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Аннотация Ключевые слова 
Представлены результаты исследования спектров высо-
кого спектрального разрешения высокочувствительным 
методом нерезонансного комбинационного рассеяния 
света в биомакромолекулах на примере одноцепочных 
коротких олигонуклеотидов d(20G, 20T). Обнаружение 
узких спектральных линий позволило определить ха-
рактерный масштаб времен колебательных возбуждений 
и дает возможность изучения динамики быстропроте-
кающих релаксационных процессов колебательных 
движений атомов в биомакромолекулах. Так, для одной 
из наиболее узких линий при 1355,4 см–1, приписывае-
мой колебаниям метильной группы dT, показано, что 
полная ширина линии на половине ее высоты состав-
ляет 14,6 см–1 и соответствующее время жизни оказалось 
равным 0,38 пс. Выполнено сравнение полученных 
спектров с полными спектрами комбинационного рас-
сеяния света высушенной полномерной ДНК теленка, 
определенными с высоким спектральным и простран-
ственным разрешением и обнаруженными в широком 
спектральном диапазоне частот рассеянного света 
6…4000 см–1. Полученные результаты показывают, что 
короткие олигонуклеотиды могут быть использованы в 
качестве удачных модельных объектов для исследова-
ния молекулярной структуры ДНК при изучении их 
вторичных структур. Они могут быть востребованными 
и при создании и исследовании на основе таких корот-
ких олигонуклеотидов различных комплексов с неорга-
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ническими полупроводниковыми наноструктурами. 
Представленные результаты открывают новые возмож-
ности для проведения теоретических и эксперименталь-
ных исследований, необходимых для достижения более 
глубокого понимания фундаментальной взаимосвязи 
структура–свойства комплексов квантоворазмерных 
полупроводниковых наноструктур и биомолекул и, 
следовательно, интересны для бурно развивающихся в 
настоящее время направлений нанобиоэлектроники 
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Введение. Короткие синтетические олигонуклеотиды, являющиеся фрагмента-
ми дезоксирибонуклеиновых (ДНК) или рибонуклеиновых (РНК) кислот, пред-
ставляют собой линейные полимеры, состоящие из фрагментов нуклеотидов с 
заданной химической структурной последовательностью. В свою очередь, нук-
леотиды являются комбинацией азотистого основания, рибозы или дезоксири-
бозы и остатка фосфорной кислоты. Лигонуклеотиды находят многофункцио-
нальное применение во многих областях современной молекулярной биологии, 
генетической инженерии и медицине [1]. Они используются в качестве зондов 
для определения комплементарных последовательностей ДНК и РНК или 
праймеров для секвенирования и амплификации ДНК при проведении полиме-
разной цепной реакции (ПЦР), которая является одним из важнейших дости-
жений молекулярной биофизики, позволяющей многократно копировать и по-
лучать большие фрагменты исследуемых последовательностей ДНК. Для прове-
дения ПЦР применяются различные реакционные смеси, основной компонент 
которых — синтетические олигонуклеотиды, служащие затравкой — отправной 
точкой для начала синтеза новой цепи нуклеиновых кислот ферментом ДНК 
полимеразой. На основе коротких синтетических олигонуклеотидов также ин-
тенсивно развиваются новые направления биотехнологии, связанные с кон-
струированием и созданием новейших лекарственных препаратов. Поэтому 
правильный дизайн, синтез и методы оценки степени чистоты олигонуклеоти-
дов на молекулярном уровне, определяющие эффективность амплификации и 
их последующее применения, имеют решающее значение.  

Синтез коротких олигонуклеотидов с заранее заданными химическими состав-
ными элементами и с определенной последовательностью мононуклеотидов —  
высокотехнологичный, трудоемкий и дорогостоящий процесс. Он осуществляется 
наиболее экономичным способом с помощью интенсивно развиваемых методов 
автоматического параллельного синтеза на многоканальных синтезаторах. Они 
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синтезируются в несколько этапов, как правило, в одной емкости. При этом  
используют реагенты очень высокой степени чистоты, очистка которых осуществ-
ляется с применением важнейших методов высокоэффективной жидкостной хро-
матографии, либо электрофореза в полиакриламидном геле. Несмотря на все эти 
достижения, различные постсинтетические обработки, такие как удаление из его 
состава различных защитных функциональных групп, непрореагированных реа-
гентов и недостроенных продуктов, не способствуют получению особочистых оли-
гонуклеотидов. 

