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В редакцію подається рукопис українською, російською або англійською мовою у двох екземплярах з 
направленням установи і експертним висновком, а також електронний варіант статті (у форматі MS Word 2003 і 
вище) приєднаним файлом на електронну адресу редакції biofiz-visnyk@karazin.ua 
 

Текст друкується на білих аркушах формату А4, через один інтервал, з високою якістю друку. 
Використовується редактор MS Word, шрифт Times New Roman (Cyr), розмір шрифту 12 pt., вирівнювання 
тексту по ширині. Поля справа і зліва по 2,5 см, зверху 3,5 см, знизу 2 см. Сторінки нумеруються послідовно на 
зворотному боці аркуша олівцем. Математичні та хімічні символи (із вбудованої до MS Word таблиці 
символів), рівняння і формули вводяться до тексту статті за допомогою редактора MathType. Рисунки, у вигляді 
повністю придатному до репродукції, вставляються до тексту в межах площі сторінки, вказаної вище. Графіки 
будуються у будь-якому програмному пакеті, призначеному для обробки і візуалізації наукових даних: Origin, 
Mathcad, тощо. Цифри і підписи на осях та надписах повинні мати шрифт 9 pt. Використання офісного пакету 
MS Excel для побудови графіків не допускається. Бажано розміщувати рисунки у таблицю із прозорими 
зовнішніми границями, вирівнювання по ширині. Рисунок розміщувати у першому рядку таблиці, підпис та 
коментарі до рисунку – у другому рядку таблиці. Підписи під рисунками друкуються шрифтом 10 pt. Рисунки 
мають бути вставлені до файлу MS Word із файлів у форматі *.emf, *.wmf, *.jpg, *.jpeg, *.png. Формули, таблиці 
й рисунки нумеруються послідовно арабськими цифрами, наприклад, (1); Табл. 1; Рис. 1. 
 

Послідовність розміщення матеріалу: 
На першій сторінці зверху на першому рядку в лівому верхньому куті друкується УДК (курсив, 11 pt.). Потім, 
після пропуску одного рядка, розміщується назва статті (прямий напівжирний шрифт, 12 pt., всі букви 
прописні, вирівнювання по центру). Після пропуску одного рядка друкуються спочатку ініціали, потім 
прізвища авторів (прямий напівжирний шрифт, 12 pt., вирівнювання по центру). На наступному рядку 
друкуються повні назви й адреси установ, де виконувалась робота (курсив, 10 pt., вирівнювання по центру), 
адреса електронної пошти друкується за бажанням авторів. Потім вміщується дата надходження статті до 
редакції: число - цифрами, місяць - прописом, рік - цифрами (шрифт прямий, 10 pt., вирівнювання по центру). 
На наступному рядку вміщується дата прийняття статті до друку (заповнюється редколегією). 
Після пропуску одного рядка вміщується реферат статті, обсягом 1000-1200 символів, з коротким викладом 
об’єкту дослідження, мети або задач, методичних підходів, використаних у роботі, та основних результатів і 
висновків. Слово “реферат” не пишеться (використовується прямий шрифт розміром 10 pt.). 
На наступному рядку вміщуються 5-8 ключових слів (10 pt., заголовок “КЛЮЧОВІ СЛОВА:” пишеться 
прописом на тому ж рядку, що й ключові слова і виділяється напівжирним шрифтом). 
 

Текст реферату і ключові слова мають ширину на 1 см меншу, ніж основний текст (по 0,5 см з кожного боку). 
Після пропуску одного рядка приводяться назва статті, автори й реферат англійською та українською або 
російською мовою (в залежності від мови статті) тобто, перед статтею мають бути розміщені усі три реферати 
із назвами статті та авторами. Заголовки “Abstract” і “Реферат” не пишуться. Назва статті: прописом, шрифт 
прямий 10 pt., напівжирний, вирівнювання по центру. На наступному рядку - ініціали та прізвища авторів 
(шрифт прямий 10 pt., напівжирний, вирівнювання по центру). На наступному рядку друкується повна назва 
організації та її адреса (курсив 9 pt., вирівнювання по центру). Після пропуску одного рядка вміщується текст 
реферату (шрифт прямий 10 pt., вирівнювання по ширині, без червоного рядка). На наступному рядку після слів 
“KEY WORDS:”(прописом, шрифт прямий напівжирний, 9 pt.) вміщуються ключові слова (шрифт прямий 9 
pt., вирівнювання по ширині). Текст рефератів і ключові слова мають ширину на 1 см меншу, ніж основний 
текст (по 0,5 см з кожного боку). 
Після пропуску одного рядка, вміщується основний текст статті, шрифт Times New Roman (Cyr), розмір шрифту 
12 pt. Абзаци починаються з червоного рядка (0,75 см). Рекомендується розбиття статті на такі розділи: вступ 
(назва розділу не пишеться), МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ (обов’язково для експериментальних робіт), 
РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ, ВИСНОВКИ. Для теоретичних робіт передбачається більш вільне 
розташування матеріалу, наприклад, замість розділу МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ рекомендуються розділи 
ПОСТАНОВКА ЗАДАЧI, МОДЕЛЬ та ін. Розділи не нумеруються (в назвах розділів усі букви прописні і 
виділяються напівжирним шрифтом, вирівнювання по центру). При необхідності розділи поділяються на 
підрозділи. Назви підрозділів пишуться з великої букви і виділяються напівжирним шрифтом (вирівнювання по 
центру). Після кожного розділу або підрозділу іде один пустий рядок. Після назв розділів і підрозділів крапка 
не ставиться. У кінці тексту статті, після пропуску одного рядка, якщо необхідно, зазначається назва фонду, 
який фінансував роботу, і номер гранту. 
Літературні посилання нумеруються в порядку цитування в тексті, номер посилання пишеться у квадратних 
дужках. Не допускаються посилання на неопубліковані роботи. Список літератури (шрифт 10 pt.) розміщується 
за основним текстом статті й виділяється як розділ. Оформлення бібліографічних посилань має відповідати 
вимогам ДСТУ ГОСТ 7.1:2006. Посилання на російськомовні і україномовні публікації дублюються у 
транслітарації. Транслітерація робиться за допомогою, наприклад, сайту http://translit.net. Приклад: 
1. 1H ЯМР анализ самоассоциации рибофлавин-мононуклеотида и его комплексообразования с никотинамидом 
в водном растворе / А. Н. Веселков, А. О. Лантушенко, А. С. Чубаров [и др.] // Журн. физ. химии. – 2002. – 
Т. 76., № 7. – С. 1313–1320. /1H JaMR analiz samoassociacii riboflavin-mononukleotida i ego kompleksoobrazovanija s 
nikotinamidom v vodnom rastvore  A. N. Veselkov, A. O. Lantushenko, A. S. Chubarov [i dr.] // Zhurn. fiz. himii. – 2002. – T. 76., 
№ 7. – S. 1313–1320./ 
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УДК 547.869.53:620.3:543.51  
 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ОКИСЛИТЕЛЬНО-ВОССТАНОВИТЕЛЬНЫХ И 
АГРЕГАЦИОННЫХ СВОЙСТВ КРАСИТЕЛЯ МЕТИЛЕНОВОГО СИНЕГО  

В НАНОБИОФИЗИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЯХ  
 

В.С. Шелковский  
Физико-технический институт низких температур им. Б.И. Веркина НАН Украины,  

пр. Ленина, 47, Харьков, 61103, Украина  
e-mail: shelkovsky@ilt.kharkov.ua  

Поступила в редакцию 2 июня 2015 года 
Принята 23 июня 2015 года  

 
В обзоре рассматриваются новые возможности применения популярного катионного красителя 
метиленового синего в молекулярно-биофизических исследованиях и нанотехнологии. Основное 
внимание уделяется использованию окислительно-восстановительных и агрегационных свойств 
метиленового синего в моделировании биофизических процессов и разработке схем 
функционирования наноустройств на молекулярном уровне. Систематизируются подходы к 
исследованию редокс-процессов с участием метиленового синего и его взаимодействия с 
наноматериалами с использованием экспериментальных возможностей метода масс-
спектрометрии.  
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: краситель метиленовый синий, димеризация, окислительно-
восстановительные реакции, межмолекулярные взаимодействия, масс-спектрометрия, 
наноматериалы, нанотехнология, электрохимические сенсоры, перенос электрона.  

 
ВИКОРИСТАННЯ ОКИСЛЮВАЛЬНО-ВІДНОВНИХ І АГРЕГАЦІЙНИХ ВЛАСТИВОСТЕЙ 
БАРВНИКА МЕТИЛЕНОВОГО СИНЬОГО В НАНОБІОФІЗИЧНИХ ДОСЛІДЖЕННЯХ  

В.С. Шелковський  
Фізико-технічний інститут низьких температур ім. Б.І. Вєркіна НАН України, 

пр. Леніна, 47, Харків, 61103, Україна  
 

В огляді розглядаються нові можливості застосування популярного катіонного барвника 
метиленового синього в молекулярно-біофізичних дослідженнях і нанотехнології. Основна увага 
приділяється використанню окислювально-відновних і агрегаційних властивостей метиленового 
синього в моделюванні біофізичних процесів і розробці схем функціонуванні нанопристроїв на 
молекулярному рівні. Систематизуються підходи до дослідження редокс-процесів за участю 
метиленового синього і його взаємодії з наноматеріалами з використанням експериментальних 
можливостей методу мас-спектрометрії.  
КЛЮЧОВІ СЛОВА: барвник метиленовий синій, димеризація, окислювально-відновні реакції, 
міжмолекулярні взаємодії, мас-спектрометрія, наноматеріали, нанотехнологія, електрохімічні сенсори, 
перенос електрона.  

 
UTILIZATION OF REDOX AND AGGREGATION PROPERTIES OF METHYLENE BLUE DYE  

IN NANOBIOPHYSICAL INVESTIGATIONS  
V.S. Shelkovsky  

B. Verkin Institute for Low Temperature Physics and Engineering of the National Academy of Sciences of Ukraine, 
47, Lenin Avenue, Kharkov, 61103, Ukraine  

 
Novel potentialities of applications of popular cationic dye Methylene Blue in molecular biophysical 
investigations and nanotechnology are considered in this review. The main attention is paid to utilization 
of redox and aggregation properties of Methylene Blue in modeling of biophysical processes and 
elaboration of schemes for nanodevices functioning at the molecular level. Approaches to study of 
methylene blue-involving redox processes and its interactions with nanomaterials using possibilities of 
experimental mass spectrometric techniques are systematized.  
KEY WORDS: methylene blue dye, dimerization, redox reactions, intermolecular interactions, mass spectrometry, 
nanomaterials, nanotechnology, electrochemical sensors, electron transfer.  

 
В данной работе дается краткий обзор возможностей использования окислительно-

восстановительных и агрегационных свойств редокс-активного катионного красителя 
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метиленового синего (МС) [1-3] в биофизических исследованиях и нанотехнологичес-
ких разработках, а также приводятся примеры изучения этих свойств в условиях масс-
спектрометрических экспериментов. Рассматриваются следующие вопросы:  

- структура метиленового синего  
- димеризация метиленового синего  
- окислительно-восстановительные свойства метиленового синего  
- использование редокс-свойств метиленового синего в нанотехнологических  

         разработках  
- использование различий в свойствах мономерной и димерной форм метиленового  

         синего в биофизических и молекулярно-биологических исследованиях  
- подходы к разработке наноустройств с использованием взаимодействия  

         метиленового синего с нуклеиновыми кислотами  
- новые применение метиленового синего в фармакологии  
- проявление редокс-свойств метиленового синего в масс-спектрометрических  

         экспериментах.  
 

СТРУКТУРА МЕТИЛЕНОВОГО СИНЕГО  
Метиленовый синий (метиленовая синь, метиленовый голубой, Methylenum 

coeruleum (лат.), Methylene Blue (англ.), N,N,N',N'-тетраметилтионина хлорид, 
dimethylaminophenothiazin-5-ium chloride) относится к органическим основным 
тиазиновым красителям [4, 5] - производным фенотиазина [6, 7]. МС был впервые 
синтезирован Генрихом Каро в 1876 году [8,9].  

МС представляет собой соль, состоящую из органического катиона, обозначаемого 
далее как МС+ или Cat+, и аниона Cl- (рис. 1).  
 
 
 
 
 
 
 

В соответствии с кристаллографическими данными [10, 11], МС кристаллизуется в 
форме кристаллогидрата (C16H18CIN3S•H2O). В твердом состоянии имеет вид кристал-
лов темно-зеленого цвета с характерным бронзовым отливом, хорошо растворимых в 
воде.  

Отметим, что структурная формула на рис. 1 наиболее адекватно отражает 
свойства катиона МС+ в отличие от встречающихся в ранней литературе [4] устаревших 
представлений, в которых указано локализованное положение положительного заряда 
(+) у атомов серы или азота. Недавние квантово-химические расчеты [12] показали, что 
единичный положительный заряд в МС+ делокализован. Карта распределения электро-
статического потенциала (рис. 2) показывает, что положительный потенциал распреде-
лен практически равномерно вокруг катиона МС+. Карта распределения электронной 
плотности в катионе показывает, что наибольшая электронная плотность наблюдается 
возле атомов азота, а возле гетероатома серы и атомов водорода – наименьшая. 
«Избыток» положительного заряда катиона делокализован по всем атомам водорода 
гетероциклов и СН3 групп.  

Такие электронные свойства позволяют отнести катион МС+ к специфическому 
классу так называемых гидрофобных катионов, ярким примером которых являются 
алкиламмониевые катионы [13-17]. Невзирая на гидрофобный характер СН3 групп и 

Рис. 1. Структурная формула метилено-
вого синего Cat+•Cl-. Брутто-формула
C16H18ClN3S, молекулярная масса
319,85 г•моль-1. Значение моноизотоп-
ной массы катиона Cat+ - 284 а. е. м.  
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трициклической системы в целом, делокализованный положительный заряд 
обеспечивает растворимость МС+ в воде.  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Структурные и электронные параметры катиона МС+ изучались различными 
расчетными методами [12, 18-20].  

Практическое применение находят также близкие по структуре к МС тиазиновые 
красители азуры – азур А, В, С, отличающиеся от МС отсутствием двух, одной и трех 
СН3 групп, соответственно [21].  

Для поиска данных о свойствах МС используется его идентификатор – регистра-
ционный номер CAS (Chemical Abstracts Service) - CAS Registry No. 61-73-4. 
Справочные данные о спектральных параметрах МС можно найти в электронных базах 
данных: ИК спектры приводятся в базе Национального Института Стандартов и 
Технологий (National Institute of Standards and Technology, NIST) [22] и базе данных 
спектров органических соединений (Spectral Database for Organic Compounds, SDBS) 
[23]; там же [23] приводятся ЯМР и масс-спектры МС. Что касается спектров 
поглощения водных растворов МС в УФ и видимой области, то приводимые в 
различных литературных источниках [8, 9, 24-27] численные значения максимумов 
полос поглощения несколько различаются, что, по всей видимости, обусловлено 
варьированием экспериментальных условий и использованием разных способов 
обработки спектров. 

 
ДИМЕРИЗАЦИЯ МЕТИЛЕНОВОГО СИНЕГО  

Гидрофобно-гидрофильный баланс обеспечивает возможность димеризации кати-
онов МС+ в водной среде: энергетический выигрыш от десольватации двух контактиру-
ющих поверхностей катионов компенсирует электростатическое отталкивание одно-
именных зарядов. Последнее уменьшается также за счет уменьшения плотности заряда 
вследствие его делокализации, отмеченной выше (рис. 1).  

Константа димеризации МС составляет Кдим = 5•103 при рН 4-5,5 [8], по другим 
данным – 3,6•103 [28], (3,9±0,8)•103 [29].  

В связи с широким практическим применением МС, влиянию на агрегационные 
параметры МС различных физических и химических факторов (концентрация, тип 
растворителя, рН, ионная сила, температура, давление, добавки) посвящено большое 
количество исследований [25, 30-42], в которых основное внимание уделяется балансу 
мономерной и димерной форм МС. При определенных условиях, в основном при 
адсорбции МС на структурированных поверхностях [43-48], возможно образование 
тримеров и больших агрегатов МС. 

Особо отметим исследования димеризации МС в экстремальных условиях – при 
высоком давлении [41] и при низких температурах в замороженных водных растворах 
[42].  

Рис. 2. Карта распределения положительного 
электростатического потенциала вокруг катиона 
МС+ (по данным квантово-химических расчетов 
методом DFT/M05-2X/6-31++G(d,p) [12]).  
(Белый цвет соответствует нулевому потенциалу, 
черный – +0,1 е). 
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Основным методом определения наличия агрегатов МС в системе является 
оптическая спектроскопия, поскольку спектры поглощения мономерной и димерной 
форм МС различаются. МС как ароматическое гетероциклическое соединение 
характеризуется высоким коэффициентом поглощения в диапазоне 600-700 нм. В 
водных растворах максимум полосы поглощения λmax для мономера в разных работах 
приводится как 668 нм [8], 664 нм [25], 660 нм [26, 27]; λmax для димера – 614 нм [26, 
27], 612 нм [22], 605 нм [25]; λmax для тримера - 580  нм [25]. В УФ области для 
мономера λmax = 292 нм [27].  

Были выполнены квантово-химические расчеты возможных структур димеров 
2(МС+), учитывавшие конфигурации с параллельной ориентацией плоскостей катионов 
(стэкинг), ортогональной ориентацией длинных осей и перпендикулярным располо-
жением плоскостей катионов [49].  

Отметим разработку экспериментальных и теоретических подходов к изучению 
ассоциации, включая димеризацию, катионных форм биологически активных 
соединений в серии работ Веселкова А.Н. и Евстигнеева М.П. с соавт. [29, 50-53].  

 
ОКИСЛИТЕЛЬНО-ВОССТАНОВИТЕЛЬНЫЕ СВОЙСТВА 

МЕТИЛЕНОВОГО СИНЕГО  
МС относится к так называемым редокс-активным или редокс-чувствительным 

красителям («редокс» от английского сокращения «reduction-oxidation» до “redox”) [54, 
55]. Катион МС+ легко восстанавливается; нормальный окислительно-восстановитель-
ный потенциал Eо  МС при рН 7 равен +0,011 В, при рН 0 Eо  составляет +0,53 B [55, 
56]. По данным работ [57, 58] редокс-потенциал МС составляет -0,186 В относительно 
Ag/AgCl электрода.  

Водный раствор МС в исходном (окисленном) состоянии имеет синюю окраску; 
восстановленная, так называема лейкоформа (от древнегреческого λευκός — белый) 
МС – бесцветная. Явление изменения цвета водного раствора МС (как и других 
основных красителей) называется метахромазией.  

