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Резюме
Введение. Одним из наиболее перспективных типов иммунодатчиков являются пьезокварцевые иммуносенсоры. Единоразовое 
использование биосенсоров является финансово затратным, что делает регенерацию поверхности биосенсора пьезокварцевых 
иммуносенсоров актуальной задачей. Регенерация имеет решающее значение для поддержания работоспособности датчика и 
возможности повторного использования. В данной статье понятия «иммуносенсор» и «иммунобиосенсор» являются взаимозаменяемыми 
и используются для обозначения одного и того же типа биосенсоров, работающих на основе иммунохимических взаимодействий 
«антиген – антитело».
Текст. В обзоре обсуждаются особенности, принципы работы и применение пьезокварцевых иммуносенсоров QCM. Особое внимание 
уделяется проблеме регенерации поверхности биосенсоров как ключевому аспекту обеспечения их эффективной работы и возможности 
многократного использования. Рассматриваются различные методы регенерации и их преимущества. Повторная активация биослоя 
на электроде QCM обеспечивает его стабильность и работоспособность в течение продолжительного времени. Это особенно ценно в 
клинических и научных исследованиях. Возможность многократного использования биосенсора позволяет снизить затраты на материалы 
и сократить производство отходов, что актуально с экологической и экономической точек зрения. Также воспроизведение анализа 
различных аналитов на одной и той же поверхности обеспечивает гибкость в многопараметрических исследованиях. Важно подчеркнуть, 
что удаление остаточных анализируемых веществ и процесс регенерации биослоя способствуют надежности, селективности, повышенной 
чувствительности и возможности проведения воспроизводимых измерений.
Заключение. Авторами был проведен анализ научной литературы, в результате чего установлено, что регенерация биослоя имеет 
решающее значение для поддержания работоспособности датчика и возможности повторного использования, которую определяет сила 
взаимодействия «антиген – антитело», поэтому условия должны быть подобраны индивидуально для каждой пары «антиген – антитело». 
В обзоре подробно рассмотрены три основных подхода к регенерации пьезоэлектрических преобразователей: с использованием 
химического метода, кислородно-плазменного метода, при помощи раствора «пираньи». 
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Abstract
Introduction. One of the most promising types of immunosensors is quartz crystal microbalance immunosensors (QCM immunosensors).  
Single-use biosensors are financially demanding, thus rendering the regeneration of the biosensor surface a pertinent issue for QCM  
immunosensors. Regeneration plays a pivotal role in sustaining the functionality of the sensor and enabling its reusability. In this article, 
"immunosensor" and "immunobiosensor" are interchangeable terms and are used to denote the same type of biosensors operating based on 
immunochemical interactions between antigens and antibodies.
Text. This review discusses the features, operational principles, and applications of QCM immunosensors. Particular attention is directed toward 
the challenge of regenerating the biosensor surface as a key aspect ensuring their effective operation and the potential for multiple uses. Various 
regeneration methods and their advantages are examined. The reactivation of the biosensing layer on the QCM electrode secures its stability and 
functionality over extended periods, which is especially valuable in clinical and scientific research. The possibility of reusing the biosensor reduces 
material costs and waste production, aligning with ecological and economic concerns. Furthermore, the ability to analyze different analytes on the 
same surface fosters versatility in multiparametric investigations. It is essential to emphasize that the removal of residual analytes and the biosensor's 
regeneration process enhance reliability, selectivity, heightened sensitivity, and the potential for reproducible measurements.
Conclusion. An analysis of scientific literature underscores the pivotal role of biosensor regeneration in maintaining functionality and reusability. 
The strength of the antigen-antibody interaction determines the conditions, which must be tailored individually for each antigen-antibody pair. 
The review thoroughly explores three primary approaches to the regeneration of piezoelectric transducers, including the use of a chemical method, 
oxygen plasma-based techniques, and the application of Piranha solution.
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ВВЕДЕНИЕ
Развивающаяся область исследований с приме- 

