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Синтезированы конъюгаты наночастиц золота с антигенами холерного вибриона. Проведена имму-
низация животных полученными конъюгатами, получены кроличьи поликлональные антитела к
исследуемым антигенам, показавшие высокую специфическую активность. На модели белых лабо-
раторных мышей была оценена протективная активность конъюгатов холерных антигенов с нано-
частицами при заражении вакцинированных животных с применением в качестве контроля ком-
мерческой вакцины. Показано, что по иммуногенности созданные прототипы холерной вакцины с
использованием в качестве носителя и адъюванта наночастиц золота соответствовали регламенту
производства на национальную российскую холерную химическую вакцину.
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В последние десятилетия наночастицы золота
(НЧЗ) нашли многочисленные применения в
различных областях биомедицины [1, 2], однако
работ, посвященных иммунологическим свой-
ствам НЧЗ, не так много. Благодаря внедрению в
медицину методов и достижений нанотехнологий
в последние годы вырос интерес к наноносителям
антигенов (Аг). При их применении меняются
формы проявления иммуногенности заданного
вещества в иммунной системе организма-хозяи-
на. Подобные наночастицы могут выступать и в
роли носителя Аг и в качестве адъюванта [3, 4].

В 1986 г. появились сведения об успешной по-
пытке получения антител (Ат) к глютаминовой
кислоте с использованием в качестве носителя
частиц коллоидного золота [5]. После этого вы-
шел ряд работ, авторы которых применяли и раз-
вивали предложенный метод для получения Ат к
некоторым гаптенам и полноценным Аг. В ре-
зультате получали антисыворотки с высоким тит-

ром, которые не требовали дальнейшей очистки
от балластных Ат. В 1996 г. была опубликована
статья [6], в которой авторы впервые показали
возможность использования частиц коллоидного
золота в составе антивирусной вакцины как но-
сителей белкового Аг капсида вируса клещевого
энцефалита. Несмотря на то, что в состав вакци-
ны не входили адъюванты, предложенная экспе-
риментальная вакцина обладала более высокими
протективными свойствами по сравнению с ком-
мерческими аналогами.

Настоящий всплеск активности в области им-
мунологического применения НЧЗ можно на-
блюдать последние три–четыре года [7, 8], когда
НЧЗ начали использовать для создания экспери-
ментальных пептидных и углеводных вакцин
против вирусных и бактериальных инфекций,
для разработки вакцин против заболеваний, вы-
зываемых простейшими [8]. Кроме традицион-
ных антибактериальных и антивирусных вакцин
конъюгаты опухолевых Аг с НЧЗ предложено
применять для создания антираковых вакцин и
иммунотерапии рака [9].

В связи с эпидемической ситуацией по холере
в России и в мире необходима специфическая
профилактика этого заболевания [10, 11]. В 2001 г.
в России вакцинация против холеры была вклю-
чена в календарь профилактических прививок по
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эпидемическим показаниям. Поэтому разработка
и усовершенствование современных вакцин про-
тив холеры является важным и перспективным
направлением научных исследований. Vibrio cho-
lerae имеет очень сложный антигенный состав,
что препятствует созданию эффективных универ-
сальных вакцин против большого разнообразия
штаммов, биоваров и серогрупп холерного виб-
риона [12].

Основной целью работы являлось получение
конъюгатов НЧЗ с Аг холерного вибриона и
оценка эффективности иммунизации и вакцина-
ции предложенными конъюгатами.

Наночастицы золота со средним диаметром
частиц 15 нм получали по методу Frens [13], ис-
пользуя реакцию восстановления HAuCl4 цитра-
том натрия. Средний диаметр полученных нано-
частиц составил 15.2 нм. По нашим данным, ис-
пользование для иммунизации НЧЗ сферической
формы со средним диаметром 15 нм является оп-
тимальным [14].

Были синтезированы конъюгаты НЧЗ с семью
Аг холерного вибриона: холероген-анатоксином
штамма 569В Инаба (Аг1), О-Аг штамма М41
Огава (Аг2), О-Аг штамма 569В Инаба (Аг3), О-Аг
штамма КМ262 биовара Эль Тор серовара Огава
(Аг4), О-Аг штамма КМ263 биовара Эль Тор се-
ровара Инаба (Аг5), О-Аг штамма М377 О139 се-
рогруппы (Аг6), холерным токсином штамма
569В Инаба (Аг7). Конъюгацию проводили про-
стым смешением реагентов без использования
сшивающих агентов.

