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ВВЕДЕНИЕ

Доставка плазмидной ДНК (пДНК) с целью 
лечения сердечно-сосудистых заболеваний [1],  
рака [2], а также проведения ДНК-вакцинации 
[3, 4] возможна с использованием вирусных и не- 
вирусных транспортных систем. Вирусные сис- 
темы доставки пДНК могут быть онкогенны, им- 
муногенны, а также стимулируют воспалитель- 
ные реакции [5]. 

Для решения проблемы эффективной доставки 
пДНК в эукариотические клетки разрабатываются 
различные невирусные транспортные системы 
доставки пДНК, способные преодолевать вне- 
клеточные и внутриклеточные биологические 

барьеры [6]. Катионные и ионизируемые липиды 
эффективно связывают пДНК и способствуют ее 
компактизации [7], липиды-хелперы обеспечивают 
высвобождение пДНК из эндосом [8, 9], вместе 
формируя катионные липосомы. Для обеспечения 
селективности катионных липосом в их состав 
вводят адресные лиганды с остатками фолиевой 
кислоты (ФК) [10], а для увеличения времени 
циркуляции в кровотоке – полиэтиленгликоль 
(ПЭГ) – липиды, которые создают стерический 
барьер и предотвращают адсорбцию белков 
плазмы крови (опсонинов) на их поверхности [11].

После проникновения через плазматическую 
мембрану и высвобождения в цитоплазму пДНК  
необходимо преодолеть следующий барьер – по- 
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пасть в ядро клетки через двойную ядерную мем- 
брану, содержащую ядерные поровые комп- 
лексы (ЯПК) [12, 13]. ЯПК формируются в основ- 
ном белками нуклеопоринами и представляют 
собой сложные супрамолекулярные образования 
с внешним диаметром ~80–120 нм, внутренним 
диаметром ~40 нм и внутренним каналом ~30 нм  
[14]. Низкомолекулярные соединения, такие как  
соли и молекулы некоторых лекарств, могут легко  
проходить через ядерные поровые комплексы. 
Макромолекулярный транспорт через ядерные 
поровые комплексы энергозависимый, одно- 
направленный и, как правило, очень быстрый. 
Крупные молекулы способны проникать через 
ЯПК только с помощью импортина-α – ядерного 
рецептора, узнающего специфические пептидные 
последовательности – сигналы ядерной локали- 
зации (NLS) [15]. В структуре переносимых белков  
могут содержатся классические однокомпонент- 
ные NLS (126PKKKRKV132) и двухкомпонент- 
ные последовательности NLS (155KRPAATKKA- 
GQAKKKK170), которые облегчает их транспорт 
в ядро [16].

Известно, что пептид NLS распознается ре- 
цепторами на поверхности клеточного ядра и 
участвует в транспорте НК внутрь ядра [17]. 
Ранее липидный конъюгат, содержащий пептид 
NLS (PKKKRKVEDPYC), вводили в состав ка- 

тионных липосом для изучения связывания с 
ядрами клеток JAWS II [18]. Известно также, что 
белок NMM, содержащий последовательность 
NLS (MRRAHHRRRRASHRRMRGG), способен 
эффективно конденсировать ДНК, формируя 
пептидоплексы, которые эффективно доставля- 
лись ниосомами в клетки HEK 293T и MCF-7 [19].

Ранее нами были разработаны катионные ли- 
посомы L на основе катионного липида 1,26-бис- 
(холест-5-ен-3β-илоксикарбониламино)-7,11,16,- 
20-тетраазагексакозантетрагидрохлорида (2X3, 
рис. 1) и липида-хелпера 1,2-диолеоил-sn-глицеро-
3-фосфатидилэтаноламина (DOPE), которые ус- 
пешно зарекомендовали себя как перспективные 
средства доставки олигодезоксирибонуклеотидов, 
пДНК, малых интерферирующих РНК, мРНК  
как in vitro, так in vivo [10, 20]. Также были описаны  
успешные примеры создания мультифункциональ- 
ных катионных липосом на основе системы 2X3-
DOPE путем введения в липосомальный состав 
2–4% мольн. фолатных (F12) и/или ПЭГ-липидов 
(P800, рис. 1) [20]. Данные липосомы были успешно 
применены для адресной доставки пДНК в клетки 
НЕК 293 и КВ-3-1 [10], иммуностимулирующей 
РНК при внутривенном введении мышам и отли- 
чались от 2Х3-DOPE увеличенным временем 
циркуляции в организме [20].

