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A laboratory made instrument based on the MBI-8M microscope was developed, which 
includes equipment for controlling the electrokinetic movement of cells and microparticles in 
liquid media within the microelectrode chip format of the planar type, equipment for obtaining 
video and photographic materials in the study of their movement and vision-processing 
software to calculate the parameters of the transport of cells (speed, direction).
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В настоящее время в мире интенсивно развивается одно из перспективных на-
правлений исследований и  разработок в  области  создания аналитического прибо-
ростроения для различных областей биологии и  медицины  — микрофлюидные чип 
анализаторы (МФЧА). 

МФЧА представляют собой универсальную основу для создания относительно 
недорогих и портативных аналитических приборов различного функционального на-
значения, которым присущи  уникальные эксплуатационно-технические характеристи-
ки  и потенциальные возможности широкого их применения [1–3].  Базовым элементом 
МФЧА, в зависимости от типа решаемых задач, является конструкция чипа с  микро-
каналами, в которые встроены микроэлектроды. 

Первые классические 3D-конструкции стеклянно-кремниевых МФЧА изготавли-
вались с помощью технологий микроэлектроники  на основе вакуумного напыления, 
фотолитографии и  анизотропного травления в кремнии или стекле. Однако  данные 
технологии изготовления МФЧА оказались достаточно дорогими, а эксперименталь-
ным образцам таких МФЧА присущ целый ряд недостатков, затрудняющих их широкое  
применение [4].

Выходом из данного положения послужило развитие эластомерных технологий, 
которые  позволили заменить 3D-конструкции микрофлюидных чипов, получаемых 
с помощью дорогих технологий анизотропного травления материалов (кремний, стекло), 
эластомерными 3D-конструкциями, снизив при этом стоимость  и ускорив изготовление  
МФЧА практически в условиях биотехнологических лабораторий [5].  Микроэлектрон-
ные технологии (вакуумное напыление, фотолитография) встраивания микроэлектродов 
в  стеклянно-кремниевые 3D-конструкции микрофлюидного чипа, при использовании 
эластомерных технологий,  переходят в разряд изготовления 2D-конструкций микро-
электродов на планарных подложках из стекла, кремния или ситалла, что оказывает-
ся намного проще и значительно дешевле. Сборку конечного варианта эластомерной 
3D-конструкции с сетью микроканалов, например, реплики из полидиметилсилоксана 
(ПДМС), и подложки из стекла с микроэлектродами, производят простым соединением 
их  поверхностей, которые предварительно активируют в кислородной плазме  [5].

В работе [6] показано, что  известные из литературных источников конструкции  
МФЧА для изучения  клеток могут быть разделены только условно по трем основным 
признакам (1 —  функциональному назначению, 2 — методам детектирования, 3 — ре-
шаемым задачам).  Существует большое разнообразие конструкций  МФЧА,  в кото-
рых, например, совмещаются  функции и / или различные методы детектирования в за-
висимости от типа решаемых задач. 

В силу сложности объекта исследования, которыми являются живые клетки, для 
их разделения и концентрировании традиционно применяются электрокинетические 
методы, широкое применение среди которых  нашли разные варианты диэлектрофо-
реза (Dielectrophoresis, DEP) [7].
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 В  основе диэлектрофореза лежит явление взаимодействия суспензии клеток 
с неоднородным  электрическим полем, которое несложно  получить, например, с по-
мощью системы двух внутренних электродов  различной формы. Перемещение клеток 
при диэлектрофорезе обусловлено наводимыми  в клетках диполями и  их взаимодей-
ствием с  внешним электрическим полем. Эффект разделения клеток определяется 
диэлектрофоретической силой и основан на том, что  различные типы клеток в зависи-
мости от характеристик неоднородного переменного электрического поля (амплитуда, 
частота) проявляют разные диэлектрические свойства. Вектор диэлектрофоретиче-
ской силы, определяющий движение клеток в направлении градиента электрического 
поля или против него, оценивается  с помощью знака фактора  Клаузиуса–Моссот-
ти (КМ), в математическом выражении которого фигурируют значения проводимости 
и диэлектрической проницаемости клетки и окружающей  ее среды с учетом частоты 
и напряженности переменного электрического поля.  При положительном значении 
фактора КМ клетка притягивается в область более сильного электрического поля, при 
отрицательном значении ее притяжение происходит  по противоположному направле-
нию  [8].

