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Аннотация 

Изучено комплексообразование ионов тяжелых металлов на примере ионов Cu(II) 
с различными формами дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК). Определены кон-
станты устойчивости и установлен состав комплексов Cu(II) с различными формами 
ДНК с помощью спектрофотометрических данных. Предложена методика выбора оп-
тимальной формы биолиганда для иммобилизации в составе амперометрического био-
сенсора (БС). На основании полученных данных разработан ДНК-содержащий ампе-
рометрический БС для селективного определения Cu(II) в природных и биологических 
объектах (сыворотке крови человека). Предложенная методика отличается высокой 
чувствительностью, хорошей воспроизводимостью, экспрессностью и простотой про-
боподготовки. 

 

Введение 

Изучение комплексообразования тяжелых металлов с молекулами ДНК, 
выяснение природы этого взаимодействия позволили установить их высокое 
сродство к данным биолигандам [1, 2]. Ион Cu(II) обладает наибольшим срод-
ством к азотистым основаниям ДНК, и механизм их взаимодействия в некото-
рой мере может послужить моделью системы ДНК-металл, изучение которой 
позволит предсказать и количественно оценить действие тяжелых металлов на 
структуру и функции ДНК [3, 4]. Значение исследований действия тяжелых 
металлов на ДНК особенно возрастает в последние годы в связи с увеличением 
загрязнения ими окружающей среды. Ионы тяжелых металлов, встраиваясь в 
молекулу ДНК, вызывают мутагенные и канцерогенные эффекты [5]. Обнару-
жено, что в опухолевой ткани содержится большее количество тяжелых метал-
лов (Cu (II), Cd(II), Zn(II)), чем в нормальной [6, 7]. 

В связи с этим актуально использование биосенсоров (БС) на основе ДНК 
для определения тяжелых металлов на примере ионов Cu(II) для уточнения 
предельно-допустимых норм содержания данного металла в различных объек-
тах эколого-аналитического контроля. Электрохимические БС на основе ДНК 
объединяют чувствительность метода детекции c высокой специфичностью 
биомолекул, уменьшают количество расходуемой ДНК и позволяют разраба-
тывать современные методы анализа эффекторов ДНК [8–12]. Высокое сродст-
во ионов Cu(II) к ДНК было использовано для выбора формы биолиганда и оп-
тимальных условий проведения анализа, а также для разработки методики оп-
ределения Cu(II) в природной воде и сыворотке крови человека. 
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1. Постановка задачи 

Цель данной работы – изучение комплексообразования ионов тяжелых ме-
таллов на примере ионов Cu(II) с различными формами ДНК для выбора опти-
мальной для иммобилизации формы биолиганда и разработка методики анали-
за экологических и биологических объектов на содержание ионов Cu(II) с по-
мощью предложенного амперометрического ДНК-содержащего БС. 

2. Методика 

2.1. Материалы и методы. Вольтамперометрические определения прово-
дились с помощью вольтамперометрической системы SVA-1BM-01 «Анали-
тик» (Болгария). Рабочим электродом служил стационарный ртутно-пленочный 
электрод (СРПЭ) с серебряной подложкой (d = 0.5 мм) либо разработанный БС, 
в котором мембрана с иммобилизованной денатурированной ДНК (д-ИДНК) 
закрепляется на поверхности СРПЭ с серебряной подложкой [13]. Электрод 
сравнения – насыщенный каломельный электрод (нас. к. э.). Растворенный ки-
слород удаляли из исследуемых растворов током аргона в течение 15 мин., во 
время регистрации вольтамперограмм газ пропускали над раствором. 

Электронные спектры поглощения были сняты на спектрофотометре        
U-2000 “Hitachi” (Япония) в кюветах толщиной 1 см. Точность измерения оп-
тической плотности составляла ±1%. Все измерения проводили при термоста-
тировании 298±2 К. 

Использовали ДНК эритроцитов цыплят фирмы “Reanal”: соотношение N/P 
1.6–1.7. Растворы ДНК с концентрацией 0.01 мг/мл в физиологическом растворе 
(0.9%-ный раствор NaCl) готовили по точной навеске. Концентрацию растворов 
ДНК определяли спектрофотометрически по поглощению при λ = 258 нм. 

