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Разработан способ определения амитриптилина как представителя трициклических антидепрес-
сантов иммуносенсорами с использованием супрамолекулярных систем на основе гексамолиб-
деновых кластерных комплексов в моче человека. Данные комплексы обладают электрохимиче-
ской активностью и дают стабильный аналитический сигнал, что использовано при разработке 
амперометрических иммуносенсоров. Для доказательства образования супрамолекулярной си-
стемы самоорганизованных гексамолибденовых наночастиц и  молекул хитозана применили 
методы люминесценции и  динамического рассеяния света. Разработан композитный материал 
на основе гексамолибденовых кластерных комплексов в сочетании с восстановленным оксидом 
графена. Рабочий диапазон концентраций амитриптилина при определении амперометрическим 
иммуносенсором составил 1 × 10–9–1 × 10–4 М, нижняя граница определяемых содержаний лежит 
на уровне 5 × 10–10 М, содержание амитриптилина в образцах мочи – на уровне (n – 7) × 10–8 М. 
Сопоставление результатов анализа амперометрическим иммуносенсором и  поляризационным 
флуоресцентным иммуноанализом показало отсутствие значимых систематических погрешно-
стей. Возможность определения амитриптилина в биологических жидкостях позволяет подобрать 
оптимальную терапевтическую дозу лекарственного препарата, т.е. разработать подходы к созда-
нию персонифицированной медицины.
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Для определения лекарственных веществ 
чаще всего применяют хроматографические 
методы анализа, в  частности газовую или вы-
сокоэффективную жидкостную хроматогра-
фию, капиллярный электрофорез, тандемную 
масс-спектрометрию в  сочетании с  хроматогра-
фией [1–10]. Данные варианты требуют прове-
дения определенной пробоподготовки, что уве-
личивает продолжительность анализа, поэтому, 
на наш взгляд, более предпочтительно использо-
вать иммунохимические методы анализа [11, 12].

В связи с  большим количеством стрессовых 
ситуаций, ухудшением экологической обстанов-
ки и высокими темпами урбанизации каждый год 
растет число депрессивных расстройств у челове-
ка. Лечение таких заболеваний необходимо про-
водить в условиях строгого контроля содержания 
лекарственных веществ в  биологических жид-
костях. Для этих целей требуется разработка вы-
сокочувствительных, селективных, экспрессных 
иммунохимических методов анализа, которые 
в отдельных случаях позволяют проводить мони-
торинг лекарственных веществ, в частности три-
циклических антидепрессантов, in situ.

Восстановленный оксид графена  – один 
из перспективных углеродных материалов для соз-
дания сенсоров [13–17]. За счет его применения 
достигнуто улучшение электрохимических харак-
теристик разрабатываемых устройств, в  частно-
сти электропроводности подложки, и увеличение 
удельной площади поверхности используемых 
трансдьюсеров [18–20]. 

Особое внимание исследователей в настоящее 
время привлекают супрамолекулярные системы 
на  основе кластерных комплексов переходных 
металлов. Необходимо отметить, что области 
применения кластерных комплексов переходных 
металлов довольно разнообразны: их применяют 
в  качестве люминесцентных и  теплоизоляцион-
ных материалов, при создании датчиков кисло-
рода, электрооптических устройств, используют 
для биовизуализации тканей, фотокатализа, в ка-
честве антибактериальных и  противоопухолевых 
фотодинамических агентов [21]. Публикации 
об  использовании кластерных комплексов пере-
ходных металлов, в  частности гексамолибдено-
вых кластерных комплексов, а также их сочетаний 
с  восстановленным оксидом графена в  составе 
биосенсоров отсутствуют. 

Следует отметить, что проведение анализа 
мочи на присутствие в ней лекарственных веществ 
требует от исследователей определенных навыков 
работы со сложными системами, в которых могут 
присутствовать вещества, обладающие электро-
химической активностью в  области рабочих по-
тенциалов при амперометрических измерениях.

Цель настоящего исследования заключалась 
в  разработке амперометрических иммуносен-
соров на  основе планарных графитовых элек-

тродов, модифицированных супрамолекуляр-
ной системой на  основе гексамолибденовых 
кластерных комплексов в  сочетании с  восста-
новленным оксидом графена в  хитозане, для 
определения трициклических антидепрессантов 
в моче человека на примере амитриптилина.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В качестве первичного преобразователя сиг-
нала использовали графитовые печатные (пла-
нарные) электроды конструкции три в  одном. 
Более подробно их устройство описано в  работе 
[22]. Электрохимическую стабилизацию и очист-
ку поверхности планарных электродов проводили 
согласно методике [23].

