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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы исследования. Ферментативные методы анализа находят 
широкое применение в анализе токсических препаратов, таких как пестициды и тяже-
лые металлы, в объектах эколого-аналитического контроля, а также в контроле лекар-
ственных препаратов в медицине и фармакологии. Количественная характеристика со-
става объектов анализа основана на изменении активности ферментов в присутствии 
аналитов за счет их ингибирующего действия. Таким образом, ферментативный ана-
лиз моделирует таргетные биохимические взаимодействия в организме человека и по-
зволяет делать выводы о потенциальной опасности или фармакологическом действии 
тех или иных соединений. Среди ферментов, используемых для определения ингиби-
торов, особое внимание уделяется холинэстеразам, и в первую очередь, ацетилхолинэ-
стеразе (АХЭ). Данный фермент присутствует в синаптической щели, разделяющей 
нервные окончания нейронов большинства высших животных, и обеспечивает дис-
кретность передачи нервных импульсов за счет каталитического гидролиза ацетилхо-
лина – природного нейромедиатора. Снижение активности АХЭ приводит к гипервоз-
буждению мышц и в случае острых отравлений – к летальному исходу. Поскольку ан-
тихолинэстеразные агенты производились как боевые отравляющие вещества нервно-
паралитического действия, ферментативные методы анализа ингибиторов АХЭ разви-
вали первоначально для предотвращения потерь в условиях боевого применения от-
равляющих веществ. Впоследствии биосенсоры на основе АХЭ нашли применение в 
контроле фосфорорганических и карбаминатных пестицидов. В последнее время инте-
рес к аналитическому применению АХЭ усилился в связи с большим вниманием, уде-
ляемым нервно-дегенеративным заболеваниям. В частности, болезнь Альцгеймера со-
провождается подавлением активности холинацетилтрансферазы, ответственной за 
синтез ацетилхолина, поэтому использование обратимых ингибиторов АХЭ восста-
навливает концентрацию нейротрансмиттера и подавляет симптоматику заболевания. 
В настоящее время анализ таких препаратов производится методами жидкостной хро-
матографии, не совместимой с форматом проведения анализа у постели больного вне 
лечебного учреждения (point-of-care diagnostics). В этой связи актуальна задача созда-
ния быстрых и чувствительных сенсоров для определения обратимых ингибиторов 
АХЭ с целью контроля количества препаратов антихолинэстеразного действия в орга-
низме при терапевтическом приеме и предотвращения случайных отравлений в связи с 
приемом избыточных количеств лекарств. 

Степень разработанности проблемы. Хотя биосенсоры с иммобилизованной 
АХЭ хорошо изучены, они в основном ориентированы на определение необратимых 
ингибиторов фермента. Анализ обратимого ингибирования предъявляет более высо-
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кие требования к условиям иммобилизации фермента, поскольку взаимодействие 
фермент - ингибитор проходит в присутствии субстрата и условия реакции более 
сложным образом влияют на чувствительность фермента к определяемому соедине-
нию. Электрохимические способы регистрации сигнала холинэстеразных сенсоров 
выгодно отличаются от оптических методов простотой используемого оборудования, 
удобством реализации в виде компактных сенсоров, чувствительностью регистрации 
сигнала. Внедрение новых материалов на основе полиэлектролитных комплексов 
(ПЭК), обеспечивающих коммуникацию биохимических и электрохимически актив-
ных компонентов, может существенно улучшить характеристики электрохимической 
регистрации сигнала об ингибировании холинэстераз, что расширит область контроля 
остаточных количеств пестицидов антихолинэстеразного действия. 

Цель работы состояла в создании электрохимических ацетилхолинэстеразных 
сенсоров для определения обратимых ингибиторов АХЭ с улучшенными аналитиче-
скими характеристиками на основе ПЭК – носителей фермента, а также их тестирова-
ние на модельных растворах и в искусственно загрязненных объектах анализа. 

Для достижения указанной цели потребовалось решить следующие задачи: 
1. Изучить с использованием метода поверхностного плазмонного резонанса 

(ППР) процессы формирования ПЭК и адсорбции на их поверхности АХЭ. 
2. Определить условия электрохимической регистрации тиохолина с использо-

ванием стеклоуглеродных электродов (СУЭ), модифицированных медиаторными сис-
темами – комбинированными покрытиями из углеродной сажи (УС) и фталоцианина 
кобальта (ФЦК). 

3. Установить рабочие условия иммобилизации АХЭ с применением ПЭК для 
достижения высокой чувствительности регистрации ингибирования фермента. 

4. Установить зависимость операционных и аналитических характеристик раз-
работанных биосенсоров при определении ацетилтиохолина (АТХ) и обратимых ин-
гибиторов АХЭ в зависимости от способа модификации преобразователя сигнала. 

5. Провести тестирование биосенсоров в модельных растворах ингибиторов и 
искусственно приготовленных образцах физиологических жидкостей с помощью раз-
работанных ацетилхолинэстеразных биосенсоров и определить требования к пробо-
подготовке образцов с учетом оказываемого матричного эффекта. 

Научная новизна работы состоит в следующем: 
1. С использованием метода ППР выявлены закономерности образования ПЭК 

на поверхности преобразователя сигнала из растворов полиэлектролитов - полиалли-
ламина (ПАА), поли(диаллилдиметиламмоний хлорида) (ПДДА), дендримера по-
ли(амидоамина) (ПАМАМ) 4 поколения, полистиросульфоната натрия (ПСС) и дезок-
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сирибонуклеиновой кислоты (ДНК), включая закономерности сборки комплексов и 
количество иммобилизованной на них АХЭ. 

2. Определено влияние строения ПЭК и конфигурации носителя на кинетику 
гидролиза субстрата АХЭ и операционные характеристики ацетилхолинэстеразных 
сенсоров. 

3. Разработаны и охарактеризованы ацетилхолинэстеразные сенсоры на основе 
ПЭК, различающихся по способу модификации поверхности трансдьюсера, в опреде-
лении обратимых ингибиторов АХЭ, используемых в терапии нейродегенеративных 
заболеваний, таких как физостигмин, донепезил, берберин, гуперзин А (ГУП), галан-
тамин (ГАЛ). 

4. Определена возможность использования разработанных, биосенсоров для оп-
ределения донепезила, берберина, ГУП и ГАЛ в искусственной урине на уровне, 
меньшем, чем ожидаемые концентрации указанных ингибиторов при регулярном те-
рапевтическом приеме. 

Теоретическая и практическая значимость диссертационной работы состо-
ят в том, что: 

1. Разработаны простые и надежные способы модификации СУЭ слоями УС, 
ФЦК и ПЭК - носителями фермента, обеспечивающие быстрый отклик и высокую 
точность измерения сигнала биосенсоров на субстрат и обратимые ингибиторы АХЭ. 

2. Установлены факторы, влияющие на структуру ПЭК и их способность удер-
живать фермент в процессе измерения ингибирующего действия ингибиторов обра-
тимого действия. 

3. Проведена кинетическая характеристика АХЭ на различных носителях в ре-
акциях гидролиза АТХ и ингибирования лекарственными препаратами, применяемы-
ми при лечении нейродегенеративных заболеваний. 

4. Предложены высокочувствительные способы определения обратимых инги-
биторов АХЭ, используемых в терапии нейродегенеративных заболеваний, с хроно-
амперометрической регистрацией сигнала ацетилхолинэстеразного биосенсора. 

