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СТАТИЧЕСКАЯ И ДИНАМИЧЕСКАЯ СОРБЦИЯ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ И БЕЛКОВ  
НА ПОВЕРХНОСТИ СОРБЕНТОВ, МОДИФИЦИРОВАННЫХ НАНОТОЛЩИННЫМИ 
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В.П. Зубов, Д.В. Капустин 

В статье рассмотрены сорбционные свойства композиционных кремнеземных 
сорбентов, модифицированных нанослоями фторполимеров, полианилинов (ПАНИ) и по-
лиарамидов, содержащих ароматический азот, фтор, а также донорные и акцепторные 
фрагменты, по отношению к нуклеиновым кислотам (ДНК и РНК) и белкам, различаю-
щимся молекулярной массой и pI. Применение исследованных сорбентов в пробоподго-
товке при молекулярной диагностике (в частности, при проведении ПЦР-анализа) не 
только обеспечивает одностадийное выделение нуклеиновых кислот, но также позво-
ляет выделять белковые соединения. Впервые проведено сравнение свойств указанных ма-
териалов в режиме статической сорбции с применением компактных спин-колонок и в 
режиме динамической сорбции методом спектрально-корреляционной интерферомет-
рии. Изучено влияние химического состава, морфологии и поверхностного заряда указан-
ных полимерных покрытий на их сорбционные свойства. Обсуждены вероятные меха-
низмы сорбции биополимеров на исследованных сорбентах. Использование разработан-
ных подходов при анализе свойств сорбентов и полученных данных открывает новые воз-
можности для синтеза композиционных сорбентов с комплексом заданных свойств. По-
казано, что ПАНИ и полиарамиды демонстрируют сходные сорбционные свойства при 
взаимодействии с нуклеиновыми кислотами, но в разной степени удерживают белки. В 
нейтральной водной среде, оптимальной для разделения смесей биополимеров, полиара-
миды, хотя и не удерживали ДНК, имели меньшее сродство к белкам по сравнению с 
ПАНИ. Выход ДНК после пропускания образцов через слой частиц ПАНИ-модифици-
рованного кремнезема оказался максимальным по сравнению с сорбентами, модифициро-
ванными полиарамидами. Таким ообразом, ПАНИ-содержащие композиты предпочти-
тельны в качестве носителей для одностадийного выделения нуклеиновых кислот из 
сложных биологических смесей. В статье цитируются результаты систематических ис-
следований авторов статьи по разработке сорбентов для одностадийного выделения био-
полимеров из сложных биологических смесей.  
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терферометрия, одностадийное выделение ДНК, нуклеиновые кислоты, белки, жидкостная хроматогра-
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STATIC AND DYNAMIC SORPTION OF NUCLEIC ACIDS AND PR OTEINS ON SURFACE  
OF SORBENTS MODIFIED WITH NANOLAYERS OF POLYMERS 

D.-J. Liaw, D.I. Zybin, A.I. Prostyakova, E.Yu. Yagudaeva, A.A. Vikhrov, A.A. Ishchenko,  
V.P. Zubov, D.V. Kapustin 

Sorption properties of composite silica sorbents modified with nanolayers of fluoropoly-
mers, polyanilines and polyaramides containing aromatic nitrogen, fluorine, as well as donor and 
acceptor fragments, with respect to nucleic acids (DNA and RNA) and proteins differing in molec-
ular weight and pI are considered. The use of the investigated sorbents in the sample preparation 
for molecular diagnostics (in particular, in the PCR analysis) not only provides a one-step isolation 
of nucleic acids, but also allows the isolation and simultaneous purification of protein compounds 
from the impurities presented in the initial mixture. For the first time, the properties of these ma-
terials are compared in the static sorption regime using the compact spin-columns and in the re-
gime of dynamic sorption by the method of spectral-correlation interferometry. The effect of the 
chemical composition, morphology, and surface charge of these polymer coatings on their sorption 
properties was studied. Possible mechanisms of sorption of biopolymers on the investigated 
sorbents are discussed. The use of the developed approaches to the analysis of properties of the 
sorbents as well as the obtained data open new possibilities for the synthesis of composite sorbents 
with specific properties. PANI and polyaramides were shown to demonstrate the similar sorption 
properties when interacting with nucleic acids, but they differ in a various extent in the retention 
of various proteins. In a neutral aqueous medium (optimal for separation of biopolymers) polyara-
mides, although did not retain DNA, had a weaker affinity to proteins as compared to PANI. Since 
the recovery of DNA passed through the PANI-coated silica was the maximal among the particulate 
adsorbents, the PANI-modified composites were preferred as the carriers for the single-step isola-
tion of nucleic acids from complex biological mixtures. The article cites the results of systematic 
studies of the authors in the development of sorbents for one-step separation and isolation of bi-
opolymers from complex biological mixtures. 

Key words: polyaniline, polyaramides, fluoropolymers, composite sorbents, interferometry, one-step DNA 
isolation, nucleic acids, proteins, liquid chromatography, probe microscopy, X-ray photoelectron spectroscopy 
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ВВЕДЕНИЕ 

Относительно новым и быстро развиваю-
щимся разделом современной биотехнологии стала 
молекулярная биотехнология, одно из направлений 
которой основывается на разработке и применении 
молекулярно-генетических и иммуноаналитиче-
ских методов в лабораторной диагностике инфек-

ционных заболеваний [1]. Во многом это произо-
шло благодаря открытию процесса искусственного 
многократного копирования ДНК, известного как 
полимеразная цепная реакция (ПЦР) [2]. Широкое 
использование методов молекулярной диагностики 
в практике исследовательских и клинических лабо-
раторий определяет постоянно растущую потреб-
ность в удовлетворительно очищенных препаратах 



 
Izv. Vyssh. Uchebn. Zaved. Khim. Khim. Tekhnol. 2018. V. 61. N 1 

 

8   Изв. вузов. Химия и хим. технология. 2018. Т. 61. Вып. 1 
 
 

нуклеиновых кислот (НК) и белков. Мировой ры-
нок in-vitro диагностики, по ряду оценок, в 2017 г. 
уже составляет более 70 миллиардов долларов 
США, причем на долю рынка диагностикумов на ос-
нове тестирования НК приходится 15% от общего 
объема, и эта доля продолжает увеличиваться.  

ПЦР-анализ отличается исключительно вы-
сокой чувствительностью и селективностью, од-
нако серьезной проблемой при ПЦР-диагностике 
остается выбор конкретных способов подготовки 
клинических образцов к исследованию, поскольку 
до последнего времени не существовало универ-
сального подхода к выделению НК разных видов 
организмов из различных биологических источни-
ков. Сказанное также относится и к разделению 
смесей веществ белковой природы, прежде всего 
ферментов и биологически активных пептидов, по-
скольку присутствие различных примесей в выде-
ленном образце может существенно снизить эф-
фективность их применения в медицинской диа-
гностике, биоинженерии или в качестве компонен-
тов лекарственных средств (в том числе, вакцин). 

Большинство известных методов разделе-
ния смесей биополимеров (основанных на жид-
костной экстракции [3], осаждении [4, 5] или ад-
сорбции с применением различных сорбентов [6, 7]) 
многостадийны, трудоемки и часто сопровожда-
ются потерями выделяемого компонента. Это свя-
зано с тем, что эти методы основаны на концепции 
«улавливания» и удерживания целевого биополи-
мера сорбентом на первом этапе разделения, за ко-
торым необходимо осуществлять дополнительные 
этапы отмывки от примесей и элюцию целевого 
компонента с поверхности (или из объема пор) 
сорбционного материала. Несмотря на то, что такой 
многостадийный механизм широко применяется на 
практике, весьма актуальной является проблема раз-
работки альтернативной практической методоло-
гии, обеспечивающей реализацию одностадийной 
схемы выделения целевого продукта, в результате 
чего выделяемый (а заодно и очищаемый) биополи-
мер после нанесения смеси на сорбент, не удержи-
ваясь, выходит в исключенном объеме, а примеси 
удерживаются сорбентом. Такой подход выглядит 
естественным, однако до сих пор было обнаружено, 
что только относительно небольшое число синтети-
ческих полимеров проявляют необходимую селек-
тивность, обеспечивающую одностадийное разде-
ление смесей НК и белков. 

