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Экспрессное, чувствительное и надежное
определение инфекционных агентов является од-
ной из наиболее актуальных задач современной
диагностики. Staphylococcus aureus (золотистый
стафилококк) – одна из самых распространенных
бактерий-комменсалов: колонизирует кожу и по-
верхности слизистых оболочек организма, может
вызывать различные кожные заболевания, а так-
же при наступлении благоприятных условий воз-
буждать хронические заболевания. В то же время
S. aureus является частой причиной внутриболь-
ничных инфекций (пневмонии, сепсиса и других
послеоперационных осложнений) вследствие сво-
ей способности поражать практически любой ор-
ган и систему организма. Многие штаммы прояв-
ляют резистентность к традиционно используе-
мым антибиотикам пенициллинового ряда [1, 2].

Традиционно используемым методом обнару-
жения бактериальных патогенов является бакте-
риальный посев, главные недостатки которого –
длительность процедуры, а также невысокая чув-
ствительность. Метод позволяет достоверно об-
наруживать лишь более чем 1000 КОЕ/мл, тогда
как в ряде случае для заражения достаточно не-

скольких десятков [3]. Другие распространенные
способы диагностики – иммуноферментный ана-
лиз и ДНК-тесты, однако они дороги в обслужи-
вании и могут быть реализованы только в хорошо
оснащенных лабораториях высококвалифициро-
ванными специалистами [4]. В связи с этим акту-
альной задачей является разработка портативных
тест-систем и (био)сенсоров [5–7]. Безметочные
электрохимические иммуносенсоры, благодаря
уникальному сочетанию ультраспецифичности
иммунореакции, высокой надежности, чувстви-
тельности электрохимических методов, а также
экспрессности и экономичности безметочных
процедур анализа, по праву занимают лидирую-
щие позиции среди современных разработок в
области создания тест-систем [8].

Ключевую роль в обеспечении требуемых анали-
тических характеристик определения с помощью
электрохимических иммуносенсоров играет способ
иммобилизации рецепторного слоя [9, 10]. Ковалент-
ные методы иммобилизации с использованием
кросс-линкеров позволяют прочно закрепить один
из компонентов иммунореакции на поверхности ра-
бочего электрода [11]. На сегодня наиболее широко
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распространен метод карбодиимидной сшивки. Вза-
имодействие карбоксильных и аминогрупп молекул
кросс-линкера, предварительно иммобилизованных
на поверхности рабочего электрода, с иммунорецеп-
тором происходит в “мягких”, близких к физиологи-
ческим условиях, а потому не приводит к денатурации
последнего. Эффективность реакции увеличивается
при добавлении в реакционную смесь катализатора –
пары 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодии-
мид/н-гидроксисукцинимид (EDC/NHS) [12].

Предложен [13] электрохимический иммуносен-
сор для определения бактерий Legionella pneumophi-
la. Монослой 16-амино-1-гексаканетиола, кова-
лентно иммобилизованного на поверхности золото-
го электрода, использован в качестве кросс-линкера
для карбодиимидной сшивки с антителами. Безме-
точный электрохимический иммуносенсор для экс-
пресс-определения вируса Citrus tristeza представлен
в работе [14]. Моноклональные антитела иммоби-
лизованы методом карбодиимидной сшивки на по-
верхности золотого электрода, модифицированного
11-меркаптоундекановой и 3-меркаптопропионо-
вой кислотами. Аналитический сигнал регистриро-
вали вольтамперометрически с использованием
K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6].

В качестве кросс-линкеров для карбодиимид-
ной сшивки нередко применяют карбоновые
кислоты, амины и аминокислоты, иммобилизо-
ванные на поверхности электрода, в частности,
посредством электрохимического осаждения
[15]. Предложенный Пинсоном метод электро-
графтинга [16] сегодня приобретает все большую
популярность при разработке биосенсоров и
тест-систем, поскольку позволяет создавать на
поверхности электрода функциональные слои
различной толщины и емкости, пригодные для
биоконъюгации. Выделяют восстановительный и
окислительный электрографтинг.

