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Роль искусственных мембранных структур, содержащих лекарственные вещества, значима и пер-
спективна в наши дни при разработке новых препаратов. Липосомальные препараты активно при-
меняются в медицинской практике. Они демонстрируют повышенные показатели эффективности 
и относительно низкую токсичность. Цель данной работы состояла в инкапсуляции антиидиоти-
пических антител в липосомальную композицию для улучшения их иммуногенных свойств. После 
приготовления методом дегидратации/регидратации с использованием ультразвуковой обработки 
были исследованы размер, дзета-потенциал и эффективность загрузки липосом. Были проведены 
предварительные исследования in vivo для оценки адъювантных свойств липосом, различающихся 
по своим размерам. Нагруженные липосомы наименьшего диаметра (около 110 нм) показали воз-
можность усиления иммунного ответа аналогично ответу, полученному с применением адъюванта 
Фрейнда. Эти результаты позволяют сконцентрировать внимание на возможности использования 
нагруженных антителами липосом в дальнейших исследованиях.
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Artifi cial membrane structures containing medicinal substances are highly promising for the development 
of new drugs. Liposomal preparations are actively used in medical practice due to  their high effi cacy and 
relatively low toxicity. Our aim was to encapsulate anti-idiotypic antibodies into a liposomal composition 
with the purpose of improving their immunogenic properties. Following the preparation of a liposomal 
composition by the dehydration/rehydration method using ultrasonic treatment, the size, zeta potential, and 
loading effi ciency of liposomes were investigated. Preliminary in vivo studies were conducted to evaluate 
the adjuvant properties of liposomes of varying size. Loaded liposomes of the smallest diameter (about 
110 nm) showed the potential of enhancing the immune response similar to that obtained using Freund’s 
adjuvant. These results justify further research into the properties of liposomes loaded with antibodies.
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Введение
Использование липосом в роли транс-

портной системы для доставки лекарствен-
ных препаратов (ЛП) является общеприз-
нанным подходом к повышению показателей 
эффективности лечения. Включение ЛП 
в состав мембранных везикул способству-
ет повышению терапевтического индекса 
лекарства и пролонгированию его дейст-
вия. Препараты на основе липосом (ЛПС) 
нашли применение, в частности, в сфере 
лечения онкологических заболеваний [9]. 
Инкапсуляция ЛП в липидные носители 

позволяет увеличить их биодоступность, 
снизить токсичность и риск развития по-
бочных эффектов, а также более эффектив-
но облегчить боль при сочетании онкопре-
паратов с местными анестетиками.
При разработке новых ЛПС большое вни-

мание уделяется физико-химическим ха-
рактеристикам липосом [6, 10]. Липосомы, 
используемые для инкапсуляции ЛП, долж-
ны иметь одинаковый размер (порядка 100–
150 нм в диаметре), обладать низким ин-
дексом полидисперсности, иметь значения 
дзета-потенциала <10–15 мВ. Эти параме-
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тры обеспечивают наиболее эффективную 
экстравазацию липосом и удерживание их 
в тканях.
Возможность использования липосом 

в качестве адъювантов в вакцинных пре-
паратах для людей исследуется достаточ-
но давно [8]. Введение водорастворимых 
антигенов, таких как белки, в липосомы 
защищает их от быстрого разрушающего 
воздействия протеаз. Благодаря этому уве-
личивается время полужизни антигенов 
в крови и обеспечивается более длительное 
взаимодействие антиген-представляющих 
клеток с иммуногеном после вакцинации. 
Липосомы используются также в новых 
РНК-вакцинах для защиты нуклеиновой 
кислоты от воздействия РНК-аз в орга-
низме с целью доставки РНК в клетки [3]. 
Адъюванты на основе липосом обычно со-
держат холестерин, лецитин, димиристоил 
фосфатидилхолин. Преимуществом таких 
адъювантов является биосовместимость 
и возможность биодеградации в организме. 
Кинетика распада микросфер зависит от их 
химического состава, она может меняться 
в зависимости от поставленных задач.
Механизм взаимодействия липосом 

с иммунной системой человека достаточ-
но подробно изучен и описан [11]. После 
процессинга и презентации антигена про-
исходит поляризация Т-лимфоцитов СD 4+, 
что в дальнейшем приводит к появлению 
В-клеток, активации CD 8+ Т-лимфоцитов 
и гуморального иммунного ответа. 
Конструкция липосом, заряд и состав 
бислоя, размер частиц — важные параме-
тры, влияющие на их адъювантные свойст-
ва. Адъювантные свойства липосом зави-
сят от способа включения в них антигена, 
которое может быть достигнуто путем ко-
валентной липидной конъюгации, неко-
валентным поверхностным связыванием, 
а также при электростатическом взаимо-
действии с липидами противоположного 
заряда или поверхностной адсорбцией. 
Было установлено, что при малых разме-

