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Разработан вольтамперометрический ДНК-сенсор для определения доксорубицина, сигналом ко-
торого служит изменение тока редокс-медиатора Метиленового зеленого, регистрируемое с помо-
щью циклической вольтамперометрии на стеклоуглеродном электроде, модифицированном элек-
трохимически восстановленным оксидом графена, электрополимеризованным Азуром А и ДНК, 
насыщенной Метиленовым зеленым. Установлено влияние природы полимерного слоя и исполь-
зуемого редокс-медиатора на чувствительность определения доксорубицина. При оптимальном со-
ставе поверхностного слоя ДНК-сенсор позволяет определять до 0.01 пМ доксорубицина. Сенсор 
апробирован на ряде модельных (искусственная урина, раствор Рингера–Локка, раствор бычьего 
сывороточного альбумина) и биологических образцов (слюна, урина), содержащих доксорубицин.
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Одним из перспективных направлений разви-
тия современной аналитической химии является 
разработка электрохимических сенсоров и  био-
сенсоров для контроля лекарств, биомаркеров 
заболеваний и различных токсикантов [1–3]. Тра-
диционно для анализа антрациклиновых лекар-
ственных препаратов цитостатического действия 
используют высокоэффективную жидкостную 
хроматографию и  спектроскопические методы 
анализа [4]. Использование спектроскопии по-
зволяет определять антрациклины на  субмикро-
молярном уровне. Хроматографические методы 
более чувствительны и  селективны, но  требуют 
значительных экономических затрат, включая 
более дорогостоящее оборудование, необходи-
мость высокочистых растворителей, трудоемкой 
пробоподготовки и  высокой квалификации пер-
сонала. В связи с этим в последнее время большое 
внимание уделяется развитию методов электрохи-
мического анализа. Они характеризуются отно-
сительной простотой, обладают хорошо развитой 
теоретической базой, их результаты легко интер-

претировать. По точности и  чувствительности 
электрохимические сенсоры могут конкурировать 
с  хроматографическими методами, но  при этом 
требуют минимальной пробоподготовки и  легко 
адаптируются для использования вне лаборато-
рии, в том числе по месту требования – в кабине-
те врача или у постели больного [5]. 

Современные электрохимические сенсоры 
используют химическую модификацию поверх-
ности электрода  – преобразователя сигнала для 
повышения регистрируемого тока, снижения ра-
бочего потенциала и  улучшения селективности 
определения различных аналитов. Электрохими-
чески восстановленный оксид графена относится 
к числу перспективных модификаторов, в послед-
нее десятилетие нашедших широкое применение 
в составе разнообразных электрохимических сен-
соров и биосенсоров [6, 7]. Его получают путем ка-
тодной поляризации оксида графена, наносимого 
из суспензии на поверхность рабочего электрода. 
По сравнению с использованием сильных восста-
новителей такой подход экологически безопасен, 
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не приводит к образованию побочных продуктов, 
загрязняющих поверхностный слой электрода, 
характеризуется высокой эффективностью и  по-
зволяет получать модифицирующий материал 
с хорошо воспроизводимыми электрохимически-
ми характеристиками [8]. 

Электрополимеризованные материалы с про
водящими (полианилин, полипиррол) [9] и элек-
троактивными свойствами (полифеназиновые, 
политрифенилметановые красители) [10] также 
успешно используют в  составе электрохимиче-
ских биосенсоров в  качестве медиаторов элек-
тронного переноса, матрицы для иммобилизации 
биологических компонентов сенсоров и сигнало-
образующих компонентов. Их получение путем 
электролиза приводит к формированию устойчи-
вой катионной пленки, способной электростати-
чески удерживать противоположно заряженные 
компоненты слоя, формируя полиэлектролитные 
комплексы, обладающие собственной редокс-ак-
тивностью. К  числу компонентов таких поверх-
ностных слоев относятся углеродные наноматери-
алы, заряженные отрицательно за счет ионизации 
поверхностных карбоксильных групп, и  молеку-
лы ДНК. Азур  А относится к  классу фенотиази-
нов, используемых в  биохимии и  аналитической 
химии в  качестве индикаторов и  прокрашиваю-
щих реагентов. Он способен образовывать элек-
трополимеризованные покрытия на  различных 
подложках [11–13]. В то же время описано [14–16] 
лишь несколько примеров использования элек-
трополимеризованного Азура А  (ПАА) в  составе 
электрохимических сенсоров для определения 
глюкозы и НАДН, а также в составе ДНК-сенсо-
ров для определения соединений, повреждающих 
ДНК [13], и для определения интеркалятора ДНК 
доксорубицина [17].

Сигнал полимерных редокс-активных ме-
диаторов в  составе ДНК-сенсоров на  соедине-
ния, способные к  специфическому связыванию 
с ДНК, связан с влиянием подобных взаимодей-
ствий на  распределение заряда в  ДНК-содержа-
щем слое. Интеркалирование меняет форму и рас-
пределение заряда фосфатных групп остова ДНК, 
что приводит к  смещению равновесия окисле-
ния-восстановления полифенотиазинового кра-
сителя в  слое. Для увеличения чувствительности 
определения таких взаимодействий в состав слоя 
вводят также дополнительные диффузионно сво-
бодные медиаторы электронного переноса [17, 18]. 