Среди множества публикаций по электро-
графтингу более половины посвящено электро-
химическому восстановлению солей арилдиазо-
ния [17–20]. Авторами работы [21] предложен
способ ковалентной иммобилизации рецептора
для определения простатспецифического антиге-
на на основе электрографтинга 4-азидофенилди-
азония. Оригинальный подход позволяет контро-
лировать плотность иммобилизации рецепторного
слоя и реализовать безреагентное и ультрачувстви-
тельное (до 10–12 М) определение онкомаркера. Ра-
нее нами показано [22], что структурирование ре-
цепторного слоя безметочного электрохимического
иммуносенсора посредством электрографтинга
хлорида п-нитрофенилдиазония и последующей
карбодиимидной иммобилизацией антител позво-
ляет улучшить чувствительность определения ан-
тител к вирусу кори по отношению к аналогично-
му иммуносенсору, но с капельно-иммобилизо-
ванным рецепторным слоем. К ограничениям

метода большинство авторов относят крайне низ-
кую стабильность солей диазония. Поверхностные
характеристики модифицированных электродов в
значительной степени определяются условиями
электровосстановления, природой радикала и фо-
нового электролита [23]. Так, например, электро-
графтинг солей диазония с отличным от бензоль-
ного радикалом позволил сформировать на по-
верхности электрода тонкий функциональный
слой и улучшить аналитические характеристики
иммуносенсора для определения карциноэмбри-
онального антигена [24].

В настоящее время все большее внимание ис-
следователей привлекают методы окислительно-
го электрографтинга. Известны реакции электро-
химического окисления органических аминов
[25, 26], спиртов, карбоновых кислот [27], сопро-
вождающиеся образованием ковалентной связи ор-
ганической молекулы с поверхностью рабочего
электрода. Окислительный электрографтинг ами-
нов представляет особый интерес. Установлено,
что ароматические амины легче алифатических
подвергаются электрохимическому окислению.
Изучены процессы электрографтинга п-амино-
сульфоновой, п-аминобензилфосфоной и других
ароматических аминокислот на поверхности метал-
лических и углеродсодержащих электродов в водной
среде [28–31]. Толщина, сплошность, проводимость
покрытий, а также карбодиимидная емкость (коли-
чество функциональных амино-/карбоксильных
групп) модифицированных электродов определен-
но зависит от взаимного расположения заместите-
лей в органической молекуле и во многом опреде-
ляет аналитические характеристики биосенсоров.

Цель настоящего исследования – оценка вли-
яния взаимного расположения заместителей в
молекуле аминобензойной кислоты, электрохими-
чески осажденной на поверхности платинового
электрода, на аналитические характеристики без-
меточного электрохимического иммуносенсора для
определения бактерий S. aureus в водной среде.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы и рабочие растворы. Все реактивы
были предоставлены фирмой “Sigma-Aldrich”
(США): 2-аминобензойная кислота (о-АБК), 3-ами-
нобензойная кислота (м-АБК), 4-аминобензой-
ная кислота (п-АБК), хлорид калия, калия гекса-
цианоферрат(II/III), аминоферроцен, N-гид-
роксисукцинимид (NHS), 1-этил-3-(3-
диметиламинопропил)карбодиимид (EDC),
антитела против Staphylococcus aureus (1 мг/мл),
бактерии Staphylococcus aureus, фосфатные буфер-
ные растворы с pH 5.0–7.0 (K2HPO4/KH2PO4,
0.067 М, приготовлены по стандартной методике).

