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Российскими учеными разработан метод безреагентного  анализа нуклеиновых 
кислот, позволяющий диагностировать сложнейшие генетические заболевания

К
лючевая роль нуклеиновых 

кислот в биологии и медици-

не обусловливает потребность 

в новых аналитических методах 

их определения. Создание вы-

сокочувствительных аналитических ме-

тодов регистрации нуклеиновых кислот 

и их последовательностей, без сомнения, 

приведут к более глубокому пониманию 

проблем современной генетики и диа-

гностики заболеваний. Потребность 

в быстрых, дешевых и миниатюрных 

аналитических устройствах для опреде-

ления последовательности нуклеотидов 

ДНК определяется множеством задач:

 разработка лекарственных препаратов,

 исследование экспрессии генов,

 скрининг генетического материала 

на присутствие мутаций,

 исследование молекулярных основ 

инфекционных заболеваний,

 определение последовательности иссле-

дуемых генов в сложных матрицах и др.

Существующие методы

Аналитические устройства, разрабо-

танные в настоящее время для анализа 

нуклеиновых кислот, включают в качес-

тве основного элемента набор одноцепо-

чечных ДНК-проб известной последова-

тельности, закрепленных на поверхности 

электрода, где местонахождение каждой 

пробы известно.

ДНК-диагностика осуществляется 

при экспонировании такой поверхности 

с набором ДНК-проб в раствор, содержа-

щий одноцепочечную ДНК неизвестной 

последовательности (так называемую ми-

шень), имеющую флуоресцентную или ра-

диоактивную метку. Гибридизация (связы-

вание) мишени с пробой на поверхности 

может быть зарегистрирована с помощью 

соответствующих флуоресцентных или ра-

диометрических методов анализа только 

в случае полного соответствия последова-

тельностей нуклеотидов пробы и мишени, 

т. е. при соблюдении принципа компле-

ментарности. Так как положение и состав 

(последовательность нуклеотидов) проб 

известны, легко определяется последова-

тельность нуклеотидов мишени.

В качестве альтернативных методов 

регистрации гибридизации сегодня пред-

лагаются системы с одноцепочечными 

ДНК-пробами, закрепленными на по-

верхностях оптических, электрохими-

ческих и пьезоэлектрических датчиков 

систем преобразования аналитического 

сигнала гибридизации в соответствую-

щий оптический, электрохимический 

или пьезоэлектрический отклик.

Электрохимические 
биосенсоры
Для проведения быстрого и точного ана-

лиза биомолекул, в том числе и ДНК, 

в лаборатории электрохимических ме-

тодов кафедры аналитической химии 

Фрэнсис Крик, лауреат Нобелевской премии по физиологии и медицине 1962 года — совместно с Джей-
мсом Д. Уотсоном и Морисом Х. Ф. Уилкинсом с формулировкой «за открытия, касающиеся молекулярной 
структуры нуклеиновых кислот и их значения для передачи информации в живых системах». Этими учены-
ми была предложена двойная структура спирали ДНК
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Химического факультета МГУ разработа-

ны высокоэффективные и селективные 

электрохимические биосенсоры.

Биосенсор включает элемент био-

распознавания и пространственно-ин-

тегрированный с ним преобразователь, 

трансформирующий сигнал от распоз-

навания в удобный для регистрации 

вид. Элементами биораспознавания 

являются биомолекулы, вступающие 

в природе в реакции трансформации 

или связывания с соответствующими 

молекулами-субстратами. Способность 

к распознаванию соответствующих 

субстратов является фундаментальным 

свойством биологических элементов 

любого уровня организации. Субстрат 

подходит к соответствующему элементу 

биораспознавания как «ключ к замку». 

В качестве элементов биораспознавания 

обычно используют белки, нуклеиновые 

кислоты, живые клетки или их части.

