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Липополисахарид (ЛПС) Yersinia pestis, благо-
даря своим мощным иммуномодулирующим свой-
ствам, рассматривается как один из перспективных 
антигенов для создания диагностических и профи-
лактических препаратов. Для выяснения биологи-
ческих функций, химической структуры и сероло-
гической активности необходимо иметь очищенные 
препараты ЛПС, для чего разработаны и широко ис-
пользуются несколько различных методов и их моди-
фикаций, однако все они не лишены недостатков. 

Известны способы получения ЛПС грамотри-
цательных бактерий трихлор-уксусной кислотой, 
водно-бутанольной и водно-эфирной смесью [2]. 
Для выделения R-формы ЛПС, к которой относится 
ЛПС чумного микроба, предложен метод экстракции 
смесью фенола-хлороформа-петролейного эфира по 
Galanos [9].

Наибольшую популярность имеет водно-
фенольный способ получения ЛПС по О.Westphal 

[11], основанный на обработке микробной массы 
горячей водно-фенольной смесью. Модификациями 
этого метода является очистка препарата с помощью 
неионного детергента Тритон Х-114 [3], а также уда-
ление нуклеиновых кислот осаждением уксусной 
кислотой [4]. Однако способы экстракции ЛПС с 
использованием фенола и других органических ве-
ществ в разных вариантах относятся к жестким хи-
мическим методам выделения эндотоксина и приво-
дят к изменению исходной молекулярной организа-
ции биополимера, нарушая его нативную структуру 
и биологические свойства. Кроме того, фенол явля-
ется летучим, агрессивным, ядовитым для человека 
и экологически вредным веществом.

Также применяются щадящие способы получе-
ния ЛПС, к которым относится метод R.P.Darveau 
[7], где клетки разрушают механически продавли-
ванием через French-press, а ЛПС очищают от при-
месей обработкой панкреатическими нуклеазами, 
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проназой, ЭДТА и SDS. В другом методе предложено 
разрушение бактерий путем кипячения в лизирую-
щем буфере с SDS и меркаптоэтанолом с последу-
ющей депротеинизацией материала протеиназой К 
[10]. Использование детергента SDS в обоих методах 
существенно усложняет процедуру получения ЛПС, 
т.к. SDS является трудноудалимой примесью, снижа-
ющей качество получаемых препаратов.

Более простым в исполнении является способ 
выделения ЛПС кишечной палочки, при котором 
после лизиса клеток в буфере, содержащем ЭДТА, 
фенилметил-сульфонилхлорид (ФМСФ) и Тритон 
Х-100, осветленный экстракт депротеинизировали 
протеиназой К [1]. Однако этот метод не предусма-
тривает очистку от нуклеиновых кислот. Таким обра-
зом, отмеченные недостатки служат основанием для 
поиска новых методов выделения и очистки специ-
фических полисахаридов.

Целью работы явилась разработка оптимально-
го метода получения ЛПС чумного микроба, осно-
ванного на упрощении процедуры его выделения и 
сокращении количества этапов очистки антигена 
с использованием щадящей обработки материала 
протеолитическими ферментами разного проис-
хождения. 

Материалы и методы

Препараты ЛПС получали из лиофилизирован-
ных клеток штамма Y. pestis EV НИИЭГ, выращен-
ных при 28 °С и обеззараженных 0,5 % формали-
ном в течение 12–18 ч по технологии, изложенной 
в производственном регламенте 01898109-04-04 на 
«Иммуноглобулины диагностические флуоресциру-
ющие псевдотуберкулезные».

При выделении ЛПС использовали протеоли-
тические ферменты – коммерческую протеиназу К 
(Proteinase K, «Sigma», США) и ферментный ком-
плекс холерного вибриона протеовибрин [7].

Определение химического состава проводили 
общепринятыми методами: суммарные углеводы – 
по Дюбуа с тимолом и серной кислотой, белки – по 
Лоури, нуклеиновые кислоты – по Спирину.

Электрофорез в PAGE-SDS проводили по мето-
ду W.K.Laemmli [10]. Нагрузка на гелевую дорожку 
составляла 10–20 мкл препарата. Для характеристи-
ки препаратов в отношении белковых примесей гели 
обрабатывали Кумасси голубым, для выявления по-
лисахаридов – азотнокислым серебром. 

Обращенно-фазовую высокоэффективную жид-
костную хроматографию (ОФ ВЭЖХ) проводили при 
комнатной температуре с использованием градиент-
ной системы Breeze на колонке Symmetry 300TM C 18 
(5 мкм; 4,6×150 мм; «Waters», США). Для получения 
хроматографических данных при 254 нм использова-
ли УФ-детектор, скорость элюции – 1 мл/мин.

