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Резюме: Данная научно-исследовательская работа посвящена изучению возможности использо-
вания наночастиц селена в качестве наноносителя лекарственных веществ и антигенов на при-
мере создания адъюванта при иммунизации животных против колибактериоза. В работе было 
выполнено конструирование иммунизирующих конструкций на основе селеновых коллоидов 
экстрацеллюлярных и цельноклеточных антигенов вакцинного штамма Escherichiacoli Б-5 и про-
ведено изучение протективности иммунизации данными препаратами на лабораторных живот-
ных. Для иммунизации использовали нелинейных белых мышей и морских свинок. Иммунизи-
ровали внутрибрюшинно, двукратно, с интервалом в 1 неделю. Через неделю после второй им-
мунизации животным вводили LD 100 E.coli Б-5, смертность в группах учитывали в течение 5 
дней. Опыт по иммунизации проводили в 4-х повторениях. По итогам проведённой работы бы-
ло выяснено, что коллоидный селен, как адъювант, стимулирует антителообразование против 
компонентов бактериальной клетки (липопротеидов внешних мембран, жгутиков, живых кле-
ток E.coli) и против гемолизинов её культуральной жидкости. Сывортка крови после иммуниза-
ции теряет свои ростовые свойства. Также достоверно установлено, что иммунизированные се-
леновыми конструкциями животные показывают более высокую выживаемость по сравнению 
с контрольной группой, вакцинированной убитой культурой при заражении летальной дозой 
для интактных животных.

Работа выполнена в рамках программы ФНИ
 (государственное задание № 0755-2015-0002)

Введение
Колибактериоз – остро протекающая 

инфекционная болезнь молодняка сель-
скохозяйственных животных и птицы, 
представляет серьёзную эпизоотологиче-
скую проблему [1]. Вирулентные E. coli 
вызывают тяжёлые, часто необратимые 
изменения в организме хозяина, часто при-
водящие к летальному исходу [2, 3].

Вирулентность кишечной палочки свя-
зана, прежде всего, с наличием у нее эн-
до - и экзотоксинов, обуславливающих 
сильную интоксикацию макроорганиз-
ма, и адгезинов, способствующих успеш-
ной колонизации тканей [4, 5]. Способность 
Escherichia coli вызывать тяжелые генера-
лизованные формы инфекции создает не-
обходимость разработки эффективных и 
безопасных профилактических вакцин-
ных препаратов. Усилению иммуногенно-
сти вакцин способствует применение адъ-
ювантов [6]. На данный момент известно 
несколько адъювантных препаратов про-

тив различных инфекционных заболева-
ний животных и человека, но ни один из 
них не обеспечивает 100% защиты [7, 8].

В настоящее время в качестве адъю-
вантов используются наночастицы сере-
бра, золота и другие вещества различной 
химической природы, однако проведённые 
нами исследования и полученные нами на-
учные данные позволяют утверждать, что 
наночастицы селена также обладают хо-
рошими адъювантными свойствами. Так 
же имеются работы, которые рассматри-
вают возможность использования наноча-
стиц Se (SeNPs) как потенциальных пере-
возчиков биоактивных веществ и антиге-
нов из-за хорошо «настраиваемой» поли-
валентной структуры их поверхности [9, 
10].

На сегодняшний день коллоидный се-
лен используется в ветеринарии в основ-
ном лишь в качестве кормовой добавки 
для профилактики и лечения микроэле-
ментозов [11, 12]. Поэтому, конструиро-
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вание и применение новых адъювантных 
вакцин на основе наночастиц коллоидного 
селена, обеспечивающих нейтрализацию 
токсинов эшерихий, является одним из 
наиболее актуальных и перспективных на-
учных направлений в аспекте предупреж-
дения и ликвидации заболевания.

Целью данной работы было получение 
иммунизирующих препаратов на основе 
целых клеток, экстрацеллюлярных анти-
генов вакцинного штамма Escherichiacoli 
Б-5 и его поверхностных структур, связан-
ных с наночастицами селена и исследова-
ние протективного эффекта данных пре-
паратов при внутрибрюшинной иммуниза-
ции животных. 

