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ПОЛИЭЛЕКТРОЛИТНЫЕ КОМПЛЕКСЫ ПОЛИЭТИЛЕНИМИН–ДНК 
В СОСТАВЕ ВОЛЬТАМПЕРОМЕТРИЧЕСКИХ СЕНСОРОВ 
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Разработан вольтамперометрический ДНК-сенсор на основе полиэлектролитных комплексов по-
лиэтиленимина и ДНК, получаемых путем самосборки из растворов компонентов на стеклоугле-
родном электроде. С помощью циклической вольтамперометрии исследованы условия получения
и характеристики проницаемости комплекса для низкомолекулярных редокс-индикаторов, разли-
чающихся по механизму взаимодействия с ДНК (метиленовый синий и метиленовый зеленый).
Формирование полиэлектролитного комплекса независимо подтверждено измерением поверх-
ностного плазмонного резонанса. Токи пика окисления-восстановления метиленового синего и
метиленового зеленого по-разному менялись в зависимости от числа слоев комплекса и природы
внешнего слоя, что обусловлено различными механизмами связывания индикаторов молекулами
ДНК и варьированием плотности сборки полиэлектролитов комплекса. Увеличение концентрации
полиионов с 0.1 до 10 мкг/мл подавляло влияние заряда внешнего слоя на токи индикаторов. Поли-
электролитные покрытия опробованы для регистрации специфических взаимодействий ДНК,
включая интеркалирование противораковым препаратом доксорубицином, термическую и химиче-
скую денатурацию ДНК. Показано, что введение в состав слоя декакарбоксилированного пил-
лар[5]арена повышает чувствительность сигнала метиленового синего к термической денатурации
ДНК. Сравнение изменения токов пика метиленового синего и метиленового зеленого позволяет
различать механизм повреждения ДНК и отдельно учитывать вклад рассмотренных химических и
физических повреждающих факторов. Разработанный ДНК-сенсор позволяет полуколичественно
оценивать протекторное действие антиоксидантов, снижающих влияние активных форм кислорода
на ДНК в составе биосенсора.

Ключевые слова: ДНК-сенсор, полиэлектролитные комплексы, вольтамперометрия, окислитель-
ное повреждение ДНК, метиленовый синий, метиленовый зеленый.
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Современный этап развития электрохимиче-
ских биосенсоров характеризуется особым вни-
манием к совершенствованию подходов к сборке
чувствительного слоя для ускорения отклика, по-
вышения его селективности и чувствительности в
отношении аналитов, востребованных, прежде
всего, в медицине и фармацевтике [1–3]. Одним
из актуальных направлений модификации по-
верхности электрохимических сенсоров является
сборка полиэлектролитных комплексов (ПЭК),
состоящих из высокомолекулярных соединений,
включающих способные к ионизации или заря-
женные функциональные группы. В зависимости
от заряда функциональных групп полиэлектро-