Для получения иммунных сывороток исполь-
зовали кроликов породы шиншилла весом 2–
2.5 кг. В качестве иммуногенов применяли Аг3,
Аг4, Аг5, Аг6 и Аг7. Для получения антисыворо-
ток был выбран подкожный метод введения мате-
риала с полным адъювантом Фрейнда. Был про-
веден цикл иммунизаций по пять подкожных
инъекций в дозах от 1 до 4 мл с интервалом в 4 сут.
Через 10 сут после дополнительной однократной
иммунизации внутривенным введением 2 мг Аг
проводили забор крови. Специфическую актив-
ность (титр) антисывороток определяли в реак-
ции агглютинации (РА) пробирочным методом с
соответствующими штаммами V. сholerae, в реак-
ции диффузной преципитации (РДП) и в дот-им-
муноанализе (ДИА) с гомологичными Аг. Ток-
син-нейтрализующие антитела сыворотки к хо-
лерному токсину определяются методом кожной
пробы Крейга на кроликах по минимальному ко-
личеству сыворотки, нейтрализующей токсин,
выраженному в активных единицах (АЕ). Имму-
ноферментный анализ (ИФА) для определения
антител в сыворотке крови лабораторных живот-
ных проводили по общепринятой схеме, в каче-
стве сенситинов использовались гомологичные
антигены, в качестве маркёров – антивидовые
антитела, меченные пероксидазой хрена.

Нами были получены пять серий кроличьих
гипериммунных сывороток к холерным О-Аг,
конъюгированным с НЧЗ. Усредненные показа-
тели специфической активности полученных сы-
вороток приведены в табл. 1. Как видно из табли-
цы, активность сывороток, полученных на экспе-
риментальные Аг, была достаточно высокой по
условиям нормативных требований.

Активность токсин-нейтрализующих антител
сыворотки к Аг7 составила 3200 АЕ по сравнению
с 1600 АЕ при иммунизации неконъюгирован-
ным Аг7.

При иммунизации белых мышей препаратами
Аг1 и Аг2 в дозе 10 мкг было установлено, что по
результатам ИФА на 21-е сутки титр специфиче-
ских антител к Аг1 и Аг2 для конъюгированных
антигенов был значительно выше. Усредненные
результаты по пулу из 10 мышей, измеренные в
трёх повторностях, представлены на рис. 1.

Таблица 1. Показатели специфической активности сы-
вороток к Аг холерного вибриона, конъюгированным
с НЧЗ

Наименование 
сыворотки

Специфическая активность (титр)

РДП РА ДИА

Сыворотка к Аг3 1 : 16 1 : 3200 1 : 500
Сыворотка к Аг4 1 : 16 1 : 6400 1 : 80
Сыворотка к Аг5 1 : 16 1 : 1600 1 : 40
Сыворотка к Аг6 1 : 8 1 : 1600 1 : 640
Сыворотка к Аг7 1 : 16 1 : 3200 1 : 500

Рис. 1. Уровень антитоксических антител у белых мы-
шей, иммунизированных протективными антигена-
ми Аг1 и Аг2 холерного вибриона.
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На модели белых лабораторных мышей была
оценена протективная активность конъюгатов
холерных Аг с НЧЗ при заражении вакциниро-
ванных мышей штаммом V. cholerae М879. Экспе-
риментальная вакцина серии 012 состояла из сме-
си Аг1 (35 мг) и Аг3 (10 мг), конъюгированных с
НЧЗ. В качестве контроля использовали коммер-
ческую вакцину, серия 8 (РосНИПЧИ “Мик-
роб”).

