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РЕФЕРАТ Аптамеры – короткие одноцепочечные олигонуклеотиды, способные с высокой аффинностью 
и специфичностью связываться с молекулами различной природы. Когда почти четверть века назад была 
разработана технология получения аптамеров, сразу же предположили, что она может послужить револю-
ционизирующим началом для решения многих проблем диагностики и терапии разнообразных заболева-
ний. Многочисленные попытки практического использования аптамеров, хотя и были иногда успешными, 
однако в целом результаты оказались значительно скромнее, чем ожидалось. Настоящий обзор посвящен 
главным образом не успехам в использовании аптамеров, а тем проблемам, которые затрудняют их широкое 
применение в терапии и диагностике, и тем подходам, которые могут существенно повлиять на расширение 
областей применения аптамеров.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА SELEX, аптамер, диагностика, терапия, проблемы.
СПИСОК сокращений ИОП – исходный олигонуклеотидный пул; миРНК – малые интерферирующие 
РНК; НК – нуклеиновая кислота; PEG – полиэтиленгликоль; SELEX – Systematic Evolution of Ligands by 
Exponential enrichment.

Введение 
Долгое время нуклеиновые кислоты (НК) рассма-
тривались лишь как химические соединения, основ-
ными функциями которых являются хранение на-
следственной информации (ДНК) и передача этой 
информации от гена к белку (РНК). Однако со време-
нем начали появляться сведения о способности НК 
к выполнению других специфических функций, та-
ких, как ферментативный катализ (рибозимы) и регу-
ляция процессов транскрипции. Подобных примеров 
обнаруживалось все больше и больше, что застави-
ло ученых пересмотреть свое первоначальное отно-
шение к функциям НК. В результате на основании 
имеющихся данных была сформулирована теория 
мира РНК («The RNA world theory») [1, 2]. Соглас-
но этой теории, НК потенциально способны к выпол-
нению самых разнообразных функций и, вероятно, 
обеспечивали все необходимые каталитические ре-
акции во времена зарождения жизни [3]. Весомым 
вкладом в подтверждение многофункциональности 
НК стало и обнаружение олигонуклеотидов, способ-
ных специфически связываться с разнообразными 
молекулами-мишенями. Эти олигонуклеотиды по-
лучили название аптамеры [4, 5].

Аптамеры представляют собой небольшие 
(обычно от  20 до  60 нуклеотидов) одноцепочеч-
ные молекулы РНК или  ДНК, способные с  высо-
кой аффинностью и специфичностью связываться 

с молекулой-мишенью. К настоящему моменту по-
лучено большое количество аптамеров к самым раз-
ным мишеням, начиная от простых неорганических 
молекул и заканчивая сложными белковыми ком-
плексами и целыми клетками. По сути, аптамеры 
представляют собой нуклеотидные аналоги антител, 
однако, получение аптамеров – процесс значительно 
более простой и существенно менее дорогостоящий, 
чем получение антител [6, 7]. Кроме того, аптамеры 
не обладают иммуногенностью и токсичностью [8]. 
Все это делает аптамеры идеальными кандидата-
ми для применения в терапии, диагностике, очистке 
молекул-мишеней из сложных смесей, создании био-
сенсоров и др. [9, 10]. Области применения аптаме-
ров настолько обширны и разнообразны, что новые 
работы, посвященные их применению, публикуются 
почти каждый день. Для систематизации огромного 
объема получаемой информации создана специали-
зированная база данных, позволяющая быстро найти 
всю необходимую информацию по многим известным 
аптамерам (http://aptamer.icmb.utexas.edu).

Основы современной технологии получения ап-
тамеров были впервые описаны более 20 лет назад 
[11, 12]. Обычно аптамеры отбирают из олигонуклео-
тидного пула, называемого исходным олигонуклео-
тидным пулом (ИОП), который содержит 1014–1015 
вариантов олигонуклеотидов. Довольно часто ИОП 
называют комбинаторной библиотекой, что не со-



38 | Acta naturae |  ТОМ 5  № 4 (19)  2013

ОБЗОРЫ

всем корректно, поскольку библиотека, по определе-
нию содержащая набор всех возможных вариантов 
олигонуклеотидов, слишком огромна для практи-
ческого использования (в относительно небольшой 
библиотеке это как минимум 1018 вариантов олиго-
нуклеотидов). ИОП представляет собой аликвоту 
химически синтезированной комбинаторной би-
блиотеки и содержит определенным образом под-
готовленные для связывания с молекулой-мишенью 
олигонуклеотиды в  виде одноцепочечных ДНК 
или РНК. Олигонуклеотиды в составе ИОП включа-
ют в себя вариабельный участок длиной 30–50 ну-
клеотидов (в каждом положении может находиться 
любой из четырех нуклеотидов). Вариабельный уча-
сток фланкирован константными участками, позво-
ляющими осуществлять с олигонуклеотидами все 
необходимые манипуляции, такие, как амплифика-
ция и транскрипция. Следует отметить, что РНК-
аптамеры по  сравнению с  ДНК-аптамерами обе-
спечивают образование значительно большего 
структурного разнообразия, хотя их применение 
и сопряжено с определенными трудностями (мо-
лекулы РНК легко деградируют под воздействием 
разнообразных факторов, таких, как РНКазы, высо-
кая температура, щелочная среда и т.д.) [13, 14].