Результаты проводимых в последние годы 
исследований позволяют говорить об особой 
группе фторполимер- и полианилинсодержащих 
материалов, обеспечивающих одностадийное раз-
деление компонентов смесей, содержащих НК 

и/или белки с одновременной их очисткой от при-
сутствующих в исходной смеси примесей. В силу 
своих физико-химических свойств ни фторполи-
меры, ни полианилины (ПАНИ) не пригодны для 
получения пористых сорбентов с удовлетворитель-
ными механическими характеристиками. Выход 
был найден в получении композиционных матери-
алов, объединяющих жесткость и контролируемую 
пористость твердой подложки с уникальными 
сорбционными свойствами полимерного модифи-
катора. Такой подход позволяет сочетать в одном 
материале преимущества неорганических и орга-
нических полимерных материалов. Поверхность 
такого материала будет вести себя как соответству-
ющий полимер, а жесткость и пористость сорбента 
определяются исходной неорганической матрицей. 
Прямой синтез таких нанокомпозитов предпола-
гает, что реакции синтеза макромолекул будут сов-
мещаться с образованием сплошных однородных 
нанотолщинных полимерных покрытий, прочно 
связанных с поверхностью носителя, в том числе 
на внутренней поверхности пор носителя с сохра-
нением его исходной структуры.  

Капустиным и Зубовым с соавт. разработан 
ряд технологий, обеспечивающих получение ком-
позиционных сорбентов, модифицированных 
фторполимерами и ПАНИ, отличающихся воспро-
изводимыми морфологическими характеристи-
ками, высокой гидролитической стабильностью и 
селективностью при разделении смесей НК и бел-
ков [8-11]. Можно привести многочисленные при-
меры удачного практического применения таких 
сорбентов при выделении НК и/или белков из 
проб, различающихся по происхождению (вирусы, 
прокариоты, эукариоты), источнику (бактериаль-
ные культуры, биологические жидкости, ткани 
растений и животных, почва, пищевые продукты и 
др.) и способу подготовки (лизаты, экстракты, 
фильтраты и пр.) [12-17].  

Как оказалось, несмотря на очевидные раз-
личия в химической структуре фторполимеров и 
ПАНИ, материалы, поверхность которых модифи-
цирована этими полимерными модификаторами, 
проявляют сходные сорбционные свойства в отно-
шении белков и НК. В результате контакта с по-
верхностями таких материалов белковые моле-
кулы (или пептиды) эффективно (как правило, об-
ратимо) сорбируются, в то время как двунитевые 
ДНК (днДНК) не удерживаются, а РНК или одно-
нитевые НК удерживаются в различной степени 
(но слабее, чем белки) в зависимости от содержа-
ния однонитевых и двунитевых участков в макро-
молекуле. Материалы, обладающие такими сорб-
ционными свойствами, позволяют разделять НК и 
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белки в одну стадию, быстро и легко получать очи-
щенные препараты НК, выделяемые из сложных 
биологических образцов. Очевидно, что механизм 
сорбции биополимеров различного строения на по-
лимерсодержащих сорбентах, обеспечивающий 
указанный «благоприятный» протокол проведения 
«биосепарации», требует специального изучения, 
что позволит проводить целенаправленный выбор 
сорбентов для решения конкретных задач в обла-
сти молекулярной биотехнологии. 

Авторы данной работы проводили система-
тические комплексные исследования сорбционных 
свойств ряда полимер-модифицированных матери-
алов с целью сравнительной оценки факторов, 
определяющих механизм сорбции различных био-
полимеров на их поверхности, таких как химиче-
ская структура полимерного модификатора, мор-
фология и заряд поверхностного слоя полимерного 
покрытия, структура выделяемого биополимера, 
состав пробы и т.д. 

В статье обобщены результаты, анализ ко-
торых позволяет оценить, в какой степени введе-
ние различных функциональных групп в состав по-
лимерных модификаторов оказывает влияние на 
сорбционные свойства получаемых композитов и 
установить, насколько уникальны сорбционные 
свойства фторполимеров и ПАНИ, демонстрируют 
ли подобные свойства и другие полимеры. Полу-
ченные данные также позволяют заранее с высокой 
степенью достоверности оценивать эффективность 
применения композиционного сорбента извест-
ного состава для решения конкретной практиче-
ской задачи, а также расширить область примене-
ния получаемых материалов в исследовательской 
практике и в клинической диагностике. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

1. Сходство и различия в сорбционных 
свойствах фторполимерных и ПАНИ-покрытий. 
Прежде, чем перейти к обсуждению результатов 
комплексного исследования сорбционных свойств 
фтор- и анилинсодержащих сорбентов при разде-
лении компонентов биологических смесей, мы 
кратко проиллюстрируем наиболее общие свой-
ства этих материалов на примере разделения ком-
понентов биологической смеси, содержащей ДНК, 
РНК и белки, а также рассмотрим условия разделе-
ния удерживаемых при этом компонентов белко-
вой фракции. Предложенный принцип одностадий-
ного хроматографического разделения компонен-
тов биологических смесей, содержащих НК и 
белки, наглядно демонстрируют примеры исполь-

зования ВЭЖХ-колонок, упакованных политет-
рафторэтилен (ПТФЭ)- и ПАНИ-содержащими 
кремнеземными сорбентами при разделении 
смеси, содержащей плазмиду pBR 322 из E. Coli, 
РНК и сопутствующие белки (рис. 1) [18]. На рис. 1 
видно, что ДНК выходит с ПТФЭ-колонки в пер-
вой фракции в исключенном объеме, РНК слабо 
удерживается, но также выходит в изократическом 
режиме в составе второй фракции. Суммарная бел-
ковая фракция может быть полностью десорбиро-
вана с колонки только в условиях возрастающего 
градиента концентрации органического раствори-
теля в режиме обращено-фазовой ВЭЖХ анало-
гично тому, как это происходит при использовании 
С18-фаз. Белки при этом элюируются тем быстрее, 
чем меньше их молекулярная масса (рис. 2а).  

Сходным образом ведут себя ПАНИ-кремне-
земы. Однако рН-чувствительность ПАНИ-покры-
тия, определяемая наличием системы полисопря-
жения в структуре макромолекулы ПАНИ, в свою 
очередь определяет и иной механизм удерживания 
белков (пептидов), в результате чего белки выхо-
дят с колонки в условиях понижающегося гради-
ента рН в зависимости от значения их изоэлектри-
ческой точки (но не молекулярной массы; рис. 2б). 
Этот эффект обеспечивает ощутимое преимуще-
ство при разделении белковых смесей по сравне-
нию с фторполимерсодержащими сорбентами, т.к. 
в этом случае не требуется добавлять органические 
компоненты в подвижную фазу. 

 

 
Рис. 1. Очистка плазмиды pBR322 от РНК и сопутствующих 
белков на колонке, упакованной носителем Trisopor-500, 
модифицированным ПТФЭ (250 x 4.6 мм) (сорбент получен 
методом радиационной постполимеризации тетрафтор-эти-
лена в присутствии носителя) [18]. Элюент: 0,01M Tris-HCl 
(pH 7,5-8,2). Градиент: 0-50% пропанола, 20 мин. Скорость 
элюции: 100 мкл/мин. 1 - Плазмида , 2 – РНК, 3 – белки 

Fig. 1. Purification of pBR322 plasmid from RNA and accompa-
nying proteins on a column packed with a Trisopor-500 support 
modified with PTFE (250 x 4.6 mm) (the sorbent was prepared by 
radiation post-polymerization of tetrafluoroethylene in the pres-
ence of a support) [18]. Eluent: 0.01M Tris-HCl (pH 7.5-8.2). 
Gradient: 0-50% propanol, 20 min. Elution rate: 100 µl/min.  