В данной работе впервые описано использова-
ние сочетания углеродного наноматериала (элек-
трохимически восстановленного оксида графена, 
ЭХВОГ) с  электрополимеризованным Азуром 
А для формирования ДНК-сенсора и определения 
доксорубицина как модельного интеркалятора 
нативной ДНК. Изучены медиаторы электронно-
го переноса, усиливающие сигнал интеркалиро-
вания, и  установлено синергетическое действие 

компонентов слоя при регистрации взаимодей-
ствий ДНК–доксорубицин в присутствии Мети-
ленового зеленого (МЗ).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. Использовали Азура А  хлорид (со-
держание красителя ≈ 80 %), оксид графена (ОГ), 
ДНК из молок рыбы, Метиленовый синий (МС), 
Нейтральный красный (НК), гидрохинон (ГХ), 
Нильский синий (НС), Метиленовый зеленый, 
доксорубицина гидрохлорид, бычий сывороточ-
ный альбумин (Sigma-Aldrich, Германия), ДНК 
из эритроцитов цыпленка (Реанал, Венгрия). Все 
реагенты были категории ч. д. а. и analytical grade. 
Рабочие растворы реагентов и растворы для про-
ведения электрохимических измерений готовили 
на деионизованной воде Millipore®. 

Оборудование. Вольтамперометрические изме
рения проводили с  помощью портативного би-
потенциостата-гальваностата μStat 400 Metrohm 
DropSens (DropSens, S.L., Испания). Для изго-
товления ДНК-сенсора использовали электроды, 
изготовленные из  стеклоуглерода СУ 2000 (ди-
аметр 1.6 мм, НИИГрафит, Москва) в  оболочке 
из политетрафторэтилена с токосъемником из не-
ржавеющей стали. Рабочая площадь поверхности 
составила 0.0283 см2. Потенциалы приведены от-
носительно хлоридсеребряного электрода срав-
нения Ag/AgCl/3.0 М раствор KCl. Противоэлек-
тродом служила никелевая фольга. Измерения 
проводили в  нетермостатированной трехэлект-
родной ячейке объемом 5 мл. Для измерения рН 
применяли цифровой иономер Экотест-001 (ЗАО 
“Эконикс-Эксперт”, Москва). 

Получение покрытия электрохимически вос-
становленного оксида графена. Стеклоуглеродный 
электрод (СУЭ) полировали механически с помо-
щью полировального набора CH Instruments (Кат. 
№ CHI120, США), после чего ополаскивали во-
дой, промывали ацетоном, серной кислотой, эта-
нолом и дважды водой. Далее электрод очищали 
электрохимически путем циклирования потенци-
ала между ‒1.0 и 1.0 В при скорости сканирования 
потенциала 0.1 В/с. Затем на рабочую поверхность 
СУЭ наносили 2 мкл водной суспензии оксида 
графена (0.125–1.0 мг/мл) и  сушили на  воздухе. 
После этого электрод, покрытый оксидом графе-
на, помещали в  ячейку, содержащую 5 мл 0.1 М 
фосфатного буферного раствора с рН 7.0, содер-
жащего 0.1 М NaNO3, и  проводили десятикрат-
ное циклирование потенциала в  диапазоне от  0 
до –1.3 В при скорости сканирования потенциала 
0.05 В/с. В ходе сканирования наблюдали харак-
терные катодные пики при ‒0.95 … ‒1.2 В (в зави-
симости от поверхностной концентрации оксида 
графена), изменение которых свидетельствовало 
о  протекании электрохимического восстановле-
ния оксида графена.
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Электрополимеризация Азура А. Стеклоугле-
родный электрод, модифицированный ЭХВОГ, 
переносили в 0.1 М фосфатный буферный раствор 
с рН 7.0, содержащий 0.1 М NaNO3 и 0.2 мМ Азура 
А, и поляризовали при 1.2 В в течение 300 с. Далее 
многократно сканировали его потенциал в интер-
вале от ‒0.7 до 1.2 В при скорости сканирования 
потенциала 0.1 В/с (20 циклов). Электрополиме-
ризацию контролировали по  характерным изме-
нениям пиков красителя на  вольтамперограмме. 
Аналогичным образом получали покрытия при 
использовании только потенциостатического (1.2 
В, 300 с) или только потенциодинамического ре-
жима электрополимеризации Азура А  (область 
сканирования ‒0.7 … 1.2 В, 0.1 В/с, 20 циклов). 
Далее электрод переносили в рабочий буферный 
раствор, не содержащий мономера, и проводили 
10 циклов сканирования потенциала для удале-
ния из полимерной пленки несвязавшихся частиц 
красителя.

Включение ДНК из различных источников в со-
став поверхностного слоя сенсора. На электрод, мо-
дифицированный ЭХВОГ/ПАА, наносили 2 мкл 
раствора ДНК из  молок рыбы или эритроцитов 
цыпленка с  концентрацией 1 мг/мл, высушива-
ли на воздухе либо инкубировали в течение 10, 20 
или 30 мин, затем промывали дистиллированной 
водой для удаления несвязавшихся реагентов. 

