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Цель. Разработка метода модификации поверхности углеродных наночастиц ДНК-

аптамером, специфичным к IgE человека. 

Материалы и методы. Конъюгат углеродных наночастиц со стрептавидином, син-

тезированный по авторской методике, инкубировали с биотинилированным аптамером 5′-

С6-Biotin-GGGGCACGTTTATCCGTCCCTCCTAGTGGCGTGCCCC-3′. Количество свя-

занного аптамера оценивали спектрофотометрически. Функциональную активность им-

мобилизованного аптамера оценивали при помощи твердофазного дот-анализа на поли-

стироле. 

Результаты. Средний размер углеродных наночастиц составлял 174 нм (min 78 нм, 

max 400 нм). Было установлено, что 1 мг частиц связывает 80 пм анти-IgE аптамера. Ме-

тодом дот-анализа выявлено, что концентрация аптамера в диапазоне 300-400 пм/мл явля-

ется оптимальной для функционализации наночастиц. Увеличение длительности инкуба-

ции аптамера с наночастицами с 1 часа до 24 часов не приводило к увеличению количест-

ва сорбированного аптамера. Методом дот-анализа на полистироле было установлено, что 

комплекс углеродных наночастиц с ДНК-аптамером связывает IgE, сорбированный на 

твердую фазу в концентрации 10 мкг/мл. 

Заключение. В ходе работы был синтезирован конъюгат углеродных наночастиц с 

биотинилированным ДНК-аптамером, специфичным к IgE человека, посредством биоспе-

цифического взаимодействия пары «стрептавидин-биотин». Дальнейшие направления ра-

боты связаны с тестированием различных подходов к иммобилизации ДНК-аптамера, в 

частности ковалентного, исследованием стабильности функционализированных аптаме-

ром наночастиц, а также использованием аптамера, несущего спейсер для повышения эф-

фективности его взаимодействия с молекулой-мишенью. 

Ключевые слова: углеродные наночастицы, аптамер, ДНК, иммуноглобулин Е, 

стрептавидин 
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Objective. The goal of our work was to develop a method of surface modification of car-

bon nanoparticles with DNA aptamer against human IgE. 

Materials and methods. Carbon nanoparticles coated with streptavidin was synthesized 

according to author’s method. Nanoparticles were incubated with aptamer 5′-С6-Biotin-

GGGGCACGTTTATCCGTCCCTCCTAGTGGCGTGCCCC-3′. Amount of aptamer bound per 

mg of nanoparticles was determined by UV-VIS spectrophotometry. Functional activity of im-

mobilized aptamer was assessed by dot-blot assay on polystyrene. 

Results. Mean size of streptavidin-coated nanoparticles was 174 nm (min 78 nm, max 400 

nm). According to UV-VIS 1 mg of carbon nanoparticles binds 80 pM of aptamer. Dot-blot as-
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say showed that 300-400 pM is optimal concentrations to functionalize carbon nanoparticles. In-

creasing of duration of incubation of carbon nanoparticles with aptamer from 1 hr to 24 hrs did 

not lead to growth of amount of aptamer bound to nanoparticles. Dot-blot assay revealed that 

carbon nanoparticles coated with aptamer bind to IgE immobilized on the solid phase in the con-

centration of 10 ug/ml. 

Conclusion. Conjugate of streptavidin-coated carbon nanoparticles with biotinylated 

aptamer against human IgE was synthesized. Further investigation concerned with using of spac-

er-bearing aptamer and examination of different approaches to immobilization of aptamer. 

Keywords: сarbon nanoparticles, aptamer, DNA, immunoglobulin E, streptavidin. 

 

Введение 

Аптамеры – это ДНК- или РНК-олигонуклеотиды, размером 20-40 нук-

леотидов, обладающие способностью специфически взаимодействовать с 

мишенью, в качестве которой выступают ионы, молекулы или целые клетки. 

Аптамеры, специфичные к целевой молекуле, получают методом отбора из 

библиотеки случайных олигонуклеотидных последовательностей. По сути 

своей, аптамеры являются искусственными нуклеотидными «функциональ-

ными аналогами» антигенсвязывающих фрагментов антител. Впервые апта-

меры были описаны в 1990 году тремя независимыми группами ученых [1-3]. 

