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Для системы из двух красителей, бромида этидия (ЕВ) и Хехста�33258 (Хт), изучено изменение в зависимос�
ти от присутствия различных количеств ДНК и состава среды спектров поглощения, люминесцентного воз�
буждения и эмиссии в ультрафиолетовой и видимой областях. Отмечено, что спектральные свойства рас�
сматриваемой системы определяются взаимодействием входящих в ее состав красителей как с нуклеиновой
кислотой (НК), так и друг с другом (в частности, при совместной сорбции ЕВ и Хт на ДНК между их моле�
кулами может иметь место флуоресцентный резонансный перенос энергии). Таким образом, вследствие
различного характера специфичности ЕВ и Хт по отношению к субстрату и условиям измерения, есть осно�
вания полагать, что совместное использование данных красителей сулит дополнительные эффекты (неко�
торые из которых также рассмотрены в настоящей статье), представляющие интерес в рамках структурно�
функционального изучения НК. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ДНК, флуорофоры, спектральные свойства, перенос энергии.

В настоящее время все большее распростра�
нение приобретают искусственно синтезируе�
мые соединения, способные cпецифически свя�
зываться с определенными последовательностя�
ми нуклеотидов в геноме [1–6], и особенно те из
них, которые способны при этом, например,
резко изменять интенсивность своего свечения
[7–12]. 

Все многообразие известных в настоящее
время нуклеотид�связывающихся соединений
по типу взаимодействия с субстратом подразде�
ляется в основном на два больших класса: так
называемые «внешне»�связывающиеся с НК со�
единения (присоединяющиеся к молекуле по�
линуклеотида «снаружи», не нарушая целост�
ности структуры субстрата, и специфичные в
основном к первичному и вторичному порядкам
организации структуры НК [9, 13–16]) и интер�
каляторы (которые встраиваются между комп�
лементарными парами оснований двойной спи�
рали полинуклеотида и специфичны в основ�
ном ко вторичной структуре НК и степени их
суперспирализации [7, 17–20]). 

К настоящему времени известно и широко
используется немало нуклеотид�связывающих�
ся флуорофоров [7, 9, 16–18]. Однако задача те�

оретического обоснования путей конструирова�
ния новых соединений, более чувствительных и
специфичных по отношению к субстрату, по�
прежнему остается актуальной. Помимо проче�
го, она осложняется тем, что «сильное» избира�
тельное связывание с субстратом, как правило,
требует от лиганда одних структурных особен�
ностей, а наличие пригодных для регистрации
свойств – других. 

Одним из путей разрешения этого противоре�
чия могло бы быть конструирование «комплекс�
ных» соединений, одна из частей которых отвеча�
ла бы за связывание с субстратом, а другая – за
наличие спектральных или иных, пригодных для
регистрации свойств. Кроме того, если конструи�
руемое «комплексное» соединение состоит из
нескольких субъединиц, способных связываться
с субстратом, то для него логично ожидать доста�
точно значительного увеличения (по сравнению с
«мономерными» составляющими указанного сое�
динения) как сродства к субстрату, так и специ�
фичности по отношению к нему. Аналогично, ес�
ли конструируемое «комплексное» соединение
содержит несколько субъединиц, способных к
примеру увеличивать свое свечение при сорбции
на субстрате, то для него можно ожидать увеличе�
ния (по сравнению с вышеуказанными «моно�
мерными» составляющими) чувствительности
регистрации такого субстрата. Так, в частности,
соединения (I) и (II) (схема 1), являющиеся «бис�
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Схема 1. «ENT» и «ЕХТ» обозначены интеркалирующие и «внешне»�связывающиеся с НК фрагменты молекул «гетеро�
функциональных» соединений
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интеркаляторами» на полинуклеотид, демонстри�
руют сродство к НК и степень увеличения флуо�
ресценции при взаимодействии с ней – значи�
тельно большие, чем у любого из известных в нас�
тоящее время «моно�интеркаляторов» [21, 22].
Однако при конструировании такого рода «комп�
лексных» соединений результат далеко не всегда
однозначно предсказуем. 

