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Различные наноструктурированные материалы (графена, фуллерен С60, углеродные нанотрубки и на-
ночастицы кобальта как метку) использованы в качестве нанокомпозитов для модификации поверхно-
сти первичных преобразователей сигнала (печатный графитовый электрод) при разработке амперомет-
рических иммуносенсоров для определения трициклического антидепрессанта амитриптилина. При-
менение наноматериалов позволило улучшить аналитические характеристики соответствующих
иммуносенсоров. Диапазон рабочих концентраций иммуносенсора составил 1 × 10–9–1 × 10–4 М, ниж-
няя граница определяемых содержаний на уровне 5 × 10–10 М. Определены константы связывания
иммунных комплексов антиген–антитело. Иммуносенсоры апробированы при контроле содержа-
ния лекарственных препаратов в моче.
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Лекарственные препараты чаще всего опреде-
ляют с применением хроматографических мето-
дов [1–3]. В то же время развитие биосенсорных
технологий способствует повышению чувствитель-
ности и селективности анализов, в частности, за
счет разработки иммуносенсоров [4–6]. Еще одна
тенденция – использование в конструкциях имму-
носенсоров современных наноструктурированных
материалов [7–9].

Большое число публикаций последнего време-
ни посвящено определению антибиотиков [10,
11]. Сведений об определении антидепрессантов
значительно меньше [12, 13], хотя они играют
важную роль в жизни человека из-за увеличения
числа стрессовых ситуаций. Как следствие, с од-
ной стороны, необходимо контролировать каче-
ство антидепрессантов и выявлять фальсифици-
рованную продукцию, а с другой, – их количество
в биологических жидкостях.

Наномодификаторы различной природы мож-
но получить в присутствии полимеров [14–16].
Имеются сведения о применении для этих целей
дендримеров [17–19]. Данные об использовании
полиэфирополиолов отсутствуют, хотя, исходя из

строения, их применение для получения наномоди-
фикаторов представляется весьма перспективным.

Особое внимание при разработке иммуносен-
соров уделяют веществам, которые могут играть
роль меток и обеспечивать аналитический сигнал
при регистрации иммунологических реакций. Наи-
более часто для этих целей используют некоторые
ферменты. Описано применение в качестве метки
пероксидазы хрена и холинэстеразы [20, 21]. С раз-
витием нанотехнологий в качестве меток стали ис-
пользовать наночастицы золота и серебра [22, 23].
Сведения относительно использования наночастиц
кобальта в качестве меток при иммунохимических
определениях в литературе отсутствуют.

Помимо иммуносенсоров используют и дру-
гие варианты иммунохимического определения
лекарственных препаратов. Описано определе-
ние антибиотиков методом поляризационного
флуоресцентного иммуноанализа [24, 25], кото-
рый является одним из высокочувствительных и
специфичных методов. Однако чувствительность
этого метода сильно зависит от свойств выбран-
ного трейсера.

Цель настоящего исследования – разработка
новых амперометрических иммуносенсоров на ос-
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нове печатных графитовых электродов, модифици-
рованных фуллереном (C60), восстановленным ок-
сидом графена (ВГО), углеродными нанотрубками
(УНТ), наночастицами кобальта (НЧCo) и оценка
их аналитичеcких возможностей при определении
содержания антидепрессантов в лекарственных
формах и в биологических жидкостях.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве основы амперометрических иммуно-

сенсоров применяли печатные графитовые элек-
троды системы 3 × 1 (изготовлены на кафедре ана-
литической химии КФУ и фирмой “Русал”,
Москва, Россия), описанные в работе [26]. В каче-
стве модификаторов поверхности использовали
коммерчески доступные углеродные наноматериа-
лы (УНТ, ВГО, С60) и НЧCo, которые получали
электрохимически [27].

Для получения дисперсий углеродных нано-
материалов применяли аминопроизводные на
платформе полиэфирополиола второй генерации
(Н20-NH2) полученные на кафедре неорганической
химии КФУ (Казань, Россия). Исходная концен-
трация получаемых дисперсий составляла 2 мг/мл.
Модифицированные электроды сушили при ком-
натной температуре (20 ± 2°C) не менее суток.

Поликлональные антитела против трицикличе-
ских антидепрессантов (предоставлены проф. Ере-
миным С.А., МГУ) иммобилизовали на поверх-
ность модифицированных электродов (ВГО-УНТ-
Н20-NH2/НЧСо, С60-ВГО-Н20-NH2/НЧСо), ис-
пользуя в качестве матричного компонента Н20-
NH2. В качестве сшивающего реагента применя-
ли водный раствор глутарового альдегида (ГА)
(ICN Biomedicals Ins., США).