1 - Plasmid, 2 - RNA, 3 – proteins 
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Рис. 2. (А) Разделение компонентов белковой смеси, содер-
жащей β-эндорфин (1), лизоцим (2), цитохром C (3) и яичный 
альбумин (4) на колонке, упакованной носителем Trisopor-

500, модифицированным ПТФЭ (250 x 4,6 мм). Скорость 
элюции: 1,0 мл/мин. Буферный раствор A: 0,1% ТФУ, буфер-
ный раствор Б: 90% ацетонитрил в буферном растворе A. Гра-
диент: 10 – 50% буферного раствора Б в течение 30 мин [18]. 
(Б) Разделение смеси белков на колонке (150 х 5 мм), упако-
ванной МПС-1150, модифицированным ПАНИ, в градиенте 
рН (7,0 – 1,0): скорость элюции: 0,25 мл/мин; раствор А – де-
ионизованная вода; раствор Б – 0,015 М водная соляная кис-
лота; градиент: 0 – 55% раствора Б в течение 30 мин.  1 – Ли-зо-
цим (pI = 11, Rt =10,9); 2 – миоглобин pI = 7, Rt =12,5);  

3 – цитохром С (pI = 5,6; Rt =14,3) [19] 
Fig. 2. (A) Separation of components of a protein mixture con-

taining β-endorphin (1), lysozyme (2), cytochrome C (3) and egg 
albumin (4) on a column packed with Trisopor-500 support modi-
fied with PTFE (250 x 4.6). Elution rate: 1.0 ml/min. Buffer solu-
tion A: 0.1% TFA, buffer solution B: 90% acetonitrile in buffer 
A. Gradient: 10 - 50% buffer B for 30 minutes [18]. (B) Separa-
tion of a mixture of proteins on a column (150 x 5 mm) packed 

with CPG-1150 modified with PANI in a pH gradient (7.0 - 1.0): 
elution rate: 0.25 ml/min; solution A - deionized water; solution  
B - 0.015 M aqueous hydrochloric acid; gradient: 0 - 55% solu-

tion B for 30 min. 1 - Lysozyme (pI = 11, Rt = 10.9); 2 - myoglo-
bin (pI = 7, Rt = 12.5); 3 - cytochrome C (pI = 5.6, Rt = 14.3) [19] 

 
Еще одним примером удачного использо-

вания в биоаналитических целях полимерных по-
крытий на основе полимеров, содержащих анили-
новые звенья, может служить разработка покрытий 
сополимера анилина с 3-аминобензойной кислотой 
на кремниевых пластинах (чипах) для непосред-
ственного применения в качестве рабочих поверх-
ностей в масс-спектрометрии [20]. 

Для демонстрации эффекта разделения 
смесей белков на таких модифицированных пла-
стинах проводили предварительные эксперименты 
с модельными смесями меченых белков. Для визу-
ализации удерживания белков был разработан про-
стой наглядный способ, при котором белки с раз-
личными значениями рI метили люминисцент-
ными (с эмиссией при 546 и 581 нм) полупроводни-
ковыми нанокристаллами. Растворы индивидуаль-
ных меченых белков (с концентрацией 0,5 мг/мл), а 
также их смесь в виде капель наносили на модифи-
цированную ПАНИ-м-АБК поверхность кремние-
вого чипа и выдерживали 5 мин при комнатной тем-
пературе. Избыток жидкости удаляли, промывая 
пластинку буферным раствором с соответствую-
щим рН, сорбцию визуализировали в УФ-свете. Ре-
зультаты визуализации подтвердили, что разделе-
ние белков (пептидов) в зависимости от значений их 
рI можно проводить непосредственно на кремние-
вых пластинах, модифицированных анилин-содер-
жащим сополимером, используя подходящий бу-
ферный раствор с требуемым значением рН (в зави-
симости от кислотно-основных свойств определяе-
мого методом масс-спектрометрии компонента раз-
деляемой смеси, остающегося на пластине).   

Таким образом, если на этапе разделения 
фракций НК и белков композиционные сорбенты с 
фторполимерным и ПАНИ-покрытием демонстри-
руют похожие сорбционные свойства, то десорб-
ция компонентов белковой фракции, очевидно, 
происходит по различным механизмам, определяе-
мым особенностями химической структуры ис-
пользованных полимерных модификаторов. 

2. Объекты исследования и основные ха-
рактеристики исследуемых полимерных покры-
тий. Следует отметить, что традиционная коло-
ночная хроматография является относительно мед-
ленным процессом и требует применения высоких 
давлений и специального оборудования. Высокая 
сорбционная емкость и селективность фторполи-
мер- и ПАНИ-модифицированных сорбентов поз-
воляют использовать компактные спин-колонки. 
При этом можно разделять НК и белки в одну ста-
дию, не изменяя состав элюента (или даже в отсут-
ствие такового в случае, если на спин-колонку 
наносится достаточный объем образца). При необ-
ходимости белковая фракция также может быть 
элюирована подходящим буфером. Основную 
часть обсуждаемых в данной работе исследований 
проводили с использованием именно таких спин-
колонок, содержащих синтезированные сорбенты.  
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С целью сбора данных, позволяющих су-
дить о вероятных механизмах сорбции биополиме-
ров на полученных материалах, и для ответа на во-
прос: присущи ли сорбционные свойства фторпо-
лимеров и ПАНИ другим классам полимеров, в ра-
боте исследовали свойства модельных сорбентов, 
полученных на основе частиц объемно-пористого 
кремнезема, на поверхность которых наносили ис-
следуемые полимерные покрытия. Эти сорбенты 
получали методом spin-coating, используя серию 
полиарамидов с закономерно меняющейся струк- 

турой, содержащих набор «ключевых» элементов 
(ароматический азот, фтор, а также донорные и ак-
цепторные фрагменты). Их свойства сравнивали со 
свойствами фторполимер- и ПАНИ-содержащих 
сорбентов, полученных по методикам, приведен-
ным в [17] и [13], соответственно. Химические 
структуры полиарамидов, любезно предоставлен-
ных для исследования коллегами из Тайваньского 
университета, а также структуры фторполимера 
(фторопласта 42 Л) и ПАНИ приведены в табл. 1. 

 

Таблица 1 
Использованные полимерные модификаторы 

Table 1. The list of the used polymer modifiers 
Обозначение полимерного  

модификатора 
Химическая структура 

Повторяющийся элемент  
в структуре полиарамидов 

 

PA1 
 

 

PA7 
 

 

PA8 

 

PA11 

 

ФП 

 

ПАНИ 

 

ПТФЭ 

 
 
Образцы всех полученных в работе сорбен-

тов исследовали методами ртутной порометрии 
(для оценки изменений в морфологии поверхности 
носителя после модифицирования полимерами) и 
элементного анализа (для определения доли поли-
мерного компонента в составе композита). Также 
оценивали устойчивость полученных композитов в 

условиях щелочного гидролиза материала носи-
теля (с целью качественной оценки сплошности 
полимерного покрытия). Полученные данные све-
дены в табл. 2. Видно, что во всех полученных ма-
териалах в значительной степени сохраняется по-
ристость исходного носителя, в то время как сред-
ний диаметр пор несколько уменьшается за счет 
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образования полимерного покрытия. Тот факт, что 
покрытие образуется не только на внешней поверх-
ности частиц носителя, но и на внутренней поверх-
ности пор, подтверждается одновременным сопо-
ставимым уменьшением удельного объема и сред-
него эффективного диаметра пор. 

Равномерность и сплошность распределе-
ния полимерного покрытия косвенно подтвержда-
ется данными о высокой стойкости модифициро-
ванного кремнезема в условиях гидролиза силокса-
новых связей Si-O-Si по сравнению с немодифици-
рованным кремнеземом в сильнощелочной среде. 

Эффект экранирования неорганической поверхно-
сти полимерной фазой особенно заметно проявля-
ется в первые 70 мин процесса. 

Полученные данные позволяют утвер-
ждать, что в результате обработки поверхности 
объемно-пористого кремнеземного носителя ис-
следуемыми полимерными модификаторами во 
всех случаях формируется малодефектное и равно-
мерно распределенное полимерное покрытие, при-
чем пористость исходного носителя в значитель-
ной степени сохраняется. 

