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Многочисленные публикации свидетельствуют о  повышении уровня экспрессии белков теплового 
шока (БТШ) при онкологических заболеваниях, поэтому перспективным является развитие методов 
индикации БТШ, как маркера онкологических заболеваний. В настоящей работе получены фаговые 
антитела, специфичные к БТШ клеточной линии мышиной миеломы. Впервые с помощью компакт-
ного акустического датчика исследовано влияние проводимости среды измерения на  регистрацию 
аналитического сигнала при взаимодействии фаговых антител с БТШ. Экспериментально установле-
на возможность регистрации специфичного взаимодействия “БТШ-фаговые антитела” в суспензиях 
с проводимостью 50–1180 мкСм/см. Проведены контрольные эксперименты по оценке воздействия 
массовой нагрузки на  датчик. Полученные результаты будут способствовать развитию акустических 
сенсорных систем для диагностики БТШ.

Ключевые слова: белки теплового шока, акустическая сенсорная система, фаговые антитела

DOI: 10.31857/S0555109925030074   EDN: DRUPXS

Постоянный рост численности онкологиче-
ских заболеваний требует от ученого сообщества 
развития методов, направленных на  их раннюю 
диагностику. Одна из  стратегий направлена 
на  определение специфических онкологических 
маркеров, свидетельствующих об  онкологиче-
ских процессах. Повышенные уровни соответ-
ствующих онкологических маркеров являются 
сигналом начала заболевания до  проявления 
выраженной, типичной болезненной симптома-
тики. Особую ценность при развитии методов 
определения биомаркеров представляют биосен-
сорные системы. В  классических биосенсорах 
используют метки (ферменты или флуорофоры), 
однако процесс маркирования требует длитель-
ного времени подготовки образца и дополнитель-
ных затрат на изготовление [1, 2]. Для устранения 

этих проблем в последнее время активно исполь-
зуются сенсорные системы без соответствующих 
меток, особое внимание при этом уделяется 
акустическим сенсорам. Для создания сенсоров 
на  основе акустических волн часто используют 
пьезоэлектрические резонаторы или линии за-
держки с  распространяющейся поверхностной 
или пластинчатой акустической волной. Такие 
сенсоры чувствительны к  изменению механиче-
ских или электрических свойств биологического 
объекта, контактирующего с поверхностью звуко-
провода. Акустические волны, возбуждаемые 
в  пьезоэлектрической среде, позволяют создать 
целое семейство датчиков, характеризующихся 
высокой чувствительностью, быстротой проведе-
ния анализа, дешевизной и небольшими размера-
ми [3].
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Акустические датчики рекомендованы для 
обнаружения различных целевых биоматериалов 
благодаря их высокой чувствительности и надеж-
ности [4, 5]. Особенность акустических сенсорных 
систем заключается в том, что они позволяют про-
водить анализ биологических объектов не  только 
с  использованием иммобилизации сенсорных 
компонентов на поверхности датчика, но и непо-
средственно в  исследуемой суспензии без иммо-
билизации компонентов анализа. Использование 
датчика без иммобилизации компонентов анализа 
значительно сокращает расходы на  подготовку 
сенсорной системы и время анализа [6].

В зависимости от используемого типа волн аку-
стические датчики классифицируются на датчики 
на  основе: объемных акустических волн (ОАB), 
поверхностных акустических волн (ПАВ) и  пла-
стинчатых акустических волн (ПлAВ) [3–4; 7–9].

В ПАВ датчиках поверхностная акустическая 
волна возбуждается с  помощью излучающего 
встречно-штыревого преобразователя (ВШП), 
распространяется вдоль поверхности пьезоэлек-
трической пластины и преобразуется в электриче-
ский сигнал с  помощью приемного ВШП. Такой 
датчик может работать на  частотах в  диапазоне 
от нескольких МГц до нескольких ГГц. К поверх-
ностным волнам относятся волны Рэлея, волны 
с поперечно-горизонтальной поляризацией и вол-
ны Лява. Датчики на  основе объемных акустиче-
ских волн представляют собой резонаторы, в кото-
рых акустическая волна распространяется между 
двумя сторонами пьезоэлектрической пластины. 
Эти резонаторы можно разделить на  две группы: 
резонаторы с  продольным электрическим полем 
и резонаторы с поперечным электрическим полем.