Для проведения вольтамперометрических из-
мерений использовали потенциостат/гальвано-
стат 204 (Autolab, Нидерланды).

Правильность полученных результатов про-
веряли на  многофункциональном планшетном 
анализаторе PolarStarOmega (BMGLabtech, Гер-
мания) в  режиме поляризационного флуорес-
центного иммуноанализа. Более подробное опи-
сание прибора и метода приведены в работе [24].

Обработку вольтамперных кривых проводи-
ли с  помощью программного обеспечения для 
потенциостата/гальваностата Nova 2013 версии 
1.10.19, построение градуировочных графиков  – 
в  наборе пакетных программ Origin 2018 версии 
9.50.00, cхему функционирования иммуносенсо-
ра строили в наборе пакетных программ ChemOf-
fice 2018 версии 18.0.

Измеряли динамическое рассеяние света 
(DLS) и  определяли электрокинетический по-
тенциал (ζ-потенциал) с  помощью анализатора 
размера наночастиц Zetasizer Nano ZS (Malvern 
Instruments, Великобритания) при 25°С. Значения 
электрокинетических потенциалов рассчитывали 
по уравнению Гельмгольца–Смолуховского. Раз-
мер частиц определяли трижды для каждого об-
разца.

Спектры люминесценции получали на  спек-
трофлуориметре Hitachi F-7100 с использованием 
кварцевых кювет толщиной 10 мм. Длина волны 
возбуждения составляла 380 нм, величину люми-
несценции регистрировали в  диапазоне 400–750 
нм при напряжении 500 В, размеры щели состав-
ляли 10 нм.

Поверхность планарных электродов модифи-
цировали, используя дисперсии восстановленно-
го оксида графена (Sigma Aldrich, США) и гекса-
молибденовых кластерных комплексов в хитозане 
марки х. ч. (раствор хитозана готовили в 2%-ной 
уксусной кислоте марки х. ч.).

Октаэдрический кластерный комплекс мо-
либдена с  апикальным лигандом трифтораце-
татом (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6] был син-
тезирован в  Институте неорганической химии 
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им.  А.В.  Николаева Сибирского отделения РАН 
по методике [25].

Методика получения наночастиц (n-Bu4N)2[ 
{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан. Навеску класте-
ра растворяли в 0.2 мл ацетонитрила и доводили 
водой до 5 мл (с0 = 2 × 10–4 М). (n-Bu4N)2[{Mo6I8}
(CF3COO)6] (с1 = 3.5 × 10–5 М) смешивали с 1 мл 
хитозана (с = 0.05 М) и подвергали УЗ-дисперги-
рованию в течение 10 мин при температуре воды 
25 ± 2°С. После этого отделяли полученные на-
ночастицы путем центрифугирования (15 000 об/
мин при 4°С в течение 15 мин). Супернатант ана-
лизировали на спектрофлуориметре.

Концентрация дисперсии комплекса 
(n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан составля-
ла 3.5 × 10–6 М, а восстановленного оксида графе-
на – 2 мг/мл.

В ходе приготовления рабочего раствора ле-
карственного вещества амитриптилин применя-
ли центрифугу MiniSpin (Eppendorf, Германия).

Ацетатные буферные растворы с рН 4.5–5.5, 
фосфатные буферные растворы с  рН 6.0–7.5 
и боратные буферные растворы с рН 8.0–11.0 го-
товили из препаратов х. ч. и ч. д. а (ЗАО “Лавер-
на”, Россия).

В качестве биочувствительного компонента 
применяли поликлональные антитела (Ат) про-
тив трициклических антидепрессантов фирмы 
MicroPharm Ltd (Великобритания). Приготовле-
ние и последующее нанесение смеси для имммо-
билизации Ат на поверхность электрода осущест-
вляли по методике, описанной в работе [26].

Образцы мочи человека, включающей ами-
триптилин, были предоставлены МСЧ КФУ (Ка-
зань, Россия).