Фосфатные буферные растворы с рН (6.2–8.0),
боратный буферный раствор с pH 8.5 готовили из
препаратов х. ч. и ч. д. а. (ЗАО “Лаверна”, Рос-
сия). Использовали лекарственное вещество
амитриптилин (Sigma-Aldrich, США).

Для электрохимических измерений использовали
потенциостат/гальваностат 204N (Autolab, Nether-
lands) со встроенным модулем FRA32M (модуль для
измерения спектроскопии электрохимического им-
педанса). Условия получения диаграмм Найквиста: ν
(частота) = 0.04–105 Гц, А (амплитуда) 5 мВ. Микро-
скопические изображения получали на атомно-сило-
вом микроскопе (АСМ) SolverP47H (ЗАО “НТ-
MДТ”, Россия). При приготовлении растворов амит-
риптилина использовали центрифугу MiniSpin (Ep-
pendorf, Германия).

Для получений дисперсий наноструктуриро-
ванных материалов применяли ультразвуковую
(УЗ) ванну модели S30H (Elmasonic, Германия) с
частотой УЗ 37 КГц.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Характеристика гибридных нанокомпозитов, ис-

пользуемых при создании иммуносенсоров. По-

скольку модифицированные печатные графито-
вые электроды служили основой разрабатывае-
мого иммуносенсора, исследовали гибридные
наноматериалы, используемые для этих целей.

Углеродные наноструктурированные материа-
лы в составе дисперсии взаимодействуют опреде-
ленным образом с H20-NH2, что подробно описа-
но в работе [28]. Взаимодействие УНТ с поверх-
ностью электрода описано в работе [29].

Циклическая вольтамперометрия. В первую
очередь для модификации рабочей поверхности
электрода на нее наносили нанокомпозиты (С60,
ВГО, УНТ). Затем электрохимически наносили
НЧCo. Электрохимические способы получения на-
ночастиц металлов обеспечивают более прочное за-
крепление наночастиц на поверхности электродов
и возможность контроля за их размерами [30]. В хо-
де электрохимического получения НЧСо в режиме
хроноамперометрии варьировали потенциал на-
копления НЧСо (E = –1.1 В) и время накопления от
5 (НЧСо1) до 60 с (НЧСо2). В ходе исследования
установлено, что НЧCo обладают электрохимиче-
ской активностью и дают анодный пик в диапазоне
потенциалов 750–800 мВ (рис. 1).

Атомно-силовая микроскопия. Исследование
морфологии поверхности печатного графитового
электрода показало, что нанесение НЧCo приво-
дит к получению развитой поверхности (рис. 2а,
2б), что может привести к более прочному за-
креплению антител (Ат) на поверхности электро-
да. При этом размер НЧ (рис 2в, 2г) составляет
для НЧCo1 47 нм, а для НЧCo2 – 55 нм.

Спектроскопия электрохимического импеданса
(СЭИ). Для выявления наилучшего нанострукту-
рированного композита использовали СЭИ.
Варьировали состав композиций на основе ис-
пользуемых углеродных наноматериалов и
НЧСо. Сопротивление переноса электрона
оценивали, используя диаграмму Найквиста.

Согласно представленным значениям (рис. 3,
табл. 1), наименьшим сопротивлением на грани-
це электрод/модификатор обладает гибридный
нанокомпозит на основе фуллерена С60 и ВГО в
H20-NH2 в сочетании с НЧCo2 – С60-ВГО-H20-
NH2/НЧСо2 (табл. 1, позиция 6; рис. 3б, кривая 3).

Иммуносенсор для определения амитриптилина
на основе электродов, модифицированных гибрид-
ными нанокомпозитами. Для получения биочув-
ствительной части иммуносенсора на поверхность
рабочего электрода, предварительно модифициро-
ванного наноматериалами и НЧСо, наносили
смесь, содержащую раствор антител, водный рас-
твор матричного компонента Н20-NH2, фосфат-
ный буферный раствор с pH 7.5 и 1%-ный водный
раствор ГА.

Полученные результаты позволили разрабо-
тать 2 типа иммуносенсоров:
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– иммуносенсор 1 на основе печатного графи-
тового электрода, модифицированного ВГО-
УНТ-Н20-NH2 в сочетании с НЧСо2;

– иммуносенсор 2 на основе печатного графи-
тового электрода, модифицированного С60-ВГО-
Н20-NH2 в сочетании с НЧСо2.

