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Введение. Полимерные нано- и микрочастицы являются перспективным материалом для адресной доставки лекарственных 
веществ в органы и ткани человека. При этом не изучено влияние данных частиц на гуморальный и клеточный иммунный ответ.

Цель исследования. Изучение иммуногености белка, связанного с полимерными биодеградабельными наночастицами на осно-
ве сополимера полимолочной кислоты с полиэтиленгликолем.

Методы. Активированные наночастицы были использованы для ковалентного связывания модельного белка. Была осущест-
влена иммунизация 2 групп мышей: в опытной группе (n=40) животным вводили наночастицы из сополимера полимолочной 
кислоты и полиэтиленгликоля, которые были ковалентно связаны с модельным белком; в контрольной группе (n=40) мышей им-
мунизировали смесью того же белка и немодифицированных наночастиц. Проведены 4 иммунизации с интервалами 2 нед. Кровь 
у мышей брали через 13 дней после каждой иммунизации.

Результаты. По данным конфокальной микроскопии, модельный белок β2M-sfGFP прочно сорбируется на поверхности на-
ночастиц. Показано, что количество иммобилизованного белка составило 10 мкг на 1 мг наночастиц. Методом иммунофер-
ментного анализа определено содержание специфических антител к модельному антигену в сыворотках мышей.

Заключение. С помощью непараметрического статистического критерия Манна–Уитни показано, что на каждом этапе 
иммунизации содержание антител в контрольной группе достоверно выше, чем в опытной (p<0,001).

Ключевые слова: наночастицы из сополимера полимолочной кислоты и полиэтиленгликоля, гуморальный иммунный ответ, 
зеленый флюоресцентный белок
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ВВЕДЕНИЕ
Отличительной особенностью многих инфекций, 

главным образом вирусной этиологии, является их 
видо- и тканеспецифичность. Вирус способен атако-
вать только клетки определенных видов организмов-
хозяев, а также поражать только некоторые ткани. 
Такая особенность вирусов объясняется тем, что они 
несут на своей поверхности лиганды, которые специ-
фично взаимодействуют с рецепторами клеток хозяи-
на и обеспечивают проникновение вирусов в клетки. 

Так, для вируса гепатита С (ВГС) было доказано, 
что первым этапом его внедрения в клетку является 
взаимодействие белка оболочки вируса Е2 с боль-
шой экстраклеточной петлей клеточного рецептора 
CD81 [1]. Вирус иммунодефицита человека проника-
ет в клетку посредством связывания белка оболочки 
gp120 с клеточным рецептором CD4 [2]. Вирус Эп-
штейна–Барр взаимодействует с рецептором CD21 
В-лимфоцитов при помощи мембранного гликопро-
теида gp350/220. В первую очередь вирусом инфици-
руются В-лимфоциты, которые обладают высоким 
уровнем экспрессии CD21 [3]. Процесс внедрения в 
клетку вируса простого герпеса 1-го типа носит ана-
логичный характер. Так, белок вируса gD взаимодей-
ствует с рецептором клетки, после чего происходит 
конформационное изменение белка gD, что приводит 
к активации других вирусных рецепторов для полного 
слияния вируса с клеткой [4]. Вирус лихорадки Запад-
ного Нила связывается с клеточным рецептором αVβ3 
интегрином при помощи III домена белка оболочки Е 
[5]. Также в пример можно привести вирус бешенства, 
который аналогичным образом взаимодействует с 
клеточным белком DYNLL1 посредством белка P [6].

