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Рассмотрен вольтамперометрический микросенсор на основе золотых 

микроэлектродов, модифицированных аптамером, для определения белка 

крови – тромбина. Исследованы поверхность золота и работоспособность 

системы микроэлектродов. Проведена химическая модификация поверх-

ности золотого микроэлектрода аптамером. Предложен метод определения 

тромбина, основанный на изменении проводимости раствора электроак-

тивного соединения.  

Ключевые слова: золотой микроэлектрод; микросенсор; тромбин; электpо- 

химические пpоцессы. 

The voltammetric microsensor based on a gold microelectrodes and an 

aptamer for determination of blood protein thrombin has been considered. The 

surface of the gold microelectrodes and the efficiency of the system have been 

studied. The chemical modification of the surface of a gold microelectrode with 

aptamers has been carried out. The thrombin determination method based on the 

change in the conductivity of the solution of the electroactive compound has 

been proposed. 

Keywords: gold microelectrode; microsensor; thrombin; electrochemical process-

es. 

Введение. Актуальным направлением в области разработки микросенсоров являет-

ся определение наличия биомолекул в биологических жидкостях человека, таких как 

сыворотка и плазма крови. Как правило, диагностика биомолекул основана на межмо-

лекулярных реакциях распознавания, которые отличаются высокой специфичностью и 

селективностью, например, взаимодействие антитело – антиген [1], биомолекула – ап-

тамер [2].  

 М.С. Андрианова, О.В. Губанова, А.Е. Кузнецов, 2016 
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Аптамеры – это небольшие цепи пептидов, РНК или одноцепочечной ДНК, спо-

собные связывать молекулы-мишени с высокой аффинностью. В результате формиру-

ются лабильные трехмерные структуры, образуются водородные, ионные или гидро-

фобные связи с мишенью [2]. В последние годы аналитические методы с 

использованием аптамеров широко применяются для определения белков [3, 4]. 

Выбор объекта исследования и преобразователя сигнала. При разработке элек-

трохимического микросенсора в качестве мишени выбран белок крови – тромбин, ко-

торый является маркером многих серьезных заболеваний [5], в качестве преобразовате-

ля сигнала – золотые микроэлектроды. 

В работе применялась трехэлектродная схема подключения электродов: рабочий 

электрод (РЭ), на поверхности которого происходит электрохимическая реакция; элек-

трод сравнения (ЭС), задающий опорный потенциал; вспомогательный электрод (ВЭ), 

через который проходит ток при протекании электрохимической реакции.  

В качестве РЭ использовалась золотая проволока диаметром 30 мкм и длиной 

300 мкм, в качестве ЭС и ВЭ – платиновая проволока диаметром 250 мкм и длиной 

600 мкм. 

Поверхность РЭ исследовалась с помощью зондового сканирующего микроскопа 

«Dimension ICON» (Bruker, США). Для получения изображений применялись зонды се-

рии «RTESPA» (Bruker, США). Сканирование поверхности проводилось в режиме 

Tapping Mode, размер изображения 1×1 мкм (256 точек на линию). Для обработки изо-

бражений использовались встроенные функции NanoScope Analysis.  

Поверхность РЭ типична для золота 99,99 % чистоты (SPM AMETEK), полученного 

техникой плавления с последующим термоотжигом: зерненая структура со средним пере-

падом высот до 60 нм (рис.1,а), что можно видеть на профиле высот (рис.1,в), и со средней 

площадью зерна 8000 нм
2
, которая оценивалась с помощью программного обеспечения 

NanoScope Analysis (рис.1,б). При этом поверхность электрода представляет собой чередо-

вание углублений и возвышений (максимум 186 нм) (см. рис.1,а). Такой РЭ имеет боль-

шую площадь поверхности, что определяет его высокую чувствительность. 

В качестве метода анализа использовалась циклическая вольтамперометрия, подра-

зумевающая наложение на электрохимическую ячейку треугольной развертки постоян-

ного напряжения (–3 В; 3 В) и измерение тока как функции приложенного напряжения 

(I = f (Eнал)). 

Работоспособность созданной системы микроэлектродов (МЭ) исследовалась на 

примере электроактивного соединения K3Fe(CN)6, окисляющегося под действием тока 

до K4Fe(CN)6. Это соединение, в свою очередь, восстанавливается до исходного. На 

циклической вольтамперограмме этот процесс выглядит как кривая с пиком тока окис-

ления (~1,6 В) и пиком тока восстановления (~0 В) (рис.2). Зависимости пиков тока 

окисления от концентрации исходного вещества аппроксимируются линейной функци-

ей с высоким коэффициентом корреляции. Это свидетельствует о возможности прово-

дить количественное определение содержания электроактивного соединения в растворе 

с использованием разработанных МЭ. 

В ходе работы использовались растворы, содержащие K3Fe(CN)6 с концентрацией 

3,22–11,76 мМ. Такой диапазон концентраций электроактивного вещества позволяет 

работать в определенном диапазоне тока РЭ. В данном случае ток окисления и восста-

новления на РЭ отличался от фона (буферный раствор). При этом ток не был слишком 

высоким и не происходило анодного растворения золотого электрода, целостность ко-

торого проверялась на оптическом микроскопе (Carl Zeiss Axio Imager.M2m). 
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Рис.1. АСМ-изображение поверхности золота: а – изображение размером 5×5 мкм;  

б – изображение размером 1×1 мкм; в – профиль по высоте 

 

 

Рис.2. Циклические вольтамперограммы МЭ в буфере с добавлением K3Fe(CN)6:  

1 – фон; 2 – 3,22 мМ; 3 – 6,25 мМ; 4 – 9,10 мМ; 5 – 11,76 мМ 

 

Методика получения модифицированного золотого микроэлектрода. Для  

получения микросенсора на тромбин проводилась модификация поверхности РЭ.  

