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Последовательной иммобилизацией компонентов 

сконструирована надмолекулярная индикаторная сис-
тема биохимического определения мочевины: целлюло-
за – наноалмаз – уреаза. Модифицированные наноалма-
зы (МНА) ковалентно иммобилизованы на полимерный 
носитель (гранулы ДЭАЭ-целлюлозы) с помощью реак-
ции нуклеофильного присоединения. Установлено, что 
данная реакция, проводимая при весовом соотношении 
компонентов 4:1 (ДЭАЭ-целлюлоза : МНА), позволяет 
иммобилизовать до 110 мкг наночастиц на 1 мг полиме-
ра. Биомаркер (фермент уреаза) был иммобилизован с 
помощью ковалентной пришивки на полученный компо-
зит «полимер – МНА», поверхность которого была 
предварительно активирована бензохиноном. В срав-
нительных экспериментах фермент иммобилизовали на 
исходные гранулы полимера с помощью неспецифиче-
ской адсорбции и ковалентной пришивки. Активность 
фермента в полученных надмолекулярных комплексах 
определяли уреазным салицилат-гипохлоритным ме-
тодом по образованию окрашенного продукта, который 
оценивали спектрофотометрически. Показано, что 
молекулы уреазы могут быть иммобилизованы на гра-
нулы ДЭАЭ-целлюлозы посредством адсорбции и кова-
лентной пришивки, проявляя после этого функциональ-
ную активность в обоих случаях. Однако было показано, 
что при многоразовом использовании этих индикатор-
ных систем для тестирования аналита наблюдается 
заметная инактивация фермента, что сопровождается 
снижением выхода окрашенного продукта. В то же вре-
мя в сравнительных экспериментах было установлено, 
что фермент, ковалентно иммобилизованный на компо-
зит «ДЭАЭ-целлюлоза – МНА», обладает большей 
функциональной эффективностью и обеспечивает бо-
лее стабильный выход цветного продукта при много-
кратном тестировании мочевины. Сравнительные ис-
следования показали, что фермент, ковалентно при-

шитый на композит «ДЭАЭ-целлюлоза – МНА», облада-
ет также большей термостабильностью и значитель-
но медленнее теряет активность при многоразовом 
использовании индикаторной системы для тестирова-
ния мочевины при температуре 37 °C по сравнению с 
ферментом, ковалентно иммобилизованным на поли-
мер. Результаты проведенных исследований открыва-
ют перспективы конструирования нового класса мно-
горазовых систем индикации (надмолекулярных ком-
плексов «полимерный носитель – наноалмаз – биомар-
кер») для биомедицинской аналитики.  

Ключевые слова: наноалмаз, целлюлоза, уреаза, 
иммобилизация, надмолекулярный комплекс, индикатор-
ная система. 

 
A supramolecular indicator system (cellulose – 

nanodiamond – urease) for biochemical determination of urea 
was constructed by layer-by-layer immobilization of the com-
ponents. Modified nanodiamonds (MND) were covalently 
immobilized on polymeric carrier (DEAE-cellulose granules) 
using nucleophilic addition reaction. It was established that 
during the reaction carried out at a weight ratio of components 
4:1 (DEAE-cellulose : MND) up to 110 µg of the nanoparticles 
can be immobilized on 1 mg of the polymer. Biomarker (ure-
ase) was covalently immobilized on the surface of polymer-
MND composite previously activated by benzoquinone. In 
comparative experiments the enzyme was immobilized on 
initial polymeric granules using nonspecific adsorption and 
covalent immobilization. The enzyme activity in obtained 
supramolecular complexes was assessed 
spectrophotometrically in the size of optical density of formed 
colored reaction product using urease salicylate-hypochlorite 
method. It was shown that urease molecules can be immobi-
lized on DEAE-cellulose granules by adsorption and covalent 
immobilization, exhibiting their functional activity in both cas-
es. However, it was shown that at reusable use of these indi-
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cator systems for testing of analyte testing noticeable inacti-
vation of enzyme that is followed by the decrease in an exit of 
painted product was observed. At the same time, in compara-
tive experiments it was established that enzyme covalently 
immobilized on the DEAE-cellulose – MND composite had 
higher functional efficiency and enabled more stable yield of 
the colored product at multiple urea testing. Comparative 
studies showed that the enzyme covalently immobilized on 
the DEAE-cellulose – MND composite had also had higher 
thermal stability and more slowly lost its functional activity 
during multiple use of indicator system for urea testing at a 
temperature of 37°C, in comparison with enzyme immobilized 
in the same way on the polymer. The results of the study 
open the prospects for creation of a new class of reusable 
indicator systems (polymeric carrier – nanodiamond – bi-
omarker supramolecular complexes) for biomedical analytics. 

