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I. ВВЕДЕНИЕ
Успехи современной биологической химии, в первую очередь, 
отра жают выяснение тонких механизмов метаболических путей 
патологических процессов, специфических маркеров и их количест
вен ной сравнительной идентификации для состояний норма/па то ло
гия. Разработаны различные методы и подходы анализа биомо лекул 
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для диагностики заболеваний, взаимодействий с моле ку ляр ными 
мишенями. Методы визуализации (имиджинга), атомная силовая 
спектроскопия, сканирующая электронная микро ско пия, спектраль
ные методы, методы с использованием флуоро ген ных компо нентов, 
массспектрометрия как макромолекул (напри мер, иссле до вание 
протеома), так и низкомолекулярных соединений (метаболом) 
активно входят в арсенал современной трансля цион ной диагнос
ти ческой медицины как представители нанотех но логий, так и 
омиксных подходов [1–4]. Электрохимические методы в биохими
ческих и биомедицинских исследованиях активно разви ваются 
благодаря продуктивному взаимному влиянию нанотех нологий, 
нано материалов, методов получения и обработки результатов электро
ана лиза [5]. Преимуществом электрохимических методов является 
количественное определение электроактивного биокомпонента на 
основе применения фундаментальных законов электрохимии, при 
этом измерительные устройства могут быть как стационарными для 
про ве дения фундаментальных исследований, так и портативными 
для проведения анализов в клинических лабораториях. Регистрируя 
зависимость силы тока, протекающего через индикаторный электрод, 
нахо дящийся в контакте с электроактивным веществом, от разности 
потен циалов между рабочим электродом и электродом сравнения, 
можно получить данные о концентрации электроактивного вещества, 
кинетике и термодинамике электрохимической реакции [6]. Для 
эффек тивного электрохимического процесса, связанного с транс
пор том электронов, и/или реализации электрокатализа важную роль 
играет тип электрода и модификация электрода для иммобилизации 
биомо лекулы. Немодифицированные электроды не всегда достаточно 
эффек тивны. В качестве модификаторов могут быть использованы 
различные материалы: полимеры, гели, природные биомолекулы, 
металлы и их оксиды. В последние годы широкое распространение 
получили наноразмерные структуры, в том числе коллоидные 
растворы золота, серебра (наночастицы металлов), оксидов железа, 
одностенные и многостенные углеродные нанотрубки, графен, оксид 
графена, графен, допированный бором, азотом, серой, липиды, 
синтетические мембраноподобные вещества, полимерные компо
зиции [6–13]. Наночастицы могут служить катализаторами реакций, 
протекающих на поверхности электрода. Модификация поверх
ности (наноструктурирование) электродов позволяет подобрать 
оптимальные условия, подстроить сенсор под выбранную электро
хи мическую реакцию, определяемое вещество, а также обеспечить 
необ ходимые аналитические характеристики метода, такие как 
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био сов местимость, предел обнаружения, селективность, диапазон 
опре де ляемых концентраций аналита и т.д.
 Выбор типа модификации рабочей поверхности электрода часто 
проводят эмпирически на основании перебора комбинаций и концент
раций компонентов. В данном обзоре мы описали подход к тому 
или иному типу модификации, основанный на свойствах, в первую 
очередь, биомолекул, а также модификатора как непосредственного 
участника и/или посредника между редокс–центром биомолекулы и 
электродом. В обзоре рассмотрены методы электроанализа функ цио
нально значимых гемопротеинов: переносчика кислорода в мышцах 
миоглобина и переносчика электронов цитохрома с, а также олиго
нук леотидов и двухцепочечной ДНК (дцДНК). 
 Гемопротеины играют важную роль в биохимических процессах, 
таких как перенос и хранение молекулярного кислорода гемоглоби
ном и миоглобином, перенос электронов с респираторных субстратов 
цитохромами и терминальное окисление O2 цитохром с оксидазой, 
разложение пероксида водорода каталазой, окисление органических 
веществ пероксидазой, метаболическое превращение лекарств и 
ксенобиотиков ферментами фазы I цитохромами P450, синтез оксида 
