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ТУШЕНИЕ ФЛУОРОФОРА  

В ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫХ СЛОЯХ, 

САМООРГАНИЗОВАННЫХ  

НА УГЛЕРОДНЫХ НАНОТРУБКАХ 
 

Способность комплекса многослойных углеродных нанотрубок (МУНТ) с 

флуоресцентно-меченными олигонуклеотидами функционировать как «нанотушитель» 

флуорофора FAM продемонстрирована электрофорезом в полиакриламидном геле 

(ПААГ-электрофорез). Найден дискретный набор оптимальных толщин 

олигонуклеотидного покрытия, приходящегося на одну углеродную трубку, для 

эффективного тушения FAM-флуоресценции в комплексах МУНТ/олигонуклеотид. 

Ключевые слова: олигодезоксирибонуклеотид, углеродная нанотрубка, самоорга-

низация, флуоресценция. 
 

Введение 

Одним из наиболее актуальных на-

правлений олигонуклеотид-основанного 

анализа является разработка методов 

определения доли ДНК в спиральном 

двухцепочечном и в негибридизированном 

одноцепочечном состояниях [1, 2]. Однако 

до настоящего времени не разработаны 

доступные оптические методы регистра-

ции изменения характеристик слоистых 

олигонуклеотид-содержащих наногетеро-

структур при адгезии биологически значи-

мых веществ на ее биологический под-

слой. Это связано с отсутствием наногете-

роструктур, которые обладают не только 

устойчивостью к внешним воздействиям, 

но и способностью эффективно связывать 

биологические компоненты.  

Кроме того, интеркалирование 

флуорофоров в структуру ДНК влияет на 

степень гидратации ДНК [3]. Интенсив-

ность свечения ассоциатов флуоресцентно-

меченной однонитевой ДНК зависит от 

наличия в них воды, так как молекулы 

связанной воды гасят флуоресценцию 

ДНК. Исследование влияния УНТ на 

гидратационное тушение свечения нукле-

отидов также не проводилось. 

В данной работе полученные 

комплексы МУНТ с олигодезоксирибо-

нуклеотидами детально охарактеризованы 

с использованием флуоресцентных зондов 

и просвечивающей электронной микроско-

пии (ПЭМ). Целью работы является синтез 

термодинамически устойчивых комплек-

сов из смеси многослойных углеродных 

нанотрубок и олигодезоксирибонуклеоти-

да в условиях самосборки. 
 

Экспериментальная часть 

FAM-меченный олигонуклеотид 

FAM-ON1 (структура последовательности: 
5’-FAM-GCCATATACTCTCCTTGGTGACA-3’) 
и олигонуклеотид ON1 синтезированы на 

ООО «Праймтех» (Минск). Исходную 

концентрацию олигонуклеотида определя-

ли по оптической плотности водного 

раствора, измеренной при 260 нм, на 

спектрофотометре SOLAR RV-2201 

(Беларусь). В данной работе использова-
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лись карбоксилированные МУНТ, полу-

ченные методом химического парофазного 

осаждения с последующей ковалентной 

функционализацией их поверхности 

карбоксильными группами [4]. Экспери-

менты проводились в деионизованной, 

бидистиллированной воде. Все остальные 

используемые вещества были класса 

химически чистых аналитических реакти-

вов. 

Комплексификация осуществлена 

двумя методами: ультразвуковой обработ-

кой смеси из МУНТ и FAM-олиго-

нуклеотида, суспензированных в ТЕ буфе-

ре в различной концентрации и формиро-

ванием МУНТ/олигонуклеотных комплек-

сов методом Ленгмюра – Блоджетт (ЛБ) с 

использованием дополнительной некова-

лентной функционализации МУНТ 

молекулами стеариновой кислоты [5]. 

Эффективность комплексификации оцени-

вали по интенсивности флуоресценции 

несвязанного с МУНТ олигонуклеотида 

FAM-ON1 методом ПААГ-электрофореза 

олигонуклеотидов. В качестве маркера 

молекулярной массы использовали «ДНК 

маркер молекулярного веса, M1Kb» 

(«Праймтех», Беларусь). Гель окрашивали 

в растворе Zubr Green I («Праймтех», 

Беларусь) в течение 2 мин. 

Визуализация гель-электрофореза 

проводилась посредством облучения 

ультрафиолетовым светом на длине волны 

302 нм с детектированием излучения 

красителей на длине волны 500 нм на 

системе ImageQuant 300 (GE Healthcare, 

США).  

Электроннограммы получены на 

просвечивающем электронном микроскопе 

(ПЭМ) JEM-100CX TEM (JEOL, Japan) при 

ускоряющем напряжении 100 кВ. 

