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Наночастицы диоксида титана или аминопропилсиланола являются эффективными 
средствами доставки олигодезоксирибонуклеотидов и дезоксирибозимов в клетки с це-
лью их воздействия на нуклеиновые кислоты-мишени. В данной работе предложенный 
принцип доставки осуществлен в отношении олигорибонуклеотидов (ORN). Показано, 
что полученные ORN-содержащие нанокомплексы (Si~NH2 ⋅ ORN) на основе наноча-
стиц аминопропилсиланола (Si~NH2) проникают в эукариотические клетки. Эти нано-
комплексы исследованы в качестве агентов для подавления репликации вируса гриппа А 
в клеточной системе. Показано, что ORN в составе нанокомплекса, направленные на 
(+)РНК и (–)РНК 5-го сегмента вируса гриппа А, понижают титр вируса соответственно 
на 99,7% и 98,4%. Таким образом, олигорибонуклеотиды в составе нанокомплексов 
(Si~NH2 ⋅ ORN) эффективно ингибируют репликацию вируса гриппа А.
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Введение
Нуклеиновые кислоты (НК) и их фрагменты 

(олигонуклеотиды, их производных и аналоги) яв-
ляются перспективными соединениями, которые 
могут воздействовать на генетический материал 
патогенов, унаследованные дефектные гены или 
гены опухолей. НК плохо проникают в клетки, 
поэтому для их применения в терапии необходи-
мы эффективные методы доставки.

Для создания систем доставки фрагментов 
НК в основном используется две стратегии: созда-
ние биоконъюгатов олигонуклеотидов и биоген-
ных молекул (пептиды, полимеры, липофильные 
молекулы и др.) и фиксация олигонуклеотидов на 
наночастицах. Основной проблемой является низ-
кая биодоступность конъюгатов и неблагоприят-
ная фармакокинетика, что вместе с довольно вы-
сокой стоимостью получения таких препаратов 
в количествах, необходимых для достижения тера-
певтического эффекта, затрудняет их использова-
ние в клинике [1]. Серьезный успех с применени-

ем биоконъюгатов был достигнут в последнее 
время при использовании конъюгатов siRNA 
и  N-aцетилгалактозамина (GalNAc), которые эф-
фективно доставляются в гепатоциты путем свя-
зывания GalNAc с рецепторами печени [2]. В по-
следние годы несколько препаратов siRNA были 
одобрены Управлением по санитарному надзору 
за качеством пищевых продуктов и медикаментов 
(США) или находятся на разных стадиях клиниче-
ских испытаний [3]. 

Наиболее широко используемый и клиниче-
ски продвинутый подход к доставке препаратов 
на основе РНК заключается в конъюгации их 
с  липидными наночастицами [3]. Использование 
липидных наночастиц сопряжено со значитель-
ными затратами [4]. Такие частицы обычно со-
стоят из четырех-пяти компонентов в различных 
соотношениях с различной токсичностью каждо-
го компонента [5]. Кроме того, предлагаемые ча-
стицы вызывают токсические иммунные реакции 
и / или нецелевые побочные эффекты, приводящие 
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к  провалу клинических испытаний. Безопасность 
и эффективность остаются жизненно важными 
для клинического успеха предлагаемых методов 
доставки фрагментов НК. Таким образом, несмо-
тря на определенные успехи в разработке методов 
доставки фрагментов НК в клетки, проблему до-
ставки нельзя считать окончательно решенной. 
Поэтому целесообразным является поиск других 
способов доставки. 

Ранее мы показали, что наночастицы амино-
пропилсиланола (Si~NH2) способны доставлять 
олигодезоксирибонуклеотиды (ODN) в эукарио-
тические клетки [6]. Биологический эффект пред-
ложенных нанокомплексов продемонстрирован 
на примере подавления репликации вируса грип-
па А (influenza A virus, IAV) in vitro [6], а также для 
коррекции гипертензии на модели крыс НИСАГ 
(крыс с наследуемой индуцируемой стрессом ар-
териальной гипертензией) [7, 8].

