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Ан а ли ти  че ские фер  мен та  тив ны е ре ак ции в  мик  ро флю  ид ных
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Ре зю ме — Пред ло жен и ап ро би ро ван ряд под хо дов, по зво ля ю щих осу ще ст вить пе ре нос эн зи ма ти че ских ре ак ций в фун к ци о -
на ль ные эле мен ты мик ро флю ид ных чи пов на при ме ре би фер мен т ной био лю ми нес цен т ной ре ак ции с уча с ти ем фер мен тов
NAD(P)H:FMN-ок си до ре дук та зы и лю ци фе ра зы. Из ме ре ние ка та ли ти че ской ак тив но сти этих фер мен тов (под вли я ни ем за -
гряз ня ю щих ве ществ) яв ля ет ся осно вой ме то да фер мен та тив но го био те с ти ро ва ния раз лич ных жид ко стей. Было уста нов ле но,
что для по вы ше ния вос про из во ди мо сти из ме ре ний все ком по нен ты ре ак ции не об хо ди мо раз ме щать в од ной ка ме ре чипа. Ис -
по ль зо ва ние крах ма ль но го геля в ка че ст ве но си те ля для им мо би ли за ции и под лож ки из же ла ти на в ре ак то ре чипа по зво ля ет
со хра нять ак тив ность фер мен тов в ходе гер ме ти за ции чи пов при ком нат ной тем пе ра ту ре. По ка за но, что для по вы ше ния эф -
фек тив но сти ана ли за ком по нен ты ре ак ции не об хо ди мо ак тив но пе ре ме ши вать в ре ак то ре мик ро флю ид но го чипа. По ре зу ль -
та там про ве ден ных ис сле до ва ний пред ло жен про то тип мик ро флю ид но го чипа на осно ве фер мен та тив ной био лю ми нес цен т -
ной ре ак ции, ко то рый ха рак те ри зу ет ся пре де лом об на ру же ния су ль фа та меди 3 мкМ, что со от вет ст ву ет чув ст ви те ль но сти тра -
ди ци он ных lux-био сен со ров на осно ве жи вых кле ток. При этом время ана ли за со кра ща ет ся до 1 мин, а сам ана лиз мо жет быть
вы пол нен ли ца ми, не име ю щи ми спе ци а ль ных ла бо ра тор ных на вы ков.

Клю че вые сло ва: би о лю ми нес цен ция, лю ци фе ра за, мик роф лю и ди ка, мик роф лю ид ный чип, фер мен та тив ное би о тес ти -
ро ва ние.
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Ab s t ract — An ap pro ach to tran s fer en zy me re ac ti ons into the fun c ti o nal ele ments of the mic rof lu i dic chip has been sug ges ted. It was de -
ve lo ped and eva lu a ted using the bi en zy me bi o lu mi nes cent re ac ti on with the NAD(P)H:FMN-oxi do re duc ta se and lu ci fe ra se en zy mes. The
as ses sment of the ca ta ly tic ac ti vi ty of the se en zy mes is the ba sis of the en zy ma tic bio as say of va rio us li qu ids. It was fo und out that all com -
po nents of the re ac ti on sho uld be pla ced in one re ac ti on cham ber of mic rof lu i dic chip to in c re a se the re pro du ci bi li ty of me a su re ments. The
use of starch gel as a car ri er for im mo bi li za ti on and ge la tin scaf fold al lo wed to pre ser ve the en zy me ac ti vi ty du ring the ro om-tem pe ra tu re
se a ling of the chips. To im p ro ve the ef fi ci en cy of the ana ly sis, it is ne ces sa ry to use the ac ti ve mi xing of a sam p le in the re ac ti on cham ber of
the chip. The re sults of the stu dy per mit to sug gest a pro to ty pe of a mic rof lu i dic chip ba sed on en zy me bi o lu mi nes cent re ac ti on for the bio -
as say with the de tec ti on li mit of cop per sul fa te of 3 мM, which is in con sent with the tra di ti o nal lux-bi o sen sors ba sed on li ving cells. Mo re -
over, the ana ly sis time was re du ced up to 1 min, and the pro ce du re co uld be per for med by staff wit ho ut spe ci al la bo ra to ry skills.

Key words: bi o lu mi nes cen ce, en zy ma tic bio as say, lu ci fe ra se, mic rof lu i dics, mic rof lu i dic sys tem.

                                 
Спи сок со кра ще ний: ПММА — по ли ме тил ме так ри лат; ЕС50 — эф фек тив ная кон цен т ра ция дей ст ву ю ще го ве ще ст ва, вы зы ва ю -
щая сни же ние лю ми нес цен т ной ак тив но сти би фер мен т ной си с те мы на 50%; EDC — 1-этил-3-(3-ди ме ти ла ми ноп ро пил)кар бо -
ди и мид; FMNH2 — фла вин мо но нук ле о тид вос ста нов лен ный; NAD(P)H — ни ко ти на ми да де нин ди нук ле о тид(фос фат) вос ста -
нов лен ный.



Су ще ст ву ю щие ла бо ра тор ные ме то ди ки оп -
ре де ле ния ряда токсич ных ве ществ пред по ла га ют 
ис по ль зо ва ние до во ль но зна чи те ль ных объ е мов
ре ак ци он ной сме си (бо лее 1 мл). Со зда ние со от -
вет ст ву ю щих мик ро чи пов по зво ли ло бы зна чи -
те ль но уме нь шить объ ем те с ти ру е мой про бы (до
20 мкл), со кра тить рас ход до ро го сто я щих ре а ген -
тов и ав то ма ти зи ро вать про цесс ана ли за.

