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КОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРАКОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА

К читателям

В четвертом номере журнала подобраны в основном оригинальные статьи. В работе Хашимовой З.С.  
с коллегами «Цитотоксическое действие лектиноподобных белков (ЛПБ) Cuscuta europea на клетки крови и кожи» 
из Института биоорганической химии им. акад. А.С. Садыкова АН РУз, (Ташкент, Республика Узбекистан) уста-
новлено выраженное цитотоксическое действие ЛПБ на эти клетки и клетки крови, включая лимфоциты. 

В статье Богданова А.В. и др. «Изучение причины повышения антибактериальной активности бензилпеницил-
лина натриевой соли после обработки импульсным магнитным полем высокой напряженности» (Институт органиче-
ской и физической химии им. А.Е. Арбузова. Обособленное структурное подразделение ФГБУН «Федеральный 
исследовательский центр» Казанский научный центр РАН», Казань; ФГБУН Самарский федеральный исследо-
вательский центр Российской академии наук, Самара; ФГАОУ ВО Самарский национальный исследовательский 
университет имени академика С.П. Королева, Самара) описан факт повышения антибактериальной активности 
бензилпенициллина натриевой соли после ее обработки импульсным магнитным полем (ИМП). Установлено из-
менение величин химических сдвигов (Н) и констант спин-спинового взаимодействия (2JНН) сигналов метиленовых 
протонов бензильного заместителя в результате воздействия ИМП.

В исследовании Сорокина В.М. и др. «Генетическое разнообразие штаммов Francisella tularensis подвид 
mediasiatica» (ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону; 
ФКУЗ Алтайская ПЧС Роспотребнадзора, Горно-Алтайск) выявлена высокая степень генетического разноо-
бразия штаммов подвида mediasiatica, что ранее было затруднительно из-за небольшого количества доступных 
штаммов этого подвида.

В работе Е.М. Панчишиной, Н.Л. Корниенко «Оценка качества кормовых добавок на основе дрожжей рода 
Rhodotorula, предназначенных для выращивания объектов аквакультуры», из ФГБОУ ВО «Дальневосточный 
государственный технический рыбохозяйственный университет» (Владивосток) исследование морфологических 
признаков при микроскопировании жидкой кормовой добавки позволило установить фактическое содержание жи-
вых дрожжевых клеток, что свидетельствует об её пробиотической направленности. Биотестирование с помощью 
тест-культуры Tetrahymena pyriformis показало высокую биологическую ценность кормовых добавок и отсутствие 
их токсичности.

Группа исследователей (Горох А.М. и др.) из ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный институт» 
Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону проанализировала генетические особенности штаммов Salmonella enterica, 
выделенных в Ростовской области в 2022 году из клинического материала и продуктов питания. Для большинства 
штаммов существует чёткая корреляция между ST-типом и серотипом. Проведённые INDEL- и филогенетический 
анализы выявили 5 уникальных генотипов, коррелирующих с определенными серотипами.

Сотрудники ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт» Елхова А.В. и 
др. определяли иммуноцитохимические характеристики моноклональных антител (МКА) к вирусу Западного Нила 
(ВЗН). МКА были охарактеризованы в методе иммунодиффузии в геле и в иммуноферментном анализе (ИФА) 
для определения специфичности. Антигенные белковые фракции ВЗН были изучены методом электрофореза в по-
лиакриламидном геле. Результаты иммунохимической характеристики МКА свидетельствуют об их специфичном 
связывании с антигенами ВЗН.

Саратовские исследователи (Лобовикова О.А. и др. из ФКУН Российский противочумный институт 
«Микроб» Роспотребнадзора,  Саратовский государственный университет генетики, биотехнологии и инженерии 
имени Н.И. Вавилова) осуществили анализ качества вакцины холерной бивалентной химической, выпущенной с 
2013 по 2023 годы. Ретроспективный анализ качества указанного лекарственного препарата свидетельствует о 
стабильности технологического процесса и соответствии продукции требованиям нормативной документации по 
результатам контроля производителя и испытательных лабораторий.

Комплексный коллектив сотрудников учреждений из Воронежа, Пущино и Севастополя (Макин С.М. и др.) 
изучал изменения пространственной структуры молекулы экзоинулиназы из Kluyveromyces marxianus в процессе ее 
взаимодействия с моно- и полисахаридами. Проанализированы изменения в объеме и числе внутренних структур в 
процессе связывания инулиназы с моно- (глюкоза, фруктоза) и полисахаридными (инулин) соединениями. Описаны 
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трансформации в числе и длине туннелей и пор, а также реорганизация состава и локализации групп заряженных и 
гидрофобных аминокислот на поверхности фермента.

Ученые Ставропольского противочумного института Роспотребнадзора (Семирчева А.А. и др.) выполнили 
исследование «Разработка диагностических препаратов и методических приёмов для детекции Jersinia pestis (кап-
сульной и бескапсульной форм)», в котором подтверждена эффективность использования чумного иммуномагнитного 
сорбента, обеспечивающего селективное концентрирование материала с низким содержанием патогена и очистку 
проб от возможной контаминации посторонней микрофлорой в лабораторных и полевых условиях. Предложенный 
способ пробоподготовки образцов окружающей среды применим при осуществлении обследования на наличие 
возбудителя чумы капсульной и бескапсульной форм разнообразных потенциально инфицированных объектов био-
тической (животные и эктопаразиты, вовлеченные в чумной цикл) и абиотической природы в конкретных очагах. 

Новосибирские исследователи (Ян Ф. и др.), объединившись, провели комплексное исследование «По-
иск В-зависимых эпитопов S белка вируса инфекционного бронхита кур, оптимальных для разработки штамм-
специфичных рекомбинантных вакцин». Были применены методы биоинформатики для анализа В-клеточных анти-
генных эпитопов белков S1. Такой анализ позволяет теоретически исследовать их способность противостоять IBV 
и клонировать их в плазмиду pBE-S для подтверждения их иммунной активности на живых моделях. Полученные 
данные могут быть использованы для создания рекомбинантных вакцин на основе энтероинвазивных бацилл, с 
целью праймирования штамм-специфичными протективными антигенами, перед применением классических более 
иммуногенных вакцин. 

Кроме 10 оригинальных статей, помещены три обзора по следующей тематике. Так, в обзорной статье «Тех-
нические решения для создания лабораторной установки перфузионной фильтрации» (Сокол О.О., Мехда Ю., 
Всероссийский научно-исследовательский и технологический институт биологической промышленности, г/о Ло-
сино-Петровский, Московской обл.) описываются технические решения, реализованные в лабораторной системе 
перфузионной фильтрации для непрерывного культивирования культур клеток. Рассмотрены элементы системы и 
их технические характеристики. Приведенное описание позволяет получить общее представление о технических 
особенностях реализации данного типа оборудования для процессов культивирования в лабораторном масштабе.

В обзоре «Лекарственные средства с противовирусной активностью в профилактике и лечении клещевого 
энцефалита» (Понамарева А.С., Петров А.Ю., Уральский государственный медицинский университет, Екатерин-
бург) проанализированы лекарственные средства для профилактики и лечения клещевого энцефалита противови-
русными средствами синтетического и растительного происхождения: Риамиловир (Триазавирин), Йодофеназон 
(Йодантипирином), Рибавирин (Рибавирин), Фавипиравир (Коронавир, Алепривир), Меглюмина акридонацетат 
(Циклоферон), Полисахариды побегов Solanum tuberosum (Панавир), 7-деаза-2-C-метиладенозин. Рассмотрены 
виды лекарственных форм, используемых для терапии клещевого энцефалита и их эффективность.

Обзор Кирилловой Д.А., Готовцева П.М., Василова Р.Г. (Национальный исследовательский центр «Курча-
товский институт», Московский физико-технический институт – Национальный исследовательский университет, 
Москва) посвящен электропроводящим полимерным материалам для тканевой инженерии. В нем обобщены данные 
об электропроводящих материалах для медицинских применений, включая проводящие гидрогели и проводящие 
композитные пористые матриксы, используемые в инженерии костной, мышечной, сердечной и нервной тканей.

Главный редактор, 
президент Общества биотехнологов России, 
профессор Р.Г. ВАСИЛОВ



7

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 612. 547.972

ЦИТОТОКСИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ ЛЕКТИНОПОДОБНЫХ БЕЛКОВ 
CUSCUTA EUROPAEA НА КЛЕТКИ КРОВИ И КОЖИ

З.С. ХАШИМОВА*, К.А. КАХАРОВА, М.К. САЛАХУТДИНОВА,  
М.А. КАЛАНОВА, Ю.И. ОЩЕПКОВА, Ш.И. САЛИХОВ

Институт биоорганической химии им. акад. А.С. Садыкова АН РУз, Ташкент, Республика Узбекистан

В работе приведены данные о цитотоксическом действии лектиноподобных белков (ЛПБ) Cuscuta europaea, произрас-
тавших на янтаке (Alhagi), на клетках В-16 (рак кожи) и клетках крови. Установлено выраженное цитотоксическое действие 
ЛПБ на эти клетки и клетки крови, включая лимфоциты. 

Ключевые слова: лектиноподобные белки, культуры клеток В-16, лейкозные клетки, цитотоксичность, МТТ.

© 2023 г. Хашимова З.С., Кахарова К.А., Салахутдинова М.К., 
Каланова М.А., Ощепкова Ю.И., Салихов Ш.И.
* Автор для переписки:
Хашимова Зайнат Саттаровна
доктор биол. наук, ведущий научный сотрудник лаборатории химии 
белков и пептидов, Институт биоорганической химии им. академика 
А.С. Садыкова АН РУз
E-mail: zaynat_Kh@mail.ru

Введение

Проблема злокачественных новообразований, кото-
рые относятся к группе социально значимых заболеваний, 
является одной из серьезнейших и актуальных проблем не 
только медицины, но и фармацевтики, которая занимается 
поиском эффективных средств борьбы с ними. Несмотря 
на огромный арсенал методов и средств для лечения он-
кологических больных, химиотерапия остается основной 
частью лечения данного заболевания. Однако многие 
противоопухолевые лекарственные препараты оказались 
неэффективными вследствие развития устойчивости опу-
холи к лекарственной терапии. С другой стороны, многие 
препараты токсичны, дают побочные эффекты, то есть плохо 
всасываются, поражают жизненно важные органы организ-
ма. Поэтому одной из проблем химиотерапии является поиск 
эффективных противоопухолевых лекарственных препара-
тов, обладающих свойствами преодолевать множественную 
лекарственную устойчивость с целью создания более совер-
шенных схем лечения злокачественных новообразований. 

В последнее время перспективным подходом к 
решению проблем химиотерапии стала синергетическая 
комбинированная терапия, которая может преодолеть 
резистентность к терапии и даст возможность снизить 
дозировку химиопрепаратов [5, 6, 9].

В этой связи актуальной является альтернативная 
терапия рака, включая клетки крови, которая как оказалось, 
во многом сходна с действием современных таргетных 
препаратов, в сочетании с конвенциальными противоопу-
холевыми лекарственными средствами [12]. Ярким при-
мерами являются препараты, получаемые из омелы белой 
в виде экстрактов, их отдельных компонентов (лектины), 
а также в виде рекомбинантного препарата, в частности, 
водный экстракт, стандартизованный по лектину ML-1 под 
названием «Искадор», который применяется в качестве 
альтернативной терапии раковых заболеваний [13]. 

Эффективность сочетания лектинов в комбинации 
с конвенциональными цитостатиками свидетельствует 
о перспективности использования конвенциональных  
противоопухолевых препаратов с цитотоксическими 
лектинами при кожных заболеваниях (меланомы). 

Среди паразитирующих растений большой интерес 
вызывает повилика (Cuscuta) [11]. Наш интерес к по-
вилике обусловлен необходимостью в высокоактивном 
цитотоксическом веществе, эффективном против раковых 
клеток, включая псориаз [10], для дальнейшего создания 
опухоль-адресованного терапевтического средства. 

Целью данной работы является изучение действия 
лектинов Cuscuta europaea на клетки крови и клетки кожи 
В-16 (рак кожи).

Материалы и методы

В качестве растительного сырья использовали 
зрелые семена повилики (Cuscuta europaea), произрас-
тающие на янтаке (Alhagi).

Ранее нами были выделены лектиноподобные 
белки Cuscuta europaea, произрастающих на садовых 
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культурах и луговых травах, посредством ступенчатого 
высаливания сульфатом аммония и охарактеризованы 
биохимическими методами [4]. Изучено цитотоксиче-
ское действие ЛПБ Cuscuta europaea на разных линиях 
культуры раковых клеток [1, 3, 8].

Получение лимфоцитов
Лимфоциты выделяли по стандартной методике, 

используя градиент фиколл-гипак с некоторыми моди-
фикациями [2]. Для этого брали стабилизированную 
гепарином свежевыделенную венозную кровь доноров. 
Затем разбавляли кровь равным объемом средой RPMI-
1640 в соотношении 1:1 при комнатной температуре. С 
помощью пипетки аккуратно наслаивали разбавленную 
кровь на градиент фиколл-гипак, затем центрифугиро-
вали при 4500 об/мин в течение 30 мин при комнатной 
температуре. Слой лимфоцитов осторожно собирали по 
всей площади сечения пробирки, переносили в чистую 
сухую центрифужную пробирку и разбавляли средой 
RPMI в соотношении 1:5. Содержимое пробирки цен-
трифугировали 10 мин при 4500 об/мин. Отмывали 
2 раза. Полученный осадок ресуспендировали в среде 
RPMI 1640, содержащей 200 мМ глутамина, 10% 
телячьей эмбриональной сыворотки, антибиотик и анти-
микотик и использовали для изучения цитотоксической 
активности лектинов.

Кровь с лейкозными клетками брали у больного 
6-летнего ребенка. Лейкозные клетки получали с помо-
щью градиента фиколл-гипак, как описано выше.

Цитотоксичность оценивали биохимически с по-
мощью MTT-метода и подсчета живых клеток.

Результаты и обсуждение

Лектиноподобные белки выделяли из повилики, 
паразитирующей на верблюжьей колючке (янтак, по 

лат. Alhagi). Янтак относится к семейству бобовых, 
произрастает в пустынях и представляет собой колючий 
полукустарник с глубоко проникающей корневой систе-
мой. В траве содержатся флавоноиды, сапонины, сахара, 
дубильные вещества, витамины С, К и группы В, каро-
тин, урсоловая кислота и др. Он широко используется в 
народной медицине [7].

Клеточные линии, полученные из опухолей, 
являются наиболее часто используемыми моделями 
и позволяют лучше понять молекулярные механиз-
мы различных опухолей, что весьма перспективно 
для разработки эффективных стратегий лечения. С 
другой стороны, клеточные линии, включая клетки 
крови, по-разному чувствительны к одним и тем же 
биологически активным веществам, которые могут 
быть введены в заданной концентрации и в течение 
заданного периода времени, что является весьма удоб-
ной клеточной моделью. Так, острый лимфобластный 
лейкоз, злокачественное новообразование, проис-
ходящее из В- или Т-клеток-предшественников, 
является наиболее распространенным лейкозом у 
детей, на его долю приходится примерно 80% всех 
лейкозов у детей [7].

В связи с этим была поставлена задача иссле-
дования биологической активности лектиноподобных 
белков Cuscuta europaea на клетках крови, включая 
лейкозные. 

Лимфоциты и лейкозные клетки, полученные от 
5–6-летного больного лейкозом ребёнка, выделены 
центрифугированием в градиенте фиколл-гипака, как 
описано в материалах и методах.

Цитотоксичность оценивали биохимически с помо-
щью MTT-метода и подсчета живых клеток как описано 
в работах [1, 2, 8]. 

Полученные данные приведены в таблице 1.

Таблица 1
Сравнительный анализ белковых фракций повилики

Фракции

Подавление включения МТТ в клетки, %

U937 Лимфоциты Лейкозные клетки  
(24 часа)

Лейкозные клетки  
(48 часов)

100µ/мл 10µ/мл 100µ/мл 10µ/мл 100µ/мл 10µ/мл 100µ/мл 10µ/мл

ЛПБ20 86±0,1 64±0,5 85±0,1 48±0,7 61±0,4 46±0,2 83±0,3 62±0,2

ЛПБ50 93±0,5 76±0,4 98±0,2 67±0,4 69±0,3 48±0,1 90±0,4 57±0,4

Цисплатин 87±0,3 47±0,4 63±0,1 42±0,6 62,5±0,4 47±0,5 82±0,3 52±0,2

Примечание: достоверное отличие от контроля p<0,05
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Контролем служили клетки без воздействия ве-
ществ, где уровень включения МТТ в клетки был 100% 
(0% подавления). Цисплатин взят нами в качестве по-
ложительного контроля, указывающего на чувствитель-
ность клеток к воздействию препаратов.

Как видно из данных таблицы 1, в культуре клеток 
лейкемической моноцитарной лимфомы человека U937 
обе фракции лектиноподобных белков проявляют цито-
токсическую активность. Так, цитотоксичность ЛПБ20 
составляет 86 и 64% при дозах 100 мкм/мл и 10 мкм/
мл, соответственно. Более выраженную цитотоксическую 
активность проявляет ЛПБ50 – 93 и 76% при дозах 100 
мкм/мл и 10 мкм/мл, соответственно. 

Обе фракции ЛПБ20 и ЛПБ50 проявляют цитоток-
сическую активность по отношению к клеткам лейкоза. 
Как следует из данных таблицы 1, через 24 часа цито-
токсическая активность ЛПБ20 составила 61 и 46% и 
для фракции ЛПБ50 составила 69 и 48% при дозах 100 
мкм/мл и 10 мкм/мл, соответственно. Однако через  
48 часов культивирования клеток с белками цитотоксич-
ность возросла и составила для ЛПБ20 83 и 62%, а для 
ЛПБ50 – 90 и 57% при дозах 100 и 10 мкм/мл. 

Нами также было изучено действие лектинопо-
добных белков Cuscuta europaea на клетки лимфоцитов, 
полученных из крови здоровых доноров. Как следует 
из данных таблицы 1, ЛПБ также проявляют высокую 
цитотоксическую активность по отношению к клеткам 
лимфоцитов. Гибель клеток под действием фракции 
ЛПБ20 составила 85 и 48%, а для фракции ЛПБ50 со-
ставила 98 и 67% при дозах 100 мкм/мл и 10 мкм/мл, 
соответственно. 

Таким образом, нами показано, что клетки крови 
чувствительны к действию лектиноподобных белков 
Cuscuta europaea, которые приводят к их гибели – как 
лейкозных, так и нормальных.

На протяжении многих лет химиотерапия наряду 
с хирургией и лучевой терапией была единственным 
подходом к лечению рака. Несмотря на эффективный 
клинический ответ химиопрепаратов, приобретенная 
резистентность и цитотоксичность стали основными 
препятствиями для успешного лечения рака. Все боль-
ше данных свидетельствует о том, что синергетическая 
комбинированная терапия по сравнению с монотерапией 
может преодолеть резистентность к терапии и позволя-
ет снизить дозировку химиопрепаратов, что улучшает 
клинический исход у онкологических больных [3, 4]. 
Сообщалось, что комбинация химиопрепаратов с неток-
сичными противоопухолевыми агентами может привести 
к повышению чувствительности раковых клеток к хими-

отерапии, снижению дозы химиопрепарата и, в конечном 
итоге, ослаблению побочных токсических эффектов.

Ранее нами было исследовано сочетанное действие 
лектиноподобных белков Cuscuta europaea с противо-
опухолевыми препаратами известного механизма дей-
ствия и обнаружено, что действие ЛПБ50 на клетки зави-
сит от дозы белка. Результаты по совместному действию 
ЛПБ50 с противоопухолевыми препаратами дают воз-
можность предположить, что ЛПБ50, преимущественно, 
действует на S-период клеточного деления [4]. 

В настоящей работе было изучено действие ЛПБ50 
Cuscuta europaea на перевиваемую культуру клеток В-16 
(рак кожи – меланома). Для определения цитотоксиче-
ского действия клетки меланомы В-16 рассевали в 96-лу-
ночные планшеты в количестве 20–30 тыс. клеток/мл в 
100 мкл среды RPMI 1640 с 10% сыворотки эмбриона 
теленка и культивировали при температуре 37 °С в СО2 
– инкубаторе 24 ч. и вводили белки в дозах 100, 10 и 
1 мкг/мл на 100 мкл среды, как описано в работе [8]. 

Данные представлены в таблице 2.

Таблица 2
Действие лектиноподобных белков Cuscuta europea 

на культуры клеток В-16 

 Дозы мкг/мл
Образцы 

Подавление включения МТТ в клетки, %

100 мкм/мл 10 мкм/мл 1 мкм/мл

∑фракция 91,3±0,6 43,6±0,1 28,7±0,3

ЛПБ20 98,1±0,6 58,4±0,3 42,5±0,3

ЛПБ50 92,4±0,4 62,7±0,1 47,3±0,2

Цисплатин 95,3±0,1 61,3±0,4 42,7±0,4

Примечание: достоверное отличие от контроля p<0,05

Как следует из данных таблицы 2, все фракции 
лектиноподобных белков Cuscuta europea проявляли 
высокую дозозависимую цитотоксическую активность 
на клетках В-16.

Более высокую цитотоксическую активность про-
являют обогащенные лектиноподобными белками фрак-
ции, осажденные 20- и 50%-ным сульфатом аммония, 
нежели суммарная фракция. 

 Приведенные в таблице 2 данные коррелируют 
с данными, полученными по подсчету живых клеток 
трипановым синим. 

Полученные нами результаты дают основу для 
сочетанного использования конвенциональных противо-
опухолевых препаратов с веществами, предлагаемыми 

З.С. Хашимова и др., с. 7–11
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альтернативной медициной, как в случае применения 
препарата «Искадор», стандартизованного по лектину 
LM-1. 

Об эффективном использовании лектинов в виде 
мазей было сообщено в работе [10]. Авторами было 
проведено исследование по влиянию лектина Agaricus 
bisporus на рост культуры нормальных человеческих 
кератиноцитов и клеток, трансформированных вирусом 
папилломы человека. Рост культуры нормальных кера-
тиноцитов был полностью подавлен при концентрации 
3 мкг/мл лектина, выделенного из A. bisporus, а транс-
формированных – при концентрации 30 мкг/мл. Эти 
результаты представляют интерес для лечения ряда за-
болеваний, например, псориаза. Так, авторы Parslew R. et 
al. и др. сообщили, что на 11 пациентах с псориазом была 
изучена мазь, содержащая 0,1% лектина A. bisporus. Её 
применение сопровождалось выраженным клиническим 
эффектом [10].

Заключение

Таким образом, нами показано, что лектиноподоб-
ные белки Cuscuta europaea цитотоксичны как к раковым 
клеткам, так и здоровым. 

Полученные результаты по цитотоксичности на 
клетках кожи (В-16) дают основу синергетического 
использования конвенциональных противоопухолевых 
препаратов с веществами, предлагаемыми альтерна-
тивной медициной, как в случае применения Искадора, 
стандартизованного по лектину LM-1. 

В данном случае можно использовать цитоток-
сическое действие лектинов Cuscuta europea наружно в 
виде гелей или мазей для лечения кожных заболеваний, 
включая меланому и псориаз. 
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CYTOTOXIC EFFECT OF CUSCUTA EUROPAEA LECTIN-LIKE PROTEINS 
ON BLOOD AND SKIN CELLS
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The paper presents data on the cytotoxic effect of Cuscuta europaea lectin-like proteins (LLP) growing on camel thorn 
(Alhagi), on B-16 cells (skin cancer) and blood cells. A pronounced cytotoxic effect of LLP on these cells and blood cells, including 
lymphocytes, was established. 
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ИЗУЧЕНИЕ ПРИЧИНЫ ПОВЫШЕНИЯ АНТИБАКТЕРИАЛЬНОЙ 
АКТИВНОСТИ БЕНЗИЛПЕНИЦИЛЛИНА НАТРИЕВОЙ СОЛИ  
ПОСЛЕ ОБРАБОТКИ ИМПУЛЬСНЫМ МАГНИТНЫМ ПОЛЕМ  
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В статье описан факт повышения антибактериальной активности бензилпенициллина натриевой соли после ее обработ-
ки импульсным магнитным полем (ИМП). Обработку порошкообразного антибиотика проводили на магнитно-импульсной 
установке (МИУ) с интенсивностью магнитного поля Н=(0,09–1,02)·106 А/м. Форма импульса – затухающая синусоида 
с частотной характеристикой f1=40 кГц, f2=51 кГц. Цель данной работы понять причины повышения биологической актив-
ности бензилпенициллина, изучить те изменения, которые происходят в молекуле под воздействием ИМП. В исследованиях 
использовались экспериментальные методы ЯМР- и ИК-Фурье спектроскопии. Установлено изменение величин химических 
сдвигов (Н) и констант спин-спинового взаимодействия (2JНН) сигналов метиленовых протонов бензильного заместителя в 
результате воздействия ИМП. С помощью ИК-Фурье спектроскопии выявлены изменения в полосах поглощения связей 
N-H и С=О амидной группировки и карбонильной группы лактамного цикла. Полученные спектральные данные позволяют 
сделать вывод о конфигурационном изменении молекулы бензилпенициллина натриевой соли в амидном фрагменте под вли-
янием ИМП, что, возможно, и является причиной повышения антибактериальной активности антибиотика. 

Ключевые слова: импульсное магнитное поле, цилиндрический индуктор, бензилпенициллина натриевая соль, анти-
бактериальная активность, конфигурационное изменение.
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Введение
Возникновение резистентности бактериальных 

патогенов к используемым антибиотикам в настоящее 
время является одной из значительных угроз здоро-
вью человечества [11, 17, 18, 23]. Имеется несколько 
направлений решения этой проблемы, два из которых 
относятся к созданию новых антибиотиков или повыше-
нию антибактериальной активности существующих пре-
паратов. Первое направление является дорогостоящим и 
реализуется в течение длительного временного периода. 
Возможен другой путь решения проблемы – воздействие 

физическими факторами на лекарственный препарат для 
повышения его биологической активности, например, 
магнитными полями.

Большинство найденных в этом направлении работ 
[4, 6, 9, 10, 14, 20] описывает повышение биологической 
активности лекарственных препаратов при воздействии 
магнитными полями на различные культуры микроор-
ганизмов. Согласно имеющимся литературным данным, 
магнитные поля способны модифицировать фармаколо-
гические свойства лекарственных веществ. В частности, 
они потенцируют действие противовоспалительных 
препаратов, гипотензивных, нейротропных, некоторых 
химиотерапевтических противоопухолевых средств, сни-
жают активность холинергических лекарственных веществ. 
Основанием для использования в этих целях магнитных 
полей послужили сведения о том, что этот физический фак-
тор (магнитное поле) ускоряет диффузионные процессы, 
повышает сосудистую и эпителиальную проницаемость, 
улучшает биодоступность лекарственных веществ. Однако 
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теоретические основы метода требуют дальнейшего из-
учения. Несмотря на недостаточную разработку научных 
основ, данный метод активно используется в комплексном 
лечении ряда заболеваний [5].

Работы [15, 16] зарубежных ученых показывают, 
что магнитное после способно изменять биологическую 
активность различных лекарственных препаратов (ми-
токсантрон, даунорубицин, актиномицин D, блеомицин 
и зиностатин, цисплатин, митомицин С и доксорубицин). 
Например, согласно работе [13] на активность противо-
опухолевого препарата цисплатина оказывает влияние 
статическое магнитное поле при индукциях магнитного 
поля В=10 мТл, В=15 мТл и В=25 мТл. Усиливается 
терапевтический эффект цисплатина и снижается рези-
стентность клеток А2780-СР (культура клеток рака яич-
ников). Имеются данные, свидетельствующие о том, что 
электромагнитное поле крайне высокой частоты f=53 ГГц 
увеличивает антибактериальные свойства антибиотиков 
(тетрациклин, канамицин, хлорамфеникол, цефтриаксон) 
в отношении бактерий Escherichia coli [22].

Активизация уже введенных в организм пациента 
лекарственных препаратов, как правило, осуществляется 
под воздействием постоянных полей [1]. Работ, посвя-
щенных увеличению биологической активности готовых 
препаратов под влиянием импульсных магнитных полей 
непосредственно перед инъекцией не обнаружено.

Как показали проведенные ранее исследования, 
обработка бензилпенициллина натриевой соли ИМП 
приводит к увеличению ее антибактериальной активности 
до 24% в отношении бактерий Escherichia coli M 17 (E. 
coli M 17) и Micrococcus luteus [3, 7].

Целью данной работы является определение при-
чины изменения биологической активности бензилпени-
циллина натриевой соли после ее обработки импульсным 
магнитным полем высокой напряженности. 

Материалы и методы

В качестве методов исследования причины из-
менения биологической активности бензилпенициллина 
натриевой соли применялись ЯМР-спектроскопия и 
ИК-Фурье-спектроскопия. Объектом исследования 
являлись образцы порошкообразного препарата бензил-
пенициллина натриевой соли двух производителей ПАО 
Синтез (Россия), Sigma-Aldrich (США).

На рисунке 1 представлена схема воздействия 
ИМП на бета-лактамный антибиотик: магнитное поле 
свободно проходит через стенку стеклянного флакона и 
воздействует на лекарственный препарат [2].

Рис. 1. Схема воздействия ИМП на бензилпеницил-
лина натриевую соль

Был создан экспериментальный стенд для об-
работки антибиотика ИМП и замера параметров 
магнитного воздействия, включающий в себя магнитно-
импульсную установку, индуктор, датчики замера тока, 
напряженности магнитного поля и осциллограф для 
фиксации параметров.

На рисунке 2 представлен вид кривой разрядного 
тока синусоидальной формы, где I1max – амплитуда 1-го 
полупериода тока, I3max – амплитуда 3-го полупериода 
тока, Т – период колебаний. 