Целью данной работы было получение нано-
комплексов на основе аминопропилсиланола, 
несущих олигорибонуклеотиды (ORN), которые 
являются составными частями коротких интер-
ферирующих РНК (siRNA), и изучение их актив-
ности против вируса гриппа А в культуре клеток.

Материалы и методы
В работе были использованы: аминопропилтри-

этоксисилан (APTES, (3-aminopropyl)triethoxysilane), 
трипсин, флуоресцеинизотиоцианат, пенициллин, 
стрептомицин и L-глютамин (Sigma-Aldrich, США); 
среда DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium); 
фетальная телячья сыворотка (Gibco, США); эри-
троциты петуха, клетки MDCK и HeLa, вирус грип-
па A/chicken/Kurgan/05/2005 (H5N1) и куриные эм-
брионы (ГНЦ ВБ «Вектор», Россия).

Олигорибонуклеотиды и их производные 
синтезировали амидофосфитным методом на 
ДНК/РНК-синтезаторе ASM-800 (Biosset, Рос-
сия) с использованием соответствующих моно- 
меров (Glen Research, США). Оптическое погло- 
щение олигорибонуклеотидов измеряли на  
спектрофотометре Shimadzu U-1800 (Shimadzu, 
Япония). В работе использовали олигорибонуклео-
тиды CUCCGAAGAAAUAAGAUCC(dTT) (ORN1) 
и GGAUCUUAUUUCUUCGGAG(dTT) (ORN2).

Синтез наночастиц и нанокомплексов. Наноча-
стицы Si~NH2 синтезированы, как описано ра-
нее  [6]. APTES добавляли по каплям в горячую 
воду, и смесь перемешивали при этой температуре 
в течение 15 ч с последующим охлаждением до 
комнатной температуры. Конечная концентрация 
Si~NH2 составляла 0,26 M. Размер наночастиц 
(~1  нм) определяли методом динамического све-
торассеяния на приборе Zetasizer Nano ZS Plus 
Instrument (Malvern, Великобритания) в водном 
растворе. Ранее было показано [7], что получен-
ные наночастицы не склонны к агломерации 
и могут храниться в течение нескольких месяцев.

Для мечения наночастиц флуоресцентной 
меткой раствор Si~NH2 (2 мкмоль) и флуоресцеи-
низотиоцианат (0,1 мкмоль) в 40 мкл воды выдер-
живали в течение 1 ч при 60°C и получали части-
цы аминопропилсиланола, содержащие остаток 
флуоресцеина (Si~NH2

Flu) в концентрации 50 мМ 
по аминогруппам и 2,7 мМ по остатку флуоресце-
ина (концентрацию последнего оценивали спек-
трофотометрически с использованием молярного 
коэффициента поглощения флуоресцеина в мак-
симуме поглощения, ε495 = 74000 см–1×М–1).

ORN иммобилизовали на наночастицах 
Si~NH2 за счет электростатического взаимодей-
ствия между отрицательно заряженными межну-
клеотидными фосфатными группами (p) в ORN 
и  положительно заряженными аминогруппами 
(NH2) в наночастицах, как описано ранее [6], 
и  получали нанокомплексы Si~NH2 ⋅ ORN при  
соотношении NH2/p = 100. Нанокомплекс 
Si~NH2 ⋅ ORN1