Рис. 1. Структуры катионного липида 2X3, липида-хелпера DOPE, ПЭГ-липида P800, фолатного липида F12 и 
последовательность пептида NLS.
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Цель данной работы – оценка влияния пеп- 
тида NLS (CKRPAATKKAGQAKKKK) на эффек- 
тивность доставки пДНК обычными и мульти- 
функциональными катионными липосомами в 
эукариотические клетки.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние пептида NLS на физико-химические 
свойства и эффективность доставки пДНК 
обычными катионными липосомами. Ранее 
нами было показано, что при соотношении N/P (от- 
ношение количества аминогрупп катионного ли- 
пида 2X3 к количеству фосфатных групп НК), рав- 
ном 2/1, наблюдалось практически полное связы- 
вание пДНК с липосомами L [21]. Данное соотно- 
шение было выбрано для изучения влияния пепти- 
да NLS на эффективность связывания пДНК в 
присутствии липосом L.

Используемый нами пептид NLS (рис. 1) богат  
L-лизином и L-аргинином и способен конденси- 
ровать пДНК за счет электростатических взаимо- 
действий. Результаты нативного гель-электро- 
фореза в агарозном геле для пДНК и ее комплекса 
с NLS при соотношении пДНК/NLS 1 : 1 (заря- 
довое соотношение) показали их неполное взаимо- 
действие – пДНК стала удерживаться в геле  
(рис. 2а). При взаимодействии пДНК с липосо- 
мами L при соотношении N/P, равном 2/1, эффек- 
тивность связывания увеличивалась, а при исполь- 
зовании NLS и липосом L (рис. 2а) происходило 
полное связывание и наблюдалась компакти- 
зация пДНК. 

Предварительная обработка пДНК пептидом 
NLS приводила к уменьшению размеров пДНК 
в 5.5 раз, при этом ζ-потенциал оставался отри- 
цательным (рис. 2б, в). При добавлении липосом L 
к пДНК или ее комплексам с NLS размеры также  

Рис. 2. Влияние пептида NLS на эффективность доставки пДНК pEGFP-C2 (2 мкг/мл) катионными липосомами L. 
(а) – Электрофореграмма связывания пДНК и комплексов пДНК/NLS с катионными липосомами L при соотношении 
N/P = 2/1; (б) – гидродинамический диаметр, индекс полидисперсности и (в) – ζ-потенциал пДНК и комплексов пДНК/
NLS с катионными липосомами L при соотношении N/P = 2/1; (г, д) – экспрессия зеленого флуоресцентного белка 
в клетках HEK 293, трансфицированных комплексами пДНК c катионными липосомами L при соотношениях N/P = 
4/1, 6/1 и 8/1 в присутствии (+NLS) или в отсутствие (–NLS) пептида NLS . Клетки трансфицировали комплексами 
в течение 4 ч в среде с 10% FBS с последующей и дополнительной инкубацией клеток в течение 44 ч; (г) – процент 
трансфицированных клеток и (д) – уровень средней интенсивности флуоресценции (отн. ед.) клеток в популяции, 
измеренные методом проточной цитометрии.

(а) (б) (в)

(г) (д)
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уменьшались до 109.3 ± 1.1 нм и 83.2 ± 1.4 нм  
соответственно, при этом частицы становились 
более гомогенными (значения индекса полидис- 
персности 0.167 и 0.200 соответственно) и поло- 
жительно заряженными (рис. 2б, в). 

Накопление комплексов пДНК(pEGFP)/NLS  
и катионных липосом L, сформированных при со- 
отношениях N/P, равных 4/1, 6/1 и 8/1, в эукариот- 
ических клетках НЕК 293 оценивали методом 
проточной цитометрии, измеряя количество транс- 
фицированных клеток (рис. 2г) и среднюю интен- 
сивность флуоресценции (уровень экспрессии 
трансгена EGFP) в клеточной популяции (рис. 2д).

