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РЕФЕРАТ Интерференция РНК является удобным инструментом регуляции экспрессии генов. Результаты 
детального изучения молекулярных механизмов РНК-интерференции открывают перспективы использо-
вания этого подхода в терапии различных заболеваний человека. Эффективная доставка малых интерфе-
рирующих РНК (siРНК) к клеткам-мишеням представляет собой серьезную проблему, поэтому необходима 
разработка новых систем доставки siРНК к своим потенциальным мишеням, а также способов защиты 
этих нестабильных молекул от деградации в условиях in vivo. В данном обзоре рассмотрены различные 
виды химических модификаций siРНК, а также невирусные векторы для их доставки на основе природных 
и синтетических полимеров, липидов, пептидов и неорганических соединений. Описаны преимущества, не-
достатки и перспективы применения этих методов в клинической практике.
кЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА интерференция РНК, малые интерферирующие РНК, невирусные системы доставки.
СПИСОк СОкРАЩЕнИЙ РНК-и – интерференция РНК; дцРНК – двухцепочечная РНК; siРНК – малая ин-
терферирующая РНК; shРНК – малая шпилечная РНК; miРНК – микроРНК; RISC – РНК-индуцированный 
комплекс сайленсинга (RNA-induced silencing complex); НЧ – наночастица.

ВВЕДЕнИЕ
Интерференция РНК (РНК-и) – эволюционно кон-
сервативный механизм регуляции экспрессии генов. 
Использование интерферирующих РНК открывает 
возможности для развития новых методов профи-
лактики и лечения различных заболеваний челове-
ка [1]. Последние достижения биологии и медицины 
расширили спектр предполагаемых терапевтиче-
ских мишеней. В настоящее время проходят клини-
ческие испытания препаратов, основанных на прин-
ципе РНК-и и предназначенных для применения 
при инфекционных, генетических и онкологиче-
ских заболеваниях. Такие лекарственные средства, 
как терапевтические рибозимы, аптамеры и малые 
интерферирующие РНК (siРНК), широко применя-
ют в различных областях научных исследований, 
а также в терапии и диагностике заболеваний че-
ловека. Следует отметить, что интерферирующие 
РНК потенциально иммуногенны, обладают невы-
сокой стабильностью и нуждаются в эффективных 
и безопасных средствах доставки в клетки-мишени. 
Тем не менее обнадеживающие результаты клиниче-
ских испытаний показывают, что эти барьеры можно 
преодолеть путем усовершенствования синтетиче-
ских носителей и химических модификаций РНК [2]. 
В данном обзоре рассмотрены различные способы не-
вирусной доставки интерферирующих РНК, а также 

их преимущества, недостатки и перспективы при-
менения в клинической практике. Разумеется, в до-
статочно коротком обзоре невозможно остановиться 
на детальном описании каждого из этих методов. На-
шей целью было указать на многообразие уже апро-
бированных и разрабатываемых способов доставки 
siРНК, что позволит заинтересованному читателю 
быстро сориентироваться в данной проблеме. Наде-
емся, что наша работа будет интересна широкому 
кругу читателей журнала Acta naturae. 

МЕХАнИЗМ Рнк-ИнТЕРФЕРЕнЦИИ
Сигналом к началу РНК-интерференции служит по-
явление в клетке экзогенной (вирусной или синтети-
ческой, введенной в ходе эксперимента) либо эндо-
генной (продукт транскрипции собственных генов) 
двухцепочечной РНК (дцРНК). Минимальный раз-
мер дцРНК, достаточный для индукции интерферен-
ции, – 21 п.н. Скорее всего, такое ограничение защи-
щает от деградации собственную клеточную мРНК 
с короткими внутримолекулярными самокомплемен-
тарными структурами [3, 4]. 

После проникновения дцРНК в клетку фермент 
Dicer, относящийся к семейству РНКаз III (рис. 1), 
распознает и нарезает ее [5, 6]. Этот эволюционно 
консервативный белок обнаружен у дрожжей Schizo-
saccharomyces pombe, низшего гриба Neurospora cras-
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sa, низших и высших растений и животных, включая 
млекопитающих, в том числе и человека [3, 4]. 

Молекула Dicer (рис. 1) содержит дцРНК-
связывающий (double-stranded rnA-binding domain, 
dsrBD) домен, расположенный на С-конце, цен-
тральный домен PAZ, который связывается с дцРНК, 
имеющей два неспаренных нуклеотида на 3'-конце, 
и n-концевые домены – хеликазный домен DeAD-
box и DuF283 (Domain of unknown Function 283), 
которые не входят в число необходимых для работы 
Dicer in vitro [7, 8].

Dicer содержит также два РНКазных домена 
(rnase III domain – rIIID), формирующих внутри-
молекулярный псевдодимер, в котором оба катали-
тических сайта расположены близко друг к другу. 
Каждый домен разрезает одну из цепей дцРНК с об-
разованием дуплексов с двумя неспаренными нукле-
отидами на 3'-концах (рис. 2) [9–11].

У млекопитающих и Caenorhabditis elegans моле-
кулы Dicer одного типа предназначены для процес-
синга и miРНК, и siРНК; у дрозофилы имеются два 
типа молекул Dicer: Dicer1 – для miРНК, Dicer2 – 
для siРНК. В результате работы Dicer образуются 
дцРНК длиной 21–25 н. (видоспецифический при-
знак) с двумя неспаренными нуклеотидами на 3'-кон-
це, несущие гидроксильные группы на 3´-концах 
и фосфатные группы на 5´-концах [12].

Следующий этап процесса интерференции – фор-
мирование rLc-комплекса (rISc-loading complex) 
[13]. Этот комплекс состоит из белков Dicer, trBP 
(tAr rnA binding protein) и/или PAct и фраг-
мента дцРНК у человека (у Drosophila melanogaster 
– Dicer1/LOQS и Dicer2/r2D2 для miРНК и siРНК 

соответственно). Полагают, что термодинамически 
более стабильный конец дцРНК (имеющий большую 
температуру плавления) связывается с trBP, а дру-
гой взаимодействует с Dicer [14]. По-видимому, такое 
расположение дцРНК в комплексе rLc определяет, 
какая из двух цепей РНК будет направляющей (ком-
плементарной целевой мРНК), а какая пассажир-
ской (подлежащей разрушению) [15]. rLc переносит 
дцРНК на белок семейства Argonaute – Ago2 (рис. 3) 
– основной белок комплекса pre-rISc (rISc – rnA-
induced silencing complex). Ago2 состоит из трех 
основных доменов (рис. 3): PAZ, служащего сайтом 
связывания 3´-конца направляющей цепи siРНК; 
MID – сайта связывания 5´-конца направляющей 
цепи siРНК, и PIWI, структурно сходного с РНКазой 
Н [16]. 

Домен PIWI обладает эндонуклеазной активно-
стью [17]. В составе белка Ago он расщепляет фос-
фодиэфирную связь, расположенную между ну-
клеотидами пассажирской цепи, комплементарными 
10 и 11 основаниям направляющей цепи [10]. После 
разрушения пассажирской цепи комплекс pre-rISc 
становится функционально активным комплексом 
rISc (rISc содержит только антисмысловую на-
правляющую цепь РНК, комплементарную участку 
мРНК-мишени). Затем происходит расщепление це-
левой молекулы мРНК (рис. 4) на фрагменты длиной 
21–23 н. [13]. Описанный выше механизм характерен 
для siРНК (рис. 4). Процессинг miРНК включает не-
сколько дополнительных этапов (рис. 4А).

Сначала на гене miРНК с помощью РНК-
полимеразы II (или, реже, РНК-полимеразы III) син-
тезируется протяженный первичный транскрипт – 

Рис. 1. Доменная структура РНКаз III [11]
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pri-miРНК, имеющий шпилечную структуру типа 
«петля-стебель» [18, 19]. Гены miРНК, как правило, 
представляют собой кластеры, которые транскри-
бируются как единые полицистронные единицы [20]. 
В то же время гены некоторых miРНК представ-
ляют собой самостоятельные транскрипционные 
единицы [21]. Процессинг pri-miРНК осуществля-
ется в ядре с помощью комплекса, который состоит 
из двух белков (РНКаз типа III) – Drosha и Pasha (у 
D. melanogaster и C. elegans, у млекопитающих анало-
гом является белок DGcr8) – несущего два дцРНК-
связывающих домена (dsrBD – double-stranded 
rnA-binding domain). Pasha взаимодействует с pri-
miРНК, что позволяет ферменту Drosha разрезать 
стебель шпильки на расстоянии 11 п.н. от его осно-
вания. Это приводит к образованию рrе-miРНК дли-
ной 60–70 н., которые имеют шпилечную структуру, 
а также два выступающих нуклеотида на 3´-конце 
и 5´-фосфатную группу. У двукрылых, червей и мле-
копитающих некоторые pre-miРНК образуются 
без участия фермента Drosha (DGcr8).

Дальнейшее развитие событий зависит от сте-
пени гомологии между miРНК и мРНК-мишенью. 
Для большинства изученных miРНК животных 
не характерно полное соответствие последователь-
ности нуклеотидов мРНК-мишени [3, 4]. Тем не ме-
нее некоторые miРНК двукрылых и млекопитающих 
полностью комплементарны своим мРНК-мишеням, 
что обуславливает непосредственное расщепление 
мРНК эндонуклеазами [22]. Большинство miРНК 
комплементарны своим мишеням только по неболь-
шому участку 5´-концевой области miРНК, называе-
мой «seed». Область «seed» является одним из факто-
ров, определяющих специфичность выбора мишени. 
Небольшой размер «seed» позволяет предположить, 
что одна miРНК может регулировать экспрессию 
сотни различных генов [23, 24].