Flu получали, используя флуорес-
центно меченый олигорибонуклеотид ORN1

Flu.
Выживаемость клеток MDCK при воздействии 

наночастиц Si~NH2. Клетки MDCK в логарифми-
ческой фазе роста (105 кл/мл) рассевали в  96-лу-
ночные планшеты в питательной среде DMEM 
(100 мкл/лунка) и инкубировали при 37°C и 5% 
CO2. Через 2 сут после образования сплошного мо-
нослоя клетки промывали питательной средой без 
сыворотки (3 × 200 мкл). Исследуемые образцы на-
ночастиц разбавляли средой DMEM до нужной 
концентрации (5–100 мМ) и инкубировали с клет-
ками MDCK при 37°C и 5% CO2 в течение 48 ч. Де-
структивные изменения в клетках оценивали с по-
мощью инвертированного микроскопа. Клетки 
окрашивали трипановым синим [9]; число живых 
клеток считали в камере Горяева. Максимальную 
концентрацию веществ, при которой отсутствовали 
грубые изменения клеток, принимали за макси-
мально переносимую концентрацию (МПК).

Проникновение наночастиц и нанокомплексов 
в клетки. Для конфокальной микроскопии клетки 
HeLa культивировали в полной среде DMEM 
в 8-луночных камерах Nunc Lab-Tek Chamber Slide 
System (Thermo Fisher Scientific, США) до дости-
жения 70%-ного монослоя, после чего полную 
среду заменяли на среду без сыворотки, содержа-
щую исследуемые флуоресцентно меченые образ-
цы ORN1

Flu, Si~NH2
Flu и  Si~NH2 ⋅ ORN1

Flu в кон-
центрации 5 мкМ по остатку флуоресцеина. 
Концентрацию по остатку флуоресцеина оценива-
ли спектрофотометрически, используя значение 
ε495 = 74000 см–1×М–1. После 4 ч инкубации клет-
ки отмывали фосфатно-солевым буфером, фикси-
ровали 3,7%-ным формальдегидом, окрашивали 
красителями Phalloidin-TRITC (Sigma-Aldrich, 
США) и Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, США), на-
слаивали среду для поддержания флуоресценции 
Dako Fluorescence Mounting Medium (Dako, США) 
и накрывали покровным стеклом. Препараты ана-
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лизировали с помощью конфокального лазерного 
сканирующего микроскопа LSM 780 NLO (Carl 
Zeiss, Inc., Германия). Использовали три лазерные 
линии – с длиной волны 405 нм (для обнаружения 
ядер клеток), 561 нм (для актиновых микрофила-
ментов) и 488 нм (для нанокомплексов, меченных 
флуоресцеином). Полученные изображения обра-
батывали и анализировали при помощи програм-
мы ZEN 2 (Carl Zeiss, Inc., Германия).

Противовирусная активность исследуемых об-
разцов. Вирус гриппа A/H5N1 выращивали в аллан-
тоисной полости 10-дневных куриных эмбрионов 
при температуре 37°C. Аллантоисную жидкость со-
бирали в течение 48 ч после инокуляции вирусом, 
делили на части и хранили при температуре –80°C. 
Клетки MDCK в логарифмической фазе (105 кл/
мл) высевали в питательной среде DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium), содержащей 
10% фетальной телячьей сыворотки (Gibco, США), 
в 96-луночные планшеты (100  мкл/лунка) и инку-
бировали при 37°С, 5% CO2 и 100% влажности. По-
сле достижения ~80% монослоя среду удаляли, 
и  в  лунки добавляли исследуемые образцы ORN 
и Si~NH2 ⋅ ORN (0,1 мкМ по ORN) в 100 мкл среды 
DMEM. Контрольным образцом была та же среда 
без образца. Клетки инкубировали при 37°С, 5% 
CO2 и 100% влажности в течение 4 ч с последую-
щей промывкой клеток той же средой. Затем клет-
ки инфицировали вирусом A/H5N1 в среде 
DMEM, содержащей трипсин (2  мкг/мл) (по 
100 мкл в каждую лунку), при множественности за-
ражения (MOI) 0,1 ТЦД50/кл. Множественность 
заражения означает количество ТЦД50 на одну 
клетку (ТЦД50 – тканевая цитопатическая доза ви-
руса, вызывающая гибель 50% клеток). После 1 ч 
инкубации при комнатной температуре содержа-
щую вирус среду удаляли и добавляли ту же среду 
DMEM (100 мкл в каждую лунку). После инкуба-
ции в течение 48 ч проводили последовательные 
десятикратные разведения (от 10-1 до 10-8) содержа-
щей вирус жидкости из каждой лунки. Полученные 
растворы (каждое разведение) наносили на 4 лунки 
с выращенным монослоем клеток MDCK и инку-
бировали 48 ч для оценки титра вируса. Присут-
ствие вируса определяли по реакции гемагглютина-
ции с 1%-ной суспензией эритроцитов петуха. Титр 
вируса выражали в единицах logТЦД50/мл.

