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Successful performing of dental implantation is one of the major aims of dentistry. Surgery induces 
violation of the integrity of the mucosa, activation of the mucosal immunity, reparation and regulation 
processes, that can be measured by levels of IgM, IgG, sIgA and also IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, 
IFN-γ, TNF-α on the local or systemic level. Some antibiotics and phytotherapy can be applied to prevent 
potential onset of postoperative complications. Diff erences in its effi  ciency and action on the mucosal 
immunity can be measured with comparative assay of the features of the local immunity in the saliva of 
patients before dental implantation and aft er applying the therapies. Application of antibiotics leads to 
decreasing activity of pathogenic microorganisms and reparative potential of the mucosa cells, that is 
manifested in statistically signifi cant reduction of the IgG and increased IgM and sIgM levels, whereas 
phytotherapy enhances activity of the immune system due to stimulation of marked increase in the level 
of IL-4, IL-10, IFN-γ and TNF-α in the patients’ saliva.

Key words: Dental implantation, mucosal immunity, phytotherapy, antibioticotherapia, preven-
tion of postoperative complications

Введение. В настоящее время углеродные 
наночастицы, а также нанокомпозиты с угле-
родной оболочкой широко используются в раз-
личных отраслях биомедицины: in vitro диагно-
стика [1, 2], таргетная доставка лекарственных 
веществ [3], медицинская визуализация [4, 5], 
терапия опухолей [6, 7], биоспецифической 
экстракции биологических соединений из рас-
творов и смесей [8], трансфекция генов в ткани 
растений при помощи магнитоуглеродных на-
ночастиц [9], регуляция активности генов при 

помощи малых интерферирующих РНК [10], 
иммуномагнитная сепарации из крови цирку-
лирующих опхолевых клеток [11], управляемая 
магнитным полем трансдукция генов [12], ex 
vivo очистка крови от токсинов и возбудителей 
инфекций [13, 14] и т. д. Все перечисленные об-
ласти применения наночастиц связаны с рас-
познаванием конкретной молекулы-мишени: 
клеточного рецептора, аналита или экстраги-
руемого вещества. Наиболее распространен-
ным способом обеспечить специфическое рас-
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Разработана и оптимизирована технология синтеза конъюгатов углеродных наночастиц 
с ДНК-аптамером на основе связи биотин-стрептавидин. Показано, что при сорбции апта-
мера в соотношении 125–500 пМ/мг углеродных наночастиц уровень сорбции составляет 
30–60 пМ ДНК/мг углеродных наночастиц.
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познавание наночастицей мо ле ку лы-ми ше ни 
является функционализация ее поверхности 
моноклональными антителами. Помимо мо-
ноклональных антител для этой цели исполь-
зуются мо ле ку ляр но-им прин ти ро ван ные по-
лимеры и аптамеры [15].

Аптамеры представляют собой искусствен-
но синтезированные олигонуклеотиды, облада-
ющие способностью к специфическому и высо-
коаффинному (сравнимы по этому показателю 
с антителами) взаимодействию с целевой мо-
лекулой. В сравнении с моноклональными ан-
тителами они обладают рядом преимуществ: 
термостабильность, низкая иммуногенность, 
возможность синтеза без использования кле-
ток живых организмов, простота и многообра-
зия вариантов модификаций и т. д. Более под-
робно преимущества аптамеров, технология 
их синтеза и спектр применений рассмотрены 
в работах [16–18].

В настоящее время, несмотря на существен-
ное количество публикаций, посвященных 
применению углеродных наночастиц в биоме-
дицине, их конъюгаты с аптамерами практиче-
ски не используются. Исключением являются 
работы в области in vitro диагностики, в ко-
торых иммобилизация аптамеров на угле-
родных наночастицах осуществляется неко-
валентно [19, 20].

Целью работы является разработка и опти-
мизация метода функционализации поверхно-
сти углеродных наночастиц ДНК-аптамером 
при помощи биотин-стрептавидинового взаи-
модействия.

Материалы и методы. Реактивы: бычий 
сывороточный альбумин (БСА), стрептави-
дин «Prospec Bio» (Израиль), хлорид натрия, 
гидрофосфат натрия, дигидрофосфат натрия, 
хлорид магния, хлорид калия, трис, Твин-20 
«Panreac» (Испания), азид натрия «Fluka» (Гер-
мания), ЭДТА «Bio-Rad» (США), планшеты 
из матового белого полистирола с объемом 
лунок 2 мл “Linbro” (Германия). ДНК-аптамер 
5'-GGGGCACGTTTATCCGTCCCTCCTAGT
GGCGTGCCCC-3', специфичный к IgE чело-
века [21] в двух модификациях: меченный 
биотином по 5'-концу и карбоксифлуорес-
цеином по 3'-концу (bi-Apt) и аналогичный 
аптамер, не содержащий биотиновой метки 
(k-Apt) «Синтол» (Россия). Концентрирован-
ный (100 мМ) раствор аптамера в ТЕ-буфере 
с 1мМ ЭДТА хранили в замороженном виде 
при –20 °C, перед началом работы его размора-

живали, разводили до рабочей концентрации 
в ЗФР, прогревали при +95 °C в течение 5 мин, 
а затем охлаждали до комнатной температуры 
в течение 15–10 мин.

