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РАЗРАБОТКА  МЕТОДИК  ОБРАБОТКИ   
СИГНАЛОВ  ПЛАВЛЕНИЯ  ДНК 

 
Выбраны условия и параметры реализации методик обработки сигналов плавления ДНК. В разработанных 
методиках использованы  усовершенствованные модели сигнала на базе нелинейной сигмоидальной функ-
ции и ее производной, модель на основе функции Гаусса, модель на основе степенных полиномов 3-й и 7-й 
степеней. Выполнено сравнение результатов применения методик для обработки реальных данных 8 проб, 
полученных на приборе АНК-32. Разработан алгоритм полной автоматизации вычислений в программной 
среде MATLAB. Показана возможность разделения систематической и случайной погрешностей. Разрабо-
танные методики использованы для определения неравномерности температуры пробирок анализатора нук-
леиновых кислот. 
 
Кл. сл.: ДНК, анализатор нуклеиновых кислот, методики плавления, неравномерность температуры  
пробирок 
 
 
 

ВВЕДЕНИЕ 

Метод плавления ДНК основан на эффекте пе-
рехода двойной спирали молекулы ДНК в клубко-
образное состояние при повышении температуры. 
При этом наблюдается резкое изменение интен-
сивности сигналов флуоресценции красителей, 
присоединенных к молекуле ДНК [1, 2].  

В качестве температуры плавления ДНК (Tm) 
обычно принимается положение на температурной 
оси  максимума первой производной сигналов 
плавления. Значение Tm зависит от длины фраг-
мента ДНК и процентного содержания суммы 
нуклеотидов C и G [2–6]. 

Для выполнения операции плавления ДНК не-
обходимо выбрать пределы изменения температу-
ры, шаг изменения температуры (от 0.1 до 1 ºС)  
и время наблюдения флуоресценции при каждом 
шаге (20 с и более). Эти величины определяют 
трудоемкость (длительность) эксперимента, а так-
же отношение сигнала к шуму. Все эти параметры 
влияют на погрешность измерения величины Tm.  

В настоящей статье для формулировки адек-
ватной задаче методики обработки сигналов плав-
ления ДНК (СП) использованы и сравниваются  
аппроксимационные усовершенствованные моде-
ли СП на базе нелинейной сигмоидальной функ-
ции (СФ) и ее производной [7, 8], модель на осно-
ве функции Гаусса (ФГ) и модели на основе сте-
пенн�х полиномов. Определены особенности 
этих моделей и выполнено сравнение результатов 
их применения. В работе использованы вычисли-
тельные средства пакета MATLAB. 

УСЛОВИЯ И ПАРАМЕТРЫ РЕАЛИЗАЦИИ  
МЕТОДА ПЛАВЛЕНИЯ ДНК 

Влияние шумов, дрейфа нулевой линии и дис-
кретизации сигналов может быть в значительной 
степени уменьшено путем обработки сигналов  
с помощью аппроксимирующей функции.  

Можно принять в качестве критериев успешно-
сти методики обработки СП величину погрешно-
сти измерения Tm, длительность эксперимента, 
количество параметров и критичность выбора па-
раметров аппроксимирующей функции. 

Исходные (сырые) данные кривой плавления 
ДНК получены на анализаторе нуклеиновых ки-
слот АНК-32, который серийно выпускается в Ин-
ституте аналитического приборостроения РАН 
(ИАП РАН). В качестве образца был использован 
комплекс зонд—ДНК—мишень с флуорофором 
(ROX) в комбинации с гасителем производства 
ЗАО "СИНТОЛ" [9]. 

Для обеспечения погрешности Tm порядка 
0.1 ºС выбраны следующие условия: диапазон 
температуры 82–90 ºС, шаг изменения температу-
ры 0.2 ºС, время наблюдения при каждом шаге  
60 с (общее время анализа примерно 50 мин).  