ПРОБЛЕМЫ ПРИМЕнЕнИЯ И ДОСТАВкИ МАЛЫХ 
ИнТЕРФЕРИРУЮЩИХ Рнк
Использование siРНК в терапевтической практике 
имеет существенные ограничения: чувствительность 
к нуклеазам сыворотки крови [25], возможность не-
специфического связывания, действия siРНК по ме-
ханизму miРНК, что приводит к подавлению экс-
прессии отличных от мишени генов, мРНК которых 
частично комплементарна области «seed» [26], и ак-
тивации врожденного иммунного ответа [27]. 

Для достижения терапевтического эффекта при си-
стемной доставке молекулы малых интерферирующих 
РНК должны находиться в активной форме во время 
циркуляции в кровотоке, а также избегать фильтра-
ции почками, поглощения фагоцитами, образования 
агрегатов с белками сыворотки крови и деградации 
нуклеазами. Кроме того, для проникновения в ткани 
siРНК должны пройти через эндотелиальный барьер. 
Этот барьер задерживает молекулы размером более 
5 нм. Однако сосуды печени и селезенки пропускают 
молекулы размером до 200 нм в диаметре, а сосуды 
опухолей – вещества с молекулярной массой более 
40 кДа. Это явление известно как усиленный эффект 
проникновения и удержания (enhanced permeation 
and retention effect – ePr) [28].

Рис. 2. Модель работы фермента 
Dicer [11]. Домен PAZ связывается 
с двумя неспаренными нуклеоти-
дами на 3’-конце дцРНК. Домены 
RIIIDa и RIIIDb образуют внутримо-
лекулярный псевдодимер. Домен 
RIIIDa разрезает 3’-концевую цепь 
дцРНК, а RIIIDb – 5’

22 н.

2 н.
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dsRBD
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хеликаза
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Рис. 3. Структура белков семейства Argonaute.  
A – Белки семейства Argonaute содержат три домена: 
PAZ, MID и PIWI. б – Расположение направляющей 
цепи siРНК в белке Argonaute [10, 13]
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После того как молекулы siРНК покидают кро-
воток, они должны пройти через внеклеточный ма-
трикс, сеть структурных белков и полисахаридов, 
окружающую клетки-мишени. Внеклеточный ма-
трикс может значительно затруднить поглощение 
siРНК клетками, повышая тем самым вероятность их 
фагоцитоза и расщепления [29].

Плазматическая мембрана является основным 
барьером для проникновения siРНК в клетку. Ги-

дрофильная природа, высокая молекулярная масса, 
а также суммарный отрицательный заряд молекул 
siРНК обуславливают низкую эффективность их 
поглощения. Существует несколько путей решения 
данной проблемы. Например, соединение молекул 
siРНК с катионными липидами и полимерами приво-
дит к нейтрализации отрицательного заряда siРНК 
и образованию положительно заряженных комплек-
сов [30]. 

Рис. 4. Механизм посттран-
скрипционной регуляции 
экспрессии генов для miРНК, 
shРНК и siРНК у млекопи-
тающих. A – Вначале на гене 
miРНК синтезируется протя-
женный первичный транскрипт 
pri-miРНК, который процесси-
руется до прекурсора miРНК 
– pre-miРНК с помощью 
фермента Drosha (DGCR8). 
дцРНК-связывающий белок 
Exportin 5 транспортирует 
pre-miРНК в цитоплазму, где 
при участии комплекса Dicer/
TRBP происходит образование 
дуплексов miРНК длиной 22 
п.н. Несовершенные дуплек-
сы miРНК взаимодействуют 
с белком Ago и загружаются 
в комплекс RISC, где проис-
ходит разрушение пассажир-
ской цепи. Подавление экс-
прессии гена осуществляется 
либо путем ингибирования 
инициации трансляции, либо 
за счет транспорта зрелого 
комплекса RISC в Р-тельца, 
где происходит деаденилиро-
вание и расщепление целе-
вой мРНК. б – Как и miРНК, 
shРНК транскрибируется 
с ДНК. Для shРНК характерен 
аналогичный процессинг. 
Так как последовательность 
shРНК полностью комплемен-
тарна последовательности 
мРНК-мишени, далее проис-
ходит Ago2-опосредованное 
расщепление целевой мРНК.  
В – В отличие от shРНК, 
siРНК искусственно вводят 
в цитоплазму. Стадии про-
цессинга siРНК и shРНК после 
взаимодействия молекул 
с Dicer/TRBP совпадают [2]
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Показано, что невирусные носители проникают 
в клетки путем эндоцитоза. Выделяют клатрин-
опосредованный эндоцитоз, кавеол-опосредованный 
эндоцитоз, макропиноцитоз, а также клатрин- 
и кавеол-независимый эндоцитоз [31]. В отличие 
от вирусов, синтетические векторы характеризуют-
ся невысокой эффективностью трансфекции. Один 
из способов увеличения поглощения носителей клет-
ками – присоединение специфических лигандов, спо-
собствующих рецептор-опосредованному эндоцитозу 
транспортных молекул. Такие лиганды, как правило, 
нацелены на рецепторы, опосредующие всасывание 
питательных веществ: рецепторы трансферрина, 
фолиевой кислоты и липопротеинов низкой плотно-
сти [32, 33]. 

После проникновения в клетку молекулы siРНК 
обнаруживаются в составе ранних эндосом. Благо-
даря работе вакуолярной H+-АТР-азы происходит 
закисление среды ранних эндосом (снижение рН 
до 5–6), в результате чего они преобразуются в позд-
ние эндосомы. Затем происходит слияние поздних 
эндосом с лизосомами, которые имеют еще более 

низкие значения рН (около 4.5) и содержат нуклеа-
зы, расщепляющие siРНК. Чтобы избежать дегра-
дации в лизосомах, молекулы siРНК (в несвязанной 
форме или в комплексе с носителем) должны выйти 
из эндосомы в цитозоль. Выход из эндосомы являет-
ся основным лимитирующим этапом процесса РНК-
интерференции [34, 35].

Эффективная доставка siРНК с помощью раз-
личных катионных полимеров обусловлена большой 
буферной емкостью этих соединений (за счет не-
протонированных вторичных и третичных аминов) 
в диапазоне рН от 5 до 7. Предполагают, что такие 
полимеры предотвращают закисление среды эндо-
сомы, выступая в качестве протонных губок (рис. 5). 
При этом происходит увеличение притока протонов 
за счет активации вакуолярной H+-АТР-азы, сопро-
вождаемое накоплением анионов хлора cl-, а также 
повышение осмотического давления. Это приводит 
к осмотическому набуханию и распаду эндосомы 
[36–38].

Также предложена гипотеза об эффекте зонтика 
(рис. 5), которая описывает способность полимеров 

Рис. 5. Схематичная иллюстрация гипотез протонной губки и эффекта зонтика [40]. Положительно заряженный 
полимер формирует комплекс с отрицательно заряженной нуклеиновой кислотой. При низких значениях рН 
в эндосоме комплекс полимер•нуклеиновая кислота частично разворачивается. Из-за протонирования концевых 
аминогрупп и электростатического отталкивания происходит высвобождение терминальных ветвей полимера, 
и комплекс переходит в развернутое состояние 
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к объемному расширению при рН 5–6. Избыток про-
тонов в эндосомах приводит к протонированию тре-
тичных аминов внутренней части полимера. Из-за 
электростатического отталкивания соседних заря-
женных аминогрупп концевые ветви полимера раз-
ворачиваются, и комплекс переходит из свернутого 
состояния в разветвленное, если нет стерических 
ограничений [39, 40]. 

Выход из эндосом векторов на основе катионных 
липидов опосредован преимущественно электро-
статическими взаимодействиями этих молекул с от-
рицательно заряженными фосфолипидами мембран 
эндосом, а также способностью липидных структур 
переходить из ламеллярной фазы (бислоя) в гекса-
гональную. Формирование катион-анионных пар де-
стабилизирует липидные бислои, в результате чего 
нуклеиновые кислоты высвобождаются из комплекса 
[41, 42].

 
ХИМИЧЕСкИЕ МОДИФИкАЦИИ Рнк
Период полужизни немодифицированных siРНК 
в сыворотке крови не превышает 15 мин, что серьез-
но препятствует их клиническому применению [25, 
43]. Согласно Y. Zou и соавт. [44] в сыворотке крови 
крысы и человека направляющая цепь в большей 
степени подвержена действию экзонуклеаз, тогда 
как пассажирская цепь – эндонуклеаз. Наиболее 
распространенный метод увеличения стабильности 
siРНК (устойчивости к действию нуклеаз сыворотки 
крови) – введение различных химических модифи-
каций [45, 46]. Однако следует учитывать, что это мо-
жет приводить к исчезновению биологической актив-
ности siРНК [45]. 

Выбор вносимых химических модификаций опре-
деляется последовательностью нуклеотидов siРНК, 
предполагаемой областью ее применения и спосо-
бом доставки [26]. На сегодняшний день большин-
ство siРНК, используемых в научных, доклиниче-
ских и клинических исследованиях, представляют 
собой синтетические РНК-дуплексы длиной 21 п.н., 
имитирующие структуру природных siРНК. Также 
в фундаментальных исследованиях и при разработке 
лекарственных средств используют РНК-дуплексы 
длиной 19, 25 и 27 п.н. с тупыми концами, а так-
же асимметричные РНК-дуплексы длиной 25/27 
или 27/29 п.н. [47, 48].

