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ВЫВОДЫ 
Полученные результаты показывают, что МСК увеличивают уровень пролиферации лимфоцитов 

и выработку ИФН-гамма в ответ на все использованные стимуляторы, в том числе на митоген ФГА. 
Введение МСК до ДНК-иммунизации селективно увеличивает интенсивность синтеза ИФН-гамма в 
ответ на стимуляцию 4-мя рекомбинантными белками ВГС, тогда как в ответ на 3 белка – уменьшает. 
МСК, введенные после ДНК-иммунизации, подавляют иммунный ответ на плазмиду ВГС. Для 
раскрытия молекулярных механизмов действия МСК на ДНК-иммунизацию при гепатите С требуются 
дальнейшие исследования. 

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ (проект № 17–04–01238). 
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ВВЕДЕНИЕ 
Неинвазивные методы, применение которых исключает не только повреждение кровеносных 

сосудов, но и нарушение целостности кожных покровов, являются предпочтительными для 
диагностики: такие методы безболезненны и предотвращают возможное инфицирование и 
травмирование пациентов. Однако, несмотря на продолжающиеся исследования, проблема 
неинвазивной оценки концентраций метаболитов в крови по-прежнему остается нерешенной. 

По данным ВОЗ ≈ 5 % населения мира страдают от сахарного диабета. Диабет опасен не столько 
сам по себе, сколько осложнениями, к которым он может привести: сердечно-сосудистые заболевания, 
слепота, риск ампутации, почечная недостаточность и т. д. Концентрация глюкозы в крови является 
ключевым параметром для пациентов с диабетом, а поддержание ее на соответствующем уровне 
позволяет значительно отсрочить появление и развитие возможных осложнений. 

Физические методы оценки концентрации глюкозы в крови (например, спектроскопия в ближней 
ИК-области) оказались неприменимы в силу их недостаточной чувствительности [1, 2]. 
Следовательно, для неинвазивной диагностики необходимо рассмотреть анализ экскреторной 
жидкости. К примеру, неинвазивно собираемый пот уже используется в клинической практике: по его 
проводимости судят о наличии такого заболевания как кистозный фиброз [3, 4]. 



Актуальная биотехнология 
№3 (26), 2018 

  
62 

Анализ пота на содержание метаболитов выглядит многообещающим; однако обычные 
электрохимические клинические анализаторы не применимы для этой цели, т. к. компоненты пота 
инактивируют платину, используемую в качестве трансдьюсера в подавляющем большинстве 
биосенсоров. Отравление трансдьюсера компонентами пота не наблюдается для берлинской лазури 
(БЛ) – наиболее высокоэффективного электрокатализатора восстановления пероксида водорода [5]. В 
нейтральных средах БЛ на три порядка превосходит платину как по активности в реакциях окисления 
и восстановления Н2 О2, так и по селективности к восстановлению пероксида водорода в присутствии 
кислорода. Кроме того, было показано, что (био) сенсоры на основе БЛ могут быть использованы без 
внешнего источника питания. Возможность работы таких сенсоров в режиме генерации мощности 
позволила не только упростить необходимое для измерений оборудование (можно заменить 
потенциостат амперметром), но также улучшить соотношение сигнал/шум в 5–10 раз [6]. 

Ранее было предпринято несколько попыток оценить уровень глюкозы в крови путем измерения 
её концентрации в экскреторной жидкости. Одна из самых известных и удачных с коммерческой точки 
зрения разработок – устройство «Glucowatch» (Cygnus Corp.) [7], которое, однако, быстро исчезло с 
рынка ввиду очень низкой точности анализа. В литературе по-прежнему можно найти устройства, 
похожие по принципу работы на Glucowatch, например, так называемая глюкозная татуировка [8]. 
Основная проблема таких устройств состоит в том, что в связи с отсутствием в них проточной системы 
они не могут быть применены для непрерывного мониторинга. 

Литературные данные по вопросу концентрации глюкозы в поте противоречивы [9]. Кроме того, 
в [10, 11] показано, что существует тенденция к одновременному увеличению концентрации глюкозы 
в крови и поте, однако данных о наличии или отсутствии корреляции не приводится. 

В настоящей работе было показано, что, несмотря на отсутствие видимой корреляции между 
абсолютными значениями концентраций глюкозы в крови и поте, наблюдается корреляция между их 
изменениями. Путем интеграции глюкозного биосенсора в тонкослойную ячейку, разработанную на 
основе коммерчески доступного коллектора пота, создан прототип устройства для непрерывного 
анализа неразбавленного пота в режиме реального времени. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Эксперименты проводили в воде Millipore Milli-Q. Неорганические соли квалификации ч. д. а. 

