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Осуществлен синтез гликоконъюгатов – лектин-специфичных полимеров, содержащих углевод-
ный лиганд – спейсированный остаток N-ацетил-D-глюкозамина (β-N-Gly-GlcNAc). На основе
гликоконъюгатов были получены также гликонаночастицы, содержащие спектрофотометрически
детектируемую метку – наночастицы серебра. В качестве носителей для введения углеводного ли-
ганда и одновременно стабилизатора наночастиц серебра использовали сополимеры малеинового
ангидрида с этиленом или N-винилпирролидоном. Растворы гликоконъюгатов и золей гликонано-
частиц серебра охарактеризованы с использованием метода рассеяния света, УФ-видимой спектро-
скопии и ПЭМ. Исследовано взаимодействие полученных гликоконъюгатов и гликонаночастиц се-
ребра с N-ацетил-D-глюкозамин-специфичными лектинами Solanum tuberosum agglutinin (STA) и
Wheat germ agglutinin (WGA) методами рассеяния света и УФ-видимой спектроскопии. Данные, по-
лученные двумя физическими методами, при использовании меченых наночастицами серебра угле-
водсодержащих производных коррелируют между собой. Показано, что чувствительность глико-
конъюгатов и гликонаночастиц серебра на основе более гидрофильного сополимера малеиновой
кислоты с N-винилпирролидоном выше, чем соответствующих систем на основе более гидрофоб-
ного сополимера малеиновой кислоты с этиленом. Показано также, что исследуемые системы про-
являют большую чувствительность к лектину STA, чем к лектину WGA. Гликонаночастицы серебра
позволяют детектировать лектины методом рассеяния света с большей достоверностью и надежно-
стью по сравнению с гликополимером.
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ВВЕДЕНИЕ
Лектины – это белки, не относящиеся к классу

иммунных, обладающие по крайней мере одним
доменом распознавания углеводов, который спе-
цифически и обратимо связывается с углеводом
биологических мембран клеток растений, прока-
риотов, эукариотов, включая высшие организмы.
Способ передачи биологической информации
посредством углевод-белкового узнавания явля-
ется одним из основных на уровне клетки. Лекти-
ны участвуют в таких жизненно важных биологи-
ческих процессах, как клеточная адгезия, диффе-
ренцировка и миграция клеток, оплодотворение,
эмбриогенез, защита организма от инфекции и
многих других [1, 2]. Лектины резистентны к про-
теолитическим ферментам (в том числе кишеч-

ным), термически стабильны, они применяются
как биохимические инструменты в области им-
мунологии, биотехнологии и фармацевтической
промышленности [3, 4]. Взаимодействие угле-
вод–лектин широко используется в биосенсори-
ке и протеомике. Аналитическое применение
лектинов – это гисто- и цитохимия, лектиновый
блоттинг, микропланшетный анализ. Лектины
могут использоваться для обнаружения клеток и
микроорганизмов, в исследовании гликозилиро-
вания белков, для идентификации гликанов и ха-
рактеристики их структуры [5, 6]. В последнее
время появились публикации о применении лек-
тинов в диагностике и лечении рака [7]. Кроме
того, недавно было показано, что растительные
лектины могут использоваться как перспектив-
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ные противовирусные биомолекулы в поиске
стратегий ликвидации COVID-19 [8]. Известно,
что диетические лектины из злаков и цельнозер-
новых продуктов негативно не влияют на здоро-
вье человека. Напротив, было отмечено значи-
тельное снижение риска диабета второго типа,
сердечно-сосудистых заболеваний, некоторых ти-
пов рака при применении таких продуктов [9].
Изучением, выделением и использованием лек-
тинов из растений занимаются уже на протяже-
нии 130 лет [10].

Существует ряд высокоточных, но достаточно
трудоемких методов изучения лектин-углевод-
ных взаимодействий. К таким методам относится
иммуносорбентный анализ лектинов на основе
флуорофора (FLISA) [11]. Применяют также, на-
пример, флуоресцентную спектроскопию [12],
пьезоэлектрическое зондирование, спектроско-
пию электрохимического импеданса, поверхност-
ный плазмонный резонанс (SPR) [13, 14], рентге-
ноструктурное [15], ЯМР-исследование [16] и
другие методы.

В качестве модельных соединений для изуче-
ния взаимодействия углевод–лектин часто ис-
пользуют полимерные производные углеводов –
гликоконъюгаты. Для получения таких макромо-
лекулярных архитектур использовали методы
контролируемой/“живой” радикальной полиме-
ризации, клик-реакции, различные типы блок-
сополимеризации и широкий спектр других под-
ходов [17–24]. В биосенсорах лектинов, в изуче-
ниях по имитации поведения эритроцитов в аг-
глютинации и других исследованиях часто при-
меняют гликоконъюгаты, меченные металлами.
В основном для этой цели используют наноча-
стицы золота благодаря их спектральным харак-
теристикам и особенно плазмонному резонансу.
Такие гликоконъюгаты обычно получают из со-
ответствующих производных углеводов, чаще
всего содержащих тиольные группы, и стабили-
зированных цитратом наночастиц золота. Полу-
чение таких меченых гликоконъюгатов включает
ряд синтетических стадий [25–29]. Актуальными
задачами на сегодняшний день остаются разра-
ботка простых методов синтеза модельных глико-
конъюгатов, а также разработка чувствительных и
простых аналитических инструментов идентифи-
кации и детектирования лектинов.

