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РЕЗЮМЕ
Цель исследования. Отработка методики иммобилизации к поверхности графена антител белков, играющих значимую роль в патогенезе 
болезни Альцгеймера.
Материалы и методы. Методом сублимации поверхности подложек SiС получали графеновые пленки. Наличие монослоя графена 
подтверждали по спектрам при спектроскопии. Выполнялась оценка качества поверхности графена методом циклической 
вольтамперометрии. Далее проводили функционализацию аминогруппами методом, основанным на сорбции из раствора производных 
пирена и фенилнитрогруппами электрохимическим методом. Образцы графена выдерживали в растворах моноклональных антител 
к бета-амилоидному пептиду человека 1–42. Также препараты выдерживали в растворе вторичных антител, меченых ФИТЦ. Оценку 
результатов проводили с помощью флуоресцентной микроскопии. Дополнительно образцы выдерживали в растворе антител 
с пероксидазной меткой, которую выявляли при проведении хемилюминесценции.
Результаты. Для прикрепления специфических антител к поверхности графена большое значение имеет качество его поверхности. 
Оптимальной рабочей концентрацией антител к бета-амилоиду человека 1–42 в растворе для последующего изготовления биологических 
сенсоров является 15 мкг/мл. Ковалентная сшивка антител глутаровым альдегидом с аминогруппами на графене дает незначительный 
выигрыш в уровне флюоресценции по сравнению с нековалентной сорбцией на графене с нитрогруппами. Функционализация 
фенилнитрогруппами оптимальна для дальнейшей работы, связанной с выявлением специфических антигенов.
Заключение. Исследована методика иммобилизации на поверхности графена специфических антител к бета-амилоиду в концентрациях, 
выявляемых флуоресцентной микроскопией и хемилюминесценцией. На графене иммобилизуется количество антител, достаточное 
для создания биосенсора. Установлено, что функционализация фенилнитрогруппами позволяет создать оптимальные условия 
для прикрепления антител к поверхности графена, а также производить отмывку образующихся антител-антигенных комплексов 
для  дальнейшего повторного использования графеновых биосенсоров.
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SUMMARY
Objective. To develop technique immobilizing antibodies graphene surface of proteins that play a significant role in pathogenesis Alzheimer's 
disease.
Materials and methods. Graphene films were obtained sublimation surface of SiC substrates. Presence graphene monolayer was confirmed 
spectroscopy spectra. Graphene surface quality was evaluated cyclic voltammetry. Functionalization by amino groups was carried out 
method based on sorption pyrene derivatives from a solution and phenylnitrogroups electrochemical method. Graphene was kept in solutions 
monoclonal antibodies to human beta-amyloid peptide 1–42. Preparations were also kept in solution secondary antibodies labeled with FITZ. 
Results were evaluated fluorescence microscopy. Additionally, samples were kept in solution antibody with peroxidase label, which was detected 
chemiluminescence.
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Введение
Болезнь Альцгеймера (БА) – прогрессирующее 

нейродегенеративное заболевание и ведущая причина 
деменции у пожилых людей [1]. Во всем мире около 
50 миллионов человек страдают деменцией, которая 
в 50–70 % случаев связана с БА [2, 3]. Ожидается, что 
во всем мире численность населения в возрасте 65 лет 
и старше увеличится с 9,3 % в 2020 году до примерно 
16,0 % в 2050-м [4]. В 2016 году в системе классифи-
кации глобального бремени болезней БА заняла чет-
вертое место по частоте преждевременной смертности 
и шестое – по тяжести заболевание [5]. Значительные 
расходы, направленные на уход за пациентами, страда-
ющими БА, приводят к физическим, психологическим 
и финансовым последствиям как для семей, так и для 
общества. В настоящей статье мы представляем ис-
следование, направленное на разработку нового метода 
определения биомаркеров БА в рамках ее диагностики, 
основанное на синтезе достижениях нейробиологии 
и нанотехнологий.