азота из LArg с помощью NOсинтазы, использование активных 
форм кислорода каталазой. Эти различные функции в первую очередь 
основаны на окислительновосстановительных свойствах иона железа 
гема по схеме Fe (III) + e– J Fe (II) [14, 15]. Эффект прямого пере
носа электрона с электрода на ион железа гема широко используется 
при создании электрохимических сенсоров на пероксид водорода 
и нитритион. Кардиомиоглобин и цитохром с служат маркерами 
острого инфаркта миокарда [15–17]. Цитохром c является важным 
гем со держащим металлопротеином, который расположен в цитозоле 
между внутренней и внешней мембранами митохондрий. Цитохром c 
относится к классу первого семейства цитохромов cтипа, выполняет 
различные функции в зависимости от его клеточной локализации 
и условий, в которых он функционирует. Он опосредует перенос 
элект ронов между комплексами III и IV дыхательной цепи [18, 19]. 
Помимо того, высвобождение цитохрома c из митохондрий является 
сигналом для начала апоптотического процесса. Обнаружение цито
хрома c во внеклеточном пространстве может быть использовано 
в клинической диагностике таких патологий как острый инфаркт 
миокарда, красная волчанка, ревматоидный артрит, онкологические 
забо левания. Цитохром с используется в качестве биомаркера для 
иденти фикации повреждения митохондрий, приводящего к гибели 
клеток. Проапоптотические свойства цитохрома c могут приме няться 
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для развития методов диагностики, при поиске новых лекарст венных 
препаратов, обладающих способностью вызывать гибель пато ло ги
чес ких клеток, а также для оценки эффективности приме няемых 
лекарст венных препаратов. Разработка современных, экспрес сных, 
доступных методов для определения количественных характе рис тик 
цито хрома c с помощью электрохимических биосенсоров, является 
акту аль ной задачей биоаналитической химии [20].
 Нуклеотиды, олигонуклеотиды, ДНК и РНК рассматриваются 
как маркеры многих патологических состояний. Наличие мутаций в 
цир кулирующей опухолевой ДНК, а также в РНК или микроРНК и 
их количество могут служить диагностическими биомаркерами раз
лич ных онкологических заболеваний, прогностическими маркерами 
для анализа реакции на лечение и/или как маркеры прогрессирования 
заболевания [21–29]. Изменение длины ДНК (фрагментация ДНК) 
является одним из признанных маркеров запрограммированной 
гибели клеток (апоптоза) [24]. Анализ модифицированных гетероцик
лических оснований (например, профилей метилирования) важен для 
эпигенетических исследований [24, 30–33], а также для обнаружения 
точечных мутаций [30]. 
 Таким образом, разработка высокочувствительных электрохими
ческих сенсоров для определения ДНК и функционально значимых 
гемопротеинов является актуальной задачей. В настоящей работе 
опи саны модификации электродов, получаемых методом трафаретной 
печати (SPE) с рабочим графитовым электродом, полимерными 
нано композициями на основе многостенных углеродных нанотрубок 
(MWCNT) для усиления регистрации электрохимического сигнала 
био химических процессов на поверхности электродов и повышения 
порога чувствительности в электроанализе различных биообъектов – 
оли гонуклеотидов, дцДНК, миоглобина и цитохрома с. 
 Полимерные материалы обладают свойством диспергировать 
угле родные материалы и образовывать стабильные на коллоидном 
уровне дисперсии (MWCNT) в водных растворах. Кроме того, 
поли меры могут иметь в составе заряженные и гидрофобные сег
менты различной длины. Такое свойство полимеров делает их 
при вле кательными в роли модификаторов электродов для электро
хи мической регистрации биообъектов, также имеющими как гид
ро фоб ные домены, так и полярные участки, обогащенные положи
тель ными или отрицательными зарядами. Кроме того, широко 
исполь зуемые в электроанализе графитовые электроды имеют как 
гидро фобную составляющую, так и отрицательно заряженные 
карбок сильные группы, возникающие за счет окисления атома 
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углерода. Такие свойства полимеров, биообъектов и поверхности 
инди каторных электродов делает эту триаду как взаимозависимой, 
так и демонстрирует возможность управления эффективностью всей 
системы. 

