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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 
 

Актуальность проблемы. Одним из актуальных направлений развития совре-
менной биоаналитической химии является создание ДНК-сенсоров, предназначенных 
для определения комплементарных нуклеотидных последовательностей, а также спе-
цифических белков и низкомолекулярных соединений биологического значения. Бла-
годаря высокой концентрации заряда и значительному числу активных функциональ-
ных групп нуклеиновые кислоты обеспечивают многоточечное нековалентное связы-
вание широкого круга определяемых соединений. В последние годы большое внима-
ние привлекают электрополимеризуемые материалы, получаемые in situ непосредст-
венно на поверхности преобразователя сигнала. К их достоинствам относятся просто-
та получения, контроль состава и характеристик непосредственно на стадии синтеза, 
высокая адгезия к материалу электрода и возможность модификации параметров, та-
ких как заряд и электрохимическая активность, в зависимости от назначения и приро-
ды биологического компонента в составе биосенсора. Несмотря на быстрое развитие 
данного направления, применительно к ДНК-сенсорам примеров использования элек-
трополимеризованных материалов относительно немного. Вышесказанное определяет 
актуальность исследования, направленного на наиболее полную реализацию пре-
имуществ, создаваемых электрополимеризованными материалами в составе ДНК-
сенсоров при иммобилизации и получении аналитического сигнала в отношении вы-
соко- и низкомолекулярных соединений. 

Целью данной работы явилось создание электрохимических ДНК-сенсоров, 
предназначенных для решения задач клинической диагностики, в основе которых ле-
жит взаимодействие ДНК с полиэлектролитными электрохимически активными мате-
риалами, получаемыми путем электрополимеризации. 

Для достижения поставленной цели было необходимо решить следующие задачи: 
− изучить условия электрополимеризации фенотиазиновых красителей и анилина на 

поверхности золотых и стеклоуглеродных электродов в зависимости от назначения 
ДНК-сенсора и способа генерирования аналитического сигнала; 

− разработать новые способы нанесения биологических компонентов - ДНК-зондов, 
нативной и денатурированной ДНК и аптамеров на α-тромбин - поверх электропо-
лимеризованных материалов с учетом требований чувствительности регистрации 
взаимодействий с определяемыми соединениями и формата измерения аналитиче-
ского сигнала; 

− изучить возможности регистрации гибридизации комплементарных ДНК-зонду 
олигонуклеотидных последовательностей на поверхности сенсоров, модифициро-
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ванных сополимером тирамина и о-аминофенола, с помощью диффузионно свобод-
ных маркеров; 

− провести сравнительную характеристику пьезометрического и потенциометриче-
ского определения α-тромбина с помощью аптасенсоров на основе комплексов ап-
тамеров с электрополимеризованными анилином, метиленовым синим и метилено-
вым зеленым; 

− разработать новый способ обнаружения аутоиммунных антител к ДНК в сыворотке 
крови больных аутоиммунными заболеваниями с помощью потенциометрических 
сенсоров на основе полиэлектролитных комплексов ДНК с электрополимеризован-
ными материалами и изучить механизм формирования сигнала с привлечением 
данных импедиметрических исследований переноса заряда на границе модифици-
рующий слой - электрод. 

Научная новизна работы заключается в том, что: 
− обосновано использование в составе ДНК-сенсоров продуктов электрополимериза-

ции фенотиазиновых красителей (метиленового синего и метиленового зеленого) и 
анилина, обеспечивающих улучшенные характеристики иммобилизации и аналити-
ческого сигнала для пьезометрического и потенциометрического определения  
взаимодействия ДНК (аптамер) - белок; 

− показана возможность использования ДНК-сенсора на основе планарных золотых 
электродов, модифицированных сополимером тирамина и о-аминофенола, для ре-
гистрации комплементарных олигонуклеотидных последовательностей по сигналу 
диффузионно свободных маркеров.  

− предложены и реализованы на примере определения α-тромбина и аутоиммунных 
антител к ДНК различной этиологии новые способы регистрации взаимодействий 
ДНК-белок, основанные на измерении потенциала ДНК-сенсора до и после его кон-
такта с определяемыми компонентами;  

− обоснован механизм формирования сигнала потенциометрического ДНК-сенсора на 
основе полиэлектролитных комплексов ДНК - полианилин (полифенотиазин), свя-
занный с изменением редокс-активности и допирующей способности полимеров в 
зависимости от рН и присутствия специфически связывающегося белка в составе 
поверхностного слоя; 

− разработаны пьезометрические сенсоры для определения α-тромбина с улучшен-
ными характеристиками связывания и чувствительности определения, достигнуты-
ми за счет использования электрополимеризованных полифенотиазинов в качестве 
матрицы биологических компонентов. 
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Практическая значимость работы состоит в том, что: 
− предложены простые и удобные в использовании способы модификации золотых и 

стеклоуглеродных электродов полиэлектролитными комплексами ДНК (аптамер) - 
полианилин (полифенотиазиновый краситель), обеспечивающие возможность реги-
страции специфических взаимодействий с участием ДНК и высокочувствительного 
определения биологических компонентов диагностического значения; 

− разработаны методики тестирования сывороток крови для установления присутст-
вия в них аутоиммунных антител к ДНК, предложены диагностические критерии 
сигнала ДНК-сенсоров для больных аутоиммунным тиреоидитом и системной 
красной волчанкой; 

− предложен новый формат изготовления пленочных золотых одноразовых сенсоров 
на основе пластин компакт-диска для записи и разборная ячейка для их использова-
ния. 