При раз ра бот ке пор та тив ных био сен со ров [1]
на мик ро флю ид ных плат фор мах [2—4] ак ту а ль -
ной за да чей яв ля ет ся мик ро мас ш таб ное пре об ра -
зо ва ние био хи ми че ских ана ли ти че ских ре ак ций.
Труд но сти та ко го пре об ра зо ва ния свя за ны с тем,
что те че ние ана ли ти че ской ре ак ции в ка ме ре объ е -
мом ме нее 100 мкл в зна чи те ль ной сте пе ни за ви -
сит от на ча ль но го по ло же ния ре а ген тов, а так же
эф фек тив но сти и ско ро сти пе ре ме ши ва ния их ма -
лых объ е мов. Кро ме того, не об хо ди мо учи ты вать
воз мож ное взаи мо дей ст вие био ло ги че ских мо ле -
кул и кле ток с ма те ри а ла ми, ис по ль зу е мы ми для
из го тов ле ния чи пов [5, 6], а так же с ор га ни че ски -
ми рас тво ри те ля ми, при ме ня е мы ми для гер ме ти -
за ции ка на лов и ре ак ци он ных ка мер [7].

В дан ной ра бо те пред ло жен под ход к ре ше -
нию ука зан ных проб лем на при ме ре ис по ль зо ва -
ния од но ра зо вых мик ро флю ид ных чи пов для
фер мен та тив но го био лю ми нес цен т но го те с ти ро -
ва ния жид ких проб на на ли чие токсич но го ве ще -
ст ва (мед но го ку по ро са), ко то рое опре де ля ют по
его вли я нию на па ра мет ры био лю ми нес цен ции
це пи со пря жен ных ре ак ций, ка та ли зи ру е мых
NAD(P)Н:FMN-ок си до ре дук та зой и лю ци фе ра зой
(ре ак ции (1) и (2)) [8]:

                           Лю ци фе ра за
FMNH2+RCOH+O2     RCOOH+H2O+h

                                      NAD(P)H:FMN-
                                     ок си до ре дук та за

NADH+FMN+H+    FMNH2+NAD+ (2)
Лю ци фе ра за ка та ли зи ру ет окис ле ние аль де -

ги дов с из лу че ни ем све та в си не-зе ле ной об ла с ти
спек т ра (1). Для обес пе че ния лю ци фе ра зы вос ста -
нов лен ным фла вин мо но нук ле о ти дом (FMNH2)
при ме ня ет ся со пря же ние лю ци фе раз ной ре ак ции
с ре ак цией (2), ка та ли зи ру е мой NAD(P)H:FMN-
 ок си до ре дук та зой [9].

Цель ра бо ты со сто я ла в опре де ле нии усло -
вий ми ни а тю ри за ции и ав то ма ти за ции ме то ди ки
фер мен та тив но го био те с ти ро ва ния жид ких проб.
Для это го тре бо ва лось раз ра бо тать мик ро флю ид -
ные чипы, по зво ля ю щие обес пе чить ин тен сив -
ность лю ми нес цен ции би фер мен т ной ре ак ции и
по греш ность ее из ме ре ния, сход ные по зна че нию
с ха рак те ри сти ка ми, при су щи ми ис по ль зу е мым
ла бо ра тор ным ме то ди кам [10].

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Для из го тов ле ния чи пов ис по ль зо ва ли по -
ли ме тил ме так ри лат (ПММА) мар ки No vat tro
(«Саф П ласт», Рос сия); для гер ме ти за ции мик -
ро чи пов при ме ня ли аце тон мар ки «ос.ч.» 9-5
(ЗАО «Век тон», Рос сия) и 1,2-дих ло рэ тан
(«ч.д.а», ЗАО «Со юз хим п ром», Рос сия).

Для из го тов ле ния био ло ги че ско го мо ду ля
ис по ль зо ва ли ли о фи ли зо ван ные пре па ра ты вы со -
ко о чи щен ных фер мен тов, про из ве ден ные в ла бо -
ра то рии на но би о тех но ло гии и био лю ми нес цен -
ции ИБФ СО РАН (Рос сия). Один фла кон пре па -
ра та со дер жал 0,5 мг лю ци фе ра зы Pho to bac te ri um
lei og nat hi (КФ 1.14.14.3) из ре ком би нан т но го
штам ма Es c he ric hia co li и 0,18 ед. ак тив но сти
NAD(Р)H:FMN-ок си до ре дук та зы Vib rio fis c he ri
(КФ 1.5.1.29). Для при го тов ле ния рас тво ров фер -
мен тов ис по ль зо ва ли 0,05 М ка лий-фос фат ный
бу фер (Flu ka, Шве ция), pH 7,0. Так же при ме ня ли
сле ду ю щие ре ак ти вы: ни ко ти на ми да де нин ди нук -
ле о тид вос ста нов лен ный (NADH, CHEBI:16908)
(Ger bu, Гер ма ния); фла вин мо но нук ле о тид (FMN,
CHEBI:17621) (Ser va, Гер ма ния); ми ри сти но вый
аль де гид (C14H28O, CHEBI:84067) (Merck, Гер ма -
ния); кар то фе ль ный крах мал и же ла тин из сви ной
шку ры (Sig ma-Al d rich, США); MES-бу фер: 2-(N-
 мор фо ли но)этан су ль фо но вая кис ло та («Хе ли кон», 
Рос сия); 1-этил-3-(3-ди ме ти ла ми ноп ро пил) кар бо -
ди и мид хло рид (EDC) (In ter c him, Фран ция).

