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В данной работе применен новый биодатчик для определения амисульприда (АСП). Взаимодей-
ствие между АСП и двухспиральной ДНК рыбьей спермы (дсДНК РС) исследовано методом диф-
ференциальной импульсной вольтамперометрии (ДИВ) с применением карандашного графитового
электрода (КГЭ), модифицированного дсДНК РС. Чувствительное и надежное определение и об-
наружение АСП осуществляли при pH 4.80 в ацетатном буферном растворе, содержащем 20% эта-
нола, до и после взаимодействия АСП и дсДНК РС, используя изменение сигналов окисления гуа-
нина из электроактивных оснований дсДНК РС. Кроме того, в данной работе проведены исследо-
вания достоверности аналитического метода. Данный модифицированный электрод применяли в
интервале концентраций от 1 до 10 мкг/мл для количественного определения АСП в лекарственных
формах, и найденный предел обнаружения (ПО) составлял 0.46 мкг/мл. Константы связывания (Kb)
АСП с дсДНК РС также вычислены по данным УФ- и видимой спектроскопии и ДИВ.
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ВВЕДЕНИЕ
Электрохимические биодатчики на основе

ДНК представляют собой простой, быстрый на-
дежный и дешевый метод, использующий взаи-
модействия лекарственных средств и ДНК для
количественного определения лекарственных
средств [1–3]. Эти датчики содержат слой распо-
знавания нуклеиновой кислоты на электрохими-
ческом преобразователе. Роль слоя распознавания
нуклеиновой кислоты представляет собой обнару-
жение изменений структуры ДНК в процессе вза-
имодействия с молекулами, связывающими ДНК.
Другими словами, эта роль представляет собой се-
лективное определение специфической последо-
вательности ДНК [4, 5]. Преобразователь сигнала
обнаруживает изменение распознающей поверх-
ности вследствие связывания молекул или гибри-
дизации и преобразует его в электронный сигнал,
который может быть передан конечному пользо-
вателю. Таким образом, наблюдение электрохи-

мических сигналов взаимодействия лекарствен-
ного средства и ДНК до и после взаимодействия
представляет собой достаточно совершенное сви-
детельство для выяснения механизма взаимодей-
ствия. Данное взаимодействие также используют
для количественного определения рассматривае-
мых лекарственных средств, а также для иденти-
фикации и разработки новых лекарственных
средств, предназначенных для взаимодействия с
ДНК [4–6].

По сравнению с другими аналитическими ме-
тодами электроаналитические методы анализа яв-
ляются простыми, селективными, экономичными,
быстрыми и имеют более высокую чувствитель-
ность. Помимо этих параметров, электрохимиче-
ские методы анализа позволяют определить окис-
лительно-восстановительный механизм взаимо-
действия в паре соединения лекарственного
средства и ДНК [7, 8]. Анализ лекарственного
средства представляет собой неотъемлемую и
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важную часть общего процесса разработки лекар-
ственного средства. Вследствие широкого приме-
нения и возрастающей важности амисульприда
весьма желательны быстрые и простые методы
рутинного анализа и контроля качества промыш-
ленных композиций. Некоторые из этх методов
проявляют низкую устойчивость и невысокую
чувствительность; здесь также требуется трудоем-
кое и дорогостоящее оборудование. Электрохи-
мические методы представляют собой мощные и
гибкие аналитические методы, которые имеют
широкий линейный динамический диапазон с
высокой точностью, воспроизводимостью, чув-
ствительностью и селективностью, а также ис-
пользуют относительно дешевые приборы. После
разработки более точных импульсных методов
электроаналитические исследования все чаще
используют в отношении лекарственных форм и
биологических образцов, в частности, для анали-
зов лекарственных средств. Кроме того, согласно
фармакопее Европы и США, рекомендовано по-
дробное описание новых и точных методов с
уменьшенным количеством реагентов и материа-
лов, применяемых в процессе анализа. Это связа-
но с воздействием используемых в настоящее вре-
мя химических реагентов, которые загрязняют
окружающую среду и наносят вред здоровью чело-
века. В настоящей работе описаны чувствитель-
ные и простые вольтамперометрические методы
определения АСП в соответствующих лекарствен-
ных композициях. Задачей настоящего исследова-
ния является разработка и валидация простого,
быстрого, дешевого и чувствительного вольтампе-
рометрического метода определения АСП.