На защиту выносятся: 
− результаты изучения электрохимического поведения фенотиазиновых красителей и 

анилина на различных электродах и выводы о влиянии условий электрополимери-
зации на генерирование аналитического сигнала и возможность регистрации гибри-
дизации комплементарных олигонуклеотидных последовательностей и специфиче-
ских взаимодействий ДНК - белок (аптамер - белок); 

− оценка влияния природы маркеров на сигнал ДНК-сенсора на основе планарных зо-
лотых электродов, модифицированных ДНК-зондами и сополимером тирамина и о-
аминофенола и вывод о возможности регистрации взаимодействий с участием ДНК 
и олигонуклеотидов по электрохимическим характеристикам маркеров; 

−  результаты пьезометрического и импедиметрического изучения аптасенсоров на 
основе электродов, модифицированных полифенотиазинами или полианилином и 
аптамером на α-тромбин и выводы о влиянии природы матрицы на чувствитель-
ность определения α-тромбина и селективность сигнала в присутствии сывороточ-
ного альбумина человека; 

− новый способ регистрации аффинных взаимодействий ДНК (аптамер) - белок по 
изменению потенциала стеклоуглеродного электрода, модифицированного поли-
электролитным комплексом ДНК - полимер,  до и после его контакта с белком, из-
меренного при различных рН и выводы о возможном механизме формирования 
сигнала для различных электрополимеризованных материалов. 

Апробация работы. Результаты исследований докладывались на 17 Междуна-
родном симпозиуме по биоэлектрохимии и биоэнергетике (Флоренция, 2003), Меж-
дународном симпозиуме "Новые тенденции развития биосенсоров на основе нуклеи-
новых кислот" (Флоренция, 2003), Всероссийской конференции с международным 
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участием "Электроаналитика-2005" (Екатеринбург, 2005), V научной конференции 
молодых ученых, аспирантов и студентов научно-образовательного центра КГУ "Ма-
териалы и технологии XXI века" (Казань, 2005), Итоговой научной конференции Ка-
занского государственного университета (Казань, 2005); Международной конферен-
ции "Химия, химическая технология и биотехнология" (Томск, 2006), Международ-
ном конгрессе по аналитической химии ICAS-2006 (Москва, 2006), VI Республикан-
ской школе студентов и аспирантов "Жить в XXI веке" (Казань, 2006),  XVIII Менде-
леевском съезде по общей и прикладной химии (Москва, 2007), II Всероссийской 
конференции с международным участием "Аналитика России" (Краснодар - Туапсе, 
2007), III Международном симпозиуме "Биосенсоры в обеспечении пищевой безопас-
ности и экологическом мониторинге" (Фес, 2007).  

Диссертация выполнена на кафедре аналитической химии Казанского государ-
ственного университета при поддержке РФФИ (грант № 06-03-32217 "Электрохими-
ческие ДНК-сенсоры с ферментативным усилением сигнала"), научно-образо-
вательной программы CRDF и Минобрнауки РФ (НОЦ КГУ "Материалы и техноло-
гии XXI века", REC-007). Исследования в области создания пьезометрических сенсо-
ров на α-тромбин проводили на кафедре ядерной физики и биофизики университета 
Комениуса (Братислава, Словакия). В работе использовали оборудование Федераль-
ного центра коллективного пользования уникальным научным оборудованием Казан-
ского государственного университета. 

Основные результаты изложены в 3 статьях и 10 тезисах докладов. Получено 
положительное решение по заявке на патент РФ. 

Вклад автора в работы, выполненные в соавторстве и включенные в диссерта-
цию, состоял в постановке и решении основных задач, проведении основных экспе-
риментальных исследований в области создания ДНК-сенсоров и изучении их харак-
теристик, интерпретации, анализе и систематизации полученных результатов. 

Структура и объем диссертации. Диссертационная работа изложена на 166 
страницах машинописного текста, включает 69 рисунков и 8 таблиц. 

Во Введении раскрыта актуальность темы исследования, определены цели и 
задачи, сформулированы научная новизна, практическая значимость и положения, 
выносимые на защиту. 

В Литературном обзоре (глава 1) рассмотрены основные направления созда-
ния электрохимических ДНК-сенсоров для определения высоко- и низкомолекуляр-
ных соединений, а также обобщены результаты использования электрохимически по-
лимеризованных материалов в составе биосенсоров.  
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В Экспериментальной части (глава 2) представлены данные об объектах ис-
следования, используемых методах и измерительном оборудовании, приведены усло-
вия эксперимента. 

Главы 3-5 посвящены обсуждению полученных результатов.  
 

ОСНОВНОЕ  СОДЕРЖАНИЕ  ДИССЕРТАЦИИ  
Экспериментальная часть 

Использовали ДНК из эритроцитов цыплят ("Reanal", Венгрия), олигонуклео-
тиды, предоставленные НПВП "Литех" и аптамеры, синтезированные Thermo Electron 
Corporation (Германия) и предоставленные для исследования проф.Т.Хиаником (Уни-
верситет Комениуса, Братислава, Словакия). Сыворотки крови человека (больных ау-
тоиммунным тиреоидитом, системной красной волчанкой и здоровых доноров), а 
также сыворотки крови здоровых и иммунизированных кроликов были предоставле-
ны кафедрой эндокринологии Казанской государственной медицинской академии 
(зав.каф., проф. Л.И.Анчикова). Электрополимеризацию анилина и фенотиазиновых 
красителей проводили в режиме многократного циклирования потенциала соответст-
венно из сильных минеральных кислот и фосфатного или трис- буферного растворов. 