Keywords: nanodiamond, cellulose, urease, immobiliza-
tion, supramolecular complex, indicator system. 

 
Введение. Разработка и создание новых эффектив-

ных средств аналитики для биомедицинских приложений 
является одной из актуальных задач современной био-
технологии. Мировое научное сообщество активно изуча-
ет возможности конструирования систем индикации и 
диагностики посредством иммобилизации различных 
биомаркеров (прежде всего ферментов) на разные типы 
носителей. Общеизвестно, что индикаторные системы, 
создаваемые на основе ферментов, в значительном чис-
ле случаев обеспечивают высокую селективность и чув-
ствительность детекции анализируемых веществ, обла-
дают относительной простотой и быстротой анализа. 
Перспективными носителями для иммобилизации фер-
ментных биомаркеров являются наночастицы разной 
физико-химической природы [1–6]. В частности, в качест-
ве носителя ферментов привлекательным материалом 
могут являться модифицированные наноалмазы (МНА) 
взрывного синтеза, обладающие высокой коллоидной 
стабильностью в дисперсионных средах [7–10]. Физико-
химические свойства МНА (прежде всего химически по-
лиморфная, активная поверхность и возможности ее хи-
мической модификации) позволяют прогнозировать их 
применимость как материала биотехнологического и био-
медицинского назначения [11]. Ранее мы показали при-
менимость МНА для конструирования систем биохимиче-
ской диагностики, адресной доставки лекарственных пре-
паратов и новых средств антибактериального действия [4, 
12, 13]. Была продемонстрирована пригодность получен-
ных комплексов «МНА–ферменты» для биохимического 
тестирования физиологически важных аналитов [4]. В то 
же время следует сказать, что фиксация регистрирующе-
го компонента (комплекс «наночастица–биомаркер») на 
твердой подложке (матрице, носителе) будет способство-
вать адаптации создаваемой индикаторной системы для 
практического применения в биологической и медицин-
ской аналитике.  

Цель работы. Экспериментальная оценка возможно-
сти конструирования надмолекулярной индикаторной 
системы «полимерный носитель – наноалмаз – биомар-
кер» на примере создания тест-системы биохимического 
определения мочевины. 

Материалы и методы. В качестве полимерного носи-
теля (подложки) в работе использовали гранулы ДЭАЭ 
(диэтиламиноэтил) целлюлозы (Pharmacia, Швеция). Для 
экспериментов полимерный носитель готовили следую-

щим образом. К навеске сухого препарата гранул ДЭАЭ-
целлюлозы добавляли деионизованную (ДИ) воду, кото-
рую получали с помощью системы Milli-Q system (Millipore, 
США). Суспензию перемешивали и инкубировали в тече-
ние 12 часов при температуре 20–22 °C для набухания 
гранул полимера. После инкубации ДИ воду удаляли де-
кантацией. Полученный осадок гранул полимера трижды 
промывали ДИ водой для удаления остатков консерван-
тов, содержащихся в коммерческом препарате ДЭАЭ-
целлюлозы. В исследованиях использовали МНА со 
средним размером кластеров в гидрозолях d50 = 50 нм, 
полученные из взрывных наноалмазов российского про-
изводства (ООО «Реал-Дзержинск», Россия) разработан-
ным ранее способом [14]. Оценку распределения МНА по 
размерам кластеров в гидрозолях проводили на приборе 
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Англия). В 
экспериментах использовали гидрозоль с концентрацией 
МНА 10 г/л, который готовили добавлением ДИ воды к 
навеске порошка наночастиц. В качестве модельного 
биомаркера в работе использовали фермент уреазу (кар-
бамид-аминогидролаза, КФ 3.5.1.5) и реагенты для опре-
деления мочевины в сыворотке крови и моче из набора 
«Новокарб», поставляемого фирмой «Вектор-Бест» (Рос-
сия). Набор содержит калибратор мочевины (концентра-
ция аналита 5 ммоль/л), буферный раствор уреазы и рас-
творы химических реагентов (салицилат, нитропруссид, 
гипохлорит и гидроксид натрия). Для иммобилизации ис-
пользовали водный раствор уреазы, который готовили 
предварительным диализом исходного ферментного пре-
парата против ДИ воды ультрафильтрацией через мем-
брану с пределом исключения 30 кДа (система фирмы 
Amicon, США). 

