезо-
кварцевых биосенсоров явилась причиной пристального 
интереса к ним со стороны специалистов по кли-
нической лабораторной диагностике. Эти аналити-
ческие системы дают возможность не только интен-
сифицировать работу при выполнении большого 
количества анализов, но и сократить время, 
необходимое для оказания врачебной помощи. Высокая 
чувствительность пьезокварцевых сенсоров позволяет 
проводить раннюю диагностику, когда симптомы 
патологии проявляются только на молекулярном 
уровне. Кроме того, важно, что появляется возможность 
наблюдения биохимической реакции и ее отдельных 
стадий в режиме реального времени. С помощью 
пьезоиммуносенсоров возможно выявление широкого 
круга клинически важных аналитов, которые служат 
специфическими маркерами многих соматических и 
инфекционных заболеваний (табл. 2).  
 Многочисленные публикации посвящены использо-
ванию пьезоиммуносенсоров для определения белковых 
молекул, например антител различных классов, в 
сыворотке крови, высокий или нарастающий титр 
которых свидетельствует об активной инфекции в 
организме и имеет наибольшее диагностическое и 
прогностическое значение (например, при кандидозе — 
наиболее распространенной грибковой инфекции). В 
зависимости от природы вторичных антител к 
иммуноглобулинам, используемых в методике анализа, 
чувствительность определений может различаться на 
порядок. 
 Для проведения эффективного лечения аллер-
гических заболеваний необходимо осуществлять анализ 
сыворотки крови больных на содержание иммуно-
глобулинов Е (IgЕ). Для этой цели разработан сенсор с 
рецепторным покрытием на основе вторичных антител 
к человеческому IgЕ, позволяющий определять сум-
марное содержание иммуноглобулинов в статических 
условиях. [17, 31]. Для выявления специфичных антител 
к конкретным аллергенам, иммобилизованным в 
качестве рецепторного слоя, проводится сэндвич-ана-
лиз. При этом вторичные антитела, вводимые после 
связывания рецепторного слоя с антителами иссле-
дуемой сыворотки (IgG, IgЕ и др.), обнаруживаются при 
добавлении в пробу вторичных антител к IgЕ, что 

позволяет определять в сыворотке крови присутствие 
иммуноглобулинов Е, специфичных к каждому аллер-
гену. Линейная зависимость аналитического сигнала 
сенсора от содержания IgE наблюдается в интервале 
(0,15—17,5)·103 нг/мл. 
 Предложен иммуносенсор для прямого определения 
антител к ДНК, появляющихся в крови при развитии 
аутоиммунных патологических процессов (системная 
красная волчанка, хронический гломерулонефрит, 
ревматоидный артрит и др.). Сенсор с иммобилизован-
ными одноцепочечными молекулами ДНК используют 
как детектор в проточно-инжекционном анализе, что 
обеспечивает определение в сыворотке крови антител к 
ДНК на уровне 0,1—25 мкг/мл [18]. 
 Увеличение концентрации α-фетопротеина (рако-
вого эмбрионального антигена) или ферритина в сыво-
ротке крови человека может быть следствием разви-
вающихся онкологических процессов в организме. 
Разработанный сенсор для обнаружения ферритина, 
имеющий высокую чувствительность, обеспечивает 
определение этого вещества в узком интервале 
концентраций, что не позволяет пока использовать его 
для анализа крови. 
 Применяемые в настоящее время методы прак-
тической клинической диагностики для определения 
мочевых белков, являющихся маркерами почечной 
патологии (нефропaтического диабета), длительны и в 
большинстве случаев требуют введения радиоактивной 
метки. Мультисенсорная система на основе линейки 
пьезокварцевых биосенсоров делает возможным одно-
временное определение микроколичеств микроальбумина, 
α1- и β2-микроглобулина и IgG в моче [119]. 
 Покрытия сенсора на основе полимеров с моле-
кулярными отпечатками (сополимер акриламида и 
акриламидофенилборной кислоты) обеспечивают опре-
деление кофакторов НАД(Ф)+/НАДФ-Н в водных раст-
ворах по приращению массы за счет ассоциации и 
поглощения воды из раствора [120]. Сенсоры с покры-
тиями на основе фенилтриметоксисилана и метилтри-
метоксисилана демонстрируют возможность высо-
кочувствительного определения в жидких средах ами-
нокислот L-триптофана и L-гистидина, минимальная 
определяемая концентрация 2,5·10–8 M и 4,5 мM, 
соответственно [116, 117]. К сожалению, большинство 
исследований выполнено на модельных водных 
растворах. Авторы не приводят результатов анализа 
реальных биологических жидкостей (кровь, моча, 
слюна, лимфа и др.), что затрудняет оценку достоинств 
и недостатков сенсоров. 
 Большинство описанных иммуносенсоров предназ-
начено для проведения микробиологических исследо-
ваний. Они оказались более удобными по сравнению с 
практикуемыми в настоящее время технологиями, 
требующими для выполнения анализа нескольких дней. 
Созданы пьезоиммуносенсоры для определения наи-
более распространенных болезнетворных бактерий,  
а также патогенных вирусов (гепатита, герпеса, иммуно-
дефицита человека и др.). Подробная информация 
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 представлена в обзорах [17, 32, 75]. Для 
идентификации вируса гепатита В в жидких средах 
предложены ДНК-сенсоры [121, 122], по 
чувствительности не уступающие иммуносенсорам. 
 Биосенсоры на основе ДНК и антител к кишечной 
палочке E. coli могут использоваться для анализа 
канализационных стоков, являющихся основным ис-
точником передаваемой через воду инфекции, для 
оценки качества пищевых продуктов, а также в 
клинической диагностике. Для определения микроор-
ганизмов (вирус табачной мозаики [123] и отдельных 