В последние годы предлагалось и ус-

пешно развивалось новое перспективное 

направление разработки биосенсоров, 

а именно, прямое безреагентное, опреде-

ление биомолекул, таких как белки и нук-

леиновые кислоты. При этом событие 

связывания анализируемого соединения 

с элементом биораспознавания, иммо-

билизованным на поверхности датчика, 

приводит к изменениям свойств преоб-

разователя. Такой подход существенно 

упрощает анализ, поскольку в данном 

случае отсутствует стадия введения до-

полнительных реагентов. Кроме того, 

такие системы позволяют проводить мо-

ниторинг образования комплекса анали-

зируемого вещества с элементом распоз-

навания в реальном времени.

Основная проблема прямого элек-

трохимического определения белков 

и нуклеиновых кислот состоит в том, что 

эти молекулы не способны окисляться/

восстанавливаться на поверхности элек-

тродов, то есть являются электро-неак-

тивными. С 70-х годов ХХ века после 

работ Корыты, в которых предлагалось 

регистрировать перенос ионов через гра-

ницу раздела между водным и органи-

ческим растворами электролитов, стало 

возможным электрохимическое опреде-

ление низкомолекулярных электро-не-

активных ионов. Такие границы разде-

ла широко распространены в природе, 

поскольку являются основой клеточных 

мембран и стенок и являются барьерами 

для ионов. В определенных диапазонах 

разницы потенциалов между двумя жид-

костями происходит перенос ионов че-

рез границу раздела, что регистрируется 

электрохимическими методами. Тем не 

менее, широкое использование подоб-

ных систем было ограниченно из-за 

механической нестабильности границы 

раздела, определяющей их непригод-

ность к проведению рутинного и массо-

вого анализа.

Однако эти ограничения снимаются, 

если в органической фазе растворяют 

соединение, способное окисляться и вос-

станавливаться на поверхности электрода, 

но нерастворимое в воде. До настоящего 

времени использовались низкомолеку-

лярные электроактивные соединения, что 

осложняло изучение транспорта электро-

неактивных ионов через границу раздела 

фаз как диффузионными ограничениями 

в органической фазе, так и частичным эк-

спонированием электроактивного вещес-

тва в водный раствор.

Полимерные биосенсоры

Впервые предложенный авторами в ка-

честве электроактивного вещества про-

водящий полимер с системой полисопря-

жения снимает описанные ограничения. 

Следует отметить, что использование 

электропроводящих полимеров является 

одним из наиболее перспективных на-

Рис. 1А. Схема работы электрода с границей 
раздела несмешивающихся жидкостей

Рис. 1Б. Схема работы электрода с границей 
раздела несмешивающихся жидкостей

Схематическое изображение РНК, отмеченное  флуоресцентной меткой

Использование электропроводящих полимеров 

является наиболее перспективным направлением 

в разработке биосенсоров.
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правлений в разработке биосенсоров. Их 

применение в сенсорах обусловлено тем, 

что электрические и электрохимические 

свойства этих полимеров чувствительны 

к различным физическим и химическим 

воздействиям.

Авторами разработана и исследована 

новая электрохимическая система ре-

гистрации белков и нуклеиновых кислот, 

в которой в качестве электроактивного 

соединения использован полимер — 

полифенотиазин, впервые полученный 

в лаборатории химии полисопряженных 

систем ИНХС РАН.

В силу того, что мономер — фенотиа-

зин не растворяется в водных растворах 

кислот, получить полимер в стандартных 

условиях окислительной полимеризации 

не представлялось возможным. В связи 

с этим был разработан метод межфазной 

окислительной полимеризации, когда 

мономер находится в органической фазе, 

а окислитель в водной, и полимеризация 

развивается на границе раздела фаз. Хи-

мическая структура полифенотиазина ус-

тановлена методами ИК- и рентгенофо-

тоэлектронной спектроскопии. Степень 

окисления (количество хинодииминных 

звеньев) не превышает 17 %. Рост поли-

мерной цепи осуществляется путем С–С 

присоединений в пара-положении по от-

ношению к азоту.

