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В статье предложена усовершенствованная модель флуоресцентного отклика плавления ДНК. Модель осно-
вывается на степеннóм полиноме 3-го порядка (СП). На основе модели разработана методика обработки 
флуоресцентного отклика плавления ДНК, основным результатом применения которой является определе-
ние температуры плавления ДНК Tm. Новая методика целенаправленно позволяет сокращать время анализа 
за счет увеличения дискрета измерения температуры при одновременном сужении ее диапазона. Приведены 
доказательства адекватности модели на основе СП. Выполнено сравнение результатов применения разрабо-
танной и известной методик на основе сигмоидальной функции (СФ) при обработке реальных данных. По-
казана возможность использования методики для определения неравномерности распределения 
температуры держателя пробирок амплификатора в режиме плавления. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) — экспе-
риментальный метод молекулярной биологии, 
позволяющий добиться значительного увеличения 
малых концентраций определенных фрагментов 
нуклеиновой кислоты в пробе. Метод поли-
меразной цепной реакции в реальном времени 
(ПЦР-РВ) позволяет провести качественный  
и количественный анализы пробы. 

Разработкой и производством приборов для 
проведения анализов на основе метода ПЦР-РВ 
занимаются зарубежные фирмы: Agilent’s 
Stratagene (США), Analytik Jena AG (Германия), 
Applied Biosystems (США), Bioer Technology 
(КНР), BioGene Limited (Англия), Bio-Rad 
Laboratories (США), Roche (США) и др., а также 
отечественные фирмы: ИАП РАН / МГТУ 
им. Баумана / ЗАО Синтол (Санкт-Петербург, 
Москва), Люмекс (Санкт-Петербург) и ДНК-
технология (Москва). На большинстве приборов 
обеспечивается выполнение анализов на основе 
метода плавления ДНК. 

Плавление ДНК (DNA melting) — процесс 
перехода двойной спирали молекулы ДНК  
в клубкообразное состояние при повышении 
температуры [1]. В результате анализа методом 
плавления получается S-образная кривая, 
специфичная для конкретного фрагмента ДНК  
и обладающая характерной точкой перегиба, 
которая соответствует температуре плавления 
ДНК (Tm) [2]. 

Значение Tm зависит от длины фрагмента ДНК, 

процентного содержания суммы нуклеотидов C  
и G и других факторов [3–6]. 

Известна программа, позволяющая вычислить 
значение Tm с учетом содержания в растворе ДНК 
ионов Na+, K+, Mg++ и Tris+ (буферного раствори-
теля) [7]. 

Определение Tm необходимо для решения мно-
жества задач. Например, измерив температуру 
плавления, можно определить длину фрагмента 
ДНК, достоверно подтвердить специфичность 
ПЦР и оценить влияние примесей в пробе на ам-
плификацию. 

Фирма Kapabiosystems (США) опубликовала 
краткое рекламное руководство [8] по использова-
нию метода плавления высокого разрешения (High 
Resolution Melting Analysis, HRM, или HRMA), по-
зволяющего исследователям обнаруживать и клас-
сифицировать генетические мутации, например 
однонуклеотидные полиморфизмы (single nucleo-
tide polymorphisms, SNPs), выявлять новые гены  
и определять разновидности бактерий и вирусов. 
В этом руководстве указано, что при проведении 
анализа методом плавления высокого разрешения 
шаг изменения температуры не должен превышать 
0.2  C. Высокое разрешение необходимо для уве-
ренного определения малых изменений темпера-
туры плавления Tm: при замене одного нуклеотида 
различие Tm составляет 0.2–0.5 °C [2]. 

Однако при уменьшении шага значительно 
увеличивается время анализа, поскольку до полу-
чения отсчета интенсивности флуоресценции кра-
сителя при каждом шаге необходимо добиться 
точного установления температуры. При этом со-
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кращается только погрешность дискретизации. 
Дополнительная погрешность измерения, обу-
словленная шумами, не может быть скомпенсиро-
вана. 