Применялись следующие химические реагенты и растворы: нитрат целлю-
лозы (НЦ) ФТ-30 типа коллоксилин марки ч. со средним содержанием азота 
11.5–12%; органические растворители высокой чистоты марки х.ч. (ацетон, то-
луол, гексан) и 25%-ный раствор глутарового альдегида фирмы “Reanal”; фос-
фатно-солевой буферный раствор (ФСБ) рН = 7.3; раствор комплексона III с 
концентрацией 0.1 моль/л, приготовленный из стандартного фиксанала. 

Исходный раствор соли Cu(II) с концентрацией 1.0·10–3 моль·л–1 готовили 
растворением нитрата Cu(II) в тридистиллированной воде. Точную концентра-
цию раствора устанавливали методом комплексонометрии. Исследуемые рас-
творы готовили по точной навеске и методом последовательных разбавлений. 

 
2.2. Приготовление биочувствительной части амперометрического 

ДНК-содержащего биосенсора. Образцы д-ИДНК получали путем растворе-
ния навески НЦ в системе органических растворителей при постоянном пере-
мешивании на магнитной мешалке с последующим добавлением водного рас-
твора денатурированной ДНК (д-ДНК) (денатурацию проводят кипячением 
раствора ДНК на водяной бане с последующим резким охлаждением) и раство-
ра глутарового альдегида для химического связывания молекул д-ДНК с НЦ 
матрицей. После этого на поверхности чашки Петри формировали пленку и 
высушивали ее в течение 5 мин. Полученные образцы д-ИДНК хранили в хо-
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лодильнике при t = 2–5°С. Биочувствительную часть БС, полученную по дан-
ной методике, закрепляли на корпусе электрохимического детектора (СРПЭ) с 
помощью прижимных колец [13]. 

 
2.3. Обработка спектрофотометрических данных. Обработку результа-

тов спектрофотометрических исследований комплексообразования Cu(II) –ДНК 
проводили на основании зависимости оптической плотности растворов от кон-
центрации ионов металла-комплексообразователя (Cu(II)) при постоянной кон-
центрации лиганда ДНК (L) с использованием программы CPESSP [14, 15]. 

Расчет констант устойчивости комплексов 2β [Cu L ]/([Cu ] [L] )n m
n m

+= ×  
проводили на основании выражения: 

 2
0 L Cu2+ CuL Cu2L 2[L] [ ] [CuL] [Cu L] ,A A Cuε ε ε ε+= + + + + +K  

где А – оптическая плотность раствора, содержащего различные формы ионов 
Cu(II) и ДНК, а Lε , Cu2+ε , CuLε , Cu2Lε  – коэффициенты экстинкции соответст-
вующих форм. 

Для установления состава комплекса Cu(II) с д-ИДНК и его константы ус-
тойчивости спектрофотометрическим методом определяли равновесную кон-
центрацию ионов Cu(II) в процессе комплексообразования. Для этого готовили 
серию растворов Cu(NO3)2 (рН = 2.5) с различной начальной концентрацией 
ионов Cu(II) в диапазоне от 1·10–6 до 1·10-4моль/л, на 15 мин. опускали в каж-
дый из них НЦ мембрану с д-ИДНК. После проведения реакции комплексооб-
разования при перемешивании брали аликвоту раствора нитрата Cu(II), добав-
ляли раствор комплексона III (С = 2.5·10–2 моль/л) и измеряли D276 [16]. Кон-
центрацию ионов Cu(II) определяли с помощью градуировочной зависимости 
D276 растворов, содержащих комплекс Cu(II) – ЭДТА, от концентрации ионов 
Cu(II). 

 
2.4. Определение содержания ионов Cu(II) в модельных растворах с по-

мощью амперометрического ДНК-содержащего биосенсора. Амперометри-
ческий БС, содержащий д-ИДНК, погружали в электрохимическую ячейку с 
раствором соли металла различной концентрации при pH 2.5 на 15 мин. Затем 
раствор сливали, ячейку промывали и заливали в нее 5 мл раствора ФСБ pH 7.3, 
содержащего комплексон III с концентрацией 2.5·10–2 моль/л, деаэрировали 
раствор током аргона в течение 20 мин. и снимали вольтамперограммы в ин-
тервале потенциалов от 0.02− В до 1.5− В ( 0 0.02E = − В, скорость наложения 
потенциала равна 0.5 В/с). Измеряли высоту катодного пика при потенциале 

0.4− В и по полученным данным строили градуировочный график зависимости 
тока восстановления комплексоната Cu(II) от концентрации ионов Cu(II).  

