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Â ïîñëåäíèå ãîäû èíòåíñèâíî ïðîâîäÿòñÿ èññëåäî-
âàíèÿ â îáëàñòè ñîçäàíèÿ áèîñåíñîðîâ. Îäíî èç âàæ-
íûõ íàïðàâëåíèé – ñîçäàíèå èììóíîñåíñîðîâ, îáëà-
äàþùèõ âûñîêîé ñåëåêòèâíîñòüþ îïðåäåëåíèÿ, ÷òî
îáóñëîâëåíî ñïîñîáíîñòüþ àíòèòåë ê âûñîêîñïåöè-
ôè÷íîìó ðàñïîçíàâàíèþ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ñî-
åäèíåíèé. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü àíàëèç â ðåàëüíûõ
ìíîãîêîìïîíåíòíûõ îáðàçöàõ, íàïðèìåð â ñûâîðîòêå
êðîâè, â ìî÷å [1] è â ïðîäóêòàõ ïèòàíèÿ [2, 3]. Ñðåäè
àíàëèòè÷åñêèõ ìåòîäîâ, ïðèìåíÿåìûõ â êà÷åñòâå äå-
òåêòèðóþùèõ ñèñòåì äëÿ áèîñåíñîðîâ, îñíîâíîå ìåñ-
òî çàíèìàþò ìåòîäû ýëåêòðîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà.
Íàèáîëåå àêòèâíî â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçðàáàòûâàþò-
ñÿ ýëåêòðîõèìè÷åñêèå áèîñåíñîðû, ïîñêîëüêó îíè íå
òðåáóþò ñëîæíîãî ðåãèñòðèðóþùåãî îáîðóäîâàíèÿ,
ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ â ïîëåâûõ óñëîâèÿõ, à òàêæå
ìîãóò áûòü èìïëàíòèðîâàíû â ÷åëîâå÷åñêèé îðãà-
íèçì äëÿ íåïðåðûâíîãî ìîíèòîðèíãà ðàçëè÷íûõ áèîëî-
ãè÷åñêè àêòèâíûõ ñîåäèíåíèé.

Êàê ïðàâèëî, â áèîñåíñîðàõ áèîëîãè÷åñêèé êîìïî-
íåíò íàõîäèòñÿ â èììîáèëèçîâàííîì ñîñòîÿíèè, ïî-
ýòîìó àíàëèòè÷åñêèå ïàðàìåòðû áèîñåíñîðîâ çàâèñÿò
îò ñîõðàíåíèÿ ñâîéñòâ áèîìîëåêóë â ïðîöåññå èììî-
áèëèçàöèè.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè ðàç-
ëè÷íûõ ìåòîäîâ èììîáèëèçàöèè ñïåöèôè÷åñêèõ àíòè-
òåë íà ãðàôèòîâûõ ýëåêòðîäàõ, ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì
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Ïðîâåäåíî èçó÷åíèå ìåòîäîâ èììîáèëèçàöèè ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë íà ïîâåðõíîñòè íå-
ìîäèôèöèðîâàííûõ ïå÷àòíûõ ãðàôèòîâûõ ýëåêòðîäîâ (ÏÃÝ) è ýëåêòðîäîâ, ìîäèôèöèðîâàí-
íûõ ðàçëè÷íûìè ìåòîäàìè. Ìàêñèìàëüíûé ýëåêòðîõèìè÷åñêèé îòêëèê áûë ïîëó÷åí íà
ÏÃÝ, ïîêðûòûõ ïëåíêàìè ñèíòåòè÷åñêîãî ìåìáðàíîïîäîáíîãî âåùåñòâà äèäîäåöèëàììî-
íèéáðîìèäà (ÄÄÀÁ) ñ íàíî÷àñòèöàìè çîëîòà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ìîäèôèêàöèÿ ãðàôèòà ïëåí-
êàìè ÄÄÀÁ ñ íàíî÷àñòèöàìè çîëîòà ñèëüíî èçìåíÿåò ìîðôîëîãèþ ïîâåðõíîñòè, ïðè ýòîì
ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåòñÿ èíòåíñèâíîñòü ýëåêòðîõèìè÷åñêîãî îòêëèêà è óëó÷øàåòñÿ ñòà-
áèëüíîñòü ýëåêòðîõèìè÷åñêîãî ñèãíàëà. Ïðè äàííîì ñïîñîáå èììîáèëèçàöèè óâåëè÷èâàåò-
ñÿ êîíöåíòðàöèÿ èììîáèëèçîâàííûõ àíòèòåë, à èõ àêòèâíîñòü ñîõðàíÿåòñÿ. Ïðåäåë îáíàðó-
æåíèÿ ôåðìåíòíîé ìåòêè (ïåðîêñèäàçû õðåíà) ñîñòàâèë 0,02 íã/ìë ïðîáû.

