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1. ВВЕДЕНИЕ 

Cоздание эффективных транспортеров терапевтических молекул, в частности, 

терапевтических нуклеиновых кислот (НК), является одной из наиболее актуальных 

проблем современной фундаментальной медицины [1]. Не менее важной задачей является 

разработка сенсоров для выявления широкого круга мишеней (нуклеиновых кислот, 

токсинов, лекарственных препаратов, наркотиков и др.) с низким пределом 

чувствительности. Как правило, системы диагностики мишеней нуклеотидной природы 

работают за счет взаимодействия аптамер-мишень или комплементарных НК/НК 

взаимодействий [2].  

Наночастицы золота (НЧЗ) – уникальный материал в качестве носителя НК для создания 

сенсоров и систем внутриклеточной доставки НК благодаря своим физико-химическим 

свойствам: спектральным характеристикам, нетоксичности, устойчивости при хранении, 

простому способу синтеза и последующей модификации [3]. Широко распространено 

присоединение НК за счёт образования ковалентной связи Au-S. Ковалентные ассоциаты 

НЧЗ и НК стали повсеместно изучаться после пионерских работ Чада Миркина с 

соавторами [4] благодаря потенциальной возможности гибридизации олигонуклеотидов, 

присоединенных к НЧЗ, с комплементарными олигонуклеотидами. Однако НК, в том числе 

присоединенные ковалентно, способны взаимодействовать с поверхностью золота 

нековалентно за счет образования электростатических, ван-дер-ваальсовых, гидрофобных 

связей, причем взаимодействие зависит от длины и нуклеотидной последовательности 

молекулы, одно- и двуцепочечного состояния, структурированности молекулы, также свой 

вклад вносят как совокупный заряд фосфатных групп, так и индивидуальные свойства 

азотистых оснований (гидрофобность, наличие и заряд экзоциклических аминогрупп) [5]. 

Методы исследования природы взаимодействия НК с поверхностью золота 

разнообразны: спектроскопические, колориметрические, электрохимические [6]. 

Наблюдаемые закономерности зависят от типа золотого субстрата (пленки, электроды, 

наночастицы различного размера и формы) и адсорбируемых молекул, условий инкубации, 

присутствия вспомогательных реагентов, метода исследования. Из огромного массива 

публикаций о связывании НК с поверхностью золота можно выделить несколько основных 

идей о механизме их взаимодействия, однако единой доказанной и согласованной модели 

связывания среди них нет. Эта несогласованность выводов разных исследователей - 

следствие сложности учета комплексного влияния множественных факторов на связывание 

НК с поверхностью золота. Важно отметить, что нековалентные взаимодействия НЧЗ и НК 

в низкосолевых условиях на данный момент практически не описаны в литературе. 
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Целью работы было систематическое исследование закономерностей нековалентного 

взаимодействия сферических наночастиц золота (НЧЗ) диаметром 12,7 ± 2 нм с 

нуклеиновыми кислотами в условиях, максимально исключающих влияние сторонних 

факторов, и анализ стабильности нековалентых ассоциатов НЧЗ и нуклеиновых кислот в 

различных средах. 

Задачи, которые решали в рамках работы, включали в себя: 

(1) разработку подхода к анализу нековалентного взаимодействия НЧЗ с одноцепочечными 

олигонуклеотидами по электрофоретической подвижности и коллоидной стабильности 

НЧЗ; 

(2) количественный анализ связывания НЧЗ с олигонуклеотидами для сравнения 

аффинности к НЧЗ олигонуклеотидов, отличающих по длине и нуклеотидному составу, а 

также для оценки стабильности полученных ассоциатов в различных средах; 

(3) исследование влияния последовательности и структуры олигонуклеотидов на их 

взаимодействие с НЧЗ; 

(4) получение ассоциатов НЧЗ и дуплексов НК с наиболее плотным олигонуклеотидным 

покрытием;  

(5) изучение стабильности ассоциатов НЧЗ-НК в условиях, имитирующих клеточный 

цитозоль и исследование потенциала ассоциатов на основе НЧЗ для доставки 

терапевтических НК в живые клетки на примере подавления флуоресценции белка GFP под 

действием siРНК. 

Научная новизна представленной работы заключается в исследовании сложного 

комплекса нековалентных взаимодействий стабилизированной цитрат-ионами поверхности 

НЧЗ и олигонуклеотидов в условиях, максимально исключающих влияние растворителя, 

компонентов буферных растворов, соединений-стабилизаторов НЧЗ, с использованием 

одновременно нескольких методов количественной оценки эффективности нековалентного 

взаимодействия НЧЗ и НК. Впервые в данной работе проведен анализ 

высокопроизводительного секвенирования пула ДНК-последовательностей, отобранных в 

процессе селекции in vitro к НЧЗ. Впервые в данной работе был применен 

модифицированный метод электрофореза в агарозном геле, позволяющий быстро оценить 

скорость связывания НЧЗ с НК и прочность образующихся ассоциатов. 

Теоретическая значимость работы состоит в глубоком фундаментальном анализе 

влияния многих параметров на связывание НК с НЧЗ, выявлении благоприятных условий 

образования нековалентных ассоциатов, а также установлении влияния первичной и 
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вторичной структуры олигонуклеотидов1 на эффективность их взаимодействия с НЧЗ. В 

работе описана предполагаемая модель механизма адсорбции олигонуклеотидов на 

поверхность НЧЗ. Понимание деталей этого механизма позволит конструировать НК, 

способные наиболее прочно связываться с поверхностью НЧЗ, что важно для создания 

разнообразных сенсоров и средств доставки на их основе.  

Практическая значимость исследования: предложен удобный быстрый способ 

получения нековалентных ассоциатов наночастиц золота (НЧЗ) и нуклеиновых кислот, как 

одноцепочечных, так и двуцепочечных, при необходимости декорированных 

дополнительными слоями белков, полиэтиленгликоля, липидов. В работе предложен 

способ быстрой оценки сродства олигонуклеотидов к НЧЗ путем проведения 

электрофоретического разделения в агарозном геле. 

Методология и методы исследования 

Основные результаты работы получены методами измерения свечения по Черенкову и 

интенсивности флуоресценции, методом систематической эволюции лигандов 

экспоненциальным обогащением (Systematic Evolution of Ligands by EXponential 

Enrichment, SELEX), динамического светорассеяния и гель-электрофореза как в 

вертикальном, так и в горизонтальном варианте. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Быстрая и прочная адсорбция одноцепочечных олигодезоксирибонуклеотидов на 

поверхности свежеприготовленных цитратным методом сферических наночастиц золота 

без добавления веществ-стабилизаторов и изменения рН и ионной силы раствора 

достигается после их инкубации при 56 ⁰С в течение 30 минут. 

2. Электрофоретический анализ ассоциатов НЧЗ с олигонуклеотидами позволяет 

получить быструю оценку относительного сродства олигонуклеотидов одной длины к НЧЗ. 

3. В изученных условиях связывания одинаковые по длине олигоаденилаты и 

олиготимидилаты обладают повышенной аффинностью к НЧЗ, а олигоцитидилаты – 

пониженной. 

4. Олигонуклеотидное покрытие устойчиво к вытеснению высокомолекулярными тиол-

содержащими соединениями и стабильно при хранении в течение 7 месяцев. 

5. Неструктурированные G,T,A-богатые последовательности обладают высокой 

аффинностью к НЧЗ, а любой тип взаимодействия азотистых оснований между собой 

отрицательно влияет на эффективность адсорбции олигонуклеотидов на НЧЗ в 

низкосолевых условиях. 

                                                 
1 Здесь и далее под олигонуклеотидами подразумеваются олигодезоксирибонуклеотиды. 
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6. Введение двух фосфорилгуанидиновых остатков вблизи 3`-конца одной из цепей 

РНК-дуплекса или одноцепочечной ДНК либо создание многослойной конструкции на 

основе наночастиц золота и липидной оболочки являются эффективными способами 

защиты НК, адсорбированных на наночастицах золота, от действия нуклеаз. 

7. Предложен способ эффективного покрытия наночастиц золота дуплексами 

олигонуклеотидов вплоть до 160 дуплексов на одну НЧЗ диаметром 12,7 ± 2 нм. 

Апробация и публикация результатов 

По материалам работы опубликовано 6 статей в рецензируемых журналах, 

индексируемых в базах данных Web of Science и Scopus. Результаты, представленные в 

работе, достоверны и апробированы на научных конференциях всероссийского и 

международного уровня: Всероссийской конференции по наноматериалам НАНО-2016, 

International Symposium of Materials on Regenerative Medicine ISOMRM 2017, 

международном семинаре “Targeting RNA World” 2018, 3rd International Symposium on 

Nanoparticles-Nanomaterials and Applications ISN2 A 2018, симпозиуме «Терапевтические 

нуклеиновые кислоты» в рамках мультиконференции «Биотехнология – медицине 

будущего» 2019. 

Личный вклад автора 

Синтез и характеризация НЧЗ, за исключением ПЭМ, а также очистка всех 

олигонуклеотидов после введения [32]P и очистка олигорибонуклеотидов после 

автоматического синтеза проведены лично автором. Условия сборки ассоциатов, 

содержащих липидную оболочку, оптимизированы совместно с к.х.н. И.С.Довыденко. 

Оптимизация условий сборки многослойных ассоциатов, содержащих слой 

полиэтиленимина, проведена совместно с В.В.Шашковой. Сборка и характеризация (за 

исключением ПЭМ) всех типов ассоциатов НЧЗ и НК, в том числе многослойных, 

проведена лично автором. Все эксперименты по оценке степени сродства 

олигонуклеотидов к НЧЗ и прочности олигонуклеотидного слоя к вытеснению, нуклеазной 

деградации и при длительном хранении выполнены лично автором. Оценка значений 

констант диссоциации, констант Лэнгмюра и времени полусвязывания проведены 

совместно с к.х.н. П.Е.Воробьевым. Стратегия экспериментов по селекции разработана под 

руководством д.х.н. Д.В.Пышного. Селекция in vitro проведена лично автором. Анализ 

вторичных структур олигонуклеотидов проведен совместно с к.ф.-м.н. А.А.Ломзовым. 

Структура и объем диссертации 

Работа состоит из введения, обзора литературы, экспериментальной части, результатов 

и их обсуждения, выводов и списка литературы. Работа изложена на 194 страницах, 

содержит 63 рисунка и 22 таблицы. Библиография включает 410 литературных источников.  
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2. ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ЗОЛОТОЙ ПОВЕРХНОСТИ С РАЗЛИЧНЫМИ 

СОЕДИНЕНИЯМИ (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ) 

 Наночастицы золота – уникальный материал для создания разнообразных сенсоров 

и систем внутриклеточной доставки благодаря своим физико-химическим свойствам. 

Функционализация НЧЗ позволяет повысить устойчивость частиц к агрегации, их 

биосовместимость, изменить реакционную способность или физические свойства. 

Функциональные группы вводят на поверхность золота на этапе синтеза нанокластеров 

(НКЗ) или наночастиц золота либо проводят модификацию предварительно 

сформированных НЧЗ или металлической поверхности. Данный обзор посвящен 

преимущественно сферическим наночастицам золота, обладающим диаметром 10-20 нм, 

также описаны некоторые варианты функционализации плоской поверхности золота в 

форме золотых пленок и электродов. В обзоре рассмотрены все основные варианты 

ковалентной модификации золотой поверхности, а также вопросы ковалентного и 

нековалентного взаимодействия белков и нуклеиновых кислот с НЧЗ. Особое внимание 

уделено обсуждению возможных механизмов нековалентного взаимодействия НЧЗ с НК и 

описанию применения нековалентных ассоциатов НЧЗ и НК. 

2.1. Типы золотой поверхности 

2.1.1. Наночастицы золота: способы синтеза 

Исследователи во всем мире работают со множеством разновидностей наночастиц 

золота: сферическими, кубическими, звездообразными, наностержнями и другими [7]. На 

свойства наночастиц влияет не только их форма, но и размер [8]. НЧЗ можно синтезировать 

химически при восстановлении HAuCl4 или физическими методами, например, методом 

лазерной абляции [9, 10]. Химический синтез позволяет получить НЧЗ заданного размера с 

минимальными отклонениями, а метод лазерной абляции дает частицы с широким 

распределением по размеру, однако не покрытых никаким стабилизирующим агентом, что 

бывает необходимо при исследовании взаимодействия «голой» золотой поверхности с 

разными веществами [11, 12]. Поверхность НЧЗ после химического синтеза обычно 

сольватирована ионами электролитов, такими как цитрат натрия, бромид 

гексадецилтриметиламмония (СТАВ), полистиролсульфонат натрия (PSS), 

полиэтилендиаллилдиметиламин гидрохлорид (PDDAC) [13] и др. Такое покрытие 

поверхности НЧЗ влияет на их способность взаимодействовать с различными 

биомолекулами. Так, обработка НЧЗ фенилборной кислотой делала возможным связывание 

с гидроксильными группами полисахаридов бактерий, а НЧЗ, модифицированные 
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сиаловыми кислотами, могли взаимодействовать с молекулами гемагглютинина на 

поверхности вирусов [14]. 

Коммерчески доступен широкий ассортимент НЧЗ, модифицированных на этапе 

синтеза полиэтиленгликолем (PEG), декстраном, сывороточным альбумином быка (BSA), 

SiO2 и содержащих в результате на поверхности амино-, карбоксильные, гидроксильные 

группы [15] (таблица 1). 

Таблица 1. Реагенты, используемые в синтезе НЧЗ и размер получаемых НЧЗ. 

реагент диаметр НЧЗ, нм ссылки 

PPH3 1,5 [16] 

алкиламины 2,5 – 7,0 [17] 

Трис (трис(гидроксиметил)аминометан) 59 [18] 

PDMAEMA+PEG 29 [19] 

PDMAEMA+PEG+EG 34 [19] 

дендримеры 2 - 4 [20, 21] 

BSA 24 - 39 [22, 23] 

серрапептаза 20 - 200 [24] 

аскорбиновая кислота 5 - 30 [25] 

глюкоза 24 [18] 

NaBH4 30-40 [26] 

Na3C6H5O7 13 [27] 

НЧЗ диаметром 1,5 нм, стабилизированные трифенилфосфином, получали при 

одностадийном синтезе с использованием борогидрида натрия в качестве восстановителя 

[16] по схеме: 

HAuCl4 + 3 PPh3 →
а AuCl(PPh3) + O=PPh3 + PPh3 + 3 HCl →б Au101(PPh3)21Cl5 

а – толуол, вода, бромид тетраоктиламмония, 5 мин при 25 °С, б – 10 эквивалентов 

борогидрида натрия. 

Нанокристаллы золота диаметром 2,5-7,0 нм, стабилизированные первичными 

аминами, синтезировали по одной из двух схем [17]: 

Схема 1. 

(a) mAuCl4 
- (водн.) + mN(C8H17)4 

+ (толуол) → m[N(C8H17)4 
+AuCl4 

-](толуол) 

(б) m[N(C8H17)4 
+AuCl4 

-](толуол) + n(алкиламин)(толуол) + 3me- (водн.) → 4mCl- (водн.) + 

(Aum)(алкиламин) (n-x) (толуол) + x(алкиламин)(толуол) + m[N(C8H17)4 
+] (толуол; вода)  

 Схема 2. 

mAuCl4 
- (водн.) + n(алкиламин)(толуол) + 3me- (водн.) →  

4mCl- (водн.) + (Au (m-y) )(алкиламин) (n-x) (толуол) + yAu(s) + x(алкиламин)(толуол) 
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Использование белка, например, BSA [22, 23], серрапептазы [24] или глутатиона и 

аминокислот (гистидина, цистеина) [28] как восстановителя при синтезе позволяло 

получить стабилизированные НКЗ. В качестве восстановителя при синтезе НЧЗ также 

использовали аскорбиновую кислоту [25], глюкозу и Трис (гидроксиметиламинометан) 

[18]. 

 НЧЗ в процессе синтеза встраивали в структуру PAMAM-дендримера 

(полиамидоамин), содержавшего PEG-α-токоферилсукцинат (α-TOS), PEG-аргинин-

глицин-аспарагиновую кислоту, остаток флуоресцеина. Такие частицы можно 

использовать в антираковой терапии благодаря свойствам входящего в их состав α-TOS, 

причем было показано, что α-TOS в этой форме проявлял более высокую терапевтическую 

активность по сравнению со свободным α-TOS [20]. Также лиганды, например, 

флуоресцеин и фолиевая кислота, вводили в дендример, уже содержащий НЧЗ [21]. 

 Описана одностадийная схема синтеза НЧЗ, стабилизированных PEG, с 

применением полидиметиламиноэтилметакрилата (PDMAEMA) в смеси с PEG. При 

использовании PDMAEMA в смеси с PEG и этиленгликолем получали НЧЗ, несущие и 

PEG-, и карбоксильные группы. Такие НЧЗ проявляли специфичность в связывании белков: 

связывали положительно заряженный химотрипсин и не связывали BSA [19]. 

Широко используются на практике НЧЗ, полученные методом цитратного и методом 

боргидридного восстановления HAuCl4. Механизм образования цитратных НЧЗ 

исследовали методами малоуглового рентгеновского рассеяния (SAXS) и спектроскопии 

близкоуглового рентгеновского поглощения (XANES). Предположили, что этот механизм 

состоял из четырех стадий: 1. быстрое начальное образование маленьких ядер, 2. 

объединение ядер в частицы большего размера, 3. медленный рост при непрерывном 

восстановлении и 4. последующее быстрое восстановление, завершающееся с исчерпанием 

всего предшественника [27]. 

У свежеприготовленных цитратных НЧЗ доля окисленных атомов золота Au(I) на 

поверхности составляла 14 % и при адсорбции тиолов оставалась неизменной независимо 

от плотности покрытия поверхности тиолами [29]. 

2.1.2. Особенности поверхности золотых электродов 

В электрохимических методах применяются золотые электроды [30, 31], в 

спектроскопических – субраты из разных материалов, например, титановые или 

кремниевые [32, 33], покрытые слоем золота [34] толщиной в десятки нм [32]. 

Отличие поверхности электродов и пленок от НЧЗ заключается в том, что плотность 

покрытия одним и тем же лигандом на электродах ниже, чем на НЧЗ из-за меньшей 

плотности поверхностных дефектов [34]. Также на плоской поверхности отталкивание 
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между соседними адсорбированными молекулами больше, чем на сферической. С другой 

стороны, плоская поверхность существенно стабильнее коллоидных растворов наночастиц. 

2.1.3. Нанокластеры золота 

 Структура нанокластеров золота включает в себя ядро и оболочку. Ядро состоит 

только из атомов золота, а оболочка состоит из молекул или ионов лигандов и может 

содержать атомы золота, образующие фрагменты вида –Au-X-Au-. И ядро, и оболочка 

состоят из определенного количества атомов. Состав кластеров золота, содержащих 

тиольные [35], селенольные, галогенные и фосфиновые [36] лиганды, можно описать общей 

формулой [LsAunXm] q, где кластер Aun с зарядом q (q=0, ±1, ±2) стабилизирован 

электроноакцепторными лигандами X (Х = SR, галоген) и слабо связанными лигандами L 

(PR3) [37].  

Описаны методы получения нанокластеров золота с трифенилфосфином и его 

производными, например, dppp (1,3-бис(дифенилфосфино)пропан) [38, 39, 40, 41]. Их 

обычно получали при восстановлении солей (Au(PPh3)Cl, (PhPy2P)AuCl) (Au2(dppm)(NO3)2 

(dppm - 1,1-бис(дифенилфосфино)метан), Au4(PPh3)Cl4 , [Au6(dppp)4](NO3)2). 

2.2. Ковалентная связь золота с другими химическими элементами 

2.2.1. Ковалентная связь золота с серой 

Золото может образовывать ковалентные связи с атомами серы, селена, теллура, 

углерода в составе различных лигандов, при этом самым распространенным способом 

введения функциональной группы является создание связи Au-S. В качестве якорной 

группы для химической модификации после синтеза наиболее часто используется 

тиогруппа –SH [42, 43, 44, 45], ее вариант в виде тригексилтиольной группы [46], либо 

дисульфиды [47, 48, 49, 50], либо как вариант дисульфида – производные дитиана [49, 51, 

52, 53] благодаря образованию прочной ковалентной связи между серой и золотом [54] с 

высокой плотностью покрытия [55].  

2.2.1.1.Лиганды, присоединяемые к золоту через тиольную группу и ее аналоги 

Посредством образования связи Au-S к НЧЗ присоединяли самые разные молекулы. 

Например, олигонуклеотиды, причем как за 5`- [56, 57], так и за 3`-конец [58, 59, 60], 

пептидные нуклеиновые кислоты (PNA) [61], флуоресцентные остатки - пирен [62, 63], 

лиссамин (производное родамина) [64], ароматические и алифатические углеводороды - 

тиофенол, п-терпенилмеркаптан, п-бифенилмеркаптан, октадецилмеркаптан [65], 11-

меркаптоундекановую кислоту [66], мочевину [67], диацилдиаминопиридин [63], 

меркаптобензимидазол [68], нитрилотрикарбоновую кислоту для комплексообразования с 

ионами Ni2+ [69] или Co2+ [70], металлоорганические соединения – ферроцен [71], 

полимеры – PAMAM [72], белки - протеин А, взаимодействующий с Fc-фрагментами 
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иммуноглобулинов G [73, 74], GB3 [75], олигосахариды [76], маннозу [77] и глюкозу [78 ] 

для взаимодействия с конканавалином, хитозан, модифицированный взаимодействием с 

гидрохлоридом иминотиолана [79] и др. Остановимся подробнее на взаимодействии НЧЗ с 

некоторыми лигандами. 

2.2.1.1.1. Присоединение НК через тиольную и фосфотиоатную группу 

Связывание НК, содержащих тиольную группу или ее аналоги, с НЧЗ осуществляли 

в основном с использованием одного из двух методов. Первый – традиционный так 

называемый salt-aging метод: длительная (16-72 ч) инкубация НЧЗ в присутствии 

значительного (100-1000-кратного) избытка НК с постепенным увеличением концентрации 

соли в растворе, чаще всего NaCl, до 100-300 мМ [80, 81]. Второй метод, предложенный 

Лиу с соавторами [82], заключался в краткой – в течение нескольких минут – инкубации 

НЧЗ с НК при рН 3,0 с последующим доведением рН до 7,0 и позволял получить столь же 

высокую плотность покрытия, как и в первом методе [83] (рис. 1). 

 

 Рисунок 1. Схематичное изображение НЧЗ с высокой плотностью присоединенных ковалентно 

молекул НК. 

Описан вариант присоединения НК к поверхности золота через фосфотиоатную 

группу модифицированной НК [84, 85 86, 87, 88]. В этом случае атом серы, как и в тиольной 

группе, участвовал во взаимодействии с золотом. 

2.2.1.1.2. Присоединение полиэтиленгликоля 

Очень популярный лиганд для присоединения к НЧЗ через тиольную группу – это 

полиэтиленгликоль (PEG). Для образования ковалентной связи PEG и НЧЗ используют 

тиолсодержащий PEG, например, моногидрокси(меркаптоундец-11-ил)тетраэтиленгликоль 

HS–(CH2)11–(O– CH2CH2–)4–OH [89] или HS-PEG-NH2 (Mr=2204) [90]. НЧЗ, связанные с 

таким лигандом, становились очень устойчивыми к агрегации даже в условиях низких 

значений рН и высокой ионной силы раствора. PEG мог связываться с НЧЗ и нековалентно, 

причем высокомолекулярный PEG также стабилизировал НЧЗ в экстремальных условиях, 

как и при ковалентном связывании [91]. Также PEG, содержащий тиольную группу, в 

комбинации с Tween 20 использовали для присоединения тиольных НК к наностержням 
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золота, поскольку они покрыты CTAB (бромид гексадецилтриметиламммония) в качестве 

стабилизирующего агента, плохо вытесняемого с их поверхности [92]. 

Полиэтиленгликоль с одной тиольной группой при связывании с НЧЗ (образование 

связи качественно определяли методом LSPR (локализованного поверхностного 

плазмонного резонанса)) образовывал грибообразную структуру, которая не 

препятствовала присоединению таких малых молекул, как аденин и 

меркаптобензимидазол, но не позволяла адсорбироваться BSA, вероятно, из-за стерических 

затруднений. Данные по адсорбции аденина, меркаптобензимидазола и BSA получали из 

спектров оптического поглощения и интенсивности флуоресценции флуоресцеина [93]. 

2.2.1.1.3. Другие молекулы, присоединяемые к золоту через тиольную связь 

Меркаптобензимидазол в зависимости от рН взаимодействовал с НЧЗ в форме 

тиолат-иона (рН 7,9 и 12,5) или тиона (рН 1,4) По данным SERS (поверхностно усиленной 

спектроскопии комбинационного рассеяния) получали количественные характеристики 

связывания (таблица 2). 

Таблица 2. Характеристики связывания меркаптобензимидазола с НЧЗ. 

характеристика значение рН 

1,4 7,9 12,5 

константа диссоциации KD × 106 M-1 2,14 ±0,57 4,44 ± 1,29 10,12 ± 2,48 

свободная энергия Гиббса -∆G, кДж/моль 36,11 ± 0,66 37,92 ± 0,72 39,96 ± 0,61 

Адаптировано из [94]. 

Тион располагается перпендикулярно поверхности НЧЗ и связывается 

монодентатно, а тиолат располагается под наклоном, так что и атом серы, и 

непротонированный азот взаимодействуют с золотом [94]. 

На примере тиофенола показано, что механизм образования связи Au-S зависел от 

рН раствора: при низком значении рН первоначально имела место физическая сорбция 

тиола упорядоченным образом с последующим удалением протона и образованием 

ковалентной связи  Au-S, при этом энергия активации очень мала. При высоком значении 

рН лиганд в форме тиолат-аниона напрямую образовывал ковалентную связь с золотом в 

случайных сайтах поверхности, этот процесс характеризовался заметной энергией 

активации (32,7 кДж/моль) [95]. 

При добавлении к НЧЗ растворов алкандитиолов они немедленно слипались, хотя 

концентрация лиганда (3 мкМ) была в несколько раз меньше той, что требуется для 

создания монослоя на поверхности частиц (10 мкМ). В зависимости от длины 

углеводородной цепи могло происходить взаимодействие как одной SH-группы с одной 

НЧЗ и образование дисульфидной связи с SH-группой другой молекулы, так и двух SH-
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групп с двумя или одной и той же НЧЗ: бóльшая часть этандитиола и только половина 1,4-

бутандитиола и 1,6-гександитиола образовала дисульфидную связь [96]. Связывание двух 

тиольных групп с разными НЧЗ тем вероятнее, чем длиннее углеводородная цепь, что 

показано на примере алкандитиолов с длиной цепи 3, 4, 5, 6, 9, 11 атомов С и НЧЗ 

диаметром 80 нм [97]. 

Для создания на поверхности плоского золотого субстрата самоорганизованных 

слоев, содержащих карбоксильные группы, использовали 0,5 мМ спиртовый раствор 

меркаптоундекановой кислоты (MUA) или 50 мкМ меркаптоянтарной кислоты [34], 0,5 мМ 

11-амино-1-ундекантиола гидрохлорид – для введения аминогрупп, 0,5 мМ 11-

меркаптоундеканол и 1-нонантиол – для введения гидроксильных и метильных групп 

соответственно [98]. 

2.2.1.2.Дальнейшая модификация тиольных лигандов 

Одна из схем дальнейшего модифицирования золотой поверхности – это 

взаимодействие аминогруппы одной молекулы с карбоксильной группой другой молекулы, 

активированной в присутствии EDC ((1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид 

гидрохлорид) и NHS (N-гидроксисукцинимид) по реакции [7, 58, 99, 100], приведенной на 

рисунке 2 А. 

 

Рисунок 2. Функционализация НЧЗ при участии EDC (1-этил-3-(3-

диметиламинопропил)карбодиимид гидрохлорид) и NHS (N-гидроксисукцинимид): А - реакционная схема, Б 

- пример конструкции с дцДНК. 
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Описан способ присоединения одной из цепей дцДНК к поверхности золотого 

электрода, предварительно выдержанного в растворе 2-меркаптоэтанола с образованием 

самоорганизующегося монослоя в присутствии EDC [101] (рис. 2 Б). В другой работе к 

золотому электроду, обработанному NH2CH2CH2S-SCH2CH2NH2 с образованием связи Au-

S, присоединяли НК, содержащую карбоксильную группу на 5`-конце [87]. 

 Модифицируя лиганды по такой схеме, в их состав вводили различные 

функциональные группы: фоточувствительный пептид KRAzR [102, 103], дитиольную 

группу в НК [104, 105], цистеинсодержащий циклический пептид присоединяли к PEG 

[106], биотин к PAMAM [72], конканавалин А к глюкозе и маннозе [78], фотопорфирин к 

цистеину [107], BSA и HSA (сывороточный альбумин человека) к MUA [66]. 

Второй путь последующей модификации НЧЗ – это CuAAC-клик химия – 

катализируемое Cu (I) азид-алкин циклоприсоединение [108], используемое для 

присоединения, например, люциферазы к алкину [109], фотопереключаемого ингибитора 

α-химотрипсина [110, 111], слоя оксида графита [112] (рис. 3 А). 

 

Рисунок 3. Варианты последующей модификации функционализированных НЧЗ. А - схема 

катализируемого Cu (I) азид-алкин циклоприсоединения, Б - схема взаимодействия альдегидной и аминогрупп 

(адаптировано из [33]). 

Третья схема модификации реализуется, если присоединяемый через тиогруппу 

лиганд содержит на другом конце альдегидную группу, тогда он может взаимодействовать 

с аминогруппой другого лиганда по реакции, приведенной на рисунке 3 Б [33]. 

2.2.1.3. Устойчивость тиольной связи 

Достоинства использования лигандов с тиогруппой для связывания с НЧЗ очевидны, 

однако есть и недостатки: связь Au-S подвержена окислению при контакте с воздухом и в 
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водном растворе [91], а также диссоциирует при высоких значениях рН, высокой 

температуре, высоком содержании соли в растворе, при этом лишь малая часть ДНК 

деградирует в этих условиях [113]. Различные тиолы могут участвовать в реакции 

лигандного обмена, замещая друг друга на поверхности золота [114]. 

2.2.2. Ковалентная связь золота с селеном и теллуром 

Ковалентную связь с поверхностью золота образуют селен- и теллурсодержащие 

молекулы. Такие лиганды представляют собой диселениды и дителлуриды; при 

расщеплении связи Se-Se или Te-Te можно присоединить к поверхности золота 

ароматические и алифатические углеводороды. Взаимодействие золота с лигандом 

осуществляется либо путем погружения золотой поверхности/электрода в раствор лиганда 

[32, 115], либо при добавлении лиганда в реакционную смесь при синтезе нанокластеров 

золота [116, 117].  

Нанокластеры золота, содержащие селенольные лиганды, характеризуются более 

прочной, чем связь Au-S, связью Au-Se: при инкубации в толуоле при 60 °С в течение 2 

дней нанокластеров [Au25(SC8H17)18] и [Au25(SeC8H17)18] наблюдали существенное 

уменьшение интенсивности оптического поглощения на характерных длинах волн в первом 

случае и никаких существенных изменений – во втором. Однако при увеличении прочности 

связи Au-Se по сравнению со связью Au-S происходило ослабление связи Se-C по 

сравнению со связью S-С [117]. Связь Se-C сильнее подвержена расщеплению при 

окислении под действием воздуха и ультрафиолета, чем связь S-С, с образованием SeO2 and 

SeO3
2- [118]. 

При сравнении прочности связывания с поверхностью золота бензолтиолата и 

бензолселенолата показано, что дифенилдиселенид вытеснял бензолтиолат с поверхности 

золота, но не наоборот. Адсорбция дифенилдиселенида оказалась более выгодна, чем 

дифенилдисульфида – разница в теплоте адсорбции составила ~0,7 ккал/моль [118]. 

2.2.3. Ковалентная связь золота с углеродом 

Взаимодействие НЧЗ или поверхности золотых электродов с солями производных 

катиона диазония, ароматическими изоцианидами, производными алкинов и алканов 

приводила к образованию ковалентной связи Au-C, что подтверждалось методами ИК-

спектроскопии (инфракрасной спектроскопии). 

2.2.3.1.Соли производных катиона диазония 

По данным ИК-спектров, а также по сдвигу максимума в спектре поглощения НЧЗ 

подтверждали образование ковалентной связи Au-C при смешивании раствора НЧЗ 

диаметром 40 нм с раствором тетрафторбората 4-нитробензолдиазония [119] (рис. 4).  
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Рисунок 4. Взаимодействие НЧЗ и катиона 4-нитробензолдиазония. Адаптировано из [119]. 

Другой вариант модификации золотой поверхности – это «печать» на золотых 

пленках штампами из полидиметилсилоксана, предварительно выдержанных в растворе 

тетрафторбората 4-нитробензолдиазония или 4-карбоксибензолдиазония [120]. 

Ароматические углеводороды присоединяли к поверхности золота (золотого 

электрода) при электрохимическом осаждении солей производных диазония из раствора 

[121, 122]. При исследовании методами ИК-, XPS-спектроскопии (рентгеновской 

фотоэлектронной спектроскопии), сканирующей силовой микроскопии, эллипсометрии 

свойств пленок 4-нитробензола и 4-нитробензолтиола, образованных на поверхности 

золота электрохимически из соответствующей соли диазония и при спонтанной адсорбции 

из раствора соответствующего тиола, показано, что при определенных условиях соли 

диазония дали более стабильные органическое покрытие, чем тиолы. Тиольное покрытие 

было более устойчиво к ультразвуковому воздействию, а пленка из солей диазония – к 

замещению октадекантиолом, который в одних и тех же условиях вытеснял 100 % 4-

нитробензолтиола и 75 % 4-нитробензола [123]. 

При восстановлении тетрахлороаурата катионом 4-децилбензолдиазония получали 

стабилизированные связью Au-C НЧЗ диаметром 8,1 ± 0,8 нм [124]. 

2.2.3.2.Ароматические изоцианиды 

Образование связи Au-C происходило самопроизвольно при добавлении в раствор 

НЧЗ ароматических соединений, содержащих одну [125] или две [126] изоцианидные 

группы. При взаимодействии фенилизоцианида, бензилизоцианида и 2,6-

диметилфенилизоцианида методами ИК-спектроскопии подтверждали образование связи 

Au-C [127]. 

После добавления в раствор НЧЗ соединения, несущие две изоцианидные группы 

(1,4-фенилендиизоцианид [128], 4,4`-бифенилдиизоцианид [129]), в низкой концентрации 
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связывали по две НЧЗ, а в высокой образовывали связь с золотом только за счет одной 

изоцианидной группы. 1,4-фенилендиизоцианид при добавлении в раствор НЧЗ разного 

диаметра (6, 14, 23, 40, 57 и 97 нм), вероятно, многократно сшивал их между собой, приводя 

к аслипанию [128]. Слипание тем интенсивнее, чем больше размер НЧЗ. 

2.2.3.3.Ароматические и алифатические алкины и алканы 

Алифатические алкины и ароматические производные ацетилена (ацетилен, 1-бутин, 

2-бутин, 1-пентин, 2-пентин, фенилацетилен) присоединяли к поверхности золотого 

электрода электрохимически [130]. 

Для ковалентного связывания терминальных алкинов (рис. 5) с поверхностью 

золотого электрода использовали растворы их триметилсилильных производных, 

образование связи Au-C подтверждали ИК-спектрами, СТМ (сканирующей 

трансмиссионной микроскопией) и АСМ (атомной силовой микроскопией) [131]. 
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Рисунок 5. Структурные формулы терминальных алкинов. Адаптировано из [131]. 

Триметилстаннильные производные алканов (С4 – С12) [132] и бензола [133] при 

взаимодействии с плоской золотой поверхностью также образовывали связь Au-C. 

Ароматические углеводороды, несущие две терминальные алкиновые группы, в 

отличие от своих аналогов, содержащих две изоцианидные группы, связывались с НЧЗ 

через одну из двух функциональных групп [134]. 

2.3. Взаимодействие золота с различными группами лигандов 

Помимо рассмотренных типов ковалентной связи между золотом и адсорбируемыми 

молекулами могут образовываться нековалентные связи: электростатические, 
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гидрофобные, ван-дер-ваальсовы в зависимости от строения молекулы и условий 

взаимодействия. Остановимся подробнее на примерах этих взаимодействий. 

2.3.1. Взаимодействие золота с ионами 

НЧЗ начинали агрегировать при ионной силе раствора более 24 мМ, при этом среди 

галогенид-ионов наблюдали разное по силе сродство к поверхности золота, которое 

увеличивалось в следующем ряду: F-<Cl-<Br-<I-, для ионов Cl-, Br-, I- могла иметь место 

хемосорбция на поверхность золота с возрастанием ковалентного характера связи в ряду 

Cl-, Br-, I- [135]. 

Взаимодействие НЧЗ с разными катионами изучали в процессе длительной 

инкубации с тиольной НК с постепенным добавлением соли. При одинаковом заряде 

катионы большего радиуса характеризуются меньшей плотностью и легче 

дегидратируются, чем катионы меньшего радиуса, поэтому катион Cs+ легче и прочнее 

адсорбировался на поверхности НЧЗ, чем Li+. В итоге плотность покрытия молекулами 

ДНК была выше для катионов малого радиуса, например, для Li+ она составляла 130 и 105 

мол./НЧЗ (молекул на одну НЧЗ) при ионной силе 300 и 100 мМ, а с Cs+  80 и 70 мол./НЧЗ 

соответственно. Другими словами, Li+ взаимодействовал сильнее с ДНК, а Cs+ 

взаимодействовал сильнее с НЧЗ [136]. 

2.3.2. Взаимодействие золота с низкомолекулярными соединениями 

Взаимодействие NH3 и НF с поверхностью золота исследовали методом термической 

программируемой десорбции. Полученные данные свидетельствовали о том, что это 

слабое, нековалентное взаимодействие, на которое влияло образование водородных связей 

между адсорбированными молекулами [137]. В другой работе сообщали об обратимой 

адсорбции CO, а также NH3 на золотых пленках [138]. При исследовании кинетики 

адсорбции аммиака на поверхность золота оценивали дифференциальную теплоту его 

адсорбции, она составила 2-35 ккал/моль [139]. 

Ряд соединений взаимодействовал с НЧЗ через аминогруппу: меламин [140 ], 

аминопроизводное тимина [141 ], 1-метиламинопирен [142 ], CTAB [13] (рис. 6).  

Малахитовый зеленый, бриллиантовый зеленый и метиловый зеленый 

взаимодействовали с поверхностью НЧЗ за счет положительно заряженного атома азота 

(рис. 6). Взаимодействие характеризовалось следующими значениями свободной энергии 

адсорбции и площади адсорбции: −12,5 ± 0,1, −10,0 ± 0,3 и −11,1 ± 0,1 ккал/моль, 219 ± 11 

Å2, 67 ± 9 Å2 и 113 ± 5 Å2 для малахитового, бриллиантового и метилового зеленого 

соответственно (рис. 6). Различные молекулярные структуры, особенно вблизи атома азота, 

создавали разный электростатический потенциал всего сайта адсорбции [143]. 
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Рисунок 6. Низкомолекулярные соединения, взаимодействующие с золотом: 1 – тиофлавин Т, 2 – меламин, 3 

– 1-аминопирен, 4 – бензол, 5 - малахитовый зеленый, 6 – доксорубицин, , 7 – памидронат натрия, 8 – антрацен, 

9 – цистамин, 10 – гем b, 11 - каликс[4]арен, красным выделены атомы и группировки, участвующие в 

связывании с золотом. 

На примере стекла, покрытого НЧЗ диаметром 30-100 и 200-400 нм, методами ИК-

спектроскопии показано, что в зависимости от условий при взаимодействии с лигандом, 

несущим тиогруппу и/или аминогруппу, могла образоваться или связь Au-S, или связь Au-

N. Молекулы цистамина образовали более прочную связь Au-S при 4 °С, а менее прочную 

Au-N – при 25 °С (рис. 6). Выяснили, что при связывании с молекулами цистеина и цистина 

происходило образование связи S-S, а с поверхностью золота лиганды образовали связь Au-

N, причем наиболее эффективно при рН 9,0 [144]. Таким образом, возможно регулировать 

тип связи путем изменения температуры или рН среды. 

По данным ПЭМ (просвечивающей электронной микроскопии), FTIR- 

(инфракрасной Фурье-спектроскопии), электронных спектров поглощения, XPS-

спектроскопии) было обнаружено, что молекулы бензола и антрацена способны 

связываться с поверхностью НЧЗ, предположительно, посредством катион-π-



24 

 

взаимодействий между ароматическими молекулами и ионами Au+, поверхностно 

связанными с НЧЗ. Ароматические соединения, например, бензол и антрацен, 

взаимодействовали с поверхностью НЧЗ посредством своей π-системы. Уменьшение 

электронной плотности π-системы при введении в молекулу, например, карбоксильной 

группы существенно ослабляло связывание с золотом, как это было показано для бензойной 

кислоты. Также установили наличие Cl- в образовавшейся бензольной пленке, что 

указывало на присутствие AuCl на поверхности НЧЗ [145].  

В другой работе [146] с использованием SERS-спектров показали, что молекула 

тиофлавина Т могла осуществляет связь с НЧЗ как посредством бензольного кольца, так и 

атома серы триазольного кольца и N,N-диметиламиногруппы (рис. 6). 

Для установления группировок, отвечающих за связывание доксорубицина с 

поверхностью НЧЗ, исследовали методом XPS-спектроскопии взаимодействие золота с 

соединениями, содержащими одну из структурных частей его молекулы: антраценом, D-

глюкозой, мочевиной, 7-дезоксидоксорубицин агликоном и доксорубицином, 

модифицированным декановой кислотой (рис. 7). Было установлено, что доксорубицин 

взаимодействует с окисленными атомами золота Au+ на поверхности НЧЗ посредством π-

системы антраценового кольца молекулы [147]. 

 

Рисунок 7. Доксорубицин и его структурные аналоги. DOX-M – доксорубицин, модифицированный 

декановой кислотой. Адаптировано из [147]. 

В связывании с золотой поверхностью могут участвовать карбоксильные и иные 

анионные группы адсорбированных молекул и ионов, например, ионов цитрата. 

Особенности их взаимодействия с поверхностью НЧЗ исследовали методом XPS-

спектроскопии с последующим моделированием. В процессе синтеза НЧЗ ионы цитрата на 
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их поверхности подвергались двухстадийному окислению до ацетоацетата по следующей 

схеме (рис. 8): 

 

Рисунок 8. Окисление цитрата до ацетоацетата. 

Ацетоацетат десорбировался с поверхности НЧЗ. По результатам моделирования 

расстояние между CH2-группами соседних ионов цитрата находилось в пределах 

контактного расстояния ван-дер-ваальсовых взаимодействий (0,50 - 0,58 нм). Энергия связи 

Au-S составляла около 40 ккал/моль, а Au-OCOOH – около 2 ккал/моль, но энергия 

водородных связей карбоксильных групп двух соседних молекул цитрата достигала уже 

около 7 ккал/моль, в результате энергетический барьер для лигандного обмена цитрата на 

тиол был значителен. 

Хотя на полностью заполненной молекулами цитрата поверхности золота были 

вакантные места для адсорбции тиолов, а на площади, которую занимали две молекулы 

цитрата, могли адсорбироваться четыре молекулы тиола, однако при взаимодействии 

золота с тиолами происходила их соадсорбция с молекулами цитрата [29]. 

Методами ИК- и XPS-спектроскопии установлено, как взаимодействовали ионы 

цитрата между собой. При идеальной организации образовывался бислой, состоявший из 

тримеров цитрата, в котором два иона были адсорбированы на поверхности золота, а третий 

был связан с ними водородными связями. В неидеальном бислое неадсорбированный ион 

образовывал водородные связи лишь с одним адсорбированным ионом. Толщина 

цитратного бислоя составляла 0,8 – 1,0 нм [97]. 

По данным FTIR- и спектроскопии комбинационного рассеяния молекула гема b 

образовывала связь с НЧЗ посредством карбоксильных групп [148] (рис. 6). 

Взаимодействие лигандов с цитратными НЧЗ, например, с модифицированными 

каликсаренами, могло осуществляться через сульфогруппы SO3H
- [149]. Молекула 

памидроната натрия (применяемого в терапии костных заболеваний, например, 

остеопороза), содержавшая аминогруппу, гидроксигруппу и две фосфатные группы, 

взаимодействовала с цитратными НЧЗ посредством карбонильного кислорода [150] (рис. 

6). 
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2.3.3. Взаимодействие золота с высокомолекулярными органическими соединениями 

Поверхность НЧЗ чаще всего покрыта слоем стабилизирующего электролита, 

заряженного отрицательно или положительно. Помимо широко распространенного цитрата 

натрия это могут быть анионные полимеры, к примеру, PSS (полистиролсульфонат) [13]. 