5. Проведена оценка потенциальных матричных эффектов и предложены про-
стые протоколы пробоподготовки и проведения измерения ингибирующего действия 
указанных препаратов в искусственно приготовленных образцах урины. 

Методология и методы исследования. Для подтверждения образования ПЭК 
и иммобилизации на их поверхности АХЭ использовали метод регистрации ППР. Из-
менение электрохимических характеристик СУЭ при их модификации УС, ФЦК, ПЭК 
и иммобилизации АХЭ изучали с помощью регистрации циклических вольтамперо-
грамм и с помощью спектроскопии электрохимического импеданса. Регистрацию 
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аналитического сигнала ацетилхолинэстеразных сенсоров в присутствии субстрата и 
ингибиторов осуществляли, измеряя ток окисления тиохолина – продукта фермента-
тивного гидролиза, в хроноамперометрическом режиме. Математическую обработку 
полученных данных и метрологическую оценку результатов эксперимента осуществ-
ляли с помощью специализированного программного комплекса OriginPro 8.1 
(OringLab Corporation). 

Положения, выносимые на защиту: 
1. Образование ПЭК различного состава в виде тонкой пленки на поверхности 

ППР сенсора и иммобилизация АХЭ на поверхности образовавшихся комплексов. За-
висимость характеристик фермента от состава комплекса и числа слоев ПЭК. 

2. Модификация СУЭ с помощью УС и ФЦК с последующим формированием 
на них ПЭК для иммобилизации АХЭ для улучшения условий переноса электрона и 
регистрации сигнала хроноамперометрическим методом. 

3. Выбор рабочих условий формирования биочувствительного слоя биосенсо-
ров и измерения обратимого ингибирующего действия лекарственных препаратов, 
исходя из особенностей модификации электродов-трансдьюсеров.  

4. Результаты определения физостигмина, донепезила, берберина, ГУП и ГАЛ с 
помощью разработанных амперометрических ацетилхолинэстеразных сенсоров, раз-
личающихся составом ПЭК, в модельных растворах и в искусственной урине. Оценка 
и способы нивелирования матричного эффекта пробы. 

Личный вклад автора. Давлетшина Р.Р. формулировала цели и задачи иссле-
дования, выполнила литературный обзор библиографических данных по теме диссер-
тации, провела эксперименты по модификации и характеристике электродов с помо-
щью УС и ФЦК, осуществила эксперименты по получению и характеристике ПЭК, по 
иммобилизации на их поверхности АХЭ, по установлению аналитических и операци-
онных характеристик разработанных биосенсоров при определении субстрата и обра-
тимых ингибиторов ацетилхолинэстеразы. Давлетшина Р.Р. участвовала в критиче-
ском рассмотрении и обобщении полученных результатов экспериментов, ею также 
проводилась математическая и метрологическая обработка экспериментальных дан-
ных и подготовка публикаций по теме диссертации и самой диссертации. 

Степень достоверности полученных результатов подтверждается примене-
нием комплекса современных физических методов исследования, включающих элек-
трохимические, измерение ППР, спектроскопию электрохимического импеданса, ос-
нованных на использовании сертифицированного оборудования. 

Апробация работы. По материалам научно-квалификационной работы опубли-
ковано 4 статьи, из них 3 - в международных журналах, входящих в международные 
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системы цитирования Scopus и Web of Science, и одна статья - в отечественном журна-
ле, входящем в список ВАК для опубликования результатов кандидатских, докторских 
диссертаций и систему Web of Science. Все полученные результаты опубликованы. Ре-
зультаты диссертации докладывались и обсуждались на следующих конференциях: 
Третий съезд аналитиков России (Москва, 2017 г.), Ломоносов-2018 (Москва, 2018 г.), 
Четвертый междисциплинарный симпозиум по медицинской, органической и биоло-
гической химии и фармацевтике (Новый свет, 2018 г.), Материалы и технологии 21 ве-
ка (Казань, 2018 г.), Итоговая научная конференция сотрудников Казанского универ-
ситета за 2018 год (Казань, 2019 г.), XXI Менделеевский съезд по общей и прикладной 
химии (Санкт-Петербург, 2019г.), Х Юбилейная всероссийская конференция по элек-
трохимическим методам анализа «ЭМА-2020» (Казань, 2020 г.). 

Связь работы с научными программами, планами, темами. Работа выпол-
нена в рамках основного научного направления Химического института им. А.М. Бут-
лерова «Синтез, строение, реакционная способность и практически полезные свойства 
органических, элементорганических и координационных соединений» и поддержана 
грантом РФФИ № 17-03-00381 «Новые подходы к повышению чувствительности оп-
ределения обратимых ингибиторов - потенциальных фармпрепаратов от нейродегене-
ративных заболеваний с помощью электрохимических ацетилхолинэстеразных сенсо-
ров». 

Публикации. По теме диссертационного исследования опубликовано 10 печат-
ных работ, из них 4 статьи в реферируемых журналах, входящих в библиографические 
базы данных Web of Science и Scopus и 6 тезисов доклада на всероссийских и между-
народных конференциях. Соавторами в публикациях являлись: д.х.н. Евтюгин Г. А., 
научный руководитель, к.х.н. Иванов А.Н, студент Шарафиева И.Р., к.х.н. Шамагсу-
мова Р.В., к.х.н. Евтюгин В.Г. принимали участие в изучении образования ПЭК. 

Объем и структура работы. Диссертационная работа изложена на 132 страни-
цах текста компьютерной верстки, включает 23 рисунка и 20 таблиц. Диссертация со-
стоит из Введения, 5 глав, Заключения и Списка использованных библиографических 
источников, содержащего 245 ссылок на работы российских и зарубежных авторов. 

Во Введении охарактеризована актуальность темы исследования, сформулиро-
ваны цель и задачи для ее достижения, представлены положения, составляющие на-
учную новизну, теоретическую и практическую значимость диссертационной работы, 
методологию исследования, положения, выносимые на защиту. Указаны личный 
вклад автора и сведения об апробации диссертации. Дана общая структура диссерта-
ции и число публикаций, в которых изложены полученные результаты. 
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Глава 1 (Обзор литературы) посвящена биосенсорам для определения ингиби-
торов холинэстераз. В частности, рассмотрены особенности взаимодействия холинэ-
стераза - ингибитор, сборка холинэстеразных биосенсоров, характеристики холинэ-
стеразных биосенсоров для определения необратимых ингибиторов фермента и ле-
карств, используемых при лечении нейродегенеративных заболеваний. 

Глава 2 (Экспериментальная часть) содержит описание использованных в рабо-
те реактивов и оборудования, методик модификации электродов и иммобилизации 
фермента при создании биосенсоров, а также методики определения субстрата и ин-
гибиторов ацетилхолинэстеразы с помощью биосенсоров с различным составом по-
верхностного слоя. 

Глава 3 (Характеристика образования полиэлектролитных комплексов и иммо-
билизации на их поверхности АХЭ методом ППР) посвящена результатам, получен-
ным с помощью метода ППР, при формировании полиэлектролитных комплексов и 
иммобилизации АХЭ на их поверхности. 

В Главе 4 (Влияние модификаторов ацетилхолинэстеразных сенсоров на их 
операционные характеристики и кинетические параметры гидролиза ацетилтиохоли-
на) приведены характеристики модификаторов, улучшающих электрохимические ус-
ловия регистрации аналитического сигнала в виде тока окисления тиохолина, а также 
рассмотрены операционные и кинетические характеристики биосенсоров при гидро-
лизе АТХ, отличающихся составом модификаторов для иммобилизации и способами 
иммобилизации фермента. 