3. Результаты и обсуждение 

3.1. Выбор формы ДНК для иммобилизации в составе амперометриче-
ского БС; спектрофотометрическое изучение комплексообразования ионов 
Cu(II) с ДНК. Известно, что роль меди в организме неоднозначна. С одной 
стороны, она является необходимым элементом, так как связана с деятельно-



С.С. БАБКИНА и др. 

 

114

 

стью многих ферментов, витаминов, гормонов. Медь оказывает существенное 
влияние на различные виды обмена веществ, кроветворения, на рост и развитие 
организма, на его иммунологический статус при различных заболеваниях [17]. 
Медь имеет большое значение в образовании гемоглобина и эритроцитов, и не-
достаток этого микроэлемента вызывает тяжелые формы анемии [18]. При на-
рушении процесса синтеза гемоглобина в организме происходит накопление 
свободных ионов Cu(II), которые могут оказывать токсический эффект на орга-
низм человека [2, 18, 19]. Это обусловливает необходимость контроля за их со-
держанием в сыворотке крови [20]. С другой стороны, как отмечалось выше, 
ионы Cu(II) имеют большое сродство к молекулам ДНК и, попадая в организм 
из окружающей среды, подобно другим тяжелым металлам вызывают одно- и 
двунитевые разрывы молекул ДНК, находятся в избыточном количестве в клет-
ке раковых опухолей [5, 21–23]. Поэтому представляет интерес изучение ком-
плексообразования ионов Cu(II) с ДНК с учетом влияния среды для уточнения и 
моделирования механизма этого процесса в организме, тем более что в литера-
туре отсутствуют данные об истинном составе таких комплексов, особенно с 
иммобилизованной ДНК, хотя иммобилизация ДНК в составе БС повышает ус-
тойчивость ДНК к различным воздействиям, обеспечивает многократное ис-
пользование дорогостоящего препарата и может позволить разработать методы 
определения тяжелых металлов в биологических и экологических объектах. 

В спектрах поглощения д-ДНК (0.01 мг/мл) при pH 7.3 в физиологическом 
растворе наблюдается максимум полосы поглощения при λ = 258 нм. Спектр 
поглощения д-ДНК в УФ области связан с электронными переходами в хромо-
форных группах пуриновых и пиримидиновых оснований [19]. На спектрах 
поглощения раствора д-ДНК при pH 2.5 в присутствии ионов Cu(II) наблюдали 
увеличение D258 (гиперхромный эффект) и уширение полосы поглощения по 
сравнению со спектрами аналогичных растворов в отсутствие ионов Cu(II), что 
свидетельствует о комплексообразовании данных ионов с молекулами ДНК, 
приводящем к нарушению структуры ДНК за счет разрыва водородных связей 
между азотистыми основаниями. Для установления состава образующихся 
комплексов и определения их констант устойчивости (β) было проведено опре-
деление оптической плотности растворов д-ДНК при рН = 2.5 с постоянной 
концентрацией в зависимости от концентрации ионов Cu(II) в диапазоне от 
1·10–6 моль/л до 1·10–4 моль/л. Реакцию комплексообразования Cu(II) c д-ДНК 
проводили в кинетическом режиме при перемешивании раствора с постоянной 
скоростью в течение 15 мин. (выбрано как оптимальное). Обработка получен-
ных данных выполнена с помощью программы CPESSP [14, 15] (см. п. 2.3). 