В качестве рабочих электродов для изготовления сенсоров использовали золо-
тые пленочные электроды (0.07 см2) из компакт-дисков (CD-троды, разборная ячейка 
для работы с электродами приведена на рис.1), пьезосенсоры с золотыми возбуж-
дающими электродами, а также стеклоуглеродные электроды (0.0176 см2) СУ2500 
(НИИ Графит, г. Москва), впрессованные в тефлоновый корпус. 

Рисунок 1 -  Конструкция разборной 
ячейки для работы с планарными золо-
тыми тонкопленочными электродами 
(CD-тродами)  

Вольтамперометрические измерения проводили в нетермостатированной трех-
электродной ячейке с платиновым противоэлектродом и хлоридсеребряным электро-
дом сравнения с помощью вольтамперографов BAS CV-50W (BAS Inc., США), Эко-
тест-ВА ("Эконикс-Эксперт", Москва) AUTOLAB PGSTAT 302 и μAUTOLAB (Eco-
Chemie, Голландия), пьезометрические измерения - с помощью электрохимического 
пьезоанализатора CHI-410 (CH Instruments Inc., США) с пьезокварцевым резонатором 
на основе AT-среза кристалла кварца (f0 = 8 мГц) c золотыми возбуждающими элек-
тродами  (0.28 см2), импедиметрические  - с помощью модуля FRA2 (AUTOLAB 
PGSTAT 302).  
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Общая характеристика разработанных биосенсоров, приведена в табл.1 (ПАНИ 
- полианилин, поли(МС) и поли(МЗ) - полимерные формы метиленового синего и ме-
тиленового зеленого, соответственно). Иммобилизацию ДНК, олигонуклеотидов и 
аптамеров проводили методами электростатической адсорбции с последующей кросс-
сшивкой глутаровым альдегидом или авидин-биотинового связывания поверх слоя 
электрополимеризованного материала.  

 

Таблица 1. ДНК-сенсоры на основе электрополимеризованных материалов 

Преобразователь 
Способ регист-

рации  
Модификатор 

Биокомпо-
нент 

Назначение 

CD-трод Вольтамперо-
метрический 

Сополимер  
тирамина и о-
аминофенола 

ДНК, оли-
гонуклео-
тиды 

Определение гиб-
ридизации олиго-
нуклеотидов 

Стеклоуглерод Потенцио-
метрический 

ПАНИ,  
поли(МЗ),  
поли(МС) 

ДНК Определение ау-
тоиммунных ан-
тител к ДНК 

Стеклоуглерод Потенцио-
метрический, 
импедиметри-
ческий 

поли(МЗ),  
поли (МС), 
ПАНИ 

Аптамеры Определение 
тромбина 

Пьезокварцевый 
резонатор 

Пьезо-
метрический 

поли(МЗ),  
поли (МС) 

Аптамеры Определение 
тромбина 

 

ДНК-сенсоры на основе золотых электродов, 
модифицированных сополимером тирамина и o-аминофенола 

 
Предварительно было изучено электрохимическое поведение метиленового зе-

леного (МЗ) на золотых микродисковых электродах. Было показано, что обратимое 
окисление маркера (1) осложнено адсорбцией и ускоряется в присутствии ДНК и оли-
гонуклеотидов за счет адсорбционного накопления деполяризатора.  

H3C N S

N

N+CH3

CH3 CH3

H3C N S

H
N

N
CH3

CH3 CH3

-e, -2H+

NO2NO2  

(1)

Предложены протоколы измерения сигнала в режиме квадратно-волновой 
вольтамперометрии и количественные характеристики влияния олигонуклеотидов.  
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Чтобы оценить возможность регистрации гибридизационных взаимодействий 
по сигналу МЗ, электрод, модифицированный TGTAAAGCCCCGCATTGCTC (ДНК-
зонд), инкубировали в растворе комплементарного олигонуклеотида 
GAGCAATGCGGGGCTTTACA. При этом сигнал маркера снижался на  15-20% 
вследствие частичного экранирования заряда фосфатного остова ДНК-зонда и увели-
чения толщины поверхностного слоя в результате встраивания в него комплементар-
ного олигонуклеотида. Предел обнаружения составил 2 наномоль при количестве 
ДНК-зонда на электроде 0.2 наномоль. Некомплементарный олигонуклеотид dТ20 
влияет на ток окисления МЗ незначительно. 

Чтобы повысить поверхностную концентрацию ДНК-зонда, впервые предло-
жено использовать для иммобилизации сополимер тирамина и о-аминофенола, нано-
симый на пленочные золотые электроды, изготовленные из компакт-дисков для пере-
записи (CD-RW). Электроды закрепляли в разборной ячейке из политетрафторэтиле-
на (рис.1), в качестве уплотнительной мембраны использовали пленку Parafilm и по-
литетрафторэтилен. Продукт полимеризации, проводимой при сканировании потен-
циала, предположительно имеет строение (2). 

