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Изучено связывание тиазинового красителя метиленового синего (МС) с одноцепочечными (оц-) 
синтетическими полирибонуклеотидами полирибоадениловой (poly(rA)) и полиуридиловой (poly(rU)) 
кислот методами абсорбционной спектроскопии и УФ-плавления. Обнаружено, что механизмы свя-
зывания МС с poly(rA) и с poly(rU) существенно различаются. Полученные данные указывают на то, что 
основной способ взаимодействия МС с оц-poly(rA) соответствует полуинтеркаляции, с оц-poly(rU) — 
электростатическому связыванию. Выявлено, что МС способствует образованию гибридного дуп-
лекса poly(rA)-poly(rU).  

Ключевые слова: метиленовый синий, полуинтеркаляция, полирибоадениловая и полиуридиловая 
кислоты, электростатическое связывание, абсорбция, УФ-плавление. 

 
The study of the binding of thiazine dye methylene blue (MB) with single-stranded (ss-) synthetic polyri-

bonucleotides poly(rA) and poly(rU) has been carried out with the methods of absorption spectroscopy and 
UV-melting. It has been revealed that the binding mechanisms of MB to poly(rA) significantly differs from 
that one of MB binding to poly(rU). The obtained data indicate that the main binding mode of MB to  
ss-poly(rA) corresponds to semi-intercalation, while at the binding to poly(rU) — electrostatic binding. MB 
has been also found out to contribute to the formation of hybrid duplex poly(rA)-poly(rU). 

Keywords: methylene blue, semi-intercalation, poly(rA), poly(rU), electrostatic binding, absorption, 
UV-melting.  

 
Введение. Изучение воздействия низкомолекулярных веществ на клеточные процессы посредством 

их связывания с нуклеиновыми кислотами (НК) — важная задача молекулярной биофизики [1, 2], реше-
ние которой позволяет не только выяснить характеристику взаимодействия малых молекул с НК, но и 
разработать новые подходы для создания эффективных терапевтических средств [3—6]. Поскольку 
структурный полиморфизм НК in vivo предоставляет многочисленные возможности для разработки но-
вых терапевтических агентов, дизайн малых молекул, связывающихся с их неканоническими струк-
турами, представляет собой активную область рационального дизайна лекарственных средств [1—6]. 
Роль РНК в прогрессировании многих заболеваний, особенно вирусных инфекций, таких как ВИЧ, 
СПИД и гепатит В, обусловила возрастающий интерес к РНК как к потенциальной мишени для тера-
певтического вмешательства [6—8]. С этой точки зрения среди одноцепочечных (оц) нуклеиновых 
кислот полирибоадениловая кислота (poly(rA)) имеет особое биологическое значение из-за ее роли  
в функционировании мРНК и экспрессии генов. Одноцепочечная poly(rA) играет важную роль в кле-
точной биологии, так как практически все мРНК в эукариотических клетках имеют “хвост” из 
poly(A) на конце, который является важной детерминантой созревания и стабильности мРНК, иници-
ации трансляции, а также продукции альтернативных форм белков [9—12]. Поэтому важно понять, 
как лиганды, специфичные к двухцепочечным (дц) НК, влияют на такие структуры. 
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Среди различных лигандов, специфически связывающихся с дц-НК, важное значение имеет ме-
тиленовый синий (3,7-бис(диметиламино)-фенотиазин-5-ий хлорид) (МС)  

 

  
 

который представляет собой фенотиазиновый катионный ароматический краситель, способный 
окрашивать нуклеиновые кислоты и обладающий противомалярийным действием. МС широко ис-
пользуется в качестве фотосенсибилизирующего агента для фотодинамической инактивации РНК-
вирусов, включая ВИЧ, вирусы гепатита В и С в плазме. Однако наиболее важно, что МС проявляет 
терапевтическое действие к семейству коронавирусов [13]. Взаимодействию МС с дц-ДНК посвяще-
но большое количество работ, в то время как взаимодействие этого лиганда с дц-РНК изучено недо-
статочно, а исследования по взаимодействию МС с оц-полирибонуклеотидами единичны.  

Цель данной работы — изучение связывания МС с синтетическими полинуклеотидами поли-
рибоадениловой (poly(rA)) и полиуридиловой (poly(rU)) кислот. Глубокое понимание взаимодействия 
этих молекул с природными полинуклеотидами может стать основой для конструирования и синтеза 
новых, более эффективных модуляторов клеточных процессов. Работа является дополнением к ис-
следованиям, направленным на выяснение основ взаимодействия малых молекул с различными РНК,  
с целью разработки терапевтических агентов, нацеленных на эту биомакромолекулу. 