Для стабилизации используются и катионные полимеры, в частности, содержащими катион 

тетраалкиламмония, например, PDDAC (полиэтилендиаллилдиметиламин гидрохлорид) 

[13, 151], и другие амины с разной степенью замещения (полиэтиленимин, полиаллиламин 

гидрохлорид, полидиаллиламмоний хлорид) [152]. Также при синтезе НЧЗ в реакционную 

смесь могут добавлять катионные полимеры [153] (рис. 9). 

 

Рисунок 9. Структурные формулы полимеров: 1 – полистиролсульфонат, 2 – полиэтиленгликоль, 3 – 

поливинилпирролидон, 4 – полидиаллилдиметиламин хлорид, 6 – производное полифлуорена. 

Полидопамин взаимодействует со многими металлическими поверхностями - Au, 

Ag, Pt и Pd, образование связей подтверждалось XPS-спектрами [154]. 

Рассмотрим подробнее взаимодействие PEG с золотом. PEG – незаряженный 

полимер, по данным моделирования молекула PEG располагалась плоско на поверхности 

золотого электрода и взаимодействовала с ним через атомы О [155]. Использование PEG с 

разной длиной цепи (n=4000-20000) позволило эффективно предотвращать сорбцию 

лигандов, например, доксорубицина, на стенках полистирольных планшет и при этом не 

влияло на адсорбцию на НЧЗ [156]. Однако присутствие PEG затрудняло адсорбцию НК, 

меченных FAM (фосфитамид флуоресцеина), на НЧЗ, причем тем сильнее, чем длиннее 

полимер: 5 % PEG 20000 полностью ее ингибировал [157]. По другим данным НЧЗ с 

присоединенными тиольными НК слипались в присутствии PEG [158]. Тиольные лиганды, 

например, меркаптогексанол, меркаптопропионовая кислота, меркаптоянтарная кислота и 

глутатион, препятствовали сорбции PEG на НЧЗ [159]. 

НЧЗ после взаимодействия с раствором поливинилметакрилата (РММА) или 

поливинилацетата (PVAc) в ацетоне высушивали без агрегации и в случае PMMA 

ресуспендировали без агрегации в DMF (диметилформамиде), DMSO 

(диметилсульфоксиде), метаноле, ацетоне, 1,2-пропандиоле, глицерине [160]. 
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2.4. Взаимодействие НЧЗ и соединений пептидной природы 

Нельзя обойти вниманием такую важную группу взаимодействующих с НЧЗ 

биомолекул, как пептиды и белки. При взаимодействии белков с НЧЗ имеет место 

химическая либо физическая адсорбция. На адсорбцию белков на НЧЗ помимо прочих 

факторов оказывают влияние форма белковой молекулы, аминокислотный состав, 

расположение гидрофобных и гидрофильных участков. Свой вклад в связывание вносят 

водородные связи, ван-дер-ваальсовы, гидрофобные, электростатические взаимодействия, 

стерическое отталкивание боковых групп [13]. Обзор литературных данных о 

взаимодействии белков и НЧЗ представлен в данной главе. 

2.4.1. Взаимодействие золота с аминокислотами 

В литературе можно найти работы о взаимодействии золота с индивидуальными 

аминокислотами: цистеином, цистином, метионином, триптофаном. Молекула цистеина 

содержит тиольную группу –SH и при взаимодействии с золотом образует связь Au-S [107, 

161]. Используя синтетический пептид, содержащий концевой остаток цистеина, как 

линкер, к НЧЗ присоединяли протеин G для дальнейшего связывания с определенными 

антителами [162]. 

При рН 7,4 87,84 % молекул цистеина находились в цвиттерионной форме, 2,54 % 

были положительно заряжены и 9,62 % незаряжены [163]. Адсорбированные молекулы в 

цвиттерионной форме взаимодействовали между собой, вызывая слипание НЧЗ [164]. 

Цистин (димер цистеина) сохранял свою дисульфидную связь целостной, т.к., согласно 

SERS-спектрам, она была достаточно удалена от поверхности золота, и взаимодействие с 

золотом осуществлялось посредством амино- и карбоксильных групп [165]. 

Метионин, еще одна содержащая серу аминокислота, взаимодействовала с 

поверхностью золота посредством аминогруппы и карбоксильной группы, причем 

аминогруппа была расположена так, что связь C-N была параллельна поверхности золотого 

кристалла, а карбоксильная группа почти перпендикулярна ей (рис. 10) [166]. 

 

Рисунок 10. Предполагаемая ориентация молекулы метионина относительно поверхности НЧЗ. 

Атомы С голубого цвета, S – желтого, H – белого, O- красного, N - синего. Адаптировано из [166]. 
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При адсорбции триптофана на двух типах НЧЗ - восстановленных цитратом 

(диаметром 40-50 нм) или борогидридом натрия (30-40 нм) - получали совершенно разные 

спектры SERS, согласно которым индольное кольцо располагалось более или менее 

перпендикулярно поверхности в случае цитратных НЧЗ и параллельно поверхности в 

случае борогидридных НЧЗ [26]. 

Взаимодействие НЧЗ с аминокислотами зависело от рН раствора, например, 

взаимодействие аспарагиновой кислоты усиливалось при рН 7,0 в отличие от лизина, 

который хорошо связывался при рН 11,0, т.е., непротонированная аминогруппа 

обеспечивала эффективное взаимодейстиве аминокислоты с НЧЗ [167]. 

2.4.2. Взаимодействие золота с белками сыворотки крови 

При попадании в организм человека НЧЗ окружаются множеством биомолекул: 

белков, липидов, полисахаридов, НК. Различные белки, содержащиеся в биологических 

жидкостях, специфически или неспецифически связываются с НЧЗ, образуя на их 

поверхности прочное покрытие – «белковую корону» [168]. Характеристика этого 

связывания зависит от множества факторов, включаящих форму, размер частиц, 

стабилизирующий наночастицы агент, условия инкубации и др. 

У ассоциатов, полученных при взаимодействии НЧЗ с белками сыворотки крови 

(быка или человека), определяли их гидродинамический радиус и ζ-потенциал методом 

динамического светорассеяния [169, 170]. Состав связавшихся белков определяли методом 

масс-спектрометрии после обработки ассоциатов трипсином [171, 172] для определения 

различий в составе сыворотки у здоровых и больных раком людей или влияния на него 

лазерного теплового воздействия. Из результатов измерения гидродинамического радиуса 

НЧЗ до и после образования «короны» рассчитали значения микроскопических констант 

диссоциации K`D и коэффициента Хилла n комплекса НЧЗ-белок для НЧЗ диаметром 40 

нм [173] согласно уравнению (1): 

 dz([белок])=dz(0)∙(1+ c[P]n/([P]n+K`D
n))1/3,      (1) 

где dz([белок]) и dz(0) – гидродинамический диаметр НЧЗ с белком и без него, Р – 

концентрация свободного белка. Рассчитанные значения были близки к тем, что получили 

при измерении интенсивности флуоресценции [8], и были равны, в частности, для 

стабилизированных цитратом натрия НЧЗ и BSA 226 ± 120 нМ, трансферрина – 55 ± 15 нМ. 

Значение коэффициента Хилла составило больше 1 для НЧЗ, модифицированных 

цистеином и тиогликолевой кислотой при меньших значениях K`D, что указывает на 

кооперативный характер связывания белков с этими частицами. 
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2.4.2.1. Взаимодействие золота с альбуминами 

Альбумин - один из основных белков плазмы крови, множество работ посвящено 

исследованию взаимодействия НЧЗ с BSA и HSA как с модельными белками, при этом его 

молекулу представляют как треугольную призму со стороной основания 8,4 нм и высотой 

3,15 нм [174, 168]. Молекула BSA состоит из 607 аминокислотных остатков и богата серой: 

содержит один остаток цистеина, 17 остатков цистина и пять остатков метионина. Помимо 

серосодержащих аминокислот в состав молекулы входят 60 остатков лизина [175, 176] и 

два остатка триптофана, способные взаимодействовать с золотой поверхностью. Для 

ковалентного связывания с НЧЗ имеет значение возможность образования связи Au-S. 

Между BSA и золотыми наностержнями, стабилизированными CTAB, методом XANES-

спектроскопии обнаружено уменьшение количества S-S-связей в белке и возникновение 

Аu-S-связей [175]. НЧЗ диаметром 1,5 нм, покрытые глутатионом (трипептидом, 

содержащим цистеин), использовали для защиты суперпарамагнитных наночастиц оксида 

железа (SPION) от адсорбции сывороточных белков [177]. 

Механизм образования НКЗ с использованием в синтезе BSA включал в себя 

формирование комплекса белок – ионы Au3+, за которым следовало восстановление Au3+ до 

Au+ остатками тирозина при повышенном рН. Однако роль аминокислотных остатков не до 

конца определена. Предположительно ионы AuCl4
- первоначально взаимодействовали с 

остатками лизина и аргинина. Хотя связь Au-S намного сильнее, взаимодействие с 

тиогруппой цистеина и дисульфидными мостиками затруднено, т.к. они пространственно 

недоступны при рН 5-7. При повышенном рН становилось возможным их взаимодействие 

с ионами золота, и образовывались стабильные мотивы –S-Au-S- [22]. 

НЧЗ, полученные методом цитратного восстановления HAuCl4, электростатически 

стабилизированы ионами цитрата натрия: их отрицательно заряженный слой на 

поверхности золота вызывает отталкивание соседних частиц. Молекулы BSA 

самопроизвольно прилипали к НЧЗ, стабилизированным цитратом натрия. Описано две 

гипотезы взаимодействия молекул BSA и покрытых цитратом натрия НЧЗ: гипотеза 

электростатического связывания и гипотеза вытеснения. Согласно первой гипотезе, за 

сильное связывание BSA и НЧЗ ответственно притяжение между положительно 

заряженными (при нейтральных и основных значениях рН) поверхностными 

аминокислотными остатками BSA и отрицательно заряженным цитратом, т.е., прямое 

взаимодействие BSA с самой поверхностью золота очень слабое. Согласно второй гипотезе 

цитрат замещался при адсорбции BSA функциональными группами аминокислот: 

аминогруппой лизина [178, 179], имидазольным кольцом гистидина [176] и тиогруппой 

цистеина. Структурные изменения адсорбируемого белка могли понизить свободную 
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энергию системы, а они часто являлись результатом денатурации белка при вытеснении 

цитрата. Соответственно, из гипотезы вытеснения возможны два следствия: 1) вытеснение 

осуществлялось нативным белком или 2) вытеснение происходило при денатурации белка 

на поверхности НЧЗ. В последнем случае молекула белка меняла конформацию так, что 

специфические функциональные группы аминокислот становились доступны для 

связывания с поверхностью НЧЗ. По данным LSPR и DLS (динамического светорассеяния) 

молекула BSA занимала 25 нм2 поверхности НЧЗ, это могло означать, что во 

взаимодействии с поверхностью участвовало не более 26 аминокислот [180]. 

Методом спектроскопии комбинационного рассеяния устанавлено, что при 

адсорбции молекул HSA на НЧЗ диаметром 40 и 70 нм в первую очередь возникали 

электростатические и гидрофобные взаимодействия, а при инкубации продолжительностью 

8 – 9 ч образовалась связь S-Au, в ее формировании могли быть задействованы как 

дисульфидные связи остатков цистина, так и тиогруппа остатка цистеина [181]. В другом 

исследовании выявлен следующий порядок силы неспецифических взаимодействий BSA и 

НЧЗ [176]: гидрофобные > COO- > NH3
+ > OH > этиленгликоль.  

Параметры связывания BSA с НЧЗ зависели от их размера, формы, 

стабилизирующего агента, условий связывания, выбранного метода исследования, в итоге 

разные исследователи получали разные результаты (таблица 3), которые обобщены в работе 

[182]. 

Таблица 3. Значения константы ассоциации для BSA и НЧЗ. 

стабилизатор форма линейные 

размеры или 

диаметр, нм 

растворитель метод Ка, М
-1 

цитрат сфера 18 ± 2 вода флуоресценция 2,34∙1011 

СТАВ стержень (70 ± 10)*(30 ± 5) вода флуоресценция 5,0∙104 

глутатион сфера 40 ± 5 PBS3 флуоресценция 3,16∙1011 

цитрат сфера 20 ± 4 вода CD6 7,14∙108 

цитрат сфера 10 вода QCM7 1,0∙106 

цитрат сфера 15 PBS флуоресценция 3,0∙109 

цитрат сфера 51 HEPES4 SCS8 4,0∙103 

PAA1 стержень 54,0*15,9 MOPS5 ACE9 7,93∙104 

mPEG-SH2 стержень 54,0*15,9 MOPS ACE 1,53∙104 

1 PAA – полиакриловая кислота, 2 mPEG-SH – тиолированный 

метоксиполи(этиленгликоль), 3 PBS – фосфатно-солевой буферный раствор, 4 HEPES - 
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4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтан сульфокислота, 5 MOPS - 3-(N-

морфолино)пропансульфокислота, 6 CD – круговой дихроизм, 7 QCM - пьезокварцевое 

микровзвешивание, 8 SCS – рассеивающая корреляционная спектроскопия, 9 ACE – 

аффинный капиллярный электрофорез. 

Адаптировано из [182]. 

Применение QCM в комбинации с измерением ζ-потенциала (дзета-потенциала) 

позволило изучить параметры связывания BSA и НЧЗ без введения метки в белок. 

Изменение частоты резонатора, свидетельствовавшее об образовании слоя адсорбата (BSA) 

на поверхности золота, преобразовано в значение поверхностного покрытия золота 

молекулами белка. Зависимость покрытия от концентрации белка аппроксимировано 

уравнением изотермы Лэнгмюра. Измерения проведены для прямого и последовательного 

осаждения белка на покрытую и непокрытую цитратом поверхность золота. Полученные 

значения покрытия и константы Лэнгмюра приведены в таблице 4. 

Таблица 4. Параметры связывания BSA и НЧЗ. 

метод осаждения прямое последовательное 

покрытие цитратом + + - 

покрытие поверхности, 1012 мол./см2 3,7 ± 0,2 3,2 ± 0,3 9,2 ± 0,8 

константа Лэнгмюра, мкМ-1 1,0 ± 0,3 0,05 ± 0,01 0,02 ± 0,005 

Адаптировано из [183]. 

Указано, что приведенные значения константы Лэнгмюра служили лишь 

качественной оценкой силы связывания. Разница в значениях для разных методов 

осаждения связана с тем, что при прямом осаждении все количество белка добавлялось 

разом, и электростатическое взаимодействие сильнее, т.к. отрицательный заряд покрытых 

цитратом НЧЗ был максимален, а при последовательном осаждении заряд поверхности 

постепенно уменьшался при добавлении того же количества белка порциями. Результаты 

подтвердили, что для покрытых цитратом НЧЗ основным являлся электростатический 

механизм взаимодействия с белком. Более высокое покрытие белком поверхности «голых» 

НЧЗ говорило о том, что связывание сопровождалось денатурацией белка. При связывании 

BSA с поверхностью золота изменялось количество атомов О (данные XPS), 

содержавшегося в молекулах воды, т.е., при адсорбции происходила дегидратация белка 

[183]. 

На основании измерений гидродинамического радиуса конъюгатов НЧЗ диаметром 

51 нм и BSA рассчитаны значения константы связывания KD = 256 ± 50 мкM и 

коэффициента Хилла n = 0,4 ± 0,1, значение которого указывало на антикооперативный 

характер связывания [184]. 
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2.4.2.2. Взаимодействие НЧЗ с убиквитином, миоглобином, гемоглобином и 

другими белками 

Методами ЯМР, динамического светорассеяния и двумерного ядерного магнитного 

резонанса (CSP-анализа) исследовано взаимодействие убиквитина с НЧЗ диаметром 10-30 

нм при рН 7,7, причем отмечено изменение химических сдвигов в ЯМР-спектре. С 

поверхностью НЧЗ связывалось несколько аминокислотных остатков: Gln2, Ile3, Leu15, 

Val17 и Glu18. Свободные молекулы белка участвовали в быстром обмене со связанными 

молекулами. Такой метод пригоден для исследования взаимодействия с НЧЗ и других 

белков массой до 50-60 кДа [185]. 

В миоглобине лошади содержится два остатка тирозина, два остатка триптофана, 6 

остатков фенилаланина. Согласно спектральным данным (SERS и комбинационного 

рассеяния) вклад во взаимодействие с золотом вносили тирозин, а также лизин, 

карбоксильные группы аспартата и глутамата и/или соадсорбированного цитрата натрия. 

При взаимодействии НЧЗ (30 нм) с миоглобином в низкой концентрации он вел себя как 

соль, взаимодействуя лишь электростатически и вызывая слипание НЧЗ, а при высокой 

концентрации, превосходящей необходимую для полного покрытия, адсорбция белка 

преобладала над слипанием (или происхождила быстрее), и каждая НЧЗ оказывалась 

покрытой слоем молекул миоглобина и изолированной от других. Авторы ссылались на 

другие работы, где наблюдались подобные изменения в спектрах SERS при взаимодействии 

НЧЗ с BSA при изменении концентрации белка. Порог концентрации миоглобина для таких 

изменений составил 10-7 М [186].  

Гемоглобин адсорбировался на цитратных НЧЗ (15 нм), возможно, за счет входящих 

в его состав остатков цистеина [187]. 

Неясно, за счет каких аминокислот взаимодействовал с золотом цитохром с, но по 

спектрам оптического поглощения устанавлено, что на одной НЧЗ 15 нм адсорбировалось 

700 молекул белка, образовав покрытие из трех слоев [148]. 

GB3 – небольшой белок, состоящий из 56 аминокислотных остатков. Дикий тип 

белка не содержит цистеина, а мутант К19С содержит. По данным ЯМР они связывались с 

НЧЗ практически в одинаковом количестве, вероятно, за счет остатков лизина 4, 19, 28 и 

50 [188]. Однако, поскольку меркаптобензимидазол (MBI) вытеснял два варианта белка с 

разной эффективностью, очевидно, что наличие цистеина в мутатнтном белке влияло на 

его связывание с НЧЗ [75]. 

При адсорбции флуоресцентно меченных белков на поверхность НЧЗ получены 

разные значения покрытия для случаев адсорбции одного белка и для последовательной и 
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одновременной адсорбции двух белков (малатдегидрогеназы и цитратсинтазы), что 

подтверждало влияние уже адсорбированного слоя молекул на последующий [189]. 

НКЗ можно получить  путем тетрафторборатного восстановления Au3+с 

использованием в синтезе обогащенного гистидином белка HRE с последовательностью 

Ala-His-His-Ala-His-His-Ala-Ala-Asp. Так получают НКЗ с определенными оптическими 

свойствами. Для установления того, какие из остатков гистидина задействованы в 

образовании кластера, проведено связывание со специфичным реагентом – комплексным 

соединением никеля с нитрилтриуксусной кислотой, имевшем два сайта для координации 

гистидина. Устанавлено, что остатки гистидина в белке HRE делились на две группы, His 2 

и His 5, His 3 и His 6, одна из которых была доступна для комплексообразования, а другая 

нет, так как взаимодействовала с золотом. [28]. 

В работе, посвященной исследованию взаимодействия НЧЗ диаметром 95 нм с 

различными биомолекулами [190], при измерении размера частиц и ζ-потенциала методом 

динамического светорассеяния выявлено несколько разных режимов связывания белков с 

НЧЗ: для BSA и IgM (иммоноглобулинов класса М) – электростатические взаимодействия 

с ионами цитрата натрия, а для IgG (иммоноглобулина класса G)  – вытеснение цитрата. 

Также установлено, что BSA и IgG кролика образовывали стабильный монослой на 

поверхности НЧЗ, а IgG и IgM человека после взаимодействия с НЧЗ вызывали образование 

кластеров. 

Для ряда радиоактивно меченных белков были рассчитаны константы связывания с 

НЧЗ диаметром 15 ± 2 нм на основе графиков изотермы Лэнгмюра с линеаризацией в 

координатах Скэтчарда [191]. В таблице 5 приведены параметры связывания белков с НЧЗ. 

Таблица 5. Параметры связывания различных белков с НЧЗ. 

белок молекулярная 

масса, кDa 

мол/НЧЗ 

 

KD, 

нМ 

площадь/мол., 

нм2 

инсулин свиньи 5,88 200 321,1 3,6 

миоглобин кашалота 17,00 87 200,4 7,6 

пероксидаза хрена 40,00 61 79,0 11,8 

белок А золотистого стафилококка 41,00 60 343,9 10,9 

BSA 68,00 39 160,3 17,5 

галактозилированный BSA 75,00 15 39,1 47,1 

лактоферрин человека 80,00 35 13,6 20,3 

трансферрин крысы 90,00 31 9,5 23,3 

каталаза печени быка 250,000 18 11,5 36,5 



34 

 

белок молекулярная 

масса, кDa 

мол/НЧЗ 

 

KD, 

нМ 

площадь/мол., 

нм2 

липопротеины низкой плотности 

человека 

350,000 9 4,7 73,8 

ферритин человека 450,000 8 4,0 81,8 

полимерный IgA1 человека 500,000 4 3,9 182,5 

1Ig A – иммуноглобулин класса А 

Адаптировано из [191]. 

 Отметим, что при увеличении молекулярной массы белка значение KD уменьшалось, 

что может говорить о повышении аффинности белков. Если сравнить данные по 

связыванию BSA с НЧЗ 51 нм [184] и 13 нм, то разница в значении KD составила три 

порядка. Таким образом, количественные характеристики связывания зависят от вида НЧЗ 

и способа измерения данных. 

2.4.2.3.Стрептавидин, авидин, антитела 

Свойства многих белков прочно адсорбироваться на поверхность НЧЗ [192, 187] 

использовали для приготовления устойчивых конъюгатов, например, со стрептавидином 

[193] или авидином [194], некоторые из них коммерчески доступны [71, 195]. На 

поверхность НЧЗ адсорбировали антитела для колориметрической детекции различных 

патогенов [196], к примеру, к афлатоксину В1 [197] или к Salmonella Typhimurium; этот 

способ детекции связан с агрегацией НЧЗ, покрытых антителами, вокруг патогена-мишени 

[14]. При детекции антигена также могло происходить образование сэндвич-структур 

антитело-антиген-антитело, где антитело связано с НЧЗ, а детекция антигена (IgG человека) 

сопряжена с изменением гидродинамического радиуса НЧЗ [198]. Антитела инкубировали 

с НЧЗ в течение 1 часа при комнатной температуре при соотношении антитела:НЧЗ 9:8 

[199]. Получены и конъюгаты НЧЗ одновременно с антителами и тиольными НК [200]. 

2.4.3. Методы и подходы к поиску пептидных последовательностей, 

взаимодействующих с НЧЗ 

В литературе представлены работы по комбинаторному анализу аминокислотной 

последовательности пептидов с целью выявления наиболее подходящего для прочного 

связывания или стабилизации НЧЗ варианта. 

Исследование влияния состава и длины пептида на стабильность НЧЗ проводили на 

примере 58 пентапептидов, сконструированных с учетом следующих вариативных 

параметров: длина, якорная аминокислота (позиция 1), гидрофобное ядро (позиции 2 и 3), 

карбоксильный конец (позиции 4 и 5). Каждый пептид инкубировали с НЧЗ (12,3 нм), а 

затем проверяли стабильность в солевых условиях. В результате была выбрана 
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последовательность Cys-Ala-Leu-Asn-Asn, в которой якорем служил остаток цистеина, 

взаимодействовавший с НЧЗ и за счет SH-, и за счет NH2-группы. Остатки аланина и 

лейцина вносили вклад в самоассоциацию пептида, а остатки аспарагина участвовали во 

взаимодействии с НЧЗ благодаря амидной группе в боковой цепи и С-концевой 

карбоксильной группе [201]. 

Методом XPS-спектроскопии было проанализировано взаимодействие 

пентапептидов вида Gly-Gly-X-Gly-Gly и Х5 и декапептидов вида X10 с покрытым золотом 

субстратом. Общая тенденция заключалась в том, что для гидрофобных боковых цепей 

взаимодействие с золотом оказалось предпочтительнее взаимодействия с растворителем. 

Для гидрофобных остатков плотность покрытия была выше у компактных Ala, Thr, Val, чем 

у объемных Lys, His, Trp, Tyr, для полярных и заряженных остатков наоборот: плотность 

была выше у объемных Arg, Glu, Gln, чем у более компактных Ser, Asn, Asp [202]. 

В более поздней работе [203] были объединены результаты нескольких 

исследований. Методом QCM были определены кинетические и термодинамические 

параметры связывания с поверхностью золота 12 пептидов, выбранных по их 

эффективности связывания с золотом, палладием (Pd4), серебром (AgBP1, AgBP2) и 

кварцем (QBP1) (таблица 6). Для всех этих пептидов, даже специфичных не к золоту, 

получены высокие значения свободной энергии адсорбции, сравнимые со значениями 

энергии адсорбции тиолов, однако эти взаимодействия представляли собой вклад 

нескольких более слабых нековалентных связей, чем отдельная связь Au-S у тиола. Таким 

образом, достижение аффинности к выбранной мишени в процессе селекции не 

гарантирует высокой специфичности к ней. Также оценили значения свободной энергии 

Гиббса для покрытия поверхности золотого электрода каждым пептидом в максимальной 

концентрации (15 мкМ).  

Таблица 6. Термодинамические параметры связывания нескольких белков с золотом. 

пептид последовательность ΔG, 

кДж/моль 

AuBP1 Trp-Ala-Gly-Ala-Lys-Arg-Leu-Val-Leu-Arg-Arg-Glu -37,6±0,9 

GBP1 Met-His-Gly-Lys-Thr-Gln-Ala-Thr-Ser-Gly-Thr-Ile-Gln-Ser -37,6±1,0 

B1 Leu-Lys-Ala-His-Leu-Pro-Pro-Ser-Arg-Leu-Pro-Ser -36,6±1,2 

AuBP2 Trp-Ala-Leu-Arg-Arg-Ser-Ile-Arg-Arg-Gln-Ser-Tyr -36,4±0,3 

Midas2 Thr-Gly-Thr-Ser-Val-Leu-Ile-Ala-Thr-Pro-Tyr-Val -35,7±1,2 

AgBP2 Glu-Gln-Leu-Gly-Val-Arg-Lys-Glu-Leu-Arg-Gly-Val -35,3±1,2 

Z2 Arg-Met-Arg-Met-Lys-Met-Lys -35,0±0,6 
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пептид последовательность ΔG, 

кДж/моль 

QBP1 Pro-Pro-Pro-Trp-Leu-Pro-Tyr-Met-Pro-Pro-Trp-Ser -35,0±1,1 

A3 Ala-Tyr-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Met-Pro-Pro-Phe -31,8±0,3 

AgBP1 Thr-Gly-Ile-Phe-Lys-Ser-Ala-Arg-Ala-Met-Arg-Asn -31,6±0,2 

Z1 Lys-His-Lys-His-Trp-His-Trp -31,3±0,1 

Pd4 Thr-Ser-Asn-Ala-Val-His-Pro-Thr-Leu-Arg-His-Leu -30,3±0,2 

Жирным шрифтом обозначены аминокислотные остатки, контактирующие 

 с поверхностью золота согласно результатам моделирования. 

Адаптировано из [203].  

Анализ приведенных данных показал, что чаще всего в последовательностях этих 

пептидов встречались остатки Arg и Ser, а также Lys, His, Met, Thr, Leu, Ala, Pro, а среди 

остатков, контактировавших с поверхностью золота согласно результатам моделирования 

– остатки Arg, Met и Trp, т.е. и заряженные, и незаряженные, и полярные, и гидрофобные 

аминокислотные остатки в составе пептидов взаимодействовали с золотом. 

2.4.4. Методы детекции адсорбции белков на НЧЗ, основанные на измерении 

флуоресценции аминокислот 

Для детекции биомолекул часто используются флуоресцентные метки. Это 

сопряжено с дополнительными этапами подготовки проб и повышением стоимости 

анализа. В качестве примера безметочной детекции адсорбции белков на НЧЗ можно 

упомянуть методику измерения собственной флуоресценции триптофана в составе белков 

λex = 280 нм, λem = 340-360 нм). Данную методику применяли в исследовании связывания 

с НЧЗ диаметром 24 нм ряда белков – BSA, HSA, Ig G, STI (ингибитор соевого трипсина 

Кунитца), протеина G [204, 205, 174, 168]. Измерение остаточной интенсивности 

флуоресценции проводили в супернатанте после отделения НЧЗ с присоединенным белком, 

что позволило получить данные линейной зависимости интенсивности сигнала от 

концентрации белка. Из полученных данных были рассчитаны константы связывания 

белков с НЧЗ по методу Скэтчарда согласно уравнению (2): 

RL/[L]=(N-RL)/KD,         (2) 

где [L] – концентрация свободного белка, RL – количество молекул белка, связанных с 

одной НЧЗ, KD – равновесная константа диссоциации комплекса, N- число сайтов 

связывания на одной НЧЗ. Полученные кривые имели вид гиперболы как в случае 

комбинации двух графиков с разной линейной зависимостью (рис. 11), поэтому авторы 

сделали вывод, что при увеличении концентрации белка константа связывания 

увеличилась, т.е., наблюдалась отрицательная кооперативность связывания. 
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 Рисунок 11. Кривая связывания BSA с НЧЗ в координатах Скэтчарда. Kd(1) определена при 

концентрации BSA ниже точки насыщения, Kd(2) определена при концентрации BSA, близкой к точке 

насыщения. [L] – концентрация свободного BSA, RL - число молекул BSA, связанных с одной НЧЗ. 

Адаптировано из [205]. 

Рассчитанные значения константы связывания для Ig G, BSA, протеина G, STI были 

равны 4, 6, 10, 15 нМ на начальном участке зависимости и 25, 76, 175, 100 нМ на участке 

насыщения соответственно. Показана зависимость покрытия НЧЗ молекулами белка от 

молекулярной массы белка: 52, 90, 500, 550 мол/НЧЗ для Ig G, BSA, протеина G, STI с 

молекулярной массой 150, 66, 26 и 20 кДа соответственно. 

 Таким же способом – по тушению собственной флуоресценции триптофана, 

тирозина и фенилаланина – рассчитаны константы связывания KD белков, 

преимущественно циркулирующих в крови, таких как альбумин, фибриноген, гамма-

глобулин, гистоны и инсулин, на НЧЗ разных размеров – от 5 до 100 нм согласно уравнению 

Хилла (3) [8]: 

Q/Qmax=[NP]n/(KD
n + [NP]n),        (3) 

где Q – тушение интенсивности флуресценции, n- коэффициент Хилла, [NP] – 

концентрация НЧЗ. Значения констант связывания составили порядка 1∙10-5 М для НЧЗ 

диаметром 5 нм, 1∙10-6 М для 10 и 20 нм, 1∙10-7 М для 30 и 60 нм, 1∙10-8 М для 80 нм. Значение 

коэффициента Хилла для всех белков и всех размеров частиц меньше единицы: 1 > n > 0,61, 

кроме инсулина, для которого значение n было равно 1,61, 2,11, 3,64 для НЧЗ диаметром 

60, 80, 100 нм соответственно [205]. Таким образом, белки проявили большее сродство к 

НЧЗ большего диаметра. 

 Еще один метод – измерение флуоресценции тирозина после переноса энергии с 

триптофана – использовали для изучения связывания HSA с золотом [206]. Определили 

сайт связывания молекулы BSA c золотом путем измерения флуоресцентного сигнала 

триптофана [207]. Данные Raman-спектроскопии подтвердили близость пиррольного 

кольца триптофана 212 к поверхности золота [206]. По тушению флуоресценции Trp212 

заключили, что связывание молекулы BSA с НЧЗ (3-4 нм) происходило в сайте I в 

гидрофобном кармане субдомена IIA, где находился Trp 212 (рис. 12). Этот вывод 
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подтвердился контрольными экспериментами по связыванию варфарина, которое, как было 

показано ранее, происходило именно в этом сайте [207]. 

 

 Рисунок 12. Схема взаимодействия НЧЗ с субдоменом IIA молекулы BSA. Адаптировано из [207]. 

Белковые молекулы отличаются большим разнообразием по размеру, пространственной 

структуре и набору функциональных групп, поэтому их связывание с НЧЗ происходит по 

разным механизмам и характеризуеся разными типами взаимодействия и влиянием на 

стабильность коллоида НЧЗ. Это направление исследований остается актуальным, т.к. 

вопрос о типах взаимодействия белков с поверхностью золота, а также о вовлеченных в 

него аминокислотных остатках остается открытым. 

2.5. Взаимодействие НЧЗ с нуклеиновыми кислотами 

Огромное значение в современных химико-биологических исследованиях имеют 

ассоциаты НЧЗ и НК. Молекулы НК могут взаимодействовать с поверхностью золота 

нековалентно посредством фосфатных групп и азотистых оснований. Механизмы 

нековалентного взаимодействия НК с поверхностью НЧЗ требуют детального изучения для 

выявления закономерностей их связывания в зависимости от условий: нуклеотидного 

состава НК, длины НК, температуры и рН среды, типа соли и ее концентрации и др. Эти 

закономерности изучаются при взаимодействии золотой поверхности с азотистыми 

основаниями, дезоксинуклеотидами, олигонуклеотидами, плазмидами разнообразными 

физико-химическими методами (таблица 7).  

Таблица 7. Сродство азотистых оснований и их производных к золоту. 

субстрат лиганд метод сродство ссылка 

золотые пленки азотистые основания ΔНдесорбции G>A>C>T 208 

золотые пленки дезоксирибонуклеозиды ΔНдесорбции G>C>A>T  208 

НЧЗ 13 нм дезоксирибонуклеозиды колориметрия G, C>A>T 209 

кластеры Au3 азотистые основания MD G>A>C>T 210 

золотые пленки N25 SERS, плотность 

покрытия 

A>C>T 

 

211 
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субстрат лиганд метод сродство ссылка 

НЧЗ 6,5 нм азотистые основания ΔНвзаимодействия C>G>A(>T) 167 

НЧЗ 13 нм N20 колориметрия A,T>G,C 212 

золотые пленки N5 FTIR, XPS A>C≥G>T  213 

НЧЗ T10NNTNN интенсивность 

флуоресценции 

A>C>G>T 43 

При анализе этих закономерностей складывается противоречивая картина: 

предпочтение в связывании с поверхностью золота можно отдать как гуанину и его 

производным, так и аденину и его производным, реже цитозину и тимину. Данная глава 

посвящена подробному анализу этих закономерностей. 

2.5.1. Взаимодействие золота с азотистыми основаниями, нуклеозидами, 

нуклеотидами 

При измерении температуры десорбции азотистых оснований с поверхности 

золотых пленок в вакууме было обнаружено, что температура десорбции и значения 

энергии десорбции уменьшались в следующем ряду: G>A=C>T, однако для 

дезоксирибонуклеозидов значения энергии десорбции практически равны (таблица 8). 

Авторы сделали вывод, что пиримидины, в особенности тимин, взаимодействовали с 

поверхностью золота слабее, чем пурины, энергия связывания составлила около 110 

кДж/моль, что близко к значениям энергии ковалентной связи тиольной группы с НЧЗ (120 

– 160 кДж/моль) [208]. 

Таблица 8. ΔНдесорбции азотистых оснований и дезоксирибонуклеотидов с поверхности золота. 

азотистые основания ΔНдесорбции, 

кДж/моль, 

2`дезоксирибонуклеозиды ΔНдесорбции,  

кДж/моль, 

тимин 110±2 тимидин 109±3 

цитозин 130±5 цитидин 114±2 

аденин  129±4 аденозин 112±4 

гуанин 144±2 гуанозин 120±2 

Группа Миркина использовала колориметрический метод для определения степени 

сродства к НЧЗ дезоксинуклеозидов, т.к. при инкубации НЧЗ с незаряженными молекулами 

наблюдалось слипание НЧЗ, сопровождавшееся изменением цвета коллоида с красного на 

синий. Сродство дезоксинуклеозидов к НЧЗ уменьшалось в ряду: G, C > A > T [209], причем 

при инкубации с dT не происходило слипания частиц, на основании чего был сделан вывод 

о неспособности dT сорбироваться на поверхности НЧЗ. 

Следует отметить, что для исследования взаимодействий НК с поверхностью золота 

широко применяется метод молекулярной динамики и компьютерное моделирование [214]. 
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Так, методом молекулярной динамики моделировали взаимодействие азотистых оснований 

с поверхностью золота и рассчитали энергию связывания, причем расчеты хорошо 

коррелировали с литературными данными [208]. Энергия связывания уменьшалась в ряду 

G>A>C>T. При моделировании связывания двух одинаковых оснований был показан 

выигрыш в энергии связывания пар GG и TT по сравнению со связыванием единичных 

молекул, что указывает на кооперативный характер связывания G и Т [210]. 

Моделирование взаимодействий азотистых оснований и кластеров Au3 [215] 

позволило оценить энергию связывания золота и каждого «якорного сайта» азотистого 

основания, а также суммарную энергию связывания каждого азотистого основания, которая 

уменьшается в ряду G>A>C>T, что согласуется с другими литературными данными [208]. 

Кимура-Суда с соавторами исследовали взаимодействие гомоолигонуклеотидов 

длиной 5 нт. с золотыми пленками, используя FTIR- и XPS-спектроскопию. В результате 

была получена такая зависимость сродства гомоолигонуклеотидов к золоту: A>C≥G>T 

[213]. 

Отметим, что независимо от типа золотого субстрата и метода анализа, практически 

все исследователи заключали, что пуриновые основания, нуклеозиды и нуклеотиды 

взаимодействовали с золотом прочно, а тимин и его производные - слабо. 

2.5.2. Взаимодействие НК, несущих фосфотиоатную модификацию, с НЧЗ 

НК, несущие фосфотиоатную модификацию (PS-НК), вызывают у исследователей 

особый интерес благодаря их устойчивости к действию нуклеаз и окислению. Их 

применяют в различных биосенсорах, для взаимодействия с белками, для исследования 

ферментативных механизмов [88]. 

PS-НК присоединяли к НЧЗ после взаимодействия с BIDBE (N,N`-бис(α-йодацетил)-

2,2`-дитиобис(этиламин)) посредством PS-группы (рис. 13) [216]. 

В ряде работ PS-НК использовали как замену тиольным НК для присоединения к 

поверхности золота [84, 85, 86, 87], серебра [217], нанокристаллам CdTe [218]. 

Присоединяемая НК содержала на 5`-конце 6 или 10 тиминов, каждый с фосфотиоатной 

модификацией, которая, как и тиольная группа; служила «якорем» на поверхности НЧЗ. 

Описан способ приготовления кластеров присоединения за счет гибридизации 

фосфотиоатных НК в составе ассоциатов с серебрянымы НЧ и тиольных Нк в составе 

ассоциатов с НЧЗ. Длина тиольной НК составлила 100 нт., PS-НК – 59, 62, 65 нт. с 3, 6 или 

9 PS- модификациями [217]. 
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Рисунок 13. Взаимодействие BIDBE и фосфотиоатной группы НК. Адаптировано из [211]. 

 Свойство PS-НК связываться с поверхностью золота исследовали в своей работе Лиу 

с соавторами [88]. Они сконструировали несколько НК длиной 21 нт., содержащих с 5`-

конца 9 остатков А и затем 12-звенную гетеропоследовательность для гибридизации с 

комплементарной НК. Одна из НК содержала 8 модифицированных фосфатов в polyA-

тракте, вторая несла тиольную группу на 5`-конце (SH-НК), а третья НК представляла собой 

немодифицированную НК (РО-НК) (рис. 14).  

 

Рисунок 14. Связывание PO-НК (A), PS-НК (Б), SH-НК (В) с НЧЗ. Адаптировано из [88]. 

Все НК содержали остаток флуоресцеина на 3`-конце. Адсорбцию НК на НЧЗ 

проводили при низком рН. По интенсивности флуоресценции была рассчитана плотность 

посадки разных 21-звенных НК, которая составлила приблизительно 80, 60 и 50 мол./НЧЗ 
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для тиольной, фосфотиоатной и немодифицированной НК соответственно. Исследование 

кинетики вытеснения НК с поверхности НЧЗ глутатионом показало относительную 

прочность связывания этих НК с НЧЗ: SH-НК > PS-НК > РО-НК. Также было проведено 

исследование набора НК с одной и той же гетеропоследовательностью, но с разной длиной 

polyA-тракта с модифицированными фосфатами – 2, 5, 9. 13 и 17 нт. Измерение плотности 

посадки этих НК на поверхность НЧЗ показало, что именно polyA-тракт с 

модифицированными фосфатами адсорбировался на частицах, выиграв конкуренцию в 

адсорбции у немодифицированных нуклеотидов в составе НК. При измерении соотношения 

оптической плотности на длине волны 520 и 650 нм у ассоциатов НЧЗ и НК, содержавших 

Т9PS- либо А9PS-тракт после инкубации в солевых условиях были получены примерно 

одинаковые значения, свидетельствовавшие о равнозначной устойчивости таких 

ассоциатов, несмотря на разный состав PS-тракта. Использование PS-модификации, по 

мнению авторов, позволило точечно адсорбировать на НЧЗ нужные участки НК независимо 

от их последовательности, т.к. взаимодействие PS-группы с золотом сильнее, чем 

нековалентное взаимодействие азотистых оснований. Тем самым значительно облегчалась 

задача последующей гибридизации с комплементарной НК. Немаловажно и то, что 

стоимость PS-модификации НК существенно ниже стоимости тиольной модификации 

[219]. Таким образом, для решения ряда задач выбор PS-НК предпочтительнее по 

сравнению с тиольными НК. 

2.5.3. Нековалентное взаимодействие немодифицированных НК с НЧЗ 

Работы, связанные с нековалентным связыванием НК с НЧЗ, можно (условно) 

разделить на две группы: фундаментальные исследования закономерностей такого 

связывания и исследования, направленные на разработку ассоциатов НЧЗ-НК для 

различных применений. Различие между этими группами работ в целом заключается в 

разных условиях связывания НЧЗ и НК: в исследовательских работах чаще всего 

использовали метод низкого рН и salt-aging метод, а в прикладных обычно проводили 

короткую инкубацию без изменения рН. Для изучения нековалентного связывания с НЧЗ в 

последовательности НК нередко выделяли определенные блоки в последовательности НК, 

присваивая им разные функции. 

2.5.3.1.Фундаментальные исследования 

2.5.3.1.1. Блочные олигонуклеотиды: polyA-тракт 

Олигонуклеотиды, содержащие polyA-тракт, широко используются для 

нековалентной адсорбции на НЧЗ поверхности золота [220 , 221, 222, 223, 224, 225]. Группа 

Фан Ли исследовала взаимодействие НЧЗ диаметром 13 нм с НК, содержавшими polyA-

блок различной длины (5, 10, 15, 20, 30 н.) и не содержавшими его, а с использованием в 
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качестве сравнения НК, несших тиольную группу. Инкубацию НЧЗ с НК проводили при 

нейтральном рН в течение 16 ч с дальнейшим добавлением NaCl. Показано, что НЧЗ, 

инкубированные с НК, не содержавшими тиольную группу или polyА-блок, были 

одинаково устойчивы в солевых условиях до 0,3 M NaCl, в то время как НЧЗ, 

инкубированные с НК, не содержавшими polyA-блок, начинали слипаться и менять цвет 

уже при содержании NaCl больше 20 мM. Исследование устойчивости ассоциатов с polyA-

содержавшими НК к вытеснению НК, несущими polyT-блок показало, что лишь несколько 

молекул polyA-содержавших НК десорбировались из-за комлементарных взаимодействий. 

Исследователи пришли к выводу, что именно polyA-тракт целиком адсорбировался на 

поверхности НЧЗ, обладая бóльшим сродством к НЧЗ, чем олигонуклеотиды другого 

состава, причем на поверхности НЧЗ диаметром 13 нм могло адсорбироваться до 

четырехсот остатков аденина [226]. 

Фан Ли с соавторами использовали НЧЗ диаметром 15 нм для получения ассоциатов 

с НК, содержавшими CpG-мотив и А5- или А15-тракт. Благодаря НЧЗ такие ассоциаты могли 

проникать в клетки, что необходимо для исследования терапевтических перспектив CpG-

содержащих НК. Было показано, что тиольная НК адсорбировалась в количестве 74, А5-

CpG - 50, A15-CpG – 24 мол./НЧЗ [227]. 

Основываясь на более выгодной адсорбции polyA-блока в составе НК на 

поверхности НЧЗ и зависимости числа адсорбированных молекул НК от длины polyA-

блока [226], Хао Пей с соавторами разработали способ получения НЧЗ, на которой 

адсорбирована только одна молекула НК [228]. Ее свободный 3`-конец содержал 

определенную последовательность, комплементарную другой НК, адсорбированной на 

поверхности другой НЧЗ. Таким образом, при взаимодействии двух типов НЧЗ 

происходило контролируемое образование именно димеров НЧЗ. НЧЗ были 

предварительно обрабатаны бис(п-сульфонатофенил)фенилфосфином дикалия дигидратом 

(BSPP) для повышения устойчивости в солевых условиях инкубации с НК; он легко 

замещался polyA-содержащей НК. Затем НЧЗ инкубировали в концентрации 100 нM с 500 

нM НК при комнатной температуре в течение 15 мин при низком рН. Меняя длину polyA-

блока, авторы обнаружили, что при длине 80 нт. с выходом 90 % образовался димер НЧЗ, 

т.е., на каждой НЧЗ была адсорбирована одна молекула НК. Используя НЧЗ диаметром 5 и 

10 нм и НК с polyA-блоком разной длины, авторы получили димеры, тримеры, тетрамеры 

НЧЗ с выходом 63, 56 и 23 % соответственно. Образование этих структур подтверждено 

микроскопическими изображениями и анализом электрофоретической подвижности (рис. 