Таблица 2 
Характеристики полимерного покрытия в образцах полученных композитов 

Table 2. Characteristics of the polymer coating in samples of the obtained composites 

Носитель- 
полимерный  
модификатор 

Уменьшение среднего 
эффективного диаметра 
пор носителя после  
модификации, нм 

Средняя  
эффективная 
толщина  

покрытия, нм 

Доля полимер-
ного покрытия 
в составе  

композита, % 

Отношение скоростей раство-
рения кремнезема в 0,01М 

NaOH в образцах исходного 
носителя и сорбента 

Si-500-ФП 6 3 10 8 
Si-500-ПАНИ 7 3,5 25 10 

Si-500-ФП-ПАНИ 15 7,5 35 23 
Si-500-PA1 7 3,5 15 10 
Si-500-PA7 8 4 20 9 
Si-500-PA8 7 3,5 15 11,5 
Si-500-PA11 4 2 7 6 
 
3. Сорбционные свойства полученных мате-

риалов в отношении нуклеиновых кислот и белков. 
Параллельно решились две задачи. Во-пер-

вых, было важно обобщить и сравнить данные, по-
лученные при исследовании сорбционных свойств 
полимерсодержащих сорбентов в режиме статиче-
ской сорбции (протекающей в результате контакта 
компонентов смеси после пропитки неподвижного 
слоя сорбента аликвотой образца, содержащей 
биополимер или их смесь) и в режиме динамиче-
ской сорбции (при пропускании образца над по-
верхностью пластины, предварительно покрытой 
слоем исследуемого полимера). В первом случае 
данные получали методами спектрофотометриче-
ского и электрофоретического анализа. Во втором 
случае формирование адсорбционного слоя на пла-
стине регистрировали в режиме реального времени 
методом спектрально-корреляционной интерферо-
метрии (СКИ) [21, 22].  

Во-вторых, данные, полученные при раз-
личных режимах сорбции биополимеров, могут 
сильно различаться, поэтому было необходимо 
проанализировать причины этих различий, сопо-
ставляя результаты исследования сорбции с дан-
ными о составе и морфологии исследованных по-
крытий.  

Очевидно, что сорбционные свойства сор-
бента могут определяться как химической структу-
рой макромолекул поверхностного слоя, так и осо-
бенностями его поверхностной морфологии. В за-
висимости от природы функциональных групп, со-
держащихся на поверхности сорбента, их полярно-
сти, донорно-акцепторных свойств, эффективность 
сорбции НК и белков будет определяться реальной 
химической природой поверхностного слоя сор-
бента (которая может не совпадать с брутто-фор-
мулой полимерного модификатора), обусловлива-
ющей реализацию различных механизмов сорб-
ции. От морфологии поверхностного слоя сорбента 
может зависеть не только сорбционная емкость, но 
и степень влияния материала подложки на сорбци-
онные свойства (в случае сквозных пор в полимер-
ном покрытии или при отсутствии сплошного по-
крытия), а также наличие молекулярно-ситового 
эффекта. Поэтому необходимо по отдельности оце-
нивать оба этих фактора. 

3.1. Химический состав, морфология и за-
ряд поверхностного слоя исследованных сорбен-
тов. Методология определения химического со-
става поверхностного слоя полимерных покрытий 
подробно описана в [23]. Элементный состав по-
верхностного слоя исследуемых полимерных по-
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крытий определяли методом рентгеновской фото-
электронной спектроскопии (РФЭС) и сравнивали 
с составом, соответствующим брутто-формуле по-
лимерного модификатора. Было найдено, что во 
всех полиарамидсодержащих образцах теоретиче-
ски рассчитанные и экспериментально определен-
ные атомные доли углерода, азота, фтора и серы 
примерно совпадают, различаясь в пределах 
ошибки метода. Полученные результаты позво-
ляют сделать заключение о соответствии реальных 
химических структур поверхностных слоев брутто-
формулам использованных полимерных модифи-
каторов. Некоторые полученные покрытия нерав-
номерны по толщине и характеризуются наличием 
пористости, что подтверждается данными сканиру-
ющей зондовой микроскопии [23], табл. 3. Так, при 
анализе рельефа образца PА8 явно определяются 
сквозные поры в толще покрытия, а на соответ-
ствующих изображениях определяется объемно-
пористая структура. Покрытия PА1 и PА7 также за-
метно изменяются по толщине и имеют пористую 
структуру, хотя поры в этом случае несквозные. 
ФП-покрытие имеет относительно ровную поверх-
ность без сквозных пор, как и ПАНИ-покрытие. В 
случае ФП-ПАНИ-образца на поверхности предва-
рительно полученного слоя фторопласта формиру-
ется значительно более гладкое ПАНИ-покрытие, 
чем при полимеризации анилина в отсутствие 
фторполимера. В целом, поверхность полимерных 
покрытий, получаемых химическими методами, 
оказывается значительно более гладкой по сравне-
нию с покрытиями, полученными нанесением из 
готовых растворов полимеров. Таким образом, 
морфология поверхности и эффективная толщина 
полученных полимерных покрытий существенно 
различаются.  

В табл. 3 также приведены ξ-потенциалы 
поверхности частиц полученных сорбентов. Видно, 
что все исследованные полиарамидсодержащие 
материалы имеют крайне слабый положительный 
заряд (1,5-5 мВ), несколько сильнее он выражен у 
ФП-материала (10 мВ) и у ПАНИ-содержащих сор-
бентов (30±2 мВ), что предполагает наличие у них 
слабо выраженных анионообменных свойств. 

3.2. Удерживание нуклеиновых кислот и 
белков исследованными сорбентами. 

Сорбция растворенного вещества на твер-
дой поверхности может протекать как в статиче-
ских, так и в динамических условиях. Примени-
тельно к условиям нашего исследования, сорбцию 
следует считать статической, если вещество, нахо-
дящееся в неподвижной жидкой фазе, удержива-

ется в результате контакта с сорбентом. В этом слу-
чае статическая активность сорбента характе-
ризуется количеством удерживаемого вещества на 
единицу массы сорбента к моменту достижения 
равновесия при неизменных температуре жидко-
сти и начальной концентрации растворенного ве-
щества. Динамическая сорбция происходит в том 
случае, когда удерживаемое вещество находится в 
подвижной жидкой фазе, которая пропускается над 
исследуемой полимерной поверхностью. Тогда ди-
намическую активность покрытия в первом при-
ближении проще всего охарактеризовать временем 
от начала пропускания сорбата до насыщения фор-
мируемого адсорбционного слоя. Очевидно также, 
что скорость формирования и толщина образуе-
мого адсорбционного слоя будут зависеть и от при-
роды сорбата. 

3.2.1. Удерживание биополимеров в режиме 
статической сорбции. 

Вначале рассмотрим данные, полученные в 
результате статической сорбции биополимеров 
при смачивании, инкубировании и дальнейшем 
пропускании соответствующих растворов модель-
ных биополимеров или их смесей через картриджи, 
содержащие исследуемые сорбенты. Дополни-
тельно для оценки эффективности выделения ДНК 
из сложной биологической смеси через картриджи 
пропускали клеточные лизаты E. coli и Agrobacte-
rium tumefaciens C58, содержащие ДНК, РНК, 
белки, прочие компоненты разрушенных клеток, 
соли и детергенты, а затем анализировали получен-
ные элюаты спектрофотометрически, электрофо-
ретически и методом ПЦР. Сорбционные свойства 
полимер-модифицированных кремнеземов иссле-
довали с помощью растворов и смесей модельных 
биополимеров, содержащих бычий сывороточный 
альбумин (БСА), лизоцим, пепсин, цитохром С, 
фрагменты ДНК различной длины, бактериальную 
геномную ДНК, дрожжевую тРНК, а также лизаты 
бактериальных культур E. coli и Agrobacterium 
tumefaciens C58. Характеристики биополимеров 
представлены в табл. 3.  

В первой части табл. 4 приведены спектро-
фотометрические данные о выходе ДНК и РНК, а 
также сорбционная емкость сорбентов по белкам, 
различающимся молекулярной массой и значени-
ями pI.  