В задачи исследования входило: 
1. Получить селеновые коллоиды кле-

ток и белков культуральной жидкости вак-
цинного штамма Escherichiacoli Б-5 в про-
цессе его культивирования на среде 199 и 
на селенитовом бульоне в присутствии се-
ленита натрия.

2. Провести внутрибрюшинную имму-
низацию лабораторных животных (белых 
мышей и морских свинок) данными препа-
ратами в сравнении с иммунизацией уби-
той прогреванием культурой кишечной 
палочки. 

3. Исследовать иммунологические по-
казатели сыворотки крови эксперимен-
тальных животных, оценить адъювантные 
свойства коллоидного селена и протектив-
ность иммунизации в модели летального 
для интактных животных заражения.

Материалы и методы исследований
В экспериментах использовали вакцин-

ный штамм Escherichiacoli Б-5. В качестве 
иммунизирующих конструкций применяли 
селеновые коллоиды антигенов кишечной 
палочки, культивируемой на среде 199 и на 
селенитовом бульоне в сравнении с убитой 
прогреванием культурой E.coli Б-5. Жи-
вотные контрольных групп получали фи-
зиологический раствор. 

Клетки от культуральной жидкости 
(КЖ) кишечной палочки отделяли цен-
трифугированием (4000 g, 15 мин). Спек-g, 15 мин). Спек-, 15 мин). Спек-
трофотометрически определяли концен-
трацию общего белка КЖ (при 340 нм) и 
концентрацию колониеобразующих еди-
ниц (КОЕ) в культуре (при 600 нм) [13, 14].

Для иммунизации брали нелинейных 
белых мышей и морских свинок. Иммуни-
зировали внутрибрюшинно, двукратно, с 
интервалом в 1 неделю. Через неделю по-
сле второй иммунизации животным вводи-
ли LD 100 E.coli Б-5, смертность в группах 

учитывали в течение 5 дней. Опыт по им-
мунизации проводили в 4-х повторениях.

Предварительно от белых мышей, схо-
жих с экспериментальными по половоз-
растной категории, но не участвующих в 
исследованиях, и от подопытных морских 
свинок получали сыворотку крови, опреде-
ляли ее иммунологические свойства в от-
ношении различных антигенов E. coli Б-5 
(липопротеиды внешних мембран, жгути-
ки, белки культуральной жидкости, живые 
клетки E.coli Б-5). 

Белки КЖ получали методом осажде-
ния 96о этиловым спиртом; жгутики – цен-
трифугированием суспензии клеток ки-
шечной палочки при 3000 об. в течение 15 
мин; липопротеиды внешних мембран вы-
деляли по стандартной методике [15]. 

Наличие антител к экстрацеллюляр-
ным антигенам определяли методом пре-
ципитации: к 10 мкл антигена добавляли 
90 мкл буферного разведения исследуемой 
сыворотки крови (60 мкл декомплементи-
рованной при температуре +560С в течение 
10 мин сыворотки крови разведено в 480 
мкл буфера), измеряли ОП 340 нм немед-
ленно и через 10 мин инкубации при ком-
натной температуре.

Концентрацию антител определяли по 
формуле, г/л: 

[АТ] = ((6084,9* (ОП34010 минут – ОП340ис-

ходная.) – 16,135)/1000)*10
Определение агглютининов против 

клеток E.coli Б-5 проводили по следующей 
методике: к аликвотам иммунной сыворот-
ки крови подопытных животных на пред-
метном стекле добавляли равный объем 
суспензии клеток E.coli Б-5 (100 млн./мл) 
со свежей агаровой культуры, инкубирова-
ли при комнатной температуре 3 минуты, 
учет преципитации вели микроскопически 
при 100х, реакцию оценивали в крестах.

Определение антител, инактивирую-
щих гемолизины кишечной палочки, про-
водили путём суспендирования 1% суспен-
зии эритроцитов кролика на физиологиче-
ском растворе в декомплементированной 
сыворотке крови в присутствии культу-
ральной жидкости кишечной палочки. Ин-
кубировали 30 мин при температуре +370С, 
осаждали эритроциты центрифугировани-
ем (1,4 g, 15 мин), определяли ОП (541) су-g, 15 мин), определяли ОП (541) су-, 15 мин), определяли ОП (541) су-
пернатантов. В качестве контроля полного 
гемолиза использовали разрушенные за-
мороживанием/оттаиванием эритроциты 
кролика в соответствующей культураль-
ной жидкости. 