Рас че ты дви же ния по то ков и диф фу зии
FMN в мик ро ка на лах про во ди ли с ис по ль зо ва ни -
ем про грам мы COMSOL Mul tip hy sics (COMSOL,
Шве ция). Для это го ре ша ли си с те му урав не ний
На вье—Сто кса при мо де ли ро ва нии ско ро стно го
про фи ля жид ко сти, урав не ние Фика для рас че та
кон век тив но го и диф фу зи он но го пе ре но са и урав -
не ние Ной е са—Уит ни для опре де ле ния по то ка
рас тво ря е мо го ве ще ст ва на гра ни це рас тво ре ния.

Мик ро флю ид ные чипы из го тав ли ва ли ме -
то дом фре зе ро ва ния на стан ке Mo de la MDX-20
(Ro land, Япо ния).

Ко ва лен т ную мо ди фи ка цию по вер х но сти
ре ак ци он ной ка ме ры чипа про из во ди ли сле ду ю -
щим об ра зом: об ра ба ты ва ли по вер х ность рас тво -
ром NaOH (ООО «Аль фа Хим», Рос сия), про мы -
ва ли 0,1 М MES-бу фе ром, об ра ба ты ва ли в те че -
ние 3 ч 0,5 М рас тво ром EDC. За тем вновь про мы -
ва ли 0,1 М MES-бу фе ром, на но си ли рас твор
3%-но го крах ма ль но го геля и EDC, вы дер жи ва ли
в те че ние 18 ч и про мы ва ли по сле до ва те ль но 0,1 М 
MES-бу фе ром и ди с тил ли ро ван ной во дой.

Для обес пе че ния ста би ли за ции фер мен тов
ис по ль зо ва ли тех но ло гию им мо би ли за ции био ло -
ги че ских ком по нен тов в крах ма ль ном геле [10, 11]. 
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Для это го 20 мл 3,15%-ной сус пен зии крах ма ла
мед лен но на гре ва ли и ки пя ти ли в те че ние 2 мин,
ох лаж да ли до тем пе ра ту ры 25, а за тем по сле до ва -
те ль но вно си ли лю ци фе ра зу, NAD(P)H:FMN-ок -
си до ре дук та зу, NADН и ми ри сти но вый аль де гид. 
Сус пен зию пе ре ме ши ва ли с по мо щью ва ку ум но -
го сме си те ля («Аве рон», Рос сия) и часть ее пе ре -
но си ли на пред ва ри те ль но под го тов лен ную по -
вер х ность чи пов, а дру гую часть по ме ща ли на
фто роп ла сто вую плен ку тол щи ной 0,2 мм («Ф-сер -
вис», Рос сия) для по лу че ния крах ма ль ных ди с -
ков. Чипы и ди с ки вы су ши ва ли в те че ние 24 ч при
тем пе ра ту ре 8, по сле чего чипы гер ме ти зи ро ва -
ли. Гер ме ти за цию мик ро флю ид ных чи пов осу ще -
ст в ля ли пу тем вве де ния в кон такт двух пла с тин из 
ПММА под дав ле ни ем ~ 30 кг/см2. Одна из пла с -
тин со дер жа ла все фун к ци о на ль ные струк ту ры, а
дру гая была пред ва ри те ль но об ра бо та на 1,2-дих -
ло рэ та ном (ЗАО «Со юз хим п ром», Рос сия).

Ак тив ность по лу чен ных ре а ген тов оце ни -
ва ли по ве ли чи не мак си ма ль ной ин тен сив но сти
све че ния Imax, вы ра жен ной в от но си те ль ных еди -
ни цах, на лю ми но мет ре Glo Max 20/20 (Pro me ga,
США) в ре жи ме из ме ре ния ки не ти ки. Оста точ ное 
све че ние би фер мен т ной си с те мы в при сут ст вии
раз лич ных кон цен т ра ций мед но го ку по ро са вы -
чис ля ли по фор му ле Ie/Ic·100%, где Ie и Ic — зна че -
ния мак си ма ль ной ин тен сив но сти све че ния би -
фер мен т ной си с те мы в при сут ст вии мед но го ку -
по ро са и в ди с тил ли ро ван ной воде (кон т роль), со -
от вет ст вен но. Сте пень воз дей ст вия мед но го ку -
по ро са на ак тив ность би фер мен т ной си с те мы в мик -
ро флю ид ных чи пах и крах ма ль ных ди с ках оце ни -
ва ли по па ра мет ру ЕС50, пред став ля ю ще му со бой
эф фек тив ную кон цен т ра цию дей ст ву ю ще го ве -
ще ст ва, вы зы ва ю щую сни же ние лю ми нес цен т -
ной ак тив но сти би фер мен т ной си с те мы на 50%.

Для эф фек тив но го пе ре ме ши ва ния про бы в
ре ак ци он ной ка ме ре чипа ис по ль зо ва ли элек т ро ме -
ха ни че скую мем б ра ну диа мет ром 7 мм c ам п ли ту -
дой мак си ма ль но го от кло не ния 1 мм, что при во ди -
ло к сме ще нию 3 мкл жид ко сти в ре ак то ре мик ро -
флю ид но го чипа. Мем б ра на при во ди лась в дви же -
ние с по мо щью про грам ми ру е мо го ис точ ни ка пе ре -
мен но го на пря же ния в диа па зо не от -2 до 2 В.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ра бо те про ве ден вы бор ма те ри а ла для из -
го тов ле ния мик ро флю ид ных чи пов, раз ме ров и
рас по ло же ния мик ро струк тур чипа и био ло ги че -
ских ком по нен тов с це лью обес пе чить вы со кую
вос про из во ди мость из ме ре ний. Изу че но вли я ние
ор га ни че ских рас тво ри те лей, ис по ль зу е мых при
гер ме ти за ции чи пов, на ком по нен ты био лю ми нес -
цен т ной ре ак ции; опре де лен оп ти ма ль ный спо соб
раз ме ще ния био ло ги че ских ком по нен тов в ре ак -
ци он ной ка ме ре чипа; по до бран ре жим пе ре ме ши -
ва ния про бы в чипе и про ве де но срав не ние чув ст -
ви те ль но сти ме то да с ис по ль зо ва ни ем раз ра бо тан -
но го чипа и ме то да с при ме не ни ем им мо би ли зо -
ван но го фер мен т но го пре па ра та в фор ме крах ма ль -
ных ди с ков [8] к дей ст вию мед но го ку по ро са.