òðàôàðåòíîé ïå÷àòè. Äàííûå ýëåêòðîäû îáëàäàþò
ðÿäîì ïðåèìóùåñòâ: áîëüøîé ðàáî÷åé ïîâåðõíîñ-
òüþ, ïðîñòîòîé êîíñòðóêöèè è ýêñïëóàòàöèè, õîðî-
øåé âîñïðîèçâîäèìîñòüþ, ìèíèàòþðíîñòüþ, íèçêîé
ñåáåñòîèìîñòüþ èçãîòîâëåíèÿ è âûñîêîé ñòàíäàð-
òèçàöèåé. Èììóíîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü èììîáèëè-
çîâàííûõ àíòèòåë îïðåäåëÿëè ïðè êîìïëåêñîîáðàçî-
âàíèè èõ ñ àíòèãåíîì, ìå÷åííûì ýëåêòðîõèìè÷åñêè
àêòèâíîé ìåòêîé (ïåðîêñèäàçîé õðåíà). Â êà÷åñòâå
ìîäåëüíîãî àíòèãåíà èñïîëüçîâàëè õëîðàìôåíèêîë
(ÕÀÔ) – ïðîòèâîáàêòåðèàëüíûé àíòèáèîòèê øèðîêî-
ãî ñïåêòðà äåéñòâèÿ. Îí äîñòàòî÷íî ÷àñòî ïðèìåíÿ-
þò â âåòåðèíàðèè è æèâîòíîâîäñòâå äëÿ ëå÷åíèÿ
ðÿäà èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé æèâîòíûõ è ïòèö.
Âñëåäñòâèå ýòîãî ñóùåñòâóåò ðåàëüíàÿ îïàñíîñòü
ïîïàäàíèÿ îñòàòî÷íûõ êîëè÷åñòâ ýòîãî àíòèáèîòèêà
â ïðîäóêòû ïèòàíèÿ æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ïî-
ýòîìó àêòóàëüíîé ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà áûñòðîãî è
âûñîêî÷óâñòâèòåëüíîãî ìåòîäà îïðåäåëåíèÿ õëîðàì-
ôåíèêîëà â ïðîäóêòàõ ïèòàíèÿ.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè äèäîäåöèëäèìåòèëàììîíèé

áðîìèä (ÄÄÀÁ), HAuCl4�3H2O, áîðãèäðèä íàòðèÿ,
êàòåõîë (“Sigma-Aldrich”, ÑØÀ), ïåðîêñèäàçó õðåíà
(RZ 3.3) (“Biozyme”, Àíãëèÿ), ïåðîêñèä âîäîðîäà,
ôåððîöèàíèä, êèñëîòû, ùåëî÷è, êàçåèí, êîìïîíåíòû
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áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ (“Õèììåä”, Ðîññèÿ), ïîëèêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà êðîëèêà ê õëîðàìôåíèêîëó (ÇÀÎ
“ÍÂÎ Èììóíîòåõ”, Ðîññèÿ), òðåõêîíòàêòíûå ýëåêò-
ðîäû, ïîëó÷åííûå ìåòîäîì òðàôàðåòíîé ïå÷àòè, ñ
ãðàôèòîâûìè ðàáî÷èì è âñïîìîãàòåëüíûì ýëåêòðîäà-
ìè è õëîðñåðåáðÿíûì ýëåêòðîäîì ñðàâíåíèÿ (ÎÎÎ
ÍÏÏ “ÝËÊÎÌ”, Ðîññèÿ). Êîíúþãàò õëîðàìôåíèêîëà
ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (ÕÀÔ-ÏÕ) ïîëó÷àëè ïî ñòàí-
äàðòíîìó ìåòîäó àêòèâèðîâàííûõ ýôèðîâ [4]. Äëÿ
ïðèãîòîâëåíèÿ áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ èñïîëüçîâàëè äå-
èîíèçîâàííóþ âîäó (“Milli-Q System”, “Millipor”).