Включение ДНК из молок рыбы и редокс-ме-
диаторов в  состав поверхностного слоя сенсора. 
На электрод, модифицированный ЭХВОГ/ПАА, 
капельно наносили 2 мкл раствора, полученно-
го смешением равных объемов раствора ДНК 
из  молок рыбы с  концентрацией 1 мг/мл и  0.01 
М раствора редокс-медиатора (МС, МЗ, НК, НС 
или ГХ, схема 1). Каплю высушивали, электрод 
промывали водой, после чего проводили десяти-
кратное сканирование потенциала, как описано 

выше, в  диапазоне потенциалов ‒0.6 … 0.8 В  в 
случае МС, МЗ и ГХ и ‒1.2… 0.8 В для НК и НС, 
скорость сканирования потенциала 0.1 В/с. Ниже 
модифицирующий слой обозначен как ЭХВОГ/
ПАА/ДНК + медиатор.

Определение доксорубицина. ДНК-сенсор со-
става ЭХВОГ/ПАА/ДНК + МЗ помещали в ячей-
ку с 0.1 М фосфатным буферным раствором с рН 
7.0, содержащим 0.1 М NaNO3, вольтампероме-
трический сигнал МЗ стабилизировали, как опи-
сано выше, после чего ДНК-сенсор инкубирова-
ли в  0.01 пМ–0.1 мкМ растворе доксорубицина 
в  течение 20 мин. Регистрировали циклическую 
вольтамперограмму в тех же условиях. Сигналом 
служило изменение катодного тока пика МЗ по-
сле контакта ДНК-сенсора с  доксорубицином. 
Предел обнаружения определяли из соотношения 
S/N = 3. Градуировочную зависимость строили 
в полулогарифмических координатах. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Получение электрохимически восстановленно-
го оксида графена. Электрохимическое восста-
новление ОГ имеет определенные преимущества 
по  сравнению с  химическим восстановлением. 
Подобные покрытия не содержат примесей, вно-
симых за  счет введения в  систему химических 
восстановителей. Кроме того, электрохимическое 
восстановление позволяет путем регулирования 
налагаемого потенциала контролировать количе-
ство восстанавливаемого ОГ и  косвенно  – при-
сутствие на его поверхности кислородсодержащих 
функциональных групп [19, 20]. Для выбора усло-
вий модификации электрода на  его поверхность 
наносили 2 мкл водной суспензии с концентраци-
ей ОГ 1, 0.5, 0.25 или 0.125 мг/мл. С увеличением 
количества ОГ на электроде росли катодные токи 

 

Схема 1. Структурные формулы использованных редокс-медиаторов.
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электровосстановления, а  пик восстановления 
смещался в сторону более отрицательных потен-
циалов. 

Полученные ЭХВОГ-покрытия характеризо-
вали методом циклической вольтамперометрии 
в  присутствии 0.01 М феррицианида калия. Для 
этого сравнивали токи пиков окисления-восста-
новления феррицианид-иона и  разность потен-
циалов пиков. В  качестве оптимальной выбрали 
концентрацию суспензии ОГ 0.5 мг/мл, для ко-
торой наблюдали минимальную разность потен-
циалов редокс-пиков феррицианид-иона, мак-
симальную близость соотношения токов пиков 
к единице и максимальные абсолютные значения 
токов пика окисления и восстановления (рис. 1). 
Рассчитанный по  уравнению Рэндлса-Шевчика  
коэффициент шероховатости покрытия ЭХВОГ, 
полученного из  ОГ с  концентрацией 0.5 мг/мл, 
составил 1.13.

Нанесение электрополимеризованного Азура  А 
и электрохимические характеристики покрытия 
ЭХВОГ/ПАА. Использование углеродных нано-
материалов позволяет повысить эффективную 
площадь поверхности электрода, а наличие функ-
циональных групп обеспечивает дополнитель-
ные взаимодействия между модифицирующими 
слоями. Для получения ПАА применяли потен-

циостатический и потенциодинамический режи-
мы электрополимеризации, а также их сочетание 
(рис. 2а). При сравнении вольтамперограмм СУЭ 
с  электрополимеризованными покрытиями, по-
лученными в буферном растворе, не содержащем 
мономера Азура А, наблюдали две пары пиков, 
отнесенных к мономерной и полимерной формам 
фенотиазинового красителя [21]. Наибольшие 
токи пиков демонстрировали покрытия ЭХВОГ/
ПАА, полученные при сочетании потенциоста-
тического и  потенциодинамического режимов 
электрополимеризации (рис. 2б). Сочетание по-
тенциодинамического и  потенциостатическо-
го режимов позволяет накопить на  поверхности 
сенсора большее количество продукта электропо-
лимеризации, что обеспечивает повышение чув-
ствительности разработанного сенсора к  вклю-
чению в  состав слоя молекул аналита за  счет 
смещения окислительно-восстановительного 
равновесия в  полимерном слое. Восстановлен-
ный оксид графена сохраняет после восстанов-
ления определенное количество кислородсодер-
жащих карбоксилатных групп. Их отрицательные 
заряды дополнительно способствуют накоплению 
продукта электрополимеризации, заряженного 
положительно, по  сравнению с  чистым стекло
углеродом.

