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Исследование направлено на оценку влияния состава и размера микро- и наночастиц (МЧ, НЧ) на имму-
ногенность связанного с ними белкового антигена. Для сравнительного анализа были получены МЧ и НЧ 
на основе поли(молочной кислоты) (ПМК) и блок-сополимера поли(этиленгликоля) с поли(молочной 
кислотой) (ПЭГ-б-ПМК). Для ковалентной модификации всех типов полимерных частиц был использо-
ван рекомбинантный белок слияния бета2-микроглобулин человека с зеленым флуоресцентным белком 
Superfolder (β2M-sfGFP). Иммобилизация модельного белка β2M-sfGFP проведена на поверхности частиц 
за счет реакции активированных сложных эфиров с аминогруппами белка. Иммунизация мышей с ис-
пользованием комплексного антигена (белок β2M-sfGFP, иммобилизованный на поверхности МЧ и НЧ 
разных составов) проводилась в четыре этапа. Иммуногенность оценивалась по уровню специфических 
антител к sfGFP с помощью иммуноферментного анализа. Результаты показали значительное увеличение 
уровня антител в контрольных группах, которые были иммунизированы смесью модельного белка и ча-
стиц разной природы и размеров, по сравнению с опытными группами, которые были иммунизированы 
конъюгатами соответствующих частиц с модельным белком. В опытных группах наибольшее количество 
специфических антител было выявлено в случае иммунизации мышей конъюгатом белка и НЧ на основе 
ПМК или ПЭГ-б-ПМК. Введение блока ПЭГ в состав ПМК не оказало существенного влияния на им-
муногенность белка, в то время как размер частиц имел существенное значение. НЧ на основе ПМК или 
ПЭГ-б-ПМК демонстрировали более высокую иммуногенность по сравнению с МЧ таких же составов, 
что может быть использовано в практических целях для разработки вакцин (НЧ-белок) или “систем-лову-
шек” (МЧ-белок), связывающих проникшие в организм вирусы.
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ВВЕДЕНИЕ
Значительные достижения в области получения 

полимерных нано- и микрочастиц (НЧ и МЧ) сти-
мулировали развитие биомедицинских материалов 
для доставки лекарств, включая ее адресный вариант 
[1]. На сегодняшний день носители на основе НЧ 
и МЧ находят все большее применение для создания 
вакцин [2, 3] и ловушек для элиминации различных 
патогенов и вирусов из кровотока [4, 5]. Все эти об-

ласти применения сопряжены с иммобилизацией на 
поверхности полимерных частиц нацеливающего 
лиганда, рецептора или антигена (в зависимости от 
поставленной задачи), которыми, как правило, яв-
ляются белки [6] или (поли)пептиды [7]. Это может 
способствовать возникновению иммунного ответа 
при применении подобных систем in vivo. В отличие 
от области разработки вакцин, требующей наличие 
и усиление иммунного ответа на белок, связанный 
с носителем (адъювантом) [8], системы адресной 
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 доставки и ловушки вирусных частиц/патогенов, 
наоборот, во избежание преждевременной элими-
нации из организма, должны быть относительно 
инертны и не должны стимулировать значительных 
иммунных реакций [9].

Из литературных данных известно, что физико- 
химические характеристики полимерных частиц 
оказывают влияние на их поведение в биологиче-
ских системах in vitro и in vivo [10, 11]. Такие харак-
теристики, как размер, поверхностный заряд, а так-
же жесткость наночастиц оказывают существенное 
влияние на цитотоксичность, внутриклеточное про-
никновение и скорость захвата макрофагами. Поло-
жительно заряженные наночастицы демонстрируют 
значительную цитотоксичность, тогда как положи-
тельно заряженные микрочастицы характеризуются 
относительно высокой скоростью захвата макрофа-
гами. В целом, эффективность внутриклеточного 
проникновения у наночастиц выше, чем у микроча-
стиц, а жесткие наночастицы имеют более высокую 
скорость проникновения в клетку, чем деформиру-
емые наночастицы. Очевидно, что размер частиц 
будет оказывать влияние на иммуногенность свя-
занного с ними белка через усиление гуморального 
или Т-клеточного иммунного ответа. Выбор размера 
и функциональных свойств полимерных частиц дол-
жен быть обусловлен ожидаемым эффектом от их 
применения. В связи с этим получение системати-
ческих данных о влиянии частиц различного разме-
ра и их поверхностных свойств на иммунный ответ 
является крайне актуальным для понимания основ 
направленного конструирования систем с заданным 
терапевтическим эффектом.