Иммунохимическую активность полученных 
препаратов изучали в реакции иммунодиффузии в 
геле по Оухтерлони (РИД) и твердофазным имму-
ноферментным методом (ТИФА). Для постановки 

РИД использовали поликлональные чумные агглю-
тинирующие лошадиные сыворотки (РосНИПЧИ 
«Микроб») и экспериментальные серии монокло-
нальных IgG к ЛПС Y. pestis EV 28 °С, выделен-
ные из асцитической жидкости линейных мышей 
BALB/c, которые далее метили пероксидазой хрена 
и использовали в ТИФА. Специфичность препаратов 
ЛПС чумного микроба определяли с эксперимен-
тальными мышиными сыворотками, полученными 
к штаммам других видов: Yersinia pseudo tu ber cu losis 
Іa; Francisella tularensis holarctica; Escherichia coli 
5198/99; Salmonella typhimurium 20. 

Статистическую обработку результатов прово-
дили общепринятыми методами с использованием 
t-критерия Стьюдента.

Результаты и обсуждение

В качестве прототипа нами был использован до-
статочно эффективный и простой способ экстракции 
эндотоксина из кишечной палочки [1]. При попытке 
применить этот способ на модели возбудителя чумы 
был получен препарат ЛПС, содержащий большое 
количество белка и нуклеиновых кислот. Кроме того, 
использование ингибитора протеаз ФМСФ негатив-
но влияло на внесенный протеолитический фермент, 
однако отдельные этапы этого метода были включе-
ны в дальнейшую разработку. 

Предварительно проводили водносолевую экс-
тракцию бактерий для удаления легкорастворимых 
веществ в течение 18 ч при 4 °С. После центрифу-
гирования осадок суспензировали в лизирующем 
буфере (0,1 М Трис-HCl, рН 8,0; 10 ммоль ЭДТА, 
1 % Тритон Х-100) из расчета 5 мл на 1 г влажных 
клеток. В отличие от описанных выше методов де-
струкцию клеток проводили обработкой суспензии 
ультразвуком в дезинтеграторе УЗДН-2Т при частоте 
излучения 44 кГц и максимальной мощности 5 раз 
по 1 мин с интервалом 1 мин. После центрифугиро-
вания при 16 тыс. об/мин в течение 50 мин при 4 °С 
к экстракту добавляли протеиназу К до конечной 
концентрации 80 мкг/мл и инкубировали 60 мин при 
56 °С. Очистку ЛПС от нуклеиновых кислот прово-
дили путем подкисления (под контролем рН-метра) 
полученного образца ледяной уксусной кислотой до 
рН 3,2–3,4 и центрифугирования при 6 тыс. об/мин 
в течение 30 мин. ЛПС выделяли путем добавления 
центрифугата по каплям к 8 объемам охлажденного 
до 0 °С 96 % этилового спирта, осадок отделяли цен-
трифугированием. От низкомолекулярных примесей 
ЛПС освобождали с помощью диализа осадка про-
тив дистиллированной воды в течение 18–20 ч, затем 
препараты лиофилизировали.

В предлагаемой процедуре на этапе депротеи-
низации неочищенного эндотоксина нами установ-
лена возможность замены коммерческой протеина-
зы К на ферментный комплекс протеовибрин, обла-
дающий высокой протеолитической активностью. 
Протеовибрин получен из отхода производства 
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оральной холерной вакцины – ультрафильтрата де-
токсицированной культуральной жидкости произ-
водственного штамма М-41 серовара Огава холерно-
го вибриона при концентрировании О-анти ген со дер-
жащего компонента вакцины на ультрафильтрацион-
ном аппарате марки УВА-ПС-20-1040. 

Лиофилизированный протеовибрин представля-
ет собой хорошо растворимый в воде сыпучий поро-
шок темно-коричневого цвета с содержанием белка 
(55±7) %. В протеовибрине присутствуют протеоли-
тические ферменты, гидролизующие белки в диапа-
зоне рН 5,6–8,5, с активностью 8.000–20.000 усл. ед. 
на 1 мг белка. 

Предварительно для дозирования протеовибри-
на определяли его протеолитическую активность па-
раллельно с коммерческой протеиназой К методом 
титрования на плотной тест-среде с 10 % обезжирен-
ного молока, рН 7,6±0,2 [5]. Анализ трех серий про-
теовибрина показал, что его активность в 2 раза ниже, 
чем у протеиназы К. В соответствии с этим протео-
вибрин добавляли до конечной концентрации в об-
разце 160 мкг/мл и инкубировали при 37 °С, рН 8,0 в 
течение 18 ч. В остальном этапы этого варианта вы-
деления ЛПС аналогичны описанному выше.