В руководстве рекомендуется определять зна-
чение Tm как максимальное значение производной 
кривой плавления по температуре. Значения про-
изводной кривой плавления пропорциональны ша-
гу изменения температуры, поэтому при уменьше-
нии шага значительно уменьшается отношение 
сигнала к шуму. 

На основании изложенного можно сделать вы-
вод о том, что разработка методики обработки 
флуоресцентного отклика плавления для достиже-
ния высокого разрешения при изменении темпера-
туры с шагом 0.5 или 1 °C и уменьшения времени 
проведения анализа является актуальной задачей. 

В статье [9] нами предложена методика обра-
ботки флуоресцентного отклика плавления, в ко-
торой используется модель кривой плавления  
на основе нелинейной сигмоидальной функции 
(СФ). Такая методика не имеет описанных недос-
татков: позволяет достигать параметров плавления 
высокого разрешения без дифференцирования 
кривой и уменьшать влияние шумов. Величина Tm 
вычисляется с дискретностью 0.1 или 0.01 °C. Ме-
тодика на основе СФ также позволяет использо-
вать уменьшенный диапазон измерения темпера-
тур, что сокращает время проведения анализа [10]. 
При этом методика на основе СФ обладает сле-
дующим недостатком — требуется предваритель-
ное определение начальных значений параметров 
аппроксимирующей функции. Это приводит к пло-
хой сходимости функции с экспериментальными 
данными. Для устранения этого недостатка в ста-
тье предложена новая методика обработки флуо-
ресцентного отклика плавления ДНК на основе 
степеннóго полинома 3-го порядка (СП). 

АНАЛИТИЧЕСКАЯ ФОРМА МОДЕЛИ СП 

Модель кривой плавления на основе степен-
нóго полинома 3-го порядка предлагается выра-
зить в виде формулы:  

FС = f0 + f1 · T + f2 · T2  + f3 · T3,    (1) 
где FС — относительная величина интенсивности 
флуоресценции при температуре образца T (°C),  
f0–f3 — коэффициенты при степеннх слагаемых 
полинома. 

Для демонстрации особенностей модели кри-
вой плавления и вычисления величины Tm будут 
использованы выражения первой и второй произ-
водных по температуре CF    и CF  : 

CF   = f1 + 2f2· T + 3f3 · T2,  (2) 

CF   = 2f2 + 6f3 · T.   (3) 

УСЛОВИЯ ПОЛУЧЕНИЯ  
ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО ОТКЛИКА  

ПЛАВЛЕНИЯ ДНК 

Исходные ("сырые") данные кривой плавления 
ДНК для 8 проб в пробирках одного ряда получе-
ны на экспериментальном образце анализатора 
АНК-96, который в настоящее время разрабатыва-
ется в ИАП РАН. При этом был использован ком-
плекс зонд—ДНК—мишень с флуорофором 
(ROX) в комбинации с гасителем производства 
ЗАО "СИНТОЛ" [11]. Параметры эксперимента: 
температура ТИ изменялась в диапазоне 77–85 ºС  
с шагом 0.5 ºС, длительность наблюдения флуо-
ресценции при каждом шаге — 60 с, общее время 
эксперимента — 18 мин.  

МЕТОДИКА ОПТИМИЗАЦИИ ПАРАМЕТРОВ 
МОДЕЛИ СП  

В столбце 1 табл. 1 приведены значения темпе-
ратуры ТИ в диапазоне от 77 до 85 °C.  

В столбце 3 — экспериментально полученные 
при этих температурах значения относительной 
интенсивности флуоресценции F для одной  
из проб. 
 

 
Табл. 1. Результаты минимизации величины S для одной из проб  

 
ТИ, °C ТР, °C F FС DС S 

1 2 3 4 5 6 

77 0 518 527.30 86.42 

16838.2 

⁞ ⁞ ⁞ ⁞ ⁞ 
77.5 0.5 517 521.77 22.75 

⁞ ⁞ ⁞ ⁞ ⁞ 
85 8 937 923.54 181.24 
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В столбце 2 табл. 1 приведены расчетные зна-

чения температуры ТР, вычисленные по формуле 
ТР = ТИ – ТН,      (4) 

где ТН — начальная температура эксперимента,  
в приведенном примере ТН = 77 °C. 