использовали без дополнительной очистки. Все неорганические соли, перфторсульфонированный 
полимер МФ4 СК (аналог Nafion), органические растворители и пероксид водорода (30 % раствор) 
были приобретены в Реахим (Москва, Россия), а D-глюкоза и глюкозооксидаза в Sigma-Aldrich 
(Германия). Планарные печатные трехэлектродные сенсорные структуры (диаметр рабочего электрода 
1.8 мм) были изготовлены ООО Русенс (Россия). 

Электрохимические измерения проводили с помощью универсального портативного 
потенциостата-гальваностата РаlmSеns3 (Palm Instruments BV, Нидерланды), подключенного к 
персональному компьютеру с программным обеспечением PS Trace. Измерения в режиме генерации 
мощности осуществляли с помощью цифрового мультиметра Tektronix DММ4020 (Tektronix Inc., 
США). Проточно-инжекционный анализ проводили в самодельной проточной ячейке, соединенной со 
шприцевым насосом Perfusor Compact (Braun, Германия). Скорость потока составляла 0.67 мл/мин. 

Межфазный синтез берлинской лазури на поверхности электродов проводили из реакционной 
смеси, содержащей 2–5 мМ К3[Fe(CN)6] и 2–5 мМ FеСl3·6Н2 О в 0.1 М КСl и 0.1 M НСl, с последующим 
добавлением 50–200 мМ Н2 О2. Стабилизированную берлинскую лазурь синтезировали посредствам 
послойного осаждения гексацианоферратов железа и никеля [12]. Ростовой раствор для получения 
гексацианоферрата никеля содержал 0.5–2 мМ NiСl2 и 0.1–1 мМ К3[Fe(CN)6] в 0.5 М КСl и 0.1 M НСl. 
Далее электроды подвергали термической обработке при 100 °С в течение 1 часа. 

Глюкозный биосенсор изготавливали путем нанесения смеси, содержащей глюкозооксидазу, на 
поверхность печатного электрода, модифицированного гексацианоферратами переходных металлов, и 
высушивания в течение 1 часа при комнатной температуре. Смесь готовили путем добавления к 
водному раствору фермента (10 мг/мл) раствора, содержащего 0.3 % ПФС в 85 % изопропаноле. 

Образцы пота были получены с помощью коммерчески доступного коллектора пота (Macroduct, 
США) после активации потовых желез с помощью электрофореза (Поток-1, Россия) с 1 % 
пилокарпином («Синтез», Россия) в течение 10–15 минут. В случае анализа неразбавленного пота 
вместо коллектора пота использовали неинвазивный монитор. 

Анализ капиллярной крови и пота осуществляли в системе для проточно-инжекционного анализа 
(ПИА) [12–13], оснащенной глюкозным биосенсором. Отбор крови и пота производили у здоровых 
добровольцев в соответствии с требованиями этического комитета МНОЦ МГУ. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Неинвазивные методы представляют значительный интерес для медицинской диагностики. 

Однако создание устройства для неинвазивного мониторинга глюкозы будет целесообразным только 
при наличии корреляции между концентрациями метаболита в крови и исследуемой экскреторной 
жидкости. 

Поскольку литературные данные касательно концентрации глюкозы в поте расходятся, в первую 
очередь было проведено исследование, целью которого было выявить диапазон содержаний глюкозы 
в поте. В исследовании приняли участие 30 добровольцев. Для получения образцов пота проводили 
активацию потовой железы с помощью электрофореза с пилокарпином. Установлено, что 
концентрация глюкозы в поте в десятки раз ниже, чем в крови (от 30 до 200 мкМ глюкозы, медиана – 
7 · 10-5 М глюкозы, n = 50). Концентрация глюкозы в поте определена с помощью разработанных нами 
биосенсоров на основе БЛ, стабилизированной гексацианоферратом никеля [13] в режиме проточно-
инжекционного анализа (чувствительность определения концентраций глюкозы составила 0.020 ± 
0.002 A ∙ M –1  ∙ см-2 (n = 3, P = 0.95), диапазон определяемых концентраций – от 5 мкМ до 10 мМ 
глюкозы). 

  
(а) (б) 

Рис. 1. а) Концентрация глюкозы в крови и поте; б) Изменение концентраций глюкозы в крови и поте 

Для исследования корреляции между концентрациями глюкозы образцы капиллярной крови и 
пота у добровольцев отбирали одновременно (проводили активацию потовой железы и в середине 
временного интервала отбора пота отбирали образцы крови), а затем исследовали их в режиме 
проточно-инжекционного анализа. Данные, представленные на рисунке 1а, показывают, что 
зависимости между полученными значениями нет. Коэффициент корреляции Пирсона составил 0.30 
(n = 21, P = 0.95), что говорит об отсутствии корреляции между абсолютными значениями 
концентрации глюкозы в поте и крови. 