нением иммуносенсоров (иммунобиосенсоров) со-
четает в себе высокую специфичность иммунологи-
ческого распознавания с чувствительностью совре-
менных сенсорных технологий. Они, как правило, 
специфичны для биомолекул, которые имеют имму-
нологические характеристики, связанные с жизнен-
ными процессами. QCM обычно не предназначены 
для обнаружения объектов без биогенеза или неор- 
ганических соединений. Данные биосенсоры обла-
дают способностью обнаруживать и количественно 
определять широкий спектр биомолекул, включая 
белки, вирусы, бактерии и их комплексы [1–3]. Cпеци- 
фичность иммунологического распознавания делает 
их мощными инструментами в области диагностики 
и медицинских исследований, обеспечивая быстрый, 
надежный и неинвазивный метод выявления целого 
ряда заболеваний.

В последние годы одним из наиболее перспек-
тивных типов иммунодатчиков являются пьезоквар-
цевые иммуносенсоры, в которых в качестве чувстви-
тельного элемента используется пьезоэлектрический 
кристалл кварца [1, 4]. Эти датчики обладают высокой 
чувствительностью и способностью обнаруживать не-

значительные изменения массы или вязкости на по-
верхности кристалла, что делает их идеальными для 
использования в иммунологических анализах. Пьезо-
кварцевые иммуносенсоры нашли широкое примене-
ние в ряде областей, включая медицинскую диагно- 
стику, безопасность пищевых продуктов и монито- 
ринг окружающей среды. Кроме того, регенерация 
электродного слоя биосенсора является критически 
важным процессом, который необходим для обеспе-
чения точности и чувствительности датчика при мно- 
гократном использовании.

В данном обзоре обсуждаются особенности пьезо-
кварцевых иммуносенсоров и их применение для об-
наружения иммунохимических реакций, а также рас-
сматривается важнейший процесс для поддержания 
точности и чувствительности датчика при многократ-
ном использовании – регенерация электродного слоя 
биосенсора.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

Пьезокварцевые иммуносенсоры

Пьезокварцевые иммуносенсоры – это класс био-
сенсоров, в которых в качестве чувствительного эле-
мента используется пьезоэлектрический кристалл 
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кварца. Принцип действия основан на обнаружении 
изменений резонансной частоты кристалла вследст- 
вие связывания анализируемых веществ с иммоби- 
лизованными антителами (АТ) или антигенами (АГ)  
на поверхности кристалла [5, 6]. Иммобилизованные 
АТ или АГ обычно используются в качестве элемен-
тов биоопределения благодаря их высокой специ- 
фичности, они позволяют избирательно захватывать  
и детектировать целевые анализируемые вещест- 
ва  [7]. В иммуносенсоре АТ иммобилизуются на по-
верхности кварцевого кристалла с помощью различ- 
ных методов, таких как ковалентное связывание или 
физическая адсорбция [8–11]. Когда образец, содер-
жащий целевой АГ, вводится в иммуносенсор, АГ свя-
зывается с иммобилизованным АТ, вызывая измене-
ние резонансной частоты кристалла, которое можно 
измерить и определить количественно. С другой сто-
роны, могут быть иммобилизованы АГ, которые бу- 
дут использоваться для избирательного захвата АТ, 
присутствующих в образце. Этот процесс известен  
как обратный анализ, где анализируемым веществом- 
мишенью является АТ, а не АГ.

Пьезокварцевые иммуносенсоры включают в се-
бя кварцевый кристалл, электрод и тонкий слой, на 
который иммобилизован биораспознающий элемент 
(рисунок  1). Кварцевый кристалл имеет размеры от 5  
до 16 мм и способен генерировать электрический по-
тенциал при механическом сжатии или деформации 
на его поверхности [12, 13]. Электрод, как правило,  
изготавливается из тонкой пленки, которая может 
быть выполнена из золота, серебра, а также в ред- 
ких случаях из алюминия, никеля или хрома [14] в си- 
лу высокой электропроводности данных металлов и 