Реакции восстановления Cat+ при поступлении электрона и протона или атома 
водорода из внешней среды выглядят следующим образом. На стадии так называемого 
одноэлектронного восстановления образуется промежуточный продукт – полувосста-
новленная форма, представляющая собой катион-радикал:  

(Cat+ + e-) + H+  →  (Cat• + H+)   =   (Cat + H)+•                                 (1)  
Cat+ + (e- + H+)   =   (Cat+ + H•)  →  (Cat + H)+•                               (1’)  

Завершение двухэлектронного процесса дает нейтральную обесцвеченную 
восстановленную форму: 

Cat+ + 2e- + H+  →  (Cat + H)o                                               (2)  
(Cat + H)+• + e-  →  (Cat + H)o                                              (2’)  

Если в системе присутствуют димеры (2Cat)2+, то возможен их переход в возбуж-
денное состояние путем захвата электрона  

(2Cat)2+ + e-  →  (2Cat)+•                                                      (3)  
При диссоциации такого нечетноэлектронного димера образуется полувосстанов-

ленный продукт  
(2Cat)+•  →  (Cat + H)+• + (Cat – H)o ,                                       (4)      

который далее преобразуется в соответствии с реакций (2’).  
В работе [59] описываются превращения в твердых образцах МС под действием 

УФ облучения. Поглощение кристаллическим МС излучения в УФ диапазоне приводит 
к образованию полувосстановленной и полуокисленной форм МС вследствие переноса 
электрона между соседствующими катионами:  
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(2Cat)2+  + hν  →  (2Cat)2+* →  Cat• + Cat2+●                                  (5)  
Реакции окисления-восстановления МС являются обратимыми. Обратимость 

реакций наглядно демонстрируется в рекомендуемом для учебного курса химии 
лабораторном эксперименте с «синей бутылкой» (“blue bottle” experiment) [60, 61]: при 
добавлении к водному раствору МС смеси глюкозы с гидроксидом натрия раствор 
быстро обесцвечивается вследствие восстановления МС до его лейкоформы. При 
встряхивании колбы раствор насыщается кислородом, который окисляет лейкоформу,  
и раствор приобретает синюю окраску, которая вновь исчезает по мере расходования 
кислорода.  

Лейкоформа МС [62] сама по себе является нестабильной в воде [63] и легко 
окисляется, однако разрабатываются методы синтеза ее производных [64, 65]. Процесс 
восстановления МС в различных условиях, а также продукты редокс-реакций 
продолжают активно изучаться [26, 27, 66-68].  

По данным спектроскопии поглощения в УФ и видимой области [26] максимум 
полосы поглощения λmax для полувосстановленной радикальной формы МС (Cat•) 
составляет 420 нм; продукт двухэлектронного восстановления без протона (Cat-) 
определяется по полосе с λmax = 256 нм. Для восстановленной нейтральной бесцветной 
лейкоформы (Cat + H)o (pH < 2) максимумы регистрируются на 256 и 314 нм [66]; для 
протонированной лейкоформы (2 < pH < 7) λmax = 232 нм [67].  

Окислительно-восстановительные свойства МС определяют ряд его полезных 
практических применений.  

 
ИСПОЛЬЗОВАНИЕ РЕДОКС-СВОЙСТВ МЕТИЛЕНОВОГО СИНЕГО В 

НАНОТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ РАЗРАБОТКАХ  
Создание наноматериалов с включением редокс-чувствительных компонентов и 

разработка методов управления функциональной активностью таких материалов 
является одной из актуальных задач нанотехнологии [69-71]. Роль редокс-активных 
красителей в таких наноматериалах состоит в управляемом переносе электронов и/или 
протонов [71].  

Основные перспективные применения наноматериалов, включающих МС, ожида-
ются при разработке наносенсоров и биосенсоров [72-88], а также элементов для 
солнечных батарей [89, 90] и фотоэлеменов (photovoltaic cells). Отметим, что неболь-
шие редокс-активные биомолекулы,  рассматриваются сейчас как прототипы «вдохнов-
ленных биологией» (“biologically inspired”, своего рода бионика на молекулярном 
уровне) материалов для электрических аккумуляторов [91].  

В зависимости от функции, выполняемой МС в различных системах, материалах и 
устройствах, его называют редокс-активным или редокс-чувствительным красителем, 
редокс-меткой/биркой (label, tag), обратимым окислительно-восстановительным инди-
катором, медиаторным веществом, репортерской (reporter) молекулой, сигнальной 
молекулой или маяком (beacon), фотосенсибилизатором (photosynthertiser), электрохи-
мически активным веществом.  

В разрабатываемых электрохимических амперометрических биосенсорах [72-74, 
86, 92, 93] МС выполняет функцию медиаторного вещества [75, 76], роль которого 
состоит в переносе электронов (“shuttling electrons”), генерируемых биокомпонентом 
сенсора в процессе реакции узнавания искомого анализируемого вещества [72, 75, 76]. 
Сообщается об использовании МC в сенсорах на перекись водорода [75-78], нуклеино-
вые кислоты [79, 80], аскорбиновую кислоту [81], НАДФ [82], колиморфные (колифор-
мные) бактерии группы кишечной палочки [83], ионы шестивалентного хрома [84], 
определенные фармацевтические препараты [85] и биологически активные низкомоле-
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кулярные соединения [86]. Также предлагаются сенсоры на наночастицы с редокс-
активной поверхностью [87], а также сам МС [88].  

Нанокомпозиты с включением МС разрабатываются на основе таких материалов 
как углеродные нанотрубки (УНТ) [12, 46, 78, 79, 94, 95], нафионовые пленки [75], 
оксиды кремния [76] и титана [46, 47], пленки диоксидов титана и кремния [81, 96], 
структурированная матрица (array) из окиси алюминия [77], полупроводниковые 
нанокристаллы CdTe [97], пористый оксид кремния и циркония [98], ионные жидкости 
[40], графен [99-100] и окисленный графен [101], фуллерен С60 [102, 103], коллоидное 
серебро [104] и серебряные электроды [105]. Сообщалось о модификации электродов 
амперометрического биосенсора слоем электрополимеризованного МС (поли-МС) в 
сочетании с органическим полимером [82].  

Отметим также использование свойства углеродных наноматериалов адсорбиро-
вать МС при разработке материалов для очистки воды [106] и свойства мезопористых 
оксидных пленок влиять на фотостабильность и фотодеградацию МС [96].  

Существенным для практических применений является также наличие у МС флуо-
ресцентных свойств, которые определяют его использование в качестве «нанозонда» 
(“nanoprobe”) при разработке современных методов визуализации (“imaging”) 
биоматериалов в целях клинической диагностики [106], а также в биотехнологии [108]. 
К современным нанотехнологиям относятся создаваемые в последнее десятилетие 
методы визуализации и картирования распределения различных веществ на уровне 
клеток и тканей с помощью флуоресцентной (отмеченной в 2014 году Нобелевской 
премией по химии [109]) и масс-спектрометрических [110] методик, а также сканирую-
щей электрохимической микроскопии [111].  

 
ИСПОЛЬЗОВАНИЕ РАЗЛИЧИЙ В СВОЙСТВАХ МОНОМЕРНОЙ И 

ДИМЕРНОЙ ФОРМ МЕТИЛЕНОВОГО СИНЕГО В БИОФИЗИЧЕСКИХ И 
МОЛЕКУЛЯРНО-БИОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЯХ  

В последнее время разрабатываются интересные приемы биофизических исследо-
ваний, основанные на использовании различий в определенных параметрах и поведе-
нии мономерной и димерной форм МС+ в модельных и реальных биологических 
системах. Сразу же заметим, что эти различия в большинстве случаев связаны с 
различиями в протекании окислительно-восстановительных реакций с участием 
мономерной и агрегированной форм МС+, т.е. неразрывно связаны с редокс-свойствами 
МС. Физико-химическое обоснование этих различий формулируется достаточно просто 
и четко: при каком-либо возбуждающем воздействии на систему, содержащую МС в 
редокс-неактивной среде, для осуществления реакции восстановления МС+ необходим 
источник атомов водорода (электрона и протона), которым может служить второй 
катион МС+ в димере (агрегате); релаксация возбуждения, переданного мономеру, 
осуществляется  другим способом, описанным ниже. Таким образом, регистрация 
протекания реакции восстановления МС+ является доказательством агрегированной 
формы МС+ в системе, а ее отсутствие свидетельствует о мономерной форме МС+. 
Обнаруженные в таких фундаментальных исследованиях эффекты являются 
перспективными для дальнейшего применения в наноустройствах с использованием 
взаимодействий биомолекул с МС.  

Среди ряда частных уникальных исследований проявлений агрегационных 
эффектов МС в различных средах отметим следующие.  

Интересные исследования касались установления связи между константой димери-
зации МС и его бактерицидной активностью [112, 113]. Было показано, что в 
присутствии определенных видов бактерий наблюдается более активная димеризация 
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МС и что именно димеры МС играют определяющую роль в фотоповреждении 
бактерий.  

Переход между мономерной и димерной формами МС использовали при 
разработке такого уникального приспособления как «enzyme-specific activatable probe 
using photoacoustic imaging» (избирательный к ферментам активационный зонд для 
фотоакустической визуализации) [114].  

Более детально остановимся на двух биологически важных объектах, в которых 
переход между мономерной и димерной формами МС+ определяет как поведение самих 
этих биосистем, так и перспективы дальнейшего применения МС для их исследования, 
а именно, отрицательно заряженные биомембраны и наноструктуры на основе 
нуклеиновых кислот.  

 
Взаимодействие МС+ с монослоями поверхностно-активных веществ и 

биомембранами  
Переходы между мономерной и димерной формами МС наблюдались при фазовых 

переходах вида гель-жидкий кристалл в модельных двухслойных мембранах [115]. 
Отмечалось влияние агрегации МС на морфологию доменов, формирующихся в 
монослоях димиристоил-фосфатидной кислоты [116].  

Взаимодействие МС+ с мембранами митохондрий, которые являются известными 
мишенями для фотосенсибилизаторов, изучалось в связи с такой важной биомедицин-
ской проблемой как фотодинамическая терапия злокачественных новообразований 
[117, 118]. Было установлено, что при мономерной или димерной формах адсорбции 
МС+ на отрицательно заряженных поверхностях молекулярные механизмы фотодина-
мических процессов качественно отличаются. Исследования проводили как на 
реальных мембранах митохондрий, характеризующихся отрицательным мембранным 
потенциалом [118], так и на модельных системах, представляющих собой слои анион-
ного поверхностно-активного вещества (ПАВ, сурфактанта) додецилсульфата натрия 
(sodium dodecylsulphate, SDS) [119-121]. Были выявлены два сценария фотодинами-
ческих процессов под воздействием УФ-облучения системы в зависимости от 
агрегационного состояния МС+. Если в системе обеспечивалось наличие МС+ в 
мономерной форме, механизм фотохимической трансформации фотовозбужденного 
катиона MС+* состоял в переносе энергии от катиона к присутствующему в растворе 
молекулярному кислороду с образованием синглетного кислорода 1O2. В этом случае 
редокс-состояние катиона МС+ не изменялось. Если же в системе обеспечивалось 
образование димеров (2MС)2+, то становился возможным перенос электрона между 
возбужденным и невозбужденным компонентами димера, приводящий к образованию 
полувосстановленного (MС•) и полуокисленного (MС2+•) радикалов МС+ [119]. Это 
различие имеет важное биологическое значение, поскольку, как было установлено, от 
формы релаксации УФ-возбуждения фотосенсибиолизатора зависит механизм повреж-
дения злокачественных клеток. В первом из рассмотренных случаев при участии 
синглетного кислорода запускается механизм апоптоза, т. е. самопроизвольной гибели 
злокачественных клеток, что является более мягким и, соответственно, желательным 
процессом. Во втором случае при участии редокс-реакций реализуется некроз клеток, 
что является более травмирующим процессом. Соответственно, для более эффективной 
терапии требуются не высокие, а определенные низкие концентрации фотосенсибили-
затора МС.  

Реализация и отсутствие восстановления МС+ в зависимости от его концентрации в 
модельных слоях SDS, было подтверждено экспериментально в наших исследованиях с 
использованием набора десорбционных масс-спектрометрических методик [122].  



12 
В. С. Шелковский 

 

12

Описанный эффект, обнаруженный и изученный на биологических и биомимети-
ческих системах, был использован при синтезе нового функционального наноматери-
ала. А именно, сообщалось о синтезе фотосенсибилизирующих наночастиц с заданным 
регулируемым соотношением мономерных и димерных форм фенотиазиновых фото-
сенсибилизаторов, сконструированных для модуляции получения либо синглетного 
кислорода, либо радикалов красителей в фото-индуцированных процессах [123, 124].  

 
Взаимодействие МС+ с нуклеиновыми кислотами  

Что касается взаимодействий МС с ДНК, то они достаточно хорошо изучены в 
рамках молекулярно-биофизических исследований комплексообразования биологи-
чески активных лигандов с нуклеиновыми кислотами [86, 125-138-144]. Установлено, 
что МС+ связывается с двунитевой ДНК в основном по интеркаляционному механизму 
с предпочтительным стэкинг-взаимодействием с участками, обогащенными парами 
оснований гуанин-цитозин (G-C) [125, 126, 144]. Возможно также связывание МС+ с 
малой бороздкой (желобком) двунитевой ДНК в области пар аденин-тимин (А-Т) [127-
129]. В комплексах с однонитевой ДНК МС+ связывается преимущественно с 
гуанином. В исследованиях in vitro интеркаляционный механизм преимущественно 
реализуется при малых ионных силах раствора; при повышении концентрации солей и 
МС возможно неспецифическое электростатическое «внешнее» связывание катионов 
МС+ с отрицательно заряженными фосфатными группами сахарофосфатного остова 
ДНК [139-142]. В различных исследованиях показано, что в зависимости от условий 
возможна реализация как одного определенного, так и одновременно нескольких 
механизмов связывания МС с нуклеиновыми кислотами [139-143].  

В связи с важным вкладом в комплексообразование с ДНК взаимодействий МС с 
пуриновым основаниям гуанином, последним посвящены отдельные как эксперимен-
тальные [145], так и теоретические [146-148] исследования.  

В условиях фотодинамической терапии связывание МС с ДНК может способство-
вать возникновению разрывов цепочек нуклеиновой кислоты [125, 137, 138].  

Было установлено, что при УФ-воздействии на комплексы МС с ДНК возможен 
перенос электрона и восстановление МС+ [138]. В таком случае возможны гетеро-
реакции с участием в качестве второго компонента не второго катиона МС+, а основа-
ния ДНК; механизмы таких процессов продолжают изучаться и обсуждаться. Так, 
перенос энергии возбуждения от МС+ к ДНК при фотовозбуждении интеркаляционных 
комплексов МС+ с ДНК доказывается спектроскопическими экспериментами, в 
которых наблюдалось тушение флуоресценции на характерной для МС+ длине волны 
682 мм при его встраивании в двунитевую ДНК [142, 135, 136, 142]. Также показано, 
что при электрохимических реакциях на поверхностях, модифицированных пленками 
ДНК толщиной порядка 50 Å, происходит миграция заряда по двойным спиралям и 
электрохимическое восстановление редокс-активных репортерских молекул, 
включенных в пленку [149, 150].  

На возможности переноса электрона в молекулах ДНК и ее комплексах [151-156] 
основываются новые подходы к конструированию наноустройств с участием 
нуклеиновых кислот и красителей [58, 157], в частности, комплексов МС с ДНК.  

 
ПОДХОДЫ К РАЗРАБОТКЕ НАНОУСТРОЙСТВ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ МС+ С НУКЛЕИНОВЫМИ КИСЛОТАМИ  
В последние десятилетия появились работы, в которых определенные параметры 

комплексов МС с нуклеиновыми кислотами предлагается использовать при конструи-
ровании сенсоров для анализа различных веществ, геносенсоров и мониторинга 
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функционирования самой ДНК [58, 80, 86, 158-189].  
Основной принцип действия таких электрохимических сенсоров состоит в 

детектировании эффективности переноса электрона (параметр “electron transfer”, eT в 
англоязычной литературе) в используемой системе, проявляющейся в интенсивности 
детектируемого электрического сигнала, в зависимости от расстояния редокс-активного 
красителя от поверхности электрода (рис. 3). Для конструктивной реализации этого 
принципа молекулы нуклеиновой кислоты, с которыми связывается редокс-активный 
краситель, закрепляются на поверхности электрода (обычно золотого); в ходе функци-
онирования устройства меняется конформация биополимера и, соответственно, 
расстояния между связанным с ним красителем и электродом. Электрохимический 
сигнал, возникающий вследствие редокс-реакции при определенном внешнем 
воздействии, тем больше, чем ближе краситель к электроду. В исходном состоянии 
биополимер может находиться либо в вытянутой, либо в изогнутой конформации; при 
взаимодействии с целевой (“target”) молекулой, подлежащей детектированию, 
возможно как распрямление изогнутой конформации (например, при гибридизации 
ДНК), либо, наоборот, изгибание полимерной цепочки (например, при взаимодействии 
с белками).  

Варианты конкретных схем устройства сенсоров, обобщением которых является 
рис. 3, представлены во многих цитируемых здесь работах и графических аннотациях к 
ним [58, 161, 165, 166, 181, 187].  

  
Используются однонитевые ДНК [163, 175, 182], двунитевые ДНК [165, 166, 175], 

конформации однонитевой ДНК в виде шпилек (“hairpin”) [161, 184], (”loop-stem”) 
[181, 185, 187], аптамеры ДНК и РНК [181, 186]. Варьируется способ закрепления 
молекул ДНК: в виде наборов-матриц (“array”) молекул, вертикально пришитых через 
линкер к электроду одним концом, или иммобилизованных в плоской конформации на 
положительно заряженной поверхности электрода [58]. Краситель МС может быть 
связанным с ДНК как ковалентно [163-167], так и путем невалентных взаимодействий 
[161, 186]. В обзоре [58] можно найти таблицу со сравнительным анализом известных 
по состоянию на 2011 год 15 систем, основанных на комплексах ДНК с МС: сравни-
ваются свойства систем в зависимости от длины молекул нуклеиновых кислот, состава 
и порядка оснований в них, способа иммобилизации комплексов на электроде, разницы 
в электрохимическом ответе МС, связанного с однонитевой или двунитевой ДНК, 
сдвига редокс-потенциала МС при его связывании с разными типами ДНК. Возможны 
два механизма переноса электрона и восстановления МС в таких системах: опосредо-

Рис. 3. Схематическое изображение 
и принцип работы 
электрохимических 
амперометрических сенсорных 
устройств, использующих свойства 
комплексов биополимера (ДНК) и 
редокс-активного красителя (МС). 
При изменении расстояния между 
МС и электродом, определяемым 
конформацией полимера, с 
которым связан краситель, 
меняется эффективность переноса 
электрона (еТ) в 
электрохимических процессах и, 
соответственно, регистрируемый 
электрический сигнал. 
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ванный через стэкинг-взаимодействие МС с основаниями в ДНК и прямой путем 
восстановления красителя при его контакте с электродом; эффективность переноса 
электрона во втором процессе выше в 20 раз [166]. Следует отметить, что, наряду с МС, 
испытываются некоторые другие редокс-активные красители (нильский синий [165, 
166], антрахинон [165, 168], ферроцен [162]), сравнительная оценка свойств которых, 
однако, выходит за рамки данного обзора.  

Поскольку, как уже отмечалось выше, GC пары являются предпочтительными 
местами связывания МС в дуплексе, электрохимический сигнал, генерируемый в 
системе ДНК-МС, коррелирует с содержанием гуанина в ДНК [161]. Также изучалась 
зависимость эффективности работы сенсора от длины используемых фрагментов ДНК 
[156, 161] и было показано, что из общего количества связанного МС электрохими-
чески активными («electrochemically readable, visible»), т.е. способными переносить 
электроны на электрод, были молекулы МС, находящиеся на относительно небольшом 
расстоянии от электрода, соответствующем длине фрагментов ДНК из примерно 20 пар 
оснований [161].  

