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Abstract In the present study, aptamer layer on the surface o f golden electrode was characterized by 

electrochemical and microscopic methods. Island-like structure o f the layer was shown. It was proved that after 

aptamer immobilization on the solid surface, it is still able to specifically bind tumor marker for lung cancer.

Введение. Аптамеры -  олигонуклеотиды или пептиды, обладающие опоообноотью к 

опецифичеокому овязыванию о целевым молекулам-мишенями. Сенооры на оонове аптамеров 

(аптаоенооры) обладают выоокой оелективноотью и чувотвительноотью определения выбранной мишени. 

Электрохимичеокий аптаоеноор предотавляет из оебя индикаторный электрод, покрытый олоем аптамера, 

опецифичного к определенной мишени [1]. Интеноивнооть и направление протекания 

электрохимичееких процеееов в значительной мере определяетея еоетоянием поверхноетного елоя 

аптамеров. Важным являетея толщина покрытия, его еплошноеть (непрерывноеть двухмерной 

етруктуры), его етабильноеть во времени и уетойчивоеть к воздейетвиям. Неемотря на обилие работ в 

облаети еоздания аптаеенеоров, малое чиело авторов уделяет доетаточное внимание характериетикам 

модифицирующего аптамерного елоя на индикаторном электроде. Самым раепроетраненным являетея 

определение величины покрытия поверхноети электрода аптамерами по результатам электрохимичееких 

измерений (например, в работе [2] величина покрытия еоетавляла от 80 до 95%). Оетальные авторы, в 

оеновном, предполагают приоутетвие непрерывного моноелоя аптамеров на поверхноети, не 

подтверждая этого экепериментально (например, как в работе [3]). Привлечение микроекопичееких 

методов для определения етруктуры покрытия аптамерного елоя на электродной поверхноети затруднено 

по причине выеокой чуветвительноети 3D етруктуры ДНК-аптамеров к ереде. Вакуумирование при 

электронной микроекопии может привеети к изменению конформации молекул ДНК, е потерей 

информации об иетинном раеположении аптамеров. Метод конфокальной лазерной еканирующей 

микроекопии может быть уепешно применен для микроекопичеекого анализа объектов биологичеекой 

или органичеекой природы в уеловиях близких к уеловиям электрохимичеекого анализа, т.е. в водной 

ереде, хотя данный метод имеет меньшее по еравнению о электронной микроекопией проетранетвенное



разрешение. В данной работе была поставлена цель охарактеризовать покрытие золотого электрода 

ДНК-аптамером, специфичным к онкомаркеру рака легкого, с использованием электрохимических и 

микроскопических методов. При этом использовалась стандартная (описанная в литературе) методика 

иммобилизации аптамера с тиоловым праймером на предварительно подготовленную золотую 

поверхность.

Материалы и методы. ДНК-аптамер LC-29, специфичный к опухолевому маркеру рака легкого, 

был предоставлен Красноярским государственным медицинским университетом [4]. Золотые планарные 

электроды в составе мультиплексных чипов произведены АО «Электроконнект», г. Новосибирск. 

Иммобилизация аптамера на предварительно подготовленную поверхность производилась в течение 12 

часов в соответствии со стандартной методикой [4]. Измерения проводились на электрохимической 

станции СН-600, СН Instmments, с хлоридсеребряным (1 М КС1) и платиновым электродами в 2,5 мМ 

раствор К4[Ре(СХ)б] и Кз[Ре(СХ)б] в 20 мМ Трис-С104 буферном растворе (рН=8,6). Проводились 

измерения при квадратно-волной развертке потенциала (SWV) в диапазоне от -0,2 до +1,0 В с частотой 

10 Рц. Микрофотографии поверхности аптасенсора были получены на сканирующем электронном 

микроскопе Vega ЗН, Tescan (метод SEM), и на конфокальном лазерном сканирующем микроскопе LSM 

780 NLO, Carl Zeiss (метод CLSM).
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Рис. 2. SEM-изображение поверхности 

модифицированного ДНК-аптамерами 

золотого электрода

Рис. 3. CLSM-изображение поверхности модифицированного ДНК-аптамерами золотого электрода, 

полученное методом конфокальной лазерной сканирующей микроскопии. ДНК-аптамер визуализирован в

зеленом цвете, белок онкомаркер -  в красном



Результаты и обсуждение. По литературным данным, слой аптамера препятствует доступу 

редокс-медиатора к поверхности электрода, снижая тем самым величину тока на вольтамперограммах. 

На этом основан принцип действия большинства электрохимических аптасенсоров. На рисунке 1 

приведены вольтамперограммы, полученные методом SWV для чистого золотого электрода и трех 

золотых электродов, модифицированных ДНК-аптамером (параллельные эксперименты). Можно 

заметить, что в присутствии аптамера на поверхности, пик тока, напротив, увеличивается и расщепляется 

на 2 вершины. По СЭМ-изображению на рисунке 2 можно отметить, что молекулы аптамера приняли 

форму глобул (очевидно во время высушивания и вакуумирования). Поэтому оценить равномерность 

покрытия электрода аптамерами по данным СЭМ затруднительно. Для решения данной задачи был 

привлечен метод CLSM (рисунок 3). Было обнаружено, что, даже оставаясь под слоем жидкости 

(буферный раствор), аптамер располагается на электроде не сплошным слоем, а «островками». Таким 

образом, предположения о непрерывности модифицирующего слоя аптамера не подтвердились. Методом 

CLSM была изучена поверхность электрода с аптамерами после инкубирования аптасенсора под плазмой 

крови больного раком легкого. На правой части рисунка 3 видно, что целевой белок-онкомаркер (показан 

красным цветом) располагается только в областях расположения аптамера (показан зеленым цветом) и не 

закрепляется на пустом электроде. Следовательно, способность к специфическому связыванию целевых 

молекул не была утрачена аптамером после его пришивки к золотой поверхности.

Заключение. Показано, что модифицирующий слой ДНК-аптамера на поверхности золотого 

индикаторного электрода представлен отдельными островками, а не непрерывным монослоем. Это 

сказывается на воспроизводимости результатов электрохимических измерений. Доказано, что после 

иммобилизации на твердую поверхность аптамер сохраняет способность специфически связывать белок- 

онкомеркер рака легкого, что является важным показателем для успешного создания аптасенсора. 

Требуется дальнейшая работа над повышением величины покрытия электрода молекулами аптамера и 

оптимизация процедуры модифицирования.
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