Рис. 1. (а) Токи пика окисления, (б) токи пика восстановления, (в) разность потенциалов пиков окисления 
и восстановления, (г) соотношение токов пиков окисления-восстановления 0.01 М феррицианида в зависимости 
от концентрации оксида графена, нанесенного на рабочую поверхность стеклоуглеродного электрода, на этапе его 
катодного восстановления.
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Вольтамперограммы демонстрировали доста-
точную стабильность полимерных покрытий при 
многократном циклировании потенциала, в  том 
числе с промежуточным перемешиванием раствора 
в ячейке. Покрытия, синтезированные путем соче-
тания потенциостатического и потенциодинамиче-
ского режимов электрополимеризации, отличались 
более высокими значениями токов покрытия. Их 
сигнал стабилизировался быстрее по  сравнению 
с  покрытиями, полученными с  использованием 
только потенциостатического или только потенци-
одинамического режима электрополимеризации. 
В процессе электрополимеризации образующийся 
ПАА находился в окисленной форме и нес на себе 
положительный заряд, обеспечивающий электро-
статическое взаимодействие с ДНК. 

Важным преимуществом указанного полимера 
является сохранение редокс-активности в широ-
ком диапазоне рН, включая область физиологиче-
ских значений. Вид вольтамперограмм покрытия 
ЭХВОГ/ПАА в  зависимости от  рН фосфатного 
буферного раствора представлен на  рис.  3. Ток 
пика окисления мономерной формы достаточ-
но стабилен в  кислой и  слабокислой областях 
рН, при этом заметно снижается в  нейтральной 
и  слабощелочной областях. Ток пика окисления 
полимерной формы красителя незначительно 
меняется в  диапазоне рН 2.0–7.0 с  небольшим 
локальным максимумом при рН 4.0. В щелочной 
области токи пика окисления полимерной формы 
ПАА растут. Сигнал восстановления мономерной 
формы Азура А имеет максимум в области рН 7, 
тогда как ток восстановления полимерной фор-
мы красителя остается практически постоянным 
во всем изученном диапазоне рН, незначительно 
снижаясь при рН 7.0–8.0 (рис. 4). 

Полусумму потенциалов пиков мономерной 
и полимерной форм использовали в качестве рав-
новесного редокс-потенциала Em. Для покрытия 
ЭХВОГ/ПАА наклон зависимости Еm–рН для 
мономера составил –72 мВ/рН (рН 2.0–7.0), что 
незначительно превышает нернстовский наклон 
для равного числа переносимых ионов водорода 
и электронов в потенциалопределяющей стадии. 
В  диапазоне рН 7.0–9.0 наклон зависимости со-
ставил 31 мВ/рН. Это может быть связано с тем, 
что депротонирование, приводящее к  отрыву 
иона водорода от  фенотиазинового фрагмента 
в щелочной среде, происходит быстро и не влияет 
на общую скорость электродной реакции. Соот-
ветственно в  щелочной среде в  потенциалопре-
деляющей стадии участвуют один ион водорода 
и два электрона. Для полимерной формы наблю-
дали наклон –62 мВ/рН (рН 2.0–6.0), что отвеча-
ет равному числу переносимых ионов водорода 
и электронов. В щелочной среде потенциал поли-
мерной формы ПАА меняется нерегулярно. 

Для установления природы лимитирующей 
стадии электродной реакции получили билога-
рифмическую зависимость тока пика от  скоро-
сти сканирования потенциала. Для покрытия 
ЭХВОГ/ПАА сигналы окисления-восстановле-
ния мономерной формы демонстрируют тангенс 
угла наклона, близкий к 0.5 (0.54 и 0.57 соответ-
ственно), что свидетельствует о  диффузионном 
характере процесса, для окисления полимерной 
формы наклон зависимости близок к  единице 
(0.94), что свидетельствует об адсорбционном ха-
рактере процесса. Для восстановления полимера 
наклон зависимости составил 0.85 (смешанный 
диффузионно-адсорбционный характер элект-
родного процесса).

Рис. 2. (а) Циклические вольтамперограммы Азура А  на СУЭ/ЭХВОГ в  0.1 М фосфатном буферном растворе 
с рН 7.0, содержащем 0.1 М NaNO3, для потенциостатического режима в сочетании с потенциодинамическим ре-
жимом; –1.2 В, 300 с, далее в интервале –0.7 … 1.2 В, 20 циклов, 0.1 В/с. (б) Циклические вольтамперограммы элек-
трополимеризованного Азура А на СУЭ/ЭХВОГ для разных режимов электрополимеризации в 0.1 М фосфатном 
буферном растворе с рН 7.0, содержащем 0.1 М NaNO3, –0.6÷0.8 В, 0.1 В/с.
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Коэффициенты переноса электрона α, рас-
считанные по  уравнениям Лавирона (1) и  (2) 
для восстановления мономера и  окислени-
я-восстановления полимера, демонстрируют 
смещение относительно симметричного пере-
ходного состояния электронного переноса (α = 
0.5) в  сторону более стабильного окисленного 
состояния:

	
E E

RT
nF

RTk
nF

RT
nF

vetpc = + −0' ln ln
α α α ,	 (1)

	
E E
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ln
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Значения коэффициента переноса для окис-
ления мономера красителя не рассчитывали, по-
скольку наклон соответствующей зависимости 
был отрицательным. Все изученные электрохими-
ческие параметры покрытия ЭХВОГ/ПАА пред-
ставлены в табл. 1.

