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Изучена адсорбция дезоксирибонуклеиновой кислоты из водных растворов на поверхности нано-
размерных диоксидов титана и церия в зависимости от pH и концентрации адсорбата. Сопоставле-
ние данных по адсорбции ДНК, неорганического фосфата и нуклеотидов, которые являются со-
ставными звеньями молекул нуклеиновых кислот, и состояния поверхностных функциональных
групп оксидов металлов показало, что адсорбция двухцепочечной ДНК осуществляется в основном
с участием фосфатного остова молекулы. Гетероциклические основания нуклеотидов не участвуют
в адсорбции. Приближение ДНК к поверхности оксидов за счет электростатического притяжения
делает возможным и другие типы взаимодействий, например, дисперсионные и образование водо-
родных связей.
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ВВЕДЕНИЕ
В последнее время наноразмерные материалы

благодаря их уникальным свойствам все чаще
применяются в различных областях техники, на-
уки и медицины. Они становятся основой для
разработки новых каталитических систем и сен-
соров, которые широко используются в биотех-
нологической сфере, медицине и химии окружа-
ющей среды [1–5].

Благодаря низкой токсичности и высокой
биосовместимости одними из самых перспектив-
ных материалов для таких целей являются нано-
кристаллические диоксиды титана и церия. Из-
вестно, что частицы диоксида церия размером
менее 10 нм проявляют специфические окисли-
тельно-восстановительные свойства, а именно:
они могут действовать как рецепторы свободных
радикалов и ингибиторы активных форм кисло-
рода [6–9]. Для использования таких наночастиц
в медико-биологических целях были разработаны
специальные методы их синтеза [10]. В настоящее
время в биомедицине широко используют нано-
размерный диоксид титана. Следовательно, по-
нимание природы взаимодействия поверхности
оксидов металлов с биообъектами [11–13] являет-
ся весьма важным вопросом. При использовании
сорбентов на основе диоксида титана для хрома-
тографического разделения белков, углеводов,

нуклеиновых и жирных кислот [14–18] было вы-
явлено, что наибольшим сродством к диоксиду
титана обладают молекулы, содержащие в своем
составе фосфатные группы.

Дезоксирибонуклеиновая кислота (ДНК) в по-
следние годы стала доминирующей молекулой в
нанобиотехнологии [19–22]. Наиболее интерес-
ными и востребованными для разработки био-
сенсоров, аналитического разделения и доставки
генов являются материалы, способные сорбиро-
вать нуклеиновые кислоты. Нативная двухцепо-
чечная молекула ДНК представляет собой отри-
цательно заряженный стержень, что обеспечивает
возможность электростатического взаимодействия
с поверхностью оксидов.

Ранее нами были установлены механизмы вза-
имодействия нуклеотидов, которые являются
составными звеньями ДНК, с поверхностью на-
нокристаллических диоксидов титана и церия, а
также рассчитаны количественные характеристи-
ки их адсорбции на поверхности оксидов [23–25].
Было показано, что адсорбция нуклеотидов на
поверхности обоих оксидов определяется элек-
тростатическим взаимодействием анионных форм
их молекул с протонированными группами сор-
бентов.

Целью данного исследования было изучение
адсорбции ДНК на поверхности нанокристалли-
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ческих диоксидов титана и церия из водных рас-
творов в зависимости от pH и концентрации сор-
бата и установление механизма взаимодействия
ДНК с поверхностью этих сорбентов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для исследования использовали нанокристал-

лический порошок диоксида титана (Aldrich) с
удельной поверхностью 62 ± 5 м2/г который по
данным рентгенофазового анализа представляет
собой анатаз, и нанокристаллический порошок
диоксида церия (Aldrich) с удельной поверхно-
стью 60 ± 5 м2/г (Nova 1200, Quantachrome), име-
ющий кубическую кристаллическую решетку
флюорита. Размеры частиц обоих оксидов, рас-
считанные по уравнению Шеррера, составляют
30 нм, что соответствует размерам, указанным
фирмой-производителем (25 нм).