После нанесения наилучшего, согласно дан-
ным АСМ и СЭИ, нанокомпозита на поверхность
электрода, подбирали концентрацию Ат. Для этого
варьировали разбавление Ат (разведение от 1 : 50 до
1 : 1000). При разработке иммуносенсоров всегда
особое внимание уделяют меткам. Поскольку

Рис 1. Вольтамперограммы, полученные на печатных графитовых электродах, модифицированных наночастица-
ми кобальта. (а) – НЧCo1, (б) – НЧCo2; v = 5 мВ/с; фосфатный буферный раствор с pH 7.5.
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Рис. 2. Изображения в режиме топографии в 3D проекциях поверхности электрода, модифицированного НЧCo1 (a), НЧ-
Co2 (б), размер 1.5 × 1.5 мкм. Гистограмма распределения по размерам НЧCo1 (в), НЧCo2 (г).
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НЧСо обладают электрохимической активно-
стью, в качестве метки выбрали пик окисления
НЧCo (аналитический сигнал). Установлено, что
разведение Ат 1 : 100 приводит к получению луч-
шего аналитического сигнала по сравнению с дру-
гими разведениями, например 1 : 1000. Очевидно,
что низкая концентрация Ат (например, при разве-
дении 1 : 1000) позволяет лишь небольшому количе-
ству антигенов вступать в иммунологическую реак-
цию, и это приводит лишь к незначительному изме-
нению аналитического сигнала.

Схема получения и функционирования имму-
носенсора при его контакте с исследуемым рас-
твором, содержащим антиген (Аг) (амитрипти-

лин), представлена на рис. 4. Амитриптилин как
антиген взаимодействует с антителами, иммоби-
лизованными на поверхности модифицирован-
ного углеродными наноматериалами и НЧСо
электрода, при этом происходит образование им-
мунного комплекса Аг–Ат, а НЧСо выполняют
роль метки.

Действие иммуносенсора основано на умень-
шении аналитического сигнала (ток окисления
НЧCo) на фоне фосфатного буферного раствора в
интервале потенциалов от 0.3 до 1.0 В при добавле-
нии различных концентраций антигена (амитрип-
тилина), что связано с образованием на поверхно-
сти электрода иммунного комплекса Аг–Ат, кото-
рый частично экранирует электроосажденные
НЧCo (рис. 5).

Изучение аналитических возможностей раз-
работанных иммуносенсоров показало, что ли-
нейная зависимость величины тока от концен-
трации антидепрессанта линейна в диапазоне
1 × 10–9–1 × 10–4 М (табл. 2), а нижняя граница
определяемых концентраций находится на уровне
(5–7) × 10–10 М. В случае иммуносенсоров наблю-
дается более селективный отклик по сравнению с
разработанными ранее моноаминоксидазными
биосенсорами для определения трициклических
антидепрессантов, к числу которых относится и
амитриптилин [28].

Следует отметить, что для иммуносенсоров
диапазон рабочих концентраций шире и нижняя
граница определяемых концентраций ниже по
сравнению с разработанными ранее моноаминок-
сидазными биосенсорами (модификатор УНТ-в
хитозане) [28].

Определение характеристических параметров
иммунохимических взаимодействий. Определение

Рис. 3. Диаграммы Найквиста. (а): 1 – ВГО-УНТ-H20-NH2, 2 – УНТ-H20-NH2, 3 – ВГО-УНТ-H20-NH2/НЧСо2; (б):
1 – С60-Н20-NH2, 2 – С60-ВГО-H20-NH2, 3 – С60-ВГО-H20-NH2/НЧСо2. Здесь Ret1 и Ret2 – сопротивление переноса
электрона на границе электрод/модификатор и сопротивление переноса электрона на границе электрод/раствор, C1 –
емкость на границе электрод/модификатор, C2 – емкость на границе электрод/раствор, Rs – сопротивление раствора,
Zw – импеданс Варбурга.
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Таблица 1. Параметры электрохимического импедан-
са наноструктурированных покрытий (n = 5, P = 0.95)

* Состав слоя: 1 – УНТ-H20-NH2, 2 – С60-Н20-NH2, 3 – ВГО-
УНТ-H20-NH2, 4 – С60-ВГО-H20-NH2, 5 – ВГО-УНТ-H20-
NH2/НЧСо1, 6 – С60-ВГО-H20-NH2/НЧСо2, 7 – ВГО-УНТ-
H20-NH2/НЧСо2, 8 – С60-ВГО-H20-NH2/НЧСо1. ** Углерод-
ные наноматериалы без наночастиц металлов. *** Лучшие на-
ноструктурированные покрытия.