OH

CH2CH2NH2

Электролиз

CH2CH2NH2

OH
NH2

+
N
H

O
H
N

O

OH

n

 

(2)

В отличие от ранее описанного политирамина сополимер (2) не пассивирует 
электрод и позволяет проводить измерения токов маркера после присоединения ДНК-
зонда кросс-сшивкой глутаровым альдегидом. В модельных экспериментах с 
нативной ДНК вместо ДНК-зонда на поверхности сенсора в серии многократных 
измерений из одного раствора наблюдается увеличение сигнала МЗ за счет электро-
статического накопления деполяризатора. Аналогичные изменения наблюдались при 
использовании в качестве маркера гидрохинона. Инкубирование сенсора, вклю-
чающего ДНК-зонд, приводит к некоторому уменьшению сигнала. Разнонаправлен-
ное изменение сигнала гидрохинона в присутствии на поверхности одно- и двуни-
тевых олигонуклеотидов позволяет использовать сенсор для регистрации 
гибридизации (обнаружения олигонуклеотидов, комплементарных ДНК-зонду). В 
качестве примера на рис.2 представлена концентрационная зависимость сигнала, 
полученная с гидрохиноном. 

Изменение сигнала маркеров в серии последовательных измерений из одного 
раствора обусловлено, по-видимому, разным характером накопления электрохими-
чески активных компонентов в поверхностном слое биосенсора.  
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Рисунок 2 -  Зависимость тока окисления гидрохинона от концентрации 
комплементарного ДНК-зонду олигонуклеотида М-1. Гидрохинон 6.0 мМ 

 
Аптасенсоры для определения α-тромбина  

на основе электрополимеризованных материалов 
 

α-Тромбин является удобной моделью для разработки новых принципов изме-
рения сигнала аптасенсоров, а также имеет значение для контроля коагуляции крови 
и тромбообразования, в том числе, в хирургической практике. Эффективность связы-
вания аптамера с тромбином во многом определяется условиями иммобилизации ап-
тамера на поверхности сенсора. Для изучения связывания сначала было проведено 
исследование взаимодействия аптамера и тромбина на полимерных материалах, по-
лучаемых на основе фенотиазиновых красителей и анилина. 

Аптасенсоры на основе полимерных форм фенотиазиновых красителей. 
Полимеризацию МЗ и МС проводили путем циклирования потенциала из их слабо-
щелочных растворов. Наиболее стабильная пленка и воспроизводимые параметры 
сигнала аптасенсоров на ее основе были получены для десяти циклов полимеризации. 
Пьезометрическая оценка поверхностной концентрации продукта полимеризации МС 
- поли(МС) - дала удельное количество полимера (7.2±1.4), для МЗ - (0.11±0.07) на-
номоль см-2. МЗ дает, по-видимому, эквимолярный комплекс окисленной и восста-
новленной форм красителя, далее называемый также поли(МЗ). Для последующей 
иммобилизации 3'-биотинированного аптамера, специфически связывающего тром-
бин, 5’-GGTTGGTGTGGTTGGTTTTTTTTTTTTTTT-3’ электрод сначала модифици-
ровали авидином, осаждаемым из раствора при циклировании потенциала. По срав-
нению с электростатической адсорбцией при постоянном анодном потенциале дан-
ный способ существенно сокращает продолжительность процедуры. После иммоби-
лизации авидина электрод инкубировали в растворе аптамера. Полученный аптасен-
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сор инкубировали в растворах α-тромбина и сывороточного альбумина человека 
(HSA). Типичные концентрационные зависимости приведены на рис.3.  

В табл.2 приведены сравнительные аналитические характеристики определения 
α-тромбина на полимерных матрицах и на золотом электроде, модифицированном 
авидином и его тиолированном аналогом - ньютравидином. 

По сравнению с  авидином и ньютравидином, иммобилизованными на чистом 
золотом электроде, положительно заряженные полифенотиазиновые красители по-
давляют неспецифическую сорбцию белка.  
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Рисунок 3 -  Зависимости сигнала пьезокварцевых аптасенсоров от концентрации α-
тромбина и сывороточного альбумина человека (HSA) 

 
Таблица 2. Определение α-тромбина с помощью аптасенсоров на основе пьезоквар-
цевых резонаторов с различными модифицирующими покрытиями  

Δf, Гц, = a + b×C, нM 
Модификатор 

a - b S R 

Поли(МЗ)+авидин 5.5±1.7 0.80±0.04 1.077 -0.9858 

Поли(МС)+авидин 21.0±4.0 1.70±0.11 0. 711 -0.9916 

Поли(МЗ)+авидин+HSA 2.0±1.2 0.71±0.04 2.349 -0.9397 

Поли(МС)+авидин+HSA 7.8±6.4 1.50±0.16 12.590 -0.9544 

Авидин 14.5±3.1 0.82±0.09 0.313 -0.9956 

Ньютравидин 14.3±3.2 0.81±0.09 0.308 -0.9962 
 

Потенциометрические измерения тромбина проводили на стеклоуглеродных 
электродах, покрытых электрополимеризованными фенотиазиновыми красителями. 
Кулонометрические измерения показали образование 35 наномоль поли(МЗ) и 75 на-
номоль поли(МС) в расчете на мономер на 1 см2 поверхности стеклоуглерода. Сигнал 
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сенсора обусловлен влиянием биокомпонентов на распределение рН вблизи поверх-
ности сенсора и рН-зависимое равновесие окисления/восстановления модификатора. 
По сравнению с пьезосенсорами, потенциометрический сигнал более чувствителен к 
неспецифическим белкам. Максимальное смещение потенциала аптасенсора относи-
тельно контроля в изученном интервале концентраций HSA не превышало 7 мВ при 
погрешности измерения 5%. 

Присутствие α-тромбина увеличивает сигнал за счет образования комплекса с 
аптамером. Максимальное изменение потенциала аптасенсора составило 26 мВ 
(±3.5% для трех независимых измерений). Для подавления десорбции биокомпонен-
тов поверхностного слоя процедуру иммобилизации изменили - на электрод наносили 
смесь авидина и HSA, в которую вносили глутаровый альдегид. Независимо от спо-
соба иммобилизации потенциометрический сигнал аптасенсора показал максимум в 
области связывания α-тромбина, установленной по результатам пьезокварцевого мик-
ровзвешивания. Предельные значения сигнала аптасенсора для двух способов иммо-
билизации практически совпадали.  