Определение тромбина проходило с использованием аптамера (АПТ)  
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5’-HS-C6-TAAGTTCATCTCCCCGGTTGGTGTGGTTGGT-C6-NH2-3’ [6]. Высокая спе-

цифичность данного аптамера по отношению к тромбину обусловлена низкой константой 

диссоциации комплекса аптамер–тромбин (Kдисс = 45,4 нМ для участка 

GGTTGGTGTGGTTGG, ответственного за связывание [7]) и, следовательно, высокой кон-

стантой связывания. 

Процедура модификации заключалась в нанесении на поверхность золота аптамера 

на тромбин с концевыми сульфгидрильными группами для закрепления молекулы на 

поверхности: Au + АПТ-SH → Au-S-АПТ. 

На первом этапе модификации поверхность золотого МЭ очищалась от внешних 

загрязнений с помощью ультразвуковой обработки в ацетоне в течение 15 мин [8]. Да-

лее для лучшего сворачивания раствор АПТ (25 мкМ, 50 мМ Na2HPO4, pH 7,1) инкуби-

ровался при температуре 65 
о
С в течение 10 мин, затем температура снижалась до 25 

о
С 

со скоростью 5 
о
С/шаг и раствор выдерживали 1 мин на каждом шаге снижения темпе-

ратуры. Снятие защиты с SH-групп АПТ осуществлялось инкубацией в течение 1 ч 

(22 
о
С) с раствором AgNO3 (0,2 М, 50 мМ Na2HPO4, pH 7,1): к 25 мкМ аптамера добав-

ляли раствор нитрата серебра до концентрации 14 мМ. Далее АПТ инкубировался с 

раствором гидрохлорида Трис-(2-карбоксиэтил)фосфина, препятствующим димериза-

ции аптамеров за счет образования S–S-связей: к 10 мкл раствора, полученного на пре-

дыдущих этапах, добавлялось 4 мкл TCEP (10 мМ, 50 мМ Na2HPO4, pH 7,1), смесь ин-

кубировалась в течение 1 ч при 22 
о
С. Полученный раствор разбавлялся буфером  

50 мМ Na2HPO4 (до 1–2 мкМ), pH 7,1. В данном растворе проводилась модификация 

поверхности золотых МЭ в течение 12 ч [9].  

Результаты и их обсуждение. Измерение тромбина подразумевает ковалентное 

присоединение бычьего сывороточного альбумина (0,1 мг/мл, 50 мМ Na2HPO4, pH 7,1) 

к АПТ через концевую NH2-группу (в качестве спейсера использовался глутаровый 

альдегид (5 %, 50 мМ Na2HPO4, pH 7,1)). Это необходимо для создания стерических за-

труднений для диффузии соединений к поверхности электрода за счет объемного аль-

бумина. Принцип формирования сигнала основан на изменении проводимости раствора 

электроактивного соединения K3Fe(CN)6 до и после добавления тромбина (рис.3). Из-

менение проводимости связано со стерическими затруднениями, которые возникали 

при диффузии Fe(CN)6
3–

 к поверхности МЭ. 
 

 

 

Рис.3. Схема определения тромбина с использованием АПТ,  

иммобилизованного на поверхности золотых микроэлектродов 
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Рис.4. Циклические вольтамперограммы МЭ в фосфатно-солевом буфере  

до (    буфер; – – – буфер + 6,25 мМ K3Fe(CN)6)) и после (–––– буфер;  

 –  –  буфер + 6,25 мМ K3Fe(CN)6) введения тромбина 
 
 

Сигнал МЭ на добавление тромбина по-

казан на рис.4. Такая закономерность, по-

видимому, объясняется образованием «ком-

пактных» комплексов аптамер (с альбуми-

ном) – тромбин, что способствует снятию 

диффузионных ограничений и улучшенно-

му обмену электронами между электроак-

тивным соединением K3Fe(CN)6 и поверх-

ностью электрода.  

Зависимость сигнала модифицирован-

ных МЭ от концентрации тромбина пред-

ставлена на рис.5. В качестве сигнала  

использовалось отношение пиков тока 

окисления раствора K3Fe(CN)6 к пикам  

тока окисления раствора буфера без 

K3Fe(CN)6 (~ 1,6 В) после добавления различных концентраций тромбина 

(IK3Fe(CN)6/Iбуфер). Концентрационная зависимость представляет собой кривую с насыще-

нием. Такая закономерность, вероятно, связана с различным расположением (стериче-

ская составляющая) аптамеров и комплексов на их основе в приэлектродной области. 

Предел обнаружения тромбина составляет 5 мкМ. 

Заключение. Предложенный новый метод определения тромбина с использовани-

ем золотых микроэлектродов прост в реализации. Для дальнейшего применения разра-

ботанного микросенсора наибольший интерес представляет область низких концентра-

ций тромбина (< 10 мкМ). В связи с этим предполагается провести исследования по 

увеличению площади поверхности электродов, использованию других аптамеров, спе-

цифически связывающих тромбин, а также набора микроэлектродов. 

Работа выполнена при финансовой поддержке Минобрнауки России (проект  

№ 16.535.2016/БЧ). 

 

Рис.5. Зависимость сигнала IK3Fe(CN)6
/Iбуфер моди-

фицированного золотого МЭ от концентрации C  

 добавляемого тромбина 
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