В результате были получены и охарактеризованы 
препараты ЛПС (по 3 серии каждого), выделенные 
двумя вариантами предлагаемого способа: с исполь-
зованием протеиназы К (ЛПС1) и ферментного ком-
плекса протеовибрина (ЛПС2), а также методом экс-
тракции ЛПС [1], послужившим прототипом (ЛПС3). 
Для сравнения был взят препарат ЛПС возбудителя 
чумы, полученный классической водно-фенольной 
экстракцией по О.Westphal (ЛПСW). 

Все серии препаратов ЛПС, выделенных разными 
методами, представляли собой хлопья белого цвета, 
хорошо растворимые в воде и 0,9 % растворе NaCl.

Проведенный сравнительный химический ана-
лиз препаратов ЛПС1, ЛПС2, ЛПС3 и ЛПСW показал 
сходные характеристики по проценту выхода образ-
цов от сухого веса клеток (3,9±0,2), однако по другим 
параметрам имелось значительное различие. Так, об-

разец ЛПС3 содержал повышенное количество белка 
(8,4±0,2) и нуклеиновых кислот (3,2±0,1), препараты 
ЛПС1, ЛПС2 и ЛПСW по проценту содержания белка, 
углеводов и нуклеиновых кислот имели близкие циф-
ры, которые составляли 1,2±0,4; 38,9±0,2 и 0,3±0,1 
соответственно.

Электрофоретическое исследование в PAGE-
SDS показало, что препараты ЛПС1, ЛПС2, ЛПС3 и 
ЛПСW представлены типичной R-формой, имеют ряд 
идентичных полос, однако в препарате ЛПС3 отмеча-
ется дополнительная полоса, соответствующая мар-
керу с молекулярной массой 66,2 кДа, которая окра-
шивалась на белок Кумасси голубым (рис. 1).

Сравнительный анализ хроматограмм образ-
цов ЛПС1, ЛПС2, ЛПС3 и ЛПСW, полученных мето-
дом ОФ ВЭЖХ, показал, что профили элюции ис-
следованных антигенов относительно идентичны. 
Отмечается один основной пик высокой амплитуды 
на 1,2–1,5 мин, который был собран и исследован 
электрофоретически. Было показано, что во всех 
случаях в этом пике содержался полисахарид. В пре-
парате ЛПС3 отмечается два дополнительных пика 
малой амплитуды на 1,2 и 2,0 мин (рис. 2).

Анализ иммунологической активности показал, 
что препараты ЛПС1, ЛПС2 и ЛПСW в реакции имму-
нодиффузии с поликлональными чумными агглюти-

Рис. 2. ОФ ВЭЖХ-анализ патогенов Y. pestis EV при 254 нм
Профили элюции: А – ЛПС1; B – ЛПС2; C – ЛПС3; D – ЛПСW

Рис. 1. Электрофореграмма препаратов ЛПС в 12,5 % ПААГ 
Дорожки: 1 – маркеры молекулярной массы 116,0; 66,2; 45,0; 35,0; 25,0; 
18,4; 14,4 кДа; 2 – ЛПС E. coli 055:В5 (S-форма ЛПС, Sigma, США,); 3 – 
ЛПС1; 4 – ЛПС2; 5 – ЛПС3; 6 – ЛПСW. Окраска азотнокислым серебром



БИОТЕХНОЛОГИЯ

103

нирующими лошадиными сыворотками и монокло-
нальными IgG к ЛПС Y. pestis EV 28 °С давали одну 
четкую совмещаемую линию преципитации в концен-
трации 1 мг/мл, что говорит об их серологической го-
могенности. Образцы ЛПС3 в РИД давали более сла-
бую размытую линию преципитации, частично совме-
щаемую с линиями других образцов. Сравнительное 
тестирование препаратов ЛПС в ТИФА показало, 
что иммунологическая активность препаратов ЛПС1, 
ЛПС2 и ЛПСW в 3 раза выше, чем у ЛПС3 (0,96±0,02) 
и составляет 0,32±0,03; 0,36±0,15 и (0,26±0,05) мкг/мл 
соответственно. Специфичность препаратов эндоток-
сина подтверждена отрицательной реакцией с сыво-
ротками к штаммам других видов. 

Таким образом, предложен оптимизированный 
метод получения и технологичная схема очистки 
ЛПС чумного микроба, позволяющие исключить ис-
пользование ядовитых и трудноудаляемых реакти-
вов, упростить и удешевить методику, рационально 
утилизировать отходы производства. Варианты спо-
соба позволяют улучшить качество препаратов ЛПС 
относительно метода-прототипа и получать эндоток-
син возбудителя чумы, практически не отличающий-
ся по физико-химической характеристике, гомоген-
ности, иммунохимической активности и специфич-
ности от антигена, полученного классической водно-
фенольной экстракцией по О.Westphal. 
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