Среди многообразия существующих полимерных 
НЧ и МЧ, безусловное преимущество имеют систе-
мы, полученные на основе нетоксичных, биосовме-
стимых и биоразлагаемых полимеров [12]. К таким 
полимерам относятся, например, сложные поли-
эфиры алифатических гидроксикислот (поли(мо-
лочная кислота) (ПМК), поликапролактон, полиги-
дроксибутират и др.) [13], различные синтетические 
полипептиды [14], а также некоторые природные 
полисахариды (гиалуроновая кислота, гепарин, хон-
дроитин сульфат, и др.) [15]. Для увеличения про-
должительности жизни наночастиц в кровотоке, 
зачастую поверхность полимерных частиц дополни-
тельно функционализируется так, чтобы обеспечить 
“стелс-эффект”, или, другими словами, эффект не-
видимости для иммунной системы, в частности для 
мононуклеарных фагоцитов [16]. Известно, что та-
кими свойствами обладают, например, поли(эти-
ленгликоль) (ПЭГ) [17] и поли(глутаминовая кисло-
та) [18].

Целью настоящей работы являлось изучение гу-
морального иммунного ответа у мышей на введе-
ние ПМК/ПЭГ-б-ПМК НЧ/МЧ, несущих на по-
верхности модельный белок. В качестве последнего 

был использован белок слияния бета2-микроглобу-
лина человека с зеленым флуоресцентным белком 
(β2M-sfGFP). НЧ/МЧ на основе ПМК и ее блок-со-
полимера с поли(этиленгликолем) (ПЭГ-б-ПМК) 
были выбраны в качестве объектов исследования, 
поскольку они активно изучаются в качестве носи-
телей лекарств, антигенов и ловушек для связывания 
патогенов in vivo. Кроме того, ПМК и ПЭГ-б-ПМК 
одобрены для получения биомедицинских материа-
лов и их клинического использования [19, 20].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Синтез ПМК и ПЭГ-б-ПМК
Гомополимер ПМК и сополимер ПЭГ-б-ПМК 

получали методом полимеризации с раскрытием 
цикла D, L-лактида по ионно-координационному 
механизму в вакууме. В качестве инициаторов для 
синтеза сополимера использовали монометиловый 
эфира ПЭГ (Мn = 5000), а для гомополимера – воду. 
В качестве катализатора полимеризации использо-
вали октоат олова (II). Мольные соотношения ре-
агентов: [D, L-лактид]:[Sn(Oct)2] = 920, [D, L-лак-
тид]:[H2O] = 300 и [D, L–LD]:[mPEG-OH] = 1500. 
Полимеризацию проводили в течение 1 ч при тем-
пературе 130 °C. Структуры полимеров подтвержда-
ли методом 1Н ЯМР-спектроскопии [21]. Средне-
весовую молекулярную массу (Мw) и дисперсность 
(Đ) полимеров определяли методом гель проника-
ющей жидкостной хроматографии с использовани-
ем хроматографической системы Shimadzu LC-20 
Prominence (Япония) с рефрактометрическим детек-
тором RID10-A и колонкой Agilent PLgel MIXED-D 
(5 мкм, 7.5 мм × 300 мм). Для калибровки колонки 
использовали стандартные образцы полистиро-
ла с молекулярными массами в диапазоне от 2000 
до 450000 (Waters, США). Анализ проводили в те-
трагидрофуране при температуре 40 °C. Характери-
стики полученных полимеров: ПМК – Мw = 23200, 
Đ = 1.13; ПЭГ-б-ПМК – Мw = 55000, Đ = 30300, 
Đ = 1.2.

