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Для производства коммерческой вакцины холер-
ной бивалентной химической таблетированной ис-
пользуют в настоящее время два штамма Vibrio cho­
lerae – 569В серовара Инаба и М41 серовара Огава. 
Первый из них эффективно секретирует в культураль-
ную жидкость холерный токсин и обладает слабой 
протеолитической активностью, второй, источник О1 
антигена Огава, является нетоксигенным, однако от-
личается высокой активностью протеаз. Эти характе-
ристики можно рассматривать как индивидуальные 
особенности метаболизма данных производственных 
штаммов, в связи с чем представляло интерес выяс-
нить существование других биохимических отличий 
между ними. Компоненты вакцины, получаемые из 
их культуральной жидкости или её концентрата пу-
тем осаждения сернокислым аммонием в достаточно 
широком интервале насыщения, содержат в своем 
составе и другие сопутствующие биологически ак-
тивные вещества. В частности, среди них обнаруже-
ны различные ферменты, обладающие определенной 
антигенной активностью [2, 3]. Целью настоящей 
работы явилось сопоставление активности ряда фер-
ментов, присутствующих в культуральной жидкости 
у штаммов 569В и М41 холерного вибриона, что по-
зволит более полно охарактеризовать материал, иду-
щий на изготовление вакцины.

Материалы и методы

В культуральной жидкости и осажденных из нее 
при различных значениях рН фракциях определяли 
активность протеазы, фосфолипаз А2 и С, лизофосфо-

липазы, твиназы (липазы), ДНК-азы и РНК-азы. Для 
этого использовали набор плотных тест-сред с вклю-
ченными в них соответствующими субстратами [4]. За 
единицу активности принимали количество внесенно-
го в лунки материала (в мкг белка или в млрд м.к.), да-
ющее в тест-среде вокруг лунок за 18–20 ч инкубации 
при 37 °С зону визуального изменения шириной 2 мм. 
Удельную активность выражали количеством единиц 
на 1 мг белка препарата или на 100 млрд м.к. Белок 
определяли по Лоури после осаждения его из проб 
трихлоруксусной кислотой. В опытах по изоэлектри-
ческому осаждению белков культуральной жидкости 
полученные осадки, отделенные центрифугировани-
ем и растворенные в 0,05 М трис-буфере (рН 8,0), и 
надосадочную жидкость, сконцентрированную в 10 
раз и нейтрализованную до рН 7,0, использовали для 
определения активности ферментов и белка. Наличие 
холерогена-анатоксина и О-антигена определяли в 
реакции иммунодиффузии (РИД) с антитоксической 
кроличьей сывороткой и кроличьей О-сывороткой 
при двукратном разведении препаратов и выражали 
в единицах – обратных титрах разведения, дающего 
видимую линию преципитации. Цифры в таблицах 
представляют собой среднее из данных по 3–5 реак-
торам. Статистическую обработку данных проводили 
общепринятыми методами.

Результаты и обсуждение

При производственном культивировании холер-
ных вибрионов в реакторе глубинным способом на 
казеиновом бульоне (рН 8,0) с подкормкой глюко-
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зой и добавлением аммиака длительность выращи-
вания обоих штаммов была одинакова и составляла 
для достижения максимальной концентрации 10 ч. 
Конечная концентрация вибрионов по оптическому 
стандарту мутности была также практически оди-
накова – (73,7±4,0) млрд м.к./мл у штамма 569В и 
(75,9±3,4) млрд м.к./мл у штамма М41. За этот пе-
риод в культуральную жидкость, наряду с целевы-
ми антигенами, поступали внеклеточные соедине-
ния различной природы, в основном белковой. Как 
оказалось, по содержанию белка в культуральной 
жидкости штамм 569В в несколько раз превосходил 
штамм М41, показатели составляли соответственно 
(890±48) и (260±12) мг/л, что указывало на суще-
ственную разницу в способности экскретировать 
белоксодержащие компоненты во внешнюю среду, 
возможно, за счет холерогена.

Анализ микробных взвесей (равноценных по 
ферментативной активности культуральной жидко-
сти) обоих штаммов показал, что в процессе выра-
щивания в ней присутствовали все изучаемые фер-
менты, однако к окончанию выращивания уровень их 
активности заметно менялся. Показатели этой дина-
мики даны в табл. 1.