Акустические датчики нашли применение для 
медицинской диагностики, обнаружения нарко-
тиков, мониторинга окружающей среды, анализа 
пищевых продуктов и биохимического анализа для 
обнаружения биомаркеров (антигены, низкомоле-
кулярные белки, раковые клетки, вирусы и летучие 
органические соединения) [10, 11].

Отдельное внимание заслуживает возможность 
использования акустических датчиков для опре-
деления онкологических маркеров, особенно, 
белков теплового шока. Известно, что воздействие 
на  живые ткани кратковременного повышения 
температуры на 5–10°C выше их нормальной тем-
пературы, вызывает синтез определенной группы 
белков, называемых белками теплового шока 
(БТШ), которые обычно присутствуют в  низких 
концентрациях в не подвергнутых температурному 
воздействию клетках [12, 13].

С биохимической точки зрения БТШ делят 
на  пять различных семейств в  соответствии с  их 
молекулярной массой, каждое из  которых имеет 
определенную функцию [14–16]. Синтез БТШ 
сильно повышается под воздействием экологиче-

ского, физиологического и патофизиологического 
стресса. Воздействие на  клетки физического или 
химического стресса приводит к увеличению син-
теза БТШ, в частности, семейства белков теплово-
го шока 70 (БТШ70). Семейство БТШ70 функци-
онирует как молекулярный шаперон и уменьшает 
вызванную стрессом денатурацию и  агрегацию 
внутриклеточных белков [17]. БТШ70 является 
наиболее изученной группой из-за важности вы-
полняемых их членами функций, как шаперонов. 
Белки, принадлежащие к  этой группе, участвуют 
в таких процессах, как предотвращение агрегации 
белков, рефолдинг денатурированных белков 
и транслокация белков через мембраны [18].

Имеются многочисленные публикации, сви-
детельствующие о  повышении уровня БТШ при 
онкологических заболеваниях [19, 20]. Как вну-
триклеточный полипептид, белок БТШ70  может 
быть экспонирован на  плазматической мембране 
и/или высвобождаться в  кровоток [21]. Клетки 
с такими белками быстрее размножаются, распро-
страняются и проявляют устойчивость к противо-
опухолевым препаратам. Однако БТШ способны 
покидать раковые клетки в  составе особых ми-
кроскопических пузырьков (экзосом) и  попадать 
во внеклеточное пространство [22], что делает 
важным разработку методов индикации белков 
теплового шока не только для ранней диагностики 
рака, но и его терапии.

Одним из  основных моментов при развитии 
сенсорных систем является подбор соответству-
ющего компонента распознавания. Уникальную 
возможность при поиске сенсорного компонента 
датчика представляет технология наработки спе-
цифичных антител на основе технологии фагового 
дисплея. Фаговые антитела являются относительно 
дешевыми, могут конкурировать по селективности 
с  антителами, полученными гибридомной техно-
логией, а также при их наработке не требуется им-
мунизация животных. В основе технологии фаго-
вого дисплея лежит экспонирование чужеродных 
пептидов или белков на поверхности фаговых ча-
стиц в составе одного из химерных белков оболоч-
ки. Фаговые рекомбинантные антитела успешно 
зарекомендовали себя в  качестве биорецепторов 
в биосенсорных системах для обнаружения онко-
логических маркеров [23–26].

Ранее была показана возможность индикации 
БТШ непосредственно в  жидкости с  помощью 
компактного акустического датчика на  осно-
ве резонатора с  поперечным возбуждающим 
электрическим полем и  фаговых антител в  ка-
честве чувствительного компонента [27]. Одним 
из  важных моментов при определении маркеров 
заболеваний является проведение исследований 
в  жидкостях с  повышенной проводимостью, по-
скольку, высокая проводимость среды характерна 
для реальных образцов и  значительно затрудняет 
проведение анализа с помощью сенсорных систем. 
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Цель работы — показать возможности индикации 
белков теплового шока с  помощью компактной 
акустической сенсорной системы и фаговых анти-
тел в  условиях повышенной проводимости среды 
измерения.

МЕТОДИКА
Культивирование клеток. В работе использовали 

клеточные линии P3X63Ag8.653 и  CHO, которые 
были получены из Российской коллекции клеточ-
ных культур Института цитологии РАН.

