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C целью получения псевдовирусных частиц, пригодных для производства вакцин, разработан электрохимический иммуносенсор 
для оценки сохранности D-антигена штамма Сэбина вируса полиомиелита типа 2 и типа 1 после инактивации. Для иммобилизации 
моноклональных антител использовали наночастицы золота, получаемые электросинтезом на поверхности рабочего графитового 
электрода. При увеличении концентрации антигена регистрируется снижение интенсивности сигнала тока пика феррицианида калия, 
используемого в качестве редокс-зонда. Определены значения пределов обнаружения (LOD) для штаммов Сэбина вируса полиомиелита 
типов 1 и 2, равные 9.4 DU/мл и 15 DU/мл соответственно (DU/мл – D-антигенные единицы на миллилитр, 1 DU = 15 нг). Рассчитаны 
константы связывания (Kb) процесса образования комплексов антитело-антиген, 4.68×108 М-1 для Mab2-SII и 1.07×1010 М-1 для  
Mab1-SI. Высокоаффинное взаимодействие (Kb ~ 108 М-1 – 1010 М-1) в системах антитело-антиген свидетельствует о сохранности структуры 
D-антигена после различных методов инактивации вируса полиомиелита.
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ВВЕДЕНИЕ

Вирус полиомиелита (Enterovirus coxsackiepol) 
относится к числу наиболее глубоко изученных вирусов. 
Детальная характеристика его структуры, иммунологических 
свойств и механизмов взаимодействия с клеткой-хозяином 
делают его ключевой модельной системой для разработки 
вакцин нового поколения, таких как вакцины на основе 
инактивированных (псевдовирусных) и вирусоподобных 
частиц [1-3]. 

Существуют две антигенные формы полиовируса, 
называемые D- и C-антигенами. D-антиген представляет 
собой нативную форму частицы, вызывающую выработку 
нейтрализующих антител [4]. Антиген D может 
преобразовываться в форму C в результате нагревания, 
адсорбции на поверхности или мягкой обработки  
УФ-излучением [5]. C-антиген не вызывает образование 
нейтрализующих антител [6, 7]. Следовательно, сохранение 
структуры D-антигена является основной задачей при 
разработке методов инактивации вируса [6].

Для создания вакцин нового типа применяют 
псевдовирусные частицы на основе вирусов, 
инактивированных различными методами. Для получения 

псевдовирусных частиц используют инактивацию нативного 
вириона вируса химическими реагентами, такими как 
β-пропиолактон, формальдегид [8-11], а также физическими 
методами воздействия, в частности, электронным 
облучением [12-14]. 

Определение содержания антигена и иммуногенной 
активности позволяют выработать оптимальную стратегию 
инактивации вирусов. С помощью иммуноферментного 
анализа (ИФА) и поверхностного плазмонного резонанса 
(SPR) оценивают сохранность структуры антигена [5, 6]. 
Методом SPR-анализа было исследовано взаимодействие 
антител со штаммами Сэбина вируса полиомиелита типов 
1 и 2, инактивированных химическими реагентами [15]. 
Метод SPR требует дорогостоящего оборудования, золотых 
сенсорных оптических чипов и дополнительных реагентов 
для ковалентной иммобилизации антител на их поверхности.

Электрохимические иммуносенсоры для диагностики 
вирусных заболеваний привлекают внимание благодаря 
возможности миниатюризации, экономичности, 
простоте эксплуатации, быстрому отклику, высокой 
чувствительности и специфичности анализа. Разработаны 
вольтамперометрические, амперометрические, 
импедиметрические и потенциометрические типы 
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электрохимических иммуносенсоров для обнаружения 
вируса гриппа, SARS-CoV-2, вируса Денге, вируса гепатита 
C и др. [16-24]. Электрохимические стратегии выявления 
вирусов на основе меток и медиаторов электронного 
переноса с использованием модификаций рабочих 
электродов для усиления сигнала позволяют достигать 
низких пределов обнаружения вирусов. Необходимо 
отметить, что в литературе не описан электрохимический 
иммуносенсорный анализ штаммов вируса полиомиелита.