Можно видеть, что для всех четырех иссле-
дованных полиарамидсодержащих материалов ха-
рактерно незначительное удерживание ДНК. Не-
смотря на то, что содержание двунитевой ДНК 
(днДНК) в элюате несколько различается между  
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Таблица 3 
Использованные биополимеры 

Table 3. The list of the used biopolymers 

Биополимер Мм, кДа pI 
Молярная  

гидрофобность, 
кДж/моль* 

БСА ∼66,5 4,8 1130 
Пепсин ∼34,6 2,2 865 
Лизоцим ∼14,4 11,3 306 
Цитохром С ∼12 10,6 не определено 

тРНК из пекарских 
дрожжей, тип X ∼25 - - 

ДНК-линейка: смесь 
фрагментов от 75 до 

20000 п.о. 
52-13800** - - 

днДНК из E. coli ∼2760  
(4000 п.о.)* 

- - 

днДНК из Agrobacte-
rium tumefaciens C58 

∼13800  
(20000 п.о.)* 

- - 

Примечание: * см. раздел 3.2.2. ** Средняя молекулярная 
масса одного нуклеотида принимается равной 345 
Note: * see section 3.2.2. ** average molecular weight of one 
nucleotide is taken equal to 345 

отдельными образцами, это различие не превы-
шает 15%. Максимальная концентрация днДНК 
(75% от количества в исходном растворе) опреде-
лена в элюатах, полученных при использовании 
пары сорбентов, содержащих наряду с трифторме-
тильными также электроноакцепторные группы. 
Несколько более высокое содержание днДНК в со-
ставе исключенного объема (80%) по сравнению с 
сорбентами, покрытыми полиарамидами, наблю-
дали для ФП-ПАНИ-содержащего материала. 
Напротив, выход днДНК с ФП-содержащего сор-
бента на 6-18% ниже, чем с остальных образцов.  

РНК, имеющая в своей структуре как дву-
нитевые, так и однонитевые последовательности, 
удерживается полиарамидсодержащими материа-
лами значительно сильнее, чем днДНК. В меньшей 
степени – до 70% – РНК удерживают материалы 
PA1 и PA7, в то время как сорбенты, модифициро-
ванные полиарамидами PA11 и PA8, удерживают 
85 и 93% РНК, соответственно. Для сравнения, на  

Таблица 4 
Сорбционные свойства исследованных сорбентов  

(численные данные представлены как средние значения ±SD, n = 3) 
Table 4. Sorption properties of the studied sorbents (numerical data are presented as mean values ± SD, n = 3) 

Полимерный  
модификатор 

PA1 PA7 PA8 PA11 ПТФЭ ФП ПАНИ ФП-ПАНИ 

Удерживание биополимеров 
Выход ДНК, % 74±0,56 75±0,57 60±0,52 63±0,51 67±0,52 65±0,42 71±0,59 80±0,84 
Выход РНК, % 30±0,33 30±0,32 7±0,18 15±0,24 2±0,08 7,0±0,18 4±0,12 5±0,15 

Емкость по белку, мг/г сорбента 
БСА 8,0±0,21 8,0±0,19 7,0±0,16 7,0±0,18 8,0±0,20 7,0±0,17 7,0±0,17 7,0±0,16 
Пепсин 7,0±0,18 6,5±0,15 7,0±0,17 7,0±0,18 7,5±0,19 7,0±0,17 6,0±0,12 6,0±0,13 

Цитохром С 8,0±0,21 8,5±0,18 7,5±0,21 7,5±0,19 8,0±0,19 8,0±0,20 9,0±0,25 9,0±0,21 
Лизоцим 8,0±0,20 8,4±0,15 7,3±0,25 7,5±0,18 8,0±0,20 8,0±0,18 8,5±0,25 9,0±0,20 

Отношение выходов 
ДНК/РНК 

2,5 2,5 8,6 4,2 33,5 9,3 17,8 16,0 

А260/А280 

(смесь ДНК + БСА)*  
1,5 1,7 1,2 1,2 1,5 1,1 1,4 1,9 

* А260/А280 для смеси (ДНК + БСА) составляет 0,9 
Характеристики полимерного покрытия** 

ξ-Потенциал, мВ 2,1±0,63 2,3±0,51 1,63±0,39 5,34±0,94 н/о 10,2±0,63 32,0±5,15 30,47±0,96 
Максимальная тол-
щина покрытия, нм 

1321,39 316,75 341,17 55,23 н/о 405,26 319,35 1016,66 

Наличие сквозных 
пор в покрытии**   

+/-  

 

+/- 

 

+ 

 

- 

 

н/о 
 

- 

 

- 

 

- 

 
** + – сквозные поры, +/- – несквозные поры, 

Характеристики динамической сорбции биополимеров 
Продолжительность насыщения адсорбционного слоя, мин: 

БСА 2,0±0,2 3,0±0,2 2,0±0,2 3,0±0,2 н/о н/о 0,8±0,1 н/о 
Лизоцим 7,0±0,3 2,0±0,2 4,0±0,2 3,0±0,2 н/о н/о 0,8±0,1 н/о 
Пепсин - - - - н/о н/о - н/о 
днДНК - - - - н/о н/о - н/о 
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Продолжение таблицы 
Толщина адсорбционного слоя, нм 

БСА 1,0±0,1 1,5±0,15 1,4±0,15 2,1±0,2 н/о н/о 1,7±0,2 н/о 
Лизоцим 0,2±,015 0,2±,015 1,3±0,15 2,5±0,2 н/о н/о 2,1±0,2 н/о 
Пепсин - - - - н/о н/о - н/о 
днДНК - - - - н/о н/о - н/о 

 

сорбентах, модифицированных ПАНИ и ФП-ПАНИ, 
удерживается более 95% РНК, а на ПТФЭ-содер-
жащем материале РНК удерживается практически 
полностью (98%). 

Результаты электрофореза (рис. 3) элюатов, 
полученных после пропускания через картриджи 
раствора ДНК-фрагментов различной длины (от 75 
до 2000 п.о.), а также после пропускания бактериаль-
ного лизата E. coli, соответствуют данным табл. 4.  
 

 

 
Рис. 3. Электрофорез в 0,8% агарозном геле (A) ДНК-фраг-
ментов (1 kb DNA Ladder GeneRulerTM 75 - 20000 bp), содер-
жащихся в полученных элюатах (M - исходный раствор ДНК-
фрагментов, 1 мкл в 20 мкл образца, аббревиатуры над тре-
ками обозначают полимерный модификатор соответствую-
щего модельного сорбента) и (Б) ДНК, выделенной из E. coli 
(L- лизат E. coli, PA11, PA8, PA7, PA1, FP-PANI - элюаты, по-
лученные с использованием сорбентов, модифицированных 
соответствующими полиарамидами и ФП, Si - исходный 

кремнезем, M - маркер ДНК, 1 kb DNA Ladder GeneRulerTM 
75 – 20000 bp) [23] 

Fig. 3. Electrophoresis in 0.8% agarose gel (A) of DNA fragments 
(1 kb DNA Ladder GeneRulerTM 75 - 20000 bp) contained in the 
resulting eluates (M is the initial solution of DNA fragments, 1 µl 
in 20 µl of a sample, the abbreviations above the tracks specify 
the polymer modifier of the corresponding model sorbent), and 

(B) of DNA isolated from E. coli (L-lysate of E. coli, PA11, PA8, 
PA7, PA1, FP-PANI are the eluates obtained using the sorbents 
modified with the corresponding polyaramides and FP, Si - pris-

tine silica, M - DNA marker, 1 kb DNA Ladder GeneRulerTM 75 
- 20000 bp) [23] 

Таким образом, степень удерживания НК 
зависит от химической структуры полимерного 
модификатора и от третичной структуры сорбата, 
но не от молекулярной массы НК.  

Из рис. 3 видно, что покрытия, содержащие 
электроноакцепторные группы (PA1 и PA7), по се-
лективности к паре ДНК – РНК близки к ПАНИ-
содержащим сорбентам, в то время как материалы 
с электронодонорными фрагментами (PA 8 и PA11) 
по этому показателю мало отличаются от ФП-
содержащего материала. 