Ñïåêòðàëüíûå èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà ñïåêòðî-
ôîòîìåòðå “UV 1602” (“Shimadzu”, ßïîíèÿ), ýëåêò-
ðîõèìè÷åñêèå èçìåðåíèÿ – íà ïîòåíöèîñòàòå
“Autolab” (“Eco Chemie”, Íèäåðëàíäû), ñíàáæåííîì
ïðîãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì GPES. Ýëåêòðîõèìè÷åñ-
êèå èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè â 0,1 Ì êàëèé-ôîñôàò-
íîì áóôåðå (ðÍ 7,4), äèàìåòð ðàáî÷åãî ýëåêòðîäà
2 ìì. Öèêëîâîëüòàìïåðîãðàììû (CV) ðåãèñòðèðîâàëè
ïðè ñêîðîñòè ñêàíèðîâàíèÿ îò 10 äî 100 ìÂ/ñ. Ïàðà-
ìåòðû, èñïîëüçóåìûå ïðè èññëåäîâàíèè êâàäðàòíî-
âîëíîâîé âîëüòàìïåðîìåòðèè (SWV): íà÷àëüíûé ïî-
òåíöèàë 200 ìÂ, êîíå÷íûé − 700 ìÂ (äëÿ âîññòàíî-
âèòåëüíûõ ïðîöåññîâ), øàã ïîòåíöèàëà 5 ìÂ, àìïëè-
òóäà 20 ìÂ, ÷àñòîòà îò 10 äî 100 Ãö. Ïàðàìåòðû,
èñïîëüçóåìûå ïðè äèôôåðåíöèàëüíîé èìïóëüñíîé
âîëüòàìïåðîìåòðèè (DPV): àìïëèòóäà èìïóëüñà 25
ìÂ, íà÷àëüíûé ïîòåíöèàë 200 ìÂ, êîíå÷íûé –
700 ìÂ, øàã ïîòåíöèàëà 1 ìÂ, ïðîäîëæèòåëüíîñòü
èìïóëüñà 50 ìñ. Âñå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå.

Ìîäèôèêàöèÿ ïå÷àòíûõ ýëåêòðîäîâ íàíî÷àñòè-
öàìè çîëîòà è ÄÄÀÁ. Ñèíòåç êîëëîèäíîãî ðàñòâîðà
çîëîòà, ñòàáèëèçèðîâàííîãî ÄÄÀÁ, ïðîâîäèëè ñëåäóþ-
ùèì îáðàçîì: ê 1 ìë ðàñòâîðà 0,1 Ì ÄÄÀÁ â õëîðî-
ôîðìå ïðèáàâëÿëè ïðè ïåðåìåøèâàíèè 0,5 ìë 10 ìÌ
âîäíîãî ðàñòâîðà HAuCl4�3H2O. Äàëåå ïðè èíòåíñèâ-
íîì ïåðåìåøèâàíèè ìåäëåííî ïðèáàâëÿëè  0,2 ìë ñâå-
æåïðèãîòîâëåííîãî 0,4 Ì ðàñòâîðà NaBH4 â âîäå.
×åðåç 2 ÷ îêðàøåííûé îðãàíè÷åñêèé ñëîé îòäåëÿëè è
ïðîìûâàëè ðàâíûì îáúåìîì âîäû. Êîëëîèäíûé ðà-
ñòâîð çîëîòà, ñòàáèëèçèðîâàííûé ÄÄÀÁ â õëîðîôîðìå,
õàðàêòåðèçîâàëè ñ ïîìîùüþ àáñîðáöèîííîé ñïåêòðî-
ñêîïèè: λìàêñ = 520 íì [5, 6]. Êîíöåíòðàöèþ íàíî÷àñòèö
çîëîòà â 0,1 Ì DDAB â õëîðîôîðìå ðàññ÷èòûâàëè â
ñîîòâåòñòâèè ñî ñòåõèîìåòðèåé ðåàêöèè (5 ìÌ).