Цель исследования – разработать электрохимический 
иммуносенсор для оценки сохранности D-антигена 
штамма Сэбина вируса полиомиелита типа 2 и  
типа 1 после инактивации β-пропиолактоном (БПЛ) 
и облучением ускоренными электронами. В связи с 
поставленной целью сформулированы следующие 
экспериментальные задачи:

- оптимизация метода иммобилизации антител как 
биорецепторов к вирусу полиомиелита на печатных 
графитовых электродах;

- анализ электрохимических методов регистрации 
взаимодействия антиген/антитело для оценки эффективности 
связывания; 

- расчёт константы связывания (Kb) процесса 
образования комплекса антитело-антиген.

МЕТОДИКА

Реактивы

В работе были использованы следующие реактивы: 
тетрахлорзолотая кислота тригидрат (99.9%) (“Sigma-
Aldrich”, США); однозамещенный фосфат калия, хлорид 
натрия, хлорид калия, феррицианид калия (“Реахим”, 
Россия); соляная кислота (“Сигма Тек”, Россия). Для 
приготовления растворов использовали дистиллированную 
воду.

Образцы штаммов Сэбина полиовируса, подвергнутые 
инактивации β-пропиолактоном и облучению ускоренными 
электронами при различных температурах пробоподготовки 
(табл. 1), были получены по ранее описанной методике 
[15, 25-26]. В работе использованы моноклональные 
антитела к штамму Сэбина полиовируса типа 1 (Mab1), 
моноклональные антитела к штамму Сэбина полиовируса 
типа 2 (Mab2) (Mab234 type 1 и Mab1050 type 2, “NIBSC”, 
Великобритания).

Оборудование

В работе использовали трехконтактные электроды 
(ПГЭ), полученные методом трафаретной печати 

(“КолорЭлектроникс”, Россия); с графитовыми рабочим 
и вспомогательным электродами, хлоридсеребряным 
электродом сравнения. Диаметр рабочего электрода 
составлял 2 мм (площадь 0.0314 см2). Все потенциалы 
приведены относительно хлоридсеребряного электрода 
сравнения (отн. Ag/AgCl).

Электрохимические измерения проводили на 
потенциостате PalmSens (“PalmSens BV”, Нидерланды) 
с программным обеспечением PSTrace (версия 5.8) с 
использованием клетки Фарадея (“Metrochm Autolab”, 
Нидерланды) для экранирования рабочей ячейки от внешних 
электромагнитных полей.

Иммуноанализ проводили в аэробных условиях при 
комнатной температуре методом квадратно-волновой 
вольтамперометрии (КВВА) в диапазоне потенциалов от -0.2 
до +0.5 В. Оптимизированными параметрами измерений для 
КВВА были следующие: шаг потенциала 5 мВ, амплитуда  
20 мВ и частота 10 Гц, скорость сканирования 100 мВ/с.

Модификация печатного графитового электрода 
золотыми наночастицами, получаемыми электросинтезом

Навеску HAuCl4×3H2O массой 0.003 г растворяли в 
1500 мкл 0.1 М HCl. 60 мкл полученного 5 мМ раствора 
HAuCl4/0.1 М HCl наносили на поверхность ПГЭ и 
проводили электросинтез золотых наночастиц (AuНЧ) 
методом хроноамперометрии в течение 180 с при потенциале  
-0.5 В, в горизонтальном режиме. Затем поверхность ПГЭ 
промывали дистиллированной водой и высушивали в 
течение 15 мин при комнатной температуре.

Иммобилизация антител к вирусу полиомиелита на 
модифицированном золотыми наночастицами электроде

На рабочую поверхность ПГЭ, модифицированного 
AuНЧ (ПГЭ/AuНЧ), наносили 2 мкл коммерческих образцов 
Mab в разведении 1:600 и иммобилизовали 24 ч при 4°С.

