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Аннотация: Вирионоподобные частицы давно вызывают интерес молекулярных биологов и метрологов, так как 
являются, с одной стороны, биологической, а с другой –  упорядоченной структурой, как правило, имеющей 
не свойственную живым организмам, а свойственную вирусам форму в виде икосаэдра, спирали, куба, цилиндра. 
Несмотря на напоминающую вирус структуру, вирионоподобная частица не содержит ДНК или РНК вируса, тем 
самым не может служить источником заражения. Стандартизация свойств таких частиц, методов их создания 
и контроля характеристик является важной задачей развития биотехнологий и молекулярной биологии.
Целью настоящего исследования является обоснование требований, методов и средств прослеживаемости ре-
зультатов исследований стандартных образцов (СО) вирионоподобных частиц.
В ходе исследования рассмотрены такие методы подтверждения биологических и физико-химических свойств 
СО вирионоподобных частиц, как баланс масс; высокоэффективная жидкостная хроматография с масс-спектро-
метрическим детектированием (ВЭЖХ–МС); газовая хроматография с масс-спектрометрическим детектирова-
нием (ГХ–МС); кулонометрическое титрование по Карлу Фишеру; ионная хроматография; масс-спектрометрия 
с индуктивно-связанной плазмой; аминокислотный анализ с изотопным разбавлением.
В результате аналитического обзора установлены основные требования, которым должны удовлетворять харак-
теристики СО вирионоподобных частиц: присутствие молекулярных паттернов, общих для многих патогенных 
биологических агентов (ПБА), но отсутствующих у организма; обладание составом, прослеживаемым к единицам 
Международной системы единиц (СИ); отсутствие собственного генетического материала, а в случае доставки 
с их помощью вакцин –  наличие только инактивированных гомогенных штаммов.
Практическая значимость создания СО на основе вирионоподобных частиц позволит улучшить системы метро-
логического обеспечения для диагностических и терапевтических применений, а также для производства вакцин.
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Abstract: Virus-like particles (VLPs) have long attracted the attention of biologists and metrologists due to their dual nature. 
Despite their similarity to viruses, VLPs lack a virus DNA or RNA, thereby posing no threat of infection. The development 
of methods for the creation and standardization of VLPs, as well as for monitoring their characteristics, represents an 
important problem in the field of biotechnology and molecular biology. In this work, we aim to substantiate the requirements, 
methods, and instruments used to ensure the traceability of VLP-based certified reference materials (CRMs). The following 
methods for characterization of biological and physicochemical properties of such CRMs were considered: mass balance; 
high-performance liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC–MS); gas chromatography-mass spectrometry 
(GC–MS); Karl Fischer coulometric titration; ion chromatography; inductively coupled plasma mass spectrometry; and 
isotope dilution. It was established that VLP-based CRMs should meet the following requirements: the presence of molecular 
patterns common to many pathogenic biological agents (PBAs) but absent in the organism; traceability to SI units (Systeme 
international d’unites, SI); the absence of own genetic material; the presence only of inactivated homogenous strains when 
used for vaccine delivery. VLP-based CRMs facilitate metrological support in the field of medicine and vaccine production.
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Введение
Вирионоподобные частицы представляют собой вос-

требованный объект для производства и применения 
вакцин. Следовательно, исследование свойств и харак-
теристик вирионоподобных частиц является крайне пер-
спективным и значимым.

Вирионоподобные, или вирусоподобные, части-
цы (ВПЧ, или VLP –  virus-like particles) представляют со-
бой частицы, которые выглядят как вирусы и могут, ес-
ли их создать определенным образом, проникать в целе-
вые (запланированные для проникновения), самые раз-
ные клетки организма, практически таким же образом, 

как это делают вирусы. Огромным уникальным досто-
инством вирионоподобных частиц является отсутствие 
в них самих их собственного генетического материала, 
то есть они не содержат ни ДНК, ни РНК. Таким образом 
они не могут ничем заразить организм, но могут целе-
направленно доставить лекарственное средство имен-
но в те клетки, в которые необходимо.