Включение ДНК в состав поверхностного слоя. 
Иммобилизация ДНК  – важный этап созда-
ния биосенсора, поскольку биополимер должен 
не только надежно закрепиться в поверхностном 
слое, но  и  сохранить при этом доступность для 
молекул аналита. Физическую адсорбцию ДНК 
можно проводить путем капельного нанесения 
аликвоты ее раствора поверх слоя модификато-

Рис. 3. Циклические вольтамперограммы, полученные на СУЭ/ЭХВОГ/ПАА в 0.1 М фосфатном буферном раство-
ре с рН 7.0, содержащем 0.1 М NaNO3, при рН 2.0–9.0.
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ра с  последующим высушиванием либо путем 
инкубирования модифицированного электрода 
в  растворе ДНК в  течение определенного вре-
мени с  отмывкой несвязавшихся молекул ДНК. 
Для выбора оптимального варианта проводили 
высушивание на поверхности СУЭ/ЭХВОГ/ПАА 
2 мкл раствора ДНК из молок рыбы или эритро-
цитов цыпленка с концентрацией 1 мг/мл, а также 
инкубирование электрода в растворе ДНК из мо-
лок рыбы в  течение 10–30 мин. Во всех случаях 
после контакта с ДНК электрод промывали водой 
и далее регистрировали циклическую вольтампе-
рограмму в 0.1 М фосфатном буферном растворе 

с рН 7.0, содержащем 0.1 М NaNO3, в диапазоне 
потенциала от –0.6 до 0.8 В, скорость развертки 
0.1 В/с. Контролировали изменение четырех пи-
ков, которые относили к  окислению-восстанов-
лению мономерной и полимерной форм Азура А, 
дополнительных сигналов, относимых к реакци-
ям нуклеотидов ДНК, при этом на вольтамперо-
грамме не обнаруживали (рис. 5). 

При инкубировании электрода в  растворе 
ДНК наблюдали бóльший разброс результатов из-
мерения по сравнению с высушиванием аликво-
ты раствора ДНК, поэтому в  дальнейшем для 
иммобилизации ДНК выбрали ее капельное на-

Рис. 4. Зависимость тока пика от рН на вольтамперограммах для СУЭ/ЭХВОГ/ПАА, диапазон сканирования –0.6 
… 0.8 В, 0.1 В/с, (а) ток пика окисления мономерной формы, (б) ток пика окисления полимерной формы, (в) ток 
пика восстановления мономерной формы, (г) ток пика восстановления полимерной формы красителя.
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Таблица 1. Электрохимические параметры покрытия ЭХВОГ/ПАА

Ток пика Наклон зависимости
lg(I)–lgv

Коэффициент переноса 
электрона

Наклон зависимости 
Ep–lgv

Окисление мономера 0.544 ± 0.014 – –0.030 ± 0.002

Восстановление 
мономера 0.566 ± 0.016 α = 0.70 –0.085 ± 0.014

Окисление полимера 0.943 ± 0.028 1 – α = 0.94 0.063 ± 0.003

Восстановление 
полимера 0.833 ± 0.022 α = 0.78 –0.075 ± 0.005
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несение с последующим высушиванием и отмыв-
кой. Наибольшие изменения вольтамперограмм 
после контакта СУЭ/ПАА с ДНК наблюдали для 
сигналов окисления красителя. Нанесение ДНК 
из эритроцитов цыпленка с большей молекуляр-
ной массой не приводит к значимой разнице сиг-
нала ЭХВОГ/ПАА после высушивания. В  связи 
с этим для создания ДНК-сенсора использовали 
ДНК из молок рыбы.

Влияние природы дополнительных медиаторов 
электронного переноса. Инкубирование ДНК-сен-
сора состава СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК в растворе 
модельного интеркалятора доксорубицина приво-
дит к снижению токов пиков полимерного покры-
тия, однако указанные изменения невелики и не 
позволяют достоверно оценить вклад доксоруби-
цина в сигнал ДНК-сенсора. Для увеличения чув-
ствительности определения доксорубицина пред-
ложен подход, при котором ДНК предварительно 
насыщали растворимыми медиаторами электрон-
ного переноса – МС, НК, НС, МЗ или ГХ. Ис-
пользованные компоненты (кроме ГХ) в раство-
ре находились в катионной (окисленной) форме. 

При этом МЗ, в отличие от МС, не проявляет ин-
теркалирующей способности из-за присутствия 
в  молекуле объемной нитрогруппы вблизи пло-
ского фенотиазинового ядра. Вследствие этого 
МЗ взаимодействует с  ДНК электростатически, 
локализуясь по малым бороздкам спирали ДНК. 
Гидрохинон выбрали, поскольку он  часто ис-
пользуется в качестве редокс-индикатора, но его 
взаимодействие с  модифицирующим покрытием 
не  связано с  электростатическими взаимодей-
ствиями. 

