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Аннотация 

Разработаны амперометрические ДНК-сенсоры на основе нативной ДНК и олиго-
нуклеотидов, иммобилизованных в белковой пленке и сополимере тирамина и о-ами-
нофенола на поверхности золотых тонкопленочных планарных электродов. ДНК-сен-
соры позволяют определять присутствие в растворе 0.01–10 нмоль комплементарных 
олигонуклеотидных последовательностей (мишеней) по изменению амперометриче-
ского сигнала маркеров – метиленового синего и гидрохинона, регистрируемого в се-
рии измерений из одного раствора. Обсуждается влияние нативной ДНК и ДНК-зонда 
на электрохимическое поведение маркеров в различных условиях измерения сигнала и 
вклад специфических и неспецифических взаимодействий маркеров с компонентами 
модифицирующего слоя сенсора. 

 

Введение 

Изучение взаимодействий дезоксирибонуклеиновых кислот (ДНК) с био-
логически активными соединениями, в том числе с белками и низкомолекуляр-
ными эффекторами, является неотъемлемой частью исследования многих фун-
даментальных научных проблем. К ним относятся изучение механизмов ген-
ных мутаций, репарационных процессов, разработка новых высокоэффектив-
ных лекарственных препаратов, используемых в генной терапии и лечении он-
кологических заболеваний [1, 2]. Одним из подходов к решению указанных 
проблем является сочетание ДНК как элементов биохимического распознава-
ния с химическими сенсорами, преобразующими биохимический сигнал в 
электрический. Подобные устройства, названные ДНК-сенсорами, находят 
применение в биомедицинских исследованиях для диагностики микробиаль-
ных и вирусных патогенов [3, 4]. В них используется явление гибридизации – 
многоточечного связывания комплементарных последовательностей олигонук-
леотидов, один из которых (ДНК-зонд) иммобилизован на поверхности преоб-
разователя сигнала, а второй (мишень) представляет собой последовательность, 
специфичную для диагностируемого генетического материала. Такие «гибри-
дизационные» ДНК-сенсоры отличаются высокой специфичностью сигнала, 
практически исключающей ошибки в определении природы биологической 
мишени. 
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Экспрессность и себестоимость регистрации гибридизационных взаимо-
действий зависят от выбранного способа измерения аналитического сигнала. 
Для этого разработаны методы флуоресцентного [5] и пьезометрического 
(масс-селективного [6]) детектирования. Электрохимическая регистрация сиг-
нала выгодно отличается от указанных методов более простым протоколом из-
мерения, использованием стандартного измерительного оборудования (ионо-
меров и вольтамперографов), а также низкой себестоимостью единичного оп-
ределения. 

На сегодняшний день для электрохимической регистрации взаимодействия 
ДНК-зонда и мишени применяется три подхода. Это измерение токов окисле-
ния гуанидиновых фрагментов ДНК [7], использование меток, ковалентно свя-
занных с концевыми фрагментами ДНК (ферроцены [8], ферменты [9]), а также 
низкомолекулярных маркеров, добавляемых в анализируемый раствор и взаи-
модействующих с ДНК на поверхности электрода электростатически или по 
механизму интеркалирования [10–12]. Взаимодействия меняют характеристики 
маркеров в силу изменения их доступности для электродной реакции в резуль-
тате внедрения в состав спирали двунитевой ДНК, образующейся в результате 
гибридизации либо электростатических взаимодействий с отрицательно заря-
женным фосфатным остовом ДНК. Чаще всего в качестве маркеров использу-
ют интеркаляторы – противораковые препараты антрациклинового ряда – дау-
номицин и адриамицин, а также фенотиазиновый краситель метиленовый си-
ний. В то же время вещества, взаимодействующие с ДНК преимущественно 
электростатически, изучены недостаточно. Они выгодно отличаются от интер-
каляторов обратимостью взаимодействия с ДНК и меньшими рабочими потен-
циалами измерения сигнала, что позволяет использовать соответствующие 
ДНК-сенсоры многократно и исключить влияние на их сигнал легко окисляю-
щихся компонентов пробы. В данной работе нами предложен новый ДНК-сен-
сор на основе золотых планарных тонкопленочных электродов для регистрации 
гибридизационных взаимодействий по изменению сигнала метиленового зеле-
ного и гидрохинона, взаимодействующих с нуклеиновыми кислотами неспеци-
фически (электростатически) и ранее в составе ДНК-сенсора не изучавшихся. 