Классическая процедура получения аптамеров, 
названная SELEX (systematic evolution of ligands 
by exponential enrichment), условно состоит из двух 
чередующихся этапов (рис. 1). Первый этап заклю-
чается в амплификации с помощью полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) имеющихся олигонуклеоти-
дов до нужной концентрации. В случае отбора РНК-

аптамеров пул одноцепочечных олигорибонуклео-
тидов получают в результате транскрипции in vitro 
двухцепочечной ДНК с использованием Т7-РНК-
полимеразы. При отборе ДНК-аптамеров пул одно-
цепочечных олигодезоксирибонуклеотидов получают 
разделением цепей двухцепочечных продуктов ПЦР. 
На втором этапе амплифицированный пул инкуби-
руют с молекулой-мишенью и олигонуклеотиды, об-
разовавшие с ней комплекс, используют для первого 
этапа следующего цикла SELEX [7, 15]. 

Отбор олигонуклеотидов с большей аффинностью 
и отделение несвязавшихся с молекулой-мишенью 
олигонуклеотидов с меньшей аффинностью проис-
ходят благодаря жесткой конкуренции за место свя-
зывания. С каждым раундом SELEX давление от-
бора увеличивается, в результате в среднем через 
5–15 циклов образуется максимально обогащенный 
пул, содержащий аптамеры с наибольшим сродством 
к молекуле-мишени [16, 17]. Технология SELEX при-
менима не только для отбора аптамеров, способных 
связываться с молекулой-мишенью, но и для отбора 
олигонуклеотидов, обладающих определенной фер-
ментативной активностью. В данном случае критери-
ем отбора служит способность аптамера катализиро-
вать такую реакцию [18, 19]. 

Ограничения использования аптамеров 
и пути их преодоления
С использованием аптамеров связан ряд проблем, 
на что и обращено основное внимание в нашем об-
зоре. Рассмотрим основные трудности, мешающие 
широкому практическому применению аптамеров. 

Рис. 1. Схема процедуры отбора 
аптамеров SELEX: а – инкубация 
исходного пула олигонуклеоти-
дов с молекулой-мишенью;  
б – удаление несвязавшихся оли-
гонуклеотидов; в – отделение 
связавшихся олигонуклеотидов 
от молекулы-мишени;  
г – амплификация элюированных 
олигонуклеотидов в ходе не-
симметричной ПЦР (ДНК-SELEX) 
или ОТ-ПЦР с последующей 
транскрипцией (РНК-SELEX); 
д – инкубация обогащенного 
пула с молекулой-мишенью; 
е – клонирование аптамеров, 
полученных после проведения 
5–15 раундов SELEX
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Проблема № 1. Деградация аптамеров 
Серьезной проблемой использования аптамеров 
для практических целей (особенно РНК-аптамеров) 
является их быстрая деградация нуклеазами в био-
логических средах, в частности в сыворотке крови. 
Так, для распада олигонуклеотида в крови требу-
ется в среднем от нескольких минут до нескольких 
десятков минут в зависимости от конформационной 
структуры олигонуклеотида и  его концентрации. 
Поскольку данный промежуток времени мал и не-
приемлем для большинства терапевтических целей, 
то разработан ряд приемов, направленных на защиту 
аптамера от деградации нуклеазами.

Один из стандартных способов получения устой-
чивых к нуклеазам аптамеров – проведение проце-
дуры SELEX с олигонуклеотидами, в состав кото-
рых входят модифицированные нуклеотиды (рис. 2). 
В основе получения таких олигонуклеотидов лежит 
применение специальных ДНК- или РНК-полимераз, 
способных в качестве субстрата использовать, на-
пример, модифицированные по 2'-положению са-
хара нуклеозидтрифосфаты. В настоящий момент 
с  этой целью успешно применяют 2'-аминопири-
мидиннуклеозиды [20, 21], 2'-фторпиримидинну-
клеозиды [22, 23], 2'-O-метилпуриннуклеозиды 
и 2'-O-метилпиримидиннуклеозиды [24, 25]. Нагляд-
ным примером использования некоторых модифи-
каций нуклеотидов может служить единственный 
разрешенный к применению в медицинской прак-
тике аптамер, известный как Macugen (рис. 3) [26]. 
Модификация нуклеотидов может быть проведена 
и после процедуры SELEX непосредственно в составе 
аптамера, но в этом случае дополнительные функци-
ональные группы могут повлиять на специфичность 
и аффинность связывания аптамера. Тем не менее не-
которые модификации способны увеличивать устой-
чивость аптамеров к нуклеазам и при этом не влиять 
на параметры связывания с молекулой-мишенью. 
Самой распространенной и эффективной модифи-
кацией подобного рода является модификация тер-
минальных 3'- и 5'-нуклеотидов в олигонуклеотидах 
[27]. Аптамеры, вообще не содержащие модифици-
рованных нуклеотидов, иногда также могут про-
являть очень хорошую устойчивость к деградации 
нуклеазами в сыворотке крови [28]. Это свойство, по-
видимому, обусловлено образованием специфических 
трехмерных структур, экранирующих 3'- и 5'-концы 
аптамера от доступа к ним экзонуклеаз. 