Так, например:
• у соединения (III) (схема 1) и ему подоб�

ных [23, 24], являющихся по своей структуре
«классическими бис�интеркаляторами», интер�
каляция обоих «функциональных» (этидиевого
и акридинового) фрагментов в полинуклеотид
может иметь место лишь при длине цепи, соеди�
няющей вышеупомянутые фрагменты, больше
критической; в противном же случае, наблюда�
ется интеркаляция в НК только одного (этидие�
вого) фрагмента, тогда как второй (акридино�
вый) связывается с полинуклеотидом «внешне»; 

• соединение (IV) (схема 1) при r < 0,07
(здесь под r понимается количество связанного
лиганда, приходящееся на единицу концентра�
ции субстрата) взаимодействует с НК по типу
интеркаляции исключительно за счет своих би�
тиазольных фрагментов, а при r > 0,07 связыва�
ется с полинуклеотидом неспецифически за
счет феноксазинового «ядра», которое при иных
условиях само проявляет свойства интеркалято�
ра [25];

• соединения (V) (схема 1): при n = 1 (т.е. од�
ной СН2�группе между феноксазиновым «яд�
ром» и бензокраун�фрагментом молекулы) и
r < 0,1 взаимодействуют с НК по типу интерка�
ляции за счет феноксазинового «ядра» своей мо�
лекулы; при n = 0 или 2 и z > 0 или при n = 1 и
r > 0,1 – «внешне»�связываются с НК за счет сво�
их бензокраун�фрагментов; а при n > 2 вообще
взаимодействуют с НК крайне незначительно [26];

• соединение (VI) (схема 1) демонстрирует
свойства как интеркалятора, так и «внешне»�
связывающегося с НК соединения; в то время
как его аналог (VII), дегидрированный по одно�
му из ароматических циклов, взаимодействует с
ДНК исключительно как интеркалятор [27].

Вследствие вышесказанного более перспек�
тивным представляется использование для ана�
лиза НК систем, включающих в себя несколько
нуклеотид�специфических флуорофоров, не
связанных между собой непосредственно (а
лишь через субстрат), но имеющих согласован�
ные комплексообразующие и спектральные
свойства. 

В качестве примера одной из таких систем
можно предложить два таких широко использу�
емых (по отдельности) флуоресцентных краси�
теля, как: 

2�[2�(4�гидроксифенил)бензимидазол�

�5(6)�ил]�5(6)�(4�метилпиперазин�1�ил)

бензимидазол (Хехст�33258) (Хт)

и 

2,7�диамино�10�этил�9�фенил�

�фенантридиниумбромид 

(бромид этидия) (EB)

При этом, если EB является интеркалято�
ром, прослаивающимся между двумя парами ос�
нований двойной спирали полинуклеотида с не�
которым предпочтением к его GC�богатым
участкам и имеющим в связанном с НК состоя�
нии в видимой области спектра длины волн
максимумов возбуждения флуоресценции и
эмиссии: 520 и 605 нм соответственно [13, 28],
то Хт, в свою очередь, является «внешне»�свя�
зывающимся с НК соединением, предпочти�
тельно специфичным к участкам двойной спи�
рали полинуклеотида, содержащим три после�
довательно расположенных АТ� и одну GC�па�
ры оснований, и имеющим в связанном с ДНК
состоянии в видимой области спектра длины
волн максимумов возбуждения флуоресценции
и эмиссии: 350 и 455 нм соответственно [7, 29].
Таким образом, при совместном использовании
Хт и ЕВ для анализа НК можно существенно по�
высить информативность исследования, в част�
ности, оценивая не только общее количество
НК в пробе [7, 30], но и характер ее первичной и
вторичной структуры [31], а также степень супер�
спирализации полинуклеотида [11, 32–34]. 

Кроме того, при совместной сорбции Хт и ЕВ
на полинуклеотиде между их молекулами может
происходить флуоресцентный резонансный бе�
зызлучательный перенос энергии. Это явление

Схема 2
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имеет место, когда область длин волн флуорес�
центной эмиссии одного из красителей (донора
энергии – в нашем случае Хт) локализуется в об�
ласти длин волн возбуждения флуоресценции
другого красителя (акцептора энергии – в нашем
случае ЕВ). В таком случае, когда первично воз�
бужденная молекула (донор энергии) вступает в
слабое (диполь�дипольное) взаимодействие с
другой молекулой (акцептором энергии), нахо�
дящейся на расстоянии от донорной молекулы
меньшем длины волны излучения оной, возни�
кает дополнительная вероятность перехода мо�
лекулы донора в электронно�колебательное сос�
тояние с меньшей энергией при одновременном
переходе молекулы акцептора в состояние с
большей энергией. При этом эффективность та�
кого резонансного переноса энергии (Е, опреде�
ляемая как отношение числа квантов энергии,
переданных от донора к акцептору, к общему
числу квантов, испускаемых донором при пере�
ходе из возбужденного состояния в основное в
тех же условиях в отсутствие акцептора) зависит
от расстояния между хромофорными группами
возбуждаемого донора и акцептора (f), как: 