стабильности в различных условиях эксплуатации, 
особенно часто применяется золото благодаря своей 
химической инертности, биосовместимости и легко-
сти функционализации биомолекулами. Однако стоит  
учитывать, что серебро более подвержено окисле- 
нию и коррозии, чем золото, что может повлиять на 
стабильность и работоспособность иммуносенсора.  
Электрод размещается на одной стороне кристалла, 
чтобы можно было измерить резонансную частоту 
кристалла. Например, золотые электроды могут быть 
легко модифицированы самосборными монослоями 
(англ. self-assembled monolayers, SAMs) тиолирован-
ных молекул, которые могут обеспечить стабильную 
и селективную платформу для иммобилизации био- 
молекул  [8, 15–18]. Тиолированные молекулы, как 
правило, имеют терминальные группы с тиольными  
(—SH) группами, которые способны образовывать ко-
валентные связи с поверхностью золотого электро-
да  [19]. Тонкий слой иммобилизованного элемента  
биоопределения наносится на электрод и служит 
чувствительным элементом, который избирательно  
улавливает целевые анализируемые вещества. 

Существуют различные типы пьезокварцевых им-
муносенсоров, включая биосенсоры объемных аку-
стических волн (англ. bulk acoustic wave, BAW)  [20–
22], поверхностных акустических волн (англ. surface 
acoustic wave, SAW) [23–25], иммуносенсоры с квар- 
цевыми микровесами (англ. quartz crystal microba- 
lance, QCM) [1, 9, 26] и иммуносенсоры с пленочным 
объемным акустическим резонатором (англ. film  
bulk acoustic resonator, FBAR) [20, 27, 28]. В датчиках 
BAW используется кварцевый кристалл, который на-
много толще, чем в датчиках SAW. Это приводит к 

Рисунок 1. Пьезокварцевый иммуносенсор QCM

Figure 1. Piezoquartz QCM immunosensor
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увеличенному времени отклика и к более низкой  
частоте резонанса, что делает иммуносенсоры BAW 
менее чувствительными в отличие от других типов. 
Датчики на базе BAW регистрируют изменения в ре-
зонансной частоте, которые возникают в результате 
взаимодействия между аналитическим агентом (АГ) 
и целевым аналитом (АТ). Их высокая чувствитель-
ность позволяет обнаруживать низкие концентрации 
целевых аналитов, что делает их ценными инстру-
ментами для обнаружения разнообразных молекул, 
включая белки, нуклеиновые кислоты, а также малые 
молекулы, такие как антибиотики, гормоны, пести- 
циды, токсины и тяжелые металлы [29–31]. Датчики 
BAW находят применение в различных сферах, вклю-
чая мониторинг окружающей среды, обеспечение 
безопасности продуктов питания, клиническую диа- 
гностику и биологическую защиту. В случае имму-
носенсоров SAW, они используют тонкий слой мате-
риала с пьезоэлектрическими свойствами, который 
наносится на поверхность кварцевого кристалла. 
Этот слой помогает обнаруживать изменения в по-
верхностной волне. При контроле окружающей сре-
ды датчики на базе SAW используются для выявле-
ния разнообразных загрязняющих веществ в воде и 
воздухе, таких как тяжелые металлы, органические 
соединения и пестициды  [32]; в области безопасно-
сти пищевых продуктов  – для обнаружения патоге-
нов пищевого происхождения, аллергенов и токси- 
нов  [33]; в клинической диагностике  – для выявле- 
ния биомаркеров заболеваний, таких как онкомар-
керы, сердечно-сосудистые маркеры и маркеры ин-
фекционных заболеваний [20]. Датчики QCM исполь- 
зуют кварцевые микровесы для мониторинга изме-
нений массы. Эти иммуносенсоры обладают высо-
кой чувствительностью и могут использоваться для 
оценки биомолекулярных взаимодействий в режиме 
реального времени. В датчиках FBAR также исполь-
зуется тонкий слой материала и регистрируются из-
менения резонансной частоты. Эти иммуносенсоры 
обладают высокой чувствительностью и могут быть 
интегрированы в портативные устройства. Датчики 
QCM и FBAR также способны детектировать низкие 
концентрации аналитов. В целом для каждого из ти- 
пов пьезокварцевых иммуносенсоров область при-
менения одинакова.

