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При комплексном иммунохимическом и иммунобиологическом анализе видоспецифического капсульного бел­
ка Ф1 чумного микроба и гликопротеидного по химической природе основного соматического антигена (ОСА), 
общего по специфичности у близкородственных бактерий чумы и псевдотуберкулеза, было установлено, что оба 
препарата, выделенные из клеток Yersinia pestis по стандартным методикам, в тестах на «ускоренное старение» 
при 37 °С в течение 4 недель и на стресс-условия при 60 °С в течение 24 ч, подобно препаратам, находившимся 
в условиях холодильника при 4-8 °С, стабильно сохраняли свои основные параметры, характеризующие их под­
линность и специфическую активность: внешний вид, растворимость, химический состав, иммунохимическую 
гомогенность и иммунобиологическую активность.
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Выделение в очищенном виде и сохранение 
биологически активных веществ микробного про­
исхождения представляет несомненный научный и 
практический интерес как для выяснения их роли в 
патологии инфекционного процесса, так и для це­
лей диагностики и профилактики соответствующих 
заболеваний. На сегодняшний день лиофилизация 
бактериальных антигенов, используемых как компо­
ненты диагностических тест-систем или бесклеточ­
ных вакцин, считается пока лучшим способом дости­
жения стабильности всех качественных показателей 
таких препаратов, обеспечивающим их безопасность 
и эффективность. Как известно, для лиофилизиро- 
ванного препарата отсутствуют такие поверхности 
как воздух-жидкость или стекло-жидкость. Кроме 
того, высокий негативный заряд поверхности стекла 
и гидрофобные силы пластикового контейнера могут 
вызывать усиленную агрегацию белка в растворе [7], 
которую можно предупредить путем лиофилизации 
препарата.

Очень часто для сохранения специфических 
антигенных свойств бактериальных препаратов в 
качестве стабилизаторов используют различные ве­
щества. Так, например, добавление комплексона пен- 
тацина в концентрации 0,5 % в 2 раза увеличивало 
продолжительность срока хранения при 4 °С энтеро­
токсина E. coli [7], а одновременное внесение саха­
розы (3 %) и тиосульфата натрия (1 %) заметно по­
вышало стабильность холерных агглютинирующих 
сывороток [15]. Согласно международной практике в 
качестве стабилизаторов для внутривенных иммуно­
глобулинов используют в специально подобранной 
комбинации и оптимальной концентрации мальтозу, 
глюкозу, глицин, а также сахарозу и полиэтиленгли­
коль [7].

в  то же время в медицинской практике широко 
используются бесклеточные вакцины против гриппа,

брюшного тифа, пневмококковых и стафилококковых 
инфекций, содержащие только растворимые антиге­
ны без добавления стабилизаторов [12, 14]. В оте­
чественной практике также разрабатываются экспе­
риментальные химические чумные вакцины (ХЧВ), 
представленные бикомпонентным препаратом, со­
стоящим из смеси капсульного белка Ф1 и основно­
го соматического антигена (ОСА) гликопротеиновой 
природы или одним антигеном Ф1, депонированным 
на геле гидроокиси алюминия [5]. К тому же Ф1, бу­
дучи основным иммуногеном и видоспецифическим 
антигеном чумного микроба, является важнейшим 
компонентом современных диагностических тест­
систем [11].

Учитывая практическое использование Ф1 и ОСА 
чумного микроба как компонентов профилактических 
и диагностических препаратов, несомненную важ­
ность приобретают вопросы стабильности их основ­
ных специфических свойств при хранении антигенов 
в нестандартных экстремальных условиях.

в  настоящей работе приведены результаты изу­
чения стабильности сухих лиофилизированных ан­
тигенных препаратов Ф1 и ОСА чумного микроба в 
тестах на «ускоренное старение» и стресс-условия.

Материалы и методы

Для экспериментов были взяты антигенные пре­
параты чумного микроба Ф1 и ОСА (по 3 серии каж­
дого), изолированные из вакцинного штамма Yersinia  
p estis  EV НИИЭГ.