Приборы: спектрофотометр Shimadzu UV–
VIS UVmini 1240 (Япония), многофункциональ-
ный планшетный ридер Synergy H1 “Biotek” 
(США) ультразвуковой дезинтегратор MSE 
Soniprep 150 (Великобритания).

Буферные растворы: 0,15М раствор NaCl, 
забуференный 0,015М Na-фосфатами+0,1% 
NaN3+0,1%Tween 20+3мМ KCl+5мМ MgCl2 
рН 7,25 (ЗФР) и 0,02М карбонатный буфер 
рН 9,6 (КББ). Все растворы, использованные 
в работе были приготовлены на деионизиро-
ванной воде.

Конъюгирование углеродных наночастиц 
со стрептавидином. Конъюгаты углеродных 
наночастиц со стрептавидином (C-Str) были 
синтезированы согласно методике, описанной 
в статье [22]. В работе использовали суспензию 
с массовой долей углеродных частиц 0,75%.

Количественная оценка сорбции аптаме-
ра на углеродных наночастицах. В растворы 
ДНК-аптамеров с концентрациями 400, 100, 
25, 6,25, 1,5 нМ в ЗФР вносили C-Str до ко-
нечных концентраций 3*10–3, 3*10–4, 3*10–5% 
(массовая доля) и конечного объема 500 мкл. 
После часовой инкубации наночастицы осаж-
дали центрифугированием в течение 100 мин 
при 20000g и отбирали пробы супернатантов. 
Количество сорбированного аптамера опреде-
ляли по разнице между флуоресценцией в ис-
ходном растворе и супернатанте. Эксперимент 
с каждой концентрацией углеродных нано-
частиц воспроизводили трехкратно, каждый 
эксперимент в свою очередь включал в себя 
три технических повторности.

Оценка функциональной активности сор-
бированного аптамера. Способность аптаме-
ров, иммобилизованных на поверхности угле-
родных частиц, связываться с молекулами IgE 
производили методом твердофазного дот-ана-
ли за на полистироле. На поверхность лунок 
полистирольного планшета наносили каплями 
по 3 мкл IgE, разведенного в КББ до концентра-
ций 100, 10, 5 и 2,5 мкг/мл. В качестве негативного 
контроля поверхность соседних лунок сенсиби-
лизировали IgG и БСА в таких же концентра-
циях. После получасовой сорбции во влажной 
камере при +37 °C капли удаляли с поверхности 
планшетов водоструйным насосом, лунки трех-
кратно промывали 300 мкл ЗФР.
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Растворы bi-Apt и k-Apt в ЗФР с концен-
трацией 75нМ инкубировали с C-Str в течение 
часа. Концентрация C-Str составляла 0,03%, 
конечный объем смеси –  1 мл. Частицы от-
мывали от не связавшегося аптамера шестью 
циклами центрифугирования при 20000 в те-
чение 15 мин и добавления 950 мкл ЗФР. От-
мытые от аптамера частицы разводили в 1 мл 
ЗФР и подвергали минутной ультразвуковой 
обработке. Затем 300 мкл суспензии C-Str, 
конъюгированных с bi-Apt и k-Apt помещали 
в сенсибилизированные лунки полистироль-
ных планшетов, которые оставляли на качалке 
на 15 мин при комнатной температуре. Далее 
лунки промывали ЗФР и оценивали результа-
ты анализа по наличию темного окрашивания 
на дне лунок в области нанесения лигандов.

Результаты и обсуждение. В ходе прове-
дения исследования была установлена зави-
симость сорбции биотинилированного и не-
биотинилированного аптамера на углеродных 
наночастицах, конъюгированных со стрепта-
видином, от исходного соотношения количе-
ства аптамера и наночастиц, выраженное как 
количество аптамера в пМ на единицу массы 
(мг) наночастиц. При этом количество сорби-

рованного k-Apt отражает уровень неспеци-
фической сорбции аптамера на наночастицах, 
обусловленной гидрофобными, электростати-
ческими, ван-дер-Ваальсовыми и иными взаи-
модействиями. Задачей нашего исследования 
было определить условия, в которых неспец-
ифическая сорбция минимальна, а специфи-
ческая, напротив, максимальна. В качестве 
дополнительной характеристики процесса 
иммобилизации аптамера мы использовали 
два параметра:

