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Существование природных очагов чумы, зани-
мающих значительные территории (6–7 % суши), в 
т.ч. на территории Российской Федерации имеется 11 
природных очагов (общей площадью более 250 тыс. 
км2), обусловливает потенциальную опасность эпи-
демических вспышек заболевания чумой [7], и в этой 
связи необходимость усовершенствования диагно-
стических и профилактических препаратов. Одним 
из практически значимых антигенов чумного микро-
ба является видоспецифический капсульный анти-
ген – фракция 1 (Ф1), на основе которого созданы и 
длительное время успешно применяются на практике 
антигенные и иммуноглобулиновые диагностикумы 
для постановки серологических реакций [6], и ин-
тенсивно разрабатываются новые тест-системы [10].

В качестве штаммов продуцентов Ф1 нами были 
изучены изогенные производные штамма Y. pestis 
EV, утратившие ряд собственных плазмид, но не-
сущих плазмиду pFra: Y. pestis КМ225 (pFra+ pCad– 

pPst–); Y. pestis КМ226 (pFra+ pCad+ pPst–); Y. pes-
tis КМ227 (pFra+ pCad– pPst+), сконструированные 
О.А.Проценко, и генно-инженерный штамм Y. pestis 
277 (ЕV11МpFSK-3) Kmr. Ранее сообщалось о супер-
продукции антигена Ф1 генно-инже нер ными штам-
мами Y. pestis со встроенной плазмидой pFSK3 по 
результатам серологических реакций и при выращи-
вании на плотных питательных средах [1]. 

Выращивание на твердых питательных средах 
штаммов-продуцентов нетехнологично, поэтому 
сравнительная оценка испытуемых штаммов по спо-
собности накапливать биомассу и продукции Ф1 была 

проведена в условиях бифазного и глубинного культи-
вирования (малообъемного и масштабированного). 

Материалы и методы

Биомассу выращивали в бифазной системе на 
флаконах, в качестве питательной среды исполь-
зовали агар и бульон Хоттингера, рН 7,2 (10:1). 
Культивирование проводили в течение 72 ч при 
температуре 37 °С для штаммов Y. pestis EV и изо-
генных производных, 28 °С – для Y. pestis КМ277. 
Малообъемное культивирование штаммов осу-
ществляли в колбах (250 мл) на бульоне Хоттингера 
(рН 7,2) с механическим перемешиванием на термо-
статируемой качалке RC-TK (США) при температуре 
37 и 28 °С для КМ277 в течение 24 ч. При культиви-
ровании Y. pestis КМ277 во всех случаях в питатель-
ную среду добавляли канамицин. Масштабированное 
культивирование проводили в производственных 
условиях на реакторе У-6. Препараты капсульного 
антигена получали из инактивированной формали-
ном биомассы. Выделение Ф1 из культуральной жид-
кости проводили методом изоэлектрической преци-
питации [4, 8] и осаждением сульфатом аммония [2], 
из клеточной массы – экстракцией и осаждением со-
левыми растворами [9]. Все полученные препараты 
Ф1 были лиофилизированы.

Контроль продукции капсульного антигена 
штаммами-продуцентами, а также активность препа-
ратов на этапах получения осуществляли серологиче-
ски в реакции непрямой гемагглютинации (РНГА) с 
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эритроцитарным чумным иммуноглобулиновым диа-
гностикумом (ФГУ ЦНИИ МО РФ, Киров) и реакции 
диффузионной преципитации (РДП) по Оухтерлони 
со специфическими чумными сыворотками коммер-
ческих и экспериментальных серий. В качестве кон-
троля использовали препараты Ф1, полученные из 
клеток агаровой культуры штамма Y. pestis EV.