Пассаж клеток миеломы мыши (клеточная ли-
ния P3X63Ag8.653) производили в  4 флакона для 
культивирования. Для этого использовали среду 
RPMI-1640 + 20% фетальной бычьей сыворотки. 
В один флакон вносили 10 мл среды, 5 мл суспензии 
клеток, 100  мкл пенициллина, затем флаконы 
помещали в термостат при 37°C. Оставшуюся сус-
пензионную культуру сливали в пробирки для цен-
трифугирования, центрифугировали 10  мин при 
3500 g. Надосадочную жидкость сливали, осадок 
ресуспензировали в среде вышеописанного соста-
ва и затем флаконы помещали в термостат. Через 
неделю содержимое 3 флаконов с наибольшим ро-
стом центрифугировали, осадок ресуспедировали 
в среде с добавлением 10% ДМСО и замораживали. 
В  остальных флаконах, проводили замену среды 
и оставляли культивироваться.

Клетки линии яичника китайского хомячка 
(клеточная линия CHO) культивировали на среде 
DMEM (“БиоЛот”, Россия) с  10% фетальной 
бычьей сыворотки (“БиоЛот”, Россия), пеници-
лином (100 ед./мл), стрептомицином, (100 мкг/мл) 
и L-глутамином (292 мкг/мл).

Получение фракции термостабильных антигенов 
из клеток линии P3X63Ag8.653. После достижения 
монослоя проводили выделение клеточных БТШ, 
для этого культуральный флакон с  клеточным 
монослоем прогревали при 42°С в  течение 1  ч, 
затем инкубировали в течение 2 ч при 37°С. Далее 
проводили лизис клеток. Флакон аккуратно про-
мывали 4 раза 10  мл подогретого раствора Хэнк-
са. Затем добавляли 15  мл культуральной среды 
DMEM, содержащей 4  мМ L-глютамина и  2  мМ 
фенилметилсульфонилфторида. Флакон инкуби-
ровали 1 ч при 37°C при покачивании на шейкере. 
После отмывки во флакон с клеточным монослоем 
добавляли 10  мл буфера Cytomix (120  мM KCl, 
0.15  мM CaCl2, 2  мM EDTA, 5  мM MgCl2, 10 мM 
K2HPO4/KH2PO4, 25 мM HEPES, pH 8.0; Bio-Rad, 
США) и  замораживали флакон при –20°С. Затем 
проводили оттаивание при 37°С. Эту процедуру 
повторяли 3 раза. Затем суспензию переносили 
в  центрифужную пробирку и  центрифугировали 
при 10000 g 15 мин.

Далее лизат клеток осаждали сульфатом аммония 
до  40% насыщения c последующим центрифугиро-
ванием при 20000 g в течение 20 мин при 4°С. Полу-

ченный супернатант осаждали сульфатом аммония 
до  конечного насыщения 80% с  последующим 
центрифугированием при 20000 g в течение 20 мин 
при 4°C. Осадок, полученный после второго центри-
фугирования, растворяли в 4 мл дистиллированной 
воды и диализовали против 0.2 М фосфатно-солевой 
буфера (ФСБ), рН 7.2, при 4°С в течение 48 ч.

Аффинная селекция антител из  фаговой биб-
лиотеки. Для наращивания фаговой библиотеки 
использовали культуру Escherichia coli TG1, полу-
ченную из  коллекции ризосферных микроорга-
низмов ИБФРМ РАН (http://collection.ibppm.ru) 
и питательную среде 2YT. Подробно условия нара-
щивания описаны в работе [23]. Фаговые антитела, 
специфичные к БТШ, получали с использованием 
неиммунной фаговой библиотеки одноцепочеч-
ных вариабельных фрагментов (scFv) человека 
(разнообразие 109 независимых клонов) [28].

Мечение афинных фагов FITC. Полученные по-
сле диализа фаговые антитела метили красителем 
FITC (Fluorescein Isothiocyanate, “Sigma-Aldrich”, 
США) по следующей методике: перед маркировкой 
фаги диализовали против карбонат-бикарбонат-
ного буфера (17.3 г гидрокарбоната натрия и 8.6 г 
карбоната натрия в 1000 мл воды) в течение ночи 
при 4°С. Далее растворяли 1 мг FITC в 2 мл 0.1 М 
ФСБ и по каплям добавляли в раствор фагов при 
постоянном помешивании. Конъюгирование про-
должалось в течение 18 ч при 4°С в темном месте. 
После чего избыток красителя удаляли фильтра-
цией на  колонке с  сефадексом G-25: раствор, 
содержащий меченые фаги, наносили на колонку 
и промывали ее раствором ФСБ. Полученные та-
ким образом бактериофаги концентрировали при 
помощи ультрафильтрации и замораживали.