литы подразделяют на катионные (полиаллил-
амин гидрохлорид, полиэтиленимин (ПЭИ), по-
лидиаллилдиметиламмоний хлорид) и анионные
(полистиролсульфонат, поливинилсульфат, по-
лиметакриловая кислота, нафион, ДНК). Благо-
даря электростатическим взаимодействиям заря-
женные молекулы полиэлектролитов могут участ-
вовать в послойной сборке ПЭК на твердой
подложке, включая поверхность электрода – пре-
образователя сигнала сенсора и биосенсора. Благо-
даря легкости реализации процессов самосборки и
возможностям управления ими путем выбора соот-
ветствующих полиэлектролитов формирование
ПЭК получило широкое распространение при со-
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здании современных сенсоров [4]. При этом успех
модификации электрода зависит от большого
числа экспериментальных факторов – это длина
полимерной молекулы полиэлектролита, ее жест-
кость, число заряженных центров, ионная сила
раствора и др. [5]. Тем не менее простота методи-
ки формирования ПЭК путем последовательного
капельного нанесения разноименно заряженных
полиэлектролитов и возможность контроля тол-
щины покрытий по числу стадий добавления
компонентов слоя, проницаемость ПЭК для низ-
комолекулярных ионов, включая электрохимиче-
ские активные индикаторы, а также совместимость
с протоколами нековалентной иммобилизации
биокомпонента биосенсоров обусловливают боль-
шой интерес к таким методам создания электрохи-
мических сенсоров и биосенсоров. Материалы на
основе ПЭК применяли в составе сенсоров для
определения ионов металлов [6–8], аминокислот
[9], биомаркеров онкологических заболеваний
[10], раковых клеток [11], полициклических аро-
матических углеводородов [12], а также при со-
здании антикоррозионных покрытий [13]. При
необходимости ПЭК могут включать относитель-
но некрупные молекулы и даже наночастицы, та-
кие как комплекс меди(II) с тетрасульфонатным
производным фталоцианина [14], наночастицы
золота [15] и платины [16], ионы ферроциния [17].
Полиэлектролитные комплексы хорошо зареко-
мендовали себя в составе биосенсоров на основе
ДНК [18–20] и ферментов [21–24]. Кроме того,
ПЭК используют для иммобилизации бактерий
[25]. Полиэтиленимин – аморфный органиче-
ский полимер с жесткой структурой, включаю-
щей полярные аминогруппы и гидрофобные ви-
ниловые фрагменты, – нашел применение в со-
ставе электрохимических и оптических сенсоров
как носитель рецепторных и вспомогательных
молекул [26–31].

ДНК-сенсоры привлекают медиков, фарма-
цевтов, экологов и биотехнологов благодаря ак-
туальности регистрации химических и физиче-
ских факторов, влияющих на структуру биополи-
мера и проявление его биохимических функций.
Это же касается синтетических аналогов ДНК –
аптамеров, структура которых устанавливается,
исходя из селективности связывания биомолекул
[32, 33]. Собственные электрохимические сигна-
лы двухцепочечных молекул ДНК нашли приме-
нение в работе ДНК-сенсоров, однако они про-
являют необходимую чувствительность к анали-
там при использовании относительно коротких
фрагментов нуклеиновых кислот [34]. Высокомо-
лекулярные молекулы ДНК малоактивны на
электродах в силу стерических ограничений при

окислении азотистых оснований. Регистрация
биоспецифических взаимодействий с участием
таких молекул возможна в основном косвенным
путем, например, по сигналам интеркалятора ва-
лирубицина, меняющего свою активность при
реакции с двухцепочечными молекулами ДНК из
тимуса теленка и молок лосося [35]. В подобного
рода биосенсорах важное значение имеет сохра-
нение нативной структуры ДНК и ее вовлечен-
ность в цепь переноса электрона. Это открывает
перспективы применения таких биосенсоров для
регистрации повреждения ДНК под действием
химических и физических факторов, а также для
регистрации гибридизации комплементарных
последовательностей ДНК, сопровождающейся
перестройкой конфигурации молекул в составе
поверхностного слоя биосенсора [36]. Иммоби-
лизация ДНК в ПЭК в этой связи является акту-
альным направлением, позволяющим рассчиты-
вать на улучшение аналитических и операцион-
ных характеристик таких биосенсоров [37].

Данная работа посвящена вольтамперометри-
ческому исследованию формирования на поверх-
ности стеклоуглеродного электрода (СУЭ) ПЭК
на основе ПЭИ и нативной двухцепочечной ДНК
из молок лосося. Рассмотрены различия во взаи-
модействии диффузионно свободных редокс-ин-
дикаторов (метиленовый синий и метиленовый
зеленый) с молекулами ДНК и влияние таких раз-
личий на их вольт-амперный отклик. Впервые
предложено включение в состав ПЭК декакарбок-
силированного пиллар[5]арена P[5]A-(COOH)10