1) процент неспецифической сорбции:
сорбировано k-Apt на 1 мг C-str, пМ
сорбировано bi-Apt на 1 мг C-str, пМ   

×100%

2) процент специфической сорбции:
сорбировано bi-Apt на 1 мг C-str, пМ

исходное количество bi-Apt на 1 мг C-Str, пМ  
×100%

Согласно полученным данным (таблица), 
наибольший процент специфической сорб-
ции и наименьший процент неспецифической 
сорбции наблюдались при исходном соот-
ношении 125–500 пМ аптамера на 1 мг C-Str 
(выделенный фрагмент таблицы). При пре-
вышения относительного количества апта-

Таблица. Зависимость сорбции аптамеров на C-Str в зависимости от их исходного соотношения

Исходное количество 
аптамера на 1 мг C-Str, 

пМ/мг

Сорбировано 
bi-Apt на 1 мг C-Str, 

пМ/мг

Процент 
специфической 

сорбции,%

Сорбировано 
k-Apt на 1 мг C-Str, 

пМ/мг

Процент 
неспецифической 

сорбции,%

31 8,2 26,3 1,6 19,6

125 34,6 27,7 1,0 2,9

313 22,6 7,2 1,0 4,4

500 56,8 11,4 12,0 21,0

1250 43,4 3,5 24,7 56,8

2000 84,0 4,2 39,6 47,2

3125 145,7 4,7 96,2 66,1

5000 149,7 3,0 75,8 50,6

8000 281,0 3,5 315,3 112,2

12500 147,3 1,2 216,1 146,8

20000 291,1 1,5 758,9 260,7

50000 957,4 1,9 1041,4 108,8

80000 2328,9 2,9 2379,8 102,2

200000 4206,0 2,1 5544,4 131,8

800000 17145,8 2,1 22216,8 129,6
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мера наблюдалось существенное увеличение 
процента неспецифической сорбции до 100% 
и более (при исходном соотношении 8000 пМ 
аптамера на 1 мг C-Str), что свидетельствова-
ло о том, что на наночастицы неспецифически 
сорбируется больше аптамера нежели за счет 
взаимодействия биотин-стрептавидин.

Полученные данные были подтверждены 
при помощи дополнительного эксперимента, 
в котором исходные соотношения углеродных 
наночастиц составляли 62–1000 пМ аптаме-
ра/1 мг C-Str.

Функциональная активность углеродных на-
ночастиц была подтверждена методом дот-ана-
ли за на полистироле. Функционализирован-
ные bi-Apt углеродные наночастицы позволяли 
детектировать сорбированный на полистироле 
IgE в концентрации 5 мкг/ мл. При этом было 
отмечено неспецифическое взаимодействие 
с IgG в концентрации 100 мкг/ мл. Углеродные 
наночастицы, конъюгированные с k-Apt давали 
слабый сигнал с IgE в концентрации 100 мкг/ мл. 
В задачи настоящей работы не входила разра-
ботка диагностической системы, предназна-
ченной для выявления Ig E. Тем не менее, если 
оценивать перспективы использования ре-
зультатов работы для этих целей, то существу-
ет очевидная необходимость повышения чув-
ствительности анализа, поскольку она ниже, 
чем у ИФА-тес тов, а также современных мето-
дов детекции общего IgE в сыворотке крови, 
основанных на применении аптамера [23–25].

Заключение. Разработана и оптимизирова-
на технология синтеза конъюгатов углеродных 
наночастиц с ДНК-аптамером на основе связи 
биотин-стрептавидин. Показано, что при со-
отношении 125–500 пМ аптамера/мг углерод-
ных наночастиц уровень сорбции составляет 
30–60 пМ ДНК/мг углеродных наночастиц. 
Функциональная активность иммобилизиро-
ванных аптамеров подтверждена при помощи 
прямой детекции IgE методом дот-анализа.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 
16–44–590427 р_а»
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FUNCTIONALIZATION OF CARBON NANOPARTICLES 

WITH ANTI–IGE APTAMER

Rayev M. B.1,2, Kropaneva M. D.1, Khramtsov P. V.1,2

1Perm State National Research University; 2Institute of Ecology and Genetics 
of Microorganisms UrB RAS, Perm, Russia

Technology of conjugation of carbon nanoparticles with DNA aptamer based on biotin-streptavidin 
interaction was developed and optimized. Sorption of 30–60 pM DNA per mg of nanoparticles was ob-
tained at the initial ration of 125–500 pM/mg.

Key words: aptamer, immunoglobulin E, carbon nanoparticles, streptavidin
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