Мечение клеток P3X63Ag8.653 фаговыми антите-
лами. Суспензию клеток центрифугировали в тече-
ние 5  мин при 3000 g, затем ресуспендировали 
в 2 мл DMEM, добавляли 1 мл фаговых антител, ме-
ченных FITC, и оставляли в термостате на 40 мин. 
Далее клетки отмывали от несвязавшихся фаговых 
антител двукратно с помощью центрифугирования 
и добавляли 1 мкл красителя DAPI (в концентра-
ции 1 : 1000), выдерживали в термостате 3–5 мин 
и  отмывали центрифугированием. Полученную 
суспензию клеток хранили в  темном месте при 
4°С. Визуализация клеток проводилась с помощью 
флуоресцентного микроскопа DMLB (LEICA, 
Германия) в Центре коллективного пользования 
научным оборудованием в области физико-хими-
ческой биологии и нанобиотехнологии “Симбиоз” 
(ИБФРМ РАН, Саратов, Россия).

Используемые проводящие растворы. В  работе 
использовали стандартный буферный раствор 
с  величиной рН, равной 7.0. Были использованы 
образцы раствора с проводимостью 50, 90, 180, 350, 
600, 1180  мкСм/см. Электропроводность опреде-
ляли с  помощью кондуктометра HANNA HI 8733 
(HANNA Instruments, Румыния).
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Описание датчика и  методика экспериментов. 
Акустический биосенсор представляет собой 
аналитическую систему, состоящую из  чувстви-
тельного биологического элемента (сенсорный 
элемент) и  системы детекции, позволяющей 
регистрировать изменения параметров исследуе-
мого образца. В  настоящей работе использовали 
пьезоэлектрический резонатор с  поперечным 
электрическим полем, совмещенный с  компакт-
ным анализатором импеданса, созданным на базе 
электронного конструктора Arduino (Arduino 
Hurdwere, Китай). Он позволяет измерять за-
висимость модуля электрического импеданса 
резонатора от  частоты и  передавать данные 
на  персональный компьютер. Резонатор с  по-
перечным электрическим полем был выполнен 
из  пьезоэлектрической пластины ниобата лития 
толщиной 500  мкм и  поперечными размерами 
20 × 30мм. На нижнюю сторону пластины наноси-
лись два алюминиевых электрода с поперечными 
размерами 5 × 10 мм с зазором между ними 2 мм. 
На верхнюю сторону пьезопластины приклеивали 
контейнер для исследуемой жидкости из плекси-
гласа объемом ~2  мл. Компактный анализатор 
импеданса состоял из генератора гармонического 
сигнала, измерителя высокочастотного напряже-
ния на  резонаторе с  поперечным электрическим 
полем и  измерителя тока, протекающего через 
этот резонатор. На  рис.  1 представлена схема 

жидкостного датчика на основе резонатора с по-
перечным электрическим полем и  общая схема 
эксперимента.

Для проведения измерений суспензию клеток 
разводили в  буферном растворе с  различной 
проводимостью до  конечной плотности клеток 
(104 кл./мл) и  проводили измерение частотных 
зависимостей модуля электрического импе-
данса датчика. Выбор такой плотности клеток 
обусловлен предварительными исследованиями 
по  оптимизации условий проведения анализа 
[27]. Аналитическим сигналом служило измене-
ние модуля электрического импеданса датчика 
после добавления к  суспензии с  клеточными 
линиями фаговых антител. Объем ячейки, в  ко-
торую вносили суспензию для измерений, был 
равен ~2  мл. Время регистрации аналитического 
сигнала составляло ~4  мин. Все эксперименты 
проводились не  менее 5 раз. Относительная по-
грешность результатов измерений исследуемых 
образцов составляла ± 2%, то есть при проведе-
нии нескольких экспериментов с одним и тем же 
взаимодействием, суспензии клеток с  фаговыми 
антителами значения модуля электрического им-
педанса имели разброс значений на любой часто-
те в  пределах ± 2%. Данные были статистически 
обработаны с  помощью стандартных процедур, 
интегрированных в  программное обеспечение 
Excel 2007 (Microsoft Corp., США).
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Рис. 1. Схема жидкостного датчика на основе резонатора с поперечным электрическим полем и общая схема экс-
перимента.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Принцип взаимодействия антиген-антитело ши-