Карандашные (графитовые) стержни, приме-
няемые в качестве рабочих электродов, в настоя-
щее время известны как карандашные графито-
вые электроды (КГЭ). Эти электроды дешевле и
проще в применении и более удобны, чем другие.
Здесь отсутствует стадия очистки/полировки по-
верхности электрода, которую осуществляют в
случае других твердых электродов. Вполне могут
быть получены воспроизводимые и четко опреде-
ленные вольтамперометрические пики при при-
менении КГЭ в различных методах для количе-
ственного анализа разнообразных анализируе-
мых веществ в различных образцах.

АСП (рис. 1) обычно относится к группе ле-
карственных средств, называемых “атипичные
антипсихотические средства”, которые применя-
ют для лечения пациентов, страдающих такими
заболеваниями, как шизофрения или психоз.
Клинические исследования обнаружили, что ати-
пичные антипсихотические средства проявляют
такую же эффективность, как классические анти-
психотические средства, в лечении позитивных
симптомов шизофрении, но производят меньшие
экстрапирамидные побочные эффекты. Влияние
негативных симптомов нуждается в доказатель-

стве. АСП применяют для начального лечения
пациентов, которым противопоказаны седатив-
ные, увеличивающие вес или антимускариновые
побочные эффекты, или у которых ранее суще-
ствовали подобные проблемы. Основная особен-
ность АСП заключается в том, что с ним связана
очень низкая частота кардиотоксичного, гипо-
тензивного, седативного и антихолинергического
симптомов и низкая частота побочных эффектов,
таких как экстрапирамидные симптомы и увели-
чение веса. Однако он проявляет значительное
воздействие на повышение уровня пролактина.

Авторы проанализировали приблизительно
1288 опубликованных до настоящего времени ис-
следовательских работ, в которых встречалось
ключевое слово “амисульприд”, по базе научной
литературы “Web of Science”. Обнаруженные на
основании этого анализа условия определения
АСП в фармацевтических препаратах и биологи-
ческих средах представлены в табл. 1. Кратко
описаны разнообразные аналитические методы
определения (электрохимические, спектрофото-
метрические и хроматографические) биоматериа-
лов и активных веществ товарных лекарственных
средств. В отличие от предшествующих исследова-
ний, в настоящей работе впервые предложен ме-
тод, в котором АСП может быть определен посред-
ством взаимодействия с ДНК, с применением
КГЭ. Исследование взаимодействией лекар-
ственных средств и дсДНК обеспечивает испыта-
ние новых соединений в отношении воздействия
на биохимическую мишень для разработки био-
датчиков на основе ДНК, из которых далее полу-
чатся системы микрочипов на основе ДНК [9]. В
настоящей работе взаимодействие между атипич-
ным антипсихотическим средством амисульпри-
дом и дсДНК впервые исследовано методом
вольтамперометрии. В данных исследованиях
электрохимический биодатчик на основе дсДНК
получали посредством иммобилизации дсДНК на
поверхности КГЭ. Сигнал окисления гуанина ис-
пользовали в качестве зонда для исследования
взаимодействия между амисульпридом и дсДНК.

Как видно из табл. 1, электрохимическое
окисление АСП исследовано в диапазоне pH 1.8 ±

Рис. 1. Химическая структура АСП.
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± 11.0 на стационарном стеклоуглеродном элек-
троде в работе Ozkan и др. [23]. Но электрохими-
ческое обнаружение взаимодействия между АСП
и дсДНК РС по изменению сигнала гуанина
(схема 1) [24] в дсДНК РС ранее не было исследо-
вано на поверхности какого-либо электрода. По

этой причине разработан новый, быстрый, деше-
вый и чувствительный электрохимический био-
датчик на основе дсДНК РС для определения
АСП, а таблетки Solian® и растворы Solian® ис-
пользованы в качестве реальных образцов для
определения АСП.

Таблица 1. Различные методы и валидационные параметры для определения АСП, описанные в литературе

Метод Диапазон 
концентраций

Предел 
обнаружения

Предел 
количественного 

определения

Применяемая 
среда

Литера-
тура

СЭЖХ-МС/МС 2.5–1000 нг/мл 0.8 нг/мл – Сыворотка 
человека

 [10]

ВЭЖХ-МС/МС 5–200 нг/мл – 5 нг/мл Плазма крысы  [11]
Спектрофлуориметрия 5.0–60.0 нг/мл 0.70 нг/мл 2.0 нг/мл Таблетки  [12]
СВЭЖХ-МС/МС 1–1500 нг/мл 1 нг/мл 1500 нг/мл Плазма человека  [13]
СВЭЖХ 0.05 –10 нг/мкл 0.33, 0.89, 