II. ЭЛЕКТРОАНАЛИЗ МИОгЛОБИНА  
С ИСпОЛьЗОВАНИЕМ пОЛИМЕРНЫх НАНОКОМпОЗИцИЙ 

ДЛЯ МОДИФИКАцИИ ЭЛЕКТРОДОВ
Миоглобин (Mb) – гемопротеин (М = 16900 Да), основная функция 
кото рого – перенос кислорода в мышцах. Миоглобин является марке
ром патогенеза сердечнососудистых заболеваний, ранним марке ром 
инфаркта миокарда [16]. Большинство исследователей считают кон
центрацию миоглобина в норме равной 100 нг/мл. Изоэлектричес кая 
точка миоглобина pI = 7, при физиологических значениях рН этот 
белок не заряжен. Миоглобин является электроактивным белком, раз ра
ботка методов детекции миоглобина основана на прямой регист рации 
сигнала восстановления железа гема (MbFe(III) + e– ↔ MbFe(II)). 
Вос становленная форма миоглобина MbFe(II) активно связывает 
кис лород с соответствии со схемой MbFe(II) +О2 → [MbFe(II)О2], 
поэтому в аэробных условиях электроанализа регистрируется только 
восстановительный пик этого гемопротеина, который является 
отра жением электрокаталитического процесса восстановления и 
усили вает сигнал регистрации этого белка. Вследствие функцио
наль ной значимости миоглобина разработаны различные модифи
ка торы поверхности электрода: поверхностноактивные вещества 
(ПАВы), полимерные гидрогели, мембраноподобные комплексы 
поли электролитов с ПАВ, алюмосиликаты, фиброин шелка, липиды, 
углеродные нанотрубки, ионные жидкости, оксиды метал лов [34]. 
Поверхностноактивные вещества и полимеры (додецил суль фат 
натрия, хитозан) также используются для улучшения диспер ги руе
мости MWCNT и повышения коллоидной стабильности дисперсий 
углеродных наноматериалов [35]. Эффективность прямого переноса 
электронов между электродом и ионом железа гема зависит от 
использованного электродного материала, модификации поверхности 
электрода и правильной ориентации активного белкового центра на 
электроде. Композитные наноматериалы улучшают перенос элект
ронов, способствуют закреплению биологического материала на 
поверхности электрода, а также придают биосовместимость для 
сохранения природных, аффинных и каталитических свойств биомо
лекул. Модификация электродов MWCNT придает сен со рам ряд 
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полез ных свойств, например, увеличенную площадь поверх ности, 
улуч шенную прово димость и широкой диапазон рабо чих потенциа
лов [32, 36]. 
 Ранее нами был отмечен cинергический эффект MWCNT в соче
та нии с ионогенным амфифильным диблоксополимером 1,2поли
бу тадиенблокполи диметиламино этил метакрилат (polyca tio nic 
poly(1,2butadiene)blockpoly(N,Ndimethylaminoethyl metha crylate) 
(PB290bPDMAEMA240)) для электрохимичес кого детек тиро вания 
миоглобина [35]. Было показано, что полимер PB290b-PDMAEMA240 
является эффектив ным биосовмес тимым мате риалом для встраи
вания Mb, что облегчает прямой перенос элект ронов с элект рода 
на гемопротеин. Специфику связывания обес печи вают иммо
билизованные на электроде антитела к кардиомио гло бину (рис. 1А). 
В водных растворах полимер образует мицеллы, кото рые при рН = 
7 в фосфатном буфере проявляют хорошую адгезию к углерод ным 
материалам и образуют однородные тонкие пленки на гид рофобной 
графитовой подложке. Такой тип поликатионного поли мера может 
образовывать ионные связи с отрицательно заряжен ными группами 
молекулы миоглобина и взаимодействовать с кар бок сильными 
груп пами рабочей поверхности графитового электрода, которые 
обра зуются за счет частичного окисления атомов углерода. Почти 
3хкрат ное увеличение тока восстановления Мb дости гается в 
мат рице MWCNT (2 мг/мл)/PB290bPDMAEMA240 по срав нению с 
электро дом, модифицированным только MWCNT, диспер ги ро ван
ными в хлороформе (рис. 1Б). 
 В данной работе было использовано послойное нанесение 
моди фи каторов на поверхность рабочего электрода: 1 слой – дис
пер сия MWCNT в хлороформе, 2 слой – поликатионный полимер 
PB290b-PDMAEMA240. Кроме того, необходимо отметить роль 
MWCNT: при возрастании концентрации с 0,5 мг/мл до 2 мг/мл 
амплитуда катодного тока ДИВА (DPV) воз рас тает в 1,4 раза. Чувст
вительность данной биосенсорной системы достаточна, чтобы 
охватить весь диапазон концентраций Mb, начиная с нормальной 
физиологической концентрация сердечного миоглобина человека 
(10–100 нг/мл; 0,56–5,6 нМ) до уровня Mb у пациентов с инфарктом 
миокарда (100–1780 нг/мл; 5,6–100 нМ) [37]. 
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III. МОДИФИКАцИЯ ЭЛЕКТРОДОВ ДИСпЕРСИЯМИ 
MWCNT В РАСТВОРАх пОЛИИОННЫх ЖИДКОСТЕЙ И 
РАЗЛИЧНЫх КАТИОННЫх ДИБЛОК-СОпОЛИМЕРОВ 

ДЛЯ АНАЛИЗА ДНК
Нуклеотиды, олигонуклеотиды, ДНК, микроРНК, РНК известны как 
мар керы многих патологических состояний. ДНК трансплантата, 
цирку лирующая у реципиентов трансплантата, была предложена в 
качестве потенциального биомаркера отторжения органа или повреж
дения клеточного трансплантата [28]. Уровень аденина и гуанина в 
плазме, сыворотке и моче, а также изменение концентрации аденина 
в ДНК можно рассматривать как индикатор карциномы или заболева
ний печени [29]. Анализ циркулирующей опухолевой ДНК в плазме 
крови рассматривается как диагностический и прогностический 
метод в онкологии, получивший название «жидкая биопсия» [25, 38]. 
 Для количественной регистрации ДНК, РНК, нуклеотидов, олиго
нуклеотидов разрабатываются методы электроанализа, основанные 
на электрохимической реакции электроокисления гетероциклических 
осно ваний [39–41]. 
 Пиримидиновые гетероциклические основания тимин и цитозин 
электроокисляются при относительно высоких потенциалах (более 
1,2–1,4 В), что затрудняет их регистрацию с помощью гра фи товых 
электродов, получаемых методом трафаретной печати. Пури новые 