При выяснении роли ВПЧ необходимо подчеркнуть 
их широкое применение для доставки лекарств или вак-
цин не только в клетки организма человека [1], но и жи-
вотных [2], и растений [3]. Вирусоподобные частицы мо-
гут являться не только «транспортом» для вакцины или 

http://orcid.org/0000-0002-6076-4569
https://orcid.org/0000-0003-3923-5571
https://orcid.org/0000-0002-6141-9361
http://orcid.org/0000-0003-1251-5872


29

E. V. Kulyabina, T. V. Kulyabina, T. V. Grebennikova, et al. Virus-like Particles: Properties and Characteristics of Reference Materials

Measurement Standards. Reference Materials. 2023. Vol. 19, no. 4. P. 27–34

лекарственного средства, но также играть антибакте-
риальную роль [4] в случае, если их конструируют со-
ответствующим образом. Они действуют как предвари-
тельно концентрированные противомикробные агенты, 
которые вызывают быстрые и локальные реакции, раз-
рушают мембрану клетки путем создания новых, не при-
сущих клетке, отдельных пор в точных местах посадки 
на мембрану. Такой подход делает возможным созда-
ние вирусоподобных каркасов с биологически регули-
руемыми свойствами.

Доставка вакцин является важной сущностью ВПЧ 
[5, 6]. Так происходит потому, что присущие им свой-
ства, например, мультимерные антигены размером с ви-
рус, высокоорганизованная и повторяющаяся структура, 
отсутствие инфекционности, делают их подходящими 
для возбуждения безопасных и эффективных гумораль-
ных и клеточных иммунных ответов. Вакцины на осно-
ве ВПЧ уже лицензированы для лечения вируса гепати-
та Б и папилломы человека, а также для использования 
в ветеринарии [2], например, для профилактики цирко-
вирусной инфекции у свиней. Следовательно, структур-
ная характеристика ВПЧ является важным требованием 
для возбуждения иммунного ответа организма.

Таким образом, стандартизация свойств вирионопо-
добных частиц, методов их создания и контроля харак-
теристик является важной задачей развития биотехно-
логий и молекулярной биологии. Важнейшим инстру-
ментом обеспечения сопоставимости и достоверности 
результатов измерений в лабораторной медицине явля-
ется метрологическая прослеживаемость. При этом ос-
новным средством обеспечения прослеживаемости яв-
ляются стандартные образцы (СО), так как они позволя-
ют определить воспроизводимость и прослеживаемость 
систем доставки в корреляции с их физико-химическими 
и биологическими свойствами.

Целью данного исследования является обоснование 
требований, теории и практики применения в россий-
ской метрологии методов и средств обеспечения про-
слеживаемости результатов исследований стандарт-
ных образцов вирионоподобных частиц.

Аналитический обзор
Вирионоподобные частицы не содержат РНК или 

ДНК патогенного инфекционного агента, являются не-
инфекционными и представляют собой структурно на-
тивные, иммунологически релевантные вирусные анти-
гены или белки, входящие в состав вируса, которые рас-
познаются иммунной системой. ВПЧ морфологически 
напоминают свои аналоги живых вирусов и легко рас-
познаются и процессируются антигенпрезентирующими 

клетками иммунной системы, то есть благодаря срод-
ству с живыми вирусами введение в организм ВПЧ за-
пускает иммунный ответ организма.