Сравнивая выходы ДНК и РНК в элюатах, 
полученных с помощью исследованных сорбентов, 
можно видеть (табл. 4), что для перфторполимер- и 
ПАНИ-модифицированных сорбентов характерна 
более высокая степень очистки ДНК от РНК, когда 
содержание ДНК в элюате более, чем в 15 раз пре-
вышает содержание РНК (а в случае ПТФЭ-ма-
териала даже более, чем в 30 раз). Для остальных 
исследованных образцов сорбентов не достигается 
даже 10-кратное превышение, в том числе для ма-
териалов, модифицированных полимерами с низ-
ким содержанием атомов фтора (PA1 и PA7). Как 
было показано в ряде работ [10, 11, 14, 16, 17], сте-
пень очистки препаратов ДНК, выделенной из ли-
затов образцов, содержащих бактерии и вирусы, а 
также растительную ткань или кровь, с примене-
нием ПАНИ-содержащих сорбентов обеспечивает 
возможность их непосредственного использования 
в ПЦР-анализе. В работе [24] было продемонстри-
ровано, что использование РА7-сорбента в пробо-
подготовке при ПЦР-анализе бактериальной ДНК 
(из Agrobacterium tumefaciens C58) также оказыва-
ется эффективным. 

Далее было необходимо выяснить, насколько 
природа полимерного покрытия сорбента влияет 
на сорбцию белков. Для ответа на вопрос: какая из 
основных характеристик белкового сорбата (моле-
кулярная масса или pI) сильнее сказывается на свя-
зывании белков поверхностью сорбента, через 
картриджи с исследуемыми сорбентами пропускали 
растворы индивидуальных белков, различающихся 
по этим свойствам (табл. 3). Из данных табл. 4 
видно, что все исследованные сорбенты доста-
точно эффективно удерживают белки (от 65% до 
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85%). Оказалось, что для трех полиарамидсодер-
жащих сорбентов (PA1, PA8 и PA11) сорбционная 
емкость мало зависит как от молекулярной массы, 
так и от pI белка и составляет 6,8-8,2 мг белка/г сор-
бента, и только для материала, модифицирован-
ного сополимером PA7, обнаруживается явная за-
висимость сорбционной емкости от природы белка 
(от значения его pI), но не от молекулярной массы 
(6,4-8,7 мг/г). В еще большей степени эта зависи-
мость проявляется у материалов, модифицирован-
ных ПАНИ (5,9-9,2 мг/г). Таким образом, в случае 
материала PA7 и у ПАНИ-содержащих материалов, 
взятых для сравнения, сорбционная емкость растет 
с увеличением основности (pI) белка. Для осталь-
ных исследованных материалов эта зависимость со-
храняется, но выражена не столь явно. Указанное 
свойство может быть использовано не только для 
очистки препаратов НК от белков, но также и для 
дальнейшего разделения белковой фракции.   

Различие в сродстве исследуемых покры-
тий к НК и белкам легко продемонстрировать на 
примере очистки ДНК от БСА при пропускании их 
смеси через картриджи с сорбентами. Сравнение 
величин отношений поглощения при 260 и 280 нм 
(A260/A280) для растворов ДНК и белка, для их ис-
ходной смеси и для полученных элюатов свиде-
тельствует, что материалы PA1 и особенно PA7 
(содержащие трифторметильные группы) срав-
нимы по способности очищать препараты ДНК от 
белков с перфторполимер- и ПАНИ-содержащими 
материалами (табл. 4). Образцам ДНК, в наиболь-
шей степени очищенным от белка, соответствуют 
отношения, равные 1,5 (РА1- и ПТФЭ-сорбенты), 
1,7 (PA7-сорбент) и 1,9 (ФП-ПАНИ-сорбент). Ана-
логичные результаты получены для элюатов, со-
бранных при выделении ДНК из бактериальных 
лизатов E. сoli (1,5, 1,6 и 1,8, соответственно). 
Видно, что среди полиарамидсодержащих матери-
алов сорбенты PA1 и PA7 обеспечивают выделение 
наиболее чистых образцов ДНК из модельных и ре-
альных биологических смесей. Это означает, что 
наиболее близкие сорбционные свойства по отно-
шению к биополимерам проявляют полиарамиды с 
электроноакцепторными группами и ПАНИ-со-
держащие материалы. Таким образом, показано, 
что введение в структуру полимерного модифика-
тора дополнительных функциональных групп, не-
значительно, на первый взгляд, изменяющих сум-
марный химический состав (как в случае материа-
лов РА7 и РА11), оказывает заметное влияние на 
сорбционные свойства получаемых полимерных 
покрытий.  

3.2.2. Удерживание биополимеров в режиме 
динамической сорбции. 

Сделанные выводы в целом подтвержда-
ются результатами исследования динамической 
сорбции биополимеров, проведенного в режиме 
реального времени методом СКИ [21, 22] с исполь-
зованием биосенсора на основе проточной микро-
ячейки и детектора, состоящего из двух интерфе-
рометров, одним из которых служит тонкая стек-
лянная пластина с предварительно нанесенным по-
крытием исследуемого полимера. Над поверхно-
стью покрытия пропускали исследуемый раствор 
биополимера и измеряли интерференцию между 
опорным лучом, отраженным от нижней поверхно-
сти пластины, и лучом, отраженным от поверхно-
сти раздела «адсорбционный слой – вода».    

Фосфатные группы в молекуле ДНК полно-
стью ионизированы при рН = 4,0. Таким образом, 
молекула ДНК заряжена отрицательно в широком 
диапазоне рН. В условиях проведения эксперимента 
(в среде с рН 7,2) заряд молекулы БСА наиболее 
близок к нейтральному по сравнению с другими ис-
следованными белками, суммарный заряд лизоцима 
положительный, пепсина – отрицательный. 

Из данных табл. 4 видно, что при пропуска-
нии раствора ДНК над исследуемой полимерной 
поверхностью во всех случаях адсорбционный 
слой не образуется. При использовании полиара-
мидных модификаторов при подаче в кювету рас-
творов белков с pI > 4 в зависимости от рН среды 
обратимо формируется адсорбционный слой тол-
щиной 0,2-2,5 нм. В отличие от других покрытий, 
при использовании ПАНИ-покрытия белки прочно 
удерживаются при нейтральных значениях pH 
среды, и десорбируются только при существенном 
понижении рН. Таким образом, ПАНИ-покрытие 
проявляет максимальную динамическую сорбци-
онную активность по сравнению с полиарамидсо-
держащими покрытиями (время насыщения ад-
сорбционного слоя превышает в 2,5-8,75 раз этот 
показатель по сравнению с полиарамидными моди-
фикаторами, причем толщина формируемого слоя 
белковых молекул в случае ПАНИ-покрытия в 
большинстве случаев также превышает рассматри-
ваемую величину, незначительно уступая только 
PA11-покрытию). 

Поскольку ПАНИ является рН-чувстви-
тельным материалом, способность ПАНИ-содер-
жащих сорбентов удерживать белки (сорбционная 
емкость) зависит от pH среды. Можно ожидать, что 
в нейтральных средах белки с более высокими зна-
чениями pI будут сильнее удерживаться на поверх-
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ности ПАНИ-покрытия, что и подтверждается экс-
периментально. Макромолекулы пепсина (pI 2,2, 
отрицательно заряженные в среде с рН 7,2), так же, 
как и молекулы днДНК, в данных условиях не об-
разуют адсорбционного слоя ни в одном случае. В 
случае БСА и лизоцима наблюдали иную картину. 
В обоих случаях на ПАНИ-поверхности формиро-
вался устойчивый адсорбционный слой, который 
сохранялся после прекращения подачи новых пор-
ций раствора белка и разрушался только в резуль-
тате заметного понижения рН среды. После приве-
дения раствора БСА в контакт с поверхностями 
других исследованных полимерных покрытий 
также происходила адсорбция белка, причем коли-
чество адсорбированного белка зависело от при-
роды полимера (максимально в случае PA11 и ми-
нимально в случае PA1). 

БСА является наиболее гидрофобным из 
всех исследованных белков [25] (табл. 3). Соответ-
ственно, покрытия более гидрофобных полимеров, 
содержащих фторметильную группу (PA1 и PA7), 
эффективно удерживают только БСА (толщина ад-
сорбционного слоя 1,0-1,5 нм) и слабо удерживают 
менее гидрофобный и при этом положительно за-
ряженный лизоцим (~0,2 нм). Таким образом, по-
лиарамиды с электрондонорными группами (PA1 и 
PA7) нецелесообразно использовать для сорбции 
основных белков. Полимер PA8 хорошо удержи-
вает как слабо отрицательно заряженный БСА, так 
и положительно заряженный в данных условиях 
лизоцим. Различие с ПАНИ-поверхностью в этом 
случае заключается в том, что на ПАНИ-покрытии, 
в отличие от PA8-покрытия, насыщенный адсорб-
ционный слой образуется в 2,5 раза быстрее при 
сорбции БСА и в 5 раз быстрее при сорбции лизо-
цима (по-видимому, из-за стерических затрудне-
ний при сорбции 4-х субъединичного БСА).  