А Б

Рис. 1. (А) Схема электроанализа кардиомиоглобина с использованием моди
фи ци рованных электродов с иммобилизованными антителами. (Б) Зави
си мость максимальной амплитуды тока дифференциальноимпуль сной 
вольт амперограммы (ДИВА) SPE/MWCNT/ Mb (1), SPE / MWCNT /PB290b
PDMAEMA240 (0,5 мг/мл)/Mb (2), SPE/MWCNT/PB290bPDMAEMA240 (2,0 мг/
мл) / Mb (3) в аэробном 100 мМ калийфосфатном буфере, 50 мМ NaCl, pH 7,4. 
Условия ДИВА: скорость сканирования 50 мВ/с, амплитуда 20 мВ, шаг 5 мВ; 
частота 10 Гц.
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гетероциклические основания аденин и гуанин электро окис ляются 
при более низких значениях потенциалов (0,6–0.9 В). Разра ботаны 
раз личные подходы для регистрации пурино вых гете ро цикли ческих 
осно ваний ДНК, РНК, нуклеотидов, олиго нук лео тидов [24, 33, 42–52]. 
 Механизм электроокисления гуанина является необратимым про
цес сом с участием двух протонов и двух электронов с образованием 
8оксо гуанина. Это соединение является биомаркером разрыва и фраг
ментации ДНК за счет окислительного стресса [31, 46]. Механизм 
электро окисления аденина также представляет собой необратимый 
процесс и протекает в три стадии с участием двух электронов на 
пер вой стадии и образованием 2оксоаденина, а также последующих 
двух стадий с участием дополнительных четырех электронов и обра
зо ва нием 2,8диоксоаденина и его окисленной формы [31, 46] (рис. 2). 
 В наших исследованиях мы использовали свойства композиций 
на основе поликатионных полимеров, обладающих свойствами дис
пер гировать углеродные наноматериалы в водных средах и взаимо
дейст вовать с поли анионными молекулами ДНК [53, 54]. 
 Для равномерного покрытия рабочего электрода требуется высо
ко го могенная дисперсия MWCNT с хорошей проводимостью и без 
(или, по крайней мере, с минимальным) структурным повреждением 
нано материала. Однако получить такую дисперсию MWCNT довольно 
сложно изза плохой диспергируемости таких углеродных нано ма те
риа лов в большинстве органических растворителей. Сильно деструк
тив ная функционализация MWCNT путем жесткого окисления в 

Рис. 2. Схема электрохимического окисления гуанина и аденина [31, 46].
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кон цен трированной смеси азотной и серной кислот в настоящее время 
заменяется более безопасной и мягкой ультразвуковой обработкой 
либо в воде, либо в водноорганических смесях или в органических 
растворителях (диметилформамид, ацетон, изопропанол, этанол, 
толуол, Nметил2пирролидон, циклодекстрины). 
 Полимерные материалы, несущие различные функциональные 
группы, могут быть использованы для иммобилизации биообъектов, 
отли чающихся зарядом молекулы и значениями изоэлектрических 
точек. Для иммобилизации полианионных молекул дцДНК исполь
зовали поликатионные полимерные модификаторы, такие как поли
ион ные жидкости на основе производных имидазола [53]. Для пря
мого электроанализа дцДНК на основе электроокисления гуанина и 
аденина были синтезированы полиионные жидкости (PIL) на основе 
произ водных имидазола, поли1этил3винилимидазолий бромид 
(PILEt) и поли1бутил3винилимидазолий бромид (PILBut), и 
при ме нены для модификации поверхности SPE высокостабиль ными 
дис пер сиями MWCNT в их водных растворах [53]. На рис. 3 представ
лены сигналы ДИВА электродов, модифицированных MWCNT/PILEt, 
концент рация ДНК варьировалась в диапазоне 0,4–3,00 мг/мл [53]. 
 Такая модификация SPE значительно увеличивает электроактив