Е = f0
l / (f0

l + fl),                       (1)

где f0 – Форстеровский критический радиус (та�
кое f, при котором вероятность перехода донора
из возбужденного состояния в основное за счет
переноса энергии к акцептору равна сумме ве�
роятностей всех других процессов, приводящих
к переходу донора из возбужденного состояния
в основное в тех же условиях в отсутствие акцеп�
тора), а l = 2, 4 или 6 в зависимости от вида ди�
поль�дипольного взаимодействия между моле�
кулами донора и акцептора [35–37].

Следует отметить, что явление, когда при
возбуждении флуоресценции донора светиться
начинает не только он, но и акцептор, может
наблюдаться и на расстояниях между их молеку�
лами больших длины волны излучения донора.
Однако механизм переноса энергии в этом слу�
чае иной (молекула акцептора реадсорбирует
квант, уже испущенный донором) и зависимость
Е от f соответственно отличается от выражения
(1). Также явление флуоресцентного резонанс�
ного безызлучательного переноса энергии мо�
жет наблюдаться и между различными фрагмен�
тами одного «мультифункционального» соеди�
нения – что, например, и имеет место в случае
красителя (III) (cхема 1) [23, 24]. Кроме того,
при рассмотрении систем из НК и нескольких
специфичных в той или иной степени по отно�
шению к ней лигандов следует учитывать воз�
можность конкуренции между последними за
места связывания на общем для них высокомо�

лекулярном субстрате, а также множество дру�
гих нюансов, для более подробного рассмотре�
ния которых лучше обратиться к специальной
литературе. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Измерения проводились при постоянных
концентрациях красителей и различных концент�
рациях ДНК при температуре 20–25°. Спектры
поглощения исследуемых растворов регистри�
ровали на спектрофотометре фирмы «Beckman»
(Австрия) model 35. Флуоресценцию проб ана�
лизировали на спектрофлуориметре фирмы
«Hitachi» (Япония) model 850. При записи
спектров флуоресценции щели монохроматоров
возбуждения и эмиссии устанавливали по 3 нм,
скорость сканирования – 120 нм/мин, время
отклика – 2 с, усиление ФЭУ – нормальное. Для
измерения использовали стандартные кюветы
квадратного сечения с длиной оптического пути
1 см. Спектры флуоресценции корректировали в
соответствии с руководством по эксплуатации к
спектрофлуориметру с использованием счетчи�
ка квантов на основе стандартного спиртового
раствора родамина В.

Вещества анализировали в буферных раство�
рах следующего состава:

1) 0,01 М NaCl + 0,01 M Na2EDTA + 0,01 M
Tris (pH 7,4);

2) 19 частей (по объему) буфера 1 + 1 часть ли�
зирующей смеси (используемой для выделения
из клеток интактной ядерной ДНК [38]), которая
содержала: 2 M NaCl + 0,1 M Na2EDTA + 0,01 M
Tris (pH 8,0) + 0,5% (по объему) Тriton Х�100.

Коммерческие красители Хт и EB, а также
Na2EDTA (этилендиаминотетраацетат натрия),
Tris (2�амино�2�гидроксиметил�1,3�пропанди�
ол) и Тriton Х�100 (4�октил�[2,4,6,8,10�декан�
пентол]оксибензол) были получены от фирмы
«Serva» (Германия). В качестве стандартного суб�
страта использовалась ДНК тимуса теленка фир�
мы «Serva» (58% АТ�пар; средняя молекулярная
масса на один нуклеотид 326 Да, молярный ко�
эффициент поглощения ε260 = 6600 М–1 · см–1).
Для гомогенизации и уменьшения светорассея�
ния стандартную ДНК предварительно обраба�
тывали ультразвуком на аппарате УЗДН�2 (Рос�
сия) в течение 15 с при силе тока 0,3 A на резо�
нансной частоте 22 кГц. Остальные реактивы
использовались с маркой х.ч. Если не оговари�
вается особо, то упоминаемые в настоящей
статье концентрации веществ – молярные. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Спектральное поведение EB, взятого отдель�
но от Хт, в присутствии различных количеств
ДНК в водном буфере 1 с низкой ионной силой
показано на рис. 1. По своему характеру в целом
оно было подобно ранее рассмотренному нами в
аналогичных условиях для Хт отдельно от EB
[28]. Исключение составили другие значения
длин волн максимумов возбуждения и флуорес�
центной эмиссии, соотношений ∆A/∆CДНК и
∆I/∆CДНК (где A – оптическая плотность, I – ин�
тенсивность флуоресценции, CДНК – концент�
рация ДНК в системе), а также соотношений
интенсивностей пиков возбуждения и поглоще�
ния, локализованных в ультрафиолетовой (УФ;
200–300 нм) и видимой (ВД; 300–700 нм) облас�
тях спектра (см. таблицу).

