
28   Изв. вузов. Химия и хим. технология. 2020. Т. 63. Вып. 4 

 

 

DOI: 10.6060/ivkkt.20206304.6160 

УДК: 543.55.054.1 

ИССЛЕДОВАНИЕ ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКИХ СВОЙСТВ НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА,  

КОНЪЮГИРОВАННЫХ С АНТИТЕЛАМИ К ВИРУСУ КЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФАЛИТА, 

 ДЛЯ РАЗРАБОТКИ ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКОГО ИММУНОСЕНСОРА 

Е.П. Христунова, Е.В. Дорожко, Е.И. Короткова, Б. Кратохвил 

Екатерина Петровна Христунова*, Богумил Кратохвил 

Инженерная школа природных ресурсов, Отделение химической инженерии, Национальный исследовательский 

Томский политехнический университет, просп. Ленина 30, Томск, Российская Федерация, 634050 

Кафедра химии твердого тела, Химико-технологический университет в Праге, Техницка 5, Прага 6, 

Чешская Республика, 16628 

E-mail: eph2@tpu.ru*, Bohumil.Kratochvil@vscht.cz 

Елена Владимировна Дорожко, Елена Ивановна Короткова 

Инженерная школа природных ресурсов, Отделение химической инженерии, Национальный исследовательский 

Томский политехнический университет, просп. Ленина 30, Томск, Российская Федерация, 634050 

E-mail: elena-dorozhko@yandex.ru, eikor@tpu.ru 

В последнее десятилетие возрос интерес к проведению электрохимических анали-

зов для определения антител в клинических и биологических образцах, где вместо фермент-

ной метки используют наночастицы металлов. Такие электрохимические сенсоры пред-

ставляют собой новую тенденцию в разных областях аналитической химии. В работе про-

ведены исследования электрохимического поведения наночастиц серебра, конъюгированных 

с антителами к вирусу клещевого энцефалита, на разных этапах модификации электрода. 

Наночастицы серебра синтезированы путем химического восстановления из нитрата сере-

бра. Пассивная адсорбция была выбрана в качестве стратегии связывания серебряных нано-

частиц с антителами к вирусу клещевого энцефалита. Экспериментальным путем было 

найдено оптимальное содержание антител к вирусу клещевого энцефалита (4,5 Ед мл-1) в 

растворе наночастиц серебра [1 ммоль л-1 AgNO3]. В основе разработки электрохимического 

иммуносенсора применялся формат непрямого, неконкурентного иммуноферментного ана-

лиза. Методом циклической вольтамперометрии проведено исследование для определения 

эффективности модификации электрода с использованием стандартной окислительно-вос-

становительной пары [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4-. В качестве подложки для иммобилизации био-

логического материала использовался стеклоуглеродный электрод с нанесенным золотом. 

Установлено, что после проведения сенсибилизации электрода антигеном происходит пас-

сивация его поверхности. Регистрация вольтамперометрического сигнала окисления серебра 

осуществлялась на немодифицированном стеклоуглеродном электроде при условиях: ско-

рость развертки потенциала 0,1 В с–1, потенциал накопления –0,8 В, время накопления 60 с. 

Таким образом, настоящая работа открывает путь для нового альтернативного метода 

мониторинга антител к вирусу клещевого энцефалита в биологических жидкостях. 
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In the past decade, interest to electrochemical assays have grown for determination anti-
bodies in clinical and biological samples, where instead of the enzyme label metal nanoparticle is 
used. Such types of electrochemical immunosensors represent an upcoming trend in analytical 
chemistry. In this work, the electrochemical behavior of silver nanoparticles conjugated with anti-
bodies to tick-borne encephalitis virus at different stages of electrode modification is investigated. 
Silver nanoparticles were obtained by chemical reduction from silver nitrate. Passive adsorption 
was chosen as a strategy for binding silver nanoparticles to antibodies to tick-borne encephalitis 
virus. The optimal ratio of antibodies to tick-borne encephalitis virus (4.5 IU ml-1) in a solution of 
silver nanoparticles [1 mmol l-1 AgNO3] was found experimentally. The development of an electro-
chemical immunosensor was based on indirect, non-competitive format of enzyme-linked immuno-
sorbent assay. The electrochemical situation on the electrode surface after modification steps was 
demonstrated by cyclic voltammetry using a standard redox pair [Fe(CN)6]