Àíîäíîå îêèñëåíèå ãðàôèòîâûõ ïå÷àòíûõ ýëåêò-
ðîäîâ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 5 ìèí â ýëåêòðîõèìè÷åñ-
êîé ÿ÷åéêå, ñîäåðæàùåé àöåòàòíûé áóôåð  (ïîòåíöè-
àë 5 ìÂ).

Èììîáèëèçàöèÿ àíòèòåë íà ãðàôèòîâûõ ïå-
÷àòíûõ ýëåêòðîäàõ. Íà ïîâåðõíîñòü ðàáî÷åãî ãðà-
ôèòîâîãî ýëåêòðîäà íàíîñèëè 2 ìêë 5 ìÌ êîëëîèäíî-
ãî ðàñòâîðà çîëîòà â 0,1 Ì ÄÄÀÁ â õëîðîôîðìå, ïîñ-
ëå èñïàðåíèÿ õëîðîôîðìà (10 ìèí) íàíîñèëè 2 ìêë
ðàñòâîðà àíòèòåë. Ýëåêòðîäû îñòàâëÿëè íà 12 ÷ ïðè
4°Ñ âî âëàæíîé êàìåðå, ÷òîáû ïðåäîòâðàòèòü èõ ïîë-
íîå âûñûõàíèå. Çàòåì ïîëó÷åííûé ýëåêòðîä îòìûâà-
ëè â ðàñòâîðàõ PBS è PBST â ïðîòî÷íîé ñèñòåìå â
òå÷åíèå 5 ìèí (ñêîðîñòü ïîòîêà 1 ìë/ìèí). Äëÿ ïðå-
äîòâðàùåíèÿ íåñïåöåôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ ýëåêòðîä
èíêóáèðîâàëè â 0,5%-ì êàçåèíå â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè
37°Ñ. Äëÿ èçó÷åíèÿ êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ àíòèòåë ñ
àíòèãåíîì ïðîïóñêàëè ðàñòâîð êîíúþãàòà ÕÀÔ-ÏÕ â
PBS. Ïîñëå îòìûâêè ýëåêòðîä ïîìåùàëè â ýëåêòðî-
õèìè÷åñêóþ ÿ÷åéêó è îïðåäåëÿëè ýëåêòðîõèìè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü ïåðîêñèäàçû íà ïîâåðõíîñòè ýëåêòðîäà
ïðè ïðîïóñêàíèè ñóáñòðàòà – ïåðîêñèäà âîäîðîäà
(0,5 ìÌ) è ìåäèàòîðà – êàòåõîëà (0,1 ìÌ). Â êà÷å-
ñòâå àíàëèòè÷åñêîãî ñèãíàëà èñïîëüçîâàëè âåëè÷èíó
ìàêñèìàëüíîãî ýëåêòðîõèìè÷åñêîãî òîêà.

Õàðàêòåðèñòèêà ïîâåðõíîñòè ýëåêòðîäîâ ìå-
òîäîì SEM. Ïîâåðõíîñòü ýëåêòðîäîâ áûëà îõàðàê-
òåðèçîâàíà ñ ïîìîùüþ ñêàíèðóþùåãî ýëåêòðîííîãî
ìèêðîñêîïà “Stereoscan-240” (“Cambridge Instru-
ments”, Àíãëèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Íåîáõîäèìîñòü ðàçðàáîòêè âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûõ

ìåòîäîâ àíàëèçà äëÿ ïðîâåäåíèÿ ìîíèòîðèíãà ðàç-
ëè÷íûõ ñîåäèíåíèé â ðåàëüíûõ îáúåêòàõ òðåáóåò ñî-
çäàíèÿ àíàëèòè÷åñêèõ óñòðîéñòâ c õîðîøåé ÷óâñòâè-
òåëüíîñüþ, âîñïðîèçâîäèìîñòüþ è âûñîêîé îïåðàöè-
îííîé ñòàáèëüíîñòüþ. Ïðè ðàçðàáîòêå èììóíîñåíñî-
ðîâ âàæíîé çàäà÷åé ÿâëÿåòñÿ ïîèñê ñïîñîáà èììîáè-
ëèçàöèè, îáåñïå÷èâàþùåãî íåîáõîäèìóþ êîíöåíòðà-
öèþ áèîðàñïîçíàþùåãî ýëåìåíòà íà ïîâåðõíîñòè
ýëåêòðîäà, à òàêæå ñîõðàíåíèå ñïîñîáíîñòè àíòèòåë ê
êîìïëåêñîîáðàçîâàíèþ ñ àíòèãåíîì.