Выделяют следующие типы химических моди-
фикаций siРНК: модификации фосфатного осто-
ва молекулы, сахара и оснований [49]. Несмотря 
на то что существует огромное количество возмож-
ных вариантов изменения структуры РНК, наиболее 
часто применяют следующие модификации (рис. 6): 
фосфотиоат (PS), 2'-О-метил (2'-OMe), 2'-фтор (2'-F), 
2'-O-метоксиэтил (2'-MOe) и закрытую нуклеиновую 

кислоту (locked nucleic acid – LnA) [2, 46, 50]. Моди-
фикации фосфатного остова предполагают внесение 
изменений в фосфодиэфирные связи нуклеотидов 
в молекуле РНК. Фосфотиоат образуется при заме-
не атома кислорода немостикового фосфата атомом 
серы. Впервые такая модификация была приме-
нена более 25 лет назад, однако ее широко исполь-
зуют и по сей день [51]. PS-модификация придает 
олигонуклеотидам следующие свойства: повышен-
ную устойчивость к деградации нуклеазами in vivo; 
способность вызывать РНКаза Н-опосредованное 
расщепление мРНК-мишени; повышенное сродство 
к белкам плазмы крови, обеспечивающее сниже-
ние почечного клиренса и, таким образом, препят-
ствующее быстрому выведению олигонуклеотидов 
из организма [2, 52]. Внесение фосфотиоата снижает 
температуру плавления дуплексов siРНК, примерно 
на 0.5оС на один PS [53]. Следует иметь в виду, что мо-
лекулы с PS-модификацией могут неспецифически 
связываться с белками клеточной мембраны, в ре-
зультате чего возрастает цитотоксичность siРНК 
[53]. t. tuschl и соавт. [53] сообщили о цитотоксич-
ности siРНК, в которых каждый второй нуклеотид 
содержал PS. Показано, что токсичность может быть 
снижена за счет уменьшения общего содержания PS, 
а также при введении данной модификации только 
в один конец siРНК. Согласно данным Z.Y. Li и со-
авт. [54] внедрение PS-модификаций в положения 
3, 5 и 17 на 5'-конце пассажирской цепи повышает 
эффективность действия siРНК за счет ускорения 
загрузки направляющей цепи в комплекс rISc. Не-
посредственное внесение PS-модификаций в направ-
ляющую цепь, напротив, снижает эффективность по-
давления экспрессии генов с помощью siРНК [53, 54].

Наиболее широко используют модификации 
по второму положению рибозного кольца (рис. 6): 
2'-О-метил, 2'-фтор и 2'-O-метоксиэтил [55, 56]. 
siРНК, модифицированная таким образом, образует 
термостабильный дуплекс типа А. Это связано с тем, 
что предпочтительной конформацией модифициро-
ванного сахара является 3'-эндо [2, 56]. 2'-О-метил-
РНК обнаружены среди рибосомных и транспортных 
РНК млекопитающих. Внесение 2'-OMe увеличивает 
температуру плавления дуплексов siРНК на 0.5–0.7оС 
на одну модификацию, а также повышает устойчи-
вость к нуклеазам и усиливает эффективность дей-
ствия siРНК [53, 56]. 2'-OMe-модификации рекомен-
дуют вносить в пассажирскую цепь. Введение таких 
модификаций в направляющую цепь может привести 
к снижению эффективности РНК-и из-за невозмож-
ности связывания направляющей цепи с комплексом 
rISc [57]. Включение 2'-OMe совместно с PS увели-
чивает аффинность направляющей цепи к мРНК-
мишени и повышает устойчивость siРНК к воздей-
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ствию нуклеаз, не снижая при этом эффективность 
РНК-интерференции [56, 57].

Внесение 2'-фтор-модификаций не препятствует 
функционированию siРНК, а также защищает ду-
плекс от расщепления нуклеазами. Включение 2'-F 
в позиции пиримидина поддерживает активность 
siРНК in vitro и in vivo [58, 59]. 2'-F-модификация 
сайта расщепления siРНК белком Ago2 также не вли-
яет на эффективность РНК-и [60]. РНК-дуплексы, 
содержащие и 2'-F-пиримидины, и 2'-OMe-пурины, 
обладают очень высокой стабильностью в сыворотке 
крови, а также повышенной эффективностью при по-
давлении экспрессии генов in vivo [61]. Показано, 
что такие siРНК могут действовать в 500 раз эффек-
тивнее по сравнению с немодифицированными РНК 
[59]. 

Другая важная 2'-С-модификация рибозы – 
2'-фтор-β-D-арабинонуклеотид (2'-fluoro-β-D-
arabinonucleotide – FAnA) [56, 62, 63]. Включение 
FAnA увеличивает температуру плавления РНК-
дуплекса примерно на 0.5оc на одну модификацию 
[64]. FAnA отличается от других 2'-С-модификаций, 
так как содержит арабинозу и структурно похожа 
на ДНК (в 2'-эндо-конформации). Стереохимия FAnA 
противоположна стереохимии рибозы с фтором 
во втором положении. Внесение FAnA-модификаций 
в дуплексную РНК неизбежно приводит к искаже-
ниям структуры этой молекулы, поэтому такую 
модификацию нежелательно вводить в направ-
ляющую цепь. В то же время эффективность РНК-
интерференции значительно повышается в случае 
FAnA-модификаций по всей длине пассажирской 
цепи и на 3'-конце направляющей цепи [62, 63]. 

Также часто применяют модификацию рибозы 
2'-O-метоксиэтилом (MOe). Включение MOe приво-
дит к увеличению сродства siРНК к РНК-мишени, 
повышению устойчивости к действию нуклеаз in 
vivo и уменьшению неспецифического связывания 
белков, что может свести к минимуму токсические 
эффекты. Тем не менее эту модификацию нежела-
тельно вносить в направляющую цепь. Это связано 

с возникновением стерических ограничений при вза-
имодействии с боковыми группами Ago2 и, как след-
ствие, невозможностью загрузки направляющей 
цепи в rISc [55, 65, 66].

Показано, что siРНК, содержащие и 2'-фторпири-
мидины, и 2'-метоксипурины, обладают чрезвычайно 
высокой устойчивостью к действию нуклеаз в сыво-
ротке крови человека (время полужизни направляю-
щей цепи составляет до трех дней) [61]. Закрытая ну-
клеиновая кислота – это модификация, при которой 
2'- и 4'-положения кольца рибозы связаны между 
собой через метиленовый мостик (рис. 6). При этом 
фуранозное кольцо закрыто в 3'-эндо-конформации, 
придающей ему структурное сходство с обычным 
мономером РНК [67]. Жесткость конформации LnA 
обуславливает более четкую организацию фосфат-
ного остова и усиление как стэкинг-взаимодействий 
между основаниями, так и гибридизации направля-
ющей цепи с РНК-мишенью. Высокая аффинность 
LnA-модифицированных siРНК позволяет исполь-
зовать более короткие последовательности (около 
16 н. вместо 20). Включение одной модификации LnA 
может привести к увеличению температуры плав-
ления РНК-дуплекса на 5–10оc. Большое значение 
имеет выбор положения для внесения данной моди-
фикации. Показано, что присутствие LnA в положе-
ниях 10, 12 и 14 направляющей цепи приводит к ис-
чезновению интерферирующей активности siРНК. 
Это связано со стерическими и конформационными 
изменениями при включении LnA вблизи сайта рас-
щепления [67, 68]. Наличие LnA на 3'-конце siРНК 
защищает дуплекс от воздействия 3'-экзонуклеаз 
сыворотки крови [69]. Тем не менее использование 
LnA-модифицированных siРНК in vivo затруднено 
из-за их высокой гепатотоксичности [70]. 

К модифицированным siРНК также относят 
шпигельмеры. Они представляют собой L-олиго-
рибонуклеотиды – энантиомеры природных D-РНК, 
которые получили свое название от немецкого слова 
Spiegel (зеркало). Высокая устойчивость шпигель-
меров к действию нуклеаз в сочетании с высокой аф-

Рис. 6. Химические модификации РНК
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финностью этих молекул к РНК-мишени делает их 
очень перспективными для использования в терапев-
тических целях [71].

нЕВИРУСнЫЕ СИСТЕМЫ ДОСТАВкИ МАЛЫХ 
ИнТЕРФЕРИРУЮЩИХ Рнк
Первые разработки в области доставки олигонуклео-
тидов в клетки были посвящены созданию синтети-
ческих векторов для транспортировки ДНК [72, 73]. 
Рекомбинантные вирусные векторы показали много-
обещающие результаты in vitro, но после выявления 
существенных недостатков и осложнений при про-
ведении клинических испытаний большое внимание 
стали уделять и невирусным системам доставки [73]. 
В настоящее время для транспортировки интерфе-
рирующих РНК применяют следующие виды ком-
плексов и наночастиц (НЧ) диаметром от 1 до 1000 
нм: полиплексы, катионные пептиды, липосомы, 
квантовые точки, углеродные нанотрубки и другие 
неорганические наночастицы [73].