Результаты и обсуждение
Неагломерированные наночастицы Si~NH2 

синтезированы путем гидролиза APTES. Получен-
ные частицы в виде прозрачного раствора исполь-
зованы для иммобилизации ORN за счет электро-
статического взаимодействия положительно 
заряженных аминогрупп аминопропилсиланола 
с  отрицательно заряженными межнуклеотидны- 
ми фосфатными группами олигорибонуклеоти-
дов. В  результате получены нанокомплексы 
Si~NH2 ⋅ ORN. 

В наших предыдущих работах показано, что 
олигонуклеотид-содержащие нанокомпозиты на 
основе наночастиц диоксида титана или амино-
пропилсиланола проникают в разные типы эука-
риотических клеток (MDCK, VERO, HeLa, и A549 
human lung adenocarcinoma cells [6, 10, 11]). В дан-
ной статье мы использовали клетки HeLa для де-
монстрации проникновения в клетки наночастиц 
аминопропилсиланола и олигорибонуклеотид-со-
держащих нанокомплексов на их основе. На рис. 1 
представлены изображения клеток HeLa, полу-
ченные с помощью конфокального микроскопа, 
после их инкубации с флуоресцентно мечеными 
образцами ORN1

Flu, Si~NH2
Flu и Si~NH2 ⋅ ORN1

Flu. 
Несвязанные с наночастицами молекулы 

ORN1
Flu в клетках не детектируются (1 на рис. 1). 

Флуоресцентно меченые наночастицы равномерно 
распределяются по всей клетке (2 на рис. 1). Мече-
ные молекулы ORN1

Flu, доставляемые в клетки 
в виде нанокомплекса Si~NH2 ⋅ ORN1

Flu, обнаружи-
ваются в основном в ядрах клеток (3 на рис. 1). 

Полученные результаты свидетельствуют об 
успешном использовании наночастиц амино- 
пропилсиланола в качестве доставщиков ORN 
в клетки.

Доставка РНК в ядра клеток показана также 
в других работах. Например, авторы одной из ра-
бот [12] для этой цели использовали золотые на-
ночастицы, несущие siRNA и сигнальные пепти-
ды ядерной локализации. 

Мы исследовали способность предлагаемых 
нанокомплексов воздействовать на нуклеиновые 
кислоты-мишени внутри клеток на примере инги-
бирования репликации IAV. Как и многие другие 
исследователи [13, 14], мы выбрали сегмент 5 IAV 

Рис. 1. Конфокальная лазерная флуоресцентная микро- 
скопия клеток HeLa после инкубации в течение 4 ч 
с  (1)  ORN1