Рис. 3. Дифференциальноимпульсная вольтамперограмма электродов, модифи
ци ро ванных MWCNT/PILEt, концентрация ДНК 0,4–3,0 мг/мл. 
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ную площадь поверхности и ускоряет скорость переноса электронов 
за счет синергетического сочетания таких специфических свойств 
MWCNT, как сильная адсорбционная способность, высокие элект
ронтранс портные свойства и высокая удельная поверхность, с 
такими преимуществами PIL, как ионная прово димость и способ
ность диспергировать углеродные нанома те риалы. Кроме того, 
поло жительно заряженный атом азота имид азольного кольца поли
мерных конструкций на основе PIL может образовывать ионные 
связи с отрица тельно заряжен ными фосфатными группами олиго
нук леотидов или ДНК, стабили зируя систему для регистрации и 
изме рения электрохими чес ких сигналов. 
 Синтез полиионных жидкостей для получения стабильных дис
пер сий MWCNT описан в [53]. В таблице приведены анали ти чес кие 
характеристики сенсоров на основе регистрации электроокис ле ния 
гуанина (при потенциале Е = +0,60±0,01 В) и аденина (при потен
циале Е = +0,85±0,01 В). Линейные диапазоны определения дцДНК 
соответствуют 5–500 мкг/мл для окислительного пика гуанина и 0,5–50 
мкг/мл для окислительного пика аденина (табл.). 
 Поскольку максимальная амплитуда пиков окисления пуриновых 
нуклеотидов пропорциональна содержанию соответствующих остат
ков аденина (А) или гуанина (G) в нуклеотидной цепи, прямое электро
окисление можно использовать для обнаружения точечных мутаций 
или так называемого однонуклеотидного полиморфизма в коротких 
фрагментах ДНК (олигонуклеотидах). Чтобы продемонстрировать 
это, была использована пара олигонуклеотидов, которая отличается 
только одним нуклеотидным остатком. 
 Разработанные системы SPE/PILBut/MWCNT способны рас поз

Таблица. Аналитические характеристики химически 
модифицированных электродов для анализа биообъектов

Биообъект Тип электрода, модификация Рабочие концентрации
дцДНК SPE/PIL/MWCNT 5–500 мкг/мл (пик гуанина (G), 

Е = +0,60 ± 0,01 В
0,5–50 мкг/мл (пик аденина (A), 
Е = +0,85 ± 0,01 В

дцДНК SPE/PnBMA40bPDMAEMA120/
MWCNT

5–1500 мкг/мл (пик гуанина (G), 
LOD = 5 мкг/мл
 и 1–200 мкг/мл (пик аденина (A), 
LOD = 1 мкг/мл

Цитохром с SPE/PnBA100bPAA140/MWCNT 1–100 мкМ, LOD = 1,16 мкМ при 
Е = +0,578 ± 0,011 В (Tyr + Trp) 

Mb SPE/PB290bPDMAEMA240/MWCNT Физиологические концентрации
10–1780 нг/мл (0,56 нМ–100 нМ)
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навать точечную мутацию в 12членных одноцепочечных олигонук
лео тидах (рис. 4) 5'AAA–CCC–GAC–CGG3', и 5'AAA–CCC–GTC–
CGG3' [53, 54]. Олигонуклеотидная последовательность и поло жение 
мутации были выбраны как аналоги фрагмента рецептора фактора 
роста (EGFR) 21. На рис. 4 четко показано различие значений тока 
электро окисления аденина IA для этих олигонуклеотидов: окис ли
тельный ток для Aостатков составил около 6,7 мкА и 3 мкА для 
олиго нуклеотида 1 и 2, соответственно, изза различного содер жания 
Aостат ков, в то время как окислительный ток для гуанина был 
одина ковым для обоих олигонуклеотидов, что указывает на отсутст
вие разницы в содержании Gостатков. Таким образом, с помощью 
этого экспе римента продемонстрирована потенциальная способ ность 
разра ботанной сенсорной конструкции SPE/PILBut/MWCNT для 
обна ружения точечных мутаций в коротких фрагментах ДНК. 
 Немелкоклеточная карцинома легкого связана с экзоном 21 
L858R EGFR и, как известно, это заболевание имеет довольно плохой 
прогноз [30]. Обна ружение экзона 21 L858R имеет большое клини
чес кое значение для выбора адекватного лечения. Такое обнаружение 
мута ций имеет большое кли ни ческое значение и может внести свой 
вклад в персо на лизиро ван ный подход к лечению. 
 Был разработан метод получения гомогенных устойчивых на 
кол лоидном уровне дисперсий MWCNT в водном растворе ионоген
ного амфи фильного диблоксополимера 1,2полибутадиенблок
поли ди ме тил ами ноэтилметакрилат (polycationic poly(1,2bu ta
diene)blockpoly(N,Ndimethylaminoethyl methacrylate), PB290b
PDMAEMA240) [55] и диблоксополимеров PnBMAхbPDMAEMAy 
полинбутилметакрилатблокполидиметиламиноэтилметакрилат 

