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Резюме. Yersinia enterocolitica, один из наиболее часто встречающихся возбудителей внутрибольничных инфек-

ций, является причиной иерсиниоза — острого инфекционного заболевания желудочно-кишечного тракта. 

Проблема кишечного иерсиниоза, вызываемого этой бактерией, весьма актуальна для медицины и ветерина-

рии; для обнаружения возбудителя в организме человека и животных, а также в продуктах животноводства 

требуется использование серо- и иммунодиагностики. Одним из самых популярных наноносителей анти-

генов, используемых для иммунизации и вакцинации, являются наночастицы золота. Преимуществами ис-

пользования наночастиц золота в качестве «транспортировщиков» вакцин в организме являются их отно-

сительно небольшой размер, который позволяет легко проникать в ткани, малая токсичность и длительная 

циркуляции in vivo, низкая стоимость, воспроизводимость. В настоящее время с использованием наночастиц 

золота ведутся работы по созданию новых диагностических тестов и вакцин против вирусных, бактериаль-

ных, паразитарных инфекций, в том числе против бактерий рода Yersinia. Цель данного исследования — из-

учение применения наночастиц золота как иммуномодулятора при иммунизации и вакцинации антигеном, 

выделенным из Y. enterocolitica. Выделенный антиген Y. enterocolitica конъюгировали с 15-нанометровыми 

нано частицами золота. Синтезированный конъюгат был использован для иммунизации лабораторных жи-

вотных. Методами иммунохимического анализа определены чувствительность и специфичность полученных 

антител. Для установления протективного эффекта животных вакцинировали конъюгатами антигена и пре-

паратами сравнения. При иммунизации животных конъюгатом наночастиц золота с антигеном Y. enterocolitica 

была получена антисыворотка, специ фически распознающая в блот-анализе иерсиниозные белки с молеку-

лярными массами ~35 и ~14 kDa. Обнаружен перекрест с бактериями вида Y. pseudotuberculosis и отсутствие 

перекрестов с клетками бактерий кишечной группы Escherichia coli, Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa, 

Proteus vulgaris, что указывает на родовую специфичность полученных антител. Для определения протек-

тивного эффекта животных вакцинировали конъюгатами антигена c наночастицами золота и препаратами 

сравнения. Через две недели после последней вакцинации мышам внутрибрюшинно вводили культуру пато-

генного штамма Y. enterocolitica. Группы, иммунизированные конъюгатом антигена с наночастицами золота, 

показали выживаемость 70–80%, тогда как все мыши контрольной группы погибли. Показано, что конъюга-
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ты иерсиниозного антигена с наночастицами золота обладают более высокой иммуномодулирующей актив-

ностью по сравнению с неконъюгированными антигенами. Полученные антитела можно использовать для 

эффективной иммунодиагностики иерсиниозов. Конъюгаты наночастиц золота с антигенами Y. enterocolitica 

могут послужить основой для создания профилактической вакцины.

Ключевые слова: Yersinia enterocolitica, наночастицы золота, иммунизация, вакцинация, макрофаги, цитокины, 

иммуноанализ.
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Abstract. Yersinia enterocolitica is one of the most common causative agents of nosocomial infections and the causative 

agent of yersiniosis, an acute infectious disease of the gastrointestinal tract. Intestinal yersiniosis caused by Y. enterocoli-

tica is a very pressing issue for clinical and veterinary medicine requiring use of sero- and immunodiagnostics to identify 

the causative agent in humans, animals and animal products. Gold nanoparticles represent one of the most popular an-

tigen nanocarriers used for immunization and vaccination. The advantages of using gold nanoparticles as vaccine deliv-

ery vehicles are associated with their relatively small size promoting their tissue penetration, low toxicity and prolonged 

in vivo circulation, low cost, and reproducibility. Currently, the development of new gold nanoparticle-containing diag-

nostic tests and vaccines against viral, bacterial, parasitic infections, including bacteria of the genus Yersinia is underway. 

The aim of the study was to examine efficacy of 15 nm gold nanoparticles as an immunomodulator coupled to Y. entero-

colitica-derived antigen for immunization and vaccination. Final conjugate construct was used to immunize labora-

tory animals. The methods of immunochemical analysis assessed sensitivity and specificity of the antibodies obtained. 

After that, protective effects were examined in animals vaccinated with antigen conjugates and comparison preparations. 