Обращает на себя внимание существенное разли-
чие между штаммами не только по протеазной актив-
ности, но и по активности фосфолипаз А2 и С, послед-
няя во взвесях штаммов 569В вообще не обнаружена. 
Другим различием было поступательное нарастание 
удельной активности этих трех ферментов у штамма 
М41, чего не отмечали у штамма 569В. Активность 
остальных ферментов после достижения стационар-
ной фазы роста заметно снижалась, возможно, за счет 
ослабления их биосинтеза или распада.

В процессе длительного (30 сут) детоксициро-
вания культуральной жидкости формальдегидом у 
штамма М41 происходила полная утрата активности 
ДНК-азы и РНК-азы и существенная утрата активно-
сти лизофосфолипазы. В то же время у штамма 569В 
эти ферменты, несмотря на продолжительность кон-
такта с формальдегидом, стабильно сохраняли ак-
тивность, которую позднее регистрировали на всех 
стадиях производственного цикла и в целевом про-
дукте – таблетках. 

В дальнейшем мы охарактеризовали активность 
ферментов культуральной жидкости во фракциях, по-
лученных с помощью изоэлектрического осаждения 
путем изменения рН в области кислых значений [5]. 
Этот способ используется для получения холерного 
токсина [6]. Кроме того, известен способ выделения 

О-антигена, остающегося в жидкой фазе, после пред-
варительного осаждения белков из культуральной 
жидкости штамма М41 при рН 4,2 [1]. В смеси белков, 
какой является культуральная жидкость, при достиже-
нии изоэлектрической точки происходит соосаждение 
белков со сходными свойствами, поэтому представля-
ло интерес выяснить, как ведут себя некоторые фер-
менты при изоэлектрическом осаждении у двух срав-
ниваемых токсигенного и нетоксигенного штаммов. 
С этой целью мы в разных порциях культуральной 
жидкости штаммов 569В и М41 устанавливали с по-
мощью 6 М НСl рН 3,5, рН 3,8, рН 4,1 и рН 4,4. Для 
лучшего формирования осадков к пробам добавляли 
гексаметофосфат до конечной концентрации 0,25 %.

У обоих штаммов, несмотря на установленное 
различное содержание белка в исходной культу-
ральной жидкости, наблюдали общую закономер-
ность – по мере ступенчатого повышения рН количе-
ство осажденного белка уменьшалось (в среднем от 
83,7 % при рН 3,5 до 22,7 % при рН 4,4), в то время 
как количество неосаждаемого белка соответственно 
возрастало (в среднем от 12,9 % при рН 3,5 до 77,3 % 
при рН 4,4). Что касается активности, то из табл. 2 
видно, что ее уровень у штамма М41 во всех вариан-
тах опытов был в несколько раз выше, чем у штамма 
569В, за исключением твиназы в осадке при рН 3,5. 
В этих опытах мы сравнивали активность четырех 
ферментов, поскольку у остальных активность после 
детоксицирования падала. 

Слабоактивная протеаза у штамма 569В частич-
но осаждалась только при рН 4,4. Однако в основном 
она присутствовала в центрифугате с рН 3,5 и 4,4. 
Высокоактивная протеаза у штамма М41 обнаруже-
на во всех осадках, но основная ее доля также оста-
валась в растворе. Сходную картину наблюдали и в 
отношении активности фосфолипазы А2 – она лишь 
частично осаждалась при кислых значениях рН, но 
наибольшей активностью в каждом варианте облада-
ли центрифугаты, что может свидетельствовать о бо-
лее высокой степени чистоты фермента после осаж-
дения балластных белков.

Определенный интерес представляют данные 
по фосфолипазе С – у штамма М41 этот фермент за-
метно уступал по активности фосфолипазе А2, а у 
штамма 569В он не обнаружен ни в одной фракции. 
Существенно, что метод изоэлектрического осажде-
ния у штамма М41 позволил разделить активность 
обеих фосфолипаз за счет отсутствия фосфолипазы 
С в надосадочной жидкости при рН 3,5 и 3,8.