Рис. 4. Электроанализ олигонуклеотидов (1) 5' AAA–CCC–GAC–CGG 3', и 
(2): 5' AAA–CCC–GTC–CGG 3' с помощью наноструктурированных электродов 
SPE/PILBut/MWCNT. 
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(poly(n-butyl methacrylate)blockpoly(N,Ndimethylaminoethyl me tha
crylate)), где значения x и y варьировались как (x=40, y=40); (x=40, 
y=120) и (x=70, y=120) [56]. Водные растворы диблоксополимеров 
PnBMAxbPDMAEMAy готовят при кон цент рации 5 мг/мл путем их 
прямого растворения, все мономерные DMAEMA звенья диблок
сопо лимеров протонированы при pH 3. 
 Авторами в работе [56] для электроанализа дцДНК применялись 
ионогенные амфифильные диблоксополимеры полинбутил ме
та крилатблокполидиметиламиноэтилметакрилат (PnBMA40b
PDMAEMA40, PnBMA40bPDMAEMA120, PnBMA70bPDMAEMA120), 
содер жащие как гидро фоб ные, так и ионогенные блоки в одной 
макро мо ле куле. Помимо того, что эти диблоксополимеры являются 
поли мер ными связующими, которые обеспечивают достаточную 
целост ность осажденного слоя MWCNT при модификации электрода, 
PnBMAxbPDMAEMAy сами по себе могут также действовать как 
матрицахозяин. Их про тонированные PDMAEMA блоки эффективно 
удерживают проти во положно заряженные целевые аналиты (отри ца
тельно заряженную дцДНК в данном случае), тем самым обес пе чивая 
потенциальные преимущества для электрохимических измерений. 
Наибольший комбинированный эффект был обнаружен для системы 
SPE/PnBMA40bPDMAEMA120/MWCNT, которая была изготовлена с 
исполь зова нием дисперсий MWCNT с концентрацией 2 мг/мл. 
 При соотношении длин гидрофобных и гидрофильных фраг мен
тов диблоксополимера PnBMA40bPDMAEMA120 и концентрации 
MWCNT 2 мг/мл наблюдается значительное увеличение электро актив
ной площади поверхности как за счет особой структуры сопо ли мера 
(опти мальный гидрофобногидрофильный баланс и оптимальная 
общая длина макромолекулы), так и за счет оптимального содер
жа ния углеродных нанотрубок в PnBМAxbPDMAEMAy/MWCNT 
системе. Линейные диапазоны определения дцДНК с помощью такой 
системы соответствуют 5–1500 мкг/мл для окислительного пика 
гуанина и 1–200 мкг/мл для окис лительного пика аденина (табл., 
рис. 5). Разработанные сенсоры позво ляют регистрировать ДНК в 
сыво ротке крови человека. 
 Пределы обнаружения соответствуют 5 мкг/мл для гуанина и 
1 мкг/мл для аденина. Принимая во внимание среднюю молярную 
массу дцДНК молок осетровых рыб как 20 кДа, молярные значения 
преде лов обнаружения равны 0,25 мкМ для гуанина и 0,05 мкМ для 
аде нина. Показано [56], что разработанная система SPE/PnBMA40b
PDMAEMA120/МWCNT (2 мг/мл) применима для анализа дцДНК в 
диапазоне концентраций 2–100 мкг/мл, выделенной из лейкоцитов 
крови человека (рис. 6). 
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Рис. 5. Сравнительный анализ дцДНК в буфере и в сыворотке с помощью анализа 
электрохимического окисления гуанина и аденина с использованием сенсорной 
конструкции SPE/PnBMA40bPDMAEMA120/MWCNT (2 мг/мл MWCNT). 

Рис. 6. Интенсивность пиков дифференциальноимпульсной вольтамперограммы 
электрохимического окисления гуанина и аденина для лейкоцитарной ДНК с 
концентрацией 9,35 мкг/мл, проанализированных с помощью системы SPE/
PnBMA40bPDMAEMA120/MWCNT (2 мг/мл MWCNT). Экспериментальные 
данные получены при обработке сигналов с помощью анализа первой произ вод
ной при дифференцировании дифференциальноимпульсных вольт амперограмм.
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 Использование поликатионных полимеров для анализа полиани
он ных молекул ДНК позволяет эффективно регистрировать ДНК с 
помощью анализа сигналов электрокисления пуриновых оснований 
гуанина и аденина в широком и физиологически значимом диапазоне 
концент раций. 