ВПЧ являются хорошими кандидатами в вакци-
ны, потому что вызывают защитный иммунный ответ. 
Иммунная система человека прошла долгий эволюци-
онный путь и научилась распознавать неинфекционное 
«я» и «инфекционное не-я». Организм научился вызы-
вать сильный иммунный ответ на микробные инфек-
ции, но, как правило, не реагирует на собственные мо-
лекулы. Наша иммунная система состоит из врожден-
ной (неспецифической) и адаптивной (специфической) 
ветвей [7, 8]. Врожденная иммунная система представ-
ляет собой первую линию защиты хозяина от микроб-
ных инфекций. После того, как патоген преодолева-
ет физические барьеры хозяина, такие как слизистые 
оболочки носа, рта, глаз или кожу, иммунная система 
инициирует врожденный иммунный ответ в течение не-
скольких минут. Клетки врожденной иммунной систе-
мы, могут распознавать общие характеристики патоген-
ного биологического агента (ПБА) и запускать реакцию. 
Связанные с ПБА структура, размеры, форма (например, 
икосаэдр), состав внешней оболочки клетки и так на-
зываемые молекулярные паттерны –  это молекулы или 
свойства (паттерны), общие для многих ПБА, –  обычно 
отсутствуют у человека, а наоборот присутствуют у кле-
ток вирусной инфекции. Молекулярные паттерны, упо-
рядоченная структура молекулы патогена, форма по-
верхности могут распознаваться рецепторами распоз-
навания образов, которые находятся в наших клетках, 
что в свою очередь приводит к повышенной иммуно-
генности. То есть, запускаются механизмы врожденно-
го иммунного восприятия, что в свою очередь стимули-
рует создание антигена.

Стандартизация свойств вирионоподобных частиц 
и методов их определения представляет настоящий вы-
зов для метрологов [1]. В тоже время нельзя не признать 
необходимость создания средств и методов метроло-
гического обеспечения характеристик ВПЧ.

Вирусоподобные системы доставки генов представ-
ляют собой быстро развивающуюся область генной те-
рапии. Однако отсутствие аттестованных методик из-
мерений и стандартных образцов утвержденных типов, 
применяемых в качестве систем доставки необходимо-
го материала в клетки, делает необходимой разработ-
ку соответствующих стандартных образцов и методов 
для сравнительного анализа характеристик как синте-
тических, так и полученных из вирусов систем достав-
ки генов. Видится актуальной задача согласовать под-
ходы к их характеризации и программам испытаний.
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Как показывает проведенный анализ выполненных 
в этой области работ, стандартизация вирионоподоб-
ных частиц уже проводится в мировом сообществе, су-
ществуют СО, прослеживаемые к СИ, так как они по-
зволяют определить воспроизводимость и прослежи-
ваемость систем доставки в корреляции с их физико- 
химическими и биологическими свойствами.

Так, например, уже существует СО (RM), основан-
ный на нуклеиновых кислотах высокой чистоты [9]. Он 
хорошо охарактеризован, обеспечивает эффективное 
средство для оценки точности анализов методом секве-
нирования нового поколения (NGS), может способство-
вать количественному определению общего содержания 
нуклеиновых кислот. Однако он не гомогенен, а его со-
ставляющие не полностью охарактеризованы, что может 
привести к вариациям в результатах измерений.

В своей работе A. Briones [10] описывает разработку 
СО вирионоподобных частиц с установленной просле-
живаемостью до Международной системы единиц (SI). 
Где в качестве материала СО и его основным компо-
нентом является пептид C3-трискелион, сконструи-
рованный в форму икосаэдра. При этом установлено, 
что белки и пептиды, из которых состоит вирионопо-
добная частица, через соответствующие референт-
ные материалы прослеживаются к Международной 
системе единиц.

Таким образом, учитывая опыт разработки СО [9,10], 
можно предположить, что для получения высокоточ-
ных охарактеризованных ВПЧ необходимо создавать 
подходящие коммутативные СО утвержденных типов.