Таким образом, внедрение вируса осуществляется 
чаще именно за счет комплементарности вирусных ли-
гандов и рецепторов клетки. Нами предполагается соз-
дать наночастицы из биологически совместимых поли-
меров, на поверхности которых содержатся клеточные 
рецепторы, способные взаимодействовать с белками 
оболочки вирусов. Такая система может являться ин-
струментом для извлечения вирусных наночастиц, 
например, из кровотока. В качестве полимерного но-
сителя может служить сополимер из полимолочной 
кислоты и политэтиленгликоля, наночастицы из ко-

торого претерпевают ферментативную деструкцию без 
образования токсичных продуктов [7]. Однако к насто-
ящему времени недостаточно изучен иммунный ответ 
организма на такой тип наночастиц. Важно опреде-
лить, как именно наночастицы, связанные с вирусным 
антигеном, будут влиять на иммуногенность данного 
антигена. Исходя из этого, на первом этапе изучения 
свойств наночастиц с иммобилизованными рецепто-
рами необходимо выяснить, насколько эффективно 
модифицированные наночастицы на основе сополи-
мера полимолочной кислоты с полиэтиленгликолем 
способны влиять на выработку специфических анти-
тел против белка, связанного с этими наночастицами. 
Для этого в настоящей работе использована модельная 
система, представляющая собой наночастицы с иммо-
билизованным белком слияния β2-микроглобулином 
человека – GFP (β2M-sfGFP) [8].

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Синтез, выделение и очистка рекомбинантного мо-

дельного слитого белка β2-микроглобулина человека с 
зеленым флюоресцентным белком

Белок β2M-sfGFP получали из клеток E. coli штам-
ма BL21(DE3), трансформированных плазмидой, со-
держащей ген слитого белка β2-микроглобулина че-
ловека с зеленым флюоресцентным белком [8]. Для 
измерения концентрации полученного белка исполь-
зовали спектрофотометр Thermo Scientific NanoDrop 
2000. Поглощение измеряли при длине волны 
490 нм. Коэффициент молярной экстинкции был ра-
вен 39,2×103 М-1 см-1.

Получение наночастиц на основе сополимера поли-
молочной кислоты с полиэтиленгликолем

По данным гельпроникающей хроматографии, 
среднечисловая молекулярная масса образцов сополи-
мера поли-(D,L-молочной кислоты) с полиэтиленгли-
колем (ПЭГ-5000) составила 96 000 Да, среднемассовая 
молекулярная масса образца полимера – 133 000 Да, 
a индексы полидисперсности – 1,4. Анализ был выпол-
нен на установке Shimadzu LC-20 Prominence c рефрак-
тометрическим детектором RID 10-A (Япония). Кали-
бровка получена с использованием полистирольных 
стандартов. Формирование полимерных наночастиц 

Introduction. Currently, polymer nano-and microparticles are a promising material for the targeted delivery of drugs to human organs 
and tissues. The influence of these particles on humoral and cellular immune responses has not been studied.

The aim of the study. The aim of the work was to study the immunogenicity of the protein associated with polymer biodegradable 
nanoparticles based on polylactic acid copolymer with polyethylene glycol.

Methods. Activated nanoparticles were used for covalent binding of the model protein. Two groups of 40 mice were immunized. 
Nanoparticles from the copolymer of polylactic acid and polyethylene glycol, which were covalently bound to the model protein, were 
introduced to the experiment group. The control group was immunized with a mixture of the same protein and unmodified nanoparticles. 4 
immunizations were carried out at intervals of 2 weeks. Blood sampling of mice was carried out 13 days after each immunization. The content 
of specific antibodies to the model antigen in the serum of mice was determined by the ELISA method.

Results. According to confocal microscopy, the model protein β2M-sfGFP was strongly adsorbed on the surface of nanoparticles. The 
amount of immobilized protein was shown to amount of 10 μg per 1 mg of nanoparticles.

Сonclusion. Using the non-parametric statistical Mann-Whitney test, it was shown that at each stage of immunization the content of 
antibodies in the control group was significantly higher than in the experiment group (p<0,001).