IV. ММОДИФИКАцИЯ ЭЛЕКТРОДОВ ДИСпЕРСИЯМИ 
MWCNT В ВОДНЫх РАСТВОРАх АНИОННЫх ДИБЛОК-

СОпОЛИМЕРОВ ДЛЯ АНАЛИЗА цИТОхРОМА с
 Цитохром c (М = 13370 Да) имеет большую функциональную зна чи
мость как маркер инфаркта миокарда, маркер апоптоза, электрон транс
портный гемопротеин. Разработаны различные методы количествен
ного определения цитохрома с: иммунохимические, спектраль ные 
методы, методы, основанные на регистрации испускаемого излучения 
продуктом реакции анализируемого вещества с активатором хемилю
ми несценции, а также электрохимические методы [19, 57]. 
 При процессе переноса электронов ион железа гема обратимо 
пере ходит из окисленной формы (Fe3+) в восстановленную (Fe2+), 
что приво дит к изменению конформации гема. Окислительновос
ста но вительный потенциал этого процесса определяет эффек тив
ность переноса электрона. Даже самые незначительные измене
ния в структуре полипептидной цепи и микроокружения гема 
могут оказать влияние на эффективность переноса электрона, а 
значит на работу всей дыхательной цепи и процессов апоптоза. 
Изоэлектрическая точка цитохрома c pI = 10,1; это свидетельствует 
о том, что в моле куле преобладают боковые радикалы, содержащие 
положи тельно заряженные (катионные) группы, при нейтральных 
значе ниях рН цитохром с имеет суммарный положительный заряд. В 
митохондриальной мембране около 15% цитохрома с прочно связано 
с кардиолипином, одним из фосфолипидов, составляющих митохонд
риаль ную мембрану. Комплекс цитохрома с с кардиолипином прояв
ляет пероксидазную активность, инициируя апоптоз клеток. В сос
таве кардиолипина, преобладают боковые радикалы, содержащие 
анион ные группы. Кардиолипин составляет около 15–20% от всех 
липидов внутренней митохондриальной мембраны и имеет уни
кальную структуру, состоящую из четырех жирных кислот, из кото
рых линолевая кислота присутствует в большем количестве. Имея 
избы точный положительный заряд в нейтральной среде, цито хром c 
связы вается за счет электростатических взаимодействий с поверх
ностью мембранного липидного слоя, заряженного отри цательно 
[19, 58]. 



Биоэлектроанализ с использованием нанокомпозитных электродов 309

 В связи с этим свойством цитохрома с были разработаны компо
зитные материалы для модификации электродов, несущие отрица
тель ные заряды для стабилизации и связывания с цитохромом с. 
 Для иммобилизации цитохрома c на поверхности электрода 
исполь зовали дисперсии MWCNT на основе водного раствора поли
анионого диблоксо по лимера полинбутилакрилатблокполиак ри
ловая кислота (MWCNT/PnBA100bPAA140) [59]. 
 Такой тип модификации электродов позволяет получить пано
рам ную вольтамперограмму в широком диапазоне потенциалов и 
регист рировать не только окислительновосстановительные процессы 
иона железа гема (в соответствии с реакцией Fe(III) +e– J Fe(II)) при 
потен циале около 0 В, но и исследовать процессы электрохимичес кого 
окисления аминокислот полипептидной цепи цитохрома с  (тирозина 
и триптофана при +0,6 В), а также необратимое электрохимическое 
окисление гема при +0,8 В (рис. 7). 
 Это многоточечное обнаружение цитохрома с можно рассматривать 
как электрохимический «отпечаток пальца» (fingerprint) и метод 
распоз навания и количественного определения цитохрома с в слож
ных (био)химических аналитах. Предел обнаружения цито хрома с при 