Также оценивали ростовые свойства 
сыворотки крови иммунизированных жи-
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вотных в сравнении с интактными по схе-
ме: образцы сыворотки крови инокули-
ровали клетками E. coli Б-5 до конеч-
ной плотности 50 млн КОЕ/мл, получен-
ные культуры инкубировали 6 ч при 37ΙС. 
Скорость роста культур определяли как 
превышение оптической плотности при 
600 нм (ОП600) каждый час над исходной 
ОП600 в течение 6 часов.

Селеновые коллоиды готовили двумя 
способам: 

А) селеновые коллоиды антигенов 
клеток и КЖ E.coli Б-5, культивируемой 
на среде 199: 

5 мл КЖ E.coli Б-5 смешивали с 3 мл 25 
мМ селенистой кислоты. К смесям добав-
ляли 120 мкл 30% тиосульфата натрия, ин-
кубировали 3 часа при 370С, восстанавли-
вая селенистую кислоту в коллоид. В каче-
стве контроля, не несущего белки, вместо 
КЖ использовали 199 среду, получая в ней 
коллоиды селена по той же схеме.

Клетки E.coli Б-5, связанные с колло-
идами селена, получали восстановлением 
селенистой кислоты под воздействием ти-
осульфата натрия. Осадок клеток (3 млрд./
мл) суспендировали в 1 мл 25 мМ селени-

стой кислоты, устанавливали рН7 с помо-
щью 1М гидроксида натрия, добавляли 200 
мкл свежей среды 199, инкубировали 3 ча-
са при 370С, вносили 100 мкл 30% тиосуль-
фата натрия, инкубировали еще 1 час при 
370С. Полученные клетки и КЖ, меченные 
селеном, до использования хранились при 
температуре - 200С.

Б) селеновые коллоиды антигенов 
E.coli Б-5, культивируемой на селенитовом 
бульоне:

10 мл селенитового бульона инокули-
ровали 1 млрд. КОЕ E. coli Б-5, инкубиро-
вали (370С, 18 часов). В культуру вносили 
30% тиосульфат натрия до конечной кон-
центрации 1,2%, дополнительно инкубиро-
вали 2-3 часа при 370С. До использования 
культуру хранили при температуре - 200С.

Для статистической обработки данных 
применяли t-критерий Стьюдента, коэф-
фициент корреляции Пирсона [16].

Результаты и обсуждение
На рисунке 1 представлена электрон-

ная микроскопия мазков из суспензии се-
леновых коллоидов клеток E.coli Б-5.

На данной электромикрофотографии 

 
Рис. 1. Селеновые коллоиды клеток

видны множественные гранулы, располо-
женные вокруг клетки кишечной палочки 
– коллоиды селена, восстановленного на 
бактериальной мембране и в КЖ. Их раз-
мер составляет 77-112 нм.

Было проведено спектрофотометри-
ческое исследование концентрации белка 
КЖ до и после восстановления селена, ко-
торое представлено в табл. 1.

Концентрация белка в КЖ кишечной 

Таблица 1. Степень вхождения белка в коллоид 
 КЖ культур со среды 199 

Вошло белка в коллоид, мг/мл 0,313 ± 0,086 
Содержание белка в супернатанте 
после осаждения коллоида, мг/мл 0,013 ± 0,023 

Расчетная концентрация белка в 
коллоидной системе, мг/мл 0,326 ± 0,103 

% вхождения белка в коллоид 96 
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палочки со среды 199 составила 0,326 мг/
мл. После внесения в КЖ селенистой кис-
лоты и тиосульфата натрия и центрифу-
гирования полученной смеси концентра-
ция свободного белка в супернатанте была 
равна 0,023. Значит, белок КЖ вошёл в со-
став коллоида на 96%. 

Концентрация белка в селенитовом бу-
льоне составила 0,50±0,190 мг/мл, в убитой 
прогреванием культуре 0,48±0,106 мг/мл.

Опыт по иммунизации проводили в 4-х 
повторениях: формировали 4 группы бе-
лых нелинейных мышей и 4 группы мор-
ских свинок, по 6, 8, 10 и 12 голов в каждой 
группе соответственно для каждого повто-
рения. 