При соотношении N/P, равном 4/1, введение 
пептида NLS к пДНК приводило к увеличению 
эффективности трансфекции в 1.2 раза как по  
количеству трансфицированных клеток, так и по  
значениям средней интенсивности флуоресцен- 
ции в клеточной популяции. При высоких соотно- 
шениях N/P, равных 6/1 и 8/1, уровень интенсив- 
ности флуоресценции для комплекса пДНК/NLS 
возрастал в 2 раза (рис. 2д). При этом количество 
трансфицированных клеток было одинаковым 
(рис. 2г), что указывает на более эффективное 
проникновение пДНК в ядро клетки и экспрессию 
улучшенного зеленого флуоресцентного белка 
(EGFP). 

Изучение доставки пДНК фолат-содержа- 
щими катионными липосомами в условиях 
адресной доставки. Фолатные липосомы, со- 
держащие липид F12, обеспечивали проникно- 
вение пДНК с помощью рецептор-опосредован- 

ного эндоцитоза в клетки рака шейки матки че- 
ловека КВ-3-1 (выращены в фолат-децифитной 
среде FD-RPMI для увеличения количества фо- 
латных рецепторов [10, 22]). При добавлении 
свободной фолиевой кислоты (ФК, 1 мМ) в 
культуральную среду за 60 мин до трансфекции 
клеток КВ-3-1 и последующей инкубации кле- 
ток с комплексами катионных липосом/пДНК 
(N/P = 2/1) в течение 90 мин происходило умень- 
шение процента трансфицированных клеток 
только в случае фолатных липосом F4 и F2P2 на 
46 и 57% соответственно (рис. 3а), что указывает 
на частичное ингибирование механизма рецептор-
опосредованного эндоцитоза комплексов за счет 
взаимодействия свободной ФК с фолатными 
рецепторами на поверхности клеток КВ-3-1. 
Аналогичное ингибирование процесса транспорта 
нуклеиновых кислот фолатсодержащими сред- 
ствами доставки в присутствии свободной ФК  
(250 мкМ – 2.5 мМ) наблюдали для клеточ- 
ных линий КВ, SKOV-3 (рак яичников человека) 
и CHO-1 (эпителиальные клетки яичников ки- 
тайского хомячка) [23–25]. Уровень средней 
интенсивности флуоресценции клеточной по- 
пуляции также снижался при предварительной 
обработке клеток свободной ФК только в случае 
фолатных липосом F4 и F2P2, но уже менее 
значительно (рис. 3б), что, возможно, связано с 
небольшим временем инкубации (90 мин). 

Изучение доставки пДНК мультифункцио- 
нальными катионными липосомами. Влияние  
пептида NLS на эффективность доставки пДНК  

Рис. 3. Доставка пДНК pEGFP-C2 (2 мкг/мл) в клетки КВ-3-1 с помощью катионных липосом L и мультифункциональных 
липосом F4 и F2P2, содержащих фолатный липид F12, в присутствии (+) или в отсутствие (–) свободной фолиевой 
кислоты (ФК, 1 мкМ) в клеточной среде при соотношении N/P = 2/1 в присутствии 5% FBS. Клетки инкубировали с 
комплексами, сформированными пДНК и липосомами, в течение 90 мин с последующей отмывкой и дополнительной 
инкубацией клеток до 48 ч. (а) – Процент трансфицированных клеток и (б) уровень средней интенсивности 
флуоресценции (отн. ед.) клеток в популяции, измеренные методом проточной цитометрии. Стандартное отклонение 
не превышает 7–9%.

(а) (б)
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было изучено с использованием мультифункцио- 
нальных катионных липосом F4, P4 и F2P2  
(рис. 4а, б), которые содержали 4% мольн. фо- 
латного липида F12 (липосомы F4), 4% мольн. ПЭГ- 
липида P800 (липосомы P4), по 2% мольн. фо- 
латного и ПЭГ-липида (липосомы F2P2). Эф- 
фективность трансфекции оценивали для соотно- 
шения N/P = 2/1 – наиболее оптимального для 
адресной доставки пДНК фолатными липосомами 
(рис. 3а, б) [10], а также высоком соотношении 
N/P = 6/1, оптимальном для трансфекции клеток 
обычными липосомами L (рис 2г, д) и ПЭГ-
содержащими катионными липосомами [20]. 

