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На примере смешанных суспензий бактерий S.aureus и эритроцитов крови челове-
ка показано, что вне зависимости от количества клеток в смешанной суспензии, все ис-
следуемые биопроцессорные чип-форматы, на основе оксида индия-олова (ITO) микро-
электродов, демонстрируют одни и те же механизмы происходящих электрокинетических 
биопроцессов, связанных с разделением и концетрированием клеток различного раз-
мера. Полученный результат хорошо согласуется с результатами работы [6], из которой 
следует, что при соответствующем электрическом режиме и частоте 800 Гц клетки крови 
испытывают отрицательную диэлектрофоретическую силу, которая выталкивает их с по-
верхности центрального электрода, поскольку она сильнее электрогидродинамической 
силы, ответственной за перетаскивание клеток за счет электроосмотического потока на 
переменном напряжении. Показано, что бактерии транспортируются в район централь-
ного электрода за счет электроосмотического потока, поскольку электрогидродинамиче-
ская сила для бактерий больше их положительной диэлектрофоретической силы, а вытал-
кивающая клетки крови диэлектрофоретическая сила подтягивает бактерии к середине 
центрального электрода, где электрогидродинамическая сила является самой слабой, а 
диэлектрофоретическая и электрофоретическая силы являются самыми большими.

ключевые слова: биопроцессорный чип-формат, ITO-микроэлектроды, гибридная элек-
трокинетика, электроосмос, диэлектрофорез, электрофорез, электрогидродинамика.
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Using the example of mixed suspensions of S.aureus bacteria and human erythrocytes, 
it was shown that regardless of the number of cells in the mixed suspension, all the studied 
bioprocessor chip formats, based on indium tin oxide (ITO) microelectrodes, demonstrate the 
same mechanisms of the electrokinetic bioprocesses occurring associated with separation 
and by concentrating cells of various sizes. The result obtained is in good agreement with the 
results of [6], from which it follows that with an appropriate electrical mode and a frequency of 
800 Hz, blood cells experience a negative dielectrophoretic force, which pushes them out of 
the surface of the central electrode, because it is stronger than the electrohydrodynamic force 
responsible for dragging the cells account electroosmotic flow AC voltage. It has been shown 
that bacteria are transported to the central electrode area due to the electroosmotic flow, 
since the electrohydrodynamic force for bacteria is greater than their positive dielectrophoretic 
force, and the dielectrophoretic force pushing blood cells pulls bacteria to the middle of the 
central electrode, where electrohydrodynamic force is the weakest, and dielectrophoretic 
and electrophoretic force are the biggest.

Keywords: bioprocessor chip format, ITO microelectrodes, hybrid electrokinetics, 
electroosmosis, dielectrophoresis, electrophoresis, electrohydrodynamics.
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введение
Оптически прозрачные электропроводящие пленки на основе оксида индий-олова 

(ITO, абрревиатура с англ.− indium tin oxide) широко применяются в различных областях 
электроники и техники [1, 2]. Формирование такого рода покрытий представляет значи-
тельный интерес и для конструирования на их основе недорогих биопроцессорных чип-
форматов для биомедицины [3]. Это достигается относительной простотой получения 
тонких ITO-пленок с помощью магнетронного напыления мишени на основе In2O3 и SnO2 
на подложку из стекла. Желаемый компромисс между электропроводностью и прозрач-
ностью пленки ITO на стекле, удовлетворяющий требованиям биопроцессорного чип-
формата для биомедицинских применений, может быть обеспечен путем создания ITO 
пленки определенной толщины и определенной концентрации носителей заряда в ней. 

Получение величин электропроводности микроэлектродов ITO-пленок, близких 
к электропроводности металлов, необходимо для повышения эффективности элек-
трокинетического управления разделением и концентрированием различных клеток 
в гетерогенных суспензиях, например, бактерий в микрокапле крови. Такой подход 
позволяет реализовать более быстрый (гибридный или комбинированный) механизм 
разделения и концентрирования, основанный на электрокинетических принципах ма-
нипуляции клетками [4].