Результаты и обсуждение

При малообъемном культивировании показано 
(рис. 1), что изогенные производные штамма Y. pestis 
EV превосходят по накоплению биомассы роди-
тельский штамм в 2,5–5 раз и по интенсивности вы-
деления Ф1 в среду культивирования в 2–2,3 раза. 
Преимущество Y. pestis КМ227 связано, в основном, 
с высокой скоростью роста и большим накоплением 
биомассы, хотя по уровню экскреции в среду Ф1 он 
значительно уступает родительскому штамму, что со-
гласуется с литературными данными [4]. В то же время 
штамм Y. pestis КМ277 превосходит все испытуемые 
штаммы по интенсивности экскреции Ф1 и отличает-
ся способностью продуцировать Ф1 при температуре 
28 °С. Кроме того, у него отсутствуют все собствен-
ные плазмиды чумного микроба. Все эти качества по-
зволяют считать данный штамм наиболее перспектив-
ным для использования в производстве чумной хими-
ческой вакцины в качестве продуцента Ф1. 

При анализе полученных данных обращает на 
себя внимание несовпадение высокого уровня секре-
ции Ф1 в среду штаммом Y. pestis КМ277 с незначи-
тельным выходом биомассы с единицы объема пита-
тельной среды. По нашему мнению, подобный фено-
мен можно объяснить, опираясь на следующие дан-
ные: сверхсинтез продуктов метаболизма идет только 
в ограниченных условиях питания и, как правило, во 
вторую фазу роста периодических культур, когда рост 
биомассы замедляется или даже останавливается, а 
скорость синтеза антигенов увеличивается. 

Все препараты Ф1, полученные из супернатанта 

бульонной культуры различными методами, во всех 
испытанных концентрациях (0,25–20 мг/мл) давали 
в РДП одну зону преципитации, идентичную зоне 
преципитации, образуемой препаратами Ф1, полу-
ченными по методу Е.Вaker [9] из клеток агаровой 
культуры Y. pestis EV, что указывает на иммунохи-
мическую гомогенность изучаемых препаратов Ф1. 
Для доказательства идентичности препаратов кап-
сульного антигена, выделенных из клеток и супер-
натанта бульонной культуры штаммов Y. pestis ЕВ и 
Y. pestis КМ277, провели их сравнительный анализ 
в SDS-PAG электрофорезе. Полученные данные по-
казали идентичность белкового профиля препара-
тов Ф1, выделенных из вакцинного и рекомбинант-
ного штаммов осаждением сульфатом аммония и в 
изоэлектрической точке (рис. 2). Во всех препаратах 
регистрировался один мажорный белок с молекуляр-
ной массой около 17 кДа.

При использовании бифазной системы культи-
вирования для получения биомассы Y. pestis КМ277 
и Y. pestis EV с последующим выделением препара-
тов Ф1 из клеток и культуральной жидкости были 
получены аналогичные результаты. Серологическая 
активность капсульного антигена у Y. pestis КМ277 
была выше, чем у Y. pestis EV как в самой биомассе, 
так и в культуральной жидкости и клетках: в РПГА в 
100, 10 и 4 раза соответственно. Масса ацетонвысу-
шенных клеток штамма КМ277 была на 11,5 % боль-
ше, чем EV. Концентрация белка в препарате Ф1 из 
культуральной жидкости КМ277 в 2,2 раза больше, 
чем из EV, в препаратах из клеток количество белка 
было одинаково (32±1 мг/мл). Серологическая ак-
тивность в системе РПГА-РНАт у препаратов Ф1 из 
штамма КМ277 была выше в 4 раза (из ацетонвысу-
шенных клеток) и в 100–200 раз (из культуральной 
жидкости) по сравнению с препаратами из штамма 
EV. Показана электрофоретическая (белковый про-
филь) и иммунохимическая идентичность препара-
тов Ф1 из штамма КМ277 и EV. 