Препараты извлекали по стандартным методи­
кам: Ф1 -  из центрифугата бульонной культуры путем 
одноэтапной колоночной гель-хроматографии [13] и 
ОСА -  из агаровой культуры экстракцией трихлорук- 
сусной кислотой по Буавену [1].

все исследованные образцы антигенов были лио-

70



ИММУНОЛОГИЯ, ПАТОГЕНЕЗ, ЛЕЧЕНИЕ

фильно высушены в течение 18-24 ч на коллекторном 
аппарате в камере ЛЗ-9 (фирма «Фригера», ЧССР) при 
экспериментально отработанном оптимально эффек­
тивном режиме: медленное (4-10 ч) предварительное 
замораживание до -40 °С для обоих препаратов и до­
сушивание при температуре не выше 16 °С для Ф1 и 
более высокой (20-22 °С) -  для ОСА [2].

Показатели стабильности получены при испы­
тании антигенов Ф1 и оСА в тестах на «ускоренное 
старение» (выдерживание антигенов при 37 °С в те­
чение четырех недель) и на стресс-условия (при 60 °С 
24 ч). Выбор таких достаточно жестких температур­
ных режимов был сделан на основе рекомендаций 
международной практики для контроля стабильно­
сти вводимых внутривенно иммуноглобулинов [7] и 
определения сроков годности лекарственных средств 
[10] и холерных агглютинирующих сывороток [15]. 
Контрольные образцы сохранялись в холодильнике 
при 4-8 °С.

Для оценки качественных показателей анти­
генных препаратов определяли основные параме­
тры, характеризующие их подлинность и специфи­
ческую активность: внешний вид, растворимость, 
физико-химические, серологические и биологи­
ческие свойства. Содержание белка в препаратах 
определяли по лоури, полисахарида -  с тимоловым 
реактивом, О-ацетильных групп -  по Алицыно [8]. 
Серологическую активность исследовали в реакции 
иммунодиффузии (РИД), иммуноферментном ана­
лизе (иФА), в реакции непрямой гемагглютинации 
(РНГА), которую ставили с диагностикумом эритро­
цитарным чумным иммуноглобулиновым (сер. № 4, 
киров), любезно предоставленным канд. мед. наук
Е.П.Савостиной, а также в ракетном иммуноэлектро­
форезе [3]. Антигенные свойства Ф1 изучали на бес­
породных белых мышах, определяя титр специфиче­
ских антител в сыворотке животных через 14 дней 
после однократной внутрибрюшинной иммунизации 
в дозе 100 мкг с ПАФ. Статистическую обработку 
ряда показателей проводили традиционными мето­
дами с расчетом средних величин, их ошибок и до­
стоверности различий по таблице Стьюдента.

Результаты и обсуждение

Результаты воздействия указанных условий на 
сухие препараты капсульного антигена Ф1 представ­
лены в табл. 1. как оказалось, капсульный антиген в 
тестах на «ускоренное старение» и стресс-условия 
проявил достаточную стабильность своих основных 
параметров. По сравнению с контролем (4-8 °С) при 
выбранных двух экспериментальных режимах хра­
нения (37 и 60 °С) капсульный антиген полностью 
сохранял внешний вид, характеристики раствори­
мости по времени, прозрачности и цветности рас­
творов, а также гомогенность, давая единственную 
линию преципитации в РИД с чумной лошадиной 
поливалентной агглютинирующей сывороткой. При 
этом очень важно, что капсульный антиген практи­

чески полностью сохранил и первоначальную серо­
логическую активность, выявляемую в РИД, РНГА 
и ИФА. Такое сохранение высокой серологической 
активности у Ф1 в условиях высоких температур 
при наблюдаемом статистически недостоверном 
снижении (Р > 0,05) содержания белка в опытных 
препаратах Ф1 по сравнению с контролем (средние 
величины белка: контроль 4-8 °С -  (85,5±9,37) %, 
опыт 37 °С -  (78,5±7,1) %; опыт 60 °С -  (70,0±5,0) % 
может свидетельствовать о заметной термостабиль­
ности специфических белковых эпитопов, ответ­
ственных за иммунохимическую активность [9]. При 
этом опытные образцы Ф1 после воздействия высо­
ких температур наравне с контрольными проявляли 
также выраженную дозозависимую активность в ра­
кетном иммуноэлектрофорезе с кроличьей антисы­
вороткой (рисунок).