3-/[Fe(CN)6]
4-. Glassy 

carbon electrode with electrochemically deposited gold nanoparticles was used as a platform for 
immobilization of biological material. It has been established that after sensitization of the electrode 
with antigen, passivation of the surface occurs. The voltammetric signal was recorded through the 
detection of silver ions oxidation on unmodified glassy carbon electrode under the working condi-
tions: scan rate 0.1 V s-1, potential accumulation –0.8 V, accumulation time 60 s. Thus, this work 
paves the way for a new alternative method for monitoring antibodies to tick-borne encephalitis 
virus in biological fluids. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Иммуноанализы играют важную роль для 
обнаружения антител к различным вирусным воз-
будителям в клинических и биологических образ-
цах [1-5]. Наиболее распространенный метод для 
обнаружения антител – иммуноферментный ана-
лиз (ИФА), где при обнаружении молекул-мише-
ней в качестве метки для регистрации сигнала ис-
пользуют ферменты [6]. Необходимая специфич-
ность и чувствительность ИФА тест-систем дости-
гается путем подбора условий иммобилизации ан-
тител/антигенов на твердой подложке, исследова-
ния неспецифического связывания с иммуносор-
бентом, проведения испытаний по пригодности 
ферментных коньюгатов. Возможность примене-

ния ферментов в качестве меток в ИФА обуслов-
лена чрезвычайно высокой чувствительностью 
определения антител/антигенов при регистрации 
сигналов от хромогенов в присутствии определен-
ного субстрата. Однако, основным недостатком 
применения ферментов в конъюгатах, является по-
теря их ферментативной активности (от 30 до 50%) 
во времени. Кроме того, маркерные ферменты хра-
нятся только при низких температурах или в кон-
сервирующих растворах. Это приводит к необхо-
димости периодической оценки их активности и 
рутинным валидационным процедурам ИФА тест-
систем [7].  

В связи с этим, в последние десятилетия 

наблюдается растущий интерес к разработке элек-
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трохимических иммуносенсоров на основе наноча-

стиц (НЧ) металлов, благодаря их высокой чув-

ствительности, низкой стоимости и присущей им 

миниатюризации [8-15]. Использование металличе-

ских меток, как элементов распознавания биомоле-

кул, является подходящей альтернативой ферментам.  

Существенное количество работ в этой об-

ласти посвящено применению серебряных НЧ для 

электрохимического обнаружения биомолекул [8-12]. 

В данной работе НЧ серебра были выбраны благо-

даря простому способу их получения и легко реги-

стрируемому сигналу от ионов серебра. Значитель-

ную роль на пути развития высокочувствительных 

и селективных электрохимических иммуносенсо-

ров играет подготовка биоконъюгатов с наночасти-

цами серебра. В предыдущих работах нами 

успешно получен биоконьюгат наночастиц серебра 

с антителами к ВКЭ методом пассивной адсорб-

ции, как альтернатива иммунопероксидазному 

конъюгату [16]. 

Основная идея данной работы заключалась 

в исследовании электрохимических свойств био-

конъюгатов с наночастицами серебра на разных 

этапах разработки электрохимического иммуно-

сенсора для выбора оптимальных условий опреде-

ления антител к вирусу клещевого энцефалита 

(ВКЭ). Подготовка электрохимического иммуно-

сенсора включает в себя: 1) иммобилизацию анти-

гена ВКЭ на поверхности электрода; 2) инкубацию 

электрода в анализируемом растворе, предположи-

тельно содержащем антитела к ВКЭ; 3) инкубацию 

электрода в растворе биоконъюгата; 4) регистра-

цию вольтамперограмм окисления серебра био-

конъюгатов на стеклоуглеродном электроде 

(СУЭ). Необходимо отметить, что этап иммобили-

зации антигена ВКЭ на поверхности электрода осу-

ществлялся в несколько стадий: 1) электрохимиче-

ское нанесение золота на поверхность электрода; 

2) формирование самоорганизующихся монослоев 

цистеамина на поверхности золота; 3) использова-

ние ковалентного кросслинкера – глутарового аль-

дегида [17]. Альтернативное использование глута-

рового альдегида в отношении пассивной сорбции 

антигена на поверхность электрода позволяет уве-

личить чувствительность определения антител к 

вирусу клещевого энцефалита в разрабатываемой 

тест системе [18]. 