С помощью данных методов проводят   разделение клеток в потоке, пошаговое 
разделение в потоке (Stepped Flow Separation); диэлектрофоретическое фракциони-
рование в поле потока (DEP-Field Flow Fractional); диэлектрофоретическое разделение 
по типу «бегущей волны» (Traveling  Wave  Dielectrophoresis), когда на каждый микро-
электрод системы из четырех микроэлектродов, которые выполнены  в  виде экви-
дистантной спирали Архимеда, подаются электрические сигналы с последовательным 
сдвигом фазы на 90о, т.е. 1–0о, 2–90о, 3–180о, 4–270о [9].  Разновидность метода диэлек-
трофореза на основе изолирующих постов, которые размещают в микроэлектродной 
сенсорной области  чипа, и постоянного электрического поля также успешно приме-
няют  для концентрирования    и разделения клеток [7, 9].

В последние годы сделаны  попытки создания платформы на основе микроэлек-
тродного  чип-формата планарного типа для обнаружения и  дифференциации раз-
личных клеток в  течение нескольких минут из микрокапли исследуемой суспензии. 
Конструкция используемого чип-формата основана на использовании трех планарных 
микроэлектродов, с помощью которых организуется электрокинетический транспорт 
клеток в суспензии. Управление электрокинетическим транспортом обеспечивается 
совмещением явлений электрофореза, электроосмоса и диэлектрофореза на пере-
менном токе,  и рядом других электрокинетических явлений  с позиции быстроты раз-
деления и концентрирования клеток [10].

Анализ литературы в области  проведения такого рода исследований показыва-
ет, что для этих целей необходимо специализированное высокотехнологичное обору-
дование в качестве  экспериментальной базы для моделирования и изучения условий 
и режимов электрокинетического разделения и концентрирования клеток, а также со-
ответствующая программная обработка получаемых результатов с целью доказатель-
ства   их репрезентативности при решении поставленных задач.

Поэтому целью настоящей работы является создание экспериментальной уста-
новки для электрокинетического управления разделением и концентрированием кле-
ток на поверхности планарной конструкции микрочипа из микрокапли суспензий.

результаты разработки и исследований
Обобщенная структурная схема разработанной экспериментальной установки 

показана на рис. 1. Она состоит из следующих основных узлов: 1 — система формиро-
вания биоструктур пленочного типа и измерения  вольтамперных характеристик (ВАХ); 
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2 — функциональный генератор; 3 — цифровой двухканальный осциллограф DS1102E; 
4 — микроскоп биологический исследовательский МБИ-8М,  5 — цифровая фотокаме-
ра DCМ-510, 6 — микроэлектродный  чип-формат планарного типа, 7 — персональный 
компьютер.

Рис. 1. Обобщенная структурная схема установки для изучения   
условий и режимов разделения и концентрирования клеток

Общий вид системы 1, входящей в  состав установки, представлен на рис. 2. 
В состав системы 1 входят: термостат, блок измерения и поддержания температуры 
в камере термостата с помощью элементов Пельтье, узел измерения относительной 
влажности воздуха в камере термостата, узел вентиляции и поддержания влажности, 
узел измерения ВАХ, узел задания режима формирования пленки; 10-ти канальный 
планарно-емкостной чип-формат; универсальный мультиплексор, с режимами работы 
«10 ç 1» и «произвольный», которые используются соответственно при измерении ВАХ  
и формировании биоструктур пленочного типа.

Рис. 2. Система для формирования биоструктур пленочного типа и измерения  ВАХ

Функциональный генератор 2, входящий в состав установки, разработан на ос-
нове микросхемы AD 9833, которая представляет собой программируемый генера-
тор, позволяющий генерировать поочередно сигналы синусоидальной, треугольной 
и  прямоугольной формы. В разработанном варианте функциональный генератор 2 
имеет три выхода, два из которых служат  для подачи на микроэлектроды переменных 
сигналов различной формы и частоты, а один канал служит для подачи постоянного 
напряжения смещения. Выходы функционального генератора  содержат буферные 
узлы, допускающие работу с  слабо- и  высокопроводящими типами сред. Диапазон 
рабочих частот переменного сигнала лежит в области от 0,1 Гц до 500 кГц с возмож-
ностью  расширения до 1 МГц.  Диапазон амплитуды (от пика до пика) переменного 
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сигнала любой формы лежит в области от 0 В до 15 В. Диапазон области смещений  
постоянного напряжения составляет (0 − ä 5)В. 