Электрохимический метод регистрации взаимодействия 
антиген/антитело для оценки эффективности связывания

На рабочую поверхность электрода ПГЭ/AuНЧ/
Mab наносили 2 мкл образца псевдовирусных частиц и 
инкубировали в течение 15 мин при 37°С. Перед измерением 
сигнала электрод отмывали в 1 мл 0.1 М калий фосфатного 
буфера (pH=7,4) в течение 30 мин при комнатной температуре. 
Затем электрод помещали в 1 мл 5 мМ раствор K3[Fe(CN)6] 
(0.067 г KH2PO4, 3.725 г KCl и 0.0824 г K3[Fe(CN)6] на  
50 мл дистиллированной воды) и проводили измерение в 
вертикальном режиме методом КВВА.

Таблица 1. Концентрация общего белка и D-антигена в образцах штаммов Сэбина вируса полиомиелита типа 1 (штамм LSc 2ab, далее SI) 
и типа 2 (штамм P712 Ch 2 ab, далее SII) после инактивации

ОБРАЗЕЦ ***Концентрация D-антигена, DU/мл Концентрация D-антигена, пМ

SII БПЛ* 744 1352.7
SII (2-8°С, 10×3 кГр)** 15.2 27.6
SII (-20°С, 10×3 кГр)** 130.85 237.9
SI (2-8°С, 8.3×3 кГр)** 42.2 76.7

Примечание: * – образцы вирусов, инактивированные β-пропиолактоном (БПЛ), были очищены с помощью двух стадий (гель-фильтрация и ионообмен-
ная хроматография) и подготовлены в 40 мM фосфатном буфере со 150 мМ NaCl; ** – образцы вирусов, инактивированные облучением ускоренными 
электронами с дробным введением дозы 30кГр при 2-8°С и -20 °С, 25 кГр при 2-8°С;*** – концентрация D-антигена определена с помощью ИФА анализа; 
(DU/мл - D-антигенные единицы на миллилитр, 1 DU =15 нг).
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Математическая обработка результатов

Для обработки значений интенсивности сигналов 
применяли программу PSTrace с корректировкой по базовой 
линии. Электрохимическим параметром служило численное 
значение максимальной амплитуды тока пика окисления  
(в микроамперах, мкА) при соответствующем потенциале  
(в Вольтах, В).

Графики строили в программе OriginPro 8. 
Массив полученных экспериментальных данных 
подвергали статистической обработке. Все приведённые 
электрохимические данные представляют результаты трёх 
параллельных экспериментов ± стандартное отклонение.

Расчет константы связывания комплекса антитело-
антиген

Константу связывания Kb для процесса образования 
комплекса [Mab-S] (1) рассчитывали по уравнению (2) при 
постоянной концентрации Mab в системе [27].

где [D] – концентрация D-антигена, (М), S –псевдовирусные 
частицы штаммов Сэбина, Kb - константа связывания,  
(М-1), I[Mab] – максимальная амплитуда тока электроокисления 
K3[Fe(CN)6] на электроде с иммобилизованным Mab, 
I[Mab-S] – максимальная амплитуда тока электроокисления 
K3[Fe(CN)6] на электроде с комплексом [Mab-S].

Расчет нижнего предела обнаружения

Расчет нижнего предела обнаружения (LOD) проводили 
по уравнению (3):

где sd – стандартное отклонение аналитического сигнала 
фона, a – тангенс угла наклона градуировочной функции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Основным этапом при разработке иммуносенсоров 
является иммобилизация антител на сенсорном элементе. 
Разработаны различные методы и подходы для фиксации 