РЕЗУЛЬТАТЫ РЕАЛИЗАЦИИ МЕТОДИКИ  
ОБРАБОТКИ СП НА ОСНОВЕ  

УСОВЕРШЕНСТВОВАННОЙ СФ-МОДЕЛИ  

Усовершенствованную модель кривой плавле-
ния на базе СФ предлагается выразить для исполь-
зования в программе MATLAB в виде формулы  
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Характеристики СП, вычисленные по разным методикам для 8 последовательно расположенных проб 
 

№ про-
бы 

Точки Tm, вычисленные по методикам обработки СП Уточнение данных для 
методики Полином-7 

 
   

          Тmt                    Tmd 

СФ  Произв. СФ  Гаусс Гаусс М  Полином-3  Полином-7  

Д. 1 Д. 2 Д. 3 Д. 4 Д. 5 Д. 6 
В1 85.54 85.52 85.70 85.5 84.99 85.52 85.53 –0.01 
В2 85.50 85.52 85.66 85.46 84.95 85.51 85.49 0.02 
В3 85.49 85.48 85.67 85.46 84.93 85.46 85.47 –0.01 
В4 85.49 85.49 85.65 85.45 84.96 85.48 85.49 –0.01 
В5 85.56 85.57 85.73 85.53 85.06 85.59 85.54 0.06 
В6 85.58 85.61 85.75 85.55 85.08 85.58 85.61 –0.03 
В7 85.68 85.75 85.842 85.65 85.21 85.68 85.72 –0.04 
В8 85.84 85.93 86.00 85.81 85.45 85.89 85.86 0.03 

Стандартные отклонения 
dTmсо 0.12 0.16 0.12 0.12 0.18 0.14 — — 
dTms  0.03 0.02 0.02 0.02 0.03 0.03 — 0.03 

 
 
 

 

f = @(x,u) (x(2)./(1+exp((x(1)- 
    -u)./x(3)))) + x(6)*u.^2 + 
    + x(5)*u + x(4),                             (1) 

где  
f — относительная величина интенсивности 

флуоресценции при температуре образца u (°C);  

x(1) — значение температуры плавления Tm 
(°C) с шагом 0.1 (°C);  

x(2) — относительная интенсивность (размах) 
участка плавления; 

x(3) — коэффициент, который определяется 
наклоном кривой; 

x(4),  x(5),  x(6) — коэффициенты, учиты-
вающие смещение, а также линейную и квадратич-
ную зависимости нулевой линии от температуры. 

Результаты обработки СП по различным рас-
сматриваемым в  статье аппроксимационным ме-
тодикам для 8 проб сведены в таблице. Столбцам 
данных для краткого их обозначения присвоены 
номера Д. 1–6.  

Значения вычисленных Tm  по методике "Ап-
проксимация СФ" приведены в столбце СФ (Д. 1).  

На рис. 1 приведен график кривой плавления 
ДНК одной из проб. На него наложен график мо-
дельной СФ с оптимизированными параметрами.  

Можно отметить хорошее совпадение этих 
графиков. 

РЕЗУЛЬТАТЫ РЕАЛИЗАЦИЯ МЕТОДИКИ  
ОБРАБОТКИ СП НА ОСНОВЕ  

УСОВЕРШЕНСТВОВАННОЙ МОДЕЛИ  
ПРОИЗВОДНОЙ СФ 

Можно отметить некоторые особенности диф-
ференцирования СП. 

Дифференцирование предложено выполнять по 
формуле (2): 

V(j) = (s(j + 2) – s(j)) / 2,                    (2) 

 

 
 
Рис. 1. График кривой плавления ДНК одной 
из проб (1) и график модельной СФ (2) 
 

Флуоресц., усл. ед. 

Температура T,  ºС 
1  

2  
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где V(j) — результат дифференцирования на j-м 
шаге; s(j + 2) и s(j) — исходные данные для (j + 2) 
и (j) шагов соответственно. 