Полиплексы 
Комплексы малых интерферирующих РНК с кати-
онными полимерами называют полиплексами. Такие 
соединения способны к самоорганизации в резуль-
тате ионного взаимодействия между повторяющи-
мися положительно заряженными участками поли-
меров и отрицательно заряженными фосфатными 
группами siРНК. Основное преимущество полиме-
ров – их структурная гибкость, которая позволяет 
легко изменять физико-химические характеристики 
системы доставки. Молекулярная масса, плотность 
заряда, растворимость и гидрофобность могут быть 
подобраны в соответствии с условиями исследова-
ния. Например, изменение соотношения полимера 
и siРНК позволяет регулировать степень нейтрали-
зации зарядов комплекса. Для изменения характе-
ристик полимерных молекул и придания им новых 
свойств можно также добавлять различные хими-
ческие группы. Как природные, так и синтетические 
полимеры применяют для создания полиплексных 
систем доставки нуклеиновых кислот в клетки мле-
копитающих [74–76].

Полиэтиленимин (ПЭИ) (рис. 7) считается одним 
из наиболее эффективных средств доставки олиго-

нуклеотидов из-за своей исключительной способно-
сти к эндоцитозу и эндосомолитической активности. 
Для транспортировки малых интерферирующих 
РНК чаще используют высокомолекулярный ПЭИ 
(25 кДа) [77]. Высокая плотность заряда полимера 
обусловливает прочную связь ПЭИ с siРНК и обе-
спечивает ее эффективную защиту от ферментатив-
ного расщепления. Однако высокая цитотоксичность 
и ограниченная биодеградация этого полимера соз-
дают препятствия для его клинического применения 
[78, 79]. Низкомолекулярный ПЭИ (< 2 кДа) менее 
токсичен, но при этом и менее эффективно достав-
ляет siРНК. Считают, что ПЭИ и другие катионные 
полимеры увеличивают проницаемость мембраны 
клетки путем создания в ней короткоживущих на-
ноотверстий [77, 80]. Полагают также, что дестабили-
зирующее действие на мембраны может быть причи-
ной цитотоксичности [80]. Другой фактор, влияющий 
на эффективность действия и токсичность ПЭИ, – 
степень разветвленности структуры полимера [60]. 
Разветвленный полиэтиленимин содержит первич-
ные, вторичные и третичные амины в соотношении 
1 : 2 : 1, тогда как линейный полимер состоит толь-
ко из вторичных аминов, за исключением концевых 
первичных аминов (рис. 7) [81]. Разветвленный ПЭИ 
превосходит линейный по эффективности доставки 
нуклеиновых кислот [81]. 

В качестве транспортеров siРНК и других оли-
гонуклеотидов широко применяют комплексы 
на основе сополимера молочной и гликолевой кислот 
(poly(lactic-co-glycolic acid) – PLGA). К их преиму-
ществам относят малый размер, низкую цитоток-
сичность и способность к длительной циркуляции 
в кровотоке [82]. Комплексы PLGA·siРНК получают 
двумя способами: (1) путем включения siРНК в ядро 
комплекса и (2) путем адсорбции siРНК на поверх-
ности модифицированных катионных наночастиц 
PLGA с помощью электростатических взаимодей-
ствий. PLGA защищает siРНК от действия нуклеаз 
сыворотки крови, а также обеспечивает пролонгиро-
ванное высвобождение транспортируемого вещества 
[83, 84]. 

PLGA использовали для доставки siРНК, направ-
ленной против мРНК гена TNFα (фактор некроза 
опухолей α), с целью подавления воспалительных 

Рис. 7. Полиэти-
ленимин 

Линейный ПЭИ Разветвленный ПЭИ
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реакций. В клетках линии J774.1 (макрофаги мыши) 
наблюдалось снижение уровня мРНК и белка tnFα – 
на 50 и 40% по сравнению с контролем соответствен-
но. Эффективность действия анти-tnFα-siРНК 
была изучена in vivo на мышиной модели коллаген-
индуцированного артрита. В результате инъекций 
комплексов PLGA·анти-tnFα-siРНК в пораженные 
коленные суставы наблюдалось локальное снижение 
экспрессии TNFα, а также заметное уменьшение про-
явлений воспаления синовиальной сумки (по данным 
гистологического исследования). Важно отметить, 
что после введения этих комплексов в полость суста-
ва значительное количество siРНК обнаруживалось 
в синовиальной оболочке, где в основном и находят-
ся клетки, вырабатывающие tnFα. Ингибиторный 
эффект отмечали в течение 11 дней после инъекции 
siРНК, поскольку PLGA обладает свойством замед-
ленного высвобождения переносимого вещества [85].

J. Steinbach и соавт. успешно применили PLGA 
для доставки siРНК, направленных против мРНК ге-
нов нектина-1 и UL29.2, играющих ключевую роль 
в развитии герпесвирусной инфекции типа 2. Как in 
vitro, так и in vivo (на мышиной модели) было достиг-
нуто существенное подавление экспрессии целевых 
генов. Также установлено, что наночастицы PLGА 
обладают низкой цитотоксичностью. В этой рабо-
те показана возможность применения комплексов 
PLGA·siРНК при инфицировании вирусом простого 
герпеса типа 2 [86].

Дендримеры, также применяемые для доставки 
терапевтических олигонуклеотидов, представляют 
собой сильно разветвленные полимерные молекулы 
размером 1–5 нм. Ветви дендримера симметрично 
расположены вокруг центральной части молекулы. 
Дендримеры состоят из трех архитектурных доме-
нов (рис. 8): внутренней области – ядра, соединен-
ных с ним дендронов и поверхности с большим ко-
личеством реакционноспособных участков [87, 88]. 
Дендримерные молекулы обладают свойствами мо-
нодисперсности и гидрофильности [89, 90]. Возмож-
ность функционализации дендримеров, изменения 
их растворимости, прикрепления флуоресцентных 
зондов позволяет использовать данные молекулы 
для доставки различных терапевтических агентов, 
в том числе малых интерферирующих РНК в клетки-
мишени [91]. Переносимое вещество может быть со-
единено с периферическими группами дендримеров 
либо через ковалентную связь, либо путем ионных 
взаимодействий. Транспортируемые терапевтиче-
ские средства могут быть инкапсулированы внутри 
дендримерных частиц, формируя таким образом 
мономолекулярные мицеллы [89]. Конъюгаты, об-
разованные дендримерами и переносимыми веще-
ствами, более устойчивы, чем липосомы [91]. Силь-

но разветвленные полимеры, разработанные еще 
в 1980-х годах, такие, как дендримерные молекулы 
полиамидоамина (PAMAM), полипропиленимина 
(PPI), поли(L-лизина) (PLL) и карбонсилана (carbon-
silane), в настоящее время используют для доставки 
siРНК [92]. 

PAMAM-полимеры для доставки siРНК коммерче-
ски доступны (Polyfect и Superfect) [93]. PAMAM был 
успешно применен для доставки siРНК в нейроны in 
vitro и in vivo (внутричерепные инъекции кроликам), 
продемонстрировав при этом минимальную токсич-
ность [94].

Y. tang и соавт. изучали эффективность доставки 
анти-GFP-siРНК (GFP – green fluorescent protein, 
зеленый флуоресцентный белок) с помощью наноча-
стиц на основе ПЭГилированного (ассоциированно-
го с полиэтиленгликолем) PAMAM in vitro и in vivo. 
Отмечено значительное снижение уровня экспрес-
сии GFP под действием анти-GFP-siРНК в клетках 
линий НЕК293 (фибробласты почки эмбриона че-
ловека) и cos7 (фибробласты почки зеленой мар-
тышки). Эффективность трансфекции наночастиц 
PAMAM·siРНК была сравнима с эффективностью Li-
pofectamine 2000 (Invitrogen). При внутримышечном 
введении этих комплексов GFP-трансгенным мы-
шам также наблюдали снижение уровня экспрессии 
мРНК зеленого флуоресцентного белка. Показано, 
что наночастицы PAMAM надежно защищают siРНК 
от действия нуклеаз сыворотки крови [95].

Полипропиленимин (PPI) был специально разра-
ботан на основе ПЭИ для доставки siРНК. O. taratula 
и соавт. изучали эффективность доставки siРНК, 
направленной против мРНК гена bcl-2, с помощью 

Дендрон
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Ядро

Единица ветвления

Поверхность/ 
концевые группы

Рис. 8. Схема строения дендримера [89]
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комплексов на основе полипропиленимина. Наноча-
стицы PPI были покрыты полиэтиленгликолем (ПЭГ) 
для придания им большей стабильности; дистальный 
конец ПЭГ был соединен с синтетическим аналогом 
рилизинг-фактора лютеинизирующего гормона с це-
лью обеспечения адресной доставки siРНК в опухоле-
вые клетки. In vitro наблюдали значительное сниже-
ние уровня экспрессии целевого гена в клетках линий 
A2780 (рак яичников человека) и A549 (рак легкого 
человека). В результате исследования in vivo выяв-
лено замедление роста ксенотрансплантатов из кле-
точной линии А549 у мышей nude с иммунодефици-
том. При этом комплексы PPI·siРНК локализовались 
преимущественно в ткани опухоли, а концентрация 
нановектора с siРНК в печени и почках была мини-
мальной. Установлено, что наночастицы на основе 
PPI обладают умеренной цитотоксичностью, однако 
предполагается, что снижение выживаемости кле-
ток (примерно на 20%) можно объяснить подавлением 
экспрессии гена bcl-2, который играет важную роль 
в регуляции пролиферации клеток [96]. 