Обнаружено, что эффективность переноса электрона зависит также от того, каким 
концом ДНК закреплена на электроде [169]. Так, если фрагмент двунитевой ДНК из 16-
22 пар оснований закреплен на электроде 3’ концом, а МС пришит, соответственно, с 
противоположного 5’ конца, то для дуплекса ДНК «разрешен» наклон к поверхности 
электрода с углом в 57о-45о, что повышает эффективность переноса электрона. Дуплекс 
ДНК, закрепленный 5’, сохраняет ортогональную ориентацию по отношению к поверх-
ности, при которой эффективность переноса электрона остается низкой. Обнаруженный 
эффект позволяет изучать диффузию на нано-уровне на расстояниях, соизмеримых с 
длиной фрагмента ДНК, что представляет интерес для развития молекулярной 
электроники [169].  

Рассмотрим несколько наиболее характерных примеров разработки сенсоров на 
основе систем ДНК-МС. Так, в работе [161] предлагалось использовать взаимодействие 
МС с ДНК как редокс-индикатор процесса гибридизации молекул ДНК, различающих-
ся по длине, конформации и содержанию гуанина. Обнаруженный эффект усиления 
электрохимического сигнала МС, связанного с гибридами коротких фрагментов ДНК, и 
его уменьшения для гибридов более длинных нитей ДНК, авторы работы [161] предло-
жили использовать при разработке геносенсоров. Основы и варианты создания 
геносенсоров, базирующиеся на электрохимических процессах в комплексах МС с ДНК 
рассматривались также в работах [169, 171]. Разрабатываются сенсоры для исследова-
ния гибридизации ДНК [161, 164, 173, 174, 184], обнаружения повреждений ДНК [180], 
мониторинга полимеразных цепных реакций (ПЦР) в режиме реального времени [183], 
и определения продуктов ПЦР, указывающих на генетически модифицированные 
организмы (ГМО) [182]. Отметим разработку биосенсоров на основе комплексов МС с 
G-квадруплексами [178].  

Несомненно, важной областью практического применения сенсоров является 
клиническая диагностика [73, 190], в первую очередь, онкологических заболеваний 
[191]. Предлагаются конструкции электрохимических сенсоров для обнаружения 
маркеров злокачественных процессов непосредственно в цельной крови, таких как 
цитокины [192] и специфический протеин хемокин IP-10 [193]. Разрабатываются 
сенсоры для детектирования вируса гепатита В [174].  

Описанные выше принципы используются в новаторских, достаточно экзотичес-
ких разработках электрохимических биокомпьютеров как нового класса молекулярно-
электронных логических устройств [194], а также для систем обеспечения безопас-
ности биокомпьютеров [195].  
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НОВЫЕ ПРИМЕНЕНИЯ МЕТИЛЕНОВОГО СИНЕГО В ФАРМАКОЛОГИИ  
Будучи впервые синтезированным в 1876 году, МС изначально применялся и до 

сих пор используется в качестве антисептического средства [1-4, 6, 7, 196, 197]. MC 
внесен в Перечень основных лекарственных средств Всемирной Организации Здраво-
охранения [198]. Данные о применении и фармакологических свойствах МС доступны 
в любом современном фармакологическом справочнике [4] и соответствующих обзорах 
[1-3]. В рамках данного обзора для полноты картины мы лишь коротко перечислим 
основные применения с акцентом на новые поисковые разработки.  

Окислительно-восстановительные свойства МС лежат в основе его второго 
важного применения в качестве антидота при отравлениях цианидами, окисью 
углерода, сероводородом [4, 199]. Действие МС при отравлении синильной кислотой 
основано на способности МС переводить гемоглобин в метгемоглобин, связывающийся 
с цианидами [4].  

Следует отметить, что в последнее время наблюдается возрождение интереса к 
старым применениям МС и, в то же время, продолжающиеся исследования открывают 
новые возможности использования препарата в терапии разнообразных заболеваний 
[200-202].  

Так, в начале ХХ века МС использовали при лечении малярии [1, 3, 7, 203, 204] и, 
после некоторого забвения, в последние годы вновь тестируются новые более 
эффективные и менее токсичные антималярийные препараты, включающие МС [203, 
204]. Проверяется антивирусная [205] и противоопухолевая активность МС [117].  

Рассматривается использование способностей красителей, в том числе МС, 
модулировать редокс-процессы  для разработки иммунотропных препартов [206, 207].  

Весьма обнадеживающие результаты получены при разработке методов лечения 
или, по крайней мере, торможения развития нейродегенеративных заболеваний, таких 
как болезнь Альцгеймера и Паркинсона. Наиболее вероятной причиной этих заболева-
ний в настоящее время считают агрегацию определенных видов белков в нервных 
клетках, которая нарушает их нормальное функционирование, препятствует нормаль-
ной передаче нервных импульсов и может приводить к гибели нейронов. В частности, 
при болезни Альцгеймера наблюдается образование агрегатов и фибрилл из так 
называемых тау-белков [208], которые в норме должны находиться в водорастворимой 
мономерной форме. Соответственно, перспективной стратегией разработки лекарствен-
ных препаратов является поиск соединений, предотвращающих агрегацию тау-белков. 
Обнаружен ряд малых молекул [209], обладающих таким свойством, к которым 
относится МС и его производные азуры. Исследования по установлению молекулярных 
механизмов действия МС дали результаты буквально в последние годы: было показано, 
что МС окисляет остатки аминокислоты цистеина в тау-белках и влияет на образование 
межмолекулярных диcульфидных мостиков между остатками цистеина [210-212]. 
Рассматриваются и другие возможные механизмы действия МС, например, вмешатель-
ство в цепь электронного транспорта в митохондриях, конкуренцию с кислородом и 
уменьшение окислительного стресса, замедляющее процесс старения нервных клеток 
[213, 214]. Соответствующие редокс-процессы включают восстановление МС до 
лейкоформы НАДФ-дегидрогеназой с последующим окислением цитохромом С [214].  

МС также используется в биологических исследованиях для окрашивания биологи-
ческих материалов [21], в частности, в гистологии для окрашивания тканей [107, 110].  
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ПРОЯВЛЕНИЕ РЕДОКС-СВОЙСТВ МЕТИЛЕНОВОГО СИНЕГО  
В МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИХ ЭКСПЕРИМЕНТАХ  

МС, представляющий собой органическую соль – полярное нелетучее соединение – 
был практически недоступен для исследования первыми масс-спектрометрическими 
методиками, требовавшими перевода вещества в газовую фазу. И только с появлением 
мягкоионизационных и десорбционных масс-спектрометрических методик [215, 216], 
таких как бомбардировка быстрыми атомами (ББА), матрично-активированная лазер-
ная десорбция/ионизация (МАЛДИ), ионизация электрораспылением (ИЭР), создавав-
шихся для анализа именно таких термолабильных соединений, стало возможным масс-
спектрометрическое исследование МС [217-224].  

Масс-спектр МС с ионизацией электронным ударом (энергия электронов 75 эВ), 
приводимый в базе данных [23], полученный при температуре испарения образца 
200оС, соответствует, скорее всего, продукту термического превращения МС.  

Десорбционные масс-спектры индивидуального катиона МС+, обозначаемого далее 
как Cat+, представляют собой пакет пиков с интенсивностями, соответствующими 
изотопному распределению C16H18N3S – Cat+ : (Cat++ 1) : (Cat++ 2) соотносятся как 
100 : 21 : 7 [12, 122] (рис. 4,a).  

Однако еще в ранних работах, посвященных 
исследованию редокс-процессов в десорбционных 
масс-спектрометрических экспериментах [217-
221], было обнаружено, что при определенных 
условиях в масс-спектрах МС, равно как и ряда 
других редокс-активных красителей, наблюдалось 
существенное отклонение экспериментально 
зарегистрированного соотношения пиков в группе 

пиков катиона от теоретически рассчитанного [12, 
225]. А именно, относительная интенсивность пиков на массах (Cat + 1) и (Cat + 2) 
значительно превышала вклад соответствующих изотопомеров (рис. 4,б). Этот эффект 
был объяснен протеканием реакций восстановления с образованием соответствующих 
продуктов восстановления МС+, инициаторами которых являлись ионизирующие 
агенты, используемые в десорбционных методиках: ускоренные атомы или ионы, 
лазерное облучение. Эффекту восстановления редокс-активных соединений в условиях 
различных масс-спектрометрических методик было посвящено достаточно большое 
количество исследований, обзор которых приводится в наших работах [12, 122, 225-
227].  

 

Рис. 4. Типичный вид группы пиков катиона МС+ в масс-
спектрах, полученных в режиме лазерной десорбции/ионии-
зации в различных условиях: а) МС в составе нанокомпозита 
УНТ-МС при адсорбции МС+ на поверхности УНТ в моно-
мерной форме; б) кристаллический МС на металлической 
поверхности. Вертикальные линии обозначают соотношение 
пиков, соответствующее рассчитанному изотопному рас-
пределению индивидуального катиона Cat+:(Cat++1):(Cat++2) 
= 100:21:7. Доля интенсивности пика при m/z 285, превы-
шающая изотопный вклад, соответствует продукту одно-
электронного восстановления [Cat + H]+•. (Воспроизведено с 
разрешения [12]: Copyright (2012) American Chemical 
Society.)  
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Установление факта восстановления МС в условиях масс-спектрометрического 
эксперимента имеет свои особенности, поскольку в масс-спектрах регистрируются 
только заряженные частиц. Так, нейтральный продукт двухэлектронного восстанов-
ления МС (Cat + H)o, образующийся в реакциях (2), (2’), может быть зарегистрирован в 
протонированной форме (6):  

(Cat + H)o →  (Cat + H)o + Н+ → [Cat + 2H]+                                   (6) 
(в квадратных скобках указываются ионы, регистрируемые в масс-спектрах).  

Для выделения вклада заряженного полувосстановленного продукта - ион-радикала 
(Cat + H)+•, образующегося в реакциях (1), (1’) – из интенсивности пика на массе 
(Cat + 1) необходимо вычесть изотопный вклад (определяемый в основном 13C) 
(рис. 4,б). Аналогично, вклад продукта [Cat + 2H]+ определяется вычитанием изотоп-
ного вклада из интенсивности пика на массе (Cat + 2).  

Эффективность реакции восстановления зависит не только от вида ионизирующего 
агента, но и от свойств веществ, используемых в качестве вспомогательных матриц в 
десорбционных методиках. Так, в методе ББА наибольшая эффективность восстанов-
ления наблюдалась при использовании в качестве жидкой матрицы глицерина. При 
использовании нитробензилового спирта (NOBA), проявляющего свойства ловушки  
электронов (electron scavenger), восстановление МС практически полностью подавля-
лось [217]. В условиях лазерной десорбции/ионизации (ЛДИ) интенсивность восстанов-
ления МС+ зависит от состояния или формы адсорбции красителя на поверхности под-
ложки, изготовленной из различных материалов [12, 223, 227-229]. Высокая эффектив-
ность восстановления наблюдается при ЛДИ кристаллических образцов МС на метал-
лической подложке (рис. 4,б). 

Эффект восстановления МС в условиях масс-спектрометрического эксперимента 
был использован нами при изучении поведения МС в бионаносистемах и взаимодейст-
вия МС с наноматериалами. Так, ЛДИ масс-спектрометрия была использована для 
установления формы адсорбции МС+ на углеродных нанотрубках в составе нанокомпо-
зита УНТ-МС, полученного ультразвуковым методом [12]. Было обнаружено, что 
изотопное распределение в пакете МС+ в ЛДИ масс-спектрах сухих образцов УНТ-МС 
соответствует распределению индивидуального катиона и вклад продуктов восстанов-
ления в нем практически отсутствует (рис. 4,а). В соответствии с описанными выше 
особенностями реакций восстановления МС, в частности, необходимости наличия как 
минимум димера МС+ для его восстановления в редокс-неактивной среде, был сделан 
вывод о мономерной форме адсорбции катиона МС+ на нанотрубках. Этот вывод был 
далее подтвержден компьютерным моделированием методом молекулярной динамики 
и квантово-химическими расчетами.  

Обсуждавшиеся выше литературные данные о модуляции фотоактивности МС в 
зависимости от мономерной или димерной формы его адсорбции на отрицательно 
заряженных слоях анионного ПАВ SDS [119, 120], моделирующих мембраны мито-
хондрий в процессе фотодинамической терапии [118], послужили основой для наших 
масс-спектрометрических исследований подобных модельных систем [122]. Было 
обнаружено, что при малых концентрациях МС в системе, соответствующих его моно-
мерной форме, в масс-спектрах практически отсутствовали продукты восстановления 
МС (рис. 5). При больших концентрациях МС, обеспечивающих его димеризацию и 
агрегацию, в масс-спектрах наблюдались интенсивные продукты восстановления. 
Таким образом, прослеживалась корреляция между результатами масс-спектрометри-
ческого исследования и данными, полученными другими методами.  
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Рис. 5. Схематическое изображение монослоя ПАВ SDS на поверхности раздела жидкость-газ с 
адсорбированными катионами МС+ (слева) и масс-спектры (справа), характерные для мономерной 
(верхний спектр) и димерной (нижний спектр) форм катиона (Cat+) МС. (Графическая аннотация, 
адаптированная из работы [122]).  

 
Серия работ сотрудников Института химии поверхности им. А.А. Чуйко НАН 

Украины посвящена масс-спектрометрическому исследованию адсорбции МС+ на 
поверхности различных наноматериалов – пористого кремния [223, 228], мезопористых 
пленок оксидов титана и кремния [96, 224, 229], модифицированного кремния, термо-
расширенного графита [230-233]. Изучена фотостабильность и эффективность фото-
деградации МС+ в зависимости от свойств адсорбирующей поверхности [96], а также 
фотокаталитические процессы на поверхности TiO2 [234].  

С использованием метода ИЭР исследовалась гидратация МС [20] и электрополи-
меризация МС [235].  

Различные масс-спектрометрические методики в сочетании с хроматографически-
ми используются для решения традиционных аналитических задач по определению 
наличия и содержания МС, его метаболитов и продуктов трансформации в различных 
средах [63, 236-238].  

Таким образом, масс-спектрометрические методики являются эффективным и 
информативным средством изучения поведения редокс-активного красителя МС в 
наносистемах, что имеет прикладное практическое значение для нанотехнологии.  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ  

Проведенный анализ литературных источников последних лет восполняет пробел в 
обобщении результатов исследований перспективных применений красителя МС в 
нанотехнологии, а также изучения систем и наноматериалов, содержащих МС, с 
использованием экспериментальных масс-спектрометрических методик.  

Показано, что полезные применения МС в нанотехнологии основываются на связи 
его агрегационных (переход мономер-димер) и редокс-свойств.  

Редокс-свойства МС, а именно его способность переносить электроны в молекуляр-
ных системах, используются при конструировании различных наноустройств, в част-
ности, биосенсоров. Новые интересные применения МС в электрохимических наносен-
сорах с ДНК основаны на переносе электрона на разные расстояния от электрода.  

В фармакологии продолжается поиск новых применений МС для лечения малярии, 
онкологических заболеваний (фотодинамическая терапия), нейродегенеративных 
болезней Альцгеймера и Паркинсона.  

Одним из практически важных результатов биофизических исследований молеку-
лярных механизмов биологического действия МС является установление того факта, 
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что механизмы фотодинамической терапии различаются для мономерной и димерной 
форм МС.  

Современные методики десорбционной масс-спектрометрии эффективны в иссле-
довании редокс-свойств МС в его композитах с наноматериалами.  

Таким образом, продолжение фундаментальных биофизических исследований 
свойств красителя МС и его взаимодействий как с биомолекулами, так и с неоргани-
ческими наноматериалами, является актуальным в связи с активным поиском его новых 
практических применений.  
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Процес бактеріальної адгезії зазвичай обговорюється в термінах моделі двоступеневої сорбції. У 
цій моделі, бактерії на першому кроці швидко прикріплюються до поверхні слабкими фізичними 
взаємодіями, тоді як на другому кроці відбувається безповоротний молекулярний і клітинний 
адгезійний процес. Важливим чинником, що впливає на адгезійні процеси, є фізико-хімічні 
характеристики середовища, зокрема присутність в ньому одновалентних катіонів. Метою даної 
роботи є оцінка ролі електростатичної складової у міжклітинній взаємодії в середовищах з різною 
концентрацією 1:1 електроліту на першому оборотному етапі адгезії. Порівняння 
експериментальних даних щодо адгезії лактобактерій S. thermophilus на еритроцитах людини та 
теоретично визначених дебаївського радіусу і поверхневого потенціалу еритроцитів у досліджених 
розчинах показало, що зміна показника адгезії в наших експериментах при зменшенні іонної сили 
розчину повністю узгоджується з передбаченнями теорії ДЛФО. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: адгезія, теорія ДЛФО, еритроцити, Streptococcus thermophilus, 
електростатичні взаємодії, дебаївський радіус, поверхневий потенціал. 
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Процесс бактериальной адгезии обычно обсуждается в терминах модели двухступенчатой 
сорбции. В этой модели, бактерии на первом этапе быстро прикрепляются к поверхности слабыми 
физическими взаимодействиями, тогда как на втором происходит необратимый молекулярный и 
клеточный адгезионный процесс. Важным фактором, влияющим на адгезивные процессы, 
являются физико-химические характеристики среды, в частности присутствие в ней 
одновалентных катионов. Целью данной работы является оценка роли электростатической 
составляющей в межклеточном взаимодействии на первом обратимом этапе адгезии. Сравнение 
экспериментальных данных по адгезии лактобактерий S. thermophilus на эритроцитах человека и 
теоретически определенных дебаевского радиуса и поверхностного потенциала эритроцитов в 
исследованных растворах показало, что изменение показателя адгезии в наших экспериментах при 
уменьшении ионной силы раствора полностью согласуется с предсказаниями теории ДЛФО. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: адгезия, теория ДЛФО, эритроциты, Streptococcus thermophilus, электростатические 
взаимодействия, дебаевский радиус, поверхностный потенциал. 
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The process of bacterial adhesion is usually discussed in terms of the two-stage sorption model. 
According to the model, at the first stage the bacteria fastly attaches to the surface by weak physical 
interactions, while at the second stage irreversible molecular and cellular adhesion process takes place. 
An important factor, influencing the adhesion processes, is physical-chemical characteristics of the 
medium, in particular, the presence of monovalent cations therein. The aim of this work is to assess the 
role of electrostatic component of the intercellular interactions at the first reversible stage of adhesion. 
Comparison of experimental data of adhesion of lactobacilli S. thermophilus on human erythrocytes and 
theoretical definition of the Debye radius and the erythrocytes surface potential in the experimental 
solutions showed that with decreasing ionic strength of the solution the change in the adhesion index in 
our experiments is fully in line with the theory DLVO predictions. 
KEY WORDS: adhesion, DLVO theory, erythrocytes, Streptococcus thermophilus, electrostatic interactions, Debye 
radius, surface potential. 