При соотношении N/P = 2/1 наличие пептида  
NLS в комплексах с пДНК не влияло в случае ли- 
посомы F4 как на количество трансфицированных 
клеток, так и на интенсивность флуоресценции, а 
в случае липосом Р4 эффективность трансфекции 

снижалась (рис. 4а, б). Ранее также было описано, 
что ковалентное связывание пептида NLS с ли- 
нейной ДНК не увеличивало эффективность 
трансфекции клеток катионными полимерами 
[26]. Только в случае мультифункциональных ка- 
тионных липосом F2P2 наблюдалось 1.5-кратное 
увеличение количества трансфицированных кле- 
ток комплексами пДНК/NLS (рис. 4а) и 1.3-крат- 
ное увеличение средней интенсивности флуорес- 
ценции (рис. 4б) по сравнению с использованием 
комплекса без NLS. 

При соотношении N/P = 6/1 (рис. 4а, б) ПЭГ- 
содержащие липосомы P4 в 2 раза эффективнее 
доставляли предварительно сформированный 
комплекс пДНК/NLS по количеству трансфи- 
цированных клеток и в 1.5 раза – по средней 
интенсивности флуоресценции по сравнению с 
доставкой пДНК в отсутствие NLS. 

Рис. 4. Доставка пДНК pEGFP-C2 (2 мкг/мл) в клетки КВ-3-1 с помощью мультифункциональных липосом F4, P4 и F2P2. 
Комплексы пДНК с липосомами формировали в присутствии (+) или в отсутствие (–) пептида NLS при соотношениях 
N/P = 2/1 и 6/1. Клетки инкубировали с комплексами в течение 4 ч с последующей отмывкой и дополнительной 
инкубацией клеток в течение 44 ч. (а) – Процент трансфицированных клеток и (б) уровень средней интенсивности 
флуоресценции (отн. ед.) клеток в популяции, измеренные методом проточной цитометрии. 

(а) (б)

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Приготовление катионных липосом. Все ка- 
тионные липосомы были приготовлены методом 
гидратации тонкой липидной пленки. Раствор 
поликатионного липида 1,26-бис(холест-5-ен-
3β-илоксикарбониламино)-7,11,16,20-тетрааза- 
гексакозана тетрагидрохлорида (2X3) в смеси 
CHCl3 : CH3OH (5 : 1 мольн.) добавляли к раствору 
1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламина 
(DOPE, Avanti Polar Lipids, США) в CHCl3 в мо- 
лярном соотношении 1 : 2 и осторожно переме- 
шивали. Добавляли 4% мольн. раствор липида  
F12 (липосомы F4), 4% мольн. раствор липида P800 
(липосомы P4) или по 2% мольн. растворов ли- 

пида F12 и P800 (липосомы F2P2) в CHCl3 : CH3OH  
(1 : 1), органические растворители удаляли в ваку- 
уме. Полученную липидную пленку высушивали в 
течение 4 ч при 0.1 Торр для удаления остаточных 
органических растворителей и гидратировали в 
деионизированной воде (MilliQ, Burlington, США) 
при 4°C в течение ночи. Полученную липидную 
дисперсию обрабатывали ультразвуком в течение 
15 мин при 70–75°C в ультразвуковом аппарате 
банного типа (Bandelin Sonorex Digitec DT 52H, 
Германия), фильтровали через стерильный фильтр  
Chromafil CA-45/25 (S) (Macherey-Nagel, Германия) 
с размером пор 450 нм и хранили при 4°С. В по- 
лученной дисперсии концентрация катионного ли- 
пида 2X3 составляла 1 мМ.
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Плазмиды. Коммерчески доступную плазмиду 
pEGFP-C2 (Clontech, Германия), кодирующую 
EGFP, использовали для проведения экспериментов 
по трансфекции плазмидной ДНК (пДНК).