Хорошей устойчивостью к нуклеазному расще-
плению обладают замкнутые в кольцо аптамеры, по-
лученные в ходе лигирования 3'- и 5'-концов одного 
и того же аптамера. Замыкаться могут и несколько 
различных аптамеров, что  обеспечивает множе-
ственную специфичность такой конструкции [29, 30]. 

Подобный подход создания кольцевых аптамеров 
оптимален в тех случаях, когда может потребовать-
ся систематическое введение в организм больших доз 
аптамера. Связано это с тем, что аптамеры, содержа-
щие некоторые модификации нуклеотидов, при де-
градации потенциально могут образовывать веще-
ства, обладающие определенной токсичностью [31].

Оригинальным подходом к  решению проблемы 
нуклеазной деградации аптамеров стало получение 
зеркально отображенных аптамеров – шпигельмеров 
(Spiegelmer), в которых олигонуклеотидный остов 
полностью состоит из L-рибозы (РНК-шпигельмеры) 
или  L-дезоксирибозы (ДНК-шпигельмеры). Их 
создание основано на  том факте, что  нуклеа-

Рис. 2. Основные модификации нуклеотидов в аптаме-
рах, обеспечивающие устойчивость аптамеров к де-
градации нуклеазами

Модификация 5'-конца 
(устойчивость  
к 5'-экзонуклеазам)

Модификация 3'-конца 
(устойчивость  
к 3'-экзонуклеазам)

Основание

Модификация сахара 
в 2'-положении 
(устойчивость  
к эндонуклеазам)

Рис. 3. Структура первого разрешенного к клиниче-
скому применению аптамера Macugen. Использованы 
следующие модификации нуклеотидов: f – 2'-фторну-
клеотид, m – 2'-О-метилнуклеотид. Чтобы избежать 
быстрого выведения аптамера через почки, к нему 
на 5'-конце добавлен PEG массой 40 кДа [26] 
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зы способны эффективно расщеплять только D-, 
а не L-олигонуклеотиды, которые в природе не встре-
чаются. Однако, если аптамер с известной первичной 
структурой просто синтезировать из L-нуклеотидов, 
то такой аптамер будет способен связываться лишь 
с несуществующим в природе энантиомерным бел-
ком, содержащим D-аминокислоты. Для решения 
данной проблемы предложено сначала отбирать 
аптамеры, в состав которых входят D-нуклеотиды 
к синтезированному (D)-белку. Затем, определив пер-
вичную структуру полученных аптамеров, их можно 
синтезировать в виде шпигельмеров, которые будут 
связываться уже с (L)-белком-мишенью, встречаю-
щимся в организме. Такие шпигельмеры обладают 
крайне высокой стабильностью и почти не поддаются 
ферментативной деградации [32, 33]. 

Избежать проблем с деградацией аптамеров по-
зволяет и недавно разработанный метод «aptamer 
displacement screening», заключающийся в скринин-
ге низкомолекулярных соединений, способных вы-
теснять аптамер из места его связывания с белком-
мишенью (рис. 4). Предполагается, что отобранное 
в результате этой процедуры вещество будет обла-
дать той же специфичностью и аффинностью. По-
казано, что полученные таким образом низкомоле-
кулярные соединения часто оказывают такое  же 
ингибирующее действие на белок-мишень, как и ап-
тамеры [34, 35].

Проблема № 2. Выведение аптамеров из кровотока 
в результате почечной фильтрации
Серьезную проблему для применения аптамеров в те-
рапии представляет их удаление из кровотока в ходе 

почечной фильтрации. Поскольку масса большинства 
аптамеров находится в пределах 5–15 кДа (15–50 ну-
клеотидов), то они быстро выводятся почками, спо-
собными удалять вещества массой до  30–50 кДа. 
Самым распространенным решением данной про-
блемы является конъюгирование аптамеров с полиэ-
тиленгликолем (PEG) массой 20 или 40 кДа (рис. 3). 
В настоящее время конъюгирование с PEG широко 
применяется для увеличения времени циркуляции 
в кровотоке не только олигонуклеотидов, но и бел-
ков, пептидов и низкомолекулярных соединений [36, 
37]. Показано, что конъюгированные с PEG аптамеры 
выводятся из кровотока значительно медленнее (до 
нескольких дней) и при этом не теряют свою специ-
фичность. Кроме того, такие конъюгированные апта-
меры более эффективно распределяются по тканям 
и органам [38, 39]. Альтернативный вариант решения 
проблемы почечной фильтрации – конъюгирование 
аптамеров с молекулами холестерина, что также зна-
чительно увеличивает время их циркуляции в крово-
токе [40].

