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Появление огромного количества новых филь-
трующих материалов сделало баромембранные про-
цессы, прежде всего метод ультрафильтрации, незаме-
нимым в процессах биосепарации благодаря высокой 
производительности и малой энерго- и трудозатратно-
сти по сравнению с разделением с помощью органи-
ческих растворителей, солей или дифференциальных 
методов центрифугирования. Ультрафильтрационная 
технология разделения растворов известна давно, она 
успешно применяется в пищевой, химической, био-
технологической и других отраслях промышленно-
сти, а также в производстве лекарственных средств [3, 
9], широко используется в лабораторной практике при 
выделении антигенов как белковой, так и липополиса-
харидной природы [6, 7, 12].

Сотрудниками РосНИПЧИ «Микроб» разрабо-
тана экспериментальная установка на основе ядер-
ных ультрафильтрационных мембран для получения 
очищенного холерного экзотоксина [4]. Имеются дан-
ные о применении для концентрирования, диализа и 
диафильтрации ультрафильтрационного волоконного 
аппарата марки УВА-ПС-20-1040 (Россия) производи-
тельностью по дистиллированной воде 415 л/ч (пре-
дел исключения 20 кДа), при получении О-антигена 
холерного вибриона, что позволило повысить эффек-
тивность данного производственного этапа за счет со-
кращения времени на выполнение и количества рас-
ходных материалов при сохранении концентрации и 
биологической активности препарата [2]. 

В настоящее время в РосНИПЧИ «Микроб» уль-
трафильтрация на колонках с полыми волокнами ис-
пользуется при производстве химической холерной 
таблетированной вакцины (концентрирование куль-
туральной жидкости холерного вибриона, диафиль-
трация О-антигена) и антирабического гетерологич-
ного иммуноглобулина (диализ антирабического им-
муноглобулина от этанола). 

Целью наших исследований являлась оценка 
возможности использования ультрафильтрации на 
этапах выделения холерного токсина (ХТ) и капсуль-
ного антигена (Ф1) чумного микроба. 

Материалы и методы

Препарат холерного токсина получали из про-
изводственного штамма-продуцента коммерческой 
оральной холерной химической бивалентной вакци-
ны института «Микроб» Vibrio cholerae 569 B биова-
ра Инаба О1 (ХТ+, ТСР+) классического серовара. 

Культивирование штамма V. cholerae 569 B био-
вара Инаба проводили в реакторе (500 л) в произ-
водственных условиях, разработанных для холер-
ной химической вакцины, на казеиновом бульоне, 
рН 7,8±0,2. Выращивание культуры в реакторе пре-
кращали через (10,5±0,5) ч в стационарной фазе ро-
ста микробной популяции. Биомассу инактивирова-
ли формалином (0,6 %). Для выделения ХТ исполь-
зовали 30 л культуральной жидкости. Безмикробный 
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прозрачный центрифугат, полученный на сепарато-
ре АСГ 3М при 9000 об./мин, подвергали стерили-
зующей мембранной фильтрации с использованием 
фильтра Сальникова с 8 стерилизующими пластина-
ми СФ и определяли специфическую стерильность. 
Концентрацию ХТ и О-антигена на всех этапах вы-
деления контролировали с помощью реакций диф-
фузной преципитации (РДП) и непрямой гемагглю-
тинации (РНГА) с антитоксической (АХС) и холер-
ными О-сыворотками. Активность токсина опреде-
ляли биологическим методом – постановкой реакции 
Крейга на кроликах породы шиншилла. 

Препарат Ф1 получали из штамма-продуцента 
живой чумной вакцины Yersinia pestis EV ( pFra+, 
pCad+, pPst+) и рекомбинантного штамма Yersinia 
pestis КМ277(ЕV11МpFSK-3) Kmr. Штаммы по-
лучены из ГКПБ «Микроб». В предварительных 
малообъемных экспериментах нами была показана 
перспективность использования рекомбинантных 
штаммов-продуцентов Ф1 чумного микроба, в част-
ности штамма Y. pestis КМ 277, который отличался 
высоким уровнем синтеза антигена по сравнению с 
Y. pestis EV [3].

Накопление биомассы вакцинного штамма чум-
ного микроба осуществляли в реакторе У-6 (250 л) 
с объемом питательной среды 125 л (Россия) на бу-
льоне Хоттингера или казеиновом бульоне, рН 7,4. 
Выращивание проводили в течение 27 ч при тем-
пературе 37 °С при непрерывной аэрации и меха-
ническом перемешивании. В результате через 28 ч 
культивирования было получено 100 л биомассы с 
концентрацией 10 млрд м.к./мл, активность Ф1 со-
ставила 1/4 в РДП с чумной лошадиной агглютини-
рующей сывороткой. Глубинное культивирование 
штамма Y. pestis КМ 277 проводили по аналогичной 
для вакцинного штамма схеме с модификациями. 
Температура выращивания в этом случае составляла 
28 °С, в питательную среду на всех этапах культиви-
рования добавляли канамицин (до 25 ед./мл). В ре-
зультате через 22 ч культивирования было получено 
100 л биомассы с концентрацией 35 млрд м.к./мл, ак-
тивность Ф1 составила 1/128 в РДП с чумной лоша-
диной агглютинирующей сывороткой, 1/106 в РНГА. 