как одного из анионных компонентов комплекса и
оценено влияние данного компонента на реги-
страцию повреждений ДНК и протекторного
действия антиоксидантов чая, а также на опреде-
ление доксорубицина, противоракового препара-
та цитостатического действия.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. Использовали двухцепочечную
ДНК из молок лосося (средняя молекулярная
масса 4.6 кДа) (Fluka, Германия), доксорубицина
гидрохлорид, метиленовый синий (МС) и мети-
леновый зеленый (МЗ), ПЭИ (средняя молеку-
лярная масса 10 кДа) и 11-меркаптоундекановую
кислоту (МУК) (Sigma-Aldrich, Германия). Мак-
роцикл P[5]A-(COOH)10 (схема 1) синтезирован на
кафедре органической химии КФУ. Все реагенты
использовали без дополнительной очистки.
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Схема 1. Структурная формула декакарбоксили-
рованного пиллар [5]арена.

Вольтамперометрические измерения проводили
в 0.05 М ацетатном буферном растворе с pH 4.54 в
присутствии 0.1 мМ МЗ или МС в режиме посто-
яннотоковой вольтамперометрии с помощью по-
тенциостата-гальваностата AUTOLAB PGSTAT
302N (Metrohm Autolab, Нидерланды). В качестве
рабочих электродов использовали СУЭ, изготов-
ленные из стеклоуглеродных стержней СУ2000
диаметром 1.7 мм (НИИГрафит, Москва) в изо-
лирующем корпусе из политетрафторэтилена,
снабженном стальным токосъемником на резьбо-
вом соединении. Противоэлектродом служил
платиновый электрод, электродом сравнения –
хлоридсеребряный электрод Ag/AgCl/3.0 М KCl
(Metrohm AG, Херисау, Швейцария). Измерения
проводили в нетермостатируемой трехэлектрод-
ной ячейке объемом 5 мл. Данные обрабатывали с
помощью программного продукта GPES
(Metrohm Autolab, Нидерланды).

Измерение поверхностного плазмонного резо-
нанса (ППР). Сигналом служило изменение резо-
нансного угла падения лазерного излучения
(670 нм), выраженное в миллиградусах (мград, m°)
и измеренное с помощью анализатора поверх-
ностного плазмонного резонанса AUTOLAB
ESPRIT (Metrohm Autolab, Нидерланды). Дина-
мический диапазон регистрации сигнала ППР
составлял 4000 m°. Сенсором служил стеклянный
диск (марка стекла BK-7) диаметром 25 мм с зо-
лотым покрытием толщиной 48 нм, который по-
мещали на полуцилиндрическую призму в слай-
дере оптического блока анализатора. Измери-
тельную ячейку объемом 120 мкл фиксировали
поверх стеклянного сенсора со стороны золотого
покрытия, рабочая площадь электрода ограничи-
валась отверстием ячейки на стороне контакта с
сенсором и составляла 5 мм2.
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Модификация стеклоуглеродного электрода.
Электрод механически полировали, промывали
водой и этанолом и закрепляли в штативе рабо-
чей поверхностью вверх. После этого на рабочую
поверхность наносили 2 мкл ПЭИ в ацетатном
буферном растворе (100 нг/мл), электрод закры-
вали пластиковой пробиркой для предотвраще-
ния высыхания на 6 мин, далее промывали ди-
стиллированной водой. Процедуру повторяли,
чередуя нанесение ПЭИ и ДНК (100 нг/мл). В не-
которых случаях вместо ДНК в ПЭК аналогич-
ным образом вводили P[5]A-(COOH)10 (2 мкл
10 мкМ раствора на электрод).