Key words: particles of a copolymer of polylactic acid and polyethylene glycol, humoral immune response, green fluorescent protein
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на основе сополимера полимолочной кислоты с поли-
этиленгликолем (ПМК-ПЭГ) осуществляли методом 
наноосаждения. Концентрация сополимера в органи-
ческой фазе составляла 5 мг/мл. Органическую фазу, 
состоящую из 100 мг сополимера ПМК-ПЭГ-5000 
и 20 мл ацетонитрила, вводили со скоростью 2 мл/мин 
в 100 мл воды при перемешивании 1000 об/мин. Со-
отношение органической фазы и водной составляло 
1/

5
. Для удаления органического растворителя систе-

му оставляли перемешиваться на 24 ч при 25°C. Затем 
отбирали часть наночастиц для определения выхода 
и анализа их размера. Выход полимерных наночастиц 
составил 93%. Средний размер наночастиц и индекс 
полидисперсности оценивали методом динамического 
рассеивания света. Были получены полимерные нано-
частицы диаметром 96 нм и индексом полидисперсно-
сти 0,087. Наночастицы хранили при температуре 4°C.

Связывание белка β2M-sfGFP с наночастицами на 
основе ПМК-ПЭГ

Ковалентное связывание белка слияния β2M-
sfGFP с поверхностью наночастиц на основе блок-
сополимера ПМК-ПЭГ-5000 осуществляли в 2 этапа. 
На 1-м гидролизировали сложноэфирные связи по-
лимолочной кислоты гидроксидом натрия, а именно 
80 мг частиц с концентрацией 1,0 мг/мл переводили в 
раствор 0,01 М NaOH и перемешивали 15 мин. Затем 
методом диализа осуществляли очистку от непрореаги-
ровавших низкомолекулярных соединений в течение 
90 мин. Инкубировали наночастицы в 0,05 M растворе 
2-(N-морфолин)-этансульфоновой кислоты с pH 5,4 
в течение 15 мин. Далее активировали карбоксильные 
группы добавлением 1,0 мл N-гидроксисукцинимида 
в течение 10 мин при перемешивании и 0,5 мл (N-3-
диметиламинопропил)N-этилкарбодиимида гидрох-
лорида (концентрация каждого вещества была равна 
1 мг/мл). Образец перемешивали 30 мин в ледяной 
бане. Затем проводили диализ дистиллированной 
водой в течение 60 мин. На 2-м этапе осуществля-
ли реакцию иммобилизации белка в течение 1 ч при 
перемешивании. К наночастицам в боратном буфере 
с pH 8,4 был добавлен модельный белок β2M-sfGFP с 
концентрацией 1 мг/мл в объеме 0,8 мл. После завер-
шения реакции связывания наночастицы помещали в 
концентраторы Vivaspin-20 100 кДа (Sartorius, Герма-
ния). Для очистки наночастиц от не связавшегося с 
ними белка проводили центрифугирование при 3000 g 
в течение 5 мин. После концентрирования образца на-
ночастицы переводили в 0,01 М натрий-фосфатный 
буфер с pH 7,0. Показано, что количество иммобили-
зованного белка составило 10 мкг на 1 мг наночастиц. 
Наночастицы хранили при температуре 4°C.

Исследование полученного конъюгата наночастиц и 
рекомбинантного модельного белка β2M-sfGFP с помо-
щью конфокальной микроскопии

Конфокальные изображения получали с ис-
пользованием инвертированного конфокально-
го лазерного сканирующего микроскопа LSM 510 

Meta (Zeiss, Германия), с иммерсионным объекти-
вом C-Apochromat 40×/1.2 W Korr UV-VIS-IR M27. 
Флюоресценцию β2M-sfGFP детектировали с ис-
пользованием оптического фильтра 505 нм при воз-
буждении флюоресценции лазером с длиной волны 
488 нм. В проходящем свете изображения получали с 
помощью метода дифференциально-интерференци-
онного контраста. Обработку изображений осущест-
вляли с использованием прилагаемого к микроскопу 
программного обеспечения LSM 510.

