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Введение. Наноносители являются неотъемлемой частью оптимизации лекарственных форм из-за 
их способности к повышенной гидрофобной растворимости в воде и стабилизации быстроразлагае-
мых соединений. Наносистемы имеют большой потенциал, заключенный в стимуляции к удержанию 
лекарств в различных тканях, а также защите от ферментативной деградации, усилении клеточного по-
глощения и адресной доставки [5]. Все это значительным образом влияет на эффективность терапии.
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Аннотация. Исследование наноматериалов является перспективным направлением, благодаря которому 
можно доставлять необходимое вещество, минуя барьеры организма. Силимарин обладает противовоспалитель-
ным эффектом за счет антиоксидантных свойств, которые были многократно подтверждены экспериментами. 
Работу выполняли на базе кафедры «Болезни животных и ВСЭ» и ЦКП «Молекулярная биология» ФГБОУ ВО 
Вавиловский университет. Работа состояла из нескольких этапов: проводили синтез препарата силимарин-КЗ, 
получали поликлональные антитела на силимарин, осуществляли маркировку антител, занимались детекцией си-
лимарина в клетках ретикулоэндотелиальной системы. Исследование созданного конъюгата силимарина и нано-
частиц коллоидного золота позволило определить, что животные, иммунизированные полученным препаратом, 
способны вырабатывать на него антитела, а размеры наночастиц в нем не превышают 20–23 нм.
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Как наноносители часто используются наночастицы некоторых драгоценных металлов. Осо-
бый интерес представляют наночастицы золота (AuNP), так как они наиболее стабильные и уни-
версальные из остальных типов. Наиболее значимыми особенностями коллоидного золота явля-
ются его химическая и ферментативная стабильность, низкая цитотоксичность [6].

Во многих медицинских приложениях отражено, что наночастицы золота имеют высокую эф-
фективность и благодаря своим оптическим свойствам могут использоваться в фототермальной 
терапии [8, 10]; дополнительно улучшены путем нанесения селективных фрагментов на них [4].

Силимарин – это синтез высокоактивных природных веществ, получаемых из плодов расто-
ропши пятнистой. Он состоит из семи флавоноидов, обладающих гепатопротекторными, анти-
оксидантными и иммуномодулирующими свойствами. Основное действующее вещество – сили-
бин, составляет около 83 % силимарина и отвечает за его фармакологическую активность.

Экстракты плодов расторопши используются в таких лекарственных препаратах, как карсил, 
легалон и силибор [2], для защиты печени. Печень – центральный метаболический орган, отве-
чающий за обработку большинства веществ, поступающих в организм. Нарушение его функцио-
нальной активности – серьезная проблема для организма [1, 9, 11], поэтому необходимо разраба-
тывать эффективные методы лечения заболеваний печени.

Расторопша содержит флавоноиды, которые являются сильными антиоксидантами, защища-
ющими клетки от свободных радикалов и других вредных веществ. Они участвуют в защите 
клеточных мембран, препятствуя транспорту токсинов внутрь клеток. Флавоноиды расторопши 
также уменьшают активность клеток – макрофагов, что приводит к противовоспалительному, 
иммуномодулирующему и антиканцерогенному действию [7]. Кроме того, они оказывают цито-
протекторный эффект на гепатоциты [2], защищая печень от повреждения.

Силимарин, содержащийся в расторопше, обладает антиоксидантными свойствами и спосо-
бен нейтрализовать свободные радикалы, превращая их в безопасные соединения, что объясняет 
его терапевтическое действие при заболеваниях печени.

Содержание флавонолигнанов в расторопше пятнистой позволяет использовать препараты, 
основанные на этом растении, для лечения таких заболеваний печени, как токсический и вирусный 
гепатит, цирроз, лекарственные, лучевые и ишемические поражения, а также канцерогенез [1]. 
Противовоспалительный эффект препаратов на основе расторопши связан с их антиоксидантными 
свойствами, которые были подтверждены многолетними исследованиями и экспериментами.

Эксперименты на крысах с использованием четыреххлористого углерода показали, что фла-
воноиды расторопши снижают уровень холестазы и повреждения клеток, а введение силибина в 
исследовании хронической токсичности значительно снижало цитолиз.

Цель исследований – конструирование ветеринарного лекарственного средства на основе си-
лимарина и наночастиц золота, а также получение поликлональных антител.

Методика исследований. Работу выполняли на базе кафедры «Болезни животных и ВСЭ» и 
ЦКП «Молекулярная биология» ФГБОУ ВО Вавиловский университет. Объекты исследований – 
силимарин, наночастицы золота.

Синтез препарата силимарин-КЗ. Препараты на основе наночастиц золота получали восста-
новлением золотохлористоводородной кислоты (HAuCl

4
), разбавленной в воде milliQ, раствором 

силимарина, по следующей методике.
1. К 213 мкл 4%-й золотохлористоводородной кислоты (HAuCl4) добавляли 25 мл воды milliQ.
2. Параллельно готовили навеску щелочи (NaOH) 138 мг, которую растворяли в 10 мл воды milliQ.
3. К полученному щелочному раствору добавляли силимарин (76,8 мг).
4. Раствор, после полного растворения силимарина, фильтровали через нитроцеллюлозный 

фильтр (0,22 мкм).
5. Отфильтрованный раствор силимарина (5 мл) добавляли по каплям к раствору HAuCl

4
.