Одной из недавних разработок в области пьезо-
кварцевых иммуносенсоров является использова-
ние двумерных материалов (2D), таких как графен, 
для повышения чувствительности и селективности 
иммуносенсоров [9, 34]. Графен обладает уникаль-
ными электрическими и механическими свойства-
ми, в силу чего является подходящим материалом 
для биосенсоров. Разработаны пьезокварцевые им-
муносенсоры на основе графена, которые обладают 
высокой чувствительностью и селективностью для 
обнаружения широкого спектра биомолекул, вклю-
чая белки, нуклеиновые кислоты и малые молеку-
лы [9, 35].

Еще одним недавним достижением в области  
пьезокварцевых иммунодатчиков является интегра-
ция микрофлюидных устройств и технология «лабо-
ратория на чипе» (англ. lab-on-a-chip, LOC)  [21, 36, 37]. 
Микрофлюидные устройства могут обеспечивать точ-
ный контроль за потоком жидкости и перемешива-
нием, обеспечивая быстрый и эффективный анализ  
биологических образцов. Разработаны интегрирован- 
ные пьезокварцевые иммуносенсоры, которые могут  
быть использованы для высокопроизводительного 
скрининга биомолекул в микрофлюидных устройст- 
вах  [37]. Устройства LOC объединяют множество ла-
бораторных функций, таких как подготовка образцов, 
смешивание, реакция, разделение, детектирование 
и анализ на одном чипе или небольшой платформе,  
что позволяет проводить быстрый и портативный 
анализ биологических образцов [36]. Интеграция им-
муносенсоров с устройствами LOC может привести 
к разработке недорогих, портативных и удобных в  
использовании диагностических инструментов. Эти 
устройства также находят применение в различных 
областях, включая медицинскую диагностику, мони- 
торинг окружающей среды и тестирование безопас- 
ности пищевых продуктов. 

В целом пьезокварцевые иммуносенсоры обла- 
дают многими преимуществами при обнаружении  
иммунохимических реакций: высокой чувствитель-
ностью, селективностью и точностью. Различные ти-
пы пьезокварцевых иммуносенсоров в сочетании  
с их способностью обнаруживать мельчайшие изме- 
нения резонансной частоты делают их мощным ин-
струментом для обнаружения биомолекул в различ-
ных областях применения.

Обнаружение  
иммунохимических реакций с использованием  
пьезокарцевого иммуносенсора

Пьезокварцевые иммуносенсоры стали персеп- 
тивным методом обнаружения иммунохимических  
реакций благодаря их высокой чувствительности, 
селективности и быстрому времени отклика. Имму-
нохимические реакции – это взаимодействие между 
АТ и АГ, приводящее к образованию комплекса. Это  
взаимодействие является высокоспецифичным, что 
позволяет обнаруживать целевые аналиты с высокой 
селективностью [38]. 

Датчики QCM работают по принципу микровесов 
кварцевого кристалла, где связывание целевых ана- 
лизируемых веществ с иммобилизованными элемен-
тами биопознавания на поверхности электрода при-
водит к изменениям резонансной частоты пьезоквар-
цевого кристалла [39]. Принципы, лежащие в основе 
работы QCM, заключаются в следующем:
1)	 иммобилизация: АТ или АГ иммобилизуются на  

поверхности пьезокварцевого электрода, созда-
вая слой биоопределения, который обеспечивает 
избирательный захват целевых аналитов;
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2)	 образование комплекса: целевой аналит, содер- 
жащийся в образце, связывается с иммобилизо-
ванным элементом биопознавания на поверх-
ности кристалла, образуя комплекс АГ – АТ, что 
приводит к изменению массы или вязкоупругих 
свойств поверхности электрода [40];