Эксперимент. Использованы сверхчистые синтетические полинуклеотиды poly(rA) (P9403), 
poly(rU) (P9528), МС (Sigma, США), бидистилированная вода, NaCl, Na-цитрат, Na2EDTA (содержа-
ние в рабочих растворах 10–5 М). Концентрации красителя и полирибонуклетидов определяли спектро-
фотометрически, коэффициенты экстинкции: 665

 = 76000 М–1  см–1 для МС [14], 257 = 10500 M–1  см–1 
для poly(rA) и 260 = 9500 M–1  см–1 для poly(rU) [15]. Эксперименты проводились в 0.5SSC (1SSC 
содержит 0.15 М NaCl, 0.015 M Na3-цитрат), ионная сила µ0.1 М, рН7.0.  

Спектры поглощения образцов, спектрофотометрические титрования раствора МС с растворами 
poly(rA), poly(rU) и с их эквимолярной смесью получены с помощью UV-Vis-спектрофотометра 
Perkin Elmer Lambda 365 (США). УФ-плавление гибридных дуплексов poly(rA)-poly(rU) и их ком-
плексов с МС проводилось на UV-Vis-спектрофотометре Unicam SP-8-100 с термостатируемыми 
ячейками для кювет. Растворы образцов помещались в герметически закрывающиеся 1-см кварцевые 
кюветы. Нагрев растворов осуществлялся с помощью программного устройства SP 876 Series 2. Экс-
периментальные данные по спектрофотометрическому титрованию, а также спектры поглощения  
и кривые плавления обработаны программой Microsoft Excel.  

Результаты и их обсуждение. МС представляет собой краситель, производное фенотиазина, ко-
торый при растворении придает воде синий цвет. Он используется в качестве красителя НК, посколь-
ку обладает способностью непосредственно связываться с ДНК и РНК. МС в растворе находится  
в катионной форме и образует электростатические связи с отрицательно заряженными группами НК, 
используется в качестве окислительно-восстановительного зонда и интеркалятора при создании сен-
соров на основе ДНК и аптамеров. При этом обратимое окрашивание сводит к минимуму помехи при 
переносе НК на гибридизационные мембраны для блоттинга [14—16]. Однако некоторые особенно-
сти спектральных характеристик МС нельзя объяснить с точки зрения полной интеркаляции в дц-НК 
[17—19]. Объяснение можно получить на основании исследований по взаимодействию МС с оц-НК.  

Методом абсорбционной спектроскопии получены спектры поглощения МС и его комплексов 
с оц-poly(rA) и оц-poly(rU). На рис. 1, а приведены спектры поглощения комплексов МС, МС-оц-
poly(rA) и МС+оц-poly(rA)+оц-poly(rU). Как видно, поглощение МС резко уменьшается при добавле-
нии в раствор лиганда оц-poly(rA) (макс = 665 нм) и претерпевает батохромный сдвиг на 2 нм (соот-
ношение лиганд/фосфат 1:20). Разбавление незначительное, полагаем, что МС проявляет высокое 
сродство к оц-poly(rA). 