 
ПОСТАНОВКА ЗАДАЧІ 

Процес бактеріальної адгезії зазвичай обговорюється в термінах моделі 
двоступеневої сорбції, вперше запропонованої Маршаллом [1]. У цій моделі, бактерії на 
першому кроці швидко прикріплюються до поверхні слабкими фізичними взаємодіями, 
здійснюючи в основному оборотне прикріплення, тоді як на другому кроці відбувається 
безповоротний молекулярний і клітинний адгезійний процес, і формуються агрегати, 
стійкі до будь-якого відмивання або обробки [2]. Тобто через якийсь час адгезійний 
зв'язок між бактерією і поверхнею субстрату, посилюється, переводячи процес у 
безповоротний стан. Вважається, що перша стадія прикріплення є дуже важливою і 
безумовно впливає на кінцевий результат. Бактерії можуть мати численні адгезини для 
різних субстратів, зазвичай лектини або лектиноподібні білки або вуглеводи, частини 
поверхневих полімерних структур, які включають капсули, ворсинки або пілі. Проте, в 
багатьох роботах стверджувалось, що ці структурні особливості мають менше значення 
на початкових стадіях процесу прикріплення [3, 4]. Отже, важливим чинником, що 
впливає на адгезивні процеси, є фізико-хімічні характеристики середовища, зокрема 
присутність в ньому одно- та двохвалентних катіонів. 

Повна сила взаємодії двох поверхонь за теорією ДЛФО включає ван-дер-ваальсове 
притягання та сили подвійного електричного шару. Потенціал ван-дер-ваальсової 
взаємодії практично не залежить від змін концентрації електроліту і рН, і в першому 
наближенні може вважатися постійним. На малих відстанях сили Ван-дер-Ваальса 
перевищують відштовхування подвійного електричного шару, оскільки вони залежать 
від відстані за степеневим законом ( 1

nW
D

≈ − ), тоді як енергія взаємодії подвійного 

електричного шару при 0D →  залишається скінченною або повільно зростає. В 
залежності від концентрації електроліту і щільності поверхневого заряду енергія 
взаємодії може мати різну залежність від відстані між поверхнями. Між сильно 
зарядженими поверхнями в розбавленому електроліті (великий дебаївський радіус) 
спостерігається сильне далеко діюче відштовхування, яке досягає максимуму 
(енергетичного бар’єра) на деякій відстані, як правило, між 1 и 4 нм. В більш 
концентрованому розчині електроліту перед бар’єром з’являється достатньо глибокий 
так званий дальній потенціальний мінімум, як правило, далі 3 нм (мінімум енергії при 
контакті називається ближнім (потенціальним) мінімумом). В той же час слід зазначити, 
що такі види взаємодій, як стеричні та структурні, стають ефективними лише на 
близьких відстанях (< 2 нм). Не дивлячись на те, що термодинамічно рівноважним може 
бути знаходження часток в ближньому потенціальному мінімумі, енергетичний бар’єр 
може бути таким високим, що частки будуть не здатні подолати його за розумний час. В 
такому випадку частки (клітини) будуть або знаходитись в дальньому мінімумі, або 
роз’єднаються і залишаться диспергованими в розчині. Характерна відстань дальнього 
мінімуму у розчинах з концентраціями, близькими до фізіологічних, становить від 1 до 3 
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нм. Такі відстані цілком достатні для специфічних взаємодій між клітинами [5]. Таким 
чином, тривале знаходження взаємодіючих клітин в дальньому потенціальному мінімумі 
може привести до утворення специфічного зв’язку між адгезинами та лігандами. 

В попередніх роботах [6, 7] ми показали, що адгезія лактобактерій S. thermophilus на 
еритроцитах людини залежала від концентрації хлориду натрію в середовищі і була 
максимальною за її фізіологічного значення. Метою даної роботи є оцінка ролі 
електростатичної складової у міжклітинній взаємодії на першому оборотному етапі адгезії. 

 
МАТЕМАТИЧНА МОДЕЛЬ 

Рівняння Пуасона-Больцмана визначає потенціал Ψ, електричне поле 
x

E
∂
∂

=
ψ

 і 

концентрацію протиіонів ρ в будь-якій точці х між поверхнями [5]: 
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      (1) 

де Ψ - eлектростатичний потенціал (мВ), ρ - числова щільність іонів з валентністю z в 
точці х між поверхнями (м-3), ε0 – діелектрична проникність вакууму (Кл2Дж-1м-1), ε - 
відносна діелектрична проникність середовища, k – стала Больцмана (ДжК-1), T – 
абсолютна температура (К). 

Щільність протиіонів ρ на поверхні при цьому визначається за формулою [5]: 

kT0

2

0 2εε
σρρ += ∞        (2) 

де ρ0 – щільність протиіонів на поверхні, а ρ∞ – щільність в об’ємному розчині. 
За цією формулою концентрація протиіонів на поверхні залежить тільки від 

поверхневої щільності заряду σ і концентрації протиіонів в об’ємному розчині. Отже, 
навіть для ізольованої поверхні (тобто двох поверхонь, що знаходяться далеко одна від 

одної 0→∞ρ ) величина ρ0 ніколи не може бути меншою за 
kT0

2

2εε
σ

. 

Розглянемо розподіл іонів поблизу ізольованої поверхні в контакті з розчином 
електроліту. Якщо записати повну щільність заряду в будь-якій точці х як  ∑

i
xiiez ρ  а 

повну концентрацію іонів (числову щільність) як ∑
i

xiρ , то, розподіл Больцмана (1) для 

іонів i в точці х має вигляд 

kT
ez

ixi

xi

e
ψ

ρρ ∞= ,        (3) 
а на поверхні, при х=0, значення щільності ρ і потенціалу Ψ зв’язані відношенням 
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ii
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e
0
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ψ

ρρ ∞= ,         (4) 

де ρ∞i  -  концентрація i-тих іонів  в об’ємі розчину (при х =∞), де Ψ∞= 0. 
Наприклад, для розчину Na+Cl− , можна записати 
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де величини у квадратних дужках, наприклад [Na+], виражені в деяких зручних 
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одиницях концентрації, наприклад в М (1 М = 1моль/літр і відповідає концентрації ρ = 
6,022х1026 м-3). 

Повна концентрація іонів біля ізольованої поверхні зі щільністю заряду σ за 
формулою (2) становить: 

∑ ∑ += ∞
i i

ii kT0

2

0 2εε
σ

ρρ        (6) 

Звідки можна отримати співвідношення між щільністю поверхневого заряду σ і 
поверхневим потенціалом Ψ0.  

⎟
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iikT ρρεεσ 00

2 2        (7) 

Для еритроцитів щільність поверхневого заряду σ = –1.31⋅10-2 Кл/м2 [8]. Або 
1.31⋅10-2 Кл⋅м-2/1,602⋅10-19 Кл = 0,82⋅1017 зар/м2=0,082 зар/нм2, тобто 1 елементарний 
заряд на 12,2 нм2. Враховуючи, що площа поверхні еритроцита становить~140⋅10-12м2 
(або14⋅107 нм2) маємо ~107 зарядів на поверхні еритроцитів. 

Для такої поверхневої щільності заряду при 37°С, знаходимо  
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Для 1,1-валентного електроліту, такого, як хлорид натрію, концентрація іонів на 
поверхні еритроцитів є 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]NaClNaClNaClNa 2047.02047.0047.000 +=+=++=+ ∞
+

∞
−

∞
+−+  (8) 

де [NaCl] – об’ємна молярна концентрація солі. На поверхні в основному знаходяться 
протиіони (тобто Na+, якщо поверхня заряджена негативно) і їх надмірна концентрація 
на поверхні у порівнянні з розчином. 

Співвідношення між щільністю поверхневого заряду σ і поверхневим потенціалом 
Ψ0. для розчину NaCl отримуємо підставляючи рівняння (4) в (6): 
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Підставляючи значення щільності поверхневого заряду для еритроцитів людини 
σ=–1,31⋅10-2 Кл/м2 [8] маємо: 
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Концентрації NaCl в наших експериментах щодо впливу іонної сили на показник 

адгезії становили: 0,15 М, 0,1 М, 0,05 М, 0,025 М. Для цих концентрацій маємо: 
 

- для 0,15 М NaCl: 
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- для 0,1 М NaCl: 
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- для 0,05 М NaCl: 
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- для 0,025 М NaCl: 
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Поверхневий потенціал був розрахований за припущення, що щільність 
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поверхневих зарядів у розчинах NaCl з іонною силою, що знижувалась, залишається 
незмінною. Це припущення підтверджується нашими даними щодо зв’язування 
альціанового синього еритроцитами, яке вірогідно не відрізнялось у досліджених 
розчинах [7]. 

Концентрації ρ0i індивідуальних іонів на поверхні можна обчислити за формулою 
(4), підставляючи розраховані значення поверхневого потенціалу для наших розчинів. 
Отже для нашого випадку: 
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де [Na+]0, [Сl−]0 – концентрація іонів натрію/хлору на поверхні еритроцитів, [Na+]∞, 

[Сl−]∞ - концентрація іонів в об’ємному розчині. 
Тоді для 0,15 М NaCl при температурі 37°С маємо: 
 

[ ] ( )MeeNa kT 26.015.015.0 7.26
7.14

0

0

=×=×=+
ψ

 

[ ] ( )MeCl 086.015.0 7.26
7.14

0 =×=
−

−  
 
Для 0,1М NaCl: 

[ ] ( )MeeNa kT 199.01.01.0 7.26
4.18

0

0

=×=×=+
ψ

 

[ ] ( )MeCl 05.01.0 7.26
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Для 0,05 M NaCl: 

[ ] ( )MeeNa kT 129.005.005.0 7.26
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0
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[ ] ( )MeCl 019.005.0 7.26
4.25

0 =×=
−

−  
 
Для 0,025 NaCl: 

[ ] ( )MeeNa kT 09.0025.0025.0 7.26
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0

0
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ψ

 

[ ] ( )MeCl 00687.0025.0 7.26
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−
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Як і очікувалось, повна концентрація всіх іонів у поверхні в точності збігається зі 

значеннями, отриманими за формулами (6, 8). 
Для малих величин потенціалу, приблизно менше 25 мВ, що справедливо у випадку 

еритроцитів, рівняння Грема (7) спрощується до вигляду 
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Отже, потенціал стає пропорційним щільності поверхневого заряду.  
Це співвідношення привело до виникнення поняття дифузного подвійного 

електричного шару, що описує іонну атмосферу поблизу зарядженої поверхні з 
характерним масштабом або «товщиною» 1/κ, яка називається дебаївським радіусом 
екранування. Величина дебаївського радіуса залежить тільки від властивостей рідини і 
не залежить від властивостей поверхні, таких, як її заряд або потенціал. 

Величина дебаївського радіусу у водних розчинах NaCl становить: 
 

( )
( ){ }2

1
32222

2
1

0

10

1

××+
=

AClClNaNa Nzeze

kT

ρρ

εε
κ

     (13) 

 
де ρі – щільність іонів (м-3); zі – заряд і-ого іону (для NaCl zi=±1); е – величина 
елементарного заряду; NA – число Авогадро. Множення на NA⋅103 для переходу у 
вираженні концентрації від шт/м3 до Моль/л. 

Тоді  в 1:1 електроліті, наприклад NaCl: 
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Для температури t=37°C (310 K): 
[ ]( )2

1

313.01

NaCl
=

κ
    (14) 

 
Розраховані за формулою (14) значення дебаївського радіусу, а також за формулою 

(10) поверхневі потенціали еритроцитів в розчинах з різною концентрацією хлориду 
натрію подані в таблиці 1. 

 
Таблиця 1 

Поверхневі потенціали еритроцитів та дебаївські радіуси в розчинах з різною 
концентрацією NaCl 

 
 

Концентрація 
NaCl, М 

 
Індекс 

адгезії [7] 

Кількість зв’язаного 
барвника альціанового 
синього еритроцитами, 

нг/106 ер. [7] 

 
Поверхневий 
потенціал, мВ 

Дебаївський 
радіус при 
37°С, нм 

0.15 2.21 ± 0.87 220.8 ± 4 -14.7 0.81 
0.1 1.44 ± 0.94* 228.2 ± 7.7 -18.4 0.99 
0.05 1.52 ± 0.85* 226.8 ± 9.8 -25.4 1.40 
0.025 0.95 ± 0.63* 226.8 ± 9.3 -34.4 1.98 

* – дані вірогідно відрізняються від даних для контролю, р<0,001. 
 
Кореляція між значеннями індексу адгезії та дебаївським радіусом становить 

r=0,864. 
Кореляція між значеннями індексу адгезії та поверхневим потенціалом становить 

r=0,88. 
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ВИСНОВКИ 
Таким чином, порівняння експериментальних даних щодо адгезії лактобактерій 

S. thermophilus на еритроцитах людини та теоретично визначених дебаївського радіусу і 
поверхневого потенціалу еритроцитів у досліджених розчинах показало, що зміна 
показника адгезії в наших експериментах при зменшенні іонної сили розчину повністю 
узгоджується з передбаченнями теорії ДЛФО. Отже, в даному випадку, визначальним 
чинником, що впливав на зміну адгезії лактобактерій S. thermophilus на еритроцитах 
людини в розчинах з різними концентраціями хлориду натрію, були електростатичні 
взаємодії на першому, оборотному етапі адгезії. 
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У моделі двоступеневої сорбції на першому кроці здійснюється в основному оборотне 
прикріплення, тоді як на другому відбувається безповоротний молекулярний і клітинний 
адгезійний процес. Важливим чинником, що впливає на адгезійні процеси, є фізико-хімічні 
характеристики середовища, зокрема присутність в ньому двохвалентних катіонів. У даній роботі 
оцінювалась роль електростатичної складової у міжклітинній взаємодії в середовищах з різною 
концентрацією 2:1 електроліту на першому оборотному етапі адгезії та імовірність подальшого 
утворення специфічного зв’язку. Визначальну роль в міжклітинному адгезійному процесі на 
першому етапі відіграють електростатичні взаємодії. Отримані експериментальні результати та 
теоретичні розрахунки параметрів електростатичної взаємодії вчергове підтвердили прийнятність 
моделі двоступеневої сорбції та теорії ДЛФО для описання міжклітинної адгезії. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: адгезія, теорія ДЛФО, еритроцити, Streptococcus thermophilus, 
електростатичні взаємодії, дебаївський радіус, поверхневий потенціал. 
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В модели двухэтапной сорбции на первом этапе осуществляется в основном обратимое 
прикрепление, тогда как на втором  происходит необратимый молекулярный и клеточный 
адгезивный процесс. Важным фактором, влияющим на адгезивные процессы, являются физико-
химические характеристики среды, в частности присутствие в ней двухвалентных катионов. В 
данной работе оценивалась роль электростатической составляющей в межклеточном 
взаимодействии в средах с различной концентрацией 2:1 электролита на первом обратимом этапе 
адгезии и вероятность дальнейшего возникновения специфической связи. Определяющую роль в 
межклеточном адгезивном процессе играют электростатические взаимодействия. Полученные 
экспериментальные результаты и теоретические расчеты параметров электростатического 
взаимодействия в очередной раз подтвердили приемлемость модели двухэтапной сорбции и 
теории ДЛФО для описания межклеточной адгезии. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: адгезия, теория ДЛФО, эритроциты, Streptococcus thermophilus, электростатические 
взаимодействия, дебаевский радиус, поверхностный потенциал. 
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In the two-stage sorption model at the first stage is mostly reversible attachment, while at the second 
irreversible stage molecular and cellular adhesion processes take place. An important factor, influencing 
the adhesion processes, is physical-chemical characteristics of the medium, in particular, the presence of 
divalent cations therein. The aim of this work is to assess the role of electrostatic component of the 
intercellular interactions in media with different 2:1 electrolyte concentration at the first reversible stage 
of adhesion and probability of further occurrence of specific binding. Electrostatic interactions play a 
decisive role in intercellular adhesion process. The obtained experimental results and theoretical 
calculations of the electrostatic interaction parameters once again confirmed the acceptability of a two-
stage model of sorption and DLVO theory to describe a cell-cell adhesion. 
KEY WORDS: adhesion, DLVO theory, erythrocytes, Streptococcus thermophilus, electrostatic interactions, Debye 
radius, surface potential. 
 

ПОСТАНОВКА ЗАДАЧІ 
Адгезія є складним процесом, на який впливають як взаємодії, обумовлені 

фізичними чинниками, так і специфічні біологічні взаємодії, що відбуваються на 
молекулярному рівні. Процес адгезії зазвичай обговорюється в термінах моделі 
двоступеневої сорбції, вперше запропонованої Маршаллом [1]. У цій моделі клітини на 
першому кроці прикріплюються до поверхні іншої клітини слабкими фізичними 
взаємодіями, здійснюючи в основному оборотне прикріплення, тоді як на другому 
кроці відбувається безповоротний молекулярний і клітинний адгезійний процес, і 
формуються агрегати, стійкі до будь-якого відмивання або обробки [2].  

Розглянемо чинники, що впливають на процес адгезії між двома клітинами на 
першому етапі. Найважливішими силами далекої дії між тілами в рідинах є ван-дер-
ваальсові та електростатичні. На малих відстанях (менших 1-3 нм) частіше за все 
домінують сольватні та інші типи стеричних сил. Потенціал ван-дер-ваальсової 
взаємодії практично не залежить від змін концентрації електроліту і рН, і в першому 
наближенні може вважатися постійним. Енергія ван-дер-ваальсових взаємодій між 
двома поверхнями на одиницю площі поверхні становить [3]:  

( ) 212kD
ADW −= ,         (1) 

де А – константа Гамакера (без урахування запізнювання), D – відстань між 
поверхнями.  

Ван-дер-ваальсові сили, що діють між амфіфільними структурами, частіше за все 
невеликі через наступні причини. По-перше, константа Гамакера двох вуглеводневих 
фаз, що взаємодіють через прошарок води, відносно мала і знаходиться в інтервалі (4-
7)х10-21 Дж. Можна очікувати, що для біологічних мембран ця величина буде трохи 
більшою через наявність в їх структурі білків. По-друге, рівняння (1) можна 
застосовувати до бішарів або мембран, якщо тільки відстань між ними менше 3 нм. 
Якщо вона є більшою, то константа Гамакера перестає бути постійною и зменшується 
зі збільшенням D внаслідок ефекту запізнювання, а також того, що товщина бішарів 
скінченна. В результаті, якщо зазор між бішарами досягає 10 нм, то реальна сила 
взаємодії між ними в два рази менше, ніж розрахована за рівнянням (1) (в якому не 
враховується запізнювання). І головне, якщо в розчині присутній електроліт, то 
константа А зменшується додатково внаслідок екранування зарядів, відповідно падає 
внесок статичного члена Av=o в константу Гамакера, що відповідає за індукційну та 
орієнтаційну взаємодію [3]. Так, наприклад, в розчині NaCl з концентрацією 0,15 М, де 
відстань Дебая κ-1 = 0,8 нм, внесок статичного члена, який обумовлює приблизно 
половину величини взаємодії без запізнювання, практично зникає уже при D=1,5 нм. 
Було виміряно залежність сил Ван-дер-Ваальса між двома незарядженими ліпідними 
бішарами в розчинах різних солей. В діапазоні від 1 до 4 нм константа Гамакера 
становила 7х10-21 Дж в чистій воді, и 3х10-21 Дж – в децимолярному розчині NaCl, що 
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узгоджується з кількісною оцінкою ефекту екранування взаємодії іонами електроліту. 
Отже, ван-дер-ваальсові сили, що діють між бішарами та мембранами, достатньо 
слабкі, особливо у присутності солі, а їх радіус дії не перевищую 15 нм, за межами 
якого ними взагалі можна знехтувати [3]. 