1. Экспериментальная часть 

1.1. Материалы и оборудование. Использовали высокополимеризованную 
дезоксирибонуклеиновую кислоту (ДНК, натриевая соль) из эритроцитов цып-
лят (Reanal, Венгрия) и следующие олигонуклеотиды, синтезированные в НПФ 
«Литех», Москва:  

• ДНК-зонд – TGTAAAGCCCCGCATTGCTC, аминированный по 3’-терми-
нальному концу;  

• мишени: комплементарная зонду – GAGCAATGCGGGGCTTTACA и не-
комплементарная зонду – ТТТТТТТТТТТТТТТТТТТТ (dT20). 

В качестве электрохимически активного индикатора использовали метиле-
новый зеленый (Aldrich, Германия). Для получения матрицы для иммобилиза-
ции ДНК-зонда и нативной ДНК использовали тирамин гидрохлорид и о-ами-
нофенол (Aldrich, Германия). Тирамин использовали без дополнительной очи-
стки, о-аминофенол очищали возгонкой в вакууме непосредственно перед ис-
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пользованием. Измерения проводили в 0.002 М фосфатном буферном растворе, 
содержащем 0.1 М сульфат натрия. 

Амперометрометрический сигнал ДНК-сенсора измеряли с помощью 
вольтамперометрического анализатора BAS CV-51W (Bioanalytical Systems, 
Inc., США) в режиме линейной и квадратно-волновой вольтамперометрии. 
Электродом сравнения служил хлоридсеребряный электрод Ag/AgCl (BAS), 
противоэлектродом – никелевая фольга 1 см2. 

Для изготовления ДНК-сенсора использовали компакт-диски, предвари-
тельно очищенные от поверхностного защитного слоя с помощью 50% азотной 
кислоты. Для этого рабочую поверхность компакт-диска смачивали раствором 
азотной кислоты 1:1, после прекращения газовыделения промывали дистилли-
рованной водой и механически нарезали на сегменты требуемого размера (по-
рядка 3 × 1 см). Сегменты зажимали между верхней и нижней половин разбор-
ной ячейки, выполненной из политетрафторэтилена (рис. 1). Выемка в верхней 
части ячейки служила рабочей ячейкой объемом 0.5 мл. Противоэлектрод за-
крепляли вдоль вертикальных стенок ячейки. Геометрическая площадь рабочей 
поверхности электрода составляла 0.07 см2. 

 

 

Рис. 1. Разборная ячейка для измерения сигнала ДНК-сенсора на основе планарного 
тонкопленочного золотого электрода (винты для скрепления верхней и нижней частей 
ячейки не показаны) 

Электрохимические измерения также проводили в стандартной ячейке 
объемом 5 мл на дисковых золотых электродах (BAS) диаметром 3 мм. 

 
1.2. Изготовление биосенсоров. Для включения биологических компонен-

тов в белковую матрицу на золотой электрод наносили 3 мкл раствора ДНК 
(0.025 мг/мл), подсушивали до образования пленки, поверх наносили 3 мкл 
0.01 % раствора желатина и после подсушивания – 3 мкл 1% глутарового аль-
дегида. Электрод сушили в потоке воздуха при комнатной температуре 
10 мин., затем промывали в дистиллированной воде и высушивали. Готовые 
ДНК-сенсоры хранили в сухом виде при 4оС. 

Для включения биологических компонентов в полимерную матрицу снача-
ла проводили электрополимеризацию мономеров тирамина и о-аминофенола на 
золотом электроде. Для этого 0.965 г тирамина растворяли в 10 мл этанола, 
разбавляли в 4 раза рабочим буферным раствором и корректировали рН до ве-
личины 6.0. Готовили раствор 5 мг о-аминофенола в 0.5 мл дистиллированной 
воды, добавляли 2 мкл концентрированной серной кислоты. В рабочую ячейку 
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заливали по 250 мкл раствора тирамина и о-аминофенола, опускали противо-
электрод и электрод сравнения и проводили циклирование потенциала между  
–800 и +800 мВ отн. Ag/AgCl. После окончания электролиза ячейку и электро-
ды промывали водой и фосфатным буферным раствором. 