Приготовление комплексов катионных ли- 
посом с нуклеиновыми кислотами. Растворы ка- 
тионных липосом L (25 мкл) и пДНК (25 мкл) в кон- 
центрациях, соответствующих необходимым со- 
отношениям N/P, смешивали в среде Opti-MEM® 
(TermoFisher Scientific, США) и инкубировали  
20 мин при 24°С.

Растворы катионных липосом F4, P4 или F2P2  
(25 мкл) и пДНК (25 мкл) в концентрациях, со- 
ответствующих необходимым соотношениям N/P,  
смешивали в среде FD-RPMI (ThermoFisher, США) 
с добавлением 5% FBS и инкубировали 20 мин 
при 24°С.

В случае оценки эффекта NLS пДНК (0.5 мг/мл),  
разведенные в Opti-MEM® (ThermoFisher Scien- 
tific, США), смешивали с раствором пептида NLS 
в воде (1 мг/мл) при зарядовом соотношении 1 : 1.  
Полученные смеси инкубировали в течение 20 мин  
при комнатной температуре. Комплексы катионных 
липосом с пДНК : NLS формировались при со- 
отношениях N/P 2/1 и 6/1. Полученные смеси до- 
полнительно инкубировали в течение 20 мин при 
24°С.

Клеточные линии и условия культивиро- 
вания. Клетки почки эмбриона человека HEK 
293 и клетки рака шейки матки человека КВ-3-1 
получены из Банка клеточных культур Института 
цитологии РАН (Санкт-Петербург, Россия). 

Клетки KB-3-1 и HEK 293 выращивали на  
среде FD-RPMI с добавлением 5% FBS, анти- 
биотиков (100 ед./мл пенициллина, 100 мкг/мл 
стрептомицина и 0.25 мкг/мл амфотерицина) в 
атмосфере 5%-ного СО2 при 37°С и регулярно 
пассировали для поддержания экспоненциаль- 
ного роста.

Трансфекция клеток. Клетки HEK 293 и KB-
3-1 высаживали в 24-луночные планшеты (при 
плотности посадки 1.2 × 105 клеток на лунку для 
HEK 293 и 0.5 × 105 клеток на лунку для KB-3-1) 
и инкубировали в течение 24 ч. В день трансфек- 
ции культуральную среду заменяли на среду FD-
RPMI (200 мкл) с 5%-ной FBS (без антибиотиков). 
К клеткам добавляли комплексы пДНК (2 мкг/мл)  
с катионными липосомами (0.77, 1.54, 2.31 и  
3.08 мкл), сформированные при соотношениях N/P 

2/1, 4/1, 6/1 и 8/1 соответственно, и инкубировали в 
стандартных условиях в течение 4 ч (рис. 2, 4) или 
90 мин (рис. 3), затем заменяли среду на свежую 
FD-RPMI с 5% FBS (500 мкл) и дополнительно 
инкубировали при 37°С в течение 44 ч (рис. 2) 
или 46.5 ч (рис. 4).

Проточная цитометрия. Для оценки эффектив- 
ности доставки пДНК клетки KB-3-1 и HEK 293 
дважды промыли фосфатно-солевым буфером 
(PBS), обрабатывали раствором трипсина в PBS  
(0.5 мг/мл) в течение 2 мин при 37°С для открепле- 
ния клеток с поверхности лунки. Открепившиеся 
клетки суспендировали в среде DMEM с 10% FBS 
для ингибирования дальнейшего действия трип- 
сина, переносили в пробирки и осаждали центри- 
фугированием (Eppendorf MiniSpin, Eppendorf, 
Германия) при 200g в течение 10 мин. Суперна- 
тант убирали, клетки дважды промывали PBS и 
фиксировали 2%-ным раствором формальдегида 
в PBS (600 мкл). Количество трансфицированных 
клеток и среднее значение интенсивности флуо- 
ресценции в клеточной популяции измеряли на  
цитофлуориметрах NovoCyte 3000 (ACEA Bio- 
sciences, США) и Cytomics FC500 (Beckman Coulter, 
США). В каждом образце анализировали не менее 
2 × 104 клеток. Все экспериментальные точки 
были получены в результате трех независимых 
экспериментов.