Дезоксирибонуклеиновая кислота из спермы рыб
(ДНК, “ч. д. а.”, Sigma-Aldrich), пуриновые и пи-
римидиновые нуклеотиды в виде натриевых со-
лей: аденозин-5'-монофосфат (АМФ), гуанозин-
5'-монофосфат (ГМФ), цитидин-5'-монофосфат
(ЦМФ), уридин-5′-монофосфат (УМФ) (“ч.”,
Reanal), а также фосфат натрия (Na2HPO4·12H2O,
“ч.”, Миранда) были использованы без дополни-
тельной очистки.

Для установления требуемых значений pH
растворов и суспензий применяли стандарт-тит-
ры HCl и NaOH (Titrisol, Merck, Германия). Для
поддержания требуемых значений ионной силы
использовали хлорид натрия (“ч. д. а.”, Merck).
Все растворы и суспензии готовили на бидистил-
лированной воде.

Адсорбцию изучали при комнатной темпера-
туре (≈20°С) и постоянной ионной силе 0.01 М
NaCl. Смешивали равные объемы суспензии од-
ного из диоксидов TiO2 или CeO2 (2 г/л) и раство-
ра ДНК (0.05 г/л). Таким образом, концентрация
диоксида в суспензиях составляла 1 г/л, концен-
трация ДНК – 0.025 г/л. Значение pH растворов
доводили до необходимых величин в интервале
2–8 добавлением растворов кислоты или щелочи.
Суспензии выдерживали, периодически переме-
шивая при комнатной температуре, в течение 2 ч.
Предварительно было установлено, что этого
времени достаточно для установления адсорбци-
онного равновесия. После проверки значений pH
(ионометр ЭВ-74) отделяли твердую фазу центри-
фугированием (8000 об./мин, 20 мин). Для изуче-
ния концентрационной зависимости адсорбции
ДНК были приготовлены серии суспензий с раз-
ной концентрацией ДНК, от 0.005 до 0.05 г/л,
концентрацией диоксида 1 г/л и постоянным зна-
чением pH, равным 4.5 в случае диоксида титана
и 5.3 для диоксида церия. Такие значения pH бы-
ли выбраны потому, что они устанавливались в

суспензии при смешивании равных объемов сус-
пензии оксида и раствора ДНК без добавления
буферных растворов.

Концентрацию адсорбированной ДНК опре-
деляли по разнице интенсивностей поглощения в
УФ-спектре исходного раствора и раствора после
адсорбции (спектрофотометр Specord М-40). Для
растворов ДНК характерна полоса поглощения с
максимумом при 260 нм. Для пересчета концен-
трации ДНК, адсорбированной на поверхности
сорбентов, в моль/г принимали, что для исходно-
го раствора ДНК молярный коэффициент экс-
тинкции ε = 6600 М–1 см–1 при pH 7 [26]. Предва-
рительно были определены зависимости положе-
ния и интенсивности максимума поглощения от
pH и концентрации раствора. Детали изучения
адсорбции нуклеотидов и неорганического фос-
фата описаны в [24, 27, 28].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Нуклеиновые кислоты или полинуклеотиды
представляют собой цепь последовательно свя-
занных между собой нуклеотидов. Нуклеотид, в
свою очередь, состоит из гетероциклического ос-
нования, связанного с пятичленным углеводом,
одна из гидроксильных групп которого соединена с
фосфорной кислотой сложноэфирной связью. В за-
висимости от того, какой из сахаров, 2-дезокси-D-
рибоза или D-рибоза, входит в состав нуклеотида,
соединения называются соответственно дезокси-
рибонуклеотидами или рибонуклеотидами. Ко-
валентно связанные между собой дезоксирибону-
клеотиды образуют дезоксирибонуклеиновые
кислоты (ДНК), а рибонуклеотиды – рибону-
клеиновые кислоты (РНК). В состав ДНК входят
два пуриновых дезоксинуклеотида – аденозин- и
гуанозинмонофосфат, и два пиримидиновых –
цитидин- и тимидинмонофосфат. В молекуле
РНК одним из пиримидиновых нуклеотидов явля-
ется уридинмонофосфат вместо тимидинмоно-
фосфата [29].