15). 
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Рисунок 15 Контролируемое получение димеров НЧЗ. А - схема взаимодействия НК и НЧЗ и 

образования димера НЧЗ, Б - гель-электрофорез двух типов ассоциатов НЧЗ и НК, В - ПЭМ-изображения 

димеров НЧЗ. Адаптировано из [228]. 

Другой группой исследователей был сконструирован композит из золотого 

электрода, на поверхность которого были ковалентно присоединены НЧЗ и НК для 

электрохимической детекции гербицида диквата. НК были комплементарны друг другу и 

содержали на 5`-конце блок ААА, образуя дуплекс с 5`-ААА-нависаниями [229]. 

Группа Лиу выявила зависимость эффективности связывания НК с НЧЗ от их 

последовательности при связывании FAM-меченных НК длиной 15 нт. с НЧЗ в 

соотношении 200:1. Показано, что С- и А-богатые НК адсорбировались на НЧЗ в большем 

количестве, чем Т-богатые: 60 – 130 и 30 мол./НЧЗ соответственно; НК смешанного состава 

адсорбировались в количестве 93 мол./НЧЗ. Авторы объясняли эти различия тем, что 

аденин и цитозин эффективно протонировались при рН 3,0 в отличие от тимина, чем 

уменьшали электростатическое отталкивание от НЧЗ. Однако не означало ли меньшее 

покрытие Т-богатыми НК, что они имели бóльшее сродство к НЧЗ и адсорбировались 

бόльшим числом оснований, чем А- и С-богатые НК? Основываясь на работе Фан Ли с 

соавторами [226], авторы сделали вывод, что А15 адсорбировалась на поверхности НЧЗ 

тремя концевыми основаниями. Чтобы проверить, не являлась ли адсорбция polyT просто 

более медленным процессом, чем адсорбция НК другого состава, исследовали кинетику 

связывания этих НК с НЧЗ. Было обнаружено, что процесс связывания выходил на плато 

через две минуты для всех НК, включая polyT [230].  

Стабильность ассоциатов НЧЗ с НК изучена на примере кинетики десорбции НК при 

рН 7,6: за 1 ч лишь 2 % Т15 десорбировалось с поверхности НЧЗ, десорбция А15 и С15 

составила менее 1 %. Добавление NaCl усиливало десорбцию 12-звенных НК, однако она 
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не достигала и 2 % за 1 ч. В то же время в 50 мM HEPES за четыре дня десорбировалось 50 

% ДНК. Ассоциаты проявили термическую стабильность при нагревании от 10 до 95 °С (рН 

7,6). 

Метод низкого рН, предложенный Лиу с соавторами [230], был использован для 

связывания НК, содержащих блок polyA длиной 10, 20 или 30 нт. и смешанную 

последовательность из 15 нт. и меченных остатком карбоксифлуоресцеина по 5`-концу, с 

НЧЗ диаметром 13 нм. Была исследована зависимость скорости десорбции НК от длины 

polyA-блока, температуры и концентрации NaCl. Оказалось, что степень десорбции 

увеличивалась при уменьшении длины polyA-блока (и длины НК в целом), и при 

повышении температуры концентрация NaCl не оказывала особого влияния на степень 

десорбции. Следует отметить, что в работе приведены не данные о количестве связавшихся 

молекул НК на частицу, а лишь доля десорбированной НК, определенная по интенсивности 

флуоресценции НК в растворе после вытеснения β-меркаптоэтанолом, что затрудняет 

интерпретацию результатов [231]. 

2.5.3.1.2. Трехблочные олигонуклеотиды 

Помимо НК с polyA-трактом для исследования связывания с золотом применяются 

НК, последовательность которых состоит из трех блоков. Остановимся подробнее на 

разных структурах таких трехблочных НК. 

Группа Лиу исследовала связывание НК с НЧЗ при различном рH [230]. Оказалось, 

что при нейтральном рН только 20 молекул НК длиной 12 нт. связывались с каждой НЧЗ 

при инкубации в течение ночи, тогда как при рН 3,0 процесс занимал несколько минут, а 

покрытие составило до 130 мол./НЧЗ. Связывание НЧЗ с НК проводили в двух вариантах: 

(1) связывание с гомопоследовательностями, содержавшими остаток флуоресцеина, в этом 

случае измеряли интенсивность флуоресценции супернатанта, (2) связывание с НК вида 

X(Y)13X, где X – A, G, C, T, Y – А, С, Т во всех возможных комбинациях, всего 12 

последовательностей (рис. 16), детекцию во втором случае осуществляли с помощью SYBR 

Green I. Связывание проводили при соотношении НК:НЧЗ равном 400:1. Из полученных 

данных были рассчитаны значения константы Лэнгмюра для рН 3,0 и рН 7,0, которые были 

равны 0,64 и 1,6 мкМ-1 соответственно. Это означает, что адсорбция НК на НЧЗ при рН 7,0 

была выгоднее, чем при рН 3,0, что противоречит расчетам по количеству связавшихся 

молекул НК на частицу при разных рН. Авторы заключили, что модель изотермы адсорбции 

Лэнгмюра неприменима для описания связывания НК с НЧЗ при низких значениях рН.  
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Рисунок 16. Покрытие НЧЗ молекулами НК в зависимости от их нуклеотидной последовательности. 

Адаптировано из [230]. 

Авторы сравнили заполнение НЧЗ молекулами НК при рН 3,0 и рН 7,0 при 

длительном связывании от 1 до 72 ч на примере НК с polyА-трактом длиной 9 нт. [232] и 

получили интересный результат: связывание при рН 3,0 занимало всего несколько минут и 

достигало 90 мол./НЧЗ, после увеличения рН до 7,0 и продолжительности инкубации до 72 

ч емкость упала до 50 мол/НЧЗ. В то же время связывание при рН 7,0 с постепенным 

увеличением концентрации NaCl до 100 mM  происходило намного медленнее, но через 72 

ч достигало того же значения, что и для рН 3,0 - 50 мол./НЧЗ (рис. 17). 

 

 Рисунок 17. Модель связывания НК с НЧЗ при рН 7,0 и рН 3,0. Адаптировано из [232]. 

Лиу с соавторами была предложена колориметрическая детекциюяДНК-мишени: 

ДНК-мишень связывала две НЧЗ, на которых были адсорбированы НК, комплементарные 

двум половинам мишени. По разнице в температуре плавления полностью 

комплементарного дуплекса и дуплекса с точечной мутацией можно детектировать 

мутацию в ДНК-мишени. Для того, чтобы такая детекция была возможна, необходимо 

обеспечить единообразное связывание НК с НЧЗ в одном направлении, иначе гибридизация 

с комплементарным олигонуклеотидом будет затруднена или невозможна. Для этой цели 

была сконструирована четырехблочная НК (рис. 18), содержащая на 5`-конце polyA/C-
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тракт для адсорбции, затем polyT-спейсер, 12-звенную последовательность для 

гибридизации с комплементарной НК и polyT/G-кэп на 3`-конце [232].  

 

 Рисунок 18. Схема взаимодействия НЧЗ с НК: А - тиольной НК), Б - немодифицированной НК и В – 

НК в структуре дуплекса с другой НК. Г - структура предложенной НК. Адаптировано из [232]. 

Функция polyT/G-кэпа и polyT-спейсера заключалась в том, чтобы предотвратить 

взаимодействие центральной, гибридизационной последовательности с НЧЗ и сделать 

более предпочтительной адсорбцию polyA-тракта. Однако стоит отметить, что эта модель 

сконструирована в предположении, что адсорбция для Т наименьшая, а для А наибольшая 

из всех азотистых оснований. Для предотвращения образования шпильки за счет 

взаимодействия polyT-кэпа с polyA-трактом уменьшали длину кэпа до трех оснований либо 

заменяли polyT-кэп на polyG-кэп. PolyA-тракт длиной менее 7 оснований не влиял на 

заполнение поверхности НЧЗ молекулами НК, а при увеличении длины polyA-тракта от 7 

до 20 оснований степень заполнения поверхности НЧЗ олигонуклеотидами зависела от 

длины polyА-тракта, как было показано в работе Фан Ли с соавторами [226]. 

 Трехблочные НК с polyA-трактом для связывания с НЧЗ, polyT-трактом для 

обеспечения перпендикулярной конформации и гибридизационным блоком были 

использованы в целой серии работ [233, 234, 235, 236]. В этих работах были определены 

оптимальные длины каждого блока и их функции на основе измерения плотности покрытия 

поверхности с помощью SERS и XPS-спектроскопии. Показано, что при высокой ионной 

силе (1 M NaCl или CaCl2) достаточными для прочного связывания и эффективной 

гибридизации оказались следующие длины блоков: А15, Т5 и N15. 

Один из вариантов блочных НК использовали для детекции тромбина. Две НК имели 

последовательность TBAh20A20, где ТВА – это последовательности двух аптамеров к 

разным частям молекулы тромбина, h20 – последовательность для гибридизации этих НК 

между собой, А20 – последовательность для адсорбции на НЧЗ. Адсорбцию НК проводили 

salt-aging методом (500 мМ NaCl) и определяли плотность покрытия с помощью красителя 

для одноцепочечной ДНК OliGreen, которая составила 30 мол./НЧЗ. Константа 

диссоциации такого дуплекса составила примерно 1,5∙10-11 М, что оказалось меньше 
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значений константы диссоциации свободных аптамеров: KD (TBA15) ≈ 1∙10-7 М, KD (TBA29) 

≈ 5∙10-10 М [237]. 

2.5.3.2. Закономерности взаимодействия НЧЗ и НК, полученные в прикладных 

исследованиях 

 Для разработки методов детекции биополимеров с помощью ассоциатов НЧЗ с НК 

используют простые алгоритмы получения ассоциатов, не требующие критических 

значений рН и длительной инкубации. 

В одной работе [238] описан метод выявления мутаций в плазмиде, который основан 

на полной или частичной комплементарности ее с короткой НК и связанной с этим 

степенью деградации плазмиды при нагревании При нагревании до 95 °С в течение 3 мин 

плазмиды pUC19, предварительно инкубированной с НЧЗ, группа Полака наблюдала 

деградацию плазмиды, деградация плазмиды отсутствовала при нагревании без НЧЗ. При 

добавлении короткой 22-звенной комплементарной НК к плазмиде происходит лишь 

частичная деградация плазмиды при нагревании, а в случае частичной комплементарности 

между короткой НК и участком плазмиды степень деградации становилась другой (рис. 19). 

 

 Рисунок 19. Метод выявления мутаций с помощью ассоциатов НК с НЧЗ на примере плазмиды 

pUc19. А – анализ деградации плазмиды pUc19 в отсутствие и в присутствии полностью или частично 

комплементарной НК в составе НЧЗ под действием нагревания; Б – эффективность деградации плазмиды 

pUc19 в присутствии полностью и частично комплементарной НК; В – анализ зависимости кинетики 

деградации плазмиды pUc19 в отсутствие и в присутствии полностью или частично комплементарной НК в 

составе НЧЗ от нагревания. Анализ проводили методом электрофореза в агарозном геле. Адаптировано из 

[238]. 

Группой исследователей предложен «многомерный» способ детекции 11 белков с 

помощью ассоциатов НЧЗ и А15, Т15, С15, меченных флуоресцеином. Суть метода 

заключалась в конкурентном связывании белка в зависимости от его свойств с НЧЗ либо с 

молекулой НК и последующем тушением флуоресценции и/или слипанием НЧЗ. 
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Гемоглобин, лизоцим, папаин, миоглобин и трансферрин вызывали слипание НЧЗ, а BSA, 

HSA, яичный белый альбумин, трипсин, пепсин и пероксидаза хрена обладали большим 

сродством к НЧЗ и защищали их от агрегации в солевых условиях. Фиксировали изменение 

интенсивности флуоресценции и отношение оптического поглощения на длинах волн 620 

и 520 нм, поскольку комбинация этих двух показателей была уникальна для каждого белка 

и одного из трех ассоциатов НЧЗ-НК. Примечательно, что в данной работе использованы 

гомопоследовательности, состоящие из А, Т и С в отличии от ряда других исследований 

[239]. 

В работе, связанной с детекцией метилирования в ДНК исследовали сродство 20-

звенных гомо-НК к НЧЗ (13 нм) по степени агрегации НЧЗ в солевых условиях (4 мM Трис-

ацетат, 10 мM NaClO4) после инкубации с этими НК. Выяснили, что А- и Т-богатые НК 

лучше защищали НЧЗ от солевой агрегации, чем С- и G-богатые НК [212], что может 

указывать на более высокое сродство А и Т к НЧЗ по сравнению с G. 

2.5.4. Нековалентное взаимодействие НК, несущих тиольную группу, с НЧЗ 

 Присоединение НК к поверхности золота посредством тиольной группы очень 

широко используется для синтеза ковалентных ассоциатов с высокой плотностью покрытия 

поверхности НЧЗ молекулами НК для связывания в четко заданной ориентации, 

обеспечивающей последующую эффективную гибридизацию НК с комплементарной НК, 

для получения прочной ковалентной связи между НК и золотом. Однако химически 

присоединенные НК могут дополнительно взаимодействовать с поверхностью золота 

нековалентно, как и немодифицированные НК, и этим взаимодействиям посвящено 

большое количество исследований. 

Группой Миркина с коллегами были сконструированны НК, содержащие А20- или 

Т20-спейсер между тиольной группой и 12-звенной последовательностью, меченной 

флуоресцеином. При обработке НЧЗ меркаптоэтанолом происходило вытеснение тиольных 

групп, что позволяло по изменению интенсивности флуоресценции рассчитать плотность 

покрытия НК НЧЗ. Плотность покрытия составила 35 ± 1 и 24 ± 1 пмоль/см2 для НК с Т20 и 

А20-спейсером соответственно, что еще раз подтвердило, что сродство остатков аденина к 

поверхности золота выше, чем остатков тимина [240]. Меньшее сродство тимина привело 

к меньшему числу адсорбированных тиминовых оснований в составе одной молекулы и, 

следовательно, к большему числу присоединенных к НЧЗ молекул. 

Группа Миркина использовала НЧЗ, модифицированные тиольными гомо-НК 

длиной 15-20 нт., для выявления зависимости между нуклеотидной последовательностью и 

агрегацией НЧЗ в солевых условиях. Для этого определяли критическое для слипания НЧЗ 

значение ионной силы раствора, используя в качестве электролита MgCl2. Полученные 
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данные свидетельствовали о том, что олигоТ стабилизировали частицы от слипания 

существенно лучше, чем олигоA и олигоC. Это явление авторы объясняли тем, что к НЧЗ 

присоединялось больше молекул олигоT, чем олигоА и олигоC из-за меньшего сродства Т 

к поверхности золота, чем у А и С [209].  

В работе, посвященной исследованию связывания тиольных НК с НЧЗ разных 

размеров (от 15 до 250 нм), группа Миркина исследовала плотность покрытия НЧЗ  

молекулами НК в зависимости от состава спейсера между тиольной группой и 

распознаваемой последовательностью [241]. Было использовано три варианта спейсера: 

А10, Т10 и PEG (3[(CH2CH2O)6-амидофосфит]). Связывание проводили при постепенном 

повышении концентрации NaCl до 1 М. Было показано, что емкость максимальна для PEG-

спейсера (250 мол./НЧЗ), а для А10 и Т10 составляет 70 и 80 мол./НЧЗ соответственно. Эти 

различия объясняли тем, что, во-первых, сахаро-фосфатные остовы НК-спейсеров 

электростатически отталкивавались друг от друга, во-вторых, аденин и тимин проявляли 

сродство к поверхности золота, в итоге и А10, и Т10 нековалентно адсорбировались на 

частицах, препятствуя дальнейшему связыванию НК с НЧЗ [208]. 

Для изучения взаимодействия азотистых оснований с поверхностью золота АСМ-

зонд, покрытый слоем золота, модифицировали с помощью двух наборов НК: SH-(CH2)6-

5′-X20-3′, где X - T, C, G или A и SH-(CH2)6-5′-T24X2-3′, где X - A, C или G. Длина НК была 

выбрана так, чтобы предотвратить нековалентное взаимодействие самого зонда с 

поверхностью золота. Для спейсера выбрали олигоT-последовательность благодаря тому, 

что молекулы тимина не взаимодействовали между собой, и такой спейсер оставался 

линейным. Из данных по взаимодействию с золотом X20-НК авторы заключили, что тимин 

слабее всех остальных азотистых оснований нековалентно взаимодействовал с золотом. В 

то же время данные, полученные для аденина, могли означать, что аденин 

взаимодействовал с поверхностью золота по нескольким механизмам или что несколько 

адениновых звеньев взаимодействовали с поверхностью золота [242]. 

Исследуя ковалентно присоединенную к поверхности золота НК Т25 методами XPS- 

и FTIR-спектроскопии, Кимура-Суда с соавторами получили покрытие 1 - 6∙1013 мол./см2, 

причем для покрытия 1∙1013 мол./см2 получены данные о том, что 8 из 25 азотистых 

оснований каждого НК были нековалентно сорбированы на поверхности золота [243]. 

Следует отметить, что покрытие НЧЗ молекулами BSA, который также образовывал 

ковалентные связи с НЧЗ за счет тиольных групп остатков цистеина, достигало 3,3 1012 

мол/см2 [176]. 

Путем измерения гидродинамичесокго радиуса НЧЗ, связанных с оц-НК длиной 46 

нт., методом динамического светорассеяния было показано, что связавшиеся тиольные НК 
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располагались параллельно поверхности частицы, обвиваясь вокруг НЧЗ. С увеличением 

ионной силы раствора для подавления неспецифических взаимодействий НК с НЧЗ 

наблюдали увеличение гидродинамического радиуса, свидетельствовавшее о более 

удаленном от НЧЗ расположении НК (рис. 20). Те же измерения для дц-НК длиной 146 п.нт. 

позволили сделать вывод, что дц-НК также стабилизировали НЧЗ, однако дальнейшее 

концентрирование ассоциатов приводило к слипанию НЧЗ. Стоит отметить, что в данной 

работе проводят лишь измерения гидродинамического радиуса и не измеряют покрытие 

НЧЗ молекулами [244]. 

При изучении взаимодействия тиольных НК Т5 и Т25 и немодифицированной НК Т5 

с поликристаллическим золотом методами XPS,- NEXAFS- (тонкая структура 

близкоуглового рентгеновского поглощения) и FTIR-спектроскопии Кимура-Суда с 

соавторами получили данные, свидетельствовавшие о том, что Т5 адсорбировался на 

поверхности золота таким образом, что его азотистые основания были распростерты на 

поверхности [245] (аналогично схеме, рис. 20 А). 

 

 

 Рисунок 20. Схематичное изображение ассоциатов НЧЗ с тиольными НК. А – плоское расположение 

адсорбированных НК, Б- вытянутое расположение адсорбированных НК. Адаптировано из [244]. 

Браун с соавторами исследовали нековалентные взаимодействия с поверхностью 

НЧЗ олигонуклеотидов, присоединенных к ней через тиольную группу [43]. НК длиной 15 

нт. были сконструированы так, что на 5`-конце, в середине или на 3`-конце содержался блок 

вида NNTNN, где N – это C, G, A, а остальные 10 азотистых оснований в составе – это Т 

(рис. 21). Для изучения неспецифических взаимодействий ковалентно присоединенных к 

НЧЗ НК ковалентные ассоциаты обрабатывали 1 мкМ МСН (меркаптогексанол) в течение 

2 мин, затем инкубировали с флуресцентно меченными комплементарными НК и 

определяли степень гибридизации по измерению флуоресцентного сигнала после жесткой 

обработки МСН (с(МСН) = 1 мM, 16 ч). Мягкая обработка МСН снимала неспецифические 

взаимодействия НК с НЧЗ, но не разрушала ковалентные связи в отличие от жесткой 

обработки [246]. Таким образом, сравнивая данные по гибридизации ковалентных 

ассоциатов, предварительно обработанных МСН в мягких условиях, с данными по 

гибридизации ковалентных ассоциатов без такой обработки, авторы делали вывод о 
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наличии нековалентных взаимодействий и их зависимости от нуклеотидного состава. 

Зависимость покрытия НЧЗ молекулами НК [молекул/см2] от концентрации свободной НК 

аппроксимировали уравнением адсорбции Лэнгмюра и, анализируя его параметры, сделали 

следующий вывод о сродстве азотистых оснований в составе НК к золоту: A > C > G > T.  

 

 Рисунок 21. Нековалентная адсорбция тиольных НК на НЧЗ. А – Связывающий блок расположен на 

5`-конце молекулы, Б – в середине молекулы, В – на 3`-конце молекулы. Адаптировано из [43]. 

Привлекает внимание тот факт, что тимин изначально считался авторами 

обладающим наименьшим сродством к поверхности золота и потому был выбран в качестве 

неактивного компонента НК. Если же считать сродство всех азотистых оснований 

неизвестным, то задействованный в данной работе набор НК не является представительным 

для оценки способности разных азотистых оснований связываться с НЧЗ, т.к. эти НК 

состояли из 11 T и лишь четырех А, С или G. Свои выводы о низком сродстве тимина к 

поверхности НЧЗ группа Браун сделала на основании литературных данных, однако в 

одной из этих работ способность к связыванию с НЧЗ оценивали по электрофоретической 

подвижности НКЗ (10 нм), покрытых трифенилфосфинсульфонатом и инкубированных с 

тиольными НК [247], а в другой изучали связывание НЧЗ с нуклеозидами, т.е., 

незаряженными молекулами и по слипанию НЧЗ и связанному с этим изменению цвета 

сделали вывод, что Т связывался хуже всех остальных азотистых оснований [209]. 

2.5.5. Механизм нековалентного взаимодействия НК с НЧЗ 

2.5.5.1.Теория ДЛФО 

Взаимодействие НЧЗ с заряженными молекулами, в частности, с НК, можно 

описывать в рамках теории ДЛФО (теория Дерягина, Ландау, Фервея, Овербека) [248, 249, 

250, 251]. Это теория устойчивости коллоидных систем к агрегации, в которой 

рассматривается совместное действие энергии притяжения и энергии отталкивания между 

частицами (рис. 22). Взаимодействие обусловлено ван-дер-ваальсовыми и 

электростатическими силами. Ван-дер-ваальсовы взаимодействия подчиняются уравнению 

(4): 

ω(r)=−A/π2ρ1ρ2r
6,         (4) 

где ρ1 и ρ2 - число атомов в единице объема взаимодействующих тел (частиц), а А – так 

называемая константа Гамакера. Поскольку эффективная константа Гамакера всегда 

положительна, ван-дер-ваальсовы силы между подобными частицами вызывают 
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притяжение. Электростатические силы приводят к отталкиванию подобных частиц за счет 

расклинивающего давления. При перекрывании двойных электронных слоев (ДЭС) 

сближающихся частиц концентрация вещества сольватных оболочек (ионов) между 

частицами становится выше равновесной, и возникает поток ионов, создающий 

расклинивающее давление. Комбинация двух этих сил создает энергетический барьер. 

Высота энергетического барьера определяет, будет ли коллоид стабилен (при более 

высоком энергетическом барьере) или же произойдет слипание (при более низком 

энергетическом барьере). Такие факторы, как константа Гамакера, поверхностный 

потенциал и концентрация электролита, влияют на высоту энергетического барьера и могут 

использоваться для контроля стабильности коллоида. Чем выше потенциал на поверхности 

частиц, тем больше отталкивание между частицами. Чем ниже концентрация инертного 

электролита, тем больше расстояние между частицами (т.е., больше длина Дебая-Хюккеля), 

на котором отталкивание становится существенным. Оба эти фактора увеличивают высоту 

энергетического барьера. И наоборот, чем больше константа Гамакера или выше 

концентрация электролита, тем сильнее притяжение между частицами и ниже 

энергетический барьер [252, 253]. 

 

Рисунок 22. Силы притяжения и отталкивания между коллоидными частицами в зависимости от 

расстояния между ними. 
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Теория ДЛФО не может описать случаи, когда частицы сближаются меньше, чем на 

1 нм, т.к. она не учитывает другие типы взаимодействий: гидрофобные, стерические. 

сольватные взаимодействия. 

2.5.5.2.Влияние соли и растворителя 

Группа Лиу исследовала адсорбцию НК длиной 12, 24 и 44 нт. на НЧЗ в зависимости 

от типа и концентрации соли, рН раствора, концентрации этанола [254]. Поскольку ДНК и 

стабилизированные цитратом натрия НЧЗ заряжены отрицательно, то очевидно, что на 

адсорбцию НК влияет сила электростатического отталкивания, которая зависит от типа 

соли в растворе. В растворе, содержавшем 1 нM НК, меченной флуоресцеином, и 1 нM НЧЗ, 

адсорбция НК в отсутствие соли протекала медленно, скорость адсорбции НК 

увеличивалась при c(NaCl) = 30 мM, а при с(NaCl) = 60 мM она занимает 1 мин. Добавление 

соли ускоряло адсорбцию НК независимо от длины НК и увеличивало итоговую емкость 

НЧЗ (15 мол./НЧЗ для НК длиной 12 нт.) (рис. 23 А). Приведена оценка длины Дебая, 

уменьшившейся с 4,7 до 1 нм при увеличении концентрации NaCl с 0 до 90 мМ (рис. 23 Б), 

что позволило авторам сделать вывод о том, что силы отталкивания между НЧЗ начинают 

действовать на расстоянии 1-2 нм. 

 

 Рисунок 23. Адсорбция ДНК длиной 12, 24 и 44 нт. на НЧЗ. А - покрытие поверхности НЧЗ 

молекулами ДНК в зависимости от концентрации NaCl, Б – линейная зависимость между исключенным 

радиусом ДНК и и длиной Дебая. Адаптировано из [254]. 

Также показано, что постепенное добавление к смеси НК и НЧЗ NaCl порциями по 

30, 60 и 60 мM с интервалом в 1 ч не изменяло цвет НЧЗ, а единовременное добавление 150 

мM NaCl приводило к слипанию НЧЗ; тушение флуоресценции, свидетельствовавшее об 

адсорбции НК на поверхности НЧЗ, наблюдалось лишь в присутствии NaCl. Авторы 

использовали этанол как менее полярный растворитель, чем вода; увеличивая его 

концентрацию в образцах до 80 %, они получили максимально возможное в данных 

условиях покрытие НК длиной 12 нт. при 27-кратном избытке НК над НЧЗ (22 мол./НЧЗ). 
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2.5.5.3.Роль гидрофобных взаимодействий 

Нельсон и Ротберг подвергли сомнению применимость теории ДЛФО к адсорбции 

НК на НЧЗ, т.к. она не учитывает влияние на адсорбцию нуклеотидной последовательности, 

типа соли, различий в связывании одно- и двуцепочечной НК. Они предполагали, что 

основную роль в связывании НК и НЧЗ играют гидрофобные взаимодействия и 

рассматривали взаимодействия НК-растворитель и золото-растворитель. Используя данные 

по интенсивности флуоресценции Cy5, авторы исследовали кинетику адсорбции согласно 

уравнению Аррениуса, а также определили коэффициент Джонса-Дола для разных 

электролитов. Аденин сольватировался четырьмя молекулами воды: по одной на атомы N3 

и N7 и аминогруппу, четвертая делилась между аминогруппой и атомом N1. Цитозин также 

связывал четыре молекулы воды: по одной на карбонильный атом О и аминогруппу, еще 

две делились между атомом N3 и карбонильной группой. Тимин связывал три молекулы 

воды: по две на каждый из карбонильных атомов О, а третья делилась между атомом С4 и 

атомом N3. Также до четырех молекул воды связывалось с фосфатными группами 

нуклеотида. Чтобы уменьшить площадь контакта с растворителем, оц-ДНК претерпевала 

небольшие конформационные изменения, увеличившие ее спиральную скрученность, 

которые возможны в случае дегидратации азотистых оснований. Исходя из числа 

связанных с азотистыми основаниями молекул воды, можно сказать, что аденин с меньшей 

вероятностью терял воду, чем тимин, следовательно, А-богатый участок ДНК с большей 

вероятностью оставался в нескрученном состоянии, чем Т-богатый, и охотнее 

адсорбировался на поверхности НЧЗ [255]. 

При анализе значений logP (коэффициента распределения между фазами) для 

азотистых оснований группа Лиу сделала вывод о том, что все азотистые основания 

гидрофильны, причем цитозин более, а аденин менее гидрофилен (данные о значениях logP 

взяты из онлайн базы данных LOGKOW, таблица 9). Таким образом, было сделано 

заключение, что роль гидрофобных взаимодействий в нековалентном связывании НЧЗ с НК 

невелика [256]: 

Таблица 9. Значения коэффициента распределения между фазами для азотистых оснований и 

дезоксирибонуклеозидов. 

 

 

 

 

 

азотистые основания logP 2`дезоксирибонуклеозиды logP 

тимин -0,6±0,04 тимидин -1,1±0,2 

цитозин -1,73±0,39 цитидин -2,3±0,2 

аденин -0,14±0,03 аденозин -1,1±0,1 

гуанин 0,94±0,04 гуанозин -1,9±0,1 
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Группа Лиу подтвердила свое предположение, показав, что гидрофобные 

взаимодействия НЧЗ с НК уменьшились в солевых условиях [254], а покрытие НЧЗ 

молекулами НК возросло. Основываясь на всех проведенных экспериментах, авторы 

предложили модель адсорбции НК с НЧЗ, основанную как на специфических химических 

взаимодействиях азотистых оснований с поверхностью золота, в частности, атомов N3 и N7 

аденина и гуанина, так и на электростатических. Каждая молекула ДНК характеризовалась 

своим гидродинамическим радиусом и электростатически исключенным по отношению к 

другим молекулам ДНК объемом. При сближении исключенных объемов дальнейшая 

адсорбция НК была невыгодна. Так как исключенный объем для длинных НК больше, их 

способность к связыванию уменьшалось. При повышении концентрации соли связывание 

могло увеличиться из-за экранирования отрицательных зарядов и компактизации НК, но 

этот же процесс делал адсорбцию НК менее прочной и облегчал десорбцию (рис. 24). 

 

Рисунок 24. Схематическое изображение адсорбции коротких (А) и длинных (Б) ДНК на поверхности 

НЧЗ за счет вытеснения цитрата натрия. Б – улучшение связывания ДНК при повышении концентрации NaCl. 

Адаптировано из [254]. 

Однако можно сделать и другой вывод о значении гидрофобных взаимодействий: 

при повышении ионной силы раствора на поверхности НЧЗ адсорбировалось больше 

молекул НК в стремлении уменьшить площадь контакта азотистых оснований с ионами в 

растворе и экранируя их фосфатными группами остова. 

2.5.5.4.Изотерма адсорбции Лэнгмюра 

Для описания адсорбции молекул ДНК на различных поверхностях, в том числе 

золотых, широко применяют модель изотермы мономолекулярной адсорбции Лэнгмюра 

[230, 232, 254, 43]. Эта модель предполагает соблюдение четырех условий в 

рассматриваемой системе: все сайты адсорбции на поверхности эквивалентны, 

адсорбированные молекулы не взаимодействуют между собой, все случаи адсорбции 

происходят по одному механизму, адсорбированные молекулы образуют исключительно 

монослой. Если система удовлетворяет этим допущениям, то взаимодействие НЧЗ и НК 

можно описать уравнением изотермы Лэнгмюра (5): 
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,          (5) 

где q – равновесное покрытие частицы адсорбируемыми молекулами [мол./част.], Q – 

максимально достижимое покрытие, [S] – равновесная концентрация адсорбируемого 

вещества, b – константа Лэнгмюра, т.е., константа равновесия процесса адсорбции:  

C+S→CS.  

В большинстве работ, описывающих количественную оценку связывания НК с НЧЗ, 

рассчитано значение именно константы Лэнгмюра [230, 254, 43]. Однако в исследовании, 

посвященном связыванию белков плазмы (альбумина, фибриногена, гамма-глобулина, 

гистонов и инсулина) на НЧЗ разных размеров – от 5 до 100 нм – степень связывания белков 

с НЧЗ характеризуют константой связывания, обратной константе Лэнгмюра и имеющей 

размерность [моль/л]. Константы связывания рассчитаны по интенсивности 

флуоресценции, они имели значения порядка 1∙10-5 М для НЧЗ диаметром 5 нм, 1∙10-6 М 

для НЧЗ диаметром 10 и 20 нм, 1∙10-7 М для НЧЗ диаметром 30 и 60 нм, 1∙10-8 М для НЧЗ 

диаметром 80 нм [8]. 

2.5.5.5.Конформация НК при взаимодействии с поверхностью золота 

Целый ряд исследований посвящен определению конформации НК, связанной с 

НЧЗ. В работе [257] было проведено изучение того, как структура дц-НК влияет на ее 

связывание с НЧЗ. В работе исследована структура ДНК на примере обычного 

двуспирального дуплекса (типа ║), искаженного дуплекса (типа ╔), содержащего в 

середине мотив А6/Т6, и перекрученного дуплекса на основе самокомплементарной НК 

(типа ˅) при связывании с НЧЗ диаметром 5 и 14 нм. На основании SERS-спектроскопии 

по степени слипания НЧЗ в присутствии KCl было сделано заключение, что лучше всего 

связывается с НЧЗ самокомплементарная НК типа ˅. 

Исследование кинетики связывания НК с последовательностью А25, С25, Т25 с 

поверхностью покрытых слоем золота призм с помощью спектроскопии поверхностного 

плазмонного резонанса выявило следующую тенденцию к связыванию: T < C < A. При 

изучении длительной кинетики связывания (до 12 ч) плотность покрытия НЧЗ Т25 

уравнивалась с С25, но оставалась меньше, чем у А25. Суммарное покрытие после часовой 

инкубации НК с поверхностью золота уменьшалось в ряду A>C>T. С другой стороны, при 

измерении кинетики связывания таких же НК, но содержащих тиольную группу, получили 

противоположные данные: покрытие возрастало в ряду А<С<Т. Нековалентные 

взаимодействия азотистых оснований с НЧЗ в составе тиольной НК меняли конформацию 

молекулы, увеличивая площадь ее контакта с поверхностью золота, возникающее 

электростатическое отталкивание молекул НК между собой уменьшало количество 
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ковалентных связанных с золотом молекул НК. Авторы предположили, что нековалентные 

взаимодействия Т с золотом были слабее и образовывались медленнее, чем у А и С, и 

потому не мешали ковалентному взаимодействию тиольной группы с НЧЗ, приводя к более 

высокому покрытию поверхности за короткое время. Правда, это предположение не 

объясняет уменьшения покрытия немодифицированных НК в ряду А>С>Т. Возможно, что 

Т сильнее взаимодействовал с поверхностью золота, чем А и С, адсорбируясь бóльшим 

количеством азотистых оснований и приведя к конечному меньшему покрытию 

поверхности [211]. 

В некоторых работах для определения конформации НК на поверхности НЧЗ 

использовали метод измерения электрофоретической подвижности. Для этого НКЗ 

(нанокристаллы золота) диаметром 10 нм обрабатывали трифенилфосфинсульфонатом 

(C6H5)2PC6H4SO3Na, после чего НКЗ приобретали отрицательный заряд и 

электрофоретическую подвижность. Далее НКЗ связывали с тысячекратным избытком 

тиол-содержащих НК длиной от 8 до 135 нт. и анализировали гель- электрофорезом в 2 % 

агарозе. По изменению электрофоретической подвижности ассоциатов рассчитали их 

размер с использованием калибровочной кривой зависимости электрофоретической 

подвижности НКЗ, обработанных трифенилфосфинсульфонатом от их размера. Из 

полученных данных по размеру ассоциатов были сделаны выводы о конформации НК, 

связанных с НКЗ. НК длиной до 30 нт. находились в вытянутом состоянии, 

перпендикулярном поверхности золота, при увеличении длины НК ее первые 30 

нуклеотидов по-прежнему находились в вытянутом состоянии, а остальная цепь 

скручивалась случайным образом, самые же длинные НК из представленных обвивались 

вокруг НКЗ [247]. 

Лиу с соавторами предположили следующую модель связывания тиольных и 

немодифицированных НК с НЧЗ [230]: тиольные НК занимали вытянутое, 

перпендикулярное к поверхности частицы положение, немодифицированные НК при рН 

7,0 адсорбировались всеми азотистыми основаниями, «обвивая» частицу, а при рН 3,0 в 

связывании участвовали лишь несколько терминальных азотистых оснований, обеспечив 

тем самым бóльшую «плотность» молекул НК на поверхности частицы. Однако авторы не 

отрицали, что реальная картина адсорбции, вероятно, была сложнее, т.е., часть молекул 

задействовала в связывании только концевые азотистые основания, а другая часть молекул 

адсорбировалась целиком. 

2.5.5.6.Адсорбция одно- и двуцепочечных НК 

Ли и Ротберг проводили сравнение электростатических свойств одно- и двуцепочечной 

ДНК, исходя из предположения, что гибкая структура одноцепочечной ДНК позволила 
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молекуле принять такую конформацию, что сахаро-фосфатный остов был удален от 

поверхности НЧЗ (13 нм), а азотистые основания, наоборот, были расположены достаточно 

близко к поверхности золота для ван-дер-ваальсовых взаимодействий с ней. Двойная 

спираль двуцепочечной ДНК не позволила ей принять выгодную для связывания с НЧЗ 

конформацию. В итоге адсорбция двуцепочечных НК на НЧЗ если и происходила, то 

требовала намного больше времени, чем адсорбция одноцепочечных НК [249]. Также 

двуцепочечная ДНК имела удвоенную плотность отрицательного заряда, что усиливало ее 

отталкивание от цитратных НЧЗ [258]. 

2.5.5.7.Адсорбция длинных и коротких НК 

Исследование связывания НЧЗ с НК разной длины (10, 24 и 50 нт.), меченных 

родамином, методом измерения зависимости интенсивности флуоресценции показало 

[259], что короткие НК адсорбировались на поверхности частиц быстрее, чем длинные. В 

другой работе связывание НЧЗ с НК исследовали при повышающихся температурах путем 

измерения спектров оптического поглощения. Было обнаружено, что скорость адсорбции 

возрастала с увеличением температуры. Исходя из ранее описанной модели взаимодействия 

НЧЗ и НК [249], авторы сделали предположение, что изменение конформации НК, 

необходимое для ван-дер-ваальсовых взаимодействий, происходило путем структурных 

флуктуаций, которые усиливались при повышении температуры и становились менее 

затрудненными с уменьшением длины НК.  

Длинные НК лучше защищают НЧЗ от слипания, как это было показано на примере 

НК длиной 12 и 70 нт. при добавлении 120 мM NaCl. С использованием модели изотермы 

адсорбции Лэнгмюра, Лиу с соавторами измерили константы Лэнгмюра для НК длиной 12 

и 44 нт., получив значения 0,022 ± 0,004 нM−1 и 0,033 ± 0,004 нM−1 соответственно. 

Десорбция НК с НЧЗ также зависела от длины НК: 2,5 и 5 % НК длиной 144 и 12 нт. 

соответственно высвобождались за 2 ч; добавление NaCl ускоряло десорбцию 

пропорционально концентрации соли [254]. 

2.5.5.8.Атомы, отвечающие за связывание азотистых оснований с 

поверхностью золота 

Методами циклической вольтамперометрии и электрохимически контролируемой 

СТМ было устанавлено, как ориентированы азотистые основания на поверхности золота 

при разных значениях рН [260]. Так, аденин был расположен перпендикулярно поверхности 

при рН 4,5, и параллельно плоскости золота при рН 2,5. Гуанин был расположен 

перпендикулярно при рН 6,5, а при более низких значениях его расположение было 

беспорядочно. Для тимина преимущественным являлось параллельное расположение в 

плоскости относительно поверхности золота. Таким образом, ориентация параллельно 
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плоскости поверхности золота являлась доминирующей для пиримидиновых оснований, а 

перпендикулярная – для пуриновых. 

Методом SERS-спектроскопии было установлено, посредством каких атомов 

нуклеозиды связываются с НЧЗ (рис. 25 А). dA образует связь через атом N(7) 

имидазольного кольца, а также аминогруппу атома C(6). dC связывается с НЧЗ через атом 

N(3) пиримидинового кольца с частичным вкладом атома О карбонильной группы С(2)=О. 

Координация dG с НЧЗ вовлекает и атом N(1), и атом О карбонильной группы С(6)=О. 

Наконец, dT связывается с НЧЗ посредством атома О карбонильной группы С(4)=О. Также 

устанавливают, что dA, dT, dG ориентированы перпендикулярно к поверхности НЧЗ, 

однако для dC данные о расположении относительно поверхности золота неоднозначны 

[261]. 

 

Рисунок 25. Предполагаемые схемы взаимодействий азотистых оснований в составе 

2`дезоксинуклеозидов с НЧЗ. Адаптировано из [256] (A) и [261] (Б). 

При изучении термодинамических аспектов связывания НЧЗ диаметром 6,5 нм с 

азотистыми основаниями [167] при соотношении 1:5 были получены величины ΔH 

взаимодействия, согласно которым азотистые основания образовали следующий ряд 

аффинности к НЧЗ: C > G > A > T. Для тимина калориметрические данные получены не 

были, но авторы предположили, что он слабее всего связывался с НЧЗ, опираясь на идею, 

что аденин, цитозин и гуанин взаимодействовали с поверхностью золота через 

аминогруппу, а у тимина она отсутствовала, хотя эта идея не согласовалась с 

вышеописанной моделью связывания [256, 261]. 

Несколько исследовательских групп предложили одинаковую схему 

взаимодействия конкретных атомов в азотистых основаниях с поверхностью золота, за 

исключением гуанина, для кеоторого было предложено два типа взаимодействия. Группа 

Перголезе предположила, что G и dG находились в наклонной ориентации по отношению 
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к поверхности золота и взаимодействовали с ней через атом О карбонильной группы и атом 

N(7) [262] (рис. 25 А) [256]. Джанг предложил другой тип взаимодействия, где G 

взаимодействовал с НЧЗ через атом N7 и карбонильный атом (С(6)=О) (рис. 25 Б) [261]. 

При моделировании взаимодействия плоской поверхности золота с азотистыми 

основаниями методом молекулярной динамики Алави с соавторами сделали вывод, что 

азотистые основания располагались параллельно поверхности золота [263]. 

Таким образом, на основании многочисленных исследований о связывании ДНК с 

поверхностью золота можно выделить несколько основных трендов в трактовании 

механизма их взаимодействия, однако единой доказанной и согласованной модели 

связывания среди них нет, а значит, это научное направление открыто для новых 

исследований. 

2.6. Практическое использование нековалентных ассоциатов золотых субстратов с 

пептидами и олигонуклеотидами 

В настоящее время взаимодействию нуклеиновых кислот и пептидов с 

разнообразными по химическому составу, форме, физическим свойствам поверхностями 

посвящено большое количество исследовательских работ. Это обусловлено обширной 

сферой применения гибридов, сочетающих свойства биомолекул и неорганических 

материалов в уникальных комбинациях. 

2.6.1. Селекция ДНК, РНК и пептидов, специфичных к различным материалам 

Широкий спектр исследований связан с изучением закономерностей и механизмов 

взаимодействия азотистых оснований, нуклеозидов, нуклеотидов и олигонуклеотидов с 

различными материалами: плоскими поверхностями, наночастицами, нанотрубками и т.д. 

[264, 265, 266, 267, 268 269, 270]. Ряд исследовательских групп перешел от изучения 

принципов взаимодействия модельных лигандов с поверхностями к селекции лигандов, 

способных к высокоспецифичному связыванию с целевой поверхностью методом SELEX 

(cистематической эволюции лигандов экспоненциальным обогащением) или с 

применением технологии фагового дисплея. Опубликованы результаты селекции 

пептидных аптамеров к наночастицам диоксида титана [271],  оксида железа [272], борида 

никеля [273], к поверхности диоксида титана [274], оксида цинка [275], титана [276], 

алмазоподобного углерода [27 5], лигнина [278], алюминия [279], к кристаллам арсенида 

галлия [280], к углеродным наноконусам [281]. Работы, связанные с получением ДНК и 

РНК-аптамеров, делятся на две группы: в первой селекцию проводили в растворе 

предшественника наночастиц [282, 283, 284], например, хлорида кобальта и хлорида железа 

(II) при получении наночастиц Co/FeO [283] или [Pd2(DBA)3] (DBA – дибензилиден ацетон) 
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при синтезе наночастиц палладия [284], во второй – в присутствии уже сформированных 

частиц [285]. 