Для нанесения на образующееся покрытие нативной ДНК в ячейку на 
30 мин. вносили 500 мкл 2.5% глутарового альдегида, далее промывали водой 
и наносили 6 мкл смеси, приготовленной из 10 мкл раствора нативной ДНК 
(0.0334 мг/мл), 2 мкл 2.5% глутарового альдегида и 6 мкл 0.05% нафиона. 
Электрод сушили в токе воздуха при комнатной температуре. 

ДНК-зонд перед иммобилизацией предварительно нагревали в термостате 
до 95ºС в течение 5 мин. и переносили на 2 мин. в ледяную баню, после чего 
иммобилизовали, как описано выше для нативной ДНК. Содержание зонда в 
поверхностном слое электрода составляло 2.8 нмоль/см2. 

Для модификации электрода альбумином на электрод, покрытый сополи-
мером тирамина и о-аминофенола, наносили 6 мкл смеси, приготовленной из 
10 мкл 5% водного раствора альбумина, 2 мкл 2.5% глутарового альдегида и 
6 мкл 0.5% нафиона. Электрод сушили в токе воздуха при комнатной темпера-
туре. 

 
1.3. Измерение сигнала биосенсоров. Для измерения тока окисления ме-

тиленового зеленого в ячейку добавляли фосфатный буферный раствор, рН 6.9, 
помещали противоэлектрод и электрод сравнения и регистрировали фоновую 
вольтамперограмму в режиме квадратноволновой вольтамперометрии в диапа-
зоне от –500 до +100 мВ (амплитуда 25 мВ, частота 15 Гц). Добавляли раствор 
метиленового зеленого, раствор перемешивали и повторяли измерение. Рабо-
чим сигналом сенсора являлась абсолютная величина тока пика окисления ме-
тиленового зеленого, измеренного относительно фоновой кривой. После изме-
рения биосенсор отмывали, не разбирая ячейки, при катодной поляризации ра-
бочего электрода при –180 мВ. 

Измерение сигнала гидрохинона проводили в аналогичных условиях в ре-
жиме постояннотоковой вольтамперометрии в диапазоне от –200 до +800 мВ. 
После измерения ячейку промывали рабочим буферным раствором. Градуиро-
вочные зависимости маркеров получали методом последовательных добавок. 

Для регистрации измерения гибридизации олигонуклеотиды-мишени пред-
варительно подвергали термической обработке, как описано выше для ДНК-
зонда, и далее добавляли в ячейку. После инкубирования ячейку промывали, 
добавляли рабочий буферный раствор и проводили 10 последовательных изме-
рений сигнала индикаторов – 6.0 мМ гидрохинона или 60 мкМ метиленового 
зеленого. 

2. Результаты и обсуждение 

2.1. Электрохимическое поведение маркеров. Метиленовый зеленый 
окисляется на чистых золотых дисковых и планарных электродах, образуя на 
вольтамперограммах два пика окисления. Один из пиков имеет сорбционную 
природу, его высота слабо зависит от концентрации деполяризатора и моно-
тонно возрастает с увеличением времени контакта электрода с метиленовым 
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зеленым. Высота второго пика стабилизируется в течение 3–5 мин. инкубиро-
вания. Его высота линейно зависит от концентрации маркера в интервале 
20 мкМ – 0.5 мМ. 

С увеличением концентрации метиленового зеленого возрастает прочность 
его связывания с электродом. Это приводит к увеличению фонового тока при 
отмывке электрода после измерения сигнала. Если потенциал окончания ска-
нирования увеличить с +500 до +800 мВ, происходит частичная полимеризация 
маркера. Об этом говорит появление острого необратимого пика в области 
больших потенциалов, высота которого возрастает при многократном циклиро-
вании потенциала. Поскольку при этом ухудшаются метрологические характе-
ристики измерения сигнала, в последующих измерениях величину максималь-
ного потенциала сканирования ограничивали значением +500 мВ. 

Для регенерации поверхности электрода после его контакта с метиленовым 
зеленым нами предложен способ электрохимического удаления избытка депо-
ляризатора с поверхности электрода, заключающийся в поляризации электрода 
при потенциале пика тока окисления (–150 мВ) в течение 5–10 мин. После это-
го электрод промывали буферным раствором. Качество отмывки контролиро-
вали по величине фонового тока, регистрируемого в рабочем буферном раство-
ре в отсутствие маркера. 

