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ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКИЕ ПРЕВРАЩЕНИЯ ТОЛУИДИНОВОГО СИНЕГО  

В СРЕДЕ ГЕПАРИНСОДЕРЖАЩЕГО ГИДРОГЕЛЯ 

 

Толуидиновый синий (ТС) – широко распространенный краситель фенотиазиновой 

группы. Одно из применений – метахроматическая окраска гранул тучных клеток, в которых 

ТС стехиометрически связывается с гепарином, что позволяет применять его в 

колориметрических методах для количественного определения этого полисахарида [1]. В то 

же время ТС обладает хорошо воспроизводимым электрохимическим поведением, 

демонстрируя при циклической вольтамперометрии (ЦВА) выраженные пики 

электроокисления и электровосстановления, характер которых позволяет говорить об 

обратимости электрохимических превращений ТС и диффузионном контроле электродных 

процессов [2]. Это позволяет использовать ТС как электрохимическую метку для 

характеристики диффузионных свойств модельных гелевых сред, в определенном смысле 

имитирующих межклеточный матрикс соединительных тканей. Электрохимическое 

поведение ТС в присутствии гепарина рассматривается в контексте количественного 

электрохимического анализа [3]. На наш взгляд, представляет интерес исследование 

диффузии ТС в среде желатинового геля в присутствии гепарина методом ЦВА. 

В экспериментах использовались планарные электродные системы производства 

«Автоком» (Москва, Россия), включающие графитовые рабочий и вспомогательный 

электроды, а также электрод сравнения – хлорсеребряный. Перед измерениями электроды 

подвергали циклированию в диапазоне потенциалов +1200…–1200 мВ в среде фосфатно-

солевого буфера (ФСБ) для стабилизации характеристик.  

В качестве гелеообразователя использовали желатин в виде 1,5 % (масс.) раствора на 

ФСБ, который готовили непосредственно перед экспериментом. В отдельные образцы 

добавляли гепарин до конечной концентрации на электроде 19,25 мг/мл. На рабочий электрод 

перед измерением наносили 1 мкл. раствора желатина или желатин-гепариновый раствор.  

Электрохимические измерения производили в режиме циклической вольтамперометрии 

(ЦВА) на потенциостате-микроамперметре «Эколаб-2А» (ООО «Эковектор», Ижевск, 

Россия). Использовался диапазон потенциалов 0…+450 мВ (отн. Ag/AgCl) со скоростью 

развертки потенциала 100 мВ/с. Измеряемым параметром были значения силы тока на рабочем 

электроде. Для оценки диффузии измерения проводились в течение 50 минут с интервалом в 

5 минут. Концентрация ТС во всех измерениях была постоянной и составляла 0,1 мМ. 

Фоновым электролитом служил ФСБ (рН 7,2). 

Характер вольтамперных кривых ЦВА в желатиновом гидрогеле соответствовал ранее 

полученным нами на других электрохимических моделях [2] – ТС в нейтральной среде 

формирует два пика: при 230 мВ пик окисления, а при 270 мВ – пик восстановления. 

Сближенность пиков по значениям потенциала и почти равные значения пиковых токов 

соответствуют критериям обратимого электрохимического процесса [4]. Гидрогелевая среда 

накладывает диффузионные ограничения, что отражается в постепенном увеличении пиковых 

значений силы тока. В ходе эксперимента они нарастали от 0,074 мкА до 1,1 мкА (токи 

восстановления) и от -0,087 мкА до -0,74 (токи окисления). На рис. 1А приведены характерные 

вольтамперные кривые ТС в среде желатина. 

Внесение гепарина не приводило к сдвигам значений потенциала, а вот влияние на 

пиковые токи оказалось весьма существенным – на первых минутах измерения значения токов 

восстановления пятикратно превышали показатели, полученные в желатиновом геле. 
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Рис. 1. Вольтамперограммы циклической вольтамперометрии толуидинового синего в среде 

желатинового (А) и желатин-гепаринового гидрогеля (В). В начале измерения (зеленая кривая)  

и через 50 минут после добавления ТС (красная кривая). Графитовый электрод. рН 7,2.  

