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Введение
Биологические молекулы в последнее время 

являются предметом многочисленных исследова-
ний, посвященных разработке новых нанострук-
турных материалов и другим применениям в на-
нотехнологиях и оптоэлектронике.

Молекула ДНК, являющаяся носителем гене-
тической информации, обладает специфическими 
физико-химическими свойствами и рассматрива-
ется в последнее время в качестве одного из основ-
ных конструктивных элементов при создании но-
вых материалов в нанотехнологиях [1].

Такой подход основан на специфических 
физико-химических свойствах, присущих ДНК, 
например, способности к самосборке и формиро-
ванию упорядоченных структур из встраиваемых 
наночастиц, наличии отрицательного заряда, до-
статочной жесткости в ближнем порядке и др.

В настоящее время проводятся интенсивные 
исследования по применению ДНК в молекуляр-
ной фотонике [2].

Нуклеиновые кислоты не обладают светочув-
ствительностью в видимой области спектра (мак-
симум поглощения оснований ДНК находится в 
районе 260 нм), поэтому создание материалов для 
оптоэлектронных приложений требует введения в 

их состав спектральных сенсибилизаторов. В ка-
честве таковых могут быть использованы орга-
нические красители.

Многие органические красители (акридино-
вые, тиазиновые и др.) являются биологически 
активными соединениями, демонстрирующими 
мутагенную активность и фотодинамическое 
действие. Такие эффекты возможны благодаря 
связыванию молекул красителей с ДНК. Обладая 
высоким квантовым выходом флуоресценции, не-
которые красители широко используются в био-
логии в качестве молекулярных люминесцентных 
зондов.

Информация о механизмах связывания орга-
нических красителей с ДНК важна также для соз-
дания оптоэлектронных материалов и устройств 
на базе таких систем.

Взаимодействие органических красителей, 
в том числе акридиновых и ксантеновых, с ну-
клеиновыми кислотами в растворах интенсивно 
изучалось с использованием различных методов 
в течение последних десятилетий. Спектроскопи-
ческие исследования позволили получить важную 
информацию о комплексах связывания таких кра-
сителей как акридиновый оранжевый и пиронин 
G с ДНК в водных буферных растворах [3]–[7]. 
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Однако спектрально-люминесцентные свойства 
полимерных пленок ДНК с внедренными моле-
кулами красителей практически не изучены.

Интерес к изучению хитозана возник благо-
даря комплексу уникальных физико-химических 
и биологических свойств этого биополимера, обу-
словливающих многообразие областей его при-
менения (невирусные носители в генной терапии, 
биосенсоры, сорбенты и др.).

Целью работы являлось изучение комплексов 
катионных и анионных молекул органических 
красителей с ДНК (полианион) и хитозаном (по-
ликатион) в пленочной форме и целенаправленное 
изменение свойств таких комплексов для создания 
прототипов оптоэлектронных устройств на базе 
указанных материалов.

Одной из возможных областей применения 
материалов краситель – биополимер является 
создание активных сред лазеров на красителях 
при обеспечении высокой степени упорядочен-
ности активных центров (молекул красителей) 
в матрице биополимера. Реализация такой упо-
рядоченности, т. е. расположение наночастиц в 
нужном месте и формирование между ними ста-
бильных связей является одной из основных задач 
при создании наноматериалов. Для ее решения 
предложено использовать принцип самосборки 
по типу «снизу-вверх», реализуемый в системах 
краситель – биополимер.

Другим примером применения разрабаты-
ваемых материалов является оптический датчик 
относительной влажности воздуха (гигрометр), 
принцип действия которого основан на спектро-
скопическом мониторинге спектральных свойств 
органического красителя в сенсорном пленочном 
элементе, которые изменяются при изменении 
влажности окружающей среды.

Объекты и методика эксперимента
Исследования проводили с натриевой солью 

высокомолекулярной ДНК (MP Biomedicals), вы-
деленной из молок лосося. Использовали хитозан 
фирмы МР Biomedicals. Глицерин (Эколаб) очи-
щали двойной вакуумной перегонкой.

Красители пиронин G, сульфородамин В (SB) 
и акридиновый оранжевый (АО) (Sigma) исполь-
зовали без дополнительной очистки.

Пленки ДНК с красителем на стеклянных 
подложках получали по методике, использован-
ной в работе [8]. Соотношение содержания ДНК 

и красителя в растворе, выражаемое как отноше-
ние концентрации нуклеотидов к концентрации 
лиганда P/D, составляло 40 – 100.

Пленки хитозана получали поливом из рас-
твора полимера в слабой уксусной кислоте, к кото-
рому добавляли необходимое количество водного 
раствора красителя.