Природный полисахарид хитозан, используемый 
для доставки siРНК и состоящий из мономеров глю-
козамина и n-ацетилглюкозамина (рис. 9), получают 
из хитина путем деацетилирования [97, 98]. Хито-
зан легко расщепляется лизоцимами и хитиназами 
in vivo [97]. Этот полимер практически нетоксичен 
для млекопитающих [99]. Как правило, размер ком-
плексов хитозан·siРНК не превышает 200 нм, что яв-
ляется преимуществом при доставке in vivo [97, 98]. 
Несмотря на относительную безопасность и биосов-
местимость хитозана, на данный момент проведено 
лишь несколько испытаний in vivo, возможно, из-за 
ограниченной эффективности полимера при транс-
портировке siРНК. Принято считать, что первыми 
для доставки siРНК in vitro хитозан использовали 
H. Katas и H.O. Alpar [100]. Оказалось, что способ 
формирования комплексов хитозана с siРНК оказы-
вает большое влияние на эффективность подавления 
экспрессии генов на посттранскрипционном уров-
не. Показано также, что наночастицы хитозантри-
полифосфата, содержащие siРНК, обладают рядом 
преимуществ перед комплексами хитозана с siРНК: 
они имеют более высокую связывающую способность 
и коэффициент заполнения [100].

K.A. Howard и соавт. разработали систему достав-
ки siРНК на основе хитозана, применимую как in 
vitro, так и in vivo. В результате было достигнуто по-
давление эктопической экспрессии EGFP (eGFP – 
enhanced green fluorescent protein, усиленный зеле-
ный флуоресцентный белок) в клетках линии H1299 
(клетки немелкоклеточного рака легкого человека) 
и в перитонеальных макрофагах мыши (снижение 
уровня флуоресценции eGFP на 77.9 и 89.3% соот-

ветственно). Показано также, что хитозан может 
применяться для доставки анти-eGFP-siРНК в эпи-
телиальные клетки бронхиол EGFP-трансгенных 
мышей путем интраназального введения. Снижение 
экспрессии EGFP составило 37 и 43% по сравнению 
с мисматч- и отрицательным контролем соответ-
ственно. Эти данные подтверждают принципиаль-
ную возможность использования хитозана в качестве 
транспортного агента siРНК при поражениях слизи-
стых оболочек [101].

e.J. nielsen и соавт. [102] разработали систему до-
ставки анти-eGFP-siРНК в легочный эпителий с ис-
пользованием наночастиц хитозана в виде аэрозо-
ля. Трансфекция таких комплексов в клетки линии 
H1299 приводила к снижению уровня флуоресцен-
ции eGFP на 62%. После внутритрахеального вве-
дения аэрозоля наночастиц EGFP-трансгенным мы-
шам наблюдалось снижение флуоресценции eGFP 
на 68% по сравнению с мисматч-контролем. При этом 
комплексы хитозан·siРНК локализовались в клет-
ках и альвеол, и бронхиол, а также равномерно рас-
пределялись по всему объему легких. K.A. Howard 
и соавт. [103] показали, что внутрибрюшинное введе-
ние комплексов анти-tnFα-siРНК·хитозан мышам 
с коллаген-индуцированным артритом приводит 
к снижению на 44% экспрессии целевого гена в пери-
тонеальных макрофагах и торможению локальных 
и общих воспалительных реакций. Таким образом, 
наночастицы на основе хитозана могут быть исполь-
зованы в качестве транспортеров терапевтических 
средств при системных заболеваниях.

ПЭГилирование хитозана повышает стабильность 
комплексов с siРНК, а также увеличивает время по-
лужизни наночастиц в сыворотке крови [104]. В рабо-
те D.W. Lee и соавт. наночастицы хитозана заданного 
размера получали методом коацервации в присут-
ствии полигулороната. Диаметр комплексов варьи-
ровал от 110 до 430 нм в зависимости от соотношения 
хитозана и siРНК. Такие наночастицы показали вы-
сокую эффективность при доставке siРНК в клетки 
линий HeK293 (фибробласты почки эмбриона че-

Рис. 9. Хитозан
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ловека) и HeLa (клетки рака шейки матки), а также 
низкую цитотоксичность [105]. 

A.M. Ji и соавт. описали комплексы хитозан·siРНК 
как нерегулярные, положительно заряженные ла-
меллярные и разветвленные структуры с гидродина-
мическим радиусом около 148 нм. Такие наночасти-
цы использовали для доставки siРНК, направленной 
против мРНК гена, кодирующего белок FHL2 (four 
and a half LIM-domain protein), в клетки линии Lovo 
(клетки рака толстого кишечника). Повышенная 
экспрессия этого онкогена отмечена в различных 
типах раковых клеток (рак эпителия яичников, ге-
патобластома, аденокарцинома толстого кишечни-
ка, некоторые виды рака молочной железы и линия 
клеток HeLa). Наблюдалось снижение экспрессии 
гена FHL2 на 70%, что сопоставимо с результатами, 
полученными после трансфекции siРНК с помощью 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, США) [106].

Хитозан использовали также в качестве «оболоч-
ки» для повышения эффективности других систем 
доставки. Покрытые хитозаном частицы полиизогек-
силцианоакрилата применили для транспортиров-
ки анти-rhoA-siРНК в клетки ксенотрансплантатов 
рака молочной железы у мышей nude. Гиперэкспрес-
сия гена RhoA (ras homolog gene family, member A) 
ассоциирована с плохим прогнозом у онкологических 
больных, так как обуславливает ускорение проли-
ферации опухолевых клеток и ангиогенеза, а также 
инвазивный тип роста опухоли. Анти-rhoA-siРНК 
вводили мышам nude каждые 3 дня в дозах 150 
или 1500 мкг/кг массы тела. В результате при вве-
дении этой siРНК в дозе 150 мкг/кг рост опухоли 
тормозился более чем на 90%. Введение 1500 мкг/кг 

приводило к частичному некрозу опухоли за счет по-
давления ангиогенеза. При этом комплексы не оказы-
вали токсического действия [107]. 

Циклодекстрины также применяют для доставки 
siРНК. Они представляют собой циклические (α-1,4)-
связанные олигосахариды β-D-глюкопиранозы. Мо-
лекулы циклодекстрина имеют тороидную форму. 
Они состоят из гидрофобной центральной полости 
и гидрофильной наружной поверхности (рис. 10) 
[108, 109]. Циклодекстрины защищают siРНК от де-
градации нуклеазами сыворотки крови и снижа-
ют иммуногенность siРНК in vivo, даже при нали-
чии иммуностимулирующих последовательностей 
в составе siРНК [109]. Несмотря на то что природ-
ные siРНК не обладают иммуногенностью, достав-
ка двухцепочечных siРНК и одноцепочечных РНК 
с помощью липосом может активировать иммунную 
систему млекопитающих. При этом происходит ак-
тивация toll-подобных рецепторов (tLr7, tLr8 
и tLr9) в периферических мононуклеарах, моноци-
тах, плазмоцитоидных дендритных клетках и cD34+-
клетках-предшественниках. Возможными причина-
ми отсутствия иммунного ответа при использовании 
циклодекстринов в качестве транспортеров siРНК 
считаются антиоксидантная активность данной си-
стемы доставки (показано, что ингибиторы окисления 
эндосом способны блокировать развитие иммунного 
ответа) и отсутствие поглощения наночастиц имму-
нокомпетентными клетками [109].

S. Hu-Lieskovan и соавт. [110] показали, что ис-
пользование комплексных частиц, образованных 
циклодекстрином, анти-eWS-FLI1-siРНК и транс-
феррином, который является лигандом для адресной 

Рис. 10. Химическая структура циклодекстринов. Выделяют три типа циклодекстринов: α-циклодекстрин (α-CD), 
β-циклодекстрин (β-CD) и γ-циклодекстрин (γ-CD). α-, β- и γ-циклодекстрины состоят из шести, семи и восьми 
глюкопиранозных звеньев соответственно 

α-CD  β-CD   γ-CD
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доставки, значительно снижает экспрессию целевого 
онкогена в клетках саркомы Юинга, экспрессирую-
щих рецептор трансферрина.

В настоящее время на больных с солидными опу-
холями проходит первая фаза клинических испыта-
ний siРНК, направленной против мРНК гена RRM2 
(ribonucleoside-diphosphate reductase subunit M2) 
[111]. RRM2 кодирует малую субъединицу фермен-
та рибонуклеотидредуктазы, который катализирует 
превращение рибонуклеотидов в дезоксирибонукле-
отиды. Показано, что ингибиторы рибонуклеотид-
редуктазы обладают химиотерапевтическим про-
тивоопухолевым эффектом. Это связывают с тем, 
что репаративные возможности клетки зависят 
от концентрации дезоксирибонуклеотидов [112]. 
В качестве системы доставки анти-rrM2-siРНК ис-
пользуют наночастицы на основе циклодекстринов. 
В биопсийном материале больных меланомой, по-
лучавших анти-rrM2-siРНК, опухолевые клетки 
содержали большое количество наночастиц. Наблю-
далось существенное снижение уровня экспрессии 
мРНК и белка rrM2 по сравнению с показателями 
до начала терапии [111]. 