рах антигена лучшие иммунные ответы 
можно получить методом поверхностной 
адсорбции антигена на липосомах. Кроме 
того, включение иммуностимулирующих 
веществ в липосомальные композиции вак-
цин также способствует усилению иммун-
ного ответа [1].
Разработка экспериментальных подхо-

дов к иммунопрофилактике ряда заболева-
ний имеет важное практическое значение. 
Одним из актуальных направлений для ис-
следователей является изучение возможно-
сти применения иммунотерапии в лечении 
наркомании. Действие предлагаемых вак-
цин основано на блокировании наркоти-
ка до того, как он попадет в центральную 
нервную систему.
При создании вакцины от опиоидной за-

висимости нами впервые было предложено 
использование антиидиотипических ан-
тител (Ат2) к двум производным морфина 
в качестве иммуногена [2]. Ранее в экспери-
ментах на животных вакцинный препарат 
использовался в сочетании с адъювантом 
Фрейнда, значительно усиливающим им-
мунный ответ, но имеющим существенный 
недостаток — появление гранулем на месте 
инъекции. Исходя из литературных дан-
ных, использование липосом в вакцинных 
композициях не дает таких нежелательных 
побочных реакций [7, 11]. Это обстоятель-
ство, а также необходимость поиска адъ-
юванта, не влияющего на конформацию 
вариабельной части антиидиотипических 
антител (иммуногена), привело нас к из-
учению возможности использования липо-
сом в качестве безопасного и эффективного 
средства для усиления иммунного ответа 
у экспериментальных животных.

Целью настоящей работы является оп-
тимизация условий включения целевого 
антигена — антиидиотипических антител 
(Ат2) к морфину в искусственные мем-
бранные везикулы — липосомы в качестве 
перспективной системы доставки, а также 



11БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 4 | 8–17

изучение физико-химических характери-
стик, получаемых липосом (размер, дзета-
потенциал, степень включения), и исследо-
вание оказываемого эффекта на усиление 
и специфичность иммунного ответа in vivo 
на модельном животном организме.

Материалы и методы
Материалы
В данной работе использовались сле-

дующие реактивы и материалы («Sigma-
Aldrich», США): соевый лецитин, сфин-
гомиелин из куриного яичного желтка, 
холестерол, хлорид натрия, хлорид калия, 
гидрофосфат натрия, дигидроортофос-
фат калия, соляная кислота, гидроксид на-
трия, а также диэтиловый эфир («Panreac 
Quimica S. L. U.», США), хлороформ 
(«Panreac Quimica S. L. U.», США). Все рас-
творители и реагенты были аналитической 
степени чистоты, растворы для подготовки 
проб готовили с использованием деиони-
зованной воды, полученной на установке 
для получения глубокообессоленной воды 
(модель «АКВАЛАБ» УВОИ-МФ-1812, 
«Медиана-Фильтр», Россия). Для про-
ведения и контроля всего эксперимента 
применяли оборудование, представленное 
в табл. 1.
Для включения в липосомы использо-

вали антиген — Ат2 кролика, полученные 

на основе первичных моноклональных ан-
тител мыши к двум производным морфи-
на — карбоксиметильному (КММ) и геми-
сукцинильному (ГСМ) эфирам. Ат2 были 
представлены иммуноглобулинами клас-
са G, полученными ранее из антиидио-
типической сыворотки кролика с титром 
Ат2 1х10–5, истощенной от антимышиных 
антител с помощью аффинной хромато-
графии [5].

Методы исследования
Для приготовления искусственных мем-

бранных везикул за основу была взята мето-
дика приготовления липосом, содержащих 
антиген в виде белка, способом дегидрата-
ции/регидратации [4]. Данная методика была 
адаптирована в соответствии с имеющим-
ся оборудованием. Условия формирования 
фосфолипидной мембраны, получения го-
могенной водно-масляной эмульсии с вклю-
чившейся целевой субстанцией и методом 
очистки от не включившегося белка описа-
ны в табл. 2. Концентрацию белка опреде-
ляли в соответствии с методикой, прилага-
емой к флуориметру Qubit. Распределение 
размеров липосом контроли ровалось с по-
мощью динамического рассеяния света, 
для чего пробу разбавляли в водной среде 
1:15 по объему. Результаты были зафиксиро-
ваны под углом 90° при 23–24°C на лазере 