Вы бор ма те ри а ла и то по ло гии мик ро флю ид но го 
чипа, опре де ле ние на ча ль но го по ло же ния
био ло ги че ских ком по нен тов

К ма те ри а лам, ис по ль зу е мым для из го тов ле -
ния чи пов, предъ яв ля ет ся ряд тре бо ва ний: оп ти че -
ская про зрач ность для ре ги ст ра ции све то во го из лу -
че ния ре ак ции в чипе, воз мож ность мо ди фи ка ции
по вер х но сти для луч шей ад ге зии на ней био ло ги че -
ских ма те ри а лов и бы ст ро го ис пы та ния раз лич ных
ва ри ан тов чи пов для ис сле до ва ний [12]. Важ ную
роль так же иг ра ет цена ма те ри а ла и воз мож ность
по тен ци а ль но го мас ш та би ро ва ния про из вод ст ва.
Со хра не ние ак тив но сти фер мен тов в ходе гер ме ти -
за ции мик ро чи пов обес пе чи ва ет лишь про ве де ние
про цес са при ком нат ной тем пе ра ту ре (без на гре ва -
ния). В силу дан ных тре бо ва ний в ка че ст ве ма те ри -
а ла для из го тов ле ния чи пов был вы бран по ли ме тил -
ме так ри лат (ПММА).

На при ме ре FMN была ре ше на за да ча по ис -
ка на ча ль но го по ло же ния био ло ги че ских ком по -
нен тов в мик ро флю ид ном чипе для обес пе че ния
вос про из во ди мо сти из ме ре ний. При раз ра бот ке
то по ло гии чипа ис хо ди ли из пред по ло же ния о
том, что на ли чие пас сив но го сме си те ля в ви де
сер пан тин но го ка на ла бу дет спо соб ст во вать луч -
ше му рас тво ре нию FMN до его по па да ния в ре ак -
тор чипа. Рас смот ре ны раз лич ные ва ри ан ты то по -
ло гии мик ро флю ид но го чипа (рис. 1). Со глас но
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Рис. 1. Ва ри ан ты то по ло гии мик роф лю ид но го чипа
при раз ме ще нии FMN (се рое пят но) в от дель ной ка ме ре (1), в 
сер пан тин ном сме си те ле (2) и в ре ак то ре (3). Чер ной стрел -
кой ука зан вход ной ка нал, се рой — вы ход ной. 

Fig. 1. Variants of microfluidic chip topology when FMN
(gray spot) is placed in an individual chamber (1), in a serpentine
mixer (2), or in a reactor (3). Black arrow shows the input and
gray arrow the output channel



пер во му ва ри ан ту, FMN по ме ща ли в от де ль ную
ка ме ру, а пе ред и по сле ре ак то ра рас по ла га лись
сер пан тин ные сме си те ли. Вто рой ва ри ант то по -
ло гии от ли чал ся тем, что FMN по ме ща ли не по -
сред ст вен но в сер пан тин ный сме си тель, а со глас -
но тре тье му ва ри ан ту — в ре ак тор чипа. Ре ак ци -
он ная ка ме ра чипа име ет ром бо вид ную фор му
для уме нь ше ния ве ро ят но сти об ра зо ва ния пу зы -
рей при про те ка нии по то ка жид ко сти.

По ско ль ку ин тен сив ность све че ния би фер -
мен т ной ре ак ции (1) и (2) за ви сит от ло ка ль ной
кон цен т ра ции FMN, для по лу че ния вос про из во ди -
мо го и ста би ль но го био лю ми нес цен т но го сиг на ла
чрез вы чай но важ ным яв ля ет ся рав но мер ное рас -
пре де ле ние FMN в объ е ме ре ак то ра мик ро флю ид -
но го чипа. Было про ве де но мо де ли ро ва ние за ви си -
мо сти по то ка ре а ген та че рез по пе реч ное се че ние
ре ак ци он ной ка ме ры чипа от вре ме ни (рис. 2) для
ва ри ан тов то по ло гии 1 и 2 (см. рис.1).

Вид но, что раз ме ще ние FMN вне ре ак то ра
мик ро флю ид но го чипа (в ка ме ре или ка на ле) при -
во дит к тому, что ско рость рас тво ре ния FMN в зна -
чи те ль ной сте пе ни опре де ля ет ся ско ро стью по то -
ка (дви же ния жид ко сти) при за бо ре про бы. В на ча -
ле про цес са рас тво ре ния про ис хо дит уве ли че ние
по то ка FMN, свя зан ное с его вы хо дом в ка нал, а за -
тем на сту па ет спад, вы зван ный за вер ше ни ем рас -
тво ре ния и на ча лом вы мы ва ния ве ще ст ва. По ско ль -
ку до сти же ние вос про из во ди мой оди на ко вой ско -
ро сти по то ка жид ко сти в ка на лах чипа в усло ви ях
ре а ль но го эк с пе ри мен та пред став ля ет ся за труд ни -
те ль ным, раз ме ще ние FMN вне ре ак ци он ной ка ме -
ры не из беж но при во дит к сни же нию вос про из во -
ди мо сти ре зу ль та тов из ме ре ний.