В данной работе в качестве гликоконъюгатов
предложено использовать полимерные производ-
ные спейсированного N-ацетилглюкозамина, ко-
торый обладает специфичностью по отношению
к ряду растительных лектинов. Полимерной мат-
рицей служат сополимеры дикарбоновой (малеи-
новой) кислоты. Такие полимерные гликоконъ-
югаты, содержащие достаточное количество
углеводных остатков, должны обеспечивать по-

ливалентное связывание с лектином. Поскольку
взаимодействия лектина и углеводов часто до-
вольно слабые (Ka = 102–103 моль/л) [3], они мо-
гут быть в этом случае значительно усилены и
проявлять кластерный эффект. Большинство
растворимых лектинов имеют мультимерную
структуру и несколько сайтов связывания с угле-
водом, что позволяет взаимодействовать с не-
сколькими углеводными лигандами и суще-
ственно увеличивает связывающую способность.
Основными преимуществами сополимеров мале-
иновой кислоты в контексте этой работы являют-
ся регулярность строения макромолекулярных
цепей, достаточная легкость их модификации в
форме сополимеров малеинового ангидрида про-
изводными углеводов. Такие полимеры успешно
использовались ранее в качестве стабилизирую-
щих агентов для наночастиц серебра [30, 31]. Эти
нанокомпозиты могут применяться в виде колло-
идных растворов, также допускается их получе-
ние в виде сухих материалов для длительного
хранения. Мы предлагаем для исследования свя-
зывания углевод–лектин использовать специфи-
ческие полимерные гликоконъюгаты на основе
сополимеров малеинового ангидрида либо не-
посредственно, либо после введения в их структу-
ру в качестве метки наночастиц серебра с получе-
нием гликонаночастиц. Наночастицы серебра
получают из более дешевого и доступного сырья,
чем в случае наночастиц золота, и они также об-
ладают выраженным пиком плазмонного резо-
нанса в диапазоне 400–420 нм.

В настоящей работе в качестве полимерных
матриц для получения гликоконъюгатов и глико-
наночастиц серебра предложено использовать
сополимеры малеиновой кислоты с разным гид-
рофобно-гидрофильным балансом, а в качестве
модельных лектинов – комплиментарные лекти-
ны растительного происхождения – Solanum tu-
berosum agglutinin (STA) и Wheat germ agglutinin
(WGA). Благодаря поверхностному плазмонному
резонансу метки наносеребра взаимодействие уг-
левод–лектин наблюдали с помощью регистра-
ции оптических спектров комплексов лектинов с
гликонаночастицами серебра. Применение мето-
да статического и динамического рассеяния света
(СРС-ДРС) позволило дополнительно исследо-
вать специфическое комплексообразование не
только для гликонаночастиц серебра, но и для не
помеченных наносеребром гликоконъюгатов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы

Использовали чередующиеся сополимеры ма-
леинового ангидрида: с этиленом (ЭМ) произ-
водства “Monsanto” (США), (Мw = 2.5 × 104) и с
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N-винилпиролидоном (ВМ), полученным со-
гласно работе [32] (Мw = 4.0 × 104). В результате
гидролиза ЭМ и ВМ в водных системах получа-
лись соответствующие сополимеры малеиновой
кислоты – ЭМК и ВМК. NaBH4, P2O5, AgNO3,
NaCl, NaOH, NaNO3 (все квалификации ч.д.а.)
производства “Реахим” использовали без допол-
нительной очистки. Вода Milli-Q получена де-
ионизацией на системе Milli-Q (“Millipore”).
Лектины Solanum tuberosum agglutinin (STA) и
Wheat germ agglutinin (WGA) (“Sigma-Aldrich”).
β-N-Gly-GlcNAc был любезно предоставлен
Л.М. Лихошерстовым (ИОХ РАН).

Методики синтезов

Синтез гликоконъюгатов сополимеров ВМК
(глико-ВМК) и ЭМК (глико-ЭМК). Активацию
сополимеров (перевод в ангидридную форму)
осуществляли с помощью сушки в вакууме при
температуре 110°С в течение 3 ч над P2O5.

13 мг (0.047 ммоля) N-ацетилглюкозаминсо-
держащего лиганда (β-N-Gly-GlcNAc) растворя-
ли в 2 мл H2O, доведенного до pH 9 с помощью
1 M NaOH в H2O. Затем при интенсивном пере-
мешивании добавляли активированный сополи-
мер ВМ в количестве 62.6 мг (0.3 ммоля). Время
перемешивания составляло 24 ч при 20°С. Пол-
ноту связывания лиганда контролировали мето-
дом ТСХ (Пластинки Silufol, система ацетон : эта-
нол : вода = 1 : 1 : 5 по объему). Для проявления
пластинки применяли 1%-ный раствор нингидри-
на в ацетоне, RfN-Gly-GlcNAc = 0.3, Rfглико-ВМ = 0.1.
Полученный раствор глико-ВМК использовали
без выделения. Глико-ЭМК получали по анало-
гичной методике. Раствор глико-ЭМК лиофили-
зовали для дальнейшего его использования в виде
порошка.