It was found that immunization with a Y. enterocolitica antigen-gold nanoparticle conjugate resulted in obtaining serum 

that specifically recognized yersiniosis ~35 and ~14 kDa proteins evaluated in Western blot analysis. It was shown that 

the specific sera cross-reacted with Y. pseudotuberculosis species, but not with intestinal group Escherichia coli, Salmonella 

enterica, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, suggesting the generic specificity of the antibodies obtained. To deter-

mine the protective effect, animals were vaccinated with antigen-gold nanoparticle conjugates and comparison prepara-

tions. Two weeks after the last vaccination, mice were challenged intraperitoneally with pathogenic strain Y. enterocolitica 

culture. The groups immunized with antigen-gold nanoparticle conjugate had 70–80% survival rate, whereas all control 

mice died. It was shown that Yersinia-derived antigen–gold nanoparticle conjugates possessed higher immunomodulat-

ing activity than unconjugated antigen. The antibodies obtained can be used for effective yersiniosis immunodiagnostics. 

Thus, Y. enterocolitica antigen–gold nanoparticle conjugates may serve as a basis for creating preventive vaccines.

Key words: Yersinia enterocolitica, gold nanoparticles, immunization, vaccination, macrophages, cytokines, immunoassay.

Введение

Yersinia enterocolitica является возбудителем 

кишечного иерсиниоза — острого инфекцион-

ного заболевания человека и животных, в ос-

новном передающегося фекально-оральным 

путем. Эта бактерия входит в число наиболее 

часто встречающихся возбудителей внутри-

больничных инфекций, поскольку в боль-

шинстве случаев передача инфекции проис-

ходит от человека к человеку через продукты 

питания и руки медицинских работников [9]. 

В развитых странах, в том числе и в России, 

Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica являются 

одними из основных энтеропатогенных бак-

терий — возбудителей кишечных инфекций. 

Проблема кишечного иерсиниоза, вызываемо-

го Y. enterocolitica, весьма актуальна для медици-

ны и ветеринарии; для выявления возбудителя 

в организме человека и животных и продуктах 

животноводства требуется использование серо- 

и иммунодиагностики [3]. Невысокая эффек-

тивность бактериологических методов исследо-

вания (~30%) в связи с длительностью анализа 

(1–2 недели) и органотропностью иерсиний по-

вышает значимость иммуноаналитических ме-

тодов диагностики.

У патогенных для человека штаммов Y. entero-

colitica, обнаружена плазмида, имеющая размер 

~70 тыс. п.о., кодирующая ряд факторов виру-

лентности. Некоторые из этих факторов могут 

выделяться в питательную среду при дефиците 

кальция. К таким факторам относят, в частно-

сти, секретируемые белки LcrV и белки наруж-

ной мембраны Yop, специфичные для иерсиний. 

Кроме того, для иммунодиагностики использу-

ют антитела, полученные на липополисахари-

ды. Реже получают антитела на антигены (АГ) 
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клеточной стенки, пептидогликан, капсуль-

ные полисахариды, белки теплового шока [4]. 

Специфическая вакцинопрофилактика кишеч-

ного иерсиниоза до сих пор не разработана.

Препараты диагностических коммерческих 

иерсиниозных антител далеко не всегда эф-

фективны, и их выбор невелик. Поэтому поиск 

новых диагностически значимых АГ иерсиний, 

получение к ним антисывороток и разработка 

на их основе эффективных, недорогих и надеж-

ных экспресс-тестов представляются весьма 

актуальными. 

Одними из самых популярных наноносите-

лей АГ, применяемых для иммунизации и вак-

цинации, являются наночастицы золота (НЧЗ). 

Опубликовано большое количество работ, в ко-

торых НЧЗ были использованы для получения 

антител к целому ряду гаптенов и полноценных 

АГ [8]. Были обнаружены адъювантные свой-

ства, присущие самим НЧЗ [1]. В настоящее 

время с использованием НЧЗ ведутся работы 

по созданию новых диагностических тестов 

и вакцин против вирусных, бактериальных, 

паразитарных инфекций, в том числе про-

тив бактерий рода Yersinia: Y. pseudotuberculosis 

и Y. pestis [5, 10].

Цель нашего исследования — изучение воз-

можности применения НЧЗ как иммуномоду-

лятора при иммунизации и вакцинации АГ, 

выделенными из Y. enterocolitica.