На основе электронных спектров поглощения рассчитаны доли накопления 
(α) комплексов различного состава и построены графики накопления всех зна-
чимых форм изучаемых комплексов. Результаты представлены на рис. 1 и в 
табл. 1. При расчете долей накопления комплексов в системе Cu(II) − д-ДНК 
обнаружено, что в данной системе существуют два типа комплексов (см. 
табл. 1), и по мере увеличения концентрации ионов Cu(II) происходит умень-
шение доли комплекса [CuL] (см. рис. 1, кривая 3) и увеличение доли комплек-
са [Cu2L] (см. рис. 1, кривая 2). При концентрации ионов Cu(II) 7.08·10–5 моль/л 
доли комплексов [Cu2L] и [CuL] составляют 0.8 и 0.68 соответственно. 
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Табл. 1 
Результаты изучения комплексообразования ионов Cu(II) с различными формами ДНК 

Форма ДНК д-ДНК, рН 2.5 д-ИДНК, рН 2.5 

Состав комплекса [CuL*] [Cu2L] [Cu10L4] 

Соотношение 
нуклеотид : Cu(II) 1 : 1 1 : 2 1 : 2.5 

lgβ  10.1 ± 0.4 14.3 ± 0.1 61.03 ± 0.02 

Доля комплекса  
при сCu(II) = 2.19·10–5 

моль/л 

 
0.8 

 
0.62 

 
0.92 

Доля комплекса  
при сCu(II) = 7.08·10–5 

моль/л 

 
0.68 

 
0.8 

 
0.98 

* L − один нуклеотид. 
 
Для оценки параметров комплексообразования ионов Cu(II) с д-ИДНК спек-

трофотометрическим методом были определены равновесные концентрации 
ионов Cu(II) после проведения реакции комплексообразования (см. п. 2.3), и 
полученные результаты также были обработаны методом математического мо-
делирования. Результаты представлены в табл. 1 и на рис. 1 (кривая 1). 

Для подтверждения связывания ионов Cu(II) именно с молекулами д-ИДНК 
в составе НЦ мембраны в раствор с ионами Cu(II) опускали НЦ мембрану, не 
содержащую д-ИДНК. После перемешивания в течение 15 мин. все операции 
проводили, как описано в п. 2.3. D276 исследуемого раствора не уменьшилась и 
соответствовала D276 раствора с исходной концентрацией ионов Cu(II) до по-
гружения в него НЦ мембраны, что доказывает отсутствие неспецифической 
сорбции ионов металла на матрице-носителе. 

Из табл. 1 видно , что комплексообразование с д-ИДНК протекает более 
эффективно в сравнении с д-ДНК, поскольку для д-ИДНК соотношение нук-
леотид – Сu(II) составляет 1 : 2.5 и полученное значение lgβ  в данном случае 
выше. В широкой области концентраций происходит полное связывание в ком-
плекс д-ИДНК и при концентрации ионов Cu(II) 7.08·10–5 моль/л доля комплек-
са Cu(II) − д-ИДНК максимальна по сравнению с д-ДНК и составляет 0.98. 

Большое значение константы устойчивости, полученное для комплекса со-
става 10 : 4, соответствует равновесию процесса комплексообразования с уча-
стием большого числа частиц, поскольку значение β, как и всех констант рав-
новесия, связано с изменением свободной энергии Гиббса реакции комплексо-
образования соотношением lnβ.G RTΔ = −  

Результаты, полученные с помощью данной методики, позволяют устано-
вить, что форма д-ИДНК является биолигандом с наибольшей комплексообра-
зующей способностью и оптимальна для использования в составе БС.  Это  свя- 
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Рис. 1. Доли комплексов Cu(II) − ДНК в системах: 1 – Cu(II) − д-ИДНК, рН 2.5; 2 –
Cu(II) − д-ДНК, рН 2.5; соотношение нуклеотид: Cu(II) = 1 : 2; 3 – Cu(II) − д-ДНК, 
рН 2.5; соотношение нуклеотид: Cu(II) = 1 : 1 с ДНК = 0.01 мг/мл 

зано, по-видимому, с отсутствием межнитевых водородных связей, имеющихся 
в форме нативной ДНК. Кроме того, так как химическое связывание молекул  
д-ДНК с НЦ матрицей происходит сразу после термической денатурации ДНК 
и ее резкого охлаждения, то образование водородных связей внутри одной це-
пи с образованием молекул глобулярной конфигурации (клубков) очень огра-
ничено, в отличие от неиммобилизованной д-ДНК [1, 19]. В результате, в слу-
чае д-ИДНК мы имеем наиболее раскрученные и фиксированные на матрице 
молекулы д-ДНК с доступными центрами связывания. 