Рис. 2. Вид кривой разрядного тока в индукторе, пред-
ставляющий собой затухающую синусоиду

В экспериментах проводили обработку ИМП 
порошкообразного препарата бензилпенициллина на-
триевой соли при напряженностях магнитного поля от 
Н=0,09·106 А/м до Н=0,82·106 А/м, при частоте 
f=40 кГц и f=51 кГц с числом импульсов n=1. В 
качестве контроля служили флаконы с необработан-
ным бета-лактамным антибиотиком. Время действия 
ИМП на лекарственный препарат =(50÷100) 10-6 
сек.

ЯМР-спектроскопия. Исследование строения 
молекулы бензилпенициллина натриевой соли выполня-
лось на ЯМР-спектрометре «Bruker Avance 400» (Гер-
мания). После обработки порошкообразного антибиотика 
в магнитном поле осуществлялась регистрация спектров 
ЯМР 1Н для раствора антибиотика в дейтерированной 
воде (D2O) с концентрацией С=0,033 г/мл с рабочей 
частотой прибора 400 МГц. Для сравнения в идентич-
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ных условиях были записаны спектры необработанного 
препарата.

ИК-Фурье спектроскопия. В рамках работы 
были зарегистрированы ИК-спектры препарата до и по-
сле обработки ИМП. Спектры записаны в таблетке KBr 
в отношении 1:100 на приборе «ФСМ-2201» (Россия) 
в интервале 470–5000 см-1. Обработку полученных 
спектральных данных проводили с использованием 
программы «Fspec» (Россия). Исследуемая смесь по-
мещалась в кювету в специальном держателе, после чего 
регистрировались спектры диффузного отражения [8].

Результаты

По данным ЯМР 1Н-спектроскопии, был сде-
лан вывод о сохранении каркаса бензилпенициллина 
натриевой соли и всех связей экзоциклических фраг-

ментов. При этом были выявлены изменения величин 
химических сдвигов сигналов метиленовых протонов 
(CH2) и константы их спин-спинового взаимодействия 
(2JНН). Так, в спектре ЯМР 1Н необработанной ИМП 
субстанции бета-лактамного антибиотика присутствует 
сигнал метиленовых протонов в виде мультиплета в 
области 3,60–3,70 м.д. с одинаковыми константами 
спин-спинового взаимодействия (КССВ) 2JНН=15,08 Гц 
(рис. 3). Обработка магнитным полем с напряженностью 
Н=0,64 106 А/м привела к изменению одной из КССВ 
(2JНН=15,08 Гц и 2JНН =15,04 Гц), как следует из данных 
спектра ЯМР 1Н (рис. 4). 

Наблюдаемые изменения в спектрах ЯМР 1Н 
после обработки ИМП указывают на изменение взаим-
ного расположения метиленовых протонов и, вероятно, 
слабого конфигурационного изменения бензильного за-
местителя в целом.

Рис. 3. Спектр ЯМР 1Н бензилпенициллина натриевой соли до воздействия ИМП

Рис. 4. Спектр ЯМР 1Н бензилпенициллина натриевой соли, обработанной при Н=0,64·106 А/м
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Методом ИК-спектроскопии зафиксирова-
но, что увеличение интенсивности магнитного поля 
при воздействии с напряженностями в диапазоне 
Н=(0,09÷0,82)·106А/м на бензилпенициллина на-
триевую соль приводит к уменьшению интенсивности 
полосы поглощения при 3320 см-1 и разрешению полос 
при 3355 см-1 и 3369 см-1, которые относятся к валентным 
колебаниям связи N-H (рис. 5, табл. 1).

Рис. 5. Фрагменты ИК-спектров бензилпенициллина 
натриевой соли до и после обработки ИМП

Обработка ИМП молекулы бензилпеницилли-
на натриевой соли привела к небольшим изменениям 
интенсивностей поглощения валентных колебаний 
связи С=О лактамного цикла (полоса 1672 см-1) 
и связи С=О амидной группы (полоса 1699 см-1); 
при этом изменений в колебаниях связи С=О кар-
боксильной группы (полоса 1773 см-1) не выявлено 
(рис. 6, табл. 1).

Рис. 6. Фрагменты ИК-спектров бензилпенициллина 
натриевой соли до и после обработки ИМП

Таблица 1
Изменение интенсивности некоторых полос погло-
щения в ИК-спектрах после воздействия ИМП на 

бензилпенициллина натриевую соль

Полоса,
см-1

Кон-
троль

Обработка 
при напря-
женности

H=0,09·106 
А/м

Обработка 
при напря-
женности

Н=0,50·106 
А/м

Обработка 
при напря-
женности

Н=0,82·106 

А/м
1672 32,7 40,0 37,0 37,4
1699 63,7 71,7 71,2 66,3
1773 98,5 98,5 99,8 99,8
3320 42,6 33,5 29,6 27,0
3355 100,0 96,7 96,7 100,0
3369 85,6 80,6 73,8 70,4

Обработка ИМП молекулы бензилпенициллина 
натриевой соли вызывает изменения в полосах поглощения 
связей N-H и С=О амидной группировки и карбонильной 
группы лактамного цикла. Зафиксированные изменения 
в функциональных группировках антибиотика, возможно, 
происходят из-за того, что под действием ИМП незначи-
тельно изменяется геометрия молекулы, а, следовательно, 
изменяется величина дипольного момента.

Обсуждение

Бета-лактамы обладают бактерицидным действием 
за счет ингибирования синтеза петидогликанового слоя 
клеточных стенок бактерий. Клеточная стенка бактерий 
состоит из пептидогликана (муреина), который представ-
ляет собой линейные полисахаридные цепочки, постро-
енные из остатков моносахаридов N-ацетилглюкозамина 
и N-ацетилмурамовой кислоты, сшитые через остатки 
N-ацетилмурамовой кислоты короткими пептидными 
«мостиками». Каждый такой «мостик» состоит из пяти 
аминокислот, из которых две концевые d-аланил-d-
аланин. Структурное сходство между бета-лактамными 
антибиотиками и d-аланил-d-аланином облегчает их 
связывание с активным сайтом пенициллин-связываю-
щих белков, которые известны как DD-транспептидазы 
(рис. 7) [21, 24].

Pиc. 7. Сравнение молекулярной структуры пеницил-
лина и D-аланил-D-аланина

А.В. Богданов и др., с. 12–20
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Бета-лактамное ядро молекулы антибиотика 
необратимо связывается (ацилирует) с остатком Ser 
активного сайта транспептидазы. Это необратимое 
ингибирование фермента предотвращает окончательное 
сшивание (транспептидирование) зарождающегося пеп-
тидогликанового слоя, нарушая синтез клеточной стенки, 
что в результате приводит к разрушению бактериальной 
клетки [19].

Например, известно, что бета-лактамный антибио-
тик может ацилировать белок PBP5fm по механизму, в 
котором образование ковалентной связи между пеницил-
лином и серином активного сайта Ser422 сопровождается 
переносом протона Ser422 непосредственно на Ser480 и 
переносом гидроксильного водорода Ser480 на бета-лак-
тамный азот [12].

Изменение строения функциональных группи-
ровок, присоединенных к амидному атому азота бета-
лактамного антибиотика, влияет на его связывающую 

способность c ферментом. Соответственно, изменить 
уровень биологической активности препарата, преодолев 
возникшую к нему устойчивость, можно путем изменения 
структуры этих заместителей [24].

По данным ЯМР 1Н-спектроскопии и ИК-Фурье 
спектроскопии, выявлены небольшие изменения геоме-
трии молекулы бензилпенициллина натриевой соли после 
воздействия ИМП высокой напряженности. Этот кон-
фигурационный переход, вероятнее всего, сказывается 
на изменении величины дипольного момента молекулы и 
доступности амидной группировки при взаимодействии 
с пенициллин-связывающими белками бактериальной 
клетки, что, следовательно, влияет на повышение анти-
микробной активности препарата. Имеющиеся данные 
литературы и полученные в работе результаты позволяют 
предположить схему ингибирования фермента транс-
пептидазы с модифицированной в ИМП молекулой 
бензилпенициллина натриевой соли (рис. 8).

Рис. 8. Предполагаемая схема увеличения антибактериальной активности  
бензилпенициллина натриевой соли после воздействия ИМП

Известно, что параметры химических связей (дли-
на, энергия, взаимное расположение) в молекуле в той 
или иной степени являются лабильными. При наложении 
физической силы к молекуле (например, при воздействии 
электромагнитным полем) возможно изменение ее кон-
фигурации, которое будет приводить к переходу моле-
кулы в другую энергетическую форму. Такие изменения 
в конфигурации молекулы лекарственного препарата 
(они представлены на схеме сиреневым цветом) после 
обработки электромагнитным полем будут изменять 

дипольный момент молекулы, что будет способствовать 
увеличению сродства с активным сериновым центром 
транспептидазы, и присоединение бета-лактамного анти-
биотика к активному центру фермента будет происходить 
легче. Будучи в возбужденном состоянии, молекула 
будет быстрее ингибировать фермент транспептидазу 
через сериновую группировку -ОН и способствовать 
раскрытию бета-лактамного кольца антибиотика. При 
этом протон перейдет к атому азота (как показано на 
схеме), а фермент свяжется через связь С-О при четы-
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рехчленном цикле. Таким образом, быстрое связывание 
бета-лактамного антибиотика с активным сериновым 
центром транспептидазы будет вызывать нарушение 
последней стадии биосинтеза клеточной стенки бактерий 
– поперечную сшивку между цепями пептидогликана, 
что будет проявляться в повышении антибактериального 
эффекта.

Полученные данные о влиянии ИМП на бета-лак-
тамный антибиотик дают возможность расширить совре-
менные представления о влиянии ИМП на конфигурацию 
молекулы и свойства веществ. Таким образом, конечный 
эффект воздействия ИМП на биологическую активность 
антибиотика зависит от физических параметров обработки 
лекарственного вещества. Представленные в настоящей 
работе данные могут послужить научной основой для раз-
работки концепции увеличения биологической активности 
лекарственных препаратов после их обработки ИМП.

Заключение

На основании проделанной работы можно сделать 
следующие выводы:

1. С помощью ЯМР 1Н выявлены небольшие 
изменения в химических сдвигах сигналов и константах 
спин-спинового взаимодействия метиленовых протонов 
в спектре бензилпенициллина натриевой соли после об-
работки ИМП.

2. Методом ИК-Фурье спектроскопии установле-
ны изменения в молекуле бензилпенициллина натриевой 
соли после обработки ИМП в полосах поглощения свя-
зей N-H и С=О амидной группировки и карбонильной 
группы лактамного цикла.

3. Предложена предполагаемая схема повышения 
биологической активности бензилпенициллина натриевой 
соли после воздействия ИМП: небольшие изменения 
конфигурации амидного заместителя приводят к повы-
шению сродства к активному центру тpанcпептидазы, что 
увеличивает антибактериальную активность антибиотика.
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STUDY OF REASONS OF THE INCREASE IN THE ANTIBACTERIAL 
ACTIVITY OF BENZYLPENICILLIN SODIUM SALT AFTER PROCESSING  

IT WITH A HIGH-INTENSITY PULSED MAGNETIC FIELD
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The article describes the fact of increase in antibacterial activity of benzylpenicillin sodium salt after processing it with 
a pulsed magnetic field (PMF). Processing of the powdered antibiotic was carried out on the pulse-magnetic installation 
with a magnetic field intensity of H=(0,09–1,02)·106 A/m. The shape of the pulse is a damped sinusoid with a frequency 
f=40 kHz. The purpose of this work is to understand the reasons of increased biological activity of benzylpenicillin, to study 
the changes that occur in the molecule under the action of the PMF. Experimental methods of NMR-spectroscopy and IR-
Fourier-spectroscopy were used in the research. The changes in the values of chemical shifts (Н) and constants of the spin-
spin interaction (2JНН) of the signals of methylene protons of the benzyl substituent as a result of the PMF action has been 
established. IR-Fourier spectroscopy revealed changes in the absorption bands of the bonds of the N-H and C=O amide group 
and the carbonyl group of the lactam cycle. The obtained spectral data made it possible to conclude about the configuration 
change of benzylpenicillin sodium salt molecule in the amide fragment under the PMF influence, which may be the reason for 
the increased antibacterial activity of the antibiotic.
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ГЕНЕТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ ШТАММОВ FRANCISELLA 
TULARENSIS ПОДВИДА MEDIASIATICA
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Туляремия относится к природно-очаговым инфекциям, эндемичные очаги которой широко распространены в северном 
полушарии земного шара, включая Россию. В настоящее время F. tularensis делится на четыре подвида: F. tularensis subsp. 
tularensis, F. tularensis subsp. holarctica, F. tularensis subsp. mediasiatica, F. tularensis subsp. novicida, которые различаются 
по своей патогенности и географическому распределению. Подвид mediasiatica наименее изучен в силу доступности для ис-
следования лишь единичных штаммов этого подвида. В последние годы ситуация изменилась в связи с выделением штаммов 
среднеазиатского подвида на территории Алтайского края Российской Федерации. Цель исследования заключалась в срав-
нительном изучении филогенетических характеристик штаммов F. tularensis, выделенных в разное время в Алтайском крае 
и штаммов из Средней Азии из коллекции нашего института. Для генотипирования возбудителя туляремии были использо-
ваны методы VNTR и INDEL-типирования. Проведено сравнительное изучение выборки штаммов F. tularensis подвида 
mediasiatica, выделенных в разное время в Алтайском крае и штаммов из Средней Азии из коллекции нашего института, 
совместно с группой из 13 штаммов подвида tularensis. Комплексный подход позволил разделить все изученные штаммы на 
пять кластеров с дифференциацией двух подгрупп (A.I и A.II) в подвиде tularensis и трех подгрупп у подвида mediasiatica. 
Показана высокая степень генетического разнообразия штаммов подвида mediasiatica, что ранее было затруднительно из-за 
небольшого количества доступных штаммов F. tularensis подвида mediasiatica.
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Введение

Туляремия относится к природно-очаговым инфек-
циям, эндемичные очаги которой широко распространены 
в северном полушарии земного шара, включая Россию. 
В настоящее время F. tularensis делится на четыре под-
вида: F. tularensis subsp. tularensis, F. tularensis subsp. 
holarctica, F. tularensis subsp. mediasiatica, F. tularensis 
subsp novicida, которые различаются по своей патогенно-
сти и географическому распределению [14]. Исторически 
такое разделение было обусловлено различным ареалом 
циркуляции штаммов, их отличиями в биохимической 
активности и патогенностью для разных хозяев [2, 3].

F. tularensis subsp. tularensis высоко вирулентна 
для кроликов; F. tularensis subsp. holarctica менее виру-
лентна, а F. tularensis subsp. mediasiatica с ограниченным 
распространением в Центральной Азии (Казахстан и 
Туркменистан) [13, 16] по вирулентности для кроликов 
сходна с возбудителем туляремии subsp. holarctica [14]. 
Подвид mediasiatica наименее изучен в силу доступ-
ности для исследования лишь единичных штаммов 
этого подвида. В последние годы ситуация изменилась 
в связи с выделением штаммов среднеазиатского под-
вида на территории Алтайского края Российской Фе-
дерации в 2011 г. [1]. Было показано, что три изолята 
подвида mediasiatica отличаются от ранее выделенных 
на территории Средней Азии штаммов. В 2013–2014 
гг. в Алтайском крае было выделено еще 15 штаммов 
подвида mediasiatica. Проведено сравнительное ис-
следование MLVA генотипов и биохимических свойств 
штаммов, выделенных как в Алтайском крае, так и ранее 
в Средней Азии. На основании полученных результатов 
предложено разделение штаммов подвида mediasiatica 
на три филогенетических группы, M.I, M.II и M.III 
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[18]. В 2021 г. штамм подвида mediasiatica был выделен 
в Красноярском крае на расстоянии более 500 км от 
Алтайского природного очага [19].

В 2022 г. коллекция нашего института была 
пополнена 8 штаммами F. tularensis, выделенными в 
Алтайском крае в 2022 г. и любезно предоставленными 
сотрудниками Алтайской ПЧС. 

Цель исследования заключалась в сравнительном 
изучении филогенетических характеристик штаммов 
F. tularensis, выделенных в разное время в Алтайском 
крае и штаммов из Средней Азии из коллекции нашего 
института.

Материалы и методы

В работе были использованы 16 штаммов F. 
tularensis подвида mediasiatica, изолированных из раз-
личных источников в период с 1960 по 2022 гг. и 12 
штаммов подвида tularensis. Бактерии выращивали на 
среде Т в течение 24 часов при 37 °С [8]. Культураль-
но-морфологические, биохимические и биологические 
свойства туляремийного микроба изучали в соответ-
ствии с МУ 3.1.2007-05 «Эпидемиологический надзор 
за туляремией» [12]. Антибиотикочувствительность 
исследуемых культур изучали диско-диффузионным 
методом согласно МУК 4.2.2495-09 «Определение 
чувствительности возбудителей опасных бактериальных 
инфекций (чума, сибирская язва, холера, туляремия, 

бруцеллез, сап, мелиоидоз) к антибактериальным пре-
паратам» [4].

Конструирование праймеров и проведение 
ПЦР in silico осуществляли при помощи программ 
Primer3Plus и авторской программы VirtualPCR. 
Кластерный анализ и построение филогенетическо-
го дерева проводили с использованием программы 
GrapeTree (алгоритм NJ) [21]. Для оптимизации набо-
ра VNTR-локусов с целью получения максимального 
числа индивидуальных генотипов была использована 
программа AuSeTTS (Automated Selection of Typing 
Target Subsets) [17]. Для подтверждения подви-
довой принадлежности применяли метод INDEL-
типирования [8].

Для детекции VNTR-локусов ПЦР проводили 
отдельно для каждого из 5 локусов. Температура отжи-
га составляла 55 °С для всех локусов (М3, М6, М10, 
М20А, М24) [9]. В реакции были использованы прай-
меры в нашей модификации, направленной на уменьше-
ние целевого фрагмента. Продукты амплификации ана-
лизировали в 8%-ном полиакриламидном геле (ПАAГ) 
и определяли размер амплифицированных фрагментов 
по стандарту молекулярных масс с помощью программы 
«Quantity One».

Для определения генотипов еще 19 штаммов 
F. tularensis подвида mediasiatica были использованы 
данные GenBank и MLVAbank. Сведения о штаммах 
подвида mediasiatica представлены в таблице 1.

Таблица 1
Сведения о штаммах подвида mediasiatica, представленных в данном исследовании

№ штамм Место выделения Источник Год выделения Подвид

1 FSC147 Казахстан нд нд mediasiatica
2 543 Казахстан полуденная песчанка 1965 mediasiatica
3 122 нд клещи R. pumilio 1973 mediasiatica
4 120 Казахстан заяц 1965 mediasiatica
5 150 Казахстан заяц 1969 mediasiatica
6 60 (60B-57) Узбекистан клещи Hyaloma 1960 mediasiatica
7 A-61 Узбекистан клещи Hyaloma 1960 mediasiatica
8 148 Казахстан человек 1968 mediasiatica
9 425 Казахстан нд 1983 mediasiatica
10 9A Алтай клещи D. silvarum 2022 mediasiatica
11 23A Алтай клещи H. concinna 2022 mediasiatica
12 87A Алтай клещи H. concinna 2022 mediasiatica
13 90A Алтай клещи D. silvarum 2022 mediasiatica
14 91A Алтай клещи D. silvarum 2022 mediasiatica
15 95A Алтай клещи D. silvarum 2022 mediasiatica
16 96A Алтай клещи D. silvarum 2022 mediasiatica
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17 281A Алтай ил 2022 mediasiatica
18 A137 Altay_Obol* клещи H. concinna 2014 mediasiatica
19 A139 Altay_Obol клещи H. concinna 2014 mediasiatica
21 A142K Altay_Obol клещи H. concinna 2014 mediasiatica
22 A142M Altay_Obol клещи H. concinna 2014 mediasiatica
23 A174 Altay_Obol клещи H. concinna 2014 mediasiatica
24 A176 Altay_Obol клещи D. silvarum 2014 mediasiatica
25 A187 Altay_Obol клещи H. concinna 2013 mediasiatica
26 A188 Altay_Obol клещи H. concinna 2013 mediasiatica
27 A199 Altay_Obol клещи D. silvarum 2014 mediasiatica
28 A343 Altay_Obol клещи H. concinna 2013 mediasiatica
29 A373 Altay_Obol клещи D. silvarum 2013 mediasiatica
30 A554 Altay_Obol клещи H. concinna 2011 mediasiatica
31 A678 Altay_Obol клещи Ix. persulcatus 2011 mediasiatica
32 A82 Altay_Obol клещи D. silvarum 2014 mediasiatica
33 A823 Altay_Obol рыжая полевка 2011 mediasiatica
34 A84 Altay_Obol клещи D. silvarum 2014 mediasiatica
35 A99 Altay_Obol клещи H. concinna 2013 mediasiatica

Примечание: * – штаммы, выделенные в Алтайском крае в 2011–2014 гг.

Результаты и обсуждение

При изучении выделенных культур с помощью 
традиционных микробиологических методов (культу-
рально-морфологические, биохимические, антигенные 
свойства) было определено, что все выделенные культу-
ры относятся к виду F. tularensis. С помощью разработан-
ных ранее биохимических экспресс-тестов дополнительно 
проведена внутривидовая дифференциация культур [6, 
10, 11]. Установлено, что все выделенные штаммы от-
носились к виду F. tularensis подвида mediasiatica.

Для подтверждения подвидовой принадлежности 
был применен метод INDEL-типирования, предложен-
ный нами ранее [7, 8]. Из 13 пар праймеров для детекции 
INDEL-маркеров были подобраны две пары совместимых 
праймеров, позволяющих в одной реакции специфически 
определять подвиды исследуемых штаммов (табл. 2, рис. 1).

Таблица 2 
Соответствие размеров ампликонов и принадлежно-

сти к определенному подвиду изученных штаммов

Подвид
Размер ампликона для INDEL-локуса, п.н.

ft1779 ft426
novicida 107 196

holarctica 950/0 196
tularensis 98 196

mediasiatica 98 174

Рис. 1. Дифференциация штаммов F. tularensis разных 
подвидов в мультипраймерной ПЦР: 1, 2 – подвид 
holarctica, 3,4 – подвид tularensis, , 5,9 – ДНК 
маркер, 6,7 – подвид mediasiatica, и 8,10 – подвид 
novicida. Стрелки указывают позиции аллелей 98,107 
и 950 п.н. для гена ft1779 и аллелей 174 и 196 п.н. для 
гена ft426. Лунки 5 и 9 маркерная ДНК

Метод успешно используется для быстрого опре-
деления подвида как вновь выделенных, так и музейных 
штаммов возбудителя туляремии. Так, у всех изученных 
Алтайских штаммов был обнаружен набор аллелей для 
INDEL-локусов ft1779 (98 п.н.) и ft426 (174 п.н.) 
специфичный для штаммов подвида mediasiatica.

Филогенетическая характеристика штаммов  
F. tularensis подвида mediasiatica

Для выявления филогенетических связей штаммов 
из природных очагов Средней Азии и Алтайского края, 
выделенных в разное время (см. табл. 1) было проведено 

В.М. Сорокин и др., с. 21–27
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MLVA- типирование по 5 VNTR-локусам. (М3, М6, 
М10, М20А, М24).

Для сравнения в исследование были включены 
12 штаммов подвида tularensis как наиболее близкого в 
эволюционном плане [14]. Кластерный анализ VNTR 
генотипов 47 штаммов проводили с помощью программы 
GrapeTree, результаты представлены на рисунке 2.

Рис. 2. Филогенетическое дерево VNTR-генотипов 35 
штаммов F. tularensis подвида mediasiatica и 13 штаммов 
подвида tularensis, построенное по алгоритму NJ (в ле-
генде в скобках указано число штаммов данной группы)

В результате кластерного анализа наблюдается 
разделение штаммов по подвидам и по группам штаммов 
внутри подвидов, тем не менее позиция трех штаммов 
(WY-00W4114, FSC147 и NE061598) относительно 
подвидов остается неопределенной. Возможно, это 
связано с ограничением, присущем MLVA, – с ри-
ском ошибочной оценки родства между штаммами на 
больших генетических расстояниях. Высокая вариа-
бельность MLVA-маркеров может вызывать эффекты 
гомоплазии, то есть долю мутационных изменений по 
причинам, отличным от общего происхождения [15]. 
INDEL- маркеры проявляют более низкую степень по-
лиморфизма и, следовательно, могут быть использованы 
при создании иерархической схемы типирования наряду с 
методом MLVA, тем более, что оба метода основаны на 
ПЦР-детекции специфичных фрагментов ДНК, и таким 
образом экономятся время и затраты на исследование. 
Включение в схему типирования 5 INDEL-маркеров для 
дифференциации подвидов F. tularensis [7] обеспечивает 
четкое разделение штаммов по подвидам и группам вну-
три подвидов (рис. 3).

Рис. 3. Филогенетическое дерево INDEL/VNTR- 
генотипов 35 штаммов F. tularensis подвида mediasiatica 
и 13 штаммов подвида tularensis, построенное по алго-
ритму NJ (в легенде в скобках указано число штаммов 
данной группы)

Генотипы изученных штаммов формируют пять от-
дельных кластеров (A, B, C, D и E), соответствующих 
подвидам и группам внутри подвидов. Кластер А пред-
ставлен штаммами F. tularensis подвида tularensisA.I, а 
кластер В − штаммами F. tularensis подвида tularensisA.
II, соответственно. Кластер С состоит из штаммов, выде-
ленных в Средней Азии и полностью совпадает с группой 
M.I по классификации [18]. Кластер D, представляющий 
группу M.II, формируют штаммы, выделенные на террито-
рии Алтайского края в 2011−2015 гг. [18]. Неожиданным 
является тот факт, что штаммы, выделенные в Алтайском 
крае в 2022 г., собраны в отдельном кластере Е, входящем 
в общий массив штаммов подвида mediasiatica. Еще одной 
особенностью распределения является присутствие штаммов 
60 (60B-57) и A-61, выделенных в Узбекистане в 1960 
г., в общем кластере среднеазиатских штаммов С(M.I), 
тогда как по данным других авторов [18], штамм 60B-57 
представляет отдельную генетическую линию M.III. Вза-
имное расположение кластеров подвида tularensis (А,В) и 
подвида mediasiatica (C–E) сходно с результатами MST-
типирования по 9737 SNPs [18], а состав кластеров C и 
D практически совпадает с таковым для M.I и M.II [19].

Таким образом, разные методы филогенетического 
анализа приводят к весьма сходным результатам. Можно 
предположить, что расположение штаммов, выделенных в 
Алтайском крае в 2022 г., в отдельном кластере E не слу-
чайно и отражает реальные генетические различия штаммов, 
разделенных по времени выделения. Следует отметить 
достаточно высокое генетическое разнообразие штаммов 
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подвида mediasiatica – 31 индивидуальный генотип у 35 из-
ученных штаммов с коэффициентом разнообразия DI=0.99.

Заключение

С помощью методов VNTR и INDEL-типирования 
проведено сравнительное изучение выборки штаммов  
F. tularensis подвида mediasiatica, выделенных в разное время 
в Алтайском крае и штаммов из Средней Азии из коллекции 
нашего института, совместно с группой из 13 штаммов под-
вида tularensis. Комплексный подход позволил разделить все 
изученные штаммы на пять кластеров с дифференциацией 
двух подгрупп (A.I и A.II) в подвиде tularensis и трех под-
групп у подвида mediasiatica. Показана высокая степень 
генетического разнообразия штаммов подвида mediasiatica, 
что ранее было затруднительно из-за небольшого количества 
доступных штаммов F. tularensis подвида mediasiatica.
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The mediasiatica subspecies is the least studied due to the availability of only single strains of this subspecies for research. In 
recent years, the situation has changed due to the isolation of strains of the mediasiatica subspecies in the Altai Territory of the Russian 
Federation. The aim of the study was to compare the phylogenetic characteristics of F. tularensis strains isolated at different times in 
the Altai Territory and strains from Central Asia from the collection of our institute. For tularemia pathogen genotyping, VNTR and 
INDEL typing methods were used. A comparative study of a sample of strains of F. tularensis subspecies mediasiatica isolated at 
different times in the Altai Territory and strains from Central Asia from the collection of our institute was carried out together with a 
group of 13 strains of the subspecies tularensis. An integrated approach made it possible to divide all the studied strains into five clusters 
with the differentiation of two subgroups (A.I and A.II) in the subspecies tularensis and three subgroups in the subspecies mediasiatica. 
A high degree of genetic diversity of strains of the subspecies mediasiatica was shown, which was previously difficult due to the small 
number of available strains of F. tularensis subsp. mediasiatica.

Keywords: Francisella tularensis, ssp. mediasiatica, INDEL typing, VNTR typing, phylogenetics.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 663.131

ОЦЕНКА КАЧЕСТВА КОРМОВЫХ ДОБАВОК НА ОСНОВЕ ДРОЖЖЕЙ 
РОДА RHODOTORULA, ПРЕДНАЗНАЧЕННЫХ ДЛЯ ВЫРАЩИВАНИЯ 

ОБЪЕКТОВ АКВАКУЛЬТУРЫ

Е.М. ПАНЧИШИНА, Н.Л. КОРНИЕНКО*

ФГБОУ ВО «Дальневосточный государственный технический рыбохозяйственный университет»,  
Владивосток

Микробиологическая оценка качества кормовых добавок на основе дрожжей рода Rhodotorula китайских произво-
дителей в рамках данного исследования показала неоднозначные результаты, на основе которых установлено отсутствие их 
экологичности и безопасности для объектов аквакультуры, обусловленное, вероятно, режимами транспортировки и хранения. 
Методом определения общего микробного числа кормовой добавки на основе Rhodotorula benthica установлено превышение 
нормативных значений исследуемого показателя, которое составило 1,0×109 КОЕ/г. Определение жизнеспособных клеток 
кормовой добавки на основе Rhodotorula fujianensis выявило присутствие микрофлоры, не характерной заявленной про-
изводителем. Исследуемые кормовые добавки соответствуют требованиям ГОСТ 20083 «Дрожжи кормовые», которым 
регламентируется отсутствие микроба-продуцента. Исследование морфологических признаков при микроскопировании 
жидкой кормовой добавки позволило установить фактическое содержание живых дрожжевых клеток, что свидетельствует о 
её пробиотической направленности. Биотестирование с помощью тест-культуры Tetrahymena pyriformis показало высокую 
биологическую ценность кормовых добавок и отсутствие их токсичности.