Аптасенсор на основе ПАНИ. Полимеризацию анилина проводили в серной 
кислоте при десяти циклах сканирования потенциала, соответствующих осаждению 
1.2±0.2 мкмоль/см2 полимера в расчете на мономерное звено. Измерение сигнала про-
водили, инкубируя аптасенсор в растворе тромбина при рН 7.6 (максимум связыва-
ния) и измеряя сигнал при рН 3.0 (область электрохимической активности полимера). 
Изменение сигнала потенциометрического аптасенсора оказалось незначительным в 
силу недостаточной прочности связывания тромбина в кислой среде. Результаты из-
мерения для различных условий иммобилизации компонентов слоя приведены на рис. 4.  
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Рисунок 4 -  Зависимость сигнала потенциометрического аптасенсора на основе 
ПАНИ и авидина, иммобилизованного путем электростатической сорбции (А) и в 

матрице альбумин - глутаровый альдегид (Б), от концентрации тромбина. Сплошная и 
пунктирная линии показывают изменение потенциала в контрольном измерении 
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Присутствие в поверхностном слое HSA, составляющего матрицу для иммоби-
лизации авидина, приводит к синхронному смещению зависимости к большим значе-
ния потенциала. При этом сохраняются как относительные вариации потенциала с 
концентрацией тромбина, так и положение максимума.  

Измерение электрохимического импеданса модифицированных электродов 
проводили в присутствии эквимолярной смеси [Fe(CN)6]3-/4-. Для расчета параметров 
импеданса использовали эквивалентную схему Рэнделса (Randles) (3), где RS - сопро-
тивление переноса заряда в растворе, Ret -сопротивление переноса заряда в полимер-
ном слое, ZW - сопротивление Варбурга, связанное с переносом ионов из раствора в 
полимерную пленку (обычно им пренебрегают), CPE - постояннофазовый элемент, 
приближающийся в данном случае к емкости поверхностного слоя. 

RS
Ret ZW

CPE

 

(3)

Поскольку ПАНИ обладает собственной электропроводностью, модель Рэндел-
са не вполне точно описывает поведение сенсора, но позволяет оценить параметры 
импеданса для различных составов поверхностного слоя сенсора. В наибольшей сте-
пени присоединение тромбина влияет на сопротивление переноса заряда, описывае-
мое для электростатической адсорбции авидина ур. (4). Погрешность измерения со-
ставила 10% для шести измерений, интервал концентраций тромбина 10-10 - 10-7 М. 

рН 3.0: Ret, кОм, = 29.0 + 2.6×lg[Тромбин]  
рН 7.6: Ret, МОм, = 1.2 + 0.1×lg[Тромбин] 

(4)

При электростатической адсорбции нанесение авидина снижает сопротивление 
переноса заряда и емкость в результате частичной нейтрализации заряда поверхност-
ного слоя. Закрепление аптамера меняет сопротивление разнонаправлено в зависимо-
сти от рН. В кислой среде сопротивление несколько снижается, возможно, из-за до-
полнительного привнесения отрицательного заряда олигонуклеотида, тогда как в ще-
лочной среде сопротивление резко возрастает, возможно, в силу диффузионного тор-
можения переноса маркера. Значение емкости меняется противоположным образом - 
увеличивается в кислой среде, что соответствует увеличению числа носителей заряда, 
одноименного заряду феррицианида, и снижается в щелочной в результате общей 
нейтрализации поверхностного слоя. Внесение тромбина в раствор приводит к зако-
номерному изменению параметров импеданса, частично или полностью компенси-
рующему описанное влияние на импеданс авидина и тромбина. Наиболее закономер-
но изменение сопротивления и емкости поверхностного слоя в кислой среде.   
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Определение аутоиммунных антител к ДНК  

Обнаружение аутоиммунных антител к ДНК является важным диагностиче-
ским признаком, устанавливающим аутоиммунную природу заболевания. При созда-
нии ДНК-сенсора для определения аутоиммунных антител к ДНК использовали на-
тивную ДНК, иммобилизованную поверх полианилина и полифенотиазинов. Выделе-
ние, стандартизацию и обработку сывороток больных аутоиммунными заболеваниями 
- системной красной волчанкой (СКВ) и аутоиммунным тиреоидитом (АИТ), а также 
установление их титра проводили по стандартным методикам на кафедре эндокрино-
логии Казанской государственной медицинской академии. 

ДНК-сенсор на основе ПАНИ изготавливали на основе стеклоуглеродного 
электрода аналогично аптасенсору на тромбин. ДНК электростатически адсорбирова-
ли поверх слоя полимера и закрепляли кросс-сшивкой глутаровым альдегидом. Как 
показало сравнение вольтамперограмм и параметров электрохимического импеданса, 
ДНК образует с ПАНИ полиэлектролитный комплекс, стабилизируя его протониро-
ванную форму. Это выражается в характеристических изменениях пиков вольтампе-
рограмм и рН-зависимости сопротивления переноса заряда и СРЕ.   

В присутствии 1.0-2.0 мкг/см2 ДНК при рН 2 - 3 наблюдалась инверсия зависи-
мости потенциала сенсора от рН, возможно, из-за влияния ДНК на доступность раз-
личных участков полимера в реакции с допирующими кислотами.   