Оскільки клітини несуть сумарний негативний електричний заряд вони мають 
тенденцію відштовхуватись одна від одної електростатичними силами. Проте, ці сили 
суттєво екрануються іонами в середовищі, що розділяє клітини; для фізіологічних 
середовищ відстань екранування Дебая є порядку кількох нм. Крім того, більшість 
зарядів з'являється через іонізацію груп на клітинній поверхні. Наприклад, на 
еритроцитах більшість зарядів знайдена на карбоксильних групах сіалових кислот 
поверхневих глікопротеїнів. Ці групи розташовані на деякій значній відстані (≤10 нм) 
від ліпідного бішару плазматичної мембрани [4]. 

Сили відштовхування подвійного електричного шару, на відміну від ван-дер-
ваальсова притягання, значно більш чутливі до типу і концентрації електроліту, рН і 
поверхневої щільності заряду (або поверхневого потенціалу). Незалежно від механізму 
виникнення заряду, поверхневий заряд завжди скомпенсований зарядом протиіонів, 
одна частина яких зв’язана, як правило, оборотно з поверхнею і утворює шар Штерна 
або шар Гелъмголъца, а інша знаходиться в тепловому русі поблизу поверхні та 
утворює дифузний подвійний електричний шар. Наявність двовалентних катіонів 
викликає кардинальні зміни поверхневого потенціалу і розподілу протиіонів біля 
негативно зарядженої поверхні. Показано, що навіть при постійній поверхневій 
щільності заряду порівняно мала добавка двовалентних іонів суттєво знижує величину 
поверхневого потенціалу Ψо. Величина Ψо великою мірою визначається 
двовалентними катіонами, якщо їх концентрація перевищує 3% від концентрації 
одновалентних іонів. Більше того, навіть якщо концентрація Са2+ в об’ємі розчину 
набагато менше концентрації Na+, концентрація Са2+ на поверхні може бути вищою. 
При високих концентраціях двовалентні іони часто вступають в хімічні зв’язки з 
негативно зарядженими групами на поверхні, тим самим знижуючи щільність 
поверхневого заряду σ і ще більше зменшуючи поверхневий потенціал Ψо, так що в 
багатьох випадках поверхні виявляються повністю нейтралізованими (σ→0, Ψо→0) у 
присутності мілімолярних концентрацій Са2+ [3]. 

В залежності від концентрації електроліту і щільності поверхневого заряду енергія 
взаємодії може мати різну залежність від відстані між поверхнями. Між сильно 
зарядженими поверхнями в розбавленому електроліті (великий дебаївський радіус) 
спостерігається сильне далеко діюче відштовхування, яке досягає максимуму 
(енергетичного бар’єра) на деякій відстані, як правило, між 1 и 4 нм. В більш 
концентрованому розчині електроліту перед бар’єром з’являється достатньо глибокий 
так званий дальній потенціальний мінімум, як правило, далі 3 нм (мінімум енергії при 
контакті називається ближнім потенціальним мінімумом). Не дивлячись на те, що 
термодинамічно рівноважним може бути знаходження часток в ближньому 
потенціальному мінімумі, енергетичний бар’єр може бути таким високим, що частки 
будуть не здатні подолати його за розумний час. В такому випадку частки (клітини) 
будуть або знаходитись в дальньому мінімумі, або роз’єднаються і залишаться 
диспергованими в розчині. Характерна відстань дальнього мінімуму у розчинах з 
концентраціями, близькими до фізіологічних, становить за даними деяких авторів від 1 
до 3 нм [3]. За розрахунками інших авторів вторинні мінімуми були оцінені по 
розділенню клітин ≤7 нм [4]. Такі відстані цілком достатні для специфічних взаємодій 
між клітинами. Таким чином, тривале знаходження взаємодіючих клітин в дальньому 
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потенціальному мінімумі може привести до утворення специфічного зв’язку між 
адгезинами та лігандами. 

 
МАТЕМАТИЧНА МОДЕЛЬ 

Розглянемо розподіл іонів поблизу ізольованої поверхні в контакті з розчином 
електроліту. Якщо записати повну щільність заряду в будь-якій точці х як ∑

i
xiiez ρ , а 

повну концентрацію іонів (числову щільність) як ∑
i

xiρ , то розподіл Больцмана для 

іонів i в точці х має вигляд 
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e
ψ

ρρ ∞=         (2) 
а на поверхні, при х = 0, значення щільності ρ і потенціалу Ψ зв’язані відношенням 
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де ρ∞i  -  концентрація іонів i в об’ємі розчину (при х =∞), де Ψ∞= 0. 
Наприклад, для розчину, що містить Na+Cl− + Са2+Сl2

−, можна записати 
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де величини у квадратних дужках, наприклад [Na+], виражені в деяких зручних 
одиницях концентрації, наприклад в М (1М = 1моль/літр і відповідає концентрації 
ρ = 6,022х1026 м-3). 

Повна концентрація іонів біля ізольованої поверхні зі щільністю заряду σ 
становить [3]:  

∑ ∑ += ∞
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ii kT0

2

0 2εε
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де ε0 – діелектрична проникність вакууму (Кл2Дж-1м-1), ε - відносна діелектрична 
проникність середовища, k – стала Больцмана (ДжК-1); Т – абсолютна температура (К) ; 
ρі∞ – щільність іонів в об’ємному розчині (м-3). 

Співвідношення між щільністю поверхневого заряду σ і поверхневим потенціалом 
Ψ0. для суміші електролітів NaCl + СаС12 отримуємо з формули (5): 
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Оскільки [Cl−]∞=[Na+]∞+2[Ca2+]∞, цей вираз можна записати у вигляді:  
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Тоді кінцевий результат запишеться у вигляді: 
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або при 37°С, де концентрації [NaCl] =[Na+]∞, и [CaCl2] = [Ca2+]∞, виражені в одиницях 
M, щільність заряду σ в Кл/м2 і потенціал Ψ0 в мВ: 
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Рівняння (8), відоме як рівняння Грема, дозволяє обчислити значення поверхневого 
потенціалу Ψ0, якщо відома величина щільності поверхневого заряду σ, після чого 
концентрації ρ0 індивідуальних іонів на поверхні можна розрахувати за формулами (3) 
або (4).  

Для еритроцитів щільність поверхневого заряду σ = –1.31⋅10-2 Кл/м2 [5]. Або 
1.31⋅10-2 Кл⋅м-2/1,602⋅10-19 Кл = 0,82⋅1017 зар/м2=0,082 зар/нм2, тобто 1 елементарний 
заряд на 12,2 нм2. В наших роботах [6,7], було показано що уведення в середовище 
навіть невеликих концентрацій кальцію приводить до зменшення поверхневого заряду. 
Для концентрації CaCl2 0,9⋅10-3 M зменшення поверхневого заряду становило ~18%, 
для концентрацій 1,8⋅10-3 M, 2,7⋅10-3 M, 3,6⋅10-3 M ~11%. Отже будемо вважати, що в 
першому розчині σ≈1,074⋅10-2 Кл/м2 , в інших - σ≈1.166⋅10-2 Кл/м2.  

Комп’ютерне обчислення поверхневого потенціалу еритроцитів в ізотонічному 
розчині NaCl з додаванням указаних концентрацій CaCl2 (близьких до концентрацій в 
плазмі крові) за формулою (9) дають наступні величини: 

 
0,15 М NaCl+0,9⋅10-3 M CaCl2  Ψ0= -12,2 мВ 
0,15 М NaCl+1,8⋅10-3 M CaCl2  Ψ0= -13,2 мВ 
0,15 М NaCl+2,7⋅10-3 M CaCl2  Ψ0=-13,1 мВ 
0,15 М NaCl+3,6⋅10-3 M CaCl2  Ψ0=-13,0 мВ 

для 0,15 М NaCl розрахований поверхневий потенціал становив Ψ0= -14,7 мВ. 
Отримавши значення поверхневого потенціалу, за рівняннями (4) можна 

розрахувати концентрацію іонів  на поверхні еритроцитів.  
 

Тоді для 0,15 М NaCl при температурі 37°С маємо: 
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Для розчину 0,15 М NaCl+0,9⋅10-3 M CaCl2: 
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Для розчину 0,15 М NaCl+1,8⋅10-3 M CaCl2: 

[ ] ( )MeeNa kT 246.015.015.0 7.26
17.13

0

0

=×=×=
−+
ψ

 



 
Роль електростатичних взаємодій у адгезії Streptococcus thermophilus… 

 

43

[ ] ( )MeCa 37.26
17.13

3
0

2 1095.2108.1 −−+ ×=××=  

[ ] ( ) ( )MeCl 094.00036.015.0 7.26
17.13

0 =×+=
−

−  
 

Для розчину 0,15 М NaCl+2,7⋅10-3 M CaCl2: 
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Для розчину 0,15 М NaCl+3,6⋅10-3 M CaCl2: 
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Дебаївський радіус можна визначити з формули [3] 
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Бачимо, що величина дебаївського радіусу залежить тільки від властивостей 

розчину і не залежить від властивостей поверхні, таких, як її заряд або потенціал. Для 
наших концентрацій СаСl2 від 0,9мМ до 3,6 мМ в 0,15 М NaCl дебаївський радіус 
становитиме  
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при [Са] =0,9⋅10-3 M   → 1/κ==0,80 нм 
при [Са]=1,8⋅10-3 M   → 1/κ==0,79 нм 
при [Са]=2,7⋅10-3 M   → 1/κ=0,79 нм 
при [Са]=3,6⋅10-3 M   → 1/κ=0,78 нм 
при [Са]=0 в 0,15М NaCl  → 1/κ=0,81 нм 
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Таблиця 1 
Вплив концентрації CaCl2 в середовищі на поверхневий потенціал еритроцитів, 

концентрацію Са2+ на їх поверхні та радіус Дебая 
Концен-
трація 
Ca2+ 

10-3 M 

Індекс 
адгезії,А 

[6] 

Кількість 
зв’язаного AB 
еритроцитами, 
нг/106 ер.[6] 

Поверхне-
вий 

потенціал, 
мВ 

Дебаївський 
радіус при 

37°С, 
нм 

Концентрація 
Са2+ на 
поверхні 

еритроцита, 
10-3 М 

0.00 2.21 ± 0.87 220.8 ± 4 -14.7 0.81 0.00 
0.9 0.97 ± 0.84* 180.98 ± 11.5+ -12.2 0.80 1.42 
1.8 1.57 ± 0.96* 195.1 ± 6.3+ -13.2 0.79 2.95 
2.7 1.4 ± 0.84* 199.9 ± 9.7+ -13.1 0.79 4.40 
3.6 1.17 ± 0.86* 196.3 ± 12.5+ -13.0 0.78 5.85 

* , + - дані вірогідно відрізняються від даних для контролю, р<0,01 
 
Бачимо, що дебаївський радіус змінюється в наших розчинах з додаванням CaCl2 

не дуже суттєво. Концентрація іонів кальцію на поверхні еритроцитів при порівняно 
невеликому потенціалі перевищує його концентрацію в об’ємному розчині ~1,6 разів. В 
той же час концентрації іонів натрію та хлору на поверхні еритроцитів несуттєво 
відрізняються від таких для 0,15 М розчину NaCl. Отже, з розрахованих величин 
найбільше змінюється поверхневий потенціал клітин та концентрація кальцію біля 
поверхні еритроцитів. 

При оцінці імовірності адгезії лактобактерій S. thermophilus на еритроцитах людини 
в залежності від концентрації іонів Ca2+ візьмемо до уваги вплив іонів Ca2+ на силу 
електростатичного відштовхування клітин та на імовірність встановлення специфічного 
адгезійного зв’язку внаслідок зв’язування цих іонів зі специфічними рецепторами, що 
викликає їх інактивацію. Тобто, слідом за [4] будемо вважати, що утворення 
адгезійного зв’язку між двома клітинами, здійснюється у два етапи. Щоб оцінити 
ступінь імовірності використовується поняття комплексу зіткнення. У цьому підході 
реакція концептуально розділяється на два кроки. На першому етапі реагенти просто 
зустрічаються (стикаються) один з одним, тобто вони дифундують на достатньо 
близьку відстань, щоб дозволити другий етап реакції. В нашому випадку першим 
(оборотним) етапом реакції будемо вважати наближення клітин до відстані дальнього 
потенціального мінімуму. 

Таким чином реакція, може бути написана як 
A + B ↔AB ↔C        (11) 

Вважатимемо, що клітини формують комплекс зіткнення кожного разу, коли вони 
відокремлені відстанню зіткнення DAB, тобто відстанню дальнього потенціального 
мінімуму. 

У наближенні Дерягіна [3] сила взаємодії між двома сферами може бути виражена 
через енергію взаємодії на одиницю площі двох плоских поверхонь на відстані D. 
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⎞
⎜⎜
⎝

⎛
+

≈
21

212π       (12), 

де W – вільна енергія взаємодії. 
Ця формула застосовна до будь-якого типу закону сили, режиму притягання, 

відштовхування або перемінної взаємодії, якщо радіус взаємодії та відстань D набагато 
менше, ніж радіуси сфер. У випадку взаємодії клітин на відстані ~дальнього мінімуму 
(3-4 нм) ця вимога виконується. Якщо одна сфера є дуже великою, так що R2 >> R1 , 
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отримуємо ( ) ( )DWRDF 12π= , що відповідає граничному випадку сфери біля плоскої 
поверхі. Діаметр лактобактерій S. thermophilus становить ~1 мкм, тоді як діаметр 
еритроцита становить ~ 7-8 мкм. Крім ми можемо прийняти указане наближення, 
оскільки, хоча форма еритроцита є достатньо складною, більшу частину його поверхні 
можна вважати плоскою по відношенню до майже сферичних клітин S. thermophilus 
(тобто радіус кривизни поверхні еритроцита « радіусу кривизни лактобактерій).  

За малих потенціалів поверхні, менше ніж приблизно 25 мВ, що цілком відповідає 
нашому випадку, формули для енергії та сили взаємодії спрощуються. Для сфери біля 
плоскої поверхні сила електростатичного відштовхування  

0

2
2
00

22
κεε
σπκψεεπ

κ
κ

D
D eReRF

−
− =≈       (13) 

В цих рівняннях Ψ0 і σ пов’язані виразом 00κψεεσ = , яке  справедливо за малих 
потенціалів.  

Вирази (12,13) для сили взаємодії двох подвійних електричних шарів є точними 
тільки на відстанях між поверхнями, більших приблизно одного дебаївського радіуса, 
що як показано нашими розрахунками (Табл.1) справедливо для взаємодії клітин на 
відстані дальнього мінімуму і більше. Ми бачимо, що взаємодія подвійного 
електричного шару між сферичною частинкою та поверхнею експоненціально 
зменшується з відстанню, причому характерним масштабом затухання є дебаївський 
радіус екранування. 

Отже, імовірність наближення клітин S. thermophilus до еритроцитів на відстань 
дальнього мінімуму є обернено пропорційною силі електростатичного відштовхування:  

( ) DD e
A

eR
P κκ κψκψεεπ −− == 2

0
2
00

1 2
1

F
1~      (14) 

де 
02

1
εεπR

A = . Приймаємо D≈4 нм [3], R≈0,5 мкм =0,5⋅10-6 м (радіус клітин 

S. thermophilus). 
У багатьох випадках при зміні властивостей розчину ні σ, ні Ψ0 не залишаються 

постійними. Так відбувається через те, що лише у виняткових випадках іонізовані 
групи на поверхні дисоційовані повністю, і, як правило, вони частково нейтралізовані 
при зв’язуванні відповідних іонів з розчину. Наприклад, в нашому випадку з негативно 
зарядженими рецепторами на поверхні еритроцитів зв’язуються іони кальцію. Тоді 
рівноважна концентрація рецепторів на поверхні задається виразом: 

CaCa ReRe 22 ⇔+ +−          (15) 
Концентрацію кальцію на поверхні позначаємо як і раніше [Ca2+]0, концентрацію 

або поверхневу щільність не зв’язаних з Са2+ рецепторів на поверхні як [Re2-]0 і 
щільність зв’язаних з Са2+ рецепторів як [ReCa]0. Величина [Re2-]0 пов’язана з σ 
співвідношенням [ ]02Re −−= bσ , де b частка рецепторів, що відповідають за адгезію з 
лактобактеріями, відносно всіх негативно заряджених груп на поверхні еритроцитів. 

Nb =0σ  – вихідна поверхнева щільність рецепторів, а α - частка не зв’язаних з Са2+ 
рецепторів. Величину α беремо з наших експериментальних даних щодо зміни 
поверхневого заряду в розчинах з додаванням 2:1 електроліту СаCl2 за зв’язуванням 
катіонного фарбника (табл.1).  

Тоді імовірність встановлення адгезійного зв’язку з бактеріальною клітиною, що 
знаходиться на відстані дальнього потенціального мінімуму буде пропорційна кількості 
не зв’язаних с кальцієм рецепторів 
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NP ασα =02 b~         (16) 
Отже імовірність встановлення специфічного адгезійного зв’язку з урахуванням 

імовірності наближення клітин до відстані дальнього потенціального мінімуму 
становитиме 

κκ κψ
α

κψ
α

42
0

2
0

21
NA~NA~ −−×=
ee

PPP D       (17) 

В таблиці 2 зведені експериментальні та розраховані нами теоретично дані, 
прийняті для обчислення імовірності установлення специфічного адгезійного зв’язку 
між S. thermophilus та еритроцитами людини. 

Таблиця 2 
Вплив концентрації СаCl2 в середовищі на поверхневі характеристики еритроцитів та 

імовірність утворення специфічного адгезійного зв’язку 
Концентрація 
Са, 10-3 M α 

 

 
κ, нм-1 

 
Ψ0, мВ 

 

P, відносні 
одиниці 

 
0.0 1 1.23 -14.7 1 
0.9 0.82 1.25 -12.2 0.51 
1.8 0.89 1.26 -13.2 0.62 
2.7 0.89 1.27 -13.1 0.58 
3.6 0.89 1.28 -13.0 0.54 

 
Для графічної ілюстрації та порівняння експериментальних даних по визначенню 

індексу адгезії та теоретично розрахованої імовірності утворення специфічного 
адгезійного зв’язку результати представлені показані на рис. 1. 

 

 
Рис.1. Показник адгезії (♦) та імовірність утворення специфічного зв’язку (■) між 

лактобактеріями S. thermophilus та еритроцитами людини в залежності від концентрації 
CaCl2 

 



 
Роль електростатичних взаємодій у адгезії Streptococcus thermophilus… 

 

47

З поданих на рисунку даних видно, що отримані величини показника адгезії 
лактобактерій S. thermophilus на еритроцитах людини адекватно пояснюються 
запропонованою моделлю. 

 
ВИСНОВКИ 

Як ми і припускали в попередніх роботах [6,7], отримані залежності показника 
адгезії від концентрації Са2+в середовищі можна пояснити блокуванням специфічних 
рецепторів зв’язування двовалентними катіонами. В той же час визначальну роль в 
міжклітинному адгезійному процесі також відіграють електростатичні взаємодії. 
Отримані експериментальні результати та теоретичні розрахунки параметрів 
електростатичної взаємодії вчергове підтвердили прийнятність моделі двоступеневої 
сорбції та теорії ДЛФО для описання міжклітинної адгезії. 
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Дана робота присвячена розробці та оптимізації методу синтезу апатит-біополімерних 
наноструктурованих композитних матеріалів для медичного використання з різним 
співвідношенням полімерної (альгінат натрію, АН) та неорганічної (гідроксиапатит, ГА) фаз та 
дослідженню їх властивостей. Методами ІЧ-Фур'є спектроскопії, рентгенівської дифрактометрії та 
просвічуючої електронної мікроскопії (ПЕМ) охарактеризовані склад, структура та морфологія 
зразків. Визначені пористість, ступінь набухання та in vitro реакція на біоактивність у 
фізіологічному розчині отриманих композитів. Інструментальними методами підтверджено 
формування в присутності альгінату натрію фази гідроксиапатиту голчатої структури із середнім 
розміром кристалітів 23 нм з одночасним утворенням біополімерної матриці за рахунок взаємодії 
позитивно заряджених іонів кальцію (Ca2+) і негативно заряджених карбоксильних груп (СОО-). 
Зміна рН фізіологічного розчину в присутності досліджуваних зразків свідчить про їх 
біоактивність. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: нанокомпозити, гідроксиапатит, альгінат натрію, рентгенівська 
дифрактометрія, ІЧ спектроскопія, просвічуюча мікроскопія. 