Надмолекулярный индикаторный комплекс «полимер-
ный носитель – наноалмаз – биомаркер» конструировали 
последовательной иммобилизацией компонентов. Компо-
зит «ДЭАЭ-целлюлоза – МНА» получали с помощью ре-
акции нуклеофильного присоединения [15]. Водную сус-
пензию гранул целлюлозы смешивали с гидрозолем МНА 
при весовом соотношении компонентов 4:1 (поли-
мер:наночастицы). К полученной смеси добавляли соляную 
кислоту («Реахим», Россия) до финальной концентрации  
5 мМ и инкубировали смесь при температуре 20–22 °C в 
течение одного часа при постоянном перемешивании со 
скоростью 180 об/мин (Orbital Shaker OS-10, BIOSAN, Лат-
вия). После этого полученный композит «полимер–
наночастицы» собирали центрифугированием (Centrifuge 
5415R, Eppendorf, Германия) при 2300 g в течение 5 мин 
при температуре 20 °C. Осадок полимера многократно 
промывали (3 раза ДИ водой, 1 раз раствором 1 М NaCl, 3 
раза ДИ водой) для удаления частиц МНА, не связавших-
ся с гранулами ДЭАЭ-целлюлозы. Для этого гранулы ка-
ждый раз ресуспендировали в свежем объеме промывоч-
ного раствора и собирали центрифугированием при ука-
занных выше условиях. Супернатанты на всех стадиях 
(после реакции нуклеофильного присоединения и отмы-
вок композита) отбирали для спектрального анализа 
(спектрофотометр UV-1800, Shimadzu, Япония) наличия 
МНА. Количество не связавшихся с полимером наноча-
стиц рассчитывали из величин оптической плотности ис-
ходного гидрозоля МНА и супернатантов при длине волны 
400 нм. Для количественной оценки использовали зави-
симость оптической плотности гидрозолей с известной 
концентрацией МНА, полученную ранее эксперименталь-
но [16]. 
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Иммобилизацию уреазы на гранулы полимера прово-
дили с помощью неспецифической адсорбции и кова-
лентной пришивки. На гранулы композита «ДЭАЭ-
целлюлоза – МНА» фермент иммобилизовали ковалент-
но. При адсорбции фермента раствор уреазы добавляли 
к суспензии гранул полимера и инкубировали полученную 
смесь при температуре 20–22 °C в течение одного часа 
при постоянном перемешивании со скоростью 180 об/мин 
(Orbital Shaker OS-10). После этого гранулы полимера с 
адсорбированным ферментом собирали центрифугиро-
ванием (Centrifuge 5415R) при условиях, указанных в пре-
дыдущем разделе. Осадки трижды отмывали ДИ водой 
для удаления остатков не связавшегося с гранулами 
фермента, каждый раз ресуспендируя их в свежей порции 
воды и собирая центрифугированием. Отмытые гранулы 
с адсорбированной уреазой ресуспендировали в ДИ воде 
и использовали в исследованиях. Ковалентную иммоби-
лизацию уреазы проводили на гранулы полимера и ком-
позита, поверхность которых предварительно активиро-
вали бензохиноном по известной методике [17–19]. Это 
позволяет проводить последующую пришивку белков (в 
том числе ферментов) на активированном носителе в 
относительно мягких условиях, предотвращающих их 
денатурацию [19]. Активацию поверхности гранул целлю-
лозы и композита «ДЭАЭ-целлюлоза – МНА» бензохино-
ном и ковалентную пришивку уреазы проводили таким же 
образом, как это подробно изложено нами в предыдущих 
работах при создании на основе МНА и разных белков и 
ферментов систем адресной доставки биоактивных суб-
станций и биохимической диагностики [4, 12]. После кова-
лентной иммобилизации уреазы гранулы полимера и 
композита собирали центрифугированием и многократно 
промывали (3 раза 0,25 М NaCI, 1 раз ДИ водой) для уда-
ления не связавшихся с носителем молекул фермента. 
Отмытые гранулы с ковалентно пришитой уразой ресус-
пендировали в ДИ воде и использовали в экспериментах. 