антител на поверхности сенсорного элемента [28-33]. В 
SPR-анализе белок А был использован для ориентированной 
иммобилизации антител за Fc-фрагмент на сенсорных 
чипах [15].  С помощью SPR-биосенсора определены 
кинетические и равновесные параметры аффинных 
взаимодействий штаммов Сэбина вируса полиомиелита. 
Высокоаффинное взаимодействие инактивированных 
вакцинных штаммов Сэбина вируса полиомиелита типов 
1 и 2 с иммобилизованными антителами свидетельствует 
о сохранности структуры D-антигена после инактивации 
(Kb = 1.30×109 М-1 – 9.61×1010 М-1). Для проведения 
электрохимического иммуносенсорного анализа 
полиовирусных частиц был разработан метод ковалентной 
иммобилизации антител к вирусу полиомиелита на 
поверхности ПГЭ, модифицированного золотыми 
наночастицами (AuНЧ). Модификация электрода 
наночастицами золота служит как для иммобилизации 
антител, так и для усиления регистрируемых сигналов 
электрода за счет улучшения электротранспортных свойств 
системы [33-35].  Золотые наночастицы были получены 
методом электросинтеза на рабочей поверхности печатного 
графитового электрода (ПГЭ/AuНЧ). Размер наночастиц 
был определен с помощью сканирующего электронного 
микроскопа и составил 100-700 нм [36, 37]. AuНЧ образуют 
стабильную ковалентную связь с меркаптогруппой цистеина 
антител [38].  Схема иммуносенсорного анализа приведена 
на рисунке 1. Связывание антител с золотыми наночастицами 
на поверхности электрода (ПГЭ/AuНЧ) регистрировали 
методом КВВА в растворе 5 мМ феррицианида калия как 
индикаторного внешнего электролита (рис. 2 А,Б). При 
иммобилизации антител наблюдалось снижение тока пика 
феррицианида калия по сравнению с ПГЭ/AuНЧ без антител. 

Образование комплекса антиген-антитело 
регистрировали по снижению интенсивности тока пика 
электроокисления феррицианида калия с увеличением 
концентрации антигена, так как комплекс антиген-антитело 
на поверхности электрода действует как барьер для 
электронного переноса [24, 39-40].  

Экспериментально установлено, что оптимальное 
разведение коммерческих моноклональных антител, 
иммобилизованных на поверхности модифицированных 
AuНЧ электродов, составляет 1:600, время отмывки - 30 мин.

На рисунке 2 представлены квадратно-волновые 
вольтамперограммы окисления феррицианида калия в 
присутствии комплекса (А) Mab2-SII и (Б) Mab1-SI при 
различных концентрациях D-антигена.

При последовательных этапах иммуноанализа 
(иммобилизация антител, иммобилизация штамма 
Сэбина вируса полиомиелита) регистрируется снижение 
сигнала электроокисления феррицианида калия (рис. 2).  

Рисунок 1. Схема электрохимического иммуносенсорного анализа псевдовирусных частиц.
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С увеличением концентрации D-антигена интенсивность 
тока пика электроокисления феррицианида калия снижалась 
в системах Mab2-SII и Mab1-SI (рис. 2 А, Б), так как комплекс 
антиген-антитело блокировал электронный перенос.

На рисунке 3 представлены диаграммы максимальной 
амплитуды тока электроокисления феррицианида калия при 
потенциале 0.20±0.01 В на электродах, модифицированных 
золотыми наночастицами с иммобилизованными Mab2 и 
Mab1 в комплексе с соответствующими штаммами Сэбина 
вируса полиомиелита.

Из диаграммы, представленной на рисунке 3, 
следует, что интенсивность максимальной амплитуды 

тока пика электроокисления феррицианида калия на 
электроде, модифицированном золотыми наночастицами 
с иммобилизованными Mab2 или Mab1, снижается на 
9.5±2.4% относительно электрода, модифицированного 
только золотыми наночастицами. В присутствии комплекса 
AuНЧ/Mab2(Mab1)/SII(SI) максимальная амплитуда тока 
пика электроокисления феррицианида калия снижается 
с увеличением концентрации D-антигена на 46.03±0.75% 
для штамма Сэбина вируса полиомиелита типа 2 при 
максимальной концентрации D-антигена  744 DU/мл, и 
на 29.3±6.2% для штамма Сэбина вируса полиомиелита 
типа 1 при максимальной концентрации D-антигена   