 
NANOCOMPOSITE MATERIALS BASED ON HYDROXYAPATITE AND SODIUM ALGINATE: 

SYNTHESIS AND CHARACTERISTICS 
O.O. Martynyuk1*, L.F. Sukhodub1, L.B. Sukhodub2 

1Sumy State University MES of Ukraine, Rimsky-Korsakov St., 2, Sumy, 40007, Ukraine; 
2SI "Institute of Microbiology and Immunology, the Mechnikov I.I. AMS of Ukraine", Pushkinska St., 14/16, 

 Kharkiv, 61057, Ukraine 
 

This work is devoted to the development and optimization of the synthesis methodof nanostructured 
biopolymer-apatite composite materials for medical applications with different ratios of polymer (sodium 
alginate, SA) and inorganic (hydroxyapatite, HA) phases and research their properties. Composition, 
structure and morphology of the samples by FTIR spectroscopy, X-ray diffraction and transmission 
electron microscopy (TEM) were characterized. Porosity, degree of swelling and in vitro response on 
bioactivity in physiological solution obtained compositesweredetermined. The formation in the presence 
of sodium alginate hydroxyapatite phase with needle structure and average crystallite size 23 nm with 
simultaneous formation biopolymer matrix due to the interaction of positively charged calcium ions 
(Ca2+) and negatively charged carboxyl groups (COO-) by instrumental methodswasconfirmed. The pH 
changing of physiological solution in the presence of samples testifies their bioacti. 
KEY WORDS: nanocomposites, hydroxyapatite, sodium alginate, x-ray diffraction, infrared spectroscopy, 
transmission microscopy. 

 
НАНОКОМПОЗИТНЫЕ МАТЕРИАЛЫ НА ОСНОВЕ ГИДРОКСИАПАТИТА И АЛЬГИНАТ 

НАТРИЯ: CИНТЕЗ И ХАРАКТЕРИСТИКА 
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Данная работа посвящена разработке и оптимизации метода синтеза апатит-биополимерных 
наноструктурированных композитных материалов для медицинского использования с различным 
соотношением полимерной (альгинат натрия, АН) и неорганической (гидроксиапатит, ГА) фаз и 
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исследованию их свойств. Методами ИК-Фурье спектроскопии, рентгеновской дифрактометрии и 
просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ) охарактеризованы состав, структура и 
морфология образцов. Определены пористость, степень набухания и in vitro реакция на 
биоактивность в физиологическом растворе полученных композитов. Инструментальными 
методами подтверждено формирование в присутствии альгината натрия фазы гидроксиапатита 
игольчатой структуры со средним размером кристаллитов 23 нм с одновременным образованием 
биополимерный матрицы за счет взаимодействия положительно заряженных ионов кальция (Ca2+) 
и отрицательно заряженных карбоксильных групп (СОО-). Изменение рН физиологического 
раствора в присутствии исследуемых образцов свидетельствует об их биоактивность. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: нанокомпозиты, гидроксиапатит, альгинат натрия, рентгеновская дифрактометрия, 
ИК спектроскопия, просвечивающая микроскопия. 

 
Дослідження, розробка та виробництво матеріалів для медичних імплантатів є 

актуальною проблемою сучасного медичного матеріалознавства впродовж останнього 
десятиліття. Багато наукових робіт присвячено розробці та оптимізації методик 
отримання кальцій-фосфатних матеріалів із заданим складом та властивостями,  
близькими до нативної кісткової тканини. Розробки матеріалів на основі 
нанокристалічних фосфатів кальцію проводять у двох напрямках: нанокристалічна 
кераміка та композиційні матеріали з біополімерними матрицями, армованими 
наночастинками фосфатів. 

Загальновідомо, що кісткова тканина людини (КТЛ) являє собою складний 
композиційний матеріал з організованою на декількох рівнях мікроструктурою, що 
володіє унікальними механічними властивостями. Основними складовими кісткової 
тканини є колаген типу I ~ 20%, мінеральна фаза – кальцій дефіцитний ГА 
(Cа10-х(НPO4)х(PO4)6-х(OH)2-х) ~ 60%, вода ~ 9%, неколагенові білки ~ 3%, залишок–
полісахариди, ліпіди [1]. ГА – найбільш відповідний керамічний матеріал, який може 
бути використаний в якості заміни дефектних кісток і зубів завдяки його біосумісності, 
біоактивності, остеокондуктивності, нетоксичності [2-5]. 

Біологічний апатит формується за допомогою утворення зародків кристалізації на 
макромолекулах колагену і їх подальшого зростання за рахунок іонного транспорту та 
осадження з рідини організму [6]. Кристали ГА мають форму пластинок довжиною ~ 
40-60 нм, шириною ~ 20-30 нм і товщиною ~ 1,5-5 нм та орієнтовані паралельно осі 
колагенової фібрили. Нанокристали ГА володіють двома найважливішими для 
фізіології кісткової тканини якостями: знаходяться в динамічній рівновазі з біологічним 
оточенням в циклі ремоделювання (резорбції / мінералізації) і виявляють високий 
рівень механічних властивостей [7]. Нанокристалічний ГА має підвищену здатність 
адсорбувати білки, необхідні для життєдіяльності клітин, володіє вибірковістю по 
відношенню до функцій клітин, що утворюють кісткову і фіброзну тканини [8].  

Оскільки природна кісткова тканина є композиційним матеріалом, що складається 
з ГА, колагену та інших білків, то значні перспективи для підвищення механічних 
властивостей ГА-кераміки, призначеної для виготовлення кісткових імплантатів, має 
принцип формування композиційних структур з великою кількістю клінічних 
застосувань [9-11]. Таким чином, формування нанорозмірних частинок ГА у 
полімерному скеффолді наближує за структурою отримані матеріали до КТЛ та сприяє 
їх більш ефективній імплантації. В якості органічної складової був обраний альгінат 
натрію – природний аніонний полімер, отриманий переробкою бурих морських 
водоростей, який володіє високою біосумісністю зі сполучною тканиною, низькою 
токсичність, здатністю підсилювати регенеративні процеси при загоюванні ран, 
здатністю біодеградувати з утворенням сполук, що мають хемотаксисну активність до 
фібробластів та остеобластів [12, 13].  
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Композитні матеріали для медичного використання в залежності від призначення 
можуть бути виготовлені в різних лікарських формах (гелі, суспензії, порошки, 
гранули), які залежать, в тому числі, від вмісту біополімеру. Тому метою даної роботи 
було створення наноструктурованих апатит-біополімерних композитів з різним 
співвідношенням органічної та неорганічної компонент, дослідження їх властивостей і 
вивчення впливу полімеру на формування  кристалів кальцій-фосфатної фази.  

 
МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 

 
Матеріали 

Кальцій нітрат тетрагідрат (Ca(NO3)2·4H2O), гідрофосфат амонію ((NH4)2HPO4), 
гідроксид амонію (NH4OH) класифікації «ХЧ», «Merck»; натрію альгінат (Е401) 
молекулярною масою 15 кДа, Китай. 

 
Синтез ГА/АН композитів 

При синтезі були використані водні розчини 0,167 М кальцій нітрату тетрагідрату 
(Р1) та  0,1 Мгідрофосфату амонію (Р2). Альгінат натрію розчиняли в (NH4)2HPO4 в 
сушильній шафі при температурі 37оС протягом 1 доби (Р3). Для утворення композиту 
розчин Р1 додавали по краплях до суміші Р3. Реакцію синтезу проводили при 
температурі 80оС, значення рН=12 реакційної суміші досягали додаванням 25 % 
водного розчину NH4ОН. Суміш зберігали при температурі навколишнього середовища 
(27°С) протягом 24 годин, після чого утворений осад багаторазово промивали 
дистильованою водою до рН~7,4 та відділяли за допомогою центрифуги. Отримували 
гелеподібну субстанцію вологістю 90 %. Для подальших досліджень продукт 
висушували при 37°С та прожарювали при 900°С протягом 1 години з подальшим 
подрібненням. Було підготовлено 5 типів зразків з наступним масовим 
співвідношенням ГА до натрію альгінату: 4:1 (зразок №1), 3:2 (зразок №2), 1:1 
(зразок №2), 2:3 (зразок №4), 4:1 (зразок №5). Розрахунок проводили виходячи із 
кількості теоретично утворюваного ГА в результаті реакції синтезу.Для проведення 
аналізу з використанням інструментальних досліджень було підготовлено по три зразка 
кожного типу, а результати аналізів усереднені. 

 
Структурні дослідження 

Структура отриманих зразків була визначена методом рентгенівської дифракції на 
автоматизованому дифрактометрі ДРОН-3 (НПП «Буревестник», Росія). Система 
автоматизації ДРОН заснована на мікропроцесорному контролері, який забезпечує 
управління гоніометром ГУР-8 та передачу даних в цифровому вигляді на ПК. При 
дослідженні використовувалось випромінювання CuKα (довжина хвилі 0,154 нм), 
фокус по Брегу-Брентаноθ-2θ (2θ – брегівський кут). Величини струму та напруги 
складали 20 мА та 40 кВ відповідно. Дослідження зразків проводилося в режимі 
безперервної реєстрації (швидкість 4o/хв.), діапазон кутів 2θ від 10o до 60o. Результати 
експерименту передаються безпосередньо в програмний пакет підтримки експерименту 
DifWin-1 (ТОО «Эталон ПТЦ») для попередньої обробки. Ідентифікація кристалічних 
фаз проводилась за допомогою картотеки JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction 
Standards). 

Розміри кристалітів розраховували за формулою Шеррера: 
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де L – розмір кристаліту, K – коефіцієнт форми (приймаємо K = 1), βm – інтегральна 
ширина профілю дифракційної лінії. 

Рівень мікродеформацій ε вимірюється як зміна міжплощинної відстані 
досліджуваного зразка у порівнянні з еталоном, в якому мікродеформації відсутні. 
Якщо фізичне розширення дифракційних ліній відбувається лише через 
мікродеформації кристалічної решітки, то рівень мікродеформацій визначається за 
наступною формулою: 

,
tg4 θ
β

ε n=  

 
де βn – інтегральна ширина дифракційного профілю, фізичне розширення в якому 
відбувається лише через мікродеформації кристалічної решітки. 

 
Просвічуюча електронна мікроскопія 

Електронно-мікроскопічні дослідження структури і фазового складу зразків 
проводилось з використанням просвічуючого електронного мікроскопу ПЕМ-125К 
(ВАТ «Selmi», Україна) при роботі у світлопольному та мікродифракційному режимі 
без введеної селекторної діафрагми. Прискорююча напруга складала 90 кВ. 

Для розміщення об’єктів у предметній площині об’єктивної лінзи ПЕМ 
використовувались опорні сітки з міді (30×30 мкм) та нікелю (50×50 мкм). Оскільки 
об’єкти мали розміри менші за отвори сітки, вони розміщувались на тонких, прозорих 
для електронів, суцільних плівках вуглецю товщиною 20 нм. Дані зразки наносились на 
опорну сітку з плівкою вуглецю, попередньо закріплену в об’єктотримачі, завдяки 
диспергації суспензії ультразвуковим методом. Суспензія отримувалась методом 
розчинення гелю (порошку) дистильованою водою. 

 
ІЧ спектроскопія 

Спектри ГА/АН композитів були отримані за допомогою інфрачервоної 
спектроскопії (ІЧ). Дослідження проводили на інфрачервоному спектрометрі на основі 
Фур’є перетворення Agilent Cary 63 FTIR (компанія Agilent Technologies, США), в 
якому застосовується сучасний метод ідентифікації молекулярних сполук і їх 
кількісного аналізу. Промені від ІЧ-джерела світла проходять через зразок і падають на 
детектор, який вимірює поглинання світла зразком. Величина поглинання дозволяє 
точно ідентифікувати молекулярну структуру зразка та визначити кількість речовини в 
суміші. Спектри поглинання були виміряні в діапазоні 4000-500 см-1. 

 
In vitro дослідження 

Біоактивність досліджуваних зразків визначали за зміною значення рН 
фізіологічного розчину (SBF), який за складом та концентрацією компонентів 
наближений до сиворотки крові людини: Na+ – 142 мМ, K+ – 5 мМ, Mg2+ – 1,5 мМ, 
Ca2+ – 2,5 мМ, Cl- – 148,8 мМ, HCO3

- – 4,2 мМ, HPO4
2- – 1,0 мМ, SO4

2- – 0,5 мМ, pH=7,4 
[14]. Зразки композитів однакової маси були занурені в  розчин SBF об’ємом 5 мл та 
витримані в термошафі з постійною температурою 37°С протягом 7 днів. Вимірювання 
рН здійснювалося щоденно за допомогою pH-метра pH-150МІ. 

 
Вимірювання пористості та набухання композитів 

Для визначення пористості отриманих композитних матеріалів зразок масою m0 
поміщали в мірний циліндр з відомим об’ємом етанолу (V1) і витримували протягом 
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30 хв. Об’єм етанолу з зануреним зразком відповідає V2. Потім зразок, в пори якого 
проник етанол, витягували з циліндра, зважували (m1) і визначали об’єм спирту, що 
залишився (V3).  

Пористість (П)  розраховували за формулою [15]:  
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де ρет – густина етанолу. 

Рівноважний ступінь набухання композитних матеріалів вивчали ваговим методом. 
Для цього висушені зразки заливали надлишком фізіологічного розчину і ставили в 
термошафу при заданій температурі. Через 24 години зразки діставали, фільтрувальним 
папером видаляли надлишок рідини з поверхні та зважували з точністю до четвертого 
знаку. 

Розрахунок рівноважного ступеня набухання Q проводили за формулою: 
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де m0 – маса сухого зразку, г; m – маса зразку, що набухнув до рівноважного стану, г. 
 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 
 

Рентгенофазовий аналіз 
Рентгенограми ГА/АН композитів, висушених при 37оС, наведені на рис. 1. 

Рентгенівські спектри підтверджують формування кристалітів гідроксиапатиту в 
присутності альгінату. Всі піки на рентгенівських дифрактограмах зразків №1-4 (a-d) 
ідентифікуються як стехіометричний ГА № 9-432 згідно з базою даних JCPDS, окрім 
зразку №5 (е),  в якому із-за низького ступеню кристалічності, в результаті впливу 
альгінату натрію, відсутня чітка ідентифікація піків і його скоріше можна віднести до 
аморфного кальцій фосфату. 

Значення мікродеформацій та розмір кристалітів, розрахований за допомогою 
рівняння Шеррера, наведені в таблиці 1. Мікродеформації зразків № 1-4 майже не 
відрізняються між собою, окрім зразка №5, в якому вказана величина збільшується в 2 
рази в площині (112). Розмір кристалітів ГА зменшується із збільшенням кількості 
альгінату, введеного в реакційну систему при синтезі. Крім того, у всіх зразках 
спостерігається зміщення базового піку високої інтенсивності (211) для чистого ГА до 
більш високого значення 2θ (112) тобто, від 2θ = 31,88 ° до 32,04 ° для ГА у складі 
композиту. Це можливо через вплив стиснення полімерних матриць через міжфазні 
зв'язки [16]. Вказані зміни у спектрах свідчать про вплив АН на формування ГА. 

Для подальшого дослідження та контролю наявності додаткових фаз зразки були 
прогріті при 900оС протягом 1 години, оскільки при такій температурі відбуваються 
процеси рекристалізації та фазового розпаду, що може призвести до утворення інших 
кальцій-фосфатних фаз [17]. Результати дослідження, наведені на рис. 2 та в табл. 2 
показують, що єдиною фазою після прожарювання у всіх зразках був 
висококристалічний стехіометричний ГА (JCPDS №09-0432), але у зразку №5 ступінь 
кристалічності значно менший. Відпал полімеру після прожарювання призводить до 
збільшення середнього розміру кристалітів від 23 до 68 нм в зразках № 1-4 та від 18 до 
39 нм в зразку №5. Для порівняння, після прожарювання при 900 оС чистого ГА, 
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синтезованого без полімеру, середній розмір кристалітів складає 23 нм. Таке 
збільшення розмірів кристалітів свідчить про більш високий ступінь агломерації 
наночастинок, утворених при синтезі ГА в присутності полімеру, завдяки їх високій 
реакційній здатності. Середнє значення мікродеформацій у зразках, синтезованих в 
присутності полімеру (№1-5) складає 0,0025 та є значно меншим в порівнянні зі 
значенням мікродеформації чистого ГА, яке становить 1,197 [17]. 

 
 

Рис. 1. Рентгенограми зразків ГА/АН 4:1 (а), ГА/АН 3:2 (b), ГА/АН 1:1 (c), ГА/АН 2:3 (d),  
ГА/АН 1:4 (e), висушених за температури 37 °С 

 
Таблиця 1  

Розміри кристалітів ГА в композитному матеріалі ГА/АН, висушених при 37оС 
 

Зразок Індекс Міллера 
Розмір кристалітів 

за Шеррером, нм 
Мікродеформації,·103 

ГА/АН 4:1 (№ 1) 
(002) 28 0,006 

(112) 9 0,015 

ГА/АН 3:2 (№ 2) 
(002) 23 0,007 

(112) 9 0,015 

ГА/АН 1:1 (№ 3) 
(002) 22 0,007 

(112) 12 0,011 

ГА/АН 2:3 (№ 4) 
(002) 25 0,007 

(112) 7 0,019 

ГА/АН 1:4 (№ 5) 
(002) 18 0,009 

(112) 5 0,026 
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Рис. 2. Рентгенограми зразків ГА/АН 4:1 (а), ГА/АН 3:2 (b), ГА/АН 1:1 (c), ГА/АН 2:3 (d), 
 ГА/АН 1:4 (e), після відпалу за температури 900оС 

 
Таблиця 2  

Розміри кристалітів ГА після відпалу зразків при 900оС протягом 1 години 
 

Зразок Індекс Міллера 
Розмір кристалітів 

за Шеррером, нм 
Мікродеформації,·103 

ГА/АН 4:1 (№ 1) 
(002) 68 0,0025 

(112) 51 0,0027 

ГА/АН 3:2 (№ 2) 
(002) 66 0,0026 

(112) 53 0,0026 

ГА/АН 1:1 (№ 3) 
(002) 67 0,0025 

(112) 52 0,0026 

ГА/АН 2:3 (№ 4) 
(002) 63 0,0027 

(112) 51 0,0027 

ГА/АН 1:4 (№ 5) 
(002) 39 0,0044 

(112) 34 0,004 

 
Інфрачервона спектроскопія 

ІЧ спектри альгінату натрію та композитних матеріалів зображені на рис.3. Чистий 
альгінат представлений двома характеристичними абсорбційними смугами з 
вершинами при 1592 см-1, що відповідає асиметричним валентним коливанням СОО- 
груп, та 1406 см-1, що відноситься до симетричних валентних коливань СОО- груп, та 
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перекриваються з коливаннями С-Н зв’язків в метилових групах. С-Н коливання  також 
спостерігаються  при 2923 см-1. Адсорбційна смуга з піком 1026 см-1 та невеликими 
«плечами» при 1082 см-1 та 1128 см-1 відповідає С-О-С коливанням,  С-О та ОН 
коливанням у вторинних спиртових групах відповідно. Коливання 1298 см-1 відповідає 
коливанням С-О карбосильних кислот. Широка смуга біля 3192 см-1 належить 
валентним коливанням ОН груп [18]. 

