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Впервые показана возможность получения спектров комплексного показателя преломления мононуклео-

тидов, осажденных в виде пленок на полированную кремниевую пластину, в терагерцевом (ТHz) диапазоне.

С помощью ТHz-спектрометра измерено пропускание образцов биополимеров. Определены собственные

частоты поглощения и спектр показателя преломления аденозина в терагерцовом диапазоне.
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Частотную дисперсию оптических параметров ДНК

сегодня исследуют, применяя комбинационное рассея-

ние света, инфракрасную Фурье-спектроскопию, тера-

герцевую времяразрешенную спектроскопию. Собствен-

ные частоты поглощения олигонуклеотидов лежат в

ТHz-диапазоне [1]. В [1] показано, что из таких спектров

может быть получена информация о вторичной и третич-

ной структуре олигонуклеотидов. Недостатками совре-

менных методов секвенирования являются накопление

ошибок при использовании дополнительного звена в ви-

де флуоресцентного красителя, неточность сбора данных

при исследовании гомополимерных олигонуклеотидных

молекул, некорректный анализ образцов с олигонук-

леотидными полиморфизмами [2]. В настоящей работе

впервые реализован простой метод прямого нанесения

олигонуклеотидов из исходных растворов на кремние-

вую подложку для последующего получения спектров

собственных частот поглощения мононуклеотидов без

использования модификаторов, флуоресцентных меток и

красителей в режиме реального времени при комнатной

температуре.

Объектом исследований являлись мононуклеотиды

(dATP — аденозинтрифосфат, dTTP — тимидинтри-

фосфат, dGTP — гуанозинтрифосфат, dCTP — цити-

динтрифосфат), синтезированные в ООО
”
ДНК-Синтез“

(Москва). В качестве подложек использовались неле-

гированные полированные с обеих сторон кремниевые

пластины (100) толщиной 350 µm. Подложки были под-

готовлены по стандартной процедуре с использованием

изопропилового спирта, дистиллированной деионизиро-

ванной воды и ацетона. В процессе пробоподготовки бы-

ло замечено, что однородность осажденной капельным

способом пленки напрямую зависит от концентрации

мононуклеотидов и температуры подложки (рис. 1).
На рис. 1, a представлен результат осаждения мононук-

леотидов на подложку, охлажденную до температуры

−80◦C, которая обычно используется в технологии вы-

деления ДНК в режиме шоковой заморозки [3]. Однако
лучшего смачивания каплей подложки удалось добить-

ся, когда температура подложки равнялась комнатной

(рис. 1, b). Отметим, что ранее при комнатной темпера-

туре были исследованы образцы ДНК-оснований, спрес-

сованных в таблетку с порошком полиэтилена толщиной

200−400 µm [4]. В наших исследованиях наиболее одно-

родный слой мононуклеотидов на кремнии был получен

при следующих условиях: раствор dATP в деионизиро-

ванной воде, имеющий концентрацию 0.05М, в объеме

50µl осаждался на кремниевую пластину при комнатной

температуре, а затем высушивался в лиофильной камере

Alfa 1-2 LDplus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen

GmbH, Германия) на протяжении 4−5 h (рис.1, b, ряд 2).

Оптические измерения пленки, изображенной на

рис. 1, b в ряду 2, проводились с помощью ТHz-спект-

рометра (рабочий диапазон 0.1−3THz), подробное опи-

сание которого представлено в работе [5]. Регистри-

ровались волновые формы ТHz-импульсов, прошедших

через чистую кремниевую подложку и через нее же,

но с осажденными олигонуклеотидами. Ввиду того что

образцы (пленки мононуклеотидов) имели малую тол-

щину (около 20µm), для снижения погрешности для
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Рис. 1. Фотографии мононуклеотидов dATP, осажденных на кремниевую пластину. a — пластина охлаждена до −80◦C;

b — при комнатной температуре: в ряду 1 концентрация составляет 0.5М, в ряду 2 — 0.05М; шаг линейки 1mm.
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Рис. 2. Схема распространения THz-излучения через образцы. E0(t) — поле входной волны, E1(t), E2(t) — поля волны, прошедшей

через слой воздуха и нуклеотидов соответственно.
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Рис. 3. Нормированный спектр поглощения (a) и дисперсия показателя преломления (b) мононуклеотидов dATP на кремнии.

Вертикальными отрезками показана величина погрешности.

каждого типа нуклеотидов использовалась своя под-

ложка. Частотные характеристики спектров показателя

преломления и поглощения определялись с помощью

преобразования Фурье волновой формы нормированно-

го дифференциального сигнала. Комплексный показа-

тель преломления пленки нуклеотидов рассчитывался

по известной из эксперимента зависимости амплиту-

ды ТHz-импульса, прошедшего через образцы чистой

подложки Si (рис. 2, a) и подложки с осажденными

нуклеотидами (рис. 2, b).

Учитывая, что поглощение ТHz-излучения в Si мало,

а толщина биополимера мала по сравнению с длиной

волны, выражение для изменения пропускания за счет

слоя нуклеотидов можно записать в виде [6]:

E2(ω) − E1(ω)

E1(ω)
= T (ω) = i

ωd
c(nSi + 1)

(n̂2
nuc − 1). (1)

Здесь ω — круговая частота падающего излучения,

d — толщина слоя нуклеотидов, E2(ω) и E1(ω) —

Фурье-образы ТHz-импульсов E2(t) и E1(t), c — ско-

рость света, nSi — показатель преломления кремниевой

пластины, nnuc — показатель преломления нуклеотидов

(n̂2
nuc = ε′nuc + iε

′′

nuc , где ε
′

nuc и ε
′′

nuc — действительная

и мнимая части диэлектрической проницаемости для
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случая нормального падения). По определению отно-

сительную дифференциальную величину пропускания

T (ω) можно представить в виде T (ω) = ρ(ω)ei1(ω), где

ρ и 1 — амплитуда и фаза Фурье-спектра диффе-

ренциального нормированного сигнала. Соответственно

коэффициент поглощения и показатель преломления мо-

нонуклеотидов можно выразить через действительную

и мнимую части диэлектрической проницаемости [7],
которые определяются, согласно (1), как

ε′nuc = 1 +
c
ωd

(

nSi + 1
)

ρ sin1,

ε′′nuc = −

c
ωd

(

nSi + 1
)

ρ cos1. (2)

В исследуемом диапазоне частот показатель преломле-

ния Si оставался постоянным и равным по величине

3.42 [8]. С помощью выражений (1) и (2) исходя из

экспериментальных результатов нами были определены

собственные частоты поглощения и спектр показателя

преломления пленки dATP на кремнии (рис. 3).

Как видно из сравнения со спектрами dATP, полу-

ченными в работе [4], основные полосы поглощения, а

также величина показателя преломления в пределах раз-

решения эксперимента совпадают. Аналогичные спектры

были получены для пленок dTTP, dGTP, dCTP и показа-

ли хорошее совпадение с литературными данными.

Практическая ценность работы заключается в рас-

ширении способов характеризации олигонуклеотидов в

ТHz-диапазоне частот без использования модификато-

ров, флуоресцентных меток и красителей в режиме

реального времени при комнатной температуре.
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