Получение микрочастиц 
на основе ПМК и ПЭГ-б-ПМК

Формирование МЧ осуществляли методом оди-
нарной эмульсии. Органическая фаза состояла из 
растворов ПМК или ПЭГ-б-ПМК в дихлорметане 
(50 мг/мл). В случае МЧ в качестве водной фазы ис-
пользовали 1 %-й раствор поли(винилового спир-
та) (ПВС) в дистиллированной воде (Mw = 130000, 
степень гидролиза 99 %). Эмульсию получали, дис-
пергируя органическую фазу в водной с помощью 
ультразвукового гомогенизатора Sonopuls HD2070 
с микрозондом MS73 диаметром 3 мм (Bandelin, 
Германия). Органическую фазу вводили в водную 
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фазу со скоростью 2 мл/мин с помощью однока-
нального инфузионного насоса Инстилар 1438 
(Диксион, Россия) при перемешивании с помо-
щью магнитной мешалки (MR Hei-Mix S, Heidolph, 
Германия) со скоростью 800 об/мин. Дополнитель-
но систему обрабатывали ультразвуком с использо-
ванием зондового гомогенизатора при мощности 
18 % в течение 180 с (время введения органической 
фазы), затем повышали мощность УЗ-гомогениза-
тора до 35 % и обрабатывали систему еще в течение 
90 с. Соотношение объемов органической и водной 
фаз составляло 1:20. Для формирования суспен-
зии из системы удалили дихлорметан с использо-
ванием роторного испарителя (Hei-VAP Precision 
ML/G3B, Германия). Затем полученные частицы 
осаждали центрифугированием в течение 10 мин 
(10000 g, 4 °С). Далее системы редиспергировали 
под действием ультразвукового гомогенизатора 
при мощности 15 % в течение 7 с в дистиллирован-
ной воде и снова осаждали. Для удаления избытков 
ПВС процедуру промывания частиц водой повто-
ряли дважды. Фракционирование частиц по раз-
мерам реализовали центрифугированием в течение 
2 мин (1000 g, 4 °С). Для экспериментов исполь-
зовали фракцию крупных частиц. Выход МЧ для 
ПМК составлял 52 %, а МЧ на основе сополимера 
 ПЭГ-б-ПМК – 55 %.

Получение наночастиц 
на основе ПМК и ПЭГ-б-ПМК

Получение наночастиц на основе ПМК 
и  ПЭГ-б-ПМК проводили методом наноосаждения 
(со)полимера из раствора в ацетонитриле в воду при 
интенсивном перемешивании, как описано нами ра-
нее [21]. Концентрация полимеров в органической 
фазе составляла 5 мг/мл. Соотношение органиче-
ской фазы к водной составляло 1/5. Введение орга-
нической фазы в водную проводилось при скорости 
2 мл/мин и скорости перемешивания 900 об/мин. 
Систему оставляли открытой при перемешивании 
в течение 24 ч (23 °C) для удаления органического 
растворителя. Выход НЧ на основе ПМК составил 
81 %, а для ПЭГ-б-ПМК – 93 %.

Изучение характеристик 
полученных микро- и наночастиц

Измерение гидродинамического диаметра (DH) 
и индекса полидисперсности (ИПД), а также ζ-по-
тенциала наночастиц проводили методом динамиче-
ского и электрофоретического рассеяния света с ис-
пользованием прибора Zetasizer Nano-ZS (Malvern 
Instruments Ltd., Великобритания) при рассеиваю-
щем угле 173° и температуре 25 °C. Анализ результатов 
измерения проводился в автоматическом режиме при 
использовании штатного программного обеспечения 

прибора Malvern Nano-ZS. Измерения проводили 
в воде при концентрации наночастиц  0.1–0.2 мг/мл. 
Все измерения проводили не менее 3-х раз.