0.86 нг/мкл
0.99, 2.70, 
2.61 нг/мкл

Образцы цельной 
крови, мочи 
и спинномозговой 
жидкости

 [14]

ВЭЖХ 50–1200 нг/мл – 50 нг/мл Плазма человека  [15]
ЖХ-МС/МС 0.50–500.5 нг/мл – 0.50 нг/мл Плазма человека  [16]
ГХ-МС 10–1000 мкг/л 3 мкг/л 10 мкг/л Цельная кровь  [17]
Спектрофотометрия  [18]
Метод A 1.0–24 нг/мл 0.19 нг/мл 0.6 нг/мл Таблетки
Метод B 1.0–24 нг/мл 1.0–24 нг/мл 1.1 нг/мл
Метод C 1.0–20 нг/мл 0.16 нг/мл 0.5 нг/мл
ВЭЖХ 1–20 мкг/мл 0.06 мкг/мл 0.20 мкг/мл Таблетки  [19]
Водный КО 5–50 мкг/мл 0.87 мкг/мл 2.90 мкг/мл
Неводный КО 5–50 мкг/мл 0.58 мкг/мл 1.92 мкг/мл
НФ-ВЭТСХ 100 мкг/мл 0.06 мкг/мл 0.19 мкг/мл
ОФ-ВЭТСХ 100 мкг/мл 0.06 мкг/мл 0.19 мкг/мл
Прямая 
спектрофотометрия

2–12 мкг/мл 0.07 мкг/мл 0.21 мкг/мл

Производная 
спектрофотометрия

2–12 мкг/мл 0.08 мкг/мл 0.24 мкг/мл

ВЭЖХ 100–1000 нг/мл – 20 нг/мл Плазма человека  [20]
ВЭЖХ 0.5–640 нг/мл 5 нг/мл 0.5 нг/мл Сыворотка 

человека
 [21]

ТФЭ-ЖХ 2.5–320 нг/мл – 2.5 нг/мл Таблетки  [22]
ТФЭ-ВЭЖХ 0.5–160 нг/мл – 0.5 нг/мл Плазма и моча 

человека
 [22]

ЖЖЭ-ВЭЖХ 0.5–640 нг/мл – 0.5 нг/мл
Вольтамперометрия 4 × 10–6–

6 × 10–4 M
2.2 × 10–8 M 7.4 × 10–8 M Сыворотка 

человека, плазма 
человека, 
таблетки

 [23]

Вольтамперометрия 1–10 мкг/мл 0.46 мкг/мл 0.72 мкг/мл Таблетки и перораль-
ный раствор

Насто-
ящая 
работа
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Схема 1. Механизм пути электрохимического окисления гуанинового основания 
(представлен согласно литературе [24]).

Кроме того, константы связывания (Kb) АСП и
дсДНК РС вычислены с применением методов
УФ- и видимой спектрофотометрии и вольтампе-
рометрии, и не обнаружены существенные разли-
чия между результатами, полученными этими
двумя методами.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Ниже представлены все приборы, химические

реагенты и методики, использованные в настоя-
щих исследованиях.

Оборудование и исходные материалы
– Потенциостат/гальваностат: μAutolab типа III
– Спектрометр в УФ- и видимом диапазонах:

T80 + UV/VIS
– Программное обеспечение: GPES 4.9 (Eco-

Chemie, Нидерланды)
– Трехэлектродная система:
Электрод сравнения: Ag/AgCl/KCl (3.0 M,

BAS)
Противоэлектрод: платиновая проволока

Рабочий электрод: КГЭ, карандаш Rotring®

использовали в качестве держателя графитовых
стержней Tombow® (0.5 мм). Данный электрод
разработан для нового и однократного примене-
ния в каждом измерении. Причина активации
КГЭ связана с тем, что стержни изготовлены из
графита. Показано, что поверхность электрода ак-
тивируется посредством изменения поверхност-
ных и окислительно-восстановительных свойств
при электрохимической предварительной обра-
ботке, в ходе которой ток пропускают через эти
графитовые стержни. По сравнению с необрабо-
танным КГЭ после электрохимической предва-
рительной обработки КГЭ проявлял улучшенную
предрасположенность к повышенной электрока-
талитической активности. КГЭ является предпо-
чтительным, потому что использованные каран-
дашные графитовые стержни дешевле и проще в
применении. Кроме того, при работе с этим элек-
тродом отсутствует трудоемкая стадия очист-
ки/полировки поверхности электрода. Примене-
ние вольтамперометрических методов различных
типов для измерения разнообразных анализируе-
мых веществ из широкого круга образцов показа-
ло воспроизводимые сигналы, дающие четко
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определенные вольтамперометрические пики на
используемых КГЭ. Эти электроды проявили вы-
сокую точность и воспроизводимость, что делает
их практичными, обновляемыми и экономичны-
ми инструментами [1, 25].