Спектры поглощения и люминесценции ре-
гистрировали на оптоволоконном спектрометре 
AvaSpec 2048 (Avantes). Для возбуждения флуо-
ресценции использовали перестраиваемый арго-
новый лазер Lexel-88 (LEXEL) и DPSS YAG-Nd 
cw лазер КLM-532/SLN (ФТИ-Оптроник). Схема 
возбуждения образца – фронтальная. В качестве 
импульсного источника возбуждения флуорес-
ценции использовали YAG-Nd лазер LQ-129 (Со-
лар ЛС).

Для исследования суперлюминесценции об-
разцов использовалась схема с поперечной накач-
кой, подобная схеме из работы [9]. В этом случае 
пучок излучения лазера накачки (LQ-129, 532 
нм) фокусировался цилиндрической линзой на 
поверхности образца. Область возбуждения име-
ла форму полоски шириной менее миллиметра. 
Флуоресценция снималась с торца пленки.

Результаты и обсуждение
ДНК-краситель
В работе [8] нами с помощью спектроско-

пических методов было проведено исследование 
конформационного состояния ДНК в форме плен-
ки, содержащей органический краситель акриди-
новый оранжевый. Было показано, что молекулы 
ДНК в сухих пленках при комнатной влажности 
воздуха (о.в. < 50%) денатурированы, краситель 
связывается с биополимером с образованием не-
скольких типов комплексов. Молекулы красителя, 
связанные с биополимером в виде комплексов раз-
личного типа, представляют собой разнородные 
оптические центры. Присутствие в системе таких 
центров приводит к различию частот электронных 
переходов, что обуславливает проявление неодно-
родного уширения оптических спектров. Было 
показано также, что флуоресценция красителя в 
сухих пленках ДНК практически отсутствует. По 
нашему мнению этот факт может объясняться 
присутствием в системе нелюминесцирующих 
ассоциатов красителя, переносом энергии элек-
тронного возбуждения от мономерных молекул 
красителя на такие ассоциаты, а также повышен-
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ной конформационной подвижностью одноцепо-
чечных фрагментов ДНК, что может приводить к 
увеличению вклада процессов безызлучательной 
релаксации.

В результате анализа спектров, полученных в 
[8], нами установлено, что эффект стабилизации 
В-формы ДНК даже при пониженных значениях 
о.в. среды может быть достигнут путем внесения 
в полимерные пленки добавок глицерина. Данные 
электронной и ИК спектроскопии свидетельству-
ют о том, что в исследуемых образцах наблюда-
ется сохранение двуспиральной структуры ДНК. 
По нашему мнению, стабилизирующее влияние 
добавки может быть обусловлено, как высокой 
способностью глицерина удерживать сорбцион-
ную воду, так и взаимодействием молекул глице-
рина с ДНК, сопоставимым с влиянием молекул 
воды на состояние двойной спирали. Молекулы 
красителя в такой системе присутствуют в виде 
наноразмерных оптически активных центров 
одного типа, которые формируются благодаря са-
мосборке по принципу «гость-хозяин». В качестве 
«гостя» выступают молекулы красителя, а «хозяи-
на» – сайты связывания интеркаляционного типа 
молекул нативной ДНК. При этом неоднородное 
уширение спектров красителя отсутствует.

Нами исследованы флуоресцентные свойства 
красителя пиронина G, внедренного в матрицу 
ДНК в форме биополимерной пленки, стабили-
зированной глицерином.

На рисунке 1 (кривая 1) представлен спектр 
флуоресценции пиронина G в пленке ДНК-
глицерин, полученный при лазерном возбуждении 
на длине волны 532 нм DPSS YAG-Nd лазером. 
Такие же (по форме) спектры регистрируются при 
возбуждении аргоновым лазером на длинах волн 
488 и 514 нм. Мощность возбуждающего лазерно-
го излучения во всех случаях составляла 1 мВт. 

Наличие интенсивной флуоресценции и 
независимость ее спектра от длины волны воз-
буждения свидетельствуют о том, что молекулы 
пиронина G в пленке ДНК, стабилизированной 
глицерином, представляют собой оптически ак-
тивные центры одного типа. В сухих пленках 
ДНК флуоресценция пиронина G практически 
отсутствует.

Учитывая возрастающий интерес к разработ-
кам полимерных оптических волокон и пленок с 
органическими красителями как активным средам 
перестраиваемых лазеров [10], нами была пред-

принята попытка получить суперлюминесценцию 
биополимерных пленок ДНК – пиронин G – гли-
церин, используя для накачки вторую гармонику 
импульсного YAG-Nd лазера (λ = 532 нм) и схему 
возбуждения с поперечной накачкой пленочного 
образца.