Мышей иммунизировали внутрибрю-
шинно, двукратно, с интервалом в 1 неде-
лю, из расчета 50 мкл (1-я иммунизация) 
и 100мкл (2-я иммунизация) на 20 г живо-
го веса. Доза культуры клеток E.coli Б-5 в 
препарате составляла 1 млрд. клеток/мл.

Морских свинок иммунизировали вну-
трибрюшинно и перорально, по 0,5 мл на 
400 г живого веса, двукратно с интервалом 
в неделю. Доза в случае селенитовой куль-
туры составляла 150 млн. клеток E. coli Б-5 
в 0,5 мл среды; в случае нативной культуры 
– 300 млн. клеток E. coli Б-5 в 0,5 мл среды. 

Было сформировано 4 группы живот-
ных. Животные группы 1 были иммуни-
зированы селеновыми коллоидами анти-
генов кишечной палочки, культивируе-
мой на среде 199; группа 2 – селеновыми 
коллоидами антигенов кишечной палоч-
ки, культивируемой на селенитовом бульо-
не; группа 3 – убитой прогреванием куль-
турой E.coli Б-5. Животные контрольных 
групп получали физиологический раствор 
(группа 4).

Через неделю после второй иммуниза-
ции животным была введена ЛД100 E. coli 
Б-5, смертность в группах учитывали в те-
чение 5 дней (табл. 2).

Таблица 2. Выживаемость животных 
Показатели Группа 

1 
Группа 

2 
Группа 

3 
Группа 

4 
Выживаемость белых мышей, % 66 66 33 0 
Выживаемость морских свинок, % 75 75 33 50 

 
 Животные опытных групп показали 
высокий процент выживаемости: для бе-
лых мышей она составила 66%, для мор-
ских свинок – 75%, что соответственно 
в 2,0 и 2,4 раза выше уровня выживаемо-
сти животных, иммунизированных убитой 
культурой (33% для обоих видов живот-
ных).

Через неделю после 2-ой иммунизации 
от животных получали сыворотку кро-

ви, определяли ее бактериостатическую и 
агглютинативную активность в отноше-
нии клеток E.coli Б-5, концентрацию ан-
тител в реакции преципитации субклеточ-
ных фракций. Исследовали наличие анти-
тел против гемолизинов E.coli Б-5, а при-
сутствие её культуральной жидкости на 
1% суспензии эритроцитов кролика. Дан-
ные представлены в таблицах 3, 4, 5, на ри-
сунке 2.

Таблица 3. Агглютинация клеток Б-5 при титре плазмы 1/40 
Животные Группа 1 Группа 2 Группа 3 Группа 4 
Белые мыши, % ++++ ++++ ++++ + 
Морские свинки, % ++++ ++++ ++++ ++++ 

 

Агглютинативная активность иммун-
ных сывороток подопытных животных 
выросла незначительно, однако их пре-
ципитирующая способность в отношении 
клеточных фракций E.coli Б-5 показала 
высокие результаты.

Преципитирующая активность образ-
цов плазмы крови лабораторных живот-
ных, вакцинированных селенистыми кол-
лоидами, в сравнении с образцами от жи-
вотных, иммунизированных инактивиро-

ванной прогреванием культурой, была зна-
чительно выше в отношении:

- липопротеидов внешних мембран бак-
терий (в 17,2 (Se 199) и 4,4 (Se бульон) раза). 

- белков культуральной жидкости (в 2,8 
(Se 199) и 1.9 (Se бульон) раза).

- жгутиков (в 4,5 (Se 199) и 2.5 (Se бу-
льон) раза).

При проведении статистического ана-
лиза большинство полученных результа-
тов были достоверны, была выявлена по-
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Таблица 4. Преципитация антигенов в плазме крови иммунизированных 
белых мышей 

Показатели Группа 1 Группа 2 Группа 3 Группа 4 
Концентрация антител, 
преципитирующих 
липопротеиды внешней 
мембраны, г/литр 

7,4 ±  
0,447 

1,7 ±  
0,021 

0,4 ±  
0,040 

0,3 ±  
0,064 

Концентрация антител, 
преципитирующих белки 
КЖ, г/литр 

3,2 ±  
0,021 

2,2 ±  
0,082 

1,0 ±  
0,021 

0,8 ±  
0,101 

Концентрация антител, 
преципитирующих 
жгутики, г/литр 

0,8 ±  
0,021 

0,3 ±  
0,101 

0,1 ±  
0,010 

0,1 ±  
0,013 

Результаты, выделенные жирным шрифтом, достоверно отличаются от контроля  
(p < 0,05). 
 