Синтез золей, содержащих наночастицы сереб-
ра. Синтез золей наночастиц серебра, стабилизи-
рованных ВМК (ВМК/Ag0) и Э М К (ЭМК/Ag0).
Синтез золя ВМК/Ag0 осуществляли в соответ-
ствии с методом [30]. Для получения полимерной
соли серебра к 10 мл раствора сополимера ВМК
(0.01 осново-моль/л) в воде, доведенного до pH 9
с помощью 1 М NaOH, добавляли при интенсив-
ном перемешивании 1 мл свежеприготовленного
раствора 0.1 М AgNO3 (для мольного соотноше-
ния сополимер : Ag+ = 1 : 1). По истечении 30 мин
к раствору полимерной соли также при интенсив-
ном перемешивании добавляли восстановитель –
свежеприготовленный водный раствор NaBH4
(0.1 М) в 2-кратном мольном избытке по отноше-
нию к ионам серебра. Реакционную смесь выдер-
живали 1 сутки при комнатной температуре. Для
проведения элементного анализа аликвоту рас-

твора подвергали диализу с последующим лио-
фильным высушиванием. Для дальнейших иссле-
дований и синтеза гликонаночастиц серебра по-
лученный золь использовали без выделения.
Коллоидный раствор наноразмерного серебра
ЭМК/Ag0 получали аналогично приведенной ме-
тодике.

Синтез наночастиц серебра, стабилизирован-
ных глико-ВМК (глико-ВМК/Ag0). Раствор глико-
ВМК, полученный в результате синтеза, разбав-
ляли до концентрации 0.01 осново-моль/л. Далее
к 10 мл полученного раствора приливали при ин-
тенсивном перемешивании 1 мл свежеприготов-
ленного раствора 0.1 М AgNO3. По истечении
30 минут к раствору полимерной соли глико-
конъюгата также при интенсивном перемешива-
нии добавляли свежеприготовленный водный
раствор NaBH4 (0.1 М) в 2-кратном мольном из-
бытке по отношению к ионам серебра. Реакцион-
ную смесь выдерживали 1 сутки при комнатной
температуре. Полученный золь использовали без
выделения (pH золя 8.75).

Синтез наночастиц серебра, стабилизирован-
ных глико-ЭМК (глико-ЭМК/Ag0). Золь глико-
ЭМК/Ag0 получали по аналогичной методике с
использованием раствора глико-ЭМК. Порошок
глико-ЭМК в количестве 5 мг (0.0317 ммоля) рас-
творяли в 5 мл H2O. Далее к полученному раство-
ру приливали при интенсивном перемешивании
0.3 мл свежеприготовленного раствора 0.1 М AgNO3.
Через 30 мин к раствору полимерной соли глико-
конъюгата также при интенсивном перемешива-
нии добавляли свежеприготовленный водный
раствор NaBH4 (0.1 М) в двукратном мольном из-
бытке по отношению к ионам серебра. Реакцион-
ную смесь выдерживали 1 сутки при комнатной
температуре. Полученный золь использовали без
выделения (pH золя 8.84).

Методы анализа образцов

Величину pH растворов определяли с помощью
pH-метра “Five FE20” (“METTLER TOLEDO”) с
микроэлектродом “Micro Pro”. Точность измере-
ния pH ± 0.02 ед.

Оптические спектры регистрировали на спек-
трофотометре “UVIKON-922” (BRD, Германия)
и “ПЭ-5400УФ” (“Экрос”, Россия) с использова-
нием стеклянных кювет с длиной оптического
пути 1 см и спектральным диапазоном 190–
1000 нм. Оптические спектры серебряных глико-
наночастиц снимали при концентрации 0.05 мг/мл.
Изменения в спектрах регистрировали после до-
бавления каждой порции раствора лектина (с =
= 0.5 мг/мл). Изображения наночастиц серебра с
помощью ПЭМ были получены на просвечиваю-
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щем электронном микроскопе “LEO 912 AB”
(“OMEGA”, “Karl Zeiss”, Германия) c магнитным
омега спектрометром с энергетическим филь-
тром, интегрированным непосредственно в опти-
ческую систему инструмента. Напряжение уско-
рения электронов E = 100 кВ; увеличение от 80 до
500 000; разрешение изображения 0.2–0.34 нм.
Для исследований каплю исследуемого раствора
помещали на 3 мм медную сетку, покрытую
формваром, и высушивали в вакууме. Распреде-
ление наночастиц серебра по размеру рассчиты-
вали при анализе изображений с использованием
по крайней мере 100 частиц.