Проблема № 3. Контроль времени действия 
аптамеров
Крайне важным условием применения любого пре-
парата в терапии является его фармакокинетика и, 
в частности, время действия, всегда обусловленное 
многочисленными факторами, такими, как дегра-
дация, вовлеченность в различные метаболические 
процессы, выведение почками и т.д. Все эти факторы 
должны учитываться перед назначением препарата, 
что порой сильно ограничивает его применение. Ис-
пользование аптамеров в качестве терапевтических 

Рис. 4. Метод поис-
ка веществ, вытес-
няющих аптамер 
из места связывания 
(aptamer displacement 
screening). В ходе 
данной процедуры 
из большого количе-
ства разнообразных 
низкомолекулярных 
соединений отби-
раются молекулы, 
способные конкури-
ровать с аптамером 
за место связывания

Низкомолекулярное 
соединение

Аптамер

Белок-мишень
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средств способно во многих случаях решить данную 
проблему. Этого можно достичь, например, за счет 
создания антидотов к аптамерам. Такие антидоты 
имеют комплементарную аптамеру нуклеотидную 
последовательность. В результате гибридизации ан-
тидота с аптамером происходит нарушение конфор-
мационной структуры аптамера, что обуславливает 
полную потерю его способности взаимодействовать 
с молекулой-мишенью (рис. 5). Данный подход пока-
зал свою эффективность в ряде исследований, в ходе 
которых аптамер вводился в  кровоток животных 
и оказывал терапевтический эффект, а последующее 
введение антидота быстро инактивировало аптамер, 
прекращая его действие [41, 42]. Высокая эффектив-
ность процессов гибридизации аптамеров с антидота-
ми в сыворотке крови дает уникальную возможность 
контролировать время терапевтического действия, 
ставя данную технологию выше применения антител 
или низкомолекулярных соединений, контролиро-
вать продолжительность действия которых либо не-
возможно, либо крайне сложно. 

Еще один эффективный и дешевый способ кон-
троля активности аптамеров в кровотоке, при кото-
ром не требуется создавать свой антидот для каж-
дого аптамера, – применение поликатионных 
биополимеров, эффективно связывающих поли
анионные молекулы олигонуклеотидов [43, 44]. Спо-

собностью связывать НК обладают многие полиме-
ры, первоначально предназначенные для доставки 
плазмидной ДНК или миРНК при проведении ген-
ной терапии [45, 46]. Некоторые низкомолекуляр-
ные вещества, такие, как порфирины, также могут 
связываться с определенными конформационными 
структурами, инактивируя тем самым аптамер [47]. 
Поскольку плазма крови не  содержит значимые 
количества нуклеиновых кислот, быстро дегради-
рующих под действием нуклеаз, то предполагает-
ся, что с биополимерами будут связываться толь-
ко введенные в кровоток чужеродные НК, такие, 
как аптамеры. 

Другой способ контроля работы аптамеров – их ак-
тивация в необходимый момент, т.е. перевод аптамера 
из неактивной формы в активную. Так, неактивный 
аптамер, содержащий нуклеотиды с определенными 
фоточувствительными модификациями, не облада-
ет способностью связываться с молекулой-мишенью. 
Облучение аптамеров светом определенной длиной 
волны приводит к отщеплению этих фоточувстви-
тельных групп от нуклеотидов, делая аптамер пол-
ностью функциональным. Это также позволяет кон-
тролировать не только время активации аптамера, 
но и место его активации [48, 49].

Проблема № 4. Взаимодействие аптамеров 
с внутриклеточными мишенями
Большинство описанных аптамеров отобраны на ми-
шени, находящиеся на поверхности клеток или не-
посредственно в кровотоке. В перспективе это может 
существенно облегчить их применение, поскольку 
для получения терапевтического результата необ-
ходимо только ввести аптамер в кровоток. Однако 
в последнее время достигнуты определенные успехи 
в разработке способов доставки аптамеров внутрь 
клетки. Одним из перспективных подходов в данной 
области является применение специальных систем 
экспрессии, способных эффективно производить ап-
тамер в нужных концентрациях в самой клетке с по-
следующим их накоплением либо в нуклеоплазме, 
либо в цитоплазме. Например, экспрессия аптаме-
ров в клетках, трансфицированных рекомбинант-
ным вектором с кодирующими аптамер нуклеотид-
ными последовательностями под промотором U6, 
способна обеспечить специфическую инактивацию 
внутриядерных белков-мишеней [50, 51]. Экспрес-
сия аптамеров с помощью промотора одной из тРНК 
обеспечивает их преимущественную цитоплазмати-
ческую локализацию [52]. Синтез аптамеров в клет-
ках определенного типа могут обеспечить вирусные 
экспрессионные системы за счет их направленной 
доставки в клетки [53, 54]. Повысить концентрацию 
экспрессирующихся внутри клетки аптамеров (на-

Аптамер 9.3t  
(активная форма)

Антидот Комплекс  
(не активен)

Рис. 5. Регуляция функционирования аптамера с помо-
щью антидота. В качестве примера приведен аптамер 
9.3t, полученный в работе [77], который взаимодей-
ствует с фактором свертываемости крови IXa и об-
ладает антикоагуляционным действием. Добавление 
комплементарного антидота приводит к быстрой 
инактивации аптамера и восстановлению способности 
крови сворачиваться
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зываемых также интрамерами) можно не только 
за счет высокого уровня экспрессии, обеспечивае-
мого сильным промотором, но и в результате сни-
жения скорости нуклеазной деградации интрамера 
(экранирование 3'- и 5'-концов с помощью таких до-
полнительных структурных элементов, как, напри-
мер, шпильки) [50]. 