Таблица 5. Процент гемолиза эритроцитов кролика, суспендированных 
в сыворотке крови морских свинок в присутствии КЖ кишечной 

палочки 
 Группа 1 Группа 2 Группа 3 Группа 4 

Гемолиз эритроцитов, % 32 31 30 47 
 

ложительная корреляция выживаемости 
подопытных животных с преципитацией 
липопротеидов внешних мембран E.coli [4, 
5]; значит, протективный эффект во мно-
гом обоснован наличием антител против 
мембранных бактериальных антигенов. 

Степень гемолиза эритроцитов изме-
нилась незначительно, однако существен-
но ухудшились ростовые свойства иммун-
ных сывороток, что отрицательно сказа-
лось на приросте культуры E.coli Б-5.

Выводы и заключение
Полученные селеновые конструкции 

обладают лучшими иммунизирующими 

свойствами по сравнению с инактивиро-
ванной прогреванием культурой E. coli Б 
- 5. Селеновый адъювант стимулирует им-
мунный ответ организма, что выражается 
в нарастании титра антител против липо-
протеидов внешних бактериальных мем-
бран (в 17,2 и 4,4 раза для 1 и 2 опытных 
групп), белков культуральной жидкости (в 
2,8 и 1.9 раза) и жгутиков кишечной палоч-
ки (в 4,5 и 2.5 раза). Использование колло-
идного селена значительно (более, чем в 2 
раза) повышает выживаемость животных, 
что также обуславливает хороший протек-
тивный эффект вакцинного препарата.

 
Рисунок 2. ОП культуры E.coli Б-5 в плазме крови морских свинок  за 6 ч инкубации
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Abstract:  The work was carried out construction of immunizing designs based on selenium colloids 
extracellular antigens and whole cell vaccine strain Escherichiacoli B-5 and studied the protective 
immunization of these drugs in laboratory animals. For immunization using nonlinear white mice and 
guinea pigs. Immunized intraperitoneally twice at an interval of 1 week. After the second immunization, 
animals were injected with LD 100 E.coli B-5 mortality rate in the Group accounts for 5 days. Previous 
immunization was carried out in 4 repetitions. As a result of carried out work, it was found that the 
selenium colloid, as an adjuvant to stimulate antibody production against the components of bacterial 
cells (the outer membrane lipoproteins, flagella, live E.coli cells) against hemolysin and its culture 
medium. Serum after immunization loses their growth properties. Immunized animals by selenium 
constructs show higher survival in comparison the control group vaccinated with the killed culture after 
infection with a lethal dose for intact animals.
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ИЗУЧЕНИЕ ПОТЕНЦИАЛА ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
НАНОЧАСТИЦ СЕЛЕНА В КАЧЕСТВЕ 
НОСИТЕЛЕЙ ДЛЯ АНТИГЕНА ВИРУСА ЯЩУРА

Ключевые слова: вирус ящура, синтетические пептидные вакцины, наночастица селена, адъю-
вант

Резюме:  Ящур – острое высоко-контагиозное инфекционное заболевание домашних и диких 
парнокопытных животных, которое может передаваться человеку. Существующие вакцины во 
многих случаях не вполне эффективны. Целью настоящего исследования была оценка возмож-
ности использования наночастиц селена в качестве носителя антигена и адъюванта. Для оцен-
ки иммуногенных свойств наночастиц селена был синтезирован конъюгат наночастиц селена 
с синтетическим пептидом белка VP1 капсида вируса ящура. В качестве антигена для иммуни-
зации использовали лиофилизированный коммерческий синтетический пептид 135-159 белка 
VP1 капсида вируса ящура (Cytokine, Russia). Пептид содержал 25 аминокислотных остатков. 
В качестве контроля использовали коммерческую противоящурную вакцину: «Вакцина проти-
воящурная культуральная эмульгированная инактивированная» (ARRIAH, Russia). В экспери-
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