Эксперименты методом СРС-ДРС выполняли
на спектрометре “PhotoCor Complex” (Россия),
снабженном автоматическим гониометром и
псевдо-кросскорреляционной системой счета
фотонов “PhotoCor-PC2”, одноплатным мульти-
временным коррелятором реального времени
“PhotoCor-FC”. Источник света He-Ne-лазер
“Uniphase1135P” (λ = 633 нм, мощность – 10 мВт).
Интенсивность рассеяния и корреляционные
функции рассеяния измеряли в разбавленных
растворах в интервале углов рассеяния 30°–140° с
шагом 10° при 25°С для изучения структуры ча-
стиц. Для получения кривых титрования измере-
ния проводили под углом 90°. По полученным
данным строили зависимости обратного времени
релаксации от волнового вектора для определе-
ния коэффициента диффузии, гидродинамиче-
ский радиус Rh вычисляли по уравнению Стокса–
Эйнштейна. По диаграмме Зимма находили ра-
диус инерции Rg. Подготовку образцов для иссле-
дования осуществляли следующим образом: со-
полимеры ВМК и ЭМК растворяли в воде до кон-
центрации с = 2–3 мг/мл при перемешивании в
течение 2 ч. Затем доводили до нужного pH с по-
мощью раствора 0.1 M NaOH. Концентрация со-
полимера ЭМК с = 2.0 мг/мл. Раствор глико-
ВМК готовили разбавлением пробы из реакцион-
ной среды до концентрации 1.5 и 3.0 мг/мл. Для
исследования золей ВМК/Ag0 и ЭМК/Ag0 ис-
пользовался раствор с концентрацией с = 0.1 мг/мл
в воде, доведенный до pH 9 раствором 0.1 M
NaOH. Золи глико-ВМК/Ag0 и глико-ЭМК/Ag0

приготавливали разбавлением реакционной си-
стемы до концентрации 0.1 мг/мл. Полученные
растворы обеспыливали фильтрованием через
мембранный фильтр “Durapore” с номинальным
размером пор 0.22 мкм в оптическую кювету и ис-
следовали методом рассеяния света. Образцы для
исследования методом УФ-видимой спектроско-
пией готовили подобным образом.

Титрование гликоконъюгатов сополимеров 
малеиновой кислоты и золей серебра

растворами лектинов

Для исследования методом рассеяния света зо-
ли глико-ВМК/Ag0, ВМК/Ag0 и глико-ЭМК/Ag0

с концентрацией с = 0.1 мг/мл, обеспыленные
фильтрованием через мембрану Durapore с номи-
нальным размером пор 0.22 мкм помещали в оп-
тическую кювету и титровали обеспыленным рас-
твором лектина c = 0.5 мг/мл. Для этого в оптиче-
скую кювету при перемешивании прибавляли по
каплям титрант и измеряли интенсивность рассе-
янного света под углом 90° и автокорреляцион-
ную кривую. По полученным данным строили
кривые титрования в виде зависимости относи-
тельной интенсивности рассеянного света I/I0 и
гидродинамического радиуса от объемного соот-
ношения титрант : аналит. Аналогичную работу
проводили с глико-ВМК (с = 0.065 мг/мл) и гли-
ко-ЭМК (с = 0.05 мг/мл).

Для изучения взаимодействия гликонаноча-
стиц серебра с лектинами методом УФ-видимой
спектроскопии золь глико-ВМК/Ag0 доводили до
концентрации с = 0.05 мг/мл (объем 1 мл,
pH 8.87), чтобы обеспечить работу в линейном
диапазоне прибора, и титровали раствором лек-
тина STA (с = 0.5 мг/мл) при перемешивании на
магнитной мешалке. После каждого добавления
регистрировали изменение в спектре поглоще-
ния. Аналогично исследовали титрование лекти-
ном глико-ЭМК/Ag0, а также взаимодействие
всех полученных гликоконъюгатов с лектином
WGA.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Синтез гликоконъюгатов сополимеров малеиновой 
кислоты и гликонаночастиц серебра

Все коллоидные гликонаночастицы серебра
были получены в два этапа: синтез полимерных
гликоконъюгатов и синтез содержащих наноча-
стицы серебра гликоконъюгатов.

Гликоконъюгаты сополимеров получены из
углеводсодержащего лиганда β-N-Gly-GlcNAc,
содержащего помимо остатка N-ацетилглюкоза-
мина спейсерную группу в виде остатка глицина,
и сополимера ВМК (или ЭМК). Перед проведе-
нием конъюгации сополимеры были активирова-
ны путем дегидратации при нагревании в вакууме
для перевода в активированную ангидридную
форму тех звеньев малеиновой кислоты, которые
образовывались в результате гидролиза при хра-
нении, как было показано ранее [33]. Конъюга-
ция лиганда β-N-Gly-GlcNAc проходила по сле-
дующей схеме:
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Ангидридные группы малеинового сополиме-
ра легко реагировали с первичной аминогруппой
лиганда с образованием амидной связи без при-
менения дополнительных конденсирующих
агентов и органических растворителей.

Полученные гликоконъюгаты содержали при-
близительно 10 мол. % углевод-модифицирован-
ных звеньев. Ранее было установлено, что более
высокая плотность модифицированных звеньев
может приводить к снижению способности гли-
коконъюгатов к связыванию, т.е. валентность гли-
кана имеет порог для связывания с лектином [34].

Для получения гликонаночастиц серебра в ка-
честве восстановителя использовали боргидрид
натрия в присутствии ранее полученного глико-
конъюгата, который выступает также как стаби-
лизирующий агент для наночастиц серебра. Как
показано методом просвечивающей электронной
микроскопии, благодаря значительной разнице в
редокс-потенциалах восстанавливающего агента
и серебра данная методика восстановления обес-
печивает образование мелких сферических нано-
частиц серебра, размером 2–4 нм (рис. 1).