Иммунизация и получение сыворотки крови мышей
В работе были использованы самки-гибриды 

F1 (CBA×C57BL) массой в среднем 20–25 г (возраст 
4–6 мес). Мышей содержали в виварии при ком-
натной температуре и режиме освещения 12/12 ч, с 
предоставлением корма и воды ad libitum. Для изуче-
ния влияния исследуемого препарата на иммунный 
ответ препараты мышам вводили внутрибрюшинно. 
Количество наночастиц для одной иммунизации во 
всех опытах составляло 0,1 мг на 1 мышь, количество 
β2M-sfGFP – 1 мкг на 1 мышь. Препараты вводили в 
объеме 0,4 мл на 1 животное. Вся работа выполнялась 
в соответствии с международными рекомендациями 
(этическим кодексом) по проведению медико-биоло-
гических исследований с использованием животных.

Изучение полученных сывороток и обработка данных
Анализ содержания специфических антител к 

sfGFP в сыворотках иммунизированных мышей осу-
ществляли согласно разработанному нами ранее прото-
колу иммуноферментного анализа (ИФА) [9]. В лунки 
96-луночного планшета вносили раствор глутарового 
альдегида. Инкубировали 1 ч. Затем в лунки вносили 
по 100 мкл раствора sfGFP. Спустя 1 ч вносили раствор 
обезжиренного молока с добавлением 0,5% Tween 20. 
Далее в лунки планшета вносили сыворотки мышей, 
через 1 ч – специфические антитела, конъюгирован-
ные с пероксидазой хрена, спустя еще 1 ч – проявитель 
и измеряли поглощение в лунках планшета при длине 
волны 450 нм с помощью мультимодального ридера. 
Анализ данных проводили в программе Rstudio 1.1.453. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе работы был выделен и очищен модель-

ный белок β2M-sfGFP. Использование именно этого 
белка слияния обусловлено тем, что он имеет в со-
ставе sfGFP, который легко детектируется; его свой-
ства изучены ранее, в том числе нами [9, 10]. Однако 
несмотря на преимущества, оказалось, что sfGFP с 
весьма низкой эффективностью связывается с по-
лимерными частицами из сополимера полимолоч-
ной кислоты и полиэтиленгликоля. Для увеличения 
количества связанного с наночастицами белка были 
проведены эксперименты по иммобилизации 2 бел-
ков слияния: β2M-sfGFP и белка слияния трансти-
ретина человека – GFP (TTR-sfGFP), полученных 
нами ранее [11–13] При сравнении эффективности 
связывания этих 2 белков с наночастицами было 
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установлено, что на 1 мг наночастиц количество 
связавшегося β2M-sfGFP было выше, чем для TTR-
sfGFP. Кроме того, наночастицы после связывания с 
TTR-sfGFP агрегируют (данные не опубликованы). 

Для дальнейшей работы использованы полученные 
конъюгаты наночастиц и β2M-sfGFP. Было установле-
но, что связывающая способность β2M-sfGFP к нано-
частицам составляла 10 мкг белка на 1 мг наночастиц. 

Для подтверждения связывания наночастиц с 
β2М-sfGFP была использована лазерная сканирую-
щая микроскопия (рис. 1). На рис. 1, а представлен 
конъюгат наночастиц с β2М-sfGFP, обладающий 
флюоресценцией, характерной для sfGFP, что свиде-
тельствует об успешном связывании модельного бел-
ка с наночастицами. Также нужно отметить, что β2М-
sfGFP не теряет способности к флюоресценции при 
связывании с наночастицами. В то же время наноча-
стицы, не имеющие на своей поверхности модельно-
го белка, флюоресценцией не обладают (рис. 1, г). 

Для изучения влияния наночастиц на иммуно-
генность модельного белка были проиммунизиро-
ваны 2 равные по численности группы мышей (см. 
таблицу). Первая группа была проиммунизирована 
смесью наночастиц и β2М-sfGFP, вторая – конъю-
гатом наночастиц с β2М-sfGFP, таким образом, что 
количество вводимых наночастиц и β2М-sfGFP было 
идентичным. Для оценки динамики образования ан-
тител было проведено 4 иммунизации с интервалами 
по 2 нед. Забор крови мышей осуществлялся из щеч-
ной вены через 13 дней после каждой иммунизации.