Материалы и методы

В исследовании был использован штамм 

Y. enterocolitica 66-82 сероварианта О:3 из го-

сударственной коллекции патогенных мик-

роорганизмов РосНИПЧИ «Микроб» Роспот-

ребнадзора. Для освобождения от свободных 

липидов бактериальные клетки обрабатывали 

ацетоном. Для разрушения клеточных стенок 

обработанные ацетоном микробные клетки 

инкубировали в шестикратном объеме диме-

тилсульфоксида при 37°С в течение 40 мин, за-

тем отделяли их центрифугированием (5000g, 

20 мин, +4°С) и диализовали против 0,01 М кар-

бонатно-бикарбонатного буфера (рН 9,6) в те-

чение 2 суток с пятикратной сменой буфера [6]. 

После проведения диализа АГ концентриро-

вали с помощью фильтрационной установ-

ки Amicon и мембран PLGC (Merck Millipore, 

Германия), разливали на аликвоты по 300 мкл 

и лиофильно высушивали.

В экспериментах по иммунизации живот-

ных конъюгатами АГ использовали 15-нано-

метровые НЧЗ, которые получали по методу 

Боровской–Туркевича–Френса [2]. Восстанов-

ление золотохлористоводородной кислоты 

(HAuCl4) проводили в колбе Эрленмейера 

на магнитной мешалке с обратным водяным 

холодильником при нагревании 242,5 мл 0,01%-

ного водного раствора HAuCl4 (Sigma-Aldrich, 

США). После закипания вносили 7,5 мл 1%-

ного водного раствора натрия цитрата (Fluka, 

Швейцария). Средний размер частиц опреде-

ляли с использованием спектрофотометрии, 

просвечивающей электронной микроскопии 

и фотонной корреляционной спектроскопии. 

Перед конъюгацией иерсиниозного АГ с НЧЗ 

определяли «золотое число» — количество мил-

лиграммов АГ, которое достаточно, чтобы пре-

дотвратить агрегацию частиц, определяемую 

по изменению цвета 10 мл красного золя золота 

на голубой при добавлении 1 мл 10%-ного рас-

твора NaCl. Минимальная стабилизирующая 

концентрация для выделенного иерсиниозного 

АГ составила 25 мкг/мл.

Полученный конъюгат был использован для 

иммунизации лабораторных мышей. Иммуни-

зацию осуществляли 6 группам животных 

(по 6 голов в каждой группе). Препараты вводи-

ли внутрибрюшинно двукратно с интервалом 

в 10 дней, в дозе по белку 25 мкг на животное, 

эвтаназию проводили через 10 дней после по-

следней инъекции. 1-й группе вводили раствор 

АГ; 2-й группе — конъюгат АГ с НЧЗ; 3-й груп-

пе — раствор АГ, эмульгированный 1:1 в полном 

адъюванте Фрейнда (ПАФ); 4-й группе — конъ-

югат АГ с НЧЗ, эмульгированный 1:1 в ПАФ; 5-й 

группе — раствор НЧЗ; 6-й группе (контроль) — 

фосфатно-солевой буфер (ФСБ).

После завершения иммунизации собирали 

сыворотку для определения титра и концен-

трации интерлейкинов, а также проводили вы-

деление макрофагов брюшной полости и спле-

ноцитов для исследования дыхательной и про-

лиферативной активности [12]. Определение 

дыхательной активности проводили с исполь-

зованием МТТ-теста, основанного на восста-

новлении клетками красителя нитротетразо-

левого синего в нерастворимый формазан [7]. 

Для определения титра антител в сыворотке 

крови применяли иммуноферментный анализ 

(ИФА) с использованием антител к IgG мы-

шей, меченных пероксидазой хрена (Jackson 

ImmunoResearch, Великобритания).

Образцы АГ разделяли электрофорезом в 5–

15%-ном градиентном полиакриламидном геле 

в восстанавливающих условиях при постоянном 

токе 30 мА/см-1, используя трис-глициновый 

буфер (pH 8,3) [11]. После проведения электро-

фореза образцы белка переносили полусухим 

методом на поливинилиденфторидную (PVDF) 

мембрану Western S (Millipore, США) и инку-

бировали в течение 1 ч в блокирующем буфере, 

содержащем 0,1% Твин-20 и 5% обезжиренного 

молока. Затем мембрану в течение 1 ч инкуби-

ровали в полученной поликлональной анти-

сыворотке в разведении 1:200. После чего мем-



380

Инфекция и иммунитетС.А. Староверов и др.

брану промывали и окрашивали вестерн-блот 

с применением конъюгата стафилококкового 

белка А с НЧЗ.