Нанесение на поверхность золотого электрода нативной ДНК и ДНК-зонда 
в белковой матрице с последующей кросс-сшивкой глутаровым альдегидом не 
меняет общего вида вольтамперных кривых. Это позволяет судить о постоян-
стве механизма окисления метиленового зеленого. Относительная высота 
сорбционного пика несколько снижается по сравнению с чистым электродом. 

При введении ДНК или ДНК-зонда в поверхностный слой происходит уве-
личение абсолютной величины тока окисления метиленового зеленого и его 
чувствительности к концентрации деполяризатора. Этот эффект закономерно 
нарастает по мере увеличения содержания ДНК и ДНК-зонда в поверхностном 
слое до 0.1 мкг ДНК и 0.2 нмоль ДНК-зонда на электрод. По-видимому, ука-
занные значения соответствуют полному заполнению поверхности электрода, 
так что дальнейшее повышение концентрации биологических компонентов не 
приводит к увеличению числа доступных для метиленового зеленого центров 
связывания на поверхности сенсора. Все последующие измерения сигнала 
ДНК-сенсора проводили при указанных количествах модификаторов в поверх-
ностном слое. Аналитические характеристики определения метиленового зеле-
ного на электродах с различными модифицирующими слоями в оптимальных 
условиях приведены в табл. 1. 

 
2.2. Регистрация гибридизационных взаимодействий. При введении в 

раствор модельных мишеней, комплементарных и некомплементарных олиго-
нуклеотидной последовательности ДНК-зонда, ток окисления метиленового 
зеленого менялся в зависимости от состава поверхностного слоя. В случае им-
мобилизации ДНК и ДНК-зонда в белковой матрице в случае комплементарно-
го олигонуклеотида наблюдается снижение тока окисления маркера, при вве-
дении в раствор некомплементарного олигонуклеотида dT20 – увеличение. При 
этом максимальное изменение сигнала, наблюдаемое при введении  модельных  



А.В. ПОРФИРЬЕВА и др. 

 

14

 

Табл. 1 
Аналитические характеристики определения метиленового зеленого на золотых элек-
тродах, модифицированных нативной ДНК и ДНК-зондом i = a + b·C 

Модификатор а в R imax, мкА* 

Золотой электрод 3.15·10–8 0.00104 0.9860 0.23 
Нативная ДНК  
(0.1 мкг на электрод) 

8.90·10–8 0.01061 0.98926 0.7 

ДНК-зонд  
(0.2 нмоль на электрод)  

–6.62·10–8 0.01406 0.99102 1.2 

* Максимальное значение тока в интервале линейности градуировочного графика. 
 

олигонуклеотидов в раствор, составило 30% от исходной величины сигнала, 
регистрируемой в отсутствие олигонуклеотидов. 

В литературе упоминается сходный принцип регистрации гибридизации на 
поверхности сенсора по изменению тока окисления аналога метиленового зе-
леного – метиленового синего. При этом изменение регистрируемых токов по-
сле контакта с комплементарным зонду олигонуклеотидом составляло до 80% 
исходного сигнала в близких экспериментальных условиях [11, 12]. Различие в 
поведении фенотиазиновых красителей может быть связано с тем, что метиле-
новый синий, действуя как интеркалятор, внедряется в спираль двунитевой 
ДНК. Это ограничивает его доступность для электродной реакции. Напротив, 
метиленовый зеленый координируется в основном по поверхности спирали 
ДНК в результате электростатических взаимодействий с противоположно за-
ряженными фосфатными группами остова ДНК. Для него наблюдаемые изме-
нения сигнала могут быть связаны с изменением в результате гибридизации 
диффузионной проницаемости поверхностного слоя (уменьшением скорости 
переноса маркера к электроду) и с варьированием прочности связывания мар-
кера на поверхности олигонуклеотидов в результате комплементарного связы-
вания мишени. Первый фактор уменьшает скорость переноса маркера к элек-
троду, второй – его увеличивает. В результате общее изменение сигнала мети-
ленового зеленого в результате гибридизации, протекающей на поверхности 
электрода, оказывается невелико. 