При сравнительном изучении иммунореак­
тивности на беспородных мышах контрольного 
препарата Ф1 (4-8 °С) и его подвергшихся темпе­
ратурному воздействию образцов Ф1 (60 °С 24 ч) 
и Ф1 (37 °С 4 нед.) уровень антительного ответа 
(М ± т )  в ИФА был соответственно 14,2±0,4; 
13,7±0,3; 13,6±0,3 и колебался в пределах недосто­
верной статистической разницы (Р > 0,05).

Представленные в табл. 2 результаты имму­
нохимического анализа препаратов ОСА также в 
основном подтвердили их стабильность в тестах на 
«ускоренное старение» и стресс-условия. Прежде 
всего было установлено, что все эксперименталь­
ные образцы ОСА после воздействия высоких (37 и 
60 °С) температур как и контрольные (4-8 °С) сохра­
няли свою подлинность и в тесте иммунодиффузии

Ракетный иммуноэлектрофорез Ф1 (сер. 44) 
с кроличьей антисывороткой:

1/2, 1/4, 1/8 -  концентрация белка 0,5; 0,25 и 0,125 мг в 1 мл 
соответственно (в лунку вносили по 10 мкл образца);

1 -  4 недели при 37 °С; 2 -  24 часа при 60 °С; 3 -  контроль
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Таблица 1

Показатели стабильности лиофилизированных препаратов капсульного антигена ф1 чумного микроба
в процессе хранения при разных условиях

Препараты 
Ф1, серия

Условия хранения*
Параметры

Контроль(4-8 °С) Ускоренное старение 
(37 °С, 4 нед.)

Стресс-условия
(60 °С, 24 ч)

Внешний вид 40 Белая масса Белая масса Белая масса

42 Слабо-желтая порошкообразная Слабо-желтая порошкообразная Слабо-желтая масса
масса масса

44 Белая сыпучая масса Белая сыпучая масса Белая сыпучая масса

Растворимость** (1 мг/мл) 40 в  течение 1 ч при 20-25 °С В течение 1 ч при 20-25 °С В течение 1 ч при 20-25 °С

42 В течение 30 мин В течение 30 мин В течение 30 мин

44 « « «

Прозрачность раствора 
(1 мг/мл)

40 Слабоопалесцирующий Слабоопалесцирующий Слабоопалесцирующий

42 Прозрачный Прозрачный Прозрачный

44 Слабоопалесцирующий Слабоопалесцирующий Слабоопалесцирующий

Цветность раствора (1 мг/мл) 40 Бесцветный Бесцветный Бесцветный

42 « « «

44 « « «

Подлинность***
(идентификация)

40 Содержит только Ф1 
в тесте РИД

Содержит только Ф1 
в тесте РИД

Содержит только Ф1 
в тесте РИД

42 « « «

44 « « «

Общий белок, % 40 81,0 79,0 65,0

42 72,0 68,6 65,0

44 103,5 88,0 80,0

(М ± т ) 85,5±9,4 78,5±7,1 70,0±5,0

Серологическая РИД 40 64000 16000 16000
активность
(титры)**** 42 32000 16000 32000

44 32000 16000 32000

РНГА 40 256 106 256 106 128106

42 128106 512106 256 106

44 512106 512106 512106

ИФА 40 8 106 4 1 0 6 8 106

42 16106 16106 16106

44 16106 64106 16106

*Все препараты хранились в лиофилизированном состоянии в стеклянных плотно закрытых флаконах без вакуума, защищенных от света.
**В воде и в 0,85 % растворе натрия хлорида (рН 7,2).
***Препараты специфически стерильны, не содержат антимикробных консервантов; иммунохимически гомогенны, образуя одну четкую ха­

рактерную зону преципитации в РИД с чумными агглютинирующими лошадиными сыворотками.
****Указаны обратные значения титров.