Ключевые слова: кормовые добавки, оценка качества, биотестирование, дрожжи, Rhodotorula benthica, Rhodotorula 
fujianensis.
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Введение

Традиционно основным кормовым ресурсом, 
производимым в РФ, считается кормовая мука [1, 2]. 
Экспертами в области кормопроизводства отмечено, что 
существует зависимость отечественной аквакультуры от 
импорта кормовой продукции (премиксы, пробиотики и 
кормовые добавки и др.) [5, 7, 11]. 

Известно, что синтезируемый дрожжами микроб-
ный протеин по усвояемости и содержанию аминокислот 
превосходит протеин животного происхождения, повы-
шает биологическую ценность белков других кормов. 
Белок кормовых дрожжей переваривается в организме 
животных на 95%. Опыты по их использованию в корм-
лении водных биоресурсов проводятся по всему миру [9, 
12–14, 17], и сегодня в этом продукте заинтересованы 
крупные международные компании [4, 16].

В России на марифермах для культивирования 
водных биоресурсов успешно применяют кормовые 
пробиотические добавки на основе красных дрож-
жей рода Rhodotorula (в виде сухого порошка, либо 
жидкого концентрата), произведенные в Китае, что 
вызывает зависимость от китайских производителей 
[6].

Серьезной проблемой для отрасли аквакуль-
туры является обеспечение экологически чистых и 
безопасных кормов. В связи с этим целью настоящей 
работы стала оценка качества кормовых добавок на 
основе дрожжей рода Rhodototula. Для реализации 
поставленной цели необходимо решить следующие 
задачи: установить фактическое состояние объекта и 
сопоставить полученную информацию с установлен-
ными требованиями для определения соответствия, то 
есть получение вторичной информации.

Материалы и методы

Объектами исследований стали пробиотические 
кормовые добавки (КД), характеристика, которых (ин-
формация от производителя) представлена в таблице 1 
и на рисунке 1.
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Таблица 1
Характеристика исследуемых объектов

Наименование кормовой  
добавки (КД) Производитель Состав Условное обозначение

Морские красные дрожжи 
«Rhodotorula benthica» (рис. 1а)

Shandong Baolai Lilai Biological 
Engineering Co, China

Дрожжи R. benthica (80 млрд. 
кл/г), астаксантин 600 мкг/г. КД сухая

Добавка «Rhodotorula 
fujianensis» (рис. 1б)

Даляньский центр разработки 
водных кормов Цзяолун

Дрожжи Rhodotorula fujianensis 
(15 млрд. кл/мл) КД жидкая

Рис. 1. Внешний вид товарной упаковки кормовых добавок

Рис. 2. Схема оценки качества исследуемых объектов

Органолептические свойства кормовых добавок 
(внешний вид, цвет) определяли визуально. Навеску 
сухих дрожжей помещали на гладкую чистую белую 
поверхность, и рассматривали, при естественном свете, 
осторожно перемешивая. Жидкие дрожжи помещали в 
стеклянную пробирку и рассматривали на белом фоне 
при естественном освещении. 

Оценку качества исследуемых пробиотических 
кормовых добавок по микробиологическим и биологи-

ческим показателям проводили согласно схеме, пред-
ставленной на рисунке 2.

Микробиологический анализ проводили по ГОСТ 
Р 55291, ГОСТ 20083, ГОСТ 31928, ГОСТ 10444. 
Определяли чистоту кормовых добавок по показателю 
общего микробного числа (ОМЧ) и количество жизне-
способных дрожжевых клеток.

Микроскопические исследования. Для изучения 
морфологии выделенных микроорганизмов готовили 
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фиксированный препарат и окрашивали метиленовым 
синим, с последующим микрокопированием при уве-
личении ×100 раз с помощью микроскопа Микмед-5.

Культуральные особенности роста на плотных 
питательных средах оценивали визуально.

В работе применяли ускоренный метод био-
тестирования исследуемых объектов путем оценки 
токсичности и относительной биологической ценности 
с использованием инфузории Tetrahymena pyriformis 
[10]. 

Результаты и обсуждение

Органолептическая оценка показала, что кормо-
вая добавка «Rhodotorula benthica» представляет собой 
сыпучий порошок розового цвета. Жидкая добавка 
«Rhodotorula fujianensis» – двухфазная суспензия, 
верхний слой которой составлял 60% от общего объ-
ема, а нижний – 40%. Верхняя фаза жидкая, мутная, 
соломенно-желтого цвета, нижняя – густая биомасса 
темно-розового цвета. 

Результаты микробиологического анализа иссле-
дуемых кормовых добавок внесены в таблице 2.

Таблица 2
Результаты микробиологического анализа

Наименование 
исследуемого 

образца

Контролируемый 
показатель

Норматив-
ное значение

Фактическое 
содержание

КД сухая
ОМЧ, КОЕ/г, не 

более 3,0×105

1,0×109

КД жидкая 1,6×105

КД сухая Количество жизне-
способных клеток 
Rhodotorula spp., 
КОЕ/г, не менее; 

заявленное произво-
дителем

8,0×1010 Отсутствие 
роста

КД жидкая 1,5×1010 3,1×107

В ходе исследований получены неудовлетворитель-
ные результаты микробиологической чистоты кормовой 
добавки на основе R. benthica, то есть при определении 
общего микробного числа, фактическое содержание ко-
торого превысило нормативное на один порядок (103), 
выявлен преобладающий рост спорообразующих бак-
терий (рис. 3а). ОМЧ кормовой добавки, содержащей 
R. fujianensis находится в пределах регламентируемых 
значений (рис. 3б).

Рис. 3. Результаты определения ОМЧ исследуемых 
кормовых добавок: а – сухая КД; б – жидкая КД 

Результаты определения жизнеспособных клеток 
Rhodotorula spp. коррелируют с показателями микро-
биологической чистоты кормовых добавок.

Так, при посеве на агаризованную среду Сабуро 
сухой кормовой добавки, наблюдался рост споровой 
микрофлоры (рис. 4а), которая, вероятно, проявила ан-
тагонистическое действие по отношению к дрожжевым 
клеткам; при этом наблюдался и мицелий плесневых 
грибов (рис. 4б).

При посеве жидкой кормовой добавки на основе 
R. fujianensis для определения жизнеспособных дрож-
жевых клеток культуральный рост на среде Сабуро от-
мечен образованием мелких колоний с ровными четкими 
контурами (единичные колонии чечевицеобразные) 
от кремового до бежевого цвета. При этом рост на-
блюдался в глубине агара, что характерно для факуль-
тативно-анаэробных форм микроорганизмов (рис. 5). 
Отмечен кисломолочный запах посевного материала. 
Описанные культуральные особенности роста выде-
ленных микроорганизмов не характерны для дрожжей 
рода Rhodotorula spp. [8]. 

Рис. 4. Результаты определения жизнеспособности 
дрожжевых клеток сухой КД на основе R. benthica

При определении подлинности дрожжевых клеток 
приготовили препарат для изучения морфологических 
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признаков; для этого отобрали чашки Петри, на которых 
выросли изолированные колонии. В результате при микро-
скопировании мазка обнаружены клетки, имеющие форму 

прямых, бесспоровых палочек, собранных в цепочки раз-
личной длины, расположенных одиночно и попарно (рис. 
6), не характерные для дрожжей.

Рис. 5. Результаты определения жизнеспособности дрожжевых клеток жидкой КД на основе R. fujianensis

Рис. 6. Микроскопическая картина определения под-
линности дрожжевых клеток. Окрашивание метилено-
вым синим, увеличение ×100

Таким образом, по результатам микроскопических 
исследований и выявленных культуральных особен-
ностей роста микроорганизмов нами установлено, что 
живых дрожжевых клеток в жидкой кормовой добавке 
не обнаружено. Полученные результаты не согласуются 
с данными микроскопирования самой кормовой добавки, 
где выявлены живые клетки дрожжей (окрашено ядро) 
круглой и эллиптической формы (рис. 7).

Рис. 7. Микроскопическая картина жидкой кормовой 
добавки. Окрашивание метиленовым синим, увеличе-
ние ×100

Методом Лоури [15] определили массовую долю 
белка в исследуемых объектах, которая составила для 
сухой КД – 50%, жидкой КД – 56%. На основе полу-
ченных результатов осуществили пробоподготовку для 
проведения анализа по биотестированию. 

Результаты наблюдений в ходе тестирования кор-
мовых добавок на протяжении 7 суток, которое прово-
дили в соответствии с рекомендациями Шульгина Ю.П. 
и др. [10], продемонстрировали отсутствие основных по-
казателей, характеризующих поведение и характер роста, 
таких как угнетение подвижности, деформации клеток 
инфузорий и их гибель (рис. 8). Оценка токсичности 
свидетельствует о безопасности исследуемых кормовых 
добавок, что соответствует требованиям нормативных 
документов. 

Рис. 8. Клетки инфузорий Tetrahymena pyriformis 
на средах, содержащих исследуемые КД. Фиксация 
5%-ым спиртовым раствором йода, увеличение ×10: 
а – сухая КД; б – жидкая КД

Для определения относительной биологической 
ценности проводили подсчет количества клеток инфу-
зорий в динамике (рис. 9) с помощью камеры Горяева.

Е.М. Панчишина, Н.Л. Корниенко, с. 28–34
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Рис. 9. Динамика роста клеток инфузории Tetrahymena 
pyriformis на средах с исследуемыми объектами

Скорость роста численности индикаторного организ-
ма на средах, содержащих исследуемые кормовые добавки 
в первые 4 суток инкубации, свидетельствует о высокой 
биологической активности продуктов или их усваиваемости.

Определение биологической ценности исследуе-
мых КД обнаружило высокие значения определяемого 
показателя относительно казеина (ОБЦ) (рис. 10).

Рис. 10. Относительная биологическая ценность ис-
следуемых кормовых добавок

Заключение

Оценка качества фактического состояния исследо-
ванных объектов (КД) дала неоднозначные результаты: 
установлено несоответствие представленным от произво-
дителя данным о количестве жизнеспособных дрожже-
вых клеток, входящих в состав КД, но отсутствие живых 
клеток продуцента, которое регламентируется ГОСТ 
20083. Это позволяет сделать вывод о принадлежности 
исследуемых КД к кормовым дрожжам, а не к добавкам 
пробиотической направленности, как заявляет произво-
дитель. Выявленное в ходе оценки микробиологической 
чистоты несоответствие требованиям НД можно объ-
яснить нарушением санитарно-технологических режимов 
производства или, что вероятнее всего, режимов транс-

портировки и хранения КД. Таким образом, полученная 
в ходе работы вторичная информация об исследованных 
КД позволяет сделать вывод об отсутствии их экологиче-
ской чистоты и безопасности для объектов аквакультуры.

Несмотря на обнаруженную контаминацию посто-
ронней микрофлорой КД на основе дрожжей Rhodotorula 
результаты биотестирования выявили отсутствие токсич-
ности и высокую биологическую ценность.

Стоит отметить, что в ранее проведенных исследо-
ваниях авторами настоящей статьи выделена дрожжевая 
культура Rhodotorula benthica из сухой КД с предвари-
тельным этапом реактивации на средах обогащения [8], 
что свидетельствует о присутствии жизнеспособных 
клеток в КД, которые, вероятно, активизируются и про-
являют свою пробиотическую направленность в условиях 
желудочно-кишечного тракта объектов аквакультуры [3]. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
НИР№809/2022 «Научное обоснование способа 
получения кормовых препаратов пробиотической на-
правленности на основе биомассы дрожжей Rhodotorula 
benthica, предназначенных для выращивания объектов 
аквакультуры».
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EVALUATION OF THE QUALITY FEED ADDITIVES BASED ON YEAST 
GENUS RHODOTORULA INTENDED FOR THE CULTIVATION  

OF AQUACULTURE FACILITIES

E.M. PANCHISHINA, N.L. KORNIENKO

Far Eastern State Technical Fisheries University, Vladivostok

Microbiological assessment of the quality feed additives based on yeast genus Rhodotorula of Chinese manufacturers, within the 
framework this study, showed ambiguous results, on the basis which the lack of their environmental friendliness and safety for aquaculture 
facilities was established, probably due to the modes transportation and storage. The method determining the total microbial number 
of a feed additive based on Rhodotorula benthica established an excess normative values of the studied indicator, which amounted to 
1.0×109 CFU/g. Determination viable cells of a feed additive based on Rhodotorula fujianensis revealed the presence microflora not 
characteristic declared manufacturer. The studied feed additives comply with the requirements of GOST 20083 «Feed yeast», which 
regulates the absence a producer microbe. The study morphological features by microscopy a liquid feed additive made it possible to 
establish the actual content of live yeast cells, which indicates it`s probiotic orientation. Biotesting using the Tetrahymena pyriformis 
test culture showed the high biological value of feed additives and the absence their toxicity.

Keywords: feed additives, quality assessment, biotesting, yeast, Rhodotorula benthica, Rhodotorula fujianensis
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АНАЛИЗ ШТАММОВ SALMONELLA ENTERICA SPP.,  
ИЗОЛИРОВАННЫХ В РОСТОВСКОЙ ОБЛАСТИ В 2022 ГОДУ

А.М. ГОРОХ*, А.А. ГЕРАСИМЕНКО, С.О. ВОДОПЬЯНОВ, А.С. ВОДОПЬЯНОВ

ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный институт» Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону

Цель исследования заключалась в изучении генетических особенностей штаммов Salmonella enterica, выделенных 
в Ростовской области в 2022 году из клинического материала и продуктов питания. В анализе применены методы 
полногеномного секвенирования с использованием биоинформационного анализа авторскими и сторонними програм-
мами. В результате исследовано 26 штаммов, которые были разделены на различные группы по принадлежности к 
серотипу, MLST-/INDEL-профилям, наличию генов патогенности. Среди изученных штаммов 20 принадлежали к 
серотипу Enteritidis, 3 – к Muenchen и по одному штамму – к серотипам Kottbus, Bredeney, Typhimurium. MLST-
анализ позволил разделить штаммы на 5 ST-типов. Отмечено, что для большинства штаммов существует чёткая 
корреляция между ST-типом и серотипом. Проведённые INDEL- и филогенетический анализы выявили 5 уникальных 
генотипов, коррелирующих с определенными серотипами. Анализ по наличию/отсутствию генов патогенности дал 
возможность разделить штаммы Salmonella enterica Enteritidis, которые не классифицировались с помощью MLST-/
INDEL- анализов, на 6 групп.

Ключевые слова: сальмонелла, факторы патогенности, генотипирование, серологический анализ, молекулярно-генети-
ческий анализ, сравнительный анализ.
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Введение

В настоящее время заболеваемость острыми ки-
шечными инфекциями в мире продолжает оставаться 
на высоком уровне. Большую долю в ней занимает 
сальмонеллёз [4]. 

Микроорганизмы рода Salmonella – неспоро-
образующие грамотрицательные подвижные палочки, 
способные вырабатывать энтеротоксины, а после гибели 
выделять эндотоксины (липополисахаридный комплекс). 
Основными патогенными факторами являются пили, 
Vi-антиген, белки наружной мембраны, резистентность 
к фагоцитозу; также каждый вид или подвид сальмонелл 
обладают разным набором токсинов.

Продолжающийся рост заболеваемости сальмо-
неллёзом во многих странах мира, увеличение числа 
выделяемых у животных и людей сероваров сальмонелл, 
контаминация сальмонеллами значительных объёмов 
пищевых продуктов животного происхождения и объ-

ектов окружающей среды выдвигают эту инфекцию в ряд 
важнейших медицинских, экологических, социальных и 
ветеринарных проблем [10, 13].

Распространение сальмонелл в природе и раз-
нообразие путей, которыми они проникают в организм 
человека и животных, объясняется их генетической 
пластичностью. Сальмонеллы легко находят экологи-
ческие ниши и адаптируются к самым разнообразным 
условиям. 

Высокая заболеваемость сальмонеллёзами, реги-
стрируемая в большинстве стран мира, в том числе и в 
экономически развитых, существенное изменение в ха-
рактере их распространения дают основание рассматри-
вать сальмонеллёзы как одну из серьёзных современных 
проблем не только с медицинской точки зрения, но и с 
экономической. По мнению многих современных иссле-
дователей, истинное число заболеваний сальмонеллёзами 
значительно больше того, которое обычно ежегодно 
регистрируется. И статистические данные о ежегодной 
заболеваемости сальмонеллёзами в действительности 
меньше реально существующих в 10–20, а иногда и в 100 
раз. Подавляющее число зарегистрированных в России 
сальмонеллёзов расшифровываются как спорадические. 
На вспышечную заболеваемость традиционно приходит-
ся только около 5% от всех официально зарегистриро-
ванных случаев этого инфекционного заболевания [6].
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Генетическая гетерогенность и выраженная спо-
собность к полигостальной адаптации сальмонелл пока 
не дают реальных результатов управления сальмонел-
лёзной инфекцией при помощи иммунопрофилактики в 
естественных резервуарах. Экологическая пластичность 
сальмонеллы позволяет ей адаптироваться к условиям 
массового применения антимикробных препаратов не 
только в здравоохранении, но и в сельхозпроизводстве, 
что вызывает глобальное распространение антибиотико-
резистентных штаммов и усиливает риск их переноса в 
организм человека [8, 9, 14].

Цель данного исследования заключалась в из-
учении генетических особенностей штаммов Salmonella 
enterica, выделенных в Ростовской области в 2022 году 
из клинического материала и продуктов питания.

Материалы и методы

В работе были использованы 26 штаммов 
Salmonella enterica, выделенных в 2022 году из проб 
клинического материала от больных острым гастроэн-
теритом и из пищевой продукции. Были проведены мо-
лекулярно-генетические исследования изолированных 
штаммов. Геномную ДНК выделяли методом фенол-
хлороформной экстракции. Библиотеку фрагментов 
ДНК готовили с использованием набора реагентов 
Illumina Nextera XT DNA Sample Prep Kit (Illumina, 
США) согласно инструкции производителя. Ампли-
коны метили с использованием Nextera XT Index 
Kit (Illumina, США). Секвенирование проводили 
на секвенаторе MiSeq (Illumina, США) с набором 
реагентов MiSeq Reagent Kit. Сборку геномов осу-

ществляли с помощью SPAdes v.3.15.4 с параметрами 
по умолчанию [11]. 

Разделение по серотипам, MLST-профиль, 
филогенетические данные получены с помощью пакета 
инструментов TORMES [12]. Гены патогенности и 
INDEL-маркеры найдены с помощью авторских про-
грамм FragmentExtractor и SalmonellaAnalyzer, написан-
ных на языке Java [5]. 

Результаты и обсуждение

В 2022 году в Ростове-на-Дону зарегистрирова-
ны три крупные вспышки сальмонеллёзной инфекции, 
во время которых было изолировано 26 штаммов. По 
результатам анализа по детерминантным генам были 
установлены серотипы исследуемых штаммов, с по-
следующей интерпретацией результатов. Выборка 
штаммов была представлена тремя группами: восемь 
штаммов, выделенных в марте, пять из которых были 
изолированы от больных и три были получены из 
пищевых продуктов, являющихся источником рас-
пространения кишечной инфекции, принадлежали к 
одному серотипу – Salmonella enterica Enteritidis. Из 
7 штаммов, изолированных из клинического материала 
от больных острым гастроэнтероколитом в августе, 
один был идентифицирован как Salmonella enterica 
Bredeney, один – как Salmonella enterica Typhimurium, 
один – как Salmonella enterica Kottbus, и четыре 
штамма – как Salmonella enterica Enteritidis. Из 11 
штаммов, изолированных в октябре, 8 было идентифи-
цировано как Salmonella enterica Enteritidis и 3 – как 
Salmonella enterica Muenchen (табл. 1).

Таблица 1 
Серотипы изолированных штаммов Salmonella enterica spp.

Образец Подвид Серовар Серогруппа H1 H2 O антиген

Salm-1597-1608 enterica Bredeney B l,v 1,7 1,4,12,27

Salm-2169-2180 enterica Kottbus C2-C3 e,h 1,5 6,8

Salm-2317-2328 enterica Typhimurium B i 1,2 1,4,[5],12

Salm-1837-1848

enterica Enteritidis D1 g,m - 1,9,12

Salm-1981-1984

Salm-2109-2120

Salm-2381-2392

Se-235

Se-2
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Se-481

enterica Enteritidis D1 g,m - 1,9,12

Se-4

Se-516

Se-543

Se-592

Se-6

S-ent-2965-2976

S-ent-3125-3136

S-ent-4229-4240

S-ent-4417-4428

S-ent-4509-4520

S-ent-4521-4532

S-ent-4533-4544

S-ent-4581-4592

S-ent-3205-3216

enterica Muenchen C2-C3 d 1,2 6,8S-ent-4377-4380

S-ent-5177-5188

Одним из традиционных методов генотипирования 
штаммов сальмонелл является мультилокусный анализ генов 
системы жизнеобеспечения (MultiLocus Sequence Typing, 
MLST). Варианты различных аллелей изучаемых генов 
обозначаются порядковыми номерами, а их сочетание об-
разуют MLST (ST) тип [3]. Проведение MLST-анализа 
позволило разделить изучаемые штаммы на 5 ST-типов 
(табл. 2). При этом для подавляющего большинства 
штаммов отмечена четкая корреляция между ST-типом и 
серотипом. Исключение составил штамм S-ent-4581-4592, 
имеющий уникальное сочетание аллелей генов системы 
жизнеобеспечения, отсутствующий в международных базах 
данных, что не позволило определить его ST-тип.

Несмотря на широкое распространение метода 
MLST-типирования, он является довольно трудоёмким 
и требующим дорогостоящего импортного оборудования, 
что может составлять существенную проблему, особенно 

в условиях санкционного режима против Российской 
Федерации. Это делает актуальной разработку более 
простых и импортонезависимых методов типирования. 
Одним из таких способов является INDEL-типирование, 
основанное на определении коротких вставок-делеций 
(INsertion-DELetion, INDEL) в различных генах. Про-
ведение ПЦР с праймерами, фланкирующими место 
делеции-вставки, позволяет дифференцировать различ-
ные штаммы, исходя из размера получаемого ампликона. 
Данный метод уже хорошо зарекомендовал себя для ге-
нотипирования самых различных возбудителей, включая 
Y. pestis, V. cholerae, F. tularensis [1, 2, 7]. 

Для проведения INDEL-типирования нами были 
использованы 12 локусов. Проведённый анализ 26 
штаммов Salmonella enterica spp. позволил выявить 5 
уникальных генотипов, что коррелировало с анализом 
по серотипированию. 

Таблица 2 
MLST-профили изучаемых штаммов

Серотип ST 1 2 3 4 5 6 7
Salm-1597-1608 Bredeney 306 aroC(111) dnaN(47) hemD(49) hisD(16) purE(41) sucA(15) thrA(4)
Salm-2169-2180 Kottbus 212 aroC(10) dnaN(71) hemD(21) hisD(12) purE(15) sucA(20) thrA(18)
Salm-2317-2328 Typhimurium 313 aroC(10) dnaN(7) hemD(12) hisD(9) purE(112) sucA(9) thrA(2)

А.М. Горох и др., с. 35–42
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Salm-1837-1848

Enteritidis 11 aroC(5) dnaN(2) hemD(3) hisD(7) purE(6) sucA(6) thrA(11)

Salm-1981-1984
Salm-2109-2120
Salm-2381-2392

Se-2
Se-235

Se-4
Se-481
Se-516
Se-543
Se-592

Se-6

Enteritidis 11 aroC(5) dnaN(2) hemD(3) hisD(7) purE(6) sucA(6) thrA(11)

S-ent-2965-2976

S-ent-3125-3136

S-ent-4229-4240

S-ent-4417-4428

S-ent-4509-4520

S-ent-4521-4532

S-ent-4533-4544

S-ent-4581-4592 Enteritidis - aroC(111) dnaN(2) hemD(3) hisD(7) purE(6) sucA(6) thrA(11)

S-ent-3205-3216

Muenchen 82 aroC(41) dnaN(42) hemD(43) hisD(12) purE(9) sucA(12) thrA(2)S-ent-4377-4380

S-ent-5177-5188

Примечательно, что штамм S. enterica Enteritidis 
4581-4592, для которого не был определен ST-тип, 
имел INDEL-генотип, совпадающий с таковым у 
остальных штаммов серотипа Enteritidis (см. Прило-
жение 1).

В результате анализа встречаемости генов па-
тогенности были взяты три гена для последующей 
дифференциации штаммов: shdA (регулирующий ин-
тенсивность выделения бактерий с фекалиями); srgA 
(отвечает за продукцию плазмид-кодируемых фимбрий) 
и rck (плазмидо-кодируемый ген, ответственный за 

инвазию в нефагоцитарные клетки). Серовар Bredeney 
показал отсутствие в своем геноме генов патогенности. 
Штаммы Salmonella enterica Enteritidis разделились на 6 
групп. Все штаммы серовара Muenchen и Kottbus имели 
генотип rck-srgA-shdA+. Изолят Salmonella enterica 
Typhimurium относился к генотипу rck+srgA+shdA-.

Был проведен филогенетический SNP-анализ вы-
деленных штаммов. С его помощью было показано, что 
исследуемые штаммы разделились на 5 крупных класте-
ров (с небольшими отличиями внутри), соответствующих 
разделению по серотипам (рис. 1).

Таблица 3 
Наличие/отсутствие генов патогенности rck, srgA, shdA у штаммов Salmonella enterica

Штамм Серовар Период выделения rck srgA shdA
Se-235 Enteritidis Март 2022 г. + + +

Se-2

Enteritidis Март 2022 г. - + +Se-481
Se-4

Se-592
Se-516 Enteritidis Март 2022 г. + - +
Se-543 Enteritidis Март 2022 г. + + -
Se-6 Enteritidis Март 2022 г. - + -

Salm-1597-1608 Bredeney Август 2022 г. - - -
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Salm-1837-1848 Enteritidis Август 2022 г. + - +
Salm-1981-1984 Enteritidis Август 2022 г. - + +
Salm-2109-2120 Enteritidis Август 2022 г. + + -
Salm-2169-2180 Kottbus Август 2022 г. - - +
Salm-2317-2328 Typhimurium Август 2022 г. + + -
Salm-2381-2392 Enteritidis Август 2022 г. + + +
S-ent-2965-2976

Enteritidis Октябрь 2022 г. - + +S-ent-3125-3136
S-ent-4581-4592
S-ent-4509-4520
S-ent-3205-3216

Muenchen Октябрь 2022 г. - - +S-ent-4377-4380
S-ent-5177-5188
S-ent-4229-4240 Enteritidis Октябрь 2022 г. - - +
S-ent-4417-4428 Enteritidis Октябрь 2022 г. + - +
S-ent-4521-4532 Enteritidis Октябрь 2022 г. + + +
S-ent-4533-4544 Enteritidis Октябрь 2022 г. - + -

Рис. 1. Филогенетический анализ выделенных штаммов 
Salmonella enterica

Заключение

Проведенный анализ штаммов Salmonella enterica 
spp., выделенных в Ростовской области из клинического 
материала и продуктов питания в 2022 году, показал, что:

1. Исследуемые штаммы относились к сероти-
пам: Bredeney (один штамм), Kottbus (один штамм), 

Typhimurium (один штамм), Muenchen (три штамма), 
Enteritidis (двадцать штаммов).

2. Штаммы с серотипом Enteritidis имели иден-
тичные MLST и INDEL-профили.

3. Отличительные особенности серотипа Bredeney 
– отсутствие генов rck, srgA и shdA. Штамм с серотипом 
Kottbus имел среди референтных единственный ген shdA. 
Штамм с серотипом Typhimurium не имел ген shdA c 
наличием всех остальных генов. 

4. По филогенетическому анализу выяснено, что 
разделение исследуемых штаммов коррелирует с раз-
делением их по серотипам.

5. Анализ по трем генам патогенности позволил 
разделить штаммы Salmonella enterica Enteritidis, ранее 
не дифференцирующиеся стандартными методами гено-
типирования.
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Приложение 1

STY4288 STY3837 STY1159 STY0523 STY0257 STY2730 STY3176 STY3528 STY2140 STY0865 STY1371 STY1478 Серотип

Salm-1597-1608 85 п.о. - - 115 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 104 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 81 п.о. 77 п.о. Bredeney

Salm-2169-2180 85 п.о. 100 п.о. 74 п.о. 125 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 104 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 81 п.о. 77 п.о. Kottbus

Salm-2317-2328 85 п.о. 100 п.о. 74 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 99 п.о. 104 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 81 п.о. 77 п.о. Typhimurium

Salm-1837-1848 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о. Enteritidis

Salm-1981-1984 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 63 п.о. 81 п.о. 77 п.о.

Salm-2109-2120 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

Salm-2381-2392 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

Se-2 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

Se-4 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

Se-6 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

Se-235 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

Se-481 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

Se-516 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

Se-543 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

Se-592 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

S-ent-2965-2976 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

S-ent-3125-3136 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 63 п.о. 81 п.о. 77 п.о.

S-ent-4229-4240 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

S-ent-4417-4428 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

S-ent-4509-4520 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

S-ent-4521-4532 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

S-ent-4533-4544 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

S-ent-4581-4592 97 п.о. 89 п.о. 92 п.о. 127 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 98 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 75 п.о. 62 п.о.