Для оценки содержания специфических антител к 
sfGFP в сыворотках 2 групп мышей был использован 
иммуноферментный анализ. С помощью критерия 
Шапиро–Уилка установлено, что в каждой группе при 
каждой иммунизации распределение не было нор-
мальным (p<0,001). Поэтому для попарного сравнения 
2 групп внутри каждой иммунизации использовали 
непараметрический статистический 
критерий Манна–Уитни. В результате 
статистической обработки получен-
ных данных показано, что при каждой 
иммунизации сравниваемые группы 
достоверно различались (p<0,001). 

Количество специфических анти-
тел к sfGFP в сыворотке крови было 
выше в случае иммунизации смесью 
белка и немодифицированных на-
ночастиц (контроль) на протяжении 
всего периода иммунизаций (рис. 2). 
При иммунизации конъюгатом нано-
частиц и β2M-sfGFP (опытная груп-
па) количество антител к sfGFP было 
достоверно ниже.

Полученные результаты можно 
объяснить тем, что макрофаги захва-
тывают наночастицы в брюшной по-
лости, а затем элиминируют их; это 
приводит к деградации белка, связан-
ного с наночастицами. Таким обра-

Рис. 1. Результаты конфокальной лазерной сканирующей 

микроскопии наночастиц на основе сополимера полимо-

лочной кислоты с полиэтиленгликолем: а, г – флюорес-

ценция при возбуждении лазером с длиной волны 488 нм; 

б, д – дифференциально-интерференционный контраст; 

в, е – совмещенное изображение (соответственно а, б; г, д)

Fig. 1. Results of confocal laser scanning microscopy of 

nanoparticles based on a copolymer of poly(lactic) acid with 

polyethylene glycol: a, d – fluorescence excited by a laser 

with a wavelength of 488 nm, b, e – differential-interference 

contrast, c, f – combined image (a and b; d and e, respectively)

a (a) в (c)б (b)

г (d) е (f)д (e)

Состав антигена для иммунизаций

The composition of the antigen for immunizations

Группа Состав 
частиц Модификация Свободный 

белок

1-я, 
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ПМК-ПЭГ

Нет β2M-sfGFP

2-я, 
опытная

Сополимер 
ПМК-ПЭГ

Ковалентная 
связь с β2M-

sfGFP
Нет

Рис. 2. Относительное содержание специфических антител против 

модельного белка в сыворотках крови иммунизированных мышей. Данные 

представлены в виде средних значений с доверительными интервалами

Fig. 2. The relative content of specific antibodies against the model protein in the sera 

of immunized mice. Data are presented as mean values with confidence intervals
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зом, у мышей опытной группы содержание антигена 
в крови и лимфе понижается по сравнению с таковым 
в контрольной группе. Притекающая лимфа достав-
ляет антиген в лимфатический узел, где, в том числе, 
происходит выработка специфических антител. Та-
ким образом, в опытной группе поступление анти-
гена в лимфатические узлы уменьшается, что ведет 
к более слабой выработке антител а лимфоцитах по 
сравнению с таковой в контрольной группе, имму-
низированной свободным β2M-sfGFP. В то же время 
свободный β2M-sfGFP сразу высвобождается в кро-
воток и в лимфатическую систему, обеспечивая более 
эффективный гуморальный ответ. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе работы был получен и очищен рекомби-

нантный β2M-sfGFP, в дальнейшем использованный 

в качестве модельного антигена. Проведено связыва-
ние модельного белка β2M-sfGFP с полимерными на-
ночастицами, определено соотношение наночастиц и 
белка в полученном конъюгате. Проведены иммуни-
зация и взятие крови у 2 групп по 40 мышей. Методом 
ИФА определено содержание специфических антител 
к модельному антигену в сыворотках крови мышей. 
Показано, что β2M-sfGFP, не связанный ковалентной 
связью с наночастицами (контроль), вызывал более 
выраженный гуморальный иммунный ответ, чем его 
конъюгат с наночастицами (опытная группа).
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