Äëÿ èììîáèëèçàöèè ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë íà
ïîâåðõíîñòè ãðàôèòîâûõ ýëåêòðîäîâ èñïîëüçîâàëè
ðàçëè÷íûå ïîäõîäû: ôèçè÷åñêóþ àäñîðáöèþ íà ïî-
âåðõíîñòè êàê íåîáðàáîòàííûõ ýëåêòðîäîâ, òàê è íà
ýëåêòðîäàõ, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûõ ìåòîäîì
àíîäíîãî îêèñëåíèÿ, à òàêæå èììîáèëèçàöèþ íà
ýëåêòðîäàõ, ìîäèôèöèðîâàííûõ ìåìáðàíîïîäîáíûì
ñèíòåòè÷åñêèì âåùåñòâîì è íàíî÷àñòèöàìè çîëîòà.
Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ïîâåðõíîñòè ýëåêòðîäîâ èñ-
ïîëüçîâàëè ìåòîä ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðî-
ñêîïèè [7].
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Àêòèâíîñòü èììîáèëèçîâàííûõ àíòèòåë îïðåäåëÿ-
ëè ïî âåëè÷èíå ýëåêòðîõèìè÷åñêîãî îòêëèêà ïîñëå
êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ èììîáèëèçîâàííûõ àíòèòåë ñ
êîíúþãàòîì ÕÀÔ-ÏÕ. Â ýòîì ñëó÷àå îáðàçîâàíèå
èììóííûõ êîìïëåêñîâ íà ïîâåðõíîñòè ýëåêòðîäà
ìîæíî ðåãèñòðèðîâàòü ïî íàëè÷èþ ôåðìåíòàòèâíîé
àêòèâíîñòè ìåòêè – ïåðîêñèäàçû õðåíà, êîòîðàÿ ïðÿ-
ìî ïðîïîðöèîíàëüíà êîíöåíòðàöèè èììóííûõ êîìïëåê-
ñîâ íà ïîâåðõíîñòè. Ïðåäâàðèòåëüíî ïðîâåëè îïòèìè-
çàöèþ óñëîâèé ýëåêòðîõèìè÷åñêîé äåòåêöèè ïåðîêñè-
äàçû õðåíà íà ïîâåðõíîñòè ïå÷àòíûõ ãðàôèòîâûõ
ýëåêòðîäîâ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ðàñïîçíà-
þùåãî ýëåìåíòà áèîñåíñîðîâ àíòèòåë, èìåþùèõ äîñ-
òàòî÷íî áîëüøîé ðàçìåð, íå óäàëîñü îñóùåñòâèòü
ïðÿìîé ïåðåíîñ ýëåêòðîíîâ îò áèîêàòàëèçàòîðà (ïå-
ðîêñèäàçû) íà ïîâåðõíîñòü ýëåêòðîäà, ïîýòîìó èñ-
ïîëüçîâàëè ìåäèàòîð – êàòåõîë. Ãðàäóèðîâî÷íàÿ çà-
âèñèìîñòü âåëè÷èíû òîêà îò êîíöåíòðàöèè ìåäèàòîðà
ïðèâåäåíà íà ðèñ. 1. Ñóùåñòâóåò îïòèìàëüíàÿ êîí-
öåíòðàöèÿ ìåäèàòîðà, îáåñïå÷èâàþùàÿ ìàêñèìàëü-
íûé ñèãíàë. Ïðè èçáûòêå ìåäèàòîðà íàáëþäàëîñü ïà-
äåíèå ñèãíàëà, ÷òî âûçâàíî èíàêòèâàöèåé èììîáèëè-
çîâàííûõ áåëêîâ. Ïîäîáíûå çàâèñèìîñòè áûëè ïîëó-
÷åíû äëÿ ñóáñòðàòà ïåðîêñèäàçû – ïåðîêñèäà âîäî-
ðîäà. Òàêèì îáðàçîì, áûëè îïðåäåëåíû îïòèìàëüíûå
êîíöåíòðàöèè ðåàãåíòîâ (ñóáñòðàòà è ìåäèàòîðà) äëÿ
îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ïåðîêñèäàçû â ñîñòàâå êîíú-
þãàòà ñ õëîðàìôåíèêîëîì.