Рис. 7. Панорамная ДИВА цитохрома с на SPE/PnBA100bPAA140/MWCNT как 
электрохимическая сигнатура: (1) гемовая область, (2) окисление аминокислот 
тирозина и триптофана Tyr + Trp, (3) электроокислительная деструкция гема. 
Нижняя кривая: окислительный фрагмент ДИВА цитохрома с на SPE/PnBA100
bPAA140/MWCNT.
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Е = +0,578 ± 0,011 В, относящегося к окислению Tyr + Trp, составил 
1,16 мкМ, что примерно в два раза ниже, чем для восстанов ления 
гема вблизи потенциала 0 В. Исследование процессов электро окис
ления аминокислот полипептидной цепи цитохрома с (тирозина и 
трип тофана) важно и с точки зрения регистрации функцио нально 
значимых посттрансляционных модификаций этого гемопро
теина [60]. Тирозин подвергается таким посттрансляционным 
моди фикациям, как фосфорилирование, нитрование. Цитохром с 
человека содержит пять остатков тирозина. Tyr46 and Tyr48 локали
зо ваны в Ω петле, расположенной близко к гему. Нитрование этих 
остат ков приводит к изменению вторичной структуры за счет пере
распределения сети водородных связей, окружающих гем. В резуль
тате гем переходит в высокоспиновое состояние, что приводит к 
уси ле нию пероксидазной активности нитроцитохрома с и индуцирует 
спе ци фическую деградацию белка. Нитрование Tyr46 and Tyr48 
цито хрома с приводит к сборке нефункциональной апоптосомы. 
Однако нитрование Tyr67 не влияет на вторичную структуру этого 
гемопротеина, но нитрование Tyr74 приводит усилению перокси
даз ной активности, нарушению взаимодействия с каспазой 9, инги
бированию апоптоза. Нитрование Tyr46, Tyr48, Tyr67, Tyr74 и Tyr97 
приводит к изменению окислительновосстановительного потен
циала, снижает взаимодействие с каспазами, что, в свою очередь, 
приводит к нефункциональной дефектной апоптосоме. При нитро ва
нии Tyr74 происходит семикратное усиление пероксидазной актив
ности цитохрома с, а также потеря электронтранспортных функ ций 
вследствие смещения окислительновосстановительного потенциала 
на 400 мВ. 
 Tyr97 является ключевой аминокислотой при формировании 
апоптосомы [61, 62]. Фосфорилирование Tyr97 приводит к образова
нию солевого мостика между фосфотирозином и Lys7, что затрудняет 
образование апоптосомы [63, 64]. 
 Таким образом, разработана стратегия получения электрохими
чес кой сигнатуры гемового белка цитохрома с, основанной на электро
анализе простетической группы белка и, одновременно, на электро
окислительных свойствах аминокислот, таких как Tyr и Trp. Предел 
обнаружения (LOD) составлял 1,91 мкМ в случае регистрации гема 
и 1,16 мкМ в случае регистрации электроокисления. Специфическая 
и чувствительная сигнатура цитохрома с может быть в дальнейшем 
использована для регистрации апоптотических событий во время 
химиотерапии, поиска новых противоопухолевых препаратов, иссле
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до вания механизма апоптоза, регистрации посттрансляционных 
модификаций отдельных функционально значимых аминокислот 
полипептидной цепи белка или самого гема. 

V. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При разработке эффективного электрохимического процесса, связан
ного с переносом электронов, и реализации электрокатализа важную 
роль играет выбор соответствующей модификации электрода для 
иммо билизации отличающихся по своим свойствам биообъектов и 
регист рации электронного транспорта. Использование многостенных 
углеродных нанотрубок придает модифицированным электродам 
увели ченную площадь поверхности, улучшенную проводимость и 
расши ренное окно потенциалов. Вместе с тем, сочетание MWCNT 
с ионо генными полимерами позволяет получить не только высокого
могенные водные дисперсии углеродных наноматериалов и усилить 
синер гический эффект, а также эффективно исследовать биообъекты, 
отли чающиеся зарядом молекулы и значениями изоэлектрических 
точек. 
 Модификации печатных графитовых электродов сенсорными 
конструкциями на основе дисперсий многостенных углеродных 
нано трубок в водных растворах полимеров являются многообещаю
щими в качестве высокочувствительных систем рас поз навания 
для количественного анализа биообъектов, имеющих раз лич ные 
параметры молекулы (заряд, гидрофобность, размер, функ ции). 
Углеродные наноматериалы для модификации электродов повы шают 
аналитическую чувствительность системы и количество электро
активного компонента на электроде, а использование ионогенных 
поли меров позволяет получить не только высоко гомогенную диспер
сию MWCNT с хорошей проводимостью, но также надежно закре
пить анализируемые биообъекты на рабочей поверх ности электрода 
(табл.). 
 Обоснованный выбор и исследование механизмов специфических 
взаимодействий (ионных, гидрофобных) биомолекулы и модифи
ка тора электрода активно исследуются как с практических, так и с 
теоретических позиций. Авторы [65] применили подходы и методы 
молекулярной динамики для понимания механизма адсорб ции 
аланина, глицина и валина на поверхности графена и функцио
нализированного графена, который активно применяется для модифи
ка ции электродов с целью улучшения аналитических характеристик 
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сен соров. Эта работа является важным шагом в понимании и пред
ска зании для выбора тандема биомолекула/модификатор. 
 Функционализация электродной поверхности играет важную 
роль при разработке сенсорных систем для биохимии, клинической 
медицины, фармакологии. В зависимости от поставленной цели 
экспе римента (анализ маркера патологического процесса, поиск 
потен циальных субстратов/ингибиторов функционально значимых 
ферментов метаболизма, исследование межлекарственных взаимо
дейст вий, анализ конфор мационных изменений белков, поиск 
одно нук леотидных замен), в совокупности с выбранным электрохи
ми ческим методом анализа позволяет повысить чувствительность 
электро химической биосенсорной системы и снизить предел 
опре де ляемых концентраций, что является основополагающим 
для конструи рования «умных» биосенсоров (smart biosensors) для 
электро анализа различных биообъектов.
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