Ковалентная иммобилизация белка 
на поверхности нано- и микрочастиц

Для иммобилизации белка β2M-sfGFP на по-
верхности МЧ и НЧ на основе ПМК и ПЭГ-б-ПМК 
осуществляли модификацию поверхности частиц, 
состоящую из 3 стадий. На первой стадии на по-
верхности МЧ и НЧ генерировали свободные кар-
боксильные группы путем частичного щелочного 
гидролиза ПМК: для НЧ 0.01 М раствором NaOH 
в течение 15 мин, а для МЧ раствором 0.1 М NaOH 
в течение 30 мин при комнатной температуре (25 °C) 
[22]. Далее НЧ очищали в течении 1 ч посредством 
диализа против дистиллированной воды, а МЧ от-
деляли центрифугированием и дважды промывали 
дистиллированной водой с последующим центри-
фугированием в течение 10 мин (10000 g, 4 °С) и ре-
диспергированием в течение 7 с. На второй стадии 
проводили активацию свободных карбоксильных 
групп. Для этого полученные карбоксилированные 
МЧ и НЧ инкубировали в 0.005 М буферном рас-
творе 2-(N-морфолино)этансульфоновой кисло-
ты (рН 5.4), содержащей N-гидроксисукцинимид 
(N-ГС), в течение 10 мин. После этого в систему до-
бавляли аликвоту (N-3-диметиламинопропил)-N- 
этилкарбодиимида гидрохлорида (КДИ) и проводи-
ли реакцию в течение 30 мин при перемешивании 
(Biosan Multi RS-60, Латвия) со скоростью 30 об/мин 
(КДИ: N-ГС = 1:2, моль/моль). От избытка непро-
реагировавших реагентов НЧ и МЧ промывали так 
же, как описано выше для первой стадии. Далее 
к частицам, содержащим на поверхности активиро-
ванные сложноэфирные группы, добавляли белок 
β2M-sfGFP. Для иммобилизации белка на поверх-
ности МЧ брали 1.09 мг β2M-sfGFP и 160 мг частиц, 
максимальная теор. емкость –  6.8 мкг/мг. Для им-
мобилизации белка на поверхности НЧ брали 1.6 мг 
белка на 160 мг НЧ, максимальная теор. емкость –  
10 мкг/мг. Время иммобилизации для систем с МЧ 
составило 2 ч, а для НЧ 1 ч, процесс осуществляли 
в 0.01M боратном буферном растворе (pH 8.5) при 
перемешивании cо скоростью 20 об/мин (Biosan 
Multi RS-60, Латвия). После окончания иммоби-
лизации белка, МЧ центрифугировали и отмывали 
5 раз 0.01 М фосфатно-солевым буферным раство-
ром (ФСБ, рН 7.4). Для удаления непрореагировав-
шего белка в случае НЧ использовали метод ультра-
фильтрации (модули для ультрафильтрации Amicon 
100 кДа), заменяя водную фазу на ФСБ, рН 7.4, 
в  течение 5  циклов ультрафильтрации. Измерение 
концентрации β2M-sfGFP белка анализировали 
спектрофотометрически (ThermoScientific NanoDrop 
2000, США) по поглощению на длине волны 490 нм. 
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Количество ковалентно иммобилизованного бел-
ка рассчитывали по разнице массы белка в исход-
ных растворах, взятых для иммобилизации, и массы 
 несвязавшегося белка, рассчитанной по результа-
там анализа надосадочной жидкости и промывных 
растворов, собранных после проведения иммоби-
лизации.

Синтез, выделение и очистка 
рекомбинантного белка β2M-sfGFP

Белок β2M-sfGFP получали из клеток E. coli 
штамма BL21(DE3), трансформированных плазми-
дой, содержащей ген слитого белка β2-микроглобу-
лина человека с зеленым флуоресцентным белком 
[23]. Культивирование проводили в условиях аэра-
ции при 37 °C до достижения оптической плотности 
А600 = 0.6–1.0. Синтез β2M-sfGFP индуцировали 
добавлением изопропил-β-D-1-тиогалактопирано-
зида до конечной концентрации 250 мкМ, культиви-
рование продолжали в течение ночи при 37 °C в ус-
ловиях аэрации. Бактериальные клетки отделяли от 
среды культивирования центрифугированием в те-
чение 15 мин при 10000 g и однократно отмывали 
физиологическим раствором с последующим осаж-
дением при 10000 g. К отмытому клеточному осадку 
добавляли раствор PBS, содержащий 10мМ имидазо-
ла. Клетки разрушали ультразвуком (частотой 3 кГц 
3 интервала по 30 с) на холоде. После разрушения 
бактериальных клеток суспензию центрифугирова-
ли в течение 15 мин при 30000 g. Профильтрован-
ный супернатант подвергали хроматографической 
очистке на металл-хелатном никелевом сорбенте Ni-
NTA Agarose (50–150 мкм, Invitrogen, ThermoFisher, 
США). Концентрацию полученного белка опреде-
ляли по поглощению при длине волны 490 нм. Чи-
стоту полученных белковых препаратов оценивали 
методом электрофореза в полиакриламидном геле 
в присутствии додецилсульфата натрия или без де-
натурации. Для измерения концентрации получен-
ного белка использовали спектрофотометр Thermo 
Scientific NanoDrop 2000. Поглощение измеряли при 
длине волны 490 нм.