Актуальность. Синтез высокочистых олигонуклеотидов очень важен как в 
научных, так и в технологических целях. Чрезвычайно важны исследования, 
направленные на изучение механизмов структуры и взаимодействия между от-
дельными атомами, молекулами и функциональными группами олигонуклеоти-
дов, а также зависимостей от физико-химических свойств окружающей среды. 
Актуальная проблема — разработка новых высокоэффективных методов иссле-
дования структуры олигонуклеотидов на молекулярном уровне.  

Существующие проблемы. Обычно визуализация и выявление олигонук-
леотидов осуществляются с помощью флуоресцентных красителей, которые 
встраиваются между отдельными мононуклеотидами. Основным недостатком 
такого метода является то, что увеличение флуоресценции в процессе ПЦР мо-
жет быть связано с накоплением неспецифического продукта. Кроме того, ато-
мы и молекулы красителей вступают в химические реакции с атомами и моле-
кулами олигонуклеотидов. Поэтому для получения корректных результатов о 
молекулярной структуре и о механизмах межмолекулярных взаимодействий 
необходимы новые методы, не основанные на использовании олигомеров, со-
держащих такие метки.  

Эффективным аналитическим методом исследования структуры материалов 
на молекулярном уровне является спектроскопия комбинационного (рамановско-
го) рассеяния света. С обнаружением эффекта гигантского поверхностного усиле-
ния [2–4] комбинационного рассеяния (Surface Enhanced Raman Scattering, SERS) 
на 6–12 порядков величины в присутствии металлических наноструктур, на кото-
рых адсорбируются органические молекулы, интерес к этому важному явлению 
привлекает все более возрастающее внимание исследователей [5–21]. Значитель-
ный интерес к SERS, кроме фундаментального научного интереса, связан с появле-
нием возможности создания высокочувствительных аналитических методик, а 
также с развитием высокоселективных биосенсорных технологий с вовлечением в 
исследования все новых высокоэффективных наноструктурированных материа-
лов разных металлов [21]. Для получения большого отклика системы важно, что-
бы агрегирующие металлические наночастицы образовывали дискретные класте-
ры. Для их образования используются различные красители, адсорбированные на 
наночастицах, и к такому модифицированному кластеру присоединяются молеку-
лы ДНК.  

Несмотря на отсутствие установившегося единого мнения о механизмах та-
кого усиления, полагается, что поверхностно-усиленное комбинационное рас-
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сеяние света вызывается совместным действием двух механизмов усиления — 
электромагнитного [5–7] и химического [8, 10, 12]. Большинство исследователей 
полагает, что электромагнитный механизм является доминирующим механиз-
мом усиления. Он обусловливается значительным усилением напряженности 
локального электрического поля падающей световой волны вблизи шерохова-
тостей поверхности металлических частиц путем резонансного возбуждения 
локализованных плазменных колебаний. При этом параметры такого резонанс-
ного возбуждения, масштаб усиления и спектральные характеристики суще-
ственно зависят от морфологии поверхности, проводимости металла и свойств 
диэлектрического окружения [21]. Кроме того, для адсорбированных молекул, 
находящихся в непосредственном контакте с металлической поверхностью,  
может иметь место дополнительное усиление, обусловленное возникновением 
связи электронных орбиталей молекулы и состояний зоны проводимости  
металла. Масштаб такого усиления может достигать одного-двух порядков ве-
личины [8], но при этом может образовываться комплекс адсорбированной мо-
лекулы и металлической наночастицы.  

В результате действия этих двух эффектов возникающие внутренние ги-
гантские электрические поля и комплексообразование молекул сильно зависят 
от ряда физико-химических свойств рассматриваемой системы и могут суще-
ственно влиять на спектральные параметры соответствующих линий рассеянно-
го света. 