В результате дифференцирования значительно 
ухудшается отношение сигнала к шуму, что мож-
но объяснить следующими причинами. В резуль-
тате вычитания двух сигналов, обладающих шу-
мовыми составляющими в виде случайных вели-
чин, шум увеличивается в 1.41 раза.  

Максимальное значение дифференцированного 
сигнала пропорционально шагу изменения темпе-
ратуры. В качестве сигнала сырых данных можно 
принять размах СФ. Этот сигнал содержит N ша-
гов изменения температуры. При дифференциро-
вании выполняется вычитание сигналов сырых 
данных, отличающихся на 1 шаг, поэтому сигнал  
ориентировочно уменьшается в N раз. 

Улучшить отношение сигнала к шуму можно 
путем увеличения времени наблюдения при каж-
дом шаге, но это приводит к значительному уве-
личению длительности эксперимента. 

Результаты обработки СП на основе производ-
ной СФ приведены в столбце Д. 2 таблицы. На 
рис. 2 приведены график производной кривой 
плавления ДНК одной из проб и график производ-
ной СФ. Можно отметить эффективное сглажива-
ние шума и компенсацию дрейфа нулевой линии 
за счет применения аппроксимирующей кривой. 

 
 

МЕТОДИКА ПОСТРОЕНИЯ  
УСОВЕРШЕНСТВОВАННОЙ МОДЕЛИ  

И ОПТИМИЗАЦИИ ПАРАМЕТРОВ  
ПРОИЗВОДНОЙ КРИВОЙ ПЛАВЛЕНИЯ  

НА ОСНОВЕ ФУНКЦИИ ГАУССА 

Усовершенствованная модель производной 
кривой плавления на базе функции Гаусса исполь-
зована в программе MATLAB в виде формулы (3):  
f =  
= @(x,u) x(2)./(1.77245.*x(3)).*exp(-
–(u-x(1)).^2./(2.*x(3).^2))+x(4)+  
+ x(5)*u,                  (3) 

где f — относительная величина интенсивности 
флуоресценции при температуре образца u (°C);  

x(1) — значение температуры (математиче-
ское ожидание), соответствующее максимальному 
значению функции Гаусса (°C); 

x(2) — максимальное значение функции Гаус-
са; 

x(3) — полуширина функции приблизительно 
для уровня 0.6 от максимального значения функ-
ции. 

Для учета смещения и линейной зависимости 
нулевой линии от температуры в усовершенство-
ванную модель предложено ввести слагаемые  
x(4) + x(5)*u. 

Начальные значения параметров можно вычис-
лить путем обработки данных производной кривой 

 

 
Рис. 2. График производной кривой плавления ДНК 
одной из проб (1) и график производной СФ (2) 
 
 
 

1  
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Флуоресц., усл. ед. 

Температура T,  ºС 

 

 
Рис. 3. График производной кривой плавления ДНК 
одной из проб (1) и график усовершенствованной мо-
дели на базе ФГ (2) 
 

Флуоресц., усл. ед. 
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плавления. По графику "на глаз" находится мак-
симальное значение x(2) и соответствующее 
этому значению величина x(1). 

Уточнить начальные параметры можно путем 
аппроксимации данных производной кривой плав-
ления функцией Гаусса без слагаемых x(4)  
и x(5)* u. 

Команды программы MATLAB сохраняются  
в виде M-файла, при этом расчет температуры 
плавления может выполняться в автоматическом 
режиме. 

Можно отметить некоторые особенности при-
веденной формулы. Значение x(1) относится  
к симметричной функции Гаусса. Можно исполь-
зовать значение x(1) в качестве температуры 
плавления Tm. Эти результаты обработки СП при-
ведены в столбце Гаусс (Д. 3) таблицы. 