В настоящее время в целом ряде областей биомедицины их рассматри-

вают как альтернативу моноклональным антителам и рекомбинантным одно-

цепочечным вариабельным фрагментам (scFv) антител. Ключевыми преиму-

ществами аптамеров являются: устойчивость к повышенным температурам, 

низкая вариабельность от партии к партии, высокая аффинность по отноше-

нию к мишени, простота модификаций (метилирование, аминирование, био-

тинилирование, введение флуоресцентных меток и т.д.), низкая иммуноген-

ность, высокая способность преодолевать тканевые барьеры, практически 

бесконечное разнообразие потенциальных мишеней (от ионов до клеток) [4]. 

Наиболее перспективными сферами применения аптамеров являются 

иммунодиагностика, таргетная терапия, гистохимия и клеточная биология 

[4]. Значительное число разработок в перечисленных областях биомедицины 

связано с использованием аптамеров, конъюгированных с наночастицами. В 

частности, активное поглощение клетками наночастиц обусловливает их ши-

рокое применение как транспортных средств при адресной доставке ле-

карств. Роль аптамеров при этом состоит как в обеспечении связывания на-

груженной наночастицы с поверхностной молекулой целевой клетки, так и в 

регуляции процесса доставки [5, 6]. Комплексы наночастиц (прежде всего 
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золотых) с аптамерами применяются при разработке систем экспресс-

диагностики [7, 8] и биосенсоров [9, 10]. В системах диагностики наночасти-

цы используются как для амплификации сигнала за счет увеличения количе-

ства репортерных молекул, приходящихся на одну связанную молекулу-

мишень, так и собственно для генерации сигнала. В последнем случае широ-

ко используются физико-химические свойства наночастиц: изменение спек-

тра поглощения, проводимости, способность к люминесценции или ее гаше-

нию и др. Возможность амплификации сигнала при помощи наноматериалов 

определяет их успешное использование в области медицинской визуализации 

(medical imaging) результатов разных реакций [11]. Существенное количество 

работ посвящено замещению антител в составе иммуноферментных тест-

систем аптамерами [12]. Пегилированный РНК-аптамер – основа препарата 

Pegaptanib («Макуген»), предназначенного для лечения влажной (неоваску-

лярной) формы возрастной макулодистрофии [13]. 

Целью нашего исследования была разработка метода модификации по-

верхности углеродных наночастиц ДНК-аптамером, специфичным к IgE че-

ловека.  

Углеродные наночастицы выбраны нами в качестве объекта исследова-

ния вследствие их широкого использования в иммуноанализе [14], терапии и 

диагностике раковых заболеваний, адресной доставке лекарственных средств 

[15-17]. Ранее нами была предложена технология синтеза высокостабильных 

суспензий углеродных наночастиц, модифицированных биомолекулами, со-

храняющих свои функциональные свойства на протяжении нескольких лет 

[18]. В настоящей работе предпринята попытка адаптировать эту технологию 

для получения углеродных наночастиц, функционализированных аптамерами. 

Материалы и методы 

Реактивы: G белок, бычий сывороточный альбумин (БСА), ДНК-

аптамер 5′-GGGGCACGTTTATCCGTCCCTCCTAGTGGCGTGCCCC-3′, спе-

цифичный к IgE человека [19], меченный биотином по 5’-концу («Синтол», 

Россия), бромистый этидий («Sigma», США), стрептавидин («Prospec Bio», 

Израиль), персульфат аммония, мочевина, глутаральдегид («AppliChem»,  

Германия), хлорид натрия, гидрофосфат натрия, дигидрофосфат натрия, хло-

рид магния, хлорид калия, трис, глицерин, Твин-20 («Panreac», Испания), 

азид натрия («Fluka», Германия), ЭДТА, бромфеноловый синий, акриламид, 
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N,N,N',N'-Тетраметилэтилендиамин («Bio-Rad», США). Концентрированный 

(100 мМ) раствор аптамера в ТЕ-буфере с 1мМ ЭДТА хранили в заморожен-

ном виде при –20°С, перед началом работы его размораживали, разводили до 

рабочей концентрации в ЗФРМК, прогревали при +95°С в течение 5 мин, а 

затем охлаждали до комнатной температуры в течение 10-15 мин. 

Приборы: спектрофотометр Shimadzu UV-VIS UVmini 1240 (Япония), 

ультразвуковой дезинтегратор MSE Soniprep 150 (Великобритания), анализа-

тор частиц Malvern ZetaSizer NanoZS (Великобритания), планшетный спек-

трофотометр Biohit PB 800 (Финляндия), приготовление пластин гелей и элек-

трофорез проводили на приборе Mini-PROTEAN Tetra Cell «Bio-Rad» (США). 