Точная верификация и мониторинг заболевания ис-
ходя из результатов только клинического обследования 
могут оказаться затруднительными даже для экспертов 
в области деменции [6], в связи с чем все более важную 
роль в определении БА стали играть биомаркеры. Они 
включены в современные исследовательские диагности-
ческие критерии БА и рекомендованы регулирующими 
органами для использования [7, 8]. Ликвор за счет сво-
его прямого контакта с центральной нервной системой 
долгое время использовался для обнаружения и из-
мерения биохимических изменений в головном мозге 
[9]. Например, β-амилоид 42 (Aβ42) отдельно и в со-
отношении с Aβ40 (Aβ42/Aβ40) отражает накопление 
Aβ. Общий и фосфорилированный тау-белки (P-tau) 
свидетельствуют о развитии нейродегенерации. Так, 
в ряде работ с помощью иммуноферментного анализа 
(ИФА) было обнаружено заметное снижение уровня 
Aβ42 в ликворе при БА [10], при этом эти значения 
обратно коррелируют с его нагрузкой в кортикальных 
бляшках в биоптатах [11]. Идентификация гиперфосфо-
рилированного тау-протеина, как основного компонента 
нейрофибриллярных клубков, привела к разработке 
методов анализа ликвора на P-tau. Хотя в тау-белке су-
ществует множество сайтов фосфорилирования, наибо-
лее часто используемые анализы P-tau обнаруживают 
фосфорилирование по треонину 181 (P-tau181) [12]. 
Увеличение P-tau181 в ликворе постоянно наблюдается 

при БА [13]. При этом обнаружено увеличение других 
вариантов фосфорилированного тау-протеина, в част-
ности P-tau231 [14].

Среди маркеров нейродегенерации одними из наибо-
лее перспективных являются легкие цепи нейрофила-
ментов (НФЛ). Поскольку уровень НФЛ увеличивается 
при многих заболеваниях нервной системы, он считается 
неспецифическим маркером нейронального повреж-
дения. При этом нужно отметить, что высокие уровни 
НФЛ связаны с более быстрым прогрессированием БА 
и значительным уровнем атрофии головного мозга при 
большинстве нейродегенеративных заболеваний [15, 
16]. НФЛ также можно измерить в плазме крови, где 
его уровень повышается на стадии деменции [17] при 
спорадической БА, а также при аутосомно-доминантной 
форме БА [16, 18].

Определение уровня накопления и его топическую 
локализацию в головном мозге биологических маркеров 
можно проводить с помощью позитронно-эмиссионной 
томографии (ПЭТ) со специфичными для них соедине-
ниями (лигандами, трейсерами). Однако повсеместное 
использование ликворных и ПЭТ-биомаркеров остается 
ограниченным из-за инвазивности люмбальной пункции 
с одной стороны, а также высокой стоимости и низкой 
доступности ПЭТ с другой стороны [19]. Это привело 
к растущему интересу изучения возможности определения 
биомаркеров в сыворотке крови, причем ряд недавних 
работ в этом направлении показали многообещающие 
результаты [20, 21].

Однако необходимо отметить, что в данной среде 
биомаркеры БА, отражающие ее течение, в частности 
β-амилоид и тау-протеин, находятся в весьма низких 
концентрациях, не позволяющих проводить их опреде-
ление с достаточной надежностью с помощью рутинных 
методов лабораторной диагностики. Это предопределяет 
тот факт, что сегодня перед исследователями стоит задача 
разработки принципиально нового метода исследования, 
неинвазивного, простого в анализе, но обладающего 
достаточной чувствительностью и специфичностью, 
который можно применять на всех этапах оказания по-
мощи. Одной из таких перспективных наработок в этом 
направлении является использование биосенсоров 
на основе графена. В ряде работ уже было показано, 
что чувствительность этого метода позволяет опреде-
лять гораздо меньшие, по сравнению с ИФА, концен-
трации исследуемых веществ [22, 23]. С учетом этого 

Results. For attachment specific antibodies surface of graphene, quality its surface is great importance. Optimal working concentration 
of antibodies of human beta-amyloid 1–42 in solution for subsequent manufacture biological sensors is 15 micrograms per 1 ml. Covalent 
crosslinking antibodies with glutaraldehyde with amino groups on graphene gives a slight gain in the level fluorescence compared with non-
covalent sorption on graphene with nitro groups. Functionalization phenylnitrogroups is optimal for further work related to the identification 
specific antigens.
Conclusions. The technique of immobilization on the graphene surface of specific antibodies to beta-amyloid in concentrations detected 
by fluorescence microscopy and chemiluminescence is investigated. Amount antibodies sufficient to create a biosensor is immobilized on 
graphene. It was found that functionalization of phenylnitrogroups allows creating optimal conditions for the attachment of antibodies to 
the graphene surface, as well as washing resulting antibody-antigenic complexes for further reuse of graphene biosensors.
KEYWORDS: Alzheimer's disease, neurodegeneration, biomarker, graphene, functionalization, amyloid.
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аспекта, а также проявляемой потенциально высокой 
специфичности графеновых сенсоров, разработка кон-
цепции их использования позволит детально изучить 
биохимические процессы, характеризующие патогенез 
БА, значимо улучшить диагностику заболевания, в том 
числе на ранних стадиях.