Селекцию аптамеров к наночастицам ZnO по методу SEL-Seq (однораундовое 

обогащение лигандов с глубоким секвенированием) проводили за один раунд, затем 

анализировали последовательности выбранных семейств с высокой и низкой аффинностью 

методом массового параллельного секвенирования с использованием системы Applied 

Biosystems SOLiD (AB SOLiD). Консенсусная последовательность для 

высокоспецифичного семейства - это Т30. Аффинность выбранных семейств 

олигонуклеотидов сравнивали, оценивая количество связанных с мишенью 

олигонуклеотидов по интенсивности флуоресцентного сигнала (Alexa-флуорофор) на 

единицу площади наночастиц. Высокоаффинное семейство проявило десятикратное 

увеличение связывания по сравнению с исходной библиотекой и стократное улучшение по 

сравнению с низкоаффинным семейством [286]. 

В исследовании селекции аптамеров к частицам Sephadex G-100 по методу SELEX 

проводили 11 раундов связывания РНК-библиотеки с мишенью и получили две группы 

высокоспецифичных аптамеров, с разными консенсусными последовательностями в 

каждой: CCUAAUCGA(**AUGA) в первой группе и GAGUAAUUUACG во второй; все 

аптамеры обладали сравнимой аффинностью к мишени [285]. 

Ряд работ посвящен отбору пептидов с высоким сродством к золоту путем 

обогащения клеточной культуры, вырабатывавшей химерный белок, при инкубации с 

золотом (пудра с размером частиц ~1,5 мкм [287] или пластинка золота 5x5 мм толщиной 

25 нм [288]). 

В одном из исследований в результате селекции были получены две группы 

пептидов. В первой группе пептиды связывались существенно лучше с золотом, 

предварительно обработанным в течение ночи 48 % HF, а во второй - одинаково с 

обработанной и необработанной поверхностью золота. Было сделано предположение, что 

пептиды из первой группы связывались с самой поверхностью золота, а из второй группы 

– с загрязнениями на поверхности золота, которые частично удалялись при обработке HF. 

В первой группе в аминокислотной последовательности пептидов не было обнаружено 

сходства, но все пептиды были богаты серином и треонином, т.е., амикислотами, 

содержавшими гидроксигруппу, а во второй группе пептидов был найден общий мотив: 

(Arg/Lys)-Ile-Asp-*-Asn. Один из клонов первой группы содержал многократно 

повторяющийся мотив Met-His-Gly-Lys-Thr-Gln-Ala-Thr-Ser-Gly-Thr-Ile-Q-Gln-Ser [287]. 

Пептид с такой последовательностью был использован в дальнейшем как 

золотосвязывающий белок [289]. 
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В следующей работе те же авторы провели селекцию пептидов к золотой пудре. В 

работе были получены две популяции клеток, нарабатывавших полипептиды с 

повторяющейся последовательностью, кодируемой рандомной вставкой в плазмиду. Эти 

пептиды содержали в своем составе постоянную последовательность: в одной популяции 

это была Lys-Thr-Gln-Ala-Thr-Ser, а в другой – Ser-Lys-Thr-Ser. Первая последовательность 

представляла собой часть связывающего с золотом пептида, а вторая – это два наиболее 

встречающихся дипептида среди всех связывающих с золотом пептидов из 

вышеописанного исследования [287]. Среди пептидов были выбраны те, что ускоряли 

образование коллоидного раствора золота при синтезе. В последовательностях выбранных 

пептидов содержались мотивы Gly-Ala-Ser-Leu и Ser-Glu-Lys-Leu [289]. 

В другом исследовании после пяти раундов селекции к золотой фольге пептиды из 

произвольно выбранных клонов разделили на три группы по силе сродства к золоту, 

которое оценивали методом флюоресцентной микроскопии, подсчитывая количество 

клеток, связавшихся с золотом. Аминокислотный состав пептидов анализировали с учетом 

сродства к золоту, результаты представлены на гистограмме (рис. 26) [288]. Можно 

заметить, что в группе сильносвязывающихся пептидов было повышено содержание Trp, 

Cys, Tyr, Arg (как в сильно-, так и в слабосвязывающихся пептидах), Met, Ile и понижено 

содержание Asn, Gln, Glu, Lys, Pro, Phe, Thr. 

 

Рисунок 26. Относительное распределение аминокислот в сильно- и слабосвязывающихся с золотом 

пептидах. Оснóвные аминокислоты обозначены сиреневым, кислотные – красным, доноры/акцепторы для 

водородных связей – зеленым, неполярные – черным. Адаптировано из [288]. 

Есть работы, в которых проводили селекцию лигандов, специфичных к нано- и 

микрочастицам золота, из библиотеки антител [290, 291]. В высокоспецифичных к золотой 

пудре антителах содержалось повышенное количество остатков аргинина по сравнению с 

исходной библиотекой: 24 % и 6 % соответственно [291].  
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Среди существующих исследований аптамеров к различным золотым поверхностям 

нет данных о б отборе ДНК- или РНК-аптамеров к наночастицам золота, что открывает 

исследователям возможность поиска в этом направлении. 

2.6.2. Аналитическое применение нековалентных ассоциатов НЧЗ и НК 

Такие свойства НЧЗ, как максимум оптического поглощения в видимой области 

спектра и их высокий коэффициент экстинкции (~108 M-1см-1 [209], делают их 

привлекательным объектом для множества исследований с использованием 

колориметрического метода детекции, т.е. основанных на изменении цвета коллоидного 

раствора НЧЗ с красного на синий при их слипании и влиянии на этот процесс присутствия 

мишени. 

Использование флуоресцентных меток расширило возможности детекции, но 

усложнило процесс подготовки образцов. Наиболее часто в качестве флуорофора выбирали 

флуоресцеин [231, 292, 230, 254], также в исследованиях использовали родамин [293 , 294], 

Cy5, акридин [295]. Описаны варианты безметочной детекции ДНК-мишени в растворе, 

например, при добавлении в образец раствора флуоресцеина [296] или родамина В [293, 

294], а также применение хемилюминесценции системы люминол – H2O2 [297].  

Известно свойство НЧЗ тушить флуоресценцию молекул флуорофоров, 

находящихся в непосредственной близости к НЧЗ. Это явление может быть описано 

следующим образом. Плазмоны - это квазичастицы, возникающие в проводниках за счет 

колебаний электронов проводимости относительно кристаллической решетки. Плазмонный 

резонанс (в случае наноразмерных металлических структур – локализованный плазмонный 

резонанс) – это возбуждение поверхностного плазмона на его резонансной частоте внешней 

электромагнитной волной. В целом, взаимодействие поверхностного плазмона 

наночастицы с молекулой флуорофора может приводить к усилению или к тушению 

флуоресценции. Взаимодействие происходит в две стадии: на первой усиленное 

резонансом поле на поверхности частицы приводит к увеличенной флуоресценции 

молекулы флуорофора, расположенной вблизи наночастицы. На второй стадии 

флуоресцентное излучение испускается в окружающую среду, но если расстояние между 

молекулой флуорофора и наночастицей достаточно мало, то бóльшая часть испускаемой 

энергии рассеивается металлической поверхностью [294]. Эффективность тушения 

флуоресценции зависит от расстояния d между НЧЗ и молекулой флуорофора и 

пропорционально d-4, в то время как для молекулярных тушителей эта зависимость 

пропорциональна d-6 [256]. 

Способность НЧЗ выступать в роли тушителя флуоресценции часто используется в 

комбинации с колориметрическим методом [298]. Часть методик основана на применении 
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химически немодифицированных НЧЗ [299]. Можно выделить пять направлений 

применения ассоциатов НЧЗ и НК: распознавание разнообразных мишеней благодаря 

специфическим взаимодействиям, детекция однонуклеотидных замен (SNP), детекция 

метилированных участков ДНК, использование каталитических свойств ассоциатов НЧЗ с 

НК, проникновение в клетки. Конкретные частные случаи и вариации общепринятых 

методик рассмотрим подробнее в соответствующих разделах. 

2.6.2.1.Детекция мишеней в растворе 

Различные прикладные методики позволяют определять наличие в растворе НК, 

пептидов, низкомолекулярных соединений, ионов. 

2.6.2.1.1. Детекция ДНК/РНК-мишеней 

Детекция ДНК/РНК-мишеней основана на разном сродстве одноцепочечной и 

двуцепочечной НК к золоту. ДНК/РНК-мишень, присутствующая в растворе, образует 

комплементарный дуплекс с НК, изначально адсорбированной на НЧЗ, что вызывает ее 

диссоциацию с поверхности частицы и последующее слипание НЧЗ в солевых условиях 

[300, 301, 302, 298]. Например, так определяли наличие в растворе РНК вируса гепатита С 

[303], РНК нерегулярного белка гепатомы (HURP) у больных раком мочевого пузыря [304], 

присутствие бактерии Acinetobacter [305], модельной НК, состоявшей из четырех 

теломерных повторов TTAGGG [301] и другие мишени [306, 294, 230, 307]. Можно сочетать 

эту методику с процессом поверхностного плазмонного усиленного переноса энергии 

(SPEET) между флуоресцентными ассоциатами нанокластеров серебра с НК и НЧЗ [298]. 

Зрелую миРНК (микроРНК) детектировали в растворе посредством образования 

сэндвич-структуры электрохимическим методом. Поверхность золотого электрода 

модифицировали через тиольную группу НК со шпилечной структурой. При добавлении 

миРНК-мишени шпилька раскрывалась, и к ее 5`-концу гибридизовалась комплементарная 

репортерная ДНК, нековалентно присоединенная к НЧЗ и являвшаяся ДНКзимом в 

последующем окислении 4-хлоро-1-нафтола пероксидом водорода с осаждением 

нерастворимого продукта на электроде [308]. 

Длинные НК адсорбировались медленнее, чем короткие, и за короткое время 

инкубации (2 мин) с последующим добавлением соли (до 100 мM NaCl) можно было 

увидеть это различие по слипанию частиц, инкубированных с длинными НК. Так 

детектировали разрушение ДНК под действием S1-нуклеазы и окислительных реагентов, 

например, реагента Фэнтона (Fe2+ + H2O2), разрезавшего ДНК на рандомные короткие 

фрагменты вплоть до азотистых оснований [309]. 

В нескольких работах описан колориметрический метод детекции присутствия 

мишени в растворе для случая, когда мишень – АТФ, а адсорбированная на НЧЗ НК – 
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аптамер к АТФ. Одна из схем детекции предполагала сначала образование частично 

комплементарного дуплекса аптамерной НК с другой НК в солевых условиях (90 мM NaCl), 

затем последовательное добавление анализируемого раствора и НЧЗ. Если в 

анализируемом растворе присутствовала АТФ, то дуплекс денатурировал, аптамер 

связывался с мишенью, а комплементарная НК адсорбировалась на НЧЗ и защищала их от 

слипания. Такой способ позволил детектировать присутствие АТФ спектроскопически от 

0,75 мкМ, при этом концентрации аптамера и НЧЗ составила 7,5 мкМ и 2 нM 

соответственно [300]. 

2.6.2.1.2. Детекция мишеней ненуклеотидной природы 

НЧЗ с адсорбированными на поверхности ДНК-аптамерами используют для детекции 

в растворе низкомолекулярных соединений: бисфенола A [310], тромбина [237], кокаина 

[299, 311, 312], канамицина [302], тобрамицина [313], теофиллина [314], стрептомицина 

[292], эстрадиола, охратоксина А [315] и других. Предел обнаружения для разных мишеней 

составляет от микромолярного до наномолярного уровня. Возможно применение 

одновременно двух методов детекции, например, определение стрептомицина 

колориметрически и по тушению флуоресценции [292]. Для этого к стрептомициновому 

аптамеру добавляли комплементарную НК и инкубировали для образования дуплекса, 

затем инкубировали дуплекс с анализируемым раствором, содержавшим 0 – 4000 нM 

стрептомицина, после добавляли НЧЗ и спустя 30 мин либо добавляли 100 мM NaCl и через 

5 мин фиксировали изменение цвета, либо измеряли интенсивность флуоресценции. Если 

мишени в растворе не было, то НЧЗ слипались в солевых условиях либо не происходило 

тушения флуоресценции. 

НК могут образовывать триплексы в присутствии определенных соединений (triplex 

binders), к которым относятся, например, оксазин и крезил фиолетовый. Триплекс-

образующая НК связывается с дуплексом в его большой бороздке сиквенс-специфично 

через образование водородных связей между азотистыми основаниями. Детекция этих 

веществ основана на слипании НЧЗ в солевых условиях при образовании триплекса, если 

же триплекс не образовывался, то комплементарные НК образовывали дуплекс, а триплекс-

образующая НК адсорбировалась на НЧЗ и защищала их от слипания [316]. 

Хотя подавляющее число работ по детекции мишеней основано на слипании НЧЗ 

при высоком содержании солей, описан и другой механизм, когда изменение цвета было 

связано с разной морфологией НЧЗ при их дальнейшем росте в присутствии 

гидроксиламина и HAuCl4. Если на частицах было адсорбировано много молекул оц-

аптамера, что происходило в отсутствие мишени, то образовывались частицы с 

разветвленной структурой, и раствор имел синий цвет. Если же на частицах при наличии 
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мишени осталось мало молекул аптамера, то образовывались сферические частицы, и 

раствор имел красный цвет [315]. Также возможна колориметрическая детекция 

присутствия мишени по переходу цвета НЧЗ от красного к зеленому благодаря 

«агрегатору» НЧЗ катионному красителю Y5GL [317]. 

Описаны методы детекции различных ионов с помощью НЧЗ [318]. Ионы Hg2+ 

образуют с НК, богатыми тимином, структуру типа T – Hg2+ - T, таким образом, возможна 

их колориметрическая детекция с использованием НК Т10 при последующем добавлением 

солей (предел чувствительности от 0,6 нМ) [319, 320, 223] (рис. 26 А). Также ионы Hg2+ 

детектировали по увеличению флуоресценции родамина В, который связывался с ними 

сильнее, чем с НЧЗ (80-100 и 8-16 ккал/моль соответственно) [321, 322]. Ионы Ag+ 

обнаруживали по схеме, аналогичной приведенной на рисунке 27 А [323, 296, 293].  

 

 

 Рисунок 27. Детекция ионов в растворе с использованием ассоциатов НЧЗ-НК: А – ионов ртути Hg2+ 

(адаптировано из [315]), Б – ионов серебра Ag+ (адаптировано из [319]), В – ионов свинца Pb2+ (адаптировано 

из [320]). 
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С-богатую НК (200 нM) инкубировали в буфере MORS, содержащем Ag+, в течение 

5 мин, затем к раствору добавляли НЧЗ (3,9 нM), инкубировали при комнатной температуре 

5 мин и добавляли 90 мM NaNO3, через 2 мин центрифугировали, отделяя агрегировавшие 

НЧЗ (3 мин, 3000 об./мин, смешивали с раствором флуоресцеина (42 нM) и через 5 мин 

измеряли интенсивность флуоресценции. Суть детекции заключалась в том, что ионы Ag+ 

образовывали прочные связи с цитозином в составе НК (рис. 27 Б) [323], и молекулы НК не 

взаимодействовали с добавленными НЧЗ и не защищали их от слипания. У агрегированных 

НЧЗ свойство тушить флуоресценцию слабее, чем у диспергированных, следовательно, 

наблюдали более высокий сигнал интенсивности флуоресценции, чем в отсутствие ионов 

Ag+. Предел чувствительности от 6 нМ. 

Тот же метод детекции ионов Ag+ [296] нашел применение при использовании 

родамина В в качестве флуорофора, который добавляли одновременно с NaNO3, но без 

отделения агрегировавших НЧЗ и с инкубацией по 10 мин на каждом шаге [293]. 

Ионы Pb2+ определяли в растворе, используя дцДНК-зим, одна цепь которого 

содержала в середине рибоА и расщеплялась на два одноцепочечных фрагмента второй 

ферментной цепью в присутствии Pb2+. Oдноцепочечные НК, в свою очередь, 

сорбировались на НЧЗ, и агрегации частиц при добавлении NaCl не происходило (предел 

чувствительности от 10 пМ) [324] (рис. 27 В). Саморасщепляющийся в присутствии ионов 

Cu2+ ДНК-зим использовали для их детекции по схожему с вышеописанным методу (предел 

чувствительности от 0,29 мкМ) [325]. По тому же принципу организована детекция катиона 

UO2
2+ [326]. Наличие ионов Cu2+ в растворе определяли благодаря образованию комплекса 

со специфичным к меди 3-меркапто-D-валином, вызывавшим слипание НЧЗ в их 

отсутствие (предел чувствительности – 1 мкМ) [327]. 

2.6.2.2.Детекция однонуклеотидных замен в НК 

 Принципиальная возможность детекции SNP колориметрическим методом по 

степени защиты НЧЗ адсорбированными НК от слипания в солевых условиях была показана 

Ли и Ротбергом: образование дуплексов коротких НК, меченных родамином, с длинными 

ДНК-мишенями позволило различать мишени с одним нуклеотидным несоответствием 

[250, 249]. Ли и Ротберг также продемонстрировали, что тем же способом можно 

определять наличие мутации в РНК-мишенях [251]. Практическое определение 

однонуклеотидных замен преимущественно по соотношению оптической плотности на 520 

и 620-650 нм описано в ряде работ [328, 329, 330, 331, 238]. 

Вариация методики для детекции однонуклеотидных замен в ДНК заключалась в 

использовании белка, связывавшего одноцепочечную ДНК в случае неполностью 
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комплементарного дуплекса и защищавшего в таком виде НЧЗ от слипания, а в свободном 

виде - в случае полностью комплементарного дуплекса - вызывавшего их слипание [332]. 

2.6.2.3. Детекция метилированных участков ДНК 

Детекция метилированных участков ДНК (рис. 27) основана на превращении 

неметилировнаного цитозина в урацил при бисульфитной обработке и устойчивости к ней 

метилированного цитозина. [333]. Далее проводили амплификацию ДНК с помощью 

симметричной полимеразной цепной реакции (ПЦР) [212] с наработкой С/G-богатых 

ампликонов из метилированных участков и А/Т-богатых из неметилированных участков 

или с помощью асимметричной ПЦР [334, 335] с наработкой G-богатых ампликонов из 

метилированных участков и А-богатых из неметилированных. Неметилированные участки 

ДНК в бóльшем количестве сорбировались на поверхности золота, чем метилированные 

участки (рис. 28).  

 

 Рисунок 28. Детекция метилированных участков ДНК. Адаптировано из [207]. 

Детекцию осуществляли либо по SPR-спектрам (спектроскопии поверхностного 

плазмонного резонанса), отражавшим степень агрегации НЧЗ, либо электрохимически [336, 

337]. 

2.6.3. Каталитические свойства ассоциатов НЧЗ с НК 

 При окислении 3,3`,5,5`-тетраметилбензидина пероксидом водорода свободные НЧЗ 

и ассоциированные с НК проявляли пероксидазную активность, причем эта активность 

была в 2,5 раза выше у ассоциатов НЧЗ-НК, чем у НЧЗ. Каталитическую активность 
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оценивали по спектрам оптического поглощения, т.к. продукт окисления окрашен в синий 

цвет [338, 339].  

 НЧЗ после агрегации в 500 мМ NaCl усиливали хемилюминесцентный сигнал при 

взаимодействии люминола с пероксидом водорода. В присутствии мишени в растворе 

образовавшийся с комплементом дуплекс не препятствовал слипанию НЧЗ и 

последующему усилению хемилюминесцентного сигнала, в отсутствие мишени 

комплементарная НК защищала НЧЗ от слипания, и усиления сигнала не происходило 

[297]. 

 Ассоциаты НЧЗ-НК проявляли каталитическую активность в процессе окисления D-

глюкозы кислородом, причем структурированные НК уменьшали эту активность, а 

неструктурированные НК повышали ее. Структурирование НК происходило при 

понижении pH [340]. Предположительно неструктурированные НК оставляли достаточно 

доступной поверхности НЧЗ для контакта с молекулой глюкозы, а структурированные нет, 

поэтому каталитическая активность НЧЗ изменялась. Продукт окисления глюкозы – D-

глюконовая кислота - являлась субстратом для пероксидазы хрена, которая, в свою очередь, 

вызывала окисление ABTS2- (2,2′ -азинобис(3-этилбензтиазолин-6-сульфонат)) до ABTS, 

окрашенного в зеленый цвет. Таким образом, по спектрам оптического поглощения можно 

контролировать каталитическую активность ассоциатов НЧЗ-НК. Недостатком метода 

являлось то, что D-глюконовая кислота являлась каталитическом ингибитором, она 

адсорбировалась на НЧЗ и уменьшала их активность [341]. 

2.6.4. Проникновение в клетки и ткани 

Применение НЧЗ для создания ассоциатов с биомолекулами позволило отслеживать 

биомолекулы в различных компартментах клеток методами оптической и просвечивающей 

электронной микроскопии [176]. Проникновение НЧЗ в клетки зависит от формы и размера 

наночастиц, их заряда и функциональных групп на поверхности, продолжительности 

взаимодействия и количества НЧЗ. Суммируя данные, можно сказать, что НЧЗ малого 

размера (2,4 нм) проникают в клеточное ядро, среднего (5,5 и 8,2 нм) - в цитоплазму, 

большого (от 16 нм) проникают через клеточную мембрану, но с низкой эффективностью 

[13]. 

В экспериментах с двустворчатыми моллюсками было показано, что НЧЗ 

накапливались преимущественно в лизосомальной системе клеток пищеварительной 

железы. Ионы Au3+ (предшественники НЧЗ) накапливались в жабрах и по результатам 

тестов на выживаемость обладали высокой токсичностью [342]. 

Также ассоциаты НЧЗ с НК использовали для системного воздействия на организм. 

Так, при внутрибрюшинном введении ассоциатов НЧЗ с трехблочными 
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противотромбиновыми аптамерами крысам с последующим тестом продолжительности 

кровотечения (rat tail bleeding) наблюдали значительное увеличение времени кровотечения 

по сравнению с гепарином: 29,8 мин против 8,5 мин соответственно при введении 100 мкл 

каждого из препаратов с концентрацией от 0 до 750 нМ [237]. 

Заключение 

 Природу взаимодействия молекул различного состава, в частности, нуклеиновых 

кислот с поверхностью золота исследовали разнообразными методами 

(спектроскопическими, колориметрическими, электрохимическими), и разные группы 

исследователей делали разные заключения о преобладающем типе взаимодействия. Понять, 

насколько велика разница в этих результатах, можно при сравнении значений 

количественных характеристик связывания, в частности, константы Лэнгмюра: диапазон ее 

значений, например, для связывания BSA составил несколько порядков [182]. Подобные 

противоречия встречались при изучении литературы о зависимости сродства к золоту от 

нуклеотидного состава лигандов: в одной группе работ получены данные о 

преимущественной адсорбции аденина в составе ДНК, во второй очень обширной группе 

работ использованы эти результаты, а в третьей, самой малочисленной, приведены 

доказательства равного сродства к золоту и тимина, и аденина. Эта несогласованность 

выводов - следствие совместного влияния многих факторов на связывание лигандов с 

поверхностью золота. Систематизация экспериментальных данных, упорядочивание 

знаний о закономерностях взаимодействия лигандов различной природы с золотом и их 

зависимости от всей совокупности условий связывания – обширная задача для будущих 

исследований. 

 Стоит отметить, что нековалентные взаимодействия НЧЗ и НК в низкосолевых 

условиях на данный момент практически не описаны в литературе. Целью нашей 

экспериментальной работы было исследование закономерностей нековалентного 

связывания НЧЗ и олигонуклеотидов в условиях, максимально исключающих влияние 

сторонних факторов.  
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3. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

3.1.Реагенты 

 В работе были использованы следующие вещества и растворители: 

золотохлористоводородная кислота тригидрат HAuClO4∙3H2O (Аурат, Россия), цитрат 

натрия дигидрат Na3C6H5O7∙2H2O, N,N,N’,N’-тетраметилэтилендиамин (Fluka, Бельгия), 

BSA, MUA, TGA (80 % раствор), желатин А, желатин В, хлорид магния гексагидрат (Sigma–

Aldrich, США), HSA, полиаденилат натрия (Reanal, Венгрия), 

трис(гидроксиметил)аминометан (Трис), N,N-метилен(бис)акриламид, бромфеноловый 

синий, ксиленцианол FF, этилендиаминтетраацетат натрия (ЭДТА), додецилсульфат натрия 

(Amresco, США), глицин, глицерин, бис(сульфанил)бутан-2,3-диол (DTT) (Serva, 

Германия), HS-PEG-COOH (PEG), (3,2 кДa, 4,9 кДa, Iris Biotech, Германия), глутатион, 

мочевина, акриламид, ацетонитрил (о.с.ч.), этидиум бромид (AppliChem, Германия), [32P]-

ATФ, Т4-полинуклеотидкиназа, Taq-полимераза, дезоксирибонуклеотидтрифосфаты 

(Биосан, Россия), Stains All, перхлорат лития, персульфат аммония (Acros, США), PEI 

(полиэтиленимин), PEG (Alfa Aesar, США), борная кислота, формамид, хлорид натрия 

(Panreac, Испания), ацетон (о.с.ч.) (Реахим, Россия), этанол (ОАО «Кемеровская 

фармацевтическая фабрика», Россия), фосфат натрия двузамещенный додекагидрат 

(АльфаХимПлюс, Россия), фосфат натрия однозамещенный дигидрат (Реатэкс, Россия), 

стрептавидин-агароза (Solulink, США), яичный фосфатидилхолин, 1,2-диолеоил-sn-

глицеро-3-фосфоэтаноламин (DOPE) (Avanti Polar Lipids, США), HSA-Cy5 (любезно 

предоставлен д.х.н. Т.С. Годовиковой), политимидилат натрия (любезно предоставлен 

д.б.н. С.Н. Ходыревой), Henx и DMEM (любезно предоставлены д.б.н. Е.И. Рябчиковой), 

FBS (сыворотка телят, любезно предоставлена к.б.н. О.В. Марковым), наночастицы серебра 

(НЧС) (любезно предоставлены к.б.н. И.Д. Ивановым), конъюгат стеариновой кислоты и 

пептида [Str-(RL)4G-NH2] (любезно предоставлен к.х.н. Е.К.Апарциным), 2-[[4-

додециламино-6-олеиламино-1,3,5-триазин-2ил]-(2-гидроксиэтил)амино]этанол (DOME2) 

(любезно предоставлен к.х.н. И.С.Довыденко). 

Растворители были очищены Т.Ю.Бушуевой (ЛБМХ ИХБФМ СО РАН). 

Бактериальный «цитозоль» был приготовлен А.С. Долодоевым (ГМИ ИХБФМ СО 

РАН). 

 Все растворы готовились с использованием воды, очищенной с помощью системы 

Simplicity 185 (Millipore, США). 

В работе использованы буферные растворы TBE (89 мМ Трис, 89 мМ H3BO3, 2 мМ 

ЭДТА, pH 8,3), Tрис-Gly (25 мМ Трис, 250 мМ Gly, pH 8,3), AP (20 мМ Трис-HCl, 0,2 мМ 

MgCl2, 10 мМ NaCl, pH 7,5), PB (23 мМ NaH2PO4, 77 мМ Na2HPO4, pH 7,4), PBS (2,3 мМ 
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NaH2PO4, 7,7 мМ Na2HPO4, 137 мМ NaCl, 2,7 мМ KCl, рН 7,4), Трис-ацетатный (1 мМ 

ЭДТА, 40 мМ Трис, 20мМ CH3COOH, pH 8,5), цитратный (25 мМ Na3C6H5O7, pH 6,7). 

3.2.Синтетические олигонуклеотиды 

 В работе использовали следующие олигодезоксирибонуклеотиды и 

олигорибонуклеотиды (таблица 10): 

 Таблица 10. Олигонуклеотиды, использованные в работе. 

шифр последовательность (5`-3`) 1 

Т6 TTTTTT 

Т26 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 

T26FAM FAM TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 

Т40 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 

А26 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

С26 CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

G26 GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG 

N26 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 

NC CAACACAACCAACACAACCAACACAA 

GC GCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGC 

GT GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT 

AC ACACACACACACACACACACACACAC 

AT ATATATATATATATATATATATATAT 

TGT TGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTG 

ATG ATGATGATGATGATGATGATGATGAT 

R.20 FAM C*A*C*T*C*G*C*A*A*G*C*A*C*C*C*T*A*T*C*A*G 

R.19 FAM C*A*C*T*C*G*C*A*A*G*C*A*C*C*C*T*A*T*C*AG 

R.18 FAM C*A*C*T*C*G*C*A*A*G*C*A*C*C*C*T*A*T*CAG 

R.17 FAM *C*A*C*T*C*G*C*A*A*G*C*A*C*C*C*T*ATCAG 

R.15 FAM *C*A*C*T*C*G*C*A*A*G*C*A*C*C*CTATCAG 

R FAM CACTCGCAAGCACCCTATCAG 

G.2 GGTGCGCTCCTGGACGTA*G*C 

L0 CCTGGATCCTTCTTCCCACTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 

CGCGCGAGGTA GAATTCGAA 

Pr1 CCTGGATCCTTCTTCCCACT 

Pr2 TTCGAATTCTACCTCGCGCG 

Pr2b биотин TTCGAATTCTACCTCGCGCG 

L6-1 CAGCGGAGTAGTGATATCATGGAGTG 

L6-2 ATGTAGTGTTCGATGTGTTGCTGTGT 

L6-3 TACAGATGAGGTGTTCGATTTGTATA 
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шифр последовательность (5`-3`) 1 

L6-5 GCGCGCGGGATGCTTCTAGATCAGTT 

L6-a2, L6-a1 GGTGGGGGGGTGGATACGATACGTGC 

itGCA CGTGCAGCTTTTGCTGCACGCACTCACG 

tACT CGTGAGACTGTGCAGCTTTTGCTGCACA 

L7-1 GCACGATGTAGTGATGTGATGTATCG 

L7-5 AGGCAGGGCATCGCGCGTGAAAGGAA 

L7-6 ATTAACGCGCGTAAGGGCCCTAGTGG 

L7-1-0 GGCACAGAGGTTGAATGTTGTGTTGT 

L5-1 CGTATCTGATAGGTATTGTGAGATCG 

L2-1 TATCGCGAGCGGAGTAATCTAGTGAG 

6-1 TGAGAT 

6-2 TGAGAT^TGAGAT 

6-3 TGAGAT^TGAGAT^TGAGAT 

6-4 TGAGAT^TGAGAT^TGAGAT^TGAGAT 

asGFP rCrArArGrCrUrGArCrCrCrUrGrArArGrUrUrCTT 

sGFP rGrArArCrUrUrCrArGrGrGrUrCrArGrCrUrUrGTT 

sGFPCy5.5 Cy5.5 rCrArArGrCrUrGrArCrCrCrUrGrArArGrUrUrCTT 

4 rGrGrUrGrArArGrUrUrCrArUrCrGrGrCrGrUrGTT 

5 rCrArCrGrCrCrGrArUrGrArArCrUrUrCrArCrCTT 

4.1 rGrGrUrGrArArGrUrUrCrArUrCrGrGrCrGrUrGT*T 

4.2 rGrGrUrGrArArGrUrUrCrArUrCrGrGrCrGrUrGT*T*T 

5.1 rCrArCrGrCrCrGrArUrGrArArCrUrUrCrArCrCT*T 

5.2 rCrArCrGrCrCrGrArUrGrArArCrUrUrCrArCrCT*T*T 

1 - r обозначает рибонуклеотид, в остальных случаях указаны дезоксирибонуклеотиды,  

* обозначает фосфорилгуанидиновую группу (1,3-диметил-2-

имидазолидиниминофосфорильную группу) (рис. 29), 

^ обозначает гексаэтиленгликолевый фосфатный линкер между нуклеотидными звеньями. 

Олигодезоксирибонуклеотиды, нативные и модифицированные, были 

синтезированы твердофазным фосфитамидным методом Т.Ю.Бушуевой и 

М.С.Купрюшкиным (ЛБМХ ИХБФМ СО РАН), олигорибонуклеотиды 4, 5, 4.1, 4.2, 5.1, 5.2 

- М.И.Мещаниновой (ЛХРНК ИХБФМ СО РАН), олигорибонуклеотиды sGFP, asGFP – 

И.С.Довыденко (ЛБМХ ИХБФМ СО РАН) на автоматических синтезаторах ASM-800. 

Введение остатка Cy5.5 на 5`-конец олигорибонуклеотида sGFP проведено И.С.Довыденко. 
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Рисунок 29. Фосфорилгуанидиновая группа (ФГ-группа) олигодезоксирибонуклеотида. 

3.3.Оборудование 

ПЦР в растворе проводили в амплификаторе Mastercycler (Eppendorf, Германия).  

Растворы олигонуклеотидов концентрировали в концентраторе Centrivap (Labconco, США) 

или в ротационном испарителе Rotavapor R-200 (Buchi, Швейцария). Коллоид НЧЗ 

концентрировали в центрифуге (Eppendorf, Германия). Суспензию бактерий E.coli 

концентрировали в центрифуге Beckman-Coulter Avanti J-30I (Beckman-Coulter, США). 

Элюцию ДНК из геля проводили в термомиксере Comfort (Eppendorf, Германия). НЧЗ с НК 

и другими биомолекулами инкубировали в термостате Biosan (Россия). Обращеннофазовую 

ВЭЖХ (высокоэффективную жидкостную хроматографию) осуществляли на хроматографе 

Agilent (Agilent, США) с использованием колонки Zorbax SB-C18 (диаметр 4,6 мм, длина 

250 мм, диаметр частиц сорбента 5мкм). Электрофорез прроводили с применением 

источников питания Эльф-8 (ДНК-Технология, Россия ) и PowerPac HC(Biorad, США). 

Оптическую плотность водных растворов олигонуклеотидов измеряли при температуре 20 

– 25 ºС с использованием спектрофотометра NanoDrop (GEC, США). Оптическую 

плотность коллоидного раствора НЧЗ измеряли при температуре 20 – 25 ºС с 

использованием спектрофотометра UV-2100 (Shimadzu, Япония). Гидродинамический 

диаметр НЧЗ определяли с помощью Zetasizer (Malvern, США). Активность [32P]-

меченных олигонуклеотидов измеряли с использованием счетчика сцинцилляции Tri-Carb 

2800TR (Perkin-Elmer, США). Интенсивность флуоресценции олигонуклеотидов и других 

биомолекул в гелях и планшетах детектировали с помощью флуориметра Clariostar (BMG 

Labtech). Фоточувствительный экран (K-screen, Kodak) после экспонирования с гелем, 

содержащим [32P]-меченные НК, сканировали с использованием сканера Molecular Imager 

Pharos FX Plus (BioRad, США). Гели, содержащие олигонуклеотиды, визуализировали в  

трансиллюминаторе TCP-20.LC (Vilber Lourmat, Франция) на длине волны 365 нм. 

Ультразвуковую обработку растворов проводили в УЗ-ванне Elmasonic S10H (Elma, 
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Германия). Ультразвуковую обработку суспензии бактерий E.coli проводили с помощью 

Bandelin Sonopuls HD 3100 (Bandelin, Германия). 

3.4.Методы 

3.4.1. Осаждение ДНК 2 % LiClO4 в ацетоне 

 К раствору ДНК объемом 20 - 100 мкл прибавляли 1 мл 2 % LiClO4 в ацетоне, 

встряхивали, центрифугировали в течение 5 мин при 13000 об./мин, отбирали супернатант, 

затем промывали осадок 1 мл ацетона, вновь встряхивали и центрифугировали в течение 5 

мин при 13000 об./мин, отбирали супернатант и высушивали осадок на воздухе или в 

термостате CH-100 (Биосан, Россия). 

3.4.2. Осаждение ДНК этанолом 

К водному раствору ДНК объемом около 200 мкл добавляли 100 мкл 1 M NaOAc и 

900 мкл этанола, встряхивали, оставляли при - 20 °С на ночь. Затем центрифугировали в 

течение 5 мин при 13000 об./мин, отбирали супернатант, промывали 900 мкл 80 % этанола, 

центрифугировали в течение 5 мин при 13000 об./мин, отбирали супернатант и высушивали 

осадки. 

3.4.3. Выделение и характеризация олигонуклеотидов 

Растворы олигодезоксирибонуклеотидов концентрировали, затем олигонуклеотиды, 

содержащие диметокситритильную защитную группу, после удаления полимерного 

носителя и прочих защитных групп выделяли с помощью обращеннофазовой ВЭЖХ в 0,02 

М растворе триэтиламмония ацетата в градиенте ацетонитрила 0-50 %. Полученные элюаты 

концентрировали при 40 ºС примерно до 100 мкл. Затем осаждали ДНК 2 % LiClO4 в 

ацетоне. Для удаления 5’-диметокситритильной защитной группы добавляли к каждому 

осадку по 20 мкл бидистиллированной воды и по 80 мкл ледяной уксусной кислоты, осадки 

растворяли. Через 5 мин после добавления уксусной кислоты вновь проводили осаждение 

2 % LiClO4 в ацетоне, после промывания ацетоном подсушивали осадки в течение 5 мин 

при 38 °С, прибавляли к каждому по 10 мкл Трис-HCl (pH 8,8) и осаждали 2 % LiClO4 в 

ацетоне. Далее элюат концентрировали и осаждали 2 % LiClO4 в ацетоне. Все 

олигорибонуклеотиды выделяли электрофоретически. Все олигонуклеотиды были 

охарактеризованы спектрофотометрически и электрофоретически. 

3.4.4. Определение концентрации ДНК и НЧЗ по оптической плотности 

 Концентрации синтезированных олигонуклеотидов, ПЦР-продуктов и НЧЗ 

определяли спектрофотометрически в водных растворах при температуре 20 – 25 ºС. При 

этом использовали для НЧЗ значение коэффициентов молярного поглощения ε520(НЧЗ) = 

8,78∙108 М-1см-1. Для олигонуклеотидов расчет коэффициентов молярного поглощения 

выполнили по методу [343]. 
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3.4.5. Электрофорез в полиакриламидном геле 

Электрофоретическое разделение образцов НК проводили в денатурирующем 10-20 

% ПААГ (полиакриламидном геле) в присутствии 8М мочевины при соотношении 

акриламид:бисакриламид – 29:1 в буферном растворе ТВЕ при напряженности 

электрического поля 20 В/см и температуре 30 – 40 °С или в 15 % водном ПААГ в буферном 

растворе ТВЕ (трис-боратный буферный раствор) при напряженности электрического поля 

5 В/см и температуре 25 °С. После проведения аналитического электрофореза 

олигонуклеотидов гель окрашивали раствором 0,07 % Stains All в 50 % водном растворе 

формамида. После проведения препаративного электрофореза для выделения 

олигонуклеотидов из геля после визуализации в УФ-свете вырезали участок геля, 

содержавший целевой продукт, и элюировали его дважды 1 мл H2O mQ, в течение 30 мин 

при 60 ºС, третью элюцию проводили в течение 16 ч при 25 ºС. Элюцию 

олигорибонуклеотидов проводили при 25 °С. Все элюаты объединяли, упаривали и 

осаждали. 

3.4.6. Электрофорез в агарозном геле 

Пробы, содержащие НЧЗ, олигонуклеотиды или другие биомолекулы и 5 % 

глицерина, подвергали электрофоретическому разделению в геле, содержащем 0,8 % 

агарозы, в буферном растворе Трис-глицин при напряженности электрического поля 5 В/см 

в течение 30 мин. В некоторых случаях перед нанесением на гель пробы инкубировали в 

воде при 95 °С в течение 2 мин с последующим охлаждением во льду в течение 2 мин. После 

проведения электрофореза изображения гелей фиксировали с помощью фотокамеры. Гели, 

содержавшие флуоресцентно меченные НК, сканировали с использованием флуориметра 

Clariostar. Гели, содержащие [32P]-меченные НК, высушивали, экспонировали в течение 1-

16 ч с фоточувствительным экраном K-screen, который затем сканировали на сканере 

Molecular Imager Pharos FX Plus, данные обрабатывали с использованием программного 

обеспечения Quantity One. 

 Для выделения олигонуклеотидов, связанных с НЧЗ, после электрофореза в 

агарозном геле использовали набор QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) по инструкции 

производителя. Из геля вырезали участок геля, содержащий целевой продукт, взвешивали 

его, добавляли трехкратное количество (для упрощения ρ=1 г/мл) буферного раствора QG, 

растворяли в течение 10 мин при температуре 50 ºС, встряхивая каждые 2-3 мин. После 

растворения агарозы добавляли один объем изопропанола. Раствор наносили на QIAquick 

спин-колонку и центрифугировали в течение 1 мин для связывания НК, затем промывали 

0,75 мл буферного раствора РЕ и центрифугировали в течение 1 мин. Для элюции НК 
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добавляли 30-50 мкл 10 мM Трис-HCl (pH 8,5) и центрифугировали в течение 1 мин. 

Выделенную ДНК осаждали этанолом. 

3.4.7. Полимеразная цепная реакция 

 ПЦР проводили в 50 мкл реакционной смеси, содержавшей 0,25 мМ каждого dNTP, 

2∙10-6 M каждого из соответствующих праймеров, 50 мМ TricHCl, 2,5 мМ MgCl2, 2,5 е.а. 

(единиц активности) TaqPol, 1 мкл раствора ДНК-матрицы в амплификаторе Eppendorf 

Mastercycler в течение 23 циклов 94 ºС 7 с., 61,7 ºС 13 с., 72 ºС 33 с. с предварительной 

денатурацией при 95 ºС 52 с и заключительной элонгацией при 72 ºС 2 мин. ДНК выделяли 

из реакционной смеси с помощью электрофореза в 10 % ПААГ. 

3.4.8. Введение радиоактивного фосфата на 5`-конец НК 

 Радиоактивный фосфат вводили на 5`-конец олигонуклеотида (100 нмоль) с 

использованием10 е.а. полинуклеотидкиназы фага Т4 и 0,1 mCi [γ32P]АТФ в 10 мкл 

раствора, содержавшего 50 мМ Трис−HCl рН 7,6, 10 мМ MgCl2, 5 мМ DTT, в течение 2 ч 

при 37 °C. Реакционную смесь подвергали флеш-хроматографии с использованием 

сорбента Waters C18 125 Å 55−105 мкм. 

3.4.9. Синтез НЧЗ 

Для синтеза НЧЗ по методике [344] 5 мл 38,8 мM раствора Na3C6H5O7 добавляли 

при перемешивании в кипящий раствор HAuCl4∙3H2O (45 мл, 1 мM). Через 20 мин 

интенсивного перемешивания смесь охлаждали до комнатной температуры, выдерживали 

в течение 24 ч, фильтровали через фильтр с размером пор 200 мкм. Полученную 

суспензию НЧЗ хранили при 4°C. 

3.4.10. Методы расчетов 

Значения константы диссоциации (с использованием модели односайтового 

связывания), константы Лэнгмюра и времени полунасыщения рассчитывали с помощью 

программного обеспечения GraphPad Prizm. Данные корректировали вычитанием сигнала 

образцов, не содержавших НЧЗ и НК. 

3.4.11. Статистические методы 

Все эксперименты проводили в трех и более повторах. Для статистической обработки 

данных использовали t-критерий Стьюдента. 95 % доверительный интервал рассчитывали 

с использованием программного обеспечения Microsoft Excel. 

3.5.SELEX 

3.5.1. Схема раунда SELEX 

Типичный раунд селекции проводили по следующей схеме (рис. 30). Синтетическую 

ДНК-библиотеку длиной 66 нт., содержавшую 26-звенный центральный 

рандомизированный фрагмент и два краевых 20-звенных фрагмента для амплификации 
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библиотеки методом ПЦР, инкубировали с НЧЗ в течение часа при 25 ºС и встряхивании 

1400 об./мин. Для первого раунда использовали 4320 пмоль библиотеки L0 и 54,4 пмоль 

НЧЗ, для последующих раундов – 100 и 10 пмоль соответственно. Таким образом, в первом 

раунде селекции молярное соотношение ДНК к НЧЗ составило 79:1, в последующих – 10:1. 

После инкубации проводили цикл из 6 промывок 0,1-кратным буферным раствором АР 

(буферным раствором щелочной фосфатазы), отделяя несвязавшиеся олигонуклеотиды. 

Связанные с мишенью олигонуклеотиды отделяли четырехкратной инкубацией с 500 мкл 

NH3 водн при 60 ºС и встряхивании 1400 об./мин в течение 7 мин. Супернатант, содержавший 

целевые олигонуклеотиды, отделяли от НЧЗ центрифугированием (30 мин при 13200 

об./мин), ДНК осаждали в виде натриевой соли в этаноле. Осадки растворяли в воде. 

Проводили амплификацию библиотеки с биотинилированным обратным праймером и 

немодифицированным прямым праймером. 

 

 Рисунок 30. Схема стандартного раунда селекции: (1) – инкубация НЧЗ с ДНК-библиотекой, (2) – 

отделение НЧЗ от несвязавшейся фракции библиотеки, (3) – десорбция связавшейся фракции библиотеки с 

поверхности НЧЗ, (4) – амплификация обогащенной библиотеки. 