Однако если использовать определение Tm  как 
максимальное значение кривой плавления, то 
можно добавить операцию нахождения этого мак-
симального значения по формулам (4)–(7): 
s = (t(1):0.01:t(m)),                                 (4) 
Vnn = f(xx,s),                                                  (5) 
[pks, locs] =  
= findpeaks(Vnn,'minpeakdistance',15), (6) 

an = s(locs),                                                    (7) 
где  

Vnn — значение модельной функции в диапа-
зоне s с шагом 0.01 (°C); 

an — значение Tm  как результат нахождения 
максимального значения этой функции. 

Результаты обработки производной СП приве-
дены в столбце Гаусс М (Д. 4) таблицы.  

График усовершенствованной модели на базе 
функции Гаусса одной из проб (рис. 3) практиче-
ски аналогичен графику производной СФ  
на рис. 2. 

МЕТОДИКА ПОСТРОЕНИЯ  
УСОВЕРШЕНСТВОВАННОЙ МОДЕЛИ  

И ОПТИМИЗАЦИИ ПАРАМЕТРОВ  
ПРОИЗВОДНОЙ КРИВОЙ ПЛАВЛЕНИЯ  

НА ОСНОВЕ СТЕПЕНН�Х ПОЛИНОМОВ 

Модель производной кривой плавления на базе 
полиномов предлагается выразить для использо-
вания в программе MATLAB в виде формулы (8):  

koaf=polyfit(t,V, n),                         (8) 

где V — значения производной СП при темпера-
туре t; 

n — значения степени полинома (в приведен-
ных примерах n = 3 или 7). 

Результаты обработки производной СП на ос-
нове усовершенствованной модели на базе поли-
номов приведены в столбцах данных Д. 5 и Д. 6 
таблицы. 

Аппроксимация полиномом 3-й степени имеет 
существенный недостаток: ее график (рис. 4) 
значительно сдвинут относительно графика про-
изводной СП. 

График аппроксимации полиномом 7-й степени 
(рис. 5) практически аналогичен графику произ-

 

 
 
Рис. 4. График производной СП (1) и график аппрок-
симации полиномом 3-й степени (2) 
 
 
 

 
Рис. 5. График производной СП (1)  и график аппрок-
симации полиномом 7-й степени (2) 

1 

2 

Температура T,  ºС 
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водной СФ (рис. 2) и модели на базе функции Га-
усса (рис. 3). 

ОЦЕНКА ПОГРЕШНОСТИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
ТЕМПЕРАТУРЫ ПЛАВЛЕНИЯ ДНК  

ПРИ ИСПОЛЬЗОВАНИИ ПРЕДЛОЖЕННЫХ  
МЕТОДИК ОБРАБОТКИ СИГНАЛОВ  
ПЛАВЛЕНИЯ И ИХ ПРОИЗВОДНЫХ 

Результаты определения температуры плавле-
ния Tm приведены в таблице. Эти же результаты 
приведены в виде графиков зависимостей от 
номера пробирки с пробой на рис. 6 (номера 
пробирок и проб одинаковы). Для наглядности 
точки графиков соединены прямыми линиями. На 
графиках величины Tm (вертикальная ось, ºС) 
зависят от номера пробирки (горизонтальная ось, 
числа 1–8 определяют место последовательного 
расположения в держателе пробирок) и от методик 
обработки СП. 

При сравнении графиков на рис. 6 можно отме-
тить следующие особенности: кривые Гаусс М  
(Д. 4) и  Полином-7 (Д. 6) почти полностью совпа-
дают. 

Зависимость величины Tm  от номера пробы 
можно объяснить неравномерностью температур-
ного поля прибора (систематическая погрешность 
измерения). Отклонение от этой зависимости 
можно считать случайной погрешностью.  

Для количественной оценки полной погрешно-
сти определения температуры плавления ДНК вы-
числены в среде Excel значения стандартного от-
клонения в каждом столбце Д. 1–6 таблицы  

по формуле (9): 
dTmсо = СТАНДОТКЛОН(Х1:Х8),         (9)  

где Х1:Х8 — значения в 8 ячейках для В1–8 соот-
ветствующих столбцов. 

