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Методами вольтамперометрии, спектроскопии электрохимического импеданса, атомно-силовой
микроскопии, спектрофотометрии исследованы свойства и проведен скрининг гексарениевых
халькогенидных нанокластеров (K4[{Re6S8}(OH)6]·8H2O и K4[{Re6S8}(CN)6]·8H2O) в сочетании с уг-
леродными наноматериалами (углеродные нанотрубки и оксид графена) для использования их как
гибридных модификаторов печатных графитовых электродов в составе иммуносенсоров для улуч-
шения аналитических характеристик. Высокий отрицательный заряд нанокластеров можно рас-
сматривать в качестве движущей силы адсорбции кластеров при формировании модифицирован-
ных гибридных наноматериалами электродов. Установлено, что гексарениевые халькогенидные на-
нокластеры обладают электрохимической активностью, что впервые использовано для регистрации
иммунохимических взаимодействий. Изменение сопротивления переноса электрона позволило
выбрать лучшие гибридные наноматериалы. Оценены параметры шероховатости поверхности мо-
дифицированных электродов, связанные с высотными свойствами неровностей. Использование
гексарениевых халькогенидных нанокластеров в сочетании с углеродными наноматериалами в ка-
честве гибридных наномодификаторов позволило разработать высокочувствительные и селектив-
ные амперометрические и импедиметрические иммуносенсоры для определения трициклических
антидепрессантов (амитриптилина, дезипрамина, имипрамина) в фармацевтических препаратах и
урине. Нижняя граница определяемых содержаний на уровне (4–7) × 10–11 М. Относительное стан-
дартное отклонение не превышает 0.050.

Ключевые слова: иммуносенсор, трициклические антидепрессанты, хитозан, полиэфирополиол, уг-
леродные нанотрубки, восстановленный оксид графена, гексарениевые халькогенидные нанокла-
стеры.
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В настоящее время актуальной задачей являет-
ся контроль качества и выявление фальсифици-
рованной продукции, определение лекарствен-
ных веществ, в том числе и следовых количеств, в
фармацевтических препаратах и в биологических
жидкостях и использование полученных данных
для оценки эффективности терапевтических на-
значений при различных заболеваниях [1–3]. Для
этих целей представлены различные методики
[4–7] определения трициклических антидепрес-
сантов (ТЦА) – сильнодействующих лекарствен-
ных препаратов, используемых для эффективно-
го лечения главным образом депрессий. В основ-

ном используют хроматографические методы,
однако они требуют длительной и сложной про-
боподготовки и больших объемов высокочистых
и достаточно токсичных растворителей [8–10].

В качестве альтернативы перспективно при-
менение биосенсорных устройств для доступных,
экспрессных и относительно несложных вариан-
тов анализа, не уступающих по чувствительности
и селективности хроматографическим методикам
[11–14]. Ранее показано, что модификация поверх-
ности трансдьюсера как основы сенсора различны-
ми наноматериалами, в том числе углеродными (уг-
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леродные нанотрубки, фуллерен, оксиды графена)
и наночастицами металлов, способствует формиро-
ванию и значительному усилению аналитического
сигнала [12, 13]. Люминесцетные свойства гексаре-
ниевых комплексов успешно использованы для со-
здания сенсоров и клеточных маркеров [15–17].

Для лучшей иммобилизации наномодифика-
торов на поверхности трансдьюсеров использова-
ли полимерные соединения, в частности хитозан,
который хорошо зарекомендовал себя в этом плане
[17]. Единичные работы посвящены использова-
нию для этих целей полиэфирополиолов [18, 19].

Цель настоящего исследования заключалась в
разработке электрохимических иммуносенсоров
на основе печатных графитовых электродов, мо-
дифицированных гибридными наноматериалами
(углеродные нанотрубки (УНТ) или оксид графе-
на (ГО)) в сочетании с гексарениевыми халькоге-
нидными кластерами (K4[{Re6S8}(OH)6]·8H2O и
K4[{Re6S8}(CN)6]·8H2O), для использования в
контроле качества лекарственных веществ в соот-
ветствующих фармацевтических препаратах и
определения их остаточных количеств в урине на
примере ТЦА.

Перспективность применения гексарениевых
кластеров в качестве компонентов электрохими-
ческих иммуносенсоров обусловлена их электро-
химической активностью [20–22] и высоким от-
рицательным зарядом, который в свою очередь
можно рассматривать в качестве движущей силы
адсорбции кластеров на УНТ и ГО при получении
гибридных наноматериалов [19].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Основа иммуносенсора представляет собой

печатные графитовые электроды конструкции
“3 в 1”, включающие рабочий, вспомогательный
(графитовые чернила; Gwent Electronic Materials,
США) электроды и электрод сравнения (паста
Ag/AgCl). Планарные графитовые электроды из-
готовлены на полимерной подложке методом пе-
чатных технологий на кафедре аналитической хи-
мии КФУ. Для электрохимических измерений
использовали потенциостат/гальваностат 204N
со встроенным модулем FRA32M (Autolab, Ни-
дерланды), позволяющим работать в различных
режимах вольтамперометрии и спектроскопии
электрохимического импеданса. Условия получе-
ния диаграмм Найквиста: частота 0.04–105 Гц,
амплитуда 5 мВ. Для получений дисперсий угле-
родных наноматериалов применяли ультразвуко-
вую ванну модели S30H (Elmasonic, Германия) с
частотой 37 кГц. В ходе приготовления растворов
лекарственных препаратов использовали центри-
фугу марки “MiniSpin” (Eppendorf, Германия).
На атомно-силовом микроскопе (АСМ) “Titani-
um” [23, 24] (НТ-МДТ, Россия) регистрировали

АСМ-изображения. Измерения проводили на
воздухе в полуконтактном режиме со скоростью
сканирования 0.8–1 Гц и разрешением 512 точек
на линию. Использовали стандартные кремние-
вые кантилеверы NSG-10 с резонансной частотой
279 кГц (НТ-МДТ, Россия). Все АСМ-изображе-
ния получали при комнатной температуре. Полу-
ченные изображения обрабатывали и анализиро-
вали с помощью программы “Image Analysis”
(НТ-МДТ, Россия).