Flu, (2) Si~NH2
Flu, (3) Si~NH2 ⋅ ORN1

Flu. (А) Ядра 
клеток, окрашенные DAPI (синий канал); (Б) актиновые фи-
ламенты, окрашенные Phalloidin-TRITC (красный канал); 
(В) образцы, меченные флуоресцеином (зеленый канал); 
(Г) суперпозиция каналов А, Б и В.
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в качестве мишени для воздействия на реплика-
цию вируса. Этот сегмент кодирует нуклеопроте-
ин, который играет ключевую роль в проник- 
новении вирусного генома в ядра клеток  
инфицированного организма и, тем самым, обе-
спечивает дальнейшую репликацию и сборку ви-
русных частиц. В данной работе мы использова-
ли ORN1, направленный на кодирующую область 
вблизи 3’-конца (+)РНК 5-го сегмента IAV 
(1496–1516 нт), и комплементарный ему ORN2, 
направленный на соответствующую область  
(-)РНК 5-го сегмента IAV. Комплементарные 
друг другу ORN1 и ORN2 являются составными 
компонентами короткой интерферирующей РНК 
(siRNA). В ряде работ показано, что упомянутая 
область 5-го сегмента IAV наиболее чувствитель-
на к воздействию siRNA [13, 15]. 

Мы оценили МПК наночастиц Si~NH2, не 
вызывающую деструкцию используемой культуры 
клеток MDCK, как 20 мМ. При исследовании 
противовирусной активности препаратов мы ис-
пользовали наночастицы и нанокомплексы с кон-
центрацией по наночастицам 0,2 мМ, т.е. на 2 по-
рядка меньшую по сравнению МПК.

Мы оценили активность предложенных нано-
комплексов Si~NH2 ⋅ ORN в отношении высоко-
патогенного вируса гриппа A/H5N1 и сравнили ее 
с контрольными образцами (рис. 2, табл. 1). 

Титр вируса в клетках после инкубации с на-
ночастицами Si~NH2 (1, рис. 2) или ORN1 
и  ORN2, не связанными с наночастицами (2 и 3, 
рис. 2), практически не отличается от контроля. 
Однако те же олигорибонуклеотиды в составе на-
нокомплексов Si~NH2 ⋅ ORN1 и Si~NH2 ⋅ ORN2 по-
давляют репликацию вируса на 99,7% и 98,4%, т.е. 
являются высокоэффективными противовирус-
ными агентами (4 и 5, рис. 2). Полученные резуль-
таты свидетельствуют не только об успешном ис-
пользовании наночастиц аминопропилсиланола 
в  качестве переносчиков ORN, но и о способно-
сти доставленных ORN эффективно взаимодей-
ствовать с РНК-мишенями.

Идеальные носители для доставки фрагмен-
тов НК должны соответствовать таким критериям, 
как простота приготовления и модификации (для 
введения функциональных групп), эффектив-
ность иммобилизации НК, высокая биосовмести-
мость, низкая токсичность и высокая эффектив-
ность проникновения через клеточную мембрану. 
Наночастицы диоксида кремния рассматриваются 
как перспективные носители для доставки нукле-
иновых кислот в клетки [16]. Диоксид кремния 
привлекателен как функциональный, биосовме-
стимый, нетоксичный и инертный материал,  
который можно легко синтезировать и модифици-
ровать [17]. Использование наночастиц SiO2 в ка-
честве невирусных нановекторов для доставки 
плазмидной ДНК и их более низкая токсичность 
по сравнению с широко используемым трансфек-
ционным агентом липофектамином были показа-
ны ранее [18]. Органически модифицированные 
наночастицы диоксида кремния известны своей 
низкой токсичностью и биосовместимостью и мо-
гут быть использованы для терапии [19]. Такие на-
ночастицы биоинертны и менее токсичны по 
сравнению с катионными полимерами, использу-
емыми для доставки НК; они гораздо более ста-
бильны в физиологических условиях, чем липо- 
сомы и другие подобные транспортирующие  
наноконструкции. 

Синтез аминосодержащих наночастиц диокси-
да кремния описан во многих работах  [17,  18,  20]. 
Чаще всего их получают сополимеризацией при ги-
дролизе алкил- (или арил)триэтокси- (или меток-
си-) силанов в присутствии аминопропилтриэток-
сисилана [17]. 