S-ent-3205-3216 85 п.о. 100 п.о. 74 п.о. 115 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 104 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 81 п.о. 77 п.о. Muenchen

S-ent-4377-4380 85 п.о. 100 п.о. 74 п.о. 115 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 104 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 81 п.о. 77 п.о.

S-ent-5177-5188 85 п.о. 100 п.о. 74 п.о. 115 п.о. 80 п.о. 105 п.о. 104 п.о. 102 п.о. 132 п.о. 69 п.о. 81 п.о. 77 п.о.
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ANALYSIS OF SALMONELLA ENTERICA SPP. STRAINS,  
ISOLATED IN ROSTOV REGION IN 2022

A.M. GOROKH, A.A. GERASIMENKO, S.O. VODOPYANOV, A.S. VODOPYANOV

Rostov-on-Don Antiplague Scientific Research Institute» of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don 

The aim of the research was to study the genetic characteristics of Salmonella enterica strains isolated in the Rostov region in 
2022 from clinical material and food. Methods of genome-wide sequencing using bioinformatic analysis by author’s and third-party 
programs were used. As a result, 26 strains were studied, which were divided into different groups by belonging to the serotype, MLST/
INDEL profiles, and the presence of pathogenicity genes. Among the studied strains, 20 belonged to the Enteritidis serotype, 3 to 
Muenchen and by each one strain to the Kottbus, Bredeney, Typhimurium serotypes respectively. MLST analysis allowed us to divide 
the strains into 5 ST-types. It is noted that for most strains there is a clear correlation between ST-type and serotype. INDEL and 
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phylogenetic analyses revealed 5 unique genotypes correlating with certain serotypes. Analysis of the presence/absence of pathogenicity 
genes allowed us to divide Salmonella enterica Enteritidis strains that were not classified using MLST/INDEL assays into 6 groups.

Keywords: Salmonella, factors of pathogenicity, genotyping, serological analysis, molecular genetic analysis, comparative analysis.
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ИММУНОХИМИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА МОНОКЛОНАЛЬНЫХ 
АНТИТЕЛ К ВИРУСУ ЗАПАДНОГО НИЛА

А.В. ЕЛХОВА*, Е.В. ПИМЕНОВА, А.Ю. МАЧНЕВА, Т.В. ЗАМАРИНА,  
А.Т. ЯКОВЛЕВ, И.В. НОВИЦКАЯ

ФКУЗ Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт, Волгоград

Методом гибридомной технологии получена панель моноклональных антител (МКА) к вирусу Западного Нила (ВЗН). 
МКА были охарактеризованы в методе иммунодиффузии в геле и в иммуноферментном анализе (ИФА) для определения 
специфичности. Антигенные белковые фракции ВЗН были изучены методом электрофореза в полиакриламидном геле. Резуль-
таты иммунохимической характеристики МКА свидетельствуют об их специфичном связывании с антигенами ВЗН, однако 
требуется дальнейшее исследование антител для определения их эпитопной направленности и возможности использования 
для конструирования диагностических тест-систем.

Ключевые слова: моноклональные антитела, вирус Западного Нила.
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Введение

Вирус Западного Нила относится к семейству 
Flaviviridae, в состав которого входит ряд патогенных 
для человека вирусов: Японского энцефалита, денге, 
Зика, жёлтой лихорадки [14]. На территории России: в 
Астраханской, Волгоградской областях и Краснодарском 
крае – описаны вспышки лихорадки Западного Нила, 
во время которых были выявлены тяжёлые менингиты и 
менингоэнцефалиты с летальностью до 10% [1–3, 12]. 
Эпидемиологический анализ даёт основание предположить 
дальнейшее расширение ареала и активацию природных 
очагов ВЗН на территории Российской Федерации [4].

Выявление антигена ВЗН позволяет просле-
живать циркуляцию среди основных носителей, пере-
носчиков и людей. Для обнаружения антигена ВЗН в 
биоматериалах широко используют иммунологические 
методы исследования, в частности, иммуноферментный 
анализ в формате «сэндвич» на основе поликлональных 
и моноклональных антител [11, 15].

На сегодняшний день для практического ис-
пользования доступна коммерческая тест-система 
иммуноферментная для выявления антигена вируса 
Западного Нила на основе поликлональных кроличьих 

антител (ЗАО «Биосервис», номер регистрационного 
удостоверения ФСР 2012/13840 от 10.09.2012). 
Однако поликлональные препараты могут содержать 
иммуноглобулины, демонстрирующие перекрёстную 
реактивность с различными эпитопами других фла-
вивирусов, что значительно влияет на специфичность 
диагностического набора [13].

Гибридомная технология способствует созданию 
уникальной биотехнологической базы в виде препаратов 
моноклональных антител для исследования патогенных 
биологических агентов. МКА, продуцируемые одной 
гибридомой, взаимодействуют только с одной антигенной 
детерминантой и имеют абсолютно одинаковую аффин-
ность, что делает их более подходящими для выявления 
любых, в том числе вирусных, антигенов [8].

На территории РФ зарегистрированы штаммы ги-
бридных клеток животного Mus musculus L. 5Н6 и L. 9E2, 
которые являются продуцентами моноклональных антител 
к оболочечному белку вируса Западного Нила и депониро-
ваны в Коллекции клеточных культур ФБУН ГНЦ ВБ 
«Вектор». В ЗАО «Вектор-Бест» совместно с ФБУН 
ГНЦ ВБ «Вектор» разработана экспериментальная тест-
система «Вектор-Западный Нил-антиген», созданная на 
основе полученных МКА. Однако, ввиду того, что каждый 
набор МКА обладает индивидуальными, неповторимыми 
свойствами, получение широкой панели МКА к ВЗН име-
ет большое значение для изучения антигенов флавивирусов 
и идентификации вирусных штаммов [5, 6].

Цель нашей работы – получение МКА к вирусу 
Западного Нила и характеристика их иммунохимических 
свойств.



44

Вестник биотехнологии, 2023, Т. 19, № 4

Материалы и методы

Получение и очистка МКА. Самок мышей линии 
BALB/c (в возрасте 5 недель) иммунизировали антигенным 
препаратом ВЗН штамма CHIEN-1 с последующей гибри-
дизацией иммунных спленоцитов и миеломных клеток Sp 
2/0 в соотношении 1:3. Гибридомы, секретирующие специ-
фичные антитела, были клонированы секторальным методом. 
Для накопления МКА in vivo клетки в объеме 0,5 мл из 
концентрации 2·106–5·106 кл/мл вводили внутрибрюшинно 
линейным мышам BALB/c, и спустя 2–3 недели по мере 
ее накопления осуществляли отбор асцитической жидкости.

Культуральные супернатанты и асциты мышей для 
осаждения иммуноглобулинов обрабатывали раствором 
сульфата аммония (50% насыщения) одно- и трехкратно 
соответственно. Осадок белков отделяли центрифугиро-
ванием при 3000 об/мин в течение 30 минут, разводили 
в физиологическом растворе и диализовали. Концентра-
цию белка определяли спектрофотометрически при длине 
волны 280 нм. 

С целью контроля сохранения гибридомами 
специ фической антителопродукции каждый этап рабо-
ты сопровождался ИФА-тестированием как образцов 
среды из лунок пластин или культуральных матрацев, 
так и проб асцитических жидкостей и выделенных из 
них иммуноглобулинов.

ИФА. Иммуноферментный анализ выполняли в не-
прямом варианте по стандартной методике [7]. В качестве 
твёрдой фазы использовали пластины высокой сорбции 
(Corning-Costar, США). Доза сенситина составляла 1 
мкг белка/лунку. В качестве конъюгата использовали 
диагностические антитела против IgG (H+L) белой мыши, 
меченные пероксидазой, отечественного производства 
(ФБУН НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи МЗ РФ).

Результаты реакции регистрировали с помощью 
спектрофотометра вертикального сканирования SunriseTM 

(Tecan, Австрия) при длине волны 492 нм.

Изотипирование МКА. Типирование классов и 
подклассов МКА проводили с использованием набора 
реагентов Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Reagents 
(Sigma-Аldrich, США) в соответствии с инструкцией 
производителя.

Реакция иммунодиффузии (РИД). Ее выполня-
ли по общепринятой методике [9]. В центральную лунку 
вносили антигенный комплекс ВЗН штамма CHIEN-1, 
периферические лунки заполняли препаратами моно-
клональных иммуноглобулинов. Все образцы были 
стандартизированы по концентрации белка. Результаты 
оценивали через 24–48 часов по наличию или отсут-
ствию между лунками с образцами компонентов реакции 
линий преципитата.

Электрофорез (ЭФ). Электрофорез антигенных 
образцов проходил в денатурирующих условиях [10] в 
ячейке прибора «Mini-Trans-Blot» (Bio-Rad Laboratories, 
США). Окрашивание геля проводили раствором Кумас-
си R-250 и набором «Silver Straining kit, protein» (GE 
Healthcare, США). В качестве контрольного образца 
использован цельновирионный антиген из набора реа-
гентов «Векто-Нил-IgM» (АО «Вектор-Бест», Россия). 
Расчёт молекулярной массы белков, входящих в состав 
антигенных препаратов ВЗН, осуществляли согласно 
инструкции к набору маркёров Precision Plus Protein™ 
Unstained Standards Strep-tagged recombinant (Bio-Rad 
Laboratories, США).

Результаты и обсуждение 

Нами для выполнения работы всего отобрано 49 
клеток – предшественников гибридом, из которых три 
(С2, С8, Н7) являлись наиболее активными продуцентами 
антител по результатам скрининга в ИФА. 

Оценка результатов прививаемости гибридом in 
vivo и расчёт показателей объемов получаемых асцитов 
приведены в таблице 1. 

Таблица 1
 Прививаемость различных гибридом in vivo

Наименование гибридомы-продуцента 
МКА

Показатель прививаемости гибридом  
in vivo, в процентах (%)

Объем полученных АЖ,  
в мл (М±)

С2 88 6,0±1,44

С8 73,6 4,17±0,26

Н7 77,2 3,05±0,51

средние величины 79,6 4,4±0,73

Примечание: 1. АЖ – асцитическая жидкость; 2. М – средняя арифметическая величина; 3.  – стандартное отклонение
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Приведенные данные свидетельствуют о 
высокой степени прививаемости гибридомных кле-
ток (79,6%) и среднем уровне асцитообразования 
(4,4±0,73). Наиболее активной с точки зрения спо-
собности вызывать асцит у мышей являлась гибридома 
C2 (88%).

С целью быстрого восстановления функции 
антителопродукции и пролиферативных свойств, а 
также освобождения от ревертантных клеток каждую 
из гибридом последовательно реклонировали, отмечая 
лунки с ростом единичных клонов, и анализировали 
их антителопродуцирующую активность. В результате 
проделанной работы нами была получена панель из 25 
субклонов гибридом, продуцирующих МКА к ВЗН. 
Реакция изотипирования показала, что все выделенные 
МКА принадлежат классу IgМ, что в последующем 
может иметь определенное значение при конструи-
ровании тест-систем, основанных на формировании 
агглютинационной решетки. 

Часть субклонов оказалась нестабильной и, по 
мере последовательного ведения и накопления клеток 
в среде культивирования, было отмечено снижение их 
антителопродуцирующей активности, в связи с чем в 
нашей работе были выбраны и использованы для тиражи-
рования субклоны, иммунологические свойства которых 
оставались неизменными (6 из 25). Это субклоны: C2A6, 
С2A7, C2E2, C8F4, Н7E12D1A8, H7Е12D1.

Было установлено, что образцы культуральной 
(КЖ) и асцитической жидкости (АЖ) субклонов кле-
точных линии С2, С8 и Н7 специфически взаимодейство-
вали с ВЗН штамма CHIEN-1 (табл. 2).

Таблица 2
Характеристика полученных образцов МКА  
к антигену вируса Западного Нила штамма 

CHIEN-1 в ИФА

Наименование МКА

Специфическая активность 
МКА против ВЗН, 

полученных:
in vitro in vivo

C2A6 1:12800 1:32000

С2A7 1:16000 1:128000

C2E2 1:25600 1:512000

C8F4 1:8000 1:16000

H7Е12D1 1:800 1:3200

Н7E12D1A8 1:800 1:3200

Как следует из табличных данных, титры МКА, 
накопленных in vitro и in vivo, составляли, согласно 
результатам ИФА, от 1:800 до 1:25600 и от 1:3200 
до 1:512000 соответственно. При этом наиболее высо-
кий уровень антителообразования отмечен у субклонов 
гибридомы С2, в то время как субклоны Н7 оказались 
наименее активными.

Для сравнительного изучения антигенной направ-
ленности полученных МКА использовали РИД (рис. 1). 
Характер линий полученных преципитатов свидетельству-
ет в пользу однонаправленности МКА к одному поверх-
ностному эпитопу ВЗН. При этом активность субклонов 
гибридом С2 (периферические лунки 1, 2, 3) и С8 (лунка 
6), линии преципитатов от которых явно смещены к цен-
тру, в значительной степени превышает активность МКА, 
вырабатываемых гибридомой Н7 (лунки 4, 5). 

Рис. 1. Результаты РИД с МКА к ВЗН, полученными 
из асцитических жидкостей (а) и среды культивиро-
вания гибридом (б). В периферические лунки внесены 
МКА субклонов: 1 – С2A7, 2 – C2E2, 3 – C2A6, 4 – 
Н7E12D10, 5 – Н7E12D1A8, 6 – C8F4). В центральных 
лунках розеток – антиген ВЗН штамма СHIEN-1

Полученные результаты коррелируют с данными 
ИФА, однако, в связи с разной чувствительностью 
методов РИД и ИФА, несомненно, не могут носить 
идентичный характер. 

При помощи электрофореза в полиакриламид-
ном геле провели сравнительное изучение антигенных 
комплексов ВЗН штамма CHIEN-1, используемого в 
качестве иммуногена при выполнении отдельных этапов 
гибридомной технологии, и очищенного антигена, пред-
лагаемого АО «Вектор-Бест» в качестве положительного 
контроля коммерческих ИФА-тест-систем. 

При изучении белкового профиля антигенных пре-
паратов вируса Западного Нила в ходе электрофорети-
ческого разделения были получены фракции различных 
молекулярных масс (рис. 2).

А.В. Елхова и др., с. 43–48
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Рис. 2. Результаты электрофоретического разделе-
ния антигенов вируса Западного Нила (окрашивание 
серебром): 1 – коммерческий образец антигена ВЗН; 
2 – антиген «CHIEN-1»; 3 – маркер Precision Plus 
Protein™ Unstained Standards Strep-tagged recombinant 
(«Bio-Rad Laboratories, inc.», США)

В составе антигенного препарата вируса Западного 
Нила штамма CHIEN-1 удалось выявить и иденти-
фицировать белки с мол.м.: 251±25,1 кДа, 60±6 кДа, 
56±5,6 кДа, 54±5,4 кДа, 50,1±5,01 кДа, 34±3,4 кДа, 
25,1±2,51 кДа. Коммерческий образец содержит пять 
компонентов с молекулярными массами: 251±25,1 кДа, 
229±22,9 кДа, 199±19,9 кДа, 158±15,8 и 60±6 кДа 
(погрешность вычисления молекулярных масс указана в 
соответствии с инструкцией к набору соответствующих 
маркеров).

Из полученных данных следует, что, в отличие от 
контрольного образца, представленного преимуществен-
но высокомолекулярными белками (158–210 кДа), в 
составе антигенного комплекса ВЗН CHIEN-1 преоб-
ладали низкомолекулярные компоненты (25–51 кДа); 
однако фракции с мол.м. 251 кДа и 60 кДа присутствуют 
в обеих пробах. С нашей точки зрения, этот факт позво-
ляет подтвердить идентичность белковых компонентов в 
изучаемых образцах антигенных препаратов. 

Заключение

Таким образом, нами получены моноклональные 
антитела к вирусу Западного Нила и охарактеризова-
ны их иммунохимические свойства. Однако требуются 
дальнейшие исследования, которые позволят установить 

эпитопную направленность полученных препаратов 
МКА, а также сделать вывод о возможности их ис-
пользования в качестве компонентов диагностических 
наборов и тест-систем.
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Введение

С середины 2021 года в мире отмечается тенденция 
к ухудшению эпидемиологической ситуации по холере, 
которая заключается в резком увеличении числа заболе-
ваний и расширении географической распространенности, 
в том числе появлении на территориях, которые были 
свободны от холеры в течение десятилетий. В 2022 г. 
количество полученных ВОЗ уведомлений о случаях 
заболевания выросло более чем вдвое по сравнению с 
2021 г. Заболевшие были зарегистрированы в 44 странах, 
что на 25% больше числа стран, сообщивших о случаях 
холеры в 2021 г. Вызывает озабоченность резкий рост по-
казателей смертности, которая выросла более чем на 1% 
и достигла в среднем 1,9%, а в странах Африки – 2,9% 
[11]. По мнению экспертов ВОЗ, происходящее пред-
ставляет собой новую волну продолжающейся седьмой 

пандемии холеры, начавшейся в 1961 году [10]. Особая 
опасность дальнейшей активизации холеры существует 
в странах с низким уровнем экономического развития, 
а также при возникновении природных катаклизмов и 
гуманитарных кризисов. 

В России в настоящее время эпидемиологическая 
обстановка по холере остается стабильной, риски связаны 
с завозом инфекции из эндемичных стран. Повышению 
уровня потенциальных рисков способствует ЧС соци-
ального характера (нарушение систем водоснабжения, 
водоотведения, медицинского обеспечения и др.); не 
исключена возможность биотерроризма [1]. 

В качестве одной из мер предотвращения эпидемий 
ВОЗ рекомендовано применение оральных холерных 
вакцин для контингента с повышенным риском за-
ражения, а также и при выезде в неблагополучные по 
холере страны [12]. В России вакцинация против холеры 
включена в Календарь профилактических прививок по 
эпидемическим показаниям [2].

В нашей стране единственным производителем 
вакцины холерной является Российский научно-иссле-
довательский противочумный институт «Микроб». 

Важнейшим аспектом требований GMP (Good 
Manufacturing Practic, Надлежащая производственная 
практика) является проведение контроля качества про-
дукции для подтверждения соответствия лекарственного 
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препарата документам регистрационного досье, что га-
рантирует безопасность и эффективность для пациентов 
[3]. Производитель обязан периодически проводить ана-
лиз результатов испытаний качества продукции с целью 
подтверждения постоянства технологического процесса, 
выявления тенденций качества и установления возмож-
ностей усовершенствования продукции и процесса. 

Цель настоящей работы – ретроспективный ана-
лиз показателей качества серий иммунобиологического 
лекарственного препарата (ИЛП) «Вакцина холерная 
бивалентная химическая», выпущенных с 2013 по 2023 гг.

Материалы и методы

В ходе исследования были проанализированы 
результаты испытаний 25 серий холерной вакцины, полу-
ченные при выпускающем контроле качества в органи-
зации-изготовителе и при подтверждении соответствия 
в испытательных лабораториях (ИЛ), по показателям, 
включенным в спецификацию НД Р N 001465/01.

Количественные показатели качества оценива-
ли с использованием карт индивидуальных значений 
Шухарта (Х-карт), в соответствии с ГОСТ Р ИСО 
7870-2-2015 [5].

Статистическую обработку результатов выполняли 
с применением Microsoft Excel 2010. Корреляционную 
связь между результатами выпускающего контроля 
производителя и испытаниями ИЛ анализировали с по-
мощью вычисления коэффициента корреляции Пирсона 
[9]. Для оценки значимости корреляции применяли 
шкалу Чеддока: слабая – от 0,1 до 0,3; умеренная – от 
0,3 до 0,5; заметная – от 0,5 до 0,7; высокая – от 0,7 
до 0,9; весьма высокая (сильная) – от 0,9 до 1,0 [8].

Результаты и обсуждение

Производство иммунобиологических лекарствен-
ных препаратов имеет свою специфику, определяемую 
характером продукции и технологией производства. 
В отличие от лекарственных средств, производимых с 
использованием стандартных химических и физических 
методов и сырья, производство ИЛП включает в себя 
использование биологических процессов и материалов, 
которые могут демонстрировать свойственную им из-
менчивость, нести существенные риски контаминации и 
образования побочных продуктов различной природы. 

Контроль качества, как правило, предусматривает 
использование биологических аналитических методов, 
которые также характеризуются более высокой степенью 

вариабельности, чем физико-химические методы. По-
этому при производстве ИЛП ключевая роль отводится 
надежному производственному процессу и контролю 
качества. 

Для минимизации вариабельности и снижения 
рисков необходимы постоянные сбор и анализ информа-
ции о производственном процессе и контроле качества, в 
том числе, с применением статистических инструментов. 
Одним из них являются контрольные карты, представ-
ляющие собой графическое изображение информации, 
основанной на анализе результатов контроля качества. 
Метод контрольных карт позволяет оценить управляе-
мость, стабильность и предсказуемость производственно-
го процесса, проанализировать общие тенденции качества.

В ходе исследования был проведен ретроспектив-
ный анализ показателей качества коммерческих серий 
ИЛП «Вакцина холерная бивалентная химическая», вы-
пущенных с 2013 по 2023 гг., с использованием методов 
медицинской статистики [4, 6].

В спецификацию нормативной документации 
(НД) на холерную вакцину включен выпускающий 
контроль качества по следующим показателям: описание; 
подлинность (антигенная активность по анатоксино-
связыванию, содержание О-антигена); распадаемость; 
средняя масса таблетки; формальдегид; рН; потеря в 
массе при высушивании; микробиологическая чистота; 
аномальная токсичность; специфическая безопасность; 
специфическая активность (антигенная активность 
по анатоксиносвязыванию, содержание О-антигена, 
иммуногенность в отношении заражающих штаммов 
различной сероваропринадлежности – V. cholerae О1 
М-879 (Инаба) и Р-3122 (Огава). 

Анализ данных контроля качества вышеуказанных 
серий вакцины холерной, проведенных производителем 
и в ИЛ, позволил установить соответствие выпускаемой 
продукции требованиям нормативной документации по 
всем показателям спецификации. Ниже представлены 
результаты анализа количественных показателей каче-
ства ИЛП «Вакцина холерная бивалентная химическая»: 
распадаемость, формальдегид, pH, микробиологическая 
чистота, специфическая активность (табл. 1). 

«Распадаемость» представляет собой тест, предна-
значенный для контроля качества кишечнорастворимой 
оболочки таблетки, которая должна обеспечивать устой-
чивость таблетки в кислой среде желудка и высвобож-
дение действующих веществ в кишечнике. В качестве 
оболочки при производстве вакцины используется целла-
цефат (ацетилфталилцеллюлоза) в количестве 8,55±0,05 
мг на таблетку, общий вес которой составляет 300±15 мг. 
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Таблица 1 
Оценка качества ИЛП «Вакцина холерная бивалентная химическая»

№
п/п

Показатель 
качества Требование НД

Результаты

производителя ИЛ 

min max Χ±m min max Χ±m

1. Распадаемость

устойчива к действию децимолярного 
раствора соляной кислоты в течение 

3 ч и 

устойчива в 
течение 3 ч

устойчива в 
течение 3 ч

устойчива в 
течение 3 ч

устойчива в 
течение 3 ч

устойчива в 
течение 3 ч

устойчива в 
течение 3 ч

распадается в децимолярном растворе 
натрия гидроксида в течение 1 ч при 

температуре 37±1 °С

распадается 
за 12 мин

распадается 
за 52 мин

распадается 
за 31,6±5,6 

мин

распадается 
за 20 мин

распадается 
за 50 мин

распадается за 
34,1±6,7 мин

2. Формальдегид, % не более 0,2% 0,01 0,08 0,04±0,01 0,03 0,18 0,08±0,02

3. рН, ед. рН от 6,7 до 7,4 6,7 7,2 6,80±0,06 6,7 7 6,78±0,04

5.
Микробиологиче-

ская чистота
(на 1 таблетку)

не более 103 КОЕ аэробных  
микроорганизмов 2 КОЕ 678 КОЕ 83,28±22,37 

КОЕ 0 КОЕ 508 КОЕ 31,05±17,96
КОЕ

не более 102 КОЕ дрожжевых и 
плесневых грибов отсутствуют отсутствуют отсутствуют отсутствуют отсутствуют отсутствуют

отсутствие Escherichia coli отсутствуют отсутствуют отсутствуют отсутствуют отсутствуют отсутствуют

6. Специфическая активность:
Антигенная актив-
ность по анатокси-

но-связыванию
100000±20000 ЕС* 80000 120000 92400±6224 80000 120000 96818±6328

Содержание 
О-антигена

не менее 2000 ус. ед. ** 
О-антигена Vibrio cholerae О1 2560 54040 14048±5786 2600 46421 13721±5156

Иммуногенность 
(сер. Огава)

ЕД50 не более 1/20000 части  
таблетки 1/279576 1/51226 1/96552± 

1/468160 1/186960 1/37389 1/93452± 
1/468078

Иммуногенность 
(сер. Инаба)

ЕД50 не более 1/20000 части  
таблетки 1/279576 1/35300 1/99172± 

1/347926 1/1522888 1/20446 1/79475± 
1/234746

Примечание: * – единицы связывания; ** – условные единицы

Для контроля гастрорезистентности оболочки ис-
пользуют 0,1 М раствор соляной кислоты, время устой-
чивости таблеток в кислой среде должно быть не менее 
3 ч, таблетки не должны распадаться и обнаруживать 
признаки растрескивания и размягчения. На втором 
этапе кислоту заменяют децимолярным раствором натрия 
гидроксида, в течение 1 ч таблетки должны распадаться 
до рыхлой массы, без сохранения оболочки.

Анализ показателя «Распадаемость» показал, что 
оболочки таблеток всех серий были устойчивы к воздей-
ствию кислоты в течение 3 ч, распадаемость в растворе 
щелочи составила от 12 до 52 мин, при среднем значении 
31,6±5,6 мин, по данным производителя, и 34,1±6,7 мин 
– по результатам ИЛ. При анализе показателя с исполь-
зованием карт Шухарта (индивидуальных значений) 
было установлено, что процесс находится в состоянии 
статистической управляемости в отношении внутренней 
изменчивости, рассеяние значений показателя в преде-
лах границ нормативных требований (рис. 1). При этом 
наблюдается незначительное смещение значений Х в 
сторону верхней границы допуска, выход расчетных 
значений показателя качества за пределы верхней гра-

ницы и вероятность брака составляет 0,82%. Следует 
отметить устойчивый тренд смещения средних значений 
показателя в сторону снижения, особенно отчётливо на-
блюдаемый в последние 2 года (серии №№ 20–25), что 
исключает возможные выбросы показателя за верхние 
пределы норматива. При дальнейшей реализации тренда 
в сторону снижения существуют риски выхода показателя 
за пределы нормы, что может быть обусловлено, по всей 
вероятности, уменьшением слоя оболочки и требует при-
стального внимания на технологическом этапе покрытия 
тел таблеток оболочкой. 

Следующий показатель качества «Формальдегид» 
относится к тестам контроля остатков технологических 
примесей, так как формалин используется на стадиях 
производства холерной вакцины для инактивации бу-
льонной культуры штаммов-продуцентов и детоксикации 
одного из антигенных компонентов вакцины – холерного 
токсина. Формальдегид определяют колориметрическим 
методом в реакции взаимодействия с фуксинсернистым 
реактивом, который основан на образовании хиноидного 
красителя –малинового окрашивания при реакции реак-
тива с водорастворимыми альдегидами.

О.А. Лобовикова и др., с. 49–56
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Рис. 1. Х-карта индивидуальных значений для пока-
зателя «Распадаемость».

Содержание остаточного формальдегида выпущен-
ных серий холерной вакцины, по данным производителя, 
находилось в диапазоне 0,01–0,08%, средние значения 
– 0,04±0,01% при норме не более 0,2%, что примерно 
в 5 раз ниже установленного предельного значения. Ре-
зультаты этого теста свидетельствуют об эффективности 
процесса диализа, который используется на дальнейших 
этапах получения антигенных компонентов вакцины для 
очистки полуфабрикатов от прочих применяемых для 
фракционирования технологических примесей. 

Контрольная карта индивидуальных значений для 
показателя «Формальдегид» (рис. 2) также подтверди-
ла, что поле рассеяния значений показателя находится 
в пределах границы нормы, соответствие для данных 
объединенной выборки обеспечено; наблюдается тренд 
незначительного убывания значений Х. 

Отмечено существенное расхождение с результа-
тами ИЛ, среднее значение составило 0,08±0,02%, при 
этом наибольшие отклонения с показаниями выявлены с 
2020 года, когда результаты исследований в ИЛ в 2–3 
раза выше полученных у производителя.

Рис. 2. Х-карта индивидуальных значений для  
показателя «Формальдегид».

К физико-химическим тестам контроля готовой 
продукции относят определение рН и потери в массе 
при высушивании. 

Определение рН проводят потенциометрическим 
методом в соответствии с ГФ РФ. Значение pH серий, 
выпущенных за последнее десятилетие, колебалось от 
6,7 до 7,2, находясь в пределах нормативных границ 
6,7–7,4; среднее значение составило 6,80±0,06 и 
6,78±0,04, по данным производителя и ИЛ, соответ-
ственно. При построении контрольных карт индиви-
дуальных значений рН для вакцины холерной (рис. 3) 
выявлена тенденция смещения индивидуальных значений 
во времени к нижней границе допуска; вызывает опасе-
ние достаточно высокая расчетная вероятная доля брака 
22,07%. Настоящая технологическая схема производ-
ства не предусматривает корректировку рН компонентов 
таблетки. Возможно, необходимо ввести дополнительные 
контрольные точки, предусматривающие измерение рН 
растворов антигенных компонентов вакцины перед лио-
филизацией. Альтернативой является введение контроля 
рН и, при необходимости, его корректировки на стадии 
формирования таблеточной смеси. 

Рис.3. Х-карта индивидуальных значений для по-
казателя «рН».