Несмотря на различия в толщине образую-
щихся слоев, во всех рассмотренных случаях, по-
видимому, все же формируется мономолекуляр-
ный белковый слой, что следует из сравнения эф-
фективных гидродинамических радиусов исследо-
ванных белков (∼ 7 нм для БСА и ∼ 2,2 нм для ли-
зоцима) с учетом их молекулярных масс, числа 
аминокислотных остатков в составе полипептид-
ной цепи и наличия четвертичной структуры у 
БСА. Наблюдаемые различия в толщине адсорбци-
онного слоя являются, по-видимому, результатом 
происходящего в различной степени развертыва-
ния макромолекул сорбата при сорбции на поверх-
ности подложки, сопровождаемой изменением их 
конформации из-за разрушения гидратной обо-
лочки и деградации четвертичной структуры (в 
случае БСА). 

Видно, что сорбция БСА протекает быстро, 
достигая максимального значения через 1,5-4 мин. 
На ПАНИ-поверхности насыщенный адсорбцион-
ный слой (h = 1,65 нм) образуется уже через 1,5 мин, 
на РА7-поверхности (h = 1,5) – за 4 мин. На поверх-
ностях, модифицированных полимерами РА8 и 
РА11, молекулы БСА формируют насыщенные ад-
сорбционные слои (h = 1,4 и 2,1 нм, соответ-
ственно) примерно за 2 мин. Однако при дальней-
шем промывании тем же буферным раствором пла-
стин, модифицированных полиарамидами, практи-
чески весь белок десорбируется, в результате чего 
наблюдается резкое уменьшение сигнала. Как и 
ожидалось, слабо заряженные в данных условиях 
макромолекулы БСА удерживаются на полиара-
мидной поверхности, по-видимому, за счет относи-
тельно слабых многоточечных контактов. При вы-
сокой концентрации белка в подвижной фазе и при 
относительно низкой скорости потока белковые 
молекулы формируют на поверхности полимер-
ного покрытия адсорбционный слой, который за-
тем разрушается и смывается с поверхности при 
прекращении подачи новых порций белка. Как ока-
залось, наблюдаемые эффекты обратимы. После 
промывки поверхности пластины чистой подвиж-
ной фазой при повторной подаче белков (кроме пеп-
сина), растворенных в подвижной фазе с нейтраль-
ным значением рН, во всех случаях снова формиру-
ется адсорбционный слой белковых молекул. 

Однако только при использовании ПАНИ-
покрытия формируется устойчивый насыщенный 
адсорбционный слой молекул БСА, который удер-
живается на поверхности полимера при промывке 
буферным раствором при неизменном нейтраль-
ном значении pH. Белок начинает десорбироваться 
с поверхности ПАНИ только в результате пониже-
ния pH элюента. Аналогичный эффект наблюдали 
и в случае сорбции лизоцима на ПАНИ-поверх-
ности. Таким образом, в нейтральной водной среде 
(оптимальной для выделения биополимеров) поли-
арамиды обладают более слабым сродством к бел-
кам по сравнению с ПАНИ. 

Таким образом, методом СКИ удалось экс-
периментально подтвердить наличие наиболее 
важного с практической точки зрения эффекта, за-
ключающегося в том, что при подаче в кювету рас-
твора днДНК адсорбционный слой не образуется 
во всех исследованных случаях. Следовательно, 
как ПАНИ, так и полиарамиды проявляют сходную 
селективность при сорбции ДНК и белков. Но в от-
личие от полиарамидных покрытий, ПАНИ-пок-
рытие удерживает белки и при отсутствии подачи 
дополнительных порций молекул сорбата в кювету, 
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а разрушение адсорбционного слоя происходит 
только после существенного понижения рН среды.  

3.2.3. Вероятные механизмы сорбции НК и 
белков на исследованных сорбентах. 

Мы рассмотрели приведенные в табл. 4 зна-
чения выхода НК и удерживания различных белков 
на поверхности исследованных модельных сорбен-
тов. Видно, что степень очистки ДНК как от белка, 
так и от РНК изменяется в зависимости от струк-
туры использованного полимерного модифика-
тора. Можно предположить, что сорбционные 
свойства исследованных сорбентов определяются 
суммарным вкладом различных механизмов сорб-
ции, происходящей в результате образования неко-
валентных взаимодействий (гидрофобных, ионных 
и водородных связей). Тот факт, что все материалы 
практически не удерживают отрицательно заря-
женную гидрофильную днДНК и одновременно 
более эффективно сорбируют РНК, содержащую 
гидрофобные участки, указывает на наличие гид-
рофобных взаимодействий между поверхностью 
сорбента и молекулами сорбата. Присутствие в 
структуре ПАНИ и полиарамидов заряженных 
и/или поляризованных групп и слабый положи-
тельный заряд поверхности соответствующих по-
лимерных покрытий указывают на то, что соответ-
ствующие материалы могут обладать анионооб-
менными свойствами. Вместе с тем, эти сорбенты 
(как и фторполимерсодержащие материалы) 
крайне слабо удерживают молекулы днДНК. По-
видимому, ионообменные свойства этих сорбентов 
выражены слабо не только за счет стерических за-
труднений, но также за счет делокализации поло-
жительных зарядов по макромолекуле или даже 
между несколькими макромолекулами в составе 
покрытия (как известно, это справедливо для 
ПАНИ-содержащих материалов [26]), что препят-
ствует образованию устойчивой ионной связи, тре-
бующей локализации и достаточного сближения 
противоположных зарядов на соответствующих 
атомах сорбента и сорбата. Поэтому молекулы 
днДНК, дополнительно стабилизированные много-
численными водородными связями внутри двуни-
тевой структуры, на таких поверхностях не удер-
живаются, а макромолекулы белков, имеющие ло-
кализованные заряды на экспонированных в вод-
ной среде боковых группах, удерживаются в раз-
личной степени в зависимости от значения их pI.  

Сходство сорбционных свойств полиара-
мидных и ПАНИ-покрытий в отношении белков 
проявляется также в том, что в динамических усло-
виях БСА и лизоцим сорбируются, а кислый белок 

пепсин (как и днДНК) не удерживается на поверх-
ности исследованных полимеров. 

В случае фторполимерсодержащих сорбен-
тов вероятный вклад в сорбционные свойства обу-
словлен преимущественно гидрофобными взаимо-
действиями. Белковая фракция сорбируется из вод-
ной среды на неполярной поверхности фторполи-
мера, характеризующейся низкой поверхностной 
энергией, в то время как отрицательно заряженные 
в широком диапазоне рН молекулы днДНК не 
удерживаются. РНК слабо удерживается и затем 
может быть элюирована в изократическом режиме. 
Удерживаемые компоненты белковой фракции за-
тем также можно последовательно выделить в 
условиях градиента органического растворителя, 
аналогично тому, как это происходит при обра-
щенно-фазовом разделении на С18-фазах. Полиа-
рамидные материалы, содержащие наряду с гидро-
фобными участками электроноакцепторные 
группы (PA1 и особенно PA7) по выходу ДНК и по 
удерживанию белков оказались ближе всего к ма-
териалу ФП-ПАНИ. 