Цель настоящего исследования: отработка методики 
прикрепления к поверхности графена антител белков, 
играющих значимую роль в патогенезе болезни Аль-
цгеймера.

Материалы и методы
Для реализации цели нами был выполнен эксперимент, 

направленный на отработку методики прикрепления к по-
верхности графена антител к бета-амилоиду 1–42 чело-
века. Графеновые пленки получали методом сублимации 
поверхности полуизолирующих подложек SiС (0001) ± 
0,25 ° размером 11 × 11 мм [24]. Процесс выращивания 
графена проводили в графитовом тигле, индуктивно нагре-
ваемом высокочастотным генератором в атмосфере аргона 
(720–750 Торр) при температуре ~1750 °C. Присутствие 
монослоя графена на подложке SiC подтверждали по спек-
трам комбинационного рассеяния света при проведении 
спектроскопии, выполняемой на спектрометрической 
установке LabRam HR 800, оснащенной конфокальным 
микроскопом [25].

Качество поверхности полученной графеновой плен-
ки оценивали методом циклической вольтамперометрии. 
Электрохимические исследования проводили на по-
тенциостате-гальваностате ПИ‑50-Pro, (Elins, Россия) 
в трехэлектродной ячейке в растворе 96 %-ного этанола 
(концентрация фонового электролита – 0,1 М NH4BF4) 
при комнатной температуре. Рабочим электродом был 
графен / SiC-чип, электрод сравнения – насыщенный 
хлорид-серебряный электрод и вспомогательный электрод – 
платиновая пластина. 96 %-ный этанол, содержащий 4 % 
воды, выбран в качестве электролита для того, чтобы 
при проведении исследований можно было наблюдать 
поведение графенового материала в области окисления 
и восстановления воды.

Затем образцы графеновых подложек размером 5 × 
5 мм с хорошим качеством поверхности функционализи-
ровали аминогруппами способом, основанным на сорбции 
из раствора производных пирена [26]. Для этого образцы 
графена выдерживали в 0,1 %-ном водном растворе пи-
ренметиламина (ПМА) в течение 30 минут при комнатной 
температуре с последующей промывкой в проточной воде 
(30 с). Для перевода аминогрупп на графене в непрото-
нированное состояние графен с сорбированным на нем 
ПМА промывали в 1 М растворе NaOH (1 минута с по-
следующим ополаскиванием проточной водопроводной 
водой в течение 30 с). Далее такой графен обрабатывали 
25 %-ным водным раствором глутарового альдегида (20 
минут с последующим ополаскиванием проточной водо-
проводной водой в течение 30 с).

Часть образцов графена была функционализирована 
фенил-нитрогруппами электрохимическим методом 

в два этапа при нанесении нитрофениловых групп 
(–C 6H4NO2) и их последующем восстановлении до фе-
ниламинных групп (–C 6H4NH2) с применением метода 
циклической вольтаммперометри (ЦВА). На первом 
этапе использовали следующий состав электролита: 
100 мл ацетонитрила, 2 г тетрафторобората тетрабути-
ламмония, 25 мг 4-NPD (тетрафтороборат 4-нитрофе-
нилдиазония). Электрохимическую функционализацию 
проводили на потенциостате-гальваностате Elins-P20X 
между поверхностью графена в чипе и безводным 
электролитом в стеклянной трехэлектродной ячейке, 
позволяющей продувать электролит и пространство 
над ним инертным газом аргоном высокой чистоты. 
Реакция присоединения нитрофениловых групп кон-
тролировалась по изменению тока при циклировании 
потенциала на рабочем электроде от 0 до –600 мВ и об-
ратно. Второй этап функционализации включал восста-
новление присоединенных к графену нитрофениловых 
групп в фениламинные (–C 6H4NH2) также методом ЦВА, 
но в водном растворе 0,1 М KCl и этилового спирта 
(9 : 1) также в трехэлектродной ячейке. Электродами 
были стандартный хлоридсеребряный электрод сравне-
ния (Ag/AgCl) Эср‑10101, поверхность графена в чипе 
была рабочим электродом (катодом), и контр-электрод – 
платиновая пластина. При этом процесс проходил при 
циклировании потенциала 3 раза на рабочем электроде 
от 0 до –1000 мВ и обратно.