 

Результаты и обсуждение 
 

Структурный анализ. Был проведен 

структурный анализ МУНТ и комплексов 

МУНТ/олигонуклеотид. Распределение 

МУНТ в ТЕ буфере после ультразвуковой 

обработкой показана на рис. 1а. Как видно 

из рис. 1а, за время ультразвуковой обра-

ботки в течение 10 мин МУНТ равномерно 

распределяются по объему. Морфология 

монослоев МУНТ, нековалентно функцио-

нализированных стеариновой кислотой, 

показана на рис. 1б. Согласно ПЭМ-

изображениям на рис. 1б диаметр исполь-

зуемых углеродных нанотрубок варьирует-

ся от 3,0 нм до 20 нм, длина – от 0,5 до 

2,5 микрон.  

Нековалентно функционализирован-

ные стеариновой кислотой, карбоксилиро-

ванные углеродные нанотрубки в ЛБ-

монослоях формируют высокоупорядочен-

ные ЛБ-УНТ-кластеры (рис. 1б). На рис. 1в 

видно, что ЛБ-комплексы олигонуклео-

тид/МУНТ представляют собой МУНТ со 

слоем молекул олигонуклеотида; толщина 

нуклеотидного слоя – порядка от 2 до 

10 нм. МУНТ однородно распределены и 

полностью покрыты плотными самоорга-

низованными олигонуклеотидными слоями. 

Оптический анализ. ПААГ-электро-

форезом выявлен эффект УНТ-зависимого 

тушения флуоресценции FAM-олиго-

нуклеотида в смеси МУНТ и FAM-олиго-

нуклеотида в электрофоретических пробах 

на полиакриламидном геле. Для одноните-

вого олигонуклеотида вероятность образо-

вания спаренных нуклеотидных оснований 

с интеркалированными молекулами Zubr 

Green I пренебрежимо мала. Поэтому флу-

оресценция односитевого олигонуклеотида 

в геле обусловлена высвечиванием FAM, 

экструдированным наружу. 

Оценим присутствие несвязанного 

(свободного) FAM-олигонуклуотида в 

электрофоретических пробах смеси МУНТ 

и FAM-олигонуклеотида, предварительно 

озвученной ультразвуком в течение 1 мин. 

Как видно из рис. 2, интенсивность 

флуоресценции FAM-олигонуклеотида в 
электрофоретических пробах такой смеси 

снижается с возрастанием концентрации 

карбоксилированных МУНТ смунт с 0,01 до 

0,15 мг/мл. 

Такое понижение содержания 

свободного FAM-ON1 в полиакриламид- 

ном геле происходит из-за – стэкингово-

го взаимодействия между цепью нуклео-

тидных оснований олигонуклуотида и 

поверхностью углеродной нанотрубки [1, 

2], в результате чего FAM-ON1, связанные 

с МУНТ, локализуются при других значе-

ниях массы.  
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Рис. 1. (а) - ПЭМ-изображение МУНТ на форм-ва-

ровом покрытии; (б) - ПЭМ-изображение 2-х моно-

слойных церий-содержащих ЛБ-пленок смеси 

МУНТ – стеариновая кислота, расположенных на 

3-х железосодержащих полимерных ЛБ-монослоях; 

(в) - ПЭМ-изображение 2-х монослоев смеси 

МУНТ – олигонуклеотид – стеариновая кислота, 

расположенных на 5-и монослойной железосодер-

жащей полимерной ЛБ-пленке. 
 

Так как с возрастанием расстояния от 

олигонуклеотида до поверхности МУНТ  

 –  взаимодействие ослабевает, то имеет 

место эффект насыщения, при котором 

дальнейшее присоединение молекул FAM-

ON1 к МУНТ становится энергетически 

невыгодно. Поэтому присоединение моле-

кул FAM-ON1 к МУНТ происходит 

самоорганизованно при определенных 

соотношениях их концентраций.  

 

Нами также установлен эффект туше-

ния FAM-флуоресценции в гидратирован-

ных олигонуклеотидных ассоциатах. 

Концентрация свободного FAM-ON1 в 

электрофоретических пробах с МУНТ 

уменьшается за счет комплексообразова-

ния. С уменьшением концентрации 

свободного FAM-ON1 вероятность 

образования олигонуклеотидных ассоциа-

тов со связанными молекулами воды 

внутри падает, а вероятность выталкива-

ния FAM-флуорофора из нуклеотидного 

окружения возрастает. Соответственно, 

число экструдированных наружу, непоту-

шенных флуоресцентных FAM-меток 

возрастает.  

Число нуклеотидных ассоциатов, в 

которых молекулы связанной воды гасят 

FAM-флуоресценцию, становится больше 

в отсутствие МУНТ. Поэтому можно 

подобрать такую концентрацию МУНТ, 

при которой свечение FAM больше, чем в 

отсутствие МУНТ.  

Таким образом, возрастание интен-

сивности флуоресценции FAM-олиго-

нуклеотида при достаточно низких 

концентрациях МУНТ в геле можно счи-

тать обусловленной высвечиванием FAM-

флуорофора. Так как концентрация 

свободного FAM-ON1 в электрофорети-

ческих пробах уменьшается, то величина 

гидратного тушения флуоресценции этого 

несвязанного с МУНТ олигонуклеотида 

падает. 