Фосфатные буферные растворы (ФБ) с
рН 6.0–7.5 и боратный буферный раствор с рН 8.0
готовили из препаратов х. ч. и ч. д. а. (ЗАО “Ла-
верна”, Россия).

Гексарениевые халькогенидные кластеры
K4[{Re6S8}(OH)6]·8H2O и K4[{Re6S8}(CN)6]·8H2O
синтезированы, охарактеризованы и предостав-
лены лабораторией “Синтеза кластерных соеди-
нений и материалов” Института неорганической
химии им. А.В. Николаева СО РАН. Кластеры
синтезировали по ранее опубликованным мето-
дикам, а именно: (K4[{Re6S8}(CN)6]) [20] и
(K4[{Re6S8}(OH)6]) [21]. Использовали водные
растворы кластеров (1 × 10–3 М).

В качестве компонентов модификаторов по-
верхности использовали УНТ и ГО (Sigma-Al-
drich, США). Для более прочного закрепления на
поверхности электрода углеродных модификато-
ров их наносили в составе аминопроизводного на
платформе полиэфирополиола второй генерации
(Н20-NH2) (модифицированы на кафедре неор-
ганической химии КФУ, Россия) и хитозана, рас-
твор которого готовили в 2%-ной уксусной кис-
лоте марки х. ч.

Адсорбцию кластерных анионов [{Re6S8}(OH)6]4–

и [{Re6S8}(CN)6]4– на УНТ и ГО проводили по сле-
дующей методике. Раствор кластерных комплек-
сов (0.035 мМ) в воде смешивали с растворами
УНТ (0.04 г/л) или ГО (0.02 г/л) в хитозане. Смесь
перемешивали с помощью шейкера Hei-MIX
Multi Reax в течение 10 мин и обрабатывали уль-
тразвуком в течение 10 мин с дальнейшим разде-
лением фаз центрифугированием при 4°C
(15000 об/мин), чтобы избавиться от избыточных
кластерных единиц. Адсорбцию кластерных еди-
ниц из водной фазы оценивали путем сопостав-
ления спектров люминесценции водных раство-
ров кластера до смешивания с УНТ и ГО в хитоза-
не и после фазового разделения. Спектры
люминесценции регистрировали на флуорес-
центном спектрофотометре Hitachi F-7100; образ-
цы возбуждали при 380 нм.

Поликлональные антитела (Ат) против ТЦА
(предоставлены проф. Ереминым С.А., МГУ) им-
мобилизовали на поверхность модифицирован-
ных электродов, используя в качестве матричного
компонента Н20-NH2. Сшивающий реагент –
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1%-ный водный раствор глутарового альдегида
(ICN Biomedicals Ins., США).

Объекты анализа: лекарственные вещества
амитриптилин, дезипрамин, имипрамин (Sigma-
Aldrich, США) и содержащие их фармацевтические
препараты “Амитриптилин” (ЗиО-Здоровье, По-
дольск, Россия), “Петилил” (AWD, Германия),
“Мелипрамин” (Фармацевтический завод “ЭГИС”,
Венгрия) соответственно. Серию стандартных рас-
творов лекарственных веществ с концентрациями
в диапазоне от 10–10 до 10–5 М готовили по точной
навеске.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для разработки электрохимических иммуно-

сенсоров на основе печатных графитовых элек-
тродов, модифицированных гибридными нано-
материалами, необходимо подобрать условия
применения гексарениевых халькогенидных кла-
стеров и наиболее подходящие варианты сочета-
ния их с углеродными наноматериалами. С этой
целью изучали предполагаемые модификаторы
электродной поверхности в различных комбина-
циях.

Характеристика гексарениевых халькогенидных
кластеров. Поскольку использовали водные рас-
творы гексарениевых халькогенидных кластеров,
представляли интерес сведения о форме суще-
ствования этих соединений в изучаемых услови-
ях. Согласно данным спектрофотометрии, при
длинах волн 431 и 435 нм наблюдаются полосы
плазмонного поглощения, которые свидетельству-
ет о наличии соответственно K4[{Re6S8}(OH)6] и
K4[{Re6S8}(CN)6] в изучаемых растворах, что согла-
суется с данными [25]. Кроме того, в водных раство-
рах K4[Re6S8(CN)6] существует в виде четырехза-
рядных анионов [{Re6S8}(CN)6]4–, которые не
претерпевают никаких превращений в воде и
водных растворах хитозана за счет высокой тер-
модинамической и кинетической устойчивости
данного кластера [20]. Образующийся при дис-
социации K4[Re6S8(OH)6] четырехзарядный ани-
он [{Re6S8}(OH)6]4– в водных растворах при
рН 7.0 находится в равновесии с двузарядным
анионом [{Re6S8}(OH)4(H2O)2]2– за счет кинети-
ческой лабильности шести апикальных гидрок-
сил-анионов, претерпевающих в нейтральной об-
ласти рН частичное протонирование [16].