Задача исследования. Ключом к более корректным исследованиям может 
быть развитие высокочувствительных методов молекулярной спектроскопии в 
отсутствие металлических наноструктур и флуоресцентных меток. Результаты, 
полученные в настоящей работе, показывают следующее: разработанная аль-
тернативная высокочувствительная методика нерезонансной спектроскопии 
неупругого рассеяния света высокого спектрального разрешения может быть 
использована для изучения молекулярной структуры и выяснения химической 
природы межмолекулярных и внутримолекулярных взаимодействий в синтети-
ческих олигонуклеотидах.  

Экспериментальная часть. Исследования комбинационного рассеяния све-
та выполнены для одноцепочных олигонуклеотидов 20G (гуанин) и 20T (тимин) 
нуклеотидных оснований — d(20G, 20T), синтезированных твердофазным ами-
дофосфитным методом. Возбуждение спектров комбинационного рассеяния 
света осуществлялось излучением второй гармоники лазера на алюмо-
иттриевом гранате с длиной волны i = 532,17 нм по методике, приведенной в 
работах [22–24]. Спектральный состав рассеянного света анализировался с по-
мощью спектрометра LabRAM HR800 (Франция) с охлаждаемой ПЗС-матрицей 
в качестве детектора. Излучение мощностью 0,05 мВт фокусировалось на по-
верхность образца с использованием микроскопного объектива (Olympus) со 
100-кратным увеличением. Диаметр пятна лазерного излучения в фокусе со-
ставлял 0,9 мкм, что определяло пространственное разрешение измерительной 
системы. Спектральное разрешение равно 2 см–1. 
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Результаты и обсуждения. Разработанная высокочувствительная методика 
спектроскопии неупругого рассеяния света высокого спектрального и про-
странственного разрешений позволяет получить высококачественные спектры 
биомакромолекул. Типичный спектр нерезонансного комбинационного рассея-
ния света для синтетических одноцепочных олигонуклеотидов d(20G, 20T) для 
диапазона значений низких частот 150…1800 см–1 приведен на рисунке. Этот 
спектр получен с использованием линии возбуждения 532 нм. Аналогичные 
спектры были определены и с использованием линии возбуждения 632,817 нм, 
что указывает на следующее: все наблюдаемые спектральные особенности дей-
ствительно обусловлены комбинационным рассеянием света. В целом спектры 
комбинационного рассеяния света коротких олигонуклеотидов определяются 
их пространственной структурой, задаваемой большим числом входящих в нее 
атомов, совершающих колебания относительно положений равновесия. Соот-
ветственно, в спектрах комбинационного рассеяния света таких макромолекул 
для множества колебательных возбуждений неизбежно наблюдаются сильно 
перекрывающиеся спектральные вклады, генерируемые большим набором ато-
мов и молекул, для всех функциональных групп. К тому же, такие полосы долж-
ны испытывать влияние как парных взаимодействий, так и окружающей среды. 
Макромолекулы коротких олигонуклеотидов, как и макромолекулы белков, не 
содержат ни центров инверсии, ни зеркальной симметрии. Структурное упоря-
дочение таких систем (в любом масштабе) является результатом низкой сим-
метрии их элементарных ячеек. Казалось бы, для биомакромолекул трудно 
ожидать наличия узких спектральных особенностей в процессах комбинацион-
ного рассеяния света. Однако одной из наиболее немаловажных особенностей 
полученных специально несглаженных спектров нерезонансного комбинацион-
ного рассеяния света является именно обнаружение совокупности множества 
спектральных линий. Это хорошо видно из спектров, приведенных на рисунке. 
Наряду с довольно широкими полосами наблюдаются достаточно узкие и ин-
тенсивные спектральные линии. Естественным критерием реальности наблюда-
емых характерных спектральных особенностей является их строгая воспроиз-
водимость в независимых сериях измерений. Эти линии отражают химическую 
индивидуальность отдельных молекул, составляющих функциональные группы, 
и их структурные свойства. При этом они определяются совокупностью и кон-
фигурацией большого числа химических связей, а, соответственно, и валентны-
ми взаимодействиями между входящими в состав молекулы атомами, опреде-
ляющими ее стабильность и основные свойства, а также всей макромолекулы 
d(20G, 20T). Несмотря на высокую активность многоплановых эксперимен-
тальных исследований комбинационного рассеяния света в олигонуклеотидах и 
ДНК и достигнутые большие успехи [9–21], между спектрами, полученными 
при невысоком и высоком спектральных разрешениях, при внешнем сходстве 
имеются и принципиальные различия. В сильно сглаженных (вследствие не-
большого отношения сигнал/шум) спектрах с перекрывающимися широкими 
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Спектры нерезонансного комбинационного рассеяния света, полученные для синте-
тического олигонуклеотида d(20G, 20T) при температуре 300 K в диапазоне значений частот 
300…1800 см–1 (а) и 2300…3800 см–1 (б) при длине волны возбуждающего лазерного   
                             излучения   = 532 нм и спектральном разрешении R = 2 см–1 