Иммунизация и получение 
сыворотки крови мышей

В работе были использованы самки-гибриды F1 
(CBA x C57BL), масса которых в среднем составля-
ла 20–25 г (возраст 4–6 месяцев). Мышей содержа-
ли в виварии при комнатной температуре и режиме 
освещения 12/24 ч, с предоставлением корма и во-
ды. Для изучения влияния исследуемого препарата 
на иммунный ответ препараты мышам вводили вну-
трибрюшинно. Количество препарата рассчитывали 
исходя из того, чтобы количество белка β2M-sfGFP 
составляло 1 мкг на 1 мышь. Препараты вводились 

в физрастворе в объеме 0.4 мл на животное. Вся ра-
бота выполнялась в соответствии с международ-
ными рекомендациями (этическим кодексом) по 
проведению медико-биологических исследований 
с использованием животных. Иммунизацию экспе-
риментальных животных проводили в 4 этапа с ин-
тервалом в 2 недели.

Иммуноферментный анализ
Анализ содержания специфических антител 

к sfGFP в сыворотках иммунизированных мышей 
осуществляли согласно разработанному нами ра-
нее протоколу иммуноферментного анализа (ИФА) 
[24]. В лунки 96-луночного планшета вносили рас-
твор глутарового альдегида. Инкубировали 1 ч, затем 
в лунки вносили по 100 мкл раствора sfGFP. Спустя 
1 ч вносили раствор обезжиренного молока с добав-
лением 0.5 % Tween 20. Далее в лунки планшета вно-
сили сыворотки мышей, через 1 ч –  специфические 
антитела, конъюгированные с пероксидазой хре-
на. Спустя еще 1 ч –  проявитель и измеряли погло-
щение в лунках планшета при длине волны 450 нм 
с помощью мультимодального ридера. При выпол-
нении ИФА внутри одного периода иммунизации 
(2, 4, 6 или 8 неделя) брались одинаковые разведе-
ния мышиных сывороток. В частности, разведение 
для срока 2 недели составляло 1/125, для срока 4 не-
дели –  1/250, для срока 6 недель –  1/1000, для срока 
8 недель –  1/2000. Концентрацию белка измеряли на 
спектрофотометре NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, 
США). Измерение производили в капле жидкости 
(2 мкл). Относительное содержание антител в экс-
периментальных группах определяли путем отнесе-
ния оптической плотности, измеренной в образцах 
экспериментальных групп, к оптической плотности 
в образцах соответствующих контрольных групп.

Статистическая обработка данных
Для попарного сравнения групп использова-

ли критерий Ньюмена – Кейлса. Проверку на нор-
мальность осуществляли при помощи критерия 
 Шапиро – Уилка. Все статистические расчеты и по-
строение графиков были выполнены в программе 
Rstudio 1.1.453. Все графики box plot представлены 
в виде медиан с доверительными интервалами.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Получение микро- и наночастиц на основе 

поли(молочной кислоты) с иммобилизованным 
модельным белком β2M-sfGFP

С целью сравнения влияния МЧ и НЧ одинако-
вой природы, как носителей белков, на гуморальный 
иммунный ответ в данной работе были получены 
МЧ и НЧ на основе ПМК и ПЭГ-б-ПМК. Для обоих 
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полимеров МЧ были получены методом одинарной 
эмульсии, тогда как НЧ –  методом наноосаждения. 
Последний не требует применения стабилизаторов 
(ПАВ), а НЧ формируются с узким распределением 
по размерам. Характеристики полученных полимер-
ных частиц представлены в таблице 1. Для обоих по-
лимеров гидродинамический диаметр (DH) МЧ со-
ставлял около 1400 нм, а для НЧ значения DH были 
близки к 100 нм.