Объект анализа: лекарственное вещество 
амитриптилин (Sigma-Aldrich, США) и  содер-
жащий его фармацевтический препарат “Ами-
триптилин” (ЗиО-Здоровье, Подольск, Россия). 
Серию стандартных растворов лекарственного 
вещества в рабочем диапазоне концентраций го-
товили по точной навеске.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В качестве композитного модификатора ис-
пользовали (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хи-
тозан и  (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан 
в  сочетании с  восстановленным оксидом гра-
фена (ВГО) в хитозане для создания высокочув-
ствительных и селективных иммуносенсоров.

Известно, что октаэдрические кластеры мо-
либдена обладают высокой фотостабильностью, 
низкой токсичностью, хорошо выраженной лю-
минесценцией в диапазоне 650–750 нм, их элек-
трохимическая активность дает возможность 
применения в  электрохимическом анализе [27]. 
Кроме того, вариация структуры апикальных 
лигандов позволяет проводить тонкую настрой-
ку люминесцентных и  электрохимических ха-
рактеристик кластеров [27]. Однако введение 
в структуру кластеров апикальных лигандов с ги-
дрофобными заместителями приводит к плохой 
растворимости в воде, поэтому для перевода не-
растворимых в воде кластерных солей в диспер-
гируемые в воде формы наночастиц использовали 
метод наноосаждения [19], который представляет 
собой одностадийный процесс, известный также 
как метод замещения растворителя. На первом 
этапе кластеры растворяли в органическом рас-
творителе, затем органический раствор кластера 
медленно добавляли в водную фазу. В результате 
получили коллоидно-устойчивые Mo6-наноча-
стицы размером 234 нм, обладающие отрица-
тельным дзета-потенциалом (ζ-потенциал = -35 
мВ), которые модифицировали хитозаном. Мо-
дификация хитозаном приводит к  перезарядке 
поверхности Mo6-наночастиц и увеличению раз-
мера полученных наночастиц (n-Bu4N)2 [{Mo6I8}
(CF3COO)6]@хитозан (табл. 1).

Таким образом, методы люминесценции 
и динамического рассеяния света позволили вы-
явить образование супрамолекулярной системы 
на основе самоорганизованных Mo6-наночастиц 
и молекул хитозана.

Степень перехода кластерных блоков в нано-
частицы (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан 
составляет 81%; такую оценку получили люми-
несцентным анализом супернатантов после фа-
зового отделения наночастиц. Спектры люми-
несценции на рис. 1 иллюстрируют уменьшение 
интенсивности люминесценции наночастиц 
(n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6] вследствие их пе-
рехода в (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6] @хитозан. 
Предположительно, взаимодействие наноча-
стиц (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6] с  хитозаном 
осуществляется за счет электростатических сил, 
создаваемых отрицательным поверхностным 
зарядом (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6] наноча-
стиц (ζ-потенциал = -35 мВ) и положительным 
зарядом протонированных аминогрупп хито-
зана, что приводит к  перезарядке поверхности 

Таблица 1. Характеристика супрамолекулярных систем 

Соединение d, нм PDI (индекс полидисперсности) ζ-потенциал, мВ

Наночастицы Mo6 234 0.341 -35

(n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан 658 0.431 +67
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(n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]. По данным дина-
мического рассеяния света, ζ-потенциал приоб-
ретает значение +67 мВ.

При нанесении наночастиц (n-Bu4N)2[{Mo6I8}
(CF3COO)6]@хитозан на поверхность электрода 
на  дифференциальной импульсной вольтампе-
рограмме на  фоне фосфатного буферного рас-
твора с рН 7.5 наблюдается пик окисления при 
потенциале E = 127 ± 8 мВ, связанный с окис-
лением кластерного ядра {Mo6I8}4+/{Mo6I8}5+ [28].

Изменение поверхности электрода за  счет 
нанесения композитного модификатора (ВГО 
в  сочетании (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@
хитозан) приводит к  смещению потенциала 
на  46 мВ в  сторону менее положительных по-
тенциалов и  увеличению тока окисления более 
чем в 40 раз (рис. 2). Увеличение тока, возможно, 
связано с присутствием в составе модификатора 
хитозана, который является полиэлектролитом, 
и  восстановленного оксида графена, хорошо 
проводящего электрический ток [29, 30].

Установили, что модификаторы на  основе 
(n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозана дают 
стабильный и  воспроизводимый сигнал 

на  вольтамперной кривой, поэтому в  качестве 
аналитического сигнала амперометрического 
иммуносенсора выбрали ток окисления 
(n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозана. Это 
позволило разработать два иммуносенсора для 
определения амитриптилина (табл. 2). Первый 
иммуносенсор получили нанесением только на-
ночастиц (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хито-
зан, второй – композита (n-Bu4N)2[{Mo6I8}
(CF3COO)6]@хитозана с оксидом графена.