– Молекулярные схемы выполнены с помо-
щью программного обеспечения Marvin Sketch
17.20.0 [26].

Во всех электрохимических измерениях, выпол-
ненных в экспериментальных исследованиях, ис-
пользовали подключаемый к ячейке потенцио-
стат/гальваностат μAutolab типа III. Пакет электро-
химического программного обеспечения GPES 4.9
общего назначения (Eco Chemie, Нидерланды)
использовали для регулирования эксперимен-
тальных условий. Как упомянуто выше, для полу-
чения вольтамперограмм использовали трехэлек-
тродную систему. Измеритель pH Mettler Toledo
MP 220 (стеклянный электрод – электрод сравне-
ния, точность pH ± 0.03) использовали для опре-
деления pH. Все экспериментальные исследова-
ния проводили при комнатной температуре (25 ±
± 1°C), и ультрачистую воду использовали для
приготовления всех исследуемых растворов. В
процессе экспериментов графитовый стержень
для КГЭ длиной 6 см разрезали на части длиной
3 см, чтобы соответствовать экспериментальным
условиям. Эту часть длиной 3 см погружали на
1 см в исследуемый раствор и проводили электро-
химические измерения. Одноразовую электрод-
ную систему получали, образуя различные графи-
товые поверхности для каждого эксперимента
(рис. 2). Использовали следующие параметры
ДИВ: амплитуда импульса 50 мВ, ширина им-
пульса 60 мс, скорость развертки потенциала
15 мВ с–1, шаговый потенциал 500 мВ, продолжи-
тельность импульса 0.05 с; продолжительность
интервала 0.5 с.

АСП в форме покрытых пленкой таблеток
Solian® и пероральных растворов Solian® полу-
чали по запросу от компании Sanofi Aventis Phar-
maceutical Co. (Стамбул, Турция). Ледяная уксус-
ная кислота (99–100% CH3COOH), NaCl, NaOH,
EtOH, MeOH были приобретены от компании
Merck или Sigma. дсДНК РС получали от компа-
нии Sigma. Для приготовления буферных раство-
ров использовали ультрачистую воду. Значения
pH приготовленных буферных растворов опреде-
ляли с помощью измерителя pH. После приготов-
ления буферный раствор хранили в холодильнике
при +4°C в мерной колбе. Концентрированный
раствор 1000 мкг/мл дсДНК РС после приготов-
ления хранили в морозильнике при –10°C для
проведения экспериментов на следующий день.
Для всех исследований использовали буферный
раствор, содержащий уксусную кислоту, ацетат
натрия и 0.02 M NaCl (pH 4.8).

Методика
Активация КГЭ. Для предварительной обра-

ботки поверхности электрода КГЭ активировали
при потенциале 1.4 В в буферном растворе в тече-
ние 60 с. Для каждого измерения использовали
новый активированный КГЭ.

Измерение
КГЭ с активированной поверхностью погру-

жали в ацетат буферный раствор (pH 4.8), содержа-
щий дсДНК РС в концентрации 2 мкг/мл. Потенци-
ал +0.5 В прилагали в течение 1200 с (в перемешива-
емом растворе), и дсДНК РС иммобилизовали на
поверхности электрода. Чистый ацетатный бу-
ферный раствор использовали для удаления по-
следовательностей дсДНК РС, которые не присо-
единились к поверхности электрода.

Исследования связывания дсДНК РС методом 
УФ- и видимой спектроскопии

Взаимодействие АСП с дсДНК РС исследова-
ли методом УФ-спектроскопии для изучения воз-
можных путей связывания и вычисления кон-
станты связывания. Подробное описание метода,
используемого в экспериментах с УФ-титровани-
ем, приведено в наших предшествующих работах
[27–29].

Изготовление лекарственных форм для анализа
Покрытые пленкой таблетки. Эквивалентное

количество раствора 1 мг/мл АСП взвешивали и
помещали в мерную колбу объемом 10 мл, и мета-
нол добавляли до метки. Данный раствор пере-
мешивали в ультразвуковой ванне в течение
20 мин и фильтровали. Соответствующий объем

Рис. 2. Схематическая диаграмма экспериментов с
КГЭ.
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прозрачного раствора помещали в мерную ячей-
ку объемом 10 мл и доводили до метки буферным
раствором (pH 4.8). Этот раствор, содержащий
буфер, использовали для взаимодействий
дсДНК РС.