 Необходимый уровень прозрачности микроэлектродов ITO на стеклянной под-
ложке позволит значительно уменьшить время, снизить трудозатраты и себестоимость 
проводимых анализов на основе биопроцессорных чип-форматов, поскольку в этом 
случае исключается необходимость функционализации мембраны исследуемых клеток 
люминофорами, которые необходимы для визуализации наблюдения за их электроки-
нетическим транспортом в условиях непрозрачных электродов. Немодифицированые 
люминофорами клетки не будут изменять электрические режимы и соответствующий 
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этим режимам порядок их электрокинетического перемещения, установленные в про-
цессе предварительных исследований. Только в этом случае оказывается справедливо 
понятие биопроцессорного чип-формата, под которым следует понимать, что один и тот 
же состав гетерогенной суспензии клеток и одни и те же условия электрокинетических 
манипуляций клетками должны приводить к одним и тем же механизмам биопроцессов 
(гибридным или комбинированным) по перемещению клеток [3]. 

Целью настоящей работы является разработка и исследование биопроцес-
сорного чип-формата на основе ITO-микроэлектродов для манипуляций разделением 
и концентрированием клеток в гетерогенных суспензиях, например бактерий в микро-
капле клеток крови человека.

материалы и методы исследований
Для проведения экспериментальных исследований использована эксперимен-

тальная установка аппаратно-программного типа, показанная на рис.  1,а. Функцио-
нальные возможности и характеристики экспериментальной установки приведены 
в работе [5]. 

             

                                                     а                                                                         б
Рис. 1. Фотографии общего вида экспериментальной установки (а)  

и биопроцессорного чип-формата (б) 

Для удобства нанесения в процессе измерений микрокапель объемом от 5 мкл 
до 20  мкл на чувствительную область чип-формата использовали объектив 6,3Х 
(рис. 1,б), который был сфокусирован вблизи исследуемой микроэлектродной поверх-
ности чип-формата. 

Электрические режимы задавались с помощью функционального генератора 
(ФГ), входящего в состав установки [5]. Обобщенная схема подключения функцио-
нального генератора к контактам биопроцессорного чип-формата показана на рис. 2.

Рис. 2. Схема подключения исследуемого чип-формата к ФГ

Методика работы с экспериментальной установкой состояла в получении видео-
материалов, характеризующих разделение и концентрирование бактерий S.aureus, 
в центральной области биопроцессорного чип-формата. Для последующего анализа 
проводили конвертирование полученных видеоматериалов в формат «.jpeg» с помо-
щью редактора Free Video to JPG Converter.
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Гетерогенную суспензию для проведения экспериментальных исследований по 
разделению и концентрированию клеток готовили на основе изотонического раствора 
глюкозы (5  %), имеющего низкую проводимость (6,0  мкСм/см), который использовали 
в качестве питательной среды для поддержания жизнеспособности бактерий S.aureus. 
Концентрация бактерий в суспензии составляла 1×106 КОЕ/мл. Эритроциты крови челове-
ка были разведены в приготовленном растворе бактерий в соотношении 1:20, давая ко-
нечную концентрацию эритроцитов крови человека в суспензии 2×108 клеток/мл. 

результаты разработки, исследований и их обсуждение
Для проведения исследований был разработан биопроцессорный чип-формат 

на основе ITO-микроэлектродов, фотография центральной части которого пока-
зана на рис.  3. На рис.  3 видно, что предложенная круговая конфигурация ITO-
микроэлектродов содержит центральную часть в виде круга диаметром 100 мкм и со-
стоит из массива микроэлектродов размером 10 мкм и 50 мкм, между которыми шири-
на зазоров соответственно составляет 10 и 30 мкм. Полный диаметр топологического 
рисунка чувствительной области чип-формата составляет 6 мм. Толщина ITO слоя раз-
мером 100 нм была получена на стеклянной подложке с помощью высокочастотного 
(ВЧ) магнетронного распыления в вакууме мишени из сплава In(90 %) − Sn(10 %). Распы-
ление проходило в газовой смеси аргона Ar и кислорода O2 (соотношение 90:10 об. %). 
Режимы получения пленки: давление 2×5·10-1 Па, температура подложки 150 °С, мощ-
ность ВЧ магнетронного разряда 300 Вт, время нанесения пленки − 5 мин.