Модификация поверхности печатных графито-
вых электродов гексарениевыми халькогенидными
кластерами в присутствии хитозана или полиэфи-
рополиола Н20-NH2. На поверхность электрода
послойно наносили Н20-NH2 (1 мг/мл) или хито-
зан (0.75%), затем K4[{Re6S8}(OH)6] или
K4[{Re6S8}(CN)6] (1 × 10–3 М). Каждый слой высу-
шивали. После чего регистрировали дифферен-

циально-импульсные вольтамперограммы в диа-
пазоне потенциалов от 0.0 до 1.0 В при скорости
10 мВ/с. На фоне ФБ с pH 7.0 наблюдаются пики
одноэлектронного окисления K4[{Re6S8}(OH)6] и
K4[{Re6S8}(CN)6] при потенциалах 310 или 525 мВ
(хитозан) и 305 или 575 мВ (полиэфирополиол)
соответственно (табл. 1), что согласуется с экспе-
риментальными результатами и с данными [26]:

Таким образом, матричный материал незначи-
тельно влияет на электрохимическое поведение
кластеров.

Изучение влияния рН среды (значения, близ-
кие к рН крови и мочи) на электрохимическое
поведение гексарениевых халькогенидных кла-
стеров показало, что максимальный аналитиче-
ский сигнал по величине и его сдвиг в менее по-
ложительную область потенциалов наблюдаются
для обоих кластеров при рН 7.0 (табл. 1).

Рассмотрено влияние на аналитический сиг-
нал последовательности нанесения компонентов
на поверхность электрода: (а) предварительное
смешивание хитозана с K4[{Re6S8}(OH)6] (1 : 1)
с последующим нанесением смеси на поверхность
трансдьюсера; (б) послойное нанесение:
K4[{Re6S8}(OH)6] и далее хитозан (1 : 1); (в) послой-
ное нанесение: хитозан и затем K4[{Re6S8}(OH)6]
(1 : 1). Для вариантов (а) и (б) характерно уширение
пика и уменьшение тока (до 0.4 мкА) в три раза в
сравнении с вариантом (в) (1.3 мкА).

Максимальные значения тока окисления харак-
терны для кластеров в составе композитов хитозан/
K4[{Re6S8}(OH)6] (1 : 2), хитозан/K4[{Re6S8}(CN)6]
(1 : 2), полиэфирополиол/K4[{Re6S8}(OH)6] (1 : 2),
полиэфирополиол/K4[{Re6S8}(CN)6] (1 : 4) (табл. 1).

Особенности получения биочувствительной ча-
сти иммуносенсоров. Для получения биочувстви-
тельной части на поверхность модицифирован-
ного наноструктурированными материалами пе-
чатного графитового электрода наносили смесь
для иммобилизации, содержащую Ат (разведение
1 : 10), ФБ с pH 7.5, полиэфирополиол H20-NH2
(1 мг/мл) и глутаровый альдегид (1%). Получен-
ные иммуносенсоры оставляли на ночь в закры-
той чашке Петри при 4°С [27]. Включение в со-
став смеси для иммобилизации сшивающего
агента – глутарового альдегида – способствует
прочному закреплению биорецептора на поверх-
ности сенсора и снижению активности Ат [28].
Для предотвращения последнего в смесь добавля-
ют H20-NH2 (часть альдегида связывается с ами-
ногруппами полиола, не инактивируя при этом
активные центры рецептора).

4– 3–
6 8 6 6 8 6Re S OH – e Re S O[ ( ) ] [ ( ) ]H ,→

( )[ ] ( )[ ]4– 3–
6 8 6 86 6Re S CN –  e Re S CN .→
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Модификация поверхности печатных графито-
вых электродов гибридными наноматериалами.
K4[{Re6S8}(OH)6] и K4[{Re6S8}(CN)6] в присутствии
углеродных нанотрубок. На поверхность электрода
наносили дисперсию УНТ в полиэфирополиоле
или хитозане (1 мг/мл), затем K4[{Re6S8}(OH)6]
или K4[{Re6S8}(CN)6] (1 × 10–3 М). Каждый слой
высушивали, после чего регистрировали диффе-
ренциально-импульсные вольтамперограммы в
диапазоне потенциалов от 0.0 до 1.0 В при скорости
развертки 10 мВ/с. На фоне ФБ с pH 7.0 в отсутствие
или в присутствие УНТ наблюдаются пики элек-
трохимического окисления K4[{Re6S8}(OH)6] в об-
ласти потенциалов 310–320 мВ (рис. 1а) и
K4[{Re6S8}(CN)6] в области потенциалов 570–600 мВ
(рис. 1б). Таким образом, УНТ при послойном
нанесении в присутствии хитозана способствуют
увеличению тока окисления K4[{Re6S8}(OH)6] в
семь раз (от 1.3 до 9.2 мкА) и K4[{Re6S8}(CN)6] в
три раза (от 1.9 до 5.7 мкА) (рис. 1а и 1б, кривые 3).

Связывание отрицательно заряженных кла-
стеров с хитозановым слоем УНТ и ГО основано
на их электростатическом притяжении к аммо-
нийным группам на поверхности хитозана. Оче-
видно, что такое связывание должно приводить к
равновесию, при котором кластеры могут нахо-
диться как в составе коллоидной фазы на основе
УНТ и ГО, так и в растворе.

Люминесцентный анализ водной фазы, осно-
ванный на соответствующих свойствах класте-
ров, может быть использован для оценки распре-
деления кластеров между фазами. Спектры лю-
минесценции водных растворов кластеров до и
после смешения с коллоидной фазой и последую-
щего фазового разделения приведены на рис. 2.

Так как оба кластера эффективно адсорбиру-
ются на УНТ, частицы, скорее всего, солюбили-
зируются за счет инкапсуляции внутрь агрегатов,
образованных молекулами хитозана, в то время
как амино/аммонийные группы остаются экспо-
нированными на поверхности, что является пред-
посылкой адсорбции анионных кластеров.