Другой подход к решению проблемы взаимодей-
ствия аптамеров с внутриклеточными молекулами-
мишенями – проникновение аптамеров в  клетки 
из кровотока в результате рецептор-зависимого эн-
доцитоза [55, 56]. Например, аптамеры, связываю-
щиеся с простат-специфичным мембранным анти-
геном (prostate-specific membrane antigen, PSMA), 
позволяют за счет их эндоцитоза эффективно и изби-
рательно доставлять конъюгированные терапевтиче-
ские агенты в клетки опухолей, содержащих на своей 
поверхности такие антигены [57, 58]. 

Проблема № 5. Получение аптамеров 
к неочищенным белкам-мишеням
В большинстве случаев для получения аптамеров 
необходимо присутствие очищенных молекул-
мишеней. Если этой молекулой-мишенью является 
белок, то его необходимо экспрессировать в куль-
туре клеток, а затем очистить из экстракта в ходе 
таких процедур, как  аффинная хроматография. 
Все это весьма трудоемко и требует много времени, 
что негативно сказывается на скорости получения 

аптамеров. Кроме того, некоторые белки в силу их 
физико-химических свойств крайне сложно вы-
делить. Существуют также данные, указывающие 
на то, что аптамеры, подобранные к экспрессиро-
ванным в  клетках прокариот белкам-мишеням, 
не всегда способны взаимодействовать с теми же 
белками, но синтезированными в эукариотических 
клетках. Это связано с тем, что многие эпитопы эу-
кариотических белков вследствие посттрансляцион-
ных модификаций могут быть недоступны для взаи-
модействия с аптамерами, полученными к белкам 
в прокариотической клетке [59].

Если белок-мишень находится на  поверхно-
сти клеток, то одним из подходов к решению этой 
проблемы может быть модификация процедуры 
SELEX, позволяющая вести отбор к целым клет-
кам – Cell-SELEX [60, 61] (рис. 6). В этом вариан-
те отбирают аптамеры на специфические белковые 
маркеры, расположенные непосредственно на по-
верхности живых клеток. Можно отбирать аптаме-
ры и на специфические маркеры целых организмов. 
Например, получены аптамеры, позволяющие из-
бирательно выявлять присутствие в организме тех 
или иных паразитов, таких, как трипаносомы [62, 
63]. В основе Cell-SELEX лежит дополнительный 
этап процедуры отбора аптамеров – негативная се-
лекция, проводимая к мишени (как правило, род-
ственная клеточная линия), с которой не должны 
связываться финальные аптамеры. Одно из преи-

Рис. 6. Схема Cell-SELEX: а – ин-
кубация ИОП с клетками типа 1, 
с которыми полученные аптаме-
ры не должны связываться – не-
гативная селекция; б – удаление 
связавшихся с клетками типа 1 
олигонуклеотидов; в – инкубация 
олигонуклеотидов, не связавших-
ся с клетками типа 1, с клетками 
типа 2 – позитивная селекция; 
г – удаление не связавшихся 
с клетками типа 2 олигонуклеоти-
дов; д – отделение связавшихся 
олигонуклеотидов от клеток 
типа 2; е – амплификация элюи-
рованных олигонуклеотидов 
в ходе несимметричной ПЦР 
(ДНК-SELEX) или ОТ-ПЦР с после-
дующей транскрипцией (РНК-
SELEX); ж – инкубация обога-
щенного пула с клетками типа 1; 
з – клонирование аптамеров, 
полученных после проведения 
15–20 раундов Cell-SELEX

Аптамер

ИОП

Cell-SELEX 
15–20 циклов

тип 1

тип 1

тип 2а

б
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г
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муществ Cell-SELEX состоит в том, что для отбора 
аптамеров не нужна информация по белковым мар-
керам, специфичным для клеток данного типа. Если 
негативный отбор ведется на нормальных клетках, 
а позитивный – на тех же клетках, только транс-
формированных, то все получаемые аптамеры бу-
дут связываться с маркерными белками опухолевых 
клеток этого типа. Данное достижение очень важно, 
поскольку одна из главнейших задач настоящего 
времени – разработка методов ранней диагностики 
опухолевых клеток. 

В основе онкологических заболеваний лежат гене-
тические изменения, которые возникают в результа-
те мутаций и приводят к изменениям сначала на мо-
лекулярном (паттерны экспрессии белков) и лишь 
затем на морфологическом уровне. Классические 
методы диагностики рака основаны преимуществен-
но на изменениях в морфологии клеток и тканей, 
что часто не позволяет выявлять онкологические за-
болевания на ранних стадиях. С данной задачей спо-
собны эффективно справиться аптамеры, получен-
ные к опухолевым клеткам в результате Cell-SELEX. 
Такие аптамеры, размещенные на микрочипах, по-
зволяют обнаруживать в крови даже крайне незна-
чительное содержание злокачественных клеток [64, 
65]. Аптамеры, отобранные на конкретные белковые 
опухолевые маркеры и конъюгированные с части-
цами золота, эффективно применяются в качестве 
контрастных агентов для выявления определенных 
типов рака [66, 67]. 