клеток) предложены сенсоры на основе полимеров с 
молекулярными отпечатками. В этом случае форми-
рование рецепторного покрытия осуществляется 
методом литографии [124]. 
 Проводятся интенсивные исследовательские работы, 
направленные на внедрение в практику иммуносен-
соров для выявления патогенных бактерий человека и 
животных (табл. 3). Сенсор для определения тубер-
кулезной палочки (M. tuberculosis) в водных растворах и 
слюне (предел обнаружения 105 клеток/мл) делает 
возможным проведение абсолютно безболезненной 

Таблица 2 

Примеры использования пьезокварцевых иммуносенсоров для клинической диагностики 

Определяемый 
компонент 

Рецепторный реагент/матрица Объект анализа Предел обнаружения, 
линейный интервал 

определяемых 
содержаний 

Литература 

Вирус гепатита 
А, Б 

Антитело/белок А Жидкие среды 105 частиц/мл [102, 103] 

Вторичные антитела к человеческим 
IgE/липоевая кислота (химическая 
сорбция) 

Жидкие среды (0,15—17,5)•103 нг/мл [17, 31] IgЕ 

Аффинное прикрепление к аптамеру 
на основе одноцепочечной ДНК  

То же 0,05 нМ/мл [104] 

Антитела к 
ДНК 

Денатурированные ДНК/силоксан, 
глутаровый альдегид 

Сыворотка крови (0,1—25)•103 нг/мл [18] 

Антитела к  
Y. enterocolitica 

Липополисахариды/липидная 
подложка 

То же 1,3 мкг/мл [53, 105, 106] 

Антитела/цистиминовый монослой Жидкие среды 1,5 нМ/л  
(0,1—100)•103 нг/л 

[107] α-Фето-
протеин 

IgG/цистамин (физическая сорбция 
или хемосорбция)  

Клиническая диагностика 
рака, сыворотка крови 

15,3—600,0 нг/мл [108] 

Раковый 
эмбриональный 
антиген 

Антитела/тиольные соединения Сыворотка крови 1,56—50 нг/мл [109] 

Антитела/белок G Жидкие среды 33 мкМ/л [110] Кокаин 
Гаптен/меркаптоундекановая 
кислота 

—"— 34 нг/л [111] 

Котинин Антитела/силоксан То же 0,1 мкМ/л [18, 112] 

Биотинилиро-
ванная ДНК 

Стрепавидин-пероксидазный 
комплекс 

Диагностика генных 
мутаций 

0,1 нМ [113] 

Стрептавидин Биотин-БСА (регистрация с 
усилением золотыми 
наночастицами) 

Жидкие среды 50 нг/мл,  
1—10•103 нг/мл 

[114] 

Тромбин Аптамеры (биотин-авидин-
технология) 

Клиническая диагностика 
генных мутаций 

1—100 нМ [115] 

L-триптофан Полимеры с молекулярными 
отпечатками 

Жидкие среды 8,8•10−3 мM [116] 

L-гистидин То же То же 2,5•10–8M  
5,0•10–8—1,0•10–4 M 

[117] 

Тромбин Антитромбин 
аптамеры/аминосилоксан 

— 0—50,8 нМ 
11 нМ 

[118] 
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экспресс-диагностики туберкулезной инфекции, а также 
санитарно-гигиенического контроля. Пьезокварцевые 
иммуносенсоры успешно применяются в ветеринарии 
для идентификации возбудителей инфекции у жи-
вотных [42, 131], птицы [132], а также при оценке 
качества сельскохозяйственной продукции [17, 131]. 
 В настоящее время в биохимических, иммунологи-
ческих и генетических исследованиях широко исполь-
зуются бактериофаги — паразиты микробов, с 
помощью которых проводят расшифровку тонкой 
структуры генов, идентификацию и ускоренное 
обнаружение возбудителей бактериальных инфекций. 
Предложен сенсор на основе специфичных антител к 
противочумным бактериофагам для их прямого 
определения в интервале концентраций (0,2—
1)·105 фагов/мл [128, 129]. 
 Для экспрессного определения патогенных для 
человека микробов, в частности, бактерии Y. entero-
colitica — возбудителя инфекционного заболевания 
иерсиниоза, которое передается через инфицированные 
продукты питания, хранящиеся в холодильнике и 
употребляемые без термической обработки (свежие 
овощи и фрукты), предложен сенсор, позволяющий 
оценить качество питьевой воды, продуктов питания и 
различных видов биологического материала [130]. 
 Таким образом, пьезокварцевые биосенсоры по-
зволяют определять в сложных по составу образцах 
(пищевые продукты, объекты окружающей среды и 
лекарственные препараты) следовые концентрации 
различных по природе низкомолекулярных биоло-
гически активных веществ на уровне ПДК и ниже. 

Заключение 

 Аналитические возможности пьезокварцевых био-
сенсоров не исчерпываются приведенными примерами. 
Широкое внедрение в аналитическую практику 
относительно дешевых анализаторов жидкости на 
основе пьезокварцевых биосенсоров позволит суще-
ственно повысить качество анализа, выявлять и опре-
делять биологические соединения в объектах окру-
жающей среды, пищевых продуктах, биологических 
жидкостях. 

* * * 
 Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ ( гранты № 06-09-96339 и  № 03-06-32226). 
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