Биомассу в обоих случаях инактивировали формали-
ном (0,6 %). После определения специфической сте-
рильности культуральную жидкость отделяли от кле-
ток на сепараторе АСГ 3М при 9000 об./мин, а затем 
фильтровали через патронный фильтр 0,22 микрон 
(«Технофильтр», Россия). 

Концентрацию белка на всех этапах получения 
ХТ и Ф1 определяли по методу Лоури при 750 нм с 
применением набора реактивов «Bio-Rad DC Protein 
Assay» (США). 

Результаты и обсуждение

Стандартная схема выделения холерного токсина 
из стерильного фильтрата культуральной жидкости 
штамма V. cholerae 569 B биовара Инаба включает в 
себя осаждение при низком значении рН в присут-
ствии гексаметафосфата натрия (ГМФ), сепарацию и 
диализ в течение 24 ч, с последующей очисткой пре-
парата ионообменной хроматографией на фосфоцел-
люлозе [10, 11]. Недостатками является работа с боль-
шими объемами сырья, что значительно затрудняет и 
удорожает первоначальный этап осаждения ХТ.

В нашей работе было подобрано ультрафильтра-
ционное оборудование для получения освобожденно-
го от примесей и концентрированного сырья. В про-
цессе выделения холерного токсина из культуральной 
жидкости штамма V. cholerae 569 B биовара Инаба с 
использованием ультрафильтрации культуральную 
жидкость (28,5 л), после стерилизующей фильтрации 
и контроля специфической стерильности, пропуска-
ли через ядерные мембраны 500 Å (вместо снятых с 
производства УАМ-500) по описанной ранее методи-
ке [4]. На этом этапе проходило отсечение фракции, 
содержащей О-антиген. Концентрирование получен-
ного фильтрата проводили на ультрафильтрационной 
колонке F10HPS с полисульфоновыми волокнами 
(«Fresenius», Германия, пропускающая способность 
от 0 до 20 кДа). Из полученного концентрата объемом 
700 мл осаждали ХТ методом изоэлектрической пре-
ципитации в присутствии ГМФ [11] и диализовали.

В табл. 1 представлен анализ содержания хо-
лерного токсина и О-антигена на этапах выделения 

Таблица 1

Анализ содержания холерного токсина и О-антигена на этапах выделения из культуральной жидкости  
штамма V. cholerae 569 B биовара Инаба

Проба РДП АХС сер 08 РДП «О» сер 42 Белок, мг/мл РНГА АХС 0,8 РНГА «О» сер 65 Реакция Крейга

Культуральная жидкость 1/4 1/4 ±1/8 0,90 <1/10 ±1/40 96000

Мембранная ультрафильтрация

Фильтрат 1/4 – 0,14 ±1/40 ±1/40 64000
Концентрат 1/2 1/32 0,76 <1/10 <1/100 32000

Колоночная ультрафильтрация

Фильтрат – – 0,02 – – –
Концентрат 1/128 ±1/256 1/4 6,9 1/640 1/160 128000
Холерный токсин жидкий 1/320 ±1/640 – 3,5 >1/1792 <1/10 128000
Холерный токсин сухой 1/320 – 3,3 1/832 – >128000

Примечание: «–» – отрицательный результат; реакция Крейга – усредненный обратный титр.
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из культуральной жидкости штамма V. cholerae 569 
B биовара Инаба с использованием процессов уль-
трафильтрации. На этапе мембранной фильтрации 
происходит освобождение от О-антигена. При этом 
большая часть токсина остается в фильтрате, что 
подтверждается в реакциях РДП, РНГА с АХС и в 
реакции Крейга. Тест на холерогенность препарата 
холерного токсина на кроликах-сосунках оказался 
положительным. Последующая колоночная ультра-
фильтрация на колонке F10HPS позволяет без потерь 
сконцентрировать продукт в 60 раз. 

Анализ активности в ДОТ-ИФА с антитокси-
ческой холерной сывороткой показал, что препарат 
ХТ, полученный с использованием ультрафильтра-
ции, не уступает аналогичному препарату, получен-
ному по стандартной методике: 1,5–3,1 нг/мл (титр 
1/640000–1/320000) и 28 нг/мл (1/20000) соответ-
ственно. Проведенный анализ чистоты препаратов 
ХТ, полученных разными методами, в SDS-PAGE 
(по Lemmli) и иммуноблоттинге (по Towbin) с АХС, 
показал идентичность всех исследуемых образцов 
(рисунок).