Глава 5 (Характеристика биосенсоров при определении обратимых ингибито-
ров АХЭ) содержит результаты, полученные с использованием разработанных био-
сенсоров, отличающихся составом модификаторов для иммобилизации и способами 
иммобилизации фермента, при определении обратимых ингибиторов АХЭ, исполь-
зуемых в терапии нейродегенеративных заболеваний, в модельных растворах и в рас-
творе искусственной урины. 

Диссертация выполнена на кафедре аналитической химии Химического инсти-
тута им. А.М. Бутлерова ФГАОУ ВО «Казанский (Приволжский) федеральный уни-
верситет». 
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ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 
Экспериментальная часть 

В качестве полиэлектролитов для формирования ПЭК были использованы ПАА 
(MW ≈ 65 кДа), ПДДА (MW ≈ 400-500 кДа), ПСС (MW ≈ 1 МДа) и дендример ПАМАМ 
с этилендиаминновым ядром поколения 4 (MW = 14214.17 Да) и ДНК из эритроцитов 
цыпленка (MW ≈ 1.2 МДа). Растворы полиэлектролитов готовили путем растворения 
точной навески в необходимом объеме деионизированной воды. 

ППР сигнал в виде резонансного угла падения лазерного излучения, выражен-
ного в миллиградусах (мград., mº), регистрировался на приборе AUTOLAB ESPRIT 
(Голландия). Перед формированием ПЭК золотую поверхность ППР чипа модифици-
ровали 1мМ раствором 11-мекраптоундекаовой кислоты в этаноле. Последовательное 
осаждение противоположно заряженных полиэлектролитов проводили, путем инку-
бирования рабочей поверхности ППР чипа в 100 мкл раствора очередного полиэлек-
тролита в течение 10 минут. Сорбцию АХЭ на поверхности ППР чипов, модифициро-
ванных ПЭК, осуществляли, помещая 70 мкл раствора АХЭ с определенной концен-
трацией в ППР ячейку на 30 минут. Аналитическим сигналом, пропорциональным 
количеству адсорбированного фермента, являлась разница между углом ППР до и по-
сле инкубирования чипа с раствором фермента. Рассчитанный максимальный ППР 
отклик при полном заполнении поверхности сенсора глобулами АХЭ составляет 669 
миллиградусов [Lahiri J. Anal. Chem. –1999. – V.71, № 4. – P.777–790.]. Это значение было 
использовано для вычисления эффективности иммобилизации АХЭ (Im) выраженной 
в процентах (1), где ϑ - сигнал ППР, соответствующий определенной концентрации 
использованного раствора фермента. 

Im 100%
669
ϑ= , (1) 

Электрохимические сенсоры были созданы на основе СУЭ с площадью рабочей 
поверхности 2.83 мм2, модифицированных УС и ФЦК. На поверхности модифициро-
ванных СУЭ иммобилизовали АХЭ из электрического угря с удельной активностью 
1468 ЕА/мг протеина. Ковалентная иммобилизации АХЭ осуществлялась карбоди-
имдным метод с использованием N′-этилкарбодиимида (EDC) и N-
гидроксисукцинимида (NHS). Для нековалентной иммобилизации фермента были ис-
пользованы ПЭК, формируемые на поверхности СУЭ, модифицированных УС и 
ФЦК, последовательным инкубированием в растворах противоположно заряженных 
полиэлектролитов в течение 10 минут. Иммобилизацию АХЭ на поверхности СУЭ, 
модифицированных ПЭК, осуществляли, помещая на поверхность сенсора 1.5 мкл 
раствора АХЭ 0.05 ЕА / мкл (если не указано иное) до полного высыхания. В некото-
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рых случаях поверх иммобилизованной АХЭ наносили дополнительные слои поли-
электролитов способом, описанным выше. Полученные ацетилхолинэстеразные био-
сенсоры хранили в сухом виде при температуре +4° С.  

Вольтамперограммы и хроноамперограммы регистрировали с помощью потен-
циостата-гальваностата AUTOLAB PGSTAT 302N с программным обеспечением 
NOVА 1.11 (Metrohm Autolab B.V., Нидерланды). Измерения спектроскопии электро-
химического импеданса (СЭИ) проводились с использованием модуля FRA потен-
циостата-гальваностата AUTOLAB PGSTAT 302 N в присутствии 10 мМ K3[Fe(CN)6] 
и 10 мМ K4[Fe(CN)6] в 0.05 М фосфатном буферном растворе, содержащем 0.1 М 
NaCl, рН = 7.8 (ФБ). Спектры импеданса регистрировали в диапазоне частот от 105 до 
0.04 Гц при формальном стандартном потенциале феррицианида, определяемом как 
полусумма пиковых потенциалов. Параметры EIS рассчитывались с использованием 
программного обеспечения поставщика NOVА 1.11 с эквивалентной схемой Рэндлса 
R(C[RW]). 

Субстратом ферментативной реакции c АХЭ служил АТХ. Активность АХЭ 
определяли в режиме хроноамперометрии, измеряя ток окисления тиохолина - про-
дукта ферментативного гидролиза АТХ (2). 

 

(2)

Для этого электрод с иммобилизованной АХЭ помещали в ФБ и поляризовали 
при +200 мВ при магнитном перемешивании в течение 5–10 с, затем регистрировали 
анодный ток в стационарных условиях без перемешивания раствора в течение 180 с 
до установления стационарного значения тока i0. Далее в ячейку добавляли раствор 
АТХ, содержимое перемешивали в течение 5–10 с и после остановки повторяли изме-
рение тока iS, соответствующего окислению тиохолина, образующегося в фермента-
тивной реакции. Аналитическим сигналом (i0), отвечающим активности фермента при 
определенной концентрации субстрата, служила разность токов, измеренных в при-
сутствии (iS) и в отсутствие субстрата (iB): i0 =  iS – iB. Степень ингибирования иммо-
билизованной АХЭ устанавливали, измеряя хроноамперометрический отклик сенсора 
в растворе, содержащем субстрат, в отсутствие и в присутствии ингибитора. Для это-
го после измерения отклика на субстрат в виде тока окисления тиохолина (i0) в тот же 
раствор добавляли ингибитор и через минуту опять проводили измерение отклика (ii). 

Степени ингибирования (I%) рассчитывали по формуле 0

0

% 100%ii iI
i
−= ⋅ . 
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Характеристика образования полиэлектролитных комплексов и иммобилизации 
на их поверхности АХЭ методом поверхностного плазмонного резонанса. 

