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Разработана технология получения конъюгатов углеродных наночастиц с 
ДНК-аптамерами. Исследованы и оптимизированы условия синтеза и 
сохранности структурно-функциональных свойств получаемых конструкций с 
позиции их стабильности при длительном хранении. В первую очередь это 
касается перспектив применения таких конъюгатов в in vitro диагностики и 
таргетной терапии. Особое значение имеют полученные данные об 
устойчивости к воздействиям внешней среды и атаке биологически активными 
соединениями (эндонуклеазами). Именно активность этих молекул по 
отношению к нуклеиновым кислотам и их фрагментам составляет основное 
препятствие для использования аптамеров в in vivo диагностике и 
терапевтической практике. Полученные результаты свидетельствуют в пользу 
реального решения существующих проблем. 
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Введение 

ДНК- и РНК-аптамеры представляют 

собой одноцепочечные последовательно-

сти (20–60 нуклеотидов), выделяемые из 

большого пула случайных последователь-

ностей и обладающие способностью к 

высокоспецифическому взаимодействию 

с соответствующими мишенями: клетка-

ми, биомолекулами, ионами и т.д. Специ-

ально разработанная технология SELEX 

(рис. 1) (systematic evolution of ligands by 

exponential enrichment) позволяет эффек-

тивно выделять и относительно недорого 

получать практически неограниченное 

количество аптамеров заданной специ-

фичности [9].  
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Функциональные способности аптаме-

ров делают их значимыми конкурентами 

моноклональных антител по целому ряду 

параметров. Однако одним из основных 

ограничений практического использова-

ния аптамеров является их низкая устой-

чивость к воздействию клеточных и вне-

клеточных нуклеаз. Иммобилизация апта-

меров – один из наиболее многообещаю-

щих подходов к решению этой проблемы. 

Углеродные наночастицы – перспектив-

ный материал-носитель биомолекул в об-

ласти биотехнологии, диагностики, тар-

гетной доставки лекарственных средств. 

В настоящее время имеется множество 

данных об аптамерах, иммобилизованных 

на наночастицах различной природы, 

главным образом золотых, их стабильно-

сти и свойствах. Однако углеродным на-

ночастицам внимание практически не 

уделено. В связи с этим целью представ-

ленной работы являлось исследование 

стабильности и функциональных свойств 

РНК- и ДНК-аптамеров, иммобилизован-

ных на поверхности углеродных наноча-

стиц, пригодных для использования в 

системах специфического взаимодейст-

вия (молекулярная диагностика, высоко 

технологичная терапия). 

В задачи исследования входило: 

1. Осуществить эффективную иммо-

билизацию на поверхности углеродных 

наночастиц олигонуклеотидов: 

ДНК-аптамера 5’-GGGGCACGTTTAT 

CCGTCCCTCCTAGTG-GCGTGCCCC-3’, 

специфичного к IgE человека; РНК-апта-

мера 5'-GGAGGUGCUCCGAAAGGA 

ACUCC-3', специфичного к Fc-фрагменту 

IgG человека. 

2. Разработать твердофазную дот-им-

муноаналитическую тест-систему  

и исследовать с её помощью функцио-

 

Рис. 1. Схема технологии SELEX.  

[Адаптировано с изменениями с сайта University of Southern Denmark, http://www.sdu.dk/en] 
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нальную активность иммобилизованных 

аптамеров в сравнении с активностью 

нативных аптамеров (находящихся  

в свободном состоянии); 

3. Оценить динамику изменения 

функциональной активности иммобили-

зованного аптамера при хранении в раз-

личных температурных условиях: –80°С, 

–20°С, +4°С, +25°С, +37°С в течение 

нескольких месяцев в виде суспензии; 

4. Сконструировать модели твердо-

фазных аналитических систем, предна-

значенной для детекции IgE и IgG, специ-

фичных к ряду актуальных антигенов  

в сыворотке крови человека. 