Поэтому незначительное добавление 

углеродных нанотрубок, например, при 

МУНТ-концентрациях 0,01 мг/мл, приво-

дит к тому, что свечение несвязанного 

FAM-ON1 выше, чем флуоресценция 

электрофоретической пробы чистого FAM-

олигонуклеотида, как видно из сравнения 

дорожек 2 и 3 электрофореграммы на 

рис. 2а. Такое усиление флуоресценции 

свободного FAM-ON1 за счет уменьшения 

вклада безизлучательного переноса воз-

буждения на молекулы связанной воды
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соответствует концентрациям МУНТ не 

более 0,04 мг/мл согласно электрофорети-

ческой картине на рис. 2а.  
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Рис. 2. (а) - Электрофореграмма комплексов 

МУНТ/FAM-ON1. Дорожки 1 – ДНК-маркер, 2 – 

FAM-ON1, 3 – 7: комплекс МУНТ/ FAM-ON1 c 

концентрацией МУНТ смунт = 0,01, 0,02, 0,04, 0,06, 

0,08, 0,1, 0,15 мг/мл, соответственно; 10 – МУНТ 

(смунт = 0,1 мг/мл). (б) - Зависимость интенсивности 

флуоресценции FAM-меченного олигонуклуотида 

от концентрации МУНТ. 
 

По результатам ПААГ-электрофореза 

высвечение МУНТ (рис. 2а, дорожка 10) и 

комплексов МУНТ/FAM-ON1 (рис. 2а, 

дорожки 3 – 9) отсутствует. 

Так как согласно структурным 

исследованиям термодинамически выгод-

но образование кристаллического олиго-

нуклеотида толщиной lst, и гель-электро-

форезом установлен концентрационный 

тип тушения флуоресценции в ассоциатах 

чистого ON1 с кристалллической водой, то 

вышеописанное МУНТ-зависимое туше-

ние флуоресценции FAM в комплексах 

МУНТ/FAM-ON1, обусловлено плотной 

упаковкой олигонуклеотида на поверхнос-

ти МУНТ за счет стэкингового притяже-

ния углеродной нанотрубкой молекул 

олигонуклеотида. 

 

 

Заключение 

Итак, показана возможность синтеза 

термодинамически устойчивых комплек-

сов из смеси многослойных, карбоксили-

рованных углеродных нанотрубок и 

олигонуклеотида в условиях самосборки. 

Получены комплексы флуоресцент-

но-меченных олигонуклуотидов с карбо-

ксилированными МУНТ и ЛБ-комплексы 

одигонуклеотидов с МУНТ, нековалентно 

функционализированными стеариновой 

кислотой.  

Установлены эффект УНТ-зависимого 

тушения флуоресценции FAM-олиго-

нуклеотида в комплексе МУНТ/FAM-олиго-

нуклеотид и эффект тушения FAM-флуорес-

ценции в гидратированных олигонуклеотид-

ных ассоциатах с помощью ПААГ-электро-

фореза. Связывание МУНТ с молекулами 

флуоресцентно-меченного олигонуклеотида 

позволяет им функционировать в качестве 

«нанотушителя» флуорофора FAM.  

Полученные результаты показали, что 

олигонуклеотид – МУНТ –наногетерострук-

туры формируются в результате самооргани-

зации. 
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FLUIOROFOR QUENCHING IN OLIGONUCLEOTIDE 

LAYERS SELF-ORGANIZED ON CARBON NANOTUBES 
 

The ability of the complex of multiwalled carbon nanotubes (MCNT) with 

fluorescently labeled oligonucleotides to act as a “nano-quencher” of FAM-fluorofor 

was confirmed using electrophoresis in polyacrylamide gel (PAAG-electrophoresis). We 

have found a discrete set of optimal widths of oligonucleotide coverage per one 

nanotube required for effective FAM-fluorescence quenching in the MCNT-

oligonucleotide complexes. 

Keywords: oligodeoxyribonucleotide, nanotube, self-organization, fluorescence. 
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ГАСІННЯ ФЛУОРОФОРУ В ОЛІГОНУКЛЕОТИДНИХ 

ШАРАХ, САМООРГАНІЗОВАНИХ НА ВУГЛЕЦЕВИХ 

НАНОТРУБКАХ 
 

Здатність комплексу багатошарових вуглецевих нанотрубок (БВНТ) з 

флуоресцентно-міченими олігонуклеотидами функціонувати як «наногасник» 

флуорофора FAM продемонстрована електрофорезом в поліакриламідному гелі 

(ПААГ-електрофорез). Знайдений дискретний набір оптимальних товщин 

олігонуклеотидних покриття, що припадає на одну вуглецеву трубку, для 

ефективного гасіння FAM-флуоресценції в комплексах БВНТ/ олигонуклеотид. 

Ключові слова: олігодезоксірібонуклеотіди, вуглецева нанотрубка, 

самоорганізація, флуоресценція. 