Анализ ППР сигнала, регистрируемого при формировании ПЭК, говорит о зна-
чительно большем количестве образующихся комплексов при использовании ПАА в 
качестве поликатиона по сравнению с ПДДА. Уменьшение концентрации ПАА с 0.5 
до 0.1 мг/мл довольно значительно снижает количество образующихся комплексов с 
ПСС. Замена ПСС на ДНК при образовании комплексов с ПАА кардинально усилива-
ет рост полиэлектролитного покрытия. При использовании ПАМАМ в качестве поли-
катиона, следует отметить необычное уменьшение количества образующихся ком-
плексов ПСС/ПАМАМ при увеличении концентрации раствора ПАМАМ. Это проти-
воположно свойствам других изученных полиэлектролитов (ПАА, ПСС, ДНК), когда 
увеличение их концентрации приводит к увеличению количества образующихся ПЭК. 
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Рисунок 1 - Зависимости Im от концентрации АХЭ в растворе для инкубирования ППР сен-
соров, модифицированных ПЭК. 1 - ПАА (0.5 мг/мл) 1 слой; 2 - ПАА (0.5 мг/мл)+ПСС (0.5 
мг/мл) 3 слоя; 3 - ПАА (0.1 мг/мл)+ПСС (0.5 мг/мл) 3 слоя; 4 - ПАА (0.1 мг/мл)+ПСС (0.5 

мг/мл) 4 слоя; 5 - ПДДА (0.5 мг/мл)+ПСС (0.5 мг/мл) 3 слоя; 6 - ПДДА (0.5 мг/мл)+ПСС (0.5 
мг/мл) 5 слоев; 7 - ПДДА (0.5 мг/мл)+ПСС (0.5 мг/мл) 6 слоев; 8 - ПАА (0.02 мг/мл)+ДНК 

(0.1 мг/мл) 3 слоя; 9 - ПАА (0.1 мг/мл)+ДНК (0.02 мг/мл) 3 слоя. 

Для определения влияния состава ПЭК на эффективность иммобилизации АХЭ 
были получены зависимости Im от концентрации АХЭ в растворе для инкубирования 
сенсора (рис. 1). Значительной емкостью обладают покрытия с использованием ПАА 
в качестве поликатиона. Добавление пары слоев ПСС/ПАА кардинальным образом 
увеличивает способность поверхности адсорбировать глобулы фермента. Добавление 
четвертого слоя полиэлектролита в виде ПСС ожидаемо уменьшает емкость из-за 
электростатического отталкивания отрицательно заряженного полимера и глобул 
фермента. Замена поликатиона с ПАА на ПДДА в комплексах с ПСС, приводит к 
уменьшению адсорбционной емкости покрытия. Снижение емкости также происхо-
дит при увеличении количества слоев. Использование ДНК в сравнении с ПСС уве-
личивает эффективность иммобилизации АХЭ на поверхности ПЭК с ПАА, и умень-
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шает на поверхности ПЭК с ПАМАМ. Увеличение слоев полиэлектролитов одинако-
вого состава приводит к снижению количества иммобилизуемого фермента. 

Из всех изученных комбинаций компонентов комплексов наибольшая эффек-
тивность иммобилизации АХЭ наблюдается на поверхности ПЭК, полученных с ис-
пользованием растворов ПАМАМ (0.5 мг/мл) и ПСС (0.5 мг/мл). Учитывая тот факт, 
что использование ПАМАМ, ПАА и ДНК, приводит к значительному усилению роста 
ПЭК за счет увеличения внутренней и внешней шероховатости покрытий, можно сде-
лать вывод, что именно шероховатость комплексов является ключевым фактором, по-
зволяющим увеличить сорбционную емкость поверхности по отношению к глобулам 
АХЭ. 
Влияние модификаторов холинэстеразных сенсоров на их операционные харак-

теристики и кинетические параметры гидролиза ацетилтиохолина 
Характеристика модификаторов СУЭ при окислении тиохолина. Для оп-

ределения тиохолина СУЭ модифицировались смесью УС и ФЦК. На рисунке 2 пред-
ставлены циклические вольтамперограммы (ЦВА), регистрируемые в ФБ, содержа-
щем 1 мМ тиохолина, с использованием СУЭ после нанесения на них различных мо-
дификаторов.  
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Рисунок 2 - Примеры ЦВА, регистрируе-
мых в ФБ, содержащем 1 мМ тиохолина, 
на СУЭ, модифицированных УС, ФЦК, 
ПАА, ДНК и иммобилизованной АХЭ. 
Скорость сканирования потенциала 100 
мВ/с. 

Рисунок 3 - Примеры ЦВА, регистрируемых в 
ФБ, содержащем 0.01 М [Fe(CN)6]3- и 0.01 М 
[Fe(CN)6]4-, на СУЭ, модифицированных: 1 – без 
модификации; 2 - УС и ФЦК; 3 - УС-ФЦК, 
ПАА-ДНК; 4 - УС-ФЦК, ПАА-ДНК, АХЭ. Ско-
рость сканирования потенциала 100 мВ/с. 

Использование ФЦК совместно с УС уменьшает потенциал окисления тиохо-
лина на 40-50 мВ, однако вместе с этим из-за уменьшения электропроводности по-
крытия снижается ток. Присутствие на поверхности электрода ПЭК снижает ток и 
увеличивает потенциал окисления тиохолина до +200 мВ. Иммобилизация фермента 
не оказывает значительного влияния ни на потенциал, ни на ток окисления тиохоли-
на. 
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Влияние модификаторов на электрохимические характеристики СУЭ было 
также изучено с использованием [Fe(CN)6]3-/4- в качестве редокс-индикатора в режи-
мах ЦВА и СЭИ. Модификация СУЭ слоем УС-ФЦК приводит к 15% увеличению 
пиковых токов и незначительному уменьшению разницы потенциалов пиков, что 
свидетельствует об увеличении эффективной площади электрода и скорости элек-
тронного переноса (рис. 3). По данным СЭИ нанесение слоя УС-ФЦК приводит к 
уменьшению сопротивления переноса заряда относительно немодифицированного 
электрода с 1.25 ± 0.10 кОм до 0.67 ± 0.04 кОм. Последующее формирование ПЭК на 
основе ПАА-ДНК увеличивает сопротивление до 1.11 ± 0.10 кОм, которое при иммо-
билизации фермента опять снижается до 0.97 ± 0.6 кОм. 

Амперометрический холинэстеразный сенсор с ковалентной иммобилиза-
цией АХЭ. Для ковалентной иммобилизации АХЭ на поверхности СУЭ, модифициро-
ванных УС и ФЦК, карбоксильные группы в составе УС активировались свежепри-
готовленным раствором EDC и NHS, после чего на поверхность сенсора добавляли 
раствор АХЭ. Ковалентная иммобилизация фермента обеспечивалась в результате 
образования амидных связей между активированными карбоксильными группами УС 
и аминогруппами на поверхности глобулы фермента. Зависимость тока окисления 
тиохолина от концентрации АТХ линейна в интервале концентраций субстрата 1.0⋅10-

6 – 1.0⋅10-3 М. Этому интервалу соответствует градуировочное уравнение (3). Кажу-
щуюся константу Михаэлиса КМ для реакции ферментативного гидролиза АТХ вы-
числяли методом Лайнуивера-Берка путем построения зависимости в двойных обрат-
ных координатах 1/i – 1/САТХ. Полученное значение КМ = 0.67 мМ. 