В работе особое внимание уделено оценке 

достоверности вольтамперометрического сигнала 

окисления серебра, как метки биоконъюгатов, на 

всех этапах разработки электрохимического имму-

носенсора для определения ВКЭ. На стадиях иммо-

билизации антигена ВКЭ на поверхности элек-

трода исследовано влияние неспецифичного свя-

зывания наночастиц серебра биоконъюгатов с мо-

дифицирующими слоями. Исследовано пассивиру-

ющее влияние модифицирующих слоев электрода 

при иммобилизации антигена ВКЭ на вольтампе-

рометрический сигнал окисления серебра биоконъ-

югатов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Наночастицы серебра были получены пу-

тем химического восстановления из нитрата сере-

бра, методика описана в работе [19]. Биоконъ-

югаты серебряных наночастиц с антителами к ВКЭ 

получали пассивной адсорбцией [20]. Подбор оп-

тимального количества антител к ВКЭ, добавляе-

мых к НЧ серебра, осуществлялся с использова-

нием алгоритма, представленного в литературных 

данных [21], в котором определяли стабильность 

полученных биконъюгатов в растворе хлорида 

натрия 10% и регистрировали величины макси-

мума поглощения при длине волны 405 нм. Спек-

троскопические исследования проводили на фото-

метре микропланшетного формата (Thermo Scien-

tific Multiskan FC, США). В работе использованы 

антиген и антитела к ВКЭ из коммерческого 

набора "ВектоВКЭ IgG" (Вектор-Бест, Новоси-

бирск, Россия). 

Иммобилизация антигена ВКЭ на поверх-

ность электрода происходила в несколько стадий. 

На первом этапе модифицировали поверхность 

СУЭ золотом путем электрохимического осажде-

ния из раствора тетрахлорауроновой кислоты [22]. 

На втором этапе производили тиолирование по-

верхности Au-СУЭ в растворе цистеамина (45 мин, 

24-26 °С). После этого электрод помещали в рас-

твор глутаральдегида (2,5%, 45 мин, 24-26 °С), за-

тем антиген иммобилизировали на поверхности 

электрода. Время инкубации электрода в растворе 

антигена составляло 1 ч при 24-26 °С. Далее элек-

трод погружали в 1% раствор бычьего сывороточ-

ного альбумина (БСА) на 30 мин для блокировки 

мест неспецифического связывания. Эффектив-

ность модификации поверхности электрода оцени-

вали методом циклической вольтамперометрии 

(ЦВА) с использованием стандартной окислительно-

восстановительной пары [Fe(CN)6]3-/[Fe(CN)6]4-. 

Электрохимические сигналы от НЧ серебра 

проверялись после каждого этапа модификации, 

для этого электрод погружали в раствор биоконъ-

югата. Химическое растворение серебра с поверх-

ности электрода осуществляли путем его погруже-
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ния в 1 моль л-1 раствор HNO3 с последующей ре-

гистрацией сигнала методом анодной инверсион-

ной вольтамперометрии на СУЭ. Электрохимиче-

ские условия регистрации сигнала серебра: ско-

рость развертки 0,1 В с–1, потенциал накопления –

0,8 В, время накопления 60 с. Электрохимические 

исследования проводили на потенциостате μAu-

tolab III (Metrohm, Нидерланды). Трехэлектродная 

ячейка была оснащена рабочим стеклоуглеродным 

электродом, в качестве электрода сравнения и 

вспомогательного электрода использовались хло-

ридсеребряный и платиновый электроды соответ-

ственно.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Получение биоконъюгатов, как сигналоб-

разующей метки 

На рис. 1 представлен спектр поглощения 

полученных наночастиц серебра, синтезированных 

путем химического восстановления из нитрата се-

ребра. 
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Рис. 1. Спектр поглощения наночастиц серебра [1 ммоль л-1 

AgNO3], длина оптического пути 0,1 см, фон- деонизирован-

ная вода 

Fig. 1. Absorption spectra of silver nanoparticles [1 mmol l-1 

AgNO3], optical path length is 1.0 cm, blank – deionized water 

 

Для получения биоконъюгатов различные 

концентрации антител к ВКЭ (1600-0,5 Ед мл-1, 

10 мкл) были добавлены к синтезированным НЧ 

серебра (100 мкл) со средним размером 5,3±1,2 нм. 