Энергия импульсов возбуждения Еимп из-
менялась в пределах от 0,05 до 5 мДж, длитель-
ность импульсов составляла 15 нс. Флуоресцен-
ция образца снималась с торца пленки. Спектр 
флуоресценции красителя регистрировался после 
каждого импульса лазерного возбуждения при по-
мощи волоконного спектрометра AvaSpec 2048, 
работающего по принципу полихроматора. При 
малых энергиях импульсов накачки (~0,1 мДж) 
спектр флуоресценции практически совпадает по 
форме со спектром, полученным при возбужде-
нии непрерывными лазерами (кривая 1 на рис. 1). 
По мере увеличения энергии импульсов возбуж-
дения происходило возрастание интенсивности 
флуоресценции, а, начиная с некоторого значения, 
оно принимало нелинейный характер. При этом 
наблюдалось сужение спектра люминесценции и 
ее индикатрисы. Пример регистрируемого в этом 
случае спектра флуоресценции пиронина G при-
веден на рисунке 1, кривая 2 (Еимп= 3 мДж, вели-
чина сигнала уменьшена в 400 раз).

Из рисунка 1 видно, что при достаточном уве-
личении плотности мощности накачки сигналы 
флуоресценции изменялись по форме спектра и 
интенсивности от обычной люминесценции, обу-
словленной спонтанным излучением (кривая 1), 
до суперлюминесценции (кривая 2).

Рисунок 1. Спектры флуоресценции пиронина G в 
матрице ДНК-глицерин, P/D = 50, полученные при 

разных условиях возбуждения. Величина сигнала для 
кривой 2 уменьшена в 400 раз
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Полученный результат по нашему мне-
нию обусловлен тем, что в полимерных пленках 
ДНК– пиронин G с добавкой глицерина молекулы 
красителя интеркалированы в двойную спираль 
ДНК, являются оптически активными центрами 
одного типа и обладают высоким выходом флуо-
ресценции.

В литературе известны примеры применения 
материалов, основанных на комплексах ДНК-
краситель, для получения суперлюминесценции 
[9], [11], [12], но все они содержат поверхностно-
активные вещества (ПАВ) в качестве компонен-
тов, обеспечивающих внешнее связывание кра-
сителя с ДНК.

Отличительной особенностью нашего под-
хода к созданию пленочных структур на основе 
комплексов ДНК – органический краситель яв-
ляется отсутствие ПАВ как необходимого ком-
понента. Это существенно упрощает процедуру 
получения пленок, и главное, позволяет использо-
вать преимущества внутриспиральной упаковки 
молекул красителей.

Хитозан-краситель.
В данном разделе приведены результаты 

спектрально-люминесцентных исследований 
комплексов красителя сульфородамина В с хи-
тозаном.

Поскольку хитозан является поликатионным 
полимером, то связывание анионных красителей 
с ним должно (в случае антикооперативного ха-
рактера такого связывания) приводить к форми-
рованию комплексов мономерный краситель – хи-
тозан с высокой плотностью упаковки красителя 
(методика самосборки наноструктур типа «снизу-
вверх»). Люминесцентный канал дезактивации 
энергии электронного возбуждения (квантовый 
выход флуоресценции) в молекуле красителя в 
этом случае должен быть максимально высоким. 
На этом базируется идея создания пленочного ак-
тивного элемента лазера на красителях.

На рисунках 2 и 3 представлены спектры 
поглощения и люминесценции сульфородами-
на В в пленках хитозана. Концентрации кра-
сителя (в пленке) для кривых 1 – 4 на рис. 2 и 
3 равны: 1 – 6,5×10-4, 2 – 3,2×10-4, 3 – 1,6×10-4,  
4 – 8×10-5, моль/л.

Характерной особенностью известного лю-
минофора анионного красителя сульфородами-
на В является его высокая способность к обра-

зованию ассоциатов в водных растворах. Это 
существенно снижает выход люминесценции 
красителя.

Введение SB в матрицу хитозана приводит к 
формированию комплексов «мономер красителя – 
биополимер», что значительно уменьшает коли-
чество ассоциатов красителя в системе (рис. 2) и 
способствует развитию люминесцентного канала 
дезактивации энергии возбуждения (рис. 3).

Пунктирная кривая на рисунке 2 представля-
ет спектр поглощения раствора SB в воде с кон-
центрацией 10-5 моль/л.