Измеренные характеристики ITO микроэлектродов: удельное сопротивление 
150±25  Ом×см, оптическое пропускание в видимом диапазоне света составляет более 
80 %. Перед нанесением ITO слоя на стеклянную подложку ее предварительно очища-
ли в ультразвуковой ванне с применением слабощелочного раствора, изопропилового 
спирта и дистиллированной воды с последующей промывкой под струей дистиллирован-
ной воды.

Анализ принципов реализации гибридного (комбинированного) электрокинети-
ческого механизма разделения и концентрирования клеток в гетерогенной суспензии 
рассматривается в работе [6], в которой используется чип-формат похожей конфигу-
рации. Однако авторы работы, к сожалению, не указывают материалы микроэлектро-
дов и подложки, а также размеры микроэлектродов и зазоров между ними. Анализ 
управляемого перемещения клеток проводится ими с позиции анализа диэлектрофо-
ретических, электрофоретических и электрогидродинамических сил, действующих 
в исследуемой суспензии одновременно с момента подачи на микроэлектроды чип-
формата напряжений переменного и постоянного тока. Селективное концентрирова-
ние мелких клеток (бактерий) на поверхности центрального электрода и отделение 

 

Рис.3- Фотография центральной области 
топологического рисунка разработанного 

биопроцессорного чип-формата на 
основе ITO микроэлектродов 

от них более крупных клеток (эритроцитов) 
предполагает подбор соответствующего 
электрического режима (амплитуда, частота, 
величина смещения) на заданной конфигу-
рации микроэлектродов, чтобы электроги-
дродинамическая и диэлектрофоретическая 
силы действовали в противоположных на-
правлениях. Этим обеспечивается направле-
ние перемещения мелких клеток к централь-
ному электроду и задержание направления 
к нему крупных клеток.

Все фотоматериалы, которые пред-
ставлены ниже, были получены при следу-
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ющих параметрах электрического режима: Ucм = 0,52 В; Uпер1=4,0 В (от пика до пика); 
Uпер2 = 2,0 В (от пика до пика); оптимальное значение частоты f = 800 Гц. В исследовани-
ях были использованы три чип-формата, на чувствительную область которых, в районе 
центрального микроэлектрода, наносились микрокапли суспензий объемом 20  мкл, 
10 мкл и 5 мкл, взятые из 5 % раствора глюкозы, содержащего 1×106 КОЕ/мл и концен-
трацию эритроцитов крови человека 2×108 клеток/мл. Время записи видеоматериалов 
составляло 15 мин для каждого исследуемого чип-формата. На представленных ниже 
фотоматериалах временной интервал составляет 10 мин.

На рис. 4,а,б,в,г приведены фотоматериалы, демонстрирующие процесс комби-
нированного воздействия указанного выше электрического режима на клетки суспен-
зии, имеющей объем 20 мкл. На фотографии рис. 4,б видно, что после нанесения ми-
крокапли (рис.4а) происходят довольно интенсивные комбинированные воздействия 
электрогидродинамических и диэлектрофоретических сил в районе центрального 
электрода и подводящих контактных дорожек. По мере дальнейшего воздействия 
данных сил, как видно на рис. 4,в, происходит постепенное удаление с поверхности 
центрального электрода и его контактной дорожки эритроцитов. К 10 минуте площадь 
очищения от эритроцитов центрального электрода и его контактной дорожки (рис. 4,г) 
значительно увеличивается. На поверхности центрального электрода (рис. 4,г) наблю-
даются места в виде темных пятен, которые, скорее всего, представляют скопления 
бактерий S.aureus, сконцентрированные на шероховатой поверхности пленки ITO. 