Липидные системы доставки
Липосомы представляют собой высокоорганизован-
ные липидные агрегаты (рис. 11). Они образованы од-
ним или несколькими концентрическими замкнуты-

ми бислoями фосфолипидов, имеющих гидрофобные 
головки и гидрофильные хвосты, ограничивающими 
внутреннюю водную фазу. Липосомы успешно при-
меняют для доставки водорастворимых веществ, по-
мещенных в их гидрофильное ядро [113, 114]. 

Широкое применение липосом для доставки siРНК 
связано с их оптимальным размером (около 100 нм), 
хорошей биосовместимостью, а также простотой полу-
чения и использования [115]. Например, нейтральный 
липид 1,2-олеоил-sn-глицеро-3-фосфохолин (DOPc) 
может инкапсулировать до 65% siРНК в результа-
те смешивания растворов двух компонентов. Также 
липосомы получают из диолеоилфосфатидилэтано-
ламина (DOPe) (рис. 12), 1,2-дистеароил-sn-глицеро-
3-фосфохолина (DSPc) (рис. 12), фосфатидилхолина 
(Pc) и других нейтральных липидов [116].

Липосомы стали первыми наночастицами, одо-
бренными для клинического применения. Эти нано-
частицы представляли собой ПЭГилированные ли-
посомные комплексы доксорубицина (doxorubicin). 
После введения больным саркомой Капоши доксору-
бицина в составе липосом 1 раз в 3 недели у 19 из 53 
человек зафиксирован частичный ответ, а у одного – 
полный ответ. При этом отмечено увеличение време-
ни циркуляции доксорубицина в кровотоке, а также 
снижение его кардиотоксичности [117, 118].

Недавно доксорубицин в составе липосом прошел 
клинические испытания (фаза II) в сочетании с до-

Липосома

Стабильная частица нуклеиновая 
кислота–липид

Химически модифициро-
ванная или простая siРНК

 А   б

Катионный 
липид
Нейтральный 
липид

ПЭГ-липид

siРНК

Рис. 11. Комплексы для доставки siРНК на основе липидов. A – Схема строения липосомы (Encyclopædia Britan-
nica, Inc.). б – Схема строения стабильной частицы нуклеиновая кислота–липид (stable nucleic acid lipid particle – 
SNALP) [117]
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цетакселом (docetaxel) и трастузумабом (trastuzum-
ab). В этом исследовании принял участие 31 больной 
с метастазирующим HER2-положительным раком 
молочной железы. При использовании этих препара-
тов кардиотоксичность и общие побочные эффекты 
были минимальными. Отмечено также улучшение 
прогноза у больных метастазирующим раком молоч-
ной железы [119].

c.n. Landen и соавт. [120] сообщили о снижении 
экспрессии EphA2 (ген рецептора тирозинкина-
зы, ассоциированный с плохим прогнозом при раке 
яичников) у мышей nude при использовании DOPc-
липосом в качестве системы доставки. DOPc-
липосомы применяли и для подавления экспрессии 
гена рецептора PAr-1 (Protease-activated receptor) 
с целью прекращения роста и метастазирования ме-
ланомы в результате снижения ангиогенеза. DOPe-
липосомы были использованы для доставки siРНК, 
направленной против Ubc13 [116, 120].

S.H. Kang и соавт. разработали липосомы, содер-
жащие siРНК, направленную против мРНК Mcl1, 
и ингибитор протеинкиназы MeK – PD0325901. Сиг-
нальный путь raf/MeK/erK, в котором участвует 
киназа МЕК, играет важную роль в регуляции про-
лиферации клеток; нарушения этого пути выявле-
ны при нескольких типах рака. Продукт гена Mcl1 
(myeloid cell leukemia sequence 1) относится к се-
мейству белков Bcl-2, регулирующих апоптоз. Вве-
дение в опухолевые клетки анти-Mcl1-siРНК повы-
шает их чувствительность к химиотерапевтическим 
средствам, индуцирующим апоптоз. Противоопухо-
левую активность наночастиц изучали in vitro и in 
vivo. Комплексы катионных липосом на основе n',n''-
диолеилглутамида с ингибитором PD0325901 и анти-
Mcl1-siРНК добавляли к клеткам линии KB (клетки 
эпидермальной карциномы носоглотки человека). Со-
гласно данным вестерн-блотинга количество белков 
Mcl1 и perK1/2 существенно снизилось по сравне-
нию с контролем, как и выживаемость опухолевых 
клеток. Эти наночастицы вводили также мышам 
BALB/c с ксенотрансплантатами из клеток линии КВ 
каждые 2 дня в дозе 0.7 мг/кг анти-Mcl1-siРНК и 0.72 
мг/кг ингибитора PD0325901. Показано существенное 
уменьшение размера опухоли (на 79% по сравнению 
с контрольной группой); данные вестерн-блотинга 
были сопоставимы с результатами, полученными 
в опытах in vitro [121].

Комплексы катионных липидов (рис. 12) и ну-
клеиновых кислот называют липоплексами. Основ-
ное преимущество катионных липидов – пассив-
ное взаимодействие с отрицательно заряженными 
siРНК и плазматической мембраной клетки, что зна-
чительно облегчает процесс интернализации. Тем 
не менее катионные липосомы более токсичны, чем 

нейтральные, они характеризуются меньшим вре-
менем полужизни в сыворотке крови (отчасти из-
за поглощения ретикулоэндотелиальной системой) 
и повышенной иммуногенностью (из-за поглощения 
макрофагами) [116]. 

Липоплексы на основе диметилгидроксиэтилами-
нопропанкарбамоилхолестерина (DMHAPc-chol) 
и диолеоилфосфатидилэтаноламина успешно ис-
пользовали для доставки siРНК, направленной про-
тив мРНК фактора роста сосудистого эндотелия 
(VeGF), в клетки линий A431 (эпидермоидный рак 
человека) и MDA-MB231 (рак молочной железы че-
ловека). Введение комплексов DMHAPc-chol·DOPe, 
содержащих анти-VeGF-siРНК, приводило к сниже-
нию экспрессии целевого гена более чем на 90%. Та-
кие наночастицы обладали большей эффективностью 
трансфекции, чем при использовании Lipofectamine 
2000 (Invitrogen). При трансфекции плазмиды, со-
держащей GFP, и анти-GFP-siРНК оказалось, 
что липоплексы на основе DMHAPc-chol·DOPe бо-
лее эффективны для транспортировки siРНК, чем 
плазмид [122].

Катионные липиды

Нейтральные липиды

Ионизируемые катионные липиды

DOTMA

DOGS

DOSPA

DOPE

DSPC

DLin-DMA

DLin-KC2-DMA

DLin-MC3-DMA

Рис. 12. Катионные, нейтральные и ионизируемые 
катионные липиды, используемые для доставки 
siРНК [117]
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K. un и соавт. предложили использовать липоплек-
сы, ассоциированные с маннозой и чувствительные 
к ультразвуковому воздействию [123–125], для се-
лективной доставки малых интерферирующих РНК 
в клетки печени. Подобный метод доставки siРНК 
сочетает в себе преимущества липофекции и соно-
порации: значительное количество переносимых ну-
клеиновых кислот может проникать непосредственно 
в цитоплазму благодаря образованию пор в клеточ-
ной мембране под действием ультразвука. В данной 
работе были использованы siРНК, направленные 
против мРНК гена белка внутриклеточной адгезии 
ICAM-1, экспрессия которого повышена в эндотели-
альных клетках печени на ранних стадиях развития 
гепатита. Экспрессия ICAM-1 существенно сниже-
на как in vitro на эндотелиальных клетках печени, 
так и in vivo на мышиных моделях воспаления пе-
чени, индуцированного липополисахаридами, диме-
тилнитрозамином, четыреххлористым углеродом, 
ишемией-реперфузией. Кроме того, in vivo отмечали 
противовоспалительный эффект, индуцированный 
этой siРНК. Предложенный способ доставки siРНК 
считается перспективным для терапии заболеваний 
печени [126].

Стабильные частицы нуклеиновая кислота-
липид (stable nucleic acid lipid particles – SnALP) 
сравнительно недавно были разработаны tekmira 
Pharmaceuticals corporation. SnALP представля-
ют собой полимерные наночастицы размером около 
100 нм, состоящие из ионизируемых катионных ли-
пидов, таких, как DLin-DMA (1,2-дилинолеилокси-
3-диметиламинопропан), DLin-КС2-DMA (2,2-дили-
нолеил-4-(2-диметиламиноэтил)-[1,3]-диоксалан) 
и холестерин, липидов с высокой температурой 
фазового перехода (1,2-дистеароил-sn-глицеро-3-
фосфохолин – DSPc) и ПЕГилированных липидов. 
Сложноорганизованные SnALP характеризуются 
пролонгированным временем циркуляции в кро-
вотоке и большими возможностями модификации, 
что позволяет решать различные задачи при достав-
ке siРНК [116, 127]. 

D.V. Morrissey и соавт. [61] показали возможность 
применения SnALP для эффективной системной до-
ставки siРНК на мышиной модели вирусного гепати-
та В (HBV). Внутривенное введение SnALP, содер-
жащих анти-HBV-siРНК (3 мг/кг) в течение 3 дней 
подряд приводило к торможению репликации виру-
са. Этот эффект сохранялся в течение 7 дней после 
инъекций комплексов SnALP·анти-HBV-siРНК.

t.S. Zimmermann и соавт. успешно использовали 
SnAPL в качестве системы доставки siРНК, направ-
ленной против мРНК гена аполипопротеина В (ApoВ), 
у яванских макаков. Спустя 48 ч после однократного 
внутривенного введения 2.5 мг/кг анти-ApoB-siРНК, 

заключенных в SnALP, уровень мРНК ApoB в пече-
ни снижается на 80–90% одновременно с уменьше-
нием концентрации холестерина в сыворотке крови 
на 65%. Такой подход дает быстрый и длительный 
эффект (до 11 дней после инъекции комплексов 
SnALP·siРНК) [128]. 