Кроме того, была исследована корреляция между изменениями концентрации метаболита в 
крови и поте. Для увеличения концентрации глюкозы был использован так называемый 
глюкозотолерантный тест. Образцы жидкостей отбирали до теста, далее в течение 5 минут 
добровольцу предлагалось выпить стакан теплой воды, в котором было растворено 75 г. глюкозы, через 
час процедуру отбора образцов повторяли. 

Проведенный анализ показал увеличение концентрации глюкозы в образцах крови и пота, 
отобранных через 60 минут после начала тестирования. По полученным данным (рисунок 1б), был 
рассчитан коэффициент корреляции Пирсона, равный 0.74 (n = 21, P = 0.95), который свидетельствует 
о наличии положительной корреляции между изменениями концентрации глюкозы в крови и поте.  

Таким образом, показано, что, несмотря на отсутствие прямой связи между концентрациями 
метаболита, анализ пота может служить в качестве альтернативы анализу крови. Несомненно, 
полностью отказаться от взятия и анализа образцов крови не представляется возможным, однако 
разработка устройства мониторинга концентрации глюкозы в поте позволит улучшить качество жизни 
больных сахарным диабетом. 
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Для создания такого устройства было необходимо объединить систему проточного анализа с 
встроенным биосенсором и коллектор пота. За основу была взята конструкция, приведенная в 
работе [14]. На рисунке 2 представлена схема сборки монитора. С помощью двухсторонней клейкой 
ленты на ровной поверхности ячейки создавали капилляр шириной 1.5 мм для непрерывного 
протекания пота и приклеивали глюкозный биосенсор на основе БЛ. Обратная сторона ячейки, 
предназначенная для непосредственного контакта с кожей, представляла собой конусообразное 
углубление с отверстием (форма поверхности аналогична таковой для коммерчески доступного 
коллектора пота).  

Как отмечалось ранее, эксплуатация (био) 
сенсоров на основе гексацианоферратов переходных 
металлов в режиме генерации мощности приводит к 
значительному увеличению соотношения сигнал/шум, 
что очень важно в данном случае в связи с низкой 
концентрацией глюкозы в поте, а, следовательно, 
низкими токовыми откликами биосенсора. Перед 
проведением экспериментов с образцами пота, 
биосенсор, встроенный в монитор, предварительно 
градуировали с использованием модельных растворов 
глюкозы. Для выхода на стационарный уровень 
капилляр заполняли буферным раствором (0.05 М К2 
НРО4/КН2 РО4, 0.1 M КСl, рН 6.0), после чего 
наблюдали фоновые значения токов. Затем с низкой 
скоростью вводили модельные растворы глюкозы и 
фиксировали изменение токового отклика. 

На рисунке 3а показан пример отклика 
биосенсора в системе неинвазивного монитора при 
построении градуировочной зависимости. Видно, что 
наблюдаются низкие значения фоновых токов, а также 
низкие шумы (не более 1 нА). При добавлении в 
систему растворов глюкозы, наблюдались небольшие 
всплески тока, однако система быстро возвращалась в 

состояние равновесия. Отклик стабилен, значения тока со временем не уменьшаются. На основе 
полученных данных строили градуировочную зависимость плотности тока от концентрации глюкозы 
(рисунок 3б). 

  
(а) (б) 

Рис. 3. а) Отклик встроенного в неинвазивный монитор биосенсора на добавление глюкозы; б) 
Градуировочная зависимость для определения концентрации глюкозы в системе неинвазивного 
монитора 

Линейный диапазон определяемых концентраций биосенсора в системе неинвазивного монитора 
составил от 5 мкМ до 1 мМ глюкозы, что с запасом покрывает физиологический диапазон содержаний 
глюкозы в поте. Коэффициент чувствительности определения концентраций глюкозы – 24 ± 2 мА • M-
1·см-2 (n = 3, P = 0.95), предел обнаружения смин – 4,5 мкМ. 

 

Основа 

Двухсторонний 
липкий слой 

Биосенсор 

Рис. 2. Схема неинвазивного монитора 
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Рис. 4. Отклик биосенсора при определении глюкозы в поте в системе неинвазивного монитора 

Перед определением глюкозы в поте в режиме онлайн проводили активацию потовых желез при 
помощи электрофореза с пилокарпином. Далее прикладывали монитор к месту выделения пота. 
Пример отклика биосенсора представлен на рисунке 4. Видно, что в течение первых 5 минут 
происходит постепенное заполнение капилляра потом. Затем в течение ≈ 20 – 30 минут наблюдается 
плато, значение тока соответствует концентрации глюкозы в поте. Затем происходит снижение 
скорости потоотделения, что объясняет уменьшение токового отклика. 