Пероральные растворы. Достаточное количе-
ство перорального раствора Solian®, номинально
содержащего 100.00 мг АСП на 1 мл раствора, рас-
творяли в 10 мл метанола. Полученный раствор
перемешивали в ультразвуковой ванне в течение
20 мин. Соответствующий объем данного раство-
ра помещали в мерную колбу объемом 10 мл и
объем доводили до метки, используя буферный
раствор (pH 4.8). Полученный раствор, содержа-
щий буфер, использовали для взаимодействия с
дсДНК РС.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Применение биодатчиков в исследовании лю-

бого взаимодействия с молекулой ДНК позволяет
предотвратить нежелательные токсические побоч-
ные эффекты и повреждение ДНК под действием
лекарственных средств [30]. До настоящего време-
ни отсутствовали публикации, описывающие
электрохимические исследования поведения АСП
на электродах с применением КГЭ, модифициро-
ванных дсДНК РС. В настоящей работе электро-
химическое исследование связывание АСП и
дсДНК РС проводили методом ДИВ на КГЭ, мо-
дифицированном дсДНК РС, с применением
простого спектрофотометрического измерения в
УФ- и видимом диапазонах.

Оптимизация иммобилизации дсДНК РС 
на поверхности КГЭ

Оптимизация фаз для прикрепления дсДНК
РС к поверхности карандашного графитового
электрода представлена на рис. 3 в зависимости
от времени и концентрации. Измерения дсДНК
РС осуществляли методом дифференциальной
импульсной вольтамперометрии по изменению
сигнала окисления гуанина. Гуанин окисляется
около +1 В. В экспериментах исследовали семь
различных уровней от 0.10 до 8.00 мкг/мл, чтобы
определить оптимальную концентрацию дсДНК
РС. Для каждой концентрации проводили три по-
следовательных измерения методом ДИВ, чтобы
получить максимальное покрытие на поверхно-
сти КГЭ до взаимодействия с АСП. В исследова-
ниях по оптимизации в зависимости от концен-
трации иммобилизацию дсДНК РС осуществляли
при +0.5 В с применением времени накопления
120 с, текущее значение непрерывно повышали
на 2.00 мкг/мл, и значения тока уравновешивали
друг с другом при следующих концентрациях. Та-
ким образом, было определено, что наиболее
подходящая концентрация для иммобилизации

составляет 4.00 мкг/мл (рис. 3a). Поэтому данную
концентрацию исследовали при оптимизации
времени накопления.

На второй стадии исследования по оптимиза-
ции времени накопления проводили с использо-
ванием концентрации 4.00 мкг/мл в течение
11 различных периодов времени, составляющих
от 60 до 1800 с (рис. 3б). Ток пика гуанина увели-
чивался до времени накопления 1500 с. Эти опти-
мизированные условия использовали в последу-
ющих экспериментах. Для получения точного
воспроизводимого сигнала дсДНК РС рекомен-
дованным методом сигнал измеряли при уровне
концентрации дсДНК РС 4.00 мкг/мл. Чтобы
обеспечить соответствие и воспроизводимость
времени и концентрации дсДНК РС в процессах
иммобилизации на поверхности электрода, экс-
перименты повторяли по меньшей мере три раза.

Оптимизация взаимодействия АСП с КГЭ, 
модифицированным дсДНК РС

Влияние экспериментальных параметров на
взаимодействие между АСП и дсДНК РС иссле-
довали для обеспечения оптимальных условий
анализа. Связывание АСП с КГЭ, модифициро-

Рис. 3. Влияние концентрации дсДНК РС (a) и вре-
мени (б) на сигнал окисления на поверхности КГЭ
для определения оптимальной иммобилизации
дсДНК РС.
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ванным дсДНК РС, оптимизировали в ацетатном
буферном растворе методом ДИВ (рис. 4) в зави-
симости от времени взаимодействия и концен-
трации. В исследованиях концентрационной за-
висимости были исследованы различные кон-
центрации АСП, составляющие от 0.00 до
10.00 мкг/мл, как представлено на рис. 4a. Для на-
хождения соответствующей концентрации АСП
используемые параметры иммобилизации АСП
представляли собой начальный потенциал и вре-
мя, составляющие 0 В и 120 с, соответственно.
После взаимодействия КГЭ, модифицированно-
го дсДНК РС, с АСП наблюдалось линейное
уменьшение сигнала тока гуанина. Однако это
уменьшение значения тока оставалось устойчи-
вым после 6.00 мкг/мл АСП. Согласно графику,
оптимальная концентрация амисульприда со-
ставляет 6.00 мкг/мл. Исследования оптимально-
го времени накопления осуществляли в интерва-
ле от 0 до 180 с, используя концентрации
4.00 мкг/мл дсДНК РС и 6.00 мкг/мл АСП в изу-
чении зависимости от времени взаимодействия
КГЭ, содержащего иммобилизованную дсДНК
РС, с амисульпридом. В течение этих измерений