Подготовленные таким образом образцы графена вы-
держивали при 37 °C в течение часа в растворах коммер-
ческого препарата моноклональных мышиных антител 
к бета-амилоидному пептиду человека 1–42 (Cloud-Clone, 
Китай), приготовленных на фосфатно-солевом буфере, 
с различной концентрацией антител: 45, 15, 5 и 1,5 мкг/мл 
с последующим ополаскиванием проточной водопроводной 
водой в течение 30 с.

Избыточную сорбционную емкость графена исчер-
пывали вымачиванием в ультрапастеризованном молоке 
жирностью 1,5 % («Молочный комбинат „Петмол“», СПб) 
на протяжении 20 минут с последующим ополаскиванием 
проточной водопроводной водой (30 с) [27].

Для выявления сорбированных на графене антител 
все препараты графена далее выдерживали в растворе 
вторичных меченых антител с достаточной концентрацией 
(поликлональные кроличьи антитела против IgG мыши, 
меченые ФИТЦ, 1 : 200 на молоке; Cloud-Clone, Китай) 
в течение 30 минут, при температуре 37 °C с последующим 
ополаскиванием проточной водопроводной водой (30 с).

Оценку результатов проводили с помощью флуорес-
центной микроскопии с использованием микроскопа 
Olympus BX51 (ув. 10×).

Для альтернативной оценки сорбции антител на гра-
фене далее те же образцы выдерживали в растворе 
третичных антител с пероксидазной меткой (козьи, 
противокроличьи антитела, меченые пероксидазой хрена 
[Sigma], 1 : 1000 на фосфатно-солевом буфере, 30 минут 
при комнатной температуре) с последующим ополаски-
ванием проточной водопроводной водой в течение 30 с. 
Пероксидазную метку на графене выявляли при помощи 

e-mail: medalfavit@mail.ru



Медицинский алфавит № 33/ 2023. Неврология и психиатрия (4) 31

раствора, содержащего люминол, 
усилитель хемилюминесценции 
и перекись водорода (BioRad). Для 
этого каплю (10 мкл) раствора на-
носили на графеновый чип. Хеми-
люминесценцию регистрировали 
прибором Chemidoc (BioRad).

Результаты исследования  
и их обсуждение

Для прикрепления специфиче-
ских антител к поверхности графена 
большое значение имеет характер 
его поверхности. Так, чем лучше 
структурное качество графеновой 
пленки, тем выше уровень сорбции 
на нем антител и однороднее их рас-
пределение по поверхности. Ранее 
проведенным исследованием было 
установлено влияние геометрии по-
верхности графена, в частности ши-
рины и высоты его ступеней на эф-
фективность контакта с химическими 
веществами, что, возможно, опреде-
ляется ориентацией в пространстве 
макромолекул [28].

При функционализации проводи-
лась вольтамперометрия методом ци-
клирования (ЦВА) потенциала между 
графеном (рабочий электрод) и Pt-
пластинкой (контрэлектрод), на фоне 
которой записывался ток на протя-
жении трех циклов сканирования. 
По характеру изменения тока можно 
было наблюдать, что основной про-
цесс (присоединение функциональ-
ных групп) на поверхности графена 
фактически осуществлялся в тече-
ние первого цикла. Последующие 
циклы характеризовались заметным 
уменьшением протекающего тока, 
что свидетельствовало о завершении 
реакции на поверхности рабочего 
электрода. Вид типичных кривых 
ЦВА, которые многократно наблю-
дались на исследуемых чипах, пред-
ставлен на рисунке 1.

После функционализации в ходе 
процесса закрепления антител к по-
верхности графена нами было уста-
новлено, что наибольший уровень 
флюоресцентного свечения отмеча-
ется при концентрации первичных 
моноклональных антител к бета-
амилоиду 1–42 человека 15 мкг/мл. 
Уровень антител в 1,5 и 5,0 мкг/мл 
дает худшие результаты. В то же 
время увеличение содержания 

		         А 					      Б
Рисунок 1. Циклические вольтамперограммы процесса функционализации поверхности 
графена в чипе EG431-Е4-Ad. Исходное сопротивление чипа – 1,6 кОм. Скорость скани-
рования потенциала – 100 мВ/с. Обозначены циклы: А – нанесение нитрофениловых групп 
(–C 6H4NO2). Сопротивление чипа по окончании процесса – 5,8 кОм; Б – восстановление 
присоединенных к графену нитрофениловых групп в фениламинные (–C 6H4NH2). Сопро-
тивление чипа – 2,5 кОм