в агаре давали одну четкую линию преципитации с 
чумной лошадиной агглютинирующей поливалент­
ной сывороткой. Однако под воздействием высоких 
температур у двух из трех исследованных образцов 
наблюдалось некоторое изменение в окраске биомас­
сы, которая из желтой стала коричневатой, очевидно 
за счет процессов карамелизации полисахаридной 
части ОСА. Это изменение внешнего вида совершен­
но не влияло на свойства растворимости препарата и 
содержание в нем белка. Наблюдавшиеся некоторые 
изменения углеводного компонента ОСА как средние 
показатели трех серий в виде увеличения процента

полисахарида [контроль 4-8 °С -  (23±1,53) %; опыт 
37°С -  (28,93±5,73) %; опыт 60 °С -  (34,73±7,38) %] 
и О-ацетильных групп [контроль 4-8 °С -  
(4,73±0,43) %; опыт 37°С -  (7,91±1,03) %] были ста­
тистически недостоверны при Р > 0,05.

Учитывая это, а также тот факт, что серологиче­
ская активность в РИД наиболее заметно (в 4 раза) 
снизилась при 60 °С только у одного (сер. 32) из трех 
препаратов ОСА, можно заключить, что подобно Ф1, 
ОСА в тестах на «ускоренное старение» и стресс­
условия проявил достаточно высокую стабильность.

Поскольку ранее была выявлена иммунохими-
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Таблица 2

Показатели стабильности лиофилизированных препаратов о с А  чумного микроба в процессе хранения при разных условиях

Препараты,
серия

Условия хранения *
Параметры

Контроль(4-8 °С) Ускоренное старение Стресс-условия
(60 °С, 24 ч)

Внешний вид 27 Слабо-желтая масса Слабо-желтая масса Слабо-желтая масса

31 Желтая масса коричневая масса коричневая масса

32 Слабо-желтая масса Слабо-желтая масса коричневая спекшаяся масса

Растворимость** 27 Мгновенно при 20-25 °С Мгновенно при 20-25 °С Мгновенно при 20-25 °С

31 « « «

32 « « «

Прозрачность раствора 27 Прозрачный Прозрачный Прозрачный

31 « « «

32 « « «

Цветность раствора 27 Бесцветный Бесцветный Бесцветный

31 Желтый Желтый Желтый

32 Слабо-желтый Слабо-желтый Слабо-желтый

Подлинность***
(идентификация)

27 Содержит только ОСА 
в тесте РИд

Содержит только ОСА 
в тесте РИд

Содержит только ОСА 
в тесте РИд

31 « « «

32 « « «

Белок, % 27 6,2 5,8 5,0

31 10,0 12,8 15,0

32 12,5 10,8 12,0

Полисахарид, % 27 21,0 31,4 35,7

31 26,0 37,4 47,0

32 22,0 18,0 21,5

(М ± т ) 23,0±1,5 28,93±5,73 34,73±7,38

Ацетильные группы, % 27 4,3 8,60 4,30

31 5,6 7,74 5,16

32 4,3 5,16 2,58

(М ± т ) 4,73±0,43 7,91±1,03 4,1±0,96

Серологическая 
активность в РИд****

27 128000 128000 64000

31 128000 128000 64000

32 64000 128000 16000

*Все препараты хранились в лиофилизированном состоянии в стеклянных плотно закрытых флаконах без вакуума, защищенных от света.
**В воде и в 0,85 % растворе натрия хлорида (рН 7,2).
***Препараты специфически стерильны, не содержат антимикробных консервантов; иммунохимически гомогенны, образуя одну четкую харак­

терную зону преципитации в РИД с чумными агглютинирующими лошадиными сыворотками.
****Указаны обратные значения титров.

ческая общность выделенного по Буавену R-сома­
тического антигена у возбудителей чумы и псевдо­
туберкулеза и показана возможность использования 
последнего для иммунизации против чумы [4, 6], 
нами также изучена в экстремальных температурных 
условиях стабильность препаратов ОСА, выделен­
ных из штамма Т  pseudo tubercu losis  53, находящего­
ся в R-форме диссоциации.