Разработаны также подходы к отбору аптамеров 
к внутриклеточным белкам-мишеням, находящим-
ся в экстрактах клеток [68, 69]. Если относительное 
содержание интересующего белка в исходном экс-
тракте мало, то в процедуру SELEX обязательно 
должна быть включена стадия негативного отбора 
с экстрактами близкородственных клеток, в кото-
рых данный белок отсутствует. В результате олиго-
нуклеотидный пул будет обогащаться только теми 
аптамерами, которые связываются с белками, пред-
ставленными в исходном экстракте, но отсутству-
ют в экстракте негативного контроля. Кроме того, 
если содержание целевого белка в экстракте высоко 
и составляет 1–10% от всех белков, то SELEX может 
не включать стадию негативного отбора, что суще-
ственно упрощает получение аптамеров [68, 69]. Та-
кая модификация процедуры SELEX потенциально 
позволяет в минимальные сроки получить аптамеры 
к уникальным для исследуемого типа клеток вну-
триклеточным белкам. Затем с помощью аптамеров 
и аффинной хроматографии можно выделить из экс-
трактов целевые белки в нативном виде и охарак-
теризовать их [70]. Это может оказаться полезным 
при изучении свойств очищенных ферментов, по-

скольку в рекомбинантных белках дополнительные 
части (GST-, His-теги и др.) могут непредсказуемо 
сказаться на свойствах белка [71]. 

Одним из наиболее новых и перспективных под-
ходов к решению проблемы получения аптамеров 
к белкам-мишеням, специфичным для конкретной 
ткани, является in vivo SELEX [72]. В ходе данной 
процедуры устойчивый к нуклеазному расщеплению 
пул олигонуклеотидов вводится непосредственно 
в кровоток организма, содержащего ткань опреде-
ленного типа, например опухоль. Спустя заданное 
время эту ткань извлекают и экстрагируют из нее 
олигонуклеотиды, которые амплифицируют и затем 
снова вводят в целевой организм. Эту процедуру по-
вторяют несколько раз и в результате получают на-
бор аптамеров, способных специфично в условиях in 
vivo мигрировать и накапливаться в тканях опреде-
ленного типа. Многие аптамеры, полученные таким 
способом, обладают также способностью проникать 
в клетки и связываться с внутриклеточными мише-
нями [72]. Огромным преимуществом in vivo SELEX 
является то, что в результате отбираются только 
те аптамеры, которые не только специфически свя-
зываются с определенной тканью, но и способны из-
бегать неспецифичного связывания с белками кле-
точных стенок и компонентами сложной белковой 
смеси в крови.

Проблема № 6. Кросс-реактивность аптамеров
Несмотря на потенциально высокую специфичность, 
аптамеры к  определенным молекулам-мишеням 
могут связываться и с некоторыми другими струк-
турно родственными молекулами. Так, в  нашей 
лаборатории получены четыре аптамера к  ДНК-
полимеразе β [73], которые, помимо связывания 
с самой ДНК-полимеразой β и ингибирования ее ак-
тивности, связывались также с ДНК-полимеразой 
k, принадлежащей другому семейству эукариотиче-
ских ДНК-полимераз, и также ингибировали ее ак-
тивность. Кросс-реактивность может стать серьез-
ным препятствием для использования аптамеров 
в терапии из-за возможного побочного действия, обу-
словленного взаимодействием аптамеров с другими 
белками. Тем не менее можно предположить, что бо-
лее продуманная процедура SELEX, включающая, 
например, этапы негативного отбора к родственным 
молекулам, вполне способна обеспечить создание 
аптамеров с необходимой специфичностью. Отчасти 
данное предположение подтверждают результаты, 
полученные в нашей лаборатории. С использовани-
ем более жесткого проведения SELEX получен ап-
тамер к ДНК-полимеразе ι, обладающий высокой 
специфичностью и не связывающийся ни с ДНК-
полимеразой k, ни с ДНК-полимеразой β [74]. 
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Проблема № 7. Автоматизация получения 
аптамеров
Несмотря на внешне относительную методическую 
простоту, процесс получения аптамеров достаточно 
трудоемкий и длительный. Кроме того, довольно ча-
сто возможен отбор не самых аффинных и специфич-
ных аптамеров, что случается из-за недостаточной 
оптимизации некоторых этапов SELEX. Для решения 
данных проблем предпринимаются довольно успеш-
ные попытки полностью автоматизировать SELEX 
[75, 76]. В результате у исследователя появляет-
ся возможность получения аптамеров с заданными 
свойствами в течение всего лишь нескольких дней. 

Кроме того, разработаны методики, позволяю-
щие получать аптамеры всего за один раунд отбо-
ра. Эта процедура получила название CE-SELEX 
(capillary electrophoresis SELEX), в основе которой 
лежит модифицированная стадия отделения связан-
ных с белком-мишенью аптамеров от несвязанных. 
Фракционирование происходит в результате нерав-
новесного капиллярного электрофореза равновесных 
смесей (nonequilibrium capillary electrophoresis of 
equilibrium mixtures, NECEEM) и позволяет не толь-
ко ускорить всю процедуру отбора до  1–2 дней, 
но также получить аптамеры со строго заданными 
параметрами связывания, такими, как Kd

, K
off

 и K
on

 
[77, 78]. 

