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Противоэпидемические мероприятия в небла-
гополучных по сибирской язве очагах включают 
вакцинацию контингента групп риска и сельскохо-
зяйственных животных. Используемая на террито-
рии России лицензированная живая аттенуирован-
ная вакцина Bacillus anthracis СТИ-1 обеспечивает 
формирование напряженного иммунитета. Однако 
ее недостатком является относительно высокая 
частота возникновения побочных эффектов, обу-
словленных действием токсичных продуктов [1]. 
Снижение риска возникновения нежелательных 
последствий возможно за счет использования для 
вакцинации очищенного препарата протективного 
антигена (ПА) – основного иммуногена возбудителя 
сибирской язвы [5]. 

В РосНИПЧИ «Микроб» на основе бесплазмид-
ных производных вакцинных штаммов B. anthra-
cis СТИ-1 и B. anthracis 55 были сконструированы 
рекомбинантные штаммы, лишенные детерминант 
синтеза основных факторов патогенности сибиреяз-
венного микроба, но содержащие ген pag, кодирую-
щий синтез ПА [2, 3]. 

Цель данного исследования – сравнение дина-
мики титров антител у кроликов, иммунизированных 
препаратом протективного антигена, полученного из 
генно-инженерного продуцента, вакцинным или ре-
комбинантным штаммами B. anthracis. 

Материалы и методы

В работе использовали: рекомбинантный 
штамм B. anthracis СТИΔТПА-1 (KM 96, патент 
РФ № 2321628) (Государственная коллекция па-
тогенных бактерий, Саратов), вакцинный штамм 
B. anthracis СТИ-1 (ФГБУ «НЦЭСМП», Москва). 
Рекомбинантный и вакцинный штаммы B. anthra-
cis выращивали на агаре Хоттингера (РосНИПЧИ 
«Микроб», Саратов) при температуре 37 °С. В сре-
ду при необходимости добавляли канамицин (Merck, 
Германия) – 25 мкг/мл. 

ПА выделяли из штамма B. anthracis 
55∆ТПА-1(Spo–). Антиген очищали двухэтапной 
хроматографией, как описано ранее [2]. Подготовку 
споровой взвеси штаммов В. anthracis осуществляли 
по стандартной методике [3]. Для иммунизации ис-
пользовали кроликов породы шиншилла массой от 
2,5 до 3 кг (РосНИПЧИ «Микроб», Саратов). Титры 
антител к протеинам ПА и ЕА1 в сыворотках им-
мунизированных животных определяли с помощью 
твердофазного иммуноферментного анализа [3]. 

Результаты и обсуждение

ПА получали из аспорогенного рекомбинант-
ного продуцента B. anthracis 55ΔТПА-1(Spo–) [3]. 
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Очищенный белковый препарат вводили кроликам 
в дозе 50 мкг в сочетании с полным адъювантом 
Фрейнда. Инъекции делали подкожно двукратно с 
интервалом в 2 недели. Для сравнения использовали 
группы животных (по три особи в каждой), имму-
низированных подкожно двукратно дозой 5·107 спор 
вакцинного (B. anthracis СТИ-1) или рекомбинантно-
го (B. anthracis СТИ∆ТПА-1) штаммов. Повторные 
иммунизации культурами штаммов B. anthracis про-
водили на 21-е сутки. Кроликов контрольной груп-
пы оставляли интактными. Забор крови из краевой 
ушной вены биомоделей осуществляли на 7, 14, 21, 
28, 35-е сутки, а также через 1,5; 2 и 2,5 мес. после 
первой иммунизации. Титры антител к ПА в сыво-
ротках лабораторных животных определяли с помо-
щью твердофазного иммуноферментного анализа. 

