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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.  
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БАРВНИКА МЕТИЛЕНОВОГО СИНЬОГО В НАНОБІОФІЗИЧНИХ ДОСЛІДЖЕННЯХ  
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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.  
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перенос електрона.  
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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.  
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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 



 
Использование окислительно-восстановительных и агрегационных свойств… 

 

11

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].  
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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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