Та ким об ра зом, наи бо лее под хо дя щей то -
по ло гией чипа яв ля ет ся ва ри ант, в ко то ром FMN
рас по ла га ет ся в ре ак ци он ной ка ме ре чипа (3 на
рис. 1). В дан ном ва ри ан те пре ду смот ре но так же
на ли чие вы ход но го ка на ла, рас по ло жен но го не -
по сред ст вен но над ре ак ци он ной ка ме рой. Та ким
спо со бом обес пе чи ва ет ся сво бод ный до ступ кис -
ло ро да — од но го из суб ст ра тов био лю ми нес цен т -
ной си с те мы — в ре ак тор.

Гер ме ти за ция мик ро флю ид ных чи пов
В ра бо те ис по ль зо ван ме тод низ ко тем пе ра -

тур ной гер ме ти за ции двух пла с тин ПММА при
по мо щи ор га ни че ско го рас тво ри те ля. Пре и му ще -
ст вом низ ко тем пе ра тур ной гер ме ти за ции яв ля ет -
ся пред от вра ще ние по вреж де ний раз ме щен ных в
чипе био ло ги че ских ком по нен тов, ко то рые на -
блю да ют ся при про ве де нии вы со ко тем пе ра тур -
но го про цес са. Од на ко и в ходе низ ко тем пе ра тур -
ной гер ме ти за ции био ло ги че ские ком по нен ты

мо гут под вер га ть ся не га тив но му воз дей ст вию па -
ров рас тво ри те ля.

Для за щи ты от воз дей ст вия ор га ни че ских
рас тво ри те лей ис по ль зу е мые в ра бо те био ло ги че -
ские ком по нен ты (фер мен ты и суб ст ра ты) были
пред ва ри те ль но им мо би ли зо ва ны в крах ма ль ном
геле и вы су ше ны. Была про ве де на оцен ка воз дей -
ст вия двух рас тво ри те лей (аце то на и 1,2-дих ло рэ -
та на) на ак тив ность им мо би ли зо ван ных в крах ма -
ль ном геле ком по нен тов био лю ми нес цен т ной си -
с те мы. Для это го на крах ма ль ные ди с ки с им мо -
би ли зо ван ны ми фер мен та ми на но си ли по 50 мкл
не раз бав лен но го аце то на или 1,2-дих ло рэ та на и
вы су ши ва ли в те че ние 3 мин при тем пе ра ту ре 25.

Было по ка за но, что в срав не нии с кон т ро ль -
ны ми об раз ца ми (без об ра бот ки рас тво ри те ля ми)
аце тон и 1,2-дих ло рэ тан не ока зы ва ют ста ти сти че -
ски зна чи мо го воз дей ст вия на NAD(P)H:FMN- ок -
си до ре дук та зу, бак те ри а ль ную лю ци фе ра зу, NADH 
и ми ри сти но вый аль де гид, если эти ком по нен ты
на хо дят ся в вы су шен ном крах ма ль ном геле.

Им мо би ли за ция био ло ги че ских ком по нен тов
в ре ак ци он ной ка ме ре чи па

Им мо би ли зо ван ные в крах ма ль ном геле
ком по нен ты био лю ми нес цен т ной си с те мы (фер -
мен ты, NADH и аль де гид) вно си ли в ре ак ци он -
ную ка ме ру чипа, вы су ши ва ли в те че ние 24 ч при
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Рис 2. За ви си мость по то ка рас т во рен но го FMN, про -
хо дя ще го че рез по пе реч ное се че ние ка ме ры чипа при раз лич -
ной ско рос ти дви же ния жид кос ти (v). Чер ные кри вые —
FMN в ка ме ре, серые — FMN в ка на ле: 1 — v = 0,04 м/с; 2 — v
= 0,08 м/с; 3 — v = 0,04 м/с; 4 — v = 0,08 м/с

Fig. 2. Dependency of dissolved FMN flux through the
cross section of a chip reaction chamber on time at various flux
rates (v). Black curves, FMN is in a chamber; gray curve, FMN is in a
channel: (1) — v = 0.04 m/s; (2) — v = 0.08 m/s; (3) — v = 0.04 m/s;
(4) — v = 0.08 m/s



тем пе ра ту ре 8 и опре де ля ли их ак тив ность в био -
лю ми нес цен той ре ак ции. По ка за но, что на ли чие
при ме сей и до ба вок в ПММА при во дит в ре зу ль -
та те вы су ши ва ния им мо би ли зо ван ных био ло ги -
че ских ком по нен тов к уме нь ше нию ин тен сив но -
сти био лю ми нес цен т но го сиг на ла и уве ли че нию
по греш но сти из ме ре ний.

Для пред от вра ще ния не га тив но го воз дей ст -
вия при ме сей ПММА на им мо би ли зо ван ные ком -
по нен ты, а так же для луч шей ад ге зии ком по нен -
тов к по вер х но сти чипа были изу че ны раз лич ные
ва ри ан ты раз ме ще ния био ло ги че ских ком по нен -
тов в со че та нии с раз лич ны ми спо со ба ми об ра бот -
ки по вер х но сти мик ро флю ид ных чи пов (рис. 3).
На дан ном эта пе ис сле до ва ния FMN до бав ля ли в
ре ак ци он ную ка ме ру из в не в виде рас тво ра.

На рис. 4 пред став ле ны ре зу ль та ты из ме ре -
ния ин тен сив но сти лю ми нес цен ции би фер мен т -
ной си с те мы в по лу чен ных чи пах при раз лич ной
об ра бот ке их по вер х но сти. Вид но, что при ис по ль -

зо ва нии же ла ти но вой под лож ки (рис. 4, 3) на блю -
да ет ся наи бо лее вы со кая мак си ма ль ная ин тен -
сив ность лю ми нес цен ции и наи мень шее стан дар -
т ное от кло не ние по лу чен ных ре зу ль та тов. По -
доб ный спо соб за щи ты био ло ги че ских ком по -
нен тов тра ди ци он но ис по ль зу ют при раз ра бот ке
чи пов на осно ве кле ток [13]. Кро ме того, из рис.
4 сле ду ет, что гер ме ти за ция чи пов при во дит к
сни же нию ин тен сив но сти све че ния, что мо жет
быть свя за но с огра ни че ни ем до сту па кис ло ро да
в ре ак тор чипа.