SnAPL успешно использовали для доставки 
siРНК, направленной против мРНК киназы PLK1. 
Сверхэкспрессия гена PLK1 играет важную роль 
в нарушении регуляции пролиферации опухолевых 
клеток различного гистологического происхождения. 
Внутривенное введение комплексов SnALP·анти-
PLK1-siРНК приводило к подавлению роста ортото-
пических опухолей печени (клетки Нер3В) у мышей. 
Показано также, что SnALP не обладают иммуноген-
ностью [122].

Пептидные системы доставки
Пептиды также могут служить в качестве эффектив-
ных систем доставки интерферирующих РНК [129]. 
Особый класс катионных пептидов, называемых 
пептиды, проникающие в клетку (cell-penetrating 
peptides, cPP), известен в качестве транспортеров 
различных макромолекул, в том числе интерфери-
рующих РНК, через плазматическую мембрану [130, 
131]. Первыми обнаруженными cPP были белки tAt 
ВИЧ-1, InF-1 и InF-7 вируса гриппа [116]. Несмотря 
на небольшой размер (5–40 аминокислотных остат-
ков), СРР могут переносить вещества, молекулярная 
масса которых более чем в 100 раз превышает их соб-
ственную [132]. Наиболее изученными СРР являются 
основный белок ТАТ ВИЧ-1 и полиаргинин, посколь-
ку в образовании комплекса с siРНК принимают уча-
стие основные аминокислоты – аргинин и лизин [133]. 
Аргинин содержит гуанидиновую группу на конце 
бокового радикала, которая связывается с клеточной 
поверхностью посредством ионных взаимодействий 
[134]. cPP имеют низкий уровень цитотоксичности 
в концентрациях, используемых для доставки макро-
молекул [118, 135].

В настоящее время для использования cPP в каче-
стве транспортера интерферирующих РНК в клетки-
мишени применяют два подхода [131]. Первый осно-
ван на образовании ковалентной связи СРР с siРНК 
[136]. Ковалентная связь между siРНК и cPP уста-
навливается через дисульфидную или, реже, тио-
эфирную связь, которая разрушается в цитоплазме 
клетки [137]. Необходимо отметить, что использова-
ние этой стратегии может приводить к снижению 
эффективности действия siРНК из-за неполной дис-
социации комплекса cPP·siРНК [131]. 

Успешное применение СРР пенетратина и транс-
портана, ковалентно связанных с siРНК, направлен-
ной против мРНК GFP, in vitro описано A. Muratovska 
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и соавт. Трансфекция конъюгатов cPP·siРНК в клет-
ки линии СНО (клетки яичника китайского хомяка), 
экспрессирующие GFP, приводила к снижению уров-
ня флуоресценции GFP на 53 и 63% соответственно. 
При использовании Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 
флуоресценция снижалась лишь на 36% [138]. Недав-
но наночастицы cPP, содержащие пенетратин и tAt, 
прошли испытания in vivo. siРНК, направленная про-
тив мРНК p38 MAP-киназы (этот белок участвует 
в развитии различных воспалительных реакций), 
была ковалентно соединена с одним из следующих 
носителей: ТАТ, пенетратином или холестерином. 
После инкубации комплексов с фибробластами мыши 
уровень экспрессии p38 MAP-киназы снижался 
на 20–36%. Однако после внутритрахеального введе-
ния этих комплексов мышам не было выявлено суще-
ственных изменений экспрессии p38 MAP-киназы. 
Кроме того, комплексы пенетратин•siРНК вызывали 
повышение уровня иммунных маркеров tnFα и IL12. 
Таким образом, можно предположить, что cPP могут 
активировать иммунный ответ [118, 139]. 

Другой подход основан на формировании ком-
плексов cPP с siРНК путем электростатических 
взаимодействий, при которых положительно за-
ряженные СРР связываются с отрицательно заря-
женными siРНК [140, 141]. В результате образуется 
очень стабильный комплекс, в котором siРНК надеж-
но защищена от деградации нуклеазами сыворотки 
крови [131]. Однако при таком подходе существует 
риск нейтрализации положительного заряда СРР 
при электростатических взаимодействиях с siРНК 
и, как следствие, невозможным становится связы-
вание СРР с плазматической мембраной и последу-
ющее поглощение комплекса cPP·siРНК [142, 143]. 
Примером использования «нековалентного» метода 
образования наночастиц cPP·siРНК может служить 
работа J. Hoyer и соавт. [144]. Они синтезировали раз-
ветвленные производные укороченной формы каль-
цитонина человека и оценили их эффективность 
в качестве средства доставки siРНК, направленной 
против мРНК гена рецептора nPY Y1

 человека. Дан-
ный рецептор относят к семейству рецепторов, со-
пряженных с G-белками, экспрессия которых повы-
шается при различных системных заболеваниях. Так, 
например, снижение уровня экспрессии гена рецеп-
тора nPY Y

1
 рассматривается как одно из потенци-

альных направлений терапии остеопороза. Показано, 
что СРР эффективно переносят siРНК в клетки ли-
нии НЕК293, не проявляя при этом признаков цито-
токсичности. Снижение уровня экспрессии целевого 
гена было сопоставимым с результатами, полученны-
ми при липофекции. 

L. Johnson и соавт. описали пептид POD (peptide 
for ocular delivery) – cPP, предназначенный для до-

ставки макромолекул в ткани глаза. POD успешно 
применили для транспортировки анти-GFP-siРНК 
в культивируемые эмбриональные клетки сетчат-
ки человека, в которых эктопически экспрессиру-
ется GFP. Экспрессия трансгенного GFP снижалась 
при этом более чем на 50%. Показано также, что POD 
может эффективно доставлять квантовые точки 
в ткани глаза in vitro и in vivo [145]. 

Неорганические наночастицы, применяемые 
для доставки siРНК
Неорганические наноматериалы – углеродные на-
нотрубки, квантовые точки, наночастицы золота 
и др. – представляют собой альтернативные средства 
доставки интерферирующих РНК [146–149]. Такие 
наночастицы отличаются от органических структу-
рой, размерами, физическими и химическими свой-
ствами, также они легко поддаются функционали-
зации. Эти материалы воспроизводят структурные 
свойства высокомолекулярных полимеров, обладая 
при этом малой молекулярной массой [150]. 

Углеродные нанотрубки (УНТ) представляют со-
бой линейные протяженные цилиндрические слои 
графена. Однослойные углеродные нанотрубки состо-
ят из одного слоя графена, а многослойные – из не-
скольких концентрических однослойных нанотрубок. 
Диаметр однослойной нанотрубки не превышает 0.4 
нм, тогда как у многослойной он может составлять 
около 100 нм. Длина этих структур, как правило, ва-
рьирует от сотен нанометров до нескольких десятков 
микрометров. Уникальной особенностью углеродных 
нанотрубок является графеновый слой, который мо-
жет быть легко модифицирован различными био-
молекулами. Формирование комплексов УНТ siРНК 
возможно путем образования ковалентной или неко-
валентной связи. Углеродные нанотрубки нетоксичны 
для клеток млекопитающих, так как могут проходить 
через клеточную мембрану эндоцитоз-независимым 
способом, не нарушая при этом ее целостности [146, 
151].

I.B. neagoe и соавт. сравнили эффективность од-
нослойных УНТ и коммерческого трансфекционного 
агента siPOrt neoFX фирмы Ambion для достав-
ки siРНК, направленных против мРНК генов TNFα 
и VEGF, in vitro. Уровень экспрессии (в процен-
тах от исходного) составил 53.7% для VEGF и 56.7% 
для TNFα при использовании siPOrt neoFX, и 47.7 
и 46.5% при использовании однослойных УНТ соот-
ветственно [152].

X. Wang и соавт. показали, что УНТ, модифициро-
ванные аммонием, могут связывать siРНК, направ-
ленную против мРНК циклина А2, путем электро-
статических взаимодействий. Введение комплексов 
УНТ·антициклин А2-siРНК в клетки линии K526 
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(эритролейкоз человека) приводило к торможению 
роста и гибели клеток [153]. 

Квантовые точки (КТ) представляют собой колло-
идные наночастицы полупроводников [147]. Как пра-
вило, КТ используют в качестве флуоресцентных 
зондов из-за отличительных физико-химических 
свойств, которые позволяют им преодолевать ограни-
чения флуоресцентных белков и органических кра-
сителей. Эти наночастицы имеют широкую полосу 
возбуждения, что позволяет возбуждать нанокри-
сталлы разных цветов одним источником излучения, 
и узкие симметричные пики флуоресценции. Так-
же КТ обладают высокой фотостабильностью [154]. 
Они могут использоваться в качестве эффективных 
средств доставки терапевтических олигонуклеоти-
дов. Например, КТ успешно применили для одновре-
менной визуализации и доставки малых интерфери-
рующих РНК с целью избирательного подавления 
экспрессии гена рецептора эпидермального фактора 
роста III в клетках линии u87 (клетки глиобластомы 
человека) [155]. 

