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Рамановское рассеяние света в олигонуклеОтидах 

Сообщается о детектировании спектров высокого спектрального разреше­
ния высокочувствительным методом нерезонансного комбинационного рассе­
яния света в биомакромолекулах на примере одноцепочных коротких олигону­
клеотидов d(20G, 20T), где d – дезоксирибонуклеотид, G – гуанин, T – тимин. 
Обнаружение узких спектральных линий позволило определить характерный 
масштаб времен и дало новые возможности для изучения динамики быстро­
протекающих релаксационных процессов колебательных движений атомов в 
биомакромолекулах. Установлено, что для одной из наиболее узких линий при 
1355,4 см–1, приписанной колебаниям метильной группы dT, полная ширина 
на половине ее высоты равна 14,6 см–1; соответствующее время жизни оказа­
лось равным 0,38 пс. 

РАМАНОВСКОЕ РАССЕЯНИЕ СВЕТА, ОЛИГОНУКЛЕОТИДЫ, ХИМИЧЕСКИЙ СИНТЕЗ, 
АМИДОФОСФИТНЫЙ МЕТОД.

Введение

Синтетические олигонуклеотиды, по­
лучаемые путем химического синтеза, яв­
ляются фрагментами дезоксирибонуклеи­
новых (ДНК) или рибонуклеиновых (РНК) 
кислот. Они представляют собой линей­
ные полимеры, состоящие из фрагментов 
нуклеотидов (НК) с заданной химической 
структурной последовательностью. Нуклео­
тиды, в свою очередь, являются комбина­
цией азотистого основания, рибозы или 
дезоксирибозы и остатка фосфорной кис­
лоты. Синтетические олигонуклеотиды на­
ходят многофункциональное применение 
во многих областях современной молеку­
лярной биологии, генетической инженерии 
и медицине [1]. В частности, они исполь­
зуются в качестве зондов для определения 
комплементарных последовательностей 

ДНК и РНК или праймеров для секвениро­
вания и амплификации ДНК при проведе­
нии полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
В настоящее время метод ПЦР можно от­
нести к одному из важнейших достижений 
молекулярной биофизики; он позволяет 
многократно копировать и получать боль­
шие фрагменты исследуемых последова­
тельностей ДНК. При проведении ПЦР ис­
пользуются различные реакционные смеси, 
и одним из их основных компонентов яв­
ляются  синтетические олигонуклеотиды. 
Они служат затравкой – отправной точкой 
для начала синтеза новой цепи НК фер­
ментом ДНК полимеразой. 

На основе коротких синтетических оли­
гонуклеотидов также интенсивно развива­
ются новые направления биотехнологии, 
связанные с конструированием и создани­
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ем новейших лекарственных препаратов.
Таким образом, правильный дизайн, 

синтез и методы оценки степени чистоты 
олигонуклеотидов на молекулярном уров­
не, определяющие эффективность ампли­
фикации и их последующее применение, 
имеют решающее значение. 

Современный синтез коротких олигону­
клеотидов с заранее заданными химически­
ми составными элементами и с определен- 
ной последовательностью мононуклеоти- 
дов – это высокотехнологичный, трудоемкий 
и дорогостоящий процесс. Он осуществляет­
ся наиболее экономичным путем, с помощью 
интенсивно развиваемых методов автомати­
ческого параллельного синтеза на многока­
нальных синтезаторах. Они синтезируются в 
несколько этапов  и, как правило, в одной 
емкости. При этом используются реагенты 
очень высокой степени чистоты, очистка ко­
торых осуществляется с использованием но­
вейших методов высокоэффективной жид­
костной хроматографии, либо электрофореза 
в полиакриламидном геле. 

Несмотря на все отмеченные достиже­
ния, различные пост-синтетические обра­
ботки (такие как удаление из его состава 
различных защитных функциональных 
групп, непрореагировавших компонентов и 
недостроенных продуктов) не способству­
ют получению особо чистых олигонуклео­
тидов.