6. Реакции давали протекать в течение 1 ч при интенсивном перемешивании.
Получение поликлональных антител на силимарин. Поликлональные антитела против сили-

марина получали следующим способом.
1. Исходную сыворотку получали от интактного кролика, который был иммунизирован четы-

рехкратно с интервалом в 10 дней конъюгатом КЗ-силимарин в дозе 10 мг силимарина на животное.
2. Перед введением 0,5 мл препарата силимарина-КЗ смешивали с равным объемом полного 

адъюванта Фрейнда.
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3. Препарат вводили вдоль позвоночного столба в десять точек по 100 мкл.
4. Сыворотку отбирали у животных через 10 дней после последней иммунизации.
5. Антитела выделяли из нативной сыворотки поэтапным осаждением 25–45 % сульфатом 

аммония и подвергали диализу против фосфатно-солевого буфера.
6. Чистоту полученных антител подтверждали электрофорезом Лэммли. Концентрацию анти-

тел определяли по Лоури.
7. Связывание антител с силимарином проверяли дот-блоттингом. Водный раствор силимари-

на в концентрации 80–2,5 мкг/мл, 5 мкл/точку наносили на две мембранные полоски из ПВДФ, и 
блокировали мембраны 2%-м сухим молоком в PBS. Одну дорожку инкубировали с 2%-м сухим 
молоком в PBS в присутствии 0,2 мкг/мл антител из иммунной сыворотки. Вторую дорожку ин-
кубировали с 0,2 мкг/мл нативных антител на шейкере в течение 30 мин, инкубировали 1 ч; после 
инкубации были обнаружены антитела, которые связывались с силимарином, стафилококковым 
коллоидным конъюгатом золота с белком А.

Маркировка антител. Полученные антитела метили TRITC следующим способом. Антитела в 
концентрации 6 мг/мл в объеме 2 мл диализовали против 100 мМ карбонатно-бикарбонатного буфера 
рН 9,0. К полученному раствору добавляли 70 мкл ТРИТС в разведении 1 мг/мл ДМСО, антитела 
инкубировали в темноте при комнатной температуре в течение 2 ч и подвергали диализу против PBS.

Детекция силимарина в клетках ретикулоэндотелиальной системы. Мышей эвтаназировали 
в соответствии с Европейской директивой 2010/63. Выделение перитонеальных макрофагов: жи-
вотных подвергали эвтаназии и помещали в положение, лежа на спине. Разрез делали по средней 
линии передней брюшной стенки, осторожно удаляли лоскут, не нарушая брюшины. Иглу, при-
крепленную к шприцу, вводили в брюшную полость и добавляли 50 мл PBS (pH 7,2). Передняя 
брюшная стенка мягко размягчается. Через 5–7 мин содержимое брюшной полости извлекали из 
разреза брюшины с помощью пастеровской пипетки и переливали через нейлоновый фильтр в 
пробирку. Клетки трижды промывали центрифугированием при 750 g в PBS. После центрифуги-
рования клетки ресуспендировали в 1 мл PBS и подсчитывали в камере Горяева. Перитонеальные 
макрофаги культивировали по стандартным методикам [3].

Клетки брюшины мыши, выделенные по стандартной методике в концентрации 10 5 клеток/мл, 
инкубировали с ХГ и конъюгатом силимарина в среде DMEM, содержащей 10 % эмбриональной 
телячьей сыворотки, в течение 2 ч при 370 °С. Перинеальные клетки промывали свежим DMEM и 
фиксировали на предметных стеклах метанолом.

Результаты исследований. Изучение физико-химических свойств полученного препарата 
проводили при помощи TEM и DLS. По данным TEM (TEM – трансмиссивная электронная ми-
кроскопия считается методом золотого стандарта для определения размеров наночастиц) и DLS 
(DLS – динамическое светорассеивание измеряет гидродинамический диаметр эквивалентной 
сферы наночастиц), преобладали наночастицы со средним диаметром 20–23 нм (рис. 1).

Рис. 1. ТЕМ
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Дот-блот иммуноанализ показал связывание антител с силимарином. Произошла реакция с 
сывороткой иммунизированного животного, антитела связывались с силимарином и стафилокок-
ковым коллоидным конъюгатом золота с белком А. Полоска, меченная сывороткой от нативных 
животных, не показала реакции (рис. 2).

Рис. 2. Дот-блот иммунных и нативных антител 
с силимарином

На рис. 3 показано взаимодействие связанных с силимарином наночастиц золота с клет-
ками ретикулоэндотелиальной системы экспериментальных животных. TRITC-конъюги-
рованное антитело в концентрации 0,5 мкг/мл наносили на тампон, инкубировали в тече-
ние 15 мин и микроскопически регистрировали флуоресценцию. Красный свет показывает 
взаимодействие между силимарином и макрофагами, наночастицы играют важную роль в 
этом взаимодействии.

      
                                1                                                               2                                                                 3

Рис. 3. Детекция силимарина в клетках ретикулоэндотелиальной системы: 
1) макрофаги, культивированые с Syl-Au; 2) макрофаги, 

культивированые с силимарином; 3) контроль

Заключение. Синтезированный препарат содержал наночастицы диаметром 20–23 нм. Анти-
тела против силимарина были получены из сыворотки кролика, затем мечены TRITC и исследо-
ваны методом дот-блоттинга. Для обнаружения силимарина в клетках ретикулоэндотелиальной 
системы были выделены мышиные перитонеальные макрофаги.

Полученные клетки инкубировали с силимарином и конъюгатами силимарина с КЗ в 
среде DMEM. Флуоресцентная микроскопия показала, что силимарин с наночастицами зо-
лота может взаимодействовать и образовывать связи с клетками ретикулоэндотелиальной 
системы, поскольку наночастицы выступают в качестве носителей активного вещества. По-
глощение препарата может происходить непосредственно в результате броуновского стол-
кновения наноносителя с мембраной (механизм столкновения) или диффузии через водную 
фазу до поглощения в клеточной мембране (механизм диффузии). Способность макрофагов 
захватывать сконструированный препарат – перспективная тема для дальнейших исследо-
ваний.
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