в качестве параметра иммобилизации АСП ис-
пользовали начальный потенциал, составляю-
щий 0 В. Как представлено на рис. 4б, ток пика
гуанина возрастал при увеличении времени взаи-
модействия. Данное увеличение тока достигало
максимального уровня при 120 с, а затем ток
уменьшался и стабилизировался. По этой причи-
не в качестве времени взаимодействия АСП было
выбрано время, составляющее 120 с.

Исследование взаимодействия АСП с КГЭ, 
модифицированным дсДНК РС

Метод ДИВ представляет собой важный ме-
тод, обеспечивающий высокую чувствительность
тока и оптимальное разрешение пиков, что требу-
ется для исследования электрохимического взаи-
модействия между дсДНК РС и АСП. Электрохи-
мическое взаимодействие между АСП и дсДНК
РС подробно исследовано на основе оптимизаци-
онных параметров, упомянутых в предшествую-
щем разделе. Ток пиков амисульприда и гуанина
измеряли методом ДИВ до и после взаимодей-
ствия. Сначала выбирали концентрацию ами-
сульприда, составляющую 6.00 мкг/мл, при кото-
рой наблюдается максимальное уменьшение тока
пика гуанина в дсДНК РС (рис. 5). Затем при этой
концентрации выбирали оптимальное время на-
копления, составляющее 120 с, при котором мак-
симально уменьшается сигнал гуанина.

Электроаналитическое определение АСП 
с применением КГЭ, модифицированного дсДНК РС

Рисунок 6 представляет вольтамперограммы в
условиях, в которых АСП в различных концен-
трациях взаимодействует с 4 мкг/мл дсДНК РС, и
АСП не присутствует на поверхности электрода.

Рис. 4. Влияние на изменение сигнала гуанин для
определения оптимального взаимодействия АСП с
КГЭ, модифицированного дсДНК: (a) влияние раз-
личных концентраций АСП на 4 мкг/мл дсДНК РС и
(б) влияние различного времени взаимодействия с
АСП на 4 мкг/мл дсДНК РС.
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Рис. 5. Дифференциальные импульсные вольтампе-
рограммы взаимодействия растворов 4.00 мкг/мл
дсДНК РС и 6.00 мкг/мл АСП на поверхности КГЭ.
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При изучении вольтамперограмм сила тока сиг-
нала гуанина, наблюдаемого при +1.032 В, линей-
но уменьшается. Согласно этим данным, суще-
ствует линейная корреляция между концентра-
цией и током пика в диапазоне концентраций от
1.00 до 10.00 мкг/мл, и коэффициент корреляции
r составляет 0.999 для метода ДИВ согласно урав-
нению ip (мкА) = –0.137c (M) + 1.6615. На основа-
нии этих результатов сделан вывод, что может
быть осуществлено количественное определение
амисульприда в товарных формах с применением
КГЭ и метода ДИВ. Вольтамперограммы на рис. 6
показывают, что сигнал окисления гуанинового
основания уменьшается при увеличении концен-
траций АСП. Уменьшение сигнала окисления гуа-
нинового основания обусловлено связыванием
АСП с этим электроактивным основанием дсДНК
РС. Такую ситуацию можно объяснить защитой
окисляющихся групп электроактивных основа-
ний ДНК, таких как гуанин, или взаимодействи-
ем дсДНК РС с АСП на поверхности электрода
или в фазе раствора. Это уменьшение сигнала то-
ка гуанина объясняется изменениями, которые
могут вызывать мутацию, в частности, возможное
повреждение окисляющейся гуаниновой группы
в гуаниновых основаниях. Такие исследования
чрезвычайно важны при обнаружении областей
ДНК для применения в лечении и изучении раз-
личных заболеваний, включая рак, а также в созда-
нии рациональной конструкции новых молекул
для мишени ДНК. Наши результаты показали, что
КГЭ можно использовать непосредственно для
обнаружения взаимодействия дсДНК и РС-АСП.
Кроме того, данный одноразовый КГЭ является
воспроизводимым и пригодным для исследова-
ния дсДНК РС.