Получение высокочистых олигонуклео­
тидов очень важно как в научных, так и в 
технологических целях. Чрезвычайно акту­
альными представляются исследования, на­
правленные на фундаментальное понимание 
структуры и механизмов взаимодействия 
между отдельными атомами, молекулами 
и функциональными группами самих оли­
гонуклеотидов, а также их зависимости от 
физико-химических свойств окружающей 
среды. Актуальной  является необходимость 
развития и разработки новых эффективных 
методов изучения структуры олигонуклео­
тидов на молекулярном уровне. 

Существующие проблемы

Обычно визуализацию и выявление 
олигонуклеотидов осуществляют с  ис­
пользованием флуоресцентных красителей, 

которые встраиваются между отдельными 
мононуклеотидами. К недостаткам такого 
метода следует отнести возможное нако­
пление неспецифического продукта, кото­
рое может приводить к росту флуоресцен­
ции в процессе ПЦР. Кроме того, атомы и 
молекулы красителей иногда сами вступают 
в химические реакции  с атомами и моле­
кулами олигонуклеотидов. Следовательно, 
для получения корректных сведений о мо­
лекулярной структуре и механизмах меж­
молекулярных взаимодействий необходимы 
новые методы, не использующие олигоме­
ров, содержащих такие метки. 

Эффективным аналитическим методом 
исследования структуры материалов на мо­
лекулярном уровне служит спектроскопия 
рамановского рассеяния света. С обнару­
жением эффекта гигантского поверхност­
ного усиления рамановского рассеяния 
(SERS – Surface Enhanced Raman Scattering 
[2 – 4]) на 6 – 12 порядков величины в 
присутствии металлических наноструктур,  
на которых адсорбируются органические 
молекулы, интерес к этому важному явле­
нию привлекает все возрастающее внима­
ние исследователей [5 – 21]. Значительный 
интерес к SERS, помимо чисто научного, 
связан с новыми возможностями для созда­
ния высокочувствительных аналитических 
методик и развития высокоселективных 
биосенсорных технологий с вовлечением в 
исследования разных новых высокоэффек­
тивных наноструктурированных металлов 
(см., например, работу [21] и ссылки в ней). 
Для получения большого отклика системы 
важно, чтобы агрегирующие металлические 
наночастицы образовывали дискретные 
кластеры. Для их создания используются 
различные красители, адсорбированные на 
наночастицах, и к такой модифицирован­
ной поверхности присоединяются молеку­
лы ДНК. 

Несмотря на отсутствие единого мнения 
о механизмах такого усиления, считается, 
что поверхностно-усиленное рамановское 
рассеяние света вызывается  совместным 
действием двух механизмов усиления: 
электромагнитного [5 – 7] и химического 
[8, 10, 12]. 
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Большинство исследователей считают, 
что электромагнитный механизм домини­
рует при усилении. Он обусловлен значи­
тельным усилением напряженности ло­
кального электрического поля падающей 
световой волны вблизи шероховатостей на 
поверхностях металлических частиц путем 
резонансного возбуждения локализован­
ных плазменных колебаний. При этом па­
раметры такого резонансного возбуждения, 
масштаб усиления и спектральные характе­
ристики существенно зависят от морфоло­
гии поверхности, проводимости металла и 
свойств диэлектрического окружения [21]. 

Помимо этого, для адсорбированных 
молекул, находящихся в непосредственном 
контакте с металлической поверхностью, 
может иметь место дополнительное усиле­
ние, которое обусловлено возникновением 
связи электронных орбиталей молекулы с 
состояниями зоны проводимости металла. 
Масштаб такого усиления может достигать 
одного-двух порядков величины [8], но при 
этом могут образовываться комплексы ад­
сорбированных молекул с металлическими 
наночастицами.  

В результате двух таких эффектов воз­
никающие внутренние гигантские элек­
трические поля и комплексообразование 
молекул сильно зависят от целого ряда 
физико-химических свойств рассматривае­
мой системы и могут существенно влиять 
на спектральные параметры детектируемых 
линий рассеянного света. 

Задача исследования

Ключом к более корректным исследова­
ниям может служить развитие высокочув­
ствительных методов молекулярной спек­
троскопии, не использующих металлические 
наноструктуры и флуоресцентные метки.   