В качестве модельного белка был выбран ре-
комбинантный белок слияния бета2-микроглобу-
лин человека с зеленым флуоресцентным белком 
Superfolder (β2M-sfGFP). Ранее нами было показа-
но, что эффективность иммобилизации данного мо-
дельного белка на поверхности микрочастиц выше, 
чем у зеленого флуоресцентного белка (sfGFP) [25]. 
Иммобилизацию белка проводили за счет реакции 
активированных сложных эфиров, полученных на 
поверхности МЧ и НЧ путем активации предва-
рительно сгенерированных карбоксильных групп 
с аминогруппами белка. Иммобилизация белка на 
поверхности НЧ и МЧ приводила к увеличению ги-

дродинамического диаметра наночастиц, индекса 
полидисперсности (ИПД) и снижению дзета-потен-
циала (таблица 1). Эффективность иммобилизации 
белка на поверхности МЧ составляла около 30 % 
и превышала 90 % в случае НЧ. Более высокая им-
мобилизационная емкость в случае НЧ обусловлена 
большей удельной площадью поверхности в едини-
це массы по сравнению с МЧ.

Изучение иммуногенности белка β2М-sfGFP, 
иммобилизованного на поверхности полимерных 

нано- и микрочастиц
Для изучения влияния типа частиц на иммуно-

генность модельного белка β2М-sfGFP, иммоби-
лизованного на поверхности частиц (комплексный 
антиген), была проведена иммунизация 8 равных по 
численности групп мышей. Иммунизация мышей 
проводилась по схеме, представленной на рис. 1.

Суммарно иммунизации были подвергнуты 
320 мышей, поделенные на 2 группы в зависимости 
от типа полимера, а именно ПМК или  ПЭГ-б-ПМК. 

Таблица 1. Характеристики исходных и модифицированных белком нано- и микрочастиц на основе ПМК 
и  ПЭГ-б-ПМК.

Вид частиц

Характеристики исходных 
полимерных частиц

Характеристики частиц, модифицированных 
белком

DH (нм) ИПД
Дзета-

потенциал 
(мВ)

Qим. 
(мкг белка/
мг частиц)

DH (нм) ИПД
Дзета-

потенциал 
(мВ)

МЧ
ПМК 1396 0.32 –37 ± 6 2.32 1432 0.36 –42 ± 3

ПЭГ-б-ПМК 1355 0.27 –31 ± 5 1.94 1538 0.38 –37 ± 4

НЧ
ПМК 110 0.09 –36 ± 3 9.40 127 0.22 –41 ± 4

ПЭГ-б-ПМК 75 0.08 –32 ± 5 9.80 83 0.21 –39 ± 6

320 mice
160 mice

Particle composition: PLA

80 mice
MP-β2M-sfGFP

80 mice
NP-β2M-sfGFP

160 mice
Particle composition: PLA-b-PEG

80 mice
MP-β2M-sfGFP

80 mice
NP-β2M-sfGFP

Taking blood from mice after each immunization

Four consecutive immunizations of eight groups of mice with an interval of 2 weeks (1 µg of protein per 1 mouse)

40 mice
Control

40 mice
Exp.

40 mice
Control

40 mice
Exp.

40 mice
Control

40 mice
Exp.

40 mice
Control

40 mice
Exp.

Рис. 1. Схема эксперимента по изучению иммуногенности белка β2М-sfGFP в составе комплексных антигенов с НЧ и МЧ 
на основе ПМК и ПЭГ-б-ПМК.
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 Каждая из этих групп была разделена еще на 2 груп-
пы по размеру полимерных частиц, а именно НЧ 
и МЧ. В свою очередь, для каждой из этих 4 групп бы-
ли созданы контроли, в которых белок β2М-sfGFP 
находился в виде смеси с полимерными частицами 
(контрольные группы). Иммунизацию животных 
проводили 4-кратно с интервалами в 2 недели c забо-
ром крови у мышей из щечной вены спустя 13 дней 
после каждой иммунизации.

Гуморальный иммунный ответ
В качестве системы детекции иммунного ответа 

использованы sfGFP и антитела к нему. Для оценки 
содержания специфических антител к sfGFP в сы-
воротке крови мышей был использован метод ИФА. 
При помощи критерия Шапиро – Уилка было уста-

новлено, что в каждой группе распределение не бы-
ло нормальным (p < 0.001). Поэтому для попарного 
сравнения восьми групп использовали непараметри-
ческий статистический критерий Ньюмена –  Кейлса.