При разработке иммуносенсора установили, 
что оптимальным разбавлением Ат, которое обе-
спечивает получение максимального аналитиче-
ского сигнала иммуносенсора, является 1 : 50.

Принцип работы иммуносенсора можно 
представить следующим образом (рис. 3): на по-
верхность чистого планарного электрода наносят 
капельным методом ВГО в  хитозане. После вы-
сыхания наносят (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@
хитозан. Затем на полученную модифицирован-
ную поверхность наносят иммобилизованную 
смесь, содержащую Ат против трициклических 
антидепрессантов, хитозан, глутаровый альдегид 
и фосфатный буферный раствор с pH 7.5. После 
высыхания в течение одного дня при комнатной 
температуре полученный иммуносенсор хранят 
в холодильнике при 4°С. Для определения анти-
гена (Аг) (амитриптилина) иммуносенсор поме-
щают в  электрохимическую ячейку с  раствором 
аналита. 

Образование иммунного комплекса Аг–Ат 
на  поверхности планарного модифицирован-
ного электрода приводит к изменению (умень-
шению) величины аналитического сигнала 
(рис. 4), что может быть связано со стерически-
ми эффектами на поверхности электрода.

Оценили аналитические характеристи-
ки разработанных иммуносенсоров при опре-
делении амитриптилина. Для иммуносенсо-
ра 1  диапазон рабочих концентраций составляет 
1 × 10–9–1 × 10–5 М, нижняя граница определяе-
мых содержаний – на уровне 8 × 10–10 М. Лучшие 
аналитические характеристики при определении 
амитриптилина достигнуты для иммуносенсора 2: 
более широкий диапазон рабочих концентраций 

Рис. 1. Спектры люминесценции (n-Bu4N)2[{Mo6I8}
(CF3COO)6] (1) и супернатанта после отделения на-
ночастиц (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан 
(2). lex = 380 нм.
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Рис. 2. Дифференциальные импульсные вольтамперограммы планарных электродов, модифицированных супра-
молекулярными системами на фоне фосфатного буферного раствора с рН 7.5: (а) (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@
хитозан; (б) ВГО–хитозан / (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан.
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1 × 10–9–1×10–4 М и более низкая нижняя граница 
определяемых содержаний на уровне 5 × 10–10 М, 
более высокий коэффициент чувствительности, 
чем для иммуносенсора 1 (табл. 2). 

Методика определения амитриптилина в моче 
человека. Образцы мочи разбавляли в  10 раз 
фосфатным буферным раствором с pH 7.5 (объ-
ем пробы от 5 до 50 мл), добавляли тот же буфер-
ный раствор до объема 2 мл (электрохимическая 
ячейка объемом 2 мл), опускали иммуносенсор 
в  ячейку, содержащую раствор аналита (время 
инкубации 5 мин). Затем регистрировали им-
муносенсором токи окисления при потенциале 
E = 130 ± 8 мВ. В растворах образца мочи чело-
века, принимавшего амитриптилин, происхо-
дит уменьшение тока окисления модификатора 
ВГО–хитозан/(n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@
хитозан, что указывает на  присутствие Аг. По 
градуировочному графику рассчитывали кон-
центрацию амитриптилина в  моче (табл. 1). 
В  образцах мочи человека, не  использующего 
амитриптилин в терапевтических целях, подоб-
ного изменения аналитического сигнала не на-
блюдали. 

Ранее нами доказано [23], что ни лекарствен-
ные соединения других классов, ни  компоненты 
искусственной и  натуральной мочи не  влияют 
на  эффективность взаимодействия антитело–
амитриптилин. 