ДНК и РНК характеризуются многими общи-
ми химическими и физическими свойствами, по-
скольку представляют собой цепи мононуклео-
тидних единиц, связанных с помощью фосфоди-
эфирных мостиков, соединяющих 3'-положение
одного мононуклеотида с 5'-положением его со-
седа. Молекула ДНК состоит из двух правозакру-
ченных полинуклеотидных цепей с общей осью,
которые образуют двойную спираль. Эти две по-
линуклеотидные цепи является антипараллель-
ными, т.е. их 3',5'-фосфодиэфирные межнуклео-
тидные мостики ориентированы в противопо-
ложных направлениях.

Плоскости пуриновых и пиримидиновых ос-
нований направлены внутрь двойной спирали
перпендикулярно ее оси и параллельно друг дру-
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гу. Таким образом, каждое основание одной цепи
является спаренным с основанием второй цепи,
лежащей в одной с ней плоскости. При этом толь-
ко определенные пары оснований встраиваются в
структуру так, что между ними образуются водо-
родные связи. Три водородные связи образуется в
паре аденин–цитозин и две таких связи в паре гу-
анин–тимин (или урацил). Такая укладка делает
систему максимально стабильной [27, 30]. Устой-
чивость комплементарных пар оснований в двух-
цепочечной ДНК является функцией pH. Пары
оснований наиболее устойчивы при значениях
pH от 4 до 11. За пределами этого интервала pH
двухцепочечная спираль ДНК постепенно теряет
устойчивость и раскручивается [29–31]. Допол-
нительно стабилизируют систему и гидрофобные
взаимодействия между основаниями, располо-
женными вдоль оси молекулы. Гидрофобные,
сравнительно плохо растворимые в воде основа-
ния плотно упакованы внутри спирали и недо-
ступны для молекул воды, тогда как ионизиро-
ванные вторичные фосфатные группы и гидро-
фильные остатки пентозы локализованы на
поверхности молекулы ДНК и контактируют с
молекулами воды. Вторичные фосфатные груп-
пы, соединяющие соседние мононуклеотиды, ха-
рактеризуются низким значением pK. Поэтому
ДНК является достаточно сильной многооснов-
ной кислотой, которая полностью ионизирована
при любом значении pH > 4 [31].

На поверхности диоксидов титана и церия в
водных растворах электролитов образуется двой-
ной электрический слой в результате взаимодей-
ствия функциональных групп ≡MOH с протона-
ми и ионами электролита [32]. Методом потен-
циометрического титрования водных суспензий

оксидов были определены константы протолити-
ческих равновесий поверхностных функциональ-
ных групп (протонирования, ионизации и взаи-
модействия с ионами электролитов) и точки ну-
левого заряда [24, 27]. Точка нулевого заряда
диоксида титана находится при pH 6.5, диоксида
церия – при pH 6.3. В кислой среде гидроксиль-
ные группы в основном протонированы. При pH
выше точки нулевого заряда преобладают иони-
зированные группы. В точке нулевого заряда кон-
центрации протонированных и ионизированных
групп одинаковы, а суммарный заряд поверхно-
сти при этом равен нулю.

Адсорбция ДНК, как показано на рис. 1 и 2,
постепенно уменьшается при повышении pH и
снижении концентрации протонированных по-
верхностных групп. Сопоставление состояния
групп ≡MOH на поверхности оксидов и ДНК в
растворе позволяет предположить, что движущей
силой адсорбции является электростатическое
взаимодействие между противоположно заря-
женными частицами – протонированными по-
верхностными группами оксидов и анионами
ДНК. Для выяснения вопроса о возможных цен-
трах связывания молекул ДНК с поверхностью
оксида было проведено сравнение адсорбцион-
ных кривых ДНК, нуклеотидов, которые состав-
ляют ДНК, и неорганического фосфата.