Таблица 1. Оборудование, используемое в эксперименте
Table 1. Equipment used in the experiment

Название Модель Производитель
Лабораторные аналитические весы PA-214C OHAUS (США)

Ультразвуковой стержневой гомогенизатор LABSONIC М Sartorius AG (Германия)

Ультразвуковая ванна Elmasonic S 40H Elma Schmidbauer GmbH (Герма-
ния)

Холодильники с нижней морозильной камерой XM-6025–031 Атлант (Белоруссия)
Портативный рН-метр FG2 Mettler Toledo (США)

Анализатор размеров частиц и дзета-потенциала 
Photocor Compact-Z Фотокор (Россия)

Вортекс персональный V-1 plus BioSan (Латвия)
Микроцентрифуга 5430R Eppendorf (Германия)

Ротационный вакуумный концентратор RVC 2–25 CDplus Martin Christ Gefriertrocknungsanla-
gen GmbH (Германия)

Флуориметр Qubit 3.0 Thermo Fisher Scientifi c (США)
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с длиной волны 658 нм. Полученные данные 
были обработаны с применением программ-
ного обеспечения DynaLS. Измерение дзе-
та-потенциала проводилось методом элек-
трофоретического рассеяния света (анализ 
доплеровского сигнала) при электрическом 
поле 10 V/cm и с применением уравнения 
Смолуховского.
Сбор данных для оценки размеров и дзе-

та-потенциала полученных липосом про-
изводили в течение 1-й мин и 30 с соответ-
ственно. Анализ полученных результатов 
с использованием ПО DynaLC проводи-
ли по следующим параметрам: диапазон 
каналов обработки: 40–160, число точек 
решения 200, многопроходной алгоритм 
обработки, автоматический поиск границ 
решения.
Иммуногенность полученных липосо-

мальных препаратов Ат2 изучали на кры-
сах-самках популяции линий Wistar в воз-

расте около 4-х мес. начальной средней 
массой 300 г. Схема эксперимента пред-
ставлена в табл. 3. В каждой группе было 
по 8 животных. Условия работы с экспе-
риментальными животными соответство-
вали Приказу Минздрава России № 199н 
от 01.04.2016 «Об утверждении Правил 
надлежащей лабораторной практики» и ди-
рективе ЕС от 22.09.2010 «По охране жи-
вотных, используемых в научных целях».
Группа 1 была иммунизирована анти-

геном Ат2 без адъюванта; группа 5 — 
с адъю вантом; группы 2, 3 и 4 — липосо-
мальными препаратами Ат2 с размером 
частиц 110, 240 и 385 нм соответственно. 
Заборы крови у экспериментальных жи-
вотных осуществляли прижизненно из бе-
дренной вены. Общий гуморальный им-
мунный ответ у крыс (антитела к Ат2) 
определяли при анализе сывороток крови 
с помощью непрямого метода ИФА, исполь-

Таблица 2. Условия получения липосом
Table 2. Conditions for obtaining liposomes

Название стадии Условия Примечания

Формирование пленки Пробы упаривались на скорости 
1500 об./мин при 35°C в течение 1 ч

Использовали 15 мл пластиковые 
пробирки

↓
Ультразвуковая обработка (УЗ 

стержень)
Диспергирование в течение 15 мин 

на льду
Рабочая частота — 30 кГц

Амплитуда УЗ излучения 100 %
Ультразвуковая обработка (УЗ 

баня)
Диспергирование в течение 15 мин 

на льду Рабочая частота — 37 кГц

↓

Оценка степени включения
Центрифугирование при 

15 000 об./мин в течение 10 мин 
при комнатной температуре

Измеряли не включившийся белок 
в очищенном супернатанте

Таблица 3. Схема эксперимента по изучению иммунного ответа у крыс к препаратам Ат2 с различными адъ-
ювантами
Table 3. Scheme of an experiment to study the immune response in rats to Ab2 preparations with various adjuvants