Оценка повреждения ДНК и защитного эффекта
компонентов чая. Для термической денатурации
1 мг/мл раствор нативной ДНК нагревали в тече-
ние 30 мин при 90°С в твердотельном термостате
с последующим переносом и охлаждением в ледя-
ной воде в течение 5 мин. Полученный раствор
немедленно использовали для иммобилизации
ДНК в составе биосенсора. При изучении дей-
ствия противоракового препарата доксорубицина
ДНК-сенсор инкубировали в 5 мкМ растворе ин-
теркалятора в воде в течение 20 мин, после чего
регистрировали циклические вольтамперограм-
мы (ЦВА) в растворе МС или МЗ. Окисление
ДНК проводили в растворе состава 0.4 мМ CuSO4
и 14.3 мМ H2O2 в течение 1 ч. После этого раствор
окисленной ДНК использовали для формирова-
ния ПЭК на электроде. При изучении защитного
действия образцы пакетированного черного чая
без добавок, доступные в торговой сети, завари-
вали в соответствии с рекомендациями произво-
дителя, охлаждали до комнатной температуры,
разбавляли ацетатным буферным раствором (5,
10 и 15 об. %) и добавляли к раствору ДНК на ста-
дии ее окисления. После этого измеряли сигнал
ДНК-сенсора по МС или МЗ, как описано выше.

Оценку интегральной антиоксидантной емкости
чая проводили кулонометрически по реакции с
электрогенерированным бромом на анализаторе
Эксперт-006 (ООО “Эконикс-Эксперт”, Россия)
[38]. Электрогенерацию брома осуществляли из
0.2 М раствора KBr в 0.1 М H2SO4 (20 мл, аликвота
чая 50 мкл) на платиновом электроде при посто-
янной силе тока 5.0 мА в ячейке с разделенными
электродными пространствами. В качестве като-
да использовали платиновую проволоку. Конечную
точку титрования определяли биамперометрически
с платиновыми электродами (ΔЕ = 200 мВ). Инте-
гральную антиоксидантную емкость чая выражали
как количество электричества, затраченное на тит-
рование, в пересчете на 100 мл образца.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика образования полиэлектролит-
ного комплекса полиэтиленимин–ДНК путем изме-
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Рис. 1. Зависимость сигнала поверхностного плазмонного резонанса от числа слоев полиэтиленимина и ДНК для кон-
центрации полиэлектролитов 0.1 (а) и 0.1 мг/мл (б). Стрелками обозначена последовательность нанесения слоев: 1 –
11-меркаптоундекановая кислота, 2 – полиэтиленимин, 3 – ДНК.
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рения поверхностного плазмонного резонанса. Ана-
лиз поверхностного плазмонного резонанса явля-
ется высокочувствительным оптическим методом,
вариантом эллипсометрии, который позволяет с
высокой чувствительностью характеризовать про-
цессы на границе раздела двух оптически про-
зрачных сред (стеклянных призм) с нанесенным
на одну из них тонким слоем золота. Помимо ко-
личественной характеристики различных биохи-
мических взаимодействий, его применяют также
для мониторинга сборки ПЭК [39]. Суть метода
заключается в измерении угла полного внутрен-
него отражения. В присутствии тонкого слоя зо-
лота часть энергии электромагнитного излучения
поглощается в пленке металла, вызывая образо-
вание так называемых плазмонов – синхронно
перемещающихся в пленке металла пакетов сво-
бодных электронов с идентичными макрохарак-
теристиками. При достижении условия образова-
ния плазмонов рассеяние электромагнитной
энергии в пленке скачкообразно возрастает, т.е.
наблюдается резонансное поглощение излуче-
ния. Резонансный угол регистрируется как узкая
полоса поглощения в окне детектора отраженно-
го излучения. Любые процессы на границе разде-
ла фаз меняют условия полного отражения и ве-
личину резонансного угла.

Для подтверждения формирования ПЭК про-
водили эксперименты по сборке покрытий
ПЭИ–ДНК на поверхности золотой пленки сен-
сора. Предварительно поверхность золота обра-
батывали 10 мМ спиртовым раствором МУК для
формирования отрицательно заряженного моно-
слоя как основы сборки ПЭК. В дальнейшем зна-
чение сигнала ППР для золота, покрытого МУК,
принимали нулевой точкой отсчета изменения
резонансного угла (рис. 1). Для формирования