Решение сформулированных задач но-

сит очевидную практическую значимость 

как в части совершенствования практики 

медицинской диагностики, так и перспек-

тив применения подобных конструкций  

в таргетной терапии. 

 

Материалы и методы 

Для иммобилизации аптамеров были 

использованы два подхода. Получение 

конъюгатов прямым связыванием 

аптамеров с поверхностью углеродных 

наночастиц и посредством взаимодейст-

вия аптамеров, меченных биотином,  

с предварительно функционализирован-

ными частицами. 

В работе использовали аминирован-

ные (NH2-В17.4; NH2-Apt 8 и NH2-TBA) и 

биотинилированные аптамеры (Bi-D17.4; 

Bi-Apt 8 и Bi-TBA) ), специфичные к им-

муноглобулинам Е (IgE), иммуноглобу-

линам G (IgG) и тромбину соответствен-

но. Частицы коллоидного углерода полу-

чали и функционализировали авторским 

методом [2]. Существенным моментом 

является то, что разработанная техноло-

гия весьма универсальна и позволяет осу-

ществлять функционализацию не только 

наночастиц коллоидного углерода, но и 

магнитные наночастицы, представляю-

щие собой композитные металл-углерод-

ные конструкции [5]. 

При иммобилизации биотинилирован-

ных и аминированных частиц использова-

ли в первом случае наночастицы, предва-

рительно функционализированные стреп-

тавидином, во втором – пептизированные, 

обработанные глутаровым альдегидом.  

На первом этапе синтеза поверхность угле-

родных частиц гидрофилизировали БСА, 

на втором этапе при помощи сшивающего 

агента (глутаральдегида) частицы кова-

лентно функционализировали стрептавиди-

ном. Синтезированные конъюгаты инкуби-

ровали с биотинилированными аптамера-

ми, после чего свободный аптамер отделя-

ли при помощи хроматографии. При иммо-

билизации аминированных аптамеров об-

работанные глутаральдегидом наночасти-

цы инкубировали с аптамерами, свободные 

аптамеры отделяли при помощи хромато-

графии. Концентрацию углеродных нано-

частиц измеряли спектрофотометрически, 

по интенсивности поглощения на 450 нм, 

исходя из данных о том, что интенсивность 

поглощения суспензии с массовой долей 

углеродных наночастиц 0,03% равна 14 оп-

тическим единицам (авторский метод, за-

щищен патентом РФ) [1].  

Для каждого из конъюгатов количест-

венно оценивали способность специфиче-

ски сорбировать биотинилированный ап-

тамер за счет взаимодействия стрептави-

дин-биотин. Для этого суспензии конъю-

гатов C-Str разводили в ЗФРТ до концен-

трации 0,01% (массовая доля) и инкубиро-

вали с биотинилированным и небиотини-

лированным (контрольным) ДНК-аптаме-

ром D17.4 в концентрациях 400, 100, 25, 6 

и 1,5 нМ в объеме 500 мкл в течение 1 ча-

са при +37°С. Оба аптамера по 3’-концу 

были мечены карбоксифлуоресцеином 

(FAM). Соответственно, их обозначали 

как Bi-D17.4-FAM и D17.4-FAM. По окон-

чании инкубации смеси центрифугирова-

ли при 20 000g в течение 90 мин. до пол-

ного осаждения наночастиц. Количество 

сорбированного аптамера оценивали по 

снижению флуоресценции в супернатанте. 

Для каждого из конъюгатов эксперимент 

повторяли трехкратно, каждый экспери-

мент, в свою очередь, включал три техни-

ческие повторности. Аналогичным обра-

зом количественно оценивали сорбцию 

аминированного аптамера. 
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Исследовали десорбцию ДНК-аптаме-

ра с поверхности углеродных наночастиц. 