 
полосами (в частности, и ввиду невысокого спектрального разрешения) узкие 
спектральные линии, которые позволили бы выявить их естественную ширину, 
не были выделены. Соответственно, времена жизни колебательных состояний в 
биомакромолекулах не определялись. В отличие от уже обсуждавшихся литера-
турных данных, полученных с невысоким спектральным разрешением, когда 
наблюдались спектральные полосы существенно нелоренцевской формы, иска-
женные суперпозицией с другими спектральными линиями, проведенные авто-
рами настоящей работы прецизионные измерения контуров исследуемых спек-
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тральных линий позволяют выявить их лоренцевскую форму. Это дает каче-
ственно новые возможности для количественного исследования сложных моле-
кулярных систем. Так, для наиболее узкой спектральной линии при 1355,4 см–1, 
соответствующей колебаниям метильной группы dT, наблюдается существенное 
(в 2–3 раза) сужение ширины линии по сравнению со спектрами, полученными 
для водного раствора олигонуклеотидов. Такое сужение до порядка естествен-
ной ширины позволило надежно выделить лоренцевскую форму этой узкой ли-
нии с полушириной (полной шириной на половине высоты) Г = (1/2)πсτ, где с — 
скорость света; τ — время жизни возбуждения. Непосредственное измерение есте-
ственной полуширины дало возможность впервые определить временной мас-
штаб элементарных колебательных возбуждений в биомакромолекулах. Для изме-
ренного значения полуширины Г = 14,6 см–1 соответствующее характерное время 
жизни для колебаний метильной группы dT при комнатной температуре оказа-
лось равным 0,38 пс. Таким образом, обнаружение узких спектральных линий  
позволит экспериментально изучить внутренние динамические свойства быстро-
протекающих релаксационных процессов колебательных движений атомов в био-
макромолекулах. Измеренное значение естественной полуширины линий и (или) 
времени жизни колебательных состояний также может стать надежной мерой 
специфичности и степени совершенства молекулярной структуры биомакромоле-
кул. Другая узкая полоса при 1000 см–1 характерна для фосфатных групп 2РО   
сахарофосфатного остова спиральной структуры ДНК, обнаружение которой 
прямо указывает на формирование устойчивой и стабильной пространственной 
молекулярной структуры синтезированных коротких одноцепочечных олиго-
нуклеотидов длиной 40 нуклеотидов последовательности d(20G, 20T), состоящей 
из четырех витков спирали, а также сохранение этой структуры в лиофилизован-
ном твердом состоянии. В целом, выводы об устойчивости, стабильности и высо-
ком совершенстве молекулярной структуры синтезированных одноцепочных 
олигонуклеотидов d(20G, 20T) также подтверждаются многими спектральными 
особенностями и наличием наиболее характерных максимумов, наблюдаемых во 
всем диапазоне частот на спектре (см. рисунок). Кроме того, полученные резуль-
таты прямо указывают на то, что механизм подавления различных молекулярных 
взаимодействий в водном растворе олигонуклеотидов намного более эффектив-
ный, чем ангармонические взаимодействия элементарных колебаний их решетки.  