роко применяется в сенсорных технологиях. Ранее 
[27] была отработана технология получения фаго-
вых антител, специфичных к  БТШ, выделенных 
из клеточных линий миеломы мыши P3X63Ag8.653. 
В  настоящем исследовании использовались такие 
же условия и такая же методика получения антител. 
Использовали антитела, полученные после 4 ра-
ундов селекции, так как ранее было показано, что 
чувствительность фаговых антител увеличивалась 
после 3 раунда селекции. Титр фаговых антител, 
определяемый методом иммуноферментного 
анализа, составил 1 : 2048. Концентрация фаговых 
частиц, определенная методом спектрофотометрии 
с использованием формулы: (A269 — А320)×1014/15, со-
ставила ~ 2 × 1010 фагов/мл. Здесь А320 и А269 — опти-
ческие плотности суспензии фагов при длине волны 
электромагнитного излучения 320 нм и 269 нм. 

При помощи компактного акустического 
датчика экспериментально исследовали взаимо-
действие “клетки–фаговые антитела” непосред-
ственно в  жидкости с  различной проводимостью. 
В  качестве проводящей жидкости использовали 
буферные растворы с  проводимостью 50; 90; 180; 
350; 600; 1180 мкСм/см.

Вначале были проведены эксперименты, под-
тверждающие отсутствие механической нагрузки 
на резонатор со стороны клеточных линий. Для этого 
в контейнер датчика вносили 1 мл буферного раство-
ра с проводимостью 50 мкСм/см и измеряли модуль 
электрического импеданса датчика (рис. 2, кривая 1). 
Затем в контейнер вносили тот же буферный раствор 
с  добавленными в  него клеточными линиями 
P3X63Ag8.653 с  плотностью 104 кл./мл и  повторяли 
измерения. Было показано, что после добавления 
клеточных линий P3X63Ag8.653 в буферный раствор 
модуль электрического импеданса датчика изменял-
ся незначительно (ΔZ = 0.08 кОм) (рис. 2, кривая 2).

На следующем этапе исследовали взаимодей-
ствие БТШ со специфичными фаговыми антитела-

ми в буферных растворах с разной проводимостью. 
В анализируемый буферный раствор с клеточными 
линиями P3X63Ag8.653 с заданной проводимостью 
вносили специфичные к  БТШ фаговые антитела 
с  концентрацией 1010 фагов/мл и  регистрировали 
параметры датчика до и после добавления антител. 
Выбор данной концентрации антител обусловлен 
ранее проведенными исследованиями. Аналитиче-
ским сигналом, свидетельствующим о специфиче-
ской биологической реакции, являлось изменение 
модуля электрического импеданса датчика (ΔZ) 
на фиксированной частоте.

Результаты изменений частотных зависимостей 
модуля электрического импеданса датчика для 
буферных растворов с  различной проводимостью 
с клеточными линиями P3X63Ag8.653 до (кривая 1) 
и  после (кривая 2)  воздействия фаговых антител, 
специфичных к  БТШ, представлены на  рис.  3 
(а–е). Видно, что после добавления специфичных 
к БТШ фаговых антител к проводящим буферным 
растворам с  клеточными линиями P3X63Ag8.653 
происходило значительное изменение модуля 
электрического импеданса резонатора для всех 
значений проводимости буферных растворов.