Нами было проанализировано влияние размера 
полимерных НЧ и МЧ, а также введение блока ПЭГ 
в состав ПМК на иммуногенность связанного с ни-
ми белка на всех этапах иммунизации (рис. 2). Уста-
новлено, что уровень антител к sfGFP был значимо 
выше (p < 0.001) в группах экспериментальных жи-
вотных, подвергшихся иммунизации комплексным 
антигеном в виде НЧ ПМК или НЧ ПЭГ-б-ПМК, 
содержащих на поверхности белок β2М-sfGFP, по 
сравнению с группами, в которых иммунизация 
проводилась с использованием комплексного ан-
тигена на основе МЧ ПМК или МЧ ПЭГ-б-ПМК 
с иммобилизованным на поверхности белком. При 

Рис. 2. Тенденции в изменении уровня специфических антител против модельного белка в сыворотках крови мышей, имму-
низированных антигенами различного состава и размера (оптические плотности растворов внутри каждого срока измерены 
при одинаковом разведении сывороток крови).
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этом количество антител к sfGFP статистически 
не отличалось (p > 0.05) между группами, в кото-
рых животные подверглись иммунизации частица-
ми одного размера, но с разным составом полиме-
ров (НЧ ПМК и НЧ ПЭГ-б-ПМК; МЧ ПМК и МЧ 
ПЭГ-б-ПМК соответственно). Таким образом, вве-
дение блока ПЭГ в состав ПМК не оказывало вли-
яния на иммуногенность связанного с ними белка, 
в отличие от размера частиц на основе тех же поли-
меров.

Также был произведен статистический ана-
лиз контрольных групп (смесь белка β2M-sfGFP 
и с каждым из типов немодифицированных частиц, 
соответственно). Как и в наших предыдущих иссле-
дованиях [26], было установлено, что уровень специ-
фических антител к sfGFP в сыворотке крови был 
значимо ниже (p < 0.01) в случае иммунизации ком-
плексным антигеном, состоящим из белка ковалент-
но конъюгированного с полимерными частицами, 
по сравнению с физической смесью белка и частиц.

Уровень специфических антител к sfGFP в сы-
воротке крови во всех контрольных группах стати-
стически не отличался (p > 0.05) после каждого этапа 
иммунизации. На рисунке 3 представлены куму-
лятивные результаты относительного содержания 
специфических антител к модельному белку после 
каждой стадии иммунизации мышей комплексны-
ми антигенами на основе НЧ ПМК и МЧ ПМК. 
В опытных группах содержание антител к модельно-
му белку было ниже по сравнению с контрольными 
группами. При этом в опытных группах комплекс-
ные антигены, полученные с использованием частиц 
меньшего размера (НЧ), демонстрировали большую 
иммуногенность по сравнению с комплексными ан-

тигенами, полученными на основе более крупных 
частиц (МЧ). При иммунизации мышей комплекс-
ными антигенами, полученными на основе МЧ/НЧ 
ПЭГ-б-ПМК картина распределения специфиче-
ских антител была аналогичной.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
При внутрибрюшинном введении мышам моди-

фицированных модельными белками частиц инду-
цируется менее выраженный гуморальный иммун-
ный ответ по сравнению со смесью частиц с белком 
(контроль). Выраженность гуморального иммун-
ного ответа зависит от размеров частиц. Частицы 
с диаметром 1400 нм оказались менее эффективны 
в плане выработки специфических антител против 
модельного белка, чем частицы с диаметром 100 нм. 
При этом состав частиц (ПМК, ПМК-ПЭГ), в от-
личие от их размеров, не влияет на выраженность 
гуморального иммунного ответа. В свою очередь, 
ранее более выраженный специфический клеточ-
ный иммунный ответ был обнаружен в опытных 
группах мышей, которые были иммунизированы 
конъюгатом модельного белка и микрочастиц, по 
сравнению с контрольными группами мышей, ко-
торые были иммунизированы смесью модельного 
белка и микрочастиц [27]. При этом показано, что 
микрочастицы эффективно поглощаются макро-
фагами [25]. Таким образом, можно заключить, что 
с точки зрения применения полимерных частиц 
для создания “ловушек” для связывания вирусов 
и патогенов перспективнее использовать полимер-
ные МЧ (DH  > 1000 нм). Последние, будучи моди-
фицированы антителами/рецепторными белками, 