Состав
слоя*

(Ret)1, кОм (Ret)2, кОм

1 0.14 ± 0.02 1.7 ± 0.1
2** 0.13 ± 0.02 1.8 ± 0.1
3 0.61 ± 0.05 3.8 ± 0.2
4** 0.45 ± 0.04 14 ± 2
5 0.38 ± 0.02 2.6 ± 0.1
6*** 0.11 ± 0.02 5.9 ± 0.5
7 0.21 ± 0.02 2.5 ± 0.1
8 0.14 ± 0.02 3.2 ± 0.2
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константы связывания. Константа связывания
(Kа) является одной из наиболее важных физико-
химических характеристик иммунологической
реакции, на основании которой можно сделать
вывод о возможности использования данной ре-
акции в аналитических целях и оценить качество
иммунореагентов. Для разработки методов имму-
ноанализа достаточно знать эффективные значе-
ния констант связывания, характеризующие свой-
ства используемых Ат.

Величину Ка определяли, используя график
Скэтчарда [31], т.е. зависимость отношения кон-
центраций связанного и свободного Аг от равно-
весной концентрации иммунного комплекса.
Для этого проводили серию опытов по опреде-
лению концентрации свободного и связанного
амитриптилина при различных начальных кон-
центрациях антидепрессанта и постоянной
концентрации Ат в системе. Наличие двух
участков на кривой зависимости Скэтчарда го-
ворит о преимущественном присутствии двух
популяций антител. Константы связывания со-
ставляют Ka1 = (3.1 ± 0.5) × 10–8 моль–1 и Ka2 = (1.0 ±
± 0.3) × 10–6 моль–1. Значение Ka1 соответствует
условиям, благоприятным для осуществления им-
мунохимических определений [31].

Таким образом, селективность отклика имму-
носенсоров к амитриптилину как к трициклическо-
му антидепрессанту выше, чем при его определении
моноаминоксидазным биосенсором (модификатор
УНТ-в хитозане) [28]. В частности, установлено,
что процент перекрестного реагирования относи-
тельно флуоксетина (антидепрессант второго по-
коления, не относится к трициклическим антиде-
прессантам) не более 16%.

Определение амитриптилина в лекарственном
препарате “Амитриптилин” и в урине. Полученные
результаты позволили предложить методику

определения действующего вещества в лекар-
ственном препарате и в урине.

Методика определения амитриптилина в лекар-
ственном препарате “Амитриптилин”. Пробопод-
готовку лекарственного препарата проводили с уче-
том последующих измерений иммуносенсорами в
режиме вольтамперометрии. Схема приготовления
образца (препарат “Амитриптилин”) включала сле-
дующие операции:

– получение однородного мелкодисперсного
порошка путем растирания в ступке;

– растворение в небольшом количестве этило-
вого спирта (5 мл) вследствие хорошей раствори-
мости препарата в воде и этаноле [32];

– добавление ~10 мл дистиллированной воды;

Рис. 4. Схема получения и функционирования разработанного иммуносенсора.

Аг

Ат

НЧСо

H2O–NH2

Ат–Аг ВГО УНТ

Рис. 5. Вольтамперограммы, полученные с примене-
нием разработанного иммуносенсора (модификатор
С60-ВГО-H20-NH2 и НЧCo, иммобилизованные анти-
тела против трициклических антидепрессантов), фос-
фатного буферного раствора с рН 7.5 (1), 1 × 10–8 М (2)
и 1 × 10–7 М растворов антигена – амитриптилина (3).
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– перемешивание полученного раствора и обра-
ботка на центрифуге в течение 15 мин при
7000 об./мин;

– перенос прозрачного раствора в мерную
колбу емк. 25 мл;

– повторная обработка оставшегося осадка
после добавления 10 мл дистиллированной воды
в центрифуге в тех же условиях;

– перенос прозрачного раствора в ту же мер-
ную колбу емк. 25 мл и доведение водой до метки;

– перенос 200 мкл этого раствора в электрохи-
мическую ячейку емк. 2 мл, содержащую фосфат-
ный буферный раствор с рН 7.5, ввод туда же им-
муносенсора и через 5 мин регистрация вольтам-
перограммы в области потенциалов от 0.3 до 1.0 В
при скорости наложения потенциала 50 мВ/с.
Измерение величины тока пика при потенциале
0.70–0.72 В и определение концентрации антиде-
прессанта по градуировочному графику.