Для этого суспензии наночастиц, разве-

денных в ЗФРТ 1:100, объем 500 мкл цен-

трифугировали 100 мин при 20 000g. Су-

пернатанты декантировали и оценивали в 

них флуоресценцию. Для конъюгирова-

ния использовали IgE-специфичный апта-

мер, меченный FAM. При его десорбции 

или разрушении связь флуоресцентной 

метки с наночастицей нарушалась, что 

приводило к переходу метки в раствори-

мое состояние. Чем интенсивнее были 

эти процессы, тем выше был уровень 

флуоресценции в супернатантах. 

Основной задачей было подобрать 

оптимальное соотношение частиц  

и аптамеров, позволяющее с получить 

конъюгат наибольшей эффективностью  

в плане количества иммобилизован- 

ного олигонуклеотида. Установлено, 

что для биотинилированных аптамеров 

оптимальное соотношение аптамера  

и наночастиц, при котором сорбируется 

наибольшая доля аптамера, составляет 

256 пМ/мг (рис. 2). 

Аминированные аптамеры конъюги-

ровали с наночастицами, обработанными 

бычьим сывороточным альбумином БСА 

и глутаровым альдегидом (ГА). Для 

такого подхода к иммобилизации аптаме-

ров оптимальное соотношение составля-

ло 128 пМ аптамера на 1 мг наночастиц. 

Помимо оценки результатов по изме-

нению уровня флуоресценции раствора 

аптамера после инкубации с наночастица-

ми успешности иммобилизации был твер-

дофазный дот-анализ, который преду-

сматривал прямое взаимодействие конъ-

югатов наночастиц с аптамерами с мише-

нями, иммобилизованными на поверхно-

сти полистирольных планшетов.  

 

Основные результаты 

Разработка твердофазной дот-ана-

литической системы послужила реше-

нию проблемы оперативной оценки 

функциональной активности аптамеров. 

На подложку (лунки планшетов из непро-

зрачного полистирола) сорбировали мо-

лекулы-мишени в возрастающих концен-

трациях. Далее планшеты промывали,  

а затем вносили суспензии углеродных 

наночастиц, конъюгированных с аптаме-

рами. Чувствительность такой детекции 

(вариант прямого определения) составля-

 Рис. 2. Зависимость эффективности сорбции аптамера Bi-D17.4 от его соотношения 

 с количеством наночастиц, функционализированных стрептавидином 
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ла 5 мкг/мл для IgE, 10 мкг/мл для IgG  

и для биотинилированных, и для амини-

рованных аптамеров. Разработанная 

дот-аналитическая система была исполь-

зована для оценки функциональной ак-

тивности свободного аптамера. Для этого 

в лунки планшетов вносили серийные 

разведения биотинилированного аптаме-

ра, а затем углеродные наночастицы, мо-

дифицированные стрептавидином. Парал-

лельно проводили исследования стабиль-

ности синтезированных реагентов.  Сни-

жения активности свободных и иммоби-

лизованных аптамеров при хранении при 

температуре +4°С и -20°С не наблюда-

лось. В условиях хранения аптамеров  

в нейтральном фосфатном буфере при 

+37°С наблюдалось снижение активности 

свободных и иммобилизованных аптаме-

ров приблизительно на 70% за 1 месяц.  

Оценка динамики изменения функцио-

нальной активности иммобилизованного 

аптамера при хранении в различных тем-

пературных режимах и составах среды 

позволила решить проблему низкой ста-

бильности полученных реагентов. 

Были синтезированы две партии конъ-

югатов, аликвоты из каждой партии были 

заложены на хранение в разные условия: 

+4°С, +37°С, -20°С. Различие между спо-

собом хранения каждой из партий заклю-

чалось в составе буфера: в одном случае 

это был фосфатный буфер, содержащий 

твин-20 (ЗФРТ) и 2мМ ЭДТА, в другом 

случаем ЭДТА не был добавлен. Кроме 

того, половину аликвот из каждой партии 

выдерживали при +70°С в течение 30 

мин. Таким образом, мы тестировали 4 

способа хранения конъюгатов углерод-

ных наночастиц с аптамерами (в качестве 

модели использовали анти-IgE аптамер), 

отличающиеся составом буфера: 

1. ЗФРТ+2мМ ЭДТА. 