в растворе антител к бета-амилоиду до 45 мкг/мл не демонстрирует зна-
чимого повышения количества их прикрепления к графену, по данным 
как флуоресцентной микроскопии, так и хемилюминесценции. Таким 
образом, оптимальной рабочей концентрацией антител к бета-амилоиду 
1–42 человека в растворе, необходимой для последующего использования 
при изготовлении биологических сенсоров на основе графена, является 
15 мкг/мл. На рисунке  2 отображена фотография, полученная при флуо-
ресцентной микроскопии изученных образцов. Светящиеся точки – места 
прикрепления к поверхности графена первичных антител к бета-амилоиду 
1–42 после их реакции с комплиментарными вторичными антителами, 
мечеными ФИТЦ.

На рисунке 3 изображены фотографии, полученные при проведении 
хемилюминесценции. Светящиеся точки также соответствуют местам при-
крепления первичных антител против бета-амилоида 1–42 на поверхности 
графена, выявляемых по пероксидазной метке на третичных антителах.

Рисунок 2. Флуоресценция антител на поверхности образца графена 5 × 5 мм (функцио-
нализация ПМА-глутаровый альдегид). Микрофотография, ув. 10×
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Результаты наших исследований позволяют также говорить о том, что 
ковалентная сшивка антител глутаровым альдегидом с аминогруппами 
на графене дает лишь незначительный выигрыш в уровне флюоресценции 
по сравнению с нековалентной сорбцией на графене с нитрогруппами. Это 
может свидетельствовать о наличии в препарате первичных специфических 
антител паразитных аминогрупп, например в составе трис-буфера или 
БСА, конкурирующих с антителами за глутар-альдегидные группы на по-
верхности графена. В случае наличия трис-буфера препарат первичных 
антител можно диализовать в попытке увеличить уровень ковалентного 
связывания антител с графеном при помощи глутарового альдегида.

С другой стороны, сорбцию антител на фенилнитрогруппы на по-
верхности графена можно дополнительно увеличить за счет улучшения 
электростатической составляющей таковой путем замены физраствора водой 
при разбавлении антител. Таким образом, функционализация фенилнитро-
группами оптимальна для дальнейшей работы, связанной с выявлением 
специфических антигенов, комплиментарных используемым антителам. 
Кроме того, применение такого типа функционализации позволяет в по-
следующем проводить отмывку комплексов «антитело – антиген» с поверх-
ности графена химическим путем без нарушения структуры поверхности 
графена после использования биологических сенсоров. Это определяет 
возможность повторного использования чипов, изготовленных на основе 
исследованных функционализированных пленок графена, на практике [29]. 
Данный подход в значительной степени снижает финансовую стоимость 
создаваемого биологического сенсора и самого исследования, что облег-
чает внедрение разрабатываемого нами метода в клиническую практику 
не только на уровне специализированных центров, но и в амбулаторно-
поликлинических условиях.

Заключение
Биосенсоры на основе графена находят все более широкое применение 

для диагностики различных заболеваний. Принцип работы биосенсора 
основан, в частности, на распознавании антигенов, характерных для раз-
личных заболеваний специфическими антителами, иммобилизованными 
на графене. Для создания биосенсора с целью повышения связывающей 
способности графена в отношении антител на его поверхности создают 
функционально-активные группы. Данный процесс называют функциона-
лизацией графена. В настоящей работе показана принципиальная возмож-
ность создания биосенсоров на основе графена для выявления маркеров 
такого нейродегенеративного заболевания, как БА. Исследована методика 
иммобилизации на поверхности графена специфических антител к бета-
амилоиду в концентрациях, выявляемых флуоресцентной микроскопией 
и хемилюминесценцией. Можно сделать вывод, что на графене в нашем 
случае иммобилизируется количество антител, достаточное для создания 
биосенсора. Мы также исследовали влияние таких условий, как способ 
функционализации и концентрация на адсорбцию антител к поверхности 
графена. Установлено, что функционализация фенилнитрогруппами позво-
ляет создать оптимальные условия для прикрепления антител к поверхности 
графена, а также производить отмывку образующихся антител-антигенных 

Рисунок 3. Результаты хемилюминесценции исследованных образцов. Указаны концентра-
ции нанесенных антител к бета-амилоиду 1–42 при выдерживании графеновых подложек 
в базовом растворе: 45, 15, 5, 1,5 мкг/мл

комплексов для дальнейшего по-
вторного использования графеновых 
биосенсоров.

Работа поддержана грантом 
РНФ № 22–12–00134.
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