ПЭК через проточную ячейку с сенсором после-
довательно прокачивали растворы ПЭИ и ДНК.
Непрореагировавшие компоненты удаляли про-
мывкой буферном раствором (см. “Эксперимен-
тальную часть”). Полученные сенсограммы
(рис. 2) демонстрируют увеличение сигнала с ро-
стом числа слоев полиэлектролитов, что отвечает
формированию и накоплению ПЭК. Для боль-
ших концентраций полиэлектролитов можно за-
метить формирование “ступеней” с незначитель-
ным изменением сигнала (рис. 1а). Это связано с
частичным уходом молекул полииона из внешне-
го слоя ПЭК при его погружении в раствор про-
тивоположно заряженного полиэлектролита в ре-
зультате конкурентных взаимодействий с проти-
воионами на поверхности сенсора и в растворе.
Для меньших концентраций полиэлектролитов
такая картина наблюдается лишь для первых трех
бислоев ПЭИ–ДНК (рис. 1б). По-видимому, в
этом случае из состава комплекса удаляется
ПЭИ, в отличие от ПЭК, соответствующего вы-
соким концентрациям полиэлектролитов. Одна-
ко поскольку при последовательном увеличении
общего числа слоев продолжают наблюдаться из-
менения резонансного угла, полной отмывки ма-
териала с поверхности сенсора не происходит.

Вольтамперометрическое исследование форми-
рования полиэлектролитного комплекса полиэтиле-
нимин–ДНК. Для контроля процессов сборки
ПЭК на поверхности СУЭ использовали два диф-
фузионно свободных редокс-индикатора: мети-
леновый синий и метиленовый зеленый. Оба со-
единения относятся к классу фенотиазинов и
участвуют в электродной реакции с переносом
двух электронов и одного протона водорода. Ме-
тиленовый синий способен интеркалировать
двухцепочечную ДНК. Включение в состав био-
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полимера меняет его активность в электродных
реакциях [40], что позволяет использовать МС
для мониторинга процессов гибридизации ДНК
и фрагментов аптамеров [41]. Метиленовый зеле-
ный из-за наличия в фенотиазиновом ядре нит-
рогруппы такой способностью не обладает и вза-
имодействует с молекулами ДНК в основном
электростатически по бороздкам двухцепочечной
молекулы ДНК. По этой причине МЗ чаще ис-
пользуют как медиатор электронного переноса в
составе ферментативных биосенсоров [42, 43].

Для вольтамперометрического изучения ПЭК
на поверхности СУЭ регистрировали ЦВА на мо-
дифицированных электродах при различных
концентрациях МС и МЗ (рис. 2, 3). При переходе
от одно- (ПЭИ) к шестислойным (ПЭИ-ДНК)3
покрытиям для МС наблюдали значительный
сдвиг тока пика восстановления (рис. 3а, 3б), что
связано с электростатическим отталкиванием ре-
докс-индикатора от положительно заряженного
слоя поликатиона. Аккумуляция отрицательно
заряженных молекул ДНК в составе модифици-
рующего слоя приводила к накоплению МС у по-

верхности СУЭ. В результате на ЦВА наблюдали
уменьшение разности потенциалов и увеличение
токов пиков красителя. Для МЗ значительных из-
менений указанных параметров при переходе к
(ПЭИ-ДНК)3 не наблюдали (рис. 3в, 3г). Таким
образом, дополнительного концентрирования
редокс-индикатора, установленного в случае
МС, в случае МЗ не происходит. Более того, раз-
ность потенциалов пиков МЗ на ЦВА при увели-
чении числа слоев полиионов в ПЭК возрастала,
что свидетельствует о торможении переноса
электрона через слой ПЭК. Интересно, что поло-
жение пиков окисления МЗ и МС сохраняется
независимо от состава покрытия СУЭ. Вероятно,
это связано с образованием в катодной реакции
незаряженной восстановленной формы красите-
ля, которая в меньшей степени испытывает при-
тяжение и отталкивание со стороны полиионов.