Система «Хт + ЕВ» вела себя иначе. Так, ес�
ли спектры ее поглощения в присутствии ДНК
представляли собой сумму спектров Хт и ЕВ,
взятых отдельно друг от друга в тех же условиях
(что доказывало отсутствие заметного конкури�
рования между данными красителями за места
связывания на субстрате), то характер спектров
флуоресценции рассматриваемой системы был
существенно сложнее. В качестве примера, на
рис. 2 показано изменение спектров флуорес�
ценции системы «Хт + ЕВ» при соотношении
молярных концентраций красителей СЕВ/CХт = 8
в буфере 1 с низкой ионной силой в присутствии
разных количеств ДНК тимуса теленка в диапа�
зоне соотношений молярных концентраций
CДНК/CХт от 0 до 25 (соотношение CДНК/СЕВ при
этом соответственно изменялось от 0 до при�
мерно 3). 

Из приведенного рисунка можно видеть, что
в спектрах возбуждения рассматриваемой систе�
мы, регистрируемых при длине волны эмиссии
455 нм (соответствующей максимуму флуоресце�
нтной эмиссии Хт, взятого отдельно от ЕВ, в при�
сутствии ДНК; см. таблицу), как и в случае би�
нарной системы «Хт + ДНК» присутствуют толь�
ко два пика с максимумами при длинах волн 280 и
350 нм, соответствующие переходу из основного
состояния в возбужденное молекул Хт, связанных
с ДНК. Однако сходным образом с вышеупомяну�
той бинарной системой «Хт + ДНК» эти пики в
рассматриваемой нами тройной системе «Хт +
+ ЕВ + ДНК» вели себя лишь до соотношения
CДНК/CХт = 15. При дальнейшем увеличении от�
ношения CДНК/CХт (а соответственно и CДНК/CЕВ)
интенсивность данных пиков начинала уже не
возрастать, как ранее, а уменьшаться. Этот факт,
по�видимому, явился следствием имевшего мес�
то в рассматриваемой тройной системе «Хт + ЕВ +
+ ДНК» процесса флуоресцентного резонансного

безызлучательного переноса энергии от первич�
но возбужденных молекул Хт (максимум при
длине волны 353 нм) к молекулам ЕВ, связываю�
щимся с ДНК на расстоянии от молекул Хт,
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Рис. 1. Спектры поглощения (а), возбуждения (б) и эмис�
сии (в) ЕВ в присутствии различных количеств ДНК в бу�
фере 1. Кривым 1–6 соответствуют отношения молярных
концентраций CДНК/CЕВ = 0, 5, 10, 15, 20 и 25. λi1 и λi2 –
обозначают изобестические точки. Запись спектров воз�
буждения проводили при длине волны, соответствующей
максимуму эмиссии, а спектров эмиссии – при длине вол�
ны, соответствующей максимуму пика возбуждения ЕВ в
видимой области при каждом конкретном соотношении
CДНК/CЕВ в системе. Оптическая плотность (А; рис. а) оп�
ределялась для CЕВ,1 = 8 · 10–5 М; а интенсивность флуорес�
ценции (I; рис. б, в) для CЕВ,2 = 8 · 10–6 М
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меньшем длины волны излучения последних (мак�
симум при длине волны 455 нм), и способным
возбуждаться в этой области длин волн (макси�
мум при длине волны 520 нм; см. таблицу). 

Другим следствием вышеупомянутого про�
цесса было то, что в спектрах возбуждения флу�
оресценции системы «Хт + ЕВ + ДНК», регист�
рируемых при длине волны эмиссии 605 нм (со�
ответствующей максимуму флуоресцентной
эмиссии ЕВ, взятого отдельно от Хт, в присут�
ствии ДНК), помимо двух пиков с максимумами
в области длин волн 276–285 и 480–520 нм соот�
ветственно, как и в случае бинарной системы
«ЕВ + ДНК», присутствовал дополнительный
пик с максимумом при длине волны 350 нм. 