Исследование взаимодействия гликонаночастиц 
серебра с лектинами методом УФ-видимой 

спектроскопии
Для изучения взаимодействия гликонаноча-

стиц серебра с лектинами методом УФ-видимой
спектроскопии золь гликонаночастиц титровали
раствором лектина в диапазоне концентраций и
соотношений, обеспечивающем работу прибора в
линейном диапазоне измерений. После каждого
добавления регистрировали изменение в спектре
поглощения. Известно, что специфическое взаи-
модействие наночастиц серебра с белками ведет к
уменьшению расстояния между наночастицами
металла в результате агрегации при взаимодей-
ствии с биомолекулой, что вызывает изменение в
УФ-видимом спектре за счет взаимодействия по-
верхностных плазмонов [35, 36].

На рис. 2 показано типичное изменение в
спектре исходного золя гликонаночастиц серебра
при титровании его раствором лектина STA на
примере использования глико-ВМК/Ag0. В дан-
ной системе спектр изменяется даже при низких
концентрациях лектина (5–20 мкл STA). Наблю-
даемый сдвиг максимума полосы поглощения
возникает в результате взаимодействия поверх-
ностных плазмонов при сближении наночастиц в
результате углевод-лектинового взаимодействия.
Значительное снижение высоты максимума при
выдерживании системы в течение 1 ч и, особен-
но, 24 ч связано с постепенным выпадением геле-
образного осадка комплекса лектин–специфиче-
ский гликоконъюгат.

Зависимость изменения максимума поглоще-
ния золя глико-ВМК/Ag0, глико-ЭМК/Ag0 и золя
наночастиц серебра, не содержащего углеводный
лиганд – ВМК/Ag0, от объема добавленного лек-
тина STA приведена на рис. 3.

Ход кривых для гликонаночастиц серебра под-
тверждает достаточно высокую чувствительность
к STA: уже при соотношении 0.2 мг белка/мг гли-
конаночастиц серебра (добавка 20 мкл белка) на-
блюдается сдвиг максимума спектра на 8 нм в
случае глико-ВМК/Ag0 и 3 нм для глико-
ЭМК/Ag0. Для сравнения был проведен холостой
опыт с негликированным золем. Исследовали
УФ-видимые спектры системы ВМК/Ag0 при
титровании раствором STA. При этом положение
максимума (рис. 3, кривая 3) во всей исследован-
ной области концентраций белка (до 1 мг бел-
ка/мг ВМК/Ag0) не изменялось. Отсюда можно
сделать заключение об отсутствии специфиче-
ских взаимодействий негликированных наноча-
стиц серебра с лектином. Полученные данные по
изменению УФ-видимых спектров и характери-
стике рассеяния света коррелируют с описанны-
ми ранее в литературе для наночастиц золота [37].
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Рис. 1. Результаты просвечивающей электронной микроскопии для образцов глико-ВМК/Ag0 (а) и глико-ЭМК/Ag0

(б). Цветные рисунки можно посмотреть в электронной версии.
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Взаимодействие лектина WGA с гликонаноча-
стицами серебра также контролировалось с ис-
пользованием оптической спектроскопии (рис. 4).

При титровании глико-ВМК/Ag0 лектином
WGA (рис. 4) также наблюдали некоторое крас-
ное смещение максимума поглощения. Масштаб
изменений чуть меньше, чем при взаимодействии
с лектином STA: при добавлении 0.2 мг белка/мг
наночастиц серебра (20 мкл лектина) сдвиг мак-
симума составляет 2.5 нм в случае глико-
ВМК/Ag0 и 1.5 нм для глико-ЭМК/Ag0. При взаи-
модействии гликонаночастиц серебра как с лек-
тином STA, так и с лектином WGA, гликонаноча-
стицы на основе более гидрофобного сополимера
ЭМК демонстрируют несколько меньшие изме-
нения спектра поглощения, чем ВМК-содержа-
щие гликонаночастицы.

Метод рассеяния света

Для изучения взаимодействия лектинов с по-
лимерными гликоконъюгатами и гликонаноча-
стицами серебра методом СРС-ДРС, предвари-
тельно этим методом были охарактеризованы
растворы сополимеров малеиновой кислоты, их
гликоконъюгатов, полимер-стабилизированных
наночастиц серебра и гликонаночастиц серебра.

Исследование растворов сополимеров малеино-
вой кислоты и их гликоконъюгатов. Исследования
сополимера ВМК и его гликоконъюгата, прове-
денные при разных значениях pH, показали, что в
щелочной среде (pH 9) исходный полимер прак-
тически не агрегирован, а с понижением pH уве-
личивается доля и размер агрегатов в растворе
(рис. S1 в дополнительных материалах). В то же
время глико-ВМК агрегирован как в нейтраль-
ной, так и в щелочной среде. Сравнение распре-
делений по размеру частиц ВМК и глико-ВМК
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показано на рис. 5. Полученные результаты сви-
детельствуют о том, что введение лиганда в мак-
ромолекулы ВМК способствует усилению тен-
денции к агрегации, что, по-видимому, связано с
увеличением гидрофобности макромолекулы и
способности к образованию водородных связей.