3)	 детектирование сигнала: для измерения измене-
ний свойств, которые вызывают сдвиг резонанс-
ной частоты пьезокварцевого кристалла, датчик 
QCM подключают к измерительной системе, ко-
торая включает в себя электронную схему для 
управления кристаллом и контроля резонанс-
ной частоты и рассеяния. Калибровочные кри- 
вые или эталонные образцы могут быть исполь-
зованы для установления взаимосвязи между ре-
акцией датчика и целевой концентрацией ана-
лизируемого вещества. Величина сдвига частоты 
прямо пропорциональна концентрации целевого 
анализируемого вещества, что позволяет прово-
дить количественное определение. Датчик QCM 
может также измерить рассеяние, которое связа-
но с вязкоупругими свойствами адсорбирован- 
ного слоя на поверхности кристалла, что позво-
лит определить природу связывания, включая 
силу взаимодействия, конформационные изме-
нения в адсорбированном слое и динамику про-
цесса связывания  [9, 41]. Коэффициент рассеяния  
отражает потерю энергии при вибрации кри-
сталла. Принципы детектирования, основанные 
на измерении резонансной частоты и рассеяния, 
позволяют проводить количественный анализ це- 
левых аналитов.
Обнаружение иммунохимических реакций с ис-

пользованием пьезокварцевых иммуносенсоров  
имеет ряд преимуществ по сравнению с традицион- 
ными методами, такими как иммуноферментный ана-
лиз, иммуноблоттинг, иммуногистохимические мето-
ды. Эти датчики обеспечивают обнаружение в режи- 
ме реального времени [42, 43] и без использования  
биологических меток [44], что позволяет проводить  
быстрый, точный и менее затратный анализ. QCM  
обладают высокой селективностью и чувствитель- 
ностью, обеспечивая специфический захват и позво-
ляя обнаруживать низкие концентрации целевых ана-
литов в сложных матрицах образцов. Диапазон кон-
центраций может варьироваться в зависимости от 
многих факторов, включая размер и форму биорас- 
познавательного слоя, взаимодействие аналита с 
элементом биопознавания, методы предваритель-
ной обработки образца и технические характеристи-
ки самого датчика. Кроме того, пьезокварцевые им-
муносенсоры просты в использовании, экономичны 
и имеют широкий спектр применения в различных 
областях.

Технология использования датчиков QCM наряду 
с их отличительными особенностями и преимущест- 
вами является перспективной и обладает широким 
спектром применения в различных научных, клини- 
ческих и других исследованиях.

Регенерация биослоя электрода  
пьезокарцевого иммуносенсора

В отличие от классических аналитических мето-
дов, которые требуют одноразового использования 
химических компонентов и зависят от иммунохими- 
ческих взаимодействий, иммуносенсоры обладают 
возможностью многократного использования после 
регенерации биослоя на электроде [45].

Для повторного/многократного использования 
иммуносенсора требуется очистить его активную ра-
бочую поверхность от анализированных веществ, ко-
торые были адсорбированы в процессе анализа  [45], 
и восстановить функциональность биослоя. Очистка 
кварцевых микровесов играет решающую роль в ре- 
генерации биосенсоров для повторного использо-
вания. Неаккуратное удаление рецепторного слоя с  
поверхности может стать причиной получения не- 
корректных результатов измерения [46]. 

Регенерация и повторное использование поверх-
ности биосенсора имеет два преимущества. Во-пер-
вых, поверхности биосенсоров стоят дорого, и их  
однократное использование, а затем утилизация, де-
лает эксперимент финансово затратным. Во-вторых, 
повторное использование поверхности биосенсора 
позволяет сохранить одинаковую плотность поверх-
ностных лигандов для каждого образца, что, в свою 
очередь, обеспечивает большую воспроизводимость 
эксперимента [47]. 

Можно выделить три основных подхода к регене-
рации пьезоэлектрических преобразователей: с ис-
пользованием химического и кислородно-плазмен- 
ного метода, а также при помощи раствора «пираньи». 

Для некоторых типов иммуносенсоров до сих пор  
не найдено оптимальных условий регенерации, не 
снижающих их чувствительность. В этих случаях ис-
пользуют сменные одноразовые мембранные эле- 
менты [48]. 

Химический метод

Главным образом, характер взаимодействия анти- 
гена и антитела существенно влияет на процесс ре- 
генерации и возможность повторного использования 
поверхности датчика в исследованиях иммунобио-
сенсоров. В связи с этим условия регенерации сле- 
дует определять и оптимизировать индивидуально 
для каждой пары «антиген – антитело», чтобы обеспе-
чить эффективное и точное функционирование си-
стемы [49]. Для этого обычно проводят сравнение  
качества очистки электродов, а в качестве параметра 
химической чистоты поверхности электрода исполь-
зуется разность потенциалов между анодным и ка- 
тодным пиками [46].