Основой предложенной методики построения  
и оптимизации параметров СП кривой плавления 
является смещение начала оси температур путем 
использования расчетного значения температуры 
T = ТР в формулах (1)–(3). Смещение оси позволя-
ет уменьшить количество параметров СП, а также 
улучшить сходимость аппроксимирующей функ-
ции с экспериментальными данными.  

Наиболее часто в качестве критерия оптималь-
ности описания экспериментальных данных ис-
пользуется критерий наименьших квадратов [12], 
при этом определяется такая функциональная за-
висимость, при которой сумма квадратов отклоне-
ний экспериментальных от соответствующих им 
функциональных значений должна быть мини-
мальной. 

В четвертом столбце табл. 1 приведены значе-
ния флуоресценции FС, вычисленные по формуле 
(1). В следующем столбце — квадраты отклоне-
ний DС = (F – FC)2,  а  в  последней,  целевой ячей-
ке, — сумма квадратов отклонений S. 

Нахождение параметров СП выполнено в про-
грамме Excel средством анализа Поиск решения  
из меню Данные, при этом оптимизированные па-
раметры f0–f3 соответствуют минимальному значе-
нию величины S. Определены следующие значе-
ния оптимизированных параметров:  

f0 = 527.29; f1 = –25.324; f2 = 29.82; f3 =2.55. 
На рис. 1 приведен график экспериментальных 

значений кривой плавления ДНК, а также график 
модели на основе СП с оптимизированными пара-
метрами. Эти графики отражают зависимости ин-
тенсивности флуоресценции F и FС от температу-
ры ТИ, приведенные в табл. 1. Можно отметить 
хорошее совпадение этих графиков.  

При аппроксимации степеннм полиномом  
3-го порядка не требуется предварительный под-
бор начальных значений параметров, что является 
явным преимуществом новой методики перед ме-
тодикой на основе СФ. 

АДЕКВАТНОСТЬ МОДЕЛИ СП 

Для проверки адекватности модели использует-
ся коэффициент детерминации R2 (R-квадрат), 
который оценивает соответствие модели экспери-
ментальным данным [13]. Чем ближе значение R2  

к 1, тем выше адекватность модели. 
 

 
 

 
 

Рис. 1. Графики кривой плавления.  
1 — экспериментальная кривая, имеющая вид ступенек; 2 — гра-
фическое отображение модели СП с оптимизированными парамет-
рами, гладкая кривая y = –2.5583 x3 + 29.824 x2 – 25.33 x + 527.3. 
Вертикальная ось — относительная величина интенсивности флуо-
ресценции F и Fс; горизонтальная ось — измеренные значения 
температуры образцов ТИ (°C) 

ТИ,  °C 

F (Fс) 

1 

2 
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С помощью программы Excel построен график 

полиномиальной зависимости, определены ее па-
раметры и значение коэффициента детерминации 
(рис. 1):  

y = –2.5583 x3 + 29.824 x2 – 25.33 x + 527.3;   
R2 = 0.9956. 

На основании полученных результатов можно 
сделать следующие выводы:  

– коэффициенты полиномиальной зависимости 
полностью совпадают с ранее оптимизированны-
ми параметрами; 

– доказана адекватность модели на основе СП: 
величина R2  весьма близка к 1. 

ОСОБЕННОСТИ МОДЕЛИ КРИВОЙ  
ПЛАВЛЕНИЯ  НА ОСНОВЕ СП  

Особенности модели плавления на основе СП 
демонстрируются графиками первой и второй 
производных этой модели на рис. 2 и 3, которые 
получены в результате вычислений соответствен-
но по формулам (2) и (3) при определенных значе-
ниях оптимизированных параметров.  