Требования к характеристикам СО 
вирионоподобных частиц
В результате проведенного аналитического обзора 

было установлено, что основными требованиями, кото-
рым должны удовлетворять характеристики СО вирио-
ноподобных частиц, являются следующие:

– материал СО должен иметь сродство к живым 
вирусам;

– иметь форму поверхности в виде спирали, цилин-
дра, икосаэдра, то есть такую, которая будет легко рас-
познаваться иммунной системой организма как «чужая», 
не присущая организму;

– обладать повторяющейся структурой;
– иметь размеры вирусов;
– иметь молекулярные паттерны, общие для многих 

ПБА, но отсутствующие у организма человека, живот-
ного, растения;

– состав материала должен быть прослеживаемым 
к единицам SI;

– материал СО может выполнять антибактериальную 
роль, если будет представлять собой вирусоподобные 
каркасы с биологически регулируемыми свойствами;

– материал СО не должен содержать собственно-
го генетического материала, то есть не должен содер-
жать ни ДНК, ни РНК патогенных биологических аген-
тов. В случае доставки с их помощью вакцин может со-
держать только инактивированные штаммы;

– материал СО должен быть гомогенным.
Материал для оболочки СО должен содержать из-

вестную, измеренную с указанной неопределенно-
стью, массовую долю основного компонента. В соот-
ветствии с нормативными директивами для передо-
вых терапевтических лекарственных средств (например, 
2009/120/EC [11]), таких как продукты генной терапии, 
эталонный материал должен быть уместным и специ-
фичным для продуктов и веществ, которые он исполь-
зует для сравнения, а его физико-химические свой-
ства должны быть охарактеризованы и задокументи-
рованы [10]. В качестве требований к материалу можно 
предъявить его доступность, он должен быть понятным 
и предсказуемым образом собираться в вирионоподоб-
ную частицу, переносить содержимое капсулы в клет-
ки организма. Так, например, трискелион синтетически 
доступен, предсказуемо собирается в ВПЧ, которые ин-
капсулируют и переносят гены в клетки человека и ли-
шены побочных эффектов, типичных для вируса [10].

Материалы и методы
Говоря о возможности создания СО вирионоподоб-

ных частиц, предлагаем следующие методы и средства 
определения аттестованных характеристик (в том чис-
ле качественных свойств), указанных СО.

Определение чистоты материала стандартного 
образца
Метод баланса массы
Как и для любого СО биологической природы, пре-

жде всего необходимо подтвердить чистоту белков 
и/или пептидов, применяемых в качестве материала 
для оболочки вирионоподобной частицы. Для этого 
осуществляют их сравнение с соответствующими СО 
белков/пептидов с установленной прослеживаемостью 
к Международной системе единиц.

Подходящим методом является метод, основанный 
на балансе массы. В данном случае мы понимаем чисто-
ту как массовую долю основного компонента за выче-
том массовых долей всех примесей в материале из 100 % 
согласно РМГ 55–2003 по формуле (1):

wOK = 100 % – wpc – wраст – wсз,            (1)
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где wOK –  массовая доля основного компонента в атте-
стуемом образце, %;

wpc –  массовая доля родственных соединений, %;
wраст –  массовая доля воды и органических 

растворителей, %;
wсз –  массовая доля неорганических примесей, %.
Массовые доли родственных соединений опреде-

ляются методом ВЭЖХ–МС, например, с применением 
масс-спектрометра X500R QTOF фирмы AB Sciex Pte.
Ltd., Сингапур.

Можно определить совместно массовую долю во-
ды и органических растворителей методом определе-
ния потери в массе при высушивании, можно использо-
вать общую фармакопейную статью ОФС.1.2.1.0010.15.

В тоже время можно определять массовую долю 
воды и органических растворителей двумя отдельны-
ми методами.

Массовую долю воды определяют методом куло-
нометрического титрования Карла Фишера, например, 
с применением титратора автоматического по методу 
Карла Фишера CA-31, KF-31 и CA-310 фирмы Nittoseiko 
Analytech Со. Ltd., Япония.

Массовую долю остаточных органических раствори-
телей можно определить методом масс-спектрометрии 
путем введения пробы через газовый хроматограф –  
ГХ–МС, например, с применением хромато-масс-спек-
трометра газового Hexin GCMS1000 фирмы Guangzhou 
Hexin Instrument Co., Ltd, Китай.