Этот метод заключается в извлечении датчика и 
погружении его в регенерирующий буфер [50], что  
делает его наиболее используемым и простым под-
ходом к регенерации биосенсоров. В качестве реге-
нерирующего агента могут служить также детергенты 
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[Triton X-100, Tween 20, додецилсульфат натрия (англ. 
sodium dodecyl sulfate, SDS)], органические раствори-
тели (этанол, метанол, ацетон) или растворы фермен- 
тов (протеиназа К, липаза).

Электрохимический способ

Электрохимическая очистка состоит из несколь-
ких циклов окисления/восстановления. Очистку и ре-
генерацию микровесов проводят по методике, осно-
ванной на изменении потенциала. Электроды QCM 
подвергают очистке с использованием потенциоста-
та-гальваностата в трехэлектродной системе, где Au 
выполняет функцию рабочего электрода, Pt – проти-
воэлектрода и Ag/AgCl служит электродом сравне-
ния. Этот процесс обеспечивает эффективную очист- 
ку и поддержание электродов в оптимальном состо-
янии для дальнейшей работы. Для этого существует  
несколько электрохимических обработок: цикличе- 
ское изменение потенциала 50 мМ раствора HCl, 
100  мM раствора HNO3, 50 мМ раствора H2SO4 и 50  мМ 
раствора KOH, 0,5 М раствора NaOH [46, 51–54]. 

Реже при проведении электрохимической реге- 
нерации применяют и другие растворы: 6 M гидро- 
хлорида гуанидина, 50 % метанола, 100 мМ NaOH и 
70  мМ этилендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА), 
50  мМ NaOH и 35 мМ ЭДТА, 0,1 М NaOH и 0,5 М NaCl, 
50 мМ NaOH, 0,1 М глицина при рН = 2,7, 50 мМ NaOH  
и 1 % SDS, 0,1 M HCl [49, 55]. Также сообщалось о  
проведении очистки с использованием одиночного  
импульса при –1,4 В и +1,4 В (импульс постоянного  
тока) продолжительностью 30 с в фосфатно-солевом 
буфере (англ. phosphate-buffered saline, PBS) [53]. 

Кислотно-щелочная регенерация

Во многих исследованиях регенерация была до-
стигнута за счет использования в системе буферов с 
высоким или низким рН. Обычно необходимо поддер-
живать низкий pH буфера, не ниже значения pH = 2, 
чтобы избежать необратимого повреждения биосен-
сора; напротив, высокий pH буфера часто ограничи- 
вается значением pH = 11 по той же причине [50].  
Начало формы

При переходе значений рН изменяется энталь- 
пийное состояние системы путем перераспределе- 
ния относительных зарядов между анализируемым 
веществом и биорецептором. По мере ионизации  
боковых групп изменяется и распределение зарядов, 
которые поддерживают третичную структуру биоре-
цептора. Эта структурная денатурация способствует 
отделению анализируемого вещества от биорецепто-
ра. Также смена рН способствует изменению ионной 
силы окружающей среды и скринингу взаимодейст- 
вий рецептор/аналит [50].

Основным преимуществом использования данной 
регенерации является низкая стоимость. Однако сле-
дует отметить, что ее можно использовать только в 
системах, где измененный pH не будет влиять на сиг-

нал датчика. Еще одним ограничением применения 
кислотно-щелочного метода являются хрупкие бел-
ки-биорецепторы. Если они легко денатурируются,  
то следствием проведения регенерации будет без- 
возвратное повреждение биорецептора [50]. 

Другим способом изменения ионной силы явля-
ется использование сильных электролитов, таких как 
Ca2+ и NaCl. Если система особенно чувствительна к  
изменению рН, то это может стать предпочтительной 
альтернативой для предотвращения необратимой  
денатурации компонентов датчика [50].