Находясь в тонком слое органичес-

кого растворителя, нанесенном на твер-

дый электрод, полимер окисляется при 

наложении потенциала, приобретая при 

этом положительный заряд (рис. 1А). 

Поскольку ни окисленная, ни восста-

новленная формы полимера полностью 

нерастворимы в воде, для компенсации 

заряда в органическом слое из воды пе-

реносятся отрицательные ионы фоново-

го электролита.

Существенным преимуществом поли-

мера фенотиазина в качестве редокс-ак-

тивной метки является его стабильность 

в присутствии хлорид-анионов, входя-

щих в состав множества электролитов. 

Известно, что для хлорид-анионов харак-

терно постепенное падение электроак-

тивности метки вследствие химических 

реакций, протекающих в органической 

фазе между редокс-активным вещест-

вом и перенесенным хлорид-анионом. 

При использовании электроактивного 

полимера фенотиазина падения токов 

редокс-активности в присутствии ионов 

хлора не наблюдалось.

Чувствительность метода

Поток ионов, переносимых через грани-

цу раздела несмешивающихся жидкос-

тей, можно использовать для определе-

ния нуклеиновых кислот. Определение 

первичной последовательности ДНК ос-

новано на ее способности вступать в ре-

акцию гибридизации, т. е. образовывать 

двойную спираль с комплементарной 

цепью ДНК. Если датчик с одноцепо-

чечной ДНК на поверхности поместить 

в анализируемый раствор, содержащий 

соответствующую одноцепочечную 

ДНК-мишень, происходит гибридиза-

ция, то есть образование двойной спи-

рали из двух цепей ДНК. Это происходит 

только в случае комплементарности, то 

есть полного соответствия последова-

тельностей нуклеотидных звеньев.

Проблема использования электрохи-

мических сенсоров для безреагентной 

регистрации гибридизации ДНК элект-

рохимическими методами заключается 

в том, что размеры биомолекул на поряд-

ки превышают размеры двойного элект-

рического слоя на поверхности электрода, 

Рис. 2. Отклики мембранных электродов на связы-
вание ДНК-мишени в растворах различной концен-
трации и градуировочный график, построенный по 
изменению модуля комплексной проводимости 

Рис. 3. Использование мембранных электродов для 
детектирования точечной мутации

Существенным преимуществом

полимера фенотиазина в качестве редокс-активной 

метки является его стабильность в присутствии 

хлорид-анионов.

Хромосомы содержатся в каждой клетке человека 
и образуется молекулами ДНК в форме двойной 
спирали. Хромосомы в клетке можно увидеть под 
микроскопом только во время деления
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образованного ионами фонового электро-

лита. Таким образом, основные события 

связывания нуклеиновых кислот проис-

ходят вне наиболее чувствительной облас-

ти распределения потенциала электрода. 

Решение данной проблемы — достижение 

необходимой чувствительности, достига-

ется, например, за счет использования 

водных растворов электроактивных со-

единений, обладающих ярко выраженны-

ми электрохимическими откликами для 

процесса окисления-восстановления, за-

висящими от состояния олигонуклеотида 

на поверхности электрода. Аналитичес-

ким сигналом в данном случае является 

изменение отклика за счет взаимодейс-

твия с двойной спиралью ДНК.

Поскольку системы на основе несме-

шивающихся жидкостей позволяют про-

водить регистрацию переноса ионов через 

границу раздела, то открывается возмож-

ность регистрации гибридизации ДНК 

за счет влияния нуклеиновых кислот как 

полианионов на перенос низкомолеку-

лярных ионов через границу несмеши-

вающихся жидкостей (рис. 1Б). Перенос 

низкомолекулярных ионов через границу 

раздела определяется состоянием ДНК на 

поверхности, в этом случае регистрация 

гибридизации ДНК осуществляется без 

использования электроактивных меток — 

по схеме безреагентного анализа.