3.5.2. Получение одноцепочечной библиотеки 

 Проводили ПЦР с биотинилированным обратным праймером и 

немодифицированным прямым праймером, добавляя по 1 мкл 5∙10-8 M библиотеки в 

каждую пробу (если предварительно не проводили амплификацию после раунда с 

немодифицированными праймерами, то концентрация матрицы была неизвестна), затем 
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реакционные смеси упаривали до общего объема ~ 900 мкл, добавляли 150 мкл 

стрептавидин-агарозы Solulink, инкубировали 2 ч при 37 ºС и встряхивании 1400 об./мин, 

центрифугировали на максимальной скорости в течение 5 мин, убирали супернатант, 

добавляли к осадку 100 мкл 0,1 М NaOH, инкубировали 1 ч при 37º С и встряхивании 1400 

об./мин, центрифугировали в течение 5 мин при 13200 об./мин, убирали супернатант, 

повторяли элюцию ДНК раствором NaOH. Элюаты (две порции) объединяли и осаждали 

этанолом. 

3.5.3. Стабилизация НЧЗ с помощью polyA перед селекцией 

10 пмоль НЧЗ в 25 мкл водного раствора и 1,2 мг polyA инкубировали в течение 1 ч 

при 25 ºС и встряхивании 1400 об./мин, затем промывали дважды 200 мкл 0,1-кратного 

буферного раствора АР. Сконцентрированные НЧЗ отделяли центрифугированием в 

течение 30 мин при 13200 об./мин. 

3.5.4. Селекция с промежуточной амплификацией 

После инкубации и цикла отмывок, выполненных по стандартной схеме, проводили 

ПЦР с добавлением НЧЗ со связанными с ними олигонуклеотидами (по 0,025 пмоль НЧЗ 

на одну реакцию) в течение 25 циклов. Сконцентрированные НЧЗ отделяли от реакционной 

смеси центрифугированием в течение 30 мин при 13200 об./мин, затем проводили 

обработку НЧЗ водным раствором аммиака для получения связанных с НЧЗ 

олигонуклеотидов. 

3.5.5. Селекция с применением агарозного электрофореза (EMSA-SELEX) 

Библиотеку инкубировали с НЧЗ при молярном соотношении НК:НЧЗ= 20:1 или 

100:1 и финальной концентрации НЧЗ 4,35∙10-9 М или 1∙10-7 М в течение 30 мин при 25 ºС 

и встряхивании 1400 об./мин. Пробы с меньшей концентрацией НЧЗ после инкубации 

центрифугировали в течение 30 мин при 13200 об./мин, отделяя супернатант. К пробам 

объемом 5 мкл добавляли глицерин (до 5 %), наносили на 0,8 % агарозный гель и проводили 

электрофорез в буферном растворе Трис-Gly при напряженности электрического поля 5 

В/см в течение 30 мин. После окончания электрофореза вырезали кусочки геля с самыми 

подвижными НЧЗ и выделяли ДНК из агарозного геля с применением набора QIAquick Gel 

Extraction Kit (Qiagen) по инструкции производителя. 

3.5.6. Контрселекция к наночастицам серебра 

4 мл 4,6∙10-10M НЧС (наночастиц серебра) (диаметр 40 нм) в трех пробирках 

смешивали с 0,536 мкл 6,4∙10—5  M ДНК в каждой (молярное соотношение НК:НЧЗ=56:1), 

связывание проводили по схеме первого раунда с той разницей, что супернатант после 

первой отмывки упаривали до 200 мкл и осаждали НК, не связавшиеся с НЧС, этанолом. 

НК, связавшиеся с НЧС, отделяли по стандартной схеме. 
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3.6 Получение ассоциатов НЧЗ с НК и анализ их устойчивости 

3.6.1 Получение ассоциатов НЧЗ с НК в концентрированных условиях 

 НЧЗ концентрировали центрифугированием в течение 30 мин при 13200 об./мин в 

50 – 100 раз. Пробы объемом 5 мкл, содержавшие 1∙10-7 М НЧЗ (0,5 пмоль) и различное 

количество олигонуклеотида (от 4∙10-7 М до 4∙10-5 М), инкубировали в течение 2 мин - 16 ч 

при температуре 25 - 95 °С. При использовании [32P]-меченых НК пробы содержали от 

5∙10-9 М до 5∙10-8 М [32P]-меченых НК при общем содержании НК в указанных выше 

пределах. После инкубации проводили отмывку избытка несвязавшегося олигонуклеотида: 

добавляли 1 мл 3,88 мМ Na3C6H5O7, встряхивали, центрифугировали в течение 30 мин при 

13200 об./мин, убирали супернатант, оставляя осадок объемом 5-10 мкл. Супернатант при 

необходимости упаривали до 100 мкл (40 °С, SpeedVac), осаждали 2 % LiClO4 в ацетоне. 

3.6.2 Получение ассоциатов НЧЗ с НК в разбавленных условиях 

Пробы объемом 1400 мкл, содержавшие от 5∙10-11 М до 3∙10-8 М НЧЗ и от 5∙10-11 М 

до 2∙10-10 М олигонуклеотида, инкубировали 30 мин при температуре 56 °С. После 

инкубации проводили отмывку избытка несвязавшегося олигонуклеотида: добавляли 1 мл 

3,88 мМ Na3C6H5O7, встряхивали, центрифугировали в течение 30 мин при 13200 об./мин, 

убирали супернатант, оставляя осадок объемом 5-10 мкл. Супернатант упаривали до 100 

мкл (40 °С, SpeedVac), осаждали 2 % LiClO4 в ацетоне. 

3.6.3 Получение ассоциатов НЧЗ с НК в средних условиях 

Пробы объемом 139 мкл, содержащие 3,6∙10-9 М НЧЗ и 7,2∙10-7 М олигонуклеотида, 

инкубировали 30 мин при температуре 56 °С. После инкубации проводили отмывку 

избытка несвязавшегося олигонуклеотида: добавляли 1 мл 3,88 мМ Na3C6H5O7, 

встряхивали, центрифугировали в течение 30 мин при 13200 об./мин, убирали супернатант, 

оставляя осадок объемом 5-10 мкл. Супернатант при необходимости упаривали до 100 мкл 

(40 °С, SpeedVac), осаждали 2 % LiClO4 в ацетоне. 

3.6.4 Устойчивость ассоциатов НЧЗ-НК в солевых и буферных условиях 

 НЧЗ (1,4∙10-7 М для ТВЕ и ПЦР-буфера, 3,4·10-9 М для АР, PBS, 0,3 M NaCl, 8,5·10-8 

М для NaCl) инкубировали с НК (1,4∙10-6 М для ТВЕ и ПЦР-буфера, от 5∙10-9 М до 5∙10-7 М 

для АР, PBS, 0,3 M NaCl, 1,25·10-6М для NaCl) или polyA (5,5·10-4 М для NaCl) в лунках 

иммунологического планшета в течение 1 ч при 25°С, затем добавляли равный объем 

раствора NaCl до конечной концентрации 1∙10-3 - 2,5 М, AP 0,1 - 1Х, PBS 0,1 - 1Х, TBE 

0,25Х или ПЦР-буфер 0,5Х, инкубировали 30 мин при 25 °С. 
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3.6.5 Получение многослойных ассоциатов НЧЗ-НК с HS-PEG-COOH, BSA, HSA, 

глутатионом 

Инкубацию ассоциатов НЧЗ-НК с HS-PEG-COOH 3,2 и 4,9 кДa (PEG), BSA, HSA, 

глутатионом проводили при 25 °С и встряхивании 1400 об./мин в течение 30 мин - 22 ч в 

водном растворе с концентрацией HS-PEG-COOH, HSA, глутатиона равной 1∙10-6 - 1∙10-3 М 

и 1∙10-6 М BSA, затем пробы центрифугировали в течение 30 мин при 13200 об./мин, 

убирали супернатант, проводили отмывку, супернатанты при необходимости упаривали и 

осаждали в виде литиевой соли в ацетоне. 

3.6.6 Получение многослойных ассоциатов НЧЗ-НК с линейным PEI 

 К пробе ассоциатов НЧЗ-НК объемом около 5 мкл добавляли 10 мкл 1 мМ NaCl, 

затем 10 мкл 0,2 % PEI, инкубировали в течение 30 мин при 25 °С и встряхивании 1400 

об./мин. Затем проводили отмывку дважды по 100 мкл 4 мМ Na3C6H5O7, супернатанты при 

необходимости упаривали и осаждали в виде литиевой соли в ацетоне. 

3.6.7 Получение многослойных ассоциатов НЧЗ-siРНК с липидной оболочкой 

Приготовили раствор объемом 1 мл, содержавший 45 мкМ фосфатидилхолина, 45 

мкМ DOPE и 10 мкМ DOME2 в хлороформе в круглодонной колбе объемом 10 мл. 

Получили липидную пленку путем испарения хлороформа под вакуумом при 25 °. В колбу 

с пленкой добавили 923 мкл водного раствора, содержавшего ассоциаты НЧЗ-siРНК в 

концентрации 2,7∙10-9 M и 25 мМ NaH2PO4, и провели ультразвуковую обработку в течение 

15 мин при 20 °С. Затем добавили в колбу 77 мкл 1М Na2HPO4, перемешали смесь, добавили 

3 мкл 1 мМ конъюгата стеариновой кислоты и пептида [Str-(RL)4G-NH2] и провели 

ультразвуковую обработку в течение 5 мин при 20 °С. 

3.6.8 Инкубация ассоциатов НЧЗ-НК с TGA и MUA 

Инкубацию ассоциатов НЧЗ-НК с тиогликолевой (TGA) и меркаптоундекановой 

(MUA) кислотами проводили при 25 и 56 °С соответственно и встряхивании 1400 об./мин 

в течение 30 мин - 22 ч в 2,5∙10-5 М растворе TGA или 1∙10-4 М растворе MUA, затем пробы 

центрифугировали в течение 30 мин при 13200 об./мин, убирали супернатант, проводили 

отмывку, супернатанты при необходимости упаривали и осаждали в виде литиевой соли в 

ацетоне. 

3.6.9 Инкубация ассоциатов НЧЗ-НК с желатином 

 К пробам ассоциатов НЧЗ-НК добавляли 95 мкл 4 мМ Na3C6H5O7, переносили в 

другую пробирку с 300 мкл раствора желатина А или В с концентрацией 3-10 % в среде 

Henx, инкубировали в течение 30 мин – 22 ч при 37 °С и встряхивании 1400 об./мин, 

центрифугировали в течение 40-60 мин при 13200 об./мин (60 мин для 10 % раствора 

желатина), супернатанты убирали, упаривали и осаждали в виде литиевой соли в ацетоне. 
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3.6.10 Приготовление «цитозоля» 

 Для приготовления «цитозоля» использовали суспензию бактерий Escherichia coli 

(штамм ATCC 25922) с титром 109 КОЕ/мл. Сначала суспензию концентрировали в 10 раз 

в центрифуге Beckman-Coulter Avanti J-30I в течение 5-7 минут при ускорении 5000 g. 

Клетки отмывали от избытка питательной среды физиологическим раствором и 

центрифугировали в тех же условиях. Повторяли два раза. Осадки ресуспендировали и 

отфасовывали по пробиркам объемом 50 мл по 5-10 мл в каждую. После этого пробирки с 

клеточной суспензией инкубировали при температуре -20°С в течение 12-24 ч, затем 

пробирки размораживали и центрифугировали в течение 5 минут при 4000 об./мин 

Супернатанты убирали, к осадкам добавляли по 5-10 мл дистиллированной воды и 

ресуспендировали, после чего инкубировали полученные суспензии при температуре 37°С 

в течение 1,5-2 часов. После инкубации образцы суспензии обрабатывали ультразвуком с 

помощью Bandelin Sonopuls HD 3100 при 90 % мощности в течение 15 мин в режиме 

пульсации 3 сек через 3 сек. Во время обработки пробирки помещали в смесь льда и NaCl. 

Суспензии центрифугировали в течение 5 мин при 4000 об./мин, после чего убирали 

супернатант, а осадок ресуспендировали. Суспензию с помощью шприца пропускали через 

фильтр Millipore Millex-HV с диаметром пор 0,45 мкм и отфасовывали по 0,5 мл в 

предварительно взвешенные пробирки объемом 2 мл. Образцы лиофилизировали в течение 

24 часов. Определяли массу полученных образцов. Сухие образцы хранили при 

температуре -20°С. Перед работой готовили водный раствор с концентрацией 4 мг/мл. 

3.6.11 Инкубация ассоциатов НЧЗ-НК с FBS и «цитозолем» 

 К пробам ассоциатов НЧЗ-НК объемом около 5 мкл добавляли 25 мкл «цитозоля», 

разбавленного водой до концентрации 4 мг/мл (по белку), или FBS с концентрацией 10 % в 

среде DMEM, инкубировали при 37 °С и встряхивании 600 об./мин в течение 0 – 22 ч, затем 

пробы центрифугировали в течение 30 мин при 13200 об./мин, убирали супернатант и 

промывали осадки 75 мкл H2O mQ, центрифугировали в течение 30 мин при 13200 об./мин, 

супернатанты упаривали и осаждали в виде литиевой соли в ацетоне. 

3.6.12 Десорбция олигонуклеотидов с поверхности НЧЗ 

 Ассоциаты НЧЗ-НК инкубировали в течение 30 мин при 56 °С и встряхивании 1400 

об./мин в 50 мМ растворе DTT, центрифугировали в течение 30 мин при 13200 об./мин, 

убирали супернатант, промывали 50 мкл H2O mQ, центрифугировали в течение 30 мин при 

13200 об./мин, супернатанты упаривали и осаждали в виде литиевой соли в ацетоне. 
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4 РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

4.6 Анализ связывания НК с НЧЗ с помощью электрофореза в агарозном геле 

 В литературе описаны различные варианты электрофоретического разделения НЧЗ 

и их ассоциатов с НК в агарозном геле, отличающиеся буферными условиями, 

концентрацией агарозы в геле, напряженностью электрического поля, 

продолжительностью анализа. Гель-электрофорез НЧЗ и ассоциатов на их основе 

использовали преимущественно для подтверждения образования ассоциатов [345], оценки 

их размеров [346] и разделения НЧЗ и ассоциатов разного размера и состава [347], причем 

чаще всего анализировали только сканированные изображения гелей, хотя применялся и 

способ окраски гелей раствором флуоресцеина для визуализации малых количеств НЧЗ по 

тушению флуоресценции [348]. Например, для анализа ассоциатов НЧЗ (14 нм), 

модифицированных через тиольную группу азидом для дальнейшей модификации по схеме 

катализируемого Cu(I) азидалкинциклоприсоединения, проводили электрофорез (ЭФ) в 1,5 

% агарозе в ТВЕ при 100 В в течение 60 мин [349]. Разделение димеров, тримеров и 

тетрамеров НЧЗ, стабилизированных BSPP и модифицированных тиольными НК, 

проводили в 1,5 % [350] или 3 % агарозе в 0,5-кратном ТВЕ в течение 90 мин при 5 В/см 

[351], таким же образом разделяли НЧЗ с фиксированным числом присоединенных 

тиольных НК (1-5 мол./НЧЗ) [352]. Кроме обычной агарозы для разделения НЧЗ применяли 

и агарозу MetaPhor с дважды улучшенной разрешающей способностью [346]. Помимо 

широко используемого ТВЕ для агарозного ЭФ НЧЗ использовались и другие буферные 

растворы, например, 10 мМ фосфатный буфер (рН 7,0) [351] или 10 мМ HEPES (pH 7,6) 

[254]. 

 Задачей первого этапа работы было применение электрофоретического анализа 

зависимости нековалентного связывания НЧЗ с НК от ряда факторов, включающих в себя 

как варьирование условий связывания, так и длины и последовательности 

олигонуклеотидов. Решение этой задачи включало в себя следующие шаги: 

 - подбор условий проведения электрофореза с ассоциатами НЧЗ и НК и способа анализа 

его результатов; 

 - анализ зависимости связывания НЧЗ с НК от длины, заряда и нуклеотидной 

последовательности НК, а также от температуры и продолжительности инкубации при 

получении ассоциатов; 

 - анализ устойчивости полученных ассоциатов при последующей инкубации с другими 

соединениями, содержащими или не содержащими тиольную группу. 
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В данной главе рассмотрены возможности, которые открывает эта методика, и 

проанализированы данные, полученные с ее помощью на первом этапе работы с 

модельными олигонуклеотидами. 

4.6.1 Разработка методики анализа подвижности ассоциатов  

Принципиально результаты электрофоретического анализа ассоциатов НЧЗ-НК 

можно анализировать по одной из двух компонент ассоциатов: НК или НЧЗ. Гель-

электрофорез является самым простым методом визуального анализа, поскольку НЧЗ в геле 

имеют красный цвет и не требуют дополнительного окрашивания. Применение 5`-[32P]-

меченных НК позволило нам провести количественную оценку связывания различных НК 

с НЧЗ благодаря высокой чувствительности такого метода. Данному способу анализа 

связывания посвящена глава 4.2.  

На рисунке 31 представлен анализ НЧЗ и их ассоциатов с 66-звенной ДНК L0 в 

агарозном геле.  

 

Рисунок 31. Сканированное изображение гелей после электрофоретического анализа НЧЗ-L0: А – в 

буферном растворе Трис-глицин, Б – после окрашивания геля этидиум бромидом с последующей 

визуализацией в УФ-свете (365 нм), В - в буферном растворе Трис-глицин-SDS. Дорожки 1, 3, 5 – НЧЗ, 2, 4, 

6 – ассоциаты НЧЗ-L0. Концентрация НЧЗ равна 1∙10-7 М. 

Визуально после проведения ЭФ оценивали следующие параметры: 

- коллоидную стабильность НЧЗ и ассоциатов по их цвету (синий цвет свидетельствует о 

слипании НЧЗ, а красный – о стабилизации НЧЗ), 

- разные аспекты электрофоретической подвижности НЧЗ (достижение максимальной 

подвижности НЧЗ, долю наиболее подвижных НЧЗ и др.). 

 НЧЗ практически не обладали электрофоретической подвижностью (дорожки 1, 3, 

рис. 31 А, Б), коллоидная стабильность НЧЗ в буферном растворе нарушена, что видно по 

их сине-красному цвету. Ассоциаты НЧЗ с НК приобретали подвижность благодаря 

адсорбции отрицательно заряженных НК (дорожки 2, 4 рис. 31 А, Б). Свободные молекулы 

НК в геле имели бóльшую подвижность по сравнению с ассоциатами НЧЗ-НК (дорожка 4, 

рис. 31 Б). 
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4.6.2 Выбор буферного раствора и содержания агарозы в геле 

Путем анализа подвижности НЧЗ в геле проводили сравнение широкого спектра 

факторов, влияющих на степень связывания разных НК с НЧЗ, а именно зависимость 

связывания от температуры и продолжительности предварительной инкубации, 

концентрации, заряда, нуклеотидной последовательности НК, а также устойчивость 

ассоциатов НК с НЧЗ при связывании с другими биомолекулами. На основе анализа 

электрофоретической подвижности НЧЗ в геле проводили качественную оценку сродства 

НК к НЧЗ. Для этого готовили агарозный гель с содержанием агарозы 0,8 – 3 % с 

использованием буферных растворов, приведенных в таблице 11. 

Таблица 11. Состав буферных растворов, использованных для проведения электрофореза в 

агарозном геле. 

Буферный раствор состав рН 

0,5Х TBE 45 мМ Трис, 45 мМ H3BO3, 1 мМ ЭДТА pH 8,3 

Трис-Gly 25 мМ Трис, 250 мМ Gly pH 8,3 

Трис-ацетатный 1 мМ ЭДТА, 40 мМ Трис, 20мМ CH3COOH pH 8,5 

цитратный 25 мМ Na3C6H5O7 pH 6,7 

 Концентрация агарозы 0,8 % была выбрана как обеспечивающая размер пор, не 

затрудняющий миграцию НЧЗ. Выбор буферного раствора был обусловлен стабильностью 

в нем НЧЗ. Для определения оптимальных условий анализа подвергали 

электрофоретическому разделению ассоциаты НЧЗ с 26-звенным олигонуклеотидом Т26 в 

вышеперечисленных условиях. Стабильность ассоциатов НЧЗ-Т26 при электрофорезе 

подтверждали спектрами оптического поглощения растворов ассоциатов буферном 

растворе Трис-Gly, в которых не наблюдалось изменений относительно контроля - 4 мМ 

цитрата натрия (рис. 32). 

Широко применяемый состав буферного раствора Трис-Gly предполагает наличие 

SDS (додецилсульфата натрия). Однако SDS взаимодействует с НЧЗ и влияет на их 

подвижность в геле (рис. 31 В), поэтому этот компонент был исключен из состава. Как было 

установлено, для проведения ЭФ в агарозном геле толщиной 4 мм с дорожками шириной 

5,5 мм проба должна иметь объем 5-10 мкл и содержать 0,5 пмоль НЧЗ, в таком случае 

количество частиц было достаточно для их визуализации и в то же время не наблюдалось 

чрезмерной интенсивности окрашивания продуктов для используемой толщины геля. 

Таким образом, в электрофоретических пробах концентрация НЧЗ была равна 1∙10-7M. 
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Рисунок 32. Спектры оптического поглощения НЧЗ и их ассоциатов с олигонуклеотидом Т26 в 4 

мМ растворе цитрата натрия и в буферном растворе Трис-глицин. 

 Как видно из представленных данных, ассоциаты НЧЗ-Т26 оставались стабильны 

после инкубации в буферном растворе Трис-Gly в течение 30 мин при 25 ° С: максимум 

поглощения наблюдался пр длине волны 520 нм, в то же время отсутствовал пик 

поглощения в диапазоне 650-700 нм, характерный для слипшихся НЧЗ. 

4.6.3 Оценка сродства НК с НЧЗ  

Для оценки сродства НК к НЧЗ проводили связывание НЧЗ (1∙10-7 М) с Т26 в 

диапазоне концентраций  4∙10-7 - 4∙10-5 М в водном растворе в течение 30 мин при 56 °С. 

НЧЗ сами по себе не обладают заметной электрофоретической подвижностью. Связывание 

со всё возрастающими количествами отрицательно заряженных НК приводило к 

увеличению подвижности НЧЗ в геле. На рис. 33 приведен электрофоретический анализ 

концентрационной зависимости связывания НЧЗ с НК (рис. 33 А), изображение, 

обработанное для расчета (рис. 33 Б) и кривая концентрационной зависимости (рис. 33 В). 

Как видно из представленных данных, при самой низкой концентрации Т26 (0,4 мкМ)) 

наблюдалось слипание НЧЗ в агарозном геле (рис. 33 А). Этот факт необязательно 

указывает, что ни одна молекула НК не связалась с НЧЗ, скорее говорит о том, что 

количество связанной НК было недостаточно для предотвращения слипания НЧЗ. 

Постепенное увеличение концентрации Т26 до 1 и 2 мкМ сначала приводило к повышению 
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стабильности НЧЗ (рис. 33 А), а затем к увеличению их подвижности в геле (дорожки 4-10 

мкМ, рис. 33 А). Более медленные и диффузные полосы, возможно, соответствовали 

частицам, несущим меньший отрицательный заряд и меньшее количество 

адсорбированных молекул НК. Предположительно самые подвижные полосы содержали 

НЧЗ с наибольшим числом адсорбированных молекул НК (дорожки 6-10 мкМ, рис. 33 А). 

 

Рисунок 33. Анализ агарозного геля после проведения электрофореза. А – сканированное 

изображение геля, содержащего ассоциаты НЧЗ-Т26, Б – обработка черно-белого изображения с 

выделением в каждой дорожке областей одинаковой площади, содержащих наиболее подвижные НЧЗ, и 

получением числового эквивалента интенсивности окрашивания выделенных областей, В – 

концентрационная зависимость связывания НЧЗ с Т26, красной стрелкой обозначена концентрации Т26, при 

которой достигается плато насыщения (концентрация насыщения). IOD – интегральная оптическая 

плотность. 

Интенсивность окрашивания участков геля, соответствующих положению полосы с 

НЧЗ максимальной подвижности, существенно возрастала с ростом концентрации Т26 и 

затем достигала плато (рис. 33 Б, В). Интенсивность окрашивания этих областей оценивали 

с помощью программного обеспечения Quantity One (Biorad) (рис. 33 Б) и строили график 

зависимости эффективности связывания НЧЗ с Т26 (рис. 33 В). Полученный график имел 

характерную сигмовидную форму. Далее определяли концентрацию насыщения НК, при 

которой увеличение адсорбции олигонуклеотидов заканчивалось, и связывание Т26 
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выходило на плато. Таким образом, на примере Т26 была продемонстрирована картина 

концентрационной зависомости адсорбции, типичная для других НК. 

Зависимость связывания НЧЗ с НК от температуры и продолжительности 

инкубации 

Известно, что в процесс адсорбции НК на НЧЗ вовлечены гидрофобные 

взаимодействия [255], которые усиливаются с ростом температуры [354]. Было проведено 

изучение зависимости степени адсорбции Т26 на НЧЗ от температуры инкубации.Для этого 

НЧЗ инкубировали с Т26 (4-6·10-7 М) в водном растворе при температуре 25, 40, 56, 70, 95 

ºС. Далее анализировали ассоциаты электрофорезом в агарозном геле (рис. 34 А).  

Видно, что при увеличении температуры инкубации происходило образование 

полос, обладавших бóльшей подвижностью в геле (сравните дорожки 25, 40 и 56 ºС, рис. 34 

А). 

 

 Рисунок 34. Исследование влияния температуры инкубации на эффективность адсорбции Т26 на 

НЧЗ. А - анализ подвижности ассоциатов НЧЗ-Т26 электрофорезом в 0,8 % агарозном геле, Б – зависимость 

эффективности адсорбции НК на НЧЗ от продолжительности инкубации. Красной стрелкой обозначена 

концентрация насыщения НК. IOD- интегральная оптическая плотность. 

Также с ростом температуры интенсивность полос быстрых НЧЗ возрастала, и 

одновременно уменьшалась интенсивность полос медленно движущихся НЧЗ. Таким 
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образом, связывание НЧЗ с НК усиливалось при повышении температуры инкубации, 

однако при слишком высоких температурах НЧЗ (70 и 95 ºС) происходило слипание НЧЗ. 

Для t=56 ºС получили самые быстродвижущиеся ассоциаты, поэтому далее использовали 

эту температуру инкубации как оптимальную. Далее было проведено исследование влияния 

продолжительности инкубации НЧЗ с НК при температуре 56 ºС на эффективность 

образования ассоциатов. Для этого НЧЗ (1·10-7 М) инкубировали с НК (1·10-5 М) в водном 

растворе при температуре 56 ºС в течение 5 мин- 22 ч. Как видно из представленных 

даннных, при увеличении времени инкубации до 30 мин степень адсорбции достигала плато 

(90 %), при более длительной инкубации увеличения связывания не происходило (рис. 34 

Б). 

Далее во всех экспериментах по связыванию НЧЗ и одноцепочечных НК инкубацию 

реакционной смеси проводили в течение 30 мин при 56 ºС, если не указано иначе. 

 Зависимость связывания от концентрации, длины, заряда одноцепочечных НК 

Для выяснения влияния длины НК на эффективность связывания с НЧЗ 

инкубировали НЧЗ (1·10-7 М) с несколькими группами НК. Первая группа НК – 

олиготимидилаты длиной 6, 26, 40, 300 нт. (рис. 35 А, Б, Г, Д, Е, Ж, И), вторая группа – НК 

6-1, 6-2 и 6-4 длиной 6, 12, 24 нт. соответственно, содержащие повторяющий мотив 

TGAGAT и гексаэтиленгликолевый фосфатный линкер между мотивами (рис. 35 А, В, К, 

Л, М, Н). Линкер был введен в структуру НК для повышения гибкости молекулы. 

В каждой группе НК более длинные олигонуклеотиды имели более низкую 

концентрацию насыщения по сравнению с более короткими НК, что объясняется 

увеличением числа фосфатных групп в образце с ростом длины НК в одних и тех же 

молярных концентрациях и соответствующим увеличением отрицательного заряда на НЧЗ. 

Ассоциаты с короткими НК длиной 6 нт. Т6 (рис. 35 Г) и 6-1 (рис. 35 К) не достигали 

максимальной подвижности, что, вероятно, свидетельствовало о том, что суммарного 

отрицательного заряда на них было недостаточно.  
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Рисунок 35. Зависимость эффективности адсорбции НК от их длины и последовательности. А - длина 

и последовательность НК, Б – концентрационная зависимость связывания НЧЗ с олиготимидилатами, В - 

концентрационная зависимость связывания НЧЗ с олигонуклеотидами, содержащими мотив TGAGAT, Г – 

анализ электрофорезом в 0,8 % агарозном геле связывания НЧЗ с олиготимидилатом Т6, Д – с Т6 в 

концентрациях, имитирующих Т26, Е – с Т6 в концентрациях, имитирующих Т40, Ж – с Т26, И – с Т40, К –с 

олигонуклеотидом 6-1, Л – с 6-2, М – с 6-1 в концентрациях, имитирующих 6-4, Н – с 6-4. Красными стрелками 

обозначены концентрации насыщения НК. IOD – интегральная оптическая плотность. 

 Далее провели сравнение подвижности ассоциатов НЧЗ с НК из двух групп, 

рассмотренных выше, чтобы оценить влияние числа заряженных групп в составе НК на их 

связывание с НЧЗ и электрофоретическую подвижность НЧЗ. Для этого увеличили 

концентрации коротких НК Т6 и 6-1 так, чтобы каждый образец содержал столько же 

нуклеотидных звеньев, сколько содержит образец НЧЗ с более длинной НК: Т26 или Т40 

для Т6 и 6-4 для 6-1. Т.е., четыре молекулы 6-1 «заменяют» одну молекулу 6-4 по числу 

нуклеотидных звеньев, 4,3 молекулы Т6 «заменяют» одну молекулу Т26, 6,7 молекул Т6 

«заменяют» одну молекулу Т40. Другими словами, каждая длинная НК была сымитирована 
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соответствующей короткой НК такого же нуклеотидного состава. Концентрации коротких 

олигонуклеотидов были пересчитаны в соответствующие концентрации длинных 

олигонуклеотидов. Наблюдался практически идентичный профиль подвижности 

ассоциатов в каждом случае (сравните изображения Д и Ж, Е и И, М и Н, рис. 35). Таким 

образом, очевидно, что при одинаковой нуклеотидной последовательности решающее 

влияние на подвижность ассоциатов в геле оказывал суммарный отрицательный заряд НК. 

Заметим, что данное заключение справедливо в условиях быстрого связывания НЧЗ и НК 

при 56 °С, в которых не выявлено различие в скоростях адсорбции НК разной длины. 

Было замечено, что подвижность ассоциатов, содержавших НК разной длины, имела 

некий единый верхний предел в геле, связанный с насыщением поверхности НЧЗ 

молекулами НК. Одинаковый предел подвижности для НК разной длины, очевидно, был 

связан с размером пор используемого 0,8 % геля. Разницу в подвижности ассоциатов НЧЗ 

с НК разной длины наблюдали в гелях, содержащих 1,5 – 3 % агарозы [228, 352, 355]. 

Для подтверждения роли количества фосфатных групп в молекулах НК в ЭФ-

подвижности их ассоциатов с НЧЗ исследовали ассоциаты НЧЗ с набором НК на основе 

гетеропоследовательности 5`-CACTCGCAAGCACCCTATCAG-3` длиной 21 нт. Эти 

олигонуклеотиды содержали разное количество незаряженных ФГ-групп (0, 10, 14, 16, 17, 

18, 19, 20) и разное число отрицательно заряженных фосфатных групп (21, 10, 6, 4, 3, 2 и 1 

соответственно). Олигонуклеотиды с ФГ-группами R, R.15, R.17, R.18, R.19, R.20 (0,4 – 

10∙10-6 М) инкубировали с НЧЗ (1·10-7 М) в водном растворе при 56 ⁰ С в течение 30 мин и 

анализировали электрофорезом в 0,8 % агарозном геле (рис. 36). 

Видно, что снижение числа отрицательно заряженных групп не только увеличило 

пороговую концентрацию НК, но и уменьшило максимально достижимую 

электрофоретическую подвижность НЧЗ Rf, принятую равной 1 для полностью 

заряженного олигонуклеотида R, до значений Rf от 0,67 до 0,77 для олигонуклеотидов, 

несущих 15-18 ФГ-групп (рис. 36). Последнее, возможно, связано с тем, что молекулы НК 

адсорбированы на поверхности НЧЗ своим заряженным концом, а незаряженные концы 

молекул образуют объемную оболочку вокруг НЧЗ, увеличивая ее диаметр и затрудняя 

миграцию в геле.  
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Рисунок 36. Исследование, демонстрирующее влияние числа заряженных групп в олигонуклеотидах 

на электрофоретическую подвижность их ассоциатов с НЧЗ. А - олигонуклеотиды, использованные в работе, 

Б - концентрационная зависимость связывания НЧЗ с НК, В - анализ электрофорезом в 0,8 %агарозном геле 

ассоциатов НЧЗ с олигонуклеотидом R.20, содержащим 1 заряженную фосфатную группу (РО-группу), Г – с 

R.19, содержащим 2 РО-группы, Д – с R.18, содержащим 3 РО-группы, Е – с R.17, содержащим 4 РО-группы, 

Ж – с R.15, содержащим 6 РО-групп, И – с R, содержащим 21 РО-группу. Красными стрелками обозначены 

концентрации насыщения НК. IOD – интегральная оптическая плотность. 

Отметим, что наименее заряженные НК R.20 и R.19, несущие одну или две 

фосфатные группы соответственно, практически не изменили электрофоретическую 

подвижность НЧЗ в геле, при этом вызвали слипание НЧЗ (синий цвет) (рис. 36 В, Г).  

Далее представлялось интересным оценить влияние последовательности НК при 

одинаковой длине. Для этого исследовали концентрационные профили для 

олигонуклеотидов одинаковой длины (26 нт.), но с разной гомопоследовательностью: 

олигоС, олигоА, олигоТ и олигоG (рис. 37). Олигонуклеотиды G26, C26, T26 и А26 (0,4 – 

10∙10-6 М) инкубировали с НЧЗ (1∙10-7 М) в водном растворе при 56 °С в течение 30 мин. 

Видно, что Т26 и А26 имели меньшую концентрацию насыщения (6 мкМ), чем С26 (8 мкМ) 

и, что ожидаемо, чем G26 (рис. 37). G26, очевидно, в условиях эксперимента образовывал 

вторичные структуры, и его ассоциаты не детектировались в геле. Ассоциаты НЧЗ-G26 не 

достигали максимальной подвижности, поэтому концентрация насыщения не была 

определена. 
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Рисунок 37. Влияние последовательности НК разной гомопоследовательности (26 нт.) на 

электрофоретическую подвижность ассоциатов НЧЗ и НК. А – анализ подвижности ассоциатов НЧЗ-G26, Б - 

НЧЗ-С26, В – НЧЗ-Т26, Г – НЧЗ-А26, Д – концентрационная зависимость связывания НЧЗ с НК. Красными 

стрелками обозначены концентрации насыщения НК. IOD – интегральная оптическая плотность. 

Эти наблюдения указывали на более высокую аффинность Т и А к НЧЗ по 

сравнению с С, однако сделать вывод о сродстве G26 к НЧЗ из представленных данных 

нельзя. Полученный результат идет вразрез с литературными данными, согласно которым 

сродство аденина и цитозина однозначно выше сродства тимина как для азотистых 

оснований, так и для нуклеозидов и нуклеотидов [209, 208, 215, 213]. 

Далее провели изучение электрофоретической подвижности ассоциатов НЧЗ с НК 

длиной 26 нт. смешанного состава: АС, AT, GC, GT, TGT, ATG и NC (5' 

CAACACAACCAACACAACCAACACAA). Для этого НК (0,4 – 10∙10-6 М) инкубировали с 

НЧЗ (1·10-7 М) в водном растворе при 56 ⁰ С в течение 30 мин и анализировали 

электрофорезом в 0,8 % агарозном геле (рис. 38). Самая низкая для 26-меров концентрация 

насыщения наблюдалась в случае аденин-содержащих олигонуклеотидов АС и AT (рис. 38 

А, Г) и была равна 4 мкМ, что было меньше концентрации насыщения соответствующих 

гомопоследовательностей (А26, Т26 и С26). Бόльшую концентрацию насыщения (6 мкМ), 

чем у АС и АТ, имели олигонуклеотиды, составленные из повторяющихся мотивов TGT 

или ATG (рис. 38 Б, Д). Последовательность NC (рис. 38 В), состоявшая из 15 

высокоаффинных А и 11 низкоаффинных С, и G-богатый олигонуклеотид GT (рис. 38 Е) 

имели самую высокую концентрацию насыщения из всех аденин- и тиминсодержащих 

последовательностей, равную 8 мкМ. Для G-богатого и, вероятно, 

сильноструктурированного олигонуклеотида GC (рис. 38 Ж) концентрация насыщения не 

была определена. 
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Рисунок 38. Влияние гетеропоследовательности НК (26 нт.) на электрофоретическую подвижность 

ассоциатов с НЧЗ. А – анализ подвижности ассоциатов НЧЗ-АТ, Б - НЧЗ-TGT, В – НЧЗ-NC, Г – НЧЗ-AC, Д – 

НЧЗ-ATG, Е - НЧЗ-GT, Ж – НЧЗ-GC, И – концентрационная зависимость связывания НЧЗ с НК. Красными 

стрелками обозначены концентрации насыщения НК. IOD – интегральная оптическая плотность. 

Видимо, содержание высокоаффинных нуклеотидов А и Т или низкоаффинного С 

не является решающим фактором для сродства НК к НЧЗ. Свой вклад в аффинность, 

вероятно, вносит также конкретная последовательность нуклеотидов и определяемая ею 

вторичная структура молекулы. 

4.6.4 Связывание НК с НЧЗ в условиях конкуренции с другими биомолекулами 

В первую очередь, было исследовано, насколько устойчиво нековалентное 

нуклеотидное покрытие НЧЗ к 4 мМ раствору цитрата натрия (рис. 39). 

 

 Рисунок 39. Исследование устойчивости ассоциатов НЧЗ-Т26 к о 4 мМ раствору цитрата натрия. 

Анализ ассоцитов в 0,8 % агарозном геле: А – до обработки раствором цитрата натрия, Б – после обработки 

раствором цитрата натрия. Красными стрелками обозначены концентрации насыщения НК. 
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Для этого Т26 (0,4 – 10∙10-6 М) инкубировали с НЧЗ (1·10-7 М) в водном растворе при 

56 ⁰ С в течение 30 мин. Далее проводили обработку ассоциатов 4 мМ раствором цитрата 

натрия (добавляли 1 мл раствора, встряхивали, после центрифугирования в течение 30 мин 

при 13200 об./мин отделяли супернатант) и анализировали электрофорезом в 0,8 % 

агарозном геле. Видно, что пороговая концентрация для ассоциатов НЧЗ-Т26 до и после 

обработки одинакова, что говорит о стабильности нековалентного покрытия НЧЗ 

молекулами НК. 

Далее была проведена серия экспериментов по последовательной инкубации НЧЗ 

сначала с НК, затем с тиолсодержащими соединениями (рис. 40), поскольку ряд соединений 

с тиольной группой широко используют для десорбции молекул НК с поверхности НЧЗ, 

присоединенных как ковалентно, так и нековалентно [43, 227]. Для упрощения анализа 

электрофоретической подвижности инкубацию НЧЗ (1·10-7 М) с Т26 и Т40 проводили при 

100-кратном молярном избытке НК (1·10-5 М), поскольку в этих условиях после 

электрофореза в агарозном геле наблюдалась узкая гомогенная полоса НЧЗ максимальной 

подвижности для ассоциатов Т26 и Т40 с НЧЗ. 

 

Рисунок 40. Влияние тиол-содержащих соединений на электрофоретическую подвижность 

ассоциатов НЧЗ с НК. А – ассоциаты НЧЗ с олигонуклеотидом Т40 и/или с одним из тиольных соединений 

(Р3,2 – HS-PEG-COOH 3,2 кДa, P4,9 – HS-PEG-COOH 4,9 кДa), Б - ассоциаты НЧЗ с олигонуклеотидом Т26 

и/или HS-PEG-COOH 3,2 кДa. Rf – относительная подвижность ассоциатов НЧЗ в геле. 
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Поскольку другие биомолекулы кроме НК способны адсорбироваться на НЧЗ и 

таким образом влиять на стабильность ассоциатов НЧЗ-НК, было проведено исследование 

влияния следующих веществ: сывороточных альбуминов BSA и HSA, глутатиона (GSH) 

(содержат остатки цистеина, цистина), HS-PEG-COOH, DTT, тиогликолевая (TGA) и 

меркаптоундекановая (MUA) кислоты (высоко- и низкомолекулярные соединения, 

содержащие SH-группу, стабилизаторы НЧЗ) (рис. 40 А). Далее эти вещества, содержащие 

тиольную SH-группу, собирательно обозначены как тиолы. Была рассчитана относительная 

подвижность (Rf) ассоциатов в геле с использованием в качестве единицы подвижности 

самых быстрых ассоциатов – НЧЗ-НК. После инкубации со всеми исследованными 

соединениями наблюдалось уменьшение электрофоретической подвижности НЧЗ по 

сравнению с подвижностью ассоциатов НЧЗ-Т40 (сравните дорожки 3-18 и дорожку 2, рис. 

40 А). Электрофоретическая подвижность НЧЗ после инкубации с каждым из тиол-

содержащих соединений была чуть больше по сравнению с НЧЗ после последовательной 

инкубации с олигонуклеотидом и с соответствующим тиолом (сравните дорожки 3 и 4, 5 и 

6, 7 и 8, 9 и 10, 11 и 12, 13 и 14, 15 и 16, рис. 40 А), за исключением BSA (сравните дорожки 

3 и 4, рис. 40 А). Коллоидная стабильность сохранялась в большинстве случаев, однако в 

растворах MUA, TGA и DTT происходило частичное слипание НЧЗ с изменением цвета с 

красного на пурпурный или на красно-синий (дорожки 11, 13, 14, 17, 18, рис. 40 А). 

Уменьшение подвижности НЧЗ свидетельствует об увеличении размера ассоциатов 

и может происходить по двум причинам: (1) вытеснение нековалентно сорбированных НК 

с поверхности НЧЗ тиолсодержащими соединениями или (2) адсорбция тиолсодержащих 

молекул с высокой молекулярной массой вторым слоем с частичным вытеснением 

сорбированных молекул НК (вследствие стерических затруднений), возможно, с 

вовлечением нековалентных (электростатических, гидрофобных и др.) взаимодействий с 

сорбированными молекулами НК (метод «слой-за-слоем» [356]).  

Ассоциаты НЧЗ-Т26-PEG, полученные при раститровке HS-PEG-COOH (3,2 kDa) от 

0,001 мМ до 1 мМ, обладали существенно меньшей электрофоретической подвижностью, 

чем исходные ассоциаты НЧЗ-Т26, значение Rf составило от 0,58 до 0,36 (сравните дорожки 

4-11 и дорожку 2, рис. 40 Б). Подвижность уменьшалась на 35 % при уменьшении 

концентрации PEG на три порядка. Наблюдаемый эффект замедления образцов в геле 

можно объяснить увеличением размера ассоциатов при адсорбции молекул PEG. 

Некоторые исследователи полагают, что молекулы полиэтиленгликоля с одним тиольным 

«якорем» образуют объемные грибообразные структуры при ковалентной адсорбции на 

поверхности НЧЗ и неполностью вытесняют низкомолекулярные соединения, 

сорбированные нековалентно [93]. Незначительный рост подвижности с увеличением 
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концентрации PEG, вероятно, объясняется увеличением количества адсорбированных 

молекул и, соответственно, увеличением отрицательного заряда на частицах. Поскольку в 

молекуле HS-PEG-COOH содержится всего одна отрицательно заряженная группа, то заряд 

и подвижность наночастиц увеличивались постепенно. 

Поскольку понятно, что тиол-содержащие соединения уменьшают 

электрофоретическую подвижность ассоциатов НЧЗ-НК, далее было исследовано влияние 

инкубации НЧЗ-НК в желатине на подвижность и стабильность ассоциатов НЧЗ-НК. 

Желатин - это смесь высокомолекулярных белков, входящих в состав коллагена, которую 

получают путем кипячения шкуры, костей, сухожилий свиней (тип А) и коров (тип В), 

причем тип А получают из тканей, обработанных кислотой, а тип Б – известью. Его 

используют, в частности, при синтезе НЧЗ как восстановитель и стабилизатор [357]. Эти 

белки могут образовывать ковалентные связи с НЧЗ за счет остатков цистеина. После 

инкубации НЧЗ и их ассоциатов с НК в растворах желатина электрофоретическая 

подвижность значительно падает (сравните дорожки 6-9 и дорожку 4, рис. 41). Заметим, что 

в случае желатина типа А заряд ассоциатов меняется с отрицательного на положительный 

(дорожки 6, 7, рис. 41). Все образцы НЧЗ остаются стабильными. 

 

Рисунок 41. Электрофоретическая подвижность ассоциатов НЧЗ с олигонуклеотидом Т40 и/или c 

одним из следующих реагентов: 3,5 мМ SDS, 3 или 7 % раствор желатина типа А, 3 или 7 % раствор желатина 

типа В. 