Рисунок 2. Квадратно-волновые вольтамперограммы окисления феррицианида калия в присутствии (А) комплекса моноклональных 
антител к штамму Сэбина вируса полиомиелита типа 2 (Mab2) со штаммом Сэбина вируса полиомиелита типа 2, инактивированного 
БПЛ, при различных концентрациях D-антигена (0-744 DU/мл) и (Б) комплекса моноклональных антител к штамму Сэбина вируса 
полиомиелита типа 1 (Mab1) со штаммом Сэбина вируса полиомиелита типа 1, инактивированного облучением ускоренными электронами, 
при различных концентрациях D-антигена (0-42.2 DU/мл). 

Рисунок 3. Диаграммы максимальных амплитуд тока электроокисления феррицианида калия на электродах, модифицированных 
золотыми наночастицами (AuНЧ), с  иммобилизованными (А) моноклональными антителами к штамму Сэбина вируса полиомиелита 
типа 2 (Mab2) в комплексе со штаммом Сэбина вируса полиомиелита типа 2, инактивированного БПЛ, при различных концентрациях 
D-антигена (0-744 DU/мл); (Б) моноклональными антителами к штамму Сэбина вируса полиомиелита типа 1 в комплексе со штаммом 
Сэбина вируса полиомиелита типа 1, инактивированного облучением ускоренными электронами, при дробном введении дозы 25 кГр и 
различных концентрациях D-антигена (0-42.2 DU/мл).
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42.2 DU/мл. Специфичность разработанного иммуносенсора 
анализировали на штамме Сэбина вируса полиомиелита типа 
1 с несохраненным антигеном. Сигнал электроокисления 
феррицианида калия снижался на 6.62±2.39% относительно 
электрода, модифицированного только золотыми 
наночастицами, что статистически незначимо и говорит о 
специфичности предложенного иммуносенсора (рис. 3).

Электрохимический иммуносенсор, разработанный 
для штамма Сэбина вируса полиомиелита типа 2, 
инактивированного БПЛ, использовали для анализа этого 
штамма, инактивированного ускоренными электронами 
в режиме дробного введения дозы 10×3 кГр при 2-8°С и 
-20°С с концентрацией D-антигена 15.2 DU/мл и 130.85 DU/
мл, соответственно. На рисунке 4 представлена линейная 
зависимость (R2=0.99) максимальных амплитуд тока 
электроокисления феррицианида калия от концентрации 
D-антигена в присутствии комплекса Mab2 со штаммом 

Сэбина вируса полиомиелита типа 2, инактивированного 
БПЛ и облучением ускоренными электронами.

На рисунке 5 представлены графики концентрационной 
зависимости максимальных амплитуд тока 
электрохимического окисления феррицианида калия в 
присутствии комплекса (А) Mab2 со штаммом Сэбина вируса 
полиомиелита типа 2, инактивированного β-пропиолактоном 
и облучением ускоренными электронами, и комплекса (Б) 
Mab1 со штаммом Сэбина вируса полиомиелита типа 1, 
инактивированного облучением ускоренными электронами.

Для расчета предела обнаружения (LOD, уравнение 
(3)) при электрохимическом иммуносенсорном анализе 
штамма Сэбина вируса полиомиелита типа 2 был взят 
линейный диапазон низких концентраций D-антигена  
(0-148.8 DU/мл), предел обнаружения составил 15 DU/мл. 
Для штамма Сэбина вируса полиомиелита типа 1 предел 
обнаружения равен 9.4 DU/мл.

При переводе DU/мл в М, 1 DU принимали равным 
15 нг [41]. Полученное значение концентрации (в нг/мл) 
переводили в молярную концентрацию по уравнению (4):

где C – молярная концентрация антигена (М), T – 
титр антигена (г/л), M – молярная масса антигена, равная  
8250000 г/моль [5].