Цифровой двухканальный осциллограф 3 (тип DS1102E, компания RIGOL)  имеет 
полосу пропускания  100 МГц, частоту выборки 1 ГГц,  цветной 5,6” жидкокристалли-
ческий  дисплей с активной матрицей (TFT LCD), объем памяти 1 Мб. Функциональные 
возможности цифрового осциллографа  используются для визуализации и измерения 
электрических сигналов переменного и постоянного тока, подаваемых  на контактные 
площадки микроэлектродного  чип-формата планарного типа 6.

Микроскоп биологический исследовательский МБИ-8М 4 имеет следующие ос-
новные параметры: увеличение микроскопа 140x–2700x; собственное увеличение сте-
реоскопической насадки 1x–2x; максимально допустимые размеры образца  150 ç 150 мм; 
пределы перемещения столика в  горизонтальной плоскости (в двух направлениях) 
60 мм. В составе микроскопа имеются различные  объективы: 90 ç 1,25-МИ, 20 ç 0,80-
МИ, 60 ç 1,25-МИ, 90 ç 1,30-МИ, а также окуляры компенсационные: 7x, 10x и 15x. 

Цифровая камера-окуляр DCM-510 (5 МПикс., USB 2.0) оптически и конструктив-
но совместима с   микроскопом МБИ-8М и   используется для получения изображе-
ний в  peжимe peaльнoгo вpeмeни. Πpoгpaммнoe приложение к  камере ЅсореРhоtо 
oбecпeчивaeт пpocтyю и yдoбнyю paбoтy c видeo и фoтoмaтepиaлaми. Для оценки ско-
рости  и  направления электрокинетического транспорта клеток нами используются 
видеоматериалы, получаемые с помощью программы ЅсореРhоtо, например, при изу-
чении объемной скорости жидкости под действием электроосмотических сил на пере-
менном токе, и плагин PIV (Particle Image Velocimetry) для программы MATLAB (7.10.0, 
R2010a), не требующие оплаты при их загрузке с интернета. 

Что касается конструкции  микроэлектродного  чип-формата планарного типа 
6 в  составе установки, то следует отметить, что ее  нельзя  рассматривать как не-
что консервативное с  точки зрения физического устройства, которое используется 
для решения абсолютно всех задач, связанных  с управлением электрокинетическим 
транспортом клеток или частиц. Микроэлектродный чип-формат планарного типа 6  
является, прежде всего, предметом исследований и разработки с позиции обеспече-
ния оптимальных условий и режимов электрофоретического их разделения и концен-
трирования.

Узел измерения ВАХ и камера DCM-510 работают с комьютером 7 посредством 
USB-портов.

На рис. 3 представлен общий вид разработанной экспериментальной установки.

Рис. 3. Общий вид установки для изучения условий и режимов 
разделения и концентрирования клеток
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Для предварительной оценки функциональных возможностей разработанной 
установки был проверен хорошо известный эффект клеточного электрофореза, ха-
рактеризующий поведение живых  клеток в однородном электрическом поле. Эффект 
заключается в том, что из-за различия электрических характеристик клетки и окружа-
ющей ее среды клетка вынужденно поляризуется, происходит смещение ее  двойного 
электрического слоя с  образованием наведенного заряда на границе раздела фаз, 
что придает клетке свойства электрического диполя, дипольный момент которого, 
в силу размеров клетки, оказывается достаточно большим по величине. В результате 
воздействия однородного электрического поля все клетки достаточно быстро пере-
мещаются к соответствующему электроду [9].

Для подтверждения данного эффекта был использован чип-формат из четырех 
сенсоров с микроэлектродами на основе индий-олово-оксида, изготовленных на под-
ложке из стекла. С помощью системы, общий вид которой показан на рис. 2, были 
приготовлены пленочные структуры из микрокапли суспензии бактерий S.aureus  при 
значениях  напряжения 0,0 мВ и 0,5 мВ  на контактных площадках  электродов. 