Существенный вклад в механизм обрати-
мой сорбции белков на поверхности ПАНИ, по-ви-
димому, вносит его способность к образованию во-
дородных связей. Удерживание белков происходит 
в результате образования связей между атомами 
водорода вторичной аминогруппы в ПАНИ и ак-
цепторами водородной связи в молекулах белка 
(таких как пептидные связи и более стерически до-
ступные боковые карбоксилсодержащие группы, 
такие как Glu, Gln и т. д.). При понижении значения 
рН подвижной фазы изменяются как заряд белко-
вой молекулы, так и способность поверхности сор-
бента образовывать водородные связи с молеку-
лами сорбата. В результате протонирования ато-
мов азота в макромолекуле ПАНИ белок десорби-
руется за счет разрушения водородных связей. 
Большую толщину адсорбционного слоя относи-
тельно слабо заряженных молекул БСА в случае 
PA11-покрытия по сравнению с PA8-покрытием 
можно объяснить наличием в структуре РА11 элек-
тронакцепторной сульфонильной группы, которая, 
оттягивая на себя электронную плотность аромати-
ческого кольца, придает поверхности псевдо-ионо-
обменные свойства (эффективный отрицательный 
заряд в сульфонильной группе сосредоточен на 
атомах кислорода, эффективный положительный – 
на атоме серы). Это предположение подтвержда-
ется более прочным удерживанием положительно 
заряженного в условиях проведения эксперимента 
лизоцима на поверхности полимера PA11 (тол-
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щина слоя ~2,5 нм). Примерно одинаковая тол-
щина адсорбционных слоев БСА и лизоцима в слу-
чае PA7- и PA8-покрытий (~1,5 нм) при заметном 
различии в скорости формирования насыщенных 
адсорбционных слоев (dhmax/dt, нм/мин) на указан-
ных покрытиях (слой БСА образуется в 5 раз быст-
рее, чем слой молекул лизоцима на РА7-покрытии 
и в ∼2 раза быстрее на РА8-покрытии) объясняется, 
по-видимому, наличием в структуре полимера PA7 
фторметильных групп, благодаря чему сильнее 
проявляется дополнительное гидрофобное взаимо-
действие с гидрофобными сайтами молекул белка 
(в результате время, требуемое для формирования 
адсорбционного слоя, сокращается). 

3.2.4. Сравнение данных по статической и 
динамической сорбции. 

Отдельно следует рассмотреть некоторые 
различия, наблюдаемые при изучении сорбции 
биополимеров в статическом и динамическом ре-
жимах. Так, из данных (табл. 4) следует, что при 
пропускании модельных белковых растворов через 
картриджи с сорбентами кислый белок пепсин эф-
фективно удерживается, в то время как при иссле-
довании методом СКИ в режиме реального вре-
мени адсорбционный слой пепсина на всех иссле-
дованных полимерных поверхностях не образу-
ется. Наиболее вероятное объяснение этого разли-
чия, по-видимому, заключается в проявлении экс-
клюзионного эффекта, реализуемого, например, 
при проведении гель-проникающей хроматогра-
фии. Пепсин удерживается слоем сорбента не в 
силу сорбционных свойств полимерного модифи-
катора, а за счет сохранения пористости носителя, 
поскольку полимерное покрытие (толщина кото-
рого составляет 3-8 нм), образуется не только на 
внешней поверхности частиц кремнезема, но и на 
внутренней поверхности пор, причем полимерные 
пробки в просвете пор отсутствуют (табл. 4). Та-
ким образом, несмотря на то, что полимерные по-
крытия при нейтральных значениях рН не удержи-
вают пепсин, это не отражается на свойстве компо-
зиционных сорбентов удерживать суммарную бел-
ковую фракцию, т. е. эффективность применения 
таких сорбентов для выделения ДНК и очистки ее 
от белков существенно не снижается, т.к. более вы-
сокомолекулярные молекулы ДНК не успевают 
проникнуть во внутренние поры частиц сорбента и 
выходят в составе исключенного объема. 

Аналогичный эффект, по-видимому, лежит 
в основе удерживания до 15% днДНК пористыми 
сорбентами при пропускании как модельных рас-
творов ДНК, так и бактериальных лизатов через 
картриджи с сорбентами. В случае сорбентов с 

наиболее тонкими полимерными покрытиями (см. 
табл. 2 и 4) это проявляется в уменьшении степени 
очистки ДНК от БСА (когда величины отношения 
А260/А280 оказываются ниже 1,5). 

Как и следовало ожидать, результаты хро-
матографического анализа хорошо коррелируют с 
данными, полученными в режиме реального вре-
мени с помощью метода СКИ, адаптированного к 
задачам настоящего исследования. Поэтому при 
сравнительной оценке сорбционных свойств поли-
мерных покрытий в процессе разработки новых ме-
тодов пробоподготовки с использованием сорбен-
тов комплексное использование картриджного ме-
тода в сочетании с методом СКИ позволяет суще-
ственно понизить трудоемкость, стоимость и 
время, требуемое на проведение исследования (в 
первую очередь, по сравнению с методом ВЭЖХ). 

ВЫВОДЫ 

Из полученных результатов следует, что 
низкая сорбционная активность по отношению к 
ДНК и высокая по отношению к РНК, нейтраль-
ным и основным белкам присуща достаточно ши-
рокому кругу полимеров, структура которых ха-
рактеризуется наличием таких элементов, как аро-
матический азот, фторсодержащие группы, а также 
донорные и акцепторные фрагменты. Таким обра-
зом, в отличие от полимерных материалов, удер-
живающих в определенных условиях НК (таких 
как, например, полиэтиленимин [27, 28] или 
кремнеземы в присутствии хаотропных агентов 
[14]) и не связывающих белки (например, полипро-
пилен [29] или полиакриламид [30]), можно также 
синтезировать материалы, которые ведут себя про-
тивоположным образом (рис. 4). К таким материа-
лам, в частности, относятся сорбенты, модифициро-
ванные фторполимерами, ПАНИ и некоторыми по-
лиарамидами. Несмотря на присутствие в составе 
указанных полимеров сильно различающихся по 
химической структуре и свойствам функциональ-
ных групп и фрагментов, покрытые такими полиме-
рами композиты проявляют сходное сорбционное 
поведение. Подбирая полимерный модификатор с 
соответствующей химической структурой, можно 
решать конкретные задачи по селективному выделе-
нию целевых биополимеров из сложных смесей, ис-
пользуя «нулевую» сорбционную способность к 
удерживанию ДНК и способность к обратимой 
сорбции белков, в зависимости от значения их pI. 
Количественные параметры сорбции при этом зави-
сят как от химической структуры полимерного слоя 
в составе сорбента, так и от природы молекул сор-
бата, и в значительно меньшей степени – от морфо-
логии поверхности сорбента. 
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Рис. 4. Примеры возможных типов сорбции биополимеров (НК и белков) на различных материалах. Обозначения: Si – кремне-
зем, ФП – фторполимеры, ПА – полиарамиды, ПАНИ – полианилин, ПЭИ – полиэтиленгликоль, ПП – полипропилен, ПАА – 

полиакриламид 
Fig. 4. Examples of possible types of sorption of biopolymers (NAs and proteins) on various materials. Designations: Si - silica, FP - 

fluoropolymers, PA - polyaramides, PANI - polyaniline, PEI - polyethylene imine, PP - polypropylene, PAA – polyacrylamide 
 

В статье обсуждались свойства довольно 
широкого круга материалов, однако наиболее по-
лезными с практической точки зрения представля-
ются ПАНИ-содержащие сорбенты, которые обес-
печивают более эффективную очистку ДНК от бел-
ков и характеризуются более высоким сродством к 
белкам, в отличие от сорбентов, модифицирован-
ных полиарамидами. ПАНИ-поверхность одина-
ково быстро и эффективно удерживает белки с раз-
личными значениями pI. Кроме того, использова-
ние ПАНИ-покрытий обеспечивает принципиаль-
ную дополнительную возможность последова-
тельно выделять компоненты сорбированной бел-
ковой фракции, изменяя рН элюента в процессе 
пробоподготовки после этапа выделения ДНК. Та-
ким образом, ПАНИ-содержащие сорбенты сле-

дует рассматривать в качестве наиболее перспек-
тивных материалов для пробоподготовки в молеку-
лярной диагностике. 

В целом, использование соединений (таких 
как полиарамиды), моделирующих химическое 
строение фторполимер- и ПАНИ-модификаторов, 
практически оправдано при комплексном исследо-
вании сорбционных свойств с использованием раз-
личных физико-химических методов, как для 
оценки результатов статической сорбции, так и для 
регистрации результатов динамической сорбции в 
режиме реального времени. 

Работа частично была поддержана гран-
том РФФИ №15-59-32401 РТ-оми Новые мульти-
функциональные наноструктурированные поли-
мерные материалы (RT-omi No. 15-59-32401 New 
Multifunctional Nanostructured Polymer Materials). 
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