K4[{Re6S8}(OH)6] и K4[{Re6S8}(CN)6] в присут-
ствии оксида графена. На поверхность электрода
послойно наносили водную дисперсию ГО
(1 мг/мл), затем полиэфирополиол (1 мг/мл) или
хитозан (0.75%) и K4[{Re6S8}(OH)6] или
K4[{Re6S8}(CN)6] (1 × 10–3 М). Каждый слой высу-
шивали, после чего регистрировали дифферен-
циально-импульсные вольтамперограммы в диа-
пазоне потенциалов от 0.0 до 1.0 В при скорости
развертки 10 мВ/с. На фоне ФБ с pH 7.0 в отсут-
ствие или в присутствии ГО наблюдаются пики
электрохимического окисления K4[{Re6S8}(OH)6]
в области потенциалов 260–300 мВ (рис. 1в) и
K4[{Re6S8}(CN)6] в области потенциалов 550–570 мВ
(рис. 1г). Таким образом, ГО при послойном нане-

Таблица 1. Влияние на аналитический сигнал модификатора поверхности иммуносенсора, его состава и рН рас-
твора

E, мВ I, мкА Модификатор

Модификация кластерами рения в хитозане, ФБ с рН 7.0
310 1.3 Хитозан/K4[{Re6S8}(ОН)6] (1 : 1)
305 2.4 Хитозан/K4[{Re6S8}(OH)6] (1 : 2)
575 1.9 Хитозан/K4[{Re6S8}(CN)6] (1 : 1)
575 2.8 Хитозан/K4[{Re6S8}(CN)6] (1 : 2)

Модификация кластерами рения в полиэфирополиоле, ФБ с рН 7.0
310 3.3 Полиэфирополиол/K4[{Re6S8}(ОН)6] (1 : 1)
325 11.2 Полиэфирополиол/K4[{Re6S8}(OH)6] (1 : 2)
525 4.7 Полиэфирополиол/K4[{Re6S8}(CN)6] (1 : 1)
534 9.2 Полиэфирополиол/K4[{Re6S8}(CN)6] (1 : 4)

Зависимость от pH (модификатор – хитозан/K4[{Re6S8}(ОН)6])
383 0.2 Буферный раствор pH 6.0
310 1.3 Буферный раствор pH 7.0
504 0.6 Буферный раствор pH 8.0

Зависимость от pH (модификатор – полиэфирополиол/K4[{Re6S8}(CN)6])
589 3.8 Буферный раствор pH 6.0
525 4.7 Буферный раствор pH 7.0
524 0.3 Буферный раствор pH 8.0
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сении в присутствии хитозана практически не
изменяет величину тока окисления, однако
происходит смещение потенциала окисления
K4[{Re6S8}(OH)6] в менее положительную область,
что свидетельствует о более легком протекании
электрохимической реакции. Для K4[{Re6S8}(CN)6]
в присутствии ГО и хитозана характерно увеличе-
ние аналитического сигнала в четыре раза (от 1.9
до 8.0 мкА).

В то время как оба кластера адсорбируются на
УНТ, покрытом хитозаном, адсорбция на поверх-
ности ГО–хитозан минимальна. Это можно объ-
яснить различием в морфологии гибридных агре-
гатов УНТ–хитозан и ГО–хитозан. Следует отме-
тить, что связывание гидрофобных УНТ с

хитозаном может происходить за счет гидрофоб-
ности последнего, обусловленной наличием глю-
козаминовых звеньев, что должно приводить к
смешанным агрегатам с экспонированными на
поверхности аммонийными группами. А гидро-
фильные отрицательно заряженные частицы ГО
связывают молекулы хитозана прежде всего за
счет электростатического взаимодействия с ами-
но/аммонийными группами хитозана. В свою
очередь, такое связывание частиц ГО с молекула-
ми хитозана должно понижать способность ами-
но/аммонийных групп хитозана адсорбировать
анионные кластеры.

Спектроскопия электрохимического импе-
данса. Метод позволяет оценить сопротивле-
ние переноса электрона на границах элек-

Рис. 1. Дифференциально-импульсные вольтамперограммы: фосфатный буферный раствор с pH 7.0 (кривые 1) (а),
(б), (в), (г); K4[{Re6S8}(OH)6] и K4[{Re6S8}(CN)6] (кривые 2) (а), (б), (в), (г); УНТ–хитозан/K4[{Re6S8}(OH)6]
(кривая 3) (а); УНТ–хитозан/K4[{Re6S8}(CN)6] (кривая 3) (б); ГО/хитозан/K4[{Re6S8}(OH)6] (кривая 3) (в); ГО/хито-
зан/K4[{Re6S8}(CN)6] (кривая 3) (г).
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трод/модификатор и электрод/раствор, что да-
ет ценную информацию при выявлении
лучшего состава гибридного покрытия для мо-
дификации поверхности электродов. Согласно
диаграммам Найквиста (рис. 3) лучшими ги-
бридными наномодификаторами с наимень-
шими значениями сопротивления переноса
электрона являются следующие наноматериа-
лы: УНТ–хитозан (2 мг/мл)/K4[{Re6S8}(OH)6]
(или K4[{Re6S8}(CN)6]), УНТ–H20-NH2
(2 мг/мл)/K4[{Re6S8}(OH)6] (или K4[{Re6S8}(CN)6]),
ГО–хитозан–K4[{Re6S8}(OH)6] (или
K4[{Re6S8}(CN)6]) в соотношении (1 : 2 : 2) и (1 : 2 : 1)
соответственно, ГО–H20-NH2–K4[{Re6S8}(OH)6]
(или K4[{Re6S8}(CN)6]) в соотношении (1 : 1 : 2) и
(1 : 2 : 1) соответственно.