Для сравнения связывания НК с НЧЗ в конкуренции с соединениями, содержащими 

тиогруппу, использовали SDS как соединение без тиогруппы, способное только к 

нековалентной адсорбции на поверхности НЧЗ. Молекулы SDS при адсорбции на 

поверхности НЧЗ приводили к частичному слипанию НЧЗ (появление пурпурного цвета в 

дорожке 2, рис. 41). Последующая адсорбция НК вызвала резкое увеличение подвижности 

ассоциатов, по-прежнему частично слипшихся, до Rf = 0,77. Это, по всей видимости, 

свидетельствовало о частичном вытеснении молекул SDS с поверхности НЧЗ молекулами 

НК (дорожка 3, рис. 41). Последовательная адсорбция в обратном порядке приводила к 

образованию дисперсных ассоциатов с разной подвижностью, в том числе с максимальной 
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(последняя представлена в дорожке 5, рис. 41). Это явление можно объяснить соадсорбцией 

молекул SDS (возможно, вторым слоем, «слой-за-слоем») без вытеснения уже 

сорбированных молекул НК, приводящей к увеличению размера НЧЗ и, следовательно, к 

замедлению в геле. 

 На основании визуального и количественого анализа результатов электрофореза 

ассоциатов НЧЗ с НК и другими биомолекулами в агарозном геле были сделаны следующие 

выводы: 

1. оптимальные условия получения нековалентных ассоциатов НЧЗ с оцНК – это 30-

минутная инкубация при 56 °С; 

2. в описанных условиях получения ассоциатов и проведения ЭФ максимальная 

подвижность ассоциатов НЧЗ-НК не зависит от длины и состава НК; 

3. в силу малого размера ассоциатов НЧЗ с НК именно суммарный заряд, 

приобретаемый НЧЗ в составе ассоциата, определяет их подвижность в геле; 

4. можно сымитировать кривую насыщения НЧЗ длинным НК, используя более 

короткие НК в количестве, пропорционально соответствующем изменению длины 

по сравнению с более длинными НК при одинаковой нуклеотидной 

последовательности; 

5. в изучаемых условиях наибольшей аффинностью к НЧЗ среди азотистых оснований 

обладают тимин и аденин, наименьшей – цитозин; 

6. была получена концентрационная зависимость НК к НЧЗ путем анализа ассоциатов 

НЧЗ-НК в 0,8 % агарозном геле; 

7. нуклеотидный слой на поверхности НЧЗ, полученный при нековалентной адсорбции 

НК, устойчив к воздействию других нековалентно связывающихся с НЧЗ 

соединений; 

8. при последовательной инкубации НЧЗ с НК и тиолсодержащими соединениями НЧЗ 

приобретают подвижность, характерную для соответствующих ассоциатов с 

тиолсодержащими веществами без НК. 

Вопрос о степени вытеснения НК с поверхности НЧЗ под действием тиолсодержащих 

молекул и вопрос о степени сродства различных НК к НЧЗ не может быть решен только 

путем анализа электрофоретической подвижности получаемых ассоциатов. Для расчета 

степеней связывания НК в различных условиях инкубации необходимо перейти к 

количественным методам анализа. Результаты количественного анализа связывания НЧЗ с 

НК представлены в следующей главе.  
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4.2 Расчетные оценки нековалентного связывания НК с НЧЗ 

Вторая часть работы была направлена на количественный анализ связывания НЧЗ с 

радиоактивно меченными олигонуклеотидами для сравнения аффинности к НЧЗ 

олигонуклеотидов, отличающих по длине и нуклеотидному составу, а также для оценки 

прочности получаемого нековалентного олигонуклеотидного покрытия в условиях 

связывания НЧЗ с другими биомолекулами. Работа состояла из следующих этапов: 

 - анализ кривых связывания и оценка значений констант диссоциации при образовании 

ассоциатов НЧЗ-НК; 

 - анализ кривых насыщения, оценка предельных значений покрытия НЧЗ молекулами НК, 

оценка значений констант Лэнгмюра; 

 - оценка степени вытеснения адсорбированных молекул НК при последующей адсорбции 

разнообразных биомолекул; 

 - изучение возможности высвобождения ДНК из ассоциатов НЧЗ-ДНК в условиях, 

имитирующих внутриклеточное пространство или кровяное русло. 

4.2.1. Оценка равновесного состояния системы 

 В первую очередь, была изучена кинетика связывания НЧЗ с олигонуклеотидами 

Т26 и Т40 при 56 °С. Связывание провели при концентрации НЧЗ, равной 0,1 мкМ. 

Данные, приведенные на рисунке 42 А, позволяют утверждать, что после 30 мин 

инкубации при 56 °С смесь НЧЗ и НК находится в равновесии. Далее исследовали 

насыщение НЧЗ молекулами Т26 после инкубации в разных условиях: 30 мин при 56 °С и 

22 ч при 25 °С. Как видно из рисунка 42 Б, и в первых, и во вторых условиях достигается 

одинаковый уровень покрытия поверхности НЧЗ молекулами НК. 

 

 Рисунок 42. Оценка равновесного состояния системы НЧЗ-НК: А – кинетика связывания НЧЗ с Т40, 

Б - кривые насыщения после инкубации НЧЗ с Т26 30 мин при 25°С (красный) и 22 ч при 56 °С (синий).  
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4.2.2. Расчет констант связывания модельных НК с НЧЗ 

Из результатов электрофоретического анализа концентрации насыщения 

олигонуклеотидов при связывании с НЧЗ, представленных в главе 4.1, следует, что целый 

ряд 26-звенных олигонуклеотидов разной последовательности характеризовался 

одинаковой концентрацией насыщения, равной 6 мкМ. Единственным исключением был 

олигоцитидилат С26, концентрация насыщения которого составила 8 мкМ. Также 

наблюдали высокие концентрации насыщения для коротких НК (Т6) и низкие для длинных 

НК (Т40). Однако оставался вопрос, есть ли достоверная связь между концентрацией 

насыщения и аффинностью олигонуклеотидов к НЧЗ. Связывание НЧЗ и НК проводили в 

диапазоне высоких концентраций (с(НЧЗ) = 0,1 мкМ, с(НК) = 0,4 - 10 мкМ) и анализировали 

электрофорезом, далее для ответа на этот вопрос были определены равновесные константы 

диссоциации для ряда олигонуклеотидов при фиксированной низкой концентрации 

олигонуклеотида и возрастающих концентраций НЧЗ (с(НК) = 0,05 - 2 нМ, с(НЧЗ) = 0,05 - 

20 нМ, т.е. концентрация НК была на два порядка меньше, чем для электрофоретического 

анализа). НЧЗ и НК инкубировали в водном растворе при 56 °С в течение 30 мин. Такие 

условия эксперимента были выбраны для того, чтобы только одна молекула 

олигонуклеотида могла взаимодействовать с одной НЧЗ и можно было избежать 

взаимодействия молекул НК на поверхности НЧЗ между собой. Эта методика аналогична 

той, которая применяется для исследования взаимодействий между НК и белками [358], 

когда НК в низкой концентрации титруется белком с возрастающей концентрацией для 

определения термодинамической константы диссоциации комплекса. Было сделано 

предположение, что значения KD, полученные таким способом согласно уравнению (6), 

обеспечивают наиболее корректное сравнение степени сродства различных НК к НЧЗ: 

Y=
𝐵𝑚𝑎𝑥∙𝑋

𝐾𝐷+𝑋
,          (6) 

где X – начальная концентрация радиоактивно меченного олигонуклеотида, Y – доля 

олигонуклеотида в связанном состоянии, Bmax – максимальная доля связанного 

олигонуклеотида, КD – термодинамическая константа диссоциации. 

Значения KD хорошо коррелировали со значениями концентрации насыщения, за 

исключением Т6, для которого значение KD составило 0,10 ± 0,04 нМ, что противоречит 

высокой пороговой концентрации (26 мкМ) (таблица 12). Это несоответствие объясняется 

необходимостью для НЧЗ приобрести отрицательный заряд не меньше некого значения, 

чтобы достичь максимальной электрофоретической подвижности, поэтому концентрация 

насыщения коротких НК в несколько раз выше, чем у длинных, однако неизвестно, связано 

ли различие в концентрации насыщения с различием в сродстве НК разной длины. 
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Несмотря на это ограничение, значение концентрации насыщения может быть 

использовано для грубого, но быстрого сравнения сродства разных НК одинаковой длины. 

Таблица 12. Равновесные константы диссоциации (KD) и концентрации насыщения для ассоциатов 

НЧЗ-НК. 

НК KD, нМ Концентрация насыщения, мкМ 

T6 0,10 ± 0,04 >10 

T26 1,8 ± 0,3 6 

A26 6 ± 1 6 

C26 18 ± 3 8 

N26 2 ± 1 6 

T40 0,17 ± 0,03 4 

Низкие значения KD наблюдались для Т6 и Т40, а для Т26 значение KD было выше 

(таблица 12). Уменьшение KD для более длинных НК может быть следствием более низкой 

скорости диссоциации НК из-за большего числа контактов с поверхностью наночастицы 

[254]. В такой трактовке низкое значение KD, полученное для Т6, представляется 

необъяснимым. Однако его можно объяснить, анализируя значения ζ-потенциала и 

гидродинамического диаметра, полученные методом DLS (рис. 43 А). На примере Т6, Т26, 

Т40 и политимидилата было показано возрастание гидродинамического диаметра с 

увеличением длины НК с 6 до 300 нт. 

Различие в гидродинамическом диаметре между НЧЗ-Т6 и НЧЗ-Т40 составило 8 нм, 

и можно предположить, что эти олигонуклеотиды взаимодействуют с НЧЗ по-разному (рис. 

43 Б). Возможно, некоторая часть молекулы Т26 напрямую не контактирует с поверхностью 

НЧЗ, образуя нависание или петлю (петли) рядом с поверхностью НЧЗ. Незначительное 

различие гидродинамического диаметра между НЧЗ-Т26 и НЧЗ-Т40 (2 нм) может означать, 

что у Т26 и Т40 размеры петель/нависаний близки. Следовательно, часть молекулы Т40, 

напрямую контактирующая с поверхностью НЧЗ, должна быть больше, чем у Т26, отсюда 

следует и меньшее значение KD для Т40. Политимидилат может формировать очень 

большие петли/нависания, приводящие к самому большому гидродинамическому диаметру 

среди изученных ассоциатов ДНК с НЧЗ, равному 48 нм. Существование больших 

нависаний или петель может быть подтверждено электрофоретическим анализом, 

представленным на рисунке 43 В. Полосы, содержащие ассоциаты НЧЗ-полиТ, 

характеризуются замедленной подвижностью в геле по сравнению со всеми другими 

рассмотренными ассоциатами НЧЗ-НК из-за большой длины полиТ (300-500 нт.) и очень 

диффузны, возможно, из-за гетерогенности этих ассоциатов. 
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Рисунок 43. Размерные характеристики ассоциатов НЧЗс олигоТ: А - гидродинамический диаметр и 

ζ-потенциал ассоциатов НЧЗ-НК, Б –предполагаемая модель адсорбции олигонуклеотидов разной длины, 

предложенная П.Е. Воробьевым, В –анализ подвижности ассоциатов НЧЗ-полиТ электрофорезом в 0,8 % 

агарозном геле. (концентрация полиТ указана в пересчете на Т26). 

 НЧЗ-Т6 обладали ζ-потенциалом, близким с исходными НЧЗ, покрытыми цитратом 

натрия, следовательно, при замещении цитрата олигонуклеотидом отрицательный заряд 

НЧЗ практически не менялся. Более длинные НК значительно увеличивали отрицательный 

ζ-потенциал НЧЗ. В то же время значения ζ-потенциала НЧЗ-Т40 и НЧЗ-Т26 были очень 

близки, то есть при адсорбции Т40 и Т26 вытеснялось практически одинаковое количество 

цитрата. Дополнительный отрицательный заряд, вероятно, был связан с частью молекулы 

олигонуклеотида, образовавшей нависание/петлю и не взаимодействовавшей с 

поверхностью НЧЗ (рис. 43 Б). Эта нависающая часть молекулы могла негативно влиять на 

аффинность всей молекулы из-за отталкивания от близко расположенных ионов цитрата 

или других молекул олигонуклеотида. Таким образом, короткие олигонуклеотиды, 

неспособные образовать нависания, могут быть более аффинными, чем длинные, если 

число прямых контактов с поверхностью НЧЗ отличалось незначительно. Для сравнения 

аффинности различных нуклеотидных последовательностей выбрали 26-меры А26, Т26 и 

С26 (не оценивали аффинность G26 из-за его высокой структурированности) (рис. 44 А, Б). 

Видно, что в этих условиях связывания нет большого различия в аффинности между 26-

мерами (А26 и Т26), за исключением С26, который проявил меньшую аффинность к НЧЗ 

(рис. 44 А).  
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Рисунок 44. Адсорбция олигонуклеотидов на НЧЗ. А, Б - доля связанной ДНК при ее титровании 

наночастицами золота, с(НК) = 0,05 нМ. В - плотность покрытия ДНК при с(НЧЗ) = 0,5 нМ, молекул на одну 

НЧЗ, Г - плотность покрытия ДНК при с(НЧЗ) = 0,1 мкМ, молекул на одну НЧЗ, Д - конкурентное 

ингибирование связывания меченного фосфатом Т6 с НЧЗ немеченным Т6 при с(НЧЗ) = 0,1 мкМ. 

Интересно, что значение KD для N26, рандомизованной смеси последовательностей, 

полученной с помощью автоматического синтеза, очень близко к самому низкому значению 
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KD для 26-меров, что указывает на то, что некоторые гетеропоследовательности могут быть 

более аффинны, чем «лидер» Т26 (таблица 12). 

4.2.3. Плотность покрытия НК на НЧЗ 

 Для оценки связывающей способности НК с НЧЗ также анализировали изотермы 

адсорбции Лэнгмюра на примере Т26 и Т40. НЧЗ (5∙10-10 М) инкубировали с НК (5∙10-10 - 

5∙10-8 М) в водном растворе при 56 °С в течение 30 мин. Значение константы Лэнгмюра K 

составило: 0,042 ± 0,003 нM−1 для T26 и 0,28 ± 0,03 нM−1 для Т40 (рис. 44 В). Эти данные 

коррелируют с литературными данными [254] и полученными нами значениями KD 

(таблица 13), т. е. для более аффинных НК получили более высокие значения К и более 

низкие значения KD. Из данных кривых насыщения были рассчитаны предельно 

достижимые значения поверхностной плотности НК на НЧЗ (таблица 13). 

 Таблица 13. Плотность покрытия НЧЗ олигонуклеотидами в составе ассоциатов. 

НК покрытие, мол./НЧЗ с(НЧЗ), М 

Т6 87,6 ± 4,8 5·10-10 

Т26 12,3 ± 1,7 5·10-10 

Т40 5,1 ± 0,4 5·10-10 

Т6 99,4 1·10-7 

Т26 31,7 ± 1,7 1·10-7 

Т40 15,0 ± 0,8 1·10-7 

 Значения константы Лэнгмюра также оценили для разных условий связывания НЧЗ 

с Т26: в течение 30 мин при 56 °С и в течение 24 ч при 56 °С. Полученные значения были 

практически одинаковы между собой, что дополнительно подтверждает установление 

термодинамического равновесия в системе после получасовой инкубации при 56 °С. 

4.2.4. Режимы связывания НЧЗ и НК 

 При определении поверхностной плотности НК на НЧЗ в диапазоне высоких 

концентраций было сделано интересное наблюдение. Рисунок 44 Г демонстрирует 

существенное увеличение покрытия НЧЗ для всех НК по сравнению со связыванием в 

диапазоне низких концентраций (рис. 44 В). Поверхностная плотность увеличилась на 100 

% для Т26 и Т40 и на 20 % для Т6. Предположительно такое резкое изменение в условиях 

связывания (два порядка в концентрациях основных компонентов) могло влиять на режим 

связывания. В диапазоне низких концентраций олигонуклеотиды, вероятно, 

взаимодействовали с НЧЗ более длинными участками. Сдвиг к высоким концентрациям мог 

уменьшить эти участки до некоего минимума, менее чем 6 нт. Было показано, что только 

три нуклеотида были вовлечены в связывание олигоаденилатов с НЧЗ при высоких 
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концентрациях [230], а при низких концентрациях участок полиА длиной 60-80 нт. 

оборачивался вокруг НЧЗ [228]. Это обстоятельство однозначно влияет на аффинность 

олигонуклеотидов к НЧЗ. Константы Лэнгмюра, полученные при высоких концентрациях 

НЧЗ и НК, были равны 0,46 и 0,60 мкМ-1 для Т26 и Т40 соответственно. Существенное 

различие между значениями К, полученными при разных концентрациях НЧЗ, показывает, 

что в этом концентрационном диапазоне модель Лэнгмюра, возможно, неприменима из-за 

заметного взаимодействия олигонуклеотидов на поверхности НЧЗ. Другие модели были бы 

более приемлемы, но для решения этой задачи требуется больше данных. 

 Кривая адсорбции Т6 не аппроксимировалась уравнением изотермы Лэнгмюра, 

вероятно, из-за большого различия в аффинности меченного и немеченого 

гексануклеотидов. Немеченый Т6 содержал только пять межнуклеотидных отрицательных 

зарядов на фосфатных группах, поэтому добавление двух дополнительных отрицательных 

зарядов на терминальном фосфате могло сильно снизить его силу связывания из-за 

электростатического отталкивания. Следовательно, при фиксированной концентрации 

[32P]-меченного Т6 возрастающая концентрация немеченого Т6 могла ингибировать 

адсорбцию меченного Т6 в большой степени. Это может быть причиной значительного 

уменьшения связывания при высоких концентрациях Т6. Тем не менее, при высоких 

концентрациях Т6 наблюдали большое количество связанного Т6 (до 200 мол./НЧЗ) до 

начала ингибирования связывания (рис. 44 Д). 

4.2.5. Связывание НК с НЧЗ в условиях конкуренции с другими биомолекулами 

Устойчивость ассоциатов НЧЗ-НК к действию NaCl и к вытеснению белками, высоко- 

и низкомолекулярными тиолами исследовали в диапазоне как высоких, так и низких 

концентраций НЧЗ и НК, применяя электрофоретический анализ и измерение 

интенсивности Черенковского свечения. 

Ассоциаты НЧЗ-ДНК были устойчивее в растворах с высокой ионной силой, чем 

цитратные НЧЗ, немедленно слипавшиеся после добавления 5 мМ NaCl (рис. 45 А). 

Ассоциаты НЧЗ-олигоТ сохраняли свой цвет даже в 100 мМ NaCl, что указывает на 

отсутствие слипания НЧЗ. Более высокие концентрации NaCl вели к быстрому слипанию 

НЧЗ, хотя ассоциаты НЧЗ-Т6 короткое время сохраняли свою стабильность в 200 мМ NaCl, 

что, вероятно, было результатом более высокой аффиности Т6 и более плотного покрытия 

НК на НЧЗ в случае Т6. 
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Рисунок 45. Устойчивость ассоциатов НЧЗ-олигоТ: А - сканированное изображение планшета после 

солевого теста НЧЗ и их ассоциатов с олигонуклеотидами Т6, Т26, Т40 в присутствии NaCl в концентрации 

0, 5, 100, 200, 300 мМ, Б - ассоциаты НЧЗ с олигонуклеотидом Т26 и/или HS-PEG-COOH 3,2 кДа (обозначен 

как PEG3,2); Rf – относительная подвижность ассоциатов НЧЗ в геле. 

Известно, что различные тиол-содержащие соединения препятствуют 

нековалентному связыванию других молекул с поверхностью НЧЗ. В наших экспериментах 

бόльшая часть адсорбированной ДНК вытеснялась с поверхности НЧЗ 25 мкМ раствором 

TGА. Наблюдалась связь между долей вытесненной ДНК и значениями KD ассоциатов НЧЗ-

ДНК. Т6, обладавший наименьшим значением KD, не вытеснялся полностью с поверхности 

НЧЗ в этих условиях, Т26 с наибольшим значением KD полностью десорбировался за 1 ч, 

Т40 с промежуточным значением KD вытеснялся медленнее, чем Т26 (таблица 14). Схожая 

низкомолекулярная тиокислота MUA, реагент для стабилизации НЧЗ [359], также очень 

эффективно вытесняла НК с поверхности НЧЗ. Т26 полностью вытеснялся с поверхности 

НЧЗ за 30 мин инкубации в 0,1 мМ MUA при 56 °С. Скорость вытеснения Т40 под 

действием MUA и TGA была ниже (таблица 14). 

HS-PEG-COOH частично вытеснял ДНК с поверхности НЧЗ. Изменение 

электрофоретической подвижности ассоциатов после короткой инкубации (1,5 ч) с HS-

PEG-COOH 3,2 или 4,9 кДа ясно указывало на наличие взаимодействия между НЧЗ и HS-

PEG-COOH (рис. 45 Б). Гидродинамический диаметр покрытых HS-PEG-COOH ассоциатов 

составил 62 ± 6 нм, и этого было достаточно, чтобы уменьшить подвижность НЧЗ в 0,8 % 

агарозном геле. HS-PEG-COOH в концентрации 0,001 – 0,1 мМ вытеснял 10 ± 2 % 

адсорбированного Т26 и 17 ± 2 % Т40 с НЧЗ. Существенное вытеснение (до 40 %) 

достигалось после 16 ч инкубации с 1 мМ HS-PEG-COOH (таблица 14). Тот факт, что 

адсорбция HS-PEG-COOH изменяла подвижность ассоциатов даже при небольшой доле 

вытеснения НК, подтверждает грибообразное связывание HS-PEG-COOH с НЧЗ [93], когда 

части его молекулы образуют вторичную оболочку вокруг олигонуклеотидного слоя. 

Частичное вытеснение нековалентно связанных НК ковалентно связывающимися тиолами 
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может объясняться неоднородностью поверхности НЧЗ, которая состоит из граней (111) и 

(100) в соотношении 66:34 [360]. Разные соединения реагируют по-разному с разными 

гранями НЧЗ [34]. Была показана соадсорбция тиолов с другими соединениями для грани 

(111) [29]. Дополнительный эксперимент по вытеснению Т40 из состава двухслойных 

ассоциатов НЧЗ-Т40-BSA под действием TGA показал, что слой альбумина защищает 

олигонуклеотидный слой от полного вытеснения: лишь 33 % адсорбированного Т40 было 

вытеснено с поверхности НЧЗ за 16 ч инкубации (таблица 14). 

Таблица 14. Вытеснение олигонуклеотидного покрытия из состава ассоциатов с НЧЗ после 

инкубации в течение 16 ч при 25 ⁰ С в растворах тиол-содержащих соединений. 

ассоциат вытесняющий агент % вытесненной НК 

НЧЗ-Т26 HS-PEG-COOH 10 ± 2 

НЧЗ-Т40 HS-PEG-COOH 17 ± 2 

НЧЗ-T6 HSA, BSA 10 ± 3 

НЧЗ-Т26 HSA, BSA 20 ± 5 

НЧЗ-T40 HSA, BSA 40 ± 2 

НЧЗ-Т26 Глутатион 21 ± 5 

 НЧЗ-Т40 Глутатион  14 ± 4 

 НЧЗ-Т6 TGA  75 ± 5  

 НЧЗ-T26 TGA  94 ± 4  

 НЧЗ-T40 TGA  95 ± 3  

 НЧЗ-T40-BSA  TGA 33 ± 4  

 НЧЗ-Т26  MUA  95 ± 5 

 НЧЗ-Т40  MUA  70 ± 9 

 НЧЗ-Т26  DTT  98 ± 1 

 НЧЗ-Т40  DTT  99 ± 2 

Еще одной задачей было имитирование условий внутри клетки или кровяного русла для 

оценки возможности высвобождения ДНК в соответствующих условиях, адсорбированной 

на НЧЗ. Для этого выбрали одни из самых распространенных низко- и 

высокомолекулярных тиол-содержащих внутриклеточных белков – глутатион и 

сывороточные альбумины (HSA и BSA) [361]. Ассоциаты НЧЗ-Т40 инкубировали в 

присутствии глутатиона (1 мМ) или сывороточных альбуминов (с(HSA)=1 мМ, c(BSA)=1 

мкМ) при 25 ⁰ С в течение 30 мин - 22 ч. Было обнаружено, что раствор глутатиона 

вытеснял лишь 18 % адсорбированного Т26 за 30 мин инкубации и 25 % за 16 ч, при этом 

вытеснял не более 14 % Т40 и за 30 мин, и за 16 ч инкубации (таблица 14). 
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Далее провели изучение связывания флуоресцентно меченного HSA с НЧЗ и 

ассоциатами НЧЗ-ДНК. Оценка предельных значений связывания показала, что больше 

всего молекул HSA адсорбировалось на НЧЗ в отсутствие НК – 22,7 молекул на одну НЧЗ, 

10,5 молекул связывалось с ассоциатами НЧЗ-Т26 и только 3,0 молекулы - с ассоциатами 

НЧЗ-Т6. При этом не наблюдали различий в связывании после 1 и 16 ч инкубации с HSA. 

Эти результаты подтверждают предположение, что Т6 покрывает поверхность НЧЗ более 

плотно, чем Т26. Процесс связывания HSA или BSA с частицами сопровождается 

вытеснением части адсорбированного олигонуклеотида. Меньшая доля (10 % от 

адсорбированного) вытесняется в случае Т6, несколько больше (20 %) – в случае Т26. В 

более позднем эксперименте не выявили различия между HSA и BSA, которые вытесняли 

одинаковую долю связанных олигонуклеотидов. Т40 вытеснялся альбуминами более 

эффективно, чем другие олигонуклеотиды (до 40 %), возможно, из-за более высокого 

стерических затруднений между нависаниями олигонуклеотида и молекулами белка. 

Анализ степени вытеснения Т6 и Т26 после длительного периода инкубации ассоциатов с 

BSA показал, что только 11,7 % адсорбированного Т6 и 20 % Т26 вытеснялось после 

инкубации с BSA в течение 11 дней.  

Для моделирования внутриклеточного пространства использовали растворы 

желатина типа А и Б различной концентрации (3 и 6 %) вследствие их вязкости. После 

проведения инкубации ассоциатов НЧЗ с НК (НЧЗ-Т40) в растворах желатина было 

продемонстрировано, что желатин практически не влияет на олигонуклеотидный слой, 

вытесняя максимум 2,5 % олигонуклеотидного покрытия за сутки. 

Используя полученные данные об устойчивости олигонуклеотидного слоя к 

вытеснению тиолсодержащими соединениями, отработали методику получения 

многослойных ассоциатов НЧЗ, содержащих олигонуклеотиды, альбумины, 

полиэтилгликоль и полиэтиленимин вплоть до пяти слоев (рис. 46 А). Сохранение 

олигонуклеотидного покрытия качественно подтверждали с использованием радиоактивно 

меченных олигонуклеотидов (рис. 46 Б). Все этапы сборки контролировали с 

использованием ПЭМ (рис. 46 В). 
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 Рисунок 46. Многослойные ассоциаты НЧЗ и НК с HSA, HS-PEG-COOH (обозначен как PEG), PEI. 

А – схема сборки многослойных ассоциатов, Б – анализ подвижности многослойных ассоциатов 

электрофорезом в 0,8 % агарозном геле, В – контроль образования слоев ассоциатов с помощью ПЭМ. 

 По результатам исследования связывания радиоактивно меченных 

олигонуклеотидов с НЧЗ можно сделать следующие заключения: 

 - инкубация смеси свежеприготовленных НЧЗ с НК в течение 30 мин при 56 °С без какого-

ли изменения состава коллоида НЧЗ приводит к равновесию процесса нековалентного 

связывания НЧЗ и НК; 

 - предложенный метод адсорбции НК обеспечивает высокую стабильность 

олигонуклеотидного покрытия на НЧЗ и контролируемую загрузку НК на поверхность НЧЗ 

в зависимости от длины и последовательности НК; 

 - олигоА и олигоТ обладают схожей аффинностью к НЧЗ в низкосолевых условиях 

связывания, в то время как олигоС проявляет значительно меньшую аффинность; 

 - концентрация НЧЗ и НК при инкубации влияет на режим их связывания: более высокие 

концентрации НЧЗ и НК увеличивают загрузку НЧЗ, но уменьшают аффинность НК; 

 - в условиях, имитирующих внутриклеточную среду или кровяное русло, часть 

загруженной на поверхность НК вытесняется с поверхности НЧЗ.  
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4.3 Селекция in vitro олигонуклеотидов, высокоаффинных к НЧЗ 

Цель третьего этапа работы - получение наиболее аффинных к НЧЗ ДНК-

последовательностей методом селекции in vitro. Данное исследование позволит ответить на 

вопросы: 1) существуют ли гетеропоследовательности, обладающие более высокой 

аффинностью к поверхности золота, чем олиго Т и олигоА; 2) последовательность или 

вторичная структура в большей степени отвечает за высокую аффинность 

олигонуклеотидов к НЧЗ? 

 Для этого были выполнены следующие эксперименты: 

 - была проведена селекция синтетической ДНК-библиотеки L0 с 26-звенной рандомной 

областью, фланкированной двумя 20-звенными праймерными участками для последующей 

амплификации, к НЧЗ; 

 - на каждом этапе селекции был проведен анализ связывания обогащенных библиотек с 

НЧЗ методом электрофореза в агарозном геле с получением концентрационных профилей 

связывания; 

 - исходный пул и несколько обогащенных пулов были подвергнуты 

высокопроизводительному секвенированию и анализу2; 

 - результаты анализа секвенирования были верифицированы путем оценки констант 

связывания и исследования кинетики связывания для ряда олигонуклеотидов. 

4.3.1. Условия селекции 

Как было показано в предыдущих главах, оптимальными условиями для связывания 

НЧЗ и НК является инкубация в течение 30 мин при 56 ºС. Инкубацию НЧЗ с библиотекой 

во всех раундах селекции осуществляли при 25 ºС. Матрицей для селекции служила 66-

звенная синтетическая ДНК-библиотека, содержащая 26-звенный центральный 

рандомизованный фрагмент и два 20-звенных фланкирующих фрагмента, служащих для 

последующей амплификации библиотеки методом ПЦР. Связывание НЧЗ с ДНК в процессе 

селекции намеренно проводили при неоптимальных условиях, которые не обеспечивают 

максимальное связывание молекул ДНК с поверхностью золота, чтобы создать 

конкуренцию, необходимую для эффективного отбора высокоаффинных 

последовательностей. Также для ужесточения селекции применили следующие приемы: 

стабилизацию НЧЗ с помощью полиА перед раундом селекции, селекцию с промежуточной 

амплификацией, селекцию с выделением ассоциатов НЧЗ и наиболее аффинных 

олигонуклеотидов методом гель-электрофореза (вариация EMSA-SELEX), контрселекцию 

к наночастицам серебра (НЧС). При этом стабилизацию НЧЗ с помощью полиА проводили 

                                                 
2 Анализ результатов NGS-секвенирования выполнен А.А. Ломзовым, П.Е. Воробьевым, Д.В. Пышным, 

М.Р. Кабиловым 
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на ранних этапах селекции (во втором и третьем раунде), электрофоретическое разделение 

применили на третьем и четвертом раундах, промежуточную амплификацию и 

контрселекцию к НЧС провели на последнем, четвертом раунде селекции (рис. 47). В 

качестве удобного экспресс-метода анализа эффективности селекции проводили 

электрофоретическое разделение в агарозе ассоциатов НЧЗ с библиотеками, полученными 

на разных этапах отбора. 

4.3.2. Электрофоретический анализ путей селекции 

Рассмотрим ветку селекции, проведенной по стандартной схеме (L0-N1S-L2S-L4S-N3S) 

(рис. 47, серая стрелка). 

Молярное соотношение НК:НЧЗ в первом раунде было равно 79:1, что 

способствовало жесткой конкуренции среди НК из исходного пула при связывании. После 

амплификации выделили 600 пмоль библиотеки. С учетом продолжительности ПЦР (23 

цикла) и средней эффективности амплификации (70 %) можно оценить количество 

библиотеки, выделенной с НЧЗ после раунда, как равное 0,12 пмоль, что составило 0,03 % 

от исходного количества библиотеки, равного 4320 пмоль.  

Во всех последующих раундах селекции, проводившихся по стандартной схеме, а 

также с использованием polyA, молярное соотношение НК:НЧЗ составляло 10:1. Смягчение 

этого параметра отбора было целесообразно, так как значительное число неспецифических 

последовательностей (99,997%) отсеяли в первом раунде. 

Электрофоретический анализ связывания позволил сделать следующий вывод: 

существенное улучшение связывания произошло после первого и второго раундов 

(сравните L0 и N1S, рис. 47), а также заметно улучшение после третьего раунда (сравните 

N1S с L2S и L1A, рис. 46), однако четвертый раунд не изменил способность к связыванию 

(сравните L2S и L4S, рис. 47). Следовательно, для последующей селекции требовалось 

изменение условий. Предварительная обработка НЧЗ polyA при последующей инкубации с 

библиотекой уменьшила число свободных сайтов связывания на поверхности НЧЗ и 

создала дополнительную конкуренцию не только с другими олигонуклеотидами, но и с 

молекулами polyA. Электрофоретический анализ показал, что введение этой стадии в схему 

селекции было результативнее в третьем раунде, чем во втором (сравните L3A и N4S), т.е., 

путь стандарт→ стандарт→polyA (L0- N1S-L2S-L3A (желтая стрелка, рис. 47) был 

предпочтительнее, чем стандарт→polyA→ стандарт (L0-N1S-L1A-N4S, оранжевая стрелка, 

рис. 47). Предварительный анализ показал, что присутствие polyA не повлияло на 

последующую амплификацию библиотеки с помощью ПЦР (первичные данные не 

приведены). 
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Цель промежуточной ПЦР с ассоциатами НЧЗ-НК – ужесточение селекции за счет 

конкурентного связывания НК не только с НЧЗ, но и с праймерами и комплементарной 

цепью в температурном цикле ПЦР. Последующий электрофоретический анализ не выявил 

усиления связывания (N3S и L7PCR, рис. 47), следовательно, ассоциаты не диссоциировали 

в условиях ПЦР и дополнительного обогащения не происходило. 

Раунд селекции к НЧС с библиотекой L4S провели в качестве отрицательного 

контроля селекции с получением двух фракций НК: связывающихся и с НЧС, и с НЧЗ 

(Au+Ag) и связывающихся только с НЧЗ (Au-Ag). Как и ожидалось, связывание с НЧЗ 

фракции Au+Ag было хуже, чем фракции Au-Ag. Электрофоретический анализ для пула 

Au-Ag существенно не отличался от исходного (первичные данные не приведены). Можно 

предположить, что существует различие в селективности последовательностей ДНК при 

связывании с НЧЗ и НЧС, что может быть предметом дальнейшего исследования. 

При анализе вида «кривых насыщения», полученных электрофоретическим 

разделением ассоциатов НЧЗ-НК,был сделан вывод, что при достижении пороговой 

концентрации НК к наиболее подвижным НЧЗ присоединены самые аффинные НК. Две 

библиотеки L1A и L3A, обладающие сходной аффинностью к НЧЗ, но полученные после 

разного количества раундов селекции (два и три раунда соответственно), использовали как 

стартовые точки для раунда селекции с электрофоретическим разделением образцов. 

Для L1A провели два варианта инкубации с НЧЗ: при с(НЧЗ)= 4,35∙10-9 М и 1∙10-7 М 

и молярном соотношении НК:НЧЗ=20:1. Первый вариант привел к получению библиотеки 

N2E (сиреневая стрелка, рис. 46, а второй –N5E (голубая стрелка, рис. 47), причем для N2E 

наблюдалось ухудшение связывания, а для N5E –улучшение (рис. 47). Повтор шага 

селекции по первому варианту с получением библиотеки L5E из N2E не изменил 

аффинность. Таким образом, связывание в этой ветке селекции менялось следующим 

образом: N5E> L1A> N2E= L5E. 

Для библиотеки L3A провели инкубацию с концентрированными НЧЗ с усилением 

конкуренции путем повышения молярного соотношения НК:НЧЗ до 100:1 (темно-синяя 

стрелка, рис. 47). Электрофоретический анализ показал существенное улучшение 

связывания полученной библиотеки L6E по сравнению как с исходной библиотекой L3A, так 

и с полученной в параллельной ветке селекции библиотекой N5E (сравните пути, 

отмеченные сиреневой и темно-синей стрелкой, рис. 47). Отметим, что повтор шага 

селекции с библиотекой L6E ухудшил связывание. 

Можно сделать вывод, что наиболее эффективными условиями селекции является 

инкубация НЧЗ в концентрации 1∙10-7 М со стократным молярным избытком библиотеки с 

электрофоретическим разделением связавшейся и несвязавшейся фракций библиотек. 
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4.3.3. Секвенирование отобранных в результате селекции библиотек 

Библиотеки L0, L4S, L7PCR, L3A, L6E, L1A, L5E, L2S, выбранные по результатам гель-

электрофореза, подвергли высокопроизводительному секвенированию MiSeq (Ilumina). 

Наиболее интересные пулы L0, L3, L4, L6, L7 были секвенированы с покрытием более 3·105 

последовательностей, давших не менее чем 1·105 финальных уникальных 

последовательностей N26. Пулы L1, L2, L5 отсеквенировали в тестовом режиме с низким 

покрытием. Полученные данные существенно не отличались от данных для других пулов. 

Также для сравнения был сгенерирован полностью случайный пул N, содержащий 1,5·105 

уникальных 26-звенных последовательностей. Секвенирование было выполнено в ЦКП 

Геномика. Анализ результатов секвенирования, изложенный в пунктах 4.3.3.1-4.3.3.4, был 

проведен М.Р. Кабиловым, П.Е. Воробьевым, А.А. Ломзовым и Д.В. Пышным. 

4.3.3.1. Анализа нуклеотидного состава библиотек 

Было обнаружено, что исходная ДНК-библиотека и обогащенные пулы после 

короткой четырехраундовой селекции не содержали ни одного явного лидера-

олигонуклеотида и состояли только из уникальных последовательностей, где 

присутствовало очень незначительное количество повторов по две-три копии. Отсутствие 

уникальных последовательностей привело к необходимости анализа большого числа 

коротких ДНК-мотивов. Эти мотивы обозначены как k-нуклеотиды (последовательности, 

состоящие из k нуклеотидов). Для выявления различия между сравниваемыми 

библиотеками применили принципиальный компонентный анализ (PCA) и анализ частот 

встречаемости k-нуклеотидов в библиотеках. Процент встречаемости каждого k-

нуклеотида в исходной библиотеке L0 вычитали из соответствующего значения для 

обогащенных пулов L1-L7. Результат представлен как Dk
x , где k=1 – 6, длина k-нуклеотида 

в нуклеотидах,  х – порядковый номер обогащенного пула. 

 По совокупности результатов двух методов анализа на уровне мононуклеотидов 

самыми очевидными тенденциями являлось обеднение dC и обогащение Т. На уровне 

динуклеотидов происходило существенное обеднение G,C-богатых динуклеотидов (CC, CG 

и GC) и накопление А,T, G-богатых мотивов преимущественно в составе 

гетеродинуклеотидов PyPu (пиримидин-пурин) и PuPy (пурин-пиримидин) и в меньшей 

степени в составе динуклеотидов PuPu и PyPy во всех пулах, имевших лучшее сродство к 

НЧЗ, чем исходная библиотека. Динуклеотиды СТ и АС не подвергались отбору. 

Разумно предположить, что существует большое число более длинных k-

нуклеотидов, которые накапливались в процессе отбора благодаря сродству к НЧЗ. Для 

этого сравнили частоты встречаемости D6
x для каждого гексануклеотида как процент от его 

содержания в исходной библиотеке L0. Большинство гексануклеотидов подвергалось 
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селекции, положительной или отрицательной. Наблюдалось явное накопление или 

обеднение наблюдалось для 829 и 872 гексануклеотидов соответственно из общего 

количества гексануклеотидов (4096). Абсолютный лидер по накоплению, например, для L6 

- гексануклеотид ATGTTG, а по обеднению – CGCGCG. Наблюдалась выраженная 

кластеризация гексануклеотидов  по типам более коротких последовательностей. 

Например, накапливались почти все гексануклеотиды, содержавшие мотивы ATG, TGT, 

GTA на 5`- или 3`-конце. Присутствие мотивов GCG и CGC на 5`- или 3`-конце, наоборот, 

уменьшало аффинность содержавших их гексануклеотидов к НЧЗ.  

4.3.3.2. Частоты встречаемости гексануклеотидов и их комплементов 

Данные по встречаемости гексануклеотидных последовательностей и их полных 

комплементов показали анти-корреляцию между содержанием конкретного 

гексануклеотида в пуле и соответствующим значением для комплементарного 

гексануклеотида. Исходная библиотека значительно отличалась от теоретической 

рандомной библиотеки из-за отклонений от случайности на уровне химического синтеза, 

ферментативного перехода к двуцепочечной форме и приготовления образцов для 

секвенирования. В результате селекции обогащенные пулы (например, L6) были еще более 

отдалены от случайности, чем исходная библиотека. Выявленная асимметрия 

встречаемости взаимно комплементарных последовательностей свидетельствовала о том, 

что исходная библиотека должна была состоять из одноцепочечных или слабо 

структурированных фрагментов, которые потенциально более аффинны к НЧЗ. Процесс 

селекции увеличил эту асимметрию. Эти данные подтвердили предположение, что слабо 

структурированные олигонуклеотиды более аффинны к НЧЗ, чем дцДНК или 

структурированная оцДНК более высокого порядка. 

4.3.3.3. Анализ вариативности встречаемости k-нуклеотидов по позициям при 

селекции. Картирование рандомного участка библиотеки 

В исходной библиотеке встречаемость каждого нуклеотида не зависела от его 

позиции в центральном участке. В обогащенных пулах наблюдали перераспределение 

нуклеотидов по 26-звенному участку. Это перераспределение было сходно для всех 

обогащенных пулов. Содержание G, C и А плавно уменьшалось по направлению к 3`-концу, 

в то время как содержание Т увеличиваелось в том же направлении. Важно отметить, что 

степень перераспределения нуклеотидов возрастала в процессе селекции.  

Динуклеотиды были сгруппированы по сходному обеднению либо накоплению на 

различных позициях. Использование программного пакета AutoSOME позволило найти три 

кластера динуклеотидов (рис. 48 А). Первый кластер содержал динуклеотиды с 
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положительным изменением встречаемости в 5`-участке (позиции 1-10), второй – 

динуклеотиды с отрицательным изменением встречаемости почти во всех позициях (6-24) 

и третий – в 3`-участке (17-24). В 5`-участке накапливались AG, GA, AC и CA, остальные 

динуклеотиды почти не участвовали в отборе, за исключением ТТ, который уверенно 

обеднялся. С другой стороны, в 3`-участке накапливались динуклеотиды AT, TA, GT, TG и 

ТТ; СТ и ТС накапливались в меньшей степени. Динуклеотиды GC, CG и GG обеднялись 

по всему 26-звенному фрагменту, при этом динуклеотиды GC и CG обеднялись в еще 

большей степени в 3`-участке.  

 

Рисунок 48. Частоты встречаемости динуклеотидов внутри 26-звенного фрагмента и их влияние на 

образование вторичных структур. А - отличие в частоте встречаемости всех динуклеотидов на позициях 1-

24 центрального 26-звенного фрагмента пула L6 от исходного L0 после кластеризации. Границы участков 

обозначены желтыми линиями. Кластеры динуклеотидов I, II, III выделены рамками зеленого, синего и 

красного цвета соответственно. Б - Распределение вероятности для начала стебля, начала петли и конца 

стебля на позиции в полной 66-звенной последовательности для пула L6. В верхней части рисунка 

приведена усредненная шпилечная структура. 
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Таким образом, наблюдали выраженную тенденцию к обогащению граничных 

участков рандомного 26-звенного фрагмента некоторыми конкретными блоками 

относительно других мотивов. В то же время центральный участок 26-звенного фрагмента 

демонстрировал наибольшее накопление большинства динуклеотидов в процессе селекции. 

В 5`- и 3`-участках наблюдали накопление последовательностей, содержавших 

комплементарные мотивы наподобие 5`-AC/GT-3`, 5`-CA/TG-3` и, в меньшей степени, 5`-

AG/CT-3` и 5`-GA/TC-3`. Центральный участок существенно обеднялся по С, сохранив 

значительное разнообразие последовательностей, состоящих из A, G и Т. Эти тенденции 

могут указывать на существование меж- или внутримолекулярных структур в ДНК-

последовательности. Если принять во внимание низкую ионную силу и низкие 

концентрации всех компонентов, то более предпочтительными окажутся 

внутримолекулярные шпилечные структуры. 

4.3.3.4. Шпилечные структуры в библиотеках и их влияние на селекцию 

Чтобы проверить это утверждение, было проанализировано три ДНК-пула (исходная 

библиотеку L0, обогащенная библиотеку L6 и теоретический рандомный пул N) на 

присутствие шпилечных структур с использованием программного пакета Mirinho, 

который позволяет анализировать последовательности на присутствие идеальных и 

неидеальных шпилек. Константные участки библиотеки сравнимы по длине с центральным 

фрагментом и также могли принимать участие во внутримолекулярных взаимодействиях. 