Анализ задержки в геле. Для оценки эффек- 
тивности упаковки пДНК электрофорез проводили 
с использованием 1%-ного агарозного геля в трис- 
боратном буфере (pH 8.0) при постоянном потен- 
циале 180 B в течение 20 мин при комнатной 
температуре. Подвижность пДНК pEGFP-C2 ви- 
зуализировали с помощью окрашивания бро- 
мистым этидием.

Физико-химические характеристики. Для 
характеристики липосом 25 мкл липосом (1 мМ)  
смешивали с 975 мкл деионизированной воды. 
Липоплексы предварительно формировали путем  
смешивания равных (25 мкл) объемов pEGFP-C2 
и липосом, взятых в соответствующих концен- 
трациях в деионизированной воде. Формиро- 
вание липоплексов проводили в течение не менее 
2 ч при 24°C. Затем липоплексы разводили в 1 мл 
деионизированной воды. Для измерения физико-
химических параметров 1 мл липоплекса или 
суспензии липосом помещали в складчатую ка- 
пиллярную кювету DTS1070 (Malvern Instruments,  
Malvern, Великобритания). Размер и индекс поли- 
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дисперсности липоплексов измеряли в трех био- 
логических повторностях методом динамического 
рассеяния света с использованием анализатора 
Malvern Zetasizer Nano (Malvern Instruments, 
Malvern, Великобритания) при угле рассеяния 
173° и температуре 25°C. Измерения проводили 
с использованием программного обеспечения 
Zetasizer v7.11 (Malvern Instruments, Malvern, 
Великобритания). В программном обеспечении 
устанавливали вязкость 0.8872 сП и показатель 
преломления (RI) 1.330 для диспергатора, а  
также RI 1.020 и поглощение 1.335 для мате- 
риала в суспензии. Перед общим измерением уста- 
навливали время уравновешивания 30 с. ζ-По- 
тенциал измеряли при 25°C в трех биологических 
повторностях. Перед измерением устанавливали 
время уравновешивания 120 с. Каждое измерение 
приостанавливали на 30 с перед следующим.

Статистический анализ. Переменные были 
выражены как среднее значение ± стандартное 
отклонение (SD). Средние значения считали ста- 
тистически значимыми при p < 0.05 (t-критерий 
Стьюдента).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Было изучено влияние пептида NLS на эф- 
фективность доставки пДНК обычными и мульти- 
функциональными катионными липосомами. В 
случае использования NLS в условиях адресной 
доставки пДНК (при низких соотношениях N/P)  
в клетки КВ-3-1 наиболее оптимальные характе- 
ристики (эффективное ингибирование рецептор-
опосредованного эндоцитоза в присутствии сво- 
бодной фолиевой кислоты (рис. 3), увеличение в  
1.5 раза количества трансфицированных клеток  
(рис. 4)) продемонстрировали мультифункцио- 
нальные катионные липосомы F2P2, содержащие 
2% мольн. фолатного и 2% мольн. ПЭГ-липида. 
При более высоких соотношениях N/P в случае 
накопления комплексов липосом с пДНК/NLS 
наиболее оптимальными оказались обычные 
катионные липосомы L на клетках НЕК 293 
(рис. 2г, д) и ПЭГилированные липосомы P4, 
содержащие 4% ПЭГ-липида Р800, на клетках 
КВ-3-1 (рис. 4). 

Полученные данные могут быть использованы 
для решения проблемы эффективной доставки 
пДНК в эукариотические клетки и увеличения 
эффективности экспрессии целевого белка в 1.5– 
2 раза.
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Conventional and multifunctional cationic liposomes that efficiently deliver plasmid DNA (pDNA) were 
obtained. Partial inhibition of receptor-mediated endocytosis of pDNA complexes with multifunctional 
cationic liposomes containing folate lipids was shown in the presence of free folic acid in the cellular 
medium. Additional formation of pDNA complexes with the nuclear localization signal (NLS) peptide  
allowed increasing the efficiency of green fluorescent protein expression by 1.5–2 times using conventional 
and multifunctional cationic liposomes. Addition of the NLS peptide to pDNA and subsequent formation 
of complexes with cationic liposomes can be used to solve the problem of efficient pDNA delivery into 
eukaryotic cells.
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