Благодаря своей белковой природе, антитела к 

ВКЭ могут выступать в качестве стабилизатора для 

предотвращения агрегации НЧ серебра и защиты 

их от коагулирующего действия электролитов [23]. 

Уменьшение оптической плотности при 405нм, из-

менение цвета полученных биоконъюгатов после 

добавления избытка раствора хлорида натрия 

(10%, 100мкл), может говорить о недостаточной 

концентрации антител для защиты НЧ серебра от 

коагулирующего действия хлорида натрия, что 

приводит к их агрегации [21]. Спектрофотометри-

ческим методом было подобрано оптимальное со-

держание антител к ВКЭ (4,5 Ед мл-1) в растворе 

НЧ серебра [1 ммоль л-1 AgNO3] со средним разме-

ром коллоидной частицы 5,3±1,2 нм. Необходимо 

отметить, что соотношение концентраций антител 

к НЧ серебра, необходимое для стабилизации кол-

лоида, зависит от ряда факторов (дисперсии НЧ по 

размерам, метода синтеза НЧ, природы восстано-

вителя, типа антител), и такую оценку следует про-

водить с учетом конкретных задач исследования 

перед иммуноэлектрохимическими измерениями. 

Электрохимические исследования 

Эффективность модификации поверхности 

электрода оценивалась методом ЦВА с использо-

ванием стандартной окислительно-восстанови-

тельной пары [Fe(CN)6]3-/[Fe(CN)6]4-. На рис. 2. 

представлены ЦВА [Fe(CN)6]3-/[Fe(CN)6]4- на раз-

ных этапах модификации поверхности электрода. 

 

 
Рис. 2. Циклические вольтамперограммы [Fe(CN)6]3-/[Fe(CN)6]4− 

(c=10 ммоль л–1) в фоновом электролите 0,1 моль л–1 KCl на раз-

ных этапах модификации поверхности электрода (1 – золото, 

2 – цистеамин, 3 – глутаровый альдегид, 4 – антиген ВКЭ), 

скорость развертки потенциала 0,05 В с–1 

Fig. 2. Cyclic voltammograms of [Fe(CN)6]3-/[Fe(CN)6]4− 

(c=10 mmol l–1) at different electrode surfaces in 0.1 mol l–1 

KCl solution (1 – gold, 2 – cysteamine, 3 – glutaraldehyde, 4 – tick-

borne encephalitis virus antigen), E vs. Ag|AgCl, scan rate is 

0.05 V s–1 

 

Полученные результаты показывают, что 

поверхность электрода была успешно модифици-

рована. После каждого этапа модифицирования 

электрода увеличивается разность потенциалов 

между анодным и катодным пиками, что указывает 

на образование следующего слоя, из-за чего за-

труднен процесс переноса электрона.  

Регистрацию электрохимического сигнала 

от НЧ серебра на разных этапах модификации 

электрода осуществляли методом анодной инвер-

сионной вольтамперометрии на СУЭ. В таблице 

представлены значения токов окисления серебра 
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после каждого этапа модификации и последую-

щего выдерживания электрода в растворе биоконъ-

югата.  

 
Таблица 

Электрохимический сигнала окисления серебра на 

разных этапах модификации электрода 

Table. Electrochemical signal from silver oxidation at 

different modification steps 

№ Этап модификации I, мкA (n = 5) 

1 
Модифицирование поверхности 

электрода золотом 
- 

2 
Тиолирование поверхности  

в растворе цистеамина 
0,085±0,007 

3 
Сшивание с глутаровым  

альдегидом 
- 

 

Из таблицы видно, что после модификации 

поверхности электрода цистеамином на вольтма-

перограммах наблюдался ток окисления серебра. 