Дот-иммуноанализ проводили по следую-

щей методике: на PVDF-мембрану наносили 

отмытые от среды клетки бактерий в двойных 

разведениях (начальная концентрация 109 кл/

мл). Мембрану с нанесенными на нее АГ бло-

кировали 2%-ным сухим молоком в 0,01 М ФСБ 

в течение 1 ч. После чего мембрану инкубиро-

вали в растворе антисыворотки, разведенной 

в 100 раз в 0,01 М ФСБ, pH 7,2, при комнатной 

температуре в течение 1 ч. Затем мембрану от-

мывали от неспецифически связавшихся ан-

тител и инкубировали в растворе конъюгата 

стафилококкового белка А с НЧЗ (А520 = 1,0). 

Результат реакции визуально наблюдали через 

5–10 мин в виде красных пятен. Кроме того, 

специфичность полученных сывороток по от-

ношению к клеткам бактерий кишечной груп-

пы определяли методом ИФА.

Для выявления протективного эффекта 

животных предварительно вакцинировали 

конъюгатами АГ и препаратами сравнения. 

Вакцинацию осуществляли 6 группам живот-

ных (по 10 голов в каждой группе). Вакцинацию 

проводили трехкратно с интервалом в 2 неде-

ли. Препараты вводили белым мышам внутри-

брюшинно в дозе 6,25 мкг. 1-й группе вводили 

раствор АГ; 2-й группе — конъюгат АГ с НЧЗ; 

3-й группе — раствор АГ, эмульгированный 1:1 

в ПАФ; 4-й группе – конъюгат АГ с НЧЗ, эмуль-

гированный 1:1 в ПАФ; 5-й группе — раствор 

НЧЗ; 6-й группе (контроль) — ФСБ. Через две 

недели после последней вакцинации мышам 

внутрибрюшинно вводили 3-суточную культу-

ру Y. enterocolitica 66-82 сероварианта O:3; зара-

жающая доза — 5 × 109 кл/мышь.

При работе с животными руководствовались 

«Европейской конвенцией о защите позвоноч-

ных животных, используемых для эксперимен-

тов или в иных научных целях».

Результаты были статистически обработа-

ны с использованием t-критерия Стьюдента 

для определения достоверности различий 

между выборками в экспериментальных и кон-

трольных исследованиях. После того, как было 

найдено среднее арифметическое и стандарт-

ное отклонение для выборки данных, опре-

делили стандартную ошибку среднего ариф-

метического и ее доверительные пределы 

по t-коэффициенту Стьюдента (n, p) на уровне 

значимости 95% (p = 0,05).

Результаты и обсуждение

Титры антисывороток, полученных при им-

мунизации мышей по различным схемам АГ, 

выделенным из Y. enterocolitica, представлены 

в таблице. Наиболее высоким оказался титр 

у мышей, иммунизированных конъюгатом АГ 

с НЧЗ, эмульгированным в ПАФ.

Дыхательная активность перитонеальных 

макрофагов мышей повышалась при имму-

низации АГ+ПАФ на 34%, АГ+НЧЗ на 64%, 

АГ+НЧЗ+ПАФ на 100% по сравнению с пока-

зателем контрольной группы (ФСБ). Пролифе-

ративная активность мононуклеарных кле-

ток мышей повышалась при иммунизации 

АГ+НЧЗ в 1,7 раза, АГ+ПАФ — в 2,2 раза, 

АГ+НЧЗ+ПАФ — в 3,9 раза по сравнению 

с конт ролем. Также был определен уровень 

выработки цитокинов при иммунизации мы-

шей иерсиниозным АГ по различным схемам. 

При сравнении уровня выработки интерферо-

на у мышей контрольной и опытных групп мы 

установили, что уровень интерферона в группе, 

иммунизированной АГ+НЧЗ, был выше, чем 

в контрольной группе, в 1,8 раза, АГ+ПАФ — 

в 2,3 раза, АГ+НЧЗ+ПАФ — в 2,7 раза. Введение 

АГ без адъювантов не вызывало значимого из-

менения уровня интерферона. Уровень IL-1 

в группе, иммунизированной АГ+НЧЗ, был 

выше, чем в контрольной группе, в 2,2 раза, 

АГ+ПАФ — в 1,8 раза, АГ+НЧЗ+ПАФ — в 4 раза. 

Уровень IL-6 в группе, иммунизированной 

АГ+НЧЗ, был выше, чем в контрольной группе, 

в 2 раза, в группе АГ+ПАФ — в 2,7 раза и в груп-

пе АГ+НЧЗ+ПАФ – в 2,9 раза.