Была так же ис сле до ва на ин тен сив ность лю -
ми нес цен ции при  ис по ль зо ва нии FMN внут ри ре -
ак ци он ной ка ме ры в ка че ст ве во дно го рас тво ра, на -
не сен но го на по вер х ность ка ме ры (см. рис. 3, 4),
или в виде ком по нен та, им мо би ли зо ван но го в крах -
ма ль ном геле с по сле ду ю щим вы су ши ва ни ем при
8 (рис. 3, 5). Для того, что бы из бе жать взаи мо дей -
ст вия FMN и ПММА под вли я ни ем па ров рас тво -
ри те ля при гер ме ти за ции, на по вер х ность ка ме ры
чипа пе ред на не се ни ем FMN пред ва ри те ль но по -
ме ща ли под лож ку из 1%-но го же ла ти но во го геля.

При на не се нии FMN в виде во дно го рас тво -
ра до сти га лась бо лее вы со кая ин тен сив ность све че -
ния би фер мен т ной си с те мы. Од на ко при ис по ль зо -
ва нии им мо би ли зо ван но го FMN уве ли чи ва ет ся вре -
мя хра не ния ре а ген та без по те ри ак тив но сти (дан -
ные не при ве де ны). По э то му в да ль ней ших эк с пе ри -
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Рис. 3. Выб ран ные на ос но ве чис лен но го мо де ли ро ва -
ния ва ри ан ты раз ме ще ния би о ло ги чес ких ком по нен тов в
чипе с раз ной об ра бот кой по вер х нос ти: 1 —1 М вод но- с пир -
то вым рас т во ром NaOH в те че ние 18 ч; 2 — NaOH с пос ле ду -
ю щим на не се ни ем на по вер х ность ре ак то ра под лож ки в виде
1%-но го же ла ти но во го геля; 3 — ко ва лен т ная мо ди фи ка ция c 
по мощью вод но- с пир то во го рас т во ра NaOH, MES-буфера,
рас т во ра эти лен ди а ми на и EDC с пос ле ду ю щим на не се ни ем
на по вер х ность ре ак то ра под лож ки в виде 3%-но го крах маль -
но го геля; 4 — то же, что и в 2, плюс на не се ние кап ли вод но го 
рас т во ра FMN на по вер х ность камеры; 5 — то же, что и в 2,
плюс на не се ние FMN, им мо би ли зо ван но го в крах маль ном ге -
ле. Чер ная стрел ка — вход ной ка нал, се рая — вы ход ной

Fig. 3. Selected by digital modeling variants of biological 
components location in chips with different surface treatment:
(1), 1 M NaOH water-ethanol solution, for 18 h; (2), NaOH with
following application of 1% gelatin gel scaffold (orange) on the
reactor surface; (3), covalent modification with NaOH water-
 ethanol solution, MES buffer, ethylene diamine solution and EDC 
with following application of 3% starch gel as a carrier on the
reactor surface; (4), same as (2) plus application of a drop of FMN 
aqueous solution; and (5), same as (2) plus application of FMN
immobilized in starch gel. Black and gray arrow shows the input
and output channels, respectively

Рис. 4. Зна че ния мак си маль ной ин тен сив нос ти све то -
во го из лу че ния в чи пах не гер ме ти зи ро ван ных (се рые стол би -
ки), гер ме ти зи ро ван ных (бе лые стол би ки) с раз лич ной об ра -
бот кой по вер х нос ти: 1 —  без об ра бот ки (кон т роль); 2 — об -
ра бот ка 1 М рас т во ром NaOH в те че ние 18 ч; 3 — об ра бот ка 1 
М рас т во ром NaOH с пос ле ду ю щим на не се ни ем же ла ти но во -
го геля; 4 — об ра бот ка 1 М рас т во ром NaOH и на не се ние
крах ма ла пу тем ко ва лен т ной мо ди фи ка ции по вер х нос ти (см.
так же под пись к рис. 3, 3)

Fig. 4. Maximum intensity of luminescence in chips
(sealed, gray bars, and unsealed, white bars) with different
surface treatment: (1), without treatment (control); (2), treated
with 1 M NaOH for 18 h; (3), treated with 1 M NaOH with
following application of gelatin scaffold; and (4), treated with 1 M
NaOH and covalently modified (see also legend to Fig. 3, 3)



мен тах на по вер х ность ре ак то ра чипа на но си ли
FMN, им мо би ли зо ван ный в крах ма ль ном геле.

Ме нь шая ин тен сив ность све че ния би фер мен т -
ной си с те мы при ис по ль зо ва нии в кон ст рук ции
чипа им мо би ли зо ван но го FMN объ яс ня ет ся, по-ви -
ди мо му, не об хо ди мо стью до пол ни те ль но го вре ме -
ни для осво бож де ния FMN из крах ма ль но го геля и
по сле ду ю ще го рав но мер но го рас пре де ле ния его по
ре ак ци он ной ка ме ре. С це лью сни же ния вре ме ни,
не об хо ди мо го для диф фу зии FMN из крах ма ль но го
геля, а так же обес пе че ния рав но мер но го рас пре де -
ле ния ве ще ст ва в ре ак то ре были ис по ль зо ва ны ме -
то ды ак тив но го пе ре ме ши ва ния про бы в чи пе.