Скорость развертки потенциала 100 мВ/с 
 

 
Рис. 2. Изменения пиковых значений силы тока восстановления (Ip red) толуидинового синего  

в среде желатинового гидрогеля в присутствии гепарина 

 

Соответственно изменились и значения токов окисления (рис. 1Б). Однако уже на пятой 

минуте эксперимента рост токов замедлился и значения, соответствующие 

электровосстановлению ТС до конца измерений, колебались в пределах 0,603–0,693 мкА. При 

этом в среде желатинового гидрогеля токи восстановления ТС продолжали нарастать до 25-й 

минуты эксперимента (рис. 2). 

Объяснением полученных данных может служить формирование полианионом 

гепарином и катионным красителем ТС комплексов, электрохимические превращения 

которых затруднены [3]. Это согласуется с наблюдаемыми ограничениями роста силы тока 

электровосстановления ТС в нашем эксперименте. Интерес представляет формирование 

относительно высоких токов в начальной стадии измерений. При ЦВА токи коррелируют с 

количеством электроактивного вещества, вступившего в превращения на поверхности 

электрода [4]. Возможно присутствие гепарина способствует ускорению диффузии не 

связавшегося с полианионными группами ТС к поверхности электрода и затруднению 

десорбции красителя, что приводит к росту токов в начале измерения и стабилизирует их 

значения при длительном эксперименте.  

Таким образом, при внесении в желатиновый гидрогель гепарина изменяется характер 

диффузии ТС – происходит относительно быстрое установление равновесия на уровне токов 

электровосстановления около 0,6 мкА. При этом соответствующие значения силы тока в 

желатиновом геле продолжают рост. Обнаруженные зависимости необходимо учитывать при 

изучении диффузии фенотиазнов в биологических средах. Возможна разработка 
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электрохимических биосенсорных устройств для оценки качества гепаринсодержащих 
препаратов. 
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СЕРИНОВАЯ ПРОТЕАЗА ПЛАЗМИН АКТИВИРУЕТ КАНАЛЫ ENaC 

В КЛЕТКАХ ЛЕЙКЕМИИ К562 
 

Хронический миелолейкоз является тяжелым онкогематологическим заболеванием у 
взрослых. Клетки миелоидной лейкемии человека могут проявлять устойчивость к 
существующей терапии, тем самым при действующем лечении существует риск 
возникновения быстрорастущих и резистентных к терапии опухолевых клеток [1]. В качестве 
потенциально новой белковой мишени для воздействия на клетки миелоидной лейкемии 
можно рассматривать потенциал-независимые натриевые каналы семейства ENaC. Известно, 
что способность раковых клеток мигрировать и метастазировать осуществляется посредством 
поляризации мембраны и изменения объема клетки и может регулироваться натрий-
селективными ионными каналами [2]. Изучение механизмов регуляции каналов ENaC 
поможет выявить новые способы контроля миграционной способности и роста 
трансформированных клеток крови. Ранее был обнаружен специфический механизм 
регуляции ENaC внеклеточными сериновыми протеазами [3]. Кроме того установлено, что 
добавление сериновой протеазы трипсин во внеклеточный раствор активирует одиночные 
натриевые каналы ENaC в клетках лейкемии человека К562 [4]. Известно, что в плазме крови 
присутствует сериновая протеаза плазмин. Можно предположить, что плазмин может 
использоваться как физиологически-обоснованный модулятор активности каналов ENaC в 
опухолевых клетках крови. 

Цель данной работы: исследовать влияние плазмина на активность каналов ENaC в 
клетках миелоидной лейкемии человека линии К562. 

Для выполнения поставленной цели были сформулированы следующие задачи: 1. В 
конфигурации whole-cell метода патч-кламп изучить действие плазмина на активность 
натриевых каналов в клетках К562. 2. Сравнить биофизические характеристики натриевых 
каналов, активированных трипсином и плазмином. 3. Исследовать действие ингибитора 
сериновых протеаз апротинина на ферментативную активность плазмина. 

Для экспериментов были взяты клетки миелоидной лейкемии человека линии К562 
(Российская Коллекция Клеточных Культур, СПб). Клетки К562 культивировали в среде 
RPMI-1640 с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки и 40 мкг/мл гентамицина 
в СО2-инкубаторе при температуре 37 ºС и 5% СО2. 
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