Иммунохимический анализ двух серий ОСА 
псевдотуберкулезных иерсиний, полученных в виде

сухого ацетонвысушенного порошка [1], в целом 
также свидетельствовал о достаточной стабильности 
этих антигенных компонентов в тестах на «ускорен­
ное старение» и стресс-условия. Препараты ОСА 
псевдотуберкулезного микроба, подобно ОСА чум­
ного микроба, при воздействии высоких температур 
(37 °С 4 нед. и 60 °С 24 ч), по сравнению с контро­
лем (4-8 °С), сохраняли свои основные параметры 
(см. табл. 2): внешний вид (кремовый порошок), 
растворимость (в течение 1 ч при встряхивании),
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прозрачность и цветность (слабо-желтый) раствора, 
подлинность (в РИД давали одну зону преципита­
ции, идентичную с ОСА чумного микроба с чумной 
агглютинирующей лошадиной сывороткой), с этой 
сывороткой серологическую активность (в титре 
1:4000), количество белка (9,5-11,5 %) и полисаха­
рида (60,0-77,2 %). В то же время у ОСА псевдо­
туберкулезных иерсиний в жестких температурных 
условиях наблюдалось заметное снижение процента 
ацетильных групп (4-8 °С -  5,5 %, 37 °С -  2,76 %, 
60 °С -  2,15 %).

Следует отметить, что при температуре 60 °С 
(30 мин) препарат ХЧВ (Ф1+ОСА) также не изме­
няет своей иммунологической активности (ИД50 
для белых мышей при подкожном инфицировании 
5 103 к.о.е. Ypestis 231 = 5,744 мкг). Его активность 
заметно (ИД50 > 20 мкг) снижается после прогрева 
при 80 °С (30 мин), а последующее повышение до 
100 °С полностью инактивирует антигенную актив­
ность. Представление о влиянии стресс-условий на 
ХЧВ (Ф1+ОСА) расширились после получения ре­
зультатов исследований, проведенных с целью от­
работки оптимальных условий ее стерилизации, в 
которых были применены радиационный и комбини­
рованные (термо- и магнито-радиационный) методы 
обработки [5]. Стерилизующий эффект достигался 
при всех испытанных способах воздействия, но пре­
парат ХЧВ не изменил своей специфической актив­
ности и, как показали последующие исследования, 
сохранил ее до 20 лет.

Таким образом, проведенный комплексный им­
мунохимический и иммунобиологический анализ 
видоспецифического капсульного белка Ф1 чумного 
микроба и гликопротеидного по химической природе 
основного соматического антигена (ОСА), общего по 
специфичности у близкородственных возбудителей 
чумы и псевдотуберкулеза показал, что оба препарата 
в тестах на «ускоренное старение» при 37 °С (4 нед.) 
и стресс-условия при 60 °С (24 ч), подобно препара­
там, находившимся при 4-8 °С, стабильно сохраняли 
основные качественные показатели: внешний вид, 
растворимость, химический состав, иммунохимиче­
скую гомогенность и иммунобиологическую актив­
ность. полученные результаты свидетельствуют об 
определенной термостабильности специфических 
биополимерных структур, ответственных за имму­
нобиологическую активность антигенов Ф1 и ОСА, 
используемых на практике в качестве компонентов 
экспериментальной ХЧВ (Ф1+ОСА).
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Analysis of Stability of Plague Chemical Vaccine (F1+MSA) 
Antigenic Components in the Tests of “Accelerated Ageing” 
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Carried out was comprehensive immunochemical and immunobio- 
logical analysis of plague microbe species-specific capsule F1 protein, and 
glycoproteid main somatic antigen (MSA) the latter being common in speci­
ficity in closely related plague and pseudotuberculosis agents. Both prepara­
tions isolated from Yersinia pestis cells using standard techniques were exam­
ined in the test of “accelerated ageing” (exposure at 37 °C for 4 weeks) and 
in stress conditions (exposure at 60 °C for 24 hours). They were shown to 
preserve their main features that characterized their authenticity and specific 
activity (visual appearance, solubility, chemical content, immunochemical 
homogeneity and immunobiological activity) as compared with preparations 
stored in refrigerator at 4-8 °C.
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