«Микробиологическая чистота» является одним 
из важнейших показателей качества фармацевтической 
продукции, так как присутствие микроорганизмов-кон-
таминантов и продуктов их жизнедеятельности может 
представлять опасность для здоровья и жизни человека, а 
также оказывать деструктивное влияние на стабильность 
и эффективность лекарственных препаратов. Микробная 
загрязненность готового продукта служит критерием 
оценки гигиенического состояния оборудования и по-
мещений, соблюдения правил гигиены персоналом и, в 
целом, характеризует уровень технологической культуры 
биологического производства. 
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В соответствии с НД в 1 таблетке холерной вакцины 
должно быть не более 1000 колониеобразующих единиц 
(КОЕ) аэробных микроорганизмов, не более 100 КОЕ 
–дрожжевых и плесневых грибов, должна отсутствовать 
Escherichia coli. В период с 2013 по 2023 годы «Микро-
биологическая чистота» подавляющего большинства серий 
(84%) не превышала 100 КОЕ на таблетку, за исклю-
чением четырех серий, выпущенных в 2016–2018 годах 
(№№ 5, 7, 8, 10), у которых микробная обсеменённость 
таблетки была существенно выше – от 173 до 678 КОЕ. 

После выявления достаточно высокого уровня 
загрязнения был проведен комплекс мероприятий по 
сокращению микробной нагрузки: пересмотрены про-
цедуры обработки помещений и оборудования, усилен 
микробиологический мониторинг производственной 
среды, введен дополнительный контроль полуфабри-
катов активных компонентов на стадиях до и после 
лиофилизации, внесены соответствующие изменения в 
спецификации на них [7].

Благодаря реализации вышеуказанных превен-
тивных мер удалось достичь минимального количества 
микроорганизмов-контаминантов в готовой лекарствен-
ной форме, что наглядно подтверждено при помощи 
контрольной карты индивидуальных значений (рис. 4). 

Рис. 4. Х-карта индивидуальных значений для по-
казателя «Микробиологическая чистота».

На завершающем этапе исследования были про-
анализированы данные по основному показателю каче-
ства вакцины «Специфическая активность», который 
является одним из факторов, определяющих уровень ак-
тивного специфического иммунного ответа при введении 
человеку. Как правило, для определения специфической 
активности вакцин используются серологические, имму-
нохимические или биологические методы, позволяющие 
количественно оценить содержание активных компонен-
тов, и тесты in vivo, основанные на определении степени 

устойчивости вакцинированных лабораторных животных 
к специфическому инфекционному агенту. 

В НД на холерную вакцину предусмотрено 2 
метода исследования активности основных антигенных 
компонентов: реакция анатоксинсвязывания на кроли-
ках, используемая для оценки содержания холероген-
анатоксина, и реакция непрямой гемагглютинации для 
количественного определения О-антигенов. В качестве 
теста «активной защиты» используется тест «Иммуно-
генность» на белых беспородных мышах.

Исследование активности холероген-анатоксина 
проводят в тесте анатоксинсвязывания, в кожной пробе 
на кроликах. За 2013–2023 гг. значения показателя 
«Антигенная активность по анатоксинсвязыванию» соот-
ветствовали нормативным требованиям 80000 до 120000 
ЕС, средние показатели у производителя и в ИЛ были 
сходными, близкими к медиане значений и составили 
92400±6224 ЕС и 96818±6328 ЕС соответственно. 

В соответствии с НД в таблетке должно быть не 
менее 2000 ус. ед. О-антигена штаммов V. cholerae O1. За 
период 2013–2023 гг. значения этого показателя у произ-
водителя колебались в пределе от 2560 до 54040 ус. ед. со 
средним значением 14048±5786 ус. ед. В ИЛ получены 
сходные результаты Х=13721±5156. При построении 
контрольной карты индивидуальных значений (рис. 5) 
отмечены критерии нестабильности процесса, расчетная 
граница допуска находится несколько ниже нормативной, 
что указывает на небольшую вероятность брака (1,46%). 

Рис. 5. Х-карта индивидуальных значений для по-
казателя «Содержание О-антигена»

При этом наблюдается устойчивый тренд возрастания 
значений Х показателя качества «Специфическая активность: 
содержание О-антигена в таблетке». Следует отметить, что 
выпущенные в течение одного производственного года серии 
вакцины характеризуются близкими значениями показателя, 
что обусловлено, по-видимому, сопоставимой активностью 
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входящих в состав таблетки специфических антигенных фрак-
ций и определяется использованием одних партий сырья для 
культивирования штаммов-продуцентов и фракционирования 
антигенных компонентов вакцины. 

Для оценки иммуногенных свойств серии холерной 
вакцины проводят исследование на беспородных белых 
мышах, с определением эффективной дозы ED50, которая 
должна быть не более 1/20 000 части таблетки. 

«Иммуногенность» в отношении штаммов серо-
вара Огава в 2013–2023 гг. колебалась в интервале от 
1/279576 до 1/51226 части таблетки со средним значе-
нием 1/96552±1/468160. Защитная активность вакцины 
в отношении штаммов серовара Инаба в 2013–2023 гг. 
находилась на сопоставимом уровне и составила в среднем 
1/99172±1/347926 части таблетки. Анализ контрольных 
карт индивидуальных значений (рис. 6, 7) подтвердил, 

что процесс является стабильным и статистически управ-
ляемым, качество соответствия для данных объединенной 
выборки обеспечено; верхние расчетные границы поля 
рассеяния в 2 раза ниже нормы: 1/41190 и 1/37810 часть 
таблетки для серовара Огава и Инаба, соответственно. 

Сравнительный анализ результатов контроля 
качества у производителя и в ИЛ с вычислением ко-
эффициента корреляции Пирсона и ранжированием 
по шкале Чеддока продемонстрировал весьма высокий 
уровень корреляции для показателей «Распадаемость», 
«Микробиологическая чистота», высокий уровень – для 
показателей «Антигенная активность по анатоксино-
связыванию», «Иммуногенность (сер. Огава) (табл. 2). 
Результаты испытаний по показателям «Формальдегид», 
«рН», «Содержание О-антигена», «Иммуногенность 
(сер. Инаба)» характеризовались заметной корреляцией. 

Рис. 6. Х-карта индивидуальных значений для по-
казателя «Иммуногенность в отношении штаммов  
V. cholerae О1 серовара Огава»

Рис. 7. Х-карта индивидуальных значений для по-
казателя «Иммуногенность в отношении штаммов  
V. cholerae О1 серовара Инаба»

Таблица 2 
Оценка корреляции результатов контроля качества 

№
п/п Показатель качества Коэффициент корреляции Сила корреляционной связи

1. Распадаемость 0,84 Высокая
2. Формальдегид 0,66 Заметная
3. рН 0,62 Заметная
5. Микробиологическая чистота 0,99 Весьма высокая

Специфическая активность:
6. антигенная активность по анатоксиносвязыванию 0,84 Высокая
7. содержание О-антигена 0,91 Весьма высокая
8. иммуногенность (сер. Огава) 0,74 Высокая
9. иммуногенность (сер. Инаба) 0,67 Заметная

Заключение

Выполненное исследование дает возможность 
прийти к таким выводам:

1. Ретроспективная оценка качества иммуно-
биологического лекарственного препарата «Вакцина 
холерная бивалентная химическая», выпущенного в 
период с 2013 по 2023 гг., подтвердила соответствие 
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всех серий требованиям нормативной документации по 
результатам контроля производителя и испытательных 
лабораторий.

2. Статистический анализ результатов контроля 
качества ИЛП «Вакцина холерная бивалентная химиче-
ская» с использованием карт Шухарта свидетельствует 
о стабильности и управляемости технологического про-
цесса производства. 

3. Установлена значительная корреляция резуль-
татов испытаний ИЛП «Вакцина холерная бивалентная 
химическая» при выпускающем контроле качества произ-
водителем и при подтверждении соответствия продукции 
в испытательных лабораториях.
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QUALITY ANALYSIS OF CHOLERA BIVALENT CHEMICAL VACCINE, 
ISSUED FROM 2013 TO 2023
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The use of oral cholera vaccines is recommended by WHO as one of the measures to prevent cholera epidemics. In Russia, 
vaccination against cholera is included in the preventive vaccinations сalendar for epidemic indications. The Russian Research Anti-
Plague Institute «Microb» is the manufacturer of the only one registered in Russia drug for the prevention of cholera – «Cholera 
bivalent chemical vaccine». A retrospective analysis of the quality indicators of the drug «Cholera bivalent chemical vaccine», produced 
from 2013 to 2023, testifies to the technological process stability and compliance of products with the requirements of regulatory 
documentation based on the results of the manufacturer’s control and testing laboratories.
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Исследование пространственной структуры молекул ферментов способствует лучшему пониманию особенностей их функци-
онирования и является основой для разработки новых препаратов для биотехнологической индустрии. В данной работе мы изучали 
изменения пространственной структуры молекулы экзоинулиназы из Kluyveromyces marxianus в процессе ее взаимодействия с 
моно- и полисахаридами. Проанализированы изменения в объеме и числе внутренних структур в процессе связывания инулиназы 
с моно- (глюкоза, фруктоза) и полисахаридными (инулин) соединениями. Описаны трансформации в числе и длине туннелей 
и пор, а также реорганизация состава и локализации групп заряженных и гидрофобных аминокислот на поверхности фермента. 
Установлено, что при взаимодействии с лигандами происходит реорганизация как внутренних структур фермента, так и состава 
аминокислотных скоплений на поверхности его молекулы. Выявленные в работе особенности взаимодействия экзоинулиназы с раз-
личными углеводами необходимо учитывать при разработке новых промышленных биокатализаторов на основе данного фермента.
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Введение

Благодаря своей способности гидролизовать ину-
лин фермент инулиназа (КФ 3.2.1.7) играет важную роль 
для пищевой промышленности в области производства 
фруктозы и фруктоолигосахаридов из экстрактов инули-
носодержащих растений [8, 12]. 

Инулин состоит из линейных цепей молекул 
D-фруктофуранозы, соединенных -2,1-гликозидными 
связями с фрагментом D-глюкозы на одном конце и 
фрагментом фруктозы на другом [8, 13].

Экзоинулиназы гидролизуют гликозидные связи 
инулина и инулоолигосахаридов с образованием фрукто-
зы, которая является низкокалорийным подсластителем. 
Она в 2 раза слаще сахарозы, благодаря чему исполь-
зуется в качестве сахарозаменителя во многих пищевых 
продуктах; широко применяется в изготовлении напит-
ков, для повышения индекса сладости конфет, шоколада, 
мороженого и т. д. [3, 6, 8]. Инулиназы применяются 

также в производстве биотоплива (этанол, бутанол, 
ацетон), органических кислот (глутаминовой, молочной, 
янтарной и других кислот) [11]. 

Сырье, богатое инулином, представляет собой 
смесь сахаров [12] и может включать в себя, помимо 
инулина, другие углеводы [4]. Эти сахара способны ока-
зывать различное влияние на инулиназную активность. В 
частности, фруктоза и глюкоза, являясь продуктами ги-
дролиза инулина, оказывают на фермент ингибирующее 
воздействие [2, 9, 14]. Именно поэтому важно изучать 
механизмы взаимодействия представленных сахаров с 
энзимом с помощью методов молекулярного докинга и 
3D-моделирования. Кроме того, анализ структуры моле-
кул инулиназ помогает понять механизм их работы и роль 
конкретных аминокислотных остатков либо в связывании 
субстрата, либо в стабилизации трехмерной структуры 
белка. По этой причине исследования, детализирующие 
структурную организацию инулиназ, имеют высокий при-
оритет для фундаментальной и прикладной науки [5, 11]. 

Характерными структурными элементами молеку-
лы белка являются туннели, внутренние полости и поры. 
Они непосредственно влияют на биологические функции 
и стабильность белковых макромолекул. Внутренние по-
лости представляют собой пространство внутри молекулы 
белка, которое не заполнено аминокислотными остатками 



58

Вестник биотехнологии, 2023, Т. 19, № 4

и не связано с внешним растворителем. Термин «пора» 
описывает канал, проходящий через молекулу белка без 
прерываний внутренней полости и соединенный с внешней 
поверхностью молекулы. «Туннель» представляет собой 
канал, соединяющий поверхность белка с внутренней по-
лостью или две или несколько внутренних полостей [7]. 

Туннели соединяют внутренние пространства 
биомакромолекул с внешним, позволяя субстратам пере-
мещаться внутрь и выходить из каталитических центров 
ферментов, устанавливают субстратные каналы между 
двумя и более активными центрами. Следует отметить, 
что туннели были идентифицированы у 64% ферментов 
с известной кристаллической структурой, что свидетель-
ствует о том, что они являются довольно характерными 
для белковых структур [10]. 

Туннели выполняют множество важных функций 
для ферментов: избирательно пропускают предпочтитель-
ный субстрат, задерживают прохождение нежелательных 
молекул, управляют движением кофакторов и раство-
рителя. Порядок отдельных каталитических стадий фер-
ментативного процесса также контролируется туннелями. 

Молекулярные каналы являются ключевыми 
характеристиками огромного количества биомолекул. 
По этой причине целью работы было выявить особен-
ности взаимодействий экзоинулиназы из Kluyveromyces 
marxianus с инулином, фруктозой и глюкозой, учитывая 
параметры туннелей, полостей и пор, которые образуются 
в ходе этих взаимодействий, а именно – их объемы (нм3) 
и протяженность (Å).

Материалы и методы

Объектом исследования выступила простран-
ственная структура экзоинулиназы из Kluyveromyces 
marxianus (PDB ID: 6J0T). Отрисовка молекул угле-
водов осуществлялась в программе HyperChem (Версия 
8.0.10). В качестве углеводов были выбраны инулин 
(субстрат для инулиназы), фруктоза (основной про-

дукт реакции), глюкоза (побочный продукт реакции). 
Соотношение фруктоза:глюкоза в гидролизате инулина 
составляет порядка 27:1.

Докинг энзима с лигандами проводился в про-
граммном обеспечении AutoDock Vina (https://
sourceforge.net/projects/autodock-vina-1-1-2-64-bit/). 
Вычисление параметров туннелей, внутренних полостей 
и пор осуществлялось при помощи программы MOLE 
(http://mole.chemi.muni.cz/). Анализ скоплений ами-
нокислотных остатков на поверхности молекулы инули-
назы проводился в программном обеспечении Maestro 
10.3 (https://www.schrodinger.com/products/maestro). 
Расстояния (r) между аминокислотными остатками 
на поверхности ферментов были рассчитаны на основе 
координат атомов в их составе по формуле:

( ) ( )2 22
2 1 2 1 2 1( ) ,r x x y y z z= − + − + −

где x1 и x2 – координаты атомов двух аминокислот 
по оси абсцисс, y1 и y2 – координаты атомов аминокислот 
по оси ординат, z1 и z2 – координаты по оси аппликат. 
За скопление принимались аминокислотные остатки, 
расстояние между которыми не превышало 10 Å [1].

Результаты и обсуждение

На поверхности пространственной структуры 
молекулы экзоинулиназы, источником которой является 
Kluyveromyces marxianus, найдено 6 скоплений заря-
женных и 8 скоплений гидрофобных аминокислотных 
остатков. Данные об изменении состава, количества и 
локализации скоплений заряженных аминокислотных 
остатков при одноточечном связывании с различными 
углеводами представлены в таблице 1 и на рисунке 1. 

Как видно из таблицы 1, при взаимодействии экзо-
инулиназы с инулином исчезает скопление 5. Скопление 
4 в малой степени изменяет свой состав при взаимо-
действии с глюкозой: из него исчезает аминокислотный 
остаток Lys359.

Таблица 1
Аминокислотный состав заряженных скоплений на поверхности молекулы инулиназы  

из Kluyveromyces marxianus 

Лиганды Скопление 1 Скопление 2 Скопление 3 Скопление 4 Скопление 5 Скопление 6

без лигандов

Lys22, Arg23, 
Asp24, Asp26, 
Lys28, His467, 

Lys469, Lys474, 
Glu475, His481

Arg39, His48, 
Asp98, Lys505

Lys62, Glu64, 
Lys91, Arg135, 

Asp159

Glu189, Lys244, 
Asp259, Lys261, 
Asp263, Glu323, 
Lys324, Asp325, 
Lys359, Asp360

His229, Asp289, 
His294, Asp299, 

Asp300

Glu400, Lys403, 
Lys404, Lys406, 
Asp408, Lys429, 
Asp445, Asp446, 
Arg451, Lys537, 
Asp541, Lys542
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комплекс с 
фруктозой

Lys22, Arg23, 
Asp24, Asp26, 
Lys28, His467, 

Lys469, Lys474, 
Glu475, His481

Arg39, His48, 
Asp98, Lys505

Lys62, Glu64, 
Lys91, Arg135, 

Asp159

Glu189, Lys244, 
Asp259, Lys261, 
Asp263, Glu323, 
Lys324, Asp325, 
Lys359, Asp360

His229, Asp289, 
His294, Asp299, 

Asp300

Glu400, Lys403, 
Lys404, Lys406, 
Asp408, Lys429, 
Asp445, Asp446, 
Arg451, Lys537, 
Asp541, Lys542

комплекс с 
глюкозой

Lys22, Arg23, 
Asp24, Asp26, 
Lys28, His467, 

Lys469, Lys474, 
Glu475, His481

Arg39, His48, 
Asp98, Lys505

Lys62, Glu64, 
Lys91, Arg135, 

Asp159

Glu189, Lys244, 
Asp259, Lys261, 
Asp263, Glu323, 
Lys324, Asp325, 

Asp360

His229, Asp289, 
His294, Asp299, 

Asp300

Glu400, Lys403, 
Lys404, Lys406, 
Asp408, Lys429, 
Asp445, Asp446, 
Arg451, Lys537, 
Asp541, Lys542

комплекс с 
инулином

Lys22, Arg23, 
Asp24, Asp26, 
Lys28, His467, 

Lys469, Lys474, 
Glu475, His481

Arg39, His48, 
Asp98, Lys505

Lys62, Glu64, 
Lys91, Arg135, 

Asp159

Glu189, Lys244, 
Asp259, Lys261, 
Asp263, Glu323, 
Lys324, Asp325, 

Asp360

 -

Glu400, Lys403, 
Lys404, Lys406, 
Asp408, Lys429, 
Asp445, Asp446, 
Arg451, Lys537, 
Asp541, Lys542

Рис. 1. Локализация скоплений заряженных аминокислотных остатков в составе моделей экзоинулиназы  
из Kluyveromyces marxianus при одноточечном связывании с углеводами

Для скоплений гидрофобных аминокислотных 
остатков различия в составе, локализации и количестве 
при одноточечном связывании с различными сахарами 
представлены в таблице 2 и на рисунке 2. При взаимо-
действии со всеми углеводами происходит исчезновение 
скопления 6, других изменений не наблюдается.

Был также проведен анализ изменений внутренних 
структур молекул фермента при образовании комплексов с 
сахарами (табл. 3, рис. 3). В моделях, полученных одно-
точечным докингом, наблюдается присутствие внутренних 
полостей, бо́льшая из которых имеет объем 0,502 нм3. В 

случае докинга молекулы инулиназы с инулином третья 
внутренняя полость прилегает к лиганду, аналогичное яв-
ление замечено и в модели комплекса с фруктозой. Данные 
полости различны по размеру, но соответствуют друг другу 
пространственно; кроме того, их составляют практически 
аналогичные аминокислотные остатки:

С инулином: Tyr 247, Asp 248, Ser 249, Ser 255, 
Asn 256, Ser 257, Leu 358, Lys 359, Asp 360, Asp 369, 
Val 370.

С фруктозой: Tyr 247, Asp 248, Ser 255, Asn 256, 
Ser 257, Leu 358, Lys 359, Asp 360, Val 370.

С.М. Макин и др., с. 57–65
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Таблица 2
Аминокислотный состав гидрофобных скоплений на поверхности молекулы инулиназы  

из Kluyveromyces marxianus 
Лиганды Скопление 1 Скопление 2 Скопление 3 Скопление 4 Скопление 5 Скопление 6 Скопление 7 Скопление 8

без лигандов

Leu3, Ala4, 
Tyr5, Leu7, 
Leu8, Leu9, 

Leu11, Ala12, 
Val18, Ile19, 

Tyr21, Gly25, 
Ala29, Ile30, 

Phe35, 
Leu37, 

Ala75, Trp79, 
Pro345, 
Pro471

Ala61, Tyr121, 
Pro134, 
Pro321

Tyr99, 
Gly100, 
Ala101, 
Tyr162, 

Gly147, 
Pro148, 
Ala171, 

Ile175, Val207

Trp232, 
Pro274, 
Pro277, 
Leu278, 
Phe304, 
Phe478, 
Ala484

Val250, 
Ala251, 
Ile298, 
Ala368

Pro376, 
Tyr380, 
Leu383, 
Gly387

Pro426, 
Ile428, 
Val432, 
Phe433, 
Gly458

комплекс с 
фруктозой

Leu3, Ala4, 
Tyr5, Leu7, 
Leu8, Leu9, 

Leu11, Ala12, 
Val18, Ile19, 

Tyr21, Gly25, 
Ala29, Ile30, 

Phe35, 
Leu37, 

Ala75, Trp79, 
Pro345, 
Pro471

Ala61, Tyr121, 
Pro134, 
Pro321

Tyr99, 
Gly100, 
Ala101, 
Tyr162,

Gly147, 
Pro148, 
Ala171, 

Ile175, Val207

Trp232, 
Pro274, 
Pro277, 
Leu278, 
Phe304, 
Phe478, 
Ala484

 -

Pro376, 
Tyr380, 
Leu383, 
Gly387

Pro426, 
Ile428, 
Val432, 
Phe433, 
Gly458

комплекс с 
глюкозой

Leu3, Ala4, 
Tyr5, Leu7, 
Leu8, Leu9, 

Leu11, Ala12, 
Val18, Ile19, 

Tyr21, Gly25, 
Ala29, Ile30, 

Phe35, 
Leu37, 

Ala75, Trp79, 
Pro345, 
Pro471

Ala61, Tyr121, 
Pro134, 
Pro321

Tyr99, 
Gly100, 
Ala101, 
Tyr162,

Gly147, 
Pro148, 
Ala171, 

Ile175, Val207

Trp232, 
Pro274, 
Pro277, 
Leu278, 
Phe304, 
Phe478, 
Ala484

 -

Pro376, 
Tyr380, 
Leu383, 
Gly387

Pro426, 
Ile428, 
Val432, 
Phe433, 
Gly458

комплекс с 
инулином

Leu3, Ala4, 
Tyr5, Leu7, 
Leu8, Leu9, 

Leu11, Ala12, 
Val18, Ile19, 

Tyr21, Gly25, 
Ala29, Ile30, 

Phe35, 
Leu37, 

Ala75, Trp79, 
Pro345, 
Pro471

Ala61, Tyr121, 
Pro134, 
Pro321

Tyr99, 
Gly100, 
Ala101, 
Tyr162,

Gly147, 
Pro148, 
Ala171, 

Ile175, Val207

Trp232, 
Pro274, 
Pro277, 
Leu278, 
Phe304, 
Phe478, 
Ala484

 -

Pro376, 
Tyr380, 
Leu383, 
Gly387

Pro426, 
Ile428, 
Val432, 
Phe433, 
Gly458
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Рис. 2. Локализация скоплений гидрофобных аминокислотных остатков в составе моделей экзоинулиназы  
из Kluyveromyces marxianus при одноточечном связывании с углеводами

Таблица 3
Характеристики внутренних структур моделей инулиназы из Kluyveromyces marxianus с различными углево-

дами, полученных путем одноточечного молекулярного докинга 
№ Нативный фермент Комплекс с фруктозой Комплекс с глюкозой Комплекс с инулином

Объем внутренних полостей, нм3

1 0,502 0,502 0,502 0,502
2 0,501 0,501 0,501 0,501
3 - 0,093 - 0,160

Длина туннелей, Å 
1 14,68 - - 14,68
2 22,12 - - 22,12
3 9,32 9,32 9,32 9,32
4 8,18 - - -
5 10,67 8,47 10,67 -
6 13,59 13,59 13,59 13,59
7 9,95 9,95 9,95 9,95
8 5,01 5,01 5,01 5,01
9 5,31 5,31 5,31 5,31
10 8,04 8,04 8,04 8,04
11 8,23 8,23 8,23 8,23
12 10,76 10,76 10,76 10,76
13 9,32 9,32 9,32 9,32

Поры
1 26,78 26,78 26,78 26,78
2 12,03 - 9,51 -
3 24,02 - - -
4 9,68 9,68 9,68 9,68
5 14,71 14,71 14,71 14,71

В модели нативного фермента необходимо отме-
тить значительную степень перекрывания пор и туннелей. 
Наблюдается перекрытие пор 2 и 3, 4 и 5. Кроме того, 
замечено перекрывание туннелей 4 и 5 с порами 2 и 3. 
Туннели 9, 10 и 11 перекрываются между собой и с обе-
ими порами 4 и 5. Туннели 1 и 2 перекрываются с порой 1.

При образовании комплекса инулиназы с углевода-
ми исчезает туннель 3. При взаимодействии инулиназы с 
глюкозой и фруктозой исчезают туннели 1 и 2. Туннель 5 
претерпевает изменения: при взаимодействии с инулином 
данная структура исчезает, а при докинге с фруктозой 
сокращает свою длину с 10,67 до 8,47 Å.

С.М. Макин и др., с. 57–65
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Рис. 3. Внутренние структуры инулиназы из Kluyveromyces marxianus, нативной и в комплексе  
с различными лигандами (справа налево: туннели, внутренние полости, поры)

Модель комплекса инулиназа-фруктоза характеризу-
ется появлением третьей внутренней полости объемом 0,093 
нм3. Поры 4 и 5 перекрываются между собой и с туннелями 
9–11. Поры 2 и 3 отсутствуют. При взаимодействии инули-

назы с глюкозой пора 2 изменяет размер от таковой в модели 
нативного фермента (рис. 4), она также перекрывается с 
туннелем 5. Туннели 9, 10 и 11 перекрываются между собой 
и с обеими порами 4 и 5. Поры 2 и 3 отсутствуют.

Рис. 4. Сравнение профилей поры 2 в модели нативного фермента и в комплексе с глюкозой
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В модели фермента в комплексе с инулином тун-
нели 1 и 2 перекрываются с порой 1. Туннели 9, 10 и 11 
перекрываются между собой и с обеими порами 4 и 5. 
При этом туннели 4 и 5 исчезают.

Методами молекулярного докинга были опреде-
лены типы взаимодействия полисахаридов с инулиназой 
(рис. 5). Связывание молекулы фермента с глюкозой 
также осуществлялось посредством нековалентных 
взаимодействий с аминокислотными остатками. В гидро-
фобных взаимодействиях принимали участие Tyr 247, Val 
250, Asp 360, Val 370, в то время как аминокислотные 
остатки Ser 249, Ala 251, Ser 253, Ser 254, Ser 255, 
Lys359 были вовлечены в образование водородных 
связей с молекулой лиганда.

Установлено, что взаимодействие с фруктозой осу-
ществлялось с помощью образования водородных связей 
со следующими аминокислотами: Ser 249, Ser 253, Ser 
254, Ser 255, Ala 368. В гидрофобные взаимодействия 

были вовлечены аминокислоты Tyr 247, Ala 251, Asp 
360, Asp 369, Val 370. Выделенные жирным шрифтом 
аминокислотные остатки (Ser 255, Tyr 247, Asp 360, 
Val 370) входят в состав внутренней полости, прилега-
ющей к лиганду.

Образование комплекса инулин-экзоинулиназа 
происходило аналогичным образом. Водородные связи 
образовывались с аминокислотными остатками Tyr 247, 
Ala 251, Ser 253, Ser 254, Ser 255, Asp 369. В гидро-
фобные взаимодействия внесли вклад аминокислоты Ser 
249, Val 250, Asp 252, Ile 298, Asp 299, Asp 360, 
Ser 367, Ala 368, Val 370. Аминокислоты Tyr 247, 
Ser 249, Ser 255, Asp 360, Asp 369, Val 370 также 
входят в состав внутренней полости, непосредственно 
прилегающей к лиганду. Данное сравнение позволяет 
сделать вывод о важности внутренних структур, в 
частности, внутренних полостей, в межмолекулярном 
взаимодействии.

Рис. 5. Детализация взаимодействия моно- и полисахаридов с экзоинулиназой из Kluyveromyces marxianus

Заключение

В результате проведенных расчетов было выявлено, что 
модели комплексов молекулы инулиназы из Kluyveromyces 
marxianus с инулином и фруктозой имеют общие тенденции в 

изменении состава и формы внутренних структур. В частно-
сти, комплексы фермента с данными углеводами приобретают 
новую внутреннюю полость, которая предположительно игра-
ет роль во взаимодействии с названными лигандами. Кроме 
того, при взаимодействии с углеводами происходит изменение 
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состава гидрофобных скоплений на поверхности молекулы, 
что позволяет говорить о преимущественном вовлечении во 
взаимодействие гидрофобных структур фермента.