Результаты и данные, полученные для окисле-
ния АСП с использованием биодатчика на основе
КГЭ, модифицированного дсДНК РСЮ, проде-
монстрировали, что может быть разработан метод
электроаналитического анализа для обнаружения
и определения АСП в среде раствора. После взаи-
модействия с АСП значения тока, которые про-
являли линейное уменьшение в случае тока пика
гуанина, демонстрировали линейную зависи-
мость при уменьшении концентрации АСП.

Для взаимодействия АСП и дсДНК РС резуль-
таты регрессионного анализа калибровочной
кривой, полученной методом ДИВ, и требуемые
валидационные параметры вычислены согласно
значениям тока пика гуанина, и соответствую-
щие данные представлены в табл. 2.

Чувствительность разработанного вольтампе-
рометрического метода оценивали по пределу об-
наружения и количественного определения на
основании руководства Eurachem [31]. Предел об-
наружения (ПО) представляет собой минималь-
ное количество анализируемого вещества, кото-

рое может быть обнаружено в образце, в то время
как предел количественного определения (ПКО)
представляет собой минимальное количество ана-
лизируемого вещества, которое может быть коли-
чественно определено как точное и воспроизводи-
мое. Предел обнаружения и предел количествен-
ного определения вычисляли по уравнениям для
ПО = 3.3s и ПКО = 10s помощью среднеквадрати-
ческого отклонения отклика (s). Вычисленные
значения ПО и ПКО также отражали чувствитель-
ность предложенного метода, как представлено в
табл. 2. Как можно видеть по представленным в таб-
лице данным, значение ПО составляет 0.46 мкг/мл,
и значение ПКО составляет 0.72 мкг/мл, что де-
монстрирует чувствительность рекомендованно-
го метода. Значения внутрисуточной и межсуточ-
ной воспроизводимости, определенные как отно-
сительные среднеквадратические отклонения
(ОСО, %), также подтверждают валидность пред-
ложенной процедуры.

Применение разработанных методов 
к лекарственным формам 

и результаты исследований извлечения

В результате проведенных исследований из-
влечения было показано, что могут быть осу-
ществлены количественные аналитические ис-
следования лекарственных форм, содержащих
амисульприд в качестве активного ингредиента.
Образцы изготавливали согласно описанию в
разделе “Приготовление лекарственных форм для
анализа”, и кривые регистрировали для чистого
амисульприда в целях количественного определе-
ния содержания амисульприда в лекарственных
средствах, включая таблетки и пероральный рас-

Рис. 6. Взаимодействие 4.00 мкг/мл дсДНК РС с АСП
в различных концентрациях.
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твор. Количества активных веществ, которые со-
держались в таблетках и растворе, вычисляли,
подставляя значения тока пика с этих кривых в
соответствующее калибровочное уравнение. Ис-
следования извлечения осуществляли для опре-
деления влияния добавок в таблетке и перораль-
ном растворе на представленные методы. В ис-
следованиях извлечения определяли валидность
предложенного метода для обеих лекарственных
форм, и среднее извлечение определяли, исполь-
зуя значения ОСО (%) и относительной погреш-
ности (%). Стандартные параметры для исследо-
вания извлечения кратко представлены в табл. 3.

Константы связывания 
при взаимодействии АСП и дсДНК РС 

по данным УФ- и видимой спектроскопии 
и электрохимических методов

Абсорбционная спектроскопия в УФ- и види-
мом диапазонах может быть использована для ис-
следования взаимодействия лекарственного сред-
ства и ДНК по изменениям параметров поглоще-
ния молекул лекарственного средства или ДНК
[32]. УФ- и видимую спектрофотометрию исполь-
зовали для исследования влияния связывания
АСП и дсДНК РС. Когда раствор 50 мкМ дсДНК
РС добавляли в раствор 20 мкМ АСП при комнат-
ной температуре (25°C), наблюдали уменьшение
значения поглощения лекарственного средства
(гипохромный эффект) и увеличение значения
длины волны максимума поглощения (красный
сдвиг или батохромный эффект) (рис. 7). Эти ре-
зультаты демонстрируют, что лекарственное
средство связывается с дсДНК РС, и что связыва-
ние происходит в форме интеркаляции (гипо-

Таблица 2. Результаты регрессионного анализа калибровочной кривой, полученной методом ДИВ, для гуанина
при взаимодействии АСП и дсДНК РС и соответствующие валидационные параметры