Общая схема регистрации взаимодействия ДНК - белок представлена на рис.5. 
Количественную характеристику изменения потенциала после инкубирования сыво-
ротки крови и ДНК на электроде проводили следующими способами: 

- по положению минимума на кривых изменения потенциала во времени (метод 
минимумов)  

- по смещению кривой изменения потенциала после прохождения минимума, 
аппроксимируемой линейной функцией (метод вычета базовой линии, см .рис.6).  

- по разности потенциалов, зафиксированных  через 20 мин. до и после инкуби-
рования с сывороткой крови (метод фиксированного времени). 

Если для измерения использовать  термостатированную сыворотку крови боль-
ного СКВ, содержащую аутоиммунные антитела с наибольшим сродством к нативной 
ДНК, кривая изменения сигнала ДНК-сенсора при различных разведениях сыворотки 
имеет характерный сигмоидный вид, типичный для иммуноанализа. (рис.7).  

В случае нетермостатированной сыворотки зависимость имеет колоколообраз-
ный характер. Спад сигнала в области малых разбавлений связан с влиянием белков 
сывороточного комплемента, которые в силу собственной буферной емкости компен-
сируют изменения в потоке ионов водорода в пределах поверхностного слоя. 

 



 15

 

Рисунок 5 - Измерение сигнала потен-
циометрического ДНК-сенсора на осно-
ве ПАНИ.  
1 - иммобилизация ДНК;  
2 - измерение потенциала сенсора;  
3 - инкубирование ДНК-сенсора;  
4 - измерение сигнала ДНК-сенсора 
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Рисунок 6 -  Определение количественных характеристик взаимодействия ДНК-
аутоиммуные антитела по динамических кривым изменения потенциала ДНК-

сенсора: А - метод минимумов, Б - метод вычитания базовой линии 
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Рисунок 7 -  Зависимость сигнала ДНК-сенсора от разведения термостатиро-

ванной при 56оС (1) и нетермостатированной (2) сыворотки крови больного СКВ. Ме-
тод минимумов 

 
Аналогичные зависимости были получены для сывороток больных АИТ. Мак-

симум изменения сигнала приходится на разведение 1:20 - 1:50. В контрольном изме-
рении вместо разбавленной сыворотки крови использовали рабочий буферный рас-
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твор. При этом изменение сигнала ДНК-сенсора составляло для метода минимумов 
около 40 мВ, для метода вычитания базовой линии - 13 мВ при погрешности измере-
ния сигнала ±3 мВ. Если сыворотка крови не содержала антител к ДНК, изменения 
сигнала ДНК-сенсора носили нерегулярный характер и незначительно отличались от 
сигнала в контрольном измерении. 

Сигнал также отсутствовал при замене одного из компонентов поверхностного 
слоя другим, не способным к специфическим взаимодействиям (включение вместо 
ПАНИ желатина или вместо ДНК нафиона). Вероятно, изменение потенциала ком-
плекса ПАНИ+ДНК после инкубирования в сыворотке связано с влиянием антител на 
буферные свойства поверхностного слоя и доступность центров связывания для до-
пирующих реагентов. Для участия допирующих ионов в генерировании сигнала были 
проведены эксперименты с ПАНИ, полученным в присутствии щавелевой, соляной и 
тетрафторбористоводородной кислот. Наилучшие результаты тестирования сыворо-
ток были получены, если в качестве электролита использовали соли кислот, присут-
ствовавших в растворе на стадии полимеризации. Если же ПАНИ синтезировали в 
присутствии соляной кислоты, а измерения проводили на фоне сульфата натрия, ди-
намика изменения сигнала сывороток больного и здорового донора совпадала.  

Способ обнаружения аутоиммунных антител по потенциалам ДНК-сенсора был 
апробирован на реальных образцах сыворотки крови больных АИТ. Во всех случаях 
кривые разбавления сывороток с высоким значением ТПО (титр антител к тироидной 
пероксидазе) отличались закономерным увеличением сигнала в средней области раз-
бавлений (1:20 - 1:50). Сигналы сывороток, показавших низкий титр антител, либо не 
отличались значимо от контрольного измерения, либо были ниже него в интервале 
разбавлений, отвечающем максимуму отклика на антитела. Результаты тестирования 
сывороток крови больных аутоиммунными заболеваниями позволили сформулиро-
вать критерии выявления антител к ДНК в зависимости от их этиологии (табл.3). 

Разработанный метод определения антител к ДНК был также апробирован в 
контроле иммунизации лабораторных животных. Кривые разведения, полученные на 
сыворотках крови кроликов до и после их иммунизации комплексом ДНК - ДНКаза I, 
демонстрировали сходный максимум сигнала при разбавлениях около 1:50, хотя аб-
солютные значения сигнала были меньше, чем в случае антител к ДНК человека.   

В области допирования ПАНИ введение ДНК снижает сопротивление переноса 
заряда за счет стабилизации солевой формы эмералдина, присутствие антител незна-
чительно влияет на данный параметр.  

ДНК-сенсоры на основе электродов, модифицированных полифенотиазина-
ми. По сравнению с аптасенсором на тромбин следовало ожидать большего влияния 
ДНК на характеристики электрохимического превращения полифенотиазинов в силу 
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более высокой плотности заряда биополимера. Схема измерения не отличалась от из-
мерений с помощью сенсоров на основе ДНК (рис.5). Кривые изменения потенциала 
во времени в отличие от аналогичных зависимостей, полученных на ПАНИ, не со-
держали минимумов и монотонно возрастали. Сигнал измеряли методом фиксиро-
ванного времени. На рис.8 представлены зависимости сигнала от разбавления сыво-
роток крови больного АИТ (ТПО 1200) и здорового донора. 