Структуру агрегатов глико-ВМК при двух кон-
центрациях оценили методом СРС-ДРС измеряя
интенсивность рассеяния и корреляционные
функции под разными углами (рис. S2). В табл. 1
для полимеров и их гликоконъюгатов приведены
кажущиеся (без экстраполяции к нулевой кон-

Рис. 3. Изменение положения максимума поглощения в зависимости от объема добавленного лектина STA для глико-
ВМК/Ag0 (1), глико-ЭМК/Ag0 (2) и ВМК/Ag0 (3).
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Рис. 2. Изменение УФ-видимого спектра при титровании золя глико-ВМК/Ag0 раствором лектина STA. Количество
добавленного лектина 0 (1), 5 (2), 20 (3), 40 (4), 70 (5), 90 мкл (6), а также 90 мкл через 1 (7) и 24 ч (8).
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центрации) значения коэффициентов диффузии D,
гидродинамических радиусов Rh молекул и агре-
гатов, а также радиуса инерции Rg и фактора
асимметрии Rg/Rh агрегатов. Значения Rg/Rh по-
рядка 2 свидетельствуют о несферической форме
агрегатов и могут соответствовать структурам ти-
па эллипсоида вращения или фрактала [38]. При-
близительно массовую долю агрегатов в растворе
можно оценить, пользуясь упрощенными моде-
лями гауссова клубка и фрактального агрегата.

Соотношение интенсивностей рассеяния света
для этих двух видов частиц I2/I1 ≈ c2 /c1 . Ис-
пользуя соответствующие значения Rh, а также
экспериментальные значения I2/I1 ≈ 32 для кон-
центрации 1.5 мг/мл, получим с2/с1 ≈ 0.05. Следо-
вательно, массовое содержание агрегатов состав-
ляет приблизительно 5%.

Изучение растворов более гидрофобного со-
полимера ЭМК методом ДРС показало, что его

2
2R 2

1R

Рис. 4. Изменение положения максимума поглощения в зависимости от объема добавленного лектина WGA для гли-
ко-ВМК/Ag0 (1) и глико-ЭМК/Ag0 (2).
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Рис. 5. Распределение интенсивности рассеянного света по гидродинамическому радиусу в разбавленных растворах
ВМК (с = 3 мг/мл, 0.05 M NaNO3) (1) и глико-ВМК (с = 3 мг/мл, 0.05 M NaNO3) (2).
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растворы частично агрегированы как в кислой,
так и в щелочной среде [31]. Структура растворов
глико-ЭМК подобна структуре растворов исход-
ных ЭМК (рис. 6), критическая концентрация аг-
регации ниже 0.05 мг/мл в отличие от глико-ВМК,
в растворах которого, использованных для титро-
вания лектинами (с = 0.065 моль/л), не обнаруже-
но агрегатов.

Как для исходных сополимеров, так и для их
гликоконъюгатов заметное влияние на гидро-
динамический радиус агрегатов оказывает ион-
ная сила раствора: при добавлении низкомолеку-
лярной соли в результате экранирования зарядов
на цепи уменьшаются наблюдаемые величины Rh

агрегатов (табл. 1), что характерно для полимер-
ных частиц с полиэлектролитной короной.

Таблица 1. Результаты исследования растворов ВМК, ЭМК, глико-ВМК и глико-ЭМК методом СРС-ДРС

*Измерено под углом 90°.

Образец
Dмакромол. × 
× 10–11, м2/с

Dагр. × 10–12, 
м2/с

Rh макромол., 
нм

Rh агр., нм Rg агр., нм Rg/Rh

(агр.)

ВМК (pH 6.6 0.05 M NaNO3), 
2 мг/мл

5.30* 4.2* 4.6* 58* – –

глико-ВМК (0.05 M NaNO3), 
3 мг/мл

6.54 ± 0.12 3.29 ± 0.07 3.6±0.2 72 ± 2 159 ± 8 2.21 ± 0.11

глико-ВМК (0.05 M NaNO3), 
1.5 мг/мл

5.8 ± 0.2 3.16 ± 0.07 4.0 ± 0.3 75 ± 2 140 ± 7 1.87 ± 0.09

глико-ВМК (H2O), 3 мг/мл 10.2 ± 0.05 2.84 ± 0.06 2.4 ± 0.3 86 ± 2 164 ± 5 1.9 ± 0.1

глико-ВМК (H2O), 1.5 мг/мл 9.7 ± 0.7 2.30 ± 0.07 2.4 ± 0.4 102 ± 3 169 ± 8 1.66 ± 0.08

ЭМК (pH 9), 2 мг/мл – – 2.8* 230* – –

ЭМК (pH 9, 0.05 M NaNO3), 
2 мг/мл

– – 4* 80* – –

глико-ЭМК
(pH 9, 0.05 M NaNO3), 0.05 мг/мл

– – 4.4* 108* – –

Рис. 6. Распределение интенсивности рассеянного света по гидродинамическому радиусу в разбавленных растворах
ЭМК (с = 2 мг/мл, 0.05 M NaNO3) (1) и глико-ЭМК (с = 0.05 мг/мл, 0.05 M NaNO3) (2).
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Исследование золей наносеребра, стабилизиро-
ванных сополимерами малеиновой кислоты и гли-
коконъюгатами сополимеров малеиновой кислоты.
Проведен сравнительный анализ методом СРС-
ДРС золей полимер-стабилизированных наноча-
стиц серебра и полученных на их основе гликози-
лированных производных при использовании со-

полимеров ВМК и ЭМК с разной гидрофильно-
стью. Распределения частиц по размеру показаны
на рис. 7 и 8 соответственно.