Производство инулина из инулинсодержащего 
сырья является неотъемлемой частью процесса создания 
низкокалорийных подсластителей. Это исследование 
позволяет более глубоко понять механизмы взаимодей-
ствия инулиназы с различными углеводами, что, в свою 
очередь, дает возможность использовать полученные 
результаты в пищевой промышленности.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке Министерства науки и высшего образования 
РФ в рамках государственного задания ВУЗам в сфере 
научной деятельности на 2023–2025 годы, проект 
№ FZGU-2023-0009.
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FEATURES OF THE INTERACTION OF EXOINULINASE FROM 
KLUYVEROMYCES MARXIANUS WITH MONO- AND POLYSACCHARIDES

S.M. MAKIN1, A.N. DUBOVITSKAYA1, D.YU. BOGOMOLOV1, M.S. KONDRATYEV1,2,  
M.G. HOLYAVKA1,3,, V.G. ARTYUKHOV1

1 Voronezh State University, Voronezh;  
2 Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow Region; 

3 Sevastopol State University, Sevastopol

This study of the spatial structures of enzyme molecules contributes to a better understanding of the features of their functioning and 
is the basis for the development of new drugs for the biotechnology industry. In this work, we studied changes in the spatial structures of the 
exoinulinase molecule from Kluyveromyces marxianus during its interaction with mono- and polysaccharides. Changes in the volume and 
number of internal structures during the interaction between inulinase and mono- (glucose, fructose) and polysaccharides (inulin) were analyzed. 
Transformations in the number and length of tunnels and pores, as well as reorganization of the composition and localization of charged and 
hydrophobic amino acids on the surface of the enzyme have been described. It has been established that interactions with ligands causes a 
reorganization of the internal structures of the enzyme and the composition of amino acid residues on its surface. The peculiarities of exoinulinase 
interaction with various carbohydrates described in this work can be helpful in developing new industrial biocatalysts based on this enzyme.
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РАЗРАБОТКА ДИАГНОСТИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ  
И МЕТОДИЧЕСКИХ ПРИЕМОВ ДЛЯ ДЕТЕКЦИИ YERSINIA PESTIS  

(КАПСУЛЬНОЙ И БЕСКАПСУЛЬНОЙ ФОРМ)
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ФКУЗ Ставропольский противочумный институт Роспотребнадзора, Ставрополь

Авторами статьи описана разработка иммунодиагностических препаратов для детекции Y. pestis (капсульной и бескап-
сульной форм), которые позволяют обнаруживать типичные и измененные в антигенном отношении штаммы чумного микроба с 
положительным и/или отрицательным выражением «фракции 1». Также подтверждена эффективность использования чумного 
иммуномагнитного сорбента, обеспечивающего селективное концентрирование материала с низким содержанием патогена и 
очистку проб от возможной контаминации посторонней микрофлорой в лабораторных и полевых условиях. Предложенный 
способ пробоподготовки образцов окружающей среды применим при осуществлении обследования на наличие возбудителя 
чумы капсульной и бескапсульной форм разнообразных потенциально инфицированных объектов биотической (животные и 
эктопаразиты, вовлеченные в чумной цикл) и абиотической природы в конкретных очагах.
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Введение

Чума – зоонозная природно-очаговая особо опас-
ная бактериальная инфекционная болезнь. Точная иденти-
фикация бактерий Y. pestis важна не только при выделении 
культур от больных чумой людей и при эпизоотологических 
исследованиях природных очагов. Потребность в этом 
возникает также при анализе «сомнительных» штаммов, 
выделенных в природных очагах в периодах между эпи-
зоотиями, при определении параметров внутривидовой 
изменчивости для решения таксономических вопросов, при 
изучении длительно хранившихся измененных штаммов, а 
также при определении природной изменчивости внутри 
вида в процессе сохранения его во времени в различных 
природных условиях. При изучении природных очагов 
чумы широко используют традиционные серологические 
методы, направленные на поиск F1 чумного микроба. 
Однако такие факты, как выделение атипичных афрак-
ционных (Fra-) штаммов возбудителя чумы практически 
во всех известных природных очагах, доказанная измен-

чивость типичных чумных штаммов под воздействием 
различных факторов, процесс деградации фракции I, 
присутствующей в объектах окружающей среды, наличие 
в пробе посторонних реагентов, влияющих на взаимодей-
ствие антиген-антитело, могут быть причиной различных 
результатов серодиагностики. 

Исследование с помощью иммунологических тестов, 
основанных на использовании высокоспецифичного F1-
антигена и антител к нему, не всегда надежно и может при-
вести к ложноположительным, а в худшем – к ложноотрица-
тельным результатам [2]. Поэтому разработка и внедрение в 
практику диагностических препаратов, ориентированных на 
выявление не только F1 Y. pestis, но и других его специфиче-
ских антигенов, остается актуальной проблемой до сих пор. 

В настоящее время для индикации возбудителей 
инфекционных болезней при обработке проб из объектов 
окружающей среды возникают трудности, так как в этих 
случаях необходимо избавиться от посторонних примесей 
и максимально сконцентрировать искомый антиген. Одним 
из приоритетных направлений в лабораторной диагностике 
инфекционных болезней является разработка высокоэффек-
тивных способов концентрирования патогенов и их элими-
нации из исследуемого материала с последующей детекцией 
серологическими, генетическими, бактериологическими 
методами. Применение иммуномагнитной сепарации дает 
большие преимущества по сравнению с традиционными ме-
тодами концентрирования (фильтрацией или центрифугиро-
ванием) при индикации микроорганизмов непосредственно 
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в исследуемом материале. Основа методологии заключается 
в использовании магнитных частиц с иммобилизованными 
на их поверхности антителами, что обусловливает воз-
можность эффективного распознавания возбудителей и 
их выделение из сложных биологических образцов. Таким 
образом, расширение арсенала бивалентных медицинских 
иммунобиологических препаратов для экспрессных методов 
детекции типичных и измененных в антигенном отношении 
штаммов чумного микроба остается актуальным.

Цель работы – разработка высокоспецифичных 
диагностических иммунобиологических препаратов и эф-
фективных методических приемов для выявления типич-
ных и дефектных по синтезу антигена F1 штаммов Y. pestis.

Материалы и методы

При выполнении работы использованы 27 штам-
мов микроорганизмов I–IV групп патогенности разных 
родов и видов. Концентрацию выросших микробных 
клеток определяли турбидиметрически (с использова-
нием стандарта мутности ОСО 42-28-85П).

Для получения кроличьей поливалентной гипер-
иммунной сыворотки разработана схема иммунизации 
с иммуномодуляторами тималином и циклофосфаном, 
основанная на сочетании оптимальной антигенной комби-
нации: капсульный антиген F1; белки микробных клеток, 
солюбизированные карбамидом; водно-солевой экстракт 
из афракционного штамма Y. pestis EV 5.

Оценку специфичности полученных бивалентных 
иммунных сывороток проводили в непрямой реакции 
иммунофлуоресценции на гетерологичных штаммах: 
Y. pseudotuberculosis I–IV серовары, Escherichia (E.) coli, 
Y. enterocolitica, Francisella (F.) tularensis, Brucella (B.) suis, 
B. abortus, B. melitensis, Salmonella, Shigella). Для удаления 
перекрестно реагирующих антител проведена сорбция сы-
воротки алюмосиликатным магнитным иммуносорбентом, 
белковым лигандом при этом служил водно-солевой экстракт 
из штамма Y. pseudotuberculosis III серовара [4]. Полученная 
сыворотка явилась высококачественным биологическим 
сырьем для конструирования на её основе ряда диагно-
стических препаратов для детекции Y. pestis (капсульной и 
бескапсульной форм). Конъюгацию иммуноглобулинов G 
(IgG) c индикаторным ферментом – пероксидазой хрена 
(тип IV–А, Rz – 3,0 c активностью 1550 units/mg, Sigma) 
проводили по методу перйодатного окисления.

Для конструирования иммуноглобулинового чум-
ного магнитного сорбента использовали стандартный 
образец магносорбента (СО 007-9388-2015), разра-
ботанный нами к настоящему времени [6].

Для подтверждения воспроизводимости и достовер-
ности полученных при исследовании результатов проводили 
математическую обработку результатов экспериментов в 
программе Microsoft Excel, производя расчет значений сред-
ней квадратичной ошибки отдельного измерения, выбороч-
ной дисперсии, вероятного квадратичного отклонения, при 
двух степенях свободы с доверительной вероятностью 0,95.

Результаты и обсуждение

Нами определены оптимальные условия из-
готовления эритроцитарного бивалентного чумного 
иммуноглобулинового диагностикума: конъюгирующим 
реагентом определен вторичный алкилсульфат натрия в 
концентрации 2%; температура сенсибилизации иммуно-
глобулинов, фракционированных каприловой кислотой, 
с эритроцитами – 45 °С; рН раствора при сенсибили-
зации – 5,0. Контроль специфической активности семи 
экспериментальных серий диагностикума при проведении 
межлабораторных испытаний продемонстрировал их 
чувствительность не менее 2,5×106 микробных клеток на 
1 мл (м.к./мл) как для капсульных, так и для дефектных 
по синтезу F1 штаммов чумного микроба в реакции не-
прямой гемагглютинации (РНГА). При изучении специ-
фичности диагностикума констатировано отсутствие 
реакции с гетерологичными штаммами микроорганизмов.

Для повышения чувствительности методов иссле-
дования и достоверности результатов обычно применяют 
этап дополнительного концентрирования или отделения 
исследуемого материала от контаминантов (пробоподго-
товка). Принципиально новым подходом к решению этой 
задачи является применение магнитоуправляемых имму-
носорбентов (МИС). Использование иммуносорбентов с 
магнитными свойствами дает возможность одновременно 
провести специфическое концентрирование проб, легко 
и эффективно отмыть исследуемый материал от посто-
ронних примесей, влияющих на прохождение реакции.

Многолетние исследования в этой области привели к 
созданию и внедрению в практику МИС, предназначенных 
для селективного концентрирования возбудителей особо 
опасных и других инфекций бактериальной и вирусной 
природы из объектов окружающей среды с последующей 
постановкой иммуноферментного анализа (ИФА). С целью 
стандартизации магноиммуносорбентных диагностических 
препаратов и налаживания их производственного выпуска 
нами проведена разработка стандартного образца (СО) 
композиционного магносорбента (МС) [1, 5, 7].

Приготовление МС проводили по разработанной 
нами технологии, состоящей из пяти основных стадий: 
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гидратации компонентов; термообработки геля; механи-
ческого измельчения МС; химического активирования 
поверхности МС; иммобилизации IgG, выделенных из 
кроличьих иммунных сывороток ПЭГ-6000, на поверх-
ности МС. Сорбционным материалом служил алюминий 
кремнекислый мета, магнитный компонент – оксид 
железа (II). Модифицирование поверхности сорбента 
осуществляли в присутствии полимера – декстрана и 
вторичного алкилсульфата натрия (ПАВ). Проведенные 
исследования позволили установить следующие опти-
мальные условия синтеза: соотношение алюмосиликат: 
FeO – 1:2, соответственно; время гелеобразования – 2 
ч; рН гелеобразования – 7,0; проведение термообработки 
при 100–110 °С в течение 30 мин. Для получения частиц 
контролируемого размера измельчение МС проводили на 
шаровой планетарной мельнице Fritsch P-7 (Германия) 
методом сухого размола, используя стаканы и мелющие 
шары из диоксида циркония. Оптимальными адсорбцион-
ными свойствами обладали образцы МС, измельченные в 
течение 3 мин, с размерами частиц 3,8±0,5 мкм, которые 
адсорбировали 1,0±0,2 мг/мл IgG на 1 мл взвеси сорбента.

Используя технологическую схему производства 
СО МС, мы изготовили иммуноглобулиновый магноим-
муносорбент для избирательного концентрирования ти-
пичных и дефектных по синтезу F1 штаммов возбудителя 
чумы в объектах окружающей среды и их выявления в 
иммуноферментном анализе. Оценка чувствительности 
полученного чумного бивалентного МИС проведена в 
лабораторных условиях на чистых культурах возбуди-
теля чумы, типичных и атипичных по синтезу F1. При 
изучении специфичности МИС использовали штаммы 
различных гетерологичных микроорганизмов. При про-
ведении ИФА с предварительной пробоподготовкой на 
МИС удалось обнаружить фракционные и дефектные 
по синтезу F1 штаммы чумного микроба в концентрации 
1,0×102 – 1,0×103 м.к./мл. Все изготовленные серии 
МИС не выявляли в ИФА гетерологичные штаммы в 
концентрации 1,0×105 м.к./мл. Результаты исследования 
искусственно контаминированных проб (почва, погадки 
хищных птиц) и полевого материала (блохи грызунов) 
свидетельствовали о возможности обнаружения типич-
ных и дефектных по синтезу F1 штаммов возбудителя 
чумы в концентрации 1,0×103 м.к./мл; при этом гетеро-
логичные микроорганизмы выявлены не были.

Исследования в полевых условиях проводили в 
Центрально-Кавказском природном очаге чумы на базе 
Эльбрусского отряда Кабардино-Балкарской противочум-
ной станции Роспотребнадзора весной 2017 г. Детекцию 
чумного микроба осуществляли при исследовании блох 

Citellophilus tesquorum, собранных с каждого грызуна или 
из одной норы. Антиген возбудителя чумы был обнаружен 
в трех пробах. В этих же образцах получен положительный 
результат при исследовании эктопаразитов молекулярно-
генетическим методом, используя набор реагентов для вы-
явления ДНК Y. pestis в биологическом материале методом 
полимеразной цепной реакции с гибридизационно-флуорес-
центной детекцией «АмплиСенс Yеrsinia pestis-FI». Для 
исключения ложноположительных результатов при иссле-
довании эктопаразитов были проведены экспериментальные 
исследования в реакции МИС+ИФА. Из инсектария 
лаборатории медицинской паразитологии ФКУЗ Ставро-
польского противочумного института Роспотребнадзора 
были получены интактные имаго пивших блох Citellophilus 
tesquorum и Xenopsylla cheopis. Положительно реагирую-
щих проб блох выявлено не было.

После фиксации искомого патогена на аффинном 
сорбенте и последующей его индикации, например, в 
ИФА, отпадает необходимость в традиционном исполь-
зовании полистироловых микроплат, так как сам МИС 
выступает в качестве твердой фазы при проведении реак-
ции. При постановке же серологической реакции, такой 
как РНГА, предварительно нужно провести десорбцию 
антигена с поверхности сорбента, сохранив его нативные 
свойства. Разработан способ элюции искомого патогена 
после предварительного концентрирования на аффинном 
сорбенте для последующего исследования в серологи-
ческой реакции, используя один из растворов: 1%-ный 
раствор пепсина, рН 6,2; 2%-ный раствор твин 20, рН 
5,6; 0,03 М раствор калия едкого, рН 11,4; 60%-ный 
раствор ацетонитрила, рН 8,5; ТРИС-ЭДТА буфер, рН 
8,9. При этом значительно повышается чувствительность 
и специфичность РНГА.

Заключение

В последнее десятилетие в мире отмечено со-
хранение напряженной эпидемиологической ситуации 
по чуме [3]. Проблема лабораторного обеспечения 
диагностики чумы, получение надежной и оперативной 
информации об эпизоотологической и эпидемиологи-
ческой обстановке в природных очагах этой инфекции 
остаются чрезвычайно актуальными. Особая роль в на-
боре лабораторных методов принадлежит экспрессным и 
ускоренным методам диагностики, адаптированным для 
прямого исследования самых разнообразных объектов 
биотической и абиотической природы. В связи с этим 
устойчивый потенциал особо опасных инфекций, в том 
числе чумы, свидетельствует об актуальности вопроса 
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повышения эффективности лабораторной диагностики 
и необходимости практического внедрения новых и усо-
вершенствованных диагностических технологий.

Приведенные в работе данные позволяют сделать 
заключение, что конструирование диагностических пре-
паратов, ориентированных на выявление капсульных и 
бескапсульных штаммов возбудителя чумы, является 
перспективным исследованием. Предложенный способ 
пробоподготовки, осуществляемой путем избиратель-
ного концентрирования на МИС, имеет преимущество, 
позволяющее быстро и легко обнаруживать Y. pestis в 
образцах окружающей среды и эктопаразитах грызунов 
(блохах) одновременно фракционные и афракционные 
штаммы чумного микроба в ИФА. Это имеет большое 
значение при эпидемиологическом и эпизоотологиче-
ском обследовании очагов чумы, так как позволяет ре-
ализовать возможность обнаружения естественных или 
генетически модифицированных штаммов возбудителя 
чумы, типичных и атипичных по синтезу капсульного 
антигена F1, в образцах окружающей среды, что дает 
дополнительную информацию, повышает эффективность 
и качество лабораторной диагностики чумы.
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DEVELOPMENT OF DIAGNOSTIC DRUGS AND METHODOLOGICAL 
APPROACHES FOR THE DETECTION OF YERSINIA PESTIS  

(CAPSULE AND CAPSULE-FREE FORMS)

A.A. SEMIRCHEVA, I.S. TYUMENTSEVA, E.N. AFANASYEV, D.V. RUSANOVA,  
Yu.Yu. GARKUSHA, E.V. ZHDANOVA, I.V. ZHARNIKOVA

Stavropol Anti-Plague Institute of Rospotrebnadzor, Stavropol

The authors of the article describe the development of immunodiagnostic drugs for the detection of Y. pestis (capsule and 
capsule-free forms), which make it possible to detect typical and antigenically modified strains of the plague microbe with a positive 
and/or negative expression of «fraction 1». The effectiveness of the use of plague immunomagnetic sorbent has also been confirmed, 
which provides selective concentration of material with a low pathogen content and purification of samples from possible contamination 
by extraneous microflora in laboratory and field conditions. The proposed method of sample preparation of environmental samples is 
applicable when conducting an examination for the presence of the causative agent of capsular and capsule-free forms of various potentially 
infected objects of biotic (animals and ectoparasites involved in the plague cycle) and abiotic nature in specific foci.
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Было предсказано наличие полиэпитопного участка белка S вируса инфекционного бронхита кур, который содержит 
Т и В зависимые эпитопы. Данный участок перекрывает 2 альфа-спирали и 2 петли. N и C-концевые участки содержат 
консервативные участки, которые пригодны для отжига универсальных праймеров. Высокое антигенное разнообразие вируса 
инфекционного бронхита кур требует быстрой разработки новых вакцин, содержащих уникальные штамм-специфичные участки 
протективных антигенов. Нами были применены методы биоинформатики для анализа В-клеточных антигенных эпитопов 
белков S1. Данный анализ позволяет теоретически исследовать их способность противостоять IBV и клонировать их в плаз-
миду pBE-S для подтверждения их иммунной активности на живых моделях. Полученные данные могут быть использованы 
для создания рекомбинантных вакцин на основе энтероинвазивных бацилл, с целью праймирования штамм-специфичными 
протективными антигенами, перед применением классических более иммуногенных вакцин.
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Введение

Вирус инфекционного бронхита птиц (Infectious 
bronchitis virus- IBV) является вирусом рода Gammacorona-
virus семейства Coronaviridae и содержит одноцепочечную 
РНК положительной полярности ((+)ssRNA) [14]. IBV 
вызывает острое высококонтагиозное респираторное за-
болевание домашней птицы, известное как инфекционный 
бронхит (ИБ), который причиняет серьез ный экономиче-
ский ущерб птицеводству [7]. Длина генома IBV составляет 
около 27,6 Кб и включает в себя четыре структурных белка: 
белок малой оболочки (E), белок мембраны (M), белок 
нуклеокапсида (N) и белок шипа (S). Субъединицы S1 
и S2 образуются путем посттрансляционного процессинга 
белка-предшественника S [8]. Белок S1 является наиболее 
вариабельным среди всех белков IBV и содержит клеточ-
но-адсорбированные и серотип-специфические антигенные 
участки [18]. Широкое разнообразие антигенных типов 
связано с различиями в аминокислотной последовательности 

протеина S1 [6]. Даже незначительное изменение в ее после-
довательности ведет к появлению нового антигенного типа. 
Установлено, что у четырех различных серотипов отличие 
в аминокислотной последовательности гена S1 составляет 
только 2–3% [2, 3]. Новые штаммы регулярно появляются 
и могут также быстро исчезать.

 Белок S1 стимулирует выработку нейтрализующих 
и ингибирующих гемагглютинацию антител и стал целевым 
геном в молекулярной эпидемиологии и исследованиях вак-
цин против IBV. В настоящее время контроль за болезнью 
инфекционного бронхита у птиц в основном осуществля-
ется с помощью аттенуированных и инактивированных 
вакцин. Однако имеются доказательства того, что широкое 
использование данных вакцинных систем может приво-
дить к ускоренной мутации IBV, что требует более точных 
стратегий иммунизации и выбора других подходящих 
вакцин и эффективных методов иммунизации [17].

Для контроля инфекционного бронхита, вызванного 
новыми штаммами IBV, мы считаем перспективными раз-
работку и применение рекомбинантной пероральной вакци-
ны на основе энтероинвазивных бактерий рода Bacillus в 
качестве носителя. Мы считаем, что пероральное введение 
вакцины является простым и легко реализуемым на прак-
тике методом, который способен стимулировать иммунитет 
слизистых оболочек [11] в отношении протективных и 
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штамм-специфичных антигенов. Среди микроорганизмов, 
применяемых в оральных вакцинах, бактерия Bacillus subtilis 
(B. subtilis) признана относительно экологически чистым 
носителем с эффективной системой секреции белка и адап-
тивным метаболизмом. Кроме того, данный микроорганизм 
способен продуцировать споры в относительно жестких 
условиях [21]. Эта технология успешно применяется в раз-
личных производствах, включая производство вакцин [12]. 
Использование B. subtilis в качестве переносчика вакцинных 
антигенов является оптимальным решением благодаря ее эф-
фективной системе секреции белка, адаптивному метаболиз-
му и способности к продукции спор, которые обеспечивают 
сохранность и стабильность вакцин при транспортировке и 
хранении в неблагоприятных условиях [10].

Эпитопные вакцины стали одним из новых на-
правлений в разработке вакцин за последние годы. Они 
безопасны и эффективны, не имеют недостатков слабови-
рулентных вакцин, не страдают от базовых мутаций и гене-
тической рекомбинации, могут вызывать как гуморальный, 
так и клеточный иммунитет, и обладают преимуществом 
концентрации иммунного воздействия на высококонсер-
вативных специфических антигенных эпитопах [22]. 

Цель данного исследования: разработать систему 
праймеров, обеспечивающих клонирование B-зависимого 
домена вариабельной области S- белка в составе шаттл-
вектора pBES.

Материалы и методы

Работа выполнялась на базе лаборатории фармакоге-
номики Институтах химической биологии и фундаменталь-
ной медицины СО РАН и в секторе молекулярной биологии 
Сибирского федерального центра агробиотехнологий РАН. 
Используемые штаммы микроорганизмов рода Bacillus были 
представлены коллекцией культур лаборатории фармакоге-
номики ИХБФМ СО РАН и ООО «СибАФ».

Геномные последовательности в данном иссле-
довании были взяты из Национального центра биотех-
нологической информации (NCBI) (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov).

Анализ нуклеотидных последовательностей прово-
дился с использованием программы Unipro UGENE v. 
43.0. и Vector NTI 11.0. Выравнивание последователь-
ностей и построение филогенетического дерева осущест-
влялись с помощью программы MEGAX.

Модель белка была получена из базы данных Swiss 
model (https://swissmodel.expasy.org/). Анализ субкле-
точной локализации белка S1 проводился с использованием 
метода DeepLoc 2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/

services/DeepLoc-2.0/) и метода Phobius [15] c использова-
нием онлайн-ресурса (https://phobius.sbc.su.se/index.html).

Для поиска эпитопов, зависимых от B гена, ис-
пользовалась база данных Immune Epitope Database 
(IEDB) (http://www.iedb.org).

Результаты исследования

Анализ оптимального участка антигена для 
создания рекомбинантной вакцины

В качестве целевого антигена для рекомбинант-
ной вакцины против IBV был выбран ген IBV-S1 
(AAD34711.1). Поиск B- и Т-зависимых эпитопов 
данного белка с помощью программы IEDB позволил 
выявить 15 B-зависимых эпитопов (в отношении которых 
предсказывается образование и прикрепление антител) 
(рис. 1). Т-зависимых эпитопов было выявлено 9, и часть 
из них содержала эпитопы распознавания T-хелперами. 

Рис. 1. Анализ эпитопов белка IBV-S1. Примечание: 
светло-розовый – B эпитоп, светло-зеленый – T 
эпитоп, розовый – B и T эпитоп, зеленые эпитопы T 
хелперов. Данные по цвету – лично с авторами

В качестве объекта исследования был взят поли-
эпитопный участок S белка IBV, содержащий три 
участка, включающих в себя перекрывающиеся Т и В 
эпитопы, локализация объекта клонирования – 115–200 
а.а. в AAD34711.1.

Поиск трансмембранных доменов белка S и сиг-
нальных пептидов, влияющих на внутриклеточную 
локализацию

Как следует из результатов предсказания субкле-
точной локализации S1 белка возбудителя инфекционного 
бронхита кур, возможна локализация данного белка на 
поверхности клетки, в эндоплазматическом ретикулуме, 
комплексе Гольджи и лизосомах. Вероятность секреции 
данного белка за пределы клетки выглядит менее вероятной.
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Таблица 1
Аминокислотная последовательность клонируемого участка белка S IBV

Фрагмент Последовательность аминокислот

IBV_S1 DMELLSFYSSTKPSGFNTPVFSNLSTGEFNISLLLTTPSSPRGRSFIEDLLFTSVESVGLP
TDEAYKKCTAGPLGFLKDLACAREY

Таблица 2
Результаты анализа субклеточной локализации отдельных белков

Protein Cytoplasm Nucleus Endoplasmic reticulum Cell membrane Mitochondrion
IBV_S1 0,257 0,108 0,814 0,613 0,116
Protein Plastid Extracellular Lysosome/Vacuole Golgi apparatus Peroxisome
IBV_S1 0,011 0,083 0,598 0,709 0,034

С использованием метода предсказания транс-
мембранной локализации белка и поиска сигнальных 
пептидов в составе аминокислотной последовательности 
белка (метод Phobius) [15] было выявлено два локуса 
трансмембранной локализации и наличие сигнальной 
последовательности в N-концевой части белка (рис. 2).

Таким образом, данный белок может быть секре-
тируемым, и он потенциально может самостоятельно 
локализоваться на поверхности клетки.

Изучение изменчивости клонируемого фрагмен-
та S белка IBV

Как следует из результатов анализа алигмента – 
интересующего нас фрагмента белка S, середина этой по-
следовательности характеризуется наличием множества 

не- синонимических замен (рис. 3). N- и С-концевые 
участки более консервативны, что позволяет разработать 
универсальные праймеры, пригодные для клонирования 
фрагмента разных штаммов IBV. 

Как видно на рисунке 4, клонируемая последова-
тельность затрагивает две относительно консервативные 
альфа спирали и две петли. 

Разработка стратегии клонирования полиэпи-
топного фрагмента белка S-IBV

Для клонирования нами была разработана пара 
универсальных праймеров (табл. 3). Праймеры содержат 
в своем составе сайты рестрикции BamH I и Hind III, 
обеспечивающие клонирование выбранного фрагмента в 
плазмиду pBE-S.

Рис. 2. Анализ по методике Phobius для белка IBV S1 (AAD34711.1)

Ф. Ян и др., с. 71–78
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Рис. 3. Результаты выравнивания аминокислотных последовательностей участка S белка IBV. Примечание: А – до-
менная структура клонируемого фрагмента (красные спирали соответствуют альфа спиралям, синяя линия – петли), 
Б – алигмент аминокислотных последовательностей (желтым отмечены консервативные участки, синим, зеленым и 
белым – более вариабельные участки белка). Требуется просмотр цветного оригинала у автора

Рис. 4. Трехмерная структура белка S1 и локализация клонируемой последовательности  
аминокислот (желтый цвет – работа с авторами)

Таблица 3 
Разработанные универсальные праймеры, пригодные для клонирования фрагмента разных штаммов IBV

Название Последовательность

Fwd IBV_S1 5’-gagGGATCCgggGATATGGAACTTTTAAGCTTC-3’

Rev IBV_S1 5’-gacAAGCTTgggATATTCACGAGCACATGC -3’

Примечание: жирным шрифтом выделена последовательность, необходимая для клонирования в плазмиды pBE-S с ис-
пользованием рестриктаз BamH I и Hind III, где маленькие буквы являются защитными основаниями, заглавные буквы 
в нечетных числах – это сайт рестрикции фермента BamH I, а заглавные буквы в четных числах – это сайт рестрикции 
фермента Hind III. Последовательности, специфичные для областей гена, указаны обычным шрифтом
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Программа амплификации выглядит следующим 
образом: при температуре 95 °C – 3 минуты, затем 30 
циклов 95 °C – 10 секунд, 65 °C – 30 секунд, 72 °C 
– 20 секунд.

При условии успешного клонирования в идеальных 
условиях мы получим следующий профиль плазмиды 
(рис. 5).

Рис. 5. Карта плазмиды pBE-S исходной (А) и со 
вставкой IBV_S1 (Б). Примечание: А: пустая плазмида; 
Б: pBE-S со вставкой IBV_S1; pUB ori – ориджин для 
рода Bacillus (сайт старта начала репликации плазмиды); 
ColE1 ori – ориджин для Escherichia coli; KanR – 
ген устойчивости к канамицину (экспрессируется в 
бактериях рода Bacillus); AmpR – ген устойчивости 
к ампициллину (экспрессируется в Escherichia coli); 
His-tag – гистидиновый хвост на никелевых колонках 
для выделения рекомбинантного белка; Hind III, BamH 
I, – сайты рестрикции$aprE Sp; RBS – промоторная 
область для экспрессии белка у микроорганизмов рода 
Bacillus; IBV-S1-фрагмент антигена IBV; PCR fragment 
– фрагмент сделали клонирование.

Обсуждение

Концепция биотехнологического продукта заклю-
чается в следующем – мы считаем целесообразным при-
менение энтероинвазивных бацилл в качестве средства 
доставки рекомбинантных антигенов и адъюванта при 
пероральной иммунизации [1].

Белок S частично или полностью расщепляется 
на аминоконцевую S1 и карбоксиконцевую S2 субъеди-
ницы посттрансляционно с помощью фуриноподобной 
протеазы хозяина. Субъединица S1 сильно варьирует 
среди различных изолятов IBV. S белок отвечает за при-
крепление вируса к клетке-хозяину и содержит основные 
нейтрализующие эпитопы [19]. 