Были рассчитаны шпилечные структуры с длиной стебля до 30 п.о. и одноцепочечной 

петлей длиной от трех до 20 нт. внутри 66-звенных последовательностей. Наиболее 

стабильные вторичные структуры были образованы с участием 3`-константного участка 

благодаря высокому содержанию нуклеотидов G, C в 3`-константном участке. Однако 

позиции 61-66 очень редко вовлекались в образование таких структур, поскольку этот 

участок является А,Т-богатым и не способен образовывать стабильные шпилечные 

структуры. Удивительно, что во всех пулах 5`-константный участок (соответствующий Pr1) 

оставался по большей части одноцепочечным, т.е. не принимал участия в каких-либо 

внутримолекулярных взаимодействиях внутри компонентов библиотеки и не влиял на 

отбор рандомного участка (рис. 48 Б). 

Анализ структур стебля выявил, что они содержалит мисматчи, внеспиральные 

нуклеотиды и петли. В среднем в исходной библиотеке, обогащенном пуле L6 или N 

содержалось около 5,5 неспаренных нуклеотидов в 20-звенном стеблевом фрагменте. В 

процессе селекции пулы обогащались стеблями уменьшенной стабильности, что 

подтверждалось рассчитанными значениями свободных энергий. 



119 

 

 Далее была проанализирована встречаемость всех динуклеотидов в петлевых или 

стеблевых участках. Скорость отбора в стеблевом участке очень низкая, тем не менее, 

наиболее значительное накопление наблюдалось для GA, CT, AT и TA, в то время как CC 

и GG обеднялись. 

В петлевом участке наблюдался заметный отбор. Динуклеотиды AT, TA, GA, AG, 

GT и TG накапливались, динуклеотиды CG, GC и CC исключались при отборе. 

Динуклеотиды GG, CT, TC, CA, TT, AC и AA не подвергались отбору. Большинство 

выраженных потерь – это потеря С, которая компенсировалась накоплением Т и А. Эти 

закономерности подтверждают выводы, сделанные при анализе распределения k-

нуклеотидов в центральном 26-звенном фрагменте без учета вторичной структуры. В 

частности, такие же тринуклеотиды накапливались в обогащенных библиотеках с высокой 

аффинностью к НЧЗ: ATG, AGT, TGA в стеблевом и петлевом участках и TGT, TTG и GGT 

в петлевом участке, в то время как G,C-богатые тринуклеотиды в обоих участках терялись. 

4.3.4. Последовательности возможных аптамеров и значения констант диссоциации 

Чтобы подтвердить сделанные выше предположения, синтезировали несколько 26-

звенных олигонуклеотидов с различной нуклеотидной последовательностью. Их 

предполагаемую аффинность оценивали на основании отбираемости входящих в состав 

гексануклеотидных мотивов. Процент встречаемости каждого гексануклеотида с учетом 

позиции в рандомном фрагменте в исходной библиотеке L0 вычитали из соответствующего 

значения для обогащенных пулов. Результат был представлен как D6
x, где 6 - длина 

гексануклеотида, х – порядковый номер обогащенного пула. Рассчитали конечную сумму 

ƩD6
x для каждого 26-звенного олигонуклеотида. Все 26-звенные олигонуклеотиды в 

отсеквенированных пулах оценили по этой сумме. Было сделано предположение, что 

лидеры этих рейтингов будут обладать высокой аффинностью к НЧЗ. Одна лидирующая 

последовательность была взята из пула L2 (L2-1, таблица 15) и одна из пула L5 (L5-1). 

Были определены значения KD для комплекса НЧЗ-ДНК в условиях высокого 

избытка (до 432:1) наночастиц относительно ДНК, в которых только одна молекула ДНК 

может связаться с одной НЧЗ. Значения KD для обеих аптамерных последовательностей 

очень низкие, что указывает на их высокую аффинность к НЧЗ. Они существенно ниже, чем 

значения KD для гомопоследовательностей Т26 и А26. 

 Также использовали данные D6
6 по позициям, чтобы сконструировать лидирующую 

последовательность для библиотеки L6. Эта последовательность (L6-1) была построена на 

перекрывании гексануклеотидов с лучшими близкими значениями D6
6. Необходимо 

отметить, что эта последовательность отсутствовала в секвенированных библиотеках. 
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Значение KD олигонуклеотида L6-1 оказалось очень близко к значениям KD для L2-1 и L5-

1 (таблица 15).  

Таблица 15. Сконструированные последовательности для проверки результатов анализа 

селектированных библиотек и константы диссоциации при связывании с НЧЗ. 

шифр последовательность KD, нM вторичная структура 

L5-l CGTATCTGATAGGTATTGTGAGATCG 1,0 ± 0,1 есть 

L2-l TATCGCGAGCGGAGTAATCTAGTGAG 0,9 ± 0,1 есть 

L6-l CAGCGGAGTAGTGATATCATGGAGTG 1,0 ± 0,2 нет 

L6-a2 GGTGGGGGGGTGGATACGATACGTGC  
нижняя полоса 

1,9 ± 0,1 нет 

L6-a1 GGTGGGGGGGTGGATACGATACGTGC 
верхняя полоса 

5 ± 2 есть 

6-1 TGAGAT 0,14 ± 0,02 нет 

6-4 TGAGAT^TGAGAT^TGAGAT^TGAGAT 0,41 ± 0,09 нет 

Используя перекрывания гексануклеотидов, сконструировали последовательность 

из наиболее неотбираемых гексануклеотидов – L6-a. При электрофоретическом анализе 

этого олигонуклеотида после введения радиоактивной метки наблюдали две отдельные 

полосы (рис. 49). Верхняя полоса может быть  соотнесена с внутримолекулярным 

квадруплексом. Нижняя полоса соответствует одноцепочечному состоянию этого 

олигонуклеотида и обладает другой аффинностью к НЧЗ. По результатам были рассчитаны 

KD для обеих фракций, верхней L6-a1 и нижней L6-a2 (таблица 15).  

 

 Рисунок 49. Сканированное изображение геля после электрофоретического анализа разделенных 

радиоактивно меченных форм L6-a1 (дорожка 1) и L6-a2 (дорожка 2). 

Оказалось, что значение KD для одного из лидирующих гексануклеотидных мотивов 

TGAGAT (6-1) очень близко к значению, ранее полученному для Т6 (0,10 ± 0,04 нМ). С 

использованием этого гексануклеотидного мотива и гибкого линкера на основе 

фосфодиэфира гексаэтиленгликоля был синтезирован олигонуклеотид с высочайшей 
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аффинностью к НЧЗ среди всех 26-звенных олигонуклеотидов, исследованных в работе, его 

значение KD равно 0,41 ± 0,09 нМ. 

4.3.5. Исследование кинетики связывания аптамерных и контрольных 

олигонуклеотидов с НЧЗ 

Для проверки выводов о более выгодном связывании НЧЗ со слабоструктурированными 

и неструктурированными олигонуклеотидами по сравнению с двуцепочечными и сильно 

структурированными олигонуклеотидами была изучена кинетика связывания с НЧЗ набора 

олигонуклеотидов длиной 26 нт., обладающих различной вторичной структурой, методом 

агарозного электрофореза. НЧЗ инкубировали с 200-кратным молярным избытком каждого 

олигонуклеотида, поскольку было необходимо создать условия насыщения НЧЗ 

молекулами НК. Инкубация НЧЗ с НК при 56 °С в условиях насыщения обеспечивала 

установление равновесия уже после 30 мин инкубации и способствовала быстрому 

максимальному связыванию.Однако выявить отличия в кинетике связывания в условиях 

быстрого связывания оказалось затруднительно. Поэтому инкубацию намеренно 

проводили при температуре 25 °С, неоптимальной для связывания, и сравнивали скорости 

связывания НЧЗ со всеми исследуемыми олигонуклеотидами с использованием агарозного 

гель-электрофореза, предполагая, что скорость накопления фракции НЧЗ с наибольшей 

подвижностью зависит от скорости их связывания с олигонуклеотидами. Далее рассчитали 

интенсивность наиболее подвижной полосы и определяли время полунасыщения (τ1/2) как 

количественный параметр кинетики связывания. Значения τ1/2 и суммарного рейтинга 

(ƩD6
6) представлены в таблице 16. 

Таблица 16. Суммарный рейтинг при селекции (ƩD6
6) и время полунасыщения (Ʈ1/2) для 

олигонуклеотидов при связывании с НЧЗ. 

НК последовательность Ʈ1/2, ч ƩD6
6 

L6-1 CAGCGGAGTAGTGATATCATGGAGTG 3,3 ± 0,1 5,36 

L6-2 ATGTAGTGTTCGATGTGTTGCTGTGT 0,98 ± 0,16 10,92 

L6-3 TACAGATGAGGTGTTCGATTTGTATA 0,91 ± 0,12 7,44 

L6-5 GCGCGCGGGATGCTTCTAGATCAGTT 2,6 ± 0,1 -1,21 

L6-a2 GGTGGGGGGGTGGATACGATACGTGC нижняя полоса 4,9 ± 0,6 -0,11 

L6-a1 GGTGGGGGGGTGGATACGATACGTGC верхняя полоса 8,6  ± 1,5 -0,11 

itGCA CGTGCAGCTTTTGCTGCACGCACTCACG 1,9 ± 0,3 -0,22 

tACT CGTGAGACTGTGCAGCTTTTGCTGCACA 1,1 ± 0,2 3,88 

L7-1 GCACGATGTAGTGATGTGATGTATCG 1,9 ± 0,2 12,03 

L7-5 AGGCAGGGCATCGCGCGTGAAAGGAA 3,1 ± 0,4 -5,93 
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НК последовательность Ʈ1/2, ч ƩD6
6 

L7-6 ATTAACGCGCGTAAGGGCCCTAGTGG 4,8 ± 0,3 -5,70 

L7-1-0 GGCACAGAGGTTGAATGTTGTGTTGT 1,7 ±0,3 9,66 

L5-1 CGTATCTGATAGGTATTGTGAGATCG 2,2 ± 0,2 7,05 

TGT TGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTG 1,1  ± 0,2 11,98 

ATG ATGATGATGATGATGATGATGATGAT 1,7 ± 0,2 15,65 

А26 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1,6 ± 0,2 -13,09 

Т26 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 4,8 ± 0,3 -8,23 

С26 CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 4,6 ± 0,3 -9,45 

L2-1 TATCGCGAGCGGAGTAATCTAGTGAG 3,7 ± 0,4 -1,78 

Для большинства олигонуклеотидов была выявлена корреляция между значениями τ1/2 

и суммарного рейтинга (рис. 50 А) и между значениями суммарного рейтинга и суммарного 

изменения гидрофобной поверхности при прерывании внутримолекулярных стэкинг-

взаимодействий (рис. 50 Б), за исключением А26 и L6-a. 

 

Рисунок 50. Линейная зависимость (А) между суммарным рейтингом ƩD6
6 и временем полунасыщения 

Ʈ1/2, (Б) между суммарным рейтингом ƩD6
6 и суммарным изменением гидрофобной поверхности при 

прерывании внутримолекулярных стэкинг-взаимодействий ΔА. 

А26 хорошо связывался с НЧЗ, имел низкие значения KD и τ1/2, но терялся при селекции. 

Это может быть связано с высокой гидрофобностью олигоА, приводившей к его 

повышенной сорбции на стенках пробирок и последующей потере. Для L6-a было получено 

два набора данных: одноцепочечное состояние (инкубация в течение 2 мин при 95 ° и 

медленное охлаждение до 25 °С) и образование внутримолекулярных структур (рис. 51 А, 

Б, В). Верхняя полоса, по всей вероятности, характеризовала внутримолекулярный 

квадруплекс, и ей соответствовали довольно высокие значениями KD и τ1/2.  
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Рисунок 51. Кинетика связывания олигонуклеотидов с НЧЗ. А – сканированное изображение геля после 

электрофоретического анализа структурированной формы L6-a1 (дорожка 1) и неструктурированной формы 

L6-a2 (дорожка 2) (гель окрашен Stains All), Б – сканированное изображение геля после электрофоретического 

анализа разделенных радиоактивно меченных форм L6-a1 (дорожка 1) и L6-a2 (дорожка 2), В – сканированные 

изображения гелей после электрофоретического анализа кинетики связывания НЧЗ с L6-a1 (вверху) и L6-a2 

(внизу), Г - предполагаемые структуры олигонуклеотидов, полученные с использованием базы данных 

RNAstructure, Д - сканированные изображения гелей, демонстрирующие типы кинетических профилей 

связывания НЧЗ с олигонуклеотидами различной вторичной структуры. 
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Большой общий отрицательный заряд этой структуры влиял и на термодинамику, и на 

кинетику связывания с НЧЗ. Одноцепочечный L6-a, соответствующий нижней полосе, 

связывался с НЧЗ хоть и медленно, но прочно (высокое τ1/2 и низкое KD). Далее мы 

проанализировали вторичную структуру всех олигонуклеотидов, используя платформу 

RNAstructure. Наиболее вероятные структуры приведены на рисунке 51 Г. Они хорошо 

согласовались с предложенной моделью структуры аффинного олигонуклеотида: 

большинство хорошо отбираемых структур содержали слабые стебли и G, T, A-богатые 

петли. 

Анализ кинетики связывания этих олигонуклеотидов с НЧЗ показал, что самую 

высокую скорость адсорбции продемонстрировали аптамеры, образующие 

шпилькоподобные структуры (L5-1, L6-2, L6-3, L7-1), и два олигунуклеотида, 

сконструированных из наиболее накапливающихся тринуклеотидных мотивов ATG и TGT 

(рис. 51 Д, L6-2). Для подтверждения влияния такого типа структуры на скорость адсорбции 

дополнительно была проанализирована кинетика адсорбции на НЧЗ двух 

олигонуклеотидов tACT и itGCA длиной 28 нк., сконструированных таким образом, чтобы 

образовывать шпильку со стеблем длиной 8 п.о. с одноцепочечным нависанием длиной 8 

нт. с 5`- либо с 3`-конца соответственно. Для этих олигонуклеотидов получили время 

полунасыщения, близкое к значениям для слабоструктурированных аптамеров. 

При изучении кинетики связывания с НЧЗ неструктурированных олигонуклеотидов 

(L6-1, L6-5, L7-5 и L7-6) (рис. 51 Д, L7-6) было обнаружено, что скорость связывания такого 

типа олигонуклеотидов существенно ниже, чем у шпилькоподобных олигонуклеотидов. 

В качестве контроля была ценена скорость адсорбции на НЧЗ двух олигонуклеотидов 

той же длины, не обладающих вторичной структурой: Т26 и С26. Она оказалась близка к 

скорости адсорбции неструктурированных аптамеров и снижена по сравнению со 

шпилькоподобными олигонуклеотидами. Остановимся на кинетике связывания С26 (рис. 

51 Б, С26). Скорость его адсорбции оказалась так же низка, как и у неструктурированных 

олигонуклеотидов (рис. 51 Д, L7-6), однако профиль насыщения заметно отличался. Для 

С26 характерно наличие широкого диапазона разнозаряженных ассоциатов при 

практически полном отсутствии максимально заряженных ассоциатов в точках 0,5 – 4,5 ч и 

невысокая интенсивность максимально подвижных наночастиц после 22 ч инкубации. 

Насыщения НЧЗ этим олигонуклеотидом в течение 22 ч не наблюдалось, и τ1/2 не была 

определена. Среди неструктурированных последовательностей С26 оказалась наименее 

аффинна. В данных условиях возможно образование i-мотивов [362, 363], которые могут 

повлиять на равновесную концентрацию С26. 
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Согласно литературным данным, структурированные ДНК должны иметь наименьшую 

аффинность к НЧЗ. Среди структурированных 26-звенных олигонуклеотидов наименее 

аффинным должен был быть GC. Исследование кинетики адсорбции наиболее 

структурированных модельных олигонуклеотидов GC и АT показало, что скорость их 

адсорбции оказалась самой медленной среди всех олигонуклеотидов: ассоциаты не 

достигали насыщения даже после 22 ч инкубации, к тому же во всех точках наблюдался 

широкий диапазон разнозаряженных ассоциатов (в случае GC), что можно объяснить как 

действительно медленной адсорбцией, так и слипанием НЧЗ в большие скопления из-за 

того, что межмолекулярные структуры НК могли адсорбироваться на нескольких НЧЗ (рис. 

51 Д, GC).  

Данные, полученные для всех протестированых олигонуклеотидов, подтверждают, что 

нестабильные шпилечные структуры имеют преимущество при связывании с НЧЗ за счет 

изменения конформации и выгодного ориентирования азотистых оснований на 

поверхности НЧЗ. 

Таким образом, можно сделать следующие заключения: 

- стабильная вторичная структура олигонуклеотида препятствует взаимодействию 

азотистых оснований с поверхностью НЧЗ; 

- большой пул разнообразных ДНК-последовательностей, не обладающих стабильной 

вторичной структурой, обладает высокой аффинностью к НЧЗ; 

- предположительно главный молекулярный механизм связывания азотистых оснований с 

золотом – это их расположение параллельно металлической поверхности, поэтому любой 

тип взаимодействия оснований между собой отрицательно повлияет на адсорбцию ДНК на 

золоте; 

- возможный механизм взаимодействия шпилечных олигонуклеотидов с НЧЗ состоит из 

взаимодействия НЧЗ с азотистыми основаниями в шпилечной петле, разрушения 

одиночных стэкинг-взаимодействий между ними благодаря образованию стебля шпильки 

и возникновения многоточечного взаимодействяе других азотистых оснований с НЧЗ; 

- неструктурированные G,T,A-богатые последовательности олигонуклеотиды с 

перемежающимися последовательностями Pu-Py могут обладать высокой аффинностью к 

НЧЗ. 
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4.4 Применение нековалентного связывания с НЧЗ для доставки siРНК в клетки 

Cоздание эффективных транспортеров терапевтических молекул является одной из 

наиболее актуальных проблем современной медицины. Одним из приложений генной 

терапии является «выключение» экспрессии целевых генов посредством малых 

интерферирующих РНК (siРНК) [364]. Активно разрабатывают способ доставки siРНК в 

составе ассоциатов со сферическими НЧЗ с ковалентным присоединением сенс-цепи к НЧЗ 

через тиольную группу [365, 366, 367 368]. Эти ассоциаты характеризовались высокой 

плотностью покрытия, однако нет экспериментальных данных, подтверждавших, что 

десорбция siРНК из них происходила в виде дуплекса, а не одной антисенс-цепи. Между 

тем, механизм работы siRNA требует, чтобы она была в двуцепочечном состоянии [369]. 

Не менее важно обеспечить защиту НК от деградации внутриклеточными нуклеазами. 

Серьезной проблемой является и необходимость использования значительного 

количества siРНК и наноконструкций на их основе для изучения биологического эффекта 

на клеточных культурах и тем более на животных моделях [369]. Также важным является 

масштабирование синтеза для получения наноконструкций рутинным методом «в одной 

пробирке» и стабильность  готовых наноконструкций при хранении без изменения их 

ключевых свойств [370]. 

Для повышения устойчивости молекул siРНК к деградации ведутся работы по их 

химической модификации и поиску в них сайтов, чувствительных к нуклеазам [371, 372]. 

Модификации в двуцепочечной части siРНК или модификации на одноцепочечном 3`-

конце антисенс-цепи могут снижать эффективность siРНК [373], тогда как модификации 

концов смысловой цепи не влияют на биологическую активность siРНК [374, 375]. Для 

защиты от деградации в состав siРНК многие исследователи вводят 2`-фторо-, 2`-дезокси-, 

2`-О-метильные звенья и остов, содержащий фосфотиоатные группы или L-рибозу [367, 

371, 372, 376]. Олигонуклеотиды в составе ряда препаратов для антисенс-терапии содержат 

многочисленные 2`-О-метильные, 2`-О-(2-метоксиэтильные), 2`-дезокси- группы, 

метилированные по С5-атому цитозин и урацил, а также фосфотиоатный или 

морфолиновый остов [377, 378, 379, 380]. 

На данный момент не разработаны экспериментальные системы, адекватно 

воспроизводящие условия внутри клетки и в кровяном русле, которые позволили бы 

полноценно тестировать методы защиты siРНК. Исследователи используют смеси на 

основе: агар-агара (имеет повышенную вязкость) [381]; глутатиона (обладает 

восстановительным потенциалом); смеси с рН, характерным для разных внутриклеточных 

компартментов [366]; а также сложные смеси, получаемые при лизисе бактерий, 

обладающие рядом активностей [382, 383, 384]; моделирующие биодеградирующую 



127 

 

активность смеси различных нуклеаз (ДНКазы I [385, 386, 387], ДНКазы II [366] или турбо-

ДНКазы [386]), и различные сыворотки (теленка, мыши) [367, 388, 387].  

Проблема оптимизации условий синтеза химических соединений и наночастиц при 

увеличении реакционного объема (то есть при масштабировании синтеза) [389, 390] 

актуальна не только при крупнотоннажном производстве, но и на этапе научно-

исследовательских работ. В литературе не опубликовано данных о влиянии увеличения 

реакционного объема при сборке ассоциатов НЧЗ и НК на их свойства. Вопрос о 

сохранности при хранении готовых препаратов, содержащих siРНК, также крайне важен, 

поскольку стабильность готовых ассоциатов напрямую не зависит от стабильности каждого 

из исходных компонентов. Например, липидные наночастицы и их ассоциаты с siРНК 

проявляли высокую устойчивость при хранении в течение 18 месяцев без изменения 

размера, коллоидной стабильности и степени адсорбции siРНК [391]. В то же время 

стабильность наночастиц, наностержней золота и ассоциатов на их основе с пептидами, 

другими биологически активными веществами или стабилизаторами была существенно 

ниже и составляла от одной недели до одного месяца [392, 393, 394, 395], поскольку 

коллоидные растворы НЧЗ гаранитированно сохраняют стабильность лишь в течение трех 

месяцев при 4 °С [396]. Коллоидную стабильность коммерчески доступных НЧЗ (GYC-

LyoFTM (Ocean NanoTech LLC.) и Nanogold® (Nanoprobes Inc.)) обеспечивают путем 

добавления веществ-стабилизаторов [393, 397] или криопротектантов при лиофилизации 

[397], однако эти вещества могут менять свойства наночастиц, что влияет на условия сборки 

ассоциатов. 

Заключительная часть работы была посвящена изучению поведения ассоциатов 

НЧЗ-НК в условиях, имитирующих клеточный цитозоль, и при трансфекции в живые 

клетки и включала в себя несколько этапов: 

- оптимизацию условий адсорбции дуплексов НК на поверхность НЧЗ для получения 

возможно более плотного олигонуклеотидного покрытия, эффективного для 

внутриклеточной доставки; 

- изучение возможности увеличения объема получаемых в одной пробирке ассоциатов и 

определение срока хранения готовых ассоциатов без ухудшения их ключевых физико-

химических свойств (плотность покрытия НК-слоя на НЧЗ, коллоидная стабильность); 

- исследование сохранности молекул НК в составе ассоциатов с наночастицами золота 

(НЧЗ), содержащих один или несколько структурированных слоев; 

- изучение кинетики высвобождения НК с поверхности НЧЗ в растворах, моделирующих 

внутриклеточных цитозоль; 
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- выяснение потенциала использования ассоциатов на основе НЧЗ для доставки 

терапевтических НК в живые клетки на примере подавления флуоресценции белка GFP 

(зеленого флуоресцентного белка) под действием siРНК. 

4.4.1 Дуплексы НК, использованные в работе 

Для оптимизации условий адсорбции двуцепочечных НК на НЧЗ использовали ДНК-

дуплекс Т26-FAM/А26 и РНК-дуплекс siGFP. Также использовали siGFP для демонстрации 

его биологического эффекта в составе многослойных конструкций на основе НЧЗ. Для 

изучения высвобождения НК с поверхности НЧЗ в растворе, имитирующем клеточный 

цитозоль, использовали РНК-дуплексы 4/5, состоящие как из нативных цепей, так и 

несущих одну (4.1, 5.1) или две ФГ-группы (4.2, 5.2). 

4.4.2 Подбор условий для нековалентного связывания дуплексов НК с НЧЗ 

Поскольку одно- и двуцепоченые НК адсорбируются на НЧЗ по-разному, была 

проводена оптимизация условий связывания дуплексов РНК и ДНК с НЧЗ, чтобы достичь 

наибольшей плотности покрытия поверхности НЧЗ молекулами НК и при этом получить 

стабильные монодисперсные коллоидные растворы. Для этого было необходимо 

определить оптимальные температуру, время, концентрационные и солевые условия 

инкубации дцНК с НЧЗ. 

На основании данных, представленных в главах 4.1 и 4.2 для одноцепочечных НК, был 

использован 200-кратный молярный избыток дуплекса НК по отношению к НЧЗ для 

достижения максимально возможной плотности покрытия. Есть данные, что процесс 

адсорбции НК на поверхность НЧЗ энергетически более выгоден, чем процесс образования 

дуплекса НК [208, 210, 398], что определяет отличие условий сборки ассоциатов НЧЗ и 

дцНК от условий сборки ассоциатов с оцНК. К раствору НЧЗ добавляли заранее 

сформированные дуплексы, реакционную смесь выдерживали при температуре 25 °С, 

поскольку температура инкубации должна быть заметно меньше температуры плавления 

дуплексов, которая составляла 44 °С при 4 мМ NaCl (по расчетным данным Vector NTI, 

Invitrogen).  

Условием формирования дуплексов НК является присутствие не менее 10 мМ NaCl 

[369]. Добавление соли вместе с siРНК к коллоидному раствору НЧЗ повышает степень их 

нековалентного связывания, что применяют в salt-aging-методе нековалентной адсорбции 

оцНК на поверхности НЧЗ [226]. С другой стороны, повышение концентрации NaCl 

негативно сказывается на стабильности коллоидного раствора цитратных НЧЗ [399]. С 

учетом этого было исследовано влияние времени инкубации, солевых условий и различных 

концентраций НЧЗ и дцНК (образцы I, II и III) на образование ассоциатов. В случае образца 

II использовали исходный раствор НЧЗ («сразу после синтеза»), для образца I проводили 
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концентрирование исходного раствора НЧЗ, а для III – его разбавление. При этом сохраняли 

молярное соотношение дцНК : НЧЗ = 200 : 1 и инкубацию при комнатной температуре 

(таблица 17).  

Таблица 17. Концентрация компонентов для сборки ассоциатов. 

 

 

 

 

На первом этапе определяли оптимальные значения продолжительности инкубации и 

концентраций компонентов. Время инкубации составило 3, 5 и 22 ч для всех образцов. 

Процесс формирования ассоциатов анализировали методом агарозного гель-

электрофореза, который демонстрирует как эффективность связывания дцРНК с НЧЗ, так и 

гомогенность коллоидного раствора (рис. 52). Повышение концентрации исходных 

компонентов (рис. 52, образцы I, дорожки 4-6) приводило к быстрому и эффективному 

формированию ассоциатов. При увеличении времени инкубации до 22 ч (рис. 52, дорожка 

6) в образце I присутствовал материал синего цвета с пониженной электрофоретической 

подвижностью, что свидетельствует о возможном слипании ассоциатов (область выделена 

белой рамкой). 

Инкубации в течение 22 часов оказалось недостаточно для обеспечения максимальной 

подвижности большинства наночастиц в образцах III: они содержали весь диапазон 

отрицательно заряженных наночастиц. С другой стороны, образцы III содержали 

существенно меньше окрашенных в синий цвет наночастиц, чем образцы I. (рис. 52, 

дорожки 1-3).  

 

Рисунок 52. Сканированное изображение геля после электрофоретического анализа ассоциатов НЧЗ и 

дцНК, полученный при варьировании концентрации дцНК и НЧЗ, и времени инкубации компонентов. К – 

контроль подвижности (НЧЗ). I, II и III – образцы ассоциатов при разной концентрации исходных 

компонентов. Область геля, содержащая слипшиеся НЧЗ, выделена белой рамкой. 

Изучение образца II (рис. 52, дорожки 7-9), при получении которого использовали  

раствор НЧЗ «сразу после синтеза», выявило отличия как от разбавленного образца III, так 

Образец НЧЗ, M дцНК, M с(дцНК)/с(НЧЗ) 

I 10-7 2·10-5 200 

II 3,6·10-9 7,2·10-7 200 

III 5·10-10 10-7 200 
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и от концентрированного образца I. С одной стороны, доля НЧЗ с максимальной 

электрофоретической подвижностью после 22 ч инкубации увеличилась (рис. 52, дорожки 

9 и 3), с другой стороны, признаки слипания НЧЗ отсутствовали (рис. 52, дорожки 9 и 6). 

Оценка поверхностной плотности ассоциатов НЧЗ-Т26FAM/А26 показала, что наиболее 

эффективную адсорбцию дцНК наблюдали в образцах II, содержащих НЧЗ «после синтеза» 

без разбавления или концентрирования (таблица 18). 

Таблица 18. Поверхностная плотность олигонуклеотидного слоя (дупл./НЧЗ) в составе ассоциатов 

НЧЗ-Т26FAM/А26, полученных в разных концентрационных условиях. 

 

 

 

 

 

 

 

Далее было исследовано влияние увеличения концентрации NaCl в образцах на 

плотность покрытия. Предварительные данные, полученные для оцДНК Т40, показали 

значительное увеличение поверхностной плотности при добавлении NaCl в смесь НЧЗ и 

Т40: с 5 до 37 мол./НЧЗ. Увеличение концентрации NaCl с 0,3 до 10 мМ при получении 

ассоциатов НЧЗ-Т26FAM/А26 также привело к ожидаемому росту поверхностной 

плотности дуплексов с 32,9 до 39,6 мол./НЧЗ (таблица 18). 

Затем провели сравнение свойств ассоциатов НЧЗ с ДНК-дуплексом и ассоциатов с 

РНК-дуплексом, полученных в одинаковых условиях сборки. Сравнение проводили для 

трех типов образцов, а в образцах ассоциатов II дополнительно варьировали содержание 

NaCl от 10 до 40 мМ.  

Было выявлено различие в покрытии между ассоциатами с разными типами НК. 

Различие в поверхностной плотности между образцами I и образцами II и III в случае 

ассоциатов НЧЗ-дцGFPCy5.5 выражено значительно сильнее и достигает порядка по 

сравнению с двумя-тремя разами для ассоциатов НЧЗ-дцДНК. Для образцов I - III 

плотность дцРНК на поверхности НЧЗ возрастала с увеличением продолжительности 

инкубации с 11,8 ± 3,7 дцРНК/НЧЗ (таблица 18, образец I, 3 ч инкубации) до 107,7 ± 2,1 

молекул дцРНК/НЧЗ (таблица 19, образец II, 22 ч инкубации). Различие поверхностной 

плотности между исследованными ассоциатами НЧЗ-дцДНК и НЧЗ-дцРНК может быть 

связано с наличием или отсутствием одноцепочечных нависаний в этих дуплексах, а также  

с различием углеводного фрагмента в ДНК и РНК, последовательности и длины дуплекса. 

образец время инкубации, ч 

3 5 22 

I 9,6 ± 0,6 7,6 ± 0.1 11,1 ± 0,2 

III 20,5 ± 0,1 23,1 ± 0,2 30,2 ± 0,3 

II (0,3 мМ NaCl) 23,6 ± 0,4 28,1 ± 0,7 32,9 ± 0,5 

II (10 мМ NaCl) 29,8 ±0,6 35,0 ± 1,1 39,6 ± 0,7 
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Таблица 19. Поверхностная плотность дцРНК в составе ассоциатов с НЧЗ, дуплексов/НЧЗ. 

Образец Продолжительность инкубации, ч 

3 5 22 

I 11,8 ± 3,7 31,6 ± 7,7 41,3 ±5,1 

III 13,7 ± 5,3 73,7 ± 4,3 90,6 ± 6,1 

II 59,4 ± 6,0 76,0 ± 5,0 107,7 ± 2,1 

II 10 мM 107,4 ± 2,6 107,0 ± 3,0 119,5 ± 2,9 

II 20 мM 123,8 ± 0,4 130,3 ± 3,0 132,5 ± 2,0 

II 30 мM 130,8 ± 1,1 130,2 ± 1,2 134,0 ±2,9 

II 40 мM 150,5 ± 0,9 148,8 ± 3,7 161,6 ± 4,9 

Для повышения поверхностной плотности дуплексов НК в составе ассоциатов с НЧЗ 

определили необходимое количество NaCl в образцах. Электрофоретический анализ 

показал, что увеличение концентрации NaCl с 10 до 40 мМ привело к последовательному 

нарастанию слипания ассоциатов, заметному уже через 3 ч инкубации и регистрируемому 

по увеличению доли синего материала в дорожках (рис. 53, дорожки 1-12). Однако следует 

отметить, что одновременно с ростом агломерации при повышении концентрации соли 

наблюдался значительный рост поверхностной плотности дцGFPCy5.5 вплоть до 161 

дуплекса/НЧЗ (таблица 18), что согласуется с литературными данными [226]. 

 

Рисунок 53. Сканированное изображение геля после электрофоретического анализа ассоциатов НЧЗ-

дцGFPCy5.5 при концентрации NaCl от 10 мМ до 40 мМ в образцах II. 

Одновременно с ростом концентрации соли наблюдалось плавное уменьшение 

электрофоретической подвижности ассоциатов (рис. 53), различие в которой достигало 12 

% при переходе от образцов, содержащих 10 мМ NaCl, к образцам, содержащим 40 мМ 

NaCl. Данные DLS подтверждают скачкообразное увеличение гидродинамического 

диаметра ассоциатов при увеличении содержания соли (таблица 20). Примечательно, что 

одинаковые по содержанию соли образцы уменьшались в диаметре на 2-4 нм при 

увеличении продолжительности инкубации с 3 до 22 ч, при этом основной прирост 
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поверхностной плотности дуплексов (90-98 %) наблюдался уже после первых 3 ч 

инкубации. В то же время гидродинамический диаметр ассоциатов НЧЗ-Т26FAM/А26, 

характеризующихся существенно меньшей поверхностной плотностью и более медленной 

адсорбцией (74 % прироста поверхностной плотности за первые 3 ч инкубации) после 

инкубации от 3 до 22 ч в присутствии 10 мМ NaCl незначительно возрастал с 38,8 ± 2,3 до 

41,4 ± 3,1 нм (таблица 20). 

Можно сделать предположение, что за первые 3 ч бόльшая часть дуплексов РНК быстро 

сорбировалась на поверхности НЧЗ, а при дальнейшей инкубации дуплексы принимали 

более выгодную конформацию и образовали больше контактов с поверхностью НЧЗ, 

олигонуклеотидный слой становился плотнее, а диаметр ассоциатов уменьшался. Дуплексы 

же ДНК сорбировались медленнее, и увеличение диаметра ассоциатов отражало прирост 

поверхностной плотности. 

Таблица 20. Гидродинамический диаметр ассоциатов НЧЗ-НК. 

Образец Продолжительность инкубации, ч 

3 5 22 

НЧЗ-Т26FAM/А26 38,8 ± 2,3 40,7 ± 2,1 41,4 ± 3,1 

НЧЗ-дцGFPCy5.5 10 мМ NaCl 45,0 ± 2,6 43,9 ± 1,1 38,2 ± 1,8 

НЧЗ-дцGFPCy5.5 20 мМ NaCl 60,9 ± 2,1 65,7 ± 1,2 58,6 ± 1,6 

НЧЗ-дцGFPCy5.5 30 мМ NaCl 69,7 ± 1,1 67,3 ± 1,3 63,4 ± 0,8 

НЧЗ-дцGFPCy5.5 40 мМ NaCl 83,9 ± 2,7 88,9 ± 4,2 77,2 ±2,0 

 Образцы ассоциатов I, II и III в разных условиях инкубации были охарактеризованы 

методом ПЭМ, на рисунке 54 приведены иллюстрации высокодисперсной суспензии 

ассоцитаов II и III (А, Б) и слипание ассоциатов I (В). ПЭМ выполнена в ГМИ ИХБФМ под 

руководством д.б.н. Е.И. Рябчиковой.

 

Рисунок 54. ПЭМ ассоциатов после 22 ч инкубации: А – Высокодисперсная суспензия ассоциатов в 

образце III, Б – высокодисперсная суспензия ассоциатов в образце II, В - слипание ассоциатов в образце I.  

Морфология агломератов не различалась в разных образцах, а их размеры 

составляли 100-500 нм. Сравнение образцов I, II и III, содержавших разную концентрацию 
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NaCl, показало изменения содержания агломератов, соответствующие данным 

электрофоретического анализа. 

Полученные результаты показывают важность каждого параметра при сборке 

нековалентных ассоциатов дцНК-НЧЗ. Исследователю предстоит сделать выбор между 

желаемой поверхностной плотностью НК и общей коллоидной стабильностью системы. На 

основании полученных данных в дальнейшем сборку ассоциатов НЧЗ и дцНК проводили, 

добавляя предварительно приготовленный раствор НК-дуплекса в 200-кратном молярном 

избытке к коллоиду НЧЗ с концентрацией 3,6 нМ («сразу после синтеза») с дальнейшей 

инкубацией в присутствии 10 мМ NaCl в течение 22 ч при 25 °С. 

4.4.3 Различия в связывании одно- и двуцепочечных НК с НЧЗ 

Образование РНК-дуплексов подтверждали методом гель-электрофореза в нативных 

условиях. Для образования дуплексов РНК инкубировали при 95 °С в течение 3 мин и и 

охлаждали до 25 °С. В работе использовали три типа дуплексов с фосфорилгуанидиновыми 

НК: 4.2/5.2, 4.2/5.1 и 4.2/5 (индекс .1 обозначает одну ФГ-группу, .2 - две ФГ-группы). На 

рисунке 55 представлен анализ РНК-дуплексов и их ассоциатов с НЧЗ. Как видно из 

представленных данных, наличие одной или двух ФГ-групп на 3′-конце оцРНК не влияет 

на формирование дуплекса РНК (рис. 55 А). Образование ассоциатов НЧЗ именно с 

дуплексами НК, а не с отдельными цепями подтверждали несколькими косвенными 

методами. Во-первых, проводили электрофоретический анализ ассоциатов в 4 % геле на 

основе MetaPhor® агарозы (рис. 55 Б). 

 

 

Рисунок 55. Сканированные изображения гелей после электрофоретического анализа дуплексов 

РНК (А) и их ассоциатов с НЧЗ (Б). В - разная электрофоретическая подвижность Rm ассоциатов НЧЗ с 

оцРНК и дцРНК. Элекрофоретическая подвижность НЧЗ-оцРНК принята за 1. 
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Нековалентная адсорбция дуплексов всех дцРНК (как нативных, так и содержащих 

модифицированную цепь) на поверхности НЧЗ приводила к образованию 

наноконструкций, обладавших меньшей электрофоретической подвижностью по 

сравнению с подвижностью ассоциатов НЧЗ с отдельными цепями этих же дуплексов. 

Таким образом, если принять за базовую линию подвижность, например, НЧЗ-5.2, то 

относительная подвижность НЧЗ-4.2/5.2 составит 0,89±0,03 (рис. 55 В). 

Во-вторых, был определен гидродинамический диаметр и ζ-потенциал ассоциатов 

НЧЗ с оцНК и с дцНК (таблица 21). Ассоциаты НЧЗ с дцНК имели достоверно больший 

диаметр, чем ассоциаты НЧЗ с оцНК, что может указывать на разный режим связывания. 

Таблица 21. DLS-характеристика ассоциатов НЧЗ с оцНК и дцНК. 

ассоциат D, нм ζ-потенциал, мВ 

НЧЗ 17,4 ± 0,4 -33,6 ± 2,0 

НЧЗ-Т26 29,5 ± 0,1 -39,8 ± 0,5 

НЧЗ-Т26FAM/А26 41,4 ± 3,1 -38,9 ± 2,7 

НЧЗ-дцРНК 38,2 ± 1,8 -40,1 ± 0,6 

 В-третьих, было исследовано связывание НЧЗ с оцНК и с дцНК в нескольких 

вариантах. Связывание НЧЗ и дцНК проводили при 25 °С в течение суток. Связывание НЧЗ 

с оцНК проводили в четырех вариантах: при 25 °С в течение суток, при 56 °С в течение 30 

мин, в присутствии 10 мМ NaCl или без NaCl. На рис. 56 представлены кинетические 

кривые связывания НЧЗ с оцНК и с дцНК для двух дуплексов (Т26FAM/А26 и siGFPCy5.5) 

и для двух олигонуклеотидов, входящих в их состав (Т26FAM и sРНКCy5.5). 

Рассмотрим кинетику связывания олигодезоксинуклеотида Т26FAM на НЧЗ в 

присутствии и отсутствии NaCl. Как видно из рисунка 56 А, добавление соли при 

инкубации T26FAM с НЧЗ существенно, практически в два раза, повысило покрытие 

Т26FAM на НЧЗ. Также видно, что основная часть олигонуклеотида (80 %) сорбировалась 

уже за первые полчаса реакции. Кривые насыщения для Т26FAM фиксировали как при 25 

°С, так и при 56 °С с добавлением NaCl и в его отсутствие (рис. 56 В). Инкубация в течение 

суток при 25 °С оказалась по эффективности насыщения эквивалентна получасовой 

инкубации при 56 °С, что служит подтверждением наступления равновесия в системе. 

Видно, что добавление NaCl в обоих режимах инкубации приводило к повышению 

покрытия. 
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Рисунок 56. Кинетические кривые (А, Б) и кривые насыщения (В, Г) при связывания НЧЗ с 

Т26FAM (А, В) и с Т26FAM/А26 (Б, Г). 

При переходе от инкубации НЧЗ с оцНК к инкубации с соответствующим дуплексом 

наблюдали значительное падение поверхностной плотности, что согласуется с 

теоретическими представлениями о большем электростатическом отталкивании дуплексов 

и НЧЗ по сравнению с одноцепочечными олигонуклеотидами (рис. 56 Г). Также скорость 

связывания дуплексов была гораздо медленнее, чем в случае одноцепочечного 

олигонуклеотида: время полунасыщения составило 0,30 ± 0,09 ч для Т26FAM и 4,3 ± 1,1 ч 

для Т26FAM/A26. Разная скорость адсорбции подтверждает разный характер связывания 

НЧЗ с одно- и двуцепочечными НК. (рис. 56 Б). Поверхностная плотность не достигала и 

40 дуплексов на частицу, что более чем в два раза меньше плотности для Т26FAM. Оценили 

значения константы Лэнгмюра, составившие 3,2 ± 0,7 мкМ-1 и 8 ± 4 мкМ-1 для оцДНК и 

дцДНК соответственно. К возможным причинам различной адсорбции одно- и 

двуцепочечных нуклеиновых кислот на НЧЗ можно отнести и увеличенную плотность 
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отрицательного заряда у дуплекса, и его сниженную гибкость, не позволяющую занять 

выгодную конформацию. 

 Как и в случае с Т26FAM, в случае sGFP-Cy5.5 наблюдали высокую скорость 

связывания и повышение покрытия при добавлении NaCl до полутора раз (рис. 57 А). В 

отличие от адсорбции Т26FAM не наблюдали различия в поверхностной плотности при 

разных условиях инкубации вплоть до 100-кратного избытка олигонуклеотида (рис. 57 В). 

Разный характер адсорбции Т26FAM и sGFPCy5.5 можно объяснить разной природой этих 

олигонуклеотидов (углеводнофосфатный остов, длина, последовательность). 

 

 Рисунок 57. Кинетические кривые (А, Б) и кривые насыщения (В, Г) при связывания НЧЗ с 

sGFPCy5.5 (А, В) и с siGFPCy5.5 (Б, Г). 

Адсорбция siGFPCy5.5 давала покрытие значительно меньшей поверхностной 

плотности, чем адсорбция sGFPCy5.5. Как и для Т26FAM, наблюдали уменьшение 

плотности покрытия в полтора раза (рис. 57 Г). Значения константы Лэнгмюра составили 

0,19 ± 0,03 мкМ-1 и 1,64 ± 0,24 мкМ-1 для оцРНК и дцРНК соответственно. Скорость 

адсорбции siGFPCy5.5 так же была ниже, чем в случае sGFPCy5.5, хотя это отличие не так 
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выражено, как для T26FAM и T26FAM/A26 (рис. 57 Б): время полунасыщения составило 

0,26 ± 0,03 ч для оцРНК и 0,50 ± 0,11 ч для дцРНК. 

4.4.4 Масштабирование сборки ассоциатов НЧЗ и дцНК и исследование их 

стабильности при хранении 

Для изучения влияния увеличения объема реакционной смеси при сборке ассоциатов и 

времени хранения готового образца при 4 °С на свойства нековалентных ассоциатов НЧЗ и 

РНК было приготовлено два вида образцов. Первый вид образцов – это ассоциаты, 

полученные в условиях, описанных выше (однократные образцы). Второй тип образцов – 

это ассоциаты, полученные в объеме, увеличенном в 10 раз и содержащем в 10 раз больше 

НЧЗ и РНК (десятикратные образцы). Готовые ассоциаты хранили в течение 0 - 28 суток. 