 
 
Рис. 3. ІЧ спектри ГА/АН 4:1 (а), ГА/АН 3:2 (b), ГА/АН 1:1 (c), ГА/АН 2:3 (d), ГА/АН 1:4 (e), АН (f) 
 
У всіх зразках синтезованого композитного матеріалу ГА/АН  з’являються нові 

піки коливань груп РО4
3-: антисиметричні коливанняѵ4 при 562, 603 см-1 [19] та 

симетричні коливання ѵ1 при 964 см-1 [20], які перекриваються з смугою С-О-С 
коливань  альгінату та ѵ3 асиметричними коливаннями Р-О (1039-1050 см-1) [11]. Про 
це свідчить «плече» при 1089 см-1. Інтенсивність піків при 1022-1024 см-1 значно зросла 
у всіх спектрах композиту ГА/АН порівняно зі спектром чистого альгінату, а 
інтенсивність коливань СОО- груп (1592 та 1406 см-1) значно знизилась зі зсувом вбік 
менших хвильових довжин у спектрах а,b,c,d. Коливання у спектрі зразка з найбільшим 
вмістом альгінату (e) є близькими до спектру чистого альгінату. Однак, коливання при 
1592 см-1 у спектрі чистого альгінату, які відповідають асиметричним коливанням 
СОО- груп, виявилися зсунутими до 1594 см-1 та більш інтенсивними у спектрі 
композитного матеріалу. Відбувся зсув адсорбційної смуги С-О-С коливань з 1026 см-1  
до 1020 см-1, інтенсивність цих коливань зросла втричі. Пік 1406 см-1 у чистому 
альгінаті є зсунутим до 1328 см-1 у випадку композиту, його інтенсивність та ширина 
також значно збільшились порівняно зі спектром чистого альгінату. Інтенсивність 
піків, які відповідають коливанням фосфатних груп 562, 603 см-1 навпаки знизилась. 
Останній факт свідчить про зменшення долі кальцій фосфатної сполуки у 
композитному матеріалі та значний вплив альгінату на формування та ступінь росту 
кристалів ГА.  

Зсув та збільшення інтенсивності основних коливань у спектрі композитного 
матеріалу свідчить про формування хімічних зв’язків між мінеральною фазою та 
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органічною компонентою шляхом взаємодії між позитивним зарядом іонів кальцію та 
негативним зарядом карбоксильних груп в альгінаті натрію [21]. Наявність 
міжмолекулярної взаємодії між неорганічним мінералом та хімічним ланцюгом 
альгінату в полімерному середовищі забезпечує контрольовану нуклеацію та ріст 
кристалітів неорганічної фази [22], що і підтверджується результатами аналізу методом 
рентгенівської дифракції. 

 
Просвічуюча електронна мікроскопія 

Зображення ПЕМ зразків № 1-5 наведені на рис. 4.  

 
      а)         б) 

 
      в)         г) 

 
д) 
 

Рис. 4. ПЕМ зображення водних суспензій ГА/АН 4:1 (а), ГА/АН 3:2 (б), ГА/АН 1:1 (в),  
ГА/АН 2:3 (г), ГА/АН 1:4 (д) 
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Знімки ПЕМ демонструють голчату структуру частинок гідроксиапатиту у складі 
композитного матеріалу у зразках № 1-4 (рис. 4 а-г). Збільшення кількості полімеру при 
синтезі (рис. 4 д) призводить до зміни форми кристалітів, утворення наночастинок ГА, 
оточених полімерною оболонкою. Із зображень ПЕМ видно, що зі збільшенням вмісту 
альгінату натрію в реакційній суміші під час синтезу композитного матеріалу 
відбувається зменшення розміру частинок від 120 нм (№ 1) до 50 нм (№ 4). ПЕМ зразка 
№ 5 з найбільшим вмістом альгінату демонструє зміну форми і зменшення розмірів 
кристалітів ГА. 

 
Дослідження біоактивності in vitro 

Вивчення біоактивності in vitro ГА/АН композитів (рис. 5) було проведено шляхом 
дослідження зміни рН розчину SBF, в якому знаходились зразки біокомпозитного 
матеріалу протягом 7 днів.  Початкове значення рН фізіологічного розчину складало 
7,46. Дослідження показали, що значення рН контрольного розчину SBF (без 
композитного матеріалу) залишалось сталим протягом всього періоду спостереження.  
У присутності експериментальних зразків протягом перших трьох діб відбувалося 
зниження рН розчину SBF з поступовим підвищенням цього значення з четвертої доби і 
до кінця спостереження. Очевидно, зниження рН відбувається в результаті формування 
ГА на поверхні зразка з іонів Са2+ та ОН-, присутніх в розчині SBF. Після збіднення 
розчину на вказані іони відбувається зворотній процес розчинення утвореного кальцій-
фосфату. При цьому відбувається зв’язування іонів Н+ з іонами РО4

3-, що призводить до 
збільшення значення рН середовища [23]. Даний факт підтверджує високу 
біоактивність ГА/АН композитного матеріалу у фізіологічному середовищі. 

0 1 2 3 4 5 6 7 8
7,30

7,35

7,40

7,45

7,50

7,55

7,60
pH

Час,дні

а

б
в
г
д

 
 

Рис. 5. Дослідження біоактивності композиційних матеріалів in vitro: а) зразок ГА/АН 4:1, б) зразок 
ГА/АН 3:2, в) зразок ГА/АН 2:3, г) зразок ГА/АН 1:1, д) розчин SBF 

 
Пористість та набухання композитів 

Було проведено вивчення ступеня набухання та пористості досліджуваних зразків 
№ 1-4 (табл. 3). Зразок № 5 не був досліджений, оскільки знаходився у вигляді 
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стабільної емульсії з рівномірним розподілом дисперсної фази (наночастинки ГА) у 
дисперсійному середовищі. Даний факт не дозволив підготувати тверду форму зразка 
для дослідження вказаних характеристик. 

 
Таблиця 3  

Значення пористості та набухання синтезованих композитних матеріалів  
 

Зразок Пористість,% Набухання,% 
ГА/АН 4:1 (№ 1) 83±0,38* 105±0,33 
ГА/АН 3:2 (№ 2) 41±0,28 117±0,42 
ГА/АН 1:1 (№ 3) 38±0,36 130±0,57 
ГА/АН 2:3 (№ 4) 35±0,43 221±0,39 

*відмінності статистично значимі (p≤0,05). 
 
Набухання отриманих зразків відбувається за рахунок полімеру та пористості 

матеріалу. Виходячи з даних таблиці можна сказати, що більшу частку в набухання 
зразків ГА/АН 3:2, ГА/АН 1:1, ГА/АН 2:3 вносить полімерна складова, оскільки ступінь 
набухання в декілька раз перевищує пористість матеріалу, окрім зразка ГА/АН 4:1, 
набухання якого в більшій мірі відбувається за рахунок пористості. Серед усіх 
досліджених зразків найвищим ступенем набухання володіє зразок ГА/АН 2:3 за 
рахунок найбільшого вмісту полімеру. Отриманий результат зменшення пористості у 
зразках зі збільшенням вмісту альгінату є прогнозований, оскільки дослідженню 
пористості проводилось на виготовлених у кубічній формі та висушених при 37оС 
зразках, а доданий полімер надає висушеному зразку більш щільної структури.  

 
ВИСНОВКИ 

В даній роботі були синтезовані апатит-біополімерні наноструктуровані 
композитні матеріали для медичного використання з різним співвідношенням 
полімерної (альгінат натрію) та неорганічної (гідроксиапатит) фаз. Рентгеніські спектри 
підтверджують формування кристалітів гідроксиапатиту в присутності альгінату 
натрію, розмір яких  зменшується із збільшенням кількості альгінату, введеного в 
реакційну систему при синтезі. Вивчення  морфології синтезованих нанокомпозитів 
показало утворення кристалітів ГА голчатої форми з розміром частинок від 50 (№ 4) до 
120 (№ 1) нм. У випадку зразка № 5 відбувається утворення наночастинок ГА (розмір 
кристалітів < 20 нм) в полімерній оболонці, які знаходяться у вигляді стабільної 
емульсії. Методами рентгенівської дифракції та ІЧ спектроскопії підтверджено 
міжмолекулярну взаємодію між ГА і АН. Наявність міжмолекулярної взаємодії між 
неорганічним мінералом та хімічним ланцюгом альгінату забезпечує контрольовану 
нуклеацію та ріст кристалітів неорганічної фази. Про біоактивність утворених 
композитних матеріалів свідчить зміна рН розчину SBF із досліджуваними зразками. 
Дослідження пористості та ступеня набухання показує, що зі збільшенням вмісту 
полімерної складової пористість композитних матеріалів зменшується, а ступінь 
набухання збільшується. Це дослідження являє собою платформу для подальших 
досліджень  ГА/АН композитів для біомедичних застосувань. 
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Досліджено особливості впливу новосинтезованих наночастинок (НЧ) на основі 
рідкісноземельних елементів, а саме ортованадатів та оксиду церію, з різними геометричними 
параметрами на мітохондріальний потенціал (ΔΨm) та процеси дихання та окисного 
фосфорилювання печінки. Зниження ΔΨm під впливом НЧ ортованадатів та СеО2 (1-2 нм), а також 
рівня АТФ в ізольованих мітохондріях свідчить про те, що енергетичні процеси в мітохондріях є 
мішенню при дії НЧ. Найбільший пригнічуючий ефект демонстрували екстрамалі сферичні 
(ортованадатні та СеО2 розміром 1-2 нм) частинки, і тільки СеО2 із розміром 8-10 нм не виявив 
негативного впливу на всі досліджені показники. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: редоксактивні наночастинки, мітохондріальний потенціал, мітохондріальне дихання. 
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The features of influence of newly synthesized nanoparticles (NPs) based on the rare earth elements, 
namely orthovanadates and cerium oxide, with the different geometrical parameters on the mitochondrial 
potential (ΔΨm) and respiration and oxidative phosphorylation of the liver were investigated. Reduction 
of ΔΨm, as well as the ATP level in isolated mitochondria under influence of orthovanadates and CeO2 
(1-2 nm) NPs suggests that energy processes in the mitochondria are the target of the action of NPs. The 
highest inhibitory effect was shown by ekstrasmall spherical (orthovanadate and CeO2 of 1-2 nm) 
particles and only CeO2 with sizes of 8-10 nm have no a negative influence on all investigated 
parameters. 
KEY WORDS: redoxactive nanoparticles, mitochondrial potential, mitochondrial respiration. 

 
Наночастицы (НЧ) на основе редкоземельных элементов (РЗЭ) имеют 

значительный потенциал для биомедицинского применения [1]. Была 
продемонстрирована возможность их использования для различных биологических 
целей, охватывающих различные области молекулярной и клеточной биологии в 
исследованиях in vitro и in vivo. Наличие оптических свойств НЧ, легированных РЗЭ, 
может быть использовано для получения различных типов изображений [2,3]. 
Перспективные фотофизические свойства таких НЧ включают в себя высокую 
фотостабильность, отсутствие мерцания, узкие эмиссионные линии, большие времена 
жизни. К преимуществам НЧ этой группы относятся также относительная 
нетоксичность, способность находиться в водных растворах в коллоидном состоянии и 
легкость функционализации, которая позволяет провести сочетание наноразмерного 
носителя с различными биологически активными молекулами и функциональными 
группами. Сообщалось о получении многофункциональных ванадатних НЧ, 
легированных РЗЭ, которые могут использоваться в качестве люминесцентных зондов, 
оксидантных сенсоров с пространственно-временным измерением, и контрастных 
агентов для магнитно-резонансной томографии [4].  

Особое внимание уделяется изучению редоксактивности НЧ. С управляемой 
редоксактивнистью связывают перспективу использования НЧ на основе РЗЭ в 
качестве оксидантных сенсоров [5] или в качестве ловушек свободных радикалов [6]. 
Особое внимание исследователей привлекает диоксид церия. Нестехиометрия церия в 
нанокристаллическом состоянии дает возможность его участия в различных 
окислительно-восстановительных процессах, в частности, в инактивации некоторых из 
наиболее токсичных активных форм кислорода (АФК), таких как пероксид водорода, 
супероксидный и нитроксильний радикалы. Однако некоторыми исследователями 
выявлен ряд отрицательных эффектов НЧ данного типа – цитотоксических и 
проапоптических [7,8]. Более того, указывается, что токсические эффекты НЧ оксида 
церия могут реализоваться через развитие оксидативного стресса. Необходимо также 
учитывать роль АФК в регуляции физиологических и биохимических процессов. Они 
выполняют функцию меж- и внутриклеточных мессенджеров, регуляторов и 
составляющих метаболических процессов, являясь самым первым и наиболее 
мобильным звеном в адаптационной перестройке организма при экстремальных 
воздействиях. Поэтому влияние редоксактивных НЧ может приводить к изменениям 
или даже нарушениям тех или иных звеньев регуляторного механизма.  

Свободные радикалы играют важную роль в транспорте электронов в дыхательной 
цепи. Интеграция редоксактивных НЧ в процессы переноса электронов может 
сопровождаться нарушениями функционального состояния митохондрий, приводить к 
окислительному дисбалансу и клеточной гибели. Митохондрии являются целевыми 
органеллами и главной токсической мишенью даже при воздействии НЧ, 
демонстрирующих в различных системах антиоксидантные свойства. При этом 
цитотоксичность реализуется через митохондриальную недостаточность, связанную с 
открытием митохондриальной поры, митохондриальной деполяризацией и 
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торможением синтеза АТФ на ранней стадии, окислению восстановленного глутатиона 
(GSH) и тиоловых групп белков, и перекисного окисления липидов через 
окислительный стресс на более позднем этапе [9].  

Характеристики, которые определяют реакционную активность наноматериалов – 
это их размер, химический состав, методы получения и синтеза, наличие 
функциональных химических групп на поверхности, форма и радиус кривизны 
поверхности, ее гетерогенность и наличие пор, гидрофильность/гидрофобность. В 
биологических системах действие всех этих составляющих дополняется особенностями 
биологических реакций, и оценка редоксактивности НЧ и индуцированных изменений 
окислительного баланса в живых системах должна проводиться на разных структурных 
уровнях и в динамике развития процесса. Митохондриальный потенциал (ΔΨm) 
является показателем не только митохондриальной активности, но и функционального 
состояния клеток в целом. Установление взаимосвязи между редоксактивностью НЧ и 
их способностью изменять ΔΨm, а значит и процессы клеточного дыхания и 
окислительного фосфорилирования и степень их сопряжения, необходимо для решения 
вопроса о механизмах действия НЧ на митохондриальные процессы и разработки 
стратегии управляемого воздействия частиц. Применение наноматериалов с 
управляемой редоксактивнистью для восстановления окислительного гомеостаза имеет 
значительные перспективы для коррекции состояний, связанных с окислительным 
дисбалансом.  

В данной работе исследовалась способность редоксактивных НЧ на основе 
ортованадатов редкоземельных элементов различной формы и размеров – сферической, 
веретеноподобной и стержнеподобной, а так же СеО2 сферической формы, c размерами 
1-2 нм и 8-10 нм, влиять на ΔΨm гепатоцитов, интенсивность дыхания и 
окислительного фосфорилирования в изолированных митохондриях печени крыс.  
 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Синтез водных растворов ортованадатов редкоземельных элементов 

nReVO4:Eu3+ (Re = Gd, Y, La) и оксида церия был выполнен согласно методам, 
описанным ранее [2, 3, 10]. Сферические НЧ размером 1-2 нм имеют состав Gd0,6-0,8Y0,1-

0,3VO4:Eu3+
(0,1), веретеноподобные (25×8 нм) – Gd0,9VO4: Eu3+

(0,1), стержнеподобные 
(57×6-8 нм) – La0,9VO4:Eu3+

(0,1).  
Известно, что НЧ в биологических матриксах имеют тенденцию к агломерации, 

поэтому было проведено исследование влияния среды инкубации клеток (среда ИГЛА, 
с 10% эмбриональной сывороткой, рН=7,4) на распределение НЧ по размерам и ζ-
потенциал с помощью прибора ZetaPALS/BI-MAS (Brookhaven Instruments Corporation, 
США). Распределение НЧ по размерам определяли методом динамического рассеяния 
света (ДРС) (длина волны излучения лазера 659 нм) при угле рассеяния 90°. Измерения 
проводили в специальной полистирольной кювете (BI-SCP). Перед началом измерений 
исследуемые растворы термостатировали при температуре 25°C. При концентрации НЧ 
в исследуемых растворах 0,05 г/л, значения ζ-потенциала НЧ в среде ИГЛА 
незначительно снижаются за счет содержащихся в среде неорганических электролитов 
[10]. Изменений распределения фракций по размерам и коагуляции НЧ в среде ИГЛА 
не наблюдалось.  

Флуоресцентный анализ клеток был выполнен с помощью JC-1 (5,5',6,6'-
tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolocarbocyanine iodide), как описано в [10,11]. 
Гепатоциты были выделены из печени крыс – самцов популяции Вистар с массой тела 
180-200 г согласно методу, описанному ранее [12] и в соответствии с 
Международными принципами «Европейской конвенции о защите позвоночных 
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животных, используемых для экспериментальных и других научных целей» 
(Страсбург, 1986), одобренными III Национальным конгрессом Украины по биоэтике 
(Киев, 2007). Инкубацию клеток с красителем JC–1 (10-6 М) проводили в среде Игла 
рН=7,4 при концентрации 5·105 кл/мл не менее 60 мин. Затем 50 мкл исходного 
раствора НЧ (с концентрацией 1 г/л) соответствующего типа добавили к 
соответствующему образцу и инкубировали в течение 24 ч. При этом конечная 
концентрация НЧ в инкубационной среде составила 0,05 г/л. Наблюдение и 
фотографирование клеток осуществляли с помощью люминесцентного микроскопа 
Оlympus IX71 (Tokyo, Japan) и цифровой камеры Оlympus С–5060 (Tokyo, Japan). Для 
мономеров красителя JC–1 полоса возбуждения составляла 450-490 нм, полоса 
люминесценции 500 нм и выше. Для агрегатов эти параметры составляли – 510–560 нм 
и 570 нм и выше, соответственно. Оценивали интегральную яркость клеток, 
нормализованную по отношению к фону. Данные усреднены из ~ 25-30 клеток на 
подложке для каждого исследованного образца. Результаты выражены как среднее 
значение ± стандартная ошибка среднего из 4-5 независимых экспериментов. 