Измеренные частотные зависимости модуля 
электрического импеданса позволили определить 
его изменение (ΔZ), как функцию от проводимо-
сти буферного раствора, которая представлена 
на  рис.  3ж. Результаты на  рисунке приведены 
для значений, полученных на  частоте 6.6 МГц. 
Следует заметить, что в  данном случае выбор 
частоты не  принципиален, поскольку можно 
использовать любую частоту вблизи резонанса. 
Как можно увидеть на  рис.  3ж, аналитический 
сигнал (ΔZ) при неизменной концентрации кле-
ток в  исследуемой суспензии и  при одинаковом 
количестве фаговых антител уменьшается с  ро-
стом проводимости буферного раствора с  кле-
точными линиями P3X63Ag8.653. Наибольшее 
изменение модуля электрического импеданса ΔZ 
(0.65117  кОм) наблюдалось для проводимости 
буферного раствора 50  мкСм/см, наименьшее 
значение ΔZ (0.109654 к) соответствовало буфер-
ному раствору с  проводимостью 1180  мкСм/см.  
Для лучшего восприятия полученных данных 
в табл. 1 представлены значения аналитического 
сигнала для различных значений проводимости 
буферного раствора. Из представленных данных 
видно, что величина ΔZ уменьшалась с  увеличе-
нием проводимости буферных растворов, следо-
вательно, с увеличением проводимости буферного 
раствора от 50 до 1180 мкСм/см чувствительность 
датчика уменьшалась почти в 6 раз. Тем не менее, 
регистрируемая величина ΔZ при проводимости 
среды измерений до 1180 мкСм/см, была вполне 
достаточной для регистрации аналитического 
сигнала при специфичном взаимодействии фаго-
вых антител с БТШ на поверхности клеток. Таким 
образом, помощью данной сенсорной системы 
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Рис.  2. Частотные зависимости модуля электриче-
ского импеданса датчика для буферного раствора 
с проводимостью 50 мкСм/см до (1) и после (2) до-
бавления клеточных линий P3X63Ag8.653.
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Рис. 3. Частотные зависимости модуля электрического импеданса компактного датчика для контейнера с буфер-
ными растворами с  разной проводимостью и  клеточными линиями P3X63Ag8.653 до  (1) и  после (2) добавления 
фаговых антител, специфичных к БТШ-антигену. Проводимость растворов: а – 50; б — 90; в – 180; г — 350; д — 600; 
е  — 1180  мкСм/см; ж  — зависимость изменения модуля электрического импеданса от  проводимости буферного 
раствора на частоте 6.6 МГц.

можно проводить индикацию БТШ в  буферных 
растворах с  проводимостью до  1180  мкСм/см. 
Полученные результаты являются важными 
для адаптации сенсорного метода при прове-
дении исследований в  условиях повышенной 
проводимости среды измерения. Известно, что 

наибольшей проводимостью обладают биологи-
ческие жидкости и  ткани небольшой плотности, 
содержащие воду с  высокоподвижными ионами. 
К  ним относятся кровь, лимфа, желудочный 
сок, моча, спинномозговая жидкость, мышцы, 
подкожная клетчатка и  т.п. Разрабатываемый 
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метод направлен на раннюю диагностику рака и в 
дальнейшем планируется проведение исследова-
ний в реальных образцах сыворотки крови, мочи. 
На  данном этапе адаптации метода индикации 
БТШ можно заключить, что сенсорная система 
позволяет регистрировать специфичное взаимо-
действие фаговых антител с  БТШ, локализован-
ными на поверхности клеток, при проводимости 
среды измерения до 1180 мкСм/см.

Для контроля взаимодействия фаговых антител 
с  БТШ поверхности клеток проводили оценку 
их  взаимодействия с  клеточной поверхностью 
с  помощью флуоресцентной микроскопии. Как 
видно из  полученных данных (рис.  4), фаговые 
антитела, специфичные к БТШ клеточной линии 
мышиной миеломы P3X63Ag8.653, конъюгирован-
ные с FITC, активно прикрепляются к молекулам 
мишеням на клеточной поверхности.

При проведении сенсорного анализа с использо-
ванием клеточных линий существует ряд неспеци-
фических факторов, которые могут приводить к из-

менению регистрируемого сигнала датчика. К ним, 
например, относится неспецифичное связывание 
антител на клеточной поверхности. Основная слож-
ность при проведении иммунологических анализов 
связана с возможным присутствием структурно сход-
ных соединений, которые могут взаимодействовать 
с фаговыми антителами. Поэтому были проведены 
исследования, исключающие перекрестное взаимо-
действие полученных фаговых антител с иными кле-
точными линиями. Для этого использовали антиген 
(БТШ), выделенный из  клеточных линий CHO, 
и фаговые антитела, специфичные к БТШ из клеточ-
ной линии мышиной миеломы P3X63Ag8.653. Пред-
варительно с  помощью метода дот-иммуноанализа 
было показано, что фаговые антитела, специфич-
ные к  БТШ клеточной линии мышиной миеломы 
P3X63Ag8.653 не взаимодействуют с БТШ, выделен-
ным из  клеточных линий CHO. Затем проводили 
исследования на  акустическом датчике. Методика 
проведения данного цикла экспериментов была 
аналогична предыдущим экспериментам. На рис. 5 
представлены частотные зависимости модуля элек-
трического импеданса компактного анализатора 
до (кривая 1) и после (кривая 2) добавления фаговых 
антител, специфичных к  БТШ клеточной линии 
мышиной миеломы P3X63Ag8.653, в  буферном 
растворе с проводимостью 50 мкСм/см с клеточны-
ми линиями CHO. Видно, что в этом случае модуль 
электрического импеданса датчика практически 
не  изменяются. Следовательно, фаговые антитела, 
специфичные к  БТШ, выделенные из  клеточных 
линий P3X63Ag8.65, не  взаимодействуют с  БТШ, 
локализованном на  поверхности клеточных линий 
CHO.