Следующим этапом работы была оценка эффек-
тивности применения ультрафильтрационных ме-
тодов для выделения Ф1 чумного микроба. Данный 
антиген уникален для возбудителя чумы, относится 
к протективным и диагностически значимым анти-

генам. Выделение Ф1 из культуральной жидкости 
проводили осаждением в изоэлектрической точке 
по модифицированному методу М.М.Титенко с со-
авт. [5], из клеточной массы – солевой экстракцией 
из ацетонвысушенных клеток с последующим осаж-
дением сульфатом аммония по методу E.E.Baker et 
al. [7]. В первом случае рН культуральной жидкости 
доводили до 5,0, осадок отделяли центрифугиро-
ванием, рН супернатанта доводили до 7,0, а затем 
3-кратно переосаждали при рН 4,1. Во втором случае 
клеточную массу обезвоживали холодным ацетоном, 
а затем проводили экстракцию капсульного антиге-
на 2,5 % раствором хлорида натрия и осаждение его 
сульфатом аммония при 40 % насыщении раствора с 
последующим диализом.

Для модернизации получения препарата Ф1 
из штамма-продуцента живой вакцины Y. pestis EV 
культуральную жидкость после сепарации (этап № 1) 
фильтровали через патронный фильтр 0,22 микрон 
(«Технофильтр», Россия). Полученный фильтрат 
концентрировали (этап № 2) на колонке F10HPS. 
Осаждение препарата Ф1 из концентрата (этап 
№ 3) проводили в изоточке. При выделении препа-
рата Ф1 из штамма Y. pestis КМ 277 культуральную 
жидкость (100 л) после сепарирования фильтровали 
с использованием фильтра Сальникова с 3 пласти-
нами фильтровального картона для освобождения 
от клеточного дебриса с последующей фильтраци-
ей через патронный фильтр 0,8-0,45-0,22 микрон 
(«Технофильтр», Россия), этап № 1. Необходимость 
применения дополнительной очистки возникла из-
за большой концентрации биомассы. Полученный 
фильтрат культуральной жидкости концентрировали 
на колонке F10HPS (этап № 2). Осаждение препарата 
Ф1 из концентрата проводили в изоточке (этап № 3) 
аналогично препарату из Y. pestis EV.

Использование ультрафильтрации для получе-
ния препарата Ф1 чумного микроба из культуральной 
жидкости позволяет без потерь сконцентрировать 
продукт в 40 раз (в результате из 20 л культуральной 
жидкости получен концентрат объемом 500 мл). При 
последующем осаждении получено до 200 мл полу-
фабриката Ф1. Активность антигена в РНГА и содер-
жание белка контролировали на всех этапах выделе-
ния (табл. 2).

Таким образом, применение методов ультра-
фильтрации позволяет снизить потери на этапах 
выделения и очистки ХТ холерного вибриона и Ф1 

SDS-PAGE (А) и иммуноблоттинг (Б) препаратов ХТ,  
полученных различными методами:

1, 4 – препарат ХТ, полученный методом ультрафильтрации, 2 – мето-
дом мембранной фильтрации, 3 – без использования фильтрационных 

методов, М – маркеры от 10 до 200 кДа («Fermentas», EU) 

Таблица 2 

Содержание Ф1 на этапах выделения из культуральной жидкости (20 л) штамма-продуцента живой вакцины  
Y. pestis EV и штамма Y. pestis КМ 277

Этап Проба Объем, л
Y. pestis EV Y. pestis КМ 277

Концентрация белка, 
мг/мл РНГА Концентрация белка, 

мг/мл РНГА

1 Культуральная жидкость 20 0,9±0,05 1/10000 1,32±0,05 1/1000000

2 Фильтрат 19,5 0,02 – 0,5 1/3200
Концентрат 0,5 2,1±0,05 1/80000 10,0±0,05 1/109

3 Полуфабрикат Ф1 0,2 3,5±0,05 1/160000 ± 1/320000 14,6±0,05 1/4×109
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чумного микроба, концентрирование сырья или по-
луфабриката позволяет уменьшить трудозатраты, что 
ведет к повышению производительности и экономи-
ческой эффективности.

Другие перспективные направления использо-
вания процессов ультрафильтрации на этапах про-
изводства МИБП в Рос НИПЧИ «Микроб»: получе-
ние активного компонента дрожжевого аутолизата; 
очистка F(ab’)2 фрагментов антирабических иммуно-
глобулинов от продуктов гидролиза; получение про-
тективного антигена сибиреязвенного микроба.
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