Ранее было показано [17, 18], что МС, несмотря на то что является интеркалятором, при относи-
тельно больших ионных силах раствора (µ = 0.02 М) с дц-ДНК связывается полуинтеркаляционным 
способом, не полностью вклиниваясь в пространство между соседними парами оснований НК. С этой 
точки зрения полагаем, что при ионной силе раствора µ = 0.1 М МС с оц-poly(rA) также связывается 
по полуинтеркаляционному механизму, в результате чего поглощение связанных молекул лиганда 
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существенно уменьшается. Величина гипохромного эффекта свидетельствует о том, что центры ад-
сорбции на оц-poly(rA) существенно больше, чем в случае дц-ДНК [17]. При добавлении оц-poly(rU) 
с концентрацией, эквимолярной к оц-poly(rA), интенсивность в максимуме спектра поглощения уве-
личивается и сдвигается в длинноволновую сторону на 8 нм. В то же время уменьшение интенсив-
ности спектра поглощения, полученного для комплексов МС-оц-poly(rU), значительно меньше, чем  
в случае оц-poly(rA) (рис. 1, а и б, кривые 2). Тем не менее и при взаимодействии МС с оц-poly(rU) 
имеет место сдвиг в красноволновую область на 2 нм, а при эквимолярной концентрации указанных 
оц-poly(rA) батохромный сдвиг 6—7 нм, как при связывании МС с дц-ДНК или poly(rA)-poly(rU) 
[20]. При этом кривые 3 на рис. 1, а и б фактически схожи. Очевидно, что к оц-poly(rU) МС проявля-
ет меньшее сродство, чем к оц-poly(rA), поскольку при добавлении последней на раствор комплексов 
МС-оц-poly(rU) имеет место резкое уменьшение интенсивности поглощения. Полагаем, что в раство-
ре с ионной силой µ = 0.1 М оц-poly(rA) обладает большей упорядоченностью, чем оц-poly(rU), 
вследствие чего связывание МС с оц-poly(rA) сильнее по сравнению с оц-poly(rU) [21]. При добавле-
нии в раствор комплексов МС-оц-poly(rA) оц-poly(rU) в эквимолярном количестве образуется  
дц-структура (дц-poly(rA)-poly(rU)), количество центров адсорбции для МС более ограниченно  
и определенная часть связанных молекул лиганда диссоциирует, что приводит к увеличению интен-
сивности поглощения. 

 

 

Рис. 1. Спектры поглощения МС (1) и его комплексов МС-оц-poly(rA) (а), МС-оц-poly(rU) (б) (2)  
и МС-poly(rA)-poly(rU) (3); соотношение лиганд/фосфат 1:20 

 
На основании спектров поглощения построены зависимости А/А0 от концентраций для комплек-

сов МС-оц-poly(rA) (рис. 2). Как видно, кривая зависимости А/А0 от Cp (Cp — концентрация фосфат-
ных групп в растворе) резко снижается при добавлении в раствор оц-poly(rA) и достигает своего ми-
нимума. При добавлении в раствор оц-poly(rU) кривая возрастает. Иная картина наблюдается при до-
бавлении в раствор МС указанных полинуклеотидов в обратной последовательности: кривая А/А0  
от Cp претерпевает небольшое снижение при взаимодействии МС с poly(rU), затем в присутствии  
оц-poly(rA) имеет место резкое падение с достижением плато при дальнейшем увеличении концен-
трации оц-poly(rA). Существенное различие в поведении кривых подтверждает, что оц-poly(rA) явля-
ется более предпочтительной мишенью для МС, чем оц-poly(rU). Сравнение зависимостей А/А0 при 
низких Cp показывает, что спектральные характеристики связанных молекул МС с оц-poly(rA) и  
оц-poly(rU) сильно различаются: в комплексе с poly(rA) поглощение молекул лиганда намного боль-
ше, чем в комплексе с оц-poly(rU), а хромофорные группы связанных с указанными poly(rA) молекул 
МС находятся в различных окружениях. На основании этих данных можно утверждать, что молеку-
лы лиганда с poly(rA) взаимодействуют посредством стекинг-контактов (интеркаляционный тип),  
в то время как в случае оц-poly(rU) основным является электростатическое взаимодействие. Этот тип 
взаимодействия имеет место и при связывании МС с оц-poly(rA). Следовательно, резкое падение 
кривой зависимости А/А0 от Cp при взаимодействии тиазинового красителя с оц-poly(rA) является ре-
зультатом связывания полуинтеркаляционным и электростатическим способами, с оц-poly(rU) —  
в основном электростатическим. Однако нельзя исключить и полуинтеркаляционный тип связывания 
МС с оц-poly(rU). Кривые на рис. 2 отражают эффект гибридизации одиночных нитей poly(rA) и 
poly(rU), в результате чего образуется дц-структура в реальном времени при взаимодействии с ли-
гандом. Последнее указывает на то, что МС существенно облегчает процесс гибридизации. Это под-
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тверждается результатами УФ-плавления растворов эквимолярной смеси poly(rA) и poly(rU) в отсут-
ствие и в присутствии МС.  