Современное положение аптамеров 
в диагностике и терапии
Моно- и поликлональные антитела в настоящее время 
являются незаменимыми инструментами в диагно-
стике разнообразных заболеваний. Однако во многих 
случаях, когда требуется эффективное и специфич-
ное взаимодействие с молекулой-мишенью (диагно-
стируемым маркером), аптамеры уже сейчас успешно 
заменяют антитела [79, 80]. Например, разработаны 
протоколы, позволяющие с помощью аптамеров со 
значительно большей эффективностью, чем при ис-
пользовании антител в Вестерн-блотинге, детектиро-
вать иммобилизованные на мембране белки [81, 82]. 
Использование аптамеров вместо антител в проце-
дурах типа ELISA не только упрощает обнаружение 
белка, но и обеспечивает гораздо большую чувстви-
тельность [83, 84]. С помощью иммобилизованных ап-
тамеров, как и с помощью антител, можно выделять 
белки-мишени [85, 86]. Одно из преимуществ апта-
меров над антителами состоит в том, что аптамеры 
можно отбирать к неиммуногенным или высокоток-
сичным веществам [87, 88].

Аптамеры также применяются при  создании 
биосенсоров в качестве распознающих элементов 
[89, 90]. Небольшой размер аптамеров (в 10–100 раз 
меньше антител) позволяет разместить на поверх-

ности биосенсоров значительно большее их ко-
личество на меньшей площади. Это увеличивает 
эффективность обнаружения различных белков-
биомаркеров при использовании значительно мень-
шего количества диагностируемой жидкости, такой, 
например, как сыворотка крови. Кроме того, био-
сенсоры на основе аптамеров могут использоваться 
не один раз, а многократно, без потери чувствитель-
ности [91, 92], что обусловлено присущей всем ну-
клеиновым кислотам способностью к денатурации 
и ренатурации. 

Низкая стоимость производства, отсутствие им-
муногенности и возможность проводить различные 
модификации сделали аптамеры крайне перспектив-
ными кандидатами для применения в качестве тера-
певтических средств. Основа использования апта-
меров в данной области – способность ингибировать 
ферментативную активность того белка-мишени, 
с которым связался аптамер. Ингибирование фер-
ментативной активности может быть обусловлено 
как взаимодействием аптамера с активным центром 
фермента, так и в результате спровоцированных 
взаимодействием с аптамером конформационных 
изменений в структуре белка [93, 74]. Однако взаи-
модействие с аптамером не всегда приводит к инги-
бированию фермента. Иногда наблюдается обратная 
ситуация: фермент переходит из неактивной формы 
в активную [94, 95], что обусловлено сходством дей-
ствия аптамера и активирующего лиганда по отно-
шению к белку. 

Аптамеры активно пытаются использовать 
и для лечения вирусных инфекций. К настоящему 
моменту получены аптамеры ко многим белкам та-
ких вирусов, как вирус иммунодефицита человека, 
вирусы гепатита С, гриппа и др. [96, 97]. Несмотря 
на  эффективность связывания и  ингибирования 
многих жизненно важных вирусных белков (обрат-
ные транскриптазы, интегразы и др.), не до конца 
решенной остается проблема эффективной достав-
ки аптамера или аптамерэкспрессирующего вектора 
в клетку. Иная ситуация наблюдается при примене-
нии аптамеров, связывающихся с белками вирусного 
капсида. Показано, что такое связывание приводит 
к подавлению способности вируса взаимодействовать 
с рецепторными белками клетки и, следовательно, 
проникать внутрь клетки [98, 99]. В данном случае 
возможная профилактика или  терапия вирусной 
инфекции сильно упрощается и может заключать-
ся либо в обработке участков кожи, через которые 
проникает вирус, аптамерсодержащим раствором 
или  мазью (так называемые микробициды), либо 
во внутривенном введении аптамера. 

Конъюгирование аптамеров, полученных к бел-
ковым маркерам клеток определенного типа, с те-
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рапевтическим агентом также предоставляет ряд 
уникальных возможностей. Одна из таких возмож-
ностей – доставка лекарственного средства непо-
средственно к  тому типу клеток, который несет 
на поверхности специфические белковые маркеры. 
В качестве терапевтического агента могут быть при-
менены: 

а) крайне токсичные вещества, не позволяющие 
применять их в  высоких терапевтических дозах. 
Конъюгированные с аптамером и введенные в низких 
концентрациях, токсины будут накапливаться строго 
в определенном месте (например, в опухоли) и соз-
давать в этом месте необходимую терапевтическую 
концентрацию. К этой группе можно отнести радио-
активные и высокотоксичные вещества [100, 101]; 

б) быстро деградирующие и быстро выводящие-
ся вещества, такие, как миРНК. Доставка миРНК 
в ткань определенного типа за счет аптамера способ-
на решить одно из главных ограничений их примене-
ния в терапии [102, 103]; 

в) наночастицы, активно исследуемые в  каче-
стве потенциальных переносчиков лекарственных 
средств в район опухоли. На животных моделях по-
казана низкая эффективность доставки лекарствен-
ных средств в опухолевую ткань с использованием 
конъюгированных наночастиц с антителами. Это свя-
зано с тем, что в кровотоке такие крупные конъюгаты 
быстро поглощаются фагоцитарной системой и, кро-
ме того, проявляют низкую способность к проникно-
вению в твердые опухоли. Эти проблемы могут быть 
решены при использовании аптамеров, конъюгиро-
ванных с наночастицами, за счет их гораздо мень-
шего размера и соответственно большей проникаю-
щей способности [104, 105]. Применение аптамеров, 
конъюгированных с липосомами, для направленной 
доставки терапевтических средств в  опухолевые 
клетки представляется наиболее перспективным на-
правлением в данной области, и к настоящему момен-
ту в некоторых случаях оно показало свою высокую 
эффективность [106, 107];

г) эндогенные ферменты. Конъюгирование фер-
ментов с аптамерами может оказаться крайне полез-
ным для доставки в те клетки, в которых эти фер-
менты либо отсутствуют, либо не работают должным 
образом, с последующим потенциальным восстанов-
лением функций клеток [108].