В полном соответствии с данным фактом, в
спектре флуоресцентной эмиссии рассматрива�
емой системы «Хт + ЕВ + ДНК» при возбужде�
нии ее светом с длиной волны 350 нм (соответ�
ствующей максимуму поглощения Хт в ВД�об�
ласти спектра) имел место не один, а два пика с
максимумами при длинах волн 455 и 605 нм, из
которых первый соответствовал переходу в ос�
новное состояние первично возбужденных мо�
лекул Хт, а второй – вторично возбужденных
молекул ЕВ. При этом, если с увеличением со�
отношения концентраций CДНК/CХт в системе
пик с максимумом при длине волны 605 нм уве�
личивался на всем исследуемом диапазоне
CДНК/CХт (от 0 до 25), то пик с максимумом при
длине волны 455 нм увеличивался лишь до соот�
ношения CДНК/CХт = 15, после чего начинал
уменьшаться. В результате, в спектре флуорес�
центной эмиссии рассматриваемой системы
«Хт + ЕВ + ДНК», возбуждаемой светом с дли�
ной волны 350 нм, в диапазоне соотношений
CДНК/CХт от 15 до 25 имела место изобестическая
точка при длине волны 570 нм.

При возбуждении системы «Хт + ЕВ + ДНК»
светом с длиной волны 280 нм (соответствующей
УФ�максимумам поглощения при связывании с
ДНК как Хт, так и ЕВ; см. таблицу) характер
спектров флуоресцентной эмиссии в целом был
подобен предыдущему случаю (когда система
возбуждалась светом с длиной волны 350 нм; ср.
рис. 2, в, г). Исключение составило то, что интен�
сивность пика с максимумом при длине волны
605 нм была значительно выше, чем у пика с мак�
симумом при длине волны 455 нм. Кроме того, в
диапазоне соотношений CДНК/CХт от 15 до 25 изо�
бестическая точка наблюдалась при длине волны
505, а не 570 нм, как в предыдущем случае. Объяс�
нены данные факты могут быть тем, что флуорес�
ценцию ЕВ в рассматриваемом случае определяло
уже не только его вторичное возбуждение за счет
соседних молекул Хт, но и собственное первичное
УФ�возбуждение молекул ЕВ. 
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Рис. 2. Спектры флуоресценции системы «Хт + ЕВ»
(CЕВ/CХт = 8) в присутствии различных количеств ДНК в
буфере 1, регистрируемые при фиксированных длинах волн
эмиссии 455 (а) и 605 (б) и возбуждения 280 (в) и 350 (г) нм
соответственно. Кривым 1–6 соответствуют отношения
молярных концентраций CДНК/CХт = 0, 5, 10, 15, 20 и 25. λi3

и λi4 – обозначают изобестические точки. CХт = 1 · 10–6 М 
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При возбуждении светом с длиной волны
520 нм (соответствующей максимуму поглоще�
ния ЕВ в ВД�области при связывании его с
ДНК) рассматриваемая тройная система вела
себя, как обычная бинарная «ЕВ + ДНК» (см.
рис. 1, в).

В случае изменения соотношения CЕВ/CХт, на�
личия в растворе дополнительных веществ, из�

бирательно влияющих на спектральные свойства
одного из красителей, и т.п., характер спектров
флуоресценции системы «Хт + ЕВ + ДНК» мог
меняться весьма существенным образом. В ка�
честве примера при этом можно сослаться на
рис. 3, где приведены спектры флуоресценции
Хт и «Хт + ЕВ» (CЕВ/CХт = 8) в присутствии раз�
личных количеств ДНК в буфере 2, который,
как уже было отмечено нами ранее [39], вслед�
ствие присутствия в нем неионного детергента
Тriton Х�100 увеличивает квантовый выход флу�
оресценции Хт в ВД�области сходным с ДНК
образом, в то время как на спектральные свой�
ства ЕВ влияет в значительно меньшей степени.
Из данного рисунка видно, что система «Хт +
+ ЕВ + ДНК» в буфере 2, в отличие от ранее рас�
сматриваемого буфера 1, в частности, демон�
стрировала монотонное уменьшение интенсив�
ности пика флуоресцентной эмиссии с макси�
мумом при длине волны 455 нм, регистрируемо�
го при длине волны возбуждения 350 нм (соот�
ветствующей максимуму поглощения Хт в ВД�
области при связывании его с ДНК), с увеличе�
нием концентрации ДНК на всем исследуемом
диапазоне соотношений CДНК/CХт (от 0 до 25).