Уменьшение концентрации УНТ способствует
увеличению сопротивления переноса электрона в
1.5 раза (рис. 3а, 3б), в то время как уменьшение
концентрации ГО приводит к снижению сопро-
тивления в 1.2 раза (рис. 3в, 3г).

Атомно-силовая микроскопия. Исследование
морфологии получаемых покрытий электродной
поверхности методом АСМ может дать ценную
информацию для выбора наилучшей основы для
разрабатываемых иммуносенсоров.

Как видно из представленных изображений
(рис. 4), поверхность чистого электрода является
развитой. Разброс по высоте на скане 3 × 3 мкм
составляет 240 нм. На примере K4[{Re6S8}(CN)6]
показано, что нанесение нанокластера приводит
к его равномерному распределению на поверхно-
сти чистого электрода. Разброс по высоте на ска-
не 3 × 3 мкм уменьшился до 120 нм. При этом
концентрация K4[{Re6S8}(CN)6] (1 × 10–3 М) явля-

ется достаточной для модификации поверхности
электрода.

Особенности структуры углеродных нанома-
териалов (ГО–H20-NH2 и УНТ–H20-NH2) поз-
воляют им по-разному модифицировать поверх-
ность электрода. При использовании ГО–H20-NH2
на поверхности формируются относительно
крупные агломераты, по форме близкие к сфери-
ческим. Разброс по высоте на скане 3 × 3 мкм со-
ставил 250 нм. В результате модификации элек-
трода с помощью УНТ–H20-NH2 на его поверх-
ности сформировалась складчатая структура, а
разброс по высоте даже на скане 1.6 × 1.6 мкм со-
ставил 240 нм. Используемая концентрация угле-
родных наноматериалов достаточна для увеличе-
ния шероховатости поверхности и использования
ее в качестве основы для дальнейшего преобразо-
вания поверхности электрода.

Нанесение на поверхность углеродных нано-
материалов (ГО–H20-NH2 и УНТ–H20-NH2)
K4[{Re6S8}(CN)6] приводит к получению более од-
нородной поверхности и к уменьшению разброса
по высоте. В случае нанесения на поверхность
УНТ K4[{Re6S8}(CN)6] происходит формирование
относительно более мелких агломератов, по фор-
ме близких к сферическим по сравнению с по-
верхностью ГО.

Сочетание углеродных наноматериалов и на-
нокластеров приводит к сильному перепаду вы-
сот. В свою очередь, перепад высот может спо-
собствовать прочному закреплению Ат на по-
верхности электрода и их доступности для
взаимодействия с антигеном (Аг) и к образованию
более прочного иммунного комплекса Ат–Аг.

Рис. 2. Спектры люминесценции водных растворов K4[{Re6S8}(OH)6] (1) (а) и K4[{Re6S8}(CN)6] (1) (б) до фазового
разделения и после фазового разделения K4[{Re6S8}(OH)6] + ГО (2) (а), K4[{Re6S8}(OH)6] + УНТ (3) (а),
K4[{Re6S8}(CN)6] + ГО (2) (б), K4[{Re6S8}(CN)6] + УНТ (3) (б).  = 0.035 мМ, сГО =
= 0.02 мг/мл, сУНТ = 0.04 мг/мл.
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Результаты АСМ сопоставляли, используя па-
раметры шероховатости, где под шероховатостью
понимается совокупность неровностей поверх-
ности с относительно малыми шагами выделен-
ная с помощью базовой длины, связанные с вы-
сотными свойствами неровностей [29]: среднее
квадратическое отклонение профиля в пределах
базовой длины (Rq) и среднее арифметическое аб-
солютных значений отклонений профиля в пре-
делах базовой длины (Ra). Из представленных

АСМ-изображений в режиме топографии (рис. 4)
следует, что добавление углеродных наноматери-
алов (ГО–H20-NH2 и УНТ–H20-NH2) приводит
к увеличению Ra с 35.4 до 49.1 и 63.52 нм соответ-
ственно. В свою очередь, добавление углеродных
наноматериалов (ГО–H20-NH2 и УНТ–H20-
NH2) приводит и к увеличению Rq с 44.65 до 62.85
и 78.33 нм соответственно.

Природа формирования аналитического сигнала
иммуносенсора. После нанесения гибридного на-

Рис. 3. Диаграммы Найквиста. (а): 1 – УНТ–H20-NH2 (2 мг/мл)/K4[{Re6S8}(OH)6], 2 – УНТ–H20-NH2
(2 мг/мл)/K4[{Re6S8}(CN)6], 3 – УНТ–H20-NH2 (1.5 мг/мл)/K4[{Re6S8}(OH)6], 4 – УНТ–H20-NH2
(1 мг/мл)/K4[{Re6S8}(OH)6], 5 – УНТ–H20-NH2 (1 мг/мл)/K4[{Re6S8}(CN)6], 6 – УНТ–H20-NH2
(1.5 мг/мл)/K4[{Re6S8}(CN)6]; (б): 1 – УНТ–хитозан (2 мг/мл)/ K4[{Re6S8}(CN)6], 2 – УНТ–хитозан
(2 мг/мл)/K4[{Re6S8}(OH)6], 3 – УНТ–хитозан (1 мг/мл)/ K4[{Re6S8}(OH)6], 4 – УНТ–хитозан
(1 мг/мл)/K4[{Re6S8}(CN)6], 5 – УНТ–хитозан (1.5 мг/мл)/K4[{Re6S8}(CN)6], 6 – УНТ–хитозан
(1.5 мг/мл)/K4[{Re6S8}(OH)6]; (в): 1 – ГО–H20-NH2–K4[{Re6S8}(CN)6] (1 : 2 : 1), 2 – ГО–H20-NH2–K4[{Re6S8}(OH)6]
(1 : 1 : 2), 3 – ГО–H20-NH2–K4[{Re6S8}(OH)6] (1 : 2 : 1), 4 – ГО–H20-NH2–K4[{Re6S8}(CN)6] (1 : 2 : 2), 5 – ГО–H20-
NH2–K4[{Re6S8}(CN)6] (1 : 1 : 2), 6 – ГО–H20-NH2–K4[{Re6S8}(OH)6] (1 : 2 : 2); (г): 1 – ГО–хитозан–K4[{Re6S8}(OH)6]
(1 : 2 : 2), 2 – ГО–хитозан–K4[{Re6S8}(CN)6] (1 : 2 : 1), 3 – ГО–хитозан–K4[{Re6S8}(OH)6] (1 : 1 : 2), 4 – ГО–хитозан–
K4[{Re6S8}(CN)6] (1 : 1 : 2), 5 – ГО–хитозан–K4[{Re6S8}(OH)6] (1 : 2 : 1), 6 – ГО–хитозан–K4[{Re6S8}(CN)6] (1 : 2 : 2).