Ранее нами была изучена адсорбция пурино-
вых и пиримидиновых нуклеотидов [24, 25] на по-
верхности диоксидов титана и церия (рис. 1, 2).
В состав молекул исследуемых нами нуклеотидов
входит рибоза, а не дезоксирибоза, как в ДНК.
Однако, по нашему мнению, это не является пре-
пятствием для сравнения адсорбционных харак-
теристик рибонуклеотидов и ДНК, поскольку уг-

Рис. 1. Адсорбция на поверхности диоксида титана в зависимости от pH: (а) ортофосфата (1) и ДНК (2), (б) нуклео-
зидмонофосфатов – ГМФ (1), АМФ (2), ЦМФ (3), УМФ (4).  = 1 г/л, 0.01 M NaCl, CДНК = 76 мкМ, CНМФ =
= 100 мкМ.
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леводная часть молекулы не задействована в
образовании фосфодиэфирных мостиков в про-
цессе формирования цепи нуклеиновой кислоты.

Гетероциклические основания в составе нук-
леотидов значительно различаются по основно-
сти атомов азота. Протонирование активных цен-
тров оснований в аденозин-5'-монофосфате и ци-
тидин-5'-монофосфате наблюдается при pH < 4,
в гуанозин-5'-монофосфате – при pH < 2.3. Гете-
роциклические основания тимидин- и уридин-5'-
монофосфата в исследуемом интервале pH явля-
ются нейтральными [30, 33]. Первичная ионизация
фосфатной группы в составе нуклеозидмонофос-
фатов (НМФ) происходит при pH < 2, а иониза-
ция вторичных групп наблюдается при pH > 6.1
[30, 31]. Формулы и константы ионизации изу-
ченных НМФ приведены в табл. 1.

Рост адсорбции НМФ наблюдается при значе-
ниях pH выше того, которое примерно соответ-
ствует константе депротонирования атома азота
нуклеинового основания. При pH > 6 за счет от-
талкивания одноименно заряженных анионов и
ионизированных поверхностных групп оксидов
адсорбция уменьшается. Таким образом, уста-
новлено, что на поверхности диоксидов титана и
церия образуются устойчивые комплексы за счет
электростатического взаимодействия между по-
верхностными группами  и анионными
формами нуклеотидов, образующимися в резуль-
тате ионизации фосфатного остатка.

На кривых зависимости адсорбции ДНК от pH
отсутствуют какие-либо максимумы, наблюдае-
мые при адсорбции нуклеотидов и отражающие
влияние pH на основность атомов азота нуклеи-
новых оснований. Исследуемая нами ДНК явля-

2MOH+≡

ется двухцепочечной молекулой, следовательно,
нуклеиновые основания плотно упакованы внут-
ри спирали и связаны водородными связями
между собой, поэтому их депротонирование не
оказывает влияния на адсорбцию ДНК.

Адсорбционные кривые ДНК гораздо больше
напоминают кривые адсорбции неорганического
фосфата [27]. Величины адсорбции ортофосфата
выше, поскольку исходные концентрации сорба-
тов несколько различаются по величине. Кроме
того, при адсорбции ДНК возникают определен-
ные стерические препятствия, так как ее молеку-
лы достаточно объемные и, согласно литератур-
ным данным [19, 22, 34], принимают не верти-
кальное положение при адсорбции, а как бы
оборачиваются вокруг частичек сорбентов. Срав-
нение ИК-спектров в работе [35] тоже подтвер-
ждает участие в адсорбции фосфатного остова
молекул ДНК, тогда как нуклеиновые основания,
которые являются составными частями нуклео-
тидных звеньев нуклеиновых кислот, не задей-
ствованы в этом процессе. При исследовании ад-
сорбции нуклеиновых кислот различной приро-
ды и длины на поверхности глинистых минералов
также было установлено, что связывание поли-
электролита минералами происходит в результате
электростатического взаимодействия фосфатных
групп остова [36–40].

Сближение ДНК с поверхностью оксидов за
счет электростатического притяжения делает воз-
можными и другие типы взаимодействий, напри-
мер, образование водородных связей. На рис. 3
схематически изображено взаимодействие поли-
нуклеотидного фрагмента одной из цепей ДНК с
поверхностью оксида металла.