Детергенты

При регенерации биослоя QCM часто используют 
детергенты в низких концентрациях [50]. Структурно 
детергенты обычно представлены гетеробифункцио-
нальными молекулами, содержащими два различных 
участка: полярную головку, которая хорошо раство-
рима благодаря своему заряду, и алифатический не- 
полярный хвост [50].

Поскольку хвостовые области являются гидро- 
фобными, они координируются с аналогичными об-
ластями биорецептора или анализируемого вещест- 
ва. Затем полярная группа проникает в водную фа-
зу, сводя к минимуму отталкивание и тем самым спо-
собствуя растворимости анализируемого вещества. В 
определенных системах биосенсоров гидрофобность 
может быть ключевой силой во взаимодействии био-
рецептора с анализируемым веществом, например, 
при обнаружении гидрофобных аналитов. Следова-
тельно, детергенты могут быть ключевым компонен-
том буфера для регенерации. Как правило, для это-
го используются мягкие моющие средства, такие как 
Tween, также возможно применение и более жестких 
моющих средств, например SDS в присутствии 50 мМ  
NaOH [49, 50].

Глицин

Глицин является доступным недорогим восстано-
вителем, широко используемым в качестве регене- 
рирующего агента. Благодаря диапазону буфериза- 
ции рН = 2 ÷ 7,54 он является хорошим компонен-
том для приготовления кислого буферного раствора  
10  мМ раствор глицина – HCl (рН = 1,5), что, в свою 
очередь, позволяет избежать локальных экстремумов 
рН [48, 50, 56–58].

В растворе глицин является цвиттер-ионом и  
действует как мягкий экранирующий агент для заря-
дов на границе раздела фаз, что помогает снизить  
энтальпийное взаимодействие между биорецептором  
и анализируемым веществом. Глицин связывается  
и с поверхностью биорецептора, и с анализируемым 
веществом. Таким образом, во время воздействия ре- 
генерирующего буфера биорецептор частично за-
щищен от повреждений, вызванных изменением рН 
среды. Несмотря на то, что глицин полезен для опти-
ческих и механических сенсорных систем, он может 
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иметь ограниченное применение в электрохимиче-
ских сенсорных системах, поскольку использование 
низкого pH может необратимо повлиять на сигнал 
датчика [50].

Хаотропные агенты

Для регенерации биосенсоров применяют и ха-
отропные агенты: мочевину, которая часто использу-
ется для поддержания нейтрального рН в растворе, 
диметилсульфоксид (ДМСО), формидамид, Tris-ЭДТА, 
Tris-HCl [59–63].

Многократное использование одного и того же 
рецепторного слоя может быть достигнуто и путем 
разрушения иммунокомплекса, образовавшегося в 
ходе анализа, с помощью растворов тиоционата ка-
лия различных концентраций (0,4 мМ, 0,04 М, 0,4  М). 
Нанесение 0,4 мМ раствора тиоцианата калия обес- 
печивает полное и быстрое разрушение иммуно- 
комплекса без воздействия на иммобилизованный 
слой, сохраняя целостность биорецепторного слоя 
при достаточно быстром разрушении иммунного 
комплекса. Использование растворов других кон- 
центраций может либо повредить рецепторный слой, 
либо частично разрушить комплекс «антиген – анти- 
тело» [64–66].

Для проведения полной очистки металлической 
поверхности биосенсорного электрода часто исполь- 
зуют более высококонцентрированные растворы ще-
лочей и кислот, например 0,5–1,2 М NaOH (с pH = 
11 ÷ 13) и 0,5–1,2 М НСl (с pH = 1 ÷ 2). После тщатель-
ной очистки и высушивания на устройстве QCM мож-
но приступить к созданию нового биочувствитель- 
ного слоя [67, 68]. Этот процесс обеспечивает эффек-
тивную регенерацию поверхности и поддержание ее  
в рабочем состоянии. 