В нашем исследовании применялись методы 
биоинформатики для анализа белка IBV-S1, гена 
AAD34711.1 с целью скрининга клеточных эпитопов 
вируса и клонирования некоторых его фрагментов [20]. 

Способность вируса ИБК у птиц индуцировать 
поликлональную стимуляцию образования интерферона 
гамма, в том числе у птицы, не имеющей предварительно-
го контакта с данным вирусом [4], можно рассматривать 
как важный механизм дисрегуляции иммунного ответа, 
приводящего к избыточному повреждению иммунной 
системой респираторного тракта. Известный факт, что 
S1 белок у некоторых коронавирусов является супер-
антигеном [9], требует создания эпитопных вакцин, 
позволяющих избежать избыточной поликлональной 
активации иммунокомпетентных клеток [13]. 

Наблюдаемое нами наличие эпитопов, перекрыва-
ющихся как для TCR CD4, CD8 Т-лимфоцитов, так и 
для антигенраспознающих частей антител (см. рис. 1), 
по нашему мнению, создают риски формирования цито-
кинового шторма за счет неспецифического связывания 
с TCR, что и подтверждается данными литературы [16].

Исходя из результатов анализа субклеточной 
локализации отдельных белков (см. табл. 2), можно 
предполагать, что TCR находится в эндоплазматическом 
ретикулуме, аппарате Гольджи, лизосоме и клеточной 
мембране, в то время как в контексте рисунка 2 мы видим, 
что фермент обладает трансмембранными свойствами (по-
казано фиолетовым цветом справа от 200) и что участок 
до этого считается нецитоплазматическим. Белок обра-
батывается и синтезируется в организме хозяина и транс-
портируется на мембрану, что также похоже, на то, что мы 
знаем о других коронавирусах, и в сочетании со сложным 
эпитопным антигенным профилем (см. рис. 1). Можно ли 
самостоятельную секрецию S белка коронавирусов рас-
сматривать как отдельный механизм, призванный снизить 
эффективность иммунного ответа? Этот вопрос для нас 
остается неясным, но требующим дальнейшего изучения. 

Способность Bacillus subtilis индуцировать 
одновременно Т- и B-клеточный иммунный ответ [5] 
представляется очень полезным свойством именно для 
рекомбинантной вакцины, содержащей как T-, так и 
B-зависимые эпитопы в структуре антигена. 

Заключение

В качестве рекомбинантного антигена в составе вак-
цины против инфекционного бронхита кур был найден по-
лиэпитопный участок S белка IBV, содержащий три участ-
ка включающих в себя перекрывающиеся Т- и В-эпитопы 
(локализация объекта клонирования – 115–200 а.а. в 
AAD34711.1). Большое количество несинонимических 
замен петлевых доменов этого участка антигена сочетается 
с консервативными N- и C-концевыми участками (в со-

Ф. Ян и др., с. 71–78
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ставе альфа-спиралей). Указанная особенность данного 
участка S белка позволила разработать праймеры для 
прямого клонирования различных вариантов этого анти-
гена в шаттл-вектор pBE-S как элемент генно-инженерной 
альтернативы аутогенной вакцины.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ и 
НСО № 22-26-20118 «Изучение возможных механиз-
мов формирования протективного иммунного ответа 
в отношении некоторых инфекционных агентов свиней 
и кур при пероральном введении штамма-продуцента 
антигенов на основе микроорганизмов рода Bacillus».
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The presence of a polyepitope region of the S protein of the chicken infectious bronchitis virus, which contains T and B 
dependent epitopes, was predicted. This region overlaps 2 alpha helices and 2 loops. The N and C terminal regions contain conserved 
regions that are suitable for annealing universal primers. The high antigenic diversity of chicken infectious bronchitis virus requires the 
rapid development of new vaccines containing unique strain-specific regions of protective antigens. We used bioinformatics methods 
to analyze B-cell antigenic epitopes of S1 proteins. This assay allows us to theoretically investigate their ability to resist IBV and clone 
them into the pBE-S plasmid to confirm their immune activity in live models. The data obtained can be used to create recombinant 
vaccines based on enteroinvasive bacilli, with the aim of priming with strain-specific protective antigens, before using classical, more 
immunogenic vaccines.
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Введение

В предыдущей статье мы рассматривали вопрос о 
разработке лабораторной установки перфузии [1]. Идея 
была в предложении реализовать лабораторную перфу-
зию на электромагнитных клапанах. 

Задачей настоящей статьи является описать 
строение системы перфузии, в основном затронув тех-
нические стороны вопроса. В связи с тем, что указанная 
установка является сложным оборудованием, ее можно 
рассматривать как совокупность следующих подсистем: 
система тангенциального потока, фильтрация, система 
отбора на клапанах, КИП (датчики) и система управле-
ния [2]. Рассмотрим каждую составную часть системы 
более подробно.

Система фильтрации. Тангенциальный поток 
Ранее традиционно применялся метод фильтрации, 

известный как прямоточная фильтрация или тупиковая 
фильтрация [8], и представлял собой вертикальный поток 
суспензии через мембрану, позволяя мелким молекулам 
проходить через нее и разделяться. Однако этот метод 
имеет недостаток, поскольку макромолекулы могут на-
капливаться на поверхности мембраны, образуя слой 
на фильтре. По мере увеличения времени фильтрации 

слой становится толще, что приводит к снижению эф-
фективности фильтрации и сокращению срока службы 
мембраны.

В отличие от этого метода, широкое внимание 
стало уделяться тангенциальной проточной фильтрации 
[10], где поток пробы движется горизонтально по поверх-
ности мембраны под тангенциальным углом и непрерывно 
фильтруется и промывает поверхность мембраны по мере 
циркуляции, предотвращая накопление макромолекул и 
уменьшая поляризацию концентрации. Это обеспечивает 
стабильную скорость движения молекул и эффективно 
продлевает срок службы фильтрующей мембраны.

Помимо этого, тангенциальная фильтрация имеет 
дополнительные преимущества, так как позволяет одно-
временно проводить два процесса: концентрацию и диа-
фильтрацию. Благодаря этим преимуществам проточная 
фильтрация все больше предпочитается традиционному 
способу фильтрации в биотехнологии и областях, связан-
ных с биомедициной и фармацевтической промышленно-
стью [9].

Напомним, что система перфузионной фильтра-
ции необходима для ведения непрерывного процесса 
культивирования с задержанием клеток с помощью 
фильтроэлементов и возвращения их в биореактор [2, 
3]. Такая установка осуществляет механизм непрерывной 
фильтрации с помощью тангенциального обратного по-
тока (рис. 1). Она состоит из циркуляционного насоса с 
малым усилием сдвига для перекачки жидкости, филь-
тродержателя с фильтроэлементами и системы клапанов 
с датчиками давления, способствующих дополнительному 
промыванию фильтроэлементов и отводу фильтрата. 
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На рисунке 1 показан принцип работы тангенциаль-
ного потока для перфузионных процессов. Тангенциальный 
поток обеспечивает разделение на основе размеров частиц, 

предотвращая загрязнение мембраны потоком, проходя-
щим через нее [8]. Применяется для разделения частиц 
и жидких веществ клеточных культур при перфузии [4].

Рис. 1. Тангенциальный поток 

Тангенциальная проточная фильтрация является 
важным методом в биотехнологической области при 
процессах очистки, позволяющим разделять, концен-
трировать и очищать биомолекулы и частицы в растворе. 
Большое внимание этому методу уделяется благодаря 
широкому применению в биофармацевтическом произ-
водстве, при очистке белков и удалении загрязняющих 
веществ из биологических образцов. Тангенциальная 
фильтрация в основном используется для концентри-
рования, диафильтрации и фракционирования крупных 
молекул из меньших по размеру [6]. Жидкость прокачи-
вается тангенциально вдоль поверхности мембраны при 
использовании TFF. Часть жидкости проталкивается 
благодаря приложенному давлению через мембрану на 
сторону фильтрата. При тангенциальной фильтрации 

удерживаемые компоненты не скапливаются на поверх-
ности мембраны, а уносятся тангенциальным потоком 
[9]. 

Данная система позволяет бережно и эффек-
тивно обрабатывать большие объёмы раствора, сводя 
к минимуму потери образца и сохраняя целостность 
чувствительных молекул [5, 11]. Однако важно выбрать 
оптимальную мембрану, подходящую для конкретного 
применения фильтрации. 

Механизм фильтрации с тангенциальным пото-
ком представлен на рисунке 2 и состоит из насосов для 
рециркуляции жидкости через половолоконный фильтр. 
Насосы используются для добавления перфузионной 
среды, сбора пермеата, удаления клеток и регулируются 
контроллерами обратной связи.

Рис 2. Механизм тангенциальной фильтрации

При проектировании лабораторной установки 
перфузионной фильтрации был использован мембранный 
модуль фирмы Cytiva (рис. 3). Такой выбор среди мембран 
был сделан в пользу материала полисульфона, так как 
предварительные опыты на мембранах из поливинили-
дендифторида показали более низкую степень фильтрации 

клеток, независимо от среды и масштаба. Характеристики 
фильтра Hollow Fibre Cartridge, используемого на установ-
ке лабораторной перфузионной фильтрации: а) площадь 
фильтрации – 0,16 м2; б) количество волокон – 300; в) 
внутренний диаметр волокна – 0,75 мм; г) рабочая длина 
– 30 см; д) материал волокон – полисульфон.
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Рис. 3. Фильтр CYTIVA, применяемый на лабораторной установке перфузионной фильтрации

Система управления оборудованием
При создании системы управления и мониторинга 

лабораторной установкой перфузионной фильтрации ис-
пользовался принцип, сходный с системой управления 
биореакторами: сенсорные технологии, позволяющие в 
режиме реального времени контролировать различные 
параметры процесса, а также применять цифровые ком-
пьютеры и приводы [7, 8].

На рисунке 4 представлена структурная блок-
схема перфузионной системы фильтрации.

Как правило, такая система состоит из трех уровней 
управления: уровень оборудования (вход/выход), уро-
вень управления оборудованием (контроллеры ПЛК), 
а также уровень мониторинга/управления. Как видно, 
верхний уровень управления, где отражаются параметры 

всех процессов фильтрации, который состоит из сово-
купности физических, химических, физиологических и 
биохимических параметров, обеспечивает функциониро-
вание единого механизма перфузионной системы. Для не-
которых физических и химических параметров, таких как 
температура, pH, скорость вращения мешалки, уровень 
кислорода, давление, уровень жидкости и вязкость, были 
установлены специальные функциональные датчики, с 
помощью которых проводился контроль процесса. При 
этом контроль осуществлялся с помощью классических 
систем управления на основе специальных исполнитель-
ных механизмов. Для физиологических и биохимических 
параметров, таких как биомасса, газовый состав, концен-
трация основных питательных веществ и метаболитов, 
использовались более сложные средства мониторинга.

 
Рис. 4. Структурная блок-схема перфузионной системы фильтрации

Далее описана схема управления перфузионной 
установкой. В ней представлены элементы, которые 
обеспечивают полное и автоматическое управление пер-
фузией. В нашем варианте система фильтрации состоит 
из ПЛК с микропроцессорным модулем. Функции уров-

ней управления оборудованием включают в себя: сбор 
аналоговых сигналов от датчиков и преобразование их в 
цифровые сигналы, запись данных процесса, установку 
параметров процесса, запуск оптимизирующих алгорит-
мов для управления параметрами, генерацию сигналов 

О.О. Сокол, Ю. Мехда, с. 79–84
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для исполнительных механизмов, представление данных 
процесса и связь с компьютерами верхнего уровня или 
другими системами ПЛК.

Мониторинг позволяет отслеживать следующие 
параметры датчиков:

 - Физические параметры: температура, давление, 
перемешивание, уровень пены/жидкости, вязкость, мут-
ность, газовый поток, поток жидкости, веса. 

 - Химические параметры: pH/DO/ОВП, газовый 
состав.

 - Физиологические/биохимические параметры: 
биомасса, морфология, содержание веществ.

Контроль дает возможность автоматически управ-
лять данными и включает в себя следующие компоненты: 
клапаны, насос, двигатель, переключатели. Хранение и 
сбор данных происходит через USB карту, флэш-карту 
и сервер.

Аппаратная структура обеспечивает контроль 
трансмембранного давления в автоматическом режиме. 
В нашей установке рассматриваемая структура была 
реализована в классическом исполнении, которое обычно 
применяется в ферментерах и биореакторах и позволяет 
проводить контроль pH, уровня кислорода, температуры 
и других параметров, необходимых для выращивания 
клеток в лабораторных условиях. Также для записи 
данных ко всем датчикам был подключен блок сбора 
данных. С помощью аппаратной структуры поддержи-
вается непрерывный процесс выращивания клеток, что 
даёт перфузии преимущество относительно других систем 
фильтрации, например, ATF. 

Технически принцип работы перфузии изображен 
на рисунке 4 и базируется на контроле трансмембранного 
давления с помощью показаний датчиков давления на 
входе в мембрану (Ptr1), выходе из мембраны (Ptr2) 
и на линиях отбора пермеата (Ptp1), (Ptp2), (Ptp3), 
(Ptp4). Показания датчиков давления дают возможность 
напрямую анализировать эффективность стратегии об-
ратной пульсации для различных размеров пор фильтров 
при одних и тех же исходных параметрах среды. Насос 
(PP600) подключен к поступающему потоку из био-
реактора в фильтр для обеспечения непрерывного посту-
пления питательной среды, что обеспечивает постоянное 
давление между входом и выходом из мембраны. Клапана 
расположены на линии пермеата (XV01, XV02, XV03, 
XV04) и играют важную роль для создания давления при 
отборе суспензии. Клапаны обеспечивают постоянный от-
бор пермеата из потока ретентанта. Показатели давления 
на линии пермеата дают оценку загрязнения мембраны 
(фильтра). Исходя из этих показателей, система управ-

ления принимает решение об изменении частоты хода 
центрального клапана. Происходит это за счет изменения 
давления на линии пермеата. Чем выше давление на линиях 
отбора пермеата, тем чаще клапаны начинают работать 
для обеспечения уменьшения степени забивания фильтра. 
Система весов расположена на выходе из линий пермеата 
(Wei2). Колбы с питательной средой (Wei1) расположены 
на весах. Среда подается с помощью перистальтического 
насоса (PP01) в биореактор, в результате чего в систему 
управления поступают показания, которые посылают ко-
манду для расчета определенного количества питательной 
среды для подачи в биореактор. 

Заключение

Таким образом, в представленной статье были 
рассмотрены элементы системы и технические решения, 
реализованные в лабораторной системе перфузионной 
фильтрации для непрерывного культивирования культур 
клеток. Описано общее представление о технических 
особенностях реализации данного типа оборудования для 
процессов культивирования в лабораторном масштабе. В 
следующей статье будет рассмотрено практическое приме-
нение лабораторной установки и представлена серия опы-
тов и экспериментов с использованием данной установки.
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TECHNICAL SOLUTIONS FOR CREATING  
A LABORATORY PERFUSION FILTRATION UNITS

O.O. SOKOL, Y. MEHDA

All-Russian Scientific Research and Technological Institute of Biological Industry, Losino-Petrovsky city, Moscow region

The review article describes in detail the technical solutions implemented in a laboratory perfusion filtration system for continuous 
cultivation of cell cultures. The elements of the system and their technical characteristics are considered. The above description allows you 
to get a general idea of the technical features of the implementation of this type of equipment for cultivation processes on a laboratory scale.

Keywords: perfusion process, perfusion filtration system, laboratory perfusion filtration system, perfusion, continuous cell 
cultivation, programmable logic controllers.
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УДК 615.281.8

ЛЕКАРСТВЕННЫЕ СРЕДСТВА С ПРОТИВОВИРУСНОЙ АКТИВНОСТЬЮ 
В ПРОФИЛАКТИКЕ И ЛЕЧЕНИИ КЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФАЛИТА

А.С. ПОНАМАРЕВА*, А.Ю. ПЕТРОВ

ФГБОУ ВО Уральский государственный медицинский университет, Екатеринбург

Человек в течение всей своей жизни постоянно контактирует с различными микроорганизмами и вирусами. Вирус-
ные инфекции всегда были достаточно опасны для человечества, являясь причиной эпидемий или пандемий. К сожалению, 
многие заболевания вирусного происхождения с трудом поддаются профилактике и лечению. К таким заболеваниям относят 
клещевой энцефалит. В статье приведен обзор лекарственных средств для профилактики и лечения клещевого энцефалита 
противовирусными средствами синтетического и растительного происхождения: Риамиловир (Триазавирин), Йодофеназон 
(Йодантипирином), Рибавирин (Рибавирин), Фавипиравир (Коронавир, Алепривир), Меглюмина акридонацетат (Циклофе-
рон), Полисахариды побегов Solanum tuberosum (Панавир), 7-деаза-2-C-метиладенозин. Рассмотрены виды лекарственных 
форм, используемых для терапии клещевого энцефалита и их эффективность.

Ключевые слова: клещевой энцефалит, профилактика, схемы лечения, риамиловир, йодофеназон, рибавирин, фавипира-
вир, меглюмина акридонацетат, полисахариды побегов Solanum tuberosum, 7-деаза-2-C-метиладенозин, лекарственная форма.
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Введение

Человек в течение всей своей жизни постоянно кон-
тактирует с различными микроорганизмами и вирусами. 
Если микроорганизмы можно разделить на непатогенные, 
условно патогенные и патогенные, то вирусы обладают 
выраженной патогенностью. Вирусные инфекции всегда 
были достаточно опасны для человечества, являясь при-
чиной эпидемий или пандемий. До изобретения сывороток 
и вакцин очаги инфекций победить было невозможно, что 
приводило к убыли населения. В основной своей массе 
борьба с эпидемией приводила к победе человека над 
инфекцией. К сожалению, многие заболевания вирус-
ного происхождения с трудом поддаются профилактике 
и лечению. К таким заболеваниям относится клещевой 
энцефалит. В отношении подходов к его профилактике и 
лечению выработано достаточно много стратегий, однако 
полностью победить данное заболевание пока не удалось, 
поэтому поиск новых и эффективных лекарственных 
средств остаётся актуальным. Для того чтобы определить 
наиболее оптимальные пути воздействия на развитие дан-
ной патологии, целесообразно рассмотреть все способы 
борьбы с клещевым энцефалитом.

Исходя из вышеизложенного, целью настоящего 
обзорного исследования явилось изучение подходов к 
профилактике и лечению клещевого энцефалита лекар-
ственными средствами синтетического и природного 
происхождения.

Клещевой энцефалит – это инфекционное заболе-
вание вирусной природы, протекающее сначала в острой, 
а затем переходящее в хроническую форму. Последстви-
ями данного заболевания являются патологии невроло-
гического характера: парезы, параличи и т.д. Передача 
данного заболевания осуществляется кровососущими 
насекомыми. К признакам заражения относят повышение 
температуры, нарушение координации, тошноту, рвоту, 
боли в мышцах и суставах. Хотя данная симптоматика 
не является специфичной, а характерна для любого типа 
вирусной инфекции [2, 3, 5].

Механизм передачи вируса клещевого энцефалита 
может быть одним из следующих: трансмиссивный; фе-
кально-оральный и при непосредственном поступлении 
крови зараженного клещевым энцефалитом донора в 
организм реципиента – переливание крови, пересадка 
органов, трансплацентарно (внутриутробно) и др. [2, 
3, 6, 10, 11].

Процесс развития клещевого энцефалита включает 
в себя следующие стадии: инкубационный, продромаль-
ный, лихорадочный и период реконвалесценции.

В зависимости от способа заражения и стадии 
развития заболевания применяют различные виды про-
филактики и лечения.
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Обзор лекарственных средств

Ввиду легкости заражения и тяжести заболевания 
основное внимание уделено профилактике клещевого 
энцефалита. Профилактика осуществляется путем вак-
цинации населения. Для этого используют следующие 
вакцины: вакцина КЭ ФГУП ПИПВЭ им. М.П. Чу-
макова (Москва); ЭнцеВир МГУП «Микроген» НПО 
«Вирион» (Томск), ФСМЕ-ИММУН (Фирма «Бак-
стер», Австрия) и Энцепур взрослый, Энцепур детский 
(фирма «Новартис Вакцины и Диагностика», Германия). 
На российском рынке присутствуют четыре вида вакцин, 
полученных по единой технологии. Различаются пред-
ставленные вакцины природой вспомогательных веществ, 
к которым относят буферные системы, изотонирующие 
компоненты, наличие или отсутствие аминокислот и 
сахаров. Форма выпуска также едина – инъекционные 
растворы. Данная форма введения обладает 100%-ной 
биодоступностью и позволяет исключить потерю актив-
ных компонентов вакцин при прохождении через различ-
ные барьеры человеческого организма. Эффективность 
вакцин зависит от штамма использованного вируса и 
применения передовых технологий для повышения сте-
пени очистки целевого продукта от сопутствующих ком-
понентов. Наличие или отсутствие побочных эффектов, 
их тяжесть и продолжительность зависят от применения 
современных технологий производства и степени очистки 
компонентов лекарственной формы. Из синтетических 
лекарственных средств рекомендован йодофеназон [1, 
4, 5, 15, 16].

Наиболее эффективную профилактику осущест-
вляют путём вакцинации населения, проживающего в 
районах с неблагополучной эпидемиологической об-
становкой. Клещевой энцефалит подлежит экстренной 
профилактике у лиц, подвергшихся нападению клещей 
при отсутствии вакцинации, применяют специфический 
донорский иммуноглобулин, полученный из плазмы ко-
ренных народностей, проживающих в природных очагах 
носителя вируса. Фармакологический эффект обусловлен 
высоким титром антител к вирусу. Данное лекарственное 
средств эффективно в первые часы после укуса насеко-
мого. При отсутствии человеческого иммуноглобулина 
назначают лошадиный специфический гетерологический.

Для лечения клещевого энцефалита предлагаются 
лекарственные препараты различных фармакологических 
групп. При этом клинические рекомендации [5] класси-
фицируют виды лечения с учетом стадии заболевания, 
различая формы клещевого вирусного энцефалита как: 
лихорадочную, менингеальную и менингоэнцефалити-

ческую – полиоэнцефалитическую – полиомиелитиче-
скую–полиоэнцефаломиелитическую.

При рассмотрении подходов к лечению следует 
отметить, что основу составляет иммунотерапия: имму-
ноглобулин человека против клещевого энцефалита, ис-
пользуемый при первых двух формах и противоклещевая 
иммунная плазма, используемая при формах 2 и 3.

Стандарты лечения, принятые в Российской 
Федерации, включают в себя следующие виды медика-
ментозной терапии:

 - Этиотропное, которое направлено непосредственно 
на причину заболевания и включает в себя применение 
специфического противоклещевого иммуноглобулина, 
а при ранней диагностике рекомендовано применение 
интерферона (Реаферон-ЕС-липинт) и индукторов 
интерферона (Меглюмина акридонацетат).

 - Патогенетическое лечение, которое корректирует 
патологические процессы, индуцированные попаданием 
вируса в организм. Стандарт рекомендует следующую 
тактику лечения: проведение дезинтоксикации с после-
дующим восполнением объёма циркулирующей крови 
за счет инфузионной терапии; для профилактики отека 
головного мозга – дегидратационная терапия; купиро-
вание лихорадки следует проводить с использованием 
нестероидных противовоспалительных препаратов; 
при появлении симптомов отека головного мозга и для 
купирования инфекционно-токсического шока – на-
значение глюкокортикоидов; предупреждение и лече-
ние инфекционных и(или) септических осложнений 
за счет применения антибиотикотерапии; назначение 
антикоагулянтов, противосудорожных препаратов, анти-
оксидантная терапия, средства для наркоза; в ранний 
восстановительный период рекомендовано назначение 
ноотропных препаратов.

При всех трёх формах используют витаминные ле-
карственные средства, оказывающие преимущественное 
влияние на нервную систему (тиамин и пиридоксин), а 
также природный антиоксидант аскорбиновую кислоту. 
Ввиду того, что вирус клещевого энцефалита оказывает 
влияние на нервно-мышечную передачу и баланс электро-
литов, вне зависимости от форм заболевания, рекомен-
довано включить в терапевтическую схему смесь калия 
хлорида, натрия ацетата и натрия хлорида. На всех этапах 
лечения рекомендованы растворы с осмодиуретическим 
действием и сульфонамиды. Поскольку заболевание 
сопровождается мышечными болями и повышенной 
температурой, рекомендованы местные анестетики (про-
каин) и нестероидные противовоспалительные препараты 
(диклофенак, кетопрофен), а также парацетамол и мета-
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мизол натрия. Активизация воспалительных процессов 
требует применения глюкокортикоидов. При переходе 
заболевания в третью стадию и обострении болевого 
синдрома к общей схеме лечения добавляют средства 
общей анестезии (пропофол, кетамин, дроперидол) и 
группы опиоидов (трамадол). 

Бессменным спутником вирусной инфекции яв-
ляется микробная; поэтому начиная со второй фазы в 
рекомендованную схему лечения включены антибиотики 
группы цефалоспоринов третьего и четвертого поколе-
ния, карбапенемы, аминогликозиды, фторхинолоны, 
антибиотики гликопептидной структуры. Особенность 
клещевого энцефалита состоит в том, что органом-
мишенью является нервная система человека; поэтому 
в схему лечения на всех стадиях включена смесь ино-
зина, никотинамида, рибофлавина и янтарной кислоты; 
отдельно рекомендовано использовать синтетический 
антиоксидант этилметилгидроксипиридина сукцинат, 
а также психостимуляторы и ноотропы (пирацетам и 
глицин). Вторая и третья фазы развития заболевания 
требуют применения средств воздействия на нервную 
систему группы барбитуратов, производных бензоди-
азепина и карбоксамида [1, 4, 15, 16].

Особо обращает на себя внимание, что только ме-
глюмина акридонацетат, лекарственное средство синтети-
ческого происхождения, включен в актуальный стандарт 
лечения в Российской Федерации, тогда как зарубежные 
литературные источники содержат информацию о том, 
что специфическая медикаментозная противовирусная 
терапия отсутствует [2, 18, 20, 21], хотя активная работа 
в этом направлении не прекращается.

Меглюмина акридонацетат – синтетическое 
лекарственное средство с иммуномодулирующей актив-
ностью по химической структуре представляет собой 
ацилированное производное акридина в сочетании с 
многоатомным аминоспиртом метилглюкамином [13]. 
Данная комбинация интересна в плане сочетания фар-
макологической активности, так как структура акридина 
входит в состав лекарственных средств, обладающих 
противоопухолевой, противомалярийной, противоту-
беркулезной, противовирусной, антибактериальной и 
антиацетилхолинэстеразной активностью. Метилглюка-
мин в соответствии с регистром лекарственных средств 
относится к группе детоксицирующих.

Из протестированных на наличие противовирусной 
активности лекарственных средств следует отметить 
следующие противовирусные препараты. Синтетиче-
ские лекарственные средства, зарегистрированные в 
Российской Федерации:

1. Риамиловир. По химической структуре он 
представляет собой аналог гуанина, механизм действия 
заключается в блокаде синтеза вирусной РНК, препарат 
также тормозит репликацию геномных фрагментов, ми-
шенью является фермент протеин-дисульфид-изомераза; 
таким образом, целью препарата являются свободные 
меркапто-группы белковой структуры вируса. В ре-
зультате проведенной терапии риамиловир купировал 
симптоматическое проявление вирусного заболевания: 
катаральные явления, значительно снижал интенсивность 
мышечных болей, исчезали признаки воспалительного 
процесса (лихорадка и головная боль) (табл. 1) [14].

2. Йодофеназон. Является производным пиразола. 
Результаты экспериментальных исследований показали 
наличие у йодофеназона иммуномодулирующих свойств. 
Являясь индуктором интерферона, он не оказывает 
угнетающего воздействия на гуморальный иммунитет. 
Данный лекарственный препарат может быть исполь-
зован для целей экстренной профилактики клещевого 
энцефалита. Эффективен в отношении лихорадочной 
формы клещевого энцефалита, его действие сопоставимо 
с таковым для специфического иммуноглобулина (см. 
табл. 1) [8].

3. Рибавирин. По химической структуре является 
производным гуанина. В экспериментальных исследо-
ваниях обнаружил высокую противовирусную актив-
ность, он полностью ингибировал продукцию вируса. В 
эксперименте на мышах рибавирин снижал смертность 
экспериментальных животных до 5% (см. табл. 1) [7].

4. Фавипиравир. Лекарственное средство пока-
зало эффективность на стадии тяжелого менингоэнце-
фалита. В результате противовирусной терапии фави-
пиравиром было достигнуто полное выздоровление при 
отсутствии побочных эффектов. Курс лечения составил 
8 дней (см. табл. 1) [17].

Лекарственные средства природного происхож-
дения, зарегистрированные в Российской Федерации:

Полисахариды побегов Solanum tuberosum. 
Основу химической структуры данного лекарственно-
го средства составляет полисахарид. Именно за счет 
структурных особенностей препарат продемонстрировал 
эффективность при менингеальной форме. Через месяц 
после начала лечения у пациентов регистрировали ис-
чезновение антигена к вирусу, значительно сокращался 
лихорадочный период (см. табл. 1) [9].

Изыскание новых противовирусных средств в от-
ношении возбудителя клещевого энцефалита отечествен-
ными учеными ведется более активно, чем за рубежом, 
поскольку ареал обитания носителя данного заболева-

А.С. Понамарева, А.Ю. Петров, с. 85–91
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ния в основном находится на территории Российской 
Федерации, хотя в литературе имеются сведения об 
исследовании 7-деаза-2-C-метиладенозина на наличие 
специфической противовирусной активности. Экспери-

менты выполнены на лабораторных мышах, при этом ис-
пытуемый образец в дозе 25 мг/кг массы лабораторного 
животного при введении два раза в сутки полностью 
тормозил репликацию вируса (см. табл. 1) [19].