Сопоставление результатов, полученных 
с  помощью амперометрического иммуносен-
сора 2 и  поляризационного флуоресцентного 
иммуноанализа, по  t- и  F-критериям показало, 
что они равноточны и  вклад систематической 
погрешности незначим. Погрешность опреде-
ления не превышает 0.068 (табл. 3). Подробное 

Рис. 3. Схема функционирования иммуносенсора.
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Рис. 4. Дифференциальные импульсные вольтам-
перограммы планарных электродов, модифици-
рованных супрамолекулярными системами ВГО–
хитозан / (n Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан 
на фоне фосфатного буферного раствора с рН 7.5 
в  присутствии Ат (1), 1 × 10–7 М амитриптилина 
(2), 1 × 10–5 М амитриптилина (3).
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Таблица 2. Аналитические характеристики амперометрических иммуносенсоров при определении 
амитриптилина (разведение антител 1 : 50, n = 5, Р = 0.95)

Область рабочих  
концентраций, М

Уравнение градуировочной зависимости 
I* = (A ± δ) + (B ± δ) × (-lgc) сн, М

A ± δ B ± δ r

Иммуносенсор 1 ((n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан)

1 × 10–9–1 × 10-5 130 ± 10 –(5.3 ± 0.5) 0.9915 8 × 10–10

Иммуносенсор 2 (ВГО-хитозан/(n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан)

1 × 10–9–1 × 10–4 245 ± 12 –(16.5 ± 0.8) 0.9957 5 × 10–10

*I = ((IАт – IК)/IАт) × 00%, где IАт – величина аналитического сигнала (ток) в присутствии Ат, IК – величина аналитического 
сигнала (ток) при образовании иммунного комплекса Ат–Аг.

Таблица 3. Результаты определения амитриптилина в моче (tтабл = 2.78, Fтабл = 6.39, n = 5, Р = 0.95)
Метод Найдено, М sr tрасч Fрасч

Амперометрический иммуносенсор 2 (7.15 ± 0.45) × 10–8 0.065
1.32 2.17

Поляризационный флуоресцентный иммуноанализ (7.25 ± 0.48) × 10–8 0.068
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описание получения трейсера для поляризаци-
онного флуоресцентного иммуноанализа приве-
дено в работе [24].

* * *

Таким образом, установлено, что гексамо-
либденовые кластерные комплексы, нанесенные 
на  поверхность графитовых печатных электро-
дов, обладают электрохимической активностью 
и  дают стабильный сигнал в  виде пика на  воль-
тамперограммах на фоне фосфатного буферного 
раствора с pH 7.5. Совместное нанесение восста-
новленного оксида графена и  гексамолибдено-
вых кластерных комплексов приводит к  значи-
тельному увеличению тока пика и  смещению 
потенциала на вольтамперограмме в менее поло-
жительную область. Данные модификаторы ис-
пользовали при разработке амперометрических 
иммуносенсоров при определении трицикли-
ческого антидепрессанта амитриптилина, в  том 
числе следовых количествах. Применение ком-
позитных материалов в  составе иммуносенсоров 
позволило расширить диапазон определяемых 
концентраций, снизить нижнюю границу опре-
деляемых содержаний и  улучшить коэффициент 
чувствительности (табл. 2). Разработанный им-
муносенсор апробировали при определении ами-
триптилина в образцах мочи человека. Результаты 
определения амитриптилина амперометрическим 
иммуносенсором и  поляризационным флуорес-
центным иммуноанализом равноточны и  вклад 
систематической погрешности незначим, что ука-
зывает на  правильность разработанного способа 
определения трициклических антидепрессантов 
в образцах мочи человека. 
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Abstract. A method for the determination of amitriptyline as a representative of tricyclic antidepressants 
by immunosensors using supramolecular systems based on hexamolybdenum cluster complexes in human 
urine was developed. These complexes are electrochemically active and give a stable analytical signal, 
which was utilized in the development of amperometric immunosensors. Luminescence and dynamic light 
scattering methods were applied to prove the formation of a supramolecular system of self-organized hex-
amolybdenum nanoparticles and chitosan molecules. A composite material based on hexamolybdenum 
cluster complexes combined with reduced graphene oxide was developed. The working range of amitripty-
line concentrations when determined by amperometric immunosensor was 1 × 10-9 -1 × 10-4 M, the lower 
limit of detectable contents lies at the level of 5 × 10-10 M, the content of amitriptyline in urine samples – at 
the level of (n – 7) × 10-8 M. Comparison of the results of the analysis by amperometric immunosensor and 
polarization fluorescence immunoassay showed the absence of significant systematic errors. The ability to 
determine amitriptyline in biological fluids makes it possible to select the optimal therapeutic dose of the 
drug, i.e., to develop approaches to the creation of personalized medicine.

Keywords: molybdenum cluster complexes, immunosensor, antibodies, tricyclic antidepressants.
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