(i, А) = 2.77⋅10-8 + 4.41⋅10-4⋅ (CАТХ, М), R = 0.9972, n = 6 (3)

Амперометрические холинэстеразные сенсоры с нековалентной иммобили-
зацией АХЭ на поверхности полиэлектролитных комплексов. Для оценки влияния 
состава ПЭК на эффективность нековалентной иммобилизации АХЭ и операционные 
характеристики сенсоров при определении АТХ были получены зависимости токов 
окисления тиохолина от концентрации АТХ с использованием СУЭ, модифицирован-
ных различными комбинациями полиэлектролитов. Для получения ПЭК были ис-
пользованы следующие комбинации полиэлектролитов: ПАА/ПСС, ПДДА/ПСС, 
ПАА/ДНК, ПАМАМ/ПСС, ПАМАМ/ДНК. Эффективность иммобилизации оценива-
ли по величине imax. Также эти зависимости использовали для определения характери-
стик фермент-субстратного взаимодействия в виде KM. Полученные значения imax и 
KM представлены в таблице 1. 
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Таблица 1. Определенные imax
 и KM, их стандартная ошибка и коэффициент де-

терминации, для зависимостей тока окисления тиохолина от концентрации субстрата, 
полученных с различными комбинациями ПЭК, использованных для иммобилизации 
АХЭ. Концентрации использованных полиэлектролитов (если не указано в таблице) 
ПАА 0.5 мг/мл, ПСС 0.5 мг/мл, ПАМАМ 0.5 мг/мл, ДНК 0.02 мг/мл, АХЭ 0.05 ЕА/мкл. 
Состав полиэлектролитных 
комплексов imax, А (Std.Err) КМ, М (Std.Err) R2 imax/КМ 

⋅104 
АХЭ 6.81 (1.07)⋅10-7 6.97 (3.29)⋅10-4 0.8879 9.77 
ПАА+АХЭ 6.46 (0.28)⋅10-7 1.05 (0.12)⋅10-3 0.9929 6.15 
ПАА+ПСС+АХЭ 1.11 (0.02)⋅10-7 4.84 (0.35)⋅10-4 0.9968 2.29 
ПАА+ПСС+ПАА+АХЭ 3.83 (0.51)⋅10-7 1.89 (0.35)⋅10-3 0.9967 2.02 
(ПАА+ПСС)2+АХЭ 9.95 (2.39)⋅10-8 5.85 (0.29)⋅10-4 0.9993 1.70 
(ПАА+ПСС)2+ПАА+АХЭ 3.36 (0.09)⋅10-7 1.15 (0.07)⋅10-3 0.9976 2.92 
(ПАА+ПСС)3+АХЭ 1.48 (0.05)⋅10-8 5.88 (0.39)⋅10-4 0.9987 0.25 
ПАА+ПСС+ПАА+АХЭ+ПСС 4.68 (0.07)⋅10-8 5.05 (1.24)⋅10-4 0.9430 0.92 
ПДДА+АХЭ 7.21 (0.14)⋅10-7 1.63 (0.06)⋅10-3 0.9998 4.42 
ПДДА+ПСС+АХЭ 7.73 (0.48)⋅10-7 2.16 (0.02)⋅10-3 0.9983 3.57 
ПДДА+ПСС+ПДДА+АХЭ 4.22 (0.09)⋅10-7 9.34 (0.47)⋅10-4 0.9992 4.51 
(ПДДА+ПСС)2+АХЭ 3.59 (0.11)⋅10-7 6.15 (0.56)⋅10-4 0.9951 5.83 
(ПДДА+ПСС)2+ПДДА+АХЭ 3.57 (0.10)⋅10-7 6.45 (0.54)⋅10-4 0.9958 5.53 
(ПДДА+ПСС)3+АХЭ 2.82 (0.06)⋅10-7 4.83 (0.32)⋅10-4 0.9973 5.83 
ПАА(0.02мг/мл)+ДНК(0.1мг/мл)+АХЭ 3.12 (0.14)⋅10-6 3.45 (0.39)⋅10-3 0.9983 9.03 
ПАА(0.1мг/мл)+ДНК(0.02мг/мл)+АХЭ 4.36 (0.23)⋅10-6 5.83 (0.99)⋅10-3 0.9979 7.47 
ПАА(0.1мг/мл)+ДНК(0.1мг/мл) +АХЭ 2.16 (0.41)⋅10-6 2.98 (0.59)⋅10-3 0.9931 7.26 
ПАА(0.02мг/мл)+ДНК(0.02мг/мл)+АХЭ 3.38 (0.01)⋅10-6 5.13 (0.13)⋅10-3 0.9958 6.58 
ПАА(0.1мг/мл)+ДНК+АХЭ 1.78 (0.02)⋅10-6 2.78 (0.11)⋅10-3 0.9990 6.36 
ПАА(0.1мг/мл)+ДНК+ПАА+АХЭ 0.99 (0.02)⋅10-6 1.51 (0.09)⋅10-3 0.9977 6.60 
ПАА(0.1мг/мл)+ДНК+ПАА+АХЭ+ДНК 1.35 (0.03)⋅10-6 2.48 (0.21)⋅10-3 0.9969 5.40 
ПАА(0.1мг/мл)+ДНК+ПАА+АХЭ+ПСС 1.06 (0.02)⋅10-6 1.64 (0.13)⋅10-3 0.9969 6.63 
ПАА(0.1мг/мл)+ДНК+АХЭ+ПАА+ДНК 0.41 (0.08)⋅10-6 0.87 (0.08)⋅10-3 0.9944 4.56 
ПАМАМ+ПСС+АХЭ (0.05 ЕА/мкл) 1.20 (0.08)⋅10-6 1.46 (0.30)⋅10-3 0.9367 8.57 
ПАМАМ+ПСС+АХЭ (0.025 ЕА/мкл) 0.85 (0.02)⋅10-6 1.12 (0.08)⋅10-3 0.9880 7.72 
ПАМАМ+ПСС+АХЭ (0.01 ЕА/мкл) 0.33 (0.01)⋅10-6 0.66 (0.11)⋅10-3 0.9560 4.71 
ПАМАМ+ДНК+АХЭ (0.05 ЕА/мкл) 0.72 (0.08)⋅10-6 1.02 (0.34)⋅10-3 0.8971 7.20 
ПАМАМ+ ДНК +АХЭ (0.025 ЕА/мкл) 0.24 (0.01)⋅10-6 0.49 (0.10)⋅10-3 0.9227 4.80 
ПАМАМ+ ДНК +АХЭ (0.01 ЕА/мкл) 0.06 (0.01)⋅10-6 1.98 (0.56)⋅10-3 0.8455 0.32 

 
Среди выявленных закономерностей можно отметить следующие: увеличение 

imax часто сопровождается также и увеличением KM; увеличение количества слоев по-
лиэлектролитов приводит к снижению  значений imax; для ПЭК из ПАА/ПСС imax 
больше, когда поверхностным слоем является ПАА, для ПЭК из ПДДА/ПСС и 
ПАА/ДНК зависимость обратная; добавление дополнительного слоя полианиона по-
верх иммобилизованной АХЭ на слое поликатиона дополнительно стабилизирует 
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структуру комплексов и препятствует спонтанной десорбции фермента, при этом в 
случае ПЭК ПАА/ПСС существенным образом снижается KM; использование ПЭК из 
ПАА/ДНК по сравнению с ПАА/ПСС увеличивает значения как imax так и KM; срав-
нимые значения  imax наблюдаются для ПЭК из ПАМАМ/ПСС; в случае ПЭК из ПА-
МАМ/ДНК значения  imax меньше, чем для для ПЭК из ПАМАМ/ПСС; уменьшение 
концентрации раствора АХЭ, используемого при иммобилизации привод к законо-
мерному снижению imax, при этом также происходит снижение значений KM. 