Рис. 2. Адсорбция на поверхности диоксида церия в зависимости от pH: (а) ортофосфата (1) и ДНК (2), (б) нуклеозид-
монофосфатов – ГМФ (1), АМФ (2), ЦМФ (3), УМФ (4).  = 1 г/л, 0.01 M NaCl, CДНК = 76 мкМ, CНМФ =
= 100 мкМ.
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Таблица 1. Структурные формулы и константы ионизации нуклеотидов [33]

Формулы нуклеотидов Константы ионизации, pKn (0.01 M)

пуриновые нуклеотиды

 
Аденозин-5'-монофосфат

3.83 (N1–H+)
6.46 (–PO3H–)

 
Гуанозин-5'-монофосфат

2.47 (–N7H+)
6.48 (–PO3H–)

пиримидиновые нуклеотиды

 
Цитидин-5'-монофосфат

4.31 (N3–H+)
6.15 (–PO3H–)

 
Уридин-5'-монофосфат

6.04 (–PO3H–)
9.39 (N3–H)
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Адсорбция ДНК на поверхности обоих окси-
дов была изучена в зависимости от ее концентра-
ции в растворе. На рис. 4 представлены изотермы
адсорбции, которые удовлетворительно описыва-
ются уравнением Ленгмюра (R2 = 0.998). Таким
образом, в системе существует равновесие ад-
сорбция/десорбция, и процесс адсорбции оста-
навливается на образовании мономолекулярного
слоя. Величины максимальной адсорбции (Amax)
ДНК составляют: на поверхности TiO2 при адсорб-
ции из водных растворов с pH 4.5–68 мкмоль/г,
а на поверхности CeO2 при адсорбции из раство-
ров с pH 5.3–126 мкмоль/г.

Были рассчитаны константы образования (K)
поверхностных комплексов ДНК–TiO2 и ДНК–
CeO2. Полученные значения lgK = 7.06 и 7.67 со-
ответственно, характеризуют связывание ДНК с
поверхностью обоих оксидов как очень прочное
многоцентровое взаимодействие. Константа ад-
сорбционного равновесия и величина макси-
мальной адсорбции ДНК на поверхности диокси-
да церия несколько больше, чем те же параметры
адсорбции ДНК на поверхности диоксида титана.
Это можно объяснить тем, что по данным потен-
циометрического титрования [24, 27] концентра-
ция активных центров, а, следовательно, и
протонированных функциональных групп, на
поверхности диоксида церия больше, чем на по-
верхности диоксида титана.

ВЫВОДЫ

В результате сопоставления данных о влиянии
pH на адсорбцию ДНК, ортофосфата и нуклеоти-
дов, которые являются составными звеньями мо-
лекул нуклеиновых кислот, и состояние поверх-
ностных функциональных групп диоксидов титана
и церия показано, что адсорбция двухцепочечной
ДНК осуществляется в основном с участием фос-
фатного остова молекулы. Приближение молекул
ДНК к поверхности оксидов за счет электроста-
тического притяжения фосфат-анионов прото-
нированными группами  делает возмож-
ными и другие типы взаимодействий, например,
дисперсионные и образование водородных свя-
зей. Гетероциклические основания нуклеотидов
не участвуют в процессе адсорбции. Реализация
электростатического взаимодействия между мо-
лекулами ДНК и поверхностью оксидов способ-
ствует возможности нуклеиновой кислоты взаи-
модействовать с ароматическими соединениями
благодаря интеркаляции последних между цепя-
ми ДНК. Это, в свою очередь, открывает пер-
спективы для использования таких гибридных
систем как компонентов сенсоров и биосовме-
стимых носителей для доставки генов и лекар-
ственных средств.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют, что у них нет конфликта интересов.

2МОН+≡

Рис. 3. Схема адсорбционного взаимодействия поли-
нуклеотидного фрагмента цепи ДНК с поверхностью
оксида металла.
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