Основное ограничение для возможного клиниче-
ского использования КТ в качестве флуоресцентных 
зондов и средств доставки – их высокая цитотоксич-
ность, поскольку большинство КТ содержат высоко-
токсичные кадмий (cd), селен (Se) или теллур (te) 
[156]. Из-за этого применение КТ в настоящее время 
ограничено, в основном, исследованиями in vitro. 

Для решения проблемы токсичности W.B. tan и со-
авт. поместили КТ в наночастицы на основе хитозана 
и использовали такие конъюгаты в качестве носи-
телей siРНК, направленной против мРНК гена ре-
цептора эпидермального фактора роста HER2/neu 
человека. Процесс доставки siРНК в клетки контро-
лировали методами цитофлуориметрии. При этом 
было достигнуто значительное подавление экспрес-
сии гена HER2/neu человека [157].

M.V. Yezhelyev и соавт. разработали КТ с полимер-
ным покрытием, поглощающим протоны (протонной 
губкой) [158]. Сбалансированный состав положитель-
но и отрицательно заряженных функциональных 
групп, таких, как карбоновые кислоты и третичные 
амины, на поверхности КТ позволяет использовать 
подобные наночастицы для эффективной и безопас-
ной доставки siРНК. КТ, покрытые слоем протонной 
губки, в 10—20 раз увеличивали эффективность по-
давления экспрессии гена циклофилина В, а их ци-
тотоксичность на линии клеток MDA-MB231 (рак 
молочной железы) снизилась в 5–6 раз по сравнению 
с Lipofectamine 2000 (Invitrogen), transIttKO (Mi-
rus Bio corp.) и JetPeI (Qbiogene). Кроме того, ком-
плексы КТ·siРНК обладают равной эффективностью 
трансфекции как без, так и в присутствии сыворот-
ки в культуральной среде, в то время как другие 

трансфекционные агенты нуждаются в отсутствии 
сыворотки для достижения наилучших результатов. 
Поглощение таких наночастиц клетками можно на-
блюдать в реальном времени за счет флуоресцентно-
го сигнала КТ. Установить локализацию комплексов 
в различных компартментах клетки можно с помо-
щью электронной микроскопии, детектируя наличие 
полупроводников [158].

Недавно был получен новый вид квантовых точек 
(I-III-VI2

): AgInS
2
, cuInS

2
 и ZnS·AgInS

2
. P. Subrama-

niam и соавт. синтезировали библиотеку квантовых 
точек типа Zn

x
S·Ag

y
In

1-y
S

2
 (ZAIS) с изменяемыми 

физическими свойствами (фотолюминесценцией). 
Показано, что ZAIS обладают гораздо меньшей ци-
тотоксичностью по сравнению со своими аналогами, 
а также могут использоваться в качестве многофунк-
циональных наночастиц для одновременной визуа-
лизации и доставки siРНК в клетки глиобластомы 
линии u87 [159]. 

Наночастицы золота имеют уникальные химиче-
ские и физические свойства, необходимые для транс-
портировки олигонуклеотидов. Они практически 
инертны и нетоксичны, а их размер колеблется от 1 
до 150 нм [148]. 

S.t. Kim и соавт. оценили эффективность подавле-
ния экспрессии гена β-галактозидазы (β-gal) на ли-
нии эндотелиальных клеток SVr-bag4 с помощью 
РНК-интерференции. В качестве системы доставки 
использовали синтезированные ими наночастицы, 
которые состояли из золотого ядра (2 нм в диаметре) 
и полимерных дендронов с концевыми триэтиленте-
траминами. Дендроны, несущие положительный за-
ряд, связывались с отрицательно заряженной siРНК 
посредством электростатических взаимодействий. 
Была выявлена зависимость величины снижения 
экспрессии β-gal от соотношения НЧ : siРНК; макси-
мальное снижение уровня экспрессии β-gal составило 
48% при соотношении НЧ : siРНК = 2. Эффективность 
трансфекции наночастицами золота была сравнима 
с эффективностью Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 
[160].

 
Альтернативная классификация нановекторов
Доза и биологическая активность вещества, пере-
носимого НЧ, зависит от нескольких факторов: 
кинетики связывания с клеточной поверхностью 
и интернализации, внутриклеточного процессинга 
и окончательной локализации НЧ, а также стадии 
клеточного цикла. Кинетика связывания с клеточной 
поверхностью и интернализация зависят от разме-
ра, формы, заряда и биологической активности НЧ. 
Наночастицы при делении клеток распределяют-
ся случайным и неравномерным образом, следова-
тельно, концентрация наночастиц в каждой дочер-
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ней клетке может быть различной. Метаболический 
путь НЧ и ее окончательное местоположение внутри 
клетки обусловливают величину дозы доставляемо-
го вещества и его биологическую активность [161, 
162].

Среди огромного разнообразия систем доставки, 
имеющих различный состав, геометрию и модифи-
кации поверхности, на основе их функций и возмож-
ностей можно выделить три основные категории.

Первое поколение нановекторов представлено 
наиболее простыми наночастицами, которые достав-
ляются к сайтам-мишеням пассивно. В опухолевые 
клетки такие векторы попадают с помощью усилен-
ного эффекта проникновения и удержания (ePr) – 
переноса веществ из кровеносных сосудов в ткань 
опухоли и их накопления [163].

Более сложные, чем их предшественники, нано-
векторы второго поколения представляют собой про-
грессивное развитие первого. Эти системы доставки 
отличает наличие дополнительных функций: связы-
вание с сайтом-мишенью в результате специфиче-
ского взаимодействия лигандов и рецепторов, уни-
кальных или сверхэкспрессированных в опухолевой 
ткани; совместная доставка нескольких терапевтиче-
ских агентов и контролируемое высвобождение пере-
носимых веществ [163].

Третье поколение нановекторов представлено 
многокомпонентными системами. Поскольку ни один 
агент не может самостоятельно преодолеть множе-
ство барьеров на пути к мРНК-мишени, эти систе-
мы состоят из наночастиц с различными свойства-
ми, помещенных в один нановектор. Такие носители, 
или Logic embedded Vectors (логические вложенные 
векторы) [164], представляют собой терапевтические 
многокомпонентные конструкции, в которых функ-
ции биологического распознавания и прохождения 
через биологические барьеры выполняют различные 
составляющие нановектора, что позволяет добиться 
более эффективной и избирательной доставки. В ка-
честве примера такой терапевтической стратегии 
можно представить вектор, который проходит через 
кровеносную систему благодаря своей геометрии, 
связывается со стенкой капилляра в пораженной 
области вследствие специфических поверхностных 
взаимодействий и высвобождает различные нано-
частицы, которые синергично проникают из сосудов 
в ткань, достигают клеток-мишеней и доставляют те-
рапевтические агенты в оптимальных концентрациях 
с минимальными побочными эффектами [163].

Представителем третьего поколения наночастиц 
являются биологически активные молекулярные 
сети под названием «nanoshuttles» (наночелноки), 
состоящие из бактериофагов, соединенных с наноча-

стицами золота. nanoshuttles сочетают способность 
к гипертермической реакции наночастиц золота 
под воздействием ближнего инфракрасного или ра-
диочастотного излучения с возможностями направ-
ленной доставки веществ [165]. 

Другой пример третьего поколения наносистем 
доставки – наночастицы, известные как «nanocells». 
nanocells были разработаны с целью применения 
в области комбинированной химиотерапии. Внеш-
няя оболочка этих нановекторов представляет собой 
липидные наночастицы, а внутреннее ядро состоит 
из полимерных наночастиц [166].

Наночастицы кремния и силикона также отно-
сятся к третьему поколению нановекторов. Наноча-
стицы на основе среднепористого кремния успешно 
применили для совместной доставки доксорубицина 
и siРНК, направленной против мРНК гена bcl-2. Док-
сорубицин находился внутри пор кремния, а анти-
bcl-2-siРНК была связана с дендримерной оболочкой. 
Целью разработки этого нановектора была одновре-
менная доставка противоопухолевого препарата (для 
индукции апоптоза опухолевых клеток) и молекул 
анти-bcl-2-siРНК (для супрессии ионных насосов, 
которые опосредуют возникновение множественной 
лекарственной устойчивости). В результате наблю-
далось значительное повышение цитотоксичности 
доксорубицина вследствие уменьшения Ic50

 (концен-
трации полумаксимального ингибирования) в 64 раза 
[167].

ЗАкЛЮЧЕнИЕ
Технология интерферирующих РНК открывает боль-
шие перспективы для лечения различных заболева-
ний человека путем направленного снижения уровня 
экспрессии генов. Некоторые терапевтические сред-
ства, основанные на принципе РНК-интерференции, 
уже проходят клинические испытания. Дальней-
шее развитие этого направления терапии зависит 
от разработки безопасных и эффективных носите-
лей для системной доставки siРНК. В целом эффек-
тивность трансфекции невирусных транспортных 
агентов по-прежнему ниже, чем вирусных векторов. 
Необходимы дальнейшие усовершенствования, на-
правленные на повышение эффективности и сниже-
ние токсичности невирусных систем доставки.

В данном обзоре мы постарались ознакомить чи-
тателя с существующими на сегодняшний день не-
вирусными методами доставки интерферирующих 
РНК, а также с проблемами, стоящими на пути вне-
дрения этих технологий в медицину. Для более под-
робного изучения каждой из представленных систем 
мы предлагаем обратиться к работам [74–76, 88, 97, 
98, 108, 113, 134, 149]. 
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