Что касается двух основных антигенов холер-

Таблица 1

Начальная и конечная активность ферментов в культуральной жидкости штаммов 569В и М41 при выращивании в реакторе

Штамм
Удельная активность фермента на 100 млрд м.к.*

протеаза фосфолипаза А2 фосфолипаза С лизофос-фолипаза твиназа ДНК-аза РНК-аза
569В 1,7–2,2 4,5–1,9 0 3,2–1,8 5,0–2,6 5,3–1,4 9,1–5,3
М41 2,9–14,3 4,5–25,0 2,4–14,3 3,6–1,9 5,3–1,5 9,1–1,6 10,0–3,6

*Первая цифра в графе указывает удельную активность при ее появлении в культуральной жидкости (от 5 до 7 ч), вторая – активность по окон-
чании выращивания (10 ч). 
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ной вакцины – холерогена-анатоксина и О-антигена, 
их распределение по изучаемым фракциям было 
следующим. Наибольшая серологическая актив-
ность холерогена-анатоксина была сосредоточе-
на в осадке при рН 3,5 и составила 4–8 ед. Титры 
О-антигенов Инаба и Огава в осадках в основном 
были ниже (2–4 ед.), чем в надосадочной жидкости. 
В ней наибольшая серологическая активность отме-
чена при рН 3,5 для О-антигена Инаба (16–32 ед.) и 
при рН 3,5 и 3,8 для О-антигена Огава (32 ед.). Такой 
способ осаждения удобен именно для выделения 
О-антигенов, поскольку, как упомянуто выше, при 
этих значениях рН осаждалась бόльшая часть сопут-
ствующих белков культуральной жидкости.

Таким образом, выявлены определенные раз-
личия в биохимических свойствах производствен-
ных штаммов 569В серовара Инаба и М41 серовара 
Огава. Значительную разницу в содержании белка, 
экскретируемого в культуральную жидкость, можно 
рассматривать как положительный фактор – более 
высокое содержание белка у штамма 569В благопри-
ятно для выделения белкового холерогена-анатоксина, 
а его низкое содержание у штамма М41 более благо-
приятно для выделения О-антигена. Основное разли-
чие в ферментативной активности между штаммами 
проявлялось уже на стадии выращивания вибрионов 
в реакторе и касалось протеазы, фосфолипаз А2 и С. 
Последний фермент не обнаружен в культуральной 
жидкости штамма 569В, однако это не вызвано от-
сутствием его биосинтеза, так как после концентри-
рования материала сернокислым аммонием выявляли 
невысокую активность фосфолипазы С. В то время 
как у штамма М41 удельная активность протеазы, 
фосфолипазы А2 и С нарастала до окончания выра-
щивания, у штамма 569В она снижалась. Но при этом 
ряд ферментов штамма 569В оказался более устойчив 
к длительному контакту с формальдегидом по срав-
нению с аналогичными ферментами штамма М41. 
Метод изоэлектрического осаждения, примененный в 
данной работе, позволил не только выявить разницу 
между штаммами по фракциям, но и показал, что фер-
менты лишь частично соосаждаются с другими белка-
ми, а основная доля их активности остается в жидкой 
фазе. Кроме того, данный метод осаждения позволил 

получить у штамма М41 препарат с активностью фос-
фолипазы А2, свободный от фосфолипазы С, подтвер-
див самостоятельность этого фермента. Что касается 
О-антигена, то согласно полученным данным опти-
мальным для его очистки от белков культуральной 
жидкости является их изоосаждение при рН 3,5–3,8. 
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Таблица 2
Распределение ферментативной активности во фракциях, полученных из культуральной жидкости штаммов 569В и М41  

осаждением при кислых значениях рН

Фермент
Белок  

из культуральной  
жидкости

рН, при котором проведено осаждение
рН 3,5 рН 3,8 рН 4,1 рН 4,4

Удельная активность фермента на мг белка у штаммов
569В М41 569В М41 569В М41 569В М41

Протеаза Осажденный 0 6,4 0 31,7 0 35,8 3,9 77,8
Неосаждаемый 52,6 454,5 0 312,5 0 222,2 6,8 1785,7

Фосфолипаза А2 Осажденный 0 12,8 2,3 31,7 2,6 71,9 7,8 155,0
Неосаждаемый 833,3 3636,4 227,3 1234,6 72,5 666,7 54,5 1265,8

Фосфолипаза С Осажденный 0 3,2 0 10,6 0 18 0 19,4
Неосаждаемый 0 0 0 0 0 55,6 0 210,5

Твиназа Осажденный 18,3 3,2 0 2,7 0 3,0 0 0
Неосаждаемый 52,6 54,5 14,1 155,0 9,1 55,6 6,8 210,5