Повышение чувствительности регистрации гибридизационных процессов 
на поверхности ДНК-сенсора может быть достигнуто при более плотной упа-
ковке ДНК-зонда в поверхностном слое. С этой целью вместо белковой пленки 
для иммобилизации ДНК-зонда был использован сополимер тирамина и ряда 
замещенных фенолов. Ранее нами было показано, что электрополимеризация 
тирамина позволяет получить покрытие электрода, отличающееся высокой ем-
костью в отношении ферментов, ковалентно связываемых с аминогруппами 
боковых алифатических цепей полимера с помощью глутарового альдегида 
[14]. Однако политирамин, образующийся в процессе циклирования потенциа-
ла электрода, характеризовался низкой электропроводностью. Его образование 
сопровождалось снижением регистрируемых токов и искажением формы пиков 
на вольтамперограммах маркеров. Кроме того, политирамин обладал недоста-
точной адгезией к золотому электроду, отслаиваясь в процессе регистрации 
пришивки ДНК  или  при  отмывке  электродов.  Поэтому  нами  были  изучены  
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Рис. 2. Циклические вольтамперограммы эквимолярной смеси о-аминофенола и тира-
мина в 0.1 М серной кислоте 

смешанные полимерные покрытия, включающие, помимо тирамина, производ-
ные фенола. Наилучшие результаты были получены с использованием эквимо-
лярной смеси тирамина и о-аминофенола. Получаемые пленки отличались 
плотным строением и высокой диффузионной проницаемостью для низкомо-
лекулярных соединений. В качестве примера на рис. 2 представлены вольтам-
перограммы, полученные при первых пяти циклах электрополимеризации в 
0.1 М серной кислоте. В процессе роста пленки полимера происходит законо-
мерное увеличение тока сопряженных пиков окисления/восстановления на 20–
25 и 35–40% для второго и третьего цикла соответственно, после чего токи ста-
билизируются.  

Для повышения адгезии пленки к материалу электрода и механической ус-
тойчивости покрытия было также предложено покрывать электрод до проведе-
ния полимеризации дополнительным слоем нафиона – катионообменного ма-
териала, способствующего закреплению на электроде положительно заряжен-
ного полимера. Нанесение нафиона увеличило срок службы модифицирован-
ного электрода до нескольких недель и стабилизировало токи маркера. Процесс 
полимеризации и предположительный состав полимерного покрытия приведе-
ны на схеме: 
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Рис. 3. Изменение тока пика окисления метиленового зеленого на электроде, модифи-
цированном сополимером тирамина и о-аминофенола, в присутствии нативной ДНК (1) 
и альбумина (2) в серии измерений из одного раствора. Концентрация маркера 60 мкМ 

Токи окисления метиленового зеленого, регистрированные на электроде, 
покрытом смешанным полимерным покрытием тирамина и о-аминофенола, 
линейно зависят от концентрации маркера в интервале 0.02–0.45 мМ.  

Если на поверхности сополимера тирамин – о-аминофенол иммобилизова-
на нативная ДНК, сигнал окисления метиленового зеленого в серии последова-
тельных измерений из одного раствора закономерно увеличивался в силу спе-
цифического накопления маркера в комплексе с ДНК. Если ДНК из поверхно-
стного слоя исключить, добавив для постоянства его массы альбумин, измене-
ние сигнала маркера в серии измерений из одного раствора менее значительно 
и связано, по-видимому, с неспецифической сорбцией маркера. Типичные кри-
вые изменения отклика сенсора в серии последовательных измерений из одно-
го и того же раствора маркера приведены на рис. 3. 

После отмывки электрода и смены раствора маркера характер изменения 
его сигнала в присутствии ДНК не меняется. В присутствии альбумина вместо 
ДНК при смене раствора сигнал метиленового зеленого стабилизируется, по-
видимому, в силу насыщения центров неспецифического связывания. 

Чтобы учесть вклад неспецифической сорбции метиленового зеленого, из-
мерения были проведены с использованием другого маркера – гидрохинона, 
инертного в отношении биологических компонентов поверхностного слоя. За-
висимости изменения сигнала в серии последовательных измерений приведены 
на рис. 4. 