Таблица 1
Схемы профилактики и лечения противовирусными препаратами

Наименование лекарствен-
ного средства Профилактика Лечение

Меглюмина акридонацетат Таблетированная лекарственная форма. Инъек-
ционный раствор

Полисахариды побегов 
Solanum tuberosum

Данные отсутствуют Внутривенное трехкратное введение через 18 
часов 0,004% изотонического раствора в объ-
еме 5 мл 

Риамиловир Данные отсутствуют Лекарственное средство в виде капсулированной 
лекарственной формы 250 мг перорально 5 раз в 
день в течение 5 дней

Йодофеназон Курс приема составляет 7 дней, затем повтор 
курса после трехдневного перерыва. Лекар-
ственное средство в виде таблетированной 
лекарственной формы по 100 мг.
При экстренной профилактике курс состав-
ляет 9 дней, в соответствии со схемой, общее 
количество принятого лекарственного сред-
ства составляет 4,5 г: первый и второй день 
– по 0,3 г 3 раза в день; третий и четвертый 
день – по 0,2 г 3 раза в день; последующие 
пять дней – по 0,1 г три раза в день

В сочетании с иммуноглобулином курс состав-
ляет 9 дней, в соответствии со схемой, общее 
количество принятого лекарственного средства 
составляет 4,5 г: первый и второй день – по 0,3 г 
3 раза в день; третий и четвертый день – по 0,2 г 
3 раза в день; последующие пять дней – по 0,1 г 
три раза в день

Рибавирин Данные отсутствуют Лекарственная форма – капсулы 0,2 г. Доза 
рассчитывается в зависимости от массы пациента. 
Прием препарата осуществляется два раза в сут-
ки, утром и вечером двумя одинаковыми дозами, 
или вечерняя доза выше утренней
В эксперименте минимальная эффективная кон-
центрация составляет 31 мкг/мл

Фавипиравир Данные отсутствуют 1600 мг два раза в день в течение первых суток, 
затем по 600 мг два раза в день в течение 7 дней

Экстракт Тerminalia chebula 
Retz. (Combretaceae) (хе-
булиевая кислота и пуника-
лагин)

Данные отсутствуют Условия эксперимента

Растительные компоненты также могут являться 
основой для создания лекарственных средств, проявля-
ющих активность в отношении клещевого энцефалита. 
Комплексные экспериментальные исследования рос-
сийских и монгольских учёных продемонстрировали 
эффективность экстракта Тerminalia chebula Retz. 
(Combretaceae) в отношении вируса клещевого энцефа-
лита. Предположительно, наблюдавшаяся активность 
связана с присутствием в экстракте хебулиевой кислоты 
и пуникалагина [12].

Из рассмотренных выше лекарственных средств 
для лечения клещевого энцефалита рекомендован меглю-
мина акридонацетат, а для профилактики – йодофеназон, 
тогда как для непосредственного лечения он может быть 
использован только в комбинации с иммуноглобулином. 
Препараты, используемые для терапии клещевого энце-
фалита, применяют как в виде твердых лекарственных 
форм (риамиловир, рибавирин, фавипиравир), так и в 
виде инъекционного раствора (полисахариды побегов 
Solanum tuberosum), что говорит о недостаточной из-
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ученности влияния способа введения лекарственного 
средства на результаты лечения заболевания.

Заключение

Исходя из вышеизложенного, можно прийти к 
заключению, что в отношении вируса клещевого эн-
цефалита существуют различные подходы к лечению 
в соответствии с отечественными и зарубежными 
стандартами. В первом случае официально для лече-
ния рекомендован меглюмина акридонацетат, а для 
профилактики – йодофеназон, тогда как зарубежные 
литературные источники утверждают, что синтетиче-
ских противовирусных лекарственных препаратов для 
лечения клещевого энцефалита нет. При этом большую 
роль играет именно профилактика заболевания, так как 
его последствия достаточно травматичны и необратимы 
для человеческого организма.
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MEDICINES WITH ANTIVIRAL ACTIVITY IN THE PREVENTION  
AND TREATMENT OF TICK-BORNE ENCEPHALITIS

A.S. PONAMAREVA, A.Yu. PETROV

Ural State Medical University

A person is constantly in contact with various microorganisms and viruses throughout his life. Viral infections have always been 
quite dangerous for humanity, being the cause of epidemics or pandemics. Unfortunately, many diseases of viral origin are difficult to 
prevent and treat. Such diseases include tick-borne encephalitis. The present article provides an overview of medicines for the prevention 
and treatment of tick-borne encephalitis with antiviral agents of synthetic and plant origin: Riamilovir (Triazavirin), Iodophenazone 
(Iodantipirin), Ribavirin (Ribavirin), Favipiravir (Coronavir, Aleprivir), Megluminacridone acetate (Cycloferon), Polysaccharides of 
Solanum tuberosum shoots (Panavir) , 7-deaza-2-C-methyladenosine. The types of dosage forms used for the treatment of tick-borne 
encephalitis and their effectiveness are considered.

Keywords: tick-borne encephalitis, prevention, treatment regimens of amilovir, iodophenazone, ribavirin, favipiravir, 
megluminacridone acetate, polysaccharides of Solanum tuberosum shoots, 7-dease-2-C-methyladenosine, dosage form.
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ЭЛЕКТРОПРОВОДЯЩИЕ ПОЛИМЕРНЫЕ МАТЕРИАЛЫ  
ДЛЯ ТКАНЕВОЙ ИНЖЕНЕРИИ

Д.А. КИРИЛЛОВА1*, П.М. ГОТОВЦЕВ1,2, Р.Г. ВАСИЛОВ1

1 Национальный исследовательский центр «Курчатовский институт»,  
2 Московский физико-технический институт (Национальный исследовательский университет), Москва

Электропроводящие полимеры, такие как полианилин, полипиррол и поли(3,4-этилендиокситиофен) с хорошей био-
совместимостью, находят широкое применение в биомедицине, включая биосенсоры, нейронные импланты и тканевую инже-
нерию. Этот обзор посвящен проводящим полимерам для применения в тканевой инженерии. Электропроводящие полимеры 
хорошо себя показали в качестве матриксов для регенерации тканей, а их способность к электропроводимости позволяет 
стимулировать культивируемые на них клетки электрическими сигналами. Однако механическая хрупкость таких материалов 
ограничивает их применение. В связи с этим были разработаны проводящие полимерные композиты на основе проводящих 
полимеров. Основная цель настоящего обзора – обобщить данные об электропроводящих материалах для медицинских при-
менений, включая проводящие гидрогели и проводящие композитные пористые матриксы, используемые в инженерии костной, 
мышечной, сердечной и нервной тканей.

Ключевые слова: тканевая инженерия; электропроводящие полимеры; полимерные матриксы; клеточные культуры; 
биоинженерия.
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Введение

Тканевая инженерия в настоящий момент является 
активно развивающимся направлением в биомедицинской 
науке. Клеточный материал, полученный посредством 
биопсии, выращивают и культивируют в виде монослоя 
в чаше Петри [16]. Затем выращенные клетки переносят 
и культивируют в трехмерной структуре, изготовленной 
из биосовместимого полимера, для прикрепления и раз-
множения клеток. После создания полностью функцио-
нального органа его переносят в тело пациента. 

Матриксы должны быть изготовлены из биосов-
местимого и нетоксичного материала. Клетки должны 
иметь возможность прикрепляться, расти, делиться, а 
также восстанавливаться до и после имплантации на всей 
поверхности полимера. Полимерные матриксы должны 
быть разлагаемыми, а их продукты не должны вызывать 
отрицательной реакции иммунной системы. Они также 
должны иметь высокую пористость и структуру взаимо-
связанных пор, которые обеспечивают снабжение клеток 
питательными веществами [38].

Электропроводящие полимерные материалы
Несколько различных полимеров, включая по-

лимолочную кислоту (PLA), полигликолевую кислоту 
(PGA) и поликапролактон (PCL), уже были исследо-
ваны в области тканевой инженерии. PCL представляет 
собой полимер каучукового типа, который теряет свою 
целостность через несколько лет, что особенно не под-
ходит для регенерации тканей. PGA используется в 
различных клинических случаях, однако срок службы 
этого материала в человеческом теле не больше месяца 
(приблизительно). PLA является идеальным полимером 
для использования в различных операциях по лечению 
ран и фиксации костей, так как она разлагается от не-
скольких месяцев до года (что может быть вызвано ее 
гидрофобностью). PLA представляет собой биосовме-
стимый, биоразлагаемый и иммунологически инертный 
синтетический полимер [51]. 

Проводящие или сопряженные полимеры так-
же нашли широкое применение во многих областях, 
включая фотоэлектрику, оптоэлектронику, биосенсоры 
и регенеративную медицину [6, 35]. Среди таких ма-
териалов полипиррол (РРy), полианилин (PANi) и 
поли(3,4-этилендиокситиофен) (PEDOT) использу-
ются в качестве электроактивных субстратов. Однако 
из-за небольшой собственной проводимости применяется 
процесс легирования для превращения этих материалов 
в проводники. Контроль размера, заряда и стабильности 
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противоионов имеет первостепенное значение для на-
стройки электрохимических свойств таких материалов. 
Иономерная смесь PEDOT:PSS представляет особый 
интерес благодаря ее стабильности, цитосовместимости 
и проводимости [21, 39]. Основные свойства данных 
полимеров представлены в таблице 1. В настоящей статье 
будут рассмотрены композиты на основе PEDOT и их 
применение в тканевой инженерии.

Таблица 1
Электропроводимость и свойства  

проводящих полимеров

Полимер
Прово-
димость 
(S/cm)

Свойства Ссылка

PPy 2000
Высокая электропро-
водность, простота изго-
товления и модификации 
поверхности

[9, 42, 
58]

PANI 112
Различные структурные 
формы могут легко пере-
ходить одна в другую, 
низкая стоимость

[44, 
22]

PEDOT:PSS 4700
Высокая электропро-
водность, электрохими-
ческая стабильность, оп-
тическая прозрачность

[53, 
56]

Согласно второму закону Нернста, существует 
связь между потенциалом клеточной мембраны и концен-
трацией ионов внутри и снаружи клетки. Любое измене-
ние этой концентрации может повлиять на напряжение 
клетки и поведение в состоянии покоя [8, 43]. Клеточная 
мембрана зависит от напряжения, и было доказано, что 
любое изменение в биполярной мембране клетки влияет 
на открытие или закрытие клеточных каналов. Сле-
довательно, такое изменение может влиять на перенос 
ионов между внутренней и внешней частью клеток [24]. 
Изменения потенциала клеточных мембран создают ток 
между клеточными мембранами. Этот ток создает элек-
трическое поле, которое воздействует на другие клетки, а 
также вызывает изменения в их мембранах [24]. Таким 
образом, согласно научным исследованиям, указанный 
мембранный ток изменяется при применении внешней 
электрической стимуляции.

Поли(3,4-этилендиокситиофен): поли(стирол-
сульфонат) (PEDOT:PSS) является одним из наи-
более перспективных проводящих полимеров с точки 
зрения практического применения. Он обладает многими 
уникальными свойствами, такими как хорошая способ-
ность к образованию пленок благодаря универсальным 

технологиям изготовления, превосходная оптическая 
прозрачность в видимом диапазоне света, высокая 
электропроводность и хорошая физическая и химическая 
стабильность на воздухе. PEDOT:PSS имеет широкое 
применение в устройствах преобразования и хранения 
энергии. В обзоре [50] описано его использование в ка-
честве органических солнечных элементов, в сенсибили-
зированных красителями солнечных батареях – ячейках 
Гретцеля, суперконденсаторах, топливных элементах, 
термоэлектрических устройствах. Также PEDOT:PSS 
является потенциальным кандидатом на биомедицинское 
применение, и было высказано предположение, что он 
представляют собой идеальный матрикс для роста и элек-
трической стимуляции различных типов клеток, в первую 
очередь, остеогенных клеток [47], а также нейрональных 
клеток-предшественников [18, 28, 40, 49]. 

Проводящие полимеры на основе PEDOT сти-
мулируют адгезию, пролиферацию и дифференцировку 
клеток [15, 18, 20, 28]. Была исследована дифференци-
ровка нейральных стволовых клеток путем применения 
низковольтных стимуляций [39, 48, 49]. Работы in 
vitro, изучающие эффекты PEDOT:PSS по нейральной 
дифференцировке, были проведены на клетках различ-
ных источников, таких как трансформированные линии 
нейронов (дифференцированные клетки SH-SY5Y – 
сходны с первичными нейронами с длинными отростками; 
повышенная экспрессия нейрон-специфических маркеров 
[41]) или мезенхимные стволовые клетки, которые могут 
не полностью отражать свойства нервных тканей – диф-
ференцируются в клетки костной, хрящевой и жировой 
тканей) [13]. PEDOT:PSS биосовместимые гидрогели 
характеризуются улучшенным прикреплением и жизне-
способностью клеток [36, 45] и сниженной реакцией на 
инородное тело [11, 25, 27]. Такие композиты являются 
и подходящими структурами для создания трехмерных 
клеточных культур благодаря их мягкой тканеподобной 
природе [19]. 

Тканевая инженерия все чаще рассматривается 
для восстановления несросшихся фракций, черепно-ли-
цевой реконструкции или замещения крупных костных 
дефектов проводящими губчатыми материалами. В [37] 
показано, что внешняя электрическая стимуляция спо-
собствует заживлению костей как в экспериментах на 
животных, так и в клинических исследованиях. Кроме 
того, доклинические и клинические исследования по-
казали превосходное заживление дефектов хряща при 
применении электрического тока к мезенхимальным 
стволовым клеткам [4, 5]. В 1957 году Фукада и Ясуда 
сообщили, что костям присущи пьезоэлектрические 
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свойства, предполагая, что электрическая стимуляция 
будет способствовать сращению несросшихся переломов 
костей или увеличению скорости заживления [2, 12]. 
Также появляется все больше доказательств того, что 
внешняя электрическая стимуляция влияет на пролифера-
цию, миграцию и биологическую минерализацию клеток 
[14, 32]. Проводящие матриксы на основе сопряженных 
полимеров представляют наибольший интерес для со-
хранения пьезоэлектрических свойств костной ткани и 
индукции остеогенеза при имплантации [17, 52]. 

В работе [54] описывается изготовление трехмер-
ных макропористых матриксов на основе PEDOT:PSS 
по технологии freeze casting. Матрицы имеют регулиру-
емый размер пор и морфологию, а также являются элек-
трохимически активными. При приложении потенциала 
происходят обратимые изменения в их электрическом 
легирующем состоянии, что, в свою очередь, позволяет 
точно контролировать конформацию адсорбированных 
белков. Кроме того, матриксы поддерживают рост фи-
бробластов мыши (3T3-L1) в течение 7 дней и способны 
электрически контролировать клеточную адгезию и про-
ангиогенную способность, что говорит о потенциальном 
применении материалов в тканевой инженерии и реге-
неративной медицине. Создание матриксов с высокой 
взаимосвязанностью пор и диаметром пор более 100 
мкм представляет большой интерес во многих подходах к 
тканевой инженерии, а также существует общее мнение, 
что такие поры (более 100 мкм) способствуют усиленно-
му прикреплению и детерминизации клеток [26, 33] , а 
также формированию трехмерных тканей [3, 34].

Во время остеогенной дифференцировки клетки 
проходят разные стадии и достигают зрелого фенотипа 
после минерализации внеклеточного матрикса и образо-
вания костных узелков из гидроксиапатита. Минерализа-
ция трехмерного материала может выступать в качестве 
жизненно важной поддержки для инициации нуклеации 
и дальнейшего запуска остеогенной дифференцировки 
и минерализации внеклеточного матрикса. Также было 
показано, что гибридные матрицы PEDOT:PSS, содер-
жащие биоактивные стекла и желатин, минерализуются 
после длительной инкубации в искусственной жидкости 
организма (SBF) и, как сообщается, являются мощными 
материалами, индуцирующими биоминерализацию in vitro 
[59]. Считается, что зарождение минерализации или 
образование гидроксиапатита инициируется первона-
чальным накоплением кальция. Таким образом, способ-
ность накапливать кальций является многообещающим 
шагом на пути к возможной минерализации трехмерного 
матрикса [31] (то есть будет способствовать зародышео-

бразованию кристаллов и минерализации ЕСМ клеток-
предшественников остеобластов).

В исследовании [15] матриксы PEDOT:PSS 
были разработаны и протестированы in vitro с ис-
пользованием остеогенных клеток-предшественников 
MC3T3-E1, а клетки оценивались на предмет различных 
стадий дифференцировки и проявления остеогенного 
фенотипа. Высокопористые проводящие матриксы на 
основе PEDOT:PSS подходят в качестве каркаса для 
инженерии костной ткани, о чем свидетельствует диф-
ференцировка остеогенных клеток-предшественников 
(MC3T3-E1) в остеобласты.

В работе [60] представлены разработанные 
пастообразные проводящие полимерные чернила на 
основе криогенного замораживания водного раствора 
PEDOT:PSS с последующей лиофилизацией и кон-
тролируемым повторным диспергированием в смеси 
воды и диметилсульфоксида (ДМСО), подходящие 
для 3D печати из высококонцентрированного раствора 
нанофибрилл PEDOT:PSS за счет образования пере-
плетений между нанофибриллами. Полученные чернила 
из проводящего полимера демонстрируют превосходные 
возможности для 3D-печати с высоким разрешением 
(более 30 мкм). Сухой отжиг проводящих полиме-
ров позволяет получить высокопроводящие и гибкие 
3D-микроструктуры PEDOT:PSS в сухом состоянии. 
Более того, сухой напечатанный на 3D-принтере прово-
дящий полимер можно легко преобразовать в мягкий, но 
обладающий высокой проводимостью, путем последую-
щего набухания во влажной среде.

Электрическая стимуляция определенных об-
ластей мозга in vivo, например, глубокая стимуляция 
мозга (DBS) является мощным методом для облегчения 
двигательных расстройствв у пациентов, которые больше 
не реагируют на фармакологическое лечение [23]. Это 
требует имплантации массива электродов в определенные 
области мозга для доставки электрических импульсов. 
Их можно использовать для блокирования аномальной 
нервной активности, связанной с болезнью Паркинсона, 
и для нормализации гомеостаза клеток [7].

В статье [10] показан синтез проводящего PETOD 
и биосовместимого PLA полимеров, который можно пе-
чатать на 3D-принтере. Поли(3,4-этилендиокситиофен) 
(PEDOT) нерастворим, а PLA является наиболее 
популярным и биосовместимым полимером, который 
обычно печатается на 3D-принтере. PLA в сочетании 
с PEDOT позволяет создать материал для 3D-печати, 
обладающий электронной проводимостью и биосовме-
стимостью. Сополимеры PEDOT-g-PLA синтезиру-
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ются путем химической окислительной полимеризации 
между 3,4-этилендиокситиофеном и макромономерами 
PLA. Авторы показали, что полимер PEDOT-g-PLA 
демонстрирует превосходный рост клеток и созревание 
сердечных миоцитов, совместно культивируемых с фи-
бробластами.

В таблице 2 представлены основные типы ком-
позитных материалов на основе PEDOT, которые ис-
пользуются для клеточной инженерии. Как видно из этой 
таблицы, данный полимер рассматривается как крайне 
перспективный для инженерии мышечных и костных 
тканей.

Заключение

PEDOT:PSS считается наиболее перспективным 
полимером из-за его низкой стоимости, значительной 
стабильности, высокой проводимости, биосовместимо-
сти и механической прочности. Самое главное, легкая 
перерабатываемость в водном растворе делает его более 
привлекательным, чем другие проводящие полимеры, 
особенно в медицинских целях. В последние годы была 
проведена обширная работа по изучению PEDOT:PSS 
для различных применений, и в настоящей статье сумми-
руются последние достижения в области материалов на 
основе PEDOT:PSS в тканевой инженерии. Методы, 
используемые для приготовления матриксов на основе 
PEDOT:PSS, включают в себя электроформование, 
методы замораживащего литья и прямой адсорбции, 

лиофилизацию и 3D печать. Значительные исследова-
ния в области тканевой инженерии с использованием 
PEDOT:PSS находятся в стадии разработки. Такие 
свойства, как электрохимическая активность, высокая 
проводимость и механическая стабильность, играют 
важную роль в демонстрации существенного прогресса 
композитов PEDOT:PSS в инженерии нервной, сердеч-
ной и костной тканей. Распространенные исследования 
проводились в основном in vitro, а в будущих исследо-
ваниях следует рассмотреть возможность испытаний 
существующих материалов in vivo.

Работа выполнена при поддержке НИЦ «Кур-
чатовский институт», в рамках выполнения тема-
тического плана 1.ф.1.2 «Моделирование процессов в 
нейрональных клетках с целью создания автономных 

Таблица 2
Разновидности композитных материалов на основе PEDOT

Тип материала на основе 
PEDOT Характеристики Предполагаемое на-

значение Ссылки

Гель на основе PEDOT:PSS PEDOT:PSS, желатин и альгинат, метод solvent-casting (ме-
тод прямой адсорбции).

клетки сосуди-
стого эндотелия 

(HUVEC)
[29]

Матрикс на основе PEDOT PCL-PEDOT с добавлением многостенных углеродных на-
нотрубок (MWCNT). Метод электроформования

Инженерия ткани 
скелетных мышц [30]

Гель на основе PEDOT PEDOT, GelMA (метакрилоил желатина). 
Метод 3D биопечати

Инженерия  
мышечной ткани [55]

Микростолбики (микро-
капиллярные электроды) на 
основе PEDOT:PSS

PEDOT:PSS, диметилсульфоксид, (3-глицидилоксипропил)
триметоксисилан (GOPS).
Метод 3D биопечати

Инженерия мышеч-
ной ткани сердца [57]

Пористые нановолокон-
ные матриксы на основе 
PEDOT:PSS

PEDOT:PSS, хитозан, поливиниловый спирт (PVA).
Метод электроформования

Инженерия  
сердечной ткани [1]

3D пористые матриксы на 
основе PEDOT:PSS

PEDOT:PSS, диметилсульфоксид, (3-глицидилоксипропил)
триметоксисилан (GOPS).
Метод freeze casting (метод замораживающего литья)

Инженерия костной 
ткани [54]

3D пористые матриксы на 
основе PEDOT:PSS

PEDOT:PSS, 4-додецилбензолсульфоновая кислота (DBSA), 
(3-глицидилоксипропил)триметоксисилан (GOPS).
Метод freeze casting (метод замораживающего литья)

Инженерия костной 
ткани [15]

3D пористые матриксы на 
основе PEDOT:PSS PEDOT:PSS, коллаген I типа (COLL1) Инженерия костной 

ткани [18]

Гель gel:HA:PEDOT-NPs
наночастицы PEDOT (PEDOT NPs), желатин, гиалуроновая 
кислота (HA).
Метод freeze casting (метод замораживающего литья)

Инженерия тканей 
спинного мозга [46]

Д.А. Кириллова и др., с. 92–100
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Electroconductive polymers such as polyaniline, polypyrrole and poly(3,4-ethylenedioxythiophene) with good biocompatibility 
have a wide range of biomedical applications including biosensors, neural implants and tissue engineering. This review focuses on 
conductive polymers for tissue engineering applications. Conductive polymers exhibit excellent electrical conductivity as matrixes for 
tissue regeneration, and their electrical conductivity allows stimulation of cells cultured on them to be stimulated by electrical signals. 
However, the mechanical properties of such materials limit their application. Therefore, conductive polymer composites based on 
conductive polymers have been developed. The main objective of this review is to summarize information about conductive biomaterials, 
such as conductive hydrogels and conductive composite porous matrixes used in bone tissue engineering, muscle tissue engineering, 
nerve tissue engineering, and cardiac tissue engineering.
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СТРАНИЦЫ ИСТОРИИ

К 125-летию со дня рождения З.В. Ермольевой 
(1898–1974)*

Имя Зинаиды Виссарионовны Ермольевой за-
нимает достойное место в истории отечественной эпиде-
миологии и микробиологии. В этом году исполняется 125 
лет со дня ее рождения. Ее жизнь и деятельность хорошо 
вписываются в жизнеутверждающую поступь молодого 
советского государства и общий энтузиазм его населения.

Факты ее жизни и творчества хорошо известны. 
Поэтому следует остановиться лишь на отдельных мо-
ментах. Многие любят говорить сейчас о том или ином 
деятеле, что он «появился в нужное время и в нужном 
месте». В случае Ермольевой тоже можно было бы 
обойтись таким высказыванием. Но этого будет мало. 
Здесь будет явная недоооценка добротной породы и 
воспитания. В данном случае мы имеем удачный старт, 
который во многом обеспечил ее будущие успехи.

Она получила прекрасное среднее и высшее обра-
зование. Гимназию в Новочеркасске закончила с золотой 
медалью. Дальше – учеба в авторитетном университете. 
Известно, что Ростовский университет был создан на 
базе одного из лучших университетов страны – эваку-
ированного Варшавского. Среди ее учителей был П.Ф. 
Здродовский, известный микробиолог. Другой учитель 
– профессор В.А. Барыкин – привил вкус к изучению 
холерной инфекции. Он же рекомендовал талантливой 
девушке перебраться в Москву, где она начала трудиться 

* Материал подобран В.С. Воробьевым

с 1920-х годов. Ничего не бывает случайным. Как важно 
одаренному человеку повстречать на своем пути нужного, 
благородного и доброжелательного наставника. К тому 
же опыт работы над проблемой холеры крайне пригодил-
ся ей потом во время войны в Сталинграде.

В Москве уже в возрасте 27 лет она возглавила 
отдел биохимии микробов в Биохимическом институте 
Наркомздрава РСФСР, который в 1934 году вошёл 
в состав ВИЭМ, одного из лучших медицинских уч-
реждений страны. Это тоже прекрасная школа – быть 
в такой квалифицированной профессиональной среде. 
Естественно, занимая столь высокий пост, она привлека-
лась к решению задач высокого уровня и приобрела не-
обходимый опыт результативного научного руководства. 

В 1942 году впервые в СССР З.В. Ермольева 
получила пенициллин (другое наименование – крусто-
зин, или пенициллин ВИЭМ) и организовала его произ-
водство. Применение пенициллина ВИЭМ для лечения 
раневых осложнений проводилось в клиниках академиков 
Н.Н. Бурденко, Н.И. Гращенкова, И.Г. Руфанова и в 
14 эвакогоспиталях. Особенно часто она вспоминала об 
испытании отечественного пенициллина в конце 1944 
года на Прибалтийском фронте, которое проводилось 
совместно с Н.Н. Бурденко (там был достигнут пози-
тивный эффект – 100%-ное выздоровление раненых). 

В 1942 году она была направлена в город Ста-
линград, где наладила производство холерного бактери-
офага. Она была удостоена Сталинской премии первой 
степени (1943) – совместно с Лидией Якобсон (тоже 
сотрудницей ВИЭМ) «…за участие в организации и 
проведении большой профилактической работы на фрон-
тах Великой Отечественной войны, за разработку новых 
методов лабораторной диагностики и фагопрофилактики 
холеры…». Известно, что в это время у нее были теле-
фонные контакты с Верховным главнокомандующим 
Сталиным (он даже называл ее шутя «сестрёнка»: у них 
были одинаковые отчества).

Кстати, деньги от премии Зинаида Виссарио-
новна (как и Лидия Якобсон) потратила на постройку 
истребителя Ла-5, получившего имя «Зинаида Ермо-
льева». Немаловажным событием стал выход в свет ее 
монографии «Холера» в 1942 году. В ней она обобщила 
свой собственный опыт борьбы с этой инфекцией. 
 Уже только на основании данного цикла исследований 
можно заключить, что она была пионером развития ре-
альной биотехнологии в стране.

После Великой Отечественной войны она продол-
жила цикл своих актуальных, социально востребованных 
исследований. В 1945–1947 годах Ермольева работала 
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директором Института биологической профилактики 
инфекций. Направление изучения антибиотиков тогда 
набирало силу, и было принято важное государственное 
решение на базе этого института затем организовать 
«Всесоюзный научно-исследовательский институт по 
пенициллину и другим антибиотикам» (позднее он был 
переименован во Всесоюзный научно-исследовательский 
институт антибиотиков). Здесь начиная с 1947 года она 
заведовала отделом экспериментальной терапии. Одно-
временно с 1952 года и до конца своих дней возглавляла 
кафедру микробиологии и лабораторию новых антибиоти-
ков Центрального института усовершенствования врачей 
(ныне: Российская медицинская академия непрерывного 
профессионального образования – РМАПО).

Институт, организованный Ермольевой, создавал 
технологии производства противобактериальных и других 
препаратов, а также участвовал в разработке методиче-
ских указаний по применению антибиотиков. Наиболее 
активный период деятельности института был в 1940–
1980-е годы. Его интересы были сосредоточены на 
производстве природных пенициллинов, стрептомицина, 
эритромицина, антибиотиков тетрациклиновой группы, 

полусинтетических пенициллинов, аминогликозидов, це-
фалоспоринов, тетрациклинов, иммуносупрессоров и др.

Следует для исторической точности указать на то, 
что указанный Институт антибиотиков, пройдя сложный 
путь прогресса и спада, был подвергнут нескольким 
реорганизациям, особенно в 1990 годы, когда из 800 
сотрудников осталось 160 (в цепи: «Государственный 
научный центр по антибиотикам Министерства промыш-
ленности, науки и технологий Российской Федерации», 
Открытое акционерное общество «Государственный 
научный центр по антибиотикам» – ОАО ГНЦА), в 
2012 году прекратил свое существование. В настоящее 
время на территории бывшего института планируется 
реконструкция с целью создания многофункционального 
комплекса.

В последующие годы после ухода из жизни З.В. 
Ермольевой государством и обществом было сделано 
много для увековечения памяти этого замечательного 
человека. В ее честь были установлены памятники и 
мемориальные доски, названы учреждения и улицы. В 
искусстве ее образ привлек писателя Вениамина Каве-
рина и талантливых актрис – Людмилы Чурсиной и Ии 
Саввиной.
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