Представленное исследование ставило 
целью разработать альтернативную высо­
кочувствительную методику нерезонансной 
спектроскопии неупругого рассеяния света 
высокого спектрального разрешения, с тем, 
чтобы ее использовать для изучения молеку­
лярной структуры и выяснения химической 
природы межмолекулярных и внутримоле­
кулярных взаимодействий в синтетических 
олигонуклеотидах. 

Экспериментальная часть

Исследования рамановского рассеяния 
света выполнены для одноцепочных оли­
гонуклеотидов 20G (гуанин) и 20T (тимин) 
нуклеотидных оснований – d(20G, 20T), 
синтезированных твердофазным амидофос­
фитным методом. 

Спектры рамановского рассеяния света 
возбуждались излучением второй гармо­
ники лазера на алюмо-иттриевом грана­
те с длиной волны λ = 532,170 нм по ме­
тодике, приведенной в монографии [22]. 
Спектральный состав рассеянного света 
анализировался с помощью спектрометра 
LabRAM HR800 (Франция), с охлаждаемой 
ПЗС-матрицей в качестве детектора. Излу­
чение мощностью 0,05 мВт фокусировалось 
на поверхность образца с использованием  
микроскопного объектива (Olympus) с уси­
лением 100×. Диаметр лазерного пятна со­
ставлял в фокусе 0,9 мкм, что и задавало 
пространственное разрешение измеритель­
ной системы. Спектральное разрешение 
составляло 2 см–1. 

Основные результаты и их обсуждение

Разработанная нами высокочувстви­
тельная методика спектроскопии неупру­
гого рассеяния света высокого спектраль­
ного  и пространственного  разрешений, 
позволяет детектировать высококачествен­
ные спектры биомакромолекул. Типичный 
спектр нерезонансного комбинационного 
рассеяния света для синтетических одно­
цепочных олигонуклеотидов d(20G, 20T), 
полученный нами в диапазоне низких ча­
стот 150 – 1800 см–1 (линия возбуждения –  
532 нм), приведен на рисунке. Анало­
гичные спектры были зарегистрированы 
с использованием линии возбуждения  
632,817 нм. 

Независимость характера спектров от 
частоты возбуждающего излучения указы­
вает на общность их происхождения, т. е. 
наблюдаемые спектральные особенности 
объектов обусловлены комбинационным 
рассеянием света (КРС).

В целом спектры КРС коротких оли­
гонуклеотидов определяются их простран­
ственной структурой, которая задается 
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большим количеством входящих в нее ато­
мов, совершающих колебания относитель­
но положений равновесия. Соответственно, 
в спектрах КРС таких макромолекул для 
множества колебательных возбуждений и 
для всех функциональных групп неизбеж­
но должны наблюдаться сильно перекры­
вающиеся спектральные вклады, которые 
генерируются большими наборами атомов 
и молекул.  Такие полосы должны испыты­
вать  влияние как парных взаимодействий, 
так и окружающей среды. Макромолеку­
лы коротких олигонуклеотидов, как и ма­
кромолекулы белков, не содержат ни цен­
тров инверсии, ни зеркальной симметрии. 
Структурное упорядочение таких систем (в 
любом масштабе) происходит вследствие 
низкой симметрии их элементарных ячеек. 

Казалось бы, для биомакромолекул 
трудно ожидать наблюдения узких спек­
тральных полос в процессах КРС. Однако 
немаловажной особенностью полученных 
нами спектров нерезонансного КРС (спе­
циально несглаженных) является совокуп­
ность множества спектральных линий (см. 
рисунок). Видно, что наряду с довольно 

широкими полосами, наблюдаются и до­
статочно узкие интенсивные спектральные 
линии. Естественным критерием реально­
сти наблюдаемых спектральных особенно­
стей может служить их строгая воспроизво­
димость в независимых сериях измерений. 
Наблюдаемые линии, несомненно, отража­
ют химическую индивидуальность отдель­
ных молекул в составе функциональных 
групп и их структурные свойства. При этом 
они определяются совокупностью и кон­
фигурацией большого числа химических 
связей, а значит и валентными взаимо­
действиями между входящими в их состав 
атомами; последние определяют стабиль­
ность всей макромолекулы d(20G, 20T) и ее 
основные свойства.  