150

125

100

75

50

25

0
200 250 300 350 400

–Z", Ом

Z', Ом

(в)

654

3

21

150

125

100

75

50

25

0
150 250200 300 350 400

–Z", Ом

Z', Ом

(б)

6

5

4
32

1

125

100

75

50

25

0
200 300250 350 450400 500

–Z", Ом

Z', Ом

(a)

6

5

43
21

175

150

125

100

75

50

25

0
200 250 300 350 450400

–Z", Ом

Z', Ом

(г)

6
5

43
21



1130

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 76  № 12  2021

МЕДЯНЦЕВА и др.

номодификатора на поверхность печатного гра-
фитового электрода наносили Ат в соответству-
ющем разведении: (1 : 10, 1 : 50, 1 : 100, 1 : 200).
Наличие Ат на модифицированной поверхности
приводит к снижению тока окисления

K4[{Re6S8}(OH)6] и K4[{Re6S8}(CN)6] (рис. 5а, кри-
вая 2). Наименее выраженное уменьшение вели-
чины регистрируемого сигнала и наименьшее со-
противление переноса электрона обеспечивает
разведение Ат 1 : 10.

Рис. 4. АСМ-изображения в режиме топографии поверхности в 2D проекциях: (а) – чистый электрод; (б) –
K4[{Re6S8}(CN)6]; (в) – ГО–H20-NH2; (г) – ГО–H20-NH2–K4[{Re6S8}(CN)6] (1 : 2 : 1); (д) – УНТ–H20-NH2 (2 мг/мл);
(е) – УНТ–H20-NH2(2мг/мл)/K4[{Re6S8}(CN)6].
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В ходе варьирования рН (6.0–8.0) установле-
но, что наибольшие токи окисления
K4[{Re6S8}(OH)6] и K4[{Re6S8}(CN)6] регистриру-
ются в этих условиях при рН 6.0 и 7.5. Однако
смещение аналитического сигнала в более поло-
жительную область потенциалов при рН 6.0 и его
уширение говорят о более затруднительном про-
текании электрохимической реакции в сравне-
нии с той же реакцией при рН 7.5. Таким образом,
для электроокисления кластеров в присутствии
Ат наилучшим значением pH является 7.5.

Полученный иммуносенсор опускали в элек-
трохимическую ячейку, содержащую Аг. Регистри-

ровали дифференциально-импульсные вольтампе-
рограммы в фоновом растворе (ФБ с pH 7.5) в диа-
пазоне потенциалов от 0.0 до 1.0 В со скоростью
сканирования 10 мВ/с (рис. 5а). Взаимодействие
Ат с Аг приводит к образованию иммунного ком-
плекса Аг–Ат на поверхности электрода, что про-
является в уменьшении аналитического сигнала
(рис. 5а, кривая 3) за счет увеличения сопротив-
ления на границе электрод/раствор. Нельзя ис-
ключить и возможность возникновения стериче-
ских препятствий за счет образования иммунных
комплексов на поверхности иммуносенсоров.

Рис. 5. (а) Дифференциально-импульсные вольтамперограммы: модификатор ГО–H20-NH2/K4[{Re6S8}(CN)6] (1),
модификатор в присутствии антител (2), модификатор в присутствии антител и 1 × 10–8 М амитриптилина (3), фос-
фатный буферный раствор с pH 7.5 (4). (б) Зависимость логарифма тока окисления K4[{Re6S8}(CN)6] от логарифма
скорости наложения потенциала. (в) Диаграммы Найквиста: модификатор УНТ–H20-NH2 (2мг/мл)/
K4[{Re6S8}(OH)6] (1), модификатор в присутствии антител (2), модификатор в присутствии антител и 1 × 10–9 М (3) и
1 × 10–8 М антигена (4).
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Для установления природы тока рассмотрена
его зависимость от скорости наложения потенци-
ала (в режиме циклической вольтамперометрии).
Критерий Семерано, рассчитанный из логариф-
мической зависимости величины тока окисления
K4[{Re6S8}(CN)6] от скорости наложения потен-
циала (tg = lgI/lgν), равен 0.25 (рис. 5б), что ука-
зывает на кинетическую природу наблюдаемого
тока [30].