Буферные растворы: 0,15М раствор NaCl, забуференный 0,015М Na-

фосфатами, содержащий 0,1% NaN3 рН 7,25 (ЗФР), ЗФР +0,1%Tween 20 

(ЗФРТ), ЗФР+3мМ KCl+5мМ MgCl2 (ЗФРМК), Трис-HCl, 1мМ ЭДТА, рН 8,0 

(ТЕ-буфер), 2М Трис-ацетат, 50мМ ЭДТА, рН 7,6 (50x ТАЕ-буфер). Все рас-

творы, использованные в работе приготовлены на деионизированной воде. 

Синтез углеродных наночастиц, конъюгированных со стрептавидином, 

осуществляли по описанной ранее методике [18]. На первом этапе синтеза 

поверхность углеродных частиц гидрофилизировали БСА, на втором этапе 

при помощи сшивающего агента (глутаральдегида) частицы ковалентно 

функционализировали стрептавидином и G белком стрептококка. Конъюгат 

углеродных наночастиц с G белком, а также гидрофилизированные углерод-

ные наночастицы, полученные на первой стадии синтеза, использовались в 

качестве контроля. Концентрацию углеродных наночастиц измеряли спек-

трофотометрически, по интенсивности поглощения на 450 нм, исходя из дан-

ных о том, что интенсивность поглощения суспензии с массовой долей угле-

родных наночастиц 0,03% равна 14 оптическим единицам. 

Измерение размеров углеродных наночастиц осуществляли на анализа-

торе частиц методом измерения обратного динамического светорассеяния. 

Суспензию наночастиц разводили ЗФР до концентрации углеродных наноча-

стиц 0,01% (здесь и далее имеется в виду массовая доля) и производили 10 

циклов измерений по 10 секунд. 

Гомогенность препарата олигонуклеотида подтверждали методом 

вертикального электрофореза в 20% полиакриламидном геле (ПААГ). Десять 

миллилитров геля включали в себя 4,2 г мочевины (7М), 200 мкл 50х ТАЕ-
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буфера (рН 7,6), 90 мкл персульфата аммония, 20 мкл N,N,N',N'-Тетраметил-

этилендиамина. Олигонуклеотиды в концентрации 1 мкМ и 10 МкМ смеши-

вали с буфером для образцов (5 мМ Трис-HCl, pH 7,5, 20 мМ ЭДТА, 8М мо-

чевина, 0,5% бромфеноловый синий) в соотношении 1:1,5 и прогревали при 

+95°С в течение 5 мин. В качестве электродного буфера использовали 1х 

ТАЕ-буфер. Напряжение при электрофорезе составляло 100 В на пластину 

геля. По окончании анализа гели окрашивали бромистым этидием и обраба-

тывали при помощи системы Gel Doc XR «Bio-Rad» (США). 

Определение количества аптамера, иммобилизованного на поверхно-

сти углеродных наночастиц осуществляли следующим образом: в 900 мкл 

суспензий гидрофилизированных углеродных наночастиц, углеродных нано-

частиц, конъюгированных со стрептавидином, и углеродных наночастиц, 

гидрофилизированных БСА, разведенных в ЗФР с 0,1% Твина-20, добавляли 

аптамер до конечной концентрации 1,5 мкМ. Концентрация углеродных на-

ночастиц составляла 0,5%. Конъюгирование проводили при перемешивании 

на роторном встряхивателе при комнатной температуре в течение 1 часа. За-

тем смеси центрифугировали при 20000g в течение 15 мин. Концентрацию не 

связавшегося аптамера измеряли по поглощению супернатанта при длине 

волны 260 нм. 

Подбор оптимальной концентрации аптамера для иммобилизации ме-

тодом дот-иммуноанализа. Для оценки минимальной концентрации аптамера, 

необходимой для функционализации поверхности наночастиц, разработан тест 

в формате дот-анализа, основанный на измерении подавления связывания на-

ночастицами Str-C биотинилированного БСА (Bi-БСА) раствором аптамера. 

На полоски из нитроцеллюлозной мембраны сорбировали в виде точек 

Bi-БСА в концентрации 10 мкг/мл в ЗФР, после чего полоски высушивали 

при комнатной температуре в течение часа. Наночастицы Str-C разводили в 

ЗФРТ до концентраций 0,12, 0,06 и 0,03%, затем в растворы добавляли апта-

мер до конечной концентрации 0,5, 0,25, 0,125, 0,062 и 0,03 мкМ, после часо-

вой инкубации на роторном встряхивателе растворы инкубировали с тест-

полосками в течение 60 мин. Далее полоски промывали ЗФРТ и высушивали. 