Несмотря на высокую активность мно­
гоплановых экспериментальных исследо­
ваний КРС в олигонуклеотидах и ДНК и 
достигнутые большие успехи (см., напри­
мер, работы [9 – 21]), между спектрами, 
полученными при невысоком и высоком 
спектральных разрешениях, при их внеш­
нем сходстве, имеются и принципиальные 
различия. В сильно сглаженных (из-за не­

Спектр нерезонансного комбинационного рассеяния света, полученный для синтетического 
олигонуклеотида d(20G, 20T) при температуре 300 K. 

Длина волны возбуждающего лазерного излучения λ = 532 нм; спектральное разрешение R = 2 см–1
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большого отношения сигнал/шум) спектрах 
с перекрывающимися широкими полоса­
ми (в частности, и вследствие невысокого 
спектрального разрешения) не были выде­
лены узкие спектральные линии, которые 
бы позволили выявить их естественную 
ширину. Соответственно, времена жизни 
колебательных состояний в биомакромоле­
кулах не определялись. 

В отличие от уже обсуждавшихся ли­
тературных данных, полученных с невы­
соким спектральным разрешением, когда 
наблюдались спектральные полосы суще­
ственно нелоренцевой формы, искаженные 
суперпозицией с другими спектральными 
линиями, наши прецизионные измерения 
контуров исследуемых спектральных линий 
позволяют выявить их лоренцеву форму. 
Это дает принципиально новые возмож­
ности для количественного исследования 
сложных молекулярных систем. Так, для 
наиболее узкой спектральной линии при 
1355,4 см–1, соответствующей колебаниям 
метильной группы dT, наблюдается суще­
ственное (в 2 – 3 раза) сужение ширины 
линии, по сравнению со спектрами, по­
лученными для водного раствора олиго­
нуклеотидов. Такое сужение до величины 
порядка естественной ширины позволило 
надежно выделить лоренцеву форму этой 
узкой линии с полушириной (полной ши­
риной на половине высоты) Г = 1/2πсτ, где 
с – скорость света, τ – время жизни воз­
буждения.   

Непосредственное измерение естествен­
ной полуширины спектральной линии впер­
вые дало возможность определить  времен­
ной масштаб элементарных колебательных 
возбуждений в биомакромолекулах. Для из­
меренного значения полуширины Г = 14,6 
см–1 соответствующее характерное время 
жизни для колебаний метильной группы 
dT при комнатной температуре оказалось 
равным 0,38 пс. 

Таким образом, обнаружение узких 
спектральных линий делает возможным 
экспериментальное изучение внутренних 
динамических свойств быстропротекающих 
релаксационных процессов колебательных 
движений атомов в биомакромолекулах. 
Измеренная величина естественной полу­

ширины линий и/или времени жизни коле­
бательных состояний может также служить 
надежной мерой специфичности и степе­
ни совершенства молекулярной структуры 
биомакомолекул. Другая узкая полоса при 
1000см–1 характерна для фосфатных групп 
РО2

– сахарофосфатного остова спиральной 
структуры ДНК. Ее обнаружение прямо 
указывает на формирование устойчивой и 
стабильной пространственной молекуляр­
ной структуры синтезированных коротких 
одноцепочечных олигонуклеотидов дли­
ной 40 нуклеотидов последовательности  
d(20G, 20T), состоящей из четырех витков 
спирали, а также сохранение этой струк­
туры в лиофилизованном твердом состоя­
нии. В целом, выводы об устойчивости, 
стабильности и высоком совершенстве 
молекулярной структуры синтезирован­
ных одноцепочечных олигонуклеотидов 
d(20G, 20T) также подтверждаются многи­
ми спектральными особенностями и нали­
чием наиболее характерных максимумов, 
наблюдаемых во всем диапазоне частот 
на  спектре (см. рисунок). Кроме того, 
полученные результаты прямо указывают 
на значительно большую эффективность 
механизма подавления различных молеку­
лярных взаимодействий в водном растворе 
олигонуклеотидов, чем влияние ангармо­
нических взаимодействий элементарных 
колебаний их решетки. 