Варьирование концентраций МС и МЗ пока-
зало следующие различия в поведении этих ре-
докс-индикаторов в зависимости от заряда внеш-
него слоя ПЭК (присутствия в нем ПЭИ или
ДНК) (рис. 4). В экспериментах с МС токи пиков

Рис. 2. Циклические вольтамперограммы 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 и 1.0 мМ метиленового синего (а, б) и метиленового зеле-
ного (в, г), полученные на стеклоуглеродном электроде, модифицированном полиэтиленимином (а, в) и (полиэтиле-
нимин–ДНК)3 (б, г), в 0.05 М ацетатном буферном растворе с pH 4.54.
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окисления/восстановления росли с увеличением
числа слоев ПЭК (рис. 4а, 4б). Для МЗ токи пика
были стабильны и несколько снижались в том же
ряду (рис. 4в, 4г). Другое заметное различие – за-
висимость токов пиков окисления/восстановле-
ния МС и МЗ от наличия шестого слоя ДНК в со-
ставе ПЭК. Для всех исследуемых концентраций
МС токи пика резко увеличиваются на СУЭ, мо-
дифицированном (ПЭИ-ДНК)3, тогда как для
МЗ происходит, по-видимому, смывание шесто-
го слоя при увеличении концентрации редокс-
индикатора до 1 мМ и стабилизация токов на
уровне, зарегистрированном на пятислойном
ПЭК. Наиболее вероятно, это объясняется нару-
шением стабильности комплекса в результате не-
ковалентного взаимодействия молекул МЗ с ДНК
по бороздкам двойной спирали. Такое взаимо-

действие частично компенсирует отрицательный
заряд биомолекулы, уменьшая электростатиче-
ское связывание между слоями ПЭИ и ДНК. Для
МС регистрируемые токи пика возрастают с уве-
личением концентрации красителя до 1 мМ. Ве-
роятно, интеркалированная ДНК более прочно
связывается с ПЭИ за счет увеличения доступно-
сти центров связывания из-за повышения объема
биомолекулы в результате интеркалирования и
стерического разделения зарядов рибозофосфат-
ных групп остова.

Для более детального рассмотрения выявлен-
ных закономерностей необходимо обратиться к
зависимостям тока от числа слоев для постоян-
ной концентрации редокс-индикатора. Для пер-
вых двух слоев (нанесение ПЭИ и ДНК) происхо-
дит незначительное изменение токов пика МЗ

Рис. 3. Концентрационные зависимости токов пиков окисления (а, в) и восстановления (б, г) метиленового синего (а,
б) и метиленового зеленого (в, г) на стеклоуглеродном электроде, модифицированном полиэлектролитными ком-
плексами различного состава. Приведены средние значения и доверительные интервалы, рассчитанные для трех ин-
дивидуальных ДНК-сенсоров.
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вследствие взаимной диффузии компонентов, но
уже с третьего слоя (покрытие ПЭИ–ДНК–
ПЭИ) токи снижаются в результате отталкивания
молекул редокс-индикатора от положительно за-
ряженных молекул ПЭИ и в связи с продолжаю-
щимся процессом уплотнения слоев ПЭК. Затем
снова следует рост токов пика, обусловленный
электростатическим притяжением между молеку-
лами МЗ и отрицательно заряженными молекулами
ДНК (покрытие ПЭИ–ДНК–ПЭИ–ДНК). В слу-
чае МС нековалентное взаимодействие с ДНК реа-
лизуется в том числе за счет интеркаляции красите-
ля между азотистыми основаниями. При этом из-
меняется занимаемый молекулой ДНК объем.
Она деформируется, что увеличивает доступность
отрицательных зарядов рибозофосфатных групп
остова ДНК для электростатических взаимодей-
ствий с ПЭИ и редокс-индикатором. Относи-
тельные изменения тока в случае МС имеют ме-
нее выраженный характер, но “пилообразная”
форма зависимости сохраняется. Также подтвер-
дилась отмеченная ранее тенденция увеличения

токов пика МС при переходе от одно- к шести-
слойным покрытиям.