Как видно из рисунка, в серии последовательных измерений из одного рас-
твора деполяризатора происходит быстрая стабилизация сигнала окисления 
гидрохинона в присутствии альбумина и ДНК-зонда (0.26 нмоль на электрод), 
тогда как в присутствии нативной ДНК происходит линейное увеличение тока 
для 10 последовательных измерений. Таким образом, помимо абсолютных зна-
чений регистрируемых токов маркеров, о гибридизации, происходящей  на  по- 
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Рис. 4. Зависимость сигнала электрода, модифицированного сополимером тирамина и 
о-аминофенола, от числа измерений и природы биологического компонента поверхно-
стного слоя. Гидрохинон 6.0 мМ 

верхности сенсора с участием ДН-зонда, можно судить по изменению сигналов 
маркеров в нескольких последовательных измерениях.  

Таким образом, проведенные эксперименты позволили предложить сле-
дующий критерий для установления факта гибридизации на поверхности элек-
трода: в серии последовательных измерений из одного раствора должно проис-
ходить увеличение регистрируемого тока маркера, сигнал стабилизируется к 
восьмому–двенадцатому измерению. 

Для проверки предложенного способа определения комплементарных оли-
гонуклеотидных последовательностей нами были проведены измерения сигна-
ла гидрохинона после инкубирования биосенсора в растворе комплементарного 
олигонуклеотида различной концентрации. Абсолютное значение сигнала и его 
изменение в серии последовательных измерений закономерно возрастали с 
концентрацией мишени в интервале концентраций 0.001–10 нМ. Наибольшие 
изменения наблюдались для второго измерения в серии (рис. 5). Полученная 
зависимость носит сигмоидный характер. Верхний предел изменения тока со-
ответствует эквимолярному содержанию ДНК-зонда и мишени в реакционной 
смеси. Напротив, при добавлении dT20 вместо увеличения сигнала наблюдается 
его снижение на 10–20% от исходного значения. Это согласуется с предполо-
жением, что неспецифическая сорбция меняет сигнал маркера в направлении, 
противоположном влиянию гибридизационных процессов. 

3. Выводы 

Применение сополимера тирамина и о-аминофенола для иммобилизации 
нативной ДНК и 29-мерного ДНК-зонда существенно улучшило аналитические 
характеристики ДНК-сенсора. Это выражается в увеличении диапазона изме-
нения аналитического сигнала и более высокой чувствительности  регистрации  
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Рис. 5. Зависимость тока окисления гидрохинона (второе измерение в серии, проводи-
мой из одного раствора) от концентрации комплементарного ДНК-зонду олигонуклео-
тида. Гидрохинон 6.0 мМ 

гибридизации по сравнению с использованием для иммобилизации белковой 
матрицы. Изменение сигнала маркеров в серии последовательных измерений 
из одного раствора обусловлено, по-видимому, разным характером накопления 
электрохимически активных компонентов в поверхностном слое биосенсора. 
Оно более чувствительно к природе биологической мишени и позволяет разли-
чать комплементарные и некомплементарные олигонуклеотидные последова-
тельности в количествах, сопоставимых с нагрузкой ДНК-зонда на электрод. 
Использование оригинальной разборной ячейки и планарных тонкопленочных 
золотх электродов позволило уменьшить объем анализируемой пробы и упро-
стить процедуру измерения. Разработанный ДНК-сенсор позволяет определять 
присутствие 0.001–10 нмоль комплементарных олигонуклеотидов. 

 
Авторы выражают благодарность НПФ «Литех», г. Москва, за предостав-
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Summary 

A.V. Porfirieva, E.E. Stoikova, S.V. Beljakova, G.A. Evtugyn, H.C. Budnikov. Ampero-
metric DNA-sensor based on planar Au electrodes modified with tyramine and o-aminophe-
nol copolymer. 

Amperometric DNA-sensors based on native DNA and DNA probes immobilized in the 
protein film or in the copolymer of tyramine and o-aminophenol on the surface of thin-film 
Au planar electrodes. DNA-sensors developed make it possible to detect 0.01–10 nanomoles 
of complementary oligonucleotides in the solution tested. The detection is based on the 
changes of amperometric signals of the markers, i. e. Methylene Green and hydroquinone in 
the measurement series performed in the same solution. The influence of native DNA and 
DNA probe on the electrochemical behaviour of the markers in different measurement condi-
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tions as well as the contribution of specific and non-specific interaction of the markers with 
the components of the surface layer are discussed. 
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