При иммунизации кроликов препаратом очи-
щенного ПА титры специфических антител достига-
ли наиболее высоких значений, оставаясь на суще-
ственном уровне до конца срока наблюдения (рис. 1). 
Повторная иммунизация стимулировала дополнитель-
ное антителообразование в организме лабораторных 
животных. Нарастание титров специфических анти-
тел у кроликов, иммунизированных препаратом ПА, 
продолжалось в течение 1,5 мес. Максимальные зна-
чения (1/8000–1/128000) регистрировали через 45 сут 
после первой иммунизации или 30 сут после второй. 
В дальнейшем в сыворотках биомоделей происходило 
постепенное снижение количества антител к ПА до 
титров: 1/2000–1/64000 – к 2 мес. и 1/1000–1/16000 – 
через 2,5 мес. от начала эксперимента. 

Динамика титров антител к ПА при использо-
вании вакцинного или рекомбинантного штаммов 
B. anthracis отличалась большей сглаженностью 
показателей (рис. 1). Схожесть основных тенден-
ций образования антител в случаях иммунизации 
споровыми аттенуированными культурами не ис-

ключала существования некоторых особенностей. 
Антителогенез у лабораторных животных, иммуни-
зированных B. anthracis СТИ-1, характеризовался 
более высокими значениями титров анти-ПА анти-
тел в первый месяц поствакцинального периода. Пик 
антителообразования у биомоделей, вакцинирован-
ных B. anthracis СТИ-1, приходился на 35-е сутки 
от начала эксперимента, а у кроликов, иммунизи-
рованных рекомбинантным штаммом B. anthracis 
СТИ∆ТПА-1, на 45-е сутки. Максимальные значения 
титров антител у кроликов в эти периоды находи-
лись в пределах от 1/4000 до 1/32000. В дальнейшем 
в обоих случаях происходило постепенное снижение 
количества антител. Однако у кроликов, получивших 
ту же дозу рекомбинантного штамма, данный про-
цесс отличался меньшей интенсивностью. Через 2 и 
2,5 мес. от начала эксперимента титры антител были 
на достаточно высоком уровне – 1/1000–1/16000 и 
1/512–1/16000. У биомоделей, иммунизированных 
вакцинным штаммом, эти же значения составили 
1/1000–1/8000 и 1/128–1/4000. 

Как известно, иммунный ответ на введение жи-
вой сибиреязвенной вакцины характеризуется поли-
валентной детерминацией. Помимо доминирующего 
ПА, в его формировании принимают участие и другие 
составляющие сибиреязвенного токсина, а также раз-
личные поверхностные структуры, включая споровые 
антигены и белки S-слоя [4, 6]. В этой связи в сыво-
ротках кроликов, иммунизированных вакцинным или 
рекомбинантным штаммами, дополнительно опреде-
ляли титры антител к белку ЕА1. Хотя S-слой возбуди-
теля сибирской язвы представлен двумя протеинами 
Sap и ЕА1, в макроорганизме синтезируется преиму-
щественно ЕА1, продукция белка Sap более характер-
на для роста штаммов B. anthracis in vitro [8]. 

Количество анти-ЕА1 антител у кроликов, им-
мунизированных штаммами B. anthracis СТИ-1 и 

Рис. 1. Динамика титров анти-ПА антител при иммунизации 
лабораторных животных (кроликов) препаратом ПА,  

вакцинным и рекомбинантным штаммами. По оси абсцисс – 
сутки после первой иммунизации. По оси ординат – обратные 

значения титров анти-ПА антител в сыворотках кроликов,  
иммунизированных двукратно: 

1 – препаратом очищенного ПА; 2 – споровой взвесью  
штамма B. anthracis СТИ-1; 3 – споровой взвесью штамма B. anthracis 

СТИ∆ТПА-1. На графиках приведены средние значения данных,  
полученных от 3 особей животных 

Рис. 2. Динамика титров анти-ЕА1 антител при иммунизации 
лабораторных животных (кроликов) вакцинным  

и рекомбинантным штаммами. По оси абсцисс – сутки после 
первой иммунизации. По оси ординат – обратные значения 