2. ЗФРТ+2мМ ЭДТА + тепловая обра-

ботка +70°С, 30 мин. 

3. ЗФРТ. 

4. ЗФРТ + тепловая обработка +70°С, 

30 мин. 

Выбранные условия хранения являют-

ся стандартными при работе с биоконъю-

гатами. Хранение образцов при +37°С яв-

ляется обычным методом так называемых 

ускоренных тестов на стабильность, ши-

роко используемых, например, для расче-

та сроков хранения наборов для иммуно-

ферментного анализа. Температура -80°С 

не была использована в виду своей огра-

ниченной доступности для широкого 

спектра исследователей, к тому же пред-

варительные тесты показали, что темпе-

ратура -20°С обеспечивает достаточную 

сохранность конъюгатов. От хранения 

при +25°С также отказались ввиду того, 

что с точки зрения реальной практики 

хранение препаратов при этой температу-

ре не применяется, а если и имеет место, 

то лишь в течение коротких периодов 

времени. Иногда хранение препаратов 

при +25°С используется для уже упомя-

нутых экспресс-тестов стабильности, но 

мы посчитали, что данных о сохранности 

конъюгатов при +37°С будет достаточно, 

чтобы осуществить подобную оценку. 

Было показано, что функциональная 

активность конъюгатов не снижается при 

добавлении в буфер ЭДТА в условиях 

хранения при температуре +4°С и –20°С. 

Хранение при отрицательной температу-

ре позволяло сохранить функциональную 

активность конъюгата независимо от со-

става буфера. Предварительное прогрева-

ние при +70°С в течение 30 мин. позволя-

ло сохранить свойства конъюгата при 

хранении при температуре +4°С и даже, в 

некоторой степени, при +37°С. В целом, 

предварительное прогревание само по се-

бе ухудшало способность конъюгатов на-

ночастиц с анти-IgE – аптамерами взаи-

модействовать с IgE, интенсивность сиг-

нала падала примерно в полтора раза.  

Данные о десорбции аптамера, в це-

лом, полностью соответствовали динами-

ке изменения функциональной активно-

сти. Десорбция ДНК-аптамера не наблю-

далась в ходе месяца хранения при +4°С 

и –20°С в условиях добавления ЭДТА ли-

бо предварительной тепловой обработки. 

Стабильность ДНК-аптамеров, иммо-

билизованных на поверхности оценивали 

в нескольких экспериментах по оценке 



ВЕСТНИК ПФИЦ 1/2020  

 50 

уровня и сохранении реальной функцио-

нальной активности конъюгатов. 

Функциональную активность синтези-

рованных реагентов (способность специ-

фически взаимодействовать с IgE челове-

ка) тестировали при помощи дот-имму-

ноанализа в лунках белых полистироль-

ных планшетов. Моноклональные IgE, 

разведенные в ЗФР до 20 мкг/мл сорбиро-

вали точками по 3 мкл на дно лунок план-

шетов, помещали во влажную камеру в 

термостат +37°С на 30 минут. Далее лун-

ки промывали ЗФРМК, затем добавляли 

конъюгат C-Str-Bi-D17.4-FAM, разведен-

ный в ЗФРМК с 1% казеина до концен-

трации 0,03% углеродных наночастиц и 

инкубировали 60 мин в термостате при 

+37°С на шейкере. В области сорбции IgE 

происходило его взаимодействие с 

C-Str-Bi-D17.4-FAM, что приводило к 

формированию темных окрашенных то-

чек. Конъюгат C-Str-Bi-D17.4-FAM не 

взаимодействовал с иммобилизованными 

на поверхности лунок IgG человека и 

БСА в концентрации 20 мкг/мл. Струк-

турные свойства C-Str-Bi-D17.4-FAM,  

их агрегатную устойчивость оценивали 

по сохранению размеров наночастиц  

и их дзета-потенциалу. 