№ группы Вводимый антиген, 
(доза, мкг/кг) Адъюванты Способ введения пре-

паратов
Забор 
крови

1

Ат2,
300 мкг/кг

без адъюванта I инъекция: п/к в 2 точ-
ки вдоль хребта через 

14 дней
II инъекция: п/к в 2 точ-
ки вдоль хребта через 

14 дней
III инъекция: п/к в 2 точки 

вдоль хребта 

35-й день 
от начала 
иммуниза-

ции 

2 липосомы, размер частиц 110 нм, 
сфингомиелин с холестерином

3 липосомы, размер частиц 240 нм, 
сфингомиелин с холестерином 

4 липосомы, размер частиц 385 нм, 
сфингомиелин с холестерином

5  с адъювантом Фрейнда
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зуя для адсорбции на твердой фазе исход-
ный антиген — Ат2 к двум производным 
морфина (КММ и ГСМ), представлявший 
собой IgG кролика в концентрации 5 мкг/мл. 
Иммунологическую специфичность образо-
вавшихся третичных (Ат3) антител в сыво-
ротках иммунизированных крыс определяли 
в ИФА с использованием в качестве антиге-
на на твердой фазе фенилазопроизводного 
морфина по 2-му атому углерода, конъюги-
рованного с лизоцимом (ФАМ-лиз.) [5].

Результаты и их обсуждение
В результате работы были получе-

ны следующие данные, представленные 
на рис. 1 и 2, в табл. 4.

Приведенные значения демонстрируют 
узкое распределение по размерам, что свиде-
тельствует о незначительной вариабельно-
сти размеров полученных частиц. Сравнение 
характеристик демонстрирует, что после об-
работки УЗ стержнем образуются везикулы 
с наименьшим размером, большим откло-
нением и процентным выходом по сравне-
нию с обработкой УЗ баней. Концентрация 
белка в пробах после финальной стадии 
показывает 50% включение целевого ан-
титела в состав везикул в обоих образцах 
с отклонением 1%. Анализ двух возможных 
методов получения липосом свидетельству-
ет о перспективах применения УЗ стержня 
для формирования везикул. Однако данный 

Рис. 1. Графическое представление результата анализа липосом, содержащих антитело, приготовленных с ис-
пользованием УЗ бани. По оси ординат — амплитуда распределения, по оси абсцисс — гидродинамический 
радиус частиц (нм).
Fig. 1. Graphical representation of the analysis of antibody-containing liposomes prepared using an ultrasound bath. 
The ordinate is the distribution amplitude, the abscissa is the hydrodynamic radius of the particles (nm).

Рис. 2. Графическое представление результата анализа липосом, содержащих антитело, приготовленных с ис-
пользованием УЗ стержня. По оси ординат — амплитуда распределения, по оси абсцисс — гидродинамический 
радиус частиц (нм).
Fig. 2. A graphical representation of an analysis of liposomes containing an antibody prepared using an ultrasound rod. 
The ordinate is the distribution amplitude, the abscissa is the hydrodynamic radius of the particles (nm).

Таблица 4. Размерное распределение используемых липосом
Table 4. Size distribution of liposomes used

Показатель Баня Стержень
Среднее значение размера целевых липосом, нм 238,1 166,4

Размер, соответствующий максимальной амплитуде пика липосом, нм 250,5 159,1
Стандартное отклонение, нм 34,35 48,22

Нормированный вклад данного размера частиц, % 34,4 77,4

В.Н. Каркищенко, А.Г. Берзина, Т.А. Климова, Н.Б. Гамалея, Р.А. Агельдинов, 
А.Е. Кузнецов, И.C. Корсун, М.С. Нестеров, Л.И. Ульянова
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метод имеет следующие недостатки: воз-
можность перехода частиц металла со стер-
жня в целевой раствор, метод становится 
более затратным по времени и физически 
при переходе на большое количество проб, 
возможность контаминации при формирова-
нии (плохо очищенный стержень, открытый 
сосуд с раствором).
Исследование адъювантных свойств 

полученных липосом показало, что им-
мунизация крыс липосомальными препа-
ратами антител Ат2 приводит к индукции 
Ат1-подобного Ат3 иммунного ответа. 
Полученные Ат3 положительно реагирова-
ли с производным морфина — ФАМ-лиз. 
В группе 3 титр Ат3 антител был 1х10–3, 
в группах 2 и 5 титры Ат3 антител сов-
падали и были равны 2х10–3, а в группах 
1 и 4 Ат3 обнаруживались в низких ти-
трах — 1х10–2. У крыс, иммунизированных 
препаратом Ат2 без адъюванта, Ат3 антите-
ла не обнаруживались.
Оценка общего гуморального иммунного 

ответа на вводимый антиген в группах крыс 
показала, что усиление иммунного ответа 
на 35-й день от начала иммунизации про-
исходит у животных только благодаря при-
меняемым адъювантам (табл. 5). Без адъ-
юванта иммунный ответ был слабым, т. е. 
антитела к Fc-фрагменту IgG, формирую-
щиеся при введении Ат2 кролика, обнару-
живались в титре 1х10–2. По-видимому, это 