Методики эксперимента. Электрографтинг
аминобензойных кислот. Рабочую поверхность
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планарного платинового электрода тщательно
полировали оксидом алюминия и промывали во-
дой. Полировку проводили до тех пор, пока не
получали типичные циклические вольтамперо-
граммы K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] (5 мМ), харак-
терные для “чистого электрода”. Аминобензой-
ную кислоту (5 мМ) растворяли в 0.1 М растворе
KCl при активном перемешивании. Электрод вы-
держивали в растворе аминобензойной кислоты
при линейно изменяющемся потенциале. Реги-
стрировали 1 цикл с разверткой потенциала от 0.5
до 1.2 В, со скоростью сканирования 10 мВ/с.

Карбодиимидная иммобилизация антител и
формирование иммунокомплекса. Карбоксильные
группы электроосажденного слоя активировали с
использованием системы EDC/NHS. Инкуба-
цию модифицированного платинового электрода
проводили в растворе 100 мМ NHS и 400 мМ EDC в
фосфатном буферном растворе с pH 5.0 (с 0.067 М)
в течение 30 мин. Далее отмывали непрореагиро-
вавшие компоненты буферным раствором с рабо-
чей поверхности электрода. После активации моди-
фицированный электрод инкубировали в 50 мкл
суспензии, содержащей антитела к S. aureus, при
комнатной температуре в течение 30 мин. Непро-
реагировавшие карбоксильные группы блокиро-
вали путем инкубации электрода в 0.25%-ном
растворе бычьего сывороточного альбумина. Да-
лее электрод снова промывали буферным раство-
ром и инкубировали в модельной суспензии бак-
терий при 37°С.

Приготовление стандартных суспензий бакте-
рий S. aureus. Ночную культуру Staphylococcus aureus
штамм B-1266 разводили с использованием сте-
рильного физиологического раствора (рН 7.0–7.2)
до 105–106 КОЕ/мл. Затем из полученной суспен-
зии получали еще пять последовательных десяти-
кратных разведений, аликвоты (10 мкл) каждой
из которых высеивали на агаризованную среду
для определения титра клеток в полученных раз-
ведениях.

Электрохимические измерения проводили с ис-
пользованием потенциостата/гальваностата μAu-
tolab type III (Metrohm, Швейцария) со встроен-
ным программным обеспечением Nova 1.11 в ком-
плекте с трехэлектродной ячейкой. Рабочим
электродом служил планарный платиновый элек-
трод (геометрическая площадь поверхности 1 см2)
на керамической подложке, изготовленный ме-
тодом ступенчатого отжига (ООО НПП “Эль-
сенс”, Екатеринбург), в качестве вспомогательно-
го и электрода сравнения использовали стеклоугле-
родный стержень и хлоридсеребряный электрод
соответственно. Измерения методом электрохими-
ческой импедансной спектроскопии проводили
при потенциале равновесия (0.35 В), изменяю-
щемся с амплитудой 0.02 В в интервале частот
100 кГц–1 Гц.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Рабочую поверхность планарных платиновых

электродов модифицировали путем электрохи-
мического осаждения о-АБК, м-АБК и п-АБК
(рис. 1). Известно [25, 26, 31], что электрохимиче-
ское окисление ароматических аминов протекает
при потенциале около +1 В в водной или водно-
органической среде и сопровождается формиро-
ванием на поверхности рабочего электрода орга-
нического слоя. Как видно из рис. 1, при первич-
ном циклировании потенциала на циклической
вольтамперограмме (ЦВА) наблюдается выра-
женный анодный пик в области потенциалов
0.8–1 В (рис. 1а). На втором и последующих цик-
лах ток окисления снижается, выраженного
анодного пика не наблюдается (рис. 1б). При
этом происходит закономерное снижение токов
пиков K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] (рис. 1в) и увели-
чение сопротивления переноса заряда в эквива-
лентной ячейке Рэндлса R[R(CW)] (рис. 1г).
Электрохимически осаждаемые органические
слои блокируют рабочую поверхность электрода,
затрудняя процессы переноса заряда. По данным
[25] электрохимическое окисление аминов пред-
ставляет собой процесс, включающий перенос
электрона с образованием катион-радикала, кото-
рый затем депротонирует α-аминогруппу, обеспе-
чивая ковалентное связывание с поверхностью
электрода (схема 1). Толщина и сплошность оса-
ждаемого покрытия зависит от параметров элек-
тролиза, состава фонового электролита и струк-
туры линкера.