Ранее нами в статье [14] для аппроксимации 
производной кривой плавления без смещения 
шкалы температур применялся полином 7-й сте-
пени. Новая методика за счет использования рас-
четных значений температуры ТР вместо измерен-

ных значений температуры ТИ позволяет исполь-
зовать полином 3-й степени, при этом сходимость 
аппроксимирующей функции с эксперименталь-
ными данными увеличивается, а количество пара-
метров уменьшается.  

На рис. 3 изображен график второй производ-
ной модели СП. Точка пересечения графика с го-
ризонтальной осью соответствует максимуму пер-
вой производной и значению точки перегиба мо-
дели СП, а также является значением температуры 
плавления Tm в шкале расчетных значений темпе-
ратур. На основании этого предлагается для вы-
числения Tm использовать формулу (3) при рас-
четных значениях температур Т = ТР (°C), вычис-
ленных по формуле (4). При CF = 0 решение 
уравнения (3) находится по формуле 

TmР = – f2 / 3f3.    (5) 
В приведенном примере найденное значение 

TmР = 3.89 ºС. 
Переход в шкалу измерительных значений тем-

ператур для вычисления величины Tm (°C) можно 
выполнить по формуле 

Tm = (TН + TmР).   (6) 
При TН = 77 ºС получается значение Tm =  

= 80.89 ºС. 
 

 
 

   
 

CF   

 

Рис. 2. График первой производной модели СП. 
Вертикальная ось — относительная величина CF  ; 
горизонтальная ось — расчетные значения темпе-
ратуры ТР (°C) 

Рис. 3. График второй производной модели СП. 
Вертикальная ось — относительная величина CF  ; 
горизонтальная ось — расчетные значения темпе-
ратуры ТР (°C) 

ТР,  °C 

ТР,  °C 

CF 
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Для выполнения расчетов можно объединить 

формулы (5) и (6): 
Tm = TН  – f2 / 3f3.    (7) 

Такое определение Tm  является преимуществом 
новой методики, т. к. при применении методики  
на основе СФ для нахождения величины Tm тре-
буются дополнительные операции: интерполяция, 
дифференцирование и поиск максимума.   

СРАВНЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ  
ВЫЧИСЛЕНИЯ ТЕМПЕРАТУРЫ  

ПЛАВЛЕНИЯ ДНК 

Вычисленные с помощью методики на основе 
СП значения Tm 8 проб в соседних пробирках од-
ного ряда приведены во второй строке табл. 2. 

В третьей строке приведены значения Tm этих 
же проб, вычисленные с помощью методики  
на основе СФ. 

На рис. 4 демонстрируются графики, соответ-
ствующие значениям Tm в табл. 2. 

Значения Tm соответствуют обычной шкале 
температур в ºС. Отличие значений Tm двух гра-
фиков находится в пределах 0.04–0.09 ºС. Макси-

мальная разность значений Tm крайних проб со-
ставляет 0.25 и 0.30 ºС. Различие значений Tm  
проб соседних в одном ряду пробирок обусловле-
но неравномерностью распределения температуры 
держателя пробирок. 

В результате сравнения 2 методик не было 
выявлено недостатков методики на основе СП 
перед методикой на основе СФ.  

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ  
ПЛАВЛЕНИЯ ДНК НА ОСНОВЕ  

МОДЕЛИ СП 

Для определения температуры плавления ДНК 
можно рекомендовать следующую последо-
вательность вычислений: 

1) определение расчетных значений 
температуры ТР по формуле (4); 

2) определение значений оптимизированных 
параметров f0–f3 по формуле (1) при расчетных 
значениях температуры ТР; 

3) вычисление температуры плавления ДНК Tm 
по формуле (7).  