Предлагаемый способ доставки олигорибону-
клеотидов имеет ряд преимуществ по сравнению 
с  наиболее часто используемыми в настоящее  
время методами. Синтез наночастиц аминопро-
пилсиланола проще, быстрее и дешевле, чем  
получение других кремниевых или липидных на-
ночастиц. Используемые наночастицы не агломе-

Рис. 2. Противовирусная активность исследуемых образцов. 
1 – Si~NH2; 2 – ORN1; 3 – ORN2; 4 – Si~NH2 ⋅ ORN1; 5 – 
Si~NH2 ⋅ ORN2. К – титр вируса в зараженных клетках без до-
бавления образцов. Концентрация ORN в образцах 0,1 мкМ.

Таблица 1
Противовирусная активность исследуемых образцов

Образец logТЦД50/мл ТЦД50/мл Подавление, %а)

К Контрольб) 6,5 ± 0,12 3162278
1 Si~NH2 6,4 ± 0,25 2511886 20,6
2 ORN1 6,0 ± 0,25 1000000 68,4
3 ORN2 6,3 ± 0,25 1995262 36,9
4 Si~NH2 ⋅ ORN1 4,0 ± 0,13 10000 99,7
5 Si~NH2 ⋅ ORN2 4,7 ± 0,10 50119 98,4

а) Подавление репликации вируса в % вычисляли по форму-
ле: [ТЦД50/мл(контроль) – ТЦД50/мл(образец)]/ТЦД50/мл(контроль).

б) Титр вируса в зараженных клетках без добавления  
образцов
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рируют и  представляют собой прозрачный рас-
твор, что может расширить возможности их 
применения. Они способствуют доставке олиго-
рибонуклеотидов в цитоплазму и ядра клеток без 
использования дополнительных агентов. Предла-
гаемые наночастицы Si~NH2 обладают низкой ци-
тотоксичностью. Олигорибонуклеотид-содержа-
щие нанокомплексы на их основе проявляют 
достаточно высокую биологическую активность, 
что показано на примере подавления репликации 
вируса гриппа А.

Заключение
На основании полученных данных можно 

сделать вывод о целесообразности применения 
наночастиц аминопропилсиланола для доставки 
олигорибонуклеотидов в эукариотические клет-

ки. В работе показано проникновение наноком-
плексов Si~NH2 ⋅ ORN в клетки и их успешное 
использование для высокоэффективного пода-
вления репликации вируса гриппа А в клеточной 
системе. 
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Oligoribonucleotide-containing nanocomplexes 
based on aminopropylsilanol nanoparticles 

as effective inhibitors of influenza A virus replication
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8 Lavrent’eva pr., Novosibirsk, 630090, Russia;

2State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector,” Koltsovo, Novosibirsk region, 630559, Russia
*e-mail: asl1032@yandex.ru

Titanium dioxide or aminopropylsilanol nanoparticles were shown to be effective vehicles for 
delivering oligodeoxyribonucleotides and deoxyribozymes to cells to affect target nucleic acids. 
In this paper, the proposed principle of the delivery has been implemented in relation to 
oligoribonucleotides (ORN), components of short interfering RNAs (siRNAs). It has been 
shown that the obtained ORN-containing nanocomplexes (Si~NH2 ⋅ ORN) based on 
aminopropylsilanol nanoparticles penetrate eukaryotic cells. These nanocomplexes have been 
investigated as agents for suppressing the replication of influenza A virus (IAV) in the cellular 
system. It has been shown that the ORN strands targeted to (+)RNA and (–)RNA of the IAV 
5th segment reduces the titer of the virus by 99.7% and 98.4%, respectively. Thus, 
oligoribonucleotides in the Si~NH2 ⋅ ORN nanocomplexes effectively inhibit the replication of 
the influenza A virus.

Keywords: oligoribonucleotides, aminopropylsilanol nanoparticles, nanocomplexes, cell delivery, 
influenza A virus, antiviral activity
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