Кроме того, следует отметить, что и в отсут�
ствие ДНК в буфере 2 интенсивность вышеука�
занного пика флуоресцентной эмиссии системы
«Хт + ЕВ» была заметно меньше интенсивности
аналогичного пика у Хт, взятого в той же конце�
нтрации, но отдельно от ЕВ. Это, очевидно, так�
же явилось следствием процесса переноса энер�
гии от Хт к ЕВ, протекающего в рассматривае�
мой системе; но уже не безызлучательного (мо�
гущего иметь место, как отмечалось ранее, лишь
при связывании молекул Хт и ЕВ полинуклео�
тидом на расстоянии меньшем 450 нм друг от
друга), а излучательного (осуществляемого на
расстояниях между молекулами донора и акцеп�
тора больших длины волны излучения первого),
при котором квант света сначала испускается
молекулой Хт при переходе ее из возбужденного
состояния в основное и лишь затем, поглощаясь
при встрече с молекулой ЕВ, переводит ее в
свою очередь из основного состояния в возбуж�
денное. 

Наиболее общий случай изменения интен�
сивностей пиков флуоресцентной эмиссии с
максимумами при длинах волн 455 и 605 нм при
возбуждении системы «Хт + ЕВ + ДНК» в при�
сутствии ДНК светом с длиной волны 350 или
520 нм представлен на рис. 4.

В качестве практического примера одной из
возможных схем анализа генетического матери�
ала с помощью рассматриваемой в настоящей
работе системы «Хт + ЕВ» можно предложить
следующее.
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Примечание: λAB и λEM (нм) – длины волн максимумов
поглощения (совпадали с максимумами в спектрах воз�
буждения) и флуоресцентной эмиссии красителей; λi (нм) –
длины волн изобестических точек, имевших место в спектрах
поглощения исследованных соединений при изменении
соотношения концентраций ДНК/краситель; ε (М–1 · см–1)
и µ (М–1 · см–1) – коэффициенты, отражающие максималь�
ную величину оптической плотности и интенсивности
флуоресценции красителя в указанном диапазоне длин
волн при его концентрации в системе, равной 1 моль/л; ϕ –
квантовые выходы флуоресценции красителей (определя�
лись, как описано в работе [39]); η (М–1 · см–1) – коэффи�
циенты, отражающие величину приращения интенсивнос�
ти флуоресценции красителя при увеличении концентра�
ции ДНК на 1 моль/л (определялись, как описано в работе
[39]); индексы «U» и «V» соответствуют ультрафиолетовой
(λ = 200–300 нм) и видимой (λ = 300–700 нм) областям
спектров; индексами «1», «10» и «D» отмечены величины,
измерявшиеся при соотношениях молярных концентра�
ций ДНК/краситель равных 1, 10 и 100 соответственно (ос�
тальные спектральные характеристики соединений изме�
рялись в отсутствие ДНК).
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1) Подготавливаем ДНК для анализа. Для
этого к 0,1 мл пробы (в качестве которой может
быть использована, например, цельная кровь)
добавляем 1 мл лизирующей смеси (см. раздел
«Методы исследования»); перемешиваем; вы�
держиваем 5 мин; после чего к 0,05 мл получен�
ного раствора добавляем 1 мл буфера 1. В ре�
зультате, получаем раствор А*. Далее, для полу�
чения наиболее отчетливого сигнала устанавли�
ваем щели монохроматоров возбуждения и
эмиссии на спектрофлуориметре: 10 и 20 нм со�
ответственно; после чего, измеряя интенсив�
ность флуоресценции раствора А* при длинах
волн возбуждения (λEХ) и эмиссии (λEM): 350 и
470 нм соответственно, определяем для пробы
значение IФ.