 
3.2. Методика определения ионов Cu(II) с помощью амперометриче-

ского ДНК-содержащего БС. Полученные данные позволили нам использо-
вать д-ИДНК в составе БС для определения тяжелых металлов в биологических 
и других объектах. 

Биочувствительная часть разработанного нами БС на основе СРПЭ была 
получена путем иммобилизации термически денатурированной ДНК на НЦ 
мембране (см. п. 2.2). Предлагаемая методика определения ионов Cu(II) в объ-
ектах аналитического контроля с помощью амперометрического ДНК-содержа-
щего БС основана, с одной стороны, на установленном нами высоком сродстве 
ионов Cu(II) к молекулам д-ИДНК, что позволяет провести эффективное кон-
центрирование данных ионов из анализируемого раствора с малой концентра-
цией на мембране с д-ИДНК в составе БС. С другой стороны, в методике ис-
пользуется удаление ионов Cu(II) с поверхности БС обработкой его раствором 
комплексона III (используемым в токсикологии в качестве антидота [5]). Более 
высокая устойчивость комплекса Cu(II) – комплексон III по сравнению с оце-
ненной нами устойчивостью комплекса Cu(II) – д-ИДНК позволяет реактиви-
ровать биочувствительную часть сенсора после концентрирования для много-
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кратного использования БС и определить более низкие концентрации ионов 
металла в анализируемом растворе. 

Для разработки метода реактивации ДНК-содержащего БС было изучено 
электрохимическое поведение комплекса Cu(II) с комплексоном III на СРПЭ. 
Для изучения природы аналитического сигнала, соответствующего восстанов-
лению комплексоната Cu(II), было определено значение коэффициента скоро-
сти электродного процесса для раствора комплексоната металла. Полученные 
значения этого коэффициента (0.5–0.6) указывают на преимущественно диффу-
зионный характер электродного процесса. Появление на вольтамперограмме 
катодного пика при 0.4− В после концентрирования ионов Cu(II) на БС и его 
реактивации еще раз подтверждает факт разрушения комплекса ионов Cu(II) с 
д-ИДНК под действием комплексона III. Величина этого сигнала зависит от 
концентрации ионов Cu(II), а при их постоянной концентрации – от биологиче-
ской активности ДНК, т. е. способности ее нуклеотидов вступать в реакции 
комплексообразования с данными ионами. Было показано, что д-ДНК после 
иммобилизации является биологически активной и сохраняет свою активность 
не менее 30 дней. В течение всего этого времени отсутствует вымываемость   
д-ДНК из НЦ мембраны. Равенство аналитических сигналов, полученных при 
использовании различных участков мембраны с д-ИДНК равной площади, сви-
детельствует об однородности биочувствительной части сенсора по составу. 
Для сокращения времени проведения анализа было выбрано оптимальное вре-
мя реактивации 20 мин., по истечении которого высота анализируемого пика 
комплексоната Cu(II) перестает увеличиваться. Следует также сказать, что при 
необходимости можно легко заменить мембрану после проведения анализа на 
новую. 

 
3.3. Методика определения содержания ионов Cu(II) в модельных рас-

творах с помощью амперометрического ДНК-содержащего БС. Амперомет-
рический БС на основе д-ИДНК погружали в электрохимическую ячейку с рас-
твором, содержащим ионы Cu(II) различной концентрации на 15 мин. Затем 
раствор ионов металла сливали, ячейку промывали фоновым раствором и зали-
вали в нее 5 мл раствора (ФСБ pH 7.3), содержащего комплексон III с концен-
трацией 2.5·10–2 моль/л, деаэрировали раcтвор током аргона в течение 20 мин. и 
снимали вольтамперограммы в интервале потенциалов от 0.02− В до 1.5− В 
( 0 0.02E = − В, скорость наложения потенциала равна 0.5 В/с). Измеряли высоту 
катодного пика при потенциале 0.4− В для комплексоната Cu(II). По получен-
ным данным строили градуировочный график зависимости тока восстановле-
ния комплексоната Cu(II) от концентрации ионов Cu(II). Уравнение градуиро-
вочного графика зависимости логарифма тока пика в мкА ( lg nI ) от логарифма 
концентрации Cu(II) в моль·л–1 ( lgc ) имеет следующий вид: 

 lg (0.273 0.001)lg (2.62 0.03), 0.9996,nI c r= ± + ± =  

где r – коэффицент корреляции. 
Полученный градуировочный график использовали для определения неиз-