Согласно полученным результатам, определе-
ние действующего вещества в лекарственном пре-
парате “Амитриптилин” по предлагаемой методике
позволяет получить результаты с погрешностью
(sr) не более 0.041 (табл. 3). Правильность опреде-
ления предлагаемым иммуносенсором оценива-
ли путем сопоставления результатов анализа од-
ного и того же образца моноаминоксидазным
биосенсором и иммуносенсором. Полученные зна-
чения t- и F-критериев (табл. 3) позволяют сделать
вывод о том, что результаты определения амитрип-
тилина разными биосенсорами, основанными на

различных принципах функционирования, рав-
ноточны и вклад систематической погрешности
незначим.

Большинство лекарственных препаратов вы-
водится из организма с мочой, поэтому представ-
ляла интерес разработка способов их определе-
ния в данной биологической жидкости с помо-
щью разработанных иммуносенсоров.

Определение амитриптилина в урине. Предлага-
емый иммуносенсор апробировали при опреде-
лении амитриптилина в модельном растворе ури-
ны, содержащем ее основные компоненты [33], и
в урине. Для уменьшения влияния матричных
компонентов разбавляли урину и ее модельный
раствор в 50 раз. Необходимость такой операции
связана с тем, что в состав урины входят компо-
ненты, которые могут окисляться в рабочей обла-
сти потенциалов (в частности, мочевая кислота
[34]).

Ранее на примере моноаминоксидазных био-
сенсоров установлено, что линейная зависимость
между величиной аналитического сигнала и кон-
центрацией лекарственного препарата на фоне
модельного раствора урины наблюдается в той
же области концентраций, что и на фоне буфер-
ного раствора, при этом коэффициент чувстви-
тельности также изменяется незначительно [35].
Эта же тенденция сохраняется и при определе-
нии амитриптилина иммуносенсором (табл. 4).
Таким образом, для определения остаточных коли-
честв лекарственного препарата в урине можно ис-
пользовать градуировочный график, построенный
как на фоне модельного раствора урины, так и на
фоне фосфатного буферного раствора.

Правильность определения антидепрессанта
разработанным иммуносенсором оценивали спосо-
бом введено–найдено. Погрешность определения
(sr) не превышает 0.072. Данные представлены в
табл. 5.

Таблица 2. Аналитические возможности разработанных биосенсоров при определении амитриптилина
(n = 5, Р = 0.95)

* Для иммуносенсоров 1 и 2: I = (I1/I0) × 100%, где I1 – ток реакции окисления наночастиц кобальта при образовании ком-
плекса антиген–антитело, I0 – ток окисления наночастиц кобальта с антителами в отсутствие антигена; для моноаминокси-
дазного (МАО) биосенсора: I = (I1/I0) × 100%, где I1 – ток реакции окисления пероксида водорода с ингибитором, I0 – ток
окисления пероксида водорода в отсутствие ингибитора.

Рабочий диапазон, М
Уравнение градуировочной зависимости*

I = (A ± δ) + (B ± δ)(–lgc) сн, М
A ± δ B ± δ r

Иммуносенсор 1

1 × 10–9–1 × 10–4 155 ± 12 9 ± 1 0.9905 5 × 10–10

Иммуносенсор 2

1 × 10–9–1 × 10–4 116 ± 8 12 ± 1 0.9840 7 × 10–10

МАО-биосенсор [28]

1 × 10–8–1 × 10–5 7.3 ± 0.6 23.1 ± 0.8 0.9987 7 × 10–9

Таблица 3. Результаты определения 25 мг амитриптилина
биосенсорами (n = 5, Р = 0.95, tтабл = 2.78, Fтабл = 6.39)

Тип сенсора Найдено, мг sr tрасч Fрасч

Иммуносенсор 1 25.1 ± 0.9 0.041 1.23 4.18
МАО-биосенсор 24.8 ± 0.9 0.065
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Методика определения. В электрохимическую
ячейку емк. 2 мл вносят 1800 мкл разбавленной
фосфатным буферным раствором урины, добав-
ляют 2–200 мкл раствора лекарственного препа-
рата соответствующей концентрации. Помещают
в ячейку иммуносенсор и через 5 мин регистриру-
ют вольтамперограмму в описанных выше усло-
виях. Концентрацию антидепрессанта находят по
градуировочному графику (см. табл. 5).

Использование разбавленной урины позволя-
ет, с одной стороны, нивелировать электрохими-
ческую активность компонентов урины, а с дру-
гой стороны, за счет высокой чувствительности
иммуносенсоров обеспечивает их способность
реагировать на малые содержания антидепрес-
санта в урине и ее модельном растворе [36].
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