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ ïî-
âåðõíîñòè íàòèâíûõ ýëåêòðîäîâ è ýëåêòðîäîâ ñ èììî-
áèëèçîâàííûìè àíòèòåëàìè ìåòîäîì ñêàíèðóþùåé

ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Ìîðôîëîãèÿ ïîâåðõíîñòåé
íàòèâíîãî ãðàôèòîâîãî ýëåêòðîäà è ýëåêòðîäà, îáðà-
áîòàííîãî ìåòîäîì àíîäíîãî îêèñëåíèÿ, ïðàêòè÷åñêè
îäèíàêîâà (ðèñ. 2, à, á). Îíà ñóùåñòâåííî íå ìåíÿ-
ëàñü ïîñëå èììîáèëèçàöèè àíòèòåë ìåòîäîì ôèçè-
÷åñêîé àäñîðáöèè (ðèñ. 2, â), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î
ìàëîé ñòåïåíè çàïîëíåíèÿ ïîâåðõíîñòè ýëåêòðîäà áåë-
êîì. Ðåçóëüòàòû ýëåêòðîõèìè÷åñêîé äåòåêöèè îáðàçî-
âàíèÿ êîìïëåêñîâ àíòèòåë ñ êîíúþãàòîì ÕÀÔ-ÏÕ íà
ïîâåðõíîñòè íåîáðàáîòàííûõ ýëåêòðîäîâ è ýëåêòðîäîâ
ïîñëå àíîäíîãî îêèñëåíèÿ ïðèâåäåíû íà ðèñ. 3. Ïðåä-
âàðèòåëüíîå àíîäíîå îêèñëåíèå ýëåêòðîäà ïîçâîëÿåò
óâåëè÷èòü ýëåêòðîõèìè÷åñêèé îòêëèê ñåíñîðà ïî÷òè â
3 ðàçà.

Äëÿ óëó÷øåíèÿ ñïîñîáíîñòè ãðàôèòà ñâÿçûâàòü
àíòèòåëà ïîâåðõíîñòü ýëåêòðîäà îáðàáàòûâàëè ñèíòå-
òè÷åñêèì ìåìáðàíîïîäîáíûì ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíûì
âåùåñòâîì äèäîäåöèëàììîíèéáðîìèäîì (ÄÄÀÁ) [8,
9]. Èçâåñòíî, ÷òî ìåìáðàíîïîäîáíûå âåùåñòâà ñïî-
ñîáíû îáðàçîâûâàòü íà ïîâåðõíîñòè ýëåêòðîäà ñòà-
áèëüíóþ ëèîòðîïíóþ æèäêî-êðèñòàëëè÷åñêóþ ïëåíêó,
ñîäåðæàùóþ äîñòàòî÷íîå êîëè÷åñòâî âîäû äëÿ ñî-
õðàíåíèÿ ñòðóêòóðû è àêòèâíîñòè áåëêîâ. Èñïîëüçîâà-
íèå ïîäîáíûõ ïëåíîê äëÿ èììîáèëèçàöèè áåëêîâûõ
ìîëåêóë ïîçâîëÿåò ïðîâåñòè ñîðáöèþ â áîëåå ìÿãêèõ
óñëîâèÿõ, à òàêæå ñîõðàíèòü íàòèâíóþ êîíôîðìàöèþ
áåëêîâ è, ñëåäîâàòåëüíî, èõ ìàêñèìàëüíóþ àêòèâ-
íîñòü. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èñïîëüçîâàíèå
ÄÄÀÁ ïîçâîëÿåò ýôôåêòèâíî óëó÷øèòü ýëåêòðîõèìè-
÷åñêèå ñâîéñòâà èììîáèëèçîâàííûõ áåëêîâ. Ïðîöåññ
èììîáèëèçàöèè áåëêà èëè äðóãèõ ìàêðîìîëåêóë î÷åíü

Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòü âåëè÷èíû ýëåêòðîõèìè÷åñêîãî òîêà îò êîíöåíòðàöèè
êàòåõîëà â ïðîòî÷íîé ÿ÷åéêå
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÷àñòî ïðèâîäèò ê åãî ÷àñòè÷íîé äåíàòóðàöèè, ÷òî âå-
äåò ê îáðàçîâàíèþ èçîëÿöèîííîãî ñëîÿ è ïðåïÿòñòâó-
åò ïåðåíîñó ýëåêòðîíîâ [10, 11]. ×àñòè÷íî ðåøèòü
ýòó ïðîáëåìó ïîçâîëÿåò ââåäåíèå â ðàñòâîð ÄÄÀÁ
÷àñòèö êîëëîèäíîãî çîëîòà, äåéñòâóþùèõ êàê ìîñòèê
äëÿ ïåðåíîñà ýëåêòðîíîâ îò áåëêà ê ïîâåðõíîñòè
ýëåêòðîäà [12, 13].

Ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû ïîâåðõíîñòè ýëåê-
òðîäîâ, îáðàáîòàííûõ ÄÄÀÁ, à òàêæå ýëåêòðîäîâ ñ
èììîáèëèçîâàííûìè àíòèòåëàìè â ïëåíêàõ ÄÄÀÁ è
ñìåñè ÄÄÀÁ ñ íàíî÷àñòèöàìè çîëîòà ïðåäñòàâëåíû
íà ðèñ. 2, â, ã. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ÄÄÀÁ ìîðôîëîãèÿ
ïîâåðõíîñòè ñóùåñòâåííî ìåíÿåòñÿ, äîáàâëåíèå íàíî-
÷àñòèö çîëîòà ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ îòíîñèòåëüíî
ãëàäêîé ïëåíêè, êîòîðàÿ ìåíÿåò ñâîè õàðàêòåðèñòèêè
ïðè äàëüíåéøåé èììîáèëèçàöèè íà íåå àíòèòåë è
êîíúþãàòà ÕÀÔ-ÏÕ (ðèñ. 2, ä, å). Â ýòîì ñëó÷àå
ìîæíî ãîâîðèòü î ñóùåñòâåííîì óâåëè÷åíèè êîëè÷å-

ñòâà àêòèâíîãî èììîáèëèçîâàííîãî áåëêà íà ïîâåðõ-
íîñòè ýëåêòðîäà.

Äàííûå ïî ñðàâíåíèþ ìàêñèìàëüíûõ ýëåêòðîõèìè-
÷åñêèõ îòêëèêîâ è ñòàáèëüíîñòè ñèãíàëà ýëåêòðîäîâ ñ
àíòèòåëàìè, èììîáèëèçîâàííûìè ðàçëè÷íûìè ìåòî-
äàìè, ïðèâåäåíû â òàáëèöå. Íàèáîëåå âûñîêèé ñèã-
íàë è âûñîêàÿ îïåðàöèîííàÿ ñòàáèëüíîñòü õàðàêòåðíû
äëÿ ýëåêòðîäîâ ñ àíòèòåëàìè, èììîáèëèçîâàííûìè â
ïëåíêàõ ÄÄÀÁ ñ íàíî÷àñòèöàìè çîëîòà. Ïðåäåë îá-
íàðóæåíèÿ ïåðîêñèäàçû â êîíúþãàòå ÕÀÔ-ÏÕ íà ïî-
âåðõíîñòè ýëåêòðîäà ñîñòàâèë 0,02 íã/ìë ïðîáû. Êà-
ëèáðîâî÷íàÿ êðèâàÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïåðîêñèäàçû
õðåíà â ñîñòàâå áåëêîâîãî êîíúþãàòà â ïðîòî÷íîé

Ðèñ. 3. Ýëåêòðîõèìè÷åñêèé îòêëèê èììóíîñåíñîðà ïðè ðàçíûõ
ñïîñîáàõ èììîáèëèçàöèè àíòèòåë íà ïîâåðõíîñòè ãðàôèòîâûõ
ýëåêòðîäîâ: 1 – ÏÃÝ; 2 – ÏÃÝ ñ ïðåäâàðèòåëüíûì àíîäíûì îêèñ-
ëåíèåì; 3 – ÏÃÝ, îáðàáîòàííûé ÄÄÀÁ; 4 – ÏÃÝ, îáðàáîòàííûé