При увеличении концентрации используемых
полиэлектролитов до 10 мкг/мл тенденция к об-
щему снижению токов МЗ с ростом числа слоев в
покрытии сохраняется. Однако стоит отметить,
что зависимость уже не имеет “пилообразной”
формы и для МЗ, и для МС. Это можно объяснить
усиленной внутренней диффузией слоев ПЭК
друг относительно друга, при которой влияние
заряда внешнего слоя частично нивелируется.

Для подтверждения перспективности изучен-
ных ПЭК в составе биосенсора были провели
эксперименты с интеркалированием ДНК, а
также с ее химическим и термическим поврежде-
нием.

Доксорубицин – цитостатический противора-
ковый препарат, интеркалирующий ДНК и нару-
шающий тем самым процессы роста, развития и
деления раковых клеток. Для изучения его влия-
ния на характеристики биосенсора использовали
ПЭК состава (ПЭИ–ДНК)3. Биосенсор инкуби-

Рис. 4. Зависимости токов окисления (а, в) и восстановления (б, г) метиленового синего (а, б) и метиленового зеленого
(в, г) от числа слоев полиэлектролитов в полиэлектролитном комплексе. 0.05 М ацетатный буферный раствор с
рН 4.54. Приведены средние значения и доверительные интервалы, рассчитанные для трех индивидуальных ДНК-
сенсоров.
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ровали в 5 мкМ растворе доксорубицина в тече-
ние 20 мин, после чего промывали и переносили
в ацетатный буферный раствор с 0.1 мМ МС или
МЗ. Токи пиков окисления и восстановления ре-
докс-индикаторов сопоставлены на рис. 5а, 5б.
Как видно, после интеркалирования токи окис-
ления/восстановления редокс-индикаторов сни-
жаются. Причиной может быть преобладающий
вклад уплотнения сформированного покрытия
после интеркаляции ДНК. Выше отмечено, что в
процессе интеркаляции изменяется конфигура-
ция биомолекулы и отрицательные заряды на её
поверхности становятся более доступными, по-
этому появляется возможность взаимной диффу-
зии слоев, что вызывает пространственные за-
труднения для подхода индикатора к поверхности
электрода. К тому же в условиях эксперимента
молекулы доксорубицина заряжены положитель-
но за счет протонирования аминогруппы, что
компенсирует отрицательный заряд фосфатных
групп ДНК, снижая притяжение положительно

заряженных молекул фенотиазиновых индика-
торов.

Термическую денатурацию ДНК проводили
при 90°С в течение 30 мин. При такой обработке
молекулы двухцепочечной ДНК частично деги-
бридизируются из-за разрыва водородных связей
и нарушения стэкинга между азотистыми основа-
ниями, удерживающими двойную спираль натив-
ных молекул биополимера. После резкого охла-
ждения раствор денатурированной ДНК исполь-
зовали для формирования шестислойного ПЭК.
Полученные токи пиков МС и МЗ на вольтампе-
рограммах сравнивали с аналогичными характе-
ристиками для молекул нативной ДНК (рис. 5б,
5в). Как видно, изменения токов пиков редокс-
индикаторов имеют направление, противопо-
ложное наблюдаемому в экспериментах с доксо-
рубицином. Молекулы денатурированной ДНК
несут отрицательные заряды, более доступные
для электростатических взаимодействий по при-
чине большей гибкости одноцепочечной ДНК.
Как следствие, значительное количество отрица-

Рис. 5. Токи пиков окисления (а, в) и восстановления (б, г) метиленового синего и метиленового зеленого для покры-
тий (полиэтиленимин-ДНК)3, содержащих нативную (1), интеркалированную доксорубицином (2) и термически де-
натурированную ДНК (3). Приведены средние значения и доверительные интервалы, рассчитанные для трех индиви-
дуальных ДНК-сенсоров.
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тельных зарядов ДНК остается нескомпенсиро-
ванным, поэтому электростатическое притяже-
ние положительно заряженных молекул медиато-
ра к ПЭК увеличивается несмотря на уплотнение
слоя.