титров анти-ЕА1 антител в сыворотках кроликов,  
иммунизированных двукратно: 

1 – споровой взвесью штамма B. anthracis СТИ-1; 2 – споровой взвесью 
штамма B. anthracis СТИ∆ТПА-1. На графиках приведены средние  

значения данных, полученных от 3 особей животных 
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B. anthracis СТИ∆ТПА-1, в первые полтора месяца 
эксперимента закономерно увеличивалось (рис. 2). 
Изменения титров в обеих группах животных проис-
ходили почти синхронно в течение 28 сут. В последу-
ющем тенденция изменилась и значения титров анти-
тел к ЕА1 были выше у лабораторных животных, по-
лучивших иммунизирующую дозу рекомбинантной 
культуры. Максимум антител к белку S-слоя отмечали 
в сыворотках, взятых на 35-е сутки после первичной 
иммунизации кроликов вакциной B. anthracis СТИ-1 
(1/2000–1/16000) и на 45-е сутки после введения пер-
вой дозы рекомбинантного штамма (1/4000–1/16000). 
Аналогичная закономерность распределения пиков 
антителообразования во времени была установлена 
и в исследовании влияния ПА на формирование им-
мунного ответа макроорганизма. Спустя 2 и 2,5 мес. 
значения титров анти-ЕА1 антител были значитель-
но выше у биомоделей, иммунизированных споровой 
взвесью B. anthracis СТИ∆ТПА-1, – 1/2000–1/8000 и 
1/1000–1/2000 соответственно. В то же время у кро-
ликов, которым вводилась такая же доза вакцинного 
штамма, они составили 1/512–1/2000 и 1/32–1/128. 
На наш взгляд, более напряженная выработка анти-
тел к ЕА1 у животных, иммунизированных генно-
инженерным штаммом, связана с его генетическими 
особенностями, а именно отсутствием гена pagR, 
осуществляющего негативную регуляцию синтеза 
не только ПА, но и белков S-слоя сибиреязвенного 
микроба [7].

Таким образом, продуцируемый рекомбинант-
ным аспорогенным штаммом ПА приводит к разви-
тию у лабораторных животных адаптивного иммуни-
тета, характеризующегося высокими титрами специ-
фических антител. После двукратной иммунизации 
кроликов препаратом очищенного ПА происходит 
«всплеск» выработки анти-ПА антител, достигаю-
щий максимума к 45-му дню иммуногенеза. В течение 
последующего за пиком периода количество антител 
к ПА в сыворотках биомоделей, иммунизированных 
антигенным препаратом, превышало значения, реги-
стрируемые у животных, иммунизированных живой 
сибиреязвенной вакциной. Относительное вырав-
нивание значений титров антител достигается через 
2,5 мес.

Дополнительно выявлены некоторые особен-
ности динамики титров антител к ПА и белку S-слоя 
при иммунизации штаммом B. anthracis СТИ∆ТПА-1. 
В случае двукратного введения споровой взвеси ре-
комбинантного штамма максимальные количества 
антител к ПА и ЕА1 регистрировали на 45-е сутки от 
начала иммунизации, а при аналогичной схеме введе-
ния вакцинной культуры – на 35-е сутки. Кроме того, 

у животных, иммунизированных генно-инженерным 
штаммом, после достижения максимума титры анти-
тел к ПА и ЕА1 снижались менее интенсивно. В сово-
купности полученные данные свидетельствуют о пер-
спективности дальнейшего изучения взаимодействия 
рекомбинантного ПА с клетками иммунной системы 
биомоделей с целью конструирования эффективных и 
менее реактогенных сибиреязвенных вакцин. 

Работа выполнена по государственному кон-
тракту № 62-Д от 22.07.2011 г. в рамках федеральной 
целевой программы «Национальная система хими-
ческой и биологической безопасности Российской 
Федерации (2009–2013 годы)». 
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