Одноразовые электроды

Для реализации такого подхода были 

разработаны стабильные одноразовые 

электроды, поверхность которых экра-

нирована слоем геля поливинилхлорида, 

пластифицированного нитрофенилокти-

ловым эфиром с растворенными в нем 

полифенотиазином и органическим элек-

тролитом. Граница раздела гель/водный 

раствор обладает свойствами границы 

раздела двух несмешивающихся элект-

ролитов. Полученные электроды пред-

варительно испытаны при исследовании 

переноса ионов через границу раздела 

водной и органической фаз. Потенци-

ал редокс-активности полифенотиазина 

чувствителен к концентрации и природе 

переносимых через границу анионов и за-

висит от природы водного фонового элек-

тролита, катодно смещаясь при увеличе-

нии гидрофобности аниона. Кроме того, 

потенциал редокс-активности линейно 

зависит от логарифма концентрации 

анионов с тангенсом угла наклона — 50 

мВ. Таким образом, в системе достигает-

ся потенциал-контролируемого переноса 

аниона из воды в органику.

Стабильность геля и миниатюрность 

электродов позволяют использовать ма-

лые объемы растворов нуклеиновых кис-

лот. В качестве проб были использованы 

короткие цепи ДНК, содержащие угле-

водородные остатки, обеспечивающие 

адсорбцию на поверхности геля.

Адсорбцию ДНК на поверхности дат-

чика и гибридизацию ДНК-пробы с ана-

лизируемой ДНК регистрировали мето-

дом спектроскопии электрохимического 

импеданса, как наиболее чувствительным 

к поверхностным эффектам и вызываю-

щим наименьшее возмущение системы. 

Вид получаемых спектров в координатах 

комплексной проводимости показан на 

рис. 2, а на вставке показана зависи-

мость модуля комплексной проводимости 

от концентрации ДНК-мишени. Видно, 

что высокочастотная часть спектра сме-

щается в область более высокой прово-

димости пропорционально концентрации 

ДНК-мишени в исследуемом растворе. 

Зависимость модуля проводимости, пос-

троенная от концентрации ДНК-мишени 

в двойных логарифмических координа-

тах, является линейной в диапазоне кон-

центрации 10–8—5 10–7М.

По достигнутому пределу обнаруже-

ния разработанный электрохимичес-

кий биосенсор не уступает системам 

на основе поверхностного плазменного 

резонанса и на порядок лучше широко 

используемых аналитических систем на 

основе пьезоэлектрических кристаллов.

Рынок сбыта
Определение ДНК-мишени, отличаю-

щейся от полностью комплементарной 

цепи на одно звено, то есть содержа-

щей так называемую точечную мута-

цию, является актуальной проблемой 

современной медицинской генетики. 

Эксперименты с ДНК-мишенью, со-

держащей точечную мутацию, показа-

ли различия в регистрируемых откликах 

(рис. 3), достаточные для определения 

присутствия точечной мутации в цепи 

ДНК-мишени.

Таким образом, разработанная элек-

трохимическая система с границей 

раздела несмешивающихся жидкостей 

позволяет проводить прямой анализ 

первичной последовательности нуклеи-

новых кислот с низким пределом обна-

ружения без использования метки или 

стадии модификации ДНК-пробы, или 

ДНК-мишени.

Электрохимические биосенсоры яв-

ляются перспективными аналитичес-

кими устройствами для определения 

первичной последовательности ДНК. 

Перенос ионов через границу разде-

ла органическая фаза/водный раствор 

электролита определяется состоянием 

ДНК на поверхности, что использовано 

для регистрации гибридизации ДНК. 

Селективность анализа позволяет ре-

гистрировать присутствие ДНК-пробы 

с единичной мутацией. Аналитические 

характеристики новой электрохими-

ческой системы превосходят характе-

ристики известных систем для анализа 

ДНК. .

Селективность нового метода анализа позволяет 

регистрировать присутствие ДНК-пробы

с единичной мутацией.

Современная медицинская генетика исследует области развития человека, регулирования экспрессии ге-
нов, генетические заболевания, врожденные дефекты, репродуктивную функцию, рак, иммунологию, гено-
мику, биоинформатику, этику и здоровье населения
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