 

Таблица 3. Диагностические критерии выявления аутоантител к ДНК. СКВ - систем-
ная красная волчанка, АИТ - аутоиммунный тиреоидит 

Метод вычитания базовой 
линии 

Метод минимумов 
Заболевание 

Разбавление 
сыворотки 

Е, мВ % Е, мВ % 
1:20 13 3 45 0 Здоровый 

донор 1:50 15 15 53 17 

1:20 26 94 81 80 
СКВ 

1:50 23 72 75 67 

1:20 23 70 69 53 
АИТ 

1:50 19 50 71 58 
 

Результаты потенциометрического определения антител коррелируют с дан-
ными импедиметрических измерений (табл.4). 
 

Таблица 4. Характеристики импеданса ДНК-сенсоров. Разбавление сыворотки 1:20 

рН  3.0 рН  7.2 
Модификатор 

Ret, кОм CPE, мкФ Ret, кОм CPE, мкФ 

ПАНИ 18.6 2.7 247 2.3 

ПАНИ+ДНК 12.8 3.6 372 1.8 

ПАНИ+ДНК+АИТ (ТПО 1200) 14.5 7.9 268 1.8 

ПАНИ +ДНК+ СКВ 8.8 20.0 244 3.3 
 

При погрешности измерения 10% (для шести измерений) наблюдаемые изме-
нения сопротивления после контакта ДНК-сенсора с разбавленной сывороткой незна-
чимы. При переходе от ПАНИ к комплексу ПАНИ+ДНК емкость возрастает в 1.5 раза 
в силу увеличения числа носителей заряда в поверхностном слое. К тому же эффекту 
приводит инкубирование ДНК-сенсора в сыворотке, причем для антител к нативной 
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ДНК (сыворотки крови больного СКВ) различие в значениях емкости намного боль-
ше, чем для сыворотки больного АИТ. При рН 7.2 осаждение ДНК поверх слоя 
ПАНИ увеличивает сопротивление переноса заряда почти в 1.5 раза. ДНК придает 
отрицательный заряд поверхностному слою незаряженного ПАНИ, что тормозит пе-
ренос в пленку феррицианида. Антитела независимо от их происхождения частично 
компенсируют отрицательный заряд ДНК, что несколько снижает сопротивление. 
Изменения емкости при рН 7.2 незначимы. Они отражают постоянство распределения 
заряда в слое ПАНИ, который остается при данном рН незаряженным при всех ва-
риациях состава биокомпонентов слоя. 
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Рисунок 8 - Зависимость сигнала ДНК-сенсора на основе поли(МС) и поли(МЗ) от 

разбавления сыворотки крови больного АИТ (ТПО 1200) и здорового донора (ТПО 3) 
 

Наибольшее различие в ходе кривых наблюдалось при разбавлениях 1:20... 
1:50. Поли(МЗ) дает несколько лучшее разрешение кривых, чем поли(МС). Термоста-
тирование сыворотки приводит к монотонному изменению сигнала сенсора в соот-
ветствии с (5). 

Е, мВ = (44.0±1.0) + (10.5± 1.2)lgV, n=7, R = 0.9709      (5) 
Здесь V - абсолютное значение разбавления сыворотки (например, для разбавления 
1:1 V = 1/(1+1) = 0.5), обратно пропорциональное концентрации антител.  

ДНК-сенсоры на основе полифенотиазинов позволяют надежно различить сы-
воротки больных и здоровых доноров в области средних разбавлений, совпадающих с 
условиями определения тех же антител с помощью сенсоров на основе ПАНИ 

Изучено влияние количества ДНК в поверхностном слое и продолжительности 
инкубирования ДНК-сенсора на регистрируемый сигнал. И для поли(МС), и для 
поли(МЗ) с увеличением продолжительности инкубирования сигнал растет до 10-12 
минуты, после чего падает в 1.5 раза, по-видимому, вследствие слишком плотного 
заполнения поверхностного слоя белком. Влияние содержания ДНК максимально в 
области средних концентраций (рис. 9). По-видимому, более пологий пик в случае 
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поли(МС) объясняется его более высокой поверхностной концентрацией, а значит, 
повышенной способностью связывать ДНК. Последующее снижение отклика связано 
с диффузионным торможением переноса ионов водорода через слой ДНК. 
Биосенсоры на основе поли(МС) и поли(МЗ) демонстрируют также близкую 
зависимость сигнала от концентрации индифферентного электролита.  
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Рисунок 9 - Влияние концентрации ДНК в смеси для иммобилизации на сигнал ДНК-
сенсора на основе поли(МЗ) и поли(МС). Сыворотка крови больного АИТ, ТПО 1200, 

разбавление 1:50. 
 

В табл.5 представлено сравнение характеристик сигнала ДНК-сенсоров на ос-
нове различных модификаторов при тестировании сывороток крови больного АИТ 
(ТПО 1200) и здорового донора (ТПО 3) при разбавлении 1:20. 
 