Пределы обнаружения в моль/л комплексов Mab2-SII и 
Mab1-SI составили 27,3 пМ и 17.1 пМ соответственно. 

Полученные результаты сопоставимы с ранее 
разработанными сенсорными системами с применением 
сложной многоступенчатой схемы анализа (табл. 2) [16-24].

Расчет константы связывания Kb для процесса 
образования комплекса Mab-S (1) проводили по уравнению 
(2), при постоянной концентрации антител в системе [27]. 
Перевод DU/мл в М осуществлялся по уравнению (4).

Для расчета константы связывания строили графики 
линейной зависимости log(1/[D]) от log((I[Mab-S])/(I[Mab]-

Рисунок 4. Зависимость максимальной амплитуды тока 
электроокисления феррицианида калия от концентрации 
D-антигена (0-744 DU/мл) штамма Сэбина вируса полиомиелита 
типа 2, инактивированного БПЛ и облучением ускоренными 
электронами в режиме дробного введения дозы 10×3 кГр при 2-8°С 
и -20°С, в комплексе с Mab2.

Рисунок 5. Зависимость максимальной амплитуды тока электроокисления феррицианида калия в присутствии комплекса (А) Mab2 со 
штаммом Сэбина вируса полиомиелита типа 2, инактивированного БПЛ и облучением ускоренными электронами, от концентрации 
D-антигена (0-148,8 DU/мл); (Б) Mab1 со штаммом Сэбина вируса полиомиелита типа 1, инактивированного облучением ускоренными 
электронами при дробном введении дозы 25 кГр, от концентрации D-антигена (0-42,2 DU/мл). 
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Таблица 2. Электрохимические стратегии выявления вирусов, описанные в литературе

Метод определения Модификация электрода Объект Рабочий диапазон 
концентраций

Нижний 
предел 

обнаружения 
(LOD)

Ссылка

ДИВА/ [Fe(CN)6]
3−/4− ЗЭ/11-МУК+3-МПК/Ат/БСА Вирус 

тристеции 
цитрусовых/ 
Стандартный 
раствор

1 нМ - 5 мкМ 0,27 нМ [16, 24]

ДИВА/ [Fe(CN)6]
3−/4− УЭ/УНТ/Хитозан/Ат Вирус 

гриппа/ 
Стандартный 
раствор

10-104 БОЕ/мл 113 БОЕ/мл [18]

КВВА/ [Fe(CN)6]
3−/4− ПГЭ/ОГ/Ат/ОМ SARS-CoV-2/ 

Стандартный 
раствор

1 – 1000 нг/мл 0,11 нг/мл [19]

ЦВА/ Ферроцен ПЗЭ/11-МУК/Ат/БСА Вирус Денге/ 
Стандартный 
раствор

1 – 25 нг/мл 0,5 нг/мл [20, 21]

ЭИС IDE-Au/ДТСП-СОМ/Ат/БСА Вирус Зика/ 
Стандартный 
раствор

10 пМ – 1 нМ 10 пМ [22]

ДИВА/ Рибофлавин СУЭ/SH-ГКТ/ AgНЧ/Ат/БСА Вирус 
гепатита C/
Стандартный 
раствор/ 
Сыворотка 
крови 

0,05 пг/мл - 60 нг/мл 3 фг/мл [23]

Примечание: ДИВА – дифференциально-импульсная вольтамперометрия, КВВА – квадратно-волновая вольтамперометрия, ЦВА – циклическая 
вольтамперометрия, ЭИС – электрохимическая импедансная спектроскопия, ЗЭ – золотой электрод, 11-МУК - 11-меркаптоундекановая кислота, 
3-МПК – 3-меркаптопропионовой кислотой, Ат – антитела, БСА – бычий сывороточный альбумин, УЭ – электроды на основе углеродной пасты, УНТ – 
углеродные нанотрубки, ПГЭ – печатный графитовый электрод, ОГ – оксид графена, ОМ – обезжиренное молоко, ПЗЭ – печатный золотой электрод, IDE-
Au – межпальцевый электрод из золота, ДТСП-СОМ – самоорганизующийся монослой дитиобис(сукцинимидилпропионата), СУЭ – стеклоуглеродный 
электрод, SH-ГКТ – тиолграфеновые квантовые точки, AgНЧ – серебряные наночастицы, БОЭ – бляшкообразующие единицы.