Выделение митохондрий печени. Митохондрии выделяли методом 
дифференциального центрифугирования [13] в модификации [14] из гомогената печени  
(соотношение навески ткани и объема  среды выделения – 1:7). Состав среды 
выделения: 0,3 М сахароза, 1 мМ трилон Б, 10 мМ трис-HCl, pH=7,4. Фракцию МХ 
получали с одной или двумя промывками в среде выделения без трилона Б; в этой же 
среде суспендировали и конечный осадок. После выделения изолированные 
митохондрии (с концентрацией белка 41,89±0,85 мг/мл,) ресуспендировали в 0,1 M 
трис-буфере, рН=7,4. Затем были добавлены НЧ (с конечной концентрацией в образцах 
– 0,05 г/л), и образцы инкубировались при 25°C в течение 20 мин., после чего были 
помещены в лед. Инкубация митохондрий с НЧ при 25°C в течение 20 необходима для 
развития эффектов частиц. Необходимо отметить, что никаких отличий в 
функциональном состоянии митохондрий между контрольными образцами (без НЧ), 
пребывавшими при 25°C 20 мин., и контрольными образцами также без НЧ, которые 
находились на льду в течение всего эксперимента, не наблюдалось.  

Измерение люминол - зависимой хемилюминесценции (ХЛ) проводилось так 
же, как описано в [15]. Реакционная среда содержала реактив Фентона: 0,05 M трис-
буфер pH=7,4, 50 мкM люминол, 10 мкM Fe2+. Реакция активировалась 1,35 мM 
пероксидом водорода. Спектры ХЛ измерялись с помощью хемилюминометра Lum-
5773 (Россия). Светосумму и интенсивность вспышки ХЛ измеряли в течение 5 мин. 

Полярографическое измерение дыхания и окислительного фосфорилирования. 
Дыхание митохондрий определяли с помощью закрытого кислородного электрода 
Кларка [15] в термостатируемой ячейке (30оС) в реакционной среде следующего 
состава: 150 мМ сахароза, 75 мМ KCl, 10 мМ KH2PO4, 2 мМ MgCl2, 10 мМ трис-HCl, 
pH=7,4, 0,6 – 1,2 мг белка в 1 мл. Субстраты окисления, глутамат+малат, вносили в 
концентрациях по 4 мМ. Концентрация вносимого AДФ составляла 400 мкМ. 
Дополнительные добавки в полярографическую ячейку в зависимости от типа 
измеряемой активности: ЭГТА – 1 или 2 мкМ, БСА (обезжиренный, V фракция) – 1 
мг/мл. По кривым потребления кислорода рассчитывали скорости дыхания 
митохондрий в метаболических состояниях 2 и 3 по Чансу (V2 и V3), дыхательный 
контроль (ДК, V3/V2). 

Определение уровня АТФ. АТФ определяли с помощью экзогенных гексогеназы 
и глюкозо-6-фосфата по методу [16], описанному в [17].  

Определение содержания белка. Содержание белка в исследуемых образцах 
определяли по методу Бредфорда [18].  
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В случае измерения ХЛ, уровня АТФ и полярографических исследований данные 
усреднены из 5 идентичных повторов для каждого исследованного образца. Результаты 
выражены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего из 4-5 независимых 
экспериментов. 

Необходимо отметить, что при проведении всех вышеперечисленных 
экспериментов каждый вариант воздействия сравнивали со своим контролем. 
Результаты статистически обработаны с помощью программного обеспечения Statistika 
v. 5.0 (StatSoft, США) и Origin 6.1 (Origin Lab Corporation, США), используя t-критерий 
Стьюдента. Полученные результаты статистически значимо отличаются при р < 0,05. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Ранее в наших экспериментах с помощью ХЛ мы показали, что, в зависимости от 
микроокружения, НЧ демонстрируют различные эффекты [19]. В абиотической системе 
все частицы в независимости от материала, формы и размера демонстрируют 
антирадикальную активность. В биотических же системах (гомогенат печени или 
изолированные гепатоциты) экстрамалые НЧ – сферические ортованадатные и CeO2 
размером 1-2 нм – активируют дополнительную генерацию свободных радикалов и 
пероксидацию липидов, и только CeO2 8-10 нм сохраняет антирадикальную активность. 
Поскольку митохондрии являются основным источником и основной целью АФК [20], 
ожидаемо, что способность НЧ стимулировать или угнетать интенсивность 
свободнорадикальных процессов так же будет фактором их влияния на 
митохондриальную функцию. 

С помощью ХЛ мы обнаружили, что в изолированных митохондриях сферические 
ортованадатные НЧ проявляют прооксидантный эффект (Рис. 1). Мы предполагаем, что 
благодаря экстрамалым размерам данные НЧ непосредственно взаимодействуют с 
мембраной митохондрий, и, повреждая её, вызывают дисфункцию митохондриальных 
пор, синтеза АТФ, что приводит к нарушениям в балансе производимых 
митохондриями АФК. 

 
 

Рис. 1. Воздействие НЧ на 
изолированные митохондрии по 
показателю ХЛ (* p<0.05 по сравнению 
с контролем) 

Рис. 2. Изменение митохондриального 
потенциала при воздействии НЧ через  
24 ч (* p<0.05 по сравнению с контролем) 
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Дальнейшее исследование влияния НЧ на митохондриальный потенциал с 
помощью JC-1 показало, что через 24 ч. наблюдается значительное падение 
флуоресценции J-агрегатов (Рис. 2), что свидетельствует о снижении энергизации 
мембраны митохондрий, следствием чего может быть аномальная продукция АФК и 
развитие окислительного дисбаланса в клетках. В случае экстрамалых частиц СеО2 
также происходило падение ΔΨm, но в отличие от всех типов ортованадатных НЧ, 
значительно менее выраженное. 

Для более детального изучения механизма действия НЧ исследовали их влияние 
непосредственно на процессы дыхания изолированных митохондрий. Определяли 
следующие показатели: ДК, который представляет собой соотношение скорости 
фосфорилирующего дыхания в состоянии V3 и скорости субстратного дыхания в 
состоянии V2, и характеризует степень сопряжения процессов дыхания и 
окислительного фосфорилирования, а так же уровень АТФ в митохондриях после 
воздействия НЧ. 

В данных экспериментальных условиях при действии сферических ортованадатных 
НЧ наблюдалось лишь незначительное снижение ДК (Рис. 3 а). Это объясняется 
относительно одинаковым по степени ингибированием скоростей V2 и V3 частицами 
данного типа (по сравнению с контролем V2 снижается в 2,5 раза, а V3 – почти в 3,5 
раза). Веретеноподобные и стержнеподобные частицы не оказывали существенного 
влияния на ДК. СеО2 размером 8-10 нм также не влияет на ДК. Однако при воздействии 
всех типов НЧ ортованадатов и малых частиц СеО2 уровень АТФ в митохондриях 
снижен (Рис. 3 б), причем больше всего это снижение выражено у экстрамалых 
сферических частиц – ортованадатов и СеО2.  

 

 
 

Наблюдаемые эффекты могут быть связаны с редоксактивностью НЧ и их 
способностью непосредственно вмешиваться в электрон-транспортные процессы в 
качестве ловушек или генераторов свободных радикалов. Также в случае ванадатных 
частиц эффект может быть обусловлен частичным высвобождением из кристаллов 
анионов ванадата и их структурным сходством с ионами фосфата. Ванадат – ингибитор 
дыхательной цепи митохондрий, окисляющих глутамат и сукцинат, а также может быть 
конкурентным ингибитором сукцинатдегидрогеназы и митохондриальных АТФаз 

Рис. 3. Влияние НЧ на основные показатели изолированных митохондрий: а - 
дыхательный контроль; б - концентрация АТФ (* р <0.05 по сравнению с контролем) 



66 
Аверченко Е.А., Кавок Н.С., Никитченко Ю.В., Клочков В.К., Малюкина М.Ю., 

Климов С.А., Ткачева Е.Н., Ефимова С.Л. 
 

[21,22]. Для малых сферических частиц, как ортованадатов, так и диоксида церия, 
нельзя исключать также возможности проникновения в митохондрии, механического 
повреждения мембран вследствие их малых размеров и высокой склонности к 
агрегации. 

То, что почти все НЧ, за исключением СеО2 размером 8-10 нм, подавляют 
митохондриальное дыхание, подтверждают данные, полученные с помощью зонда JC-1 
и свидетельствуют о том, что биоэнергетические процессы в митохондриях являются 
мишенью при действии исследуемых НЧ. 
 

ВЫВОДЫ 
Наибольшее подавление ΔΨm клеток и процессов дыхания изолированных 

митохондрий происходит в разной степени при воздействии исследуемых НЧ, 
исключая диоксид церия размером 8-10 нм. Супрессирующий эффект ортованадатных 
НЧ на ΔΨm может частично определяться влиянием ионов, которые высвобождаются с 
поверхности частиц при метаболических превращениях в клетках, и сходством 
фосфатов и ванадатов, а в эффектах в случае СеО2, наоборот, значение может иметь 
способность к образованию комплексов с фосфатами. Найденные регуляторные 
особенности действия НЧ на митохондриальную активность являются основанием и 
важным шагом для следующих этапов исследования частиц с целью их медицинского 
применения в качестве диагностических агентов или компонентов лекарственных 
препаратов. 
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Запропонована і обґрунтована модель вибору по ROC-кривим вирішувальних правил для 
діагностичних тестів та оптимальних значень діагностичних показників медико-біологічної 
інформації. Для оцінки якості прогнозування діагностичного тесту використовувалися стандартні 
критерії: чутливість і специфічність моделі, при цьому розраховувалися інтервали цих параметрів 
в умовах, коли кількість вірних діагнозів досягала максимуму, чутливість тесту дорівнювала 
специфічності, чутливість тесту в декілька разів перевершувала його специфічність. Для оцінки 
значущості факторних ознак і порівняння прогностичних характеристик моделей використовували 
метод побудови ROC-кривих та математичне моделювання. Знайдено оптимальне значення 
діагностичного показника при якому чутливість тесту дорівнює його специфічності. Проведена 
адаптація моделі до вирішення ситуації коли чутливість тесту більша за його специфічність. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: ROC-крива, діагностичний тест, математична модель, чутливість тесту, 
специфічність тесту. 

 
ВЫБОР ПО ROC-КРИВЫМ РЕШАЮЩИХ ПРАВИЛ ДЛЯ ДИАГНОСТИЧЕСКИХ ТЕСТОВ 

Л.В. Батюк 
Харьковский национальный медицинский университет, пр. Ленина, 4, Харьков 61022, Украина 

 
Предложена и обоснована модель выбора по ROC-кривым решающих правил для диагностических 
тестов и оптимальных значений диагностических показателей медико-биологической 
информации. Для оценки качества прогнозирования диагностического теста использовались 
стандартные критерии: чувствительность и специфичность модели, при этом рассчитывались 
интервалы этих параметров в условиях, когда количество верных диагнозов достигало максимума, 
чувствительность теста была равна специфичности, чувствительность теста в несколько раз 
превосходила его специфичность. Для оценки значимости факторных признаков и сравнения 
прогностических характеристик моделей использовали метод построения ROC-кривых и 
математическое моделирование. Найдено оптимальное значение диагностического показателя, при 
котором чувствительность теста равна его специфичности. Проведена адаптация модели к 
решению проблемы, когда чувствительность теста больше его специфичности. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ROC-кривая, диагностический тест, математическая модель, чувствительность теста, 
специфичность теста. 

 
DIAGNOSTIC TESTS’ DECISION-MAKING RULES BASED UPON ANALYSIS OF ROC-

CURVES 
L.V. Batyuk 
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In this paper we propose the model which substantiates diagnostics decision making based on the analysis 
of Receiver Operating Characteristic curves (ROC-curves) and predicts optimal values of diagnostic 
indicators of biomedical information. To assess the quality of the test result prediction the standard 
criteria of the sensitivity and specificity of the model were used. Values of these criteria were calculated 
for the cases when the sensitivity of the test was greater than specificity by several times, when the 
number of correct diagnoses was maximal, when the sensitivity of the test was equal to its specificity and 
the sensitivity of the test was several times greater than the specificity of the test. To assess the 
significance of the factor characteristics and to compare the prognostic characteristics of models we used 
mathematical modeling and plotting the ROC-curves. The optimal value of the diagnostic indicator was 
found to be achieved when the sensitivity of the test is equal to its specificity. The model was adapted to 
solve the case when the sensitivity of the test is greater than specificity of the test. 
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Правильність або помилковість прийняття рішення лікарем залежить від отриманої 

інформації. Кожному з станів пацієнта відповідає функція розподілу результатів 
досліджуваного медичного тесту. Сучасна медична діагностика вимагає врахування 
значної кількості складових: спадкових генетичних факторів, середовища, вік та умови 
життя пацієнта та ін. [1-4]. Часто виявляється, що отримана інформація не завжди є 
достатньою умовою для зняття невизначеності (неконкретності, нечіткості) у виборі 
подальшої методики лікування, наприклад, недосвідчений лікар здатен коректно 
поставити діагноз менш ніж в 45% випадків на етапі діагностики, що пов'язано з тим, 
що деякі захворювання можна чітко диференціювати лише на певній стадії [5, 1]. 
Невірний діагноз шкодить здоров'ю пацієнта, і як результат, – неефективне 
використанням людських та економічних ресурсів. Тому дуже актуальним є підбір 
вірішувальних правил, які допоможуть за доступними діагностичними тестами 
найбільш ефективним чином прийняти рішення і вибрати оптимальне лікування [6, 7, 
8]. 

При визначенні якості тих чи інших діагностичних тестів все частіше 
використовується методика побудови так званих ROC-кривих (англ. Receiver Operating 
Characteristic (ROC) curve) [9]. ROC-криві дозволяють серед тестів, що мають однакове 
діагностичне призначення, визначити такі, що мають переваги за критеріями 
чутливості та специфічності [10]. При побудові ROC-кривих визначають чутливість та 
специфічність тесту при різних значеннях показника (вирішувального правила), за яким 
досліджуваний об’єкт відноситься до однієї з двох альтернативних сукупностей 
(наприклад, сукупність здорових та сукупність хворих). Разом з тим, відкритим 
залишається питання про визначення оптимальних для використання (за тими чи 
іншими критеріями) значень на ROC-кривих. Мета роботи – проаналізувати питання 
інформативності ROC-кривих стосовно визначення вирішувальних правил та визначити 
для цих правил оптимальні значення діагностичних показників. 

 
МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 

Для оцінки значущості факторних ознак і порівняння прогностичних характеристик 
моделей використовували метод побудови ROC-кривих [11, 12] та математичне 
моделювання шляхом вибору точки дотику [13]. ROC-крива показує потужність 
діагностичного тесту, при використанні якого на вертикальну вісь проектується 
ймовірність істинно-позитивного результату тесту (чутливість), на горизонтальну – 
ймовірність помилково-позитивного результату (специфічність). 

 
РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ 

Спочатку з’ясуємо питання про те, як знайти точку  ROC-кривої, у якій  кількість  
вірних діагнозів досягає максимуму.  

Нехай Ч – чутливість тесту, С – його специфічність, N1 – обсяг вибірки “хворі”, N2 
– обсяг вибірки “здорові”, n – загальна кількість вірних діагнозів. Тоді 

 
2121 NCNЧnnn ⋅+⋅=+= ,                                               (1) 

 
де n1 та n2 – кількості істинно-позитивних та істинно-негативних діагнозів. 

ROC-криві – це графіки залежності величини Ч від величини Х = 1 – С. Для 
отримання чисельного значення клінічної значущості тесту, а також для порівняння 
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двох тестів, використовується показник AUROC (Area Under Receiver Operator Curve) – 
площа під кривою. Чим точніше тест, тим ближче площа під кривою до 1,0. В умовах, 
коли результати тесту пояснюються випадковістю, площа під кривою буде дорівнювати 
0,5 [9]. Якщо прогностична система дуже чутлива, то зростає частота помилково-
позитивних результатів (гіпердіагностика), а якщо специфічна (на шкоду чутливості), 
то збільшується частка помилково-негативних результатів. У систем, що забезпечують 
якісний прогноз, характеристичні криві витягнуті у бік верхнього лівого кута графіка 
(тобто відрізняються великою площею), а точка поділу розташовується в області 
перегину графіка в лівому верхньому кутку (рис.1). Позначимо цю залежність Ч = f(X), 
а вираз (1) перепишемо у вигляді 

 
2121 N)X1(N)X(fN)X1(NЧn ⋅−+⋅=⋅−+⋅= .                        (2) 

 
Вираз (2) визначає функціональну залежність n від Х. Величина n досягає 

максимуму тоді, коли похідна n по Х дорівнює нулю, тобто 0n =′ . Знайдемо цю 
похідну 

 
21 NN)X(fn −⋅′=′ . 

 
Тоді з умови 0n =′  випливає, що 
 

1

2

N
N

)X(f =′ . 

 
 

Рис. 1. ROC-крива для діагностичних тестів. 



 
Вибір по ROC-кривим вирішувальних правил для діагностичних тестів 
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Значення похідної у певній точці графіку функціональної залежності, як відомо, 
чисельно дорівнює тангенсу кута, який утворює дотична до графіка функціональної 
залежності у цій точці з віссю абсцис. Якщо цей кут позначити α , то  

 

1

2

N
N

)X(ftg =′=α . 

 
На рисунку суцільна пряма – це дотична до  ROC-кривої, а точка дотику (точка А) 

– це саме та точка, у якій загальна кількість вірних діагнозів є максимальною, що може 
слугувати одним із вирішальних правил для оцінювання чутливості, специфічності і 
прогностичної цінності позитивного і негативного результатів ефективності 
діагностичного тесту. На жаль, на практиці це виконується рідко, так як підвищення 
чутливості тесту неминуче буде супроводжуватися втратою його специфічності і, 
навпаки, підвищення специфічності тесту пов'язане зі зниженням його чутливості. 
Звідси випливає висновок: щоб створити оптимальну діагностичну систему, потрібно 
знайти компроміс між показниками чутливості і специфічності. 

Розглянемо тепер штрих-пунктирну пряму на рис. 1. Ця пряма задовольняє 
рівнянню Ч + Х = 1. Перетворюючи це рівняння легко з’ясувати, що в цьому випадку  Ч 
= С. Це означає, що точка перетину ROC-кривої з штрих пунктирною лінією (точка В) є 
тим значенням на ROC-кривій, при якому чутливість тесту дорівнює його 
специфічності. 

Разом з тим, досить ймовірною є ситуація, в якій лікар бажатиме, щоб чутливість 
тесту була в декілька (наприклад, m) разів більша за специфічність. Такій умові 
відповідає залежність Ч = m.(1 – Х), графік якої при m = 4 показаний штриховою 
лінією. Точка перетину цієї лінії з ROC-кривою (точка С) дає відповідне значення 
тесту. 

 
ВИСНОВКИ 

Знайдені реальні розрахункові значення ROC-кривих, за допомогою яких можливо 
здійснити первинну обробку та аналіз наявних даних, оскільки найбільш важливі для 
лікарів-клініцистів висновки робляться зазвичай на основі саме первинного аналізу. 
Запропоновані вирішувальні правила для діагностичного тесту між показниками 
чутливості і специфічності, що визначають якість прогнозу. Знайдено визначення 
оптимального значення діагностичного показника, при якому чутливість тесту 
дорівнює його специфічності.  Проведена адаптація моделі до вирішення ситуації коли 
чутливість тесту більша за його специфічність. Отриманий показник має сенс 
використовувати для порівняння прогностичних здібностей декількох діагностичний 
тестів. 
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