 

 
Рис. 2. Зависимости A/A0 от концентрации фосфатных групп полинуклеотидов (Cp), полученные  

при взаимодействии МС с оц-poly(rA) и оц-poly(rU) (а), оц-poly(rU) и оц-poly(rA) (б) 
 

На рис. 3 приведены кривые УФ-плавления, которые имеют сигмоидальную форму аналогично 
кривым плавления дц-НК. По мере возрастания температуры растворов наблюдается гиперхромный 
эффект на 30—32 %, что обычно свойственно дц-НК при переходе спираль-клубок. Кривая ком-
плексов МС-poly(rA)-poly(rU) сдвинута в сторону больших температур на 2. Этот результат нахо-
дится в согласии с данными по плавлению комплексов МС с дц-poly(rA)-poly(rU) [20]. Отметим, что 
дц-структура между poly(rA) и poly(rU) в отсутствие МС образовалась после содержания раствора их 
смеси в эквимолярных концентрациях в течение 24 ч, в то время как в присутствии МС дц-структу-
ра образуется в процессе спектральных измерений, что исследовано методом УФ-плавления.  

 
 
 
 

 

Рис. 3. Кривые плавления дц-poly(rA)-poly(rU) (1) и комплексов МС-poly(rA)-poly(rU) (2)  
при ионной силе раствора 0.1 М 
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На кривой 2 (рис. 3) имеется участок предплавления в области температуры 30—45, в то время 
как на кривой 1 такой участок не обнаруживается. Это свидетельствует о том, что дц-poly(rA)-
poly(rU) в присутствии МС имеет более гетерогенную структуру, чем в отсутствие этого лиганда,  
а по форме кривая близка к двухфазным кривым плавления. Сдвиг кривой плавления комплексов  
дц-poly(rA)-poly(rU) с МС в высокотемпературную сторону указывает на то, что тиазиновый краси-
тель стабилизирует дц-структуру poly(rA)-poly(rU). 

Таким образом, результаты свидетельствуют о существенном различии типов связывания МС  
с poly(rA) по сравнению с poly(rU) и гибридным дуплексом poly(rA)-poly(rU) при их смешивании  
в эквимолярном количестве. Основной способ взаимодействия МС с оц-poly(rA) соответствует полу-
интеркаляции, имеет место также электростатическое связывание, в то время как с оц-poly(rU) — 
электростатическое. Кроме того, МС облегчает образование гибридного дуплекса poly(rA)-poly(rU).  

О сильном взаимодействии МС с оц-poly(rA) свидетельствуют батохромный и гипохромный 
сдвиги в спектрах поглощения, поскольку в процессе связывания снижается поглощение комплексов 
МС-оц-poly(rA). Данный эффект нельзя отнести к электростатическому типу взаимодействия, что 
указывает на большую роль гидрофобных сил при связывании этого лиганда с оц-poly(rA). Наиболее 
предпочтительными способами взаимодействия МС с оц-poly(rA) являются полуинтеркаляция и 
электростатическое связывание. Об этом свидетельствуют результаты, полученные при взаимодей-
ствии указанного лиганда с эквимолярным количеством смеси оц-poly(rA) и оц-poly(rU), которые при 
гибридизации образуют двухцепочечную структуру. Это согласуется с данными [18, 20], где основ-
ным способом связывания МС с дц-poly(rA)-poly(rU) является полуинтеркаляция, неосновным — 
электростатическое взаимодействие. Показано, что при больших концентрациях poly(rA)-poly(rU) 
метиленовый синий связывается с ним одним способом, при относительно низких концентрациях 
двухцепочечной РНК реализуются два способа связывания. Эти способы связывания ранее были об-
наружены и при взаимодействии метиленового синего с двухцепочечной ДНК [18, 20].  

Заключение. Показано, что метиленовый синий, специфический к дц-ДНК (В-семейству нукле-
иновых кислот), может образовывать прочные комплексы с нуклеиновыми кислотами, принадлежа-
щими А-семейству. Основным механизмом связывания метиленового синего с двух- и одноцепочеч-
ными полинуклеотидами является полуинтеркаляция. Исходя из спектров поглощения, данный спо-
соб в случае оц-poly(rU) не выявляется из-за неупорядоченной структуры полинуклеотида [21], одна-
ко полностью исключать его нельзя. Метиленовый синий связывается с оц-poly(rA) по полуинтерка-
ляционному механизму, в то время как с оц-poly(rU) — в основном электростатическим способом. 
Рассмотрение особенностей связывания метиленового синего с одноцепочечными полинуклеотидами 
открывает новые возможности для выявления и изучения терапевтических агентов на основе РНК. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке комитета по науке Республики Армения 
(проект № 21T-1F063). 
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