Это объясняется тем, что молекула цистеамина со-

держит группу -NH2, которая может связывать НЧ 

серебра [24]. На следующей стадии модификации в 

растворе глутарового альдегида никаких сигналов 

от серебра не наблюдалось, что минимизирует воз-

можность проникновения НЧ серебра в слой цисте-

амина и позволяет избежать неспецифического 

связывания. 

Электрохимический иммуноанализ для 

определения антител к ВКЭ 

Далее проводилась сборка электрохимиче-

ского иммуносенсора для определения антител к 

ВКЭ с целью оценки качества полученных био-

конъюгатов. Подготовка электрохимического им-

муносенсора описана в разделе введение. Анализи-

руемый раствор представлял собой образец из ком-

мерческого набора "ВектоВКЭ IgG" (Новосибирск, 

Россия) с содержанием антител к ВКЭ от 700 до 

1000 Ед мл-1. Контрольный эксперимент включал в 

себя все этапы получения электрохимического им-

муносенсора, за исключением иммобилизации ан-

тигена; вся поверхность была заблокирована БСА. 

Основываясь на результатах измерений 

ЦВА установлено, что происходит пассивация по-

верхности электрода после проведения этапов мо-

дификации, поэтому регистрация сигнала окисле-

ния серебра осуществлялась на немодифицирован-

ном СУЭ. Химическое растворение серебра с по-

верхности электрода производили путем его погру-

жения в 1 моль·л-1 раствор HNO3.  

На рис. 3 показаны вольтамперограммы 

окисления серебра в биоконъюгатах на СУЭ в при-

сутствии и отсутствии антигена ВКЭ на поверхно-

сти электрода. 

 
Рис. 3. Вольтамперограммы окисления серебра в биконъюга-

тах на СУЭ (1 – с антигеном на поверхности электрохимиче-

ского иммуносенсора, 2 – контрольный эксперимент без ан-

тигена, 3 – фоновая линия) в фоновом электролите 0,5 моль 

л–1 KNO3 и 0,04 моль л–1 HNO3, скорость развертки потенци-

ала 0,1 В с–1, Eнак = −0,8 В, tнак = 60 с 

Fig. 3. Voltammograms of silver oxidation in bioconjugate at the 

glassy carbon electrode; (1 – antigen immobilized on the electro-

chemical immunosensor, 2 – without the antigen immobilized on 

the immunosensor surface, 3 – background) in supporting electro-

lyte of 0.5 mol l–1 KNO3 and 0.04 mol l–1 HNO3, E vs. Ag|AgCl. 

Scan rate is 100 mV s−1, Eacc = −0.8 V, tacc = 60 s 

 

Как видно из рис. 3, в случае контрольного 

эксперимента наблюдается электрохимический 

сигнал от серебра, который не превышает 5% от 

максимума значения тока окисления серебра в об-

разцах с присутствием антигена на поверхности 

электрода. В связи с этим, можно с уверенностью 

сказать, что полученные биоконъюгаты, способы 

модификации электрода антигеном ВКЭ и реги-

страции сигнала окисления НЧ серебра в условиях 

анодной инверсионной вольтамперометрии на не-

модифицированном СУЭ, могут быть успешно 

применены для определения антител к ВКЭ. 

ВЫВОДЫ 

В работе было подобрано оптимальное со-

отношение концентраций антител к ВКЭ (4,5 Ед мл-1) 

для связывания и стабилизации НЧ серебра  

[1 ммоль л-1 AgNO3] с средним размером коллоид-

ной частицы 5,3±1,2 нм. Необходимо отметить, что 

соотношение концентраций зависит от ряда факто-

ров (дисперсии, метода синтеза НЧ, природы вос-

становителя, типа антител), и такую оценку сле-

дует проводить с учетом конкретных задач иссле-

дования. Полученные биоконъюгаты успешно при-

менены в разработке электрохимического иммуно-

сенсора для определения антител к ВКЭ. 

Для построения дальнейших эксперимен-

тов вынесены следующие рекомендации: прово-

дить регистрацию сигнала окисления серебра на 

немодифицированном электроде; при построении 

калибровочных зависимостей для определения ан-

тител к ВКЭ необходимо вычитать абсолютное 
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значение тока окисления серебра, полученного в 

отрицательных контрольных экспериментах, от 

значения тока окисления серебра полученного в 

положительных образцах с присутствием антигена 

на поверхности электрода. 
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