Заключение
Аптамеры представляют собой особый класс соеди-
нений, обладающих набором уникальных свойств, 
они характеризуются преимуществами, присущи-
ми как низкомолекулярным агентам, так и агентам 
белковой природы. Например, аптамеры обладают 
аффинностью и специфичностью, не уступающей 

моноклональным антителам. В то же время благода-
ря малому размеру аптамеры проявляют высокую 
проникающую способность и не обладают иммуно-
генностью, что присуще низкомолекулярным веще-
ствам. Тем не менее аптамеры до сих пор не полу-
чили широкого применения. За двадцать с лишним 
лет, прошедшие со времени разработки процедуры 
SELEX, разрешение на использование в медицинской 
практике получил лишь один аптамер, известный 
как Macugen, или Pegaptanib (рис. 3). Этот аптамер 
связывается с фактором роста сосудистого эндотелия 
(VEGF), блокируя рост аномальных кровеносных со-
судов глаза и предотвращая кровоизлияния и потерю 
зрения [26, 109]. 

Принимая во внимание все достоинства аптаме-
ров, странной может показаться незначительная их 
доля среди современных терапевтических препа-
ратов. Однако стоит учитывать, что аптамеры пред-
ставляют собой довольно новый класс веществ, а раз-
работка всевозможных протоколов, направленных 
на адаптацию аптамеров к тем или иным задачам, 
занимает много времени. Подобная ситуация наблю-
далась и в случае широко распространенных сегодня 
антител. Моноклональные антитела были получены 
в 1975 году, но лишь в 1986 году первый препарат 
на основе антител был одобрен Управлением по кон-
тролю за продуктами и лекарственными средствами 
(FDA, Food and Drug Administration, США). В 1994 
году поступил в продажу второй препарат и только 
после этого начался их широкомасштабный выпуск 
(сейчас разрешено применение в терапии порядка 
двух десятков антител). Выходу любого препарата 
в продажу всегда предшествует этап всевозможных 
клинических испытаний, часто продолжающийся бо-
лее 10 лет. Проведение многочисленных клинических 
испытаний требует огромных затрат и может быть 
обеспечено лишь очень крупными фармакологиче-
скими компаниями, способными затрачивать сотни 
миллионов долларов на исследования. Однако стоит 
отметить, что за первый же год после появления пре-
парата Macugen на рынке (2005 г.) его было продано 
на сумму свыше 200 млн долларов. Этот факт служит 
хорошим стимулом для интенсификации исследо-
ваний и создания новых лекарственных препаратов 
на основе аптамеров. 

Применение аптамеров в диагностике имеет зна-
чительно меньшие ограничения, чем в терапии, по-
скольку отсутствует непосредственная угроза здоро-
вью людей. На наш взгляд, основным препятствием 
широкому распространению аптамеров в данной об-
ласти является отсутствие стандартизации аптаме-
ров в разрабатываемых протоколах. Так, полученные 
в разных лабораториях аптамеры к одной и той же 
молекуле-мишени, помимо различий в первичной 
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структуре, почти наверняка будут различаться и та-
кими параметрами, как аффинность, специфичность 
и другие кинетические характеристики. Поэтому раз-
работанный протокол при использовании одного ап-
тамера может давать полностью адекватные резуль-
таты, в случае второго аптамера результаты могут 
быть менее достоверными. Это особенно актуально 
в диагностике различных заболеваний человека, где 
некорректные результаты анализов могут привести 
к весьма нежелательным последствиям. В услови-
ях постоянно снижающейся стоимости химического 
синтеза нуклеиновых кислот и наличия баз данных 
аптамеров ко все возрастающему числу молекул-
мишеней оптимальной стратегией становится не по-
лучение нового аптамера, а синтез и использование 
уже описанного. Можно надеяться, что выявление 

конкретной молекулы-мишени с помощью только 
одного аптамера с наилучшими параметрами связы-
вания в скором будущем обусловит широкое приме-
нение аптамеров в диагностике.

К настоящему моменту найдено то или иное ре-
шение почти всех проблем, возникающих при ра-
боте с аптамерами. Поэтому можно предположить, 
что благодаря ряду уникальных свойств аптамеры 
в скором времени займут достойное место как в на-
боре инструментов современного ученого, так и среди 
терапевтических и диагностических препаратов. 

Работа поддержана программой «Молекулярная 
и клеточная биология» Президиума РАН и РФФИ 

(гранты № 13-04-00598 и 13-04-00642).
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