 Анализ полученных нековалентных ассоциатов методом электрофореза в агарозном 

геле показал, что однократные образцы ассоциатов содержали меньше слипшихся частиц 

по сравнению с десятикратными образцами. Хранение в течение 8 суток практически не 

повлияло на качество всех приготовленных образцов (рис. 58). 

 

Рисунок 58. Анализ ассоциатов НЧЗ-siGFP при хранении. Агарозный гель-электрофорез 

нековалентных ассоциатов НЧЗ с siGFP, полученных при масштабировании синтеза и варьировании срока 

хранения готовых ассоциатов. 

Для расчета плотности покрытия поверхности НЧЗ дуплексами НК использовали 

данные интенсивности флуоресценции. Полученные значения поверхностной плотности 

приведены в таблице 22. Нековалентное покрытие поверхности НЧЗ дуплексами дцНК 

было стабильно в течение всего периода хранения ассоциатов. Образцы, приготовленные в 

однократном и в десятикратном реакционном объеме, отличались значением 

поверхностной плотности не более чем на 16 %. Увеличение реакционного объема в 10 раз 

при получении нековалентных ассоциатов практически не оказало влияния на плотность 

покрытия поверхности НЧЗ дуплексами НК. 
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Таблица 22. Поверхностная плотность олигонуклеотидного слоя в составе нековалентных 

ассоциатов НЧЗ с siGFP или с Т26FAM/А26 после разного периода хранения, дуплексов/НЧЗ. 

хранение, суток покрытие, дуплексов/НЧЗ 

10х-пробы НЧЗ-siGFPCy5.5 10х-пробы НЧЗ-Т26FAM/A26 

0 102,5 ± 3,5 35,3 ± 0,9 

1 101,3 ± 0,1 39,1 ± 2,6 

8 101,8 ± 1,1 40,0 ± 3,1 

14 101,3 ± 0,1 - 

21 100,8 ± 0,5 - 

28 101,8 ± 0,5 - 

Полученное НК-покрытие оказалось устойчиво к хранению в течение 28 суток.  

Остановимся на размерных характеристиках одно- и десятикратных образцов с 

разным периодом хранения, полученных методом DLS (рис. 59). Для корректной 

интерпретации полученных методом DLS значений гидродинамического радиуса и индекса 

полидисперсности изучаемых наночастиц следует учитывать, что они не являются 

непосредственно измеряемыми величинами, а рассчитываются прибором-анализатором 

автоматически из корреляционной функции на основе измеренных данных интенсивности 

светорассеяния. Индекс полидисперсности (PdI) отражает степень гомогенности образцов. 

Как правило, образцы, характеризующиеся значением PdI от 0 до 0,3, считают 

гомогенными, в то время как значение PdI выше 0,3 свидетельствует о высокой 

гетерогенности образцов вследствие образования агломератов [400]. Исследование 

образцов нековалентных ассоциатов методом динамического светорассеяния показало, что 

ассоциаты, приготовленные в однократном и десятикратно увеличенном реакционном 

объеме, имели практически одинаковый гидродинамический диаметр (33,4 ± 1,1 и 37,5 ± 

1,7 соответственно) (рис. 59 А), а ζ-потенциал всех ассоциатов составлял около - 40 мВ. 

Индекс полидисперсности (PdI) колебался от 0,266 ± 0,025 до 0,304 ± 0,010 для однократных 

и десятикратных образцов соответственно. Хранение в течение 8 суток не повлияло на 

размер ассоциатов и значение PdI: оно составило 0,296 ± 0,005 для однократных образцов 

и 0,300 ± 0,005 для десятикратных образцов ассоциатов (рис. 59 Б). Дальнейшее хранение 

десятикратных образцов выявило увеличение диаметра ассоциатов до 43,0 ± 2,2 нм после 

21 суток хранения, а также увеличение индекса полидисперсности до 0,407 ± 0,041 по 

истечении 28 суток хранения, в то время как при хранении вплоть до 21 суток значение PdI 

не превышало 0,326 ± 0,006 (рис. 59 В, Г).  
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 Рисунок 59. Гидродинамический диаметр (А, В) и индекс полидисперсности PdI (Б, Г) наночастиц 

золота (белые столбцы) и их ассоциатов с дуплексами РНК, приготовленных в однократном (темно-серые 

столбцы) и десятикратном (светло-серые столбцы) объеме, на разных сроках хранения.  

Исследование ассоциатов РНК с НЧЗ после их хранения в течение 7 месяцев 

методом DLS показало, что после 7 месяцев хранения размер ассоциатов не превышал 40,3 

± 3,7 нм, а индекс полидисперсности PdI составлял 0,449 ± 0,006. Оптический спектр 

длительно хранившихся ассоциатов не отличался от спектра свежеприготовленных 

ассоциатов (рис. 60 А). 
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Рисунок 60. Анализ ассоциатов НЧЗ-siGFP при хранении. А - спектры оптического поглощения 

ассоциатов НЧЗ-siGFP, свежеприготовленных и после 7 мес. хранения. Б, В - сканированные изображения 

гелей после электрофоретического анализа РНК, десорбированной с поверхности НЧЗ после 3 недель (Б, 

дорожка 4) и после 7 месяцев хранения ассоциатов (В, дорожка 8). Контроли подвижности: дорожки 1, 5 –

sense-цепь РНК, дорожки 2, 6 – antisense-цепь РНК, дорожки 3, 7 – siРНК. 15 % нативный полиакриламидный 

гель.  

Исследование нуклеотидного материала, десорбированного с поверхности 

ассоциатов, методом гель-электрофореза выявило сохранение полноразмерных цепей РНК 

в эквимолярных количествах, что видно по факту образования дуплекса полной длины (рис. 

60 Б, В). 

4.4.5 Исследование устойчивости НК в составе нековалентных ассоциатов НЧЗ-НК 

к деградации в растворах FBS и «цитозоля» 

4.4.5.1 Схемы исследования нуклеазной устойчивости НК в составе ассоциатов с НЧЗ 

Целью данного этапа исследования был анализ устойчивости НК к деградации в 

биологических жидкостях и определение степени десорбции полноразмерных НК с 

поверхности НЧЗ. В некоторых исследованиях описаны способы изучения деградации и 

десорбции НК из состава ассоциатов с НЧЗ с помощью измерений интенсивности сигнала 

флуоресценции флуорофора в составе НК [386, 366, 385]. Для анализа устойчивости НК в 

биологических жидкостях был использован  электрофоретический анализ [387, 372, 401], а 

степень деградации НК оценивали п по накоплению сигнала радиоактивного распада [32Р] 

в составе НК [385, 372]. 

Ассоциаты инкубировали от 1 до 22 ч в «цитозоле» или растворе FBS, затем НЧЗ 

отделяли центрифугированием от супернатанта, разделяя каждый образец на две части 

(рис. 61). НЧЗ с адсорбированными НК обрабатывали раствором DTT для десорбции НК 

(эффективность десорбции 98,4 ± 0,7 %). Все образцы НК подвергали 
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электрофоретическому разделению в 15 % ПААГ и затем проводили расчет степени 

десорбции полноразмерных молекул НК и степени деградации НК. 

Нуклеотидный материал анализировали после инкубации в биологических жидкостях 

(рис. 61): (A) полноразмерные НК, которые были адсорбированы на поверхности НЧЗ; (Б) 

полноразмерные НК, десорбированные в раствор; (В) молекулы НК разной степени 

деградации, которые были адсорбированы на поверхности НЧЗ; (Г) молекулы НК разной 

степени деградации, десорбированные в раствор. 

 

Рисунок 61. Схема сборки и исследования ассоциатов НЧЗ-НК: 1 – образование НЧЗ-НК, 2 – разделение 

реакционной смеси центрифугированием на золь (ассоциаты) и супернатант (несвязавшиеся НК), 2.1 – 

агарозный гель-электрофорез ассоциатов, 2.2 – инкубация ассоциатов с ДТТ с последующим 

центрифугировнаием для высвобождения сорбированных НК с поверхности НЧЗ, 2.3 – электрофоретический 

анализ в ПААГ супернатантов, полученных на этапах 2 и 2.2, 3 – инкубация ассоциатов в «цитозоле» или 10 

% FBS, 3.1 – электрофетический анализ результатов инкубации в «цитозоле» или FBS в агарозном геле, 3.2 – 

разделение реакционной смеси на золь (ассоциаты НЧЗ с полноразмерными и/или деградировавшими НК) и 

супернатант (свободные полноразмерные и/или деградировавшие НК), 3.3 – инкубация золя (из 3.2) с ДТТ с 

последующим центрифугированием для высвобождения сорбированных НК с поверхности НЧЗ, 3.4 - 

электрофоретический анализ в ПААГ супернатантов, полученных на этапах 3.2 и 3.3, Курсивом на схеме 

указана анализируемая характеристика. 

За 100 % принимали количество молекул НК, сорбированных на поверхности НЧЗ 

непосредственно перед инкубацией в деградирующей системе (плотность покрытия) (рис. 
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61, красная рамка). Стоит отметить, что учет состояний (В) и (Г) может быть использован 

для расчета общей степени деградации (рис. 61, зеленая рамка); а (Б) и (Г) – общей степени 

десорбции.  

Мы сосредоточились на анализе общей степени деградации НК и степени десорбции 

только полноразмерных НК, т.к. их содержание важно для оценки биологической 

активности. В ряде исследований [387, 386, 366, 385] сообщали об изучении деградации и 

десорбции НК, однако изучали лишь отдельные аспекты. Так, в работе [387] были изучены 

НК, адсорбированные на поверхность НЧЗ (что соответствует состояниям А и В, рис. 61), 

без рассмотрения общей степени десорбции, а в [386, 366, 385] рассматривали только 

десорбированные НК (что соответствует состояниям Б и Г, рис. 61), без учета НК на 

частицах и анализа степени деградации. 

4.4.5.2 Сравнение факторов в растворе FBS и «цитозоле», влияющих на 

ассоциаты НК и НЧЗ 

Цитозоль заполняет пространство между органоидами в эукариотических клетках. В 

работе использовали бактериальный «цитозоль», полученный из Е.coli без их лизиса [402, 

383]. Для приготовления «цитозоля» суспензию бактерий Escherichia coli (штамм ATCC 

25922) с титром 109 КОЕ/мл подвергли серии отмывок от избытка питательной среды 

физиологическим раствором. После этого пробирки с клеточной суспензией инкубировали 

при температуре -20°С в течение 12-24 ч, затем образцы суспензии размораживали и 

обрабатывали ультразвуком с помощью Bandelin Sonopuls HD 3100 при 90 % мощности в 

течение 15 мин для разрушения клеточных стенок. Эффективность обработки 

контролировали с помощью ПЭМ. Полученную суспензию пропускали через фильтр 

Millipore Millex-HV с диаметром пор 0,45 мкм. Определяли массу лиофилизованных 

образцов. Перед работой готовили водный раствор с концентрацией 4 мг/мл. 

При исследовании с помощью ПЭМ полученного «цитозоля» было выявлено 

безмембранное вещество, состоящее из мелких сгустков аморфного материала (рис. 62 А, 

справа). Анализ вещества с помощью MALDI-TOF показал, что «цитозоль» содержал 

комплексы (рис. 62 Б), которые могут быть белковыми и белково-нуклеиновыми 

комплексами [403, 404]. 
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 Рисунок 62. Характеризация деградирующих растворов FBS и «цитозоля», задействованных в 

работе. А – изображения ПЭМ исходного препарата E.coli после удаления культуральной среды (слева) и 

итогового «цитозоля» (справа). Б - спектр MALDI-TOF «цитозоля». В – спектры оптического поглощения 

раствора «цитозоля» 0,5 мг/мл (пунктирная линия) и 2,5 % FBS (сплошная линия). Г – электрофоретический 

анализ деградации НК под действием FBS (дорожки 1, 4 – Т40, 2, 3 – деградация Т40 в «цитозоле» за 15 мин 

и 22 ч, 5, 6 – деградация Т40 в 10 % FBS за 15 мин и 22 ч, 7 – РНК-дуплекс 4.2/5.2, 8 – деградация 4.2/5.2 в 

«цитозоле» за 15 мин, 9 – деградация 4.2/5.2 в 10 % FBS за 15 мин, Д – уровень деградации Т40 и дцРНК в 

«цитозоле» и FBS за 15 мин и 22 ч. 

Растворы FBS концентрации 2,5 и 10 % получали путем разбавления исходной FBS 

средой DMEM. После инкубации ассоциатов в среде DMEM в течение трех суток выяснили, 

что именно среда DMEM способствует десорбции НК с поверхности НЧЗ (от 12 ± 4 % за 22 

ч до 72 ± 6 % за 72 ч), при этом вызывает деградацию 19 ± 1 % НК. Раствор FBS и «цитозоль» 

содержали сравнимое количество белка (2,9 мг/мл и 4 мг/мл соответственно, рассчитанное 

по УФ-спектрам (рис. 62 В) [405] и обладали фосфатазной и нуклеазной активностями (рис. 

62 Г, Д). 
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4.4.5.3 Исследование деградации и десорбции немодифицированных НК и их 

ассоциатов с НЧЗ 

 Далее исследовали деградацию всех двуцепочечных РНК и одноцепочечных ДНК, в 

том числе в составе ассоциатов с НЧЗ, а также десорбцию полноразмерных НК с 

поверхности НЧЗ после инкубации в цитозоле. 

4.4.5.3.1 Деградация немодифицированных оцНК 

На примере нативной Т40 было показано, что не менее 94 % немодифицированной 

оцДНК деградировало уже за 2-3 ч инкубации в растворе FBS и «цитозоле» (первичные 

данные не приведены).  

Ассоциаты НЧЗ-Т26 и НЧЗ-Т40 инкубировали с «цитозолем» и раствором FBS (рис. 

63 A - B). Оказалось, что деградация НК разной длины происходила по-разному. Так, за 

первые 1,5 ч инкубации в FBS уровень деградации Т40 в составе ассоциатов составил 35,4 

± 10,7 % a для Т26 в составе ассоциатов – 70,5 ± 9,1 %. В «цитозоле» за 1,5 ч деградировало 

81,0 ± 6,6 % Т40 и 69,7 ± 11,1 % Т26. После инкубации в течение 22 ч во всех образцах 

уровень деградации НК достигал 74,0 – 85,0 %. Таким образом, НК в составе ассоциатов с 

НЧЗ устойчивее к деградации на 12 - 25 %, чем свободные НК, что согласуется с 

литературными данными [386].  

4.4.5.3.2 Десорбция полноразмерных немодифицированных оцНК 

Десорбция оцДНК разной длины также различалась (рис. 63 A - В). Доля 

десорбированных полноразмерных молекул Т40 в растворе FBS (рис. 63 Б) понижалась с 

47,4 ± 14,5 % (1,5 ч) до 3,4 ± 1,1 % (22 ч). В то же время доля Т40 в «цитозоле» (рис. 63 А) 

росла с 2,8 ± 2,0 % до 13,3 ± 2,6 %. Доля полноразмерных Т26 в «цитозоле» (рис. 63 В), 

наоборот, уменьшалась с 22,3 ± 8,7 % (1,5 ч) до 10,0 ± 8,3 % (22 ч). 

Полученные данные позволяют предположить, что содержание полноразмерных 

молекул НК в растворе в течение всего времени инкубации менялось в результате двух 

процессов: деградации активными компонентами  растворов и высвобождения 

полноразмерных молекул с поверхности НЧЗ. Если деградация полноразмерных молекул 

происходила быстрее, чем их высвобождение с поверхности, то содержание в растворе 

полноразмерных НК понижалось (рис. 63 Б, В). И наоборот, если высвобождение 

полноразмерных молекул в раствор компенсировало их убыль вследствие деградации, то 

содержание полноразмерных НК в растворе росло (рис. 63 А).  
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 Рисунок 63. Деградация НК в составе ассоциатов с НЧЗ после инкубации в 10 % FBS или в 

«цитозоле»: А - Т40 в «цитозоле», Б - Т40 в 10 % FBS, В - Т26 в «цитозоле», Г – G.2 в «цитозоле», Д - дцРНК 

4/5 в «цитозоле», Е - дцРНК4.2/5.х в «цитозоле». 

Можно сделать вывод, что в составе нековалентных ассоциатов Т26 более устойчива 

при длительной инкубации в деградирующих системах, чем Т40, что согласуется с 

полученными ранее данными для ковалентных ассоциатов [387]. Таким образом, 

устойчивость НК в биологических жидкостях зависит от многих факторов, включая разный 

характер связывания и разную плотность покрытия НК разной длины. 
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4.4.5.3.3 Деградация многослойных ассоциатов НЧЗ с немодифицированными НК 

Первым шагом к повышению защиты НК от деградации внутриклеточными 

нуклеазами было включение в состав ассоциатов еще одного слоя высокомолекулярного 

соединения: HS-PEG-COOH (PEG) или HSA. Ассоциаты НЧЗ-НК с PEG или HSA получали 

после инкубации ассоциатов НЧЗ-НК в 1 мкМ растворе PEG или HSA в течение 30 мин при 

25 °С и встряхивании 1000 об./мин  с последующим центрифугированием в течение 30 мин 

при 13200./мин и удалением супернатанта. Общий уровень деградации в растворе FBS 

двухслойных ассоциатов типа НЧЗ-Т40-PEG/HSA после инкубации в течение ночи 

достигал 72,4 ± 3,3 %, что практически равно деградации однослойных ассоциатов НЧЗ-

Т40 (74,0 ± 8,6 %). Десорбция полноразмерных НК из двухслойных ассоциатов была 

больше, чем из однослойных (17,6 ± 4,2 5 и 3,4 ± 1,1 % соответственно) (первичные данные 

не приведены). 

Более заметный эффект защиты от деградации компонентами биологических 

жидкостей наблюдался для ассоциатов НЧЗ-Т26-PEG: уровень деградации после 1,5 часов 

инкубации в FBS составил 51,5 ± 1,8 % против 70,5 ± 9,1 %. Уровень десорбции этих 

ассоциатов в тех же условиях практически одинаков (10,8 – 11,5 %) (первичные данные не 

приведены). 

Также изучили деградацию многослойных ассоциатов в «цитозоле». Ассоциаты 

НЧЗ-Т26-PEG/HSA за 1,5 часа инкубации деградировали сильнее, чем ассоциаты НЧЗ-Т26 

(79,4 ± 6,2 и 69,7 ± 11,1 %), но после 22 часов инкубации степень деградации была 

одинакова. Степень десорбции за 22 ч инкубации для двухслойных ассоциатов НЧЗ-Т26-

PEG/HSA снизилась по сравнению с однослойными ассоциатами с 10,0 ± 8,3 % до 3,4 ± 0,9 

% (первичные данные не приведены).  

Было проведено исследование влияния третьего слоя из линейного 

полиэтиленимина (PEI) на защиту НК. Для получения трехслойных ассоциатов ассоциаты 

НЧЗ-НК-PEG или НЧЗ-НК-HSA инкубировали в растворе, содержавшем 1 мМ NaCl и 0,2 

% PEI, в течение 30 мин при 25 °С и встряхивании 1000 об./мин с последующим 

центрифугированием в течение 30 мин при 13200./мин и удалением супернатанта. 

Деградация Т26 в составе трехслойных ассоциатов НЧЗ-Т26-PEG/HSA-PEI достигала 66 - 

70 % после 1,5 часов инкубации в деградирующих растворах, что сравнимо с уровнем 

деградации Т26 в составе однослойных ассоциатов (69,7 ± 11,1 %), а десорбция составила 

11 - 13 %, что сравнимо с десорбцией Т26 из однослойных ассоциатов в FBS, но 

существенно меньше, чем в «цитозоле» (первичные данные не приведены). 
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4.4.5.3.4 Нуклеазная устойчивость дцРНК 

Как и ожидалось, нативные дцРНК в составе ассоциатов с НЧЗ неустойчивы к 

действию нуклеазных агентов (рис. 63 Д). Уже за первый час инкубации с «цитозолем» 

разрушалось 90,1 ± 2,7 % РНК, а по истечении 22 ч инкубации доля деградировавшей РНК 

превышала 92 %. Одно из решений проблемы стабильности НК – использование химически 

модифицированных НК. В литературе описано введение разнообразных заместителей по 

2`-положению рибозы (фторо-, О-метил, дезокси-), азотистым основаниям и по 

сахарофосфатному остову молекул НК [372 371, 367, 376, 378, 379, 380]. Нами было 

использовано два типа химической модификации 3`-концов молекул siРНК для их защиты 

от деградации нуклеазами: введение двух тимидиндезоксирибонуклеотидных звеньев на 3`-

концы всех РНК [406] и ФГ-групп в состав нависающих 3`-концов siRNA [407 ].  

4.4.5.3.5 Деградация и десорбция полноразмерных оцНК с ФГ-группами 

Исследование устойчивости модифицированных НК в деградирующих системах 

начали с оцДНК, а именно с G.2, в которой две ФГ-группы располагались вблизи 3′-конца 

олигонуклеотида. Модифицированный таким образом олигонуклеотид G.2 практически 

целиком сохранился за 1 ч инкубации с «цитозолем», а после 1,5 ч инкубации степень его 

деградации составила 4,4 ± 0,4 %. Т.е., введение в состав ДНК двух ФГ-групп привело к 

значительному повышению ее устойчивости к деградации в «цитозоле»: после 1,5 ч. 

инкубации уровень деградации модифицированных ДНК был меньше в 20 раз, чем 

немодифицированных ДНК (первичные данные не приведены).  

G.2 в составе ассоциата с НЧЗ демонстрировал высокую устойчивость к деградации: 

через 4,5 ч инкубации с «цитозолем» деградировало только 30,9 ± 6,8 % G.2, (рис. 63 Г). 

Следует отметить, что модифицированные и нативные ДНК в составе ассоциатов после 22 

ч инкубации с «цитозолем» деградировали в сходной степени (76,0 ± 5,5 % и 74,0 – 85,0 % 

соответственно). Анализ начального периода (до 2,5 ч) инкубации показал, что в составе 

нековалентных ассоциатов модифицированные ДНК более устойчивы (G.2 деградировала 

за 1,5 ч в 7,7 – 9,0 раз меньше, чем T26 и T40, за 2,5 ч – в 2,6 – 2,8 раза меньше). Другая 

особенность модифицированной ДНК заключалась в том, что скорость высвобождения ее 

полноразмерных молекул превышала скорость ее деградации (рис. 63 Г): доля 

полноразмерной G.2 в растворе возрастала с 31,5 ± 10,6 % после 1,5 ч до 64,1 ± 2,0 % после 

4,5 ч инкубации. 

4.4.5.3.6 Деградация и десорбция дцРНК с ФГ-группами 

 Исследование сохранности модифицированных siРНК в бактериальном «цитозоле» 

показало, что степень десорбции и деградации в «цитозоле» трех видов модифицированных 

дцРНК (4.2/5, 4.2/5.1, 4.2/5.2) была практически одинакова, поэтому в дальнейшем для 
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упрощения все дуплексы модифицированных РНК были обозначены как 4.2/5х. Как и в 

случае с модельными ДНК, введение ФГ-групп в состав дцРНК повысило их устойчивость 

к деградации в 1,5 – 1,9 раз по сравнению с немодифицированными дцРНК (первичные 

данные не приведены).  

В составе нековалентных ассоциатов с НЧЗ (рис. 63 Е) около половины 4.2/5х 

деградировало за 1,5 ч (46,6 ± 9,4 %), однако далее разрушение происходило гораздо 

медленнее: за 4,5 ч уровень деградации РНК составил 59,1 ± 5,5 %. Общий уровень 

деградации 4.2/5х в составе ассоциатов после 22 ч инкубации достигал 73,7 ± 4,5 %, что 

существенно меньше, чем деградация нативного дуплекса 4/5 в составе ассоциатов (92,2 ± 

1,1 %) и сравнимо с деградацией модельных ДНК в составе ассоциатов (74,0 – 85,0 %). 

Аналогичная динамика наблюдалась в случае ассоциата НЧЗ с ДНК, содержащей ФГ-

группы (G.2). 

Отметим, что при инкубации в биологических жидкостях с поверхности НЧЗ 

десорбировались обе цепи РНК (рис. 62 Г, дорожки 7-9). Доля полноразмерных дуплексов 

4.2/5х в растворе оставалась достаточно высокой на протяжении всего времени инкубации: 

она менялась от 38,0 ± 13,8 % после 1 ч инкубации до 28,6 ± 5,3 % спустя 4,5 ч инкубации. 

Отсюда был сделан вывод, что скорость деградации полноразмерных модифицированных 

дцРНК практически компенсировалась скоростью их высвобождения с поверхности НЧЗ.  

Далее было изучено влияние дополнительных слоев на сохранение дуплексов 

модифицированных siРНК в «цитозоле». Ассоциаты с одним (PEG) и двумя (PEG-PEI) 

дополнительными слоями сильнее деградировали после 1 ч инкубации, чем однослойные 

(73,4 ± 3,7 и 63,8 ± 4,1 против 46,6 ± 9,4 % соответственно), однако после 22 ч инкубации 

уровень деградации однослойных и двухслойных ассоциатов был очень близок: 73,7 ± 4,5 

% и 75,6 ± 6,1 % соответственно. 

Доля свободных дуплексов составила 13,0 ± 1,6 % для двухслойных и 21,1 ± 6,1 % для 

трехслойных ассоциатов после часовой инкубации. После 22 ч инкубации в «цитозоле» из 

двухслойных ассоциатов десорбировалось 12,9 ± 1,2 % дуплексов. 

Таким образом, в течение 4 ч, требующихся обычно для трансфекции [408], ассоциаты 

НЧЗ с дцРНК, содержащими две ФГ-группы на дуплекс, продемонстрировали высокую 

устойчивость к деградации по сравнению с ассоциатами НЧЗ с немодифицированными 

дцРНК и высокую способность к высвобождению полноразмерных дуплексов. 

4.4.6 Создание многослойных конструкций на основе НЧЗ для доставки дцРНК в 

клетки 

Второй подход для защиты терапевтических НК от разрушения во внутриклеточной 

среде, представленный в работе, заключался в защите ассоциатов НК и НЧЗ липидной 
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оболочкой с добавлением конъюгата стеарата и аргинин-содержащего пептида, 

синтезированного Е.К. Апарциным (ЛХРНК ИХБФМ) (рис. 63А). В состав липидной 

оболочки входил DOPE, который должен повышать эффективность выхода наночастиц из 

эндосом за счет своей способности к слиянию с клеточными мембранами [409]. 

Допирование наноконструкций амфифильным белком должно было повысить 

эффективность трансфекции [410]. Синтез липидов, подбор состава и условий 

формирования липосом, а также работа с клеточными культурами были проведены И.С. 

Довыденко (ЛСБ ИХБФМ).  

 

Рисунок 63. Биологическая активность многослойных ассоциатов НЧЗ-siGFP-липид-пептид: А – схема 

сборки многослойных ассоциатов НЧЗ-siGFP-липид-пептид, Б - электрофоретический анализ ассоциатов (1 – 

НЧЗ, 2 – НЧЗ-siGFP, 3 - НЧЗ-siGFP-липид, 4 - НЧЗ-siGFP-липид-пептид), В – анализ ассоциатов - НЧЗ-siGFP-

липид-пептид с помощью ПЭМ, Г - схематическое изображение механизма биологического действия siРНК 

(1 – проникновение ассоциатов НЧЗ-siGFP-липид-пептид в клетку, 2 – высвобождение siРНК в цитоплазму, 3 

– образование RISC-загрузочного комплекса, 4 – диссоциация siРНК в составе белкового комплекса RISC, 5 

- распознавание целевой мРНК, 6- расщепление целевой мРНК), Д - подавление синтеза белка GFP siРНК, 

доставленной в составе НЧЗ-siGFP-липид-пептид и с помощью Липофектамина 3000, в клетках HEK-Phoenix; 

гистограмма построена с использованием нормализованных средних значений флуоресценции клеток 

(RFU=RFU образца/RFU контроля) после трансфекции; в каждой выборке насчитывалось более 10000 

событий, средние значения получены по трем независимым экспериментам. 

Многослойные ассоциаты формировали, повергая раствор ассоциатов НЧЗ-НК в колбе 

с предформированной липидной пленкой действию ультразвука в течение 15 мин при 25 

°С. Допирование ассоциатов пептидным конъюгатов осуществлялось под действием 

ультразвука в течение 5 мин при 25 °С. Сформированные многослойные ассоциаты имели 
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гидродинамический диаметр 127,1 ± 13,4 нм и ζ-потенциал – 21,5 ± 6,6 мВ. Сохранность 

олигонуклеотидного слоя внутри липосомы оценивали по интенсивности флуоресценции 

содержащей флуорофор sense-цепи. Доля вытесненного олигонуклеотидного покрытия 

составила 36,7 ± 4,0 %, при этом было показано, что эта потеря НК равна доле вытесненной 

НК с поверхности НЧЗ под действием ультразвука той же продолжительности, что 

требуется при создании липидной оболочки вокруг НЧЗ-НК (37,0 ± 1,1 %). Изменение 

электрофоретической подвижности ассоциатов на основе НЧЗ на всех этапах сборки 

свидетельствует о количественном получении многослойной конструкции увеличенного 

диаметра (рис. 63 Б), что было подтверждено с помощью ПЭМ (рис. 63 В). 

Эффективность подавления синтеза белка GFP в клетках HEK-Phoenix ассоциатами 

НЧЗ-siGFP-липид-пептид (рис. 63 Г) исследовали с помощью метода проточной 

цитофлуориметрии. Концентрация siРНК при трансфекции составила 12,5 нМ как в составе 

многослойных ассоциатов с НЧЗ, так и в образце с Липофектамином 3000. Трансфекция 

ассоциатами НЧЗ-siGFP привела к снижению флуоресценции на 11,2 % (рис. 63 Д), показав 

неспособность исходных ассоциатов к эффективной доставке в клетки. При трансфекции 

клеток ассоицатами НЧЗ-siGFP-липид-пептид наблюдали снижение флуоресцентного 

сигнала до 38 % (рис. 63 Д). Такой же эффект (39 %) наблюдался при аналогичной 

трансфекции siGFP в присутствии Липофектамина 3000. Существенное снижение уровня 

флуоресценции свидетельствует об эффективной доставке многослойной конструкции в 

клетки HEK Phoenix, высвобождении siРНК из состава ассоциатов и ингибировании 

синтеза GFP. 

Из результатов четвертого этапа работы можно сделать следующие заключения: 

- процесс получения ассоциатов НЧЗ с дцНК значительно отличается от получения 

ассоциатов НЧЗ-оцНК и требует больше времени, однако полученное покрытие также 

достаточно устойчиво к вытеснению другими соединениями при создании многослойных 

ассоциатов и может обеспечивать высокую плотность загрузки поверхности НЧЗ 

молекулами НК; 

- можно увеличить реакционный объем при получении ассоциатов в 10 раз, а также хранить 

готовые ассоциаты до 7 месяцев без изменений в олигонуклеотидном покрытии; 

- для защиты НК, нековалентно сорбированных на поверхности НЧЗ, от разрушения 

реагентами с нуклеазной активностью можно успешно применять как химическую 

модификацию фосфатных групп НК, так и создание дополнительных защитных слоев 

ассоциата; 
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- всего двух ФГ-групп фосфатной группы в составе одной из цепей РНК-дуплекса или в 

составе оцДНК достаточно, чтобы обеспечить высвобождение в раствор 29 и 64 % 

загруженной полноразмерной НК соответственно; 

- многослойная конструкция на основе ассоциата НЧЗ-siРНК и липидной оболочки 

обеспечивает эффективное подавление гена GFP в клетках и демонстрирует 

потенциальную возможность использования ассоциатов НЧЗ-НК для внутриклеточной 

доставки терапевтических НК. 
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4.5 Заключение 

В представленной работе предложен простой и удобный способ получения 

нековалентных ассоциатов на основе сферических наночастиц золота (НЧЗ) и тиол-

несодержащих нуклеиновых кислот (НК). Способ заключается в инкубации НЧЗ и НК в 

течении 30 минут при 56 °С в случае одноцепочечных олигодезоксирибонуклеотидов и 24 

ч при 25 °С для дуплексов олигорибонуклеотидов. При это НЧЗ представляют собой 

коллоидный раствор, используемый непосредственно после их синтеза («сразу после 

синтеза»), т.е. без изменения его состава. В этих условиях способ обеспечивает прочное 

нековалентное покрытие поверхности НЧЗ НК разного типа (одноцепочечными и 

двуцепочечными ДНК и РНК, в том числе содержащими незаряженные модифицированные 

фосфатные группы). В рамках указанного подхода показана возможность создания 

многослойных конструкций, содержащих последующие слои белковых молекул, 

полиэтиленгликоля или липидов, служащие защитой нуклеотидного материала от действия 

нуклеаз. Показано, что нековалентное олигонуклеотидное покрытие устойчиво к 

вытеснению высокомолекулярными соединениями, содержащими тиольную группу -SH и 

способными к образованию ковалентной связи Au-S (альбумины, полиэтиленгликоль с 

тиольной группой). В то же время низкомолекулярные тиол-содержащие соединения 

(глутатион, DTT, тиогликолевая кислота и т.д.) эффективно вытесняют молекулы НК, 

нековалентно сорбированные на поверхности НЧЗ. 

 В работе представлена оригинальная методика безметочной (label-free) оценки 

аффинности олигонуклеотидов к НЧЗ путем электрофоретического анализа ассоциатов 

НЧЗ и НК в агарозном геле без применения интеркаляторов и средств визуализации. 

Проведен фундаментальный анализ адсорбции олигонуклеотидов на поверхности НЧЗ в 

зависимости от многих факторов (продолжительности и температуры инкубации, длины, 

заряда и нуклеотидной последовательности НК). Представлена количественная оценка 

аффинности ряда олигонуклеотидов к НЧЗ. Показано, что ряд олигонуклеотидов обладает 

высокой аффинностью к НЧЗ, характеризующейся наномолярными значениями 

равновесной константы диссоциации. 

 Впервые в данной работе проведен анализ высокопроизводительного 

секвенирования пула ДНК-последовательностей, отобранных в процессе селекции in vitro 

к НЧЗ. Показано влияние последовательности олигонуклеотидов на их сродство к НЧЗ: в 

результате селекции in vitro обогащаются G,T,A-богатые последовательности ДНК, 

обедняются С-богатые последовательности ДНК. Установлено, что 

высокоструктурированные олигонуклеотиды обладают пониженным сродством к НЧЗ, а 
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неструктурированные и шпилечные олигонуклеотиды проявляют повышенное сродство к 

НЧЗ. Предложен механизм взаимодействия шпилечных олигонуклеотидов с поверхностью 

НЧЗ. 

 Представлена оценка влияния масштабирования реакционного объема при 

получении ассоциатов НЧЗ и дуплексов НК на эффективность адсорбции НК на 

поверхность НЧЗ. Показана стабильность ассоциатов НЧЗ и НК при хранении в течение 

длительного срока (до 7 месяцев) без существенного изменения физико-химических 

свойств ассоциатов НЧЗ и НК. Проведена оценка стабильности ассоциатов НЧЗ и 

дуплексов НК в растворе, имитирующем сыворотку крови, и возможности 

пролонгированного выделения полноразмерных дуплексов НК с поверхности НЧЗ в 

раствор. Показана потенциальная возможность использования ассоциатов НЧЗ-НК для 

внутриклеточной доставки терапевтических НК на примере многослойной конструкции на 

основе ассоциатов НЧЗ-siРНК и липидной оболочки, обеспечившей эффективное 

подавление гена GFP в клетках. Полученные результаты позволяют заключить, что 

разработанные многослойные конструкции могут быть использованы для эффективной 

доставки терапевтических нуклеиновых кислот в эукариотические клетки и являются 

многообещающими инструментами терапии на уровне мРНК. 
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5 ВЫВОДЫ 

1. Разработан способ создания нековалентых ассоциатов наночастиц золота (НЧЗ) и 

олигонуклеотидов (НК), заключающийся в инкубации тиол-несодержащих НК и 

сферических цитрат-стабилизированных НЧЗ без изменения состава коллоидного раствора 

последних. Способ обеспечивает: 

 возможность оценки сродства НК к НЧЗ методом электрофоретического разделения в 

агарозном геле при титровании НЧЗ олигонуклеотидом; 

 высокую стабильность олигонуклеотидного покрытия и его контролируемую загрузку 

на поверхность НЧЗ в зависимости от длины, последовательности НК (до 150 молекул 

одноцепочечного гексануклеотида или 160 дуплексов длиной 21 пар оснований на одну 

НЧЗ); 

 возможность декорирования нековалентных ассоциатов НЧЗ-НК белками или 

полиэтиленгликолем для применения в биологических средах. 

2. Изучено влияние последовательности и структуры одноцепочечных 

олигодезоксирибонуклеотидов на взаимодействие с наночастицами золота. Установлено, 

что: 

 аффинность гомоолигонуклеотидов равной длины (26-меров) изменяется в ряду 

Т>А>>С (равновесные константы диссоциации KD составили 1,8 ± 0,3, 6 ± 1, и 18 ± 3 

нМ соответственно); 

 реализация внутримолекулярного стэкинг-взаимодействия и комплементационные 

взаимодействия между азотистыми основаниями НК негативно сказываются на 

сродстве НК к НЧЗ; 

 G,T,A-богатые олигонуклеотиды, не имеющие стабильной вторичной структуры, 

проявляют повышенную аффинность к НЧЗ. 

3. Предложен механизм взаимодействия олигонуклеотидов с НЧЗ, предполагающий 

первоначальное связывание конформационно подвижных азотистых оснований в структуре 

олигомера с последующей реорганизацией цепи последнего для обеспечения 

множественных контактов, преимущественно гидрофобных, между НК и поверхностью 

НЧЗ. 

4. Показана возможность масштабирования реакционного объема при получении 

ассоциатов НЧЗ-НК и их коллоидная стабильность во время длительного хранения (до 7 

мес.) без существенных изменений олигонуклеотидного покрытия. 

5. Исследован потенциал нековалентных ассоциатов НЧЗ-НК для внутриклеточной 

доставки терапевтических НК: 
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 показана пролонгированная десорбция полноразмерных олигорибонуклеотидов из 

ассоциатов НЧЗ-НК при выдерживании НЧЗ-НК в биологических средах; 

 продемонстрирована стабильность НК, содержащих на 3’-конце два 

фосфорилгуанидиновых остатка, к действию нуклеаз, входящих в состав сыворотки 

FBS и бактериального цитозоля; 

 показано эффективное подавление гена GFP с помощью многослойной конструкции 

НЧЗ-siРНК-липид. 
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6 СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

ABTS - 2,2′ -азинобис(3-этилбензтиазолин-6-сульфонат) 

ACE – аффинный капиллярный электрофорез 

АР - буферный раствор щелочной фосфатазы 

α-TOS - полиэтиленгликоль-α-токоферилсукцинат 

BIDBE - (N,N`-бис(α-йодацетил)-2,2`-дитиобис(этиламин) 

BSA – сывороточный альбумин быка 

BSPP - бис(п-сульфонатофенил)фенилфосфин дикалия дигидрат 

CSP - двумерный ядерный магнитный резонанс 

CTAB – бромид гексадецилтриметиламммония 

CuAAC - катализируемое Cu (I) азид-алкин циклоприсоединение 

DLS - динамическое светорассеяние 

DMF – диметилформамид 

DMSO – диметилсульфоксид 

dppm - 1,1-бис(дифенилфосфино)метан 

dppp - 1,3-бис(дифенилфосфино)пропан 

DTT - бис(сульфанил)бутан-2,3-диол 

EDC – 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид 

EG – этиленгликоль 

EMSA – анализ сдвига электрофоретической подвижности 

FAM – фосфитамид флуоресцеина 

FBS – сыворотка телят 

FTIR – инфракрасная Фурье-спектроскопия 

GFP - зеленый флуоресцентный белок 

GSH - глутатион 

HEPES - 4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфокислота 

HRE - белок с последовательностью Ala-His-His-Ala-His-His-Ala-Ala-Asp 

HSA– сывороточный альбумин человека 

HURP - нерегулярный белок гепатомы 

IgG – иммуноглобулин класса G 

IgM - иммуноглобулин класса М 

IOD – интегральная оптическая плотнось 

KD – константа диссоциации 

KRAzR – фоточувствительный пептид с последовательностью Lys-Arg-азобензол-Arg 

logP - коэффициент распределения между фазами 
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LSPR – локализованный поверхностный плазмонный резонанс 

MALDI-TOF – матрично-активированная лазерная десорбция/ионизация с 

использованием времяпролетного масс-спектрометра 

МСН – меркаптогексанол 

MOPS - 3-(N-морфолино)пропансульфокислота 

mPEG-SH – тиолированный метоксиполи(этиленгликоль) 

MUA – меркаптоундекановая кислота 

NEXAFS - тонкая структура близкоуглового рентгеновского поглощения 

PAA – полиакриловая кислота 

PAMAM – поли(амидоамин) 

PBS-фосфатно-солевой буферный раствор 

PCA - принципиальный компонентный анализ 

PDDAC - полиэтилендиаллилдиметиламин гидрохлорид  

PDMAEMA – поли(диметиламиноэтил метакрилат) 

PEG - полиэтиленгликоль 

PEI - полиэтиленимин 

РММА – поливинилметакрилат 

PNA - пептидные нуклеиновые кислоты 

polyA – полиаденилат 

polyG - полигуанидилат 

polyT – политимидилат 

PSS – полистиролсульфонат 

Pu - пурин 

PVAc – поливинилацетат 

Py - пиримидин 

QCM - пьезокварцевое микровзвешивание 

RFU- относительные единицы флуоресценции 

SAXS - малоугловое рентгеновское рассеяние 

SCS – рассеивающая корреляционная спектроскопия 

SDS - додецилсульфат натрия 

SELEX – cистематическая эволюция лигандов экспоненциальным обогащением  

SEL-Seq - однораундовое обогащение лигандов с глубоким секвенированием 

SERS – поверхностно усиленная спектроскопия комбинационного рассеяния 

SNP - однонуклеотидная замена 

SPEET – поверхностный плазмонный усиленный перенос энергии 
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SPION - суперпарамагнитные наночастицы оксида железа  

SPR - спектроскопия поверхностного плазмонного резонанса) 

STI - ингибитор соевого трипсина Кунитца 

TBE – трис-боратный буферный раствор 

TEMED – N,N,N’,N’-тетраметилэтилендиамин 

TGA – тиогликолевая кислота 

XANES – близкоугловая спектроскопия рентгеновского поглощения 

XPS - рентгеновская фотоэлектронная спектроскопия 

 

ATФ – аденозинтрифосфат 

АСМ – атомная силовая микроскопия 

ВЭЖХ - высокоэффективная жидкостная хроматография 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

дц – двуцепочечная 

ДЭС - двойной электронный слой 

е.а. - единиц активности 

ИК – инфракрасный 

КОЕ – колониеобразующая единица 

миРНК - микроРНК 

мол. – молекула 

нт. – нуклеотид 

НК – нуклеиновая кислота (нуклеиновые кислоты) 

НКЗ - нанокристаллы золота 

НЧ – наночастицы 

НЧЗ - наночастицы золота 

НЧС – наночастицы серебра 

об./мин- оборотов в минуту 

оц - одноцепочечная 

ПААГ - полиакриламидный гель 

п.нт. – пар нуклеотидов 

ПЦР - полимеразная цепная реакция 

ПЭМ - просвечивающая электронная микроскопия 

РНК - рибонуклеиновая кислота 

СТМ – сканирующая трансмиссионная микроскопия 

теория ДЛФО - теория Дерягина, Ландау, Фервея, Овербека 
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Трис - трис(гидроксиметил)аминометан 

УЗ – ультразвуковой 

УФ – ультрафиолетовый 

ФГ-группа - (1,3-диметил-2-имидазолидиниминофосфорильная группа 

част. – частица 

ЭФ – электрофорез, электрофоретический 

ЯМР – ядерный магнитный резонанс 

 

ζ-потенциал - дзета-потенциал 

k-нуклеотиды - последовательности, состоящие из k нуклеотидов 

РО-НК – нуклеиновая кислота с немодифицированными фосфатными группами 

PS-НК – нуклеиновая кислота с фосфотиоатной модификацией 

SH-НК – нуклеиновая кислота с тиольной группой 

siРНК - малые интерферирующие РНК 
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7 СПИСОК ТЕРМИНОВ 

Ассоциаты наночастиц и нуклеиновых кислот: межмолекулярные образования на основе 

нековалентных взаимодействий наночастиц и нуклеиновых кислот. 

Ковалентные ассоциаты: межмолекулярные образования на основе ковалентных связей 

наночастиц и нуклеиновых кислот. 

Поверхностная плотность нуклеиновых кислот: количество адсорбированных молекул 

(или дуплексов) нуклеиновых кислот на одну наночастицу золота. 

Слипание НЧЗ: в широком смысле и агрегация, и агломерация наночастиц. 
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