Ранее при исследовании наночастиц серебра,
стабилизированных сополимерами малеиновой
кислоты [31], было показано, что быстрая мода
относится к унимерным полимер-стабилизиро-

Рис. 7. Распределения интенсивности рассеянного света по гидродинамическому радиусу в золях ВМК/Ag0 (1) и
ЭМК/Ag0 (2) в воде с добавлением NaOH до pH 9. Угол рассеяния 90°, c = 0.1 мг/мл.

100 101 102 103

Rh, нм

I/Imax

0

0.4

0.8

1.2

2

1

Рис. 8. Распределения интенсивности рассеянного света по гидродинамическому радиусу в золях глико-ВМК/Ag0 (1)
и глико-ЭМК/Ag0 (2). Угол рассеяния 90°, c = 0.1 мг/мл; свежеполученные золи разбавлены без выделения из реакци-
онной массы.
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ванным наночастицам серебра, а медленная мода –
к кластерам полимер-стабилизированных нано-
частиц серебра, которые образуются внутри по-
лимерных агрегатов при восстановлении солей
серебра. Как и полимерные агрегаты, кластеры
составляют лишь небольшую долю от массы всех
полимер-стабилизированных наночастиц сереб-
ра, хотя им соответствует преобладающая часть
интенсивности рассеяния света. Как видно на
рис. 7, золи на основе более гидрофобного поли-
мера ЭМК характеризуются более крупными
кластерами. Стабилизация металлических нано-
частиц в унимерных мицеллах и в кластерах до-
стигается за счет совокупности структурно-меха-
нического и электростатического факторов.

На рис. 8 показаны распределения по гидроди-
намическому радиусу золей гликонаночастиц се-
ребра. Для данных золей характерно широкое
мультимодальное распределение по размеру ча-
стиц, наиболее интенсивный максимум соответ-
ствует кластерам с Rh = 45–60 нм. Мультимодаль-
ность может быть связана не только с наличием
унимерных наночастиц серебра и кластеров, но и
с дополнительным проявлением внутренних мод
в результате внутренней интерференции в класте-
рах [39, 40].

Исследование взаимодействия гликоконъюгатов
и гликонаночастиц серебра с лектинами. Для ис-
следования взаимодействия гликонаночастиц се-
ребра с лектинами методом рассеяния света пред-
варительно проведен холостой опыт – титрова-
ние лектином STA негликированного золя
серебра ВМК/Ag0. При добавлении лектина до
объемного соотношения 0.10 (или массового со-
отношения 0.5) интенсивность рассеяния сохра-
няется постоянной в пределах ±5% (рис. S3 в до-
полнительных материалах). Та же тенденция на-
блюдается и в отношении распределений по
размеру частиц. Отсюда можно сделать заключе-
ние об отсутствии специфических взаимодей-
ствий негликилированных наночастиц серебра с
лектином в исследованной области концентраций
по данным двух физических методов СРС-ДРС и
УФ-видимой спектроскопии. Далее в нашей ра-
боте контроль связывания лектинов гликонано-
частицами будет проводиться при массовых соот-
ношениях белок/наночастицы серебра не более
0.5 во избежание наложения неспецифических
взаимодействий, приводящих к агрегации. За
процессом взаимодействия гликонаночастиц се-
ребра с лектинами следили по изменению интен-
сивности рассеяния света при титровании лекти-
ном, а также по изменению размера агрегатов,
вносящих наибольший вклад в рассеяние или
среднего размера частиц в случае неразделенных
мультимодальных распределений.

На рис. 9 представлены данные по титрованию
глико-ВМК/Ag0 и глико-ЭМК/Ag0 лектином STA.

Видно, что при использовании глико-ВМК/Ag0

введение минимального количества белка сопро-
вождается заметным ростом интенсивности рас-
сеяния и сдвигом максимума пика распределения
частиц по размеру. При объемном соотношении
V(STA)/V(глико-ВМК/Ag0) = 0.02–0.05 (массовое
соотношение 0.10–0.25) максимум сдвигается с
30 до 65–75 нм. В этом диапазоне составов усиле-
ние агрегации можно связать со специфическим
взаимодействием гликонаночастиц серебра и
комплементарного белка. Такое поведение кор-
релирует с изменениями УФ-видимых спектров в
результате взаимодействия поверхностных плаз-
монов при агрегации. При дальнейшем добавле-
нии белка происходит потеря коллоидной устой-
чивости системы, что приводит к появлению
фракции микронных частиц и постепенному ча-
стичному осаждению, что наблюдалось также ме-
тодом УФ-видимой спектроскопии. В отличие от
гликонаночастиц серебра на основе сополимера
ВМК золь глико-ЭМК/Ag0 более слабо реагирует
на добавление лектина STA (рис. 9а, кривая 2). По
данным УФ-видимой спектроскопии, отклик
этих гликонаночастиц серебра был также мень-
ше, чем глико-ВМК/Ag0.