вестной концентрации ионов Cu(II) в модельных растворах.  Линейная  область  
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Табл. 2 
Результаты определения ионов Cu(II) в модельных растворах с помощью 

амперометрического ДНК-содержащего БС (n = 5, Р = 0.95) 

Введено, 

с·106, моль/л 

Найдено, 

(с ± δ)·106, моль/л 

sr 

0.0001 0.00025 ± 0.00002 0.13 

0.005 0.0047 ± 0.0001 0.08 

0.01 0.011 ± 0.002 0.03 

1.00 1.03 ± 0.04 0.03 

 
определяемых концентраций ионов Cu(II) в модельных растворах с помощью 
БС на основе д-ИДНК составляет 1.0·10–5 − 4.0·10–11 моль/л для Сu(II). Нижняя 
граница определяемых содержаний составляет 4.0·10–11 моль/л. Высокая чувст-
вительность разработанной методики отражает высокое сродство ионов Cu(II) 
к д-ИДНК и высокие значения константы устойчивости образующегося ком-
плекса. Результаты определения ионов Cu(II) в модельных растворах представ-
лены в табл. 2. 

Таким образом, результаты изучения процесса комплексообразования ио-
нов Cu(II) с д-ИДНК, найденные оптимальные условия проведения анализа, 
широкий диапазон определяемых содержаний, возможность селективного оп-
ределения ионов Cu(II) в присутствии электрохимически неактивных компо-
нентов матрицы, либо восстанавливающихся в иной области потенциалов, по-
зволяют использовать данный ДНК-содержащий БС как новое средство биохи-
мического анализа и экологического контроля. 

 
3.4. Применение амперометрического ДНК-содержащего БС в анализе 

природных вод и биологических объектов на содержание ионов Cu(II). Для 
оценки возможности использования разработанного амперометрического ДНК-
содержащего БС как нового инструмента биохимического анализа и экоанали-
тического контроля при определении тяжелых металлов была разработана ме-
тодика определения ионов Cu(II) в реальных объектах – в природной воде и 
сыворотке крови человека. 

Определение содержания свободных ионов этого металла в сыворотке кро-
ви – актуальная задача аналитической химии. Как отмечалось выше, медь явля-
ется жизненно необходимым элементом организма [2, 17, 24]. Она играет боль-
шую роль в образовании гемоглобина и эритроцитов, поскольку способствует 
внедрению железа в кольцо порфирина при образовании гема. В сыворотке 
крови ионы Cu(II) находятся в виде комплекса с α-глобулином, называемого 
церулоплазмином [24]. С другой стороны, при лейкозах, в основе которых, как 
известно, лежит злокачественное преобразование кроветворных клеток, орга-
низм человека теряет способность нормально включать медь в обмен веществ, 
в результате возникает гиперкупремия [24, 25]. Не исключено также попадание  
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Табл. 3 
Результаты определения Cu(II) в реальных объектах с помощью амперометрического 

ДНК-содержащего БС (n = 5, Р = 0.95, табл 2.78t = , табл 6.39F = ) 

Вольтамперометрия 
на БС Контрольный метод Анализируе-

мый объект 
Найдено, с ± δ sr Найдено, с ± δ sr 

расчt  расчF  

Речная вода (0.44 ± 0.05)·10–3 
мг/мл 0.09 (0.45 ± 0.05)·10–3 

мг/мл* 0.09 0.40 1.01 

Озерная вода (0.28 ± 0.03)·10–3 
мг/мл 0.08 (0.32 ±0 .02)·10–3 

мг/мл* 0.05 1.88 2.3 

Сыворотка 1 (1.6 ± 0.1)·10–5 
моль/л 0.05 (1.5 ± 0.2)·10–5 

моль/л** 0.10 1.27 4.0 

Сыворотка 2 (3.5 ± 0.2)·10–5 
моль/л 0.05 (3.3 ± 0.3)·10–5 

моль/л** 0.07 1.59 2.3 

* атомно-абсорбционная спектрометрия. 
** спектрофотометрия. 
 