Вы бор ре жи ма пе ре ме ши ва ния про бы

Опре де ле ние усло вий, обес пе чи ва ю щих
рав но мер ное рас пре де ле ния FMN внут ри ре ак то -
ра чипа, про во ди ли с ис по ль зо ва ни ем чис лен но го
мо де ли ро ва ния. При ре ше нии дву мер ной за да чи
для ис по ль зу е мой гео мет рии чипа (см. рис.1, 3)
бы ли по лу че ны зна че ния дис пер сии кон цен т ра -
ции FMN в ре ак ци он ной ка ме ре для си ну со ид ных 
и пря мо уго ль ных ко ле ба ний по то ка жид ко сти с
ам п ли ту дой 3 мкл и 4 мкл (рис. 5).

Было вы яв ле но, что при ча с то те бо ль ше 10 Гц
ха рак тер по то ков при пе ре ме ши ва нии ме ня ет ся,
что при во дит к уме нь ше нию эф фек тив но сти это -
го про цес са. Пря мо уго ль ный сиг нал с по сто ян ной 
ча с то той по ка зал худ шее сме ши ва ние (бо ль шую
дис пер сию, см. 10 Гц, 3 мкл, пря мо уго ль ный сиг -
нал на рис. 5), од на ко, и ис по ль зо ва ние пе ре мен -
ной ча с то ты обес пе чи ло то же зна че ние дис пер -
сии, что и при си ну со ид ном сиг на ле (см. рис. 5).
Та ким об ра зом, пе ре мен ная ча с то та сиг на ла по зво -
ля ет по вы сить эф фек тив ность пе ре ме ши ва ния за
один пе ри од ко ле ба ний, по ско ль ку при ее ис по ль -
зо ва нии те же зна че ния дис пер сии, что и при ча с -
то те 10 Гц, до сти га ют ся при сред ней ча с то те 5 Гц. 
По вы ше ние ам п ли ту ды ко ле ба ний до 4 мкл при
ис по ль зо ва нии дан но го ре жи ма по зво ля ет до стичь 
к 3-й се кун де зна че ния дис пер сии кон цен т ра ции в 
ре ак ци он ной ка ме ре, рав но го 0,0001  10-4.

Адек ват ность ре зу ль та тов мо де ли ро ва ния
была про ве ре на эк с пе ри мен та ль но. Ак тив ное пе -
ре ме ши ва ние было ор га ни зо ва но за счет пе ри о -
ди че ских ме ха ни че ских ко ле ба ний мем б ра ны, ко -
то рая под со е ди ня лась к вход но му от вер стию
чипа пос ле вво да про бы. Ча с то та ко ле ба ний рав -
но мер но воз ра с та ла за 3 с от 1 Гц до 10 Гц. Та кой
ре жим пе ре ме ши ва ния по зво лил обес пе чить наи -
бо лее рав но мер ную кон цен т ра цию FMN в ре ак -
ци он ной ка ме ре чипа. Эк с пе ри мен та ль ная про -
вер ка по ка за ла, что ин тен сив ность сиг на ла лю ми -

нес цен ции при вы бран ном ре жи ме пе ре ме ши ва -
ния по вы ша ет ся в не ско ль ко раз (рис. 6), стан -
дар т ное от кло не ние сни жа ет ся до уров ня 25%
(рис. 7), а ки не ти ка кри вой при ни ма ет вид, ха рак -
тер ный для ре ак ции в ла бо ра тор ной кю ве те.

Эф фек тив ность ре жи ма пе ре ме ши ва ния,
опи сан но го выше, объ яс ня ет ся тем, что при ме нь -
ших ча с то тах ко ле ба ний жид ко сти про филь ско -
ро стей дви же ния жид ко сти име ет па ра бо ли че -
скую фор му, вслед ст вие чего FMN на на ча ль ных
цик лах ко ле ба ний мем б ра ны бо лее рав но мер но
рас пре де ля ет ся по всей об ла с ти ре ак ци он ной ка -
ме ры (рис. 6, b), чем при ча с то те ко ле ба ний, пре -
вы ша ю щей 10 Гц. За тем с уве ли че ни ем ча с то ты и
ин тен сив но сти им пу ль сов про ис хо дит окон ча те ль -
ное пе ре ме ши ва ние.

Био те с ти ро ва ние раз ра бо тан ных 
мик ро флю ид ных чи пов и ре жи мов 
их фун к ци о ни ро ва ния

Было про ве де но срав не ние чув ст ви те ль но с -
ти скон ст ру и ро ван ных чи пов и ис ход ной би фер -
мен т ной ре ак ции in vit ro к воз дей ст вию мед но го
ку по ро са, ис по ль зу е мо го в ка че ст ве мо де ль но го
ток си кан та (см. рис. 7).
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Рис. 5. Дис пер сия рас п ре де ле ния FMN в ка ме ре мик -
роф лю ид но го чипа при дву мер ном мо де ли ро ва нии, раз лич -
ной фор ме сиг на ла и ам п ли ту де ко ле ба ний жид кос ти: сплош -
ные ли нии — пря мо у голь ный сиг нал, пун к тир ная ли ния —
си ну со ид ный сиг нал; чер ные кри вые — пос то ян ная час то та
ко ле ба ний 10 Гц, се рые кри вые — пе ре мен ная час то та ко ле ба -
ний 1—10 Гц. 1—3 — ам п ли ту да ко ле ба ний жид кос ти 3 мкл,
4 — ам п ли ту да ко ле ба ний жид кос ти 4 мкл