 
 
Табл. 2. Сравнение результатов вычисления Tm 
 

Методика 
вычисления 

Tm 
№ пробы 

1 2 3 4 5 6 7 8 
Tm, ºС  

СП 
80.89 80.90 81.03 81.09 81.05 80.99 81.05 81.14 

Tm, ºС  
СФ  

80.93 80.94 81.10 81.17 81.12 81.06 81.12 81.23 

 
 

 

Рис. 4. Сравнение результа-
тов измерения величин Tm.
Ряд 1 — СП Tm; ряд 2 — СФ 
Tm. Вертикальная ось — ве-
личина Tm, ºС; горизонталь-
ная ось — номер пробы 
 
 

Tm, ºС 

№ пробы 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Основная новизна предложенной методики 
состоит в использовании смещенной и укоро-
ченной шкалы температур, содержащей расчетные 
значения температуры ТР, вычисленные по форму-
ле (4). Такая шкала температур использована  
в качестве горизонтальной оси на рис. 2 и 3. После 
определения значений оптимизированных пара-
метров f0–f3 по формуле (1) выполнен обратный 
переход по формуле (6) в обычную шкалу измери-
тельных значений температур ТИ = 77–85 °C, ко-
торая приведена на рис. 1. 

Предложенная методика, как и методика на ос-
нове СФ, имеет ряд преимуществ по сравнению  
с известными. Она позволяет использовать 
непосредственно исходные данные, полученные  
в результате эксперимента плавления при 
ступенчатом изменении температуры. При этом 
отсутствуют операции суммирования отсчетов 
флуоресцентного отклика при выдержке 
температуры на каждой ступени, операции 
дифференцирования и фильтрации. 

При использовании предлагаемой методики 
можно использовать шаг изменения температуры 
0.5 °C, при этом значительно экономится время 
анализа, а температура плавления может быть 
вычислена с дискретностью 0.01 °C, что 
соответсвует условиям метода плавления 
высокого разрешения.  

Методика на основе СП позволяет значительно 
сократить диапазон изменения температуры:  
в приведенном примере использован диапазон 77–
85 °C, время анализа составило 18 мин. Методика 
на основе СФ также позволяет использовать 
сокращенный диапазон, но при использовании 
методики на основе СП не требуется предва-
рительное определение начальных значений 
параметров аппроксимирующей функции, что 
увеличивает сходимость функции с экспери-
ментальными данными.  

После автоматического определения значений 
оптимизированных параметров f0–f3, параметры f2 
и f3 используются для вычисления температуры 
плавления ДНК Tm по формуле (7). Это также яв-
ляется преимуществом, т. к. при использовании 
методики на основе СФ требуются дополнитель-
ные операции для нахождения величины Tm: ин-
терполяции, дифференцирования и поиска макси-
мума.   

Показано, что зависимость температуры 
плавления ДНК Tm от номера пробы определена  
в основном неравномерностью распределения 
температуры лунок держателя пробирок: макси-

мальная разность температур равна 0.25 °С. На 
основании полученных результатов можно 
предложить использовать методику на основе СП 
для калибровки неравномерности распределения 
температуры держателя пробирок в абсолютной 
шкале температур. 

Работа выполнена в ИАП РАН в рамках НИР «На-
учно-методическое обеспечение разработок аналити-
ческих систем для нанобиотехнологии и диагностики 
социально значимых заболеваний и особо опасных ин-
фекций на основе генетических, иммунных и физико-
химических методов». 
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NEW  METHOD  OF  DNA  MELTING  SIGNAL  TREATMENT 
 

D. A. Belov, Yu. V. Belov, V. E. Kurochkin 
 

Institute for Analytical Instrumentation of RAS,  Saint-Petersburg, Russia 
 

The improved model of DNA melting signal is proposed in the article. The model is based on power poly-
nomials of degree 3 (SP). Based on the model, a technique for processing the DNA melting signal has been de-
veloped, the main result of which is the determination of the DNA melting temperature Tm. The new technique 
allows to decrease the analysis time by increasing the temperature measurement pitch while simultaneously nar-
rowing temperature range. Adequacy proofs of the model based on the SP are given. The application results of 
developed technique and of the known technique based on the sigmoid function (SF) are compared. The possi-
bility of the technique using for determining the thermocycler tubes holder temperature distribution nonunifor-
mity during melting mode is shown. 
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