В неинвазивном мониторе предусмотрен капилляр для выведения жидкости из системы 
(рисунок 2), посредством которого пот собирали в пробирку Эппендорфа и, в дальнейшем, 
использовали для анализа альтернативным методом: концентрацию глюкозы определяли в 
разбавленном поте с помощью системы проточно-инжекционного анализа (ПИА), оснащенной 
глюкозным биосенсором. Результаты по определению содержания глюкозы в поте, полученные с 
помощью неинвазивного монитора и с использованием альтернативного метода, представлены в 
таблице 1. 

Таблица 1. Концентрации глюкозы в поте, полученные с использованием неинвазивного монитора и 
альтернативного метода. 

Доброволец Глюкоза в поте, М 
Монитор ПИА 

1 (5.8 ± 0.7) · 10-5 (5.6 ± 0.3) · 10-5 

2 (6.0 ± 0.9) · 10-5 (5.8 ± 0.4) · 10-5 

3 (3.0 ± 0.4) · 10-5 (3.6 ± 0.3) · 10-5 

4 (5.0 ± 0.5) · 10-5 (5.4 ± 0.5) · 10-5 

5 (7.5 ± 0.7) · 10-5 (7.9 ± 0.3) · 10-5 

6 (4.5 ± 0.5) · 10-5 (4.9 ± 0.2) · 10-5 

7 (3.2 ± 0.3) · 10-5 (3.6 ± 0.3) · 10-5 

8 (13.1 ± 1.1) · 10-5 (13.6 ± 0.7) · 10-5 

9 (6.5 ± 0.6) · 10-5 (6.0 ± 0.3) · 10-5 

10 (1.6 ± 0.1) · 10-5 (1.6 ± 0.2) · 10-5 

Из данных, представленных в таблице, видно, что все значения, полученные для неинвазивного 
монитора, в пределах погрешности совпадают со значениями, полученными альтернативным методом 
(коэффициент корреляции Пирсона составил > 0.99). Таким образом, разработан прототип 
неинвазивного монитора состояния гипо-гипергликемии, позволяющий проводить непрерывное 
определение глюкозы в поте. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В настоящей работе впервые показано, что изменения концентрации глюкозы в крови и поте 

коррелируют, в то время как между абсолютными значениями корреляция не наблюдается. Очевидно, 
что анализ пота (как и любой другой экскреторной жидкости) не может стать полноценной заменой 
анализа крови. Однако наличие корреляции между изменениями концентрации глюкозы в поте и крови 
является достаточным основанием для создания неинвазивного монитора гипо-гипергликемии, 
который даст возможность онлайн контролировать уровень глюкозы в течение достаточно большого 
промежутка времени. Это в свою очередь позволит, к примеру, облегчить прохождение процедуры 
глюкозотолерантного теста, а также следить за концентрацией глюкозы после еды и во время плохого 
самочувствия больных сахарным диабетом. Путем интеграции глюкозного биосенсора, работающего 
в режиме генерации мощности, в тонкослойную ячейку был создан прототип монитора для 
непрерывного определения глюкозы в поте в режиме онлайн. 

Работа была выполнена при финансовой поддержке РНФ (грант 16-13-00010) и Фонду содействия 
развитию малых форм предприятий в научно-технической сфере (программа УМНИК). 
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ВВЕДЕНИЕ 
В современном мире большое внимание уделяется правильному питанию, а также получению 

сбалансированной пищи по содержанию белков, жиров, углеводов и витаминов [1]. Известно, что 
производство белков в любом организме зависит от поступления с пищей необходимого числа 
аминокислот, при этом не все аминокислоты могут быть синтезированы непосредственно в организме 
из других, а могут лишь поступать с пищей [2]. 

Из 20 аминокислот, необходимых для нормальной жизнедеятельности человека, незаменимыми 
(не синтезируемыми в человеческом теле) являются 8 (в детском возрасте число незаменимых кислот 
больше ввиду недостаточности эндогенного синтеза) аминокислот: Валин, Изолейцин, Лейцин, Лизин, 
Метионин, Треонин, Триптофан, Фенилаланин [2]. Поэтому, получение штаммов-продуцентов 
незаменимых аминокислот является первостепенной задачей для биотехнологии [3, 4]. 