2) Определяем концентрацию ДНК в пробе.
Для этого, добавляя к 1,05 мл раствора А* 0,05 мл
стандартного раствора Хт в буфере 1 (приготов�
ленного из расчета CХт = 10 мкг/мл), получаем
раствор Б*, измеряя интенсивность флуорес�
ценции которого при λEX = 350 нм и λEM = 470 нм,
определяем для пробы значение IX. Далее, до�
бавлением к 1,1 мл раствора Б* 0,02 мл раствора
стандартной ДНК тимуса теленка в буфере 1
(приготовленного из расчета CДНК = 60 мкг/мл),
получаем раствор В*, измеряя интенсивность
флуоресценции которого при тех же длинах
волн, что и ранее, определяем значение IДX.
После чего вычисляем собственно:

CДX = q · CСД · (IX–IФ)/(IДX–IX),            (2)

где q = 246 – разбавление ДНК в растворе В*, по
сравнению с отобранной цельной кровью; а
CСД = 3,3 · 10–6 М – концентрация стандартной
ДНК тимуса теленка в растворе В*.

3) Оцениваем степень суперспирализации
ДНК в пробе. Для этого, выполняя те же
действия, что описаны ранее в п. 2, но со стан�
дартным раствором ЕВ, вместо Хт, в буфере 1
(приготовленным из расчета CЕВ = 200 мкг/мл),
определяем величину CДЕ. После чего вычисля�
ем коэффициент:

S = CДЕ/CДХ,                          (3)

увеличение которого в соответствии с различ�
ным характером специфичности ЕВ и Хт по от�
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Рис. 3. Спектры флуоресценции Хт (кривая 1) и «Хт + ЕВ»
(CЕВ/CХт = 8; кривые 2–4) в присутствии различных коли�
честв ДНК в буфере 2, регистрируемые при фиксирован�
ной длине волны возбуждения 350 нм. Кривыми 1 и 2 по�
казаны спектры, снятые в отсутствие ДНК. Кривым 3 и 4
соответствуют отношения молярных концентраций
CДНК/CХт = 10 и 25. λi5 обозначена изобестическая точка.
CХт = 1 · 10–6 М
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Рис. 4. Зависимость интенсивности флуоресценции (I) от
соотношения концентраций CДНК/CХт (при CЕВ/CХт = const)
в буферах 1 (а) и 2 (б). Условные обозначения: кривой 1 по�
казано изменение I, регистрируемой при длинах волн воз�
буждения и эмиссии: 350 и 455 нм соответственно для Хт в
отсутствие ЕВ; кривой 2 показано изменение I, регистри�
руемой при длинах волн возбуждения и эмиссии: 520 и 605 нм
соответственно для ЕВ, независимо от присутствия Хт;
кривой 3 показано изменение I, регистрируемой при дли�
нах волн возбуждения и эмиссии: 350 и 455 нм соответ�
ственно для Хт в присутствии ЕВ; кривой 4 показано изме�
нение I, регистрируемой при длинах волн возбуждения и
эмиссии: 350 и 605 нм соответственно для ЕВ в присут�
ствии Хт
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ношению к полинуклеотиду (см. «Введение»), а
также данными работ [11, 32–34], должно в оп�
ределенной мере отражать уменьшение степени
суперспирализации ДНК пробы.

4) Теломерной последовательностью называ�
ется фрагмент, многократно повторяющийся на
концах молекул ДНК, входящих в состав генома
многоклеточных живых организмов, и имеющий
у позвоночных животных и человека вид:
TTAGGG [40, 41]. При каждом клеточном деле�
нии таковые молекулы ДНК укорачиваются,
вследствие неполной репликации, на определен�
ное число вышеуказанных теломерных последо�
вательностей. Таким образом, длина теломерного
участка является максимальным ограничителем
возраста живого организма, поскольку после пол�
ного редуцирования данных участков при даль�
нейших делениях клеток начинает происходить
удаление уже собственно информативной части
их генома. Кроме того, теломеры играют опреде�
ленную структурную роль в расположении хро�
мосом внутри ядра клетки и правильном их функ�
ционировании; т.е. укорочение теломер ведет к
общему ухудшению состояния организма, а не
просто работает как счетчик циклов клеточных
делений [42, 43]. Вместе с тем в организме суще�
ствует ряд клеток (половые, стволовые, лимфати�
ческой системы, кожи, тела матки, раковые [40]),
у которых вследствие действия фермента – тело�
меразы, либо иных, альтернативных механизмов
[44], происходит восстановление длины теломер�
ных участков при каждом делении. Таким обра�
зом, изучение проблемы теломер может иметь
важное значение как для выяснения общих меха�
низмов старения многоклеточных организмов,
так и для лечения онкологических заболеваний. 