Массовую долю неорганических примесей можно 
определить методом ионной хроматографии с примене-
нием, например, ионного хроматографа Dionex ICS-6000 
компании Thermo Fisher Scientific Inc., США, или с при-
менением, например, масс-спектрометра с индуктивно- 
связанной плазмой NexION2000 фирмы PerkinElmer, Inc., 
США. Также иногда используют метод определения суль-
фатной золы, когда проводят нагревание материала, по-
мещенного в тигель, на электрической плитке с закрытым 
нагревательным элементом и терморегулятором до обуг-
ливания. После охлаждения смачивают остаток концен-
трированной серной кислотой и осторожно нагревают 
до удаления паров серной кислоты. Затем тигель поме-
щают в муфельную печь и прокаливают при температуре 
600 °С до тех пор, пока остаток полностью не превратит-
ся в пепел. Процентное содержание остатка и будет рав-
но суммарной массовой доле неорганических примесей.

Аминокислотный анализ с изотопным разбавлением
Аминокислотный анализ позволяет определить 

чистоту материала через измерения массовых долей 
аминокислотных остатков, являющихся составными 

аминокислотами материала стандартного образца. 
Необходимо выбирать в качестве основы для сравне-
ния уже существующие стандартные образцы амино-
кислот с доказанной метрологической прослеживаемо-
стью к системе SI. Наличие указанных стандартных об-
разцов позволит провести точную и прослеживаемую 
количественную оценку материала.

Применение двух ортогональных методов анали-
за характеристик стандартного образца позволит дать 
максимально точные значения его характеристик, про-
слеживаемых до SI.

Результаты и обсуждение
В результате проведенного исследования можно сде-

лать следующие выводы.
Вирионоподобные частицы составляют основной 

тип материалов для адресной доставки лекарств. Они 
удовлетворяют потребность в нетоксичной и биологиче-
ски дифференцированной активности и обеспечивают 
эффективные решения для структурной однородности, 
имитируя оболочку и архитектуру вирусных капсидов.

Вирионоподобные частицы являются перспектив-
ными кандидатами для разработки вакцин благодаря 
их нативным свойствам:

• их размеры совпадают с размерами вирусов,
• они имеют высокоорганизованную и повторяющу-

юся структуру,
• не обладают инфекционной активностью.
Данные свойства обеспечивают безопасность ВПЧ 

и прогнозируемый клеточный иммунный ответ.
Важнейшую роль в стандартизации вирионоподоб-

ных частиц играют прослеживаемые к SI стандартные 
образцы, так как они позволяют определить воспроиз-
водимость и прослеживаемость систем доставки в кор-
реляции с их физико-химическими и биологическими 
свойствами.

Так как мономеры упаковываются вокруг поверхнос-
ти капсида ВПЧ, образуя правильную наноразмерную 
сетку, то количественная оценка ВПЧ сводится к коли-
чественной оценке его мономера.

Белки и пептиды, имеющие терапевтическую или 
диагностическую ценность, необходимо сравнивать 
с соответствующими стандартными образцами поли-
пептидных материалов с установленной прослежива-
емостью к Международной системе единиц. Таким об-
разом обеспечивается прослеживаемость стандартных 
образцов к SI.

Первым и необходимым шагом в разработке таких 
материалов является проверка их чистоты с установлен-
ной прослеживаемостью к системе единиц SI.
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Заключение
Приведенный выше подход к определению характе-

ристик стандартных образцов вирионоподобных частиц 
позволяет надеяться на будущие их разработки и гар-
монизацию подходов к их характеризации и содержа-
нию испытаний.

Создание СО вирионоподобных частиц на основе 
белков позволят обеспечить метрологическую просле-
живаемость результатов измерений их характеристик, 
калибровку средств измерений, применяемых в биоа-
нализе [12], обеспечить условия для создания вакцин 
без побочных эффектов. Исследование вирионоподоб-
ных частиц и создание на их основе СО позволит обе-
спечить улучшение системы метрологического обеспе-
чения лабораторной медицины [13].
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