Характеристика биосенсоров при определении обратимых ингибиторов АХЭ 
При определении ингибиторов предел обнаружения определяли как концен-

трацию ингибитора, соответствующую степени ингибирования (I,%) АХЭ, равной 
15% (IC15). Такая величина степени ингибирования принимается значимым мини-
мально детектируемым значением, в соответствии с правилом 3σ, где в данном случае 
σ -стандартное отклонение величины измеряемых токов, которое в случае твердо-
тельных электродов обычно не превышает 5%. Из-за нелинейного вида градуировоч-
ных зависимостей степени ингибирования от концентрации ингибитора для большин-
ства биосенсоров, характеристика чувствительности биосенсоров по отношению к 
определяемым ингибиторам была выражена в виде концентрации ингибитора, вызы-
вающей 50% степень ингибирования АХЭ (IC50). 

Холинэстеразный сенсор для определения физостигмина (ФИЗ). Для опре-
деления ФИЗ был использован биосенсор с ковалентной точечной иммобилизацией 
АХЭ. Несмотря на то, что ФИЗ считается обратимым ингибитором АХЭ, диссоциа-
ция фермент-ингибиторного комплекса происходит медленно. Полученная зависи-
мость степени ингибирования АХЭ при увеличении времени инкубирования с 5 до 60 
мин может быть описана логистической функцией, в соответствии с которой верхний 
предел изменения степени ингибирования составил 60-65 %. Квазиобратимый харак-
тер ингибирования позволяет проводить инкубирование сенсора в отдельном раство-
ре ФИЗ. Полученная зависимость I,% от рН раствора ФИЗ выявила оптимум ингиби-
рования в области рН = 7.0. Полученный биосенсор был использован для установле-
ния аналитических характеристик определения физостигмина в ФБ при рН = 7.0 и 
времени инкубирования 15 мин. Зависимость степени ингибирования АХЭ (I, %) от 
концентрации физостигмина (CI), полученная в этих условиях, линейна в полулога-
рифмических координатах I, %, - lgCI в диапазоне концентраций физостигмина 0.3 
нМ – 10.0 мкМ. Линейный участок зависимости может быть описан уравнением I, % 
= 175.0 + 16.42⋅lg(CI, М) (R = 0.9991, n = 6). В соответствии с этим уравнением предел 
обнаружения физостигмина IC15 =  1.8⋅10-10 М,  при этом IС50 = 2.5⋅10-8 M. Найден-
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ное значение кажущейся константы бимолекулярного взаимодействия составило 0.63 
мкМ-1⋅мин-1. 

Холинэстеразные сенсоры для определения донепезила и берберина.  
Для определения донепезила (ДОН) и берберина (БЕР) были использованы хо-

линэстеразные сенсоры с нековалентной иммобилизацией АХЭ со схемой иммобили-
зации (ПАА+ПСС+ПАА+АХЭ+ПСС) на ПЭК, сформированных из растворов поли-
электролитов с концентрациями 0.5 мг/мл. Выбор обусловлен низким значением КМ 
(5.05⋅10-4 М) и тем, что слой ПСС, адсорбированный поверх иммобилизованной АХЭ, 
дополнительно стабилизировал структуру комплексов и препятствовал спонтанной 
десорбции фермента. Зависимость I,% от времени инкубирования сенсора в растворе 
с ингибитором отсутствует как для ДОН, так и для БЕР, что свидетельствует о полно-
стью обратимом характере ингибирования. Вследствие этого измерение ингибирова-
ния необходимо проводить в одном растворе в присутствии и субстрата, и ингибито-
ра. Полученные зависимости I,% от рН растворов для обоих ингибиторов показыва-
ют, что оптимум наблюдается вблизи рН 7.8. Это значение совпадает с оптимумом 
каталитической активности фермента. Согласно кинетике конкурентного обратимого 
ингибирования, степень ингибирования фермента в одних и тех же условиях должна 
зависеть от соотношения в растворе концентраций ингибитора и субстрата. Для уста-
новления оптимальной концентрации субстрата были получены зависимости I,% и 
регистрируемого тока окисления тиохолина от концентрации субстрата. Исходя из 
соотношения погрешности измерения и величины полученной при этом степени ин-
гибирования, признано целесообразным последующие измерения проводить с кон-
центрацией АТХ, равной 0.2 мМ. Созданный биосенсор был использован для уста-
новления аналитических характеристик определения ДОН и БЕР в ФБ. 

 На рис. 4 точками пред-
ставлена зависимость степени ин-
гибирования от концентрации 
ДОН и БЕР в ФБ. Линии пред-
ставляет собой результат парамет-
рической идентификации пара-
метров аппроксимирующей моде-
ли согласно выражению (4), кото-
рая достаточно полно характери-
зует полученные зависимости. 
Значения параметров выражения 
(4) и их стандартная ошибка для 
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Рисунок 4 - Зависимости степени ингибиро-
вания АХЭ от концентрации ДОН и БЕР в 
ФБ. Концентрация АТХ 0.2 мМ. 
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полученной зависимости следующие. Для ДОН: A1 = 5.53 (3.65), A2 = 107.3 (9.2), b = 
4.07 ⋅ 10-8 (1.42⋅ 10-8), p = 0.5068 (0.0866), коэффициент детерминации R2 = 0.9964, 
IC15 = 0.46 нМ, IC50 = 24.72 нМ. Для БЕР: A1 = -25.95 (22.01), A2 = 99.89 (11.53), b = 
5.48 ⋅ 10-7 (3.51⋅ 10-7), p = 0.3756 (0.1167), коэффициент детерминации R2 = 0.9972, IC15 
= 78.8 нМ, IC50 = 1.68 мкМ. 

1 2
2,%

1 ( / ) p
I

A AI A
C b
−= +

+  (4) 

Полученная модель была использована для определения ДОН в растворе искус-
ственной урины (ИУ) методом введено - найдено. В раствор искусственной урины 
добавляли аликвоту раствора донепезила, получая концентрацию ингибитора 1.2 нМ. 
В полученном растворе рН доводили до значения 7.8 и разбавляли ФБ в соотношении 
1:1 и в нем производили измерение степени ингибирования. Определенная концен-
трация ДОН в исходном растворе ИУ составила 1.24 ± 0.36 нМ (n=5, p=0.95), что в 
процентном выражении от концентрации исходного раствора составляет 103 ± 30 %. 
Таким образом, обнаружено незначительное влияние матрицы ИУ, приводящее к 
усилению ингибирующего действия ДОН. Значительная величина ошибки связана с 
пологим участком градуировочного графика при низких концентрациях ДОН, где не-
большие изменения степени ингибирования связаны со значительными вариациями 
концентрации ингибитора. При определении БЕР исходный раствор ИУ с 0.40 мкМ 
БЕР разбавляли ФБ в соотношении 1:3 и в нем производили измерение степени инги-
бирования. Определенная концентрация БЕР в исходном растворе ИУ составила 0.42 
± 0.048 нМ (n=5, p=0.95), что в процентном выражении от концентрации исходного 
раствора составляет 105 ± 12 %. Вывод из организма берберина в моче не является 
основным  и осуществляется как в виде исходного вещества, так и в виде метаболи-
тов, среди которых основными являются берберрубин и талифендин, причем бербер-
рубин обладает даже несколько большим антихолинэстеразным действием. Таким 
образом, разработанный биосенсор может быть использован для полуколичественно-
го обнаружения берберина. 