избыточного количества меди в организм из окружающей среды и среды про-
мышленных предприятий [26]. 

Таким образом, необходима разработка методов контроля за содержанием 
ионов Cu(II) в сыворотке крови. Существующие методы определения содержа-
ния этих ионов в сыворотке крови методом атомно-абсорбционной спектро-
метрии, спектрофотометрии и вольтамперометрии длительны, трудоемки, тре-
буют специальной пробоподготовки и дорогостоящего оборудования [20, 26]. 
Поэтому с учетом полученных в настоящей работе результатов спектрофото-
метрического и электрохимического исследования комплексообразования ио-
нов Cu(II) с ДНК для решения данной задачи представляло интерес использо-
вать ДНК-содержащий амперометрический БС. 

При анализе сыворотки крови на содержание ионов Cu(II) в электрохимиче-
скую ячейку вводили 3 мкл сыворотки крови и все дальнейшие операции про-
водили, как описано в п. 2.4; для нахождения неизвестной концентрации ионов 
Cu(II) использовали градуировочный график. Выбранное значение рН 2.5 по-
зволяет разрушить комплекс Cu(II)-церулоплазмин в сыворотке крови и сохра-
нить ионы Cu(II) в негидролизованном состоянии [27]. 

Результаты определения представлены в табл. 3. В качестве контрольного 
метода при анализе природной воды использовали метод атомно-абсорбцион-
ной спектрометрии, а при анализе сыворотки крови – метод cпектрофотомет-
рии [26]. Расхождения между средними величинами концентраций ионов Cu(II) 
в экологических и биологических объектах, найденных двумя независимыми 
методами, незначимы и хорошо согласуются по t- и F-критериям (см. табл. 3). 
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Было установлено, что определению ионов Cu(II) не мешает присутствие 
таких ионов металлов, как Fe(II), Mg(II), Zn(II), Cu(II) и Al (III), в модельных 
растворах. Данные ионы металлов были выбраны в качестве матричных, так 
как они содержатся в сыворотке крови здорового человека в соизмеримых с 
ионами Cu(II) количествах и обладают достаточным сродством к молекулам 
ДНК [2, 20]. Предложенная методика на основе ДНК-содержащего БС для оп-
ределения ионов Cu(II) в сыворотке крови отличается высокой чувствительно-
стью, селективностью, хорошей воспроизводимостью, экспрессностью и про-
стотой пробоподготовки. Данная методика может быть также использована как 
дополнительная к известным методам контроля содержания меди в организме 
человека, а также служить для определения содержания в биологических жид-
костях онкопрепаратов на основе комплексов данного металла. 

Таким образом, изучение комплексообразования д-ИДНК с ионами тяже-
лых металлов на примере ионов Cu(II) позволило, с одной стороны, выбрать 
оптимальную форму ДНК как биолиганда в составе амперометрического БС 
для определения тяжелых металлов в различных объектах, а, с другой стороны, 
определить количественные показатели такого взаимодействия, что позволяет 
целенаправленно использовать данный ДНК-содержащий БС как новое средст-
во биохимического анализа и экологического контроля. С помощью такого БС 
возможно оценить потенциальную токсичность металлов для ДНК организма и 
предупредить последствия их воздействия, связанные с изменениями в молеку-
лах ДНК. 

Summary 

S.S. Babkina, E.N. Moiseeva, Yu.I. Salnikov. The study of Cu(II)-DNA complex forma-
tion: the selection of the form of bioligand and conditions of Cu(II) determination with the 
biosensor. 

The study of complex formation of heavy metals with different forms of deoxyribonu-
cleic acid (DNA) has been made using Cu(II) as an example. The method of selection of op-
timum bioligand form for the immobilization in the biosensor has been proposed. The stabil-
ity constants and composition of complexes of Cu(II) with different forms of DNA have been 
determined by spectrophotometric method. On the basis of obtained data the amperometric 
DNA-based biosensor has been developed for selective determination of Cu(II) in the eco-
logical and biological objects (human blood serum). The proposed method characterized with 
high sensitivity and speed, good repeatability and simplicity of sample preparation. 
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