Таблица 5. Сравнительная характеристика сигнала ДНК-сенсоров на основе различ-
ных модифицирующих слоев. 1 - Метод вычитания базовой линии; 2 - Метод мини-
мумов; 3 - Метод фиксированного времени 

ТПО 1200 ТПО 3 
Модификатор 

1 2 3 1 2 3 

ПАНИ + ДНК 20 55  13 45  

Поли(МЗ) + ДНК   51   12 

Поли(МС)+ ДНК   43   31 

Желатин + ДНК   33   22 

ПАНИ + Нафион 10 37 24 12 54 31 
 

Хотя метод минимумов более удобен для использования, он дает  меньшее  раз-
решение сигналов сывороток крови здорового и больного доноров. ДНК-сенсор на 
основе поли(МЗ) дает не только бóльшие абсолютные значения сигнала, но и лучше 
других различает специфическое и неспецифическое связывание белков. При этом 
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следует отметить, что тот же сенсор имеет несколько худшие показатели воспроизво-
димости и стабильности поверхностного слоя. Результаты импедиметрических изме-
рений в системе полифенотиазины - ДНК - антитела приведены в табл.6.  
 
Таблица 6. Характеристики электрохимического импеданса ДНК-сенсоров на основе 
полифенотиазинов. Сыворотка АИТ (ТПО 1200)  

рН 3.0 рН 7.2 
Модификатор 

Ret, кОм CPE, мкФ Ret, кОм CPE, мкФ 

Поли(МЗ) 210 17 180 14 

Поли(МЗ) + ДНК 222 18 91 14 

Поли(МЗ) + ДНК + АТ 289 17 122 8 

Поли(МС) 87 25 58 19 

Поли(МС) + ДНК 172 13 139 6 

Поли(МС)+ ДНК + АТ 130 6 42 3 
 

Для поли(МЗ) внесение в состав поверхностного слоя ДНК незначительно 
влияет на сопротивление и СРЕ при рН 3.0 и в 2 раза снижает сопротивление при рН 
7.2. Закрепление антител поверх ДНК увеличивает диффузионное сопротивление пе-
реноса редокс-маркера (эквимолярной смеси Fe(CN)6

3-/4-) и значения Ret независимо 
от рН раствора. В щелочной области, где аффинность взаимодействия ДНК-белок 
выше, при этом несколько снижается емкость поверхностного слоя, вероятно, за счет 
экранирующего действия белков, компенсирующих отрицательный заряд биополиме-
ра. Согласованное изменение сопротивления переноса заряда и емкости поверхност-
ного слоя при переходе от рН 7.2 к рН 3.0 в присутствии антител к ДНК косвенно 
подтверждает предположение о том, что сигнал ДНК-сенсора определяется смещени-
ем редокс-потенциала полифенотиазина, а не переносом низкомолекулярных допи-
рующих агентов, как в случае полианилина.  

Для поли(МС) изменение сопротивления переноса заряда происходит в том же 
направлении, что и для поли(МЗ), но несколько больше по величине. Очевидно, более 
высокая поверхностная концентрация данного модификатора усиливает вклад элек-
тростатических взаимодействий с ДНК в пределах поверхностного слоя. Присоедине-
ние антител к слою поли(МС)+ДНК ведет к снижению емкости поверхностного слоя 
в 2 раза. Вероятно, ДНК не полностью закрывает поли(МС), так что взаимодействие 
белка происходит не только с ДНК, но и неспецифически с полимерной формой кра-
сителя.  
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В Ы В О Д Ы 
1. Модификация золотых и стеклоуглеродных электродов электрополимеризованными 
материалами улучшает условия иммобилизации ДНК, олигонуклеотидов и аптамеров и 
позволяет получить потенциометрический и пьезометрический сигнал об их взаимо-
действии со специфически связывающимися белками (антитела к ДНК, α-тромбин) или 
комплементарными олигонуклеотидами.  
2. Иммобилизация ДНК-зонда на тонкопленочных золотых электродах, покрытых со-
полимером тирамина и о-аминофенола, позволяет проводить определение до  n×10-10 
моль комплементарных олигонуклеотидов по току окисления маркера - гидрохинона, 
скорость переноса которого меняется в зависимости от состава поверхностного слоя и 
комплементарности зонда мишени. 
3. Разработаны аптасенсоры на α-тромбин на основе пьезокварцевых резонаторов с зо-
лотыми электродами, модифицированными полимерными формами метиленового си-
него и метиленового зеленого, авидином и биотинированным аптамером на α-тромбин, 
позволяющие определять до 5 нМ α-тромбина. Применение полимерных матриц по-
зволило снизить предел обнаружения и повысить селективность сигнала в присутствии 
неспецифических белков (на примере альбумина) по сравнению с традиционными ме-
тодами иммобилизации.  
4. Показана возможность потенциометрического и импедиметрического определения 
α-тромбина на стеклоуглеродных электродах, модифицированных полианилином и по-
лифенотиазинами, по влиянию определяемого белка на рН-зависимость потенциала 
полимерного слоя и его проницаемость для носителей заряда. 
4. Предложен новый способ детектирования аутоиммунных антител к ДНК в сыворот-
ке крови больных различной этиологии по изменению электрохимических характери-
стик полиэлектролитных комплексов ДНК с электрополимеризованными материалами 
(потенциал сенсора, сопротивление переноса заряда и емкость поверхностного слоя), 
измеряемых до и после контакта биосенсора с тестируемой сывороткой. В случае по-
лианилина изменение потенциала обусловлено влиянием процессов допирования на 
электрохимические свойства полимера при изменении рН раствора. Для полифенотиа-
зинов сигнал биосенсора связан с влиянием белков на рН-зависимость окислительно-
восстановительного потенциала полимерных форм красителей. Разработаны диагно-
стические критерии для антител к ДНК в сыворотках крови больных системной крас-
ной волчанкой и аутоиммунным тиреоидитом. 
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