Холинэстеразные сенсоры для определения ГУП и ГАЛ. Для ГУП и ГАЛ бы-
ли использованы ацетилхолинэстеразные сенсоры на основе ПЭК, имеющих в своем 
составе ПАА, ПАМАМ, ПСС и ДНК. Для сенсоров были получены зависимости сте-
пени ингибирования АХЭ от концентрации ГУП и ГАЛ. Как и в случае зависимостей 
степени ингибирования от концентрации донепезила и берберина они описываются 
логистической функцией (4). Параметры модели и аналитические характеристики 
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сенсоров с различным составом ПЭК при определении ГУП и ГАЛ представлены в 
таблицах 2 и 3 соответственно.  

Таблица 2. Параметры аппроксимирующей модели (4) и показатели IC15, IC50 
для сенсоров с различным составом ПЭК при определении ГУП в ФБ. Концентрации 
растворов полиэлектролитов при формировании ПЭК ПАА/ДНК: ПАА 0.1мг/мл и 
ДНК 0.02мг/мл, при формировании ПЭК ПАМАМ /ДНК и ПАМАМ/ПСС: ПАМАМ 
0.5 мг/мл, ПСС 0.5 мг/мл, ДНК 0.02 мг/мл. Концентрация раствора АХЭ использован-
ного при иммобилизации 0.05 ЕА/мкл, если не указано в скобках. 

Состав покрытия A1 A2  b⋅107 p  R2 IC15, 
нМ 

IC50, 
нМ 

ПАА+ДНК+АХЭ 11 100 2.7 0.83 0.9977 8 198 

ПАА+ДНК+ПАА+АХЭ 9 98 1.6 1.12 0.9990 15 138 

ПАА+ДНК+ПАА+АХЭ+ДНК 5 96 4.0 1.19 0.9995 70 398 

ПАА+ДНК+ПАА+АХЭ+ПСС 12 98 2.4 1.09 0.9961 13 199 

ПАА+ДНК+АХЭ+ПАА+ДНК 8 95 1.7 1.21 0.9981 24 166 

ПАМАМ+ДНК+АХЭ (0.05) 4 108 5.2 1.02 0.9991 65 422 

ПАМАМ+ДНК+АХЭ (0.025) 4 96 2.0  1.25 0.9994 39 198 

ПАМАМ+ДНК+АХЭ (0.01) 0 149 10.4 0.59 0.9999 25 324 

ПАМАМ+ПСС+АХЭ (0.05) 11 98 2.2 1.28 0.9989 20 187 

ПАМАМ+ПСС+АХЭ (0.025) 10 98 1.9 1.11 0.9973 15 163 

ПАМАМ+ПСС+АХЭ (0.01) 8 107 1.8 0.86 0.9988 9 125 

 

Таблица 3. Параметры аппроксимирующей модели (4) и показатели IC15, IC50 
для сенсоров при определении ГАЛ в ФБ2. Концентрации растворов полиэлектроли-
тов при формировании ПЭК: ПАМАМ и ПСС 0.5 мг/мл, ДНК 0.02 мг/мл. Концентра-
ция раствора АХЭ, использованного при иммобилизации 0.025 ЕА/мкл. 

Состав покрытия A1  A2 b⋅107 p  R2 IC15, нМ IC50, нМ 

ПАМАМ+ДНК+АХЭ 0 96 5.4 0.94 0.9987 89 587 

ПАМАМ+ПСС+АХЭ 0 88 4.8 1.07 0.9999 107 607 

 

Использование ПАМАМ вместо ПАА в сенсорах  с ДНК при определении ГУП 
существенном образом увеличивает значения IC15 и IC50. При этом, сенсоры на ос-
нове ПЭК ПАМАМ/ПСС показывают значения IC15 и IC50 сравнимые с сенсорами 
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на основе ПАА/ДНК. Напротив, в случае ГАЛ  сенсоры на основе ПАМАМ/ДНК по-
казывают меньшие значения IC15 и IC50 в сравнении с сенсорами на основе ПА-
МАМ/ПСС. Наименьший предел обнаружения ГУП показал сенсор с составом ПЭК 
ПАА+ДНК+АХЭ. Этот сенсор был использован для установления механизма ингиби-
рования ГУП. 

Значения констант диссоциации фермен-
тингибиторного ( iK ) и ферментингибитор-

носубстратного комплекса ( '
iK ), соответст-

вующие схеме 6, составили iK = 

(4.52±0.85)·10-7
 М, '

iK = (2.24±0.79)·10-7 М 

(n = 3, P = 0.95). Это может свидетельствовать о неконкурентном типе ингибирования 
с преобладанием бесконкурентного типа (при котором iK  >> '

iK ). 

Также сенсор с составом ПЭК ПАА+ДНК+АХЭ был использован был исполь-
зован для установления аналитических характеристик определения ГУП и ГАЛ в рас-
творе фосфатного буфера с составом 20 мМ KH2PO4, 10 мМ CaCl2, 6 мМ MgCl2, 16 
мМ Na2SO4, 21 мМ KCl, 18 мМ NH4Cl с рН 7.8 (ФБ2). Соответствующие градуиро-
вочные зависимости представлены на рисунке 5.  

Значения параметров выражения 
(4) и их стандартная ошибка для 
полученной зависимости сле-
дующие. Для ГУП: A1 = 11.00 
(1.15), A2 = 124.1 (9.4), b = 5.170 
(1.736) ⋅ 10-7, p = 0.5287 (0.0484), 
коэффициент детерминации R2 = 
0.9988, IC15 = 1.0 нМ, IC50 = 15.3 
нМ. Для ГАЛ: A1 = 1.436 (0.637), 
A2 = 97.12 (1.10), b = 6.885 (0.503) 
⋅ 10-7, p = 0.7903 (0.0420), коэффи-
циент детерминации R2 = 0.9995, 
IC15 = 70.5 нМ, IC50 = 715 нМ. 

Этот же сенсор был использован 

для определения ГУП и ГАЛ в растворе ИУ методом введено - найдено. В раствор ИУ 

добавляли аликвоту раствора ингибитора. В полученном растворе рН доводили до 

значения 7.8 и разбавляли его раствором ФБ2 в соотношении 1:1. В полученном рас-
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Рисунок 5 - Зависимости степени ингибиро-
вания АХЭ от концентрации ДОН и БЕР в 
ФБ2, полученные с сенсором с ПЭК  
ПАА+ДНК+АХЭ. Концентрация АТХ 0.2 
мМ. 
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творе производили измерение степени ингибирования, регистрируя ток окисления 

тиохолина в присутствии АТХ и ингибитора. Сама матрица разбавленного раствора 

ИУ в отсутствии ингибитора не оказывала ингибирующего действия на иммобилизо-

ванную АХЭ. При исходной концентрации 10.00 нМ, определенная концентрация 

ГУП в исходном растворе ИУ составила 10.27 ± 1.53 нМ (n = 5, P = 0.95), что в про-

центном выражении от исходной концентрации составляет 102.7±15.3 %. При исход-

ной концентрации 0.200 мкМ, определенная концентрация ГАЛ в исходном растворе 

ИУ составила 0.205 ± 0.012 мкМ (n = 5, P = 0.95), что в процентном выражении от ис-

ходной концентрации составляет 102.5 ± 6.0 %. Таким образом, матрица ИУ незначи-

тельно увеличивает ингибирующее действие ГУП и ГАЛ. Значительная величина 

ошибки при определении ГУП связана с пологим участком градуировочного графика 

при низких концентрациях ГУП, где небольшие изменения степени ингибирования 

связаны со значительными вариациями концентрации ингибитора. При более высоких 

концентрациях ингибитора ошибка определения существенно снижается. При кон-

центрации ГУП равной 100 нМ, ошибка его определения в растворе ИУ не превышает 

7%. Для концентрации ГАЛ равной 1 мкМ ошибка его определения снижается до 4%. 