В соответствии с вышесказанным, для экспрес�
сной (хотя, возможно, вследствие того и достаточ�
но приблизительной) оценки длины теломерных
участков ДНК пробы можно предложить следую�
щее. Сначала насытить ДНК Хт. Затем добавить в
систему ЕВ, который проявляет не только мень�
шую специфичность, но и меньшее сродство по
отношению к субстрату, нежели Хт (что можно от�
метить на основании различных литературных ис�
точников [7, 13, 28, 29], а также было удостовере�
но нами на основании рачетов по модели
МcGhee–vanHippel [16, 45] для случая взаимодей�
ствия с ДНК ЕВ и Хт, взятых по отдельности), а
потому способен занять на полинуклеотиде толь�
ко несвязанные еще последним участки. После
этого оценить эффективность флуоресцентного
резонансного переноса энергии от Хт к ЕВ, како�
вая должна коррелировать с числом мест на ДНК,
граничных между ее АТ� и GC�богатыми областя�
ми (где сорбированные на полинуклеотиде моле�
кулы Хт и ЕВ расположены друг относительно

друга на расстоянии, меньшем f0), из коих доста�
точно значительная часть, очевидно, должна при�
ходиться на теломерные (TTAGGG)n�участки. 

В приложении к рассматриваемой выше схе�
ме анализа ДНК это может выглядеть следую�
щим образом. Измеряя интенсивность флуорес�
ценции раствора В* (см. п. 2) при λEX = 350 нм и
λEМ = 605 нм определяем значение IФX. Затем,
добавлением к 1,12 мл раствора В* 0,02 мл стан�
дартного раствора ЕВ в буфере 1, получаем раст�
вор Г*, измеряя интенсивность флуоресценции
которого при длинах волн λEX = 350 нм и λEМ =
= 605 нм, определяем значение IXЕ. После этого
величину коэффициента эффективности перено�
са энергии для пробы определяем по формуле:

К = (IXЕ–IФX)/CДХ.                      (4) 

Уменьшение же величины данного коэффи�
циента и должно, в соответствии с вышесказан�
ным, отражать, в определенной мере, уменьше�
ние длины теломерных участков в геноме чело�
века и позвоночных животных.

Вышеописанная схема анализа ДНК была
опробована нами на двух группах крыс по 20
особей в каждой; отобранных таким образом,
что I группа включала в себя животных со сред�
ним возрастом 2 месяца и весом 140 гр, а II –
животных со средним возрастом 1,5 года и весом
350 гр. В результате нами были, в частности, по�
лучены статистически достоверно (доверитель�
ная вероятность 99%) различающиеся величины
усредненных по I и II группам параметров S и K, –
чего и следовало ожидать, поскольку с возрас�
том (а различия в «скорости процессов старе�
ния» для крыс и человека составляют примерно
20 : 1) состояние генетического материала в
клетках должно ухудшаться, в частности, за счет
уменьшения степени суперспирализации ДНК,
а также длины теломерных участков генома. Вы�
шеприведенное, конечно, не может служить
строгим доказательством того, что величина S
действительно коррелирует со степенью супер�
спирализации полинуклеотида, а величина K –
с длиной теломерных участков ДНК. Однако
подобная задача и не ставилась нами в настоя�
щей работе. Мы привели здесь схему определе�
ния параметров S и K лишь как один из возмож�
ных примеров применения системы «Хт + ЕВ»
для анализа генетического материала. 

В заключение автор хочет выразить благодар�
ность С.Д.Иванову (зав. лаб. биотестирования
токсических факторов окружающей среды Цент�
рального научно�исследовательского рентгенора�
диологического института) за ряд ценных мыслей,
которые были использованы в настоящей работе.
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Changes in absorbance and fluorescence excitation and emission spectra in the ultraviolet and visible regions of the
system containing ethidium bromide (EtBr) and Hoechst�33258 (Ht) were investigated depending on various DNA
quantities and the composition of the medium. It is noted that spectral properties of this system are determined by
interactions of EtBr and Ht both with nucleic acid and with one another (for example, joint sorption of EtBr and Ht
on DNA may involve fluorescent resonance energy transfer between the dye molecules). Thus, different modes of
EtBr and Ht specificity to substrate and assay conditions suggest that combined use of these dyes provides some addi�
tional effects that may be interesting in terms of structure�functional study of nucleic acid. Some of these effects are
considered in this paper.
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