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Биологически активные вещества из морских гидробионтов в биотехнологии и медицине
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functional foods based on BAS been shown.
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Изучено адъювантное действие липосом, покрытых ацилированным хитозаном. В качестве модельного 
антигена использован порообразующий белок наружной мембраны Yersinia pseudotuberculosis, который 
является одним из основных иммуногенных белков этой грамотрицательной бактерии.
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Создание безопасных и эффективных вакцин яв-
ляется одной из актуальных задач современной ме-
дицины. Особый интерес представляет разработка 
новых мукозальных вакцин и способов их доставки. 
Известно, что включение антигена в липосомы по-
вышает функциональную активность лимфоидных 
клеток кишечника [1], а модификация поверхности 
липосом хитозаном улучшает их мукоадгезивные 
свойства по отношению к слизистой оболочке же-
лудочно-кишечного тракта и повышает биодоступ-
ность перорально вводимых соединений [2]. 

В связи с этим целью нашей работы является из-
учение адъювантного действия липосом, покрытых 
ацилированным хитозаном, при пероральной имму-
низации животных порообразующим белком наруж-
ной мембраны Y. рseudotuberculosis.

Материалы и методы. Моноламеллярные липо-
сомы, приготовленные методом обращенных фаз из 
лецитина, холестерина и диацетилфосфата (моль-

ное соотношение 2:1.5:0.2), и термоденатурирован-
ный мономер порина (ТМ) наружной мембраны Y. 
pseudotuberculosis в качестве модельного антигена 
были использованы нами для получения протеоли-
посом, которые обрабатывали низкомолекулярным 
хитозаном, полученным из коммерческого пищевого 
хитозана (ТУ 9283-174-00472012, ООО «Биополиме-
ры») и ацилированным остатком 3-гидрокситетраде-
кановой кислоты. Мышей (CD-1, самцы, 5 мышей 
в группе) иммунизировали ТМ в липосомальной 
форме, внутрибрюшинно и перорально, однократно 
и трехкратно, в количестве 250 мкг/мышь. Соскобы 
и смывы со слизистой оболочки тонкого кишечника 
брали на 3-й, 6-й, 10-ый и 14-ый день после имму-
низации. Наличие антител к ТМ в сыворотке крови 
(IgG) и в секрете тонкого кишечника (IgA) анализи-
ровали с помощью ИФА. 

Результаты. Ранее нами было показано [3], что 
пероральная иммунизация мышей малыми дозами 
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антигена в липосомальной форме (25 мкг/мышь, 
3-х кратно) не приводит к достоверному повыше-
нию в сыворотке крови уровня антител к порину Y. 
рseudotuberculosis. Однако увеличение дозы антиге-
на в 10 раз при однократном пероральном введении 
его мышам позволило получить значительное уве-
личение титра IgG антител – до 3,4 lg.

 Обращает на себя внимание тот факт, что одно-
кратная иммунизация порином в составе липосом, 
покрытых модифицированным хитозаном, при-
водит к статистически достоверному повышению 
уровня специфических IgA антител в секрете тон-
кого кишечника в 1,5–2 раза по сравнению с кон-
тролем. Этот эффект наблюдается как при вну-
трибрюшинном, так и при пероральном способе 
введения антигена.

Таким образом, установлено, что катионный по-
лисахарид хитозан, ацилированный остатком 3-ги-
дрокситетрадекановой кислоты, обладает адъю-
вантным потенциалом. Показано, что однократная 
пероральная иммунизация мышей порином НМ Y. 
pseudotuberculosis в липосомальной форме стимули-

рует выработку сывороточных и секреторных спец-
ифических иммуноглобулинов. В связи с этим мож-
но утверждать, что наноконструкции, включающие 
ацилированный хитозан, потенциально пригодны 
для использования в качестве носителей для созда-
ния пероральных вакцинных препаратов.

Работа проведена при финансовой поддержке 
гранта ДВО РАН (№ 12-III-А-05-063).
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Альфа-галактозидаза морской бактерии 
Pseudoalteromonas sрp. КММ 701 (GenBank code: 
DQ530422) является важным ферментом для биотех-
нологического получения универсальной донорской 
крови группы O(I) [1]. Однако фермент не обладает 
достаточной термостабильностью для осуществле-
ния масштабного производства. Для выявления струк-
турно-функциональных особенностей фермента был 
получен рекомбинантный аналог альфа-галактозида-
зы α-PsGal и построена высокоточная полноатомная 
модель 3-D структуры с использованием прототипа 
из Lactobacillus acidophilus NCFM (PDB code: 2XN2). 

На основе анализа трехмерной структуры альфа-
галактозидазы морской бактерии Pseudoalteromonas 
sp. КММ 701 были предсказаны точечные мутации 
аминокислотных остатков молекулы фермента для 
повышения его термостабильности. Методом ПЦР-
опосредованного сайт-направленного мутагенеза 

были получены мутантные формы с аминокислотны-
ми заменами E406P, V326E, Q410P, S412P, G463P для 
стабилизации петли, расположенной вблизи активно-
го центра. Рекомбинантные белки с мутациями L68R, 
T44R, L411D были сконструированы для укрепления 
связи между двумя субъединицами. Мутанты D450A, 
D515A, E337A, C493N и W170A были получены для 
выявления механизмов каталитического действия и 
образования димера альфа-галактозидазы. 

 Работа была поддержана грантами РФФИ №13-
04-00806, ДВО РАН №12-III-А-05-064, программой 
«Молекулярная и клеточная биология» 12-I-П6-10.
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