Первоначально для оценки области ре-
докс-активности медиаторов немодифицирован-
ный СУЭ помещали в ячейку, содержащую 1 мМ 
раствор индикатора в рабочем буферном раство-
ре, и регистрировали вольтамперограмму в диа-
пазоне потенциалов от  –1.0 В  до 0.6 В  (0.1 В/с) 
(рис. 6). Во всех случаях на  вольтамперограм-
мах наблюдали хорошо выраженные редокс-пи-
ки в области –0.535 и –0.575 В для НК, –0.15 и 
–0.185 В для МС, 0.21 и  –0.005 В для ГХ (пики 
окисления и  восстановления соответственно). 
В  случае МЗ наблюдали две пары редокс-пиков 

Рис. 5. Влияние способа включения ДНК из молок рыбы и эритроцитов цыпленка в состав поверхностного слоя 
на сигнал СУЭ/ЭХВОГ/ПАА. Циклическая вольтамперометрия, от –0.6 В до 0.8 В, 0.1 М фосфатный буферный 
раствор с рН 7.0, содержащий 0.1 М NaNO3, (а) окисление мономерной формы, (б) окисление полимерной формы, 
(в) восстановление мономерной формы, (г) восстановление полимерной формы. 1 – СУЭ/ЭХВОГ/ПАА, 2 – СУЭ/
ЭХВОГ/ПАА/ДНК из молок рыбы (высушивание), 3 – СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК из молок рыбы (высушивание)/
доксорубицин, 4–6 – СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК из молок рыбы (инкубирование 10, 20, 30 мин соответственно), 7 – 
СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК из эритроцитов цыпленка (высушивание).
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при –0.16 и –0.235 В и при –0.03 и –0.065 В. Для 
НС на  вольтамперограммах наблюдали две вол-
ны при –0.46 и –0.365 В, причем катодный сиг-
нал был более выражен, чем анодный. Как видно, 
выбранные медиаторы проявляют собственную 
электрохимическую активность в  разных об-
ластях потенциалов, что позволило в  процессе 
скрининга охватить весь интересующий диапа-
зон, включая область собственной редокс-актив-
ности ПАА.

Медиаторы в  составе поверхностного слоя 
ДНК-сенсора. После включения медиатора в  со-
став поверхностного слоя сенсора и стабилизации 

токов на вольтамперограммах ДНК-сенсор инку-
бировали в течение 20 мин в 100 нМ растворе док-
сорубицина, промывали водой и снова регистри-
ровали вольтамперограмму.

На вольтамперограмме, полученной на СУЭ/
ЭХВОГ/ПАА/ДНК + МС, наблюдали хорошо 
выраженную пару пиков при –0.35 и –0.2 В. Сиг-
нал МС достаточно стабилен при многократном 
циклировании потенциала (рис. 7а), но  взаимо-
действие ДНК с доксорубицином не влияет на его 
величину (рис. 7б). Соотношение величин ано-
дных токов пика МС до и после введения 100 нМ 
раствора доксорубицина составило 103 ± 2%.

Рис. 6. Циклические вольтамперограммы 1 мМ Метиленового зеленого, Нейтрального красного, Метиленового си-
него, гидрохинона, Нильского синего на стеклоуглеродном электроде. Диапазон сканирования потенциала –1.0 … 0.6 В, 
0.1 В/с, 0.1 М фосфатный буферный раствор с рН 7.0, содержащий 0.1 М NaNO3
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В случае НК сигналы на  СУЭ/ЭХВОГ/
ПАА/ДНК + НК выражены слабее. На воль-
тамперограмме наблюдали пару волн при –0.53 
и  –0.815 В (рис. 7в). Введение доксорубицина 
оказывает несколько большее влияние на  пики 
медиатора по сравнению с МС, но все-таки недо
статочное для количественной характеристики 
взаимодействия ДНК–доксорубицин (рис. 7г). 
Соотношение величин анодных токов НК до и по-
сле введения 100 нМ раствора доксорубицина со-
ставило 114 ± 2%.

При использовании НС сигнал медиатора 
на  вольтамперограмме отсутствует (рис. 7д, е). 
Возможно, его концентрация в смеси с ДНК не-
достаточна для проявления заметной электрохи-
мической активности в  рассмотренной области 
потенциалов.

В случае ГХ на первых циклах сканирования 
потенциала наблюдали хорошо выраженную пару 
пиков, пропадающую при продолжении сканиро-
вания (рис. 7ж). По-видимому, ГХ не удерживает-
ся в слое ДНК на электроде, поскольку его незаря-
женная форма не  вступает в  электростатические 
взаимодействия с биополимером ДНК (рис. 7з).

В отличие от других медиаторов, в случае МЗ 
на  вольтамперограммах удалось зафиксировать 
не  только четкий сигнал медиаторной систе-
мы (рис. 7и), но  и  его значимые изменения при 
контакте с  100 нМ доксорубицином (рис. 7к). 
Соотношение величин анодных токов пика МЗ 
до и после введения 100 нМ раствора доксоруби-
цина составило 58 ± 6%.

Вероятно, при инкубировании ДНК-сенсо-
ра в  растворе доксорубицина антрациклиновый 
препарат вытесняет из  слоя МЗ, электростати-
чески удерживаемый на  поверхности молекулы 
ДНК. Доксорубицин встраивается в спираль ДНК 
за  счет интеркалирования, увеличивает объем 
спирали ДНК, при этом в результате протониро-
вания аминогруппы рибозного фрагмента моле-
кулы доксорубицина сохраняется возможность 
электростатического взаимодействия препарата 
с ДНК, приводящего к экранированию ее отрица-
тельного заряда [22]. В результате вытеснения МЗ 
с поверхности ДНК его пик окисления снижается 
пропорционально концентрации доксорубицина. 
Таким образом, МЗ выбрали в качестве оптималь-
ного медиатора для построения концентрацион-
ной зависимости для определения доксорубици-
на.