Размеры и дзета-потенциал наночастиц 

определяли методом обратного динамиче-

ского светорассеяния на приборе Malvern 

ZetaSizer NanoZS, измеряющем светорас-

сеяние частиц под углом 173°. Суспензии 

наночастиц разводили в 500 раз в 1,5 мл 

ЗФР, фильтрованного через шприцевой 

фильтр с диаметром пор 0,2 мкм. 

Для измерения дзета-потенциала на-

ночастицы разводили в 700 мкл биди-

стиллированной воды 1:100 (такой метод 

разведения обеспечивал значение рН≈7), 

для измерения использовали многоразо-

вый погружной электрод Zeta Dip Cell. 

Важной частью работы являлась оцен-

ка устойчивости аптамеров, иммобилизо-

ванных на наночастицах к воздействию 

нуклеаз сыворотки крови. К частицам  

С-Str-Bi-D17.4-FAM добавляли раствор 

ДНКазы I до финальной концентра- 

ции 0,17 Ед/мл, что соответствует ее ак-

тивности в сыворотке крови [4], а также 

соли магния, калия, кальция  

и натрия до концентраций, соответствую-

щих их содержанию в сыворотке крови. В 

качестве контроля использовали анало-

гичную смесь без добавления ДНКазы. 

Обе смеси инкубировали в течение 

60 мин. при +37°С, после чего инактиви-

ровали ДНКазу прогреванием при +75°С  

в течение 10 мин., затем частицы отделяли 

центрифугированием при 20 000g в тече-

ние 15 минут и измеряли флуоресценцию 

в супернатантах. Эксперимент повторяли 

трехкратно (n=5), сравнение групп прово-

дили при помощи дисперсионного анализа 

с использованием критерия Тьюки, при 

этом лишь в одном из трех экспериментов 

вероятность ошибки первого рода соста-

вила менее 5% (1,6%, без поправки  

на множественные сравнения). 

Размеры частиц не изменялись при 

хранении при +4°С и -20°С, при этом на-

ночастицы агрегировали при +37°С, если 

не подвергались тепловой обработке.  

В условиях предварительной тепловой 

обработки агрегации не происходило.  

По всей видимости, снижение функцио-

нальной активности и нарушение струк-

турной стабильности суспензий наноча-

стиц связано не только с нуклеазами, но и 

с другими биологически активными сис-

темами, чувствительными к повышенным 

температурам, возможно пептидазами. 

Конструирование моделей твердофаз-

ных аналитических систем, предназна-

ченных для детекции IgE и IgG, специ-

фичных к ряду актуальных антигенов в 

сыворотке крови человека носит очевид-

ную практическую направленность.  

Были разработаны диагностические 

системы в формате дот-анализа, предна-

значенные для детекции IgE к антигену 

кошачьей шерсти Fel d1 и IgG к столб-

нячному анатоксину. В ходе анализа в ка-

честве диагностикумов использовали 

конъюгаты углеродных наночастиц с био-

тинилированными аптамерами, специ-

фичными к IgE и IgG. Поверхность лунок 

планшета из непрозрачного полистирола 

сенсибилизировали антигеном Fel d1  
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в концентрации 0,1 мг/мл или столбняч-

ным анатоксином в концентрации 

0,05 мг/мл. В качестве контроля исполь-

зовали препарат противостолбнячных че-

ловеческих антител (ТЕ-3, стандарт ВОЗ) 

и поликлональные антиFel d1 антитела. 

Чувствительность детекции проти-

востолбнячных антител составила 

0,1 МЕ/мл, антиFel d1 антител – 50 нг/мл. 

В качестве блокирующего реагента ис-

пользовали 1% раствор казеина. Концен-

трация углеродных наночастиц составля-

ла 0,03%. Для оценки интенсивности 

окрашивания точек на твердой фазе 

планшеты фотографировали, цвет точек 

оценивали при помощи программы 

ImageJ. Конъюгаты наночастиц с 

аптамерами имеют очевидные перспекти-

вы для использования в in vitro диагно-

стике [8], терапии [7], имаджинге [3]. 