Рис. 3. Оценка относительного содержания специфических антител после введения антигена, находящегося на поверхности 
микро- и наночастиц на основе поли(молочной кислоты) во всех четырех иммунизациях. Данные представлены в виде сред-
них значений с доверительными интервалами. ● – Конъюгат белка с НЧ ПМК; ▲ – Смесь белка с НЧ ПМК; ■ – Конъюгат 
белка с МЧ ПМК; + – Смесь белка МЧ ПМК.
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 способными связываться с вирусными антигенны-
ми белками, вызывают в основном активацию кле-
точного иммунного ответа, что актуально при борьбе 
с тяжелыми формами вирусной инфекции и хрони-
ческими вирусными инфекциями. В перспективе 
такие “системы-ловушки”, связывающие проник-
шие в организм вирусы, могут процессироваться ан-
тиген-представляющими клетками, что будет спо-
собствовать запуску противовирусного иммунного 
ответа. При этом использование таких частиц не за-
висит от антигенного репертуара вируса, поскольку 
они направлены на связывание мало изменяющихся 
поверхностных белков вирусных частиц.

НЧ (~100 нм), несущие на поверхности иммо-
билизованные белки, вызывают, в основном, силь-
ный гуморальный иммунный ответ и выработку 
специфических иммуноглобулинов. Вследствие 
этого, НЧ наиболее перспективны для разработки 
вакцин против тех или иных вирусных инфекций. 
В случае применения их в качестве систем достав-
ки риск выработки антител на белок, используе-
мый в качестве вектора для доставки и связанный 
с поверхностью НЧ, также существует. Миними-
зировать процесс нежелательной иммуногенности 
можно, выбирая в качестве векторов для адресной 
доставки низкомолекулярные вещества, пептиды 
и неиммуногенные белки, идентифицируемые ор-
ганизмом как “свои”.
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FEATURES OF THE HUMORAL IMMUNE RESPONSE 
WHEN USING PROTEIN IMMOBILIZED ON THE SURFACE 

OF NANO- AND MICROPARTICLES BASED ON POLY(LACTIC ACID)
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The study is aimed at evaluating the influence of composition and size of micro- and nanoparticles (MPs and NPs) 
on the immunogenicity of protein antigen associated with them. For comparative analysis, MPs and NPs based on 
poly(lactic acid) (PLA) and block copolymer of poly(ethylene glycol) with poly(lactic acid) (PEG-b-PLA) were 
obtained. Recombinant human beta2-microglobulin fusion protein with superfolder green fluorescent protein 
(β2M-sfGFP) was used for covalent modification of all types of polymer particles. Immobilization of the model 
protein β2M-sfGFP was carried out on the surface of the particles through the reaction of activated esters with the 
amino groups of the protein. Immunization of mice using complex antigen (β2M-sfGFP protein immobilized on 
the surface of MPs and NPs of different compositions) was carried out in four steps. Immunogenicity was assessed 
by the level of specific antibodies to sfGFP using enzyme-linked immunoassay. The results showed a significant in-
crease in antibody levels in the control groups, which were immunized with a mixture of model protein and particles 
of different nature and sizes, compared to the experimental groups, which were immunized with conjugates of the 
corresponding particles with model protein. In the experimental groups, the highest number of specific antibodies 
was detected in the case of immunization of mice with the conjugate of protein and PLA or PEG-b-PLA-based 
NPs. The introduction of PEG block into the PLA composition did not significantly affect the immunogenicity of 
the protein, while the particle size was of significant importance. PLA- or PEG-b-PLA-based NPs showed higher 
immunogenicity compared to MPs of the same compositions, which can be used for practical purposes to develop 
vaccines (NP-protein) or ” trapping systems” (MP-protein) that bind infiltrating viruses.

Keywords: polymeric micro- and nanoparticles, poly(lactic acid), humoral immune response