Схема 1. Механизм окислительного 
электрографтинга аминобензойной кислоты [25].
В настоящей работе в качестве аналитическо-

го сигнала использовали степень блокирования
рабочей поверхности электрода (I*), определяе-
мую по снижению тока пика окисления
K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] согласно уравнению (1):

(1)

где I0 – ток пика, зарегистрированный на немо-
дифицированном электроде; I – ток пика, зареги-
стрированный на модифицированном электроде.

На рис. 2 приведены зависимости величины
аналитического сигнала от потенциала, продол-
жительности электролиза и концентрации АБК.
Как видно, оптимальными условиями электро-
графтинга АБК является электролиз в течение 3 с
при потенциале, соответствующем пику на ЦВА,
при концентрации не более 5 × 10–3 М. Установ-
лено, что в выбранных условиях степень блоки-

RCH2NH2                    RCH2NH2 
–1e– –H+

•+

RCH•NH2 RCH2NH• NHCH2R

0

0

* 100%,I II
I
−= ×
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рования поверхности платинового электрода воз-
растает в ряду о-АБК < м-АБК < п-АБК (табл. 1).

Модифицированные таким образом электро-
ды показали стабильность аналитических харак-
теристик при хранении как в фосфатном буфер-
ном растворе с рН 6.5 (0.067 М), так и на воздухе
в течение 30 дней.

Для определения плотности карбоксильных
групп на рабочей поверхности электрода, доступ-
ных для конъюгации с антителами, электроды с

осажденным слоем АБК инкубировали в растворе
аминоферроцена. После этого регистрировали
ЦВА в 0.1 М растворе KCl и оценивали эффектив-
ность протекания реакции по величине тока пика
окисления ферроцена (рис. 3). Как видно, после
успешного взаимодействия карбоксильной и
аминогрупп наблюдается выраженный пик при
потенциале –0.2 В, соответствующий электрохи-
мическому окислению ферроцена. Величина пика
зависит от структуры поверхностного слоя модифи-
цированных электродов и продолжительности ин-
кубации электрода в растворе аминоферроцена
(рис. 3б). Наиболее быстро (в течение 5 мин) реак-
ция протекает на электродах, модифицированных
о-АБК; максимальная величина тока пика ферро-
цена зарегистрирована на электродах с электрооса-
жденной м-АБК. Поверхностную концентрацию
доступных для коньюгации функциональных
карбоксильных групп рассчитывали по уравне-
нию (2) (результаты приведены в табл. 2):

Рис. 1. Анодные вольтамперограммы в растворах п- (1), м- (2), о-аминобензойной кислот (3) и в фоновом электролите
(4) (а); циклические вольтамперограммы в растворе м-аминобензойной кислоты (3 цикла) (б); циклические вольтам-
перограммы K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] на немодифицированном (1) и модифицированном м-аминобензойной
кислотой электродах (2) (в); диаграммы Найквиста на немодифицированном электроде (1), модифицированном
п- (2), м- (3), о-аминобензойной кислотами (4) электродах. Рабочий электрод – планарный платиновый, концентра-
ция аминобензойной кислоты 5 мМ, медиаторная система – 5 мМ раствор K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6], фоновый элек-
тролит 0.1 М раствор KCl.
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Таблица 1. Изменение степени блокирования и импе-
диметрических характеристик планарного платиново-
го электрода, модифицированного аминобензойной
кислотой (n = 3, P = 0.95)