    
 а                                                                          б 

    
 в                                                                             г 

Рис. 4. Фотоматериалы процесса разделения и концентрирования 
клеток в микрокапле объемом 20 мкл

На рис. 5,а видно, что при нанесении в область центрального электрода микрокапли 
объемом 10 мкл происходят аналогичные, но более быстрые процессы удаления с по-
верхности центрального электрода эритроцитов (рис. 5,б,в). А к 10 минуте поверхность 
центрального электрода и подводящая к нему контактная дорожка полностью очищаются 



72

от эритроцитов (рис. 5,г), что связано, скорее всего, со значительно меньшей плотностью 
нанесенных клеток. На рис. 5,г в области центрального электрода также наблюдаются ме-
ста в виде темных пятен, которые также могут являться скоплениями бактерий S.aureus.

          
 а                                                                           б 

          

 в                                                                      г 
Рис. 5. Фотоматериалы процесса разделения и концентрирования 

клеток в микрокапле объемом 10 мкл

Для того чтобы убедиться в этом, нами в процессе проведения измерений с микрока-
плей объемом в 10 мкл был на короткое время заменен объектив с 6Х на 20Х. Полученные 
при этом видеоматериалы были конвертированы в фотоматериалы. Фрагмент фотоматери-
алов в области центрального электрода приведен на рис. 6. 

Рис. 6.  Фрагмент фотоматериалов процесса 
разделения и концентрирования  

клеток в микрокапле объемом 
10 мкл при увеличении в 20Х.

На рис.  6 видно, что бактерии 
S.aureus скапливаются, в основном, в об-
ласти центрального электрода и частич-
но на подводящих контактных дорожках, 
в районах, где эритроциты удалены с по-
мощью отрицательной диэлектрофорети-
ческой силы.

При нанесении микрокапли объ-
емом 5  мкл (рис.  7,а) действие диэлек-
трофоретических сил, как видно на 
рис. 7,б, происходит с момента подачи на 
электроды электрического режима. Очи-
щение центрального электрода и контакт-
ных дорожек от эритроцитов происходит 
значительно быстрее, чем в предыдущем 
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случае. Однако на поверхности центрального микроэлектрода, вверху, виден кластер 
эритроцитов (рис. 7,в), который к 10 минуте практически разрушается за счет действия 
выталкивающей диэлектрофоретической силы (рис. 7,г).

          
 а                                                                           б 

          
 в                                                                      г 

Рис. 7. Фотоматериалы процесса разделения и концентрирования клеток в микрокапле объемом 5 мкл

Таким образом, на примере смешанных суспензий бактерий S.aureus и эритроцитов 
крови человека показано, что вне зависимости от количества клеток в смешанной суспен-
зии все три исследуемых биопроцессорных чип-формата на основе ITO микроэлектродов, 
демонстрируют одни и те же механизмы происходящих электрокинетических биопроцес-
сов, связанных с разделением и концентрированием клеток различного размера. 

Полученный результат хорошо согласуется с результатами работы [6], из кото-
рой следует, что при соответствующем электрическом режиме и частоте 800 Гц клетки 
крови испытывают отрицательную диэлектрофоретическую силу, которая выталкива-
ет их с поверхности центрального электрода, поскольку она сильнее электрогидроди-
намической силы, ответственной за перетаскивание клеток за счет электроосмотиче-
ского потока на переменном напряжении. 

В то же время бактерии транспортируются в район центрального электрода за 
счет электроосмотического потока, поскольку электрогидродинамическая сила для 
бактерий больше их положительной диэлектрофоретической силы. Выталкивающая 
клетки крови диэлектрофоретическая сила подтягивает бактерии к середине цен-
трального электрода, где электрогидродинамическая сила является самой слабой, 
а диэлектрофоретическая и электрофоретическая силы являются самыми большими.

заключение
Полученные результаты исследований показывают, что разработанный биопро-

цессорный чип-формат на основе ITO микроэлектродов может найти широкое при-
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менение в методах идентификации бактерий по типу «отпечатков пальцев», используя 
для этого регистрацию характеристик пиков рамановского спектра в области концен-
трирования бактерий.
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