Исследование их свойств, оптимизация 

условий синтеза, хранения, разработка 

подходов к характеризации являются 

приоритетными направлениями с точки 

зрения трансляции разработок в практи-

ку. Разработанные в ходе реализации про-

екта технологии синтеза стабильных 

конъюгатов углеродных наночастиц с ап-

тамерами могут быть использованы для 

создания колориметрических и электро-

химических сенсоров. 

 

Заключение 

Таким образом, по итогам проведен-

ных исследований получены новые дан-

ные о функциональной активности олиго-

нуклеотидных аптамеров иммобилизо-

ванных на поверхности углеродных нано-

частиц. Впервые осуществлена иммоби-

лизация ДНК-аптамеров на частицах кол-

лоидного угля, исследованы размеры по-

лученных частиц. Разработан оригиналь-

ный подход к оперативной оценке функ-

циональной активности иммобилизован-

ных на наночастицах аптамеров, основан-

ный на адаптации для этой цели принци-

па твердофазного дот-иммуноанализа. 

Разработаны твердофазные реагенты 

для иммуноанализа на основе пористой 

(нитроцеллюлоза) и непористой (полисти-

рол) подложек. Оптимизирована процеду-

ра количественного анализа IgE, специ-

фичных к антигену fel d 1. Подобраны 

состав буфера для блокирования, рабочий 

титр исследуемой сыворотки, а также вре-

менные параметры инкубации иммуносор-

бента с сывороткой и диагностикумом. 

Проведена оценка чувствительности  

и специфичности количественной детек-

ции IgE с использованием диагностикума 

на основе углеродных наночастиц  

и IgE-специфичного аптамера. Подтвер-

ждено предположение о том, что аптаме-

ры, имеющие структуру G-квадруплексов, 

сохраняют свои структурно-функциональ-

ные свойства при длительном хранении 

при иммобилизации на поверхности 

углеродных наночастиц [6]. 

Оптимизирована технология синтеза 

конъюгатов углеродных наночастиц с 

ДНК-аптамерами. Воспроизводимость тех-

нологии подтверждена результатами более 

чем 10 синтезов конъюгатов на основе трех 

различных партий углеродных наночастиц. 

Данные впервые получены для конъю-

гатов наночастиц аморфного углерода и 

ДНК-олигонуклеотидов. 

Наиболее перспективными областями 

применения полученных стабильных реа-

гентов, по нашему мнению, являются: 

1. Диагностика in vitro: область 

разработки колориметрических тестов,  

а именно иммунохроматографических, 

дот-аналитических, микрофлюидных 

бумажных тестов.  

2. Диагностика in vitro: разработка 

электрохимических сенсоров.  

3. Адресная доставка лекарственных 

средств, в том числе с применением нано-

частиц, покрытых углеродной оболочкой. 
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STABILITY AND FUNCTIONAL PROPERTIES OF DNA APTAMERS IMMOBILIZED  

ON THE SURFACE OF CARBON NANOPARTICLES APPLICABLE IN DIAGNOSTIC 

AND TARGET THERAPY SYSTEMS 
 

M.B. Rayev, P.V. Khramtsov, M.D. Kropaneva, V.P. Timganova, M.S. Bochkova, S.A. Zamorina 
 

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms UB RAS 

 

The technology has been developed for the preparation of conjugates of carbon nanoparticles with 

DNA aptamers. The synthesis and preservation of the structural and functional properties of the 

resulting structures from the standpoint of their stability during long-term storage have been studied and 

optimised. This concerns, first of all, the prospects of using such conjugates in in vitro diagnostics and 

targeted therapy. Of particular importance are the data on resistance to environmental influences and 

attack by biologically active compounds (endonucleases). It is the activity of these molecules to nucleic 

acids and their fragments that constitutes the main obstacle to the use of aptamers in in vivo diagnostics 

and therapeutic practice. The results obtained are in favour of a real solution to existing problems. 
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