На основе полученных из бульонной культуры 
препаратов Ф1 приготовлены экспериментальные 

Рис. 1. Накопление биомассы и продукция Ф1  
различными штаммами Y. pestis в условиях  

малообъемного культивирования

Рис. 2. Электрофореграмма препаратов Ф1,  
выделенных из штаммов Y. pestis КМ 277 и Y. pestis EV:

1–3 – Ф1 Y. pestis КМ277; 4–6 – Ф1 Y.  pestis EV (1, 4 – из клеток;  
2, 5 – из культуральной жидкости осаждением сульфатом аммония;  

3, 6 – из культуральной жидкости изоэлектрической преципитацией);  
7 – маркеры молекулярного веса
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серии (по 3 из Ф1 каждого штамма) химической чум-
ной вакцины (ХЧВ), состоящей из Ф1 и ОСА (основ-
ного соматического антигена) [3]. В «остром» экс-
перименте показано, что однократная иммунизация 
препаратами всех серий ХЧВ обеспечивала выжи-
ваемость белых мышей при заражении их вирулент-
ным штаммом Y. pestis 231 в дозе 5000 м.к. (1Dсl = 
25 м.к.). Причем серии вакцины с Ф1, выделенной из 
штамма Y. pestis КМ277, обеспечивали защиту от за-
ражения чумой с такой же активностью, как и серии 
ХЧВ с Ф1 из штамма Y. pestis EV (ЕД50 (0,23±0,1) и 
(0,16±0,1) ч/д соответственно). Отмечалось досто-
верное увеличение продолжительности жизни имму-
низированных животных ((12±0,5) и (16±0,5) сут для 
серий ХЧВ с препаратами Ф1 из штаммов 277 и EV 
соответственно) по сравнению с контрольной груп-
пой (3,4±0,2) сут.

 Следующим этапом было проведение масшта-
бированного культивирования рекомбинантного и 
вакцинного штаммов с последующим выделением 
препаратов Ф1. Накопление биомассы Y. pestis EV 
и Y. pestis КМ277 осуществляли в реакторе У-6 с 
объемом питательной среды 125 л в бульоне из ги-
дролизатов животного белка (рН 7,4) при темпера-
туре 37 и 28 °С соответственно. В результате через 
28 ч культивирования штамма Y. pestis EV получено 
100 л биомассы с концентрацией 10 млрд м.к./мл, ак-
тивность Ф1 составила 1/4 в РДП с чумной агглю-
тинирующей сывороткой, 1/104 в РНГА, количество 
бактериальной массы – (610±5) г, после лиофилиза-
ции – (97±2) г. Тогда как через 22 ч культивирования 
рекомбинантного штамма Y. pestis КМ277 получено 
100 л биомассы с концентрацией 35 млрд м.к./мл, 
активность Ф1 в культуральной жидкости составила 
1/128 в РДП, 1/106 в РНГА, количество бактериальной 
массы (2200±5) г, после лиофилизации – (356±2) г.

Использование этапа концентрирования на уль-
трафильтрационной колонке F10HPS с полисуль-
фоновыми волокнами для получения препарата Ф1 
чумного микроба из культуральной жидкости по-
зволяет без потерь сконцентрировать продукт в 40 
раз [5]. Концентрация белка и специфическая ак-
тивность Ф1 в полученных препаратах капсульного 
антигена из рекомбинантного штамма значительно 
выше, чем в препаратах из штамма Y. pestis EV (бе-
лок (15,2±0,1) мг/мл с >109 АЕ/мг и (2,0±0,1) мг/мл с 
1,6·106 АЕ/мг  соответственно). Из лиофилизирован-
ной клеточной массы также были выделены препара-
ты Ф1. В этом случае содержание белка не зависело 
от штамма-продуцента – (6,9±0,5) мг на 1 г сухих 
клеток, но активность была выше в 4–8 раз у пре-
парата из рекомбинантного штамма. Учитывая боль-
шой выход клеточной массы в последнем случае, 
получение антигенного препарата из сухих клеток 
является целесообразным, т.к. увеличивает общий 
выход продукта на 30–35 %. 

В результате проведенных исследований уста-
новлено, что штамм Y. pestis КМ277 превосходит 
штамм Y. pestis EV и его производные по способно-

сти синтеза в среду капсульного антигена в условиях 
глубинного культивирования и может быть исполь-
зован в качестве продуцента Ф1 для оптимизации 
производства диагностических и профилактических 
препаратов. 
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