Было выполнено сравнение с недавно опубликованными полными спек-
трами комбинационного рассеяния света высушенной полномерной ДНК телен-
ка, полученными с высоким спектральным и пространственным разрешением и 
обнаруженными в широком спектральном диапазоне частот рассеянного света 
6…4000 см–1 [25]. Результаты сравнения показывают, что спектры коротких оли-
гонуклеотидов хорошо согласуются со спектрами ДНК теленка для нуклеотидов 
гуанина и тимина в составе ДНК. В целом эти данные указывают на то, что корот-
кие олигонуклеотиды могут быть использованы в качестве удачных модельных 
объектов для исследования молекулярной структуры ДНК при изучении их вто-
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ричных структур. Они могут быть востребованными и при создании и исследова-
нии на основе таких коротких олигонуклеотидов различных комплексов с неор-
ганическими полупроводниковыми наноструктурами. Полученные результаты 
могут дать возможность проводить теоретические и экспериментальные исследо-
вания фундаментальной взаимосвязи структуры–свойств комплексов квантово-
размерных полупроводниковых наноструктур и биомолекул.  

Заключение. Разработанная высокочувствительная методика комбинацион-
ного рассеяния света высокого спектрального разрешения оказалась достаточной 
для обнаружения узких спектральных линий. Это дает возможность выделять 
спектральные составляющие, соответствующие колебаниям отдельных молекул, в 
сложных спектрах коротких олигонуклеотидов с достаточно большим числом 
атомов в элементарной ячейке. Выделение лоренцевской формы таких узких ли-
ний позволяет получить информацию о динамических свойствах, а именно, впер-
вые определить временной масштаб элементарных колебательных возбуждений в 
биомакромолекулах. Для наиболее узкой спектральной линии при 1355,4 см–1, 
соответствующей колебаниям метильной группы dT, полная ширина на половине 
ее высоты оказалось равной 14,6 см–1, а время жизни — 0,38 пс. Обнаруженная 
узкая полоса при 1000 см–1, характерная для фосфатных групп РО2

– сахарофос-
фатного остова спиральной структуры ДНК, указывает на формирование устой-
чивой и стабильной молекулярной структуры синтезированных коротких олиго-
нуклеотидов d(20G, 20T), состоящей всего из четырех витков одноцепочечной 
спирали и сохранение этой структуры в твердом состоянии. Таким образом, вы-
сокочувствительная методика нерезонансного комбинационного рассеяния света 
высокого спектрального разрешения может быть успешно применена для иссле-
дования молекулярной структуры коротких синтетических олигонуклеотидов и 
ДНК. Результаты указывают на потенциал и перспективы использования обна-
руженных узких линий в качестве спектральных маркеров и открывают новые 
возможности для изучения природы различного рода внутри- и межмолекуляр-
ных слабых взаимодействий, а также динамики молекулярных изменений и 
структурных флуктуаций в биомакромолекулах.  
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T —  thymine. Detection of the narrow spectral lines allows us 
to determine the characteristic time scale of vibrational excita-
tion and makes it possible to study the dynamics of fast relaxa-
tion processes of atoms vibrational motions in biomacromole-
cules. Findings of the research show that for one of the nar-
rowest line at 1355.4 sm–1, attributed to fluctuations of the 
methyl group of dT, the full width of the line on a half of its 
height equals 14.6 sm–1 and the appropriate life time equals 
0.38 ps. We compared the obtained spectra with the complete 
Raman scattering spectra obtained from the dried-up full-
sized DNA of a calf received with the high spectral and spatial 
resolution and observed in the broad spectral range of the 
frequency shifts of the scattered light from 6 to 4000 sm–1. The 
received results show that short oligonucleotides can be used 
as successful model objects for investigating the molecular 
DNA structure when studying their secondary structures. 
These data can be also required in creating and investigating 
different complexes with inorganic semiconductor nanostruc-
tures on the basis of such short oligonucleotides. The results 
obtained in the research make it possible to implement theo-
retical and experimental studies required for achieving a 
deeper fundamental understanding of structure-property 
relationship for quantum-confined semiconductors nano-
structures and biomolecules and, are therefore of high interest 
to the new directions of rapidly developing nano-
bioelectronics 
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