Таким образом, МЗ показал наилучшие ха-
рактеристики при регистрации влияния доксо-
рубицина по  сравнению с  другими медиаторами 
электронного переноса. Ранее аналогичные из-
менения сигнала в  системе ДНК–антрациклин 
были обнаружены для МС [18]. Таким образом, 
выбор МЗ не связан непосредственно с проявле-
нием инеркалирования, его отклик на включение 
доксорубицина может быть отнесен к совокупно-

му влиянию всех компонентов слоя на электрохи-
мическую доступность молекул МЗ для электрон-
ного переноса в пределах слоя. 

Определение доксорубицина на  СУЭ/ЭХВОГ/
ПАА/ДНК + МЗ. ДНК-сенсор состава СУЭ/
ЭХВОГ/ПАА/ДНК + МЗ инкубировали в  рас-
творе доксорубицина в  течение 20 мин, после 
чего регистрировали циклическую вольтам-
перограмму в  диапазоне потенциалов от  –0.6 
до  0.8 В со скоростью сканирования 0.1 В/с. 
Увеличение концентрации антрациклинового 
препарата приводит к  закономерному сниже-
нию анодного тока пика медиатора. В  диапа-
зоне концентраций доксорубицина от  0.01 пМ 
до  100 нМ наблюдали линейную зависимость 
y = (12.3 ± 0.7) – (4.04 ± 0.06)lgcдоксорубицин (М) с ко-
эффициентом корреляции 0.998, где y, %, – отно-
сительное снижение тока пика МЗ при контакте 
ДНК-сенсора с доксорубицином. Предел обнару-
жения доксорубицина составил 0.01 пМ.

В табл. 2 представлены аналитические харак-
теристики определения доксорубицина с  помо-
щью электрохимических сенсоров и биосенсоров, 
описанных в  литературе. В  целом электрохи-
мические сенсоры, в  которых сигналом служит 
ток окисления самого доксорубицина, демон-
стрируют худшие характеристики по  сравнению 
с ДНК- и аптасенсорами, обеспечивающими бо-
лее эффективное распознавание и  накопление 
аналита в  приэлектродном слое. Разработанный 
ДНК-сенсор на  доксорубицин демонстрирует 
наиболее широкий диапазон определяемых кон-
центраций и  наиболее низкий предел обнаруже-
ния по сравнению с приведенными в табл. 2 сен-
сорами. 

Анализ реальных образцов. Для апробации раз-
работанного ДНК-сенсора и оценки возможности 
его использования для определения доксорубици-
на в биологических средах строили градуировоч-
ные зависимости для определения доксорубицина 
в ряде модельных растворов и реальных биологи-
ческих образцах. В  качестве модельных раство-
ров использовали раствор искусственной ури-
ны, содержащий 20 мМ KCl, 49 мМ NaCl, 15 мМ 
KH2PO4, 10 мМ CaCl2, 18 мМ NH4Cl и  18 мМ 
мочевины [33], раствор Рингера–Локка [18] для 
имитации электролитов плазмы крови – 154 мМ 
NaCl, 5.6 мМ KCl, 2.2 мМ CaCl2·2H2O, 1.2 мМ 
NaHCO3, 2.5 мМ MgSO4, 3.2 мМ NaH2PO4·2H2O, 
8.3 мМ D-глюкозы и  раствор бычьего сыворо-
точного альбумина с  концентрацией 41.4 мг/мл, 
которая соответствует нормальному уровню сы-
вороточного альбумина у  взрослых. В  качестве 
биологических образцов использовали образцы 
урины и слюны от условно здорового донора. Об-
разцы искусственной и человеческой урины под-
вергали корректировке рН до 7.0 с последующей 
фильтрацией через фильтровальную бумагу в слу-
чае визуального наблюдения выделения осадка. 
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Рис. 7. Стабилизация вольтамперометрического сигнала (10 циклов, стрелки показывают изменения с увеличением числа 
циклов): (а) СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК + МС, (в) СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК + НК, (д) СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК + НС, 
(ж) СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК + ГХ, (и) СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК + МЗ. Диапазон сканирования потенциала: (а, ж, 
и) –0.6 … 0.8 В, (в, д) –1.2 … 0.8 В, 0.1 В/с. Циклические вольтамперограммы для СУЭ/ЭХВОГ/ПАА, СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/
ДНК + медиатор, СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК + медиатор/доксорубицин при использовании в качестве медиатора (б) МС, 
(г) НК, (е) НС, (з) ГХ, (к) МЗ; в 0.1 М фосфатном буферном растворе с рН 7.0, содержащем 0.1 М NaNO3. Диапазон 
сканирования потенциала: (б, з, к) –0.6 … 0.8 В, (г, е) –1.2 … 0.8 В, 0.1 В/с. 
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Для всех использованных образцов подби-
рали оптимальные условия разбавления, ниве-
лирующие мешающее влияние матричных ком-
понентов. Так, искусственную урину разбавляли 
рабочим буферным раствором в объемном соот-
ношении 1 : 1, раствор Рингера– Локка – в про-
порции 1 : 2, человеческую слюну – 1 : 5, обра-
зец урины не требовал разбавления. Наибольшее 
влияние оказывал бычий сывороточный альбу-
мин, для минимизации его влияния исследуемый 
раствор разбавляли в соотношении 1 : 20. Некото-
рое занижение сигнала наблюдали для образцов 
слюны, что могло быть связано с частичной не-
специфической сорбцией доксорубицина на бел-
ках и иных олигомерных компонентах, входящих 
в ее состав.