Рисунок 6. Зависимость log(1/[D]) от log((I[Mab2-SII])/(I[Mab2]-I[Mab2-SII])) для определения константы связывания комплекса штамма 
Сэбина вируса полиомиелита типа 2 с Mab2 (A); зависимость log(1/[D]) от log((I[Mab1-SI])/(I[Mab1]-I[Mab1-SI])) для определения 
константы связывания комплекса штамма Сэбина вируса полиомиелита типа 1 с Mab1 (Б). 
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I[Mab-S])) для комплексов SII с Mab2 (рис. 6 A) и SI с Mab1 
(рис. 6 Б).

В таблице 3 сопоставлены значения констант 
связывания для комплексов Mab2-SII и Mab1-SI, полученных 
методами электрохимического иммуносенсорного анализа 
и поверхностного плазмонного резонанса при различных 
способах инактивации.

Разница в величинах Kb соответствующих комплексов 
антитело-антиген, полученных двумя независимыми 
методами, вероятно, связана с разными способами 
инактивации штаммов полиовируса и пробоподготовкой 
(таблица 3). Значение константы связывания выше 108 М-1, 
говорит о высокоаффинном взаимодействии в системе 
антитело-антиген и, следовательно, сохранности структуры 
D-антигена после различных методов инактивации вируса 
полиомиелита.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработан электрохимический иммуносенсор для 
оценки сохранности D-антигена штаммов Сэбина вируса 
полиомиелита после инактивации БПЛ и облучением 
ускоренными электронами на основе феррицианида калия 
в качестве внешнего электролита и золотых наночастиц 
для ковалентной иммобилизации моноклональных антител. 
Определены значения LOD для штаммов Сэбина вируса 
полиомиелита типов 1 и 2 равные 9.4 DU/мл (17.1 пМ) 
и 15 DU/мл (27.3 пМ) соответственно. Из полученных 
данных рассчитаны константы связывания 4.68x108 М-1 и 
1.07x1010 М-1 комплексов AuНЧ/Mab2-SII и AuНЧ/Mab1-
SI соответственно. Электрохимический иммуносенсор 
может быть применен при разработке методов и условий 
инактивации вирусов для оценки сохранности антигена 
с целью получения псевдовирусных частиц и создания 
противовирусных вакцин.
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ELECTROCHEMICAL IMMUNOSENSOR ANALYSIS OF POLIO PSEUDOVIRUS PARTICLES
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To obtain pseudoviral particles for vaccine production, an electrochemical immunosensor was developed to assess the integrity of the D-antigen 
of the Sabin strain of poliovirus types 2 and 1 after inactivation. Gold nanoparticles obtained by electrosynthesis on the surface of a working graphite 
electrode were used to immobilize monoclonal antibodies. The increase of the concentration of the antigen was detected as a decline of the peak 
current of potassium ferricyanide. The limits of detection (LOD) for the Sabin strains of poliovirus types 1 and 2 were determined to be 9.4 DU/ml 
and 15 DU/ml, respectively (DU/ml - D-antigen units per milliliter, 1 DU = 15ng). The binding constants (Kb) of the antibody-antigen complexes 
were calculated and corresponded to 4.68×108 M-1 for Mab2-SII and 1.07×1010 M-1 for Mab1-SI. High-affinity interactions (Kb ~108 M-1 – 1010 M-1) 
in the antibody-antigen systems indicate the preservation of the D-antigen structure after poliovirus inactivation by means of different methods.

.

Key words: electrochemical immunosensor; poliomyelitis; inactivation; potassium ferricyanide; monoclonal antibodies; gold 
nanoparticles
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