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(Mw = 479,02 г/моль), а также 2 М раствор NaCl. 
Последующей микроконтактной печатью пло-
ской поверхностью со слоем ПМК запечатывали 
ПДМС-штамп/ПМС/Родамин В, ПДМС-штамп 
удаляли.

Запечатанная система из ПМК, морфологию 
которой изучили с помощью сканирующей элек-
тронной микроскопии (СЭМ, ESEM Quanta 400 
FEG, FEI, USA), представляет множество упо-
рядоченных микрокамер в виде цилиндров. Раз-
меры структуры следующие: диаметр цилиндра 
6 мкм, глубина 3 мкм, расстояние между центра-
ми двух соседних 20 мкм. Толщина стенок ми-
крокамер 1,0±0,2 мкм. Вместимость отдельной 
микрокамеры составляет ~ 2,5×10–11 мл.

Успешная загрузка и сохранение Родамина 
В в полостях запечатанных микрокамер опреде-
лили с использованием лазерной сканирующей 
конфокальной микроскопии.

Кристаллы NaCl кубической формы, обра-
зованные после испарения растворителя, наблю-
дали только внутри микролунок ПДМС-штампа/
ПМК при помощи СЭМ. Так как микролунки 
являются местом, в котором свободная энергия 
вещества минимальна.

Таким образом, была получена система из 
ПМК, состоящая из упорядоченных отдельных 
микрокамер, способная инкапсулировать водо-
растворимые вещества.
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Одним из активно разрабатываемых направ-
лений в области адресной доставки противоопу-
холевых препаратов является создание систем, 
способных отвечать на внешний стимул – спец-
ифические условия среды, формирующиеся в 
опухоли, отклонения в концентрации веществ, 
присутствие определенных ферментов [1]. Дан-

ный подход направлен на решение проблем на-
целивания, обусловленных гетерогенностью 
опухолевых клеток. Так для нацеливания ис-
пользуют пониженное значение межклеточной 
рН в опухоли, низкое содержание кислорода, 
наличие матриксных металлопротеиназ [2] и др.

pHLIP (pH low insertion peptide) – векторный 
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пептид, чувствительный к изменению рН сре-
ды и способный закрепляться в мембране клет-
ки. При локальном закислении межклеточной 
рН (ниже 7,0) — характерном свойстве многих 
опухолей — pHLIP меняет свою конформацию и 
образует специфическую структуру, альфа-спи-
раль, которая встраивается в мембрану клетки и 
вводит прикрепленное к С-концу пептида pHLIP 
соединение в цитоплазму. В настоящее время по-
казано успешное использование рН-зависимого 
пептида (pHLIP), меченного флуоресцентными 
маркерами [3], радионуклидными метками [4] и 
наночастицами [5] для выявления опухолей.

На сегодняшний день, пептид преимуще-
ственно получают методом химического син-
теза. Однако, для масштабирования процесса и 
наработки больших количеств пептида, содер-
жащего 36 аминокислотных остатков, выгод-
ной альтернативой является микробный синтез 
с использованием технологии рекомбинантных 
ДНК.

Целью исследования было получить ре-
комбинантный pH-зависимый встраивающийся 
пептид pHLIP в бактериальной экспрессионной 
системе.

Материалы и методы. Для клонирова-
ния пептида был выбран вектор pET32a(+) 
(Novagen, Дармштадт) и штамм E.coli XL1-blue 
(Евроген, Москва). Процедура клонирования 
проводилась в соответствии со стандартными 
методами и протоколами. Рестрикция, дефос-
форилирование, лигирование ДНК осуществля-
лись с использованием коммерческих наборов 

в соответствии с инструкциями производителя 
(SibEnzyme, Новосибирск), выделение и очист-
ка плазмиды проводились с использованием на-
боров «Plasmid miniprep» и «Cleanup standard» 
соответственно (Евроген, Москва). Экспрессия 
пептида была осуществлена в штамме E.coli 
Rossetta DE3 pLysS при различных условиях 
индукции. Слитый белок тиоредоксин (Trx) 
– pHLIP анализировали с использованием де-
натурирующего SDS-ПААГ электрофореза по 
Лэммли. Очистку химерного белка Trx-pHLIP 
проводили методом металл-хелатной аффинной 
хроматографии. Химическое отщепление от бел-
ка-партнера проводили с использованием BrCN 
с дальнейшей оценкой эффективности отщепле-
ния методом трицин-ПААГ электрофореза.

В результате была получена рекомбинант-
ная плазмида, направляющая синтез пептида 
pHLIP в бактериальной клетке. Соответствие 
клонированного фрагмента ДНК ожидаемому 
подтверждено секвенированием (НИИ меди-
цинской генетики, Томск). Оптимизированы ус-
ловия экспрессии пептида в составе белка-сли-
яния с тиоредоксином (Trx-pHLIP) в клетках 
штамма E.сoli Rossetta DE3 pLysS. Процент 
выхода слитого белка составил порядка 50 % от 
общей массы синтезируемых белков. Осущест-
влена очистка слитого белка Trx-pHLIP методом 
металл-хелатной аффинной хроматографии. 
Проведено химическое отщепление пептида от 
белка-партнера путем обработки бромцианом 
с целью последующей хроматографической 
очистки пептида pHLIP от белковых примесей. 
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