При взаимодействии наночастиц Str-C с Bi-БСА на поверхности мем-

браны формируются темные точки, предварительная инкубация частиц с 

биотинилированным аптамером должна была снизить уровень сигнала. По-
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давление сигнала оценивали визуально. 

Для исследования способности частиц Апт~Str-C взаимодействовать 

с иммуноглобулинами человека суспензию углеродных наночастиц разводили 

ЗФРТ до концентрации 0,5%, после чего в раствор добавляли аптамер до ко-

нечной концентрации 1,5 мкМ и объема раствора 1 мл. Смесь инкубировали 

на роторном встряхивателе при комнатной температуре в течение 1 часа. 

Частицы отмывали ЗФРТ от избытка аптамера четырьмя последовательными 

циклами центрифугирования (20000g, 15 мин) и декантации. После послед-

ней промывки объем суспензии доводили до 1 мл ЗФРТ, осадок наночастиц 

ресуспендировали на вортексе и пятиминутным озвучиванием с использова-

нием ультразвукового дезинтегратора. 

Взаимодействие функционализированных аптамером углеродных на-

ночастиц с IgE и IgG человека исследовали методом дот-анализа на полисти-

рольной поверхности. Для анализа использовали планшет с лунками из не-

прозрачного белого полистирола объемом 2 мл. Лунки планшета перед ис-

пользованием промывали дистиллированной водой. На дно лунок точками 

наносили растворы белков IgG, IgE, Bi-БСА и БСА в ЗФР в концентрации 10 

мкг/мл. Сенсибилизацию полистирола проводили в течение 30 мин во влаж-

ной камере при температуре +37°С, после чего лунки трехкратно промывали 

300 мкл ЗФРТ и вносили в них частицы Апт~Str-C, разведенные в ЗФРТ до 

концентрации 0,03%. Лунки планшетов заклеивали пленкой, планшеты по-

мещали на качалку на получасовую инкубацию в термостате при +37°С. 

Результаты и обсуждение 

Иммобилизацию аптамеров на поверхности наночастиц осуществляют 

различными путями: с использованием электростатических, ковалентных или 

биоспецифических взаимодействий. Одним из наиболее простых и мягких 

подходов является использование стрептавидин-биотинового взаимодейст-

вия. Такой подход позволяет производить ориентированную «посадку» био-

тинилированного аптамера на наночастицы, покрытые стрептавидином, а 

преимущества его кроются в высокой специфичности и скорости реакции 

стрептавидин-биотин. С учетом имеющегося опыта синтеза конъюгатов уг-

леродных частиц со стрептавидином был сделан выбор в пользу использова-

ния в работе биотинилированной формы аптамера. 

В ходе проведения исследования нами была получена 1,23% суспензия 



Бюллетень Оренбургского научного центра УрО РАН (электронный журнал), 2016, № 4 

 

 
7 

углеродных наночастиц, конъюгированных со стрептавидином. Помимо час-

тиц и буфера суспензия содержала 1% БСА и 20% глицерина. Средний раз-

мер частиц составил 174 нм (min 78 нм, max 400 нм); разброс размеров час-

тиц представлен на рисунке 1.  

 

 

Рис. 1. Распределение по размерам углеродных наночастиц, 

конъюгированных со стрептавидином.  

Перед проведением экспериментов по иммобилизации аптамера на уг-

леродных наночастицах нами оценивалась гомогенность препарата ДНК-оли-

гонуклеотида методом вертикального гель-электрофореза в ПААГ (рис. 2). 

Для количественной оценки иммобилизации аптамера на поверхности 

частиц нами был использован спектрофотометрический метод. Частицы Str-C 

инкубировали с аптамером, осаждали и измеряли снижение поглощения при 

260 нм в супернатанте. Изначально для разведения частиц был использован 

ЗФР, однако в ходе отмывок частицы в значительном количестве оседали на 

стенках микропробирок, искажая результаты измерения поглощения супер-

натанта. Кроме того, нами был отмечен высокий уровень неспецифического 

взаимодействия аптамеров с углеродными наночастицами: уровень поглоще-

ния в супернатанте снижался при инкубации с частицами, несущими на сво-

ей поверхности стрептавидин, G белок и даже при инкубации с наночастица-

ми, гидрофилизированными БСА. Для устранения этих проблем в после-

дующих экспериментах для разведения и промывок был использован ЗФРТ. 
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Рис. 2. Гель-электрофоретическое исследование препарата аптамера. 