Активность фермента в составе сконструированных 
надмолекулярных комплексов оценивали уреазным сали-
цилат-гипохлоритным методом [20], обеспечивающим 
образование цветного продукта при тестировании моче-
вины. Метод включает две стадии – ферментативную и 
неферментативную (химическую). На первой стадии мо-
чевина гидролизуется уреазой с образованием аммиака, 
который в ходе второй стадии взаимодействует в щелоч-
ных условиях с химическими компонентами реакционной 
смеси, что сопровождается образованием окрашенного 
продукта. При использовании данного метода в нашей 
работе мы разделили ферментативную и нефермента-
тивную стадии. Это позволило устранить инактивацию 
иммобилизованного фермента под действием химических 
реагентов (прежде всего гипохлорита и гидроокиси на-
трия) и многократно использовать индикаторные ком-
плексы для тестирования аналита. В предварительных 
экспериментах было установлено, что уже однократное 
проведение обеих реакций в присутствии индикаторных 
комплексов полностью инактивирует иммобилизованный 
фермент. При оценке уреазной активности реакционная 
смесь общим объемом 250 мкл включала: 150 мкл ДИ 
воды, 100 мкл водной суспензии изучаемого индикаторно-
го комплекса (концентрация полимера в пробе 16 мг/мл) и 
5 мкл калибратора мочевины (концентрация аналита в 
пробе 0,1 ммоль/л). После добавки всех компонентов 
образцы перемешивали и инкубировали в течение 5 мин 

при температуре 20–22 °C, после чего комплексы соби-
рали центрифугированием. Супернатанты отбирали и 
добавляли растворы, необходимых для проведения не-
ферментативной стадии химических реагентов, которые 
готовили in situ в ДИ воде в соответствии с регламентом 
фирмы «Вектор-Бест». После перемешивания образцы 
инкубировали в течение 5 мин при указанной выше тем-
пературе. Количество образовавшегося окрашенного 
продукта оценивали спектрофотометрически (UV-1800) по 
величине оптической плотности образцов при длине вол-
ны 700 нм. При многоразовом использовании индикатор-
ных комплексов, после проведения ферментативной ре-
акции, их собирали центрифугированием. Супернатанты 
отбирали для проведения химической реакции и спек-
тральной оценки образовавшегося окрашенного продукта. 
Полученные осадки дважды промывали (1 раз 125 мМ 
NaCI и 1 раз ДИ водой) для удаления остатков субстрата 
(мочевина) и продукта (аммиак) ферментативной реак-
ции. Отмытые комплексы ресуспендировали в ДИ воде и 
добавкой аналита вновь запускали ферментативную ре-
акцию. Термостабильность фермента при многократном 
использовании индикаторных комплексов оценивали ин-
кубацией образцов при 37 °C в термостате (Thermo bath 
TB-85, Shimadzu, Япония) при проведении ферментатив-
ной реакции.  

Результаты и их обсуждение. Для получения компо-
зита «ДЭАЭ-целлюлоза – МНА» нами была использована 
реакция нуклеофильного присоединения. Целесообраз-
ность ее применения определялась следующими причи-
нами. Известно [15], что реакции присоединения по наи-
более распространенному бимолекулярному механизму 
AdN2 (присоединение по С=O связи) проходят в две ста-
дии, где нуклеофилами могут являться: OH, R2O, NH2, 
R2NH, R2CH и т.п. Показано, что на поверхности МНА 
обнаруживается значительный спектр кислородсодержа-
щих групп, включая карбонильные [9]. Общеизвестно, что 
целлюлоза представляет собой гомополимер из остатков 
D-глюкозы и содержит в своей структуре большое коли-
чество гидроксильных групп [21]. Кроме того, в структуре 
ДЭАЭ-целлюлозы имеются дополнительные участки 
R2NH. Поскольку реакции присоединения с кислородными 
нуклеофилами катализируются кислотами за счет прото-
нирования атома кислорода карбонила с образованием 
высоконуклеофильного карбокатиона [15], композит  
«ДЭАЭ-целлюлоза – МНА» получали инкубацией компо-
нентов в ДИ воде, содержащей 5 мМ HCl.  