Разработанные иммуносенсоры. По результатам
исследований (электрохимическое поведение,
данные спектроскопии электрохимического им-
педанса (СЭИ)) выбраны лучшие гибридные на-
номатериалы для использования их в качестве
модификаторов поверхности печатных графито-
вых электродов (ПГЭ), взятых за основу следую-
щих иммуносенсоров:

Иммуносенсор 1: ПГЭ, модифицированный
дисперсией УНТ в полиэфирополиоле (2 мг/мл)
и K4[{Re6S8}(OH)6] в соотношении 1 : 1 (УНТ–
H20-NH2/K4[{Re6S8}(OH)6]/Ат).

Иммуносенсор 2: ПГЭ, модифицированный
смесью дисперсии ГО в полиэфирополиоле и
K4[{Re6S8}(OH)6] в соотношении 1 : 1 : 2 (ГО–
H20-NH2–K4[{Re6S8}(OH)6]/Ат).

Иммуносенсор 3: ПГЭ, модифицированный
дисперсией УНТ в полиэфирополиоле (1 мг/мл)
и K4[{Re6S8}(CN)6] в соотношении 1 : 1 (УНТ–
H20-NH2/K4[{Re6S8}(CN)6]/Ат).

Иммуносенсор 4: ПГЭ, модифицированный
смесью дисперсии ГО в полиэфирополиоле и
K4[{Re6S8}(CN)6] в соотношении 1 : 2 : 1 (ГО–
H20-NH2–K4[{Re6S8}(CN)6]/Ат).

Аналитические характеристики импедиметриче-
ского иммуносенсора. В ходе нанесения Ат против
ТЦА в присутствии Аг и образовании комплекса

Ат–Аг обнаружено значительное изменение в со-
противлении переноса электрона, что использо-
вано при разработке импедиметрического имму-
носенсора (рис. 5в). Наилучшие аналитические
характеристики получены в случае иммуносенсо-
ра 1, который обладает более широким диапазо-
ном рабочих концентраций, хотя нижняя грани-
ца определяемых содержаний находится пример-
но на одном и том же уровне 5 × 10–11 М) (табл. 2)
по отношению к иммуносенсору 2 (7 × 10–11 М).
Для проверки правильности полученных резуль-
татов использовали метод введено–найдено
(табл. 3). Погрешность определения (sr) не превы-
шает 0.049.

Аналитические характеристики амперометриче-
ского иммуносенсора. Лучшими аналитическими
характеристиками обладает иммуносенсор 4, ха-
рактеризующийся более широким диапазоном
рабочих концентраций с нижней границей опре-
деляемых содержаний на уровне 4 × 10–11 М
(табл. 4) по отношению к иммуносенсору 3. Для
проверки правильности полученных результатов
использовали метод введено–найдено (табл. 3).

Определение лекарственного вещества в лекар-
ственной форме. На основе полученных результа-
тов предложена методика определения амитрип-
тилина, дезипрамина и имипрамина в соответ-
ствующих фармацевтических препаратах.

Методика определения. Таблетку препарата
растирали в ступке в порошок, растворяли в ди-
стиллированной воде (10 мл) с добавлением эти-
лового спирта (5 мл). После центрифугирования
(15 мин, 7000 об/мин) надосадочную жидкость
переносили в мерную колбу емк. 25 мл. Нераство-
рившийся осадок обрабатывали 10 мл дистилли-
рованной воды и центрифугировали при тех же
условиях. Раствор переносили в колбу и доводили

Таблица 2. Аналитические возможности импедиметрических иммуносенсоров при определении амитриптили-
на (разведение антител, 1 : 10, рН 7.5, n = 5, Р = 0.95)

Примечание: ΔRet = ((Ret(imr) – Ret(ims))/Ret(ims)) × 100%, где Ret(imr) – сопротивление переноса электрона на границе элек-
трод/модификатор при образовании иммунного комплекса, Ret(ims) – сопротивление переноса электрона на границе элек-
трод/модификатор в присутствии Ат.

Лекарственное 
соединение

Область рабочих 
концентраций, М

Уравнение градуировочной зависимости 
ΔRet = (A ± δ) + (B ± δ)(–lgc) сн, М

A ± δ B ± δ r

Иммуносенсор 1 (УНТ–H20-NH2/K4[{Re6S8}(ОН)6]/Ат)
Амитриптилин 1 × 10–10–1 × 10–5 1940 ± 136 –196 ± 12 0.9978 5 × 10–11

Дезипрамин 1917 ± 131 –193 ± 11 0.9981
Имипрамин 1953 ± 139 –197 ± 12 0.9989

Иммуносенсор 2 (ГО–H20-NH2–K4[{Re6S8}(ОН)6]/Ат)
Амитриптилин 1 × 10–10–1 × 10–6 1538 ± 108 –149 ± 10 0.9963 7 × 10–11

Дезипрамин 1501 ± 104 –145 ± 9 0.9983
Имипрамин 1525 ± 104 –148 ± 10 0.9991



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 76  № 12  2021

НАНОКЛАСТЕРЫ РЕНИЯ 1133

Таблица 3. Результаты определения трициклических антидепрессантов иммуносенсорами (рН 7.5, n = 5, P =
= 0.95)

Лекарственное соединение Введено, М Найдено, М sr

Импедиметрический иммуносенсор 1 (УНТ–H20-NH2/K4[{Re6S8}(ОН)6]/Ат)
Амитриптилин 1 × 10–8 (1.02 ± 0.05) × 10–8 0.037

1 × 10–7 (1.00 ± 0.04) × 10–7 0.033

Дезипрамин 1 × 10–8 (1.03 ± 0.05) × 10–8 0.036

1 × 10–7 (1.01 ± 0.04) × 10–7 0.032

Импедиметрический иммуносенсор 2 (ГО–H20-NH2–K4[{Re6S8}(ОН)6]/Ат)
Амитриптилин 1 × 10–8 (1.02 ± 0.06) × 10–8 0.049