Заключение

Полученные в настоящей работе ре­
зультаты показывают, что разработанная 
высокочувствительная методика раманов­
ского рассеяния света высокого спектраль­
ного разрешения оказывается достаточной 
для обнаружения узких спектральных ли­
ний. Методика дает возможность выделить 
спектральные составляющие, которые от­
вечают колебаниям отдельных молекул, в 
сложных спектрах коротких олигонуклео­
тидов с достаточно большим количеством 
атомов в элементарной ячейке. Выделение 
лоренцевой формы таких узких линий по­
зволяет получать новую информацию о ди­
намических свойствах биомакромолекул, 
а именно – определять в них временной 
масштаб элементарных колебательных воз­



Биофизика и медицинская физика

87

буждений. В частности, для наиболее узкой 
спектральной линии при 1355,4 см–1, при­
писанной колебаниям метильной группы 
dT, полная ширина на половине ее высо­
ты оказалось равной 14,6 см–1, а соответ­
ствующее время жизни – 0,38 пс. Кро­
ме того, обнаруженная узкая полоса при  
1000 см–1, характерная для фосфатных групп 
РО2

– сахарофосфатного остова спиральной 
структуры ДНК, указывает на формирова­
ние устойчивой и стабильной молекуляр­
ной структуры синтезированных коротких 
олигонуклеотидов d(20G, 20T), состоящей 
всего из четырех витков одноцепочечной 
спирали, и сохранение этой структуры в 
твердом состоянии. 

Таким образом, высокочувствительная 
методика нерезонансного комбинационно­
го рассеяния света высокого спектрального 
разрешения может быть успешно исполь­
зована для исследования молекулярной 

структуры коротких синтетических оли­
гонуклеотидов и ДНК. Результаты указы­
вают на высокие потенциальные возмож­
ности и многообещающие перспективы 
использования обнаруженных узких линий 
в качестве спектральных маркеров; они по­
зволяют изучать природу различного рода 
внутри- и межмолекулярных слабых взаи­
модействий, а также динамику молекуляр­
ных изменений и структурных флуктуаций 
в биомакромолекулах. 

Работа выполнена при финансовой поддерж­
ке программ фундаментальных исследований 
Президиума РАН № 24, Санкт-Петербургского 
научного центра РАН по комплексным междис­
циплинарным проектам, гранта Президента РФ 
НШ-3008.2012.2, проекта Академии Финляндии 
по программируемым материалам № 263 566 и 
проекта Финского агентства по поддержке тех­
нологий и инноваций (Tekes) по функциональ­
ным материалам “Granbis”.
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Lähderanta E., Lashkul A., Lipsanen H., Bairamov B.H. Raman scattering  
of light in oligonucleotides.

The purpose of our investigation was to develop a highly sensitive technique of the Raman light scattering 
spectroscopy with high spectral resolution for later use as an experimental procedure for closer examination of 
molecular structure and clarification of the chemical nature of intermolecular and intramolecular interactions 
in synthetic oligonucleotides.  This task has been accomplished with optimal results. High resolution spectra 
being sensitive to secondary, tertiary, and quaternary structures were obtained by a highly sensitive method of 
non-resonant Raman scattering of light in biomacromolecules through the example of single-stranded short 
oligonucleotides (20G, 20T), where d – deoxynucleotide, G – guanine, T – thymine.  The high-quality 
compounds involved were synthesized using the solid-phase phosphoroamidite method.

The detection of narrow spectral lines allowed to determine the characteristic scale of times and gave 
new opportunities for studying the dynamics of fast relaxation processes of vibrational motions of atoms in 
biomacromolecules.  The full width at its half-height for one of the narrowest lines (1355.4 cm–1) was found 
to be 14.6 cm–1; this line belongs to the vibrations of methyl group of dT. The corresponding lifetime was 
equal to 0.38 ps. 
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