Пределы обнаружения ГУП (1 нм) и ГАЛ (70 нМ) разработанных сенсоров сущест-

венным образом ниже ожидаемых концентраций данных препаратов в моче при регу-

лярном терапевтическом применении, которые составляют 385 нМ и 8500 нМ соот-

ветственно. Это дает возможность использовать большую степень разбавления ис-

ходных образцов, снижая, таким образом, мешающее влияние матрицы. 

Разработанные биосенсоры на основе ПЭК позволяют производить до 15 изме-
рений в день, сохраняя более 70% исходной  активности АХЭ, при этом измеряемые 
значения степени ингибирования остаются практически неизменными при уменьше-
нии исходной активности АХЭ вплоть до 50%. Хранении изготовленных сенсоров в 
сухом виде при температуре 4°С в течение 5-6 недель не изменяет исходную актив-
ность АХЭ, после чего активность АХЭ снижается от 5 до 10% за неделю. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Как показали результаты исследования, использование противоположно заря-
женных полиэлектролитов позволяет формировать ПЭК в виде тонких пленок на по-
верхности электродов-трансдьюсеров и осуществлять нековалентную иммобилиза-
цию АХЭ на поверхности ПЭК или внутри слоев полиэлектролитов. Использование 
компонентов комплексов, отличающихся длиной и жесткостью полимерной цепи, 
гидрофильностью и плотностью заряда, значительным образом влияет на количество 
и свойства иммобилизуемого фермента посредством изменения характеристик среды 
вблизи глобулы фермента и непосредственно вблизи активного центра. Состав и 
строение ПЭК на поверхности амперометрических сенсоров также существенным об-
разом, посредством стерических ограничений и электростатического отталкивания, 
влияет на процессы диффузии заряженного АТХ к активному центру фермента и за-
ряженного продукта ферментативной реакции тиохолина к поверхности электрода, 
что формирует аналитический сигнал в виде тока окисления тиохолина. Эти же фак-
торы играют роль при взаимодействии фермента и его обратимых ингибиторов, осо-
бенно учитывая то обстоятельство, что определение обратимых ингибиторов прово-
дится в присутствии субстрата. Воздействие вышеупомянутых факторов отражается в 
виде изменения операционных и кинетических характеристик определения субстрата 
и, в конечном счете, в виде изменения аналитических характеристик определения об-
ратимых ингибиторов ацетилхолинэстеразы, являющихся основными объектами ана-
лиза в данной работе. Различия в аналитических характеристиках определения обра-
тимых ингибиторов АХЭ, отраженные в значениях предела обнаружения и чувстви-
тельности сенсора, могут быть использованы в мультисенсорных системах при опре-
делении ингибиторов для повышения селективности таких систем. Можно ожидать 
дифференциации откликов отдельных сенсоров системы в отношении различных ана-
литов. Разработанные сенсоры могут быть использованы для контроля вносимых 
препаратов антихолинэстеразного действия, используемых в терапии нейродегенера-
тивных заболеваний, в моче при терапевтическом приеме и предотвращения случай-
ных отравлений в связи с приемом избыточных количеств лекарств. На основании 
проведенных исследований были сделаны следующие выводы: 

1. Измерение методом ППР количества фермента, сорбируемого на поверхно-
сти ПЭК, показало, что в ряду использованных при формировании ПЭК поликатио-
нов ПДДА, ПАА, ПАМАМ эффективность иммобилизации фермента увеличивается. 
Использование ДНК в сравнении с ПСС увеличивает эффективность иммобилизации 
АХЭ на поверхности ПЭК с ПАА, и уменьшает на поверхности ПЭК с ПАМАМ. Уве-
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личение слоев полиэлектролитов одинакового состава приводит к снижению количе-
ства иммобилизуемого фермента. Из всех изученных комбинаций компонентов ком-
плексов наибольшая эффективность иммобилизации АХЭ наблюдается на поверхно-
сти ПЭК, полученных с использованием растворов ПАМАМ (0.5 мг/мл) и ПСС (0.5 
мг/мл). 

2. Использование УС совместно со ФЦК для модификации СУЭ позволяет сни-
зить ток потенциал окисления тиохолина до 200 мВ. Исходя из данных циклических 
вольтамперограмм, полученных в присутствии редокс-индикатора, и данных СЭИ, 
увеличивается эффективная площадь электрода и снижается сопротивление переноса 
заряда. Последующее формирование ПЭК снижает скорость диффузии из объема рас-
твора как молекул тиохолина, так и молекул редокс-индикатора. После всех стадий 
модификации поверхности СУЭ проницаемость покрытия для небольших заряжен-
ных молекул остается достаточно большой. 

3. При иммобилизации АХЭ в ПЭК увеличение максимального тока окисления 
тиохолина в присутствии АТХ сопровождается увеличением кажущейся константы 
Михаэлиса вследствие гетерогенного характера ферментативной реакции. Увеличе-
ние числа полиэлектролитных слоев в ПЭК снижает максимальные токи окисления 
тиохолина, вследствие уменьшения количества иммобилизуемого фермента, что со-
ответствует данным измерения ППР, и усиления диффузионных ограничений перено-
са тиохолина к поверхности электрода через слои ПЭК. Использование ДНК в каче-
стве полианиона при формировании ПЭК делает предпочтительной иммобилизацию 
АХЭ на слое полианиона. Максимальные токи окисления тиохолина существенно 
выше при иммобилизации АХЭ на поверхности ПЭК, сформированных из ПАМАМ с 
ПСС, чем для комплексов, сформированных из ПАМАМ с ДНК. 

4. Ингибирование АХЭ физостигмином является квазиобратимым, что позво-
ляет проводить инкубирование сенсора без субстрата в отдельном растворе с опти-
мальным для ингибирования значением рН = 7.0. Сенсоры с ковалентно иммобилизо-
ванной АХЭ на поверхности СУЭ, модифицированных УС и ФЦК, позволяют опре-
делять физостигмин в модельном растворе с пределом обнаружения 0.18 нМ и диапа-
зоном определяемых концентраций 0.3 нМ – 10.0 мкМ. 

5. Сенсоры с нековалентно иммобилизованной АХЭ на поверхности СУЭ, мо-
дифицированных УС, ФЦК и ПЭК на основе ПАА и ПСС, позволяют определять до-
непезил и берберин в модельном растворе с пределом обнаружения 0.46 нМ и 78 нМ 
соответственно. Измерения возможны в растворе искусственной урины с определяе-
мыми концентрациями, существенно меньшими, чем ожидаемые концентрации дан-
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ных веществ в моче при регулярном терапевтическом применении лекарственных 
препаратов. 

6. Сенсоры с нековалентно иммобилизованной АХЭ на поверхности СУЭ, мо-
дифицированных УС, ФЦК и ПЭК на основе ПАА и ДНК, позволяют определять гу-
перзин А и галантамин в модельном растворе с пределом обнаружения 0.99 нМ и 70 
нМ соответственно, а также в растворе искусственной урины с концентрациями су-
щественно меньшими, чем ожидаемые концентрации данных веществ в моче при ре-
гулярном терапевтическом применении. 
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