1 × 10–7 (1.01 ± 0.06) × 10–7 0.045

Имипрамин 1 × 10–8 (1.05 ± 0.06) × 10–8 0.048

1 × 10–7 (1.04 ± 0.06) × 10–7 0.045

Амперометрический иммуносенсор 3 (УНТ–H20-NH2/K4[{Re6S8}(CN)6]/Ат)
Амитриптилин 1 × 10–8 (1.03 ± 0.04) × 10–8 0.031

1 × 10–7 (1.01 ± 0.03) × 10–7 0.027

Дезипрамин 1 × 10–8 (1.02 ± 0.04) × 10–8 0.031

1 × 10–7 (1.01 ± 0.03) × 10–7 0.027

Амперометрический иммуносенсор 4 (ГО–H20-NH2/K4[{Re6S8}(CN)6]/Ат)
Амитриптилин 1 × 10–8 (1.02 ± 0.04) × 10–8 0.029

1 × 10–7 (1.00 ± 0.03) × 10–7 0.024

Имипрамин 1 × 10–8 (1.02 ± 0.04) × 10–8 0.029

1 × 10–7 (1.01 ± 0.03) × 10–7 0.024

Таблица 4. Аналитические возможности амперометрических иммуносенсоров при определении трицикличе-
ских антидепрессантов (рН 7.5, разведение антител 1 : 10, n = 5, Р = 0.95)

Примечание: I* = ((IАт – IК)/IАт) × 100%, где IАт – величина аналитического сигнала (ток) в присутствии Ат, IК – величина
аналитического сигнала (ток) при образовании иммунного комплекса.

Лекарственное 
соединение

Область рабочих 
концентраций, М

Уравнение градуировочной зависимости 
I* = (A ± δ) + (B ± δ)(–lgc)

сн, М

A ± δ B ± δ r

Иммуносенсор 3 (УНТ–H20-NH2/K4[{Re6S8}(CN)6]/Ат)

Амитриптилин 1 × 10–10–1 × 10–6 198 ± 10 –18.9 ± 0.8 0.9995 6 × 10–11

Дезипрамин 197 ± 9 –18.7 ± 0.8 0.9994

Имипрамин 198 ± 10 –18.9 ± 0.8 0.9996

Иммуносенсор 4 (ГО–H20-NH2/K4[{Re6S8}(CN)6]/Ат)

Амитриптилин 1 × 10–10–1 × 10–5 204 ± 12 –20.2 ± 1.0 0.9990 4 × 10–11

Дезипрамин  199 ± 11 –19.8 ± 1.0 0.9992

Имипрамин 200 ± 11 –19.9 ± 1.0 0.9996
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водой до метки. 20 мкл полученного раствора пе-
реносили в ячейку объемом 2 мл, добавляя ФБ с
рН 7.5 до нужного объема, и регистрировали токи
окисления K4[{Re6S8}(CN)6] иммуносенсором 4.
По полученным значениям I* рассчитывали кон-
центрацию активного компонента в лекарствен-
ном препарате (табл. 5).

Для проверки правильности полученные ре-
зультаты сопоставили с данными спектрофото-
метрии (максимумы поглощения: амитриптилин
239 нм, имипрамин и дезипрамин 251 нм) [31].
Экспериментально полученные значения крите-
рия Фишера (Fэксп = 2.24) и коэффициента Стью-
дента (tэксп = 1.03) (n = 5, P = 0.95) меньше таблич-
ных (Fтабл = 6.39 и tэксп = 2.78), что указывает на
равноточность полученных результатов и незна-
чимость систематической погрешности.

Определение лекарственного вещества в урине.
Антидепрессанты выводятся из организма с мо-
чой, поэтому разработанные иммуносенсоры
опробовали при определении амитриптилина
(табл. 5) в модельном растворе урины (pH 6.0) (рН
мочи в норме от 5.0 до 6.5) состава: мочевина,
NaCl, Na2SO3, KCl, KH2PO4, СаCl2, NH4Cl, креа-
тинин [32].

Методика определения. В ячейку объемом 2 мл
наливали модельный раствор урины (или модель-
ный раствор урины и гексацианоферратов ка-
лия), опускали иммуносенсор 4 (или иммуносен-
сор 1) и регистрировали ток окисления
K4[{Re6S8}(CN)6] (или сопротивление переноса
электрона). Затем добавляли 20 мкл раствора ле-
карственного вещества (рабочий диапазон кон-
центраций 1 × 10–10–1 × 10–5 М) и регистрировали
аналитический сигнал. По полученным значени-
ям I* и ΔRet (см. табл. 5) рассчитывали концентра-
цию амитриптилина.

Относительное стандартное отклонение опре-
деления ТЦА в модельном растворе урины импе-
диметрическими и амперометрическими имму-

носенсорами с лучшими характеристиками не
превышает 0.050 и 0.034 соответственно.

* * *
Таким образом, на основании результатов

дифференциальной импульсной вольтамперо-
метрии и спектроскопии электрохимического
импеданса предложены гибридные наномодифи-
каторы на основе углеродных наноматериалов
(УНТ и ГО) в H20-NH2 или хитозане и гексарени-
евых халькогенидных нанокластеров для высоко-
чувствительного и селективного иммунохимическо-
го определения ТЦА (амитриптилин, дезипрамин,
имипрамин). Сведения об амперометрических и
импедиметрических иммуносенсорах для определе-
ния ТЦА в литературе отсутствуют, поэтому предло-
женные иммуносенсоры перспективны для реше-
ния поставленных в работе задач. Предложенные
методики определения трициклических антиде-
прессантов разработанными иммуносенсорами в
фармацевтических препаратах и урине характе-
ризуются значениями sr не более 0.050.
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