объясняется тем, что IgG кролика не явля-
ется для крыс сильным иммуногеном ввиду 
серологического родства иммуноглобули-
нов этих двух видов животных. На усиление 
иммунного ответа существенным образом 
влиял размер липосом. Как было показано 
ранее [11], размер липосом важен с точ-
ки зрения их применения. В некоторых 
случаях нужны крупные липосомы, ког-
да инкапсулируются частицы, включаю-
щие микроорганизмы, такие как бактерии. 
Однако во многих случаях предпочтитель-
ны мелкие липосомы. Это связано с тем, 
что мелкие липосомы не так быстро удаля-
ются из ретикуло-эндотелиальной системы 
(РЭС), как крупные липосомы (с размерами 
свыше 200 нм). Кроме того, крупные липо-
сомы при их внутримышечной инъекции 
не способны достичь регионарных лимфа-
тических узлов и доставить к ним вакци-
ны. Так, в наших экспериментах крупные 
липосомы с размером 385 нм практически 
не влияли на усиление иммунного ответа. 
Наилучшие адъювантные свойства про-
демонстрировали липосомы с размером 
частиц 110 нм. Титры антител в сыворот-
ках крови экспериментальных крыс были 
на уровне тех, что и в группе крыс, имму-
низированных тем же антигеном, но с при-
менением адъюванта Фрейнда — 3,2х10–4. 
Надо также отметить, что использование 
всех липосом, независимо от их размера, 

Таблица 5. Результаты тестирования сывороток крови экспериментальных крыс при проверке адъювантных 
свойств липосомальных препаратов Ат2
Table 5. The results of testing blood sera of experimental rats when checking the adjuvant properties of liposomal 
preparations of Ab2

№ группы OD492 (о. е.) * Вводимый антиген Титр антител к Ат2
1 0,25 Ат2 кролика без адъюванта 1х10–2

2 1,68 Ат2 кролика в липосомах 110 нм 3,2х10–4

3 0,94 Ат2 кролика в липосомах 240 нм 8х10–3

4 0,73 Ат2 кролика в липосомах 385 нм 4х10–3

5 2,06 Ат2 кролика с адъювантом Фрейнда 3,2х10–4

Примечание: * — в таблице представлены средние значения ОD492 для каждой группы, соответствующие 
разведению сывороток крови крыс 1:1000. В качестве контроля использована сыворотка крыс до иммунизации. 
OD492 в контроле была 0,07 о. е.
Note: * — the table shows the average OD492 values for each group corresponding to a dilution of rat blood serum 
1:1000. Serum of rats before immunization was used as a control. OD492 in the control was 0.07 ou.
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не давало побочных эффектов — гранулем 
на месте инъекции. В случае применения 
адъюванта Фрейнда в местах подкожных 
инъекций у крыс наблюдались гранулемы.

Выводы
1. Сравнение двух методов формиро-

вания липосом с помощью УЗ стержня 
и УЗ бани показало, что каждый метод 
имеет свои достоинства и недостатки. УЗ 
баня демонстрирует стабильность по по-
казателям размерности и заряда, при этом 
процентное содержание сформированных 
липосом относительно низкое, а среднее 
значение величины липосом находится 
на верхней границе допустимого для наше-
го эксперимента. УЗ стержень характеризу-
ется хорошими показателями размерности 
и процентного содержания везикул, но от-
личается низким показателем стабильности 
и нейтральным зарядом.

2. Показано, что формирование липосом 
методом дегидратации/регидратации с ис-
пользованием ультразвуковой (УЗ) обра-

ботки позволяет создать липосомы малого 
размера (до 385 нм) с отрицательным зна-
чением дзета-потенциала.

3. Впервые показано, что введение анти-
идиотипических (Ат2) антител к производ-
ным морфина в липосомы малого размера 
(110 нм) способствует усилению иммунно-
го ответа у грызунов.

4. Установлено, что с увеличением диа-
метра липосом от 110 до 240 нм титр спе-
цифических третичных (Ат3) антител в ре-
зультате иммунизации уменьшается в два 
раза. Более крупные липосомы диаметром 
385 нм не обладают адъювантным дейст-
вием. Мелкие липосомы размером 110 нм 
проявляют адъювантные свойства, анало-
гичные действию адъюванта Фрейнда.

5. Использование липосомированных 
антиидиотипических антител к двум про-
изводным морфина при вакцинации крыс 
не дает побочных эффектов в виде грану-
лем на месте введения, что является выгод-
ным отличием от вакцин с применением 
адъюванта Фрейнда.
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