Иммунизацию мышей дозами по 0.5 мл,
соответствующими 1 : 1000; 1 : 5000; 1 : 25000;
1 : 125000 части готовой формы вакцины, по во-
семь животных для каждой дозы проводили внут-
рибрюшинно. Значения эффективной дозы
(ЕD50) холерной вакцины и летальной дозы
(LD50) заражающего штамма определяли по мето-
ду Кербера в модификации Ашмарина [15]. Зара-
жение иммунизированных мышей осуществляли
штаммом V. cholerae М879 в дозе 350 LD50 спустя
две недели после иммунизации. Мышей контро-
лировали на протяжении 72 ч, учитывая количе-
ство павших, и определяли LD50 заражающего
штамма. Заражение проводили внутрибрюшин-
но, используя клетки штамма V. cholerae М879 по-
сле их роста в течение (4 ± 1) ч на плотной пита-
тельной среде и разведенные до концентрации 6,
12, 24, 48 и 96 м.к. в 1 мл. Для контроля проводили
заражение 10 неиммунизированных мышей этим
же штаммом холерного вибриона.

Результаты исследований протективного эф-
фекта конъюгатов Аг холерного вибриона с НЧЗ
приведены в табл. 2. Данные таблицы свидетель-
ствуют о том, что по иммуногенности прототип
холерной химической вакцины (серия 012) соот-
ветствовал требованиям на вакцину, так как ЕD50
была не более 1/20000 части готовой формы вак-
цины.

Таким образом, были синтезированы конъ-
югаты НЧЗ с семью Аг холерного вибриона. Про-
ведена иммунизация животных полученными
конъюгатами, получены кроличьи поликлональ-
ные Ат к исследуемым Аг и иммунохимическими
методами определены их титры, чувствитель-
ность и специфичность по отношению к раство-
римым иммуногенам и целым клеткам V. cholerae.
Полученные антисыворотки показали высокую
специфическую активность. На модели белых ла-
бораторных мышей была оценена протективная
активность конъюгатов холерных Аг с НЧЗ при
заражении вакцинированных мышей штаммом
V. cholerae М879 с применением в качестве кон-
троля коммерческой вакцины. Приведенные дан-
ные свидетельствуют о том, что по иммуногенно-
сти созданные прототипы холерной химической
вакцины с использованием в качестве носителя и
адъюванта НЧЗ соответствовали регламенту про-
изводства на национальную российскую холер-
ную химическую вакцину.

Отметим преимущества использования НЧЗ в
качестве средств доставки вакцин: их относитель-
но небольшой размер, который позволяет легко
проникать в ткани, малая токсичность и длитель-
ная циркуляции in vivo, низкая стоимость, вос-
производимость. Вакцинация несколькими кон-
сервативными Аг, конъюгированными с НЧЗ,
имеет преимущества перед использованием от-
дельных Аг. Кроме того, НЧЗ могут быть обнару-
жены с использованием неинвазивных методов
визуализации, предоставляя информацию о том,
были ли доставлены вакцины, что помогает про-
гнозировать или оценивать эффективность. Си-
стема доставки на основе НЧЗ может защитить
вакцины от преждевременной деградации, улуч-
шить стабильность, обладает хорошими адъ-
ювантными свойствами, а также способствует це-
левой доставке иммуногена антигенпрезентиру-
ющим клеткам.
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Таблица 2. Выживаемость животных после вакцина-
ции и заражения 350 LD50 штамма V. cholerae Eltor
М879

№ серии, штамм Доза вак-
цинации

Пало после 
заражения

ЕD50

8

1/1000 2

1/102333
1/5000 0

1/25000 1
1/125000 2

012

1/1000 0

1/102333
1/5000 1

1/25000 0
1/125000 4

V. cholerae Eltor
М879 (контроль)

350 LD50 10
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OBTAINING AND CHARACTERISTIC OF ANTIBODIES TO VIBRIO CHOLERAE 
PROTECTIVE ANTIGENS CONJUGATED WITH GOLD NANOPARTICLES
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Gold nanoparticle conjugates with Vibrio cholerae antigens were synthesized. The animals were immunized
with the obtained conjugates. Rabbit polyclonal antibodies to the antigens were obtained, which showed high
specific activity. On the model of white laboratory mice, the protective activity of conjugates of cholera anti-
gens with nanoparticles during infection of vaccinated animals was evaluated using a commercial vaccine as
a control. It was shown that in terms of immunogenicity, the created prototypes of cholera vaccine using gold
nanoparticles as a carrier and adjuvant complied with the production regulations for the Russian national
cholera chemical vaccine.

Keywords: gold nanoparticles, Vibrio cholerae, immunization, vaccination



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