Правильность определения доксорубицина 
контролировали методом введено–найдено. Сте-
пень открытия в реальных образцах представлена 
в табл. 3. 

ДНК-сенсор состава СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/
ДНК + МЗ показал удовлетворительные резуль-
таты определения доксорубицина в  модельных 
системах и  биологических образцах. Следует от-
метить, что отбор подобных биологических об-
разцов не предусматривает инвазивных процедур, 
поэтому определение антрациклиновых препара-
тов можно проводить, не  травмируя физически 
и  психологически пациентов, получающих тера-
пию данным препаратом. 
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СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Все исследования проводили в  соответствии 
с принципами биомедицинской этики, изложен-

Таблица 2. Аналитические характеристики определения доксорубицина с помощью электрохимических 
сенсоров, ДНК- и аптасенсоров

Электрод/модификатор Метод определения

Линейный 
диапазон 

определяемых 
концентраций

Предел 
обнаружения Литература

Электрохимические сенсоры

СУЭ/полипиррол/нчAu/ЭХВОГ ЦВА 0.02 мкМ–5.2 мМ,
5.2–25 мМ 0.02 мкМ [23]

СУЭ/допированное S УНВ/FeV Хроноамперометрия 20 нМ–542.5 мкМ 5.2 нМ [24]

СУЭ/ПНСОК ДИВА 1 нМ–1 мкМ, 
2–12 мкМ 0.15 нМ [25]

УПЭ/ЭХВОГ/ВУКМП ДИВА 1–15 мкМ 1 нМ [26]
СУЭ/ацетиленовая сажа ЦВА 0.01–2.5 мкМ 3.006 нМ [27]
УПЭ/MgO/УТ ЦВА 0.1–10 мкМ 0.09 мкМ [28]

Электрохимические ДНК- и аптасенсоры
СУЭ/УЧ/АЖ/ДНК СЭИ 0.1 пМ–1 нМ 0.07 пМ [29]
Au/ЭХВОГ/нчAu/аптамер КВВА 0.3 мкМ–6 мкМ 0.1 мкМ [30]
СУЭ/ОУНТ/ДНК ДИВА 1 нМ–20 мкМ 0.6 нМ [31]
СУЭ/УЧ/П[5]А/ПМС/ПНК/
ТКА +ДНК ЦВА 0.5 пМ–1 нМ 0.13 пМ [32]

СУЭ/ПАА+УЧ/ДНК+МС

ЦВА

0.1 пМ–100 нМ 0.03 пМ 

[17]
СУЭ/ПАА+фМУНТ/ДНК+МС

Анодные токи:
0.3 пМ–0.1 нМ;
катодные токи: 

0.3 пМ–0.03 нМ

Анодные токи: 
0.3 пМ

Катодные 
токи: 0.3 пМ 

СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК+МЗ ЦВА 0.01 пМ–100 нМ 0.01 пМ Данная 
работа

Обозначения: АЖ – акридиновый желтый, ВУКМП – вертикально упорядоченные кремниевые мезопористые пленки, 
ДИВА – дифференциально-импульсная вольтамперометрия, КВВА – квадратно-волновая вольтамперометрия, нчAu – 
наночастицы золота, П[5]А – пиллар[5]арен, ПАА – поли(Азур А), ПМС – поли(Метиленовый синий), ПНК – поли(Ней-
тральный красный), ПНСОК – полые наносферы оксида кобальта, СЭИ –спектроскопия электрохимического импеданса, 
ТКА – тиакаликс[4]арен, УНВ – углеродное нановолокно, УПЭ – углеродсодержащий печатный электрод, УТ – углерод-
ные точки, УЧ – углеродная чернь, фМУНТ – функционализированные многостенные углеродные нанотрубки, ЦВА – 
циклическая вольтамперометрия, ЭХВОГ – электрохимически восстановленный оксид графена.
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ными в Хельсинкской декларации 1964 г. и после-
дующих поправках к ней. Биологические образцы 
слюны и мочи были добровольно предоставлены 
авторами данного исследования. 
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ELECTROCHEMICAL DNC-SENSOR FOR DOXORUBICIN BASED ON 
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Abstract. A voltammetric DNA sensor for the determination of doxorubicin was developed, the signal of 
which is the change in the current of the redox mediator Methylene green, recorded by cyclic voltammetry 
on a glass-carbon electrode modified with electrochemically reduced graphene oxide, electropolymerized 
Azur A and DNA saturated with Methylene green. The influence of the nature of the polymer layer and the 
redox mediator used on the sensitivity of doxorubicin determination was determined. At optimal composi-
tion of the surface layer the DNA-sensor allows to determine up to 0.01 pM of doxorubicin. The sensor was 
tested on a number of model (artificial urine, Ringer-Locke’s solution, bovine serum albumin solution) and 
biological samples (saliva, urine) containing doxorubicin.

Keywords: DNA sensor, biosensor, electrochemically reduced graphene oxide, electropolymerization, Azur 
A, DNA intercalation, doxorubicin detection.
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