СПОСОБ ОПРЕДЕЛЕНИЯ НЕРАВНОМЕРНОСТИ 
ТЕМПЕРАТУРЫ ПРОБИРОК  

Неравномерность температуры пробирок ана-
лизатора нуклеиновых кислот можно считать сис-
тематической погрешностью определения значе-
ния Tm.  

Можно отметить нелинейность зависимости 
значения Tm от номера пробирки. Пробирки с но-
мерами 1 и 8 расположены вблизи противополож-
ных краев держателя пробирок. Их значения Tm 
больше, чем у пробирок, расположенных ближе  
к центру держателя пробирок (так называемый 
"краевой эффект"). 

Поэтому для выделения систематической по-
грешности для каждой модели построена полино-
миальная (со степенью 2) линия тренда и опреде-
лены 3 коэффициента уравнения аппроксимации. 
Согласно этому уравнению, найдены уточненные 
табличные значения Тmt. В качестве примера гра-
фики для методики Полином-7 приведены  
на рис. 7. 

Для примера в таблице для методики Полином-7 
приведены значения Тmt и Tmd  = Tm – Тmt. Затем по 
формуле (9) вычислены значения стандартного от-
клонения dTms для методики Полином-7 и др. 

 
 
Рис. 6. Зависимости Tm от номера пробирки X = 1–8
по данным таблицы для различных методов 
 
 

Номер пробирки X 

Tm,  ºС 

Д. 1 
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Д. 3 
Д. 4 

Д. 5 
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Рис. 7. Зависимость значения Tm от номера пробирки 
для методики Полином-7 (ломаная линия) и полино-
миальная (со степенью 2) линия тренда  
y = 0.0154 x2 – 0.0922 x + 85.611 
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Поскольку величины dTms для всех методик на-
ходятся в пределах 0.02–0.03 ºС, то можно сделать 
вывод о том, что все методики обеспечивают при-
близительно равные случайные погрешности. Од-
нако модель на основе полиномов 7-й степени по-
зволяет стандартными средствами MATLAB пол-
ностью автоматизировать вычисления без предва-
рительного выбора параметров. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

1. Выбраны условия и параметры реализации 
методики плавления ДНК.  

2. Разработаны методики обработки сигналов 
плавления ДНК, в которых использованы сле-
дующие усовершенствованные модели: модель  
на базе нелинейной сигмоидальной функции; мо-
дель на основе производной от сигмоидальной 
функции; модель на основе функции Гаусса и мо-
дель на основе степенн�х полиномов. 

3. Показана возможность автоматизации вы-
числений при использовании программы 
MATLAB. Отмечено преимущество методики  
с применением усовершенствованной модели  
на основе степенн�х полиномов, полностью ав-
томатизирующей вычисления стандартными сред-
ствами MATLAB без предварительного выбора 
параметров. 

4. Показана возможность разделения система-
тической и случайной погрешностей определения 
температуры плавления ДНК.  

5. Предложен способ определения неравно-
мерности температуры пробирок.  
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DNA  MELTING  DATA  PROCESSING  TECHNIQUES  DEVELOPMENT 
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The conditions and parameters of the implementation of the DNA melting techniques were chosen. There 

were developed the DNA melting data processing techniques with advanced models based on sigmoidal nonli-
near function and its derivative, a model based on a Gaussian function, a model based on power polynomials of 
degree 3 and 7. The comparison of the results of the application of techniques for processing real data of 8 sam-
ples received on the device ANK-32 was carried out. An algorithm  for computing the full automation in MAT-
LAB software environment was developed. The possibility of the separation of systematic and random error are 
shown. Developed techniques used to determine the temperature unevenness in nucleic acid analyzer tubes. 
 
 
Keywords: DNA, the nucleic acid analyzer, melting techniques, uneven temperature tubes 
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