Была исследована специфичность получен-

ных сывороток в ИФА с клетками бактерий 

кишечной группы в начальной концентрации 

109 клеток/мл. Все антисыворотки показали 

Таблица. Титр антисывороток, полученных при 

иммунизации мышей по различным схемам АГ, 

выделенным из Y. enterocolitica

Table. Antisera titer obtained after mouse depending 
on various protocols of Y. enterocolitica antigen isolation 

Иммуноген

Immunogen
Средний титр

Mean titer

Максимальный 
титр

Maximum titer
АГ+НЧЗ

Ag1+GNPs2 1:1664 1:2560

АГ+НЧЗ+ПАФ

Ag+GNPs+CFA3 1:13 312 1:20 480

АГ

Ag
1:896 1:1280

АГ+ПАФ

Ag+CFA
1:3328 1:5120

НЧЗ

GNPs
0 0

ФСБ

PBS4 0 0

Примечание. 1 — антиген; 2 — наночастицы золота; 3 — полный 
адъювант Фрейнда; 4 — фосфатно-солевой буфер.
Note. 1 — antigen; 2 — gold nanoparticles; 3 — complete Freund’s 
adjuvant; 4 — phosphate buffer saline.
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перекрест с бактериями вида Y. pseudotuberculosis 

и отсутствие перекрестов с клетками Escherichia 

coli, Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa, 

Proteus vulgaris, что указывает на родовую спец-

ифичность полученных антител. Аналогичные 

результаты были получены при проведении 

дот-иммуноанализа (рис.).

Лизат целых бактериальных клеток и АГ, вы-

деленный из Y. enterocolitica, фракционировали 

электрофоретически. После полусухого пере-

носа окрашивали вестерн-блот с использова-

нием поликлональной сыворотки, полученной 

от мышей, иммунизированных конъюгатом АГ 

с НЧЗ, эмульгированном в ПАФ. Выявление 

реакции проводили с применением конъюгата 

белка А с НЧЗ. Полученная сыворотка специ-

фически распознавала белки с молекулярной 

массой ~35 и ~14 kDa.

Для определения протективного эффек-

та животных предварительно вакцинировали 

конъюгатами иерсинеозного АГ с НЧЗ и препа-

ратами сравнения. Установлено, что все мыши 

контрольной группы, иммунизированные ФСБ, 

погибли. Группа, иммунизированная НЧЗ, со-

кратилась на 70%, группы, иммунизированные 

АГ и АГ+ПАФ, — на 40%. Самый высокий про-

тективный ответ показали группы, иммуни-

зированные АГ+НЧЗ+ПАФ, — 80% выживших 

животных и АГ+НЧЗ — 70%. Кроме того, отме-

тим, что в процессе иммунизации наблюдалось 

отсутствие соединительнотканных уплотне-

ний подкожной клетчатки в местах введения 

АГ+НЧЗ и наличие данных образований при 

использовании ПАФ.

Таким образом, конъюгаты НЧЗ с иерсини-

озным АГ проявили более высокую иммуно-

стимулирующую активность, чем нативный АГ. 

По-видимому, адъювантное действие конъюга-

та обусловлено активацией фагоцитирующих 

клеток и, соответственно, улучшением пред-

ставления АГ антителообразующим клеткам. 

На наш взгляд, полученные антитела можно 

использовать для эффективной иммунодиаг-

ностики иерсиниозов. Кроме того, конъюгаты 

НЧЗ с АГ Y. enterocolitica могут послужить осно-

вой для создания профилактической вакцины.

Отметим преимущества использования НЧЗ 

в качестве «транспортировщиков» вакцин: их 

относительно небольшой размер, который по-

зволяет легко проникать в ткани, малая ток-

сичность и длительная циркуляции in vivo, 

низкая стоимость, воспроизводимость. НЧЗ 

могут защитить вакцины от преждевременной 

деградации, улучшить стабильность, обладают 

хорошими адъювантными свойствами, а так-

же способствуют целевой доставке иммуногена 

антиген-презентирующим клеткам.

Рисунок. Дот-иммуноанализ бактериальных 

клеток Y. enterocolitica (1), Y. pseudotuberculosis (2), 

Salmonella enterica (3), Escherichia coli (4), Proteus 

vulgaris (5), Pseudomonas aeruginosa (6)

Figure. Dot immunoassay of bacterial cells 
of Y. enterocolitica (1), Y. pseudotuberculosis (2), 
Salmonella enterica (3), Escherichia coli (4), Proteus 
vulgaris (5), Pseudomonas aeruginosa (6)
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