В ходе проведенных экспериментов было установле-
но, что реакция нуклеофильного присоединения позволя-
ет получить композит «ДЭАЭ-целлюлоза – МНА», что 
подтверждалось изменением внешнего вида гранул по-
лимера после проведения реакции (рис. 1). Видно, что 
молочного цвета исходные гранулы полимера приобре-
тают коричневый цвет за счет связавшихся с ними частиц 
МНА. Расчеты, проведенные на основании данных спек-
трального анализа исходного гидрозоля МНА и суперна-
тантов после получения композита и его отмывки, пока-
зали, что при выбранных условиях эксперимента (соот-
ношение компонентов, скорость перемешивания суспен-
зии, время и температура инкубации) на 1 мг полимерного 
носителя с помощью реакции нуклеофильного присоеди-
нения можно ковалентно иммобилизовать до 110 мкг на-
ночастиц.
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Рис. 1. Внешний вид гранул ДЭАЭ-целлюлозы: 1 – исходные гранулы полимера;  
2 – гранулы полимера после проведения реакции нуклеофильного присоединения (композит «полимер – МНА») 

 
Как показали исследования (рис. 2), молекулы уреазы 

могут быть иммобилизованы на гранулы ДЭАЭ-
целлюлозы посредством адсорбции и ковалентной при-
шивки, проявляя в обоих случаях функциональную актив-
ность. Однако из представленных данных видно, что при 
многоразовом использовании полученных индикаторных 
комплексов для тестирования аналита даже при темпера-
туре 20–22 °С наблюдается заметная инактивация иммо-
билизованного фермента, что подтверждается снижением 
выхода продукта реакции. Мы предполагаем, что это мо-
жет происходить за счет деградации части молекул фер-
мента в ходе многократного осаждения комплексов цен-

трифугированием и их ресуспендирования при много-
кратных отмывках от остатков субстрата и продукта реак-
ции. В то же время в сравнительных экспериментах было 
установлено, что фермент, ковалентно иммобилизован-
ный на композит «ДЭАЭ-целлюлоза – МНА», обладает 
большей функциональной эффективностью и обеспечи-
вает более стабильный выход цветного продукта при 
многократном тестировании мочевины (рис. 2). Это дает 
основание предполагать, что фермент, ковалентно иммо-
билизованный на частицы МНА композита, обладает 
большей резистентностью к воздействию повреждающих 
факторов.

  
 

 
 

Рис. 2. Выход продукта реакции при многократном использовании сконструированных надмолекулярных систем  
индикации для тестирования аналита при температуре 20–22 °С 
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В пользу высказанного выше предположения могут 
свидетельствовать и результаты сравнительных экспе-
риментов по многократному использованию сконструиро-
ванных индикаторных комплексов «целлюлоза – уреаза» 
и «целлюлоза – наноалмаз – уреаза» для тестирования 
мочевины при температуре 37 °С (рис. 3). Из представ-
ленных данных видно, что фермент, ковалентно приши-

тый на композит «ДЭАЭ – целлюлоза – МНА», значитель-
но более стабилен к воздействию температурного факто-
ра и гораздо медленнее утрачивает функциональную 
активность по сравнению с ферментом, ковалентно им-
мобилизованным на гранулы полимера. Это следует из 
значений выхода окрашенного продукта реакции при мно-
гократном тестировании аналита (рис. 3). 

  

 
 

Рис. 3. Выход продукта реакции при многократном использовании индикаторных комплексов,  
полученных при ковалентной иммобилизации фермента, для тестирования аналита при 37 °С 

 
Заключение. Таким образом, на примере создания 

тест-системы биохимического определения мочевины 
продемонстрирована возможность конструирования над-
молекулярных систем индикации «полимер – наноалмаз – 
биомаркер». В сравнительных исследованиях установле-
но, что индикаторный комплекс, полученный при кова-
лентной пришивке уреазы на композит «ДЭАЭ-целлюлоза 
– МНА», обладает наибольшей эффективностью и обес-
печивает более стабильный выход цветного продукта при 
многократном тестировании аналита. Установлено, что 
фермент, ковалентно иммобилизованный на частицы 
МНА композита, обладает большей резистентностью к 
воздействию повреждающих факторов и большей термо-
стабильностью. Полученные данные открывают перспек-
тивы создания нового класса многоразовых тест-систем 
индикации (надмолекулярных комплексов «полимерный 
носитель – наноалмаз – биомаркер») для биологической и 
медицинской аналитики. Оптимизация условий конструи-
рования надмолекулярных индикаторных комплексов (в 
том числе на двумерной полимерной подложке и 3D по-
лимерных конструкциях) с целью увеличения их эффек-
тивности и адаптации полученных тест-систем для прак-
тических приложений является предметом дальнейших 
исследований. 
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