Кислородно-плазменная очистка

Кислородно-плазменная очистка микровесов 
кварцевого кристалла является простым, быстрым 
и безопасным методом. Кислородная плазма может  
быть использована для быстрого удаления загряз-
нений как с металлических, так и с неметаллических  
поверхностей. Так как реакции взаимодействия кис-
лорода и диоксида кремния не происходит, свойства 
кристалла кварца не меняются при очистке микрове- 
сов. При кислородно-плазменной обработке на по-
верхности микровесов кварцевого кристалла обра-
зуются различные кислородные функциональные 
группы, такие как С—О, С=О, О—С=О и С—О—О. 
Травление полимера происходит в результате вза- 
имодействия атомарного кислорода с атомами угле-
рода на поверхности, что приводит к образованию 
летучего продукта (например, угарный газ СО). Прин-
цип функционирования заключается в пропускании 
электрического тока через плазму, которая генери-
рует высокоэнергетические электроны. Эти электро-
ны взаимодействуют с молекулами газа в реакторе, 

что приводит к разрыву химических связей. Кроме  
того, кислородная плазма вызывает окисление по-
верхности, образуя оксид золота (Au2O3). Этот про- 
цесс обеспечивает эффективное травление и подго-
товку поверхности для дальнейшей работы. Кисло-
родно-плазменную очистку проводят с использова- 
нием генератора плазмы в течение 85  с при давле- 
нии 0,5 мБа и мощности 22 Вт. После очистки QCM  
помещают в химический стакан с деионизированной 
водой, затем переносят в метанол с последующей суш-
кой в эксикаторе [46].

Раствор «пираньи»

Использование электродов QCM требует точной  
очистки для получения воспроизводимых результа-
тов. Одним из методов регенерации является приме- 
нение раствора «пираньи». Его готовят путем сме-
шивания концентрированной H2SO4 и 30%-го раст- 
вора H2O2 в соотношении 3 : 1. После обработки раст- 
вором «пираньи» QCM подвергают промывке деми-
нерализованной водой и этанолом, а затем сушат в 
потоке воздуха. В некоторых источниках указывает-
ся на возможность дополнительного подогрева раст- 
вора (40–60  °С). Важно отметить, что раствор «пира-
ньи» самопроизвольно нагревается до указанных 
температур, так как смешивание его компонентов 
вызывает экзотермическую реакцию. Этот процесс 
способствует эффективной очистке поверхности  [46,  
69–70].

Благодаря эффективной регенерации биослоя 
QCM можно использовать для многократных циклов 
обнаружения, что повышает его практичность и эко-
номическую эффективность. Благодаря удалению 
остаточных анализируемых веществ повышается точ-
ность последующих измерений, кроме того, процесс 
регенерации обеспечивает надежность, селектив-
ность, чувствительность и воспроизводимость изме-
рений иммуносенсором. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Пьезокварцевые иммуносенсоры нашли широкое  

применение в области лабораторной диагностики, 
проведения научных исследований, сертификации пи-
щевых продуктов. Их способность обнаруживать низ-
кие концентрации целевых аналитов является ключе-
вой в клинической практике.

Единоразовое использование биосенсоров в свя- 
зи с большой стоимостью является финансово затрат-
ным, что делает регенерацию поверхности биосенсо-
ра пьезокварцевых иммуносенсоров актуальной за-
дачей. Регенерация имеет решающее значение для 
поддержания работоспособности датчика и возмож-
ности повторного использования.

В обзоре были изучены принципы работы имму-
носенсоров и их способность обнаруживать иммуно-
химические реакции с высокой чувствительностью и 
селективностью, а также рассмотрены основные спо-
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собы регенерации биослоя QCM: химический метод  – 
с использованием детергентов, хаотропных агентов, 
глицина, кислотно-щелочной и электрохимической 
обработки; кислородно-плазменный метод и метод с 
использованием раствора «пираньи». 

При выборе способа проведения регенерации  
необходимо помнить, что возможность повторного  
использования сенсорной поверхности определяет  
сила взаимодействия «антиген – антитело», поэтому 
условия должны быть подобраны индивидуально для 
каждой пары «антиген – антитело» [49]. Для этого про-
водят сравнение качества очистки электродов, а в  
качестве параметра химической чистоты поверхно- 
сти электрода используется разность потенциалов 
между анодным и катодным пиками.
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