На рисунке 4 представлены спектры люми-
несценции пленочной системы SB – хитозан при 
импульсном возбуждении второй гармоникой 
YAG –Nd лазера (λ = 532 нм) по схеме с попереч-
ной накачкой. 

Рис. 3 Спектры люминесценции сульфородамина В в 
плёнках хитозана.

Рис. 2 Нормированные спектры поглощения 
сульфородамина В в плёнках хитозана.
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Концентрация красителя в пленке составляла 
8×10-5 моль/л.

Из рисунка видно, что по мере увеличе-
ния энергии накачки от 0,26 мДж (кривая 1) до 
1,25 мДж (кривая 2) и 2,55 мДж (кривая 3) имеет 
место резкое нелинейное увеличение интенсивно-
сти сигнала и сужение его спектра. Также проис-
ходило сужение индикатрисы люминесцентного 
сигнала до нескольких мрад. Все это свидетель-
ствует о проявлении в данной системе эффекта 
суперлюминесценции красителя.

Сенсор влажности на основе пленки ДНК – 
краситель

Существуют некоторые задачи измерения 
влажности, относящиеся к наиболее сложным. 
Это измерение влажности в замкнутых объемах, 
удаленный (до нескольких метров) мониторинг 
влажности сред, а также измерения, не позволяю-
щие пользоваться электропитанием в сенсорных 
устройствах. 

По нашему мнению, именно решению таких 
задач может способствовать предлагаемый нами 
подход с использованием функционального ма-
териала на основе нанокомплексов ДНК – кра-
ситель.

Принцип действия такого сенсорного эле-
мента основан на изменении конформационного 
состояния ДНК в форме пленочного образца при 
изменении влагосодержания пленки.

На рисунке 5 представлены спектры погло-
щения пленки акридиновый оранжевый – ДНК 
при различных уровнях относительной влажно-
сти воздуха.

Если сухую пленку ДНК-АО подвергнуть 
увлажнению, ее спектр поглощения в видимой 
области претерпевает изменения: димерная по-
лоса в области 476 нм исчезает, а мономерный 
максимум при 502 нм растет, и при относитель-
ной влажности среды 95% спектр становится 
полностью «мономерным». На рисунке 5 такие 
изменения соответствуют переходу от спектра 
1 к спектру 2. При высыхании пленки ее спектр 
возвращается к исходному виду 1. Число циклов 
«увлажнение-высыхание», сопровождающихся 
отмеченной трансформацией спектров, в наших 
экспериментах составляло более 20 без заметных 
изменений свойств пленки. 

Процессы, лежащие в основе наблюдаемых 
эффектов, связаны с обратимым конформацион-

ным переходом между денатурированной ДНК и 
ее нативной В-формой. Такой переход приводит 
к изменению типа комплексов связывания АО с 
ДНК. При увлажнении сухой пленки происходит 
диссоциация димеров красителя с последующей 
интеркаляцией мономерных молекул между па-
рами оснований. По мере понижения о.в. про-
исходит перераспределение красителя: часть 
молекул высвобождается из двойной спирали, 
образуя димерные агрегаты, связанные с ДНК по 
внешнему типу.

Отмеченный процесс, как видим, доступен 
для мониторинга спектрофотометрически в ви-
димой области, что может быть положено в осно-
ву создания оптического датчика влажности.

Рис. 5 – Спектры поглощения акридинового 
оранжевого в плёнке ДНК при различных уровнях 

относительной влажности.
1 – о.в. 50%, 2 – о.в. 95%.

Рис.4. Спектры люминесценции 
(суперлюминесценции) пленки сульфородамин 

В – хитозан при импульсном возбуждении второй 
гармоникой YAG –Nd лазера (λ = 532 нм).
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Таким образом, в настоящей работе по-
казано, что в пленочных образцах на примере 
систем ДНК-краситель и хитозан – краситель 
реализуется принцип самосборки однород-
ных супрамолекулярных структур по методике 
«снизу-вверх» и указанные пленочные структу-
ры можно отнести к функциональным материа-
лам с заранее заданными свойствами. В образ-
цах ДНК-пиронин G-глицерин и хитозан – SB 
получена суперлюминесценция красителя.

Экспериментально продемонстрирована 
возможность применения пленочного материала 
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ДНК-краситель в качестве бесконтактного дат-
чика (сенсорного элемента) относительной влаж-
ности воздуха.

В качестве других примеров наших разра-
боток оптоэлектронных приложений систем на 
основе биополимерных матриц (ДНК, хитозан) 
с внедренными органическими красителями 
можно привести регистрирующие среды для 
записи голограмм [13]–[15], пленочные си-
стемы, содержащие J-агрегаты красителей и 
другие. 
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