Методика получения пленок достаточно подробно описана в работе [11]. Окраску 
бактерий для последующего их фотографирования проводили следующим образом. 
Полученные пленки с бактериями фиксировали с помощью пламени горелки, беря паль-
цами правой руки стеклянную подложку чипа за торцевые плоскости так, чтобы пленка 
находилась   сверху подложки. После чего    плавными движениями проводили 2−3 раза 
над верхней частью пламени горелки. Весь процесс фиксации занимает при этом не бо-
лее 2 с. После этого раствор фуксина Пфейффера наносили на фиксированные пленки, 
так, чтобы они полностью их покрывали. После  экспозиции в течение 1−2 мин  краситель 
сливался, препарат промывался струйкой воды, встряхивался и высушивался. 

Фотографии общего вида используемого чип-формата с микроэлектродами из 
индий-олово-оксида и  фрагментов сенсорной поверхности чувствительной области 
микроэлектродного чип-формата в зависимости от условий формирования представ-
лены на рис. 4 а, б, в.

Измерение исходной емкости датчиков и емкости датчиков  с пленками  от ус-
ловий формирования проводили с помощью цифрового измерителя L,C,R типа E7-12  
(частота сигнала 1МГц, амплитуда — 250 мВ). Полученные результаты,  после стати-
стической обработки с помощью программы EXCEL выборочной совокупности (n  =  4, 
  =  95 %), показывают, что изменение емкости датчиков, содержащих пленки, получен-
ные из микрокапли суспензии бактерий S.aureus, относительно исходных значений, 
сформированных при нулевом напряжении,  составляет (0,24ä 0,04)пФ, а при напря-
жении 0,5 мВ — (0,10ä 0,04)пФ.

            
                                     а                                          б                                                    в

Рис. 4. Фотографии микроэлектродного чип-формата (а) и  фрагментов сенсорной 
поверхности чипа от условий формирования: 0,0 мВ (б), 0,5 мВ (в)

Такое различие объясняется, по всей видимости, тем, что под воздействием сил 
поверхностного натяжения, согласно, так называемому, «сoffee ring»-эффекту [12],  
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бактерии S.aureus, формируемые при нулевом напряжении на контактных площад-
ках микроэлектродов,   вытесняются к самому краю  формируемой пленочной био-
структуры и  практически не принимают участия в  компенсации заряда измеряемой 
области пленки, в отличие от условий формирования при напряжении 0,5 мВ. Этот вы-
вод подтверждается приведенными фотографиями (рис. 4 б, в), из которых видно, что 
в условиях формирования при напряжении на электродах в активной зоне датчиков 
задерживается значительно большее количество бактерий. Образование кластеров 
бактерий, которые видны на фотографиях, скорее всего, обусловлено неоптимально-
стью подбора значения электрической проводимости среды, при котором обеспечи-
вается качественный электрокинетический транспорт клеток.

заключение
1. Разработана экспериментальная установка на основе микроскопа МБИ−8М, 

включающая аппаратуру для управления электрокинетическим движением клеток 
в  жидких средах в  пределах микроэлектродного чип-формата планарного типа; ап-
паратуру для получения видео и фотоматериалов при изучении их движения и про-
граммы обработки видеоданных для расчета параметров транспорта клеток (скорость, 
направление). 

 2. На примере бактерий S.aureus установлено, что изменение, относительно ис-
ходных значений, емкости датчиков, содержащих пленки, полученные из микрокап-
ли суспензии бактерий S.aureus, которые сформированы при нулевом напряжении,  
составляет (0,24ä 0,04)пФ, а  при напряжении 0,5 мВ  — (0,10ä 0,04)пФ. Полученные 
фотографии подтверждают результаты измерений, из которых видно, что в условиях 
формирования пленок из микрокапли суспензии бактерий при наличии  напряжения 
0,5 мВ  на электродах, в активной зоне датчиков задерживается значительно большее 
количество бактерий, которые в большей степени  и компенсируют   исходный заряд 
среды суспензии.
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