ðàñòâîðîì ÄÄÀÁ è êîëëîèäíîãî çîëîòà

Ðèñ. 4. Êàëèáðîâî÷íàÿ êðèâàÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïåðîêñèäàçû
õðåíà â ñîñòàâå áåëêîâîãîî êîíúþãàòà â ïðîòî÷íîé ÿ÷åéêå,

ñîäåðæàùåé êàòåõîë è ïåðîêñèä âîäîðîäà

Ðèñ. 2. Ïîâåðõíîñòíûå ñòðóêòóðû ÏÃÝ, ïîëó÷åííûå ìåòîäîì ñêà-
íèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè: a – ÏÃÝ; á – ÏÃÝ ïîñëå
àíîäíîãî îêèñëåíèÿ; â – ÏÃÝ ïîñëå àíîäíîãî îêèñëåíèÿ ñ èììîáè-
ëèçîâàííûìè àíòèòåëàìè; ã – ÏÃÝ, îáðàáîòàííûé ÄÄÀÁ è êîëëî-
èäíûì çîëîòîì; ä, å – ÏÃÝ, îáðàáîòàííûé ÄÄÀÁ è êîëëîèäíûì
çîëîòîì, ñ èììîáèëèçîâàííûìè àíòèòåëàìè (ä) è êîíúþãàòîì (å)

ñîîòâåòñòâåííî
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Àíàëèòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ïå÷àòíûõ ãðàôèòîâûõ ýëåêòðîäîâ ñ àíòèòåëàìè, èììîáèëèçîâàííûìè ðàçëè÷-
íûìè ìåòîäàìè

Ñïîñîá èììîáèëèçàöèè/ïàðàìåòð Àäñîðáöèÿ íà 
ãðàôèòå 

Àäñîðáöèÿ íà 
ãðàôèòå, 
ïðåäîáðàáîòàííîì 
ìåòîäîì àíîäíîãî 
îêèñëåíèÿ 

Èììîáèëèçàöèÿ â 
ïëåíêå ÄÄÀÁ 

Èììîáèëèçàöèÿ â 
ïëåíêå ÄÄÀÁ è 
íàíî÷àñòèö çîëîòà 

I ìàêñ, nA 100 340 750 790 

Îñòàòî÷íàÿ àêòèâíîñòü ÷åðåç 1 ÷, % 98 75 70 95 

ÿ÷åéêå, ñîäåðæàùåé êàòåõîë è ïåðîêñèä âîäîðîäà,
ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 4.

Òàêèì îáðàçîì, ìîäèôèêàöèÿ ïå÷àòíûõ ýëåêòðîäîâ
ïëåíêàìè ÄÄÀÁ ñ íàíî÷àñòèöàìè çîëîòà ïîçâîëÿåò

COMPARATIVE IMMOBILIZATION OF ANTIBODIES ON A SURFACE
OF MODIFIED SCREEN-PRINTED GRAPHITE ELECTRODES
G.V. Presnova, M.Yu. Rubtzova, V.V. Shumyantzeva, T.V. Bulko, A.M. Yegorov

(Division of Chemical Enzymology)

Òhe study of immobilization of polyclonal antibodies on a surface of screen-printed graphite
electrodes (SPE) was carried out. The methods examined involved physical adsorbtion and the
immobilization in the films of DDAB and films of DDAB and gold nanoparticles. The maximal
electrochemical response was registered on the SPE modified by films of DDAB and gold
nanoparticles. We have found that such films change markedly the surface morphology and the
electrochemical signal is more intensive and stable. In this case the concentration of the
immobilized antibodies increases, their activity remains. The detection limit for enzyme label
(horseradish peroxidase) was 0.02 ng/ml of probe.

ïîëó÷èòü äîñòàòî÷íî ÷óâñòâèòåëüíóþ ñèñòåìó, êîòî-
ðóþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ ðàçðàáîòêè âûñîêî÷óâ-
ñòâèòåëüíûõ èììóíîñåíñîðîâ ñ ïåðîêñèäàçîé â êà÷å-
ñòâå ìåòêè.
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