Полученные результаты свидетельствуют о  вы-
сокой специфичности и  чувствительности метода 
к рассматриваемой биологической реакции — вза-
имодействия фаговых антител с БТШ, локали-
зованных на поверхности клеток. Проведенные 

Таблица 1. Зависимость изменения модуля электри-
ческого импеданса от  проводимости среды измере-
ния на частоте 6.6 МГц

Проводимость буферного 
раствора, мкСм/см ΔZ, кОм

50 0.65117
90 0.548537

180 0.45912
350 0.284969
600 0.253631

1180 0.109654

(à) (á)

Рис. 4. Результаты микроскопии клеток линии мышиной миеломы P3X63Ag8.653 с нанесенными фаговыми анти-
телами, специфичными к БТШ клеточной линии P3X63Ag8.653: а – флуоресценция FITCx40, б — флуоресценция 
красителя DAPIx40. Стрелками отмечены фаговые антитела.
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эксперименты показали возможность индикации 
БТШ в проводящих суспензиях путем регистрации 
специфичного взаимодействия с фаговыми антите-
лами. Установлено, что изменение аналитического 
сигнала датчика при прочих равных условиях на-
блюдалось при проводимости среды измерения 
1180 мкСм/см.

Известно, что электропроводность жидкостей 
зависит не  только от  концентрации растворенного 
вещества, но и от наличия примесей (солевой фон) 
и температуры. Солевой фон и колебания темпера-
туры оказывали значительное влияние на результат 
измерения. Увеличение температуры повышало 
удельную электрическую проводимость, так как 
возрастали подвижность ионов и  степень электро-
литической диссоциации слабого электролита. Во 
избежание двоякого толкования полученных ре-
зультатов, в экспериментах использовался один и тот 
же буферный раствор одного состава (изменялась 
только электропроводность). Температура оставалась 
одинаковой при проведении измерений 25–26оС.

Высокая экспрессия БТШ в  различных типах 
раковых клеток связана с прогрессированием опу-
холи и  устойчивостью к  противораковой терапии 
(включая радио-/химиотерапию) [16, 29]. Поэтому 
индикация БТШ является важным моментом при 
проведении скрининговых исследований при 
раковых заболеваниях. Полученные результаты 
могут быть основой расширения возможностей 
данной акустической платформы для обнаружения 
не только БТШ, но и других маркеров заболеваний, 
присутствующих в жидкостях организма.

Разрабатываемый метод индикации БТШ при 
их  взаимодействии с  фаговыми антителами с  по-
мощью компактного акустического датчика непо-
средственно в  суспензиях с  различной начальной 
электрической проводимостью может рассматри-
ваться как дополнение к существующим и широко 
применяемым методам анализа БТШ.
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Indication of Heat Shock Proteins in Conducting Suspensions  
Using Phage Antibodies and an Acoustic Analyzer
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There are numerous publications indicating an increase in the expression level of heat shock proteins (HSP) in 
oncological diseases. Therefore, the development of methods for indicating HSP as a marker of oncological diseases 
is promising. In this work, phage antibodies specific to HSP of a mouse myeloma cell line were obtained. For the 
first time, using a compact acoustic sensor, the effect of the conductivity of the measurement medium on the 
registration of an analytical signal during the interaction of phage antibodies with HSP was studied. The possibility 
of registering a specific interaction “HSP-phage antibodies” in suspensions with a conductivity of 50-1180 μS/
cm was experimentally established. Control experiments were conducted to assess of mass load on the sensor. The 
results obtained are promising for the development of acoustic sensor systems in the HSP indication.

Keywords: heat shock proteins, acoustic sensory system, phage antibodies
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