ДИВ

Измеренный потенциал, В 1.032
Диапазон линейности, мкг/мл 1.00–10.00
Число точек 5
Наклон, мкА/М –0.137
Точка пересечения, мкА 1.6615
Среднеквадратическая погрешность наклона, мкА/М 1.32 × 10–2

Среднеквадратическая погрешность точки пересечения, мкА 7.99 × 10–2

Коэффициент корреляции 0.999
Предел обнаружения, мкг/мл 0.46
Предел количественного определения, мкг/мл 0.72
Внутрисуточная воспроизводимость тока пика, ОСО, % 0.88
Межсуточная воспроизводимость тока пика, ОСО, % 2.64
Внутрисуточная воспроизводимость потенциала пика, ОСО, % 0.55
Межсуточная воспроизводимость потенциала пика, ОСО, % 0.55

Таблица 3. Анализ результатов, полученных разрабо-
танным методом ДИВ для лекарственных форм, со-
держащих АСП, и результаты извлечения

a Каждое значение представляет собой среднее значение для
пяти экспериментов.
ОСО, %: относительное среднеквадратическое отклонение.

Таблетка Пероральный 
раствор

Номинальное 
количество, мг

400.00 60.00

Обнаруженное 
количествоa, мг

399.89 60.06

ОСО, % 0.08 0.47

Погрешность, % 0.02 –0.1

Добавлено, мг 10.00 10.00

Найдено, мг 9.46 10.01

ОСО, % 0.48 0.131

Погрешность, % 0.27 –0.1

Таблица 4. Характеристические константы связывания
соединений на основе металлов с дсДНК РС

Метод Kb (M–1, ± погрешность)

УФ- и видимая 
спектроскопия

2.14 × 105 (±0.02)

ДИВ 2.71 × 105 (±0.01)



ЭЛЕКТРОХИМИЯ  том 55  № 4  2019

АНОДНОЕ ВОЛЬТАМПЕРОМЕТРИЧЕСКОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 445

хромный эффект (%) = A – A0/A0 = 17.47) [33]. Ре-
зультаты ДИВ подтверждают данные спектро-
скопии в УФ и видимом и демонстрируют
интеркаляцию между АСП и дсДНК РС.

Для вычисления константы связывания взаи-
модействия дсДНК РС с АСП методами УФ- и
видимой спектроскопии (Psomas et al. [33]) и
электрохимическими методами (Bogdan et al.
[34]) использованы соответствующие уравне-
ния, предложенные в указанных работах. Значе-
ния константы связывания дсДНК РС (Kb) для
обоих методов представлены в табл. 4.

ВЫВОДЫ
В настоящее время постоянно развивается

концепция конструирования лекарственных
средств. Исследование взаимодействий лекар-
ственных средств и дсДНК может способствовать
появлению новых соединений для анализа их
возможного воздействия на биомолекулярную
мишень. Благодаря скорости обнаружения и чув-
ствительности методов дсДНК можно использо-
вать для демонстрации перспективных разрабо-
ток конструкции биодатчиков, содержащих
ДНК, которые превращаются в системы на осно-
ве микрочипов [9].

В настоящей работе взаимодействие между ан-
типсихотическим лекарственным средством
АСП и дсДНК РС впервые исследовано с помо-
щью КГЭ. Электрохимический биодатчик на ос-
нове КГЭ, модифицированного дсДНК РС, изго-
товлен посредством иммобилизации дсДНК РС
на поверхности КГЭ. Сигнал окисления гуанина
выступает в качестве зонда для изучения взаимо-
действия между АСП и дсДНК РС, и проведены
исследования изменений тока пика. Метод диф-
ференциальной импульсной вольтамперометрии
использовали для предложения механизма окис-

ления молекул в присутствии антипсихотическо-
го лекарственного средства амисульприда и его
взаимодействия с дсДНК РС. Кроме того, разра-
ботаны новые и чувствительные методы с приме-
нением вольтамперометрии в экспериментах,
проводимых в рамках исследований, которые мо-
гут быть использованы для количественного
определения АСП. Разработан чувствительный и
селективный биодатчик на основе ДНК для опре-
деления АСП в лабораторных условиях. В резуль-
тате взаимодействия АСП с дсДНК РС в различ-
ных концентрациях наблюдали уменьшение от-
клика, обусловленного сигналом гуанина.
Вероятная причина этого может представлять со-
бой повреждение окисляющейся группы элек-
троактивного гуанина за счет адсорбции АСП.
Условия, в которых осуществляется наилучшее
возможное различие, определены как наилучшие
условия анализа.
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