Дорожки: 1 – аптамер 1мкМ, 2 – аптамер 10 мкМ, М – маркеры с 

указанным количеством нуклеотидов. 

В ходе первых экспериментов аптамер в концентрации 1,5 мкМ инкуби-

ровали с растворами частиц, содержание которых составляло 0,01% и менее. В 

этом случае снижения оптической плотности в супернатанте не отмечалось, 

очевидно, вследствие слишком малого количества связавшегося с частицами 

аптамера. Было решено увеличить концентрацию углеродных наночастиц до 

0,5%. Снижение оптической плотности супернатанта было невелико, однако 

достоверно отлично от контрольных проб. В пересчете на концентрацию оли-

гонуклеотида установлено, что с 1 мг углеродных частиц связывается порядка 

80 пМ аптамера, при исходной концентрации 300 пМ на 1 мг. 

Количественные характеристики взаимодействия олигонуклеотида с 

наночастицами Str-C исследованы при помощи дот-аналитической системы. 

Выявлено, что предварительная инкубация наночастиц, модифицированных 

стрептавидином, приводит к подавлению их способности взаимодействовать 

с биотинилированным агентом (в нашем случае – Bi-БСА). Полное подавле-

ние сигнала на твердой фазе наблюдалось при предынкубации частиц с апта-

мером в соотношении 1 мг частиц на 300-400 пМ аптамера, что совпадало с 

данными спектрофотометрии. Увеличение длительности инкубации с 1 часа 

до 12 и 24 часов не влияло на результат исследования, что можно объяснить 
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высокой скоростью реакции стрептавидин-биотин. 

При оценке функциональной активности иммобилизованного аптамера 

методом дот-анализа на полистироле установлено, что частицы Апт~Str-C 

способны взаимодействовать с IgE человека. Кроме того, отмечалась также 

слабая реакция с IgG человека, что соответствует литературным данным. Ин-

тересно, что при прямой детекции IgE, сорбированного на нитроцеллюлоз-

ную мембрану, сигнал отсутствовал. Не было получено сигнала и при после-

довательной инкубации полистирола или нитроцеллюлозной мембраны, сен-

сибилизированных IgE, с растворами аптамера и наночастиц Str-C. Очевидно, 

этот результат связан с тем, что малые размеры аптамера (2-3 нм) относи-

тельно размера наночастиц служат причиной стерических помех при взаимо-

действии в системе «твердая фаза-аптамер-наночастица». Решением в дан-

ном случае может быть введение в структуру аптамера инертного спейсера, 

который пространственно отдалит связывающий участок аптамера от точки 

«крепления» к поверхности наночастицы. Ранее на примере анти-IgE аптаме-

ра уже продемонстрирована эффективность добавления поли-Т-линкера с 5’-

конца олигонуклеотида при разработке твердофазного анализа [20]. Изучение 

влияния спейсера на функциональную активность аптамера, иммобилизован-

ного на поверхности углеродных наночастиц, составит предмет предстоящих 

исследований. 

Заключение 

В ходе работы были синтезированы углеродные наночастицы, конъю-

гированные с биотинилированным ДНК-аптамером, специфичным к IgE че-

ловека, посредством биоспецифического взаимодействия пары «стрептави-

дин-биотин». Использованы различные методы количественной характери-

стики взаимодействия аптамера и наночастиц. С помощью классического 

спектрофотометрического метода продемонстрировано связывание анти-IgE 

аптамера с частицами Str-C в количестве 80 пМ аптамера на 1 мг частиц, при 

условии, что изначальная концентрация аптамера составляет 300 пМ на 1 мг 

частиц. Кроме того, нами разработан метод оценки взаимодействия аптамера 

с наночастицами, основанный на использовании твердофазного дот-анализа. 

Функциональная активность сорбированного аптамера продемонстрирована 

при помощи прямой детекции IgE дот-анализом на полистироле. Дальнейшие 

направления работы связаны с тестированием различных подходов к иммо-
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билизации ДНК-аптамера, в частности ковалентного, изучением стабильно-

сти функционализированных аптамером наночастиц, а также использованием 

аптамера, несущего спейсер, для повышения эффективности его взаимодей-

ствия с молекулой-мишенью. 

(Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ  

в рамках научного проекта 16-44-590427 р_а) 
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