Вещество I*, % R, кОм

о-АБК 33 ± 3 3.1 ± 0.6
м-АБК 40 ± 4 3.8 ± 0.7
п-АБК 46 ± 5 4.3 ± 0.9
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Рис. 2. Зависимости степени блокирования поверхности платинового электрода п- (1), м- (2), о-аминобензойной кис-
лотами (3) от потенциала электролиза (а), времени электролиза (б), концентрации аминобензойной кислоты
(в) (n = 3, P = 0.95).
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где Γ – поверхностная концентрация иммобили-
зованной АБК на поверхности платинового элек-
трода, моль/см2; Q – количество электричества; Кл,
n – число электронов, участвующих в реакции; F –
постоянная Фарадея, равная 96485.3 Кл/моль; A –
геометрическая площадь поверхности планарно-
го платинового электрода (1 см2). Полученные
средние расчетные значения приведены ниже
(n = 3, P = 0.95):

Планарные платиновые электроды с электро-
осажденным слоем м-АБК характеризуются мак-
симальным значением расчетной величины по-
верхностной концентрации карбоксильных групп,
доступных для биоконъюгации.

Вещество о-АБК м-АБК п-АБК

Γ, моль/см2 5.5 × 10–11 7.1 × 10–11 6.5 × 10–11

,Q
nFA

Γ =
На рис. 4 приведены зависимости аналитиче-

ского сигнала от условий иммобилизации анти-
тел и формирования иммунокомплекса на по-
верхности планарного платинового электрода,
модифицированного АБК. Принимая во внима-
ние характер полученных зависимостей, в даль-
нейшей работе рецепторный слой формировали в
течение 30 мин в суспензии антител с концентра-

Таблица 2. Аналитические характеристики безметоч-
ных электрохимических иммуносенсоров для опреде-
ления S. aureus1 (n = 5, P = 0.95)

1 Линейный диапазон для всех изомеров аминобензойной
кислоты составил 102–105 КОЕ/мл.

Вещество
Уравнение 

градуировочной 
зависимости

Предел 
обнаружения, 

КОЕ/мл

о-АБК I* = (2.5 ± 0.3)lgc + (69 ± 5) 16.4
м-АБК I* = (4.8 ± 0.5)lgc + (71 ± 6) 8.2
п-АБК I* = (3.9 ± 0.4)lgc + (82 ± 7) 12.6
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цией 0.1 г/л, формирование иммунокомплекса
осуществляли в течение 25 мин в фосфатном бу-
ферном растворе с рН 6.5 (0.067 М).

В выбранных условиях получены градуиро-
вочные зависимости величины аналитического

сигнала безметочного электрохимического им-
муносенсора от концентрации бактерий S. aureus
в модельных суспензиях (рис. 5) и определены
аналитические характеристики детектирования
бактерий (табл. 2). Полученные результаты ука-

Рис. 3. Дифференциально-импульсные вольтамперограммы, зарегистрированные в 0.1 М растворе KCl после инкуба-
ции модифицированных электродов в растворе аминоферроцена (а); зависимости тока пика аминоферроцена от вре-
мени инкубации (б): 1 – м-аминобензойная кислота, 2 – п-аминобензойная кислота, 3 – о-аминобензойная кислота
(n = 3, P = 0.95).
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Рис. 4. Зависимости величины I* от рН буферного раствора (а), концентрации антител к S. aureus (б), времени иммо-
билизации антител (1) и формирования иммунокомплекса (2) (в) (n = 3, P = 0.95).
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зывают на высокую чувствительность и точность
определения бактерий S. aureus в модельных сус-
пензиях. Наилучшие аналитические характери-
стики продемонстрировал безметочный электро-
химический иммуносенор на основе м-АБК. По-
видимому, это обусловлено наилучшим сочета-
нием плотности формируемого в результате элек-
трохимического осаждения покрытия и доступно-
сти функциональных карбоксильных групп для
карбодиимидной сшивки с иммунорецептором.

Работа выполнена при поддержке Совета по
грантам Президента Российской Федерации (грант
№ МК-567.2020.3).
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