Поскольку дискриминация сигнала определя-
ется изменением электростатических взаимодей-
ствий в ПЭК, представляло интерес ввести в со-
став поверхностного слоя дополнительные моди-
фикаторы с высокой плотностью отрицательного
заряда. Для этого выбрали декакарбоксилирован-
ное производное пиллар[5]арена (схема 1). Его
введение в состав шестислойного ПЭК (ПЭИ–
ДНК)3 в качестве четвертого слоя вдвое увеличи-
ло разность сигналов МС, отвечающих нативной
и термически денатурированной ДНК. Эффект
проявляется независимо от положения макро-
цикла в ПЭК, однако разница токов пика выше
для пилларарена, занимающего место внутри
слоя (четвертая позиция). Это облегчает различе-
ние образцов нативной и поврежденной ДНК и
позволяет отдельно учесть влияние интеркалиро-
вания и повреждения структуры ДНК.

Окислительное повреждение ДНК выполняли
смесью Cu2+/H2O2 в течение часа [44]. После это-
го раствор окисленной ДНК использовали для
формирования многослойных покрытий на по-
верхности СУЭ. Предварительные эксперименты
показали максимальную разницу между натив-
ной и окисленной ДНК при использовании в ка-
честве индикатора МС и при нанесении на СУЭ
шестислойного ПЭК. Такую конфигурацию био-
сенсора использовали для дальнейших экспери-
ментов. Установили снижение сигнала МС при
переходе от нативной к окисленной ДНК. Хими-
ческое окисление молекул ДНК сопровождается

не только окислением азотистых оснований, но и
раскручиванием биомолекулы и обрывами цепей
[45]. Эти изменения негативно сказываются на
интеркаляционном накоплении МС и создают
дополнительные диффузионные затруднения пе-
реноса МС в результате уплотнения ПЭК, включа-
ющего фрагментированные биомолекулы. Инте-
ресно, что добавление экстракта чая, содержащего
антиоксиданты, способствует защите молекул
ДНК от активных форм кислорода. Сигнал МС
растет с увеличением объема добавляемого экс-
тракта и снижается при его разбавлении (рис. 6).
Изменения тока МС коррелируют с оценкой ан-
тиоксидантных свойств чая с помощью кулоно-
метрического титрования электрогенерирован-
ным бромом. Результаты двух методов приведены

Рис. 6. Зависимости токов пиков окисления (а) и восстановления (б) 0.1 мМ раствора метиленового синего на стекло-
углеродном электроде, модифицированном (полиэтиленимин-ДНК)3, при предварительном окислении ДНК смесью
0.4 мМ CuSO4 и 14.3 мМ H2O2 от объема добавляемой в окислительную смесь аликвоты экстракта пяти образцов (1–
5) пакетированного черного чая.
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Таблица 1. Сравнение данных кулонометрического
титрования экстрактов чая и сигнала 0.1 мМ метиле-
нового синего ДНК-сенсора на основе полиэлектро-
литного комплекса (полиэтиленимин-ДНК)3 при ис-
пользовании в качестве источника активных форм
кислорода смеси 0.4 мМ CuSO4 и 14.3 мМ H2O2

Примечание: использовали образцы пакетированного черно-
го чая без вкусовых добавок, доступные в розничной торго-
вой сети.

Образец
Интегральная 

антиоксидантная 
емкость, Кл/100 мл

Ток пика окисления 
МС при аликвоте 

экстракта чая 0.05 мл

1 308 ± 9 2.62 ± 0.13
2 594 ± 6 2.89 ± 0.11
3 420 ± 9 2.73 ± 0.11
4 446 ± 7 2.68 ± 0.16
5 412 ± 8 2.67 ± 0.18
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в табл. 1. Хотя полной корреляции не наблюдает-
ся, можно говорить о синхронности изменения
показателей при анализе образцов чая с различ-
ным содержанием антиоксидантов. Таким обра-
зом, разработанные ДНК-сенсоры на основе
ПЭК могут в перспективе найти применение в
контроле защитного действия антиоксидантов в
чае и продуктах питания.

Работа выполнена при поддержке Российского
научного фонда (проект 17-13-01208).
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