Для сравнения отклика различных гликонано-
частиц серебра и гликоконъюгатов на лектины
STA и WGA проведены соответствующие титро-
вания. В табл. 2 показаны изменения интенсив-
ностей рассеяния при объемном соотношении
лектин : гликонаночастицы серебра (или глико-
полимер), равном 0.02, по сравнению с исходным
раствором гликонаночастиц серебра или глико-
полимера. При титровании лектином WGA золей
гликонаночастиц серебра обнаружена та же тен-
денция: отклик на добавление минимального ко-
личества лектина (объемное соотношение 0.02–
0.05) в виде роста интенсивности в 1.5 раза и сдви-
га максимума распределения по размеру частиц
от 65 до 90 нм наблюдался при использовании
глико-ВМК/Ag0 (рис. S6), тогда как при исполь-
зовании глико-ЭМК/Ag0 изменений практиче-

Таблица 2. Изменение интенсивности рассеянного
света I/I0 при добавлении растворов лектинов к рас-
творам гликонаночастиц или полимерных гликонъ-
югатов в объемном соотношении 0.02

Образец

Значения I/I0 при добавлении 
лектина

STA WGA

глико-ВМК/Ag0 1.8 1.5

глико-ЭМК/Ag0 1.2 1.1

глико-ВМК 2.6 2.1
глико-ЭМК 2.3 1.1
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ски не было (рис. S5). Эти данные также коррели-
руют с результатами УФ-видимой спектроскопии.

Титрование растворов полимерных глико-
конъюгатов, не содержащих наночастиц серебра,
проведено при концентрациях полимера, соот-
ветствующих его количеству в растворах гликона-
ночастиц (0.050–0.065 мг/мл). При титровании
глико-ЭМК лектином WGA интенсивность рас-
сеяния и размер частиц практически не изменя-
лись (рис. S8), тогда как при титровании лекти-
ном STA происходило значительное повышение
интенсивности рассеяния, но изменение кривых
распределения по размерам в основном было свя-
зано с появлением крупных микронных частиц

(рис. S7). Можно предположить, что взаимодей-
ствие полимерных гликоконъюгатов с более
крупными макромолекулами STA приводит к
быстрой потере устойчивости коллоидными ча-
стицами.

Как было отмечено выше, растворы глико-
ВМК характеризовались отсутствием агрегации и
низкой интенсивностью рассеяния, что не позво-
лило проанализировать изменение размера ча-
стиц при добавлении лектина, хотя некоторое по-
вышение интенсивности рассеяния наблюдалось
(рис. S9).

Таким образом, проведенные исследования
показывают, что гликонаночастицы, содержащие
частицы наносеребра, позволяют детектировать
лектины STA и WGA методом рассеяния света с
большей достоверностью и надежностью по срав-
нению с гликополимером.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Синтезированы гликоконъюгаты сополимеров

малеиновой кислоты с этиленом или N-винил-
пирролидоном, специфичные к ряду раститель-
ных лектинов. Полученные гликоконъюгаты ис-
пользовали как стабилизаторы плазмонно-резо-
нансных наночастиц серебра.

Методом рассеяния света исследованы струк-
туры растворов гликоконъюгатов сополимеров
малеиновой кислоты и гликонаночастиц серебра.
Показано, что растворы гликоконъюгата прояв-
ляют большую тенденцию к агрегации, чем ис-
ходный полимер. Золи гликонаночастиц серебра
и немодифицированных полимер-стабилизиро-
ванных наночастиц содержат унимерные части-
цы и кластеры наночастиц.

Исследовано взаимодействие полученных
гликоконъюгатов и гликонаночастиц с β-N-аце-
тил-D-глюкозамин-специфичными лектинами
STA и WGA методами рассеяния света и УФ-ви-
димой спектроскопии. Показано, что методы
УФ-видимой спектроскопии и рассеяния света
чувствительны к углевод-лектиновому взаимо-
действию и коррелируют между собой при ис-
пользовании меченых наночастицами серебра уг-
леводсодержащих производных.

Гликонаночастицы, содержащие частицы на-
носеребра, позволяют детектировать лектины
STA и WGA методом рассеяния света с большей
достоверностью и надежностью по сравнению с
гликополимером. В отличие от гликонаночастиц
серебра использование гликоконъюгата без плаз-
монно-резонансной метки наносеребра не позво-
ляет применять в качестве аналитического ин-
струмента УФ-видимую спектроскопию. Показа-
но, что чувствительность гликоконъюгатов и
гликонаночастиц серебра на основе более гидро-
фильного сополимера малеиновой кислоты с N-

Рис. 9. Изменение интенсивности рассеянного света
при титровании золя глико-ВМК/Ag0 (1) и глико-
ЭМК/Ag0 (2) раствором лектина STA (а) и измене-
ние распределения по размеру частиц при соотно-
шении V(STA)/V(глико-ВМК/Ag0) = 0 (1), 0.02 (2) и
0.05 (3) (б).
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винилпирролидоном выше, чем соответствующих
систем на основе более гидрофобного сополиме-
ра малеиновой кислоты с этиленом. Показано
также, что исследуемые системы проявляют
большую чувствительность к лектину STA, чем к
лектину WGA. Данные, полученные двумя физи-
ческими методами, коррелируют между собой.
Полученные результаты позволяют заключить,
что гликонаночастицы на основе сополимера
ВМК могут служить основой сенсорных систем
на лектины STA и WGA, использующих методы
рассеяния света и/или УФ-видимой спектро-
скопии.
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