Fig. 5. Dispersion of FMN distribution in microfluidic
chip chamber during bidimensional modeling at various signal
shapes and amplitudes of liquid oscillation. Solid lines, square
signal; broken line, sinusoidal signal. Black curves, constant
oscillation frequency of 10 Hz; gray curves, variable oscillation
frequency 1—10 Hz. (1)—(3), liquid oscillation amplitude of
3 L; and (4), liquid oscillation amplitude of 4 L



Уста нов ле но, что для мик ро флю ид ных чи пов
ЕС50 при ана ли зе мед но го ку по ро са со став ля ет 15 мкМ,
а для крах ма ль ных ди с ков — 3,5 мкМ. Ре зу ль та ты
эк с пе ри мен та по ка за ли, что пре дел об на ру же ния
мед но го ку по ро са для обе их си с тем со став ля ет 3 мкМ.
Эти дан ные сви де те ль ст ву ют о со хра не нии до ста -
точ но вы со ко го уров ня чув ст ви те ль но сти би фер -
мен т ной си с те мы по сле им мо би ли за ции всех био ло -
ги че ских ком по нен тов в мик ро флю ид ном чипе.

Пре дел об на ру же ния мед но го ку по ро са для 
пред ло жен ной тест-си с те мы (3 мкМ) при бли жа -
ет ся по зна че нию к пре де лу об на ру же ния клас си -
че ских lux-био сен со ров на осно ве жи вых кле ток,
при ме ня е мых для опре де ле ния кон цен т ра ции тя -

же лых ме тал лов в про бе (~ 1 мкМ) [14, 15]. Од на -
ко пре и му ще ст вом ис по ль зо ва ния мик ро флю ид -
ных чи пов яв ля ет ся со кра ще ние вре ме ни ис сле -
до ва ния с 3—5 ч [14, 15] до 1 мин, что по зво лит
про во дить ана лиз бо ль шо го чис ла проб за ко рот кое
время. Бо лее того, бла го да ря ис по ль зу е мой тех но -
ло гии им мо би ли за ции био ло ги че ских ком по нен -
тов в геле в пла с ти ко вом чипе срок хра не ния ре а -
ген тов в ра бо чем со сто я нии до сти га ет од но го года.

Та ким об ра зом, ре а ли зо ван ные в дан ной ра -
бо те под хо ды к пе ре но су фер мен та тив ных ре ак -
ций в мик ро флю ид ные чипы по зво ли ли уме нь -
шить стан дар т ное от кло не ние из ме ре ний био лю -
ми нес цен ции до 25%. При ме не ние же ла ти на в
виде под лож ки в ре ак то ре чипа обес пе чи ва ет со -
хра не ние вы со кой ак тив но сти био ло ги че ских ком -
по нен тов при им мо би ли за ции в чипе и по сле ду ю -
щем хра не нии. Что бы про те ка ние ре ак ции не за ви -
се ло от ско ро сти по то ков при за пол не нии чипа
про бой, ре а ген ты не об хо ди мо им мо би ли зо вать в
ге лях, за мед ля ю щих их вы ход в рас твор, и раз ме -
щать их в од ном ре ак то ре. Для фер мен та тив ных
ре ак ций ре ко мен ду ет ся ис по ль зо вать ак тив ное пе -
ре ме ши ва ние, ко то рое обес пе чи ва ет наи бо лее
близ кое к од но род но му рас пре де ле ние ре а ген тов в 
ре ак ци он ной ка ме ре чипа и спо соб ст ву ет бо лее
бы ст ро му осво бож де нию суб ст ра тов из мат риц.
При им мо би ли за ции би фер мен т ной си с те мы в
чипе ее чув ст ви те ль ность со хра ня ет ся на уров не,
ха рак тер ном для сво бод ных фер мен тов, био ло ги -
че ские ком по нен ты при об ре та ют до пол ни те ль ную 
за щи ту от ме ха ни че ских воз дей ст вий, а сам ана лиз 
мо жет быть вы пол нен ли ца ми, не об ла да ю щи ми
спе ци а ль ны ми ла бо ра тор ны ми на вы ка ми. 
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Рис. 6. Ха рак те рис ти ки про цес са пе ре ме ши ва ния (вклю ча ет ся на 10-й се кун де) в ре ак то ре мик ро чи па при ис поль зо ва -
нии ре жи ма пе ри о ди чес ких ме ха ни чес ких ко ле ба ний мем б ра ны: а — ки не ти ка лю ми нес цен ции без пе ре ме ши ва ния (кри вая 1)
и с выб ран ным ре жи мом пе ре ме ши ва ния (кри вая 2); b — кон цен т ра ция FMN в об лас ти им мо би ли зо ван ных в крах маль ном геле 
ком по нен тов би о лю ми нес цен т ной сис те мы

Fig. 6. Characteristics of mixing in the microchip reactor (switched on at the 10th second) by periodical mechanical membrane
oscillations: (a), kinetics of luminescence with (curve 2) or without (curve 1) selected regime of mixing; (b), FMN concentration in the
area of starch gel-immobilized components of the bioluminescent system

Рис. 7. Вли я ние мед но го ку по ро са (CuSO4) на ин тен -
сив ность би о лю ми нес цен ции фер мен та тив ной ре ак ции в
мик роф лю ид ных чи пах (1) и в про бир ке с фер мен та ми, им мо -
би ли зо ван ны ми в крах маль ных дис ках (2)

Fig. 7. Effect of bluestone (CuSO4) on intensity of
enzymatic bioluminescent reaction in microfluidic chips (1) and
in a tube with enzymes immobilized on starch disks (2)



Про ве ден ные ис сле до ва ния яв ля ют ся осно -
вой для со зда ния пол но стью ав то ном но го оп ти че